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RESUMO

Neospora caninum € um parasito intracelular que tem como hospedeiro definitivo o céo e
outros mamiferos, especialmente bovinos, como hospedeiros intermediarios. Economicamente, a
neosporose € uma doenca de grande importancia na medicina veterinaria por induzir relevantes
sinais clinicos, como abortos em bovinos e paralisia neuromuscular em cées. O objetivo deste
estudo foi avaliar o papel da molécula adaptadora TRIF da via de sinalizacdo dos TLRs na
resisténcia contra a infecgdo por N. caninum. Para isso, experimentos in vitro com macrofagos
derivados de medula 6ssea (BMDMs) obtidos de camundongos do tipo selvagem (WT) e TRIF
knockout (TRIF™) estimulados com taquizoitos e infeccdes in vivo foram realizadas a fim de se
investigar a producdo de citocinas e anticorpos, parasitismo celular e tecidual, alteracdes
histoldgicas durante diferentes fases da infeccdo e andlise de sobrevida. N6s observamos que
BMDMs TRIF" apresentaram reducdes significativas na producéo de citocinas inflamatdrias em
relacdo a macrofagos WT. Adicionalmente, foi visto que as concentracdes de NO, IL-12p40,
IFN-y e TNF foram diminuidas no lavado peritoneal e nos pulmées de camundongos TRIF™,
enquanto que IL-2, IFN-y, TNF e IL-17 foram reduzidas no soro desses animais em comparagao
aos WT. Alta carga parasitaria foi encontrada nas células peritoneais, pulmdes e cérebro durante
as fases aguda e crbnica da infeccdo, associada com alteracBes teciduais inflamatdrias
significativas nos pulmdes. Além disso, camundongos TRIF tiveram uma taxa de sobrevida 2
vezes menor quando comparada aos animais WT. Concluindo, nossos resultados mostram que
TRIF é requerido para a resisténcia contra a infec¢do induzida por N. caninum, regulando a
producdo de citocinas chave do perfil Thl de resposta imune e participando no controle do

parasitismo tecidual e das lesdes inflamatorias oriundas desta infecgéo.

Palavras-chave: Neospora caninum, TRIF, resposta imune inata, TLRs, via de sinalizacao.



ABSTRACT

Neospora caninum is an intracellular parasite that has the dog as its definitive host and
other mammals, especially cattle, as intermediate hosts. Economically, neosporosis is an
important disease in Veterinary medicine due to the induction of relevant clinical signs, as
abortions in cattle and neuromuscular paralysis in dogs. The aim of this study was to evaluate the
role of the TLR adaptor protein TRIF in the resistance against N. caninum infection. For this, in
vitro experiments with bone marrow derived macrophages (BMDMSs) from C57BL/6 wild-type
(WT) and TRIF knockout (TRIF”) mice, stimulated by tachyzoites and in vivo infections, were
performed in order to investigate the production of cytokines and antibodies, cellular and tissue
parasitism, histological changes during different phases of infection and survival analysis. We
observed that TRIF”- BMDMSs presented notable defects in inflammatory cytokine production in
relation to WT macrophages. Additionally, we found that the concentration of NO, IL-12p40,
IFN-y and TNF were decreased in peritoneal fluids and lungs of TRIF”" mice, while IL-2, IFN-y,
TNF and IL-17 were reduced in sera of these animals compared to WT mice. Higher parasite
burden was observed in peritoneal cells, lungs and brain during the acute and chronic phases of
infection, which were associated with inflammatory changes in the analyzed tissues, while TRIF
" mice survival rate decreased 2-fold compared to WT. In conclusion, our results show that TRIF
is required for resistance against the infection induced by N. caninum, regulating the production
of key Thl cytokines and participating in the control of the tissue parasitism and inflammatory
lesions induced against the parasite.

Key-words: Neospora caninum, TRIF, Innate immune response, TLRs, Signaling pathway.
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1 INTRODUCAO

1.1 Neospora caninum e seus hospedeiros

Neospora caninum € um protozoario intracelular obrigatério que pertence ao filo
Apicomplexa e é o agente causador da neosporose. Canideos tém sido descritos como seus
hospedeiros definitivos - por exemplo, cées, coiotes, lobos e dingos australianos, enguanto
bovinos, ovinos, caprinos, veados, cavalos, bufalos asiaticos e outras espécies de sangue quente
agem como seus hospedeiros intermediarios (KING et al., 2010; ALMERIA; LOPEZ-GATIUS,
2013; DUBEY etal., 2011; REICHEL et al., 2013; DONAHOE et al., 2015; REICHEL et al.,
2015; SYED-HUSSAIN et al., 2015).

Neospora caninum estd intimamente relacionado com o parasito Toxoplasma gondii, e
tem sido estudado nas ultimas décadas por ser uma das principais causas de doenga
neuromuscular em cées e repetidos abortos em bovinos, gerando grandes perdas econémicas em
setores de corte e de leite (REICHEL et al.,, 2013). A espécie N. caninum, foi descrita
primeiramente em 1984 em cdes com encefalomielite severa que ndo possuiam anticorpos contra
T. gondii. Nao havia, entretanto, diferenciacdo bioldgica entre as espécies N. caninum e T. gondii
até 1988, quando a partir de entdo, Dubey e colaboradores isolaram e caracterizaram o parasito,

identificando-o como Neospora caninum (DUBEY et al., 1988).

1.2 Morfologia e ciclo biolégico

Neospora caninum se caracteriza por apresentar um ciclo de vida heteroxeno, com fases
assexuada e sexuada, sendo que a reproducao assexuada ocorre nos hospedeiros intermediarios e
a fase sexuada ocorre nos hospedeiros definitivos. Durante o seu ciclo, 0 parasito apresenta trés
principais estagios: taquizoitos, bradizoitos em cistos teciduais e esporozoitos em oocistos, sendo
que todas as formas estdo envolvidas na transmisséo da neosporose (DUBEY; SCHARES, 2011;
EIRAS et al., 2011).

Os taquizoitos representam a forma proliferativa do parasito e sdo capazes de invadir e
replicar em diferentes tipos celulares, in vivo e in vitro (HEMPHILL; AGUADO-MARTINEZ;

MULLER, 2015). S&o ovoides, redondos ou em forma de meia-lua, com o ndcleo na posi¢do
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central ou terminal, e medem de 3a 7 um x 1 a 5 um, dependendo do estagio de crescimento e
divisédo, e do plano de corte nos tecidos.

Para sobreviver dentro do hospedeiro, N. caninum desenvolveu um conjunto de
mecanismos que direcionam diversas respostas adaptativas, desse modo, sob presséo fisioldgica
e/ou do sistema imune, o parasito consegue realizar conversdo de formas taquizoitas em
bradizoitos, como forma de adaptacdo (EASTICK; ELSHEIKHA, 2010; HEMPHILL et al.,
2015).

Em um hospedeiro imunocompetente, acontecem por volta de 20 divisdes das formas
taquizoitas antes da sua diferenciacdo em bradizoitos (GOODSWEN; KENNEDY; ELLIS,
2013), os quais possuem multiplicacdo lenta, caracterizam a fase cronica da doenga e s&o
encontrados em cistos teciduais no tecido nervoso (cérebro, medula espinhal, cerebelo, nervos),
na retina e no masculo esquelético nos diversos hospedeiros (DUBEY; BUXTON; WOUDA,
2006).

Os bradizoitos medem cerca de 6,5 x 1,5 pm, apresentam forma alongada (DUBEY;
THULLIEZ, 2005), um nucleo subterminal e de 6 a 12 roptrias (DUBEY et al., 2002). Cerca de
20 a 100 bradizoitos ficam inclusos em cistos teciduais, que geralmente sdo redondos ou ovais,
podendo medir até 107 um. A espessura da parede do cisto de N. caninum geralmente é de 1 a 2
um, podendo medir até 4 um, provavelmente dependendo do tempo de infeccdo. Em fetos
bovinos, os cistos sdo encontrados principalmente no cérebro, enquanto nos bezerros com
neosporose congénita, os cistos localizam-se no cérebro e na medula espinhal (DUBEY et al.,
2006).

Os esporozoitos sao o produto final da fase sexuada, alongados e possuem dimensdo de
6,5 x 2,0 um. Durante o processo de esporulacdo, eles se desenvolvem dentro dos oocistos, que
sdo esféricos e medem de 10 a 11 um de diametro. Os oocistos esporulam, se tornam infectantes
apos trés dias no ambiente, e contém dois esporocistos (medindo cada um 8,4 x 6,1 um), cada um
com quatro esporozoitos cada (DUBEY et al., 2002).

O ciclo da neosporose (Figura 1) se inicia pela ingestdo por canideos de cistos presentes
nos tecidos de presas ou ingestdo por outros hospedeiros de oocistos contidos na agua e
alimentos. Os cistos e oocistos passam por digestdo quimico-enzimatica no estbmago e duodeno,
liberando as formas infectantes na luz intestinal. Os esporozoitos séo liberados no trato digestivo
invadindo as celulas epiteliais, leucocitos e fibroblastos e se multiplicam por endodiogenia,
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formando vacuolos que rompem as células hospedeiras quando estdo repletos de taquizoitos
(GOODSWEN et al., 2013). Os parasitos migram para o tecido linféide associado a mucosa
intestinal e sdo disseminados para todo o organismo por meio da circulacdo linfatica, sanguinea e
por via ascendente por tecidos nervosos periféricos (MINEO; CARRASCO,; et al., 2009).

Apos alguns ciclos de multiplicacdo do parasito e pela pressdo exercida pelo sistema
imune do hospedeiro, taquizoitos ddo origem a bradizoitos e formam novos cistos teciduais
(GOODSWEN et al., 2013). Quando os cistos sdo ingeridos por hospedeiros definitivos,
bradizoitos sdo liberados, invadem células epiteliais do intestino delgado e culminam com o
desenvolvimento da fase sexuada (gamogonia) com producédo final de oocistos ndo esporulados
(imaturos ou néo infecciosos) que séo eliminados com as fezes.

No ambiente, sob condicdes 6timas de oxigenagdo, temperatura e umidade, ocorre a
esporogonia, levando ao desenvolvimento de oocistos esporulados. Dessa forma, a transmissédo
horizontal do N. caninum para os bovinos e demais hospedeiros intermediarios pode ocorrer pela
ingestdo de cistos teciduais ou pela ingestdo de oocistos, através de &agua ou alimentos
contaminados (DONAHOE et al., 2015; DUBEY, 2003).

A transmissdo transplacentaria ou congénita foi demonstrada em bovinos e em cées
infectados experimentalmente (DUBEY et al., 1992). No caso dos bovinos, diversos estudos
demonstram que esta é considerada a via de transmissdo mais importante, podendo ocorrer por
diversas geraces (BENAVIDES et al., 2012; DE MAGALHAES et al., 2014; GOODSWEN et
al.,, 2013; REGIDOR-CERRILLO et al., 2015). Além disso, outras rotas secundarias de
transmissdo horizontal como lactogénica, venérea ou inseminacdo artificial tém sido investigadas
(MASUDA et al., 2007; MOSKWA et al., 2007; NASCIMENTO et al., 2014, SERRANO-
MARTINEZ et al., 2007).

N. caninum também passa por um ciclo de vida em animais silvestres, 0s quais seriam
reservatorios do parasito para disseminacdo em animais domesticos, entretanto, a importancia

desta forma de transmisséo ainda néo esta bem elucidada (DONAHOE et al., 2015).
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Figura 1 — Ciclo bioldgico de Neospora caninum. O ciclo de vida completo heteroxeno inclui tanto a replicacdo
sexuada quanto assexuada. A transmissdo horizontal ocorre através de oocistos e cistos teciduais: Canideos séo
infectados por comer carne contaminada. Os oocistos s&o excretados e persistem no ambiente por periodos de tempo
desconhecido. O hospedeiro intermediario é infectado pela ingestdo de pastos contaminados com fezes ou pela agua,
ou por comer cistos teciduais. Transmissdo vertical: taquizoitos podem ser transmitidos via transplacentaria.
(Adaptado de Goodswen et al., 2013).

1.3 Patogénese e sinais clinicos

Os parasitos do filo Apicomplexa séo intracelulares obrigatérios e invadem as células
hospedeiras por um mecanismo extremamente bem sucedido. Esta invasdo € o principal evento
na patogénese da infeccdo por N. caninum, e conta com a participacdo de um complexo apical
composto por roptrias, micronemas e granulos densos, 0s quais promovem a adesao e invasdo do
parasito nas células hospedeiras levando a lesdes teciduais (DUBEY et al., 2002).

A invasdo celular pelo estagio infectante do parasito € composta por varios processos.
Primeiramente ocorre uma interacdo entre o parasito e a célula hospedeira, envolvendo vérias
proteinas de superficie imunodominantes (NCSAG1 e NcSRS2). Depois disso, 0 parasito sofre
uma reorientacdo para que sua proeminéncia apical entre em contato com a superficie celular,

ocasionando uma invaginacdo de membrana para a formacéo do vacuolo parasitoforo, secretando
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varias proteinas de micronemas (MIC1, 2, 3 e 4), que possuem func¢do de adesinas e formam uma
juncdo do tipo irreversivel (tight junction). Apos a formagéo desta juncdo, o taquizoito € envolto
pelo vacuolo parasitoforo, com a participacéo do seu citoesqueleto, resultando na invaséo celular
propriamente dita (NAGULESWARAN; MULLER; HEMPHILL, 2003).

Como a membrana celular é a mesma que forma o vacuolo parasitéforo, 0 mesmo néo se
funde com os lisossomos. Posteriormente, ocorre a secre¢ao de proteinas de roptrias (ROP 1 e 2)
no interior do vacuolo parasitoforo, a fim de estender a membrana do mesmo para que se possa
formar uma associagdo com as organelas celulares do hospedeiro. Finalmente, a membrana do
vaclolo é modificada pelas proteinas de granulos densos (GRA- 1, 2 e 7), contribuindo para a
maturacgdo do vacuolo parasitéforo e formacdo de uma rede de membrana metabolicamente ativa,
gue promove o crescimento do parasito no interior do vacuolo. Os taquizoitos se multiplicam no
interior do vacuolo parasitéforo por endodiogenia, até subseqlente lise celular e liberacdo de
novos taquizoitos, que se encontram livres para infectar vérios tecidos e células
(NAGULESWARAN et al., 2003).

Devido a rapida multiplicacdo de taquizoitos na fase aguda, 0 agente pode causar a morte
celular, com consequentes lesbes necroticas em poucos dias, acarretando problemas
neuromusculares, como encefalomielite em filhotes caninos e deformidades congénitas em
membros de bovinos, e provavelmente em outros hospedeiros intermediarios.

N. caninum pode causar aborto tanto em gado de corte como de leite, do 3° més até o final
da gestacdo, sendo mais comum entre 0 5° e 0 6° més, podendo ocasionar morte, reabsor¢éo,
autolise fetal dentro do (tero, natimortos e recém-nascidos em fase cronica da doenca
(DONAHOE et al., 2015; DUBEY, 2003; DUBEY; SCHARES, 2011).

Nos fetos, a infeccdo é sistémica, com areas de inflamacdo na maioria dos 6rgdos. A
morte fetal resulta provavelmente de dois mecanismos principais. O primeiro, € mais comum, é a
insuficiéncia cardiaca associada a miocardite e necrose do miocéardio. A evidéncia da
insuficiéncia cardiovascular é o edema do feto (anasarca) e necrose hepatica. O segundo
mecanismo do aborto é a placentite com necrose do epitélio coribnico da placenta, e separacao
das vilosidades coribnicas das carunculas do endométrio. Embora as lesdes do cérebro sejam
importantes, a infec¢do do sistema nervoso pode ndo ser o principal fator de morte fetal ou aborto
(DUBEY; LINDSAY, 1996).
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A neosporose canina ocorre geralmente como infecgdo sub-clinica persistente que pode se
reativar durante a gestacdo, resultando em parasitemia materna e transmissdo transplacentaria
para o feto. Assim, ninhadas sucessivas podem estar infectadas (DUBEY et al., 2002), embora
em menor grau de transmissao vertical, sugerindo que a exposi¢cdo pés-natal é necessaria para
manter o parasito na populagdo canina. Sinais clinicos que podem ocorrer incluem dificuldade na
degluticdo, paralisia da mandibula, flacidez muscular, atrofia muscular, paralisia dos nervos
faciais e faléncia cardiaca (DONAHOE et al., 2015; DUBEY, 2003; DUBEY; SCHARES,
2011).

1.4 Controle da neosporose

O controle da neosporose bovina é baseado principalmente na prevencao da contaminacgao
ambiental com oocistos eliminados nas fezes dos cdes, restringindo o acesso desses animais nas
proximidades do rebanho e sacrificando animais infectados (WILLIAMS; TREES, 2006). Além
disso, vérias outras estratégias para o controle da infeccdo por N. caninum e abortos em bovinos
tém sido testadas, como a implementacdo de uma abordagem de teste e abate de bovinos
soropositivos, o tratamento com parasiticida, tais como medicamentos coccidiostaticos (por
exemplo, toltrazuril) e vacinacdo (HEMPHILL et al., 2015; MANSILLA et al.,, 2015;
REICHEL; ELLIS, 2009; SYED-HUSSAIN et al., 2015).

InvestigacOes tém mostrado que a quimioterapia com toltrazuril pode retardar a
propagacdo de taquizoitos induzida experimentalmente em camundongos, mas requer 0 apoio da
imunidade de células T para controlar a infeccdo (SYED-HUSSAIN et al., 2015).

Uma vacina comercial inativada chamada NeoGuard™ foi moderadamente bem sucedida
em testes de campo (WESTON; HEUER; WILLIAMSON, 2012) e posteriormente foi retirada do
mercado. No entanto, desenvolver uma vacina que ganhe a aceitagcdo do mercado, ainda apresenta
varios desafios. As vacinas vivas, com base em cepas de ndo virulentas de N. caninum isoladas de
bovinos naturalmente infectados, tém mostrado promessa consideravel nesta area (ROJO-
MONTEJO et al., 2009). Um dos principais impedimentos para o registro dessas vacinas é o
potencial de populagbes de parasitos para persistir em bovinos vacinados, conduzindo a novas

preocupacdes sobre a reversdo da viruléncia.
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Em relacdo ao controle da neosporose canina, deve-se evitar a reproducdo de cadelas
soropositivas para a doenca e impedir seu acesso a locais contendo rebanho bovino. Além disso, a
alimentacdo de cdes de area rural ndo deve incluir carne ou visceras cruas. Dessa forma havera

uma interrupcao do ciclo deste parasito ajudando no controle da doenca (REICHEL et al., 2014).

1.5 Resposta imune

Os mecanismos protetores contra o parasito N. caninum, envolvem tanto a resposta imune
inata quanto adaptativa. Predominantemente, a protecdo do hospedeiro é induzida por um tipo
Thl de resposta imune, produzindo IL-12 e IFN-y em colaboragdo com respostas celulares
efetoras que atuam para controlar o parasitismo tecidual (MONNEY; HEMPHILL, 2014).

A primeira barreira a ser enfrentada pelo coccideo consiste na secrecdo, pelos enterdcitos
infectados, de moléculas citotoxicas como o éxido nitrico (NO) e citocinas como a IL-15, que
induzem as células natural killer (NK) a produzir IFN-y e quimiocinas, recrutando leucdcitos
polimorfonucleares, células dendriticas e macréfagos. Outra barreira a ser enfrentada sédo as
espessas juncgdes intercelulares da mucosa intestinal que tentam deter a invasdo do parasito pela
via oral (MARCAIS et al., 2013).

A resposta imune inata desencadeada pela infeccdo por N. caninum desempenha um papel
importante na protecdo do hospedeiro, conduzindo a ativacdo de respostas adaptativas com um
perfil Thl e consequente controle parasitario. Inicialmente, o parasitismo é controlado pela
producdo de IFN-y e IL-12p40, derivados da sinapse imunolégica entre células apresentadoras de
antigeno (APC) e linfcitos T auxiliares (TCD4"). Além disso, células natural killer (NK) e
células T citotoxicas (TCD8") atuam na primeira linha de defesa, realizando a lise das células
infectadas com formas taquizoitas (MONNEY; HEMPHILL, 2014).

Além de destruir células infectadas, linfocitos TCD8" contribuem para controlar as
infeccbes agudas devido a producdo de IFN-y e ativacdo de macrdfagos. Deste modo, IFN-y
representa um dos principais mediadores de resisténcia através da ativacdo dos macréfagos, os
quais produzem intermediarios reativos de oxigénio e de nitrogénio, inibindo as enzimas
necessarias para a replicacdo do parasito (CORREIA et al., 2015; WILLIAMS; TREES, 2006).

Outra citocina que possui participacédo ativa na resposta imune celular contra N. caninum

é a IL-10, a qual controla as lesdes locais e sistémicas geradas pela infec¢do por possuir um efeito
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inibitério sobre a atividade microbicida dos macrofagos, producdo de IFN-y e IL-12 e
diferenciacdo de clones Thl (JESUS et al., 2013; MINEO et al., 2010; MURRAY; WYNN,
2011).

As celulas que participam da resposta imune inata expressam receptores de
reconhecimento padrdo (PRRs), tais como os receptores Toll-like (TLRs) que reconhecem
padr6es moleculares associados a patdgenos (PAMPs) (RODRIGUEZ-PRADOS et al., 2010;
YAROVINSKY, 2014). Em camundongos, os TLRs podem estar associados as membranas
celulares (TLR1, 2, 4, 5, 6) ou endossomas (TLR3, 7, 8, 9, 11, 12 e 13) (OLDENBURG et al.,
2012);. (RAETZ et al., 2013; SCHLAEPFER et al., 2014). Na infec¢do por N. caninum, foi
previamente observado que o receptor TLR2 induz a ativacdo de células apresentadoras de
antigenos e polarizacdo de respostas imunes para um perfil Thl (MINEO et al., 2010), enquanto
TLR3 atua no reconhecimento do RNA do parasito com posterior inducdo de citocinas IFN-I
(BEITING et al., 2014).

Sé&o reconhecidos treze diferentes receptores do tipo Toll em vertebrados, sendo que todos
necessitam de moléculas adaptadoras, principalmente MyD88 (Fator 88 de diferenciacdo
mieldide) e TRIF (Molécula indutora de interferon-p com dominio TIR), para a realizagdo da
transcricdo do sinal. Todos os TLRs (exceto TLR3) compartilham a mesma proteina adaptadora,
MyD88. TLR3 transcreve sinais somente via TRIF, e TLR4, sinaliza através de ambas as vias,
dependendo do estimulo. Isto torna o processamento de um sinal de TLR4 relativamente
complexo, em compara¢do com outros receptores da familia TLR (JIMENEZ-DALMARONI;
GERSWHIN; ADAMOPOULOS, 2015; PADWAL; SARMA; SAHA, 2014).

A via de sinalizacdo dependente de MyD88 leva a ativacdo dos fatores de transcri¢éo
NF«B ¢ MAPK, que codificam a expressdo de mediadores pro-inflamatérios. Ja a via dependente
da molécula adaptadora TRIF ativa fatores regulatorios de interferon (IRFs) resultando na
producdo de interferon do tipo | (IFN-I) e citocinas pro-inflamatérias (MCALLISTER et al.,
2013).

Para que haja uma resposta imune efetiva do hospedeiro no combate ao parasito sem
lesBes teciduais exacerbadas, é necessario um balango entre a producdo de citocinas do perfil Thl
e Th2 em busca da homeostasia. Quando € estabelecida a predominancia da resposta pro-
inflamatdria Thl em bovinos infectados com N. caninum, a gestacdo frequentemente se torna

prejudicada, podendo resultar em aborto ou reabsorcdo fetal. De modo contrario, a maior
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producdo de citocinas regulatérias e/ou anti-inflamatdérias como IL-4 e IL-10 promove a
continuidade da gestacdo, visto que a sobrevivéncia fetal é estritamente relacionada a sua
competéncia imunolédgica (ALMERIA et al., 2014; REGIDOR-CERRILLO et al., 2014).

Em relacdo a resposta imune humoral anti-N. caninum alguns autores relatam que os
niveis de anticorpos variam durante a gestacdo e estdo relacionados ao alto risco de aborto em
bovinos (BRICKELL; MCGOWAN; WATHES, 2010; NOGAREDA et al., 2007; YANIZ et al.,
2010). Além disso, ocorre a producdo de subclasses 1gG1 e IgG2 durante a infeccdo, sendo que
IgG2 é encontrada em maior indice que IgG1l (MOORE et al., 2011). Interessantemente, em um
estudo realizado na Espanha em 2011, os maiores niveis de 1gG2 foram relacionados com
protecéo contra o aborto em bovinos de corte, mas ndo em gado leiteiro. Segundo o0s autores, uma
possivel explicacdo para isto, seria que a IgG2 por si s6 ndo é suficiente para proteger contra o
aborto, mas tem de ser associada com alta producdo de IFN-y, que é o caso do gado de corte, ¢
n&o do gado leiteiro (SANTOLARIA et al., 2011).

Sabe-se de maneira geral, que os anticorpos especificos possuem a capacidade de
neutralizar e opsonizar os parasitos, limitando a replicacdo de formas taquizoitas de N. caninum.
Entretanto, a participacdo especifica das imunoglobulinas, bem como das células B que as

produzem, ainda precisa ser melhor elucidada.

1.6 Molécula indutora de interferon-p com dominio TIR (TRIF) e sua via de

sinalizacdo

A molécula adaptadora TRIF foi inicialmente identificada por Yamamoto e colaboradores
em 2002, utilizando-se uma base de dados capaz de rastrear proteinas contendo dominio TIR,
bem como suas interagcbes com TLRs. Neste caso, a descoberta se deu pelo interesse na
identificacdo das moléculas envolvidas em respostas imunes especificas desencadeadas pelo
receptor TLR3 e fator de transcricdio IRF3 (Fator Regulador de Interferon 3), ambos
independentes de MyD88 (YAMAMOTO et al., 2002).

TRIF, também conhecido como TICAM-1 (OSHIUMI et al., 2003), possui um dominio
TIR que esta presente na sua regido C-terminal, além de apresentar residuos de prolina, comum

aos TLRs e essencial para ativacdo das vias de sinalizacdo (YAMAMOTO et al., 2002).
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Na regido N-terminal de TRIF h4 proteinas da familia TRAF (Fator Associado ao receptor
de TNF), sendo elas TRAF 6 e TRAF 3, as quais ativardo diferentes fatores de transcricdo para o
estabelecimento de uma resposta imune apropriada contra o antigeno. TRAF 6 é responsavel por
recrutar a proteina quinase RIP-1, que por sua vez fosforila o complexo TAKL e resulta na
ativacdo de NFKB e MAPKSs para a producdo de diversas citocinas pré-inflamatdrias. Quando a
interacdo de TRIF acontece com TRAF3, ha o recrutamento de TBK1 e IKKi, que sdo proteinas
quinases relacionadas a IKK e que fosforilam IRF3 induzindo a expressdo de genes de IFN-I
(KAWASAKI; KAWALI, 2014).

De um modo geral, TRIF estd envolvido nas vias de sinalizacdo geradas por TLR3 e
TLR4 (Figura 2), levando a produgdo direta de IFN-I (IFN-a e IFN-B) e indireta de outras
citocinas como TNF, IL-12, IL-10, IFN-y e IL-17 (BAI et al., 2014; HU, W. et al., 2015;
LEICHTLE et al., 2009; OKANO et al., 2015; OUYANG et al., 2007; XU et al., 2015). Além
disso, a expressdo de TRIF é ubiqua, com seu mMRNA podendo ser detectado na maioria dos
tecidos e células (OSHIUMI et al., 2003).

A sinalizacdo derivada do reconhecimento de dsRNA por TLR3 nos endossomos €
realizada exclusivamente via TRIF, que se associa com TBK1 e induz fosforilacéo e translocacdo
nuclear de IRF3, levando a producdo de IFN-a e IFN-B que sdo muito importantes para a
imunidade anti-viral (HU, W. et al., 2015). Foi demonstrado que a via TLR3-TRIF-IFN | é
importante para a maturacdo de células dendriticas e consequente ativacio de linfocitos T CD4"
(HU, W. et al., 2015; LONGHI et al., 2009).

Quando a resposta imune é desencadeada pelo receptor TLR4, tanto MyD88 quanto TRIF
podem ser recrutados como proteina adaptadora, no entanto, o recrutamento de TRIF acontece
minutos mais tarde no endossomo e necessita da Molécula Adaptadora Relacionada a TRIF
(TRAM) como acessoria, sendo responsavel pela ativacdo tardia de NFkB, AP-1 e fatores
reguladores de interferon (GANDHAPUDI; CHILTON; MITCHELL, 2013; KAWASAKI,
KAWAI, 2014; ROSADINI et al., 2015). O eixo TLR4-TRAM-TRIF ja teve sua importancia
descrita na inducdo de expansdo clonal de celulas T, secrecdo de quimiocinas induzidas por
interferon e desenvolvimento de resposta Th17 eficiente, sendo que, em grande parte as funcGes
de MyD88 e TRIF nesta via se complementam (GANDHAPUDI et al., 2013; HOEBE et al.,
2003; HSIA etal., 2015).
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Estudos recentes indicam que TRIF também pode atuar na via de sinalizacdo de outros
receptores, como TLR2, visto que a induc¢do da quimiocina CCLS5 e de interferon-p mediada por
TLR2 foi reduzida em macréfagos deficientes para TRIF quando comparado a macréfagos WT
(NILSEN et al., 2015). Além disso, Brand&o e colaboradores demonstraram que a expressao de
TLR5 no intestino depende tanto de MyD88 quanto de TRIF (BRANDAO et al., 2015). De
acordo com esses novos resultados, sdo necessarios estudos mais aprofundados sobre vias de
sinalizacdo dos TLRs e seu envolvimento com as moléculas adaptadoras para que o entendimento

das respostas imunes geradas por diferentes estimulos se torne mais completo.
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Figura 2: Vias de sinalizacdo de TLR4 e TLR3 dependentes de TRIF. TLR4 e TLR3 se localizam na superficie
celular e no endossoma, respectivamente. TRAM medeia o sinal de TLR4 para TRIF, que em seguida induz o
recrutamento de TRAF6 e TRAF3. TRAF6 recruta RIP-1, que ativa 0 complexo TAK1 e consequentemente 0s
fatores de transcrigdo MAPK e NF«kB para produgio de citocinas inflamatdrias. TRAF3 recruta TBK1 e IKKi para
fosforilagdo de IRF3 e producdo de IFN-I. (Adaptado de Kawasaki; Kawai, 2014).
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2 JUSTIFICATIVA

Dentre os patdgenos que causam desordens reprodutivas em bovinos, 0 protozoario
Neospora caninum tem requerido atencdo especial de produtores e médicos veterinarios, devido a
sua eficiéncia em transferir-se para o embrido, bem como por sua capacidade de induzir perdas
reprodutivas. Tais perdas ndo sdo restritas somente a reprodugdo, sendo que fatores como
diferengas genéticas e suscetibilidade do gado, diferentes praticas de manejo, metas de producéo
de leite, nutricdo, e a possibilidade de infeccdo concomitante com outros patégenos podem
impactar sobre os efeitos econdémicos gerados pela neosporose (REICHEL et al., 2013).

A nivel global, a perda média devido ao aborto bovino causado pela neosporose, foi
estimada em mais de 1.298,3 milhdes de dolares anualmente, sendo que aproximadamente dois
tercos desse prejuizo é devido a queda na producao de leite. J& no Brasil, a perda foi estimada em
51,3 milhGes de dodlares ao ano, fato que indica o grande impacto econémico da neosporose em
paises de esséncia pecuarista (REICHEL et al., 2013; REICHEL et al., 2014).

Devido ao fato de os mecanismos de resposta imune inata relacionados a infeccéo por N.
caninum serem pouco conhecidos, se tornam necessarios maiores estudos para a descricdo da
participacdo das diversas vias de sinalizacdo que culminam na producdo de mediadores
inflamatdrios. A infeccdo por protozoarios tem sido tipicamente associada com a inducdo de
interferon do tipo Il (IFN-y), enquanto que IFN I, especialmente IFN-a e IFN-B, sdo
proeminentes em infecgéo viral (VILLANUEVA et al., 2015). Deste modo, as respostas de IFN-I
para protozoarios nao sdo completamente entendidas.

Dados in vitro de um estudo realizado por Beiting e colaboradores (2014) sugerem que 0
RNA de Neospora caninum é um importante gatilho para a inducéo de respostas que geram IFN-I
por meio de TLR3 e TRIF. Engquanto que no caso de Toxoplasma gondii, parasito estreitamente
relacionado a N. caninum, foi visto que células infectadas produzem um fator solavel que
suprime a inducdo inata de interferon do tipo | (BEITING et al., 2014).

Como N. caninum é um potente indutor de IFN-I via TRIF, seria importante entender a
participacao especifica desta molécula adaptadora na resisténcia do hospedeiro contra a infecgédo
por esse parasito. Com isso, seria possivel o desenvolvimento de métodos preventivos e

terapéuticos eficazes contra a neosporose, visando aumentar 0s escores reprodutivos na criagdo
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destes ruminantes e induzindo, por consequéncia, melhorias de rendimento e competitividade

externa neste importante setor da economia nacional.

25



Objetivos

26



3 OBJETIVOS

3.1 Obijetivo geral

Avaliar o papel do adaptador indutor de interferon-f contendo dominio TIR (TRIF) na

resisténcia a infeccdo por Neospora caninum in vivo e in vitro.

3.2 Objetivos especificos

- Avaliar o papel de TRIF na inducdo de resposta efetora de macrofagos infectados por N.
caninum, através de dosagem de citocinas e parasitismo celular;

- Verificar a relevancia de IFN-I induzido por TRIF para producéo de citocinas inflamatérias em
macrofagos em resposta a infeccdo por taquizoitos de N. caninum;

- Avaliar a producdo in vivo de citocinas e éxido nitrico durante a infec¢do por N. caninum;

- Quantificar a producdo de anticorpos IgG séricos N. caninum-especificos em camundongos WT
e TRIF" infectados;

- Analisar a carga parasitaria e inflamacao tecidual de animais WT e TRIF” em diferentes fases
da infeccdo por N. caninum;

- Determinar a relevancia da molécula adaptadora TRIF na mortalidade induzidas pela infeccéo
por N. caninum.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Experimentos in vitro

4.1.1 Manutencao de celulas Hela e taquizoitos de Neospora caninum

As células hospedeiras derivadas de epitélio uterino da linhagem HeLa (ATCC CCL-2)
foram cultivadas em garrafas de cultura com meio RPMI 1640 (Life Technologies Corporatin,
Carlsbad, EUA), contendo 10% de soro fetal bovino (SFB) (Cultilab,
Campinas, Brasil), glutamina (2mM) e antibi6tico/antimicético (100 unid/ml penicilina, 100
pg/ml estreptomicina e 0,25 pg/ ml anfotericina B) a 37°C e 5% de CO, até atingirem a
confluéncia (DUBEY et al., 1988).

Em seguida, as células foram desaderidas com EDTA 0,1mM e o sobrenadante foi
centrifugado a 400g por 10 minutos. O sedimento resultante foi ressuspendido em meio RPMI
1640 com 10% de SFB e utilizado para o indculo de novas garrafas de células HelLa, que foram
infectadas com suspensdes parasitarias de taquizoitos de N. caninum da cepa Nc-Liv (BARBER
et al., 1995).

Apb6s a multiplicagdo dos parasitos e o conseqlente rompimento das células HelLa
anteriormente infectadas, o sobrenadante foi coletado e centrifugado a 800 x g por 10 minutos a
4°C, o sedimento ressuspendido em 1mL de meio de cultura RPMI 1640 sem a adicéo de SFB e
utilizado para infeccdo de novas garrafas de células HelLa ou contados em cémara de
hemocitométrica com a adi¢do de Azul de Tripan 0,4% (Sigma Chemical Co., St. Louis, EUA)

para identificacdo dos parasitos vidveis a serem utilizados para experimentos in vitro ou in vivo.

4.1.2 Obtencéo de camundongos

Camundongos C57BL/6 selvagens e geneticamente deficientes em TRIF (TRIF™) com
seis a oito semanas de idade foram obtidos e mantidos no Centro de Bioterismo e
Experimentagdo Animal (CBEA), da Universidade Federal de Uberlandia em ambiente com

temperatura controlada (22 a 25°C), sem restricdo de &gua e racdo. Todos os procedimentos
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seguiram as normas recomendadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagéo
Animal (CONCEA) e foram previamente aprovados pelo Comité de Etica na Utilizacdo de
Animais (CEUA/UFU # 052/12 — Anexo 1).

4.1.3 Diferenciacédo de macrofagos derivados da medula 6ssea (BMDMSs)

Camundongos C57/BL6 do tipo selvagem e geneticamente deficientes para TRIF (TRIF™)
foram eutanasiados e pulverizados com &lcool 70%. Seus fémures e tibias foram extraidos,
dissecados e, em fluxo laminar, imersos em alcool 70% por 1 minuto, sendo cortadas suas
epifises. As medulas dsseas foram lavadas como auxilio de uma seringa com RPMI 1460 e uma
agulha de insulina (26G de didmetro). A suspensdo celular resultante foi centrifugada e
ressuspendida em meio R20/30 composto por RPMI suplementado com 20% de soro fetal
bovino, 100U/ml de penicilina, 100mg/ml de estreptomicina, 2mM de L-glutamina e 30% de
meio condicionado de células L929 (LCCM) para a diferenciacdo em macréfagos (MARIM et al.,
2010).

As células foram igualmente distribuidas em placas de Petri (9 ml de meio R20/30 por
placa) e incubadas por 6 dias em estufa a 37°C e 5% de CO,, sendo que no 4° dia de diferenciagdo
foi acrescentado 0 mesmo volume de meio. Apés a incubacdo, o sobrenadante das placas foi
descartado e acrescido as mesmas 9 mL de PBS estéril gelado para a retirada das células aderidas
ap6 incubacdo por 10 minutos a 4°C. Por fim, as células foram centrifugadas a 400 x g por 10
minutos e o pellet obtido ressuspendido em RPMI 1640 suplementado com 10% de soro fetal
bovino e a quantidade de células ajustadas para contagem com Azul de Tripan 0,4% em camara

hemocitométrica.

4.1.4 Extracdo de RNA celular para ensaios de expressao génica

Apos a diferenciacdo dos macrofagos derivados de medula 0ssea de camundongos WT e
TRIF', estas células foram plaqueadas em placas de 24 pocos (10° células/poco) e deixadas a

37°C e 5% CO, por 18 horas. Ap6s o periodo de incubacdo, as células foram infectadas com
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taquizoitos de N.caninum com MOI 0,5 (Multiplicidade de Infeccdo = 1 parasito/2 células) e
deixadas por 2, 6 ou 18 horas para extracdo do RNA celular, sintese do cDNA e posterior analise
da expressao de TRIF, IFN-a e IFN-B por gPCR em diferentes tempos in vitro.

A extracdo do RNA total dos BMDMs foi realizada retirando-se as células aderidas com o
reagente Trizol (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, EUA) na proporcéo 10° células/ 500pl
de Trizol. Em seguida, foram adicionados 150 ul de cloroférmio, os tubos foram agitados por
inversdo, incubados por 5 minutos a temperatura ambiente e centrifugados a 13.000 rpm por 15
minutos. Foi coletado o sobrenadante para adi¢do de 600 ul de isopropanol gelado e centrifugado
novamente. O sobrenadante foi descartado e o pellet lavado com 1ml de etanol 75%. Apés a
centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado para posterior secagem e diluicdo do pellet em &gua
livre de DNAse e RNAse. A leitura foi feita a 260nm em espectrofotdmetro.

As amostras foram ajustadas para 3 pug em 50 ul e foi adicionado 5 pl de MgCl; e 1 pul de
DNAse para remogdo do DNA contaminante. Em seguida, foram incubadas a 37°C por 15
minutos e apos este periodo foi acrescentado 25 pl de Trizol e 25 pl de cloroférmio, com
posterior centrifugacdo a 13.000 rpm por 15 minutos. Foi coletado o sobrenadante e adicionado
ao mesmo 20 pl de Acetato de Sodio (3M, pH 5,2), 1 ul de glicogénio para precipitacdo do RNA
e 150 pl de etanol. As amostras foram centrifugadas novamente por 13.000 rpm por 15 minutos
e descartou-se 0 sobrenadante para secagem e diluicdo do pellet em &gua livre de nucleasse. Por

fim, realizou-se uma nova leitura em espectrofotdmetro a 260nm.

4.1.5 Sintese do cDNA por transcricao reversa

A sintese do cDNA a partir do RNA foi realizada por meio do kit comercial GoScript™
Reverse Transcription System (Promega, Madison, EUA). 1ug de RNA tratado com DNAse foi
diluido em 4 pl de agua livre de DNAse e RNAse e foi adicionado 1 pl de primer Oligo (dT)
para incubacdo a 70°C por 5 minutos. Ap6s a incubacdo, as amostras foram colocadas
imediatamente em banho de gelo por 10 minutos e procedeu-se o preparo do mix, constituido por
4 ul do Tampdo de Reagéo (5x) da transcriptase reversa, 3,5 ul de MgCl,, 1 ul de mix de dNTPs,

0,5 pl de inibidor de ribonuclease, 1 pl de transcriptase reversa e 5 pl de agua livre de nucleases.
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O mix foi adicionado a0 RNA para realizacdo dos ciclos da reacdo de RT-PCR (25°C por 5
minutos, 42°C por 1 hora e 70°C por 15 minutos) e posterior obtencdo do cDNA.

4.1.6 PCR em tempo real (QPCR) para analise de expressdo génica

O experimento de expressao génica foi realizado através do sistema de deteccdo SYBR
green (Promega, Madison, EUA) utilizando como controle endégeno a quantificacdo do
transcrito do gene gliceraldeido-3 fosfato desidrogenase (GAPDH) como previamente descrito
(COLLANTES-FERNANDEZ et al., 2002) no equipamento 7500 Real time PCR System (Life
Technologies Corporation, Carlsbad, EUA). Apds obtencdo do cDNA por transcricao reversa, foi
adicionado ao mesmo o master mix do kit bem como os primers especificos para TRIF, IFN-a ,
IFN-B ¢ GAPDH.

TRIF: Forward: 5°- TGT TGG AAA GCA GTG GCC TAT- 3’; Reverse: 5’- GAT GAC GTG
GTG TTC TGC AGA-3’.

IFN-o: Forward: 5°- TGT CTG ATG CAG CAG GTGG - 3’; Reverse: 5°- AAG ACA GGG CTC
TCC AGAC -3°.

IFN-B: Forward: 5>-AAG AGT TAC ACT GCC TTT GCC ATC - 3°; Reverse: 5’-CAC TGT
CTGCTG GTG GAG TTC ATC -3°.

GAPDH: Forward: 5°- CTC GTC CCG TAG ACA AAA TGG-3’; Reverse: 5’-AAT CTC CAC
TTT GCC ACT GCA (BRONEVETSKY et al., 2013).

Com a adicdo do mix e dos primers, as amostras foram submetidas as condicdes de
ciclagem, sendo o primeiro para ativacdo da DNA polimerase (10 minutos a 95°C), o segundo 40
ciclos de desnaturagdo (95°C por 15 segundos), o terceiro para anelamento dos primers e
extensdo (62°C por 1 minuto) e o quarto para verificar a especificidade da reacdo para um Unico
“amplicon” (95°C por 15 segundos; 60°C por 20 segundos e 95°C por 15 segundos).

Apo6s o fim da reacdo, os dados obtidos foram analisados pelos valores do Cycle
Threshold (Ct), pelo método de expressao relativa ja descrito (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001),
normalizado com GADPDH e tendo como parametro de comparacdo os valores de expressao
génica de macrdéfagos WT ndo infectados, visto que a dele¢do génica de TRIF por si s6 ocasiona

alteracfes em seus niveis de expressdo antes da infeccao.
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4.1.7 Parasitismo in vitro por Citometria de Fluxo

Com o objetivo de se avaliar o parasitismo celular, BMDMs WT e TRIF” foram
plagueados em placas de 24 pogos (10° células/poco) e deixados a 37°C e 5% CO, por 18 horas.
Apos a incubacdo, os macrofagos foram infectados com taquizoitos de N. caninum (MOI 0,5)
marcados com DDAO. Para isso, 0s taquizoitos de N. caninum foram ajustados para 3x10°/ml e
incubados por 10 minutos a temperatura ambiente ao abrigo de luz com CellTrace FarRed
DDAO-SE (5uM) (Invitrogen, Carlsbad, EUA). Em seguida, foi adicionado 10 ml de RPMI 1640
e os parasitos foram centrifugados a 800g por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o
pellet ressuspendido em meio de cultura celular para nova contagem em camara hemocitométrica
e infecgdo dos macrdfagos.

Apbs a infeccdo, os macrdfagos foram incubados por 2 horas para analise de invasdo.
Passado este periodo, o sobrenadante celular foi descartado e as células foram desaderidas com
PBS estéril gelado e centrifugadas a 400g por 10 minutos. O pellet resultante foi ressuspendido
em 200 pl de PBS para analise em citdmetro de fluxo. A citometria de fluxo foi realizada
considerando que as células DDAO™ estavam infectadas ou tinham taquizoitos na sua membrana

celular.

4.1.8 Tratamento de BMDMs com as citocinas recombinantes IFN-o e IFN-§ e

estimulo com taquizoitos de N. caninum

Macréfagos WT e TRIF” foram plaqueados com meio RPMI 1640 em placas de 96 pocos
(2x10° células/poco) e incubados por 18 horas a 37°C e 5% CO,. Ap6s a incubacio, foram
tratados ou ndo com as citocinas recombinantes IFN-o e IFN-f (R&D Systems, Minneapolis,
EUA) na concentracdo de 10U/ml por 6 horas, utilizando como controle positivo da reacdo LPS
(1pg/ml). Em seguida, as células foram estimuladas com taquizoitos viaveis de N. caninum (MOI
0,5 ou 1) e novamente incubados por 24 horas. No dia seguinte, a placa foi centrifugada a 200g
por 1 minuto e o sobrenadante de cultura celular foi coletado para posterior quantificacdo de
citocinas por ELISA.
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4.2 Experimentos in vivo

4.2.1 Delineamento experimental

Com o objetivo de se avaliar a importancia de TRIF na resisténcia do hospedeiro, foram
realizadas andlises das fases hiper-aguda (24 horas), aguda (7 dias) e cronica (30 dias) da
infeccdo. Para isso, camundongos WT e TRIF” foram inoculados via intraperitoneal (i.p.) com a
dose sub-letal de 5x10° taquizoitos de N. caninum obtidos como descrito anteriormente e, em
diferentes tempos, foram coletadas amostras de soro, lavado e células peritoneais, pulmdes,
figado e cérebro de acordo com o padrdo de migracdo temporal do parasito como previamente
determinado (COLLANTES-FERNANDEZ et al., 2006). No lavado peritoneal foi dosado a
producdo de citocinas e Oxido nitrico. Foi realizado homogenato das amostras de tecidos, que
foram avaliados quanto ao perfil de producdo de citocinas por ELISA, carga parasitaria por g°PCR
e analise histoldgica por hematoxilina e eosina, enquanto que as amostras de soro foram avaliadas
quanto a cinética de producdo de anticorpos por ELISA e Western blotting e citocinas por CBA.
Além disso, foi realizada uma analise de sobrevida infectando camundongos WT e TRIF™ via i.p.
com a dose de 1x10’ taquizoitos de N. caninum. Apés a inoculagdo, esses animais foram

acompanhados quanto a sua sobrevivéncia por 30 dias.

4.2.2 Homogenato de 6rgaos

A fim de se analisar a producdo de citocinas, diferentes 6rgdos foram coletados de
camundongos WT e TRIF" nas fases aguda e crdnica da infeccdo. Inicialmente as amostras
teciduais foram ajustadas para a quantidade de 100mg e em seguida, foi adicionado 500 pul de
inibidor de proteases (Complete Mini Roche, Basel, Suica). As amostras foram trituradas,
homogeneizadas e centrifugadas a 10.000g por 10 minutos. O sobrenadante foi coletado e

armazenado a -70°C até utilizagdo nos experimentos.
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4.2.3 Quantificacdo de citocinas

A producdo das principais citocinas pro-inflamatdrias e anti-inflamatorias (IFN-y, TNF,
IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12p40 e IL-17) foi quantificada em sobrenadante de cultura de
BMDM s (j4 descrito), lavado peritoneal e homogenato de pulmao de camundongos WT e TRIF”
infectados ou ndo com taquizoitos de N. caninum. Os ensaios foram realizados usando kits de
ELISA comerciais ou Cytometric Bead Array (CBA), de acordo com protocolos recomendados
pelo fabricante (BD Biosciences, San Diego, EUA).

Para ELISA, placas de poliestireno de alta afinidade contendo 96 pogos (Corning
Laboratories Inc., New York, EUA) foram sensibilizadas com os respectivos anticorpos de
captura, overnight a 4°C. Apos lavagem das placas com PBS contendo Tween 20 a 0,05% (PBS-
T), foi realizado o bloqueio dos sitios inespecificos com 10% de SFB em PBS 0.01M (pH7,2)
durante 1 hora. Seguido o bloqueio, foram adicionados as amostras e curvas padrfes com
concentragOes conhecidas foram realizadas em dilui¢cbes dupla-seriadas. Ap6s incubagdo por 2
horas a temperatura ambiente, as placas foram novamente lavadas e incubadas com os anticorpos
de deteccdo biotinilados e conjugados com estreptavidina-peroxidase na diluicdo de 1:250 por 1
hora a temperatura ambiente. Ap6s a lavagem as placas foram reveladas com a adi¢do do
substrato enzimético (H,O, a 0,03% e tetrametilbenzidina [TMB]). A densidade Optica (DO) foi
determinada em leitor de placas a 450nm.

Para realizacdo do ensaio de CBA, foram acrescentados 25 pl de beads de captura, 25 pl
das amostras de soro ou da curva padrdo e 25 pl de anticorpo de deteccdo especifico de cada
citocina em tubos FACS (BD Biosciences, San Diego, EUA). As amostras foram incubadas por 3
horas e em seguida foi adicionado 500 ul de tampéo de lavagem para posterior centrifugagéo a
200 x g por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e foi adicionado 300 ul de tampéo para
leitura no citbmetro de fluxo (BD FACSCanto Il: BD Biosciences, San Diego, EUA).

Para ambos os ensaios, a concentracdo final das citocinas foi determinada a partir de
curvas padrdo com concentragfes conhecidas de proteinas recombinantes e os resultados foram
expressos em pg/ml, observando os respectivos limites de deteccdo para cada ensaio: IFN-y (4.1
pg/ml), TNF (3.7 pg/ml), IL-2 (2.9 pg/ml), IL-4 (3.3 pg/ml), IL-6 (2.5 pg/ml), IL-10 (31.3 pg/ml),
IL-12p40 (15.6 pg/ml) and IL-17 (4.2 pg/ml).
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4.2.4 Quantificacdo de Oxido Nitrico (NO)

A dosagem indireta de NO foi realizada no lavado peritoneal de camundongos WT e
TRIF" infectados com 5x10° taquizoitos de N. caninum. O ensaio é realizado por kit comercial
(R&D Systems, Minneapolis, EUA) e determina a concentracdo de 6xido nitrico baseado na
conversdo enzimatica de nitrato a nitrito, seguido por sua detec¢do colorimétrica a 540nm. A
concentracdo de nitrato/nitrito para cada amostra foi estimada em relacdo a curva padrdo de

acordo com as instrucdes do fabricante. O limite de deteccdo do ensaio é de 0.78 umol/L.

4.2.5 ELISA indireto para IgG e suas subclasses anti-N. caninum

Ensaio imunoenzimatico (ELISA) foi realizado para detectar a cinética de anticorpos IgG
e suas subclasses 1gG1 e 1gG2a anti-N. caninum em amostras de soros dos camundongos
selvagens e depletados geneticamente para TRIF infectados com a dose sub-letal de 5x10°
taquizoitos de N. caninum, com 0, 7 e 30 dias ap6s a infeccdo, seguindo o protocolo ja descrito
com algumas modificacBes (SILVA et al., 2007) .

Placas de microtitulacdo de 96 pocos de alta afinidade (Corning Incorporates Costar®,
New York, EUA) foram sensibilizadas com antigeno soluvel de N. caninum (NLA), em
concentragdo de 10ug/ml em tampdo carbonato 0,06 M (pH 9,6) por 18 horas a 4°C. As placas
foram lavadas com PBS contendo 0,05% de Tween 20 (PBS-T) e os sitios inespecificos
bloqueados com leite em po desnatado em PBS-T (PBS-TM) a 5% para IgG ou PBS-T com 1%
de albumina sérica bovina (BSA- Sigma Chemical Co., St. Louis, EUA) para IgG1 e 1gG2a por 1
hora em temperatura ambiente. Ap6s novas lavagens, as amostras de soros dos camundongos
infectados foram adicionadas, em duplicata, na diluicdo de 1:25 (N. caninum) em PBS-TM 1%
para IgG por 1 hora, ou 1:25 em PBS-TBSA1% por 2 horas para IgG1 e IgG2a. Apos incubagéo
a 37°C, as placas foram lavadas e foi adicionado o anticorpo secundario (anti-lgG de

camundongo) na diluicdo 1:1000 marcado com peroxidase (Sigma Chemical Co., St. Louis,
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EUA) ou anti-1gG1 (1:4000) e anti-IgG2a (1:2000) de camundongo marcado com biotina (Caltag
Lab. Inc.,South San Francisco, EUA) diluidas em PBS-T+BSA1% e as placas foram incubadas
durante uma hora a 37°C. Para a deteccdo de IgGl e IgG2a, placas foram incubadas com
streptavidina/peroxidase (1:1000; Sigma Chemical Co., St. Louis, EUA) por 30 minutos a
temperatura ambiente.

Apo6s um ciclo final de lavagens, as placas foram reveladas pela adi¢do do substrato
enzimatico (H202 a 0,03%) em tampdo cromogeno consistindo de 2,2'-azino-bis-3-
ethylbenzthiazoline sulfonic acid 0.01 M (ABTS; Sigma Chemical Co., St. Louis, EUA) em
tampdo citrato-fosfato 0,07 M (pH 4,2). Apds incubacdo por 20-30 minutos a temperatura
ambiente, a densidade Optica (DO) foi determinada em leitor de placas a 405 nm. O cut-off da
reacao foi determinado pela média dos valores de DO dos soros controles negativos acrescido de

trés desvios padrdes. Os titulos de anticorpos foram expressos em densidade dptica (D.O.).

4.2.6 Western blotting

Com o objetivo de se determinar o perfil de reconhecimento antigénico dos diferentes
grupos experimentais, foi realizado o ensaio de Western blotting. Para isso, o antigeno soltvel de
N. caninum (NLA) foi solubilizado em tampéo de amostra para eletroforese (Tris-HCI 0,1 M pH
6,8, SDS 4%, glicerol 20%, azul de bromofenol 0,2%), aquecido a 100°C durante 5 minutos e
submetido a eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) a 12%, em condicdes
desnaturantes e ndo-redutoras. ApoOs a separacdo eletroforética, as proteinas foram transferidas
para membranas de nitrocelulose, utilizando sistema semiumido de transferéncia (Multiphor
Novablot Il, Pharmacia-LKB, Uppsala, Suécia) por 2 horas (SILVA et al., 2007).

As membranas de nitrocelulose foram cortadas em tiras de 3 mm, bloqueadas com PBS-
TM 5% por 2 horas a temperatura ambiente e incubadas com as amostras de soros dos
camundongos infectados por 18 horas a 4°C. Soros controles positivos e negativos foram
incluidos em cada andlise. Apés lavagens com PBS-T, as tiras foram incubadas com os
respectivos anticorpos secundarios (anti-IgG de camundongo) marcados com peroxidase (Sigma
Chemical Co., St. Louis, EUA) por 1 hora a 37°C. Apo6s um ciclo final de lavagens, a reacdo

foi revelada pela adicdo do substrato enzimatico (H202 a 0,03%) e solucdo de cromogeno 3,3-
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diaminobenzidine (DAB; Sigma Chemical Co., St. Louis, EUA) a 1mg/mL em Tris-HCI 20 mM
(pH 7,2). A reacdo foi interrompida pela adi¢do de &gua destilada quando bandas de coloragédo

marrom foram visualizadas.

4.2.7 PCR em tempo real para analise do parasitismo tecidual

O parasitismo em amostras de tecido e células do lavado peritoneal dos animais
infectados com dose sub-letal de taquizoitas de N. caninum foi quantificado pela amplificacdo
especifica de cépias de DNA por meio de Real-time PCR e normalizacdo com GAPDH como
previamente descrito (JOHNSON; WIDLANSKI, 2004). Inicialmente, o DNA das amostras foi
extraido a partir de 50mg de tecido ou pellet celular e foi adicionado 500 uL de Tampédo NLB (10
mM Tris-HCI, 400 mM NaCl e 2 mM Na2EDTA, pH 8.2), 16 uL de SDS 10% e 8 uL de Solucéo
proteinase K (20mg/ml). Apdés a incubagdo a 50°C overnight, foi acrescentado as amostras 150
puL de Tampdo NaCl 6 M em banho de gelo por 10 minutos com posterior centrifugacdo a 12000
rpm durante 15 minutos. O sobrenadante foi coletado e acrescentou-se 800 pL de etanol absoluto.
Em seguida, o DNA foi coletado e ressuspendido com 150-200 pL de &gua livre de nuclease. A
concentracdo de DNA extraido foi determinada em espectrofotdmetro UV (260 nm; Nanodrop,
Thermo Scientific, Wilmington, EUA) e ajustada para 40 ng/uL com agua estéril e livre de
DNAse (agua DEPC).

A reacdo foi realizada no equipamento de PCR em tempo real (7500 Real time PCR
System, Life Technologies Corporation, Carlsbad, EUA) com primers especificos para o gene
Nc-5 de Neospora caninum (Forward: 5°’-GCT GAA CAC CGT ATG TCG TAA A-3’; Reverse:
5’-AGA GGA ATG CCA CAT AGA AGC- 3’), GAPDH (Forward: 5’- CTC GTC CCG TAG
ACA AAA TGG-3’; Reverse: 5’-AAT CTC CAC TTT GCC ACT GCA) e um master mix com
o0 sistema de deteccdo SYBR green (Promega, Madison, EUA). A carga parasitaria foi estimada
por meio da extrapolacdo do numero de copias de DNA de Nc-5 nas amostras comparado com
curva padrdo com quantidades de DNA conhecidas de N. caninum usando o software Step One
Plus (Applied Biosystems, Foster City, EUA). Os resultados foram expressos em picogramas de
DNA do parasito / pg de DNA total.
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4.2.8 Anélise histopatologica

Amostras teciduais de pulmao, figado e cérebro de camundongos WT e TRIF” infectados
com 5x10° taquizoitos de N. caninum foram coletadas e fixadas em formol 10% em tamp&o PBS
por 24 horas. No dia seguinte, os orgdos foram inclusos em parafina e cortados (5um de
espessura) com o auxilio de um micr6tomo para fixacdo em Il&minas, as quais foram
posteriormente coradas com Hematoxilina e Eosina como previamente descrito (MINEO,;
CARRASCO; et al., 2009). As imagens dos cortes foram realizadas ao microscopio invertido

automatizado FSX100 (Olympus, Téquio, Japdo).

4.2.9 Ensaio de Sobrevida

Os animais selvagens e geneticamente deficientes para TRIF foram inoculados com a
dose letal de 1 x 10 taquizoitos do isolado Nc-Liv de N. caninum, em um volume de 200 uL, por
via intraperitoneal. Os camundongos foram observados diariamente quanto a mortalidade,

durante 30 dias ap6s o desafio. Apds este periodo, os animais sobreviventes foram eutanasiados.

4.3 Analise estatistica

A andlise estatistica foi calculada utilizando-se o software GraphPad Prism 5.0 para os
ensaios in vitro e in vivo. Os resultados foram expressos como média + erro padrdo e as
diferengas consideradas estatisticamente significantes quando p<0,05, como determinado pelo
método Two-Way ANOVA com pds-teste de comparagdo multipla de Bonferroni, Teste T ou
Mann Whitney, dependendo da peculiaridade de cada protocolo experimental. A andlise
estatistica de mortalidade foi estimada utilizando analise pelo método de Kaplan-Meier sendo a

curva de sobrevida comparadas através do teste Log-rank (MantelCox).
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4.4 Normas de Biosseguranca

Todos os procedimentos no laboratério tais como realizacdo de experimentos, manuseio
de equipamentos, coleta de materiais bioldgicos e utilizacdo de reagentes foram realizados de

acordo com normas de biosseguranca previamente descritas (MINEO et al., 2005).
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5 RESULTADOS

5.1 Macréfagos TRIF" apresentam a expresséo génica reduzida de TRIF, IFN-a e
IFN-B quando comparados a BMDMs WT

A fim de se verificar se ha diferencas na cinética de expressdo de TRIF, IFN-o e IFN-
em macréfagos derivados da medula 6ssea de camundongos WT e TRIF”, foi realizado estimulo
destas células com taquizoitos de N. caninum (MOI 0,5) ou LPS durante diferentes tempos (2, 6 e
18 horas) para a extracdo do RNA celular, construcao da biblioteca de cDNA e posterior analise
por qPCR.

De acordo com os resultados obtidos, a expressao de todos os alvos pesquisados foi maior
nos macréfagos WT em relacdo aos TRIF”. Levando-se em consideracdo a infeccdo dos
macrofagos com N. caninum e o pico maximo de expressdo das moléculas TRIF e IFN-a (6
horas), foi observado que BMDMs WT tem sua expressdo de TRIF aumentada em 10 vezes
quando comparada aos TRIF”, enquanto que em relacdo & IFN-a, o aumento foi de quase 3
vezes. No caso da expressao de IFN-f as diferengas foram ainda maiores, sendo que macrofagos
TRIF” tiveram a expressdo reduzida em 15 vezes quando comparados a BMDMs do tipo
selvagem na presenca do parasito (Figura 3).

Além disso, com estes resultados € possivel demonstrar que N. caninum é forte indutor de
TRIF, bem como de citocinas do grupo IFN-I, principalmente IFN-a, visto que o parasito foi
capaz de induzir maiores niveis de expressdo destas moléculas que o estimulo com LPS, que é

considerado controle positivo de indugédo na reagao.
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Figura 3: Expressdo génica de TRIF (A), IFN-a (B) e IFN-B (C) em macrofagos derivados da medula 6ssea de
camundongos WT e TRIF” infectados com taquizoitos de N. caninum (MOI 0,5) ou estimulados com LPS por 2, 6 e
18 horas. A andlise dos dados foi realizada considerando os resultados de expressdo obtidos por macréfagos WT néo
infectados como valores de referéncia e sdo demonstrados como fold change (Aumento relativo do valor final em

relacdo ao valor de referéncia).
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5.2 TRIF atua como um importante modulador da producdo de citocinas em

macrofagos infectados com Neospora caninum

Com o objetivo de se avaliar a resposta imune desencadeada por macrofagos infectados
com N. caninum, foi quantificada a producdo de citocinas (IL-12p40, TNF e IL-10) no
sobrenadante de BMDMs obtidos de camundongos WT e TRIF” (Figura 4). Ap0s 24 horas de
infeccdo com o protozoario, detectou-se que macréfagos TRIF” produziram quantidades
significativamente reduzidas das citocinas pré-inflamatorias 1L-12p40 e TNF, ambas em MOI 0.1
e 0.5, quando comparados aos macréfagos WT. Além disso, a producdo da principal citocina
regulatéria 1L-10 foi diminuida nos macréfagos knock-out em todos os MOIs analizados. Esses
resultados sugerem que TRIF participa ativamente na modulagdo da resposta imune inata contra o
parasito.

Em relacdo ao parasitismo celular ndo houve diferenca significante entre macréfagos WT
e TRIF" com duas horas de infecgdo, indicando que N. caninum consegue invadir esses dois tipos

celulares com a mesma eficiéncia (Figura 5).
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Figura 4: Quantificacdo da producdo de 1L-12p40 (A), TNF (B) e IL-10 (C) por ELISA no sobrenadante de cultura
de BMDMs derivados de camundongos WT e TRIF” infectados com taquizoitos de N. caninum em diferentes
relagBes parasito/célula (MOI). As concentragcdes de citocinas foram determinadas apds 24 horas de infec¢do. Os
valores sdo expressos como média + erro padrdo. (**P<0,01, *** P<0,001). Os dados foram analisados através do

teste Two-way ANOVA seguido pelo pos teste de Bonferroni e os resultados sdo representativos de trés
experimentos independentes.
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Figura 5: Ensaio de invasdo para avaliacdo do parasitismo celular de macrdéfagos derivados da medula 6ssea de
camundongos WT e TRIF” infectados com taquizoitos de N. caninum marcados com DDAO (Nc-DDAO; MOI 0,5)
por 2 horas. O experimento foi realizado por citometria de fluxo para deteccéo de fluorescéncia de células infectadas.

5.3 O tratamento de macréfagos TRIF” com IFN-a reestabelece a producio de IL-

12p40 na infec¢do por N. caninum

Para estabelecer a importancia de IFN-a e IFN-B (principais citocinas dependentes de
TRIF) na modulagéo da producdo de citocinas em macréfagos, BMDMs TRIF e WT foram
cultivados, tratados com IFN-o e IFN-B recombinantes e infectados com taquizoitos de
N.caninum para posterior analise da producdo das citocinas pro-inflamatérias 1L-12p40 e TNF
(Figura 6).

De acordo com os resultados obtidos, o tratamento com IFN-a foi capaz de aumentar
quase 3 vezes a producdo de IL-12p40 pelos macréfagos TRIF? quando comparados aos
BMDMs da mesma linhagem ndo tratados. Ja a reposicdo com IFN-B nao alterou
signicativamente os niveis de producdo desta citocina. No caso dos macréfagos WT, ndo houve

diferencas na producdo de IL-12p40 com nenhum dos tratamentos realizados quando comparada

aos macrofagos néo tratados.
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Em relagdo a dosagem da citocina pré-inflamatéria TNF, foi visto que os tratamentos com
IFN-a e IFN-B ndo alteraram 0s seus niveis de producdo, tanto nos macréfagos do tipo selvagem

quanto nos deficientes para TRIF.
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Figura 6: Quantificacdo da producdo de IL-12p40 (A) e TNF (B) por ELISA no sobrenadante de cultura de BMDMSs
derivados de camundongos WT e TRIF" tratados com as citocinas recombinantes IFN-o ¢ IFN-B e posteriormente
infectados com taquizoitos de N. caninum (MOI 0.5). As concentra¢fes de citocinas foram determinadas apds 24
horas de infecgdo. Os valores sdo expressos como média + erro padréo. ( **P<0,01 e *** P<0,001). Os dados foram
analisados através do teste Two-way ANOVA seguido pelo pds teste de Bonferroni.
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5.4 TRIF é importante para inducdo de citocinas pro-inflamatdrias do perfil Thle

producéo de anticorpos IgG anti-N. caninum in vivo

Como os macréfagos TRIF” apresentaram niveis reduzidos de citocinas induzidas por
taquizoitos de N. caninum, nos investigamos se o desenvolvimento de um perfil protetor de
producdo de citocinas e ¢xido nitrico seria prejudicado em camundongos TRIF” durante a fase
aguda da infeccdo. Foi visto que as concentragdes das principais citocinas pro-inflamatérias IL-
12p40, IFN-y ¢ TNF foram significativamente reduzidas no lavado peritoneal (Figura 7) e no
homogenato dos pulmdes (Figura 8) dos animais geneticamente deficientes em comparacdo com
camundongos WT. Como esperado, 0s niveis de nitrato/nitrito no lavado peritoneal apresentaram
reducdo na auséncia de TRIF, indicando que esta molécula adaptadora possui grande importancia
no desenvolvimento de uma resposta imune celular apropriada.

Além disso, a producéo das citocinas IL-2, IFN-y, TNF e IL-17 foi reduzida no soro dos
camundongos TRIF” em relagdo aos WT. Os niveis de IL-4 e IL-6 ndo apresentaram diferencas
significativas entre os grupos (Figura 9).

Com o objetivo de se avaliar o envolvimento da molécula adaptadora TRIF na resposta
imune humoral contra N. caninum, a producdo de anticorpos IgG antigeno-especificos foi
analisada no soro de camundongos WT e TRIF”. Foi observado que os niveis de 1gG anti-N.
caninum foram similares nos grupos experimentais durante a fase aguda da infeccéo, entretanto,
na fase cronica foram encontrados baixos niveis desses anticorpos especificos no grupo knock-
out. J& em relacdo a producdo das subclasses IgGl e 1gG2a, ndo foram vistas diferencas
significantes entre os grupos WT e TRIF” (Figura 10). Quanto ao perfil de reconhecimento de
antigenos imunodominantes por anticorpos IgG anti-N. caninum presentes no soro destes
animais, foi confirmado que com 7 dias de infeccdo ndo ha diferencas entre os grupos, ja com 30
dias de infecgdo, foi observado um menor reconhecimento antigénico de proteinas com peso
molecular aparente acima de 50 kDa pelos camundongos TRIF” em relacdo aos do tipo selvagem
(Figura 11).
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Figura 7: Quantificagdo da producédo de citocinas (IL-12p40, IFN—y e TNF) por ELISA e dxido nitrico no lavado
peritoneal de camundongos WT e TRIF(n = 5) ap6s 1 dia e 7 dias de infeccdo com 5x10° taquizoitos de N.
caninum. Os resultados foram expressos como média + erro padrao e foram analisados através do teste Two-way

ANOVA seguido pelo pés teste de Bonferroni, sendo representativos de trés experimentos independentes. (* P<0.05,
** P <0.01, *** P <0.001).
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Figura 8: Quantificacdo da producéo de citocinas 1L-12p40 (A), IFN—y (B) e TNF (C) por ELISA no homogenato
dos pulmées de camundongos WT e TRIF(n = 5) ap6s 7 dias de infeccdo com 5x10° taquizoitos de N. caninum. Os
resultados foram expressos como média + erro padréo, analisados através do teste Two-way ANOVA seguido pelo
pos teste de Bonferroni e sdo representativos de trés experimentos independentes. (** P <0.01, *** P <0.001).
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Figura 9: Analise por CBA da producao de citocinas IL-2, IFN—y, IL-4, IL-6, TNF e IL-17 no soro de camundongos
WT e TRIF (n = 5) 7 dias ap6s infeccdo com 5x10° taquizoitos de N. caninum. Os resultados foram expressos como

média + erro padrdo, nalisados através do teste Two-way ANOVA seguido pelo pds teste de Bonferroni e sdo
representativos de trés experimentos independentes (*P<0,1 **P<0,01).
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Figura 10: Quantificacdo da cinética de producdo de 1gG, 1gG1 e IgG2a anti- N. caninum no soro de camundongos
WT e TRIF” (n = 5) infectados com 5x10° taquizoitos. As dosagens foram realizadas por ELISA, 7 e 30 dias apds a
infeccdo. Valores sdo mostrados como densidade oOptica (D.O) e foram obtidos a 405nm. Os resultados foram
expressos como média * erro padrdo, analisados através do teste Two-way ANOVA seguido pelo p6s teste de
Bonferroni e sdo representativos de trés experimentos independentes (***P<0,001).
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Figura 11: Western blotting para avaliagdo do perfil de reconhecimento de antigenos de N. caninum. Imagem
representativa de soros de camundongos WT e TRIF” infectados com 1x10° taquizoitos de N. caninum. O
reconhecimento antigénico foi mensurada 0, 7 e 30 dias p6s-infecgdo em soros de ambos 0s grupos. PPM: marcador
de peso molecular. Marcadores moleculares sdo indicados em kiloDalton (kDa).
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5.5 A presenca de TRIF limita a replicacao parasitaria e a inflamacéo tecidual

Com o objetivo de se verificar o quanto TRIF atua no controle do crescimento parasitario
in vivo, foi realizada quantificagcdo de copias do DNA genémico de N. caninum presentes em
diferentes tecidos nas diferentes fases da infeccdo (Figura 12). Nés observamos que 0s
camundongos TRIF" apresentaram alta carga parasitaria nas células do lavado peritoneal com 1 e
7 dias de infeccdo, nos pulmdes com 7 dias de infeccdo, e no cérebro na fase crénica, quando
comparados ao grupo WT. No figado ndo foram vistas diferencas significantes de carga
parasitaria entre os grupos analisados.

As fotomicrografias representativas dos cortes histoldgicos revelaram que os pulmdes dos
animais TRIF" estavam notavelmente mais afetados que os do grupo WT 7 dias apés a infeccéo,
apresentando uma significativa perda da estrutura tecidual induzida por varias regides de
infiltrado inflamatdrio. Embora muitos focos inflamatérios tenham sido observados em amostras
de figado e cérebro de animais WT e TRIF”, nenhuma diferenca foi notada entre estes 6rgéos
dos diferentes grupos (Figura 13).

A partir destes resultados foi realizada posteriormente uma anélise de sobrevivéncia do
hospedeiro na presenga e na auséncia de TRIF, durante uma infecdo realizada com a inoculagado
de grandes quantidades de taquizoitas de N. caninum. Para isso, camundongos WT e TRIF”
foram infectados com 1x10’ taquizoitos e acompanhados durante 30 dias. Foi observado que
somente 40% dos animais TRIF” sobreviveram, enquanto 80% dos WT resistiram ao protocolo
de infeccdo severa. Entretanto, esta diferenca ndo foi considerada estatisticamente significante
(Figura 14).
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Figura 12: Quantificacdo da carga parasitaria em animais WT e TRIF". Camundongos WT e TRIF" foram
infectados com 5x10° taquizoftos de N. caninum e sacrificados para coleta de lavado peritoneal, pulméo e figado e
tecido cerebral. Os dados foram obtidos a partir da reacdo 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. (*P<0,1 **P<0,01).
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Figura 13: Fotomicrografias representativas de cortes histolégicos obtidos de camundongos WT e TRIF” (n = 5)
infectados com 5x10° taquizoitos de N. caninum. As amostras de tecidos pulmonar e hepético foram coletados com 7
dias de infecgdo e as de tecido cerebral com 30 dias de infeccdo. Setas pretas indicam éreas de infiltrado celular
inflamatério. As laminas foram coradas com Hematoxilina-eosina e analisadas ao microscépio 6ptico (Aumento de

10x).
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Figura 14: Curva de sobrevida de camundongos WT e TRIF” (n = 5) monitorados por 30 dias ap6s infeccdo com
1x107 taquizoitos de N. caninum. As diferencas entre os grupos foram comparadas usando anélise de sobrevivéncia
por Kaplan Meier, através do teste de log-rank. NS: ndo significante estatisticamente (P=0.1188).
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6 DISCUSSAO

Neospora caninum €é o parasito intracelular obrigatorio que causa a neosporose e tem
grande importancia médico-veterinaria. Esta doenca parasitaria causa paralisia neuromuscular em
cdes e aborto em bovinos, gerando impactos econdmicos em paises como o Brasil, que sdo
dependentes da exportagdo de carne e laticinios. Com o objetivo de prevenir a disseminacao da
neosporose, 0 entendimento tanto da modulacdo da resposta imune gerada por este parasito,
quanto da participacdo de moléculas do hospedeiro na resisténcia contra a infeccdo sdo de suma
importancia a fim de se estabelecer protocolos profilaticos e/ou terapéuticos (REICHEL et al.,
2014).

MyD88 foi previamente descrito como uma importante molécula adaptadora requerida
para resisténcia contra a infeccdo por N. caninum (MINEO; BENEVIDES; et al., 2009) porém
pouco se sabe a respeito da participacdo de TRIF nesta infeccdo. Além disso, um estudo recente
demonstrou que este parasito € um forte indutor de citocinas pertencentes ao grupo IFN-I, que
possuem principalmente uma agéo anti-viral e séo diretamente influenciadas pela presenca de
TRIF (BEITING et al., 2014). Logo, o objetivo deste trabalho foi investigar o papel da molécula
adaptadora TRIF da via de ativacdo de TLR3 e TLR4 na infeccdo pelo protozoario N. caninum.

Como esperado, foi demonstrado neste estudo que a delecdo génica de TRIF em
macrdfagos estimulados com N. caninum reduz a expressao ndo so desta molécula, mas também
das citocinas envolvidas na sua via de sinalizagdo, IFN-o e principalmente IFN-B, quando
comparados a macréfagos WT. Similarmente, em um estudo realizado em 2016 utilizando células
mesoteliais, que atuam como uma barreira protetora contra patdégenos invasivos, foi visto que o
estimulo com poli I:C, um agonista de TLR3, induz a expressdo do mRNA de IFN-B nas células
WT, no entanto, essa inducgdo foi significativamente reduzida em células deficientes para TRIF
(HWANG et al., 2016). Em outros tipos de infecgbes, como pelas bactérias Listeria
monocytogenes e Chlamydia muridarum foi observado que em macrofagos peritoneais e de
medula 0ssea, a auséncia de TRIF também reduz significativamente a expressdo de IFN-(,
demonstrando a estrita relacdo da molécula adaptadora com esta citocina (AUBRY et al., 2012;
PRANTNER; DARVILLE; NAGARAJAN, 2010).
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O desenvolvimento de uma resposta imune Thl adequada é considerado de primordial
importancia para a protegdo contra parasitos intracelulares como N. caninum. Deste modo, nds
avaliamos a capacidade de macréfagos TRIF” de produzir citocinas envolvidas na resposta
protetora do hospedeiro contra este parasito. Foi observado que macréfagos TRIF” apresentam
producdo diminuida de 1L-12p40, TNF e IL-10 quando infectados por N. caninum. Do mesmo
modo, macréfagos peritoneais primados com LPS, ligante de TLR4, na auséncia de TRIF
apresentaram significativa reducdo nos niveis das citocinas pré-inflamatérias 1L-12p40 e TNF
(YAMAMOTO et al., 2003).

Ao se relacionar os resultados obtidos, foi visto que na auséncia de TRIF, tanto IFN-a
quanto 1L-12p40 possuem seus niveis reduzidos em macréfagos estimulados com N. caninum
qguando comparados a células WT e estas duas citocinas ja foram descritas como atuantes
conjuntas na capacidade de fagdcitos mononucleares de estimular células T (DALOD et al.,
2002; MACATONIA et al., 1995). Confirmando esta hipotese, Wonderlich e colaboradores
demonstraram que em uma infeccdo viral que naturalmente suprime a producéo de IFN-a e IL-
12, a reposicdo destas citocinas recombinantes juntas reestabelece totalmente a capacidade de
macrofagos de estimular linfécitos T (WONDERLICH et al., 2015).

As baixas concentracdes de TNF encontradas em nosso trabalho nos macréfagos TRIF”
se devem ao fato de que a molécula adaptadora TRIF est4 associada a producdo desta citocina
pré-inflamatéria pela via de ativacdo de NF-kB, embora seja em menores niveis € mais atrasada
do que a producdo mediada por MyD88 (CALDWELL et al., 2014; LEICHTLE et al., 2009).
Além disso, a via de producdo de IFN-I esta relacionada na mediacdo das respostas de TLR que
sdo mais imediatas a infeccdo, como é o caso da producdo de TNF (TRINCHIERI; SHER, 2007).
Resultados semelhantes foram encontrados utilizando células dendriticas deficientes para TRIF
infectadas por Mycobacterium tuberculosis, nas quais os niveis de TNF foram significativamente
menores do que nas células WT (KIM et al., 2015). Em outro estudo, foi observado que o
bloqueio de TRAM, molécula que intercepta a ligacdo de TRIF a TLR4, por meio de siRNA
reduziu a producdo de TNF por macrdéfagos estimulados com um mix de 8 cepas de bacteérias,
demonstrando a participagédo da via TRIF/TLR4 na producdo desta citocina (LUAN et al., 2014).

Em relagdo & producdo reduzida de IL-10 por macrdfagos TRIF” infectados com N.
caninum, pode-se sugerir que TRIF também esteja envolvido na via de produgéo desta citocina
regulatéria, visto que, de modo contrério, células MyD88™ apresentaram alta producéo de 1L-10
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quando infectadas pelo mesmo parasito (MINEO; BENEVIDES; et al., 2009). Alguns estudos
demonstraram que a producdo de I1L-10 induzida por LPS em BMDMs é dependente da producéo
de IFN-I e de TRIF (CHANG et al., 2007; IYER; GHAFFARI; CHENG, 2010; KROETZ et al.,
2015). Outros autores defendem que MyD88 seria, indiretamente, a molécula adaptadora
principal na producédo de IL-10 pela sua influéncia direta na produgéo de 1L-12, de modo que a
auséncia total de 1L-12 em macréfagos MyD88™ favorece a ligacio de subunidades do fator de
transcricdo NF-kB ao promotor de IL-10, resultando na sua producdo elevada nos BMDMs
MyD88” (MUKHERJEE et al., 2015). Neste sentido, a inducéo desta citocina pelas diversas
vias de sinalizagdo dos TLRs deve ser melhor estudada.

Com o objetivo de se avaliar a influéncia direta de IFN-a e IFN- na produgdo de IL-12 e
TNF, importantes citocinas pré-inflamatérias envolvidas no desenvolvimento da resposta imune
contra N. caninum, nés tratamos macréfagos WT e TRIF” com IFN-o e IFN-B recombinantes.
Foi visto que IFN-a ¢ a citocina dependente de TRIF que mais interfere na producéo de IL-
12p40, a qual é extremamente importante na resisténcia a infeccdo (MINEO; BENEVIDES; et
al., 2009). Do mesmo modo, em outro estudo realizado com células dendriticas derivadas de
medula éssea, foi demonstrado que o tratamento com IFN-o induziu altos niveis de IL-12 e TNF
secretados por essas células (SONG et al., 2013). Além disso, sabe-se que a atuacdo conjunta de
IFN-a e TL-12 pode recrutar células tais como macrofagos e células NK e elevar os niveis de
outras citocinas pro-inflamatorias, gerando um ciclo de feedback positivo, ou seja, células NK
podem secretar IFN-y, que pode, em seguida, induzir a matura¢do de células dendriticas e, como
resultado, aumentar a producdo de IL-12 para que seja formada uma interacdo imune em busca da
homeostasia (HU, J. et al., 2013; SAADOUN et al., 2014).

Nos nossos experimentos in vivo, foi observado que os animais TRIF” infectados com
dose sub-letal de taquizoitos de N. caninum apresentaram baixos niveis das citocinas 1L-12p40,
IFN-y e TNF no lavado peritoneal e nos pulmdes, e IL-2, IFN-y, TNF e IL-17 tiveram menor
producdo no soro de camundongos TRIF” em relacdo aos WT. Resultados similares foram
encontrados em camundongos deficientes para MyD88, os quais apresentaram reducdes ainda
maiores nos niveis de citocinas pro-inflamatorias em relagéo ao animal do tipo selvagem, quando
infectados por N. caninum (MINEO; BENEVIDES; et al., 2009). Tendo em vista esses
resultados, pode-se sugerir que MyD88 e TRIF atuam conjuntamente na producdo de citocinas

importantes no desenvolvimento de uma resposta imune protetora contra este parasito.
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Comprovando essa hip6tese, um estudo realizado com animais duplo knockouts para MyD88 e
TRIF demonstrou que a produgdo de IL-12, IL-6 e IL-10 € reduzida a niveis basais quando
BMDMs sdo estimulados com bactérias intestinais (REIM et al., 2011).

Em comparacdo, outros estudos demonstraram que camundongos TRIF” quando
estimulados com poli:IC apresentam producdo significativamente menor de 1L-12p40 no soro
(OUYANG et al., 2007), e quando infectados com E.coli possui baixos niveis de TNF, IL-6 e
TGF-p no lavado peritoneal (CUENCA et al., 2015) quando comparados aos niveis de producédo
do camundongo do tipo selvagem.

Estudos recentes indicam que a infecgdo por N. caninum induz a sinalizacdo via TLR3 e
TRIF gerando respostas por IFN-I, e essa inducdo é primariamente causada pela ligacdo do RNA
do parasito ao receptor. IFN-I (o/B) por sua vez, pode estimular a producao de IFN-y, sendo por
isso, considerado um possivel alvo para inducdo de uma resposta imune do tipo Thl protetora ao
hospedeiro (BEITING et al., 2014). IFN-1 e IFN-y possuem efeitos redundantes em varios tipos
celulares, com a possibilidade de crosstalk durante infec¢bes por protozoarios. Em condicGes
homeostaticas, essa “ligacdo cruzada” ¢ benéfica ao hospedeiro por causar uma producdo basal
de IFN-I, a qual pode estimular as células a desenvolver respostas apropriadas para todos os tipos
de interferons (GOUGH et al., 2010). Além disso, a via de sinalizacdo TLR3/TRIF/IFN- 1
indiretamente influencia a producdo de IL-10 por acdo do receptor de interferon o/ (IFNAR), o
qual pode ativar a expressdo de IL-27, que por sua vez, induz a producédo de IL-10 por células T e
a expansdo de células T regulatérias (IYER et al., 2010; PROD'HOMME; ZAMVIL, 2008).

Em relacdo a producdo de IL-17 foi encontrada uma baixa concentracdo no soro dos
camundongos TRIF" em relacdo aos WT, que define uma fraca resposta imune Th17. Alguns
resultados da literatura sdo conflitantes, visto que ha evidéncias que TRIF é requerido para o
desenvolvimento da resposta imune Th17 induzida por LPS, envolvendo a ativacdo sequencial de
IRF-3 e producdo de IFN-1 (HSIA et al., 2015). Em contraste, no modelo utilizado para doenca
auto-imune no sistema nervoso central de camundongos foi visto que a indugdo de IFN-I
dependente de TRIF restringe a diferenciacdo de células Th17 in vitro e in vivo, prejudicando o
desenvolvimento de resposta do tipo Th17 (GUO; CHANG; CHENG, 2008).

Foi demonstrado em nossos resultados que TRIF modula positivamente a sintese de éxido
nitrico, visto que no lavado peritoneal dos camundongos TRIF” foram encontradas baixas

concentragOes de nitrato/nitrito. Experimentos in vitro indicam que a expressdo génica de iNOS
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(6xido nitrico sintase) ndo € detectada e a sintese de NO € totalmente prejudicada em células
peritoneais murinas deficientes para TRIF em comparacdo com células WT quando estimuladas
com poli:IC ou LPS (HWANG et al., 2016). Ha evidéncias que TRIF participa ndo somente da
producdo de NO, mas também de espécies reativas de oxigénio (ROS) em macrofagos via
receptor TLR3 (YANG, C. S. et al., 2013).

Um estudo realizado por Yanagibashi e colaboradores (2015) sugere que TRIF atua na
resposta imune humoral por modular a proliferacdo de células B com up-regulation de CD86
(YANAGIBASHI et al., 2015). Além disso, outros trabalhos tem mostrado que a participacédo de
TRIF na dindmica de celulas B é mediada por TLR3, e ndo por TLR4 (BARRIO; SAEZ DE
GUINOA; CARRASCO, 2013). Quanto a producdo de anticorpos antigeno-especificos, nos
observamos em nossos resultados que camundongos TRIF” produzem quantidades menores de
IgG anti-N. caninum que animais WT ap0s 30 dias de infeccdo. Assim, pode-se sugerir que TRIF
atua na resposta imune humoral anti-N. caninum por meio de ativagdo do receptor TLR3. Foi
descrito em 2007 que o perfil de reconhecimento antigénico de anticorpos anti-N. caninum por
soros de cdes experimentalmente infectados baseia-se no reconhecimento principal de uma banda
de 29-32 kDa (SILVA et al., 2007), assim como mostrado em nossos resultados com soros de
camundongos WT experimentalmente infectados. Em relacdo ao soro TRIF' foi visto que hé
uma falha no reconhecimento de antigenos com peso molecular acima de 50kDa.

Como observado para MyD88, que participa ativamente no controle da mortalidade,
morbidade e parasitismo de camundongos infectados com N. caninum (MINEO; BENEVIDES;
et al., 2009), nossos resultados mostraram que TRIF esta também relacionado a regulacdo de
respostas imunes efetoras do hospedeiro, visto que camundongos TRIF' apresentaram altos
niveis de parasitismo associados a baixas concentraces de IFN-y e NO, que sdo essenciais para a
eliminacdo do parasito. Adicionalmente, foi observada uma inflamacdo tecidual intensa no
pulmdo na auséncia de TRIF com perda da estrutura dos alvéolos pulmonares associado a uma
alta taxa de mortalidade desses camundongos infectados com N. caninum.

Por induzir respostas protetoras do tipo Thl, TRIF j& foi descrito como atuante no
controle da replicacdo de parasitos. No caso de infec¢des pelo protozoario Cryptosporidium
parvum, camundongos WT imunizados com poli:IC apresentaram carga parasitaria intestinal
significativamente reduzida quando comparada ao grupo ndo tratado. Camundongos TLR3" e

TRIF” foram imunizados e infectados da mesma maneira, tendo como resultado a mesma carga
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parasitaria no intestino encontrada nos grupos knockouts néo tratados, indicando a importancia da
via TRIF/TLR3 no controle da replicacdo parasitaria. Além disso, foi evidenciado que IFN-I é
fortemente induzido por poli:IC e participa também no controle parasitario, visto que
camundongos IFNR™ ndo reduziram a carga parasitaria no intestino apés a injecdo de poli:IC
(LANTIER et al., 2014).

A importancia de TRIF e IFN-1 no controle do parasitismo foi demonstrada também no
modelo de infeccdo pelo parasito Trypanosoma cruzi utilizando camundongos MyD88” TRIF" e
MyD88” IFNARL™, os quais foram altamente susceptiveis & infeccdo em relacdo ao controle da
carga parasitaria. Estes resultados indicam que a inducdo dependente de MyD88 de citocinas pro-
inflamatorias e a dependente de TRIF para producdo de IFN-B juntas contribuem para respostas
imunes inata e consequente controle do parasitismo anti-T. cruzi (KOGA et al., 2006).

Hsia e colaboradores obtiveram resultados nos quais camundongos TRIF™ apresentaram
grandes danos pulmonares devido a habilidade reduzida de suas células dendriticas em suportar a
polarizacdo da resposta imune para um perfil Thl pré-inflamatério (HSIA et al., 2015).
Resultados semelhantes foram encontrados no presente estudo, visto que 0s animais
geneticamente deficientes para TRIF apresentaram extensos danos no tecido pulmonar associados
com baixa concentracdo de IFN-y, um marcador de respostas imunes Th1, com 7 dias de infeccéo
por N.caninum. Em concordancia, nds observamos que a auséncia de TRIF leva a uma producao
diminuida de IL-12p40, IFN-y e NO, indicando que a via dependente de TRIF atua no controle da
fase aguda da doenca por meio da inducdo de resposta imune Thl especifica, juntamente com
MyD88 (MINEO; BENEVIDES; et al., 2009).

Em um estudo recente de infeccdo pelo virus Coxsackievirus A16 (CVA16) foi visto que
a sinalizacdo via TRIF protege camundongos da invaséo viral no sistema nervoso central, de
modo que, o cérebro dos animais TRIF” apresentou danos teciduais muito mais severos que 0s
dos WT, contrastando com os resultados obtidos em nosso estudo de infeccdo com o parasito N.
caninum, no qual ndo houve diferencas a nivel de focos inflamatdrios entre os grupos. No
entanto, similarmente aos resultados por nds obtidos, os resultados com CVAL16 mostraram que
os camundongos TRIF apresentaram aumento significativo de carga parasitaria no cérebro em
relacdo aos WT, indicando que a sinalizagdo de TRIF em camundongos é essencial para a
imunidade protetora contra a invasdo de ambos os patdgenos no tecido cerebral (YANG, J. et al.,
2015). No modelo experimental de infeccdo em camundongos pelo virus West Nile (WNV),
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causador de encefalite, camundongos MyD88/TRIF '~ apresentaram alta susceptibilidade ao virus
devido a uma reducdo na expressdo de citocinas com propriedades inflamatdrias, como IFN-a,
TNF e IL6. Além disso, a carga viral no tecido cerebral dos camundongos MyD88/TRIF ™ foi
notalvelmente maior em comparacdo aos animais WT (SABOURI et al., 2014). Dessa forma, é
importante ressaltar novamente que a acdo conjunta de MyD88 e TRIF é crucial para o
desenvolvimento de uma resposta imune capaz de eliminar o patdgeno e evitar danos teciduais.
Vaérios estudos comprovam a importancia de TRIF na sobrevida do hospedeiro, como no
modelo de inducdo de sepse bacteriana em camundongos, no qual 50% dos animais WT
sobreviveram a infeccao, enquanto apenas 25% dos animais deficientes para TRIF permaneceram
vivos ao final do experimento (REIM et al., 2011). Em estudos virais foram encontradas taxas de
100% de mortalidade para camundongos TRIF"" e TLR3” em comparacdo a 40% de sobrevida de
animais WT (SABOURI et al., 2014; YANG, J. et al., 2015). Resultado ja esperado visto que a
via de sinalizacdo TRIF/TLR3 é classicamente descrita como atuante primordial na defesa anti-
viral devido a producdo de IFN-I (IJICHI et al., 1995; JACKSON, 2015; MIESCHER-
GRANGER et al., 1985; STIFTER et al.,, 2016). Em nossos resultados, analisando a
sobrevivéncia do hospedeiro na auséncia de TRIF pudemos observar que somente 40% dos
animais TRIF™ sobreviveram, enquanto 80% dos WT resistiram ao protocolo de infecgdo com N.
caninum. Apesar deste resultado ndo ter sido considerado relevante estatisticamente,
biologicamente é notavel que TRIF é capaz de conferir resisténcia ao hospedeiro, ja que esta
molécula adaptadora regula a producdo de citocinas importantes para o estabelecimento de um
ambiente pro-inflamatdrio que possa eliminar o parasito e também regulatério, a fim de evitar

danos teciduais exagerados.
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7 CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho, pode-se concluir que:

A presenca de TRIF aumenta a producao de citocinas pro-inflamatdrias e regulatorias;

¢ IFN-a dependente de TRIF modula positivamente a producdo de IL-12p40;
e TRIF regula a producéo de anticorpos IgG especificos anti-N. caninum;
e TRIF induz resisténcia ao hospedeiro por controlar a replicacdo parasitaria aguda e

cronica, bem como os danos teciduais demasiados oriundos de processo inflamatério.

Em conjunto, nossos resultados demonstram que a molécula adaptadora TRIF é
requerida para a resisténcia contra a infeccdo induzida por N. caninum, uma vez que participa na
inducdo de citocinas pro-inflamatorias do perfil Thl e na resposta imune humoral eficientes, bem

como controla o parasitismo e a inflamacéo tecidual.
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ANEXO 1 — Autorizagio do Comité de Etica em Utilizagdo Animal

UJ Universidade Federal de Uberlandia
Pro-Reitoria de Pesquisa e Pos-Graduagao
Comissao de Ftica na Utilizagao de Animais (CEUA)
Avenida Jozo Naves de Avila, n®. 2160 - Bloco A - Campus Santa Monica -
Uberlandia-MG —
CEP 38400-089 - FONE/FAX (34) 3238-4131; e-mail:ceuaufu@yahoo.com.br;
WWW.COMISSOES.Dropp. ufl.br

ANALISE FINAL N° 087/12 DA COMISSAQ DE ETICA NA UTILIZAGAO DE
ANIMAIS PARA O PROTOCOLO REGISTRO CEUA/UFU 052112
Projeto Pesquisa: “Padronizagao de modelo de infecgdo por Neospora caninum
pela via oral utilizando mecanismos de indugdo de interconversdo de estagio in

itro

Pesguisador Responsavel: Prof. Dr. Tiago Wilson Patriarca Mineo

O protocolo ndo apresenta problemas de ética nas condutas de pesquisa com
animais nos limites da redagéo e da metodologia apresentadas

SITUACAC: PROTOCOLO DE PESQUISA APROVADO.

0OBS: O CEUA/UFU LEMBRA 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 RELATORIO.
O MODELO DESTE ESTA NO SITE.

Uberlindia, 26 de Setembro de 2012

Prof. Dr. Jonas Dantas Bafista
Coordenador Pro tempore da CEUA/UFU
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