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Resumo:

Neospora caninum €& um protozoario do filo Apicomplexa, estreitamente
relacionado ao Toxoplasma gondii. Apds a sua descricdo, a infeccdo por N. caninum é
hoje sabidamente responsavel por grandes perdas econémicas na bovinocultura. A
enzima oxido nitrico sintase induzivel (iINOS) constitui o principal mecanismo indutor da
producdo de oxido nitrico, que atua como um mecanismo efetor importantissimo contra
microrganismos. Desta forma, este estudo teve como objetivo avaliar a importancia da
enzima 6xido nitrico sintase induzivel durante a infeccdo por N. caninum. Os resultados
obtidos demonstram que na auséncia da INOS detectou-se uma diminui¢do na produgéo
de citocinas inflamatdrias (IL-12p40, TNF-a e IL-1f) e um aumento na producg&o de IL-
10 em macrofagos infectados com N. caninum, sugerindo o envolvimento da iNOS na
modulacdo do perfil de citocinas produzida por macréfagos. Infeccdo experimental de
camundongos indicaram que camundongos C57BL/6 selvagens (WT) apresentaram
menor taxa de mortalidade, parasitismo e inflamagdo se comparados com camundongos
iNOS™", além de apresentarem menores niveis de citocinas do perfil Thl no inicio da
infeccdo e de citocinas Th2 e Th1l7 em uma fase intermediaria da infeccdo. Esses
resultados demonstram que iINOS constitui um importante mecanismo de resisténcia a
infeccdo por N. caninum, induzindo o controle do parasitismo agudo e cronico, da
producdo de citocinas e, consequentemente, da exacerbacao da resposta inflamatdria.

Embasado nesses resultados, podemos concluir que INOS é importante na
modulacdo da resposta imune durante a infeccdo por N. caninum, por controlar o
parasitismo, inibindo assim a producgéo exacerbada de citocinas e, consequentemente, 0s

fatores deletérios de um processo imunopatolégico.

Palavras-chave: Neospora caninum; Citocinas, iNOS, inflamacg&o, carga parasitaria



Abstract:

Neospora caninum is an Apicomplexan parasite, closely related to Toxoplasma gondii.
Since its first description, N. caninum infection has emerged as an important cause of
economic loss in the cattle industry. Inducible nitric oxide synthases (iNOS) is the most
important enzyme responsible for the generation of Nitric Oxide (NO), which is
classically described as an important effector mechanism in the killing of intracellular
pathogens. For that purpose, we aimed to evaluate the role of inducible nitric oxide
synthases during N. caninum infection. The results obtained here suggest the involvement
of iINOS in modulation of the cytokine profile produced by macrophages, once targeted
genetic disruption of this enzyme led to a decrease in the inflammatory cytokines
production (IL-12p40, TNF-a and IL-1f3) and an increase in IL-10 levels in macrophages
infected with N. caninum. our results obtained from experimentally infected mice indicate
that INOS is an important resistance mechanism in the N. caninum infection, by inducing
the control of acute and chronic parasitism, cytokine production and consequently the
exacerbation of the inflammatory responses. After infecting with N. caninum, wild type
C57BL/6 mice (WT) had a lower mortality rate, parasitism and inflammation if compared
to iNOS™” mice, besides having lower early Th1 cytokine profile levels and Th2/Th17 in
an intermediate stages of infection. Based on these results, we conclude that iNOS is
important in modulating immune responses during N. caninum infection, by controlling
parasitism, thereby inhibiting cytokine overproduction and consequently the deleterious

effects of immunopathological processes.

Keywords: Neospora caninum; Cytokines; iNOS; Inflammation; Parasite load
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1. INTRODUCAO

1.1 Descoberta de Neospora caninum

Neospora caninum é um protozodrio intracelular obrigatério pertencente ao filo
Apicomplexa, classe Sporozoea, subclasse Coccidia e familia Sarcocystidae (ELLIS et
al., 1994; COLLANTES-FERNANDEZ et al., 2012; MONNEY; HEMPHILL, 2014).
Esse protozoario se assemelha, em termos estruturais e bioldgicos, ao protozoario
Toxoplasma gondii, apesar das infec¢Oes apresentarem diferengas marcantes (DUBEY;;
SCHARES; ORTEGA-MORA, 2007; DUBEY; SCHARES, 2011; JIMENEZ-RUIZ et
al., 2012; HEMPHILL et al., 2013; LANGONI et al., 2013). Especula-se que até 1988, a
infeccdo causada por esse protozoario tenha sido diagnosticada erroneamente como
toxoplasmose (DUBEY; SCHARES; ORTEGA-MORA, 2007).

N. caninum possui uma distribuicdo mundial (ANTONELLO et al., 2012) e o
primeiro relato acerca desse protozoario ocorreu em 1984 na Noruega e foi associado a
desordens neuroldgicas (encefalomielite) e musculares (miosite) em filhotes de cées,
causados por um coccideo formador de cistos ndo identificado, morfologicamente
semelhante ao Toxoplasma, porém os animais apresentavam sorologia negativa para este
protozoario (BJERKAS; MOHN; PRESTHUS, 1984). A descri¢cdo do género e espécie,
Neospora caninum, foi feita por Dubey e seus colaboradores (1988a) em cdes com
encefalomielite e miosite. Ainda nesse mesmo ano, Dubey e seus colaboradores (1988b)
isolaram esse protozoario em cultivo celular, a partir de cistos teciduais de cdes que
apresentavam alteracfes neurologicas e, posteriormente foi identificado em varias
espécies de animais, incluindo bovinos, ovinos, caprinos, equinos e cervideos
(THILSTED; DUBEY, 1989; DUBEY:; LINDSAY, 1996; HEMPHILL; GOTTSTEIN,
2000; HEMPHILL et al., 2013).

1.1 Hospedeiros

N. caninum tem por hospedeiros definitivos os canideos, tais como, cées (Canis lapus

familiaris), coiotes (Canis latrans), dingos australianos (Canis lapus dingo) e Lobos



(Canis lapus) e por hospedeiros intermediarios os gatos (Felis silvestris catus), porcos
(Sus domesticus), carneiros (Ovis aries), camelos (Camelus bactrianus), bovinos (Bos
taurus) cavalos (Equus caballus), raposas (Vulpes vulpes), pardais (Passer domesticus),
galinhas (Gallus domesticus) e veados-de-cauda-branca (Odocoileus virginianus)
(MCALLISTER et al., 1998; GONDIM et al., 2004, DUBEY; SCHARES; ORTEGA-
MORA, 2007; KING et al., 2010; MINEO et al., 2011; GOODSWEN; KENNEDY;
ELLIS, 2013; DUBEY et al.,, 2014). Apesar da ampla distribuicdo entre diferentes
espeécies, N. caninum causa doenca de importancia clinica conhecida apenas em bovinos
e canideos (DUBEY, 2003).

Em relagdo ao aspecto zoonotico da infeccdo, ndo hd comprovacéo direta de que
N. caninum possa causar infec¢cbes em humanos, uma vez que ndo houve demonstracao
da presenca do parasito em tecidos humanos e nenhum relato de infeccdo acidental
envolvendo N. caninum, em pessoas que manipulam parasitos vidveis (DUBEY;
SCHARES; ORTEGA-MORA, 2007). Contudo, alguns grupos de pesquisa
demonstraram a presenca de anticorpos especificos contra o parasito em populagdes de
diferentes paises, 0 que mantém as suspeitas sobre a possivel infeccdo de seres humanos
por este protozoario (TRANAS et al.,, 1999; LOBATO et al., 2006; ROBERT-
GANGNEUX; KLEIN, 2009). Na tentativa de se buscar tais informagdes, duas Macaca
mulatta prenhes foram experimentalmente infectados com taquizoitos de N. caninum,
causando infeccdo fetal, com lesGes semelhantes aquelas causadas pela toxoplasmose
congénita (BARR et al., 1994). Assim os humanos poderiam ser hospedeiros acidentais

desse protozoario, levantando a questdo sobre o seu potencial zoonético.

1.2 Ciclo biologico e via de transmissao

N. caninum apresenta um ciclo de vida heterdxeno, alternado entre hospedeiros
definitivos, nos quais ocorrem a reproducdo sexuada e a eliminagdo de oocistos, e
hospedeiros intermediarios nos quais ocorrem a reproducdo assexuada e formacédo de
cistos teciduais (MCALLISTER et al.,, 1998; GONDIM et al.,, 2004; DUBEY,;
SCHARES; ORTEGA-MORA, 2007; MINEO et al., 2011; GOODSWEN; KENNEDY;
ELLIS, 2013).

N. caninum possui trés formas infectantes, (1) taquizoitos, que se encontram livres

ou no vacuolo parasitéforo, durante a fase aguda da infecgdo e apresentam répida



multiplicacdo; (2) bradizoitos, que se encontram em cistos teciduais, durante a fase
cronica da infeccdo; e (3) oocistos, que sdo produzidos no intestino de canideos nao
imunes e eliminados com as fezes (Figura 1) (DUBEY, 2003; DUBEY; SCHARES;
ORTEGA-MORA, 2007; EASTICK; ELSHEIKHA, 2010). A robusta parede dos
Oocistos ndo-esporulados (imaturos ou ndo infecciosos) liberados nas fezes de canideos
infectados confere resisténcia as condi¢fes adversas do ambiente externo ao hospedeiro
(como condicBes extremas de temperatura e umidade) por longos periodos de tempo.
Apbs 42 a 72 horas, sob condic¢Bes 6timas de oxigenacdo, temperatura e umidade, ocorre
a esporogonia, levando ao desenvolvimento de oocistos esporulados, contendo dois
esporocistos, e cada esporocisto contendo quatro esporozoitos. Os hospedeiros
intermediarios podem se infectar pela ingestdo de oocistos esporulados, presentes em
alimentos ou agua contaminada, ocorrendo a liberagcdo dos esporozoitos, que invadem as
celulas do epitélio intestinal, transformando-se em taquizoitos que atingem a corrente
sanguinea e os vasos linfaticos invadindo diferentes tipos celulares, incluindo os
macrofagos e os linfécitos, disseminado a infec¢do por todo o organismo (DUBEY, 2003;
DUBEY, 2005). Essa rapida propagacao dos taquizoitos, desencadeia uma forte resposta
inflamatoria, que culmina na destruicdo tecidual e é responsavel pelas manifestacdes
clinicas da doenca. A pressdo exercida pela resposta imune do hospedeiro contra os
taquizoitos faz com que os mesmos se transformem em bradizoitos, que sdo formas de
laténcia do parasito, de multiplicacdo lenta (por endodiogia) e que secretam proteinas
responsaveis pela impermeabilizacdo das membranas dos vaclolos parasitoforos,
culminando na formagdo de cistos teciduais que impedem a ativagdo do sistema
imunoldgico do hospedeiro nestes microambientes (DUBEY, 2003; ELLIS et al., 2010;
GOODSWEN; KENNEDY; ELLIS, 2013).

Esse ciclo se completa, com a ingestdo de cistos teciduais pelos canideos
(MCALLISTER et al., 1998; GOODSWEN; KENNEDY; ELLIS, 2013). A resisténcia
do cisto permite-lhe sobreviver a passagem pelo estomago e a parede do mesmo é digerida
por acOes de enzimas proteoliticas, liberando bradizoitos que invadem o epitélio do
intestino delgado, iniciando assim a fase sexuada (esquizogonia), com formacédo de
esquizontes e liberagdo de merozoitas, 0s quais iniciam a gamogonia, com producao final
de oocistos ndo esporulados que séo eliminados nas fezes do hospedeiro definitivo. No
entanto, as fases esquizogonia e gamogonia, ainda ndo foram observadas no ciclo de N.
caninum, mas presume-se que essas fases precedem a formagéo de oocistos no intestino
dos canideos (Figura 2) (DUBEY et al., 2004; HEMPHILL et al., 2013).



A transmissao vertical constitui a principal rota de transmissao bovina, podendo
permanecer em determinados rebanhos por diversas geracfes (ROSYPAL; LINDSAY,
2005). A transmissdo do parasito da mée para o feto via placenta contribui para a
persisténcia da infeccdo no rebanho sem a participacdo de um hospedeiro definitivo
(BJORKMAN et al., 2003), estabelecendo a infecgdo endémica, que pode ocorrer sem
nenhuma manifestacdo clinica (ZINTL; PENNINGTON; MULCAHY, 2006). A
transmissdo horizontal de N. caninum pode ocorrer pela ingestdo de cistos teciduais
(cérebro, medula espinhal, coragdo e musculos) ou pela ingestdo de oocistos, através de
agua ou alimentos contaminados (DUBEY, 2003). Além disso, outras rotas secundarias
de transmissao horizontal como lactogénica, venérea ou inseminacao artificial tém sido
investigadas (UGGLA et al., 1998; ORTEGA-MORA et al., 2003; MOSKWA et al.,
2007). Uma vez que foi detectado o DNA do parasito no colostro e leite de vacas
soropositivas (MOSKWA et al., 2007). A presenca de DNA do parasito foi demonstrada
no sémen de touros naturalmente infectados, cogitando a possibilidade da transmissao
venérea (ORTEGA-MORA et al.,, 2003). A inoculacdo intra-uterina de sémen
contaminado com taquizoitos resultou em infeccdo materna, sem a deteccdo do DNA do
parasito no embrido (SERRANO et al., 2006). A transferéncia de embrido de doador
soropositivo para receptor soronegativo resultou em fetos negativos para N. caninum,

enguanto o processo inverso resultou em infeccédo fetal (BAILLARGEON et al., 2001).



Figura 1. Diferentes estagios de vida de Neospora caninum

A. (a) Taquizoito delgado; (b) taquizoito antes da divisdo; (c) trés taquizoitos se dividindo
comparado com um glébulo vermelho do sangue (seta).

B. Cisto tecidual dentro de um neur6nio na medula espinhal de um bezerro infectado
congenitamente. Espessura da parede do cisto (setas opostas); bradizoito (interior do
triangulo aberto).

C. Oocisto nédo esporulado (seta). Barra 10 um.

D. Oocisto esporulado (seta) contendo dois esporocistos. Barra 10 pm.

Fonte: (Dubey et al., 2007)
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1.3 Patogénese e sinais clinicos

Proteinas de superficie de taquizoitos do filo Apicomplexa desempenham um
importante papel no reconhecimento, na adesdo e na invasao de células hospedeiras que
constituem etapas cruciais na sobrevivéncia e proliferacdo do parasito e subsequente
estabelecimento da infeccdo (BOOTHROYD et al., 1998; LEI; DAVEY; ELLIS, 2005;
HEMPHILL et al., 2013).

A invasao celular constitui o elemento chave na patogénese da infeccdo por N.
caninum, e envolve processos complexos e muito semelhantes entre os parasitos do filo
Apicomplexa, por apresentarem um complexo apical composto por roptrias, micronemas
e granulos densos, que sdo usados pelos parasitos durante a adesdo e invasao de células
hospedeiras (BUXTON; MCALLISTER; DUBEY, 2002). A invasdo celular é um
mecanismo ativo que requer gastos energéticos e pode ser resumido em trés principais
etapas:

A primeira etapa é caracterizada pela adesdo aleatoria do parasito a célula
hospedeira, com o envolvimento de antigenos de superficies imunodominantes (NcCSAG1
e NcSRS2). Apo6s a adesdo inicial, os parasitos reorientam-se posicionando a extremidade
anterior para a extrusdo do condide, seguida por invaginacdo da membrana da célula
hospedeira para formar o vacuolo parasitéforo (VP), onde varias proteinas de micronemas
(MIC1, 2, 3 e 4, dentre outras) sdo secretadas e funcionam como adesinas, sendo
responsaveis pela espessa zona de adesdo e juncdo de forma irreversivel. Ap6s a formacao
desta juncdo, inicia-se 0 movimento da juncdo ao redor do taquizoito, que juntamente
com o citoesqueleto (sistema de actina-miosina) do parasito, forca-o para dentro do VP,
culminando com a invasdo. A membrana plasmatica do hospedeiro é também usada para
formar a membrana do vacuolo parasitéforo (MVP), resultando em um vacutolo que ndo
se funde com lisossomos.

A segunda etapa é caracterizada pela secrecdo de proteinas de roptrias (ROP1 e
2), que sao liberadas dentro do VP e estendem a MVP para formar associacdo com
organelas do hospedeiro, de modo que mitocéndrias e reticulo endoplasmatico sdo
posicionados adjacentes ao VP.

Na ultima etapa, proteinas de granulos densos (GRA-1, 2 e 7) modificam a MVP
e contribuem para a remodelagdo e maturacdo do vacuolo parasitéforo com a formacgéo
de uma rede de membrana intravacuolar metabolicamente ativa para o crescimento do

parasito.



Os taquizoitos dentro do VP proliferam por endodiogenia, produzindo novos
parasitos em poucos dias ap6s a infeccdo e, subsequentemente, ha lise da célula
hospedeira e liberacdo dos taquizoitos que ficam livres para infectar uma variedade de
tecidos e tipos celulares (HEMPHILL et al., 1999; DUBEY; SCHARES; ORTEGA-
MORA, 2007; HEMPHILL et al., 2013). Como consequéncia dessa rapida multiplicagcdo
de taquizoitos surgem lesdes necroticas em poucos dias, acarretando desordens neuro-
musculares, como encefalomielite em filhotes de cédes e deformidades congénitas em
membros de bovinos e outros hospedeiros intermediarios (DUBEY; LINDSAY, 1996).

A neosporose canina ocorre geralmente como infecgbes subclinicas persistentes
que podem sofrer reativagdo durante a gestacdo, resultando em transmisséo
tranplacentaria para o feto. Cées de todas as idades sao afetados, mas os sinais clinicos
sdo mais frequentes em filhotes infectados congenitamente e animais jovens, que podem
desenvolver ataxia nos membros anteriores e paralisia, seguida de paralisia e
hiperextensdo dos membros posteriores (hiperextensdo rigida), reflexos patelares
diminuidos e perda de consciéncia (DUBEY; LINDSAY, 1996; BUXTON;
MCALLISTER; DUBEY, 2002; DUBEY, 2003).

Em bovinos adultos infectados, o aborto constitui a principal evidéncia clinica
associada a infeccdo, podendo acontecer do terceiro més até o final da gestacdo, sendo
mais comum entre 5° e 6° més de gestacdo. Os embrides e fetos que morrem no Utero
podem ser reabsorvidos, mumificados ou autolisados ou pode ocorrer a natimortalidade.
Os bezerros podem nascer infectados mas clinicamente normais, podem apresentar sinais
clinicos ou podem manter-se livres da infeccdo. Bezerros que sobrevivem a infeccao
congénita podem apresentar sinais clinicos decorrentes como baixo peso, baixo
desenvolvimento, alteracdo da propriocepcdo, ataxia, flexdo ou hiperextensdo dos
membros, assimetria ocular, diminuicdo do reflexo patelar (DUBEY, 1999; DUBEY,
2003).

1.4 Epidemiologia e prevaléncia

A neosporose tem emergido como uma das mais importantes causas de
abortamento bovino no mundo, afetando o gado de leite e de corte e gerando um grande
impacto econdmico (DUBEY; SCHARES; ORTEGA-MORA, 2007; REICHEL et al.,

2013). Na América do Sul, aborto e mortalidade neonatal associados a neosporose foram



descritos na Argentina, Brasil, Chile, Paraguai, Peru e Uruguai, mostrando que entre 12 a
42% dos fetos de bovinos de leite abortados estavam infectados com N. caninum. A
prevaléncia da neosporose varia dependendo do pais, da regido, do rebanho, chegando a
afetar 87% das vacas em algumas fazendas (MOORE, 2005; DUBEY; SCHARES;
ORTEGA-MORA, 2007). Na regido do Tridngulo Mineiro, a soroprevaléncia de
neosporose em rebanhos bovinos com problemas reprodutivos foi estimada em 17%
(MINEO et al., 2006).

Infecgdes subclinicas em cdes possuem uma grande importancia epidemiologica,
por serem 0s hospedeiros definitivos e eliminarem oocistos nas fezes, contribuindo para
a contaminagdo ambiental. H& uma maior soroprevaléncia em cées de area rural (20% a
97%) do que em cdes de area urbana (7% a 26%), sugerindo que 0s cdes que povoam
areas rurais estdo mais expostos ao parasito do que os cdes de ambientes urbanos,
ressaltando assim a importante associacao epidemioldgica entre bovinos e cdes, uma vez
que os cdes podem ter acesso as placentas e fetos abortados pelos bovinos (ANTONY;
WILLIAMSON, 2003; SANCHEZ et al., 2003; FERNANDES et al., 2004; LASRI et al.,
2004).

1.5 Resposta Imune

Em comparagdo com a grande quantidade de estudos existentes na literatura sobre
o perfil de resposta imune desencadeada por T. gondii, muito pouco se conhece acerca
dos fendmenos imunoldgicos induzidos por N. caninum. Entdo, para um melhor
entendimento dos mecanismos imunoldgicos do hospedeiro envolvidos no combate a
infeccdo por N. caninum, extrapola-se mecanismos desencadeados durante a infeccéo por
outros protozoarios, principalmente seu congénere T. gondii.

Os protozoarios classicamente tendem a desencadear a cronificacdo da infecgéo,
com o intuito de maximizar 0 sucesso em sua transmiss@o para outro hospedeiro. Para
isso, evolutivamente, esses parasitos desenvolveram mecanismos de evasdo a destruicao
mediada pela resposta imune do hospedeiro (SACKS; SHER, 2002).

Apos a infeccdo, a primeira barreira fisica é representada pelos enterdcitos e as
juncoes intercelulares da mucosa intestinal que tentam deter a invasao do parasito pela
via oral. Quando enterdcitos sdo infectados com T. gondii eles podem secretar moléculas

citotoxicas como o oxido nitrico (NO), citocinas que ativam as células natural killer (NK)
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produzindo IFN-y e quimiocinas que recrutam leucdcitos polimorfonucleares,
macrofagos e células dendriticas (BUZONI-GATEL et al., 2006; MARCAIS et al., 2013).
Os macréfagos e as células dendriticas funcionam como células apresentadoras de
antigenos (APCs), que reconhecem padrbes moleculares associados a patdgenos
(PAMPS), através dos seus receptores de reconhecimento padrdo, entre 0s quais se destaca
os receptores do tipo Toll (TLRs) (YAROVINSKY, 2014), que pertencem a uma familia
de receptores transmembranicos que estimulam as fungdes das APCs em resposta a
lipideos, proteinas e acidos nucleicos presentes em patdgenos bacterianos, em fungos e
virus (AKIRA; TAKEDA; KAISHO, 2001; O'NEILL; GOLENBOCK; BOWIE, 2013).
O reconhecimento de protozoarios, constitui uma tarefa complicada para o sistema imune
dos mamiferos. Isso se deve, em parte, ao fato de que a maioria das moléculas
microbianas classicamente reconhecidas pelos receptores inatos ndo se encontrarem
presentes nos patdgenos eucariotos (TAKEUCHI; AKIRA, 2010). Neste sentido, a
imunidade inata tem evoluido para reconhecer um conjunto distinto de moléculas
exclusivamente presentes em protozoarios (YAROVINSKY et al., 2005; DEBIERRE-
GROCKIEGO et al., 2007).

Ao se ligarem aos PAMPs os TLRs sofrem dimerizacdo, permitindo a ligacédo de
proteinas adaptadoras, facilitando o recrutamento e a ativacdo de proteinas quinases e
fatores de transcricdo, que levam a expressdo de genes que codificam diferentes
mediadores inflamatdrios (AKIRA; TAKEDA, 2004).

Durante a fase aguda da infec¢éo, macréfagos e células dendriticas secretam altos
niveis de interleucina-12 (IL-12) e fator de necrose tumoral (TNF-o) em resposta a
antigenos e proteinas liberados por taquizoitos (DENKERS; GAZZINELLI, 1998;
HEGAB,; AL-MUTAWA, 2003; ALIBERTI, 2005). A citocina IL-12 estimula a
diferenciacdo de células T naive em subpopulacdes Thl produtoras de citocinas pro-
inflamatdrias. Além disso, estimula a ativacao de células NK que secretam altos niveis de
IFN-y, ativando por sua vez macrofagos que eliminam as celulas infectadas, através de
mecanismos mediados por intermediarios reativos de nitrogénio e espécies reativas de
oxigénio, que bloqueiam o metabolismo do parasito, impedindo a sua sobrevivéncia.
Células T CD8" participam diretamente na eliminacdo das células infectadas, liberando
taquizoitos que ficam acessiveis a varios mecanismos imunoldgicos, como anticorpos,
complemento, macréfagos ativados e células NK (TANAKA et al., 2000; STASKA et
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al., 2003; BOYSEN et al., 2006; WILLIAMS; TREES, 2006; MINEO et al., 2010;
MURRAY; WYNN, 2011).

IL-12 e IFN-y sdo citocinas-chave envolvidas na resisténcia aos protozoarios
intracelulares, como N. caninum (HEMPHILL; VONLAUFEN; NAGULESWARAN,
2006). Células esplénicas e macrofagos peritoneais desafiados com taquizoitos vivos ou
estimulados com antigeno soltvel de T. gondii apresentam um aumento da expressao de
MRNA de IL-12p40 dois dias apos a infec¢do. Tratamento de camundongos C57BL/6 e
BALBC/c, com anticorpos monoclonais contra 1L-12, resultou em 100% de mortalidade,
nos primeiros 15 dias de infeccdo (GAZZINELLI et al., 1994). Camundongos BALB/c
infectados com taquizoitos de N. caninum e tratados com a citocina IL-12 recombinante
apresentaram uma diminuicdo da carga parasitaria e de lesdes cerebrais, 3 semanas apds
a infeccdo em comparagdo com camundongos controles. Ao passo que, camundongos
tratados com anticorpos contra IFN- y apresentam maior morbidade/mortalidade apos a
infeccdo com taquizitos de N. caninum (BASZLER et al., 1999).

Camundongos geneticamente deficientes para a proteina adaptadora MyD88, que
é uma proteina de grande importancia na imunidade inata, por atuar como um transdutor
de sinal nas vias de sinalizacdo dos TLRs e receptor da interleucina-1, apresentam
deficiéncia na produgdo de IL-12 e IFN-vy apds a infeccdo por T. gondii e uma alta
susceptibilidade a infeccdo por este protozoario. Esses resultados levaram a ideia de que
a ativacdo de TLRs na dependéncia de MyD88 ¢ essencial para a resisténcia do
hospedeiro ao T. gondii (SCANGA et al., 2002).

Resultados semelhantes foram obtidos em camundongos deficientes para MyD88
infectados por N. caninum (MINEO et al., 2009; MINEO et al., 2010).

Postula-se, que a ativacdo de TLRs na dependéncia de MyD88 nas células
dendriticas leva a ativacdo de células Thl, que sdo necessarias para a sobrevivéncia do
hospedeiro durante infeccBes parasitarias (JANKOVIC et al., 2002; YAROVINSKY et
al., 2006).

A importancia das células T na resisténcia a infeccdo por N. caninum foi
demonstrado quando camundongos atimicos infectados com taquizoitos da cepa japonesa
(JPA-1) apresentaram anorexia, respiracao ofegante, ataxia, tetraplegia nos dias 18-20
apos a infeccdo e morreram 2-5 dias ap0s a manifestacdo dos sinais clinicos, enquanto o0s
animais do tipo selvagem (WT) ndo apresentaram nenhum sinal clinico quando infectados

com o mesmo inoculo.
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A resposta pro-inflamatoéria gerada pelo hospedeiro na tentativa de eliminar o
parasito pode causar lesfes locais e sisttmicas, como controle destas atividades
microbicidas a interleucina-10 (IL-10) produzida por macréfagos e células T do tipo 2
(Th2), em locais com alta carga parasitaria, ¢ importante na regulacdo da resposta imune
celular, apresentando efeitos inibitdrios sobre a atividade microbicida dos macréfagos
ativados por IFN-y, na diferenciacdo de clones Thl de células T, na producdo de IFN-y
por células NK, linfécitos T CD4" e T CD8" e, na producdo de IL-12 por células
acessorias (MINEO et al., 2010; MURRAY; WYNN, 2011).

O fator de crescimento e transformacéo-beta (TGF-f), produzido pelos linfocitos
intra-epiteliais também atua no controle da resposta pro-inflamatéria, limitando a
producdo de IFN-y, inibindo a diferenciacdo e proliferacdo de células Th1(TAKEUCHI;
ALARD; STREILEIN, 1998; JONULEIT et al., 2002; MILLS; MCGUIRK, 2004).

Este balanco na producéo de citocinas pro-inflamatdrias e anti-inflamatérias é de
extrema importancia durante a gestacdo, uma vez que a exacerbacdo de uma resposta
imune do tipo Thl é incompativel com a gestagdo (RAGHUPATHY, 1997). Os altos
niveis de progesterona produzidos durante a gestacdo atuam na imunomodulacdo da
resposta imune materna, levando a conversao das citocinas para um padrao Th2, para que

o feto possa ser reconhecido como “proprio” durante o periodo gestacional (INNES et al.,
2002).

1.5.1 Oxido nitrico sintase (NOS) e producéo de 6xido nitrico

O oxido nitrico (NO) é uma molécula gasosa simples, composto por sete elétrons
do nitrogénio e oito elétrons do oxigénio, possuindo um elétron desemparelhado na sua
estrutura, portanto, é um radical livre altamente reativo (BECKMAN; KOPPENOL,
1996; CAU; CARNEIRO; TOSTES, 2012; ROCHETTE et al., 2013). Até meados da
década de 1980, o NO era considerado apenas membro de uma familia de poluentes
ambientais (JAMES, 1995). O interesse pelas funcdes bioldgicas do NO originou-se,
primeiramente, pela concluséo de que a acdo de alguns vasodilatadores era dependente
da liberacdo de um fator essencial para o relaxamento vascular, denominado fator
vasodilatador associado ao endotelio vascular (EDRF) (FURCHGOTT; ZAWADZKI,
1980). Dez anos antes, na tentativa de entender os mecanismos envolvidos no tratamento

da angina pectoris, insuficiéncia cardiaca congénita e outras complicagdes vasculares,
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com nitroglicerina e nitratos organicos introduzida pela medicina chinesa empiricamente
a mais de seculo, dois grupos de pesquisadores demonstraram que 0 uso de nitratos
organicos aumentava os niveis de GMP ciclico de forma dose dependente e que estes
compostos, a principio inativos, apos serem metabolizados resultavam na producéo de
NO (KATSUKI etal., 1977; SCHULTZ; SCHULTZ; SCHULTZ, 1977). Posteriormente,
se chegou a conclusdo de que o NO era a molécula efetora comum a todos os
nitrovasodilatadores, aumentando a dilatacdo das artérias coronarias, através do estimulo
da sintese de GMPc, melhorando o suprimento sanguineo e aliviando os sintomas
(KATSUKI et al., 1977).

Além da regulagdo do tdnus vascular, o NO esta envolvido na regulacdo de
diversos processos fisioldgicos incluindo, contratilidade da musculatura lisa, reatividade
plaquetaria, neurotransmissao central e periférico, e as acdes citotdxicos de células do
sistema imunolégico (HOBBS; HIGGS; MONCADA, 1999; MORI, 2007; CAU;
CARNEIRO; TOSTES, 2012; FENG et al., 2014).

O NO é o produto da oxidacdo da L-arginina, que é catalisada pelas isoformas da
enzima o6xido nitrico sintase (NOS). As NOS hidrolisam a L-arginina a um intermediario,
N-Omega-hidroxi-L-arginina (NOHA), que é oxidado para a producio de L-citrulina e
liberagdo de NO, utilizando nicotinamida-adeninadinucleotideo-fostato-hidrogénio
(NADPH) e oxigénio (O2) como co-substratos. Desta forma, a disponibilidade da arginina
intracelular é um fator limitante na producéo de NO (STUEHR, 2004; STEVANOVIC et
al., 2013). A arginina é sintetizada a partir da citrulina por acbes sucessivas de
argininosuccinato sintetase (AS) e argininosuccinato liase (AL), a terceira e a quarta
enzima do ciclo da ureia (ciclo da ornitina). Em animais adultos, a citrulina é produzida
principalmente no intestino delgado a partir de NHs3, CO2, e ornitina pela acdo de
carbamilfosfato sintetase I e ornitina transcarbamilase, as 2 primeiras enzimas do ciclo da
uréia, e é transportado para os rins e, provavelmente, para outros tecidos para a sintese da
arginina (Figura 3). A citrulina é também formada a partir da arginina como um coproduto
da reacdo da NOS, e essa citrulina pode ser reciclada originando a arginina se AS e AL
estiverem presentes na mesma célula, gerando assim, o ciclo da citrulina-NO. O figado é
o principal local do metabolismo da arginina, onde a arginina gerada no ciclo da ureia é
rapidamente hidrolisado a ureia e ornitina pela acdo da arginase sem a geracdo de
arginina. Desta forma, a arginase e a NOS competem pelo mesmo substrato (MORI,
2007).
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Existem trés isoformas da NOS, nomeadas de acordo com o local onde foram
identificadas. A éxido nitrico sintase endotelial (eNOS ou NOS ), a 6xido nitrico sintase
induzivel (iNOS ou NOS I1I) e a 6xido nitrico sintase neuronal (nNOS ou NOS I1I)
(BLOODSWORTH; O'DONNELL; FREEMAN, 2000; BIAN et al., 2012), que apesar
das semelhangas estruturais, sdo reguladas de modo diverso e induzidas a partir de genes
localizados nos cromossomos 7 (NOS 1), 17 (NOS 1) e 12 NOS 111 (WANG; MARSDEN,
1995; QIDWAI; JAMAL, 2010).

Estruturalmente, as NOS sdo constituidas por um dominio C-terminal
transportador de elétrons, denominado dominio redutor, onde o co-substrato NADPH e
cofatores flavina-adenina dinucleotideo (FAD) e flavina mononucleotideo (FMN) se
ligam. Um dominio oxidante que forma o sitio catalitico da molécula, onde se encontram
os sitios de ligacdo para os cofatores ferroprotoporfirina IV (Heme), tetraidrobiopterina
(H4B), co-substrato O2 e para o substrato L-arginina. Entre os dominios redutor e
oxidante encontra-se 0 dominio ligante de calmodulina. Existe uma sequéncia alca (de
auto-inibicdo), préximo a porcao de ligacdo FMN que controla a ligacdo da calmodulina.
As flavinas adquirem elétrons do NADPH e os transfere para o ferro do grupo heme,
permitindo a ligacdo do oxigénio catalisando assim a producdo de NO a partir da L-
arginina. Na eNOS e na nNOS, esta transferéncia de elétrons é induzida pela ligacdo da
calmodulina, diferente da iNOS, onde a ligacdo se da de forma quase irreversivel, além
da iINOS ndo apresentar o segmento de auto inibicdo do sitio de ligacdo de calmodulina
(STUEHR, 1997; STUEHR, 2004; ROMAN; MASTERS, 2006; DAFF, 2010; GIELIS et
al., 2011; ZHANG; CASADEI, 2012; ROCHETTE et al., 2013).

Desta forma, sob o ponto de vista préatico, as isoformas | e Il sdo caracterizadas
como sendo de baixo débito, levando a producdo de baixas quantidades de NO, estando
envolvidas em processos homeostéaticos como neurotransmisséo, peristaltismo, controle
imediato da presséo arterial ao passo que, a isoforma Il é de alto débito, produzindo altas
concentracdes de NO por tempo indefinido até que a L-arginina ou outros cofatores
necessarios para a sua sintese sejam depletados ou ocorra a morte da célula,
desempenhando assim um importante papel na geracdo e manutencdo dos processos
inflamatdrios (GELLER et al., 1993; ZHANG et al., 1994; SALERNO et al., 1997,
ZHANG; CASADEI, 2012; ROCHETTE et al., 2013).

As NOS estdo presentes em células endoteliais vasculares, células neuronais,
plaquetas, celulas musculares lisas, celulas cardiacas, macrdfagos, células NK,
fibroblastos e neutrofilos (MONCADA; HIGGS, 1991; LINDE et al., 2007). A presenca
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das diferentes espécies reativas de nitrogénio (RNS), na composicdo do ambiente,
incluindo cation nitril, anion nitroxil, cation nitrosil, 6xido nitroso, didxido de nitrogénio,
acido nitroso, dinitrogénio tetradxido, e peroxidonitrito influenciam na manifestacéo dos
efeitos biologicos das NOS (DENICOLA; SOUZA; RADI, 1998; KOSKENKORVA-
FRANK etal., 2013).

Por serem expressas em condi¢es fisiologicas basais, as isoformas endotelial e
neuronal sdo consideradas constitutivas, enquanto, a isoforma Il ndo é expressa
constitutivamente, sendo induzida em condicdes especificas (NATHAN; XIE, 1994;
ALDERTON; COOPER; KNOWLES, 2001; PAUTZ et al.,, 2010). A atividade
enzimética das isoformas | e Il é calcio/camodulina dependente, por ser necessaria,
determinada concentragdo de Ca®" intracelular para atividade enzimatica, ocorrendo
inativacio das mesmas com queda do Ca?* citoplasmatico abaixo de determinado nivel.
ParaaiNOS, o mecanismo de agdo depende da concentragdo intracelular de Ca?* somente
para ativagdo, sendo que a queda do Ca®" intracelular ndo inibe a sua atividade
(MONCADA; HIGGS, 1991; NATHAN; XIE, 1994; BIAN et al., 2012; FENG et al.,
2014).

A expressao do mRNA da iNOS é regulada positivamente ou negativamente pelo
contato célula-célula (através de moléculas de adesao e de co-estimulagéo), por citocinas,
imunocomplexos, produtos microbianos e virais (proteinas, lipideos, polissacaridos),
poliaminas, tensdo de oxigénio, pH ambiental e varios antibiéticos (MACMICKING;
XIE; NATHAN, 1997; FRITSCHE et al., 2001; BIAN et al., 2012; FENG et al., 2014).

Embora IFN-y e LPS sejam os reguladores mais estudados, novos reguladores
continuam a ser descobertos. A IL-12 (Juntamente com a IL-18) induzem a expresséo da
INOS em varias populacdes de macrofagos, através de um mecanismo de producdo
autocrina de IFN-y (FRUCHT et al., 2001). Entre os produtos virais € microbianas, o
transativador tax do HTLV-I, a lipoproteina de 19kD da Mycobacterium tuberculosis
(atuando via TLR-2), a flagelina de bactérias Gram-negativas (atuando via TLR-5), a
proteina efetora sopE2 de Salmonella typhimurium, DNA bacterianos,
oligodesoxinucledtidos contendo CpG (atiando via TLR-9) e DNA proveniente de varios
protozoarios tém sido demonstrados, como estimuladores da producdo de NO pela iNOS
em macrofagos (GAO et al., 1999; MORI et al., 1999; CHERAYIL; MCCORMICK;
BOSLEY, 2000; OHASHI et al., 2000; SHODA et al., 2001; THOMA-USZYNSKI et
al., 2001; BIAN et al., 2012).
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A regulacdo da expressdo da iINOS mediada pelo contato célula-célula foi
demonstrada em linfdcitos apoptoticos (FREIRE-DE-LIMA et al., 2000). A fagocitose de
linfécitos apoptdticos pelo macrofago, envolvendo o receptor de vitronectina e CD36,
regula negativamente a expressao da iNOS e, a0 mesmo tempo, desloca o metabolismo
da arginina para a via da arginase permitindo assim a replicagéo de Trypanosoma cruzi.
Estes efeitos resultam da inducdo da producdo endogena de TGF-p (FREIRE-DE-LIMA
et al., 2000).

Diferentes fatores de transcricdo estdo envolvidos na expressdo da iNOS,
incluindo NF-kB, AP-1, transdutores de sinal e ativadores da transcrigdo (STAT)-1a,
fator regulador 1 de interferon (IRF-1) e fator nuclear para IL-6 (NF-IL-6)
(MACMICKING et al., 1997; KLEINERT et al., 1998; DLASKA; WEISS, 1999;
GANSTER et al., 2001; PELLACANI et al., 2001; PAUTZ et al., 2010; GUTIERREZ-
VENEGAS et al., 2014). Dependendo do tipo de estimulo (citocinas, produtos
microbianos) e do tipo celular, diferentes vias de sinalizacdo sdo ativadas, promovendo a
ativacdo da expressdo da iNOS (como: Janus quinase Jak1, Jak2 e tyk2; proteina quinase
Raf-1; proteina quinase ativada por mitégeno p38, Erk1/2, e JNK; proteina quinase C;
proteina fosfatase 1 e 2A) ou a inibicdo da mesma (fosfatidilinositol 3-quinases e
proteinas tirosina fosfatases) (BOGDAN; ROLLINGHOFF; DIEFENBACH, 2000;
KARAGHIOSOFF et al., 2000; CHAKRAVORTTY et al., 2001; CHAN et al., 2001;
KRISTOF; MARKS-KONCZALIK; MOSS, 2001; GUTIERREZ-VENEGAS et al.,
2014).

O NO exerce um efeito bifasico sobre a transcricdo da iINOS. Baixas
concentracdes de NO (tais como, 0s que ocorrem no inicio da estimulacdo dos macréfagos
pelas citocinas) ativam o NF-kB e aumentam a expressdo da iNOS (feedback positivo).
Altas concentracfes de NO possuem o efeito oposto, ajudando a controlar a
superproducdo de NO (UMANSKY et al., 1998; CONNELLY et al., 2001). Um dos
varios mecanismos pelo qual a TGF-f suprime a producgdo de NO nos macréfagos é pela
degradacéo da propria INOS (via proteassoma) e foi o primeiro exemplo conhecido da
regulagdo pos-transducional de iINOS (MACMICKING; XIE; NATHAN, 1997). Em
macrofagos, quando se adiciona inibidores de proteassoma, apos a inducao da expressao
da iNOS por lipopolissacarideo (LPS), ha um aumento dréastico na quantidade de
proteinas da iNOS “num estado estacionario” (MUSIAL; EISSA, 2001).
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Fonte: (Bogdan, 2001)
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2. Justificativa

A neosporose causa grande impacto econdmico na industria agropecuaria devido
a custos diretos gerados com as perdas de fetos e custos indiretos que incluem, ajuda
profissional, diminuicdo da producdo de leite, custos associados com o estabelecimento
do diagnostico, além de causar varias doengas clinicas em cdes (HERNANDEZ; RISCO;
DONOVAN, 2001; DE CRAEYE etal., 2011; COLLANTES-FERNANDEZ et al., 2012)

Estima-se que anualmente os custos com infec¢BGes/abortos causados por N.
caninum chegam a 1,1 milhdes de ddlares na Nova Zelandia, 546,3 milhdes nos Estados
Unidos, 9,7 milhGes de euros na Suica. O valor total estimado com tais perdas excede 0s
1.298 bilhdes de dolares, podendo chegar a 2. 380 bilhdes de ddlares por ano
(HEMPHILL et al., 2013; REICHEL et al., 2013).

Devido a grande importancia econdmica da neosporose, especialmente na
indUstria agropecuaria, tém sido realizadas pesquisas no sentido de desenvolver
estratégias para a prevencao e para o tratamento de infec¢fes caudas por este protozoario.
A vacina e intervencGes quimioterapicas tém sido relatadas como uma opc¢éo
economicamente promissoras (HASLER et al., 2006; HASLER et al., 2008).

No entanto, apds a retirada da Gnica vacina comercial (Neoguard®) do mercado,
devido a sua baixa eficacia, existem poucas opcdes disponiveis no tratamento da
neosporose (WESTON; HEUER; WILLIAMSON, 2012).

N. caninum passa a maioria das fases do seu ciclo como um parasito intracelular
e s consegue sobreviver e proliferar no interior das células hospedeiras. A compreensdo
dos processos que levam a invasao e o desenvolvimento intracelular sdo cruciais para o
desenvolvimento de vacinas e intervencdes quimioterapicas (HASLER et al., 2006).

Com o intuito de se desenvolver métodos preventivos e terapéuticos eficazes
(capazes de quebrarem o ciclo de transmissdo e protegerem da infeccdo) se torna
indispensavel o entendimento dos mecanismos imunoldgicos, inatos e adaptativos,
envolvidos na resposta imune contra este patdgeno.

INOS desempenha um papel importante no controle de uma variedade de doencas
causadas por diferentes microrganismos. No entanto, o envolvimento desta enzima nos
processos infecciosos desencadeados por N. caninum até o presente momento sdo

desconhecidos.
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Portanto, este trabalho é proposto com a finalidade de se buscar informagoes
relevantes dos mecanismos imunoldgicos desencadeados por N. caninum que estdo
envolvidos na resisténcia deste protozoario a resposta do hospedeiro durante a infeccéo,
com a intencao de se desenvolver produtos que auxiliem no controle da infec¢éo e de seus

efeitos deletérios a bovinocultura.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo geral

Avaliar o papel da enzima Oxido Nitrico Sintase induzivel durante a infecgéo

experimental de camundongos pelo protozoario Neospora caninum.

3.2 Objetivos especificos

e Auvaliar, invitro, o perfil de producdo de citocinas de macrofagos derivados da medula
Ossea, provenientes de camundongos selvagens (WT) e geneticamente deficientes
para iNOS (iNOS™), apds a infeccdo com taquizoitos de N. caninum.

e Avaliar, in vivo, a producdo local e sisttmica de citocinas ap6s a infeccdo de
camundongos WT e iNOS”" com taquizoitos de N. caninum.

e Avaliar a susceptibilidade de camundongos WT e iNOS™ a infecgBes parenterais com
taquizoitos de N. caninum, por meio de curvas de sobrevida.

e Avaliar o parasitismo nas fases aguda e cronica da infecgdo por N. caninum em
camundongos WT e iNOS™",

e Avaliar a inflamacio tecidual de camundongos WT e iNOS™ infectados com

taquizoitos de N. caninum.
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4. Materiais e métodos

4.1 Obtencao de camundongos

Camundongos C57BL/6 selvagens e geneticamente deficientes para iNOS, com
seis a dez semanas de idade, foram obtidos no Centro de Bioterismo e Experimentagéo
Animal (CBEA), da Universidade Federal de Uberlandia (UFU), com agua e racdo ad
libitum, em condic¢des padronizadas de criagdo. Todos os procedimentos foram realizados
de acordo com as normas recomendadas pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentagdo Animal (CONCEA, 1991). Os protocolos para utilizagdo dos animais
foram previamente aprovados pelo Comité de Etica na Utilizacdo de animais da UFU
(CEUA / UFU, protocolo nimero 052/12 — Anexo 1).

4.2 Cultura de células

Células de epitélio uterino da linhagem HelLa (ATCC CCL-2) foram cultivadas
em garrafas de cultura de tecidos de 25 cm? até atingirem a confluéncia. As células foram
cultivadas em meio RPMI 1640 (Gibco, Paisley, Inglaterra) suplementado com HEPES
(25 mM), L-glutamina (2 mM), penicilina G (100 U/mL), estreptomicina (100 pg/mL),
bicarbonato de sodio (3 mM) e 10% de soro fetal bovino (SFB) (Gibco, Life
Technologies, Carlsbad-CA, EUA). As garrafas de culturas foram mantidas em estufa
apropriada, a 37°C e 5% CO2.

4.3 Cultura de parasitos

Os parasitos do isolado Nc-1 (DUBEY, et al., 1988b) de N. caninum foram
mantidos em cultura celular, utilizando células HeLa como linhagem hospedeira.

As células foram infectadas com taquizoitas de N. caninum e o repique realizado
a cada 48-72 horas. Os parasitos livres foram coletados e parcialmente purificados por
passagens forgadas através de agulha 13 x 4 mm e centrifugados rapidamente (45 x g por
1 minuto a 4°C) para a remocdo dos restos celulares. O sobrenadante foi coletado e
centrifugado (700 x g por 10 minutos a 4°C) e o sedimento final da suspenséo parasitaria
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foi ressuspendido em solucdo salina tamponada com fosfatos 0,01 M (PBS, pH 7,2). Os
parasitos foram contados em camara de Neubauer, utilizando o corante de excluséo vital
Azul de Tripan a 0,4% (Sigma Chemical Co., St. Louis, EUA) e imediatamente utilizados

para experimentos in vitro ou para a realizacdo dos experimentos com camundongos.

4.4 Preparacdo do antigeno soltvel de Neospora caninum

Suspensdes parasitarias (1x108 taquizoitas/mL) foram tratadas com inibidores de
proteases (fenil-metil-sulfonil-fluoreto [PMSF] a 1,6 mM, leupeptina a 50 mg/mL e
aprotinina a 10 mg/mL) e submetidas a 10 ciclos rapidos de congelamento em nitrogénio
liquido e descongelamento em banho-maria a 37°C. Ap0s centrifugacgédo (10.000 x g, 30
minutos, 4°C), o sobrenadante foi coletado, filtrado em membranas de 0,22 pm (filtros
Millex, Millipore, EUA), a concentracdo proteica foi determinada pelo método Bradford
(1976) (Sigma Chemical Co. St. Louis, MO, EUA). Aliquotas de antigeno soltvel de

Neospora (NLA) foram utilizadas para estimulacdo in vitro de células.

4.5 Diferenciacdo de macrdéfagos derivados da medula 6ssea (BMDMs)

Apds a eutanasia, os camundongos foram pulverizados com alcool 70% e o0s
fémures foram obtidos e dissecados. Foi realizado um corte na articulacdo fémoro-tibial,
e na articulacéo coxo-femoral, sem danificar as epifises dos fémures e foram transferidos
para tubos de 15 ml com meio RPMI 1640 incompleto. Em uma cadmara de fluxo laminar,
0s 0ssos foram colocados em alcool 70% por 1 minuto e as epifises foram cortadas com
o0 auxilio de tesoura e pinca estéreis. Os 0ssos foram lavados com o auxilio de uma seringa
contendo meio RPMI 1640 incompleto e uma agulha de 26G de didmetro. A suspensédo
celular obtida foi centrifugada e ressuspendida em meio RPMI suplementado com 20%
de soro fetal bovino, 100 U/ml de penincilina, 100mg/ml de estreptomicina, 2mM de L-
glutamina e 30% de meio condicionado de células L929, LCCM (MARIM et al., 2010).
A suspensdo celular foi distribuida igualmente em placas de Petri e incubadas em estufa
a 37°C e 5% CO2. Quatro dias apés a incubacao, foram adicionados 4 mL do mesmo
meio condicionado por placa e as placas foram mantidas na estufa a 37° e 5% CO2 por

mais 3 dias. No oitavo dia, o sobrenadante das placas de Petri foram descartados e 5 mL
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de PBS gelado estéril foram adicionados em cada placa e foram incubados a 4°C por 10

minutos. Os macréfagos foram entdo removidos.

4.6 Estimulacdo dos BMDMs com taquizoitos viaveis de N. caninum e com NLA

Apo6s a remogdo, os macrofagos foram centrifugados a 500 x g por 10 minutos e
0 pellet obtido foi ressuspendido em RPMI 1640 suplementado com 2% de soro fetal
bovino e contadas em camara de Neubauer e a quantidade de 2x10° BMDMs/pogo foram
adicionadas em placas de culturas de 96 pogos, em 200 pl de meio RPMI 1640
suplementado com 2% de soro fetal bovino. Ap6s 24 horas de incubacéo as células foram
infectadas com 2x10° taquizoitos de N. caninum ou estimuladas com NLA [10 pg mi™].
Seguidos 24 horas de incubacdo o sobrenadante de cultura foi coletado e armazenado a -

80 °C para posterior dosagem de citocinas por ELISA.

4.7 Dosagem de Nitrito/Nitrato por método colorimétrico

A dosagem de nitrito/nitrato foi realizada utilizando o kit “NITRITE/NITRATE,
colorimetric method” (Roche, Suica), seguindo todas as instru¢des do fabricante.

4.8 Quantificacdo de citocinas

As citocinas (IFN-y, TNF-a, IL-17A, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12) foram
dosadas em amostras de sobrenadante de cultura de macréfagos, soro, exsudato peritoneal
e homogenato de tecidos pelos métodos de ELISA e CBA, segundo os protocolos
recomendados pelos fabricantes (R&D Systems, Minneapolis, EUA; BD Biosciences,
San Diego, EUA). Em resumo, placas de poliestireno de alta afinidade (Corning
Incorporated Costar®) foram sensibilizadas com os respectivos anticorpos de captura por
18 horas a temperatura ambiente. Apos lavagem das placas com PBS-Twen e bloqueio
com solugdes blogueadoras especificas para cada andlise, as amostras (sobrenadante de
cultura, soro, homogenato) foram adicionadas. Paralelamente, curvas padrbes das
respectivas citocinas murinas recombinantes foram realizadas em diluicdes duplas

seriadas. Apds incubacdo por 2 horas a temperatura ambiente, as placas foram novamente
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lavadas e incubadas com os respectivos anticorpos de deteccéo biotinilados por 2 horas a
temperatura ambiente. Apos novas lavagens, foi adicionado o conjugado estreptavidina-
peroxidase e incubado por 30 minutos a temperatura ambiente. Apés o Gltimo ciclo de
lavagens, as placas foram reveladas com a adi¢do do substrato enzimatico (H.O2 a 0,03%
e tetrametilbenzidina [TMB]). A densidade optica (DO) foi determinada em leitor de
placas a 450 nm e os valores de DO obtidos foram convertidos em pg/mL de acordo com
a curva padrdo, utilizando-se o software Microplate Manager PC versdo 4.0 (Bio-Rad
Laboratories Inc., Hercules, EUA).

Para quantificacdo de citocinas a partir do multiplex Cytometric Bead Array - CBA
(BD Biosciences, San Diego, EUA), 1uL/teste de cada bead de captura foi misturada e
diluida (diluente de captura) num volume final de 25 pL. As citocinas murinas
recombinantes foram diluidas (diluente de ensaio) e foram realizadas dilui¢bes duplas
seriadas para a geracdo de curvas padréo apropriadas (50 — 0,5 ng/mL), e as amostras
foram diluidas no mesmo diluente. Os anticorpos de deteccdo foram preparados e diluidos
em diluente de reagente de deteccdo. O ensaio foi realizado em tubo FACS (BD
Biosciences), onde foi acrescentado 25 pL de beads de captura; 25 uL curva padrdo ou
amostras ¢ 25 uL anticorpo de detec¢do. Apds 3 horas de incubagdo a temperatura
ambiente foi adicionado 500 plL do tampdo de lavagem e centrifugado (200 x g / 5
minutos). Posteriormente, foi desprezado o sobrenadante e acrescentado 300 uL do
tampdo e foi realizada a leitura no citbmetro de fluxo (BD FACSCanto Il, BD
Biosciences, EUA). Os dados foram processados e analisados utilizando software
apropriado (FlowJo, TreeStar, EUA).

4.9 Ensaio de sobrevida

Camundongos WT e iNOS™ foram inoculados com uma dose de taquizoitos letal
para 50% dos animais (DLso, 2x10’ taquizoitos de N. caninum), em um volume de 100
ulL, pela via intraperitoneal. Os animais foram observados diariamente quanto a

morbidade, mortalidade e alteracGes de peso durante 30 dias ap6s o desafio.

4.10 Infeccdes subletais
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Camundongos WT e iNOS” foram inoculados com uma dose subletal de
taquizoitos de N. caninum (1x10°) em um volume de 100 pL, pela via intraperitoneal. Os
animais foram eutanasiados nos dias 0, 2, 7, 15 e 30 apds a infeccdo (d.p.i) para a coleta
de orgaos (figado, pulmao, baco e SNC), soro e exsudato peritoneal, para posterior

dosagem de citocinas.

411 Homogenato de 6rgaos

A cada 500 mg de cada tecido (pulméo, figado e ba¢o) foram adicionados 500 pl
de solucao contendo um coquetel de inibidores de proteases (cOmplete; Roche, Suica).
Com o auxilio de um homogeneizador os tecidos foram homogeinizados e logo em
seguida foram centrifugados (10000 x g por 10 minutos a 4°C). O sobrenadante foi

coletado e armazenado a -70°C para posterior dosagem de citocinas.

412  Determinacdo da inflamacéo tecidual

Amostras do sistema nervoso central de camundongos WT e iNOS™ foram
coletadas em formol 10% tamponado com fosfato e submetidos a procedimentos padrdo
de inclusdo em parafina, corte e coloracdo com hematoxilina e eosina para avaliacdo do
infiltrado inflamatério (MINEO et al., 2009). Os cortes foram fotografados utilizando o
microscopio invertido automatizado (FSX100, Olympus, Japan).

413 PCR em tempo real

DNA de N. caninum foi quantificado, nas células do lavado peritoneal e no
cerebro de camundongos desafiados com taquizoitos de N. caninum, por PCR em tempo
real, através do sistema de detec;do SYBR green, como anteriormente descrito
(RIBEIRO et al., 2009). Foram utilizados os seguintes pares de primers: Forward: 5’-
GCT GAA CAC CGT ATG TCG TAA A-3’; Reverse: 5’-AGA GGA ATG CCA CAT
AGA AGC- 3’ (Prodimol Biotecnologia S.A., Belo Horizonte, MG), para deteccdo da

regido Nc5 de N. caninum. A extracdo de DNA foi realizada a partir de 20 mg de tecido
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cerebral e de uma quantidade de 2x10° células utilizando o kit de purificacio de DNA
gendmico (Wizard®, Promega Co., Madison, EUA), segundo protocolo recomendado
pelo fabricante. A concentracdo de DNA extraido foi determinada em espectrofotdmetro
UV (260 nm) e ajustada para 200 ng/uL com agua estéril e livre de DNAse.

Os ensaios para quantificar a carga parasitaria foram realizados no equipamento
de PCR em tempo real (7500 Real time PCR System, Applied Biosystems, Foster City,
CA, EUA) e a contagem de parasitas foi calculada por interpolacdo de uma curva padréo
com quantidades equivalentes de DNA extraidos de taquizoitos do isolado Nc-1 que foi
incluida em cada analise. Os resultados foram expressos em picogramas de DNA/200 ng
de DNA de tecido cerebral ou 100 ng de DNA de células.

4.14  Analise estatistica

Para todos os célculos estatisticos e confec¢do dos gréficos foi utilizado o software
GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, Inc., San Diego, EUA) software FlowJo

(TreeStar, EUA). O método de Kaplan-Meier foi utilizado para estimar a porcentagem de

camundongos sobreviventes em cada ponto apés o desafio e as curvas de sobrevida foram
comparadas usando os testes log rank e y°. Diferengas entre os grupos na andlise de
dosagem de citocinas, e carga parasitaria foram analisadas pelo teste paramétrico
ANOVA ou teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, quando apropriado, utilizando o
teste de comparacdo multipla de Bonferroni ou Dunn, respectivamente, para examinar
comparag0es entre pares de grupos selecionados. Todos os resultados foram considerados

significativos para um nivel de p < 0,05.

4.15 Normas de biosseguranca

Todos os procedimentos de coleta, manuseio de materiais bioldgicos e dos
reagentes, bem como a utilizagdo dos equipamentos, foram realizados de acordo com as

normas de biosseguranca compativeis (MINEO et al., 2005).
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| parte:

5. Resultados in vitro

5.1 iNOS modula citocinas em macro6fagos

Com o objetivo de avaliarmos o envolvimento da iNOS no perfil de resposta
desencadeada em BMDMs. Quantificamos, in vitro, a producéo das citocinas IL-10, IL-
12p40, TNF-a e IL-1p. Tais citocinas foram quantificadas por ELISA em sobrenadantes
de cultura celular provenientes de BMDMs oriundos de camundongos WT e iNOS™
infectados com N. caninum. Apds 24 horas de infeccdo com o protozoério, detectou-se
uma elevada concentracdo das citocinas IL-12p40 (Figura 4A), TNF-a (Figura 4B) e IL-
1B (Figura 4C) em sobrenadante de cultura provenientes de BMDMs WT, em comparagao
a quantidade produzida por macréfagos derivados de camundongos iNOS™. De forma
contraria, foram detectadas baixas quantidades de IL-10 no sobrenadante de cultura de
BMDMSs WT (Figura 4D), em relacdo a quantidade produzida por macréfagos iNOS™".

De modo similar, quando estimulados com NLA, macréfagos WT apresentaram
altos niveis de 1L-12p40 (Figura 5A) e baixos niveis de IL-10 (Figura 5B), se comparados
com BMDMs iNOS™-.
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Figura 4. Quantificacdo da producéo de citocinas por ELISA em sobrenadantes de cultura
de macrdfagos derivados da medula déssea extraidos de camundongos selvagens (WT) e
geneticamente deficientes para iNOS (iNOS™). Os niveis de (A) IL-12p40, (B) TNF-a,
(C) IL-1B, (D) IL-10 foram determinados em sobrenadante de cultura celular (2x10°
células/pogo), 24 horas ap6s a infeccdo com N. caninum em diferentes propor¢des
(parasito/celula; MOI). Os resultados demonstrados sdo representativos de trés
experimentos independentes. Os valores sdo expressos como média + erro padrdo da

média. * indica diferencas estatisticas significantes (p< 0,05).
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Figura 5. Quantificagdo da producéo de citocinas por ELISA em sobrenadante de cultura

de macrofagos derivados da medula dssea extraidos de camundongos selvagens (WT) e
geneticamente deficientes para iNOS (iNOS™) e estimulados com antigenos soltveis de
Neospora caninum (NLA). Os niveis de (A) IL-12p40 e (B) IL-10 foram quantificados
em sobrenadante de cultura celular (2x10° células/pogo) por ELISA, 24 horas apos

estimulacdo com NLA [10 pg ml™?]. Os resultados demonstrados sdo representativos de

trés experimentos independentes. Os valores sdo expressos como média + erro padréo da

média. * indica diferencas estatisticas significantes (p< 0,05).
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Il parte:

6. Resultados in vivo

6.1 N. caninum induz a producéo de NO em camundongos WT

Com o objetivo de avaliamos se N. caninum induz a producdo de NO durante a
infeccdo, quantificamos a produgéo de nitrito e nitrato no exsudato peritoneal (Figura 6A)
e homogenato de pulmdo (Figura 6B) provenientes de camundongos WT infectados
experimentalmente com N. caninum. Tais resultados demonstram que N. caninum induz
a producdo robusta de NO nos primeiros 7 dias de infeccdo no lavado peritoneal de
camundongos C57BL/6, enquanto que alteracBes nos niveis pulmonares, tecido

primordialmente afetado durante a infeccdo aguda, foram imperceptiveis no decorrer da

infeccéo.
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Figura 6. Quantificacdo de NO em exsudato peritoneal e homogenato de pulméo de
camundongos Selvagens (WT) infectados com uma dose subletal de taquizoitos de N.
caninum. Quantificagdo da produgdo de NO em (A) exsudato peritoneal e (B)
homogenato de pulméo utilizando métodos colorimétricos. Os resultados demonstrados

séo representativos de dois experimentos independentes.
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6.2 Auséncia de INOS induz um aumento da susceptibilidade de camundongos a

infecgdo parenteral por N. caninum

Para se avaliar a importancia da iNOS na resisténcia a infec¢do por N. caninum,
camundongos WT e iNOS™ foram infectados com 2x107 taquizoitos de N. caninum.
Como esperado e pbde ser observado na Figura 7A, quatro de um total de oito
camundongos WT infectados sobreviveram durante 30 dias de infeccdo, enquanto todos
os camundongos iNOS™ submetidos a0 mesmo indculo sobreviveram somente até os 12
dias de infeccéo.

Objetivando determinar as causas envolvidas nessa maior susceptibilidade dos
camundongos iNOS™, determinamos a carga parasitaria dos animais WT e iNOS”
infectados. Para determinacdo do parasitismo de fase aguda (2 d.p.i), foram coletadas
células do lavado peritoneal de animais WT e iNOS™ infectados com uma dose subletal
de taquizoitos (1x10° taquizoitos) para a quantificagdo do DNA gendémico por gPCR.
Amostras provenientes de camundongos WT apresentaram uma menor quantidade de
DNA de N. caninum em relacdo as células de camundongos iNOS™ (Figura 8A). Para
avaliarmos o parasitismo na fase crénica da infeccéo, foi feito uma cinética, na qual foi
coletado amostras do tecido cerebral de animais WT e iNOS™ (7, 15 e 30 d.p.i) infectados
com uma dose subletal de taquizoitos de N. caninum e foi quantificada o DNA do parasito.
Animais WT apresentaram menos parasitismo no SNC nos dias 7, 15 e 30 ap06s a infeccao
quando comparados com animais iNOS™ (Figura 8B).

Geralmente, 0 aumento da carga parasitaria esta relacionada a uma exacerbacao
da resposta inflamatdria, com o recrutamento de células para o sitio de localizacdo do
parasito. Em um modelo de infeccio subletal (1x108 taquizoitos), foi observado que
camundongos iNOS™ (Figura 9 B e D) apresentaram uma elevada quantidade de
infiltrados inflamatérios no sistema nervoso central ap6s 30 dias de infeccdo,
principalmente localizado nas meninges, se comparados aos camundongos WT (Figura 9
AeC).
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Figura 7. Curva de sobrevida dos camundongos WT e iNOS™” ap6s a infeccdo com uma
dose de taquizoitos de N. caninum capaz de matar 50% dos animais (DLso). Camundongos
WT e iNOS™ foram infectados com 2x107 taquizoitos de N. caninum e a curva de

sobrevida foi determinada por 30 dias apés a infecgao.
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Figura 8. Carga parasitaria das células do lavado peritoneal e do SNC de camundongos
experimentalmente infectados com N. caninum. A concentragdo de DNA parasitéria foi
determinada pela amplificacdo da sequéncia Nc5 (QPCR) em (A) células do lavado
peritoneal (2 d.p.i) e (B) SNC (7, 15 e 30 d.p.i) de animais WT e iNOS™ infectados com
1x10° taquizoitos de N. caninum. Os resultados demonstrados sdo representativos de dois
experimentos independentes. Os valores sdo expressos como média + erro padrdo da

média. * indica diferencas estatisticas significantes (p< 0,05).
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Figura 9. Representacdo de infiltrados inflamat6rios no SNC de camundongos WT e
iNOS™ cronicamente infectados com N. caninum. Apds 30 dias de infeccio, alteracdes
histologicas foram analisadas no SNC de amostras provenientes de camundongos (A e C)
WT e (B e D) iNOS™ infectados com uma dose subletal de taquizoitos. As laminas foram
coradas com hematoxilina-eosina. Setas azuis, indicam &reas de infiltracdo celular. [A
(800 px) e C (300 px)] WT e [B (800 px) e D (800 px)]
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6.3 Camundongos iNOS™ apresentam um aumento na producao local e sistémica de

citocinas em resposta a infeccéao

Com o intuito de avaliarmos o papel da iINOS na modulacdo da producdo de
citocinas no sitio de infeccdo, foi comparada a cinética de producédo de IL-12p40, IL-10,
IL-1a, IL-1B, IL-6 e IFN-y. Tais citocinas foram quantificadas em exsudato peritoneal
provenientes de camundongos WT e iNOS” apds a inoculagdo de uma dose subletal de
taquizoitos de N. caninum. Detectou-se uma baixa producdo das citocinas 1L-12p40
(Figura 10A), IL-6 (Figura 10B), e IFN-y (Figura 10C) em exsudato peritoneal de
camundongos WT, em comparacdo a quantidade produzida em exsudato peritoneal de
camundongos iNOS™. Apesar dos camundongos WT apresentarem um nivel basal de I1L-
10 menor em relagdo aos camundongos iINOS™, esse perfil mudou com o decorrer da
infeccdo e no dia 15 apds a infeccdo, pode-se observar que os camundongos WT
apresentaram uma maior producio de IL-10, em comparagdo aos camundongos iNOS™
(Figura 10D). Apesar dos camundongos WT apresentarem niveis de IL-1a ligeiramente
inferiores aos INOS™, ndo houve diferenca significativa na producio desta citocina entre
0s dois grupos de animais (Figura 10E). IL-1p ndo foi detectada em amostras
provenientes de camundongos WT e animais iNOS™.

O gréfico em radar resume a cinética das citocinas dosadas em exsudato peritoneal
provenientes de camundongos WT e iNOS™” apds a inoculacdo de uma dose subletal de
taquizoitos de N. caninum. As Figuras 11 A, B, C, D demonstram uma menor produc¢éo
de citocinas inflamatdrias nos primeiros dias de infeccdo em camundongos WT se
comparados com camundongos iNOS™-

Apo6s observarmos a producdo de elevadas quantidades de citocinas proé-
inflamatérias no sitio de infeccdo de camundongos iINOS™” em relacdo aos animais
controles. Foi quantificada a produgédo sistémica das citocinas IFN-y, e 1L-12p40 por
ELISA (Figura12A e 12B) e de IFN-y, TNF-a,, IL-6, IL-17A, IL-2, IL-4 e IL-10 por CBA
(Figura 13 A-D) em soros provenientes de camundongos WT e iNOS™ infectados com
doses subletais de taquizoitos viaveis.

Nas Figuras 12A e 12B, pode-se observar uma menor quantidade nos niveis de IL-
12p40 e IFN-y em soros provenientes de camundongos WT, em relagdo aos soros

provenientes de camundongos iNOS™".
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Nas Figuras 13A, B, C e D nota-se que durante os estagios iniciais de infec¢do, os
camundongos WT produziram baixas quantidades de INF-y, TNF-a e IL-6, quando
comparados aos animais iINOS™. Numa fase mais tardia da infeccdo, detectou-se baixas
quantidades de IL-4, IL-10 e IL-17 A em soros provenientes de camundongos WT,
quando comparada a quantidade produzida em soros de camundongos iNOS™".

Pulméo, figado e baco sdo drgdos alvos e geralmente acometidos pela infec¢cdo
por N. caninum. Assim sendo, avaliou-se a producdo de IL-12p40 e IFN-yem
homogenato proveniente destes 6rgaos, por ELISA. De modo geral, camundongos WT
infectados apresentaram menores quantidades de 1L-12p40 (Figura 14 A, B e C) e IFN-
v (Figura 15 A, B e C), em homogenato de tais 6rgaos, em relacdo aos camundongos
iINOS™ infectados.
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Figura 10. Quantificacdo de citoninas por ELISA em lavado peritoneal proveniente de
camundongos WT e iNOS™ experimentalmente infectados com N. caninum. Os niveis de
(A) IL-12p40, (B) IL-6, (C) IFNy, (D) IL-10, (E) IL-1a foram quantificados em exsudato
peritoneal provenientes de camundongos WT e iNOS™ infectados com taquizoitos de N.
caninum. Os resultados demonstrados sdo representativos de dois experimentos
independentes. Os valores sdo expressos como media * erro padrdo da média. * indica

diferengas estatisticas significantes (p< 0,05).
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Figura 11. Quantificacdo da producdo de citoninas por ELISA em exsudato peritoneal
proveniente de camundongos WT e iNOS™ experimentalmente infectados com N.
caninum. As figuras A, B, C e D resumem o perfil de citocinas produzidas em exsudato
peritoneal de camundongos WT e iNOS™ infectados com taquizoitos de N. caninum.
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Figura 12. Quantificacdo de citoninas por ELISA em soros proveniente de camundongos
WT e iNOS™ experimentalmente infectados com N. caninum. Os niveis de (A) 1L-12p40
e (B) IFN-y foram quantificados em soros provenientes de camundongos WT e iNOS™
infectados com taquizoitos de N. caninum. Os resultados demonstrados s&o
representativos de trés experimentos independentes. Os valores sdo expressos como

média + erro padrdo da média. * indica diferencas estatisticas significantes (p< 0,05).
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Figura 13. Quantificacdo de citoninas, por CBA, em soro proveniente de camundongos

WT e iNOS” experimentalmente infectados com N. caninum. Os graficos em radar
representam os niveis de IFN-y, TNF-a, IL-6, IL-17A, IL-2, IL-4 e IL-10 quantificados

em soro proveniente de camundongos WT e iNOS™ infectados com taquizoitos de N.

caninum. Os resultados demonstrados sdo representativos de dois experimentos

independentes.
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Figura 14. Quantificacdo de citoninas em homogenato de 6rgdos. Foram quantificados
os niveis de IL-12p40 em homogenato de (A) pulmao, (B) figado e bago (C) de
camundongos WT e iNOS™ infectados com taquizoitos de N. caninum. Os resultados
demonstrados sdo representativos de trés experimentos independentes. Os valores sdo

expressos como média + erro padrdo da média. * indica diferencas estatisticas

significantes (p< 0,05).
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Figura 15. Quantificacdo de citoninas em homogenato de 6rgdos. Foram quantificados
os niveis de IFN-y em homogenato de (A) pulmdo, (B) figado e (C) bago de camundongos
WT e iNOS™ infectados com taquizoitos de N. caninum. Os resultados demonstrados s&o
representativos de trés experimentos independentes. Os valores sdo expressos como

média + erro padrdo da média. * indica diferencas estatisticas significantes (p< 0,05).
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7 Discussao

Devido ao impacto bilionario da neosporose na bovinocultura, pesquisas para o
desenvolvimento de estratégias para a prevencao e para o tratamento de infec¢Ges causada
por N. caninum se tornam necessarias (HEMPHILL; GOTTSTEIN, 2000; REICHEL et
al., 2013). Propostas de preparado vacinais e intervengdes quimioterapicas tém sido
relatadas como opc¢des economicamente promissoras, contudo ainda indisponivel
comercialmente (MILLER et al., 2005; HASLER et al., 2008; MONNEY; HEMPHILL,
2014). Para isso, se torna necessario o entendimento dos mecanismos imunol6gicos
desencadeadas ap0s a interacdo parasito-hospedeiro, com o intuito de se desenvolver
métodos preventivos e terapéuticos eficazes, capazes de quebrarem o ciclo de
transmissdo, que levam a invasdo e ao desenvolvimento intracelular do parasito,
protegendo assim da infeccdo causada por este patégeno (HASLER et al., 2006).

Com tal intencdo, nds utilizamos modelos experimentais em camundongos na
tentativa de avaliarmos a importancia da iNOS durante a infeccdo por N. caninum. Muitos
estudos ja demonstraram a importancia da iNOS no controle de doencas causadas por
uma variedade de microrganismos, como T. gondii (SCHARTON-KERSTEN et al.,
1997), Leishmania major (LIEW et al., 1990), Salmonella typhimurium (MASTROENI
et al., 2000), Paracoccidioides brasiliensis (LIVONESI et al., 2009), Mycobacterium
tuberculosis (MISHRA et al., 2013), dentre outros.

A inducdo da expressdo da iINOS em macrofagos leva a producdo de grandes
quantidades de NO, que funcionam como um dos principais mecanismos efetores destas
células contra microrganismos e algumas células tumorais (FORSTERMANN; SESSA,
2012).

Os altos niveis de NO produzidos por macréfagos ativados, neutréfilos e outras
células, via iINOS, ndo sdo toxicos apenas para 0s micrdbios e células tumorais, mas
podem prejudicar as células saudaveis. In vivo, danos teciduais podem ser relacionados a
prépria liberacdo do NO, ou a interacdo do NO com O levando a formacdo de
peroxinitrito (ONOO"). A grande maioria das doencas inflamatdrias ou autoimunes sdo
caracterizadas pela ativacdo exagerada dos macrofagos e neutrofilos, levando a producéo
de altas concentracdes de NO produzidos via INOS que causam danos teciduais (FEHSEL
et al.,, 1993; KRONCKE; FEHSEL; KOLB-BACHOFEN, 1998; FORSTERMANN;
SESSA, 2012).
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Os macréfagos estdo presentes em quase todos os tecidos e desempenham um
importante papel na manutencdo da homeostase tecidual (HAO et al., 2012). Eles sdo
componentes essenciais da imunidade inata e desempenham um papel central na
inflamacéo e consequente protecdo do hospedeiro (GORDON; MARTINEZ, 2010). Em
resposta a diferentes estimulos e condi¢cBes ambientais, tais como, presenga de citocinas,
sinais provenientes de patogenos, danos teciduais e ativagdo de linfocitos (SICA;
MANTOVANI, 2012; MANTOVANI et al., 2013), mondcitos/macrofagos “sdo
reprogramados” levando ao aparecimento de uma gama de fenotipos funcionais distintos.
Espelhado na nomenclatura Th1/Th2, os macr6fagos podem ser ativadas pela via classica
M1 ou pela via alternativa M2 (MANTOVANI et al., 2002; GORDON; TAYLOR, 2005).
Macrofagos M1 desempenham funcgdes pro-inflamatdrias e podem ser estimulados pela
citocina IFN-y sozinha ou em associa¢do com LPS, por TNF e pelo fator estimulador de
colbnias de granulécitos e macréfagos. A IL-4 e a IL-13, induzem a via alternativa de
ativacdo de macrofagos (M2), que contribuem para a resolucdo da inflamacéo
(GORDON, 2003).

Estudos recentes tém demonstrado uma interacdo entre celulas-tronco
mesenguimais (MSCs) e macréfagos (FRANCOIS et al., 2012; NAKAJIMA et al., 2012;
FREYTES et al.,, 2013). Co-cultivo de MSCs com macrofagos, induzem um perfil
regulatério nos macrofagos, via aumento da expressdo de IL-10 e redugdo dos niveis de
TNF-a, IL-12 e diminuicdo da expressao da molécula co-estimulatoria CD-86
(MAGGINI et al., 2010). Foram feitos experimentos, onde BMDMs foram estimulados
com IFN-y, LPS ou IL-4 em conjunto ou na auséncia de MSCs e foram analisados a
presenca dos marcadores do perfil M1 (IL-6, IL-1p e MCP-1) e M2 (IL-10, IL-4R e
CD206). Os marcadores M1 foram altamente expressos quando BMDMs foram
estimulados com IFN-y/LPS, no entanto, houve uma diminuigdo significativa na
expressdo dos seus niveis de mMRNA quando foram co-cultivados com MSCs. Quando 0s
BMDMs foram estimulados com IL-4 e co-cultivados com MSCs houve um grande
aumento na expressdo dos marcadores M2. Estes resultados demonstraram que o co-
cultivo dos BMDMs com MSCs, leva a inibicdo dos marcadores M1 e estimulam os
marcadores M2 (CHO et al., 2014).

Tanto iNOS quanto Arginase 1 (Argl) utilizam L-arginina como substrato. No
entanto, o comprometimento com os fendtipos M1 e M2 determina a expressdo

diferencial de ambas as enzimas. Através da anélise da expresséo de iNOS e de Argl em
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BMDMs ativados, cultivados na presenga ou na auséncia de MSCs, foi observado uma
diminuicdo da expressdo de mRNA de iNOS, induzida por IFN-y/LPS, apds o co-cultivo
com MSCs. Em contraste, houve um aumento na expressdo de mRNA de Argl, apos
BMDMs estimuladas com IFN-y/LPS serem co-cultivadas com MSCs (CHO et al., 2014).

O uso sulfassalazina (agente anti-inflamatorio) em Macrofagos J774 estimulados
com IFN-y/LPS suprime a expresséo da iNOS e consequentemente a producdo de NO,
diminui os niveis de IL-12 e a expressdo de MHC-II induzida por IFN-y (HASKO et al.,
2001). A ativacdo de MAPKSs p38, p42/44 e a fosforilagdo de JNK sdo importantes durante
a ativacdo do macréfago (LEE; YOUNG, 1996; FIRESTEIN; MANNING, 1999;
KOTLYAROQV et al., 1999). Estimulacdo de macréfagos peritoneais com IFN-y/LPS e o
subsequente tratamento das mesmas com sulfassalazina, 30 minutos ap0s a estimulacéo
leva a uma falha da ativacdo dessas vias de sinalizacdo intracelular. Possivelmente os
efeitos da sulfassalazina na diminuicéo da producdo de NO e nos niveis de IL-12 estdo
relacionados com a falha na ativagdo de MAPKS p38, p42/44 e a fosforilagcdo de JNK
(HASKO et al., 2001).

Células supressoras derivadas da linhagem mieloide (mondcitos Gr-1"CD115%)
apresentam um perfil M2 em camundongos portadores de tumor, com baixa expressdo de
INOS e alta expressdo da arginase 1. Tratamento dos mondcitos Gr-1*CD115" com LPS
levou ao aumento da expressdo da iNOS, IL-6, TNF, IL-12 via a MAPK p38, em
comparagdo com as células ndo tratadas. Os resultados demonstraram que o tratamento
dos mondcitos Gr-1"CD115" com LPS levou a alteragdo do perfil M2 para o perfil M1
via MAPK p38 (YANG et al., 2013).

Os resultados dos BMDMs estimulados com taquizoitos de N. caninum obtidos
aqui, demonstram o envolvimento da iNOS, na polarizacdo do perfil de ativacdo dos
macrofagos e, consequentemente, no perfil de citocinas produzidas pelas mesmas. Nota-
se, que na auséncia da iNOS, tanto os BMDM s estimados com taquizoitos de N. caninum,
como os estimulados com NLA produziram uma menor quantidade de citocinas
inflamatorias (IL-12, TNF-a, IL-1B) e produziram uma maior quantidade de 1L-10, em
comparacdo com BMDMs provenientes de animais do tipo selvagem. Vinculando os
nossos resultados, in vitro, aos resultados relatados nos trabalhos mencionados, nés
hipotetizamos, que a INOS esta envolvida na polarizagdo de BMDMSs para um perfil M1,
uma vez que BMDMs provenientes de animais deficientes para o gene da iNOS
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apresentaram uma diminuigdo na producéo de citocinas inflamatorias e um aumento da
expressao de IL-10 em relacdo aos BMDMSs provenientes de animais selvagens.

Além dos ja citados, outros trabalhos existentes na literatura (MASON et al.,
2004; ZHU et al., 2006; KIM et al., 2013; GUTIERREZ-VENEGAS et al., 2014) tém
demonstrado o envolvimento de MAPK p38 no perfil de ativacdo de macrdfagos e na
determinacdo do perfil de citocinas gerado pelas mesmas. Na falta de dados
comprovatdrios, aqui, podemos apenas supor que talvez essa seja a via de sinalizagdo
determinante do perfil de polarizacdo (M2) dos BMDMs provenientes de animais iNOS”
I e, consequentemente das citocinas geradas pelas mesmas quando infectados com
taquizoitos de N. caninum.

Nossos resultados demonstram que camundongos WT e iNOS™ apresentaram
maior taxa de infiltracdo celular no cérebro, caracterizando um quadro de inflamagédo com
consequentes lesdes cerebrais. Quando estimulados com uma dose letal para 50% dos
animais, todos os camundongos iINOS”- foram a 6bito ainda nos primeiros 12 dias de
infeccdo. Acreditamos que esse fato se deve a dois principais fatores:

Primeiro, a demonstracdo da existéncia de uma maior carga parasitaria nos
animais deficientes para o gene da iNOS sugerem uma falha no controle da multiplicagéo
do parasito na auséncia da iNOS, o que provavelmente levou a invasdo de diferentes
orgaos e tecidos resultando em les6es oriundas da multiplicacéo e propagacao do parasito.

Em segundo lugar, como consequéncia dessa maior carga parasitaria existente
nesses animais, houve uma producédo exagerada de citocinas inflamatérias, no inicio da
infeccdo, na tentativa de controlar a proliferacdo do parasito o que pode ter causado lesdes
por todo o organismo.

Essa exagerada producdo de citocinas com um perfil inflamatério vinculada a
uma maior carga parasitaria e infiltracdo celular, nos animais iNOS™" nos leva a crer que
esses animais foram a 6bito em func&o de lesbes originarias da multiplicagdo parasitaria
e dos efeitos deletérios da resposta inflamatoria.

Tem sido reportado que o NO gerado pela iNOS durante a infeccdo determina o
perfil de resposta imune. Em altas concentrag¢6es, NO produzido por macr6fagos murinos
ativados podem restringir a expanséo de células T e inibir a sintese de IL-12. Ao passo
que, em baixas concentracfes, NO aumenta a resposta do tipo Thl e a producédo das
citocinas IL-12 e IFN-y (MILLS, 1991; HUANG et al., 1998; NIEDBALA et al., 1999;
NIEDBALA et al., 2002).
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Células do baco apresentam uma maior proliferacdo em resposta a mitdégenos,
antigenos de histocompatibilidade, ou produtos bacterianos, quando sao tratados com L-
NMMA, ou quando iNOS ¢ inativado geneticamente (HOFFMAN et al., 1990; ALBINA,;
ABATE; HENRY, 1991; MILLS, 1991; GREGORY et al., 1993; WEI et al., 1995). O
mesmo se aplica aos superantigenos: a inibicdo da iINOS aumenta drasticamente a
liberacdo de IFN-y, TNF-a. e aumenta a mortalidade durante a sindrome do choque tdxico
(FLORQUIN et al., 1994).

Citocinas pro-inflamatdrias desempenham um importante papel no recrutamento
e na ativacdo de leucdcitos no sitio da infeccdo (ECHTENACHER et al., 1990;
ESKANDARI etal., 1992; LEE; HONG; SEO, 2000). TNF-a e IFN-y atuam na expressao
de quimiocinas, que desempenham um papel crucial na quimioatracdo de leucdcitos
durante a resposta inflamatéria (SALLUSTO et al., 1999; LEE; HONG; SEO, 2000).

IL-12 desempenha um papel chave na imunomodulagéo, a sua principal fungéo
consiste na inducédo da producéo de IFN-y, pelas células NK e, na conversdo de células T
naive em linfocitos T CD4" e T CD8" produtoras de INF-y (GATELY et al., 1998;
MARCAIS et al., 2013). IFN-y tem sido apontada como a principal citocina envolvida na
resisténcia a infeccéo por T. gondii (SUZUKI et al., 1988; GE et al., 2014).

Juntos, IL-12 e IFN-y constituem os principais mediadores envolvidos na prote¢édo
do hospedeiro contra infec¢des causadas por protozoarios (BIRON; GAZZINELLI, 1995;
HEMPHILL; VONLAUFEN; NAGULESWARAN, 2006; MINEO et al., 2010). O
estabelecimento precoce da imunidade constitui uma etapa crucial no estabelecimento de
um balago parasito/hospedeiro. Na auséncia da imunidade inata, semelhante ao caso da
deplecdo de células NK, o controle inicial da replicagdo de T. gondii via IFN-y é
comprometida, resultando no ébito do hospedeiro (SHER et al., 1993; HUNTER et al.,
1994; ALIBERTI, 2005). A IL-12 é produzida in vivo e in vitro por uma variedade de
tipos celulares, incluindo células B, macréfagos, neutréfilos e principalmente células
dentriticas e, animais que apresentam deficiéncia genética para esta citocina sdo
extremamente susceptiveis a infeccdo por T. gondii (GAZZINELLI et al., 1994).

Foi demonstrado que animais WT e iNOS™ infectados com T. gondii produzem
niveis semelhantes de IL-12 e IFN-yno soro ou em cultura celular. No entanto, o
tratamento com anticorpos contra 1L-12 e IFN-y aumentou a mortalidade dos animais
iINOS™, que apresentaram uma cinética semelhante aos animais WT tratados com 0s

mesmos anticorpos, concluindo desta forma, que os animais iINOS” e WT controlam a
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replicacéo do parasito na fase aguda da infecgdo por um mecanismo dependente de 1L-12
e IFN-y (SCHARTON-KERSTEN et al., 1997).

Os resultados aqui obtidos, demonstram que na auséncia da iINOS, camundongos
apresentaram uma elevada producao de citocinas pro-inflamatorias no sitio da infeccéo,
no soro e no homogenato de diferentes 6rgaos, nas fases iniciais da infec¢éo.

Vinculados as publicagdes existentes na literatura, mencionadas acima, 0S n0ssos
resultados sugerem que a iNOS possui um efeito imunomodulatério na producéo de
citocinas durante a infecg¢do por N. caninum. Tal fato provavelmente se deve a auséncia
de controle da carga parasitaria em camundongos iINOS™, em comparacdo com 0s
animais do tipo selvagem, confirmando que iNOS e seus produtos desempenham um
papel importante no controle da multiplicacdo e propagacdo do parasito. Nos acreditamos
que a elevada carga parasitaria presente nos animais iNOS™ contribuiu com a estimulagéo
da producéo de elevadas taxas de citocinas inflamatorias. Tal fato se deve provavelmente
a um mecanismo compensatorio do hospedeiro, na tentativa de controlar a proliferacdo
parasitaria e garantir a sobrevivéncia do mesmo.

Numa fase intermediaria da infeccao (15 dias), podemos observar em amostras de
soro de camundongos iNOS™ uma sobreposicéo da producéo de citocinas com o perfil
Th1 associada ao aumento da producéo de citocinas com perfil Th2 e Th17.

Acreditamos que esse fato se deve a um maior recrutamento de células adaptativas
na tentativa de restabelecer a homeostase, ap0s as possiveis lesdes causadas pela producao
de grande gquantidade de citocinas inflamatdrias, e pela multiplicacdo e propagacdo do

parasito.
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8 Conclusao

Embasado nos resultados aqui obtidos, podemos concluir que:

e iNOS é importante na modulacao do perfil de citocinas produzida por macrofagos;

e A presenca de iNOS induz controle do parasitismo agudo e cronico frente a infeccdo

por N. caninum;

e iNOS é importante na modulagdo da resposta imune durante a infeccdo por N.
caninum, por regular negativamente a producdo de citocinas in vivo e,

consequentemente, os fatores deletérios de uma resposta inflamatoria exacerbada;
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Anexo I:

UJ Universidade Federal de Uberlandia
Pré-Reitoria de Pesquisa e Pos-Graduagéo
Comisséo de Etica na Utilizag&o de Animais (CEUA)
Avenida Jo#o Naves de Avila, n®. 2160 - Bloco A - Campus Santa Monica -
Uberlandia-MG—
CEP 38400-089 - FONEFAX (34) 3239-4131; e-mail:cevauvfu@yahoo.com.br;
WWW.COmISSoes. propp.ufu.or

ANALISE FINAL N° 087/12 DA COMISSAO DE ETICA NA UTILIZACAC DE
ANIMAIS PARA © PROTOCOLO REGISTRO CEUA/UFU 052712

Projeto Pesquisa: “Padronizagéo de modelo de infecgdo por Meospora caninum
pela via oral utiliizando mecanismos de indugdo de intercorverséo de estagio in
vitro™

Pesquisador Responsavel: Prof. Dr. Tiago Wilson Patriarca Mineo

O protocolo nao apresenta problemas de ética nas condutas de pesguisa com
animais nos limites da redagéo e da metodologia apresentadas.

SITUACAC: PROTOCOLC DE PESQUISA APROVADO.

0OBS: O CEUA/UFU LEMERA QUE QUALQUER MUDANGA NO PROTOCOLO
DEVE SER INFORMADA IMEDIATAMENTE AC CEUA PARA FINS DE
ANALISE E APROVACAO DA MESMA.

AO FINAL DA PESQUISA DEVE SER ENTREGUE A CEUA UM RELATORIC.
O MODELO DESTE ESTA NO SITE.

Uberlindia, 26 de Setembro de 2012

Prof. Dr. Jonas Danias Batisia
Coordenador Pro fempore da CEUAUFU

67




