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RESUMO

O protozoario parasito Neospora caninum tem sido associado a abortos em bovinos desde
o inicio da década de 90, onde a infec¢do gera grandes impactos econémicos na pecuaria.
TNF-a é uma citocina pro-inflamatéria produzida rapidamente durante a fase aguda da
infeccdo, desenvolvendo um importante papel na resposta imune contra varios patogenos.
Devido a importéncia desta citocina durante o processo de infec¢do agudo, este trabalho
objetivou verificar o papel de TNF-a durante a infecgdo por N. caninum. Para esta
finalidade, foi analisado a resposta imune celular e humoral usando camundongos
C57BL/6 do tipo selvagem (WT) e geneticamente deficientes para o receptor 1 de TNF
(TNFR17), infectados com taquizoitos de N. caninum cepa Nc-1. Foram encontrados um
aumento na susceptibilidade de camundongos TNFR1”- durante a infec¢éo, evidenciado
por uma alta mortalidade e aumento na carga parasitaria, um mecanismo independente de
IL-12 e IFN-y. Foi observado também que a agdo de TNF-a é importante para regular a
producio de subclasses de IgG. Camundongos TNFR17 apresentaram um aumento de
concentragdo sérica da subclasse 1gG2a, e uma diminuicdo na producdo de IgG1. A partir
destas informacéo, conclui-se que TNF-a apresenta um importante papel na resisténcia
do hospedeiro bem como na producdo de subclasses de IgG contra a infec¢do pelo

protozoario N. caninum.

Palavras chave: Neospora caninum, TNFR17, citocinas.



ABSTRACT

The protozoan parasite Neospora caninum has been associated to abortions in cattle since
the early 1990’s, and the infection leads to major economic impact to the segment. TNF-
a is a proinflammatory cytokine produced quickly during the acute phase of infection,
playing an important role in the immune response against various pathogens. Given the
importance of this cytokine during acute infectious processes, we here aimed to verify the
role of TNF-a during N. caninum infection. Therefore, we analyzed the cellular and
humoral immune response using C57BL/6 wild type (WT) and genetically deficient mice
in receptor 1 of TNF (TNFR17), infected with N. caninum tachyzoites of the Nc-1 strain.
We found an increase in susceptibility of TNFR1-/- mice, evidenced by higher mortality
and increased parasite burden, in an IL-12 and IFN-y independent mechanism. We also
observed that TNF-a is required for regular 1gG subclass production. TNFR1-/- mice
presented enhanced serum concentration of 1gG2a subclass, while 1gG1 production was
hampered, if compared to WT mice. Gathering this information, we conclude that TNF-
o presents an important role in host resistance and IgG subclass production against

infection by the protozoan N. caninum.

Keywords: Neospora caninum, TNFR1”", cytokines.
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1. INTRODUCAO

1.1 Parasito

O protozodrio Neospora caninum €é um parasito intracelular obrigatdrio
pertencente ao filo Apicomplexa, classe Coccidia, familia Sarcocystidae, sendo
reconhecido em 1984 na Noruega, infectando cdes domesticos com disturbios
neuroldgicos e doengas musculares resultando em paralisia em filhotes e morte precoce
(BJERKAS, MOHN, PRESTUHUS, 1984), contudo foi formalmente descrito em 1988
por Dubey e colaboradores.

Visto a semelhanca morfoldgica e o desenvolvimento parasitario, N. caninum foi
classificado erroneamente até 1988 como pertencente ao género Toxoplasma. Entretanto
algumas caracteristicas como morfologia de cistos teciduais, reatividade soroldgica,
testes imunohistoquimicos negativos para T. gondii, forma de interacdo com hospedeiros,
ciclo de vida dentre outras caracteristicas serviram para distinguir ambas as espécies
(BJERKAS e DUBEY, 1991; DUBEY et al., 1988; HEMPHILL, VONLAUFEN,

NAGULESWARAN, 2006; INNES e MATTSSON, 2007).

1.2 Hospedeiros

InfecgBes por N. caninum detém importancia em cées e bovinos, contudo, ha
relatos da presenca do parasito em infecgdes naturais por meio da deteccao de anticorpos
e isolamento parasitario em carneiros, cabras, cavalos, bufalos, raposas, coiotes, lobos,
veados, alpacas, camelos e galinhas (DUBEY, 2003; GONDIM, 2006; COSTA et al.,

2008; MINEO et al., 2011; ROSSI et al.,2011). Enquanto que infec¢bes experimentais



13

tém sido realizadas com éxito em bovinos, carneiros, cabras, porcos, caes, gatos,
camundongos, macacos e pombos (DUBEY, 2002; MINEO et al., 2009).

Outros possiveis hospedeiros intermedidrios de N. caninum sdo os humanos,
levantando a questdo sobre o seu potencial zoondtico. Embora ndo haja relatos
comprovados sobre a infeccdo por N. caninum em humanos (GRAHAM et al., 1999;
PETERSEN et al., 1999), evidéncias soroldgicas de exposicdo ao parasito foram
demonstradas em diferentes populacées (NAM; KANG; CHOI, 1998; TRANAS et al.,

1999; LOBATO et al., 2006; McCANN et al, 2008).

1.3 Ciclo de vida

N. caninum € caracterizado por apresentar ciclo de vida heteroxénico, ou seja, 0
parasito alterna seu ciclo biolégico entre hospedeiros definitivos e intermediarios, nos
quais ocorrem as fases sexuada e assexuada, respectivamente (Figura 1). Assim como ja
descrito para T. gondii, N. caninum € capaz de invadir uma grande variedade de células
hospedeiras. O ciclo vital sexuado ocorre apenas em espécies de canideos (cdo, coiote,
dingo australiano), ja o ciclo assexuado ocorre tanto em canideos como em outros
mamiferos como gatos, porcos cavalos, carneiros, bufalos, coiotes, raposas, lobos, além
de espécies de aves sendo que o parasito pode ser transmitido ao hospedeiro de forma
horizontal e/ou vertical (THILSTED e DUBEY, 1989; GONDIM et al., 2004, MINEO,
etal., 2009; MINEO et al.,2011; SYED-HUSSAIN et al., 2015).

O ciclo supracitado é composto por trés formas evolutivas: taquizoitos,
bradizoitos no interior de cistos teciduais e esporozoitos no interior de oocistos. A fase
sexuada inicia-se mediante o contato de canideos com o parasito, por meio da ingestéo de

cistos teciduais que formam oocistos eliminados nas fezes do hospedeiro e disseminados
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no ambiente. J& a fase assexuada inicia com a ingestdo de oocistos, pelos hospedeiros
intermediarios (MCALLISTER et al., 1998; GOODSWEN et al., 2013). Os taquizoitos
sdo responsaveis pela manifestagcdo clinica da doenga conhecida como fase aguda, tal
estagio tem como caracteristica parasitos intracelulares obrigatérios que invadem e
infectam diferentes tipos de células como macréfagos, células neurais, fibroblastos,
endotélio vascular, células musculares e hepatdcitos (BARR et al., 1993; DUBEY et
al.,2002) proliferando rapidamente. Como forma de adaptacéo frente aos mecanismos de
defesa do hospedeiro, N. caninum consegue realizar conversdo da forma taquizoito para
bradizoito (SOUZA et al., 2010; EASTICK e ELSHEIKA, 2010; GOODSWEN et al.,
2013).

Bradizoitos formam cistos teciduais e representam formas de laténcia do parasito
que podem persistir por toda vida em um individuo sem causar qualquer sinal clinico,
podendo ser mais comumente encontrados em tecidos neurais e musculares (DUBEY et
al., 1990; GOODSWEN et al., 2013). Ja os esporozoitos estdo presentes no interior de
oocistos podendo ser encontrados em &guas e alimentos contaminados, tornando-se
infectantes no ambiente por meio de esporulacdo. Quando ingeridos por hospedeiros
intermediarios sdo liberados no aparelho digestivo infectando células intestinais,
fibroblastos e leucdécitos liberando taquizoitos que disseminam por todo o organismo
(INNES, 2007; MONNEY E HEMPHILL, 2014).

A transmissao vertical ocorre por infecgdo transplacentéaria de alta eficiéncia entre
mée e feto (SCHARES et al., 1998; HIETALA e THURMOND, 1999). Este tipo de
transmissdo podem ser divididos em duas diferentes vias designadas transmisséo
transplacentaria exdgena ou enddgena. A transmissdo exogena ocorre quando vacas
prenhas adquirem a infeccdo apds a ingestdo de alimentos contaminados com oocistos

infectando subsequentemente tecidos fetais. A transmissdo endogena ocorre devido a



15

recrudescéncia pela reativacdo e reconversdo de bradizoitos em taquizoitos durante a

prenhes e subsequente infeccéo fetal (TREES e WILLIAMS, 2005).

Hospedeiro definitiveo

T B e e om owm ow
Transmissao 9

horizontal

Oocisto nao-csporulado

-
= 4

s % d ld o Oocisto esporulado
Taquzoitos

B d— T

Feto abortado Placenta Bezerro congenttamente infectado

Figura 1: Ciclo Bioldgico de N. caninum (adaptado de Goodswen e colaboradores
(2013)

1.4 Patogénese e Patologia

A patogénese da neoporose estd associada com a invasdo e proliferacdo
intracelular de taquizoitos de N. caninum, causando inflamacdo tecidual (BUXTON,
MCcALLISTER, DUBEY, 2002). Tais lesdes sdo severas o suficiente para causar abortos
em hospedeiros infectados. Além disso, h& evidéncias de que a infeccdo pelo parasito

desencadeie a liberacdo de citocinas pro-inflamatdrias e uma resposta do tipo Thl na
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interface materno-fetal, que pode ser prejudicial para gestacdo (WILLIAMS et al., 2000;
INNES et al., 2005). Ocorrem também danos a placenta materna, ocasionados por
taquizoitos devido a interrupcdo do fornecimento de nutrientes (DUBEY et al., 1992).
Esta invasdo do parasito nas celulas hospedeiras conta com a participagdo de um
complexo apical composto por organelas secretoras como roptrias, micronemas e
grénulos densos (DUBEY et al., 2002).

N. caninum tem sido isolado de uma variedade de espécies de hospedeiros como
cachorros, vacas, carneiros, cabras dentre outros (PERES-ZABALLOS et al., 2005; AL-
QASSAB, REICHEL, ELLIS et al., 2010). A partir destes isolados foram identificados
diferentes cepas apresentando viruléncia e patogenicidade varidvel durante a infeccdo
pelo parasito (COLLANTES-FERNANDEZ et al. 2006; REGIDOR-CERRILO et al.,
2010).

Em cées domesticos, hospedeiros definitivos (GONDIM et al., 2004), a infeccdo
por N. caninum pode causar poliradiculoneurite, encefalite, polimiosite e paralisias, sendo
a paralisia dos membros posteriores o sinal mais consistente da neosporose neonatal
(DUBEY e SCHARES, 2011).

Bovinos podem ser infectados através da ingestdo oral de oocistos contendo
esporozoitos, denominada transmissao horizontal, ou pela via transplacentaria como um
resultado da infec¢do por oocistos ou por recrudescéncia da infec¢do cronica em vacas
prenhes (HALL, REICHEL, ELLIS 2005). Os efeitos prejudiciais da neoporose podem
se manter presentes por meses ou anos em um rebanho A infecgdo em vacas prenhes pode
afetar feto e Utero, causar abortos e nascimento de bezerros natimortos, além de bezerros
recém-nascidos com sinais clinicos ou saudaveis, mas cronicamente infectados (DUBEY,
BUXTON, WOUDA, 2006; DUBEY e SCHARES, 2011). A prevaléncia de N. caninum

em bovinos esta diretamente ligada a infeccdo em cachorros, devido ao fato desses
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animais serem muitas vezes utilizados como ferramentas na criacdo de gado (DUBEY,
1999).

Apesar de N. caninum n&o causar doencas clinicas em animais imunocompetentes,
esporozoitos liberados infectam tecidos intestinais, atravessam o epitélio, atingem os
vasos sanguineos e linfaticos e infectam outras células como macrofagos e linfocitos
(HEMPHILL et al., 2013). Estudos in vitro utilizando cultura de células intestinais
provenientes de cdes demonstrou que taquizoitos e bradizoitos de N. caninum séo capazes
de infectar e proliferar nestas células (HEMPHILL et al., 2009). As células infectadas
podem transportar estes patdgenos intracelulares dos locais de infeccdo priméria
facilitando a propagacéo do parasito no hospedeiro (MINEO et al., 2010).

Uma das importancias clinicas consequentes da infeccdo por N. caninum sao 0s
danos causados no sistema nervoso central (SNC) onde este parasito encontra-se
encistado, sendo o cerebro o 6rgdo mais comumente afetado (DUBEY et al., 2004;

ELSHEIKHA et al., 2013)

1.5 Resposta imune

A infeccdo por N. caninum € controlada tanto pela resposta imune inata quanto
pela adaptativa. Embora a resposta imune humoral participe diretamente na neutralizacao
e destruicdo de taquizoitos extracelulares, auxiliando no controle da disseminacdo da
infeccdo, ha poucos relatos sobre a participagdo desse tipo de resposta, havendo maiores
informacdes sobre a resposta imune celular contra N. caninum (HEGAB e AL-
MUTAWA, 2003; GIGLEY, et al., 2009).

Para que uma infeccdo seja bem sucedida o parasito deve transpor barreiras

fisicas, como as espessas juncOes intercelulares da mucosa intestinal que podem
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minimizar a invasdo parasitaria pela via oral e infectar células intestinais ativando a
resposta imune do hospedeiro.

A resposta imune contra N. caninum é conhecida por ser predominantemente do
tipo Th1, com produgdo de IFN-y por células TCD4" e TCD8", adicionalmente € visto
que células da imunidade inata como as células natural Killer (NK) e NKT também
exercem diferentes papeis na imunidade protetora. O rapido recrutamento de macréfagos
e células dendriticas para o sitio da infeccdo melhora potencialmente a resposta imune
contra N. caninum (DION et al., 2011; ABEA et al., 2014, MONNEY e HEMPHILL
2014). A produgéo de IFN-y na resposta imune ¢ dependente de IL-12 produzida por
células apresentadoras de antigenos (APCs), onde na auséncia desta citocina pela
inativacdo de macrdfagos peritoneais, durante a infeccdo aguda por N. caninum,
camundongos apresentam maior mortalidade (NISHIKAWA et al., 2001). A acéo
eficiente da resposta adaptativa via Thl contra N. caninum esta ligada a ativacdo de
células presentes na resposta imune inata por meio de receptores TLR2 (Toll like receptor
2) dependente da molécula adaptadora MyD88 (MINEO et al., 2010), sendo MyD88
caracterizada como uma proteina importante na resisténcia contra a fase aguda da
infeccdo (MINEO et al., 2009).

Na fase aguda da infeccdo ocorre entdo a producéo de interleucina IL-12 secretada
por células dendriticas e macrofagos, responsavel pela diferenciacdo de células TCD4*
para a subpopulacdo Thl, importante em infec¢des intracelulares. Além disso, tal citocina
estimula a producédo de IFN-y por células NK ¢ linfocitos T, sendo assim um mecanismo
de grande importéncia para a sobrevivéncia do hospedeiro (MINEO et al., 2009). Células
TCD8" também sdo ativadas pela secrecao de I1L-12 e contribuem significativamente para
controlar a infeccdo aguda, uma vez que produzem IFN-y, levando a ativagdo de

macrofagos. Células infectadas séo destruidas por celulas T CD8+, liberando taquizoitos
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que ficam acessiveis a varios mecanismos imunoldgicos, como anticorpos, complemento,
macrofagos ativados e células NK (ALIBERTI, 2005; MINEO et al., 2009; MUNOZ,
LIESENFELD e HEIMESAAT, 2011; HEMPHILL et al. 2013).

Outras citocinas tais como TNF-a, IL-10 e TGF-p apresentam importancia no
controle da proliferacdo do parasito in vitro (JESUS et al. 2013). A atuacgéo de citocinas
do tipo Th-2 também sdo importantes durante a resposta imune contra N. caninum,
apresentando efeitos inibitorios sobre a atividade de macréfagos bem como a producéo
de IFN-y e IL-12 por células apresentadoras de antigenos (MURRAY e WYNN, 2011).
O balango na producdo de citocinas do tipo Th1/Th2 exerce papel crucial na resposta
imune celular contra a infeccdo parasitaria, levando a homeostasia. Alguns tipos celulares
sdo importantes para sustentar este balango Th1/Th2 como linfécitos TCD4* e TCD8",
células Tyd, macrofagos, células dendriticas e neutrofilos (NISHIKAWA et al., 2003).

Em bovinos tem sido mostrado que citocinas sdo importantes na modulacdo da
resposta imune na interface materno-fetal (ROSBOTTOM et al., 2007; ALMERIA et al.,
2011; ROSBOTTOM et al., 2011), na qual a resposta do tipo Thl associada com a
infeccdo pode afetar a gestacdo e culminar no aborto ou reabsorcdo fetal, enquanto que a
resposta do tipo Th2 pode promover protecdo através da producdo de IL-4 e IL-10
(QUINN et al., 2004; REGIDOR-CERRILLO et al., 2014). A sobrevivéncia do feto esta
relacionada a sua competéncia imunoldgica, a0 momento da infeccdo bem como a
viruléncia da cepa infectante (DUBEY, BUXTON, WOUDA, 2006; WILLIAMS et
al.,2009).

A resposta imune humoral também desempenha um papel importante frente a
infeccdo por N. caninum. Diferentes citocinas estdo ligada as trocas de classes de
anticorpos atraves da ativacdo de celulas B. Como consequéncia, as células B ativadas

expressam IgM e IgD, levando a produgéo de outros tipos de anticorpos, como IgA, IgE,
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IgG e suas subclasses. Trabalhos utilizando camundongos geneticamente deficientes em
celulas B demonstrou a importancia destas células durante a infeccdo por N. caninum,
onde foi possivel observar altas taxas de mortalidade pos-desafio nestes camundongos
(AMMANN et al., 2004; TEIXEIRA et al., 2005). Anticorpos especificos podem limitar
a proliferacdo de taquizoitos extracelulares, por meio de neutralizacdo, ativagdo do
complemento e opsonizagédo de parasitos.

Andrianorive e colaboradores (2001) revelaram a possibilidade da presenca de
trés perfis de producéo de anticorpos: o primeiro perfil com niveis de IgG2 predominante;
0 segundo com producdo de anticorpos com niveis equivalentes entre IgG1 e 1gG2 e 0
terceiro com predominio de IgG1 (com niveis de IgM e 1gG2 detectaveis). Apesar destes
trés perfis apresentados, estudos vem demostrando que durante a infec¢do por N. caninum
a producdo de anticorpos especificos 1gG2 é encontrado em maior indice que IgG1l
(FERRE et al., 2005; MOORE et al., 2011).

Apesar do conhecimento sobre a participagdo de anticorpos no combate a varios
patdgenos, a participacdo destas imunoglobulinas deve ser melhor elucidada devido as
lacunas funcionais ainda existentes no papel das mesmas durante infecgdes por N.

caninum.

1.6 Fator de Necrose Tumoral (TNF)

TNF foi descoberto em 1975 como uma molécula indutora de necrose de tumores
(CARSWELL et al., 1975). Atualmente esta citocina pro-inflamatoria & conhecida como
a mais pleitropica de todas as citocinas descritas em mamiferos (SEDGER e
McDERMOTT, 2014). TNF-a ainda exerce uma variedade de atividades bioldgicas

incluindo inflamacdo, proliferacdo, diferenciacdo, apoptose e imunomodulacdo,
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promovendo a liberagdo de outras citocinas pro-inflamatérias (AGGARWAL, GUPTA,
BASU, 2012; AGGARWAL e LIMDI 2015) bem como resposta patologicas (choque
séptico, caquexia) (DEROUICH-GUERGOUR et al., 2001).

A forma sollvel dessa proteina apresenta 17 kDa sendo encontrada no plasma
sanguineo, que circula através de todo o corpo e confere potentes fungdes enddcrinas —
apresentando capacidade de atuar em sitios fisioldgicos distantes dos sitios em que foi
sintetizado (BARBOSA et al., 2011; FAUSTMAN e DAVIS 2013). Dois distintos tipos
de receptores de superficie, receptor de TNF1 (p55) e receptor de TNF2 (p75), agem
individualmente ou em sinergismo para mediar a atividade biol6gica da TNF-a. TNFR1
€ expresso constitutivamente na maioria dos tipos celulares, exceto em eritrdcitos. Este
receptor pode ativar a via apoptdtica, via fator nuclear kappa B (NF-kB) iniciando a
maioria das atividades bioldgicos de TNF (LU, CHEN e WALSH 2014), j4 TNFR2 é
expresso somente em células endoteliais e hematopoiéticas e ndo estd envolvido
diretamente na acdo apoptotica, porém a estimulacdo desse receptor induz TNF-a,
enddgeno que subsequente ativa TNFR1 (FINGIEL, et al., 2008; ESPOSITO 2011).

Grell e colaboradores (1998) evidenciaram em seus trabalhos que TNFR1 e ndo
TNFR2 exibiram uma alta afinidade para TNF-a soluvel, demonstrando assim a agdo
importante de TNFR1 na resposta celular induzida por TNF-a soluvel. Estudos utilizando
camundongos deficientes em receptores de TNF-a estabeleceu que TNFR1 ¢é mais
importante que TNFR2 para a resisténcia contra diversos patégenos intracelulares como
T. gondii e Leishmania major (PFEFFER et al., 1993; RUBY, BLUETHMANN,
PESCHON, 1997).

TNF-a ¢ expressa por mondcitos/macrofagos ativados, células T e NK, além de
diversas células ndo imunes como células endoteliais e fibroblastos (BRIETZKE e

KAPCZINSKI 2008). Como demonstrado por Mineo e colaboradores (2010), a producao
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de TNF-a esta relacionada com a ativagdo de TLR2/MyD88, onde o uso de animais
deficientes para MyD88 e para TLR2 apds a infeccdo resultou em uma baixa producéo
desta citocina bem como de outras citocinas pré-inflamatdrias importantes na resisténcia
do hospedeiro contra a infeccdo por N. caninum. Tal citocina € principalmente encontrada
durante a fase aguda de infec¢des, onde inicia uma cascata de produgéo de outras citocinas
e aumenta a permeabilidade vascular (BARBOSA et al., 2011; CALSAVARA et al.,
2014). Tal fato leva a inducdo da resposta imunoldgica e inflamatéria através do
recrutamento de neutrofilos e macrofagos para o local da infecgdo, permitindo com que
TNF-0 desempenhe fungdes importante na resposta inflamatéria local (VITALE e
RIBEIRO, 2007).

Em infecgBes causadas por protozoarios como Toxoplasma, Leishmania e
Trypanossoma, TNF-a tem sido demonstrado como sendo importante para o controle do
parasitismo (DEROUICH-GUERGOUR et al., 2001), atuando em sinergismo com IFN-
v na indug¢ao de oxido nitrico (NO), complementando a atividade da resposta imune inata
contra parasitos intracelulares (BOGDAN et al., 1990; SIBLEY et al., 1991;
DIEFENBACH et al., 1998; MANNA et al., 2014). Plitz e colaboradores (1990)
evidenciaram em seus estudos que, a auséncia de TNF-a ou do receptor de TNF em
camundongos desencadeia uma maior susceptibilidade destes animais durante infeccoes
intracelulares. Além disso, foi constatado que animais deficientes no receptor de TNF
apresentam maiores danos teciduais e aumento na producdo de citocinas pro-
inflamat6rias em modelos de inflamacdo (GONCALVES et al., 2001). Adicionalmente,
durante a infecgc@o por N. caninum, tem sido descrito que TNF-a inibe o crescimento de
taquizoitos (YAMANE et al., 2000), bem como o tratamento com a citocina reduz o
numero de parasitos em celulas da glia experimentalmente infectadas com N. caninum

(JESUS et al., 2013).
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2. Quetijieats
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2. JUSTIFICATIVA

A infeccdo por N. caninum tem causado grandes perdas econdémicas na indudstria
agropecudria, tanto na exploracao leiteira quanto na producdo de carne (LARSON et al.,
2004; DUBEY e SCHARES, 2011). Mundialmente estima-se uma perda econémica que
pode chegar a 2,380 bilhdes de ddlares por ano decorrente de abortos induzidos pela
infecgdo pelo parasito, no Brasil estima-se uma perda anual de 51,3 milhdes de dolares
(REICHEL et al., 2013; REICHEL et al., 2014).

A importancia econbémica da neosporose tem levado a pesquisas no
desenvolvimento de estratégias para prevencdo e tratamento da infecg¢do por N. caninum.
A recente identificacdo e caracterizacdo do protozoario ainda ndo permitiu com que
diversos aspectos da resposta imunolédgica fossem descritos. A vacinagdo tem sido
considerada a melhor estratégia de controle da doenca (MANSILLA et al., 2012;
UCHIDA et al., 2013; REICHEL et al.,2014), porém a Unica vacina comercializada
(Bovilis Neoguard) foi retirada do mercado devido a sua baixa eficacia de protecdo
(ROMERO, PEREZ, FRANKENA, 2004, WESTON, HEUER, WILLIAMSON2011).
Assim, elucidar caracteristicas imunolégicas tornam-se importantes para o entendimento
e controle da infeccdo pelo parasito. Modelos murinos sdo amplamente utilizados para
estudar a resposta imune do hospedeiro a N. caninum. O uso de camundongos
geneticamente deficientes tem sido uma ferramenta crucial no entendimento de diferentes
patologias.

Apesar de inumeros estudos correlacionando a infecgdo por N. caninum com a
producdo de diferentes citocinas anti e pro-inflamatorias, a participacdo das mesmas
durante a infeccdo ainda ndo estd bem caracterizada. Estudos avaliando as respostas

imunes celulares e humorais sdo importantes para melhor compreender a dindmica
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parasito-hospedeiro durante a infecgdo por N. caninum e desse modo podem contribuir

para o desenvolvimento profilatico e terapéutico da neosporose.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral:

Avaliar o papel da citocina TNF-a no desencadeamento de resposta imune celular e

humoral protetora contra a infeccdo pelo protozoario N. caninum em camundongos.

3.2 Objetivos especificos:

- Avaliar a sobrevida de camundongos selvagens e geneticamente deficientes para a o
receptor 1 de TNF (TNFR17) durante a infecgdo com taquizoitos de N. caninum;

- Avaliar a producdo in vivo de citocinas e 6xido nitrico durante a infeccdo por N.
caninum;

- Determinar a carga parasitéria e inflamag&o tecidual nas fases aguda e crénica em
camundongos selvagens e geneticamente deficientes previamente infectados por N.
caninum;

- Quantificar e qualificar a producdo de anticorpos séricos antigeno-especificos das
classes IgG e IgM em camundongos selvagens e geneticamente deficientes infectados

com taquizoitos de N. caninum.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Camundongos C57BL/6 do tipo selvagem e geneticamente deficientes no receptor
1 de TNF (TNFR17) e interferon gama (IFN-y™), entre 6 e 8 semanas de idade, foram
obtidos e mantidos no Centro de Bioterismo e Experimentacdo Animal (CBEA), da
Universidade Federal de Uberlandia, UFU (Uberlandia, Brasil), em um ambiente com
condicGes de umidades e temperatura controlada (22 a 25°C), com agua e racdo ad
libitum. Todos os procedimentos foram realizados de acordo com as normas
recomendadas pelo Comité de Etica na Utilizacdo de Animais (CEUA) da Universidade

Federal de Uberlandia (CEUA/UFU#052/12).

4.2 Cultivo de células HeLa e N. caninum

Células de epitélio uterino da linhagem HelLa (ATCC CCL-2) foram cultivadas
em frascos de cultura celular de 25cm? contendo meio RPMI 1640 (Roswell Park
Memorial Institute; Life Technologies Corporatin, Carlsbad-CA, EUA) suplementado
com glutamina (2mM), antibiotico/antimicético (100 U/mL penicilina, 100 pg/mL
estreptomicina ¢ 0,25 ug/mL anfotericina B) e 10% de soro fetal bovino (SFB) (Cultilab,
Campinas, Brasil), em estufa a 37°C com 5% CO, até atingirem confluéncia.

Posteriormente as células foram infectadas com taquizoitos de N. caninum (cepa
Nc-1) (DUBEY et al., 1988) e mantidas nas mesmas condigdes anteriormente descritas
para celulas, exceto pela adicdo de SFB. Apos lise completa de celulas, a suspensdo de
parasitos foi coletada e centrifugada a 45 x g por 1 minuto a 4°C para remocéo de restos

celulares como previamente descrita (SILVA et al., 2007). O sobrenadante foi coletado e
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em seguida centrifugado a 700 x g por 10 minutos a 4°C, o sedimento foi ressuspenso em
ImL de solugdo salina tamponada com fosfato 0,01M (PBS, pH 7,2). Taquizoitos foram
contados em camara hemocitométrica com o auxilio do corante Azul de Tripan 0,4%
(Sigma Chemical Co., St. Louis, EUA) sendo utilizados logo em seguida para infeccdo
de camundongos. O restante dos parasitos foram lavados por duas vezes (700 x g por 10
minutos a 4°C) com PBS, o sedimento final foi armazenado a -20°C para posterior

preparacdo de antigenos.

4.3 Desenho experimental

Para observacdo da taxa de mortalidade um nimero de 10 camundongos por grupo
WT e TNFR1” foram infectados pela via intraperitoneal com 1x107 taquizoitos de N.
caninum cepa Nc-1. Os animais foram monitorados por 30 dias a partir da data de inicio
da infeccdo. Para analise da fase aguda e cronica da infeccdo bem como ensaios
soroldgicos, camundongos WT e TNFR1” (n=5/grupo) foram infectados pela via
intraperitoneal com 1x10° taquizoitos de N. caninum. A fase aguda da infeccdo foi
analisada por meio da quantificacdo de citocinas em soros, lavado peritoneal e
homogenato de pulméo e figado (0 e 7 dias ap6s infeccdo), por meio do ensaio de ELISA
e CBA, analise de parasitismo em células de peritdbnio bem como em tecidos hepaticos e
pulmonares (0 e 7 dias apds infeccdo) através do ensaio quantitativo real-time,
mensuracdo de éxido nitrico em lavado peritoneal (0 e 7 dias ap0s infeccdo) e inflamacao
tecidual em pulméo (0 e 7 dias ap0s infeccdo) pela coloracdo por hematoxilina e eosina.
Na fase cronica da infeccdo foi analisado o parasitismo em tecidos cerebrais de
camundongos 30 dias ap6s a infeccdo por meio de gPCR, bem como andlise de

inflamacdo tecidual por coloragdo com hematoxilina e eosina.
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Para a analise da resposta imune humoral por meio de ELISA indireto e
Immunoblotting, soros de camundongos infectados com 1x10° foram coletados 0, 7, 14,
21 e 28 dias ap0s a infeccdo, adicionalmente grupos de camundongos WT, TNFR1™ e
IFN-y”- foram imunizados com antigeno total de N. caninum por via subcutanea como
descrito abaixo para anélise de producéo de anticorpos por ELISA 0, 15, 30 e 45 dias no
decorrer das imunizagdes. Tal ensaio se faz necessario pela alta susceptibilidade de

camundongos IFN-y”" a infecgdo experimental por N. caninum (MINEO et al., 2009).

4.4 Preparacdo de antigenos de N. caninum

4.4.1 Antigeno soltvel de N. caninum

Antigenos solaveis de lisado de N. caninum (NLA) foram preparados de acordo
com o0s métodos j& descritos por Silva et al. (2007). Suspensdes parasitarias foram diluidas
em PBS e tratadas com coquetel de inibidores de protease (Complete Mini Roche, Basel,
Suica) e submetidas a lise celular por dez ciclos rapidos de congelamento em nitrogénio
liquido e descongelamento em banho-maria a 37°C, seguido de sonicagdo durante cinco
minutos a 60Hz em banho de gelo. Posteriormente parasitos lisados foram submetidos a
centrifugagéo (10.000 x g, 30 min, 4°C) onde o0 sobrenadante resultante foi coletado e a
concentracdo proteica quantificada utilizando o método de Bradford (Sigma Chemical
Co., St. Louis, EUA) (BRADFORD, 1976). Aliquotas de NLA foram armazenados a -

20°C até sua utilizacdo nos procedimentos de Immunoblotting e ELISA.
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4.4.2 Antigeno total de N. caninum

Para preparagdo de antigeno total de N. caninum utilizado para imunizagdes de
camundongos WT, TNFR1” e IFN”, taquizoitos do parasito foram ajustados para 5 x
10° em 200pL (por animal) utilizando PBS juntamente com inibidores de protease
(Complete Mini Roche). Posteriormente a solucdo foi submetida a lise celular por dez
ciclos rapidos de congelamento em nitrogénio liquido e descongelamento em banho-
maria a 37°C. A concentragdo proteica da solucdo resultante foi quantificada utilizando o
método de Bradford (Sigma Chemical Co., St. Louis, EUA) (BRADFORD, 1976). O

antigeno foi utilizado imediatamente para imunizacdo dos camundongos.

4.5 Homogenato de 6rgaos

Para analise da producdo de citocinas 6rgdos de animais WT e TNFR1”
previamente infectados foram posteriormente coletados e processados. A quantidade de
orgdos foi ajustada para 100 mg de tecido (pulméo e figado) e adicionado aos mesmos
500 pL de solucdo contendo inibidor de protease (Complete Mini Roche, Basel, Suica).
As amostras foram trituradas com o auxilio de um homogeneizador sendo em seguida
centrifugada a 10.000 x g por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi coletado e

armazenado a -70°C até o0 momento do uso.

4.6 Determinacéo da Producéo de Citocinas in vivo

Produgdo de citocinas IL-12 e IFN-y foram mensuradas em lavado de lavado
peritoneal e em homogenatos de pulméo e figado (100mg de tecido) de camundongos

previamente infectados, utilizando kits de ELISA comercias de acordo com protocolos
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recomendados pelo fabricante (BD Biosciences, San Diego, EUA). Em suma, placas de
poliestireno de alta afinidade (Corning Incorporates Costar®, Corning Laboratories Inc.,
New York, EUA) foram sensibilizadas com anticorpo de captura especifico para cada
citocina e incubadas overnight a 4°C. Posteriormente houve o bloqueio de sitios
inespecificos utilizando 10% de SFB em PBS 0.01M (pH7,2) por 1 hora seguido pela
adicdo das amostras a serem testadas a placa. Concomitantemente, curvas padrdes das
respectivas citocinas testadas foram acrescidas em diluigcdes seriadas. Ap6s 2 horas de
incubacgédo anticorpos de deteccdo biotinilados acrescidos de estreptavidina-peroxidase
especificos para cada citocina foram incubados por 1 hora. Entre cada etapa da reacao as
placas foram lavadas cinco vezes com PBS contendo Tween 20 a 0,05% (PBS-T). A
reagdo foi desenvolvida utilizando o substrato enzimético tetrametilbenzidina (TMB)
seguido pela adigdo de &cido sulfurico 2M para interromper a reacdo. A densidade Gptica
(DO) foi determinada em leitor de placa (SpectraMax M2e, Molecular Devices, EUA) a
450nm sendo a concentracdo de cada citocina determinada a partir da curva padréo e
expressas em pg/ml.

IFN-y foi mensurado em soros de camundongos previamente infectados por meio
do ensaio multiplex Flex Set Cytometric Bead Array - CBA (BD Biosciences, San Diego,
EUA), de acordo com informagdes do fabricante. O ensaio foi realizado em tubo FACS
(BD Biosciences, San Diego, EUA), onde foi acrescentado 25 uL de beads de captura; 25
uL curva padrdo ou amostras e 25 pL anticorpo de detecgdo. Apos 3 horas de incubacgéo
a temperatura ambiente foi adicionado 500 pL do tampao de lavagem e centrifugado (200
x g/ 5 minutos). Posteriormente, foi desprezado o sobrenadante e acrescentado 300 puL
do tampéo, a leitura do experimento foi realizada no citdmetro de fluxo (BD FACSCanto
I, BD Biosciences, EUA). Os dados foram processados e analisados utilizando software

apropriado (FlowJo, TreeStar Inc., Asland, Oregon, EUA). Concentracfes de IL-12
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também foram mensurados em amostras de soros pelo método de ELISA, como

anteriormente descrito.

4.7 Determinacéo da producdo de o6xido nitrico

Concentrag6es de oxido nitrico (NO) em lavado peritoneal de animais infectados
com N. caninum foram determinadas a partir de Kits comerciais de deteccdo de NO (R&D
Systems Inc., EUA) baseado na conversdo enzimatica de nitrato para nitrito por nitrato
redutase. Um volume de 50uL de amostra foram acrescentados a placa de 96 po¢os
paralelamente a curva padrdo, seguido pela adicdo de NADH e nitrato redutase.
Posteriormente a reacao foi incubada por 30 minutos a 37°C. A reacdo foi desenvolvida
por deteccdo colorimétrica utilizando reagente de Griess ap6s incubacdo por 10 minutos
a temperatura ambiente. A densidade Optica (DO) foi determinada em leitor de placa
(Spectra Max M2e, Molecular Devices, EUA) a 540 nm com correcdo de 690 nm sendo

a concentracao de NO determinada a partir da curva padrédo e expressas em pmol/L.

4.8 PCR em tempo real

DNA genbémica de N. caninum tecidual e do lavado peritoneal foi determinado
por PCR em tempo real (QPCR), através do sistema de deteccdo SYBR green (Life
Technologies Corporation, Carlsbad-CA, EUA), como previamente descrito (RIBEIRO,
et al. 2009; CARDQOSO et al., 2011). 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’ (Exxtend Biotecnologia, Campinas, Brasil), para deteccdo da
regido Nc5 de N. caninum. A extracdo de DNA foi realizada a partir de 20 mg de tecido

cerebral, pulmonar e hepético e de uma quantidade de 1 x 10° células resultantes do
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lavado peritoneal através do método de extracdo por Trizol (Life Technologies
Corporation, Carlsbad-CA, EUA). Inicialmente adicionou-se 500pL de Trizol as
amostras e homogeneizou as mesmas utilizando vortex por 10 minutos, posteriormente
foi acrescentado 200uL de cloroformio as mesmas para separagdo de fases contendo RNA
e DNA. As amostras foram novamente homogeneizadas por vortexagéo e incubadas por
3 minutos a temperatura ambiente seguido por centrifugagédo a 12.000 x g por 15 minutos
a 4°C. A fase aquosa (superior) foi descartada e o0 DNA contido na fase fendlica foi
precipitado com 300pL de etanol a 95%. As amostras foram homogenenizados por
inversdo dos tubos por 3 minutos a temperatura ambiente e centrifugadas a 2.000xg por
5 minutos a 4°C, o sobrenadante resultante foi descartado cuidadosamente e o pellet
lavado duas vezes com 0,1M de citrato de sodio acrescido de 10% de etanol por 30
minutos a temperatura ambiente. Em seguidas adicionou-se 750 pL de etanol 75% e
rapidamente as amostras foram centrifugadas novamente a 7.500 x g por 5 minutos a 4°C.
O sobrenadante foi descartado e o pellet usado para a detecgdo de DNA de N. caninum.
A concentracdo de DNA extraido foi determinada em espectrofotdmetro UV (260 nm;
Nanodrop, Thermo Scientific, Wilmington DE, EUA) e ajustada para 40 ng/uL com agua
esteril e livre de DNAse (agua DEPC).

A quantificacdo da carga parasitéaria foi realizada utilizando o equipamento de
PCR em tempo real (7500 Real time PCR System, Life Technologies Corporation,
Carlsbad-CA, EUA) e a carga parasitaria foi calculada por interpolacdo de uma curva
padrdo com quantidades equivalentes de DNA extraidos de taquizoitos de N. caninum
(cepa Nc-1) que foi incluida em cada andlise. Os resultados foram expressos em

picogramas de DNA do parasito / ug de DNA total.

4.9 Andlise histopatologica para determinacgdo da inflamacao tecidual in vivo
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Amostras do sistema nervoso central e pulméo de camundongos WT e TNFR1”
previamente infectados foram coletados e fixados em formol 10% tamponado com fosfato
por 24 horas, seguido da adi¢cdo em alcool 70% até serem submetidos ao processo de
inclusdo em parafina. Apés inclusdo os 6rgdos foram cortados (5um de espessura) e
depositados em laminas microscopicas e posteriormente corados com hematoxilina e
eosina para avaliacéo do infiltrado inflamatério (MINEO, et al 2009). Os cortes foram
fotografados utilizando o microscopio invertido automatizado (FSX100, Olympus,

Japdo).

4.10 Imunizacao de camundongos

Camundongos C57BL/6, TNFR1” e IFN-y” foram imunizados com antigeno
total de N. caninum para analise do envolvimento de TNF-a e IFN- y” na indugéo da
producdo de anticorpos. Este procedimento foi feito devido a susceptibilidade de
camundongos IFN-y”~ a sucumbir & infeccéo pelo parasito em estudo. A imunizacio foi
realizado utilizando aproximadamente 60ug de antigeno total de N. caninum por animal
— equivalente a 5x10° taquizoitos do parasito por animal. Os animais foram imunizados
por via subcutanea com trés doses do antigeno em um volume de 200uL por animal, em
intervalos de 15 dias. Camundongos foram submetidos a sangria prévia (dia 0) e amostras
de sangue foram coletadas aos 15, 30 e 45 dias ap0s a primeira imunizacao. Os sangues
foram centrifugados a 400xg por 10 minutos sendo o soro coletado e armazenado a -20°C
até sua utilizacdo. Baco dos animais WT e TNFR1” foram coletados para posterior

fenotipagem.
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4.11 Resposta imune humoral

4.11.1 Fenotipagem ex vivo de IgG e suas subclasses

Para analise de IgGl e 1gG2a expressa em células do bago CD19+ ex vivo,
camundongos WT e TNFR1”- foram imunizados como previamente descrito. 45 dias apos
a primeira imunizagbes os animais foram eutanasiados e 0s bacos coletados e
posteriormente macerados. Suspensdes celulares resultantes foram lavadas e
centrifugadas a 400 x g por 10 minutos a 4°C em meio RPMI. O sedimento de células
obtidas foi ressuspendido em tampé&o de lise de hemécias (0.16 M NH4Cl e 0.17 M Tris-
HCI, pH 7.5) e, apds cinco minutos de incubagdo foram lavados por duas vezes em meio
RPMI. Apds centrifugacdo o pellet contendo células foi ressuspenso em meio RPMI
suplementado (meio RPMI incompleto; 200 uM L-glutamina; 10% de soro fetal bovino;
5.10-5 M 2- mercapoetanol) e distribuidos em placas de cultura de 24 pogos (2,5 x 108
células/ poco) seguido por estimulacdo com concanavalina-a (Con-A) (2,5 pg/mL)
associada a lipopolissacarideo (LPS) (1 pg/mL) e NLA (25 pg/mL) por 72 horas, sendo
posteriormente tratadas com Brefeldina A (1,5 pL/mL). As células foram retiradas das
placas, adicionadas em tubos FACS (BD Biosciences, San Diego, EUA) e marcadas como
descrito abaixo.

Ensaio de citobmetro de fluxo foi realizado para deteccdo intracelular de
imunoglobulinas. Para isto, anticorpos IgGl anti-camundongo (PE), 1gG2a anti-
camundongo (PerCP-A), e Kits de permeabilizacdo e marcacédo foram utilizados de acordo
com recomendacOes do fabricante (BD Biosciences, Franklin Lakes-NJ, EUA). A
determinacdo de populacGes celulares (gating), CD-19+ (APC-Cy7) e CD3+ (Pacific

Blue) foi realizada com anticorpos monoclonais comerciais (BD). Os experimentos foram
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realizados em citometria de fluxo (FACSCanto Il, BD Biosciences, Franklin Lakes-NJ,

EUA) e analisado utilizandoo software FlowJo X (Tree Star Inc., Asland, Oregon, EUA).

4.11.2 Determinacdo de anticorpos IgM, IgG e suas subclasses especificos para N.

caninum em amostras de soros de camundongos

A cinética de producdo de anticorpos IgM, IgG além das subclasses IgG1 e 1gG2a
especificos para N. caninum, foram mensurados por ELISA indireto em soros de
camundongos selvagens e geneticamente deficientes previamente infectados e
imunizados, conforme descricdo prévia (SILVA et al., 2007). Microplacas de alta
afinidade (Corning Incorporates Costar®, Corning Laboratories Inc., New York, EUA)
foram sensibilizadas com antigenos de N. caninum na concentra¢do de 10 pg/mL em
tampdo carbonato de sédio 0,06M (pH 9,6), e incubadas por 18 horas a 4°C.
Posteriormente sitios inespecificos foram blogqueados com PBS contendo Tween 20 a
0,05% (PBS-T) acrescido de 5% de leite desnatado (Molico, Nestlé, Sdo Paulo, SP) (PBS-
T-M5%) para IgM e IgG total e PBS-T adicionado de 1% de albumina sérica bovina
(BSA- Sigma Chemical Co., St. Louis, EUA) (PBS-T-BSA1%) para 1gG1 e 1gG2a,
durante 1 hora a temperatura ambiente. Amostras de soros foram diluidas a 1:25 em PBS-
T-M5% e incubadas por 1 hora para deteccdo de IgM e IgG total e 1:25 em PBS-T-
BSA1% por 2h para 1gG1 e 1gG2a, todas as placas foram incubadas a 37°C. Conjugados
especificos para cada classe de imunoglobulina- anti-lgM (1:500) e anti-1gG (1:1000) de
camundongo marcado com peroxidase (Sigma Chemical Co., St. Louis, EUA) diluidas
em PBS-TM a 1%, anti-lgG1 (1:4000) e anti-lgG2a (1:2000) de camundongo marcado
com biotina (Caltag Lab. Inc.,South San Francisco, EUA) diluidas em PBS-T+BSA1%

foram adicionados e incubados por 1 hora a 37°C. Para a detecgéo de IgG1 e 19G2a, placas
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foram incubadas com streptavidina/peroxidase (1:1000; Sigma Chemical Co., St. Louis,
EUA) por 30 minutos a temperatura ambiente. Entre cada etapa da reacéo as placas foram
lavadas com PBS-T por cinco vezes. A reacéo foi desenvolvida com 2,2-azino-bis-(acido
3-etil-benzotiazolina-6-sulfonica) (ABTS, Kirkegaard & Perry Laboratories, KPL,
Washington, DC, EUA) e a densidade optica (DO) determinada a 405 nm em leitor de

placas (SpectraMax M2e, Molecular Devices, EUA)

4.11.3 Immunoblotting para analise do perfil de reconhecimento antigénico para NLA —

IgG e suas subclasses

O perfil cinético de reconhecimento antigénico de IgG e suas subclasses foi
analisado pelo método de immunoblotting (SILVA, et al. 2007), em soros de
camundongos infectados e imunizados com N. caninum. 150pg de NLA foi diluido em
tamp&o de amostra para eletroforese (Tris-HCI 0,1 M pH6,8, dodecilsulfato de sédio-SDS
4%, azul de bromofenol a 0,2%) e incubados por 5 minutos a 95°C. Posteriormente a
amostra foi submetida a eletroforese em gel de poliacrilamida 12% (SDS-PAGE) sob
condigdes ndo redutoras (LAEMMLI, 1970). Um volume de 200 pL da solugéo feita a
partir da diluicdo de NLA foi aplicado no gel em paralelo ao padréo de peso molecular
(Novex® Sharp Pre-Stained Protein Standard, Life Technologies Corporation, Carlsbad-
CA, EUA).

Apés separacdo eletroforética, as proteinas foram eletrotransferidas para
membranas de nitrocelulose (0,45um, Millipore, Bedford, EUA) utilizando sistema semi-
umido de transferéncia (Multiphor Novablot Il, Pharmacia-LKB, Uppsala, Suécia). Apds
2 horas de transferéncia, as membranas foram retiradas do aparelho, coradas rapidamente

com solugéo Ponceau a 0,5%, cortadas em tiras e colocadas em canaletas apropriadas para
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reacdo. Reatividades inespecificas presentes nas tiras de membranas foram bloqueadas
com PBS-T-M5% por 2 horas a temperatura ambiente sob agitacéo e subsequentemente
incubadas com amostras de soros de camundongos na dilui¢do de 1:100 em PBS-T-M1%
(18 h a 4°C). Conjugados especificos para cada classe de imunoglobulina: anti-lgG
(1:1000) de camundongo marcado com peroxidase (Sigma Chemical Co., St. Louis,
EUA), anti-1gG1 (1:4000) e anti-lgG2a (1:2000) de camundongo marcado com biotina
(Caltag Lab. Inc.,South San Francisco, EUA) foram adicionados e incubados por 2 horas
a temperatura ambiente. Para a deteccdo de IgG1 e 1gG2a, placas foram incubadas com
streptavidina/peroxidase (1:1000; Sigma Chemical Co., St. Louis, EUA) por 30 minutos
a temperatura ambiente.

A reacdo foi desenvolvida por adicdo do substrato enzimético 3,3’-
tetrahidrocloreto de diaminobenzidina (Stable DAB,- Life Technologies Corporation,
Carlsbad-CA, EUA) sendo interrompida com agua destilada ap0s visualiza¢do de bandas
de coloragdo marrom. Entre cada etapa as membranas foram lavadas por seis vezes com

PBS-T para retirada de excedentes.

4.12 Andalise estatistica

Analise estétistica foi realizada utilizando o software GraphPad Prism verséao 5.0
(GraphPad Software Inc., San Diego, USA). Diferencas entre grupos foram analisadas
por meio do teste Two-way ANOVA, conjuntamente com o pos teste de comparacao
multiplas de Bonferroni. Teste T ou Mann Whitney também foram utilizados quando
necessarios. Taxas de sobrevivéncia foram estimadas utilizando analise pelo método de
Kaplan-Meier sendo a curva de sobrevida comparadas através do teste Log-rank (Mantel-
Cox). Dados foram expressos em média e erro padrdo. Valores de P<0,05 foram

considerados estatisticamente significantes.
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4.13 Normas de Biosseguranca

Utilizacdo de equipamentos, procedimentos de coleta, manuseio de materiais
bioldgicos e dos reagentes, foram realizados de acordo com as normas de biosseguranca

compativeis (MINEO et al., 2005).
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5. RESULTADOS

5.1 Camundongos TNFR1’ apresentam maior susceptibilidade a infecgdo por N.

caninum

Para avaliar a importancia do receptor | de TNF-a na resisténcia do hospedeiro
frente a infeccdo por N. caninum, camundongos WT e TNFR1” (n=10/grupo) foram
infectados com 1 x 107 taquizoitos (dose letal para 50% dos animais, DL50) de N.
caninum e monitorados por 30 dias para analise da mortalidade dos mesmos (Figura 2).
Observou-se que animais pertencentes aos dois grupos em estudo apresentaram sinais
clinicos iniciando no sétimo dia de infecgdo, porém camundongos TNFR1”- apresentaram
uma menor resisténcia a infeccdo apresentando 100% de mortalidade até o 19° dia de
infeccdo enquanto 50% de animais WT sobreviveram.

Com o objetivo de analisar as causas envolvidas na maior susceptibilidade de
animais TNFR1” & infeccdo por N. caninum foi determinado a carga parasitaria em
grupos de animais WT e TNFR1” infectados com 1 x 10° taquizoitos de N. caninum.
Células de lavado peritoneal, tecido hepéatico e pulmonar foram coletados para anélise da
fase aguda da infec¢éo, enquanto tecidos cerebrais foram utilizados para a determinagéo
de parasitismo na fase cronica. O DNA gendmico de N. caninum foi quantificado através
da técnica de qPCR. Durante a fase aguda (7 dias pds-infeccdo) células do lavado
peritoneal (Figura 3A) e tecidos pulmonares apresentaram um aumento de cépias de DNA
de N. caninum (Figura 3B). Ja em tecidos hepaticos (Figura 3C) esse aumento néo foi
observado. Adicionalmente, em um modelo de estudo da fase cronica 30 dias pos
infecgdo, a carga parasitaria no cérebro de camundongos TNFR1”- também encontrou-se

aumentada em relacdo a seus controles parentais (Figura 3D). As diferencgas de carga
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parasitaria em distintos sitios de infeccGes foram analisadas pelo teste ndo paramétrico
Mann Whitney onde as amostras ndo apresentaram diferencas estatisticas significantes.
Inflamagdes teciduais também foram analisadas a partir de coloracdo com
hematoxilina e eosina em camundongos WT e TNFR1”- previamente infectados com N.
caninum, com o objetivo de analisar altera¢6es histoldgicas nos dois grupos estudados.
De acordo com os resultados obtidos, foi observado que camundongos TNFR1”
apresentaram maior infiltrado inflamatdrio em tecidos pulmonares sete dias pds infeccao,
bem como no sistema nervoso central, quando comparados com camundongos WT

(Figura 4).
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Figura 2. TNF é importante no controle da mortalidade durante a infec¢do por N.
caninum. Curva de sobrevida de grupos de camundongos WT e TNFR1” (n=10
camundongos/grupo) infectados com 1 x 107 taquizoitos de N. caninum. Os animais
foram monitorados durante 30 dias p6s infec¢do para determinacgéo da curva de sobrevida.
Diferencas entre grupos foi comparada usando analise de sobrevivéncia por Kaplan-
Meier, atraves do teste de log-rank.
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Figura 3. Quantificacao em sitios especificos da carga parasitaria em animais WT e
TNFR17-. TNF é requerido no controle da carga parasitaria na fase aguda e cronica da
infecgdo por N. caninum. Camundongos WT e TNFR1” foram infectados com 1x10°
taquizoitos de N. caninum (Nc-1) e sacrificados sete dias para coleta de lavado peritoneal,
pulmao e figado e 30 dias para tecido cerebral. Os dados foram obtidos a partir da reagdo
de gPCR pela amplificacdo do gene Nc5. Os valores sdo expressos como média e + erro
padrdo da média (SEM). Os dados foram analisados através do teste de Mann Whitney
ndo apresentando diferencas significativas.
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Figura 4. Sinalizacdo de TNF-a via TNFR1 controla os niveis de inflamagéo
teciduais em animais infectados com N. caninum. Representacdo de infiltrados
inflamatorios em tecido pulmonar 7 dias pos infeccdo e tecido cerebral 30 dias pos
infeccdo em animais infectados com 1 x 108 taquizoitos de N. caninum. As imagens foram
obtidas a partir da coloragdo com hematoxilina-eosina de laminas com cortes
histolégicos.
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5.2 Animais TNFR17 apresentam um aumento na producdo de citocinas pro-

inflamatdrias durante a infecgdo por N. caninum

Para analise do efeito induzido pela auséncia da sinalizacdo de TNF-a na produgéo
de mediadores imunes de padrdo Thl, foi determinado a produgéo de IL-12p40 e IFN-y
em camundongos infectados com 1 x 10° taquizoitos de N. caninum (Figura 5). Foi
encontrado um aumento significativo tanto nos niveis de I1L-12p40 quanto em IFN-y em
fluidos de lavado peritoneal, soros e sobrenadantes de homogenato de pulmédo de
camundongos TNFR1” sete dias pds infeccdo, quando comparado com camundongos
WT. Em homogenato de figado de animais WT e TNFR1” ndo foram observados
diferencas na producdo de IL-12p40 e IFN-y.

Foi analisado também a producdo de NO, com o objetivo de relacionar a a¢do de
TNF-o na indugdo da producdo do mesmo. Em amostras de lavado peritoneal, foram
observados niveis reduzidos de NO em camundongos TNFR1”, se comparado com
camundongos WT (Figura 6), demonstrando assim que a acdo de TNF esta envolvido na

producdo desta molécula.
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Figura 5. TNFR17 apresenta um aumento na producdo de citocinas pro-
inflamatorias durante a infecgdo por N. caninum. Grupos de animais WT e TNFR1™
foram infectados com 1x10° taquizoitos de N. caninum (Nc-1) e analisados. A produc&o
de IFN-y e 1L-12p40 foi mensurada 7 dias pos infeccdo em lavado peritoneal, soro e
homogenato de pulmé&o e figado. Os dados foram obtidos a partir da reacdo de ELISA e
CBA. Os valores sdo expressos como media e + SEM, *P<0.05, **P<0,001, ***P<0,0001
(Two-Way ANOVA seguido pelo pés teste de Bonferroni).
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Figura 6. TNFR1” apresenta uma menor producdo de NO durante a infeccdo por
N. caninum. Animais WT e TNFR1” foram infectados com 1x10° taquizoitos de N.
caninum (Nc-1) e analisados. A producdo de NO foi mensurada 7 dias p6s infec¢do em

lavado peritoneal. Os valores sdo expressos como média e + SEM, *P<0.05 (Two-Way
ANOVA seguido pelo po6s teste de Bonferroni).
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5.3 Camundongos TNFR1” apresentam regulacdo diferencial na producdo de

subclasses de 1gG

Para analise da resposta imune humoral induzida pela infec¢do por N. caninum,
foi mensurado em soros de camundongos WT e TNFR1” a producdo de anticorpos
antigenos especificos contra antigenos soltveis de N. caninum (NLA). Neste sentido, foi
analisado a producdo cinética de IgM, 1gG e suas subclasses (IgG1 e 1gG2a) (Figura 7).
De forma geral, camundongos pertencentes aos dois grupos analisados ndo apresentaram
diferenca significante na producdo de anticorpos IgM e 1gG ao longo do periodo de 30
dias pos infeccdo (Figura 7A e 7B). Contudo, foi observado um decréscimo na produgédo
subclasse de anticorpo 1gG1 antigeno especifica (Figura 7C) acompanhado de um
aumento nas concentracdes de IgG2a (Figura 7D) em camundongos TNFR1”, quando
comparado com animais WT.

Anticorpos presentes em soros de animais TNFR17- também foram encontrados
por reconhecer alguns antigenos sollveis do parasito (Figura 8), apresentando diferencgas
na quantidade de proteinas reconhecidas entre WT e TNFR1”". Em concordancia com os
resultados de ELISA, camundongos TNFR1”- reconheceram uma Uinica banda antigénica
para IgG1 (Figura 8B), enquanto que anticorpos 1gG2a reconheceram um maior nimero
de antigenos especificos (Figura 8C).

Para confirmacéo dos resultados acima apresentados, foi mensurada a expressao
intracelular de IgG1 e IlgG2a em células B a partir de bagco de camundongos WT e TNFR1"
l-. Camundongos TNFR1”-apresentaram um menor producio de imunoglobulina IgG1
mediante a infeccdo por N. caninum, (Figura 9), enquanto a producdo de 1gG2a foi

aumentada nestes animais (Figura 10).
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Adicionalmente, analisamos se 0 envolvimento da citocina TNF-a na modulagéo
da producdo de anticorpos das subclasses 1gG durante a infecgdo por N. caninum é
compativel com outra citocina de padrdo Thl, sabidamente essencial para a resisténcia
frente a infeccdo. Para tal finalidade, camundongos WT, TNFRI” e IFN-y’ foram
imunizados com antigenos totais de N. caninum. Amostras de soros destes animais foram
coletadas e a cinética de producédo de anticorpos especificos IgM, IgG e suas subclasses
foram mensuradas (Figura 11). Foi observado que IFN-y é critico para a producéo de 1gG
total e suas subclasses, por apresentar uma baixa detecgéo de tais anticorpos no ensaio de
ELISA indireto. Tal fato se mostra distinto do observado em camundongos TNFR1™, que
exibiram uma diferenca na producdo das diferentes subclasses de IgG em relacdo aos

controles selvagens.



53

A B

E 0.6 £ 15

& 8 R

S 2 -

0 1L o

[a] (=]

= 0.4 E- 1.0+

g

c

S 0.2 8 0.5-

2 3

£ £

- @ ﬁ I

%! 0.0 ﬂ|l T T T T S" 0.0 |:_|'- : T ‘ !

- 0 7 14 21 28 0 7 14 21 28
Dias pds infecgdo Dias pos infeccao

c D

- ] WT W TNFR1-

£ 1.5 E 1.5

w w 1 [ [

= =]

<+ <

o]

8 o g

= 107 . 1.0

E 1 E

3 3

£ £

2.. 0.5+ Z. 0.5-

"N

< © '

- ]

Qool 1M M [ ; : o r).o—JjTi O, : ‘ :

= 0 7 14 21 28 = 0 7 14 21 28
Dias pés infeccao Dias pés infecgéo

Figura 7. Cinética da producdo de anticorpos antigeno especifico em animais
infectados. Pela técnica de ELISA indireto foi analisado a soro reatividade para
anticorpos IgM (A), 1gG total (B), IgG1 (C) e lgG2a (D) em animais WT e TNFR1™"-
infectados com 1x10° taquizoitos de N. caninum (Nc-1). A producéo de anticorpos foi
mensurada até 28 dias pds infeccdo em soros de ambos 0s grupos. Valores séo indicados
como densidade optica (DO) a 405nm sendo expressos como média e £ SEM, *P<0.05,
**P<0,001, ***P<0,0001 (Two-Way ANOVA seguido pelo pés teste de Bonferroni).
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Figura 8. Immunoblotting para deteccéo de antigenos de N. caninum. Representativo
de soros de grupos de camundongos WT e TNFR17 infectados com 1x10° taquizoitos de
N. caninum (Nc-1). O reconhecimento antigénico foi mensurada 0, 14 e 28 dias pos
infeccdo em soros de ambos os grupos. 1gG total (A), IgG1 (B) e 1gG2a (C). Marcadores
moleculares s&o indicados em kiloDalton.
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Figura 9. Camundongos WT expressam aumento de niveis intracelulares de anticorpos IgG1. A expressao
da producéo de anticorpos intracelulares especificos foi mensurada por fenotipagem de células B por anélise no

citbmetro de fluxo
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Figura 11. Cinética da producdo de anticorpos antigeno especifico a partir de
animais imunizados. Pela técnica de ELISA indireto foi analisado a soro reatividade
para anticorpos IgM (A), 1gG total (B), IgG1 (C) e IgG2a (D) em animais WT e TNFR1
" imunizados com aproximadamente 60pg de antigeno. A producdo de anticorpos foi
mensurada até 45 dias ap0s a primeira imunizacdo em soros de ambos 0s grupos. Valores
sdo indicados como densidade optica (DO) a 405nm sendo expressos como média e +
SEM, *P<0,05, **P<0,001, ***P<0,0001 (Two-Way ANOVA seguido pelo pds teste de

Bonferroni).
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6. DISCUSSAO

O desenvolvimento de pesquisas para elucidar tanto o papel da resposta imune
celular quanto adaptativa frente a infec¢do por N. caninum é necessario devido ao impacto
que a infeccdo por este parasito causa a producdo animal (REICHEL et al., 2014). Devido
a estreita relacdo taxonémica entre T. gondii e N. caninum, alguns mecanismos da
resposta imune em infecc¢des por T. gondii podem apresentar um papel similar na protecao
do hospedeiro contra N. caninum (LEE et al., 2000, RITTER et al., 2002). O uso de
animais geneticamente modificados vem facilitando o entendimento da relagéo
patdégeno—hospedeiro promovendo avancgos em fontes quimioterapicas para a intervencao
no desenvolvimento da patogenia.

Pesquisas evidenciaram que TNFR1 € o principal receptor de TNF-a, 0 qual esta
associado com a regulacdo de respostas inflamatdrias generalizadas e com a prevencao
de danos teciduais através da inducao de apoptose sendo um potente regulador funcional
de células apresentadoras de antigenos (ZAKHAROVA e ZIELGLER, 2005). Varios
estudos demonstraram que TNF-a é fundamental na ativacdo de macr6fagos presentes em
quase todos os tecidos, exibindo um importante papel no controle de diversas doencas
devido a manutencdo da homeostase tecidual ao qual a citocina participa (HAO et al.,
2012).

Os resultados do presente estudo evidenciaram que animais TNFR1” infectados
com N. caninum apresentaram 100% de mortalidade em uma dose letal para 50% dos
camundongos (DL50) bem como um aumento tanto na carga parasitaria em varios sitios
da infecgdo e maior infiltrado inflamatorio nos tecidos destes animais, sugerindo uma
falha no controle parasitario em animais TNFR1”. Em modelos de infecgdo por N.

caninum, tratamentos de células cerebrais bovinas com TNF-a reduziram a proliferagdo
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de taquizoitos do parasito (YAMANE et al., 2000, JESUS et al., 2013). Adicionalmente,
estudos utilizando camundongos deficientes para o receptor 2 de TNF (TNFR27)
demonstraram uma susceptibilidade parcial para a infeccdo por N. caninum, sendo
resistentes a fase aguda e sucumbindo somente 63 dias pos infecgdo, apresentando 60%
de mortalidade em camundongos TNFR2” infectados com Nc-1 até as 302 semana de
experimentacdo (RITTER et al., 2002). Estes autores analisaram também tecidos
cerebrais, hepaticos e pulmonares de animais infectados, demonstrando nimeros
similares de focos inflamatdrios entre os grupos analisados. A partir destes resultados,
pode-se deduzir que a sinalizacdo de TNF-a via receptor 1 desempenha um papel
relevante na resisténcia a infecgéo por N. caninum diferentemente do receptor 2.

A importéncia da citocina TNF-a na fase aguda da infeccdo por N. caninum
também foi evidenciada em nosso trabalho. IL-12 e IFN-y sdo citocinas importantes para
a resisténcia do hospedeiro durante a infeccdo por N. caninum (HEMPHILL,
VONLAUFEN, NAGULESWARAN, 2006; MINEO et al., 2010) e nossos resultados
demonstraram que a auséncia da acdo de TNF-o induziu uma maior producdo destas
citocinas, possivelmente como um mecanismo de inflamacdo compensatorio.
Adicionalmente, estes resultados revelaram que TNF-a ndo ¢é necessario para que haja a
inducdo destas citocinas que exibem papel chave durante a infecgdo por N. caninum. Estes
achados sdo semelhantes aos encontrados em outros modelos de inflamacdo, onde
camundongos deficientes em TNF-o. ou TNFR apresentaram aumento na produgdo
sistémica de IL-12 e IFN-y (YAP et al., 1998; CALSAVARA 2014).

A producdo de NO em animais deficientes para o receptor 1 de TNF,
diferentemente da producédo de IL-12 e IFN-y, foi menor que a produzida por animais
WT. Tal fato pode ser explicado por TNF-a apresentar papel sinalizador em resposta anti-

parasitaria dependente de NO. Experimentos em cultura celular tem demonstrado um
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papel crucial tanto de IFN-y quanto de TNF-a na indugéo de iNOS, bem como no controle
de crescimento de parasitos por macrofagos (SIBLEY et al., 1992; LANGERMANS et
al., 1992; YAROVINSKY, 2014; MANNA et al.,, 2014). Em adicdo, sabe-se que a
neutralizacdo de TNF-a bem como o uso de camundongos deficientes em TNF-a ou no
seu receptor, resultou no aumento da susceptibilidade a infecgdo decorrente da auséncia
de controle da carga parasitaria por 6xido nitrico (NO) e uma consequente reativacéo da
infeccdo por T. gondii em animas experimentalmente infectados (GAZZINELLI et al.,
1993; SUZUKI, et al., 1994; YAP et al., 1998; SCHLUTER et al., 2003).

Apesar da alta producdo de outras citocinas pré-inflamatérias, conhecidas por
reduzir a multiplicacdo parasitaria em tecidos de animais infectados (INNES et al., 2007),
nos observamos que animais geneticamente deficientes para TNFR1 apresentaram maior
carga de DNA de N. caninum tanto na infec¢do aguda quanto na infeccdo cronica
demonstrando assim que TNF-o contribui para reducdo da carga parasitaria.

Citocinas como IFN-y e TNF-a, entre outras produzidas por células T auxiliares
ativadas na presenca de patdgenos, estdo intimamente ligadas com o processo de
mudancgas de isotipos de anticorpos (INNES e MATTTSSON, 2007). A auséncia de TNF-
a em nossos estudos demonstrou uma resposta exacerbada do tipo Thl sendo confirmada
pela alta expressdo de anticorpos do tipo 1gG2a bem como producédo de altos niveis de
citocinas pro-inflamatorias em camundongos TNFR1”. Rojo-Montejo e colaboradores
(2011) corroboraram com nossos dados demonstrando em seus estudos com neosporose
congénita e cerebral que camundongos previamente imunizados apresentaram uma alta
resposta imune humoral com producdo predominante de IgG1l e uma resposta imune
celular dominante pela expressdo de IFN-y, sugerindo que uma mistura de resposta
Th1/Th2 pode ser benéfica para limitar a disseminagdo e gerar uma protecdo contra a

infeccdo congénita por N. caninum. Em contrapartida outras pesquisas envolvendo
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imunizagBes com taquizoitos inativados pelo frio ou pelo calor em camundongos
selvagens revelaram altos niveis de 1gG2a demonstrando uma reposta imune do tipo Thl
nestes animais quando comparados com camundongos imunizados com outros tipos de
antigenos (KLEVAR et al. 2007; STROHBUSCH et al. 2009; FENG et al. 2010;
HEMPHILL et al., 2013).

Estudos em bovinos demonstram que a presenca de IFN-y favorece a produgao de
anticorpos 1gG2, enquanto que a interleucina-4 regula a sintese de anticorpos 1gG1
(ESTES et al., 1994; 1995). Pesquisas utilizando bezerros e bovinos revelam que apds
uma infeccdo primaria ocorre a presenca de anticorpos especificos IgM e IgG. Niveis de
IgM especificas aparecem duas semanas apos a infeccdo, tendo um declinio ap6s quatro
semanas. J& os niveis de IgG aumentam durante a primeira semana de infeccdo
perdurando de trés a seis meses pés-infecgdo priméaria (DE MAREZ et al., 1999; TREES
et al., 2002; WILLIAMS et al, 2000).

Adicionalmente, sabe-se que a neutralizacdo do parasito alvo por anticorpos sao
importantes para o controle da infec¢do, podendo causar um distirbio na maquinaria de
invasdo do parasito (INNES 2007). N6s demonstramos aqui que durante a infec¢do por
N. caninum, TNF-a esta intimamente ligada ao balango da producdo de subclasses de 19G
porém a maneira exata como este fendmeno pode induzir a resisténcia a infeccéo ainda
ndo estéa claro.

Os resultados aqui apresentados mostraram que TNF-a tem uma ampla
participacdo na resposta contra N. caninum por participar tanto de mecanismos
envolvidos na resposta imune celular quanto humoral. Entretanto tais mecanismos

necessitam ser melhor elucidados.



63




64

7. CONCLUSOES

Baseando-se nos resultados obtidos no presente a partir do uso de animais TNFR1™”

conclui-se que:

- TNFR1 é um importante mediador de resisténcia a infeccdo por N. caninum;

- TNFR1 ¢é importante no controle do parasitismo agudo e cronico durante a infe¢do por

N. caninum;

- A auséncia da sinalizacdo de TNF-a leva a um aumento na producao de citocinas pro-
inflamatdrias, provavelmente como um mecanismo de compensacdo da resposta imune

frente a infeccdo por N. caninum;

- A presenca de TNF-a regula a producdo de subclasses especificas de anticorpos 1gG

frente a antigenos solUveis de N. caninum.
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