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RESUMO

Neospora caninum ¢ um parasito intracelular obrigatorio pertencente ao filo
Apicomplexa, caracterizado pela presenga do complexo apical composto por proteinas
de micronemas, roptrias e granulos densos, utilizadas pelo parasito durante o processo
de adesdo e invasdo da célula hospedeira, caracterizando o principal evento na
patogénese da infeccdo por N. caninum e por outros parasitos do filo Apicomplexa,
influenciando assim na biologia do parasito e na interacdo parasito-hospedeiro. Dessa
forma, ferramentas moleculares tem sido desenvolvidas na tentativa de se identificar e
caracterizar esses possiveis fatores de viruléncia. Portanto, o presente trabalho buscou
desenvolver ferramentas moleculares especificas para N. caninum de modo a melhorar a
eficiéncia na manipulagdo genética deste parasito, sendo assim desenvolvemos N.
caninum depletado geneticamente para a roptria Rop9 por meio da utilizacdo do
plasmideo CRISPR-Cas9 pU6-Universal de 7. gondii modificado pela inser¢dao de
Ku80. O parasito depletado para Rop9 mostrou-se importante durante a fase inicial da
invasdo e replicagdo do parasito, entretanto nao foi caracterizado como um potencial
fator de viruléncia para N. caninum. Complementarmente, proteinas de 7. gondii foram
expressas em N. caninum utilizando vetores especificos para este parasito, apresentando
um sistema heterdlogo para estudo de proteinas presentes em Toxoplasma. Pois, Gral5
ou Gra24 de T. gondii tipo 1I, e Ropl6 de T. gondii tipo 1 foram expressos em
taquizoitos de N. caninum de forma estdvel e mantiveram o seu fenotipo biologico
como ja apresentado pelo parasito de origem, que expressa naturalmente estas proteinas.
Adicionalmente, foi observado que N. caninum induziu a ativagdo do inflamassoma
através da via NLRP3, ASC e Caspase-1. Sendo a via IL-1R/ MyD88 uma via indireta
importante no controle da replicacdo do parasito. Além disso, foi demonstrado que essa
ativacdo ¢ dependente de efluxo de potéssio, e que diferentes cepas de N. caninum
mantém esse perfil de ativacdo. No entanto, cepas de 7. gondii bloqueiam essa ativacao
sendo necessario um primeiro sinal para acionar a via do inflamassoma. Foi identificado
Ropl6 de T. gondii da cepa tipo I como responsavel por bloquear essa ativagdo, de
modo dependente a ativagdo de STAT3. Portanto, as ferramentas moleculares
desenvolvidas e aplicadas em N. caninum revelaram-se uteis para identificar e
caracterizar fatores de viruléncia envolvidos na patogénese por estes dois protozoarios.

Palavras-chave: manipulacdo genética, N. caninum, T. gondii, resposta imune,

inflamassoma.



ABSTRACT

Neospora caninum is an obligate intracellular parasite classified in the phylum
Apicomplexa, characterized by the presence of the apical complex composed by
micronemes proteins, rhoptries and dense granules, used by parasite during the adhesion
and invasion process of the host cell. This is the mean event in infection pathogenesis
generated by N. caninum and other parasites from the phylum Apicomplexa, promoting
influence in the parasite biology and the interface between the parasite and its host.
Therefore, molecular tools have been developed in order to identify and characterize
these possible virulence factors. Thus, the present study sought to establish a specific
system of genetic manipulation of N. caninum, searching for the improvement of the
genetics manipulation of this parasite. So, we developed genetically depleted N.
caninum to Rop9 rhoptry using the pU6-Universal CRISPR-Cas9 plasmid of 7. gondii
modified by the insertion of Ku80. The Rop9 depleted parasite showed important during
initial phase of invasion and replication of the parasite, however it was not characterized
as a potential virulence fator for N. caninum. Furthermore, T. gondii proteins were
expressed in N. caninum by the use of specific vectors for this parasite, showing an
heterologous system for the study of Toxoplasma proteins, due to the fact that Gral5 or
Gra24 of type Il T. gondii and Rop16 of type I T. gondii were expressed in N. caninum
tachyzoites in a stable way and keept its biological phenotype, as already presented the
former parasite, that naturaly expresses these proteins. In addition, it was observed that
N. caninum induced an inflammasome activation through NLRP3, ASC and Caspase-1.
IL-1R/MyD88 demonstrated an indirect pathway in the control of parasite replication.
Furthermore, it was observed that this activation is dependent of the potassium efflux
and that different strains of N. caninum keep this activation profile. However, T. gondii
strains block this activation, making necessary a prior signal in order to active the
inflamosome pathway. Type I 7. gondii Ropl6 was identified as responsible for
blocking this activation, in a dependent way to the STAT3 activation. Therefore, the
development of molecular tools and their application in N. caninum may prove to be
useful to identify and characterize virulent factors involved in the pathogenesis by these
two protozoans.

Keywords: genetic manipulation, N. caninum, T. gondii, immune response,

inflammasome.
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1 INTRODUCAO

1.1 Neospora caninum
1.1.1 Agente etiologico

Neospora caninum € um protozoario intracelular obrigatorio, pertencente ao Filo
Apicomplexa, estreitamente relacionado ao parasito Toxoplasma gondii (DUBEY et al.,
1988a). Historicamente, este parasito foi descrito pela primeira vez por Bjerkas et al. em
1984, na Noruega, em cdes com distirbios neurologicos, paralisia dos membros
posteriores, soronegativos para 7. gondii € com cistos teciduais detectados no sistema
nervoso central morfologicamente distintos dos cistos de 7. gondii (GOODSWEN et al.,
2013). Em 1988, N. caninum foi reconhecido como nova espécie e género ao se analisar
cortes histoldgicos de caes com doenca fatal sugestiva para toxoplasmose. Dubey et al.
encontraram caracteristicas que o diferenciavam do quadro de toxoplasmose,
constatando-se que este agente era capaz de provocar em caes um quadro clinico mais
grave que o de 7. gondii e que havia, de fato, diferencgas estruturais, histopatoldgicas e
auséncia de reatividade para 7. gondii nos testes sorologicos e imunohistoquimicos
(DUBEY e LINDSAY, 1993). Apos a sua descrigdo, N. caninum foi isolado em cultura
celular a partir de cistos teciduais de cdes com infeccdo congénita (DUBEY et al.,
1988b) e identificado em bovinos como causa de aborto (THILSTED e DUBEY, 1989).

N. caninum ¢ o causador da neosporose e estd amplamente distribuido
mundialmente, infectando diversas espécies animais, causando doenca clinica
significativa em bovinos e caes. A infec¢do natural por N. caninum foi demonstrada em
diversos especies de hospedeiros intermedidrios, incluindo desde animais domésticos a
animais silvestres, tais como: gatos, porcos, carneiros, cavalos, bovinos, bufalos,
raposas, coiotes, lobos, alpacas, veados, camelos e psitacideos (DONAHOE et al.,

2015).

1.1.2 Ciclo biolégico
N. caninum apresenta ciclo biologico heteroxeno, ou seja, o ciclo se desenvolve

em hospedeiros distintos, subdivididos em fases sexuada e assexuada. A reproducdo
sexuada ocorre em canideos (cao, coiote, dingo australiano, lobo) que sdo considerados
hospedeiros definitivos (McALLISTER et al., 1999; GONDIM et al., 2004; KING et
al., 2010; DUBEY et al., 2011), enquanto que a reprodugdo assexuada ocorre em varios
hospedeiros intermediarios, incluindo desde animais domésticos a animais silvestres,

tais como: gatos, porcos, galinhas, carneiros, cavalos, bovinos, bufalos, raposas, coiotes,
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lobos, alpacas, veados, camelos e psitacideos (MINEO et al., 2011; GOODSWEN,
KENNEDY e ELLIS, 2013).

O ciclo de vida envolve trés formas infecciosas: taquizoitos (livres ou em
grupos), bradizoitos (em cistos teciduais) e esporozoitos (em oocistos) (Figura 1), sendo

que todas as formas estdo envolvidas na transmissdo do parasito (GOODSWEN,

KENNEDY e ELLIS, 2013, 2013; DONAHOE et al., 2015).

Figura 1- Ultra-estrutura de (A) taquizoito, (B) bradizoito, (C) cisto , (D) oocisto nao-esporulado, e (E)
oocistos esporulados com dois esporocistos (seta) e dois esporozoditos (cabeca da seta) do parasito N.
caninum.

Fonte: Goodswen (2013).

Oocistos nao-esporulados (imaturos ou ndo infecciosos) sdo eliminados nas
fezes de canideos infectados. No ambiente, sob condigdes otimas de oxigenagdo,
temperatura e umidade, ocorre a esporogonia, levando ao desenvolvimento de oocistos
esporulados, que contém dois esporocistos dos quais cada um contém quatro
esporozoitos (DUBEY, 2003; DUBEY e SCHARES, 2011).

Os hospedeiros intermediarios tais como 0s bovinos, podem ingerir os oocistos
esporulados encontrados em alimentos ou agua contaminada e tornar-se infectados. Os
esporozoitos sdo liberados no trato digestivo e invadem as células do epitélio intestinal,
fibroblastos e leucécitos, multiplicando-se como taquizoitos que disseminam por todo

organismo (GOODSWEN, KENNEDY e ELLIS, 2013).
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Taquizoitos residem em compartimentos intracelulares chamados vactolos
parasitoéforos (VP), replicam rapidamente por endodiogenia (um processo de
desenvolvimento assexuado). Neste estagio o parasito pode invadir e infectar diversos
tipos de células do hospedeiro, incluindo células neurais, macrofagos, fibroblastos,
endotélio vascular, células musculares e hepatdcitos (BARR et al., 1994; DUBEY et al.,
2002). Os taquizoitos causam uma forte resposta inflamatoria e destruicao de tecidos e
sdo responsaveis pelas manifestagdes clinica da doenca (fase aguda). Sob a pressdo da
resposta imune do hospedeiro, os taquizoitos trasformam-se em bradizoitos e forma os
cistos que iniciam a segunda fase do desenvolvimento assexuado (ELLIS et al., 2010;
GOODSWEN, KENNEDY ¢ ELLIS, 2013; MONNEY e HEMPHILL, 2014).

Quanto aos bradizoitos, estes sdo formas de laténcia que se multiplicam
lentamente por endodiogenia e vao formar os cistos teciduais, predominantemente em
células do sistema nervoso central e musculo esquelético, podendo persistir por toda
vida do hospedeiro sem causar manifestagdes clinicas significativas (fase cronica),
embora possa ocorrer uma baixa taxa de reativagdo espontanea (DUBEY et al., 1992;
MONNEY & HEMPHILL, 2014; McALLISTER, 2016).

O ciclo de vida (Figura 2), ¢ completado quando os cistos presentes nos tecidos
de presas (por exemplo, em tecidos musculares de animais infectados) sdo ingeridos por
hospedeiros definitivos, e os bradizoitos liberados no intestino delgado que invadem
células epiteliais e iniciam a fase sexuada com a formagao de esquizontes e liberacao de
merozoitos. A partir deste momento, ha inicio da gamogonia, com a producao final de
oocistos ndo esporulados eliminados com as fezes, repetindo-se o ciclo novamente
(GONDIM et al., 2004; GOODSWEN, KENNEDY e ELLIS, 2013; MONNEY e
HEMPHILL, 2014).
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Figura 2 - Ciclo Biolégico de Neospora caninum.
Fonte: Goodswen (2013).

1.1.3 Via de transmissao

A transmissdo a um novo hospedeiro ndo infectado pode ocorrer através de duas
vias diferentes, chamadas transmissdao horizontal e transmissdo vertical. A transmissdo
horizontal ocorre pela ingestao de cistos teciduais (cérebro, medula espinhal, coragdo e
musculos), que ¢ mais provavel para os carnivoros ou pela ingestdo de oocistos, através
de 4gua ou alimentos contaminados (DUBEY e SCHARES, 2011; MONNEY e
HEMPHILL, 2014). Além disso, outras vias secundarias de transmissdo horizontal
como lactogénica, venérea ou inseminacao artificial tém sido investigadas e ainda ndo
comprovadas (UGGLA et al., 1998; ORTEGA-MORA et al., 2003; MOSKWA et al.,
2007).

A transmissdo vertical tem sido demonstrada em varios hospedeiros (bovinos,
carneiros, cabras, caes, gatos, camundongos, macacos € porcos) € ¢ o principal modo de
transmissao em bovinos, contribuindo significamente para a persisténcia da infec¢cdo no
rebanho (Figura 2) (COLE et al., 1995; DUBEY e LINDSAY, 1993; MOSKWA et al.,

2007). A transmissdo vertical pode ser separada em duas vias distintas, designadas
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transmissao transplacentdria “exdgena” ou “endodgena”. A transmissdo transplacentaria
exdgena ocorre quando o hospedeiro adquire a infec¢do durante a gestacdo,
principalmente apo6s a ingestdo de alimentos ou agua contaminados com oocistos, €
parasitos posteriormente infectam o tecido fetal. A transmissdo transplacentaria
endogena ¢ devido ao recrudescimento, ou seja, reativacao e reconversao de bradizoitos
em taquizoitos durante a gestacdo e subsequente infeccdo fetal (MONNEY e
HEMPHILL, 2014). Desssa forma, os fetos sdo abortados ou nascidos persistentemente

infectados (MONNEY e HEMPHILL, 2014; McALLISTER, 2016).

1.1.4 Manifestacoes clinicas da neosporose
A maioria das infec¢des por N. caninum em bovinos € subclinica, mas o aborto ¢

o principal problema, que geralmente ¢ o Unico sinal clinico observado, podendo ser
esporadico, endémico ou epidémico (DUBEY, 2003; DONAHOE et al., 2015;
MCcALLISTER, 2016). O aborto em bovinos pode ocorrer entre o 4° més de gestacao
até o final da gestacdo, sendo mais comum entre o 5° ¢ 7° més de gestacdo. O aborto
ocorre quando o feto ou a placenta sdo danificados de modo que j4 ndo ¢ vidvel
prosseguir com a gestacao, e varios fatores podem interagir para influenciar esses danos
(DONAHOE et al., 2015; McALLISTER, 2016). Os danos induzidos na placenta pelo
parasito podem por em risco a sobrevivéncia fetal diretamente ou induzir a liberacao de
prostaglandinas que por sua vez induzem o aborto. As lesdes fetais podem ocorrer
devido aos danos nos tecidos pela multiplicagdo do parasito no feto ou devido a
insuficiéncia de oxigénio/nutricdo (DUBEY et al., 2002; CANTON et al., 2014). Outras
manifestagdes clinicas também podem ocorrer, como morte, reabsor¢cao, mumificacao,
natimortos, recém-nascidos com sinais clinicos ou clinicamente normais, mas
cronicamente infectados (DUBEY, 2003; DONAHOE et al., 2015).

Os casos mais graves da neosporose canina geralmente evoluem para uma
doenca neuromuscular em cdes jovens, que apresentam um quadro mais comum de
paresia inicial de membros posteriores que progride para a paralisia (DONAHOE et al.,
2015). Em contraste, a encefalomielite causada pelo protozoario € mais susceptivel em
caes adultos e ¢ caracterizada por uma variavel de sinais neuroldgicos que sdo
dependentes do local parasitado no Sistema Nervoso Central (SNC) (BUXTON,
McALLISTER e DUBEY, 2002; DONAHOE et al., 2015). Embora principalmente
reconhecida como uma doenca neuromuscular em caes, a neosporose pode induzir

outras disfun¢des menos comuns que incluem dificuldade na degluticdo, paralisia da
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mandibula, flacidez muscular, atrofia muscular, paralisia de nervos faciais, miocardite,
pancreatite, pneumonia e até faléncia cardiaca dependendo das células parasitadas.
Dessa forma, a neosporose canina clinica pode ser localizada ou generalizada, com o
envolvimento de todos os orgdos, inclusive da pele causando a neosporose cutinea
(PERLE et al., 2001; ORDEIX et al., 2002; MANN et al., 2016). Uma caracteristica
marcante nestes casos ¢ o intenso parasitismo, com um grande nimero de taquizoitos
nas lesdes cutaneas, sugerindo uma falta de controle imune do hospedeiro sobre a

multiplicagdo dos parasitos (DUBEY, 2003).

1.1.5 Epidemiologia
A neosporose tem emergido como uma doenca grave em bovinos e caes em todo

o mundo (DUBEY, 2003). A infec¢do em bovinos por N. caninum ja foi relatada em
diversos continentes, dentre eles: Europa, Oceania, Asia, América do Norte e Sul
(DUBEY, SCHARES ¢ OTEGA-MORA, 2007; SPILOVSKA et al., 2009; YU et al.,
2009; PANADERO et al.,, 2010, REICHEL et al., 2013). Na regido do Tridngulo
Mineiro, a soroprevaléncia da neosporose em rebanhos bovinos com problemas
reprodutivos foi estimada em 17% (MINEO et. al., 2006). No entanto, a prevaléncia da
neosporose bovina varia dependendo do pais, regido, e entre bovinos de corte e de leite.
Estas diferencas estdo predominantemente relacionadas aos diversos fatores de risco
(nimero de gestacdes, presenca e numero de cdes na fazenda, idade do gado, entre
outros), protegdo (nimero de oocistos ingeridos, etapa da gestagdo, resposta
imunologica, entre outros), € o tipo de teste soroldgico utilizado para determinar a
exposi¢ao ou infeccdo (GOODSWEN, KENNEDY e ELLIS, 2013).

Infecgdes subclinicas por N. caninum em caes também tém grande importancia
epidemiologica por serem os hospedeiros definitivos e poderem eliminar oocistos nas
fezes, contribuindo para a contaminagdo ambiental. Globalmente, destaca-se que ha
uma maior soroprevaléncia em caes de area rural (20% a 97%) que de area urbana (7%
a 26%), sugerindo que caes que vivem em ambientes rurais sofrem maior exposi¢do ao
parasito e ressaltando a importante associa¢do epidemioldgica entre bovinos e caes, ja
que eles podem ter contato com placentas e fetos abortados de bovinos (PATITUCCI et
al., 2001; ANTONY e WILLIAMSON, 2003; FERNANDES et al., 2004; LASRI et al.,
2004; KING et al., 2012).

As perdas médias estimadas devido aos abortos induzidos por N. caninum ¢ de 1

bilhdo de dodlares, possivelmente chegue a 2-4 bilhdes de dolares por ano em apenas 10
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paises (que representam as maiores industrias de gado no mundo), o que significa
aproximadamente dois tercos dos prejuizos nas industrias de laticinios € mais de um
terco nas de carne (REICHEL et al., 2013). Estima-se que neosporose custa a industria
de laticinios nos Estados Unidos 546 milhdes de dolares e na industria de carne 111
milhdes de dolares por ano (McALLISTER, 2016). E no Brasil, aproximadamente 51,3
milhdes de dolares e 101,0 milhdes ddlares por ano na industria de laticinios e carne,
respectivamente (REICHEL et al., 2013).

O impacto econdmico de tal magnitude sugere que uma vacina seria a melhor
alternativa custo-efetiva para controlar a infec¢do. Pois, ao contrario de tratamentos com
farmacos, vacinas ndo deixam residuos de longa duragdo em carne ou leite. A primeira
vacina comercial, chamada NeoGuard™, foi retirada do mercado por ter uma baixa
eficacia em ensaios de campo. Atualmente, ndo existe nenhuma vacina comercialmente

disponivel para a neosporose (GOODSWEN et al., 2015).
1.2 Interacio parasito-hospedeiro

1.2.1 Ciclo litico
A invasao e lise celular sdo os principais eventos na patogénese da infecgao por

N. caninum, os quais envolvem processos complexos e muito semelhantes entre os
parasitos do filo Apicomplexa, por apresentarem uma maquinaria dedicada em seus
complexos apicais, 0s quais sa30 compostos por micronemas, roptrias e granulos densos,
utilizados pelos parasitos durante a adesdo e invasao de células hospedeiras (BUXTON,
MCcALLISTER e DUBEY, 2002; LI et al., 2015). A invasao celular, dessa forma, ¢ um
mecanismo dindmico com a participagdo ativa do parasito, € pode ser resumida em trés
etapas (Figura 3):

A primeira etapa ¢ caracterizada pela adesdo inicial do parasito a célula
hospedeira com orientacdo aleatoria do parasito, envolvendo antigenos de superficie
imunodominantes (SAG). Ap0s a adesdo inicial, os parasitos posicionam a extremidade
anterior para a extrusdo do condide, seguida por invaginacdo da membrana da célula
hospedeira para formar o vactolo parasitoforo (VP), onde varias proteinas de
micronemas (MIC) sdo secretadas e funcionam como adesinas, sendo responsaveis pela
espessa zona de adesdo de modo irreversivel. Em sequéncia, inicia-se o movimento de
invasao celular, que o forga para dentro do VP (LI et al., 2015). A membrana plasmatica
da célula hospedeira ¢ usada para formar a membrana do vactolo parasitéforo (MVP),

resultando em wum vacuolo que ndo se funde com lisossomos (BUXTON,
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McALLISTER e DUBEY, 2002; KELLER et al, 2002). A segunda etapa ¢
caracterizada pela secre¢do de proteinas de roptrias (ROP), que sdo liberadas dentro do
VP e estendem a MVP para induzir a associagdo com organelas do hospedeiro, de modo
que mitocondrias e reticulo endoplasmatico posicionam-se de forma adjacente ao VP
(BUXTON, McALLISTER e DUBEY, 2002). Na ultima etapa, proteinas de granulos
densos (GRA) modificam a MVP e contribuem para a remodelacdo ¢ maturagdo do
vacuolo parasitoforo, com a formagdo de uma rede de membrana intravacuolar
metabolicamente ativa para o crescimento e sobrevivéncia do parasito (BUXTON,
MCcALLISTER e DUBEY, 2002).

Os taquizoitos dentro do VP proliferam por endodiogenia, produzindo novas
geragOes de parasitos em poucas horas apds a infec¢do e, subsequentemente, ha lise da
célula hospedeira e liberagdo dos taquizoitos que ficam livres para infectar uma
variedade de tecidos e tipos celulares (HEMPHILL, VONLAUFEN e
NAGULESWARAN, 2006).

Figura 3 - Processo de invasdo celular de uma taquizoito de Neospora caninum. (a) adesdo; (b) invasao;
(c) penetragdo; (d) estabelecimento do vactiolo parasitéforo; (A) anel apical; (C) conoide; (D) granulo
denso; (M) micronema; (nucleo); (P) anel polar; (R) roptria.

Fonte: Buxton (2002).
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1.2.2 Mecanismos da resposta imune protetora induzida por N. caninum

A resposta imune do hospedeiro induzida pela infec¢ao por N. caninum tem sido
estudada utilizando principalmente modelos experimentais, sendo os murinos as
espécies de predilegio (HEMPHILL, AGUADO-MARTINEZ E MULLER, 2015). A
imunidade ¢ similar a outros parasitos intracelulares, cujo a imunidade mediada por
células desempenha um papel crucial no hospedeiro, por meio da reducao da replicagao
de N. caninum (INNES et al., 2002). Estudos in vivo demonstraram que camundongos
deficientes para a interleucina 12 (IL-12) ou interferon gama (IFN-y) sdo incapazes de
resistir a infeccdo com N. caninum (INNES et al., 2002). Dessa forma, em concordancia
com o observado para outros patdgenos intracelulares, os dados indicam que a
imunidade protetora do hospedeiro induzida pela infeccdo por N. caninum ¢ tipicamente
mediada por um padrdo de resposta imune do tipo Thl, que envolve a producao de IFN-
v, IL-12 e fator de necrose tumoral (TNF), juntamente com a produgao de 6xido nitrico
(NO) (DONAHOE et al., 2015; HECKER et al., 2015).

Durante a fase aguda da infec¢do, macréfagos e células dendriticas (DCs)
produzem e secretam altos niveis de IL-12 e TNF-a em resposta a antigenos produzidos
por taquizoitos. A citocina IL-12 estimula as células NK a produzirem e secretarem
altos niveis de IFN-y, bem como induz a diferenciacio de células T CD4 na
subpopulagdo Thl produtora de IL-12 e IFN-y, que sdo citocinas criticas para a
sobrevivéncia do hospedeiro (ALIBERTI, 2005; DONAHOE et al., 2015; HECKER et
al., 2015). Esta resposta pré-inflamatéria, apesar de ser essencial para restringir a
replicagdo do parasito e consequente colonizagdo tecidual, pode atuar de forma
deletéria, afetando a integridade fisiologica da placenta e, por consequéncia, induzindo
o aborto ou ma-formagdo fetal (MINEO et al., 2009; MUNOZ, LIESENFELD e
HEIMESAAT, 2011; MONNEY e HEMPHILL, 2014; HECKER et al., 2015). A
imunomodulacdo do hospedeiro que ocorre durante a gestagdo, favorece o perfil de
resposta mediada por células Th2/ T regulatorias, que viabilizam a manutencdo da
gestagdo, mas que pode resultar numa falha para controlar a infec¢do por N. caninum. A
concomitancia entre a gestacdo, caracterizada imunologicamente pelo aumentado da
producao das citocinas IL-4 e IL-10, associada a infe¢des agudas ou cronicas por M.
caninum, leva a uma replicacdo descontrolada do parasito, seguidos de efeitos deletérios
para o feto (MONNEY ¢ HEMPHILL, 2014; DONAHOE et al., 2015; HECKER et al.,

2015). Assim, uma resposta imune de perfil misto parece ser crucial no controle da
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infec¢do e na manutencio da gestagio (AGUADO-MARTINEZ et al., 2016), tornando
o balanco da resposta imune especifica contra N. caninum durante a gestacdo um grande
desafio.

Células T CD8" também sdo diferenciadas durante a infec¢io e contribuem
significativamente para controlar a replicacdo parasitaria, por meio de lise de células
infectadas e ativacao de macréfagos dependente de IFN-y. As células lisadas por células
T CD8+ liberam taquizoitos para o meio extracelular, os tornando acessiveis a outros
mecanismos imunolégicos (ABE et al., 2014; HEMPHILL et al., 2006; DONAHOE et
al., 2015; HECKER et al., 2015).

1.2.3 Resposta imune inata a Neospora caninum

A imunidade inata desempenha um papel importante na protecdo e na
patogénese da infeccao por protozoarios. Pois, além de ter um papel na primeira linha
de acdo contra agentes patogénicos, ¢ um pré-requisito para inducdo da imunidade
adaptativa, particularmente para a indu¢do de uma resposta de perfil Thl (AKIRA &
TAKEDA, 2004). As células apresentadoras de antigeno (APCs), tais como, as células
dendriticas (DCs) e os macrofagos (M@s) possuem um papel chave em diversos
processos bioldgicos, tais como a apresentacdo e processamento de antigeno, producao
de citocina, expressao de moléculas co-estimulatdrias, indu¢do de morte microbiana,
eliminacao de células apoptoticas, dentre outros (MARIM et al., 2010; DION, et al.,
2011; ABE et al.,, 2015). Dessa forma, estas células possuem um papel chave na
inducdo da ativacdo de células NK e células TCD4" (DION, et al., 2011; ABE et al.,
2015).

O reconhecimento imune intato ¢ realizado por familias de receptores de
reconhecimento padrdo (PRRs). Estes PRRs comumente reconhecem estruturas
conservadas, chamadas padrdoes moleculares associados a patdogeno (PAMP) ou padroes
moleculares associados ao dano (DAMP) de estruturas microbianas, derivadas do
proprio organismo, ou de fatores ambientais, induzindo uma resposta imune inata
(AKIRA e TAKEDA, 2004; PATRA E CHOI, 2016; KIM, SHIN ¢ NAHM, 2016). Ao
detectar um PAMP ou DAMP, os PRRs desencadeam uma cascata de sinalizacdo que
ativa as respostas antimicrobianas inatas. Estes sinais induzem também a ativagdo de
células B e T, unindo assim a resposta imune inata e adaptativa (PATRA e CHOI,
2016). Diversos PRRs foram identificados desde a descoberta dos receptores toll-like

(TLRs). Com base nas diferencas genéticas e funcionais, PRRs sdo classificados
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atualmente em cinco familias: os TLRs (7oll-Like Receptors), os NLRs (NOD-Like
Receptors), RLRs (RIG-1-Like Receptors), os CRLs (C-type lectin receptors), € 0s
ALRSs (AIM-like receptors) (KIM et al., 2016).

Uma das principais familias de PRRs sdo os TLRs. Os TLRs sdo proteinas
transmembrana localizados na superficie da célula (TLR1, TLR2, TLR4, TLRS e TLR6)
ou no interior dos endossomos (TLR3, TLR7, TLR8, TLRY, TLR11, TJIR12 e TLR13),
em grande parte expressos em APCs (DE NARDO, 2015). Atualmente, foram
identificados, 10 e 13 membros TLR em humanos e camundongos, respectivamente. Os
TLRs sao membros de uma superfamilia que inclui os receptores de interleucina - 1 (IL-
IR), o qual possuem uma cauda citoplasmatica com aproximadamente 200 aminoacidos
conservados, denominado como dominio TIR. No entanto, a regido extracelular se
difere, pois nessa regido os TLRs contém motifs com repeti¢des ricas em leucina (LRR),
enquanto que a regido extracelular dos IL-1R contém trés dominios semelhantes a
imunoglobulina (Figura 4) (AKIRA & TAKEDA, 2004). Os TLRs sdo capazes de
reconhecer moléculas derivadas de varias classes de patogenos, incluindo membros do
filo Apicomplexa, e consequentemente desencadear uma cascata de sinalizacdo
culminando na producdo de citocinas, quimiocinas, Oxido nitrico, peptideos
antimicrobianos e moléculas co-estimulatorias (DENKERS e BUTCHER, 2005;
TAYLOR et al., 2005; MINEO et al., 2010; MURRAY ¢ WYNN, 2011).

A transducdo de sinal via TLRs ocorre através de proteinas adaptadoras
contendo dominio amino terminal TIR, tais como MyDS88 (myeloid differentiation
primary response gene 88), TIRAP (TIR-containing adaptor protein, também conhecida
como MAL [MyDS88-adaptor-like]), TRIF (TIR-containing adaptor- inducing IFN
[interferon]-f) € TRAM (TRIF-related adaptor molecule) que resulta no recrutamento
de proteinas da familia IRAK e TRAF, gerando a ativagdo de MAPK (mitogen-
activated protein kinases) e fatores de transcri¢do, tais como NF-«xB (fator nuclear kB) e
IRFs (fatores reguladores de Interferon), os quais redundam na produgdo de citocinas
inflamatérias (KAWAI e AKIRA, 2007; KAWAI e AKIRA, 2011). A via de sinalizagao
que parece ser dividida por todos os membros da familia Toll e IL-1R inclui alguns
componentes essenciais, como a proteina adaptadora MyD88, proteina quinase IRAK e

outra proteina adaptadora TRAF6 (MEDZHITOV, 2001).
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Figura 4 - Representacdo esquematica da estrutura dos receptores TLR e IL-1R
Fonte: Adaptado de Akira and Takeda (2004).

O primeiro estudo avaliando TLRs e as vias dependentes de MyD88 na infecg¢ao
por N. caninum foi realizado por Mineo et al. (2009). Os autores demonstraram que
camundongos geneticamente deficientes em MyD88 e infectados por N. caninum
apresentaram uma reducdo significativa na sintese de IL-12 e IFN-y, o que resulta em
aumento da mortalidade (MINEO et al., 2009). Posteriormente, Mineo et al. (2010)
demonstraram que TLR2, de modo dependente de MyD88, ¢ crucial para a ativacdo de
DCs, inducao de uma resposta adequada de células Thl e producdo de anticorpos
durante a infec¢do por N. caninum, que estdo diretamente associados com a redugdo da
carga parasitaria durante as fases aguda e cronica da infeccao (MINEO et al., 2010).
Vias de ativacdo de TLR independentes de MyD88, como a via TLR3 dependente de
TRIF, sao também importantes para ativagcao da resposta imune contra N. caninum, pois
sdao potentes indutores de interferon tipo I (BEITING et al., 2014). Outro receptor que
regula a resposta imune inata do hospedeiro ap6s infeccao por N. caninum € o receptor
de quimiocina cisteina-cisteina 5 (CCRS). A literatura vigente demonstra que a
migracao e a ativagdo de células imunes através do receptor CCR5 ocorre durante a fase
aguda da infec¢do por N. camninum, através da interacdo entre ciclofilina e CCRS5
(MINEO et al., 2010; ABE et al., 2015).

Os NLRs também tém emergido como importantes componentes do sistema
imune inato para reconhecimente e eliminagdo de parasitos intracelulares. Os NLRs sdo
receptores citoplasmaticos que se ligam a componentes dos patogenos, das células

hospedeiras e fontes ambientais (KIM, SHIN e NAHM, 2016). Esess receptores sao

25



expressos em cé¢lulas imunes, como linfocitos e APCs, e podem também ser expressos
em células ndo imunes, tais como células epitelias e mesoteliais (CHEN et al., 2009).
As proteinas NLR apresentam uma estrutura composta por trés dominios: um dominio
NOD (Nucleotide-binding Oligomerization Domain, NACHT: NAIP, CIITA, HET-E, e
TP-2), responsavel pela atividade dNTPase e oligomerizacao do receptor; um dominio
amino-terminal distinto, o qual desencadeia a funcao efetora do receptor por interagao
com outras proteinas; ¢ um dominio carboxi-terminal LRR que, assim como nos TLRs,
estdo envolvidos na ligacdo e no reconhecimento da molécula antigénica (KIM et al.,
2016). Ha quatro dominios amino terminais conhecidos, que sdo usados para classificar
os NLRs em quatro sub-familias e dentro dessas sub-familias existem um ou mais
membros: NLRA (CIITA); NLRB (NAIP); NLRC (NODI1, NLRC4, NOD2, NLRC3,
NLRCS5, NLRX1); e NLRP (NLRP1-10) (Figura 5). Quando ativados os NLRs podem
desempenhar véarias funcdes, como reguladores das vias de sinalizacdo ou inflamagao;
formacao do complexo inflamassoma; e ativagcdo de fatores de transcricao (KIM et al.,

2016; GURUNG e KANNEGANT]I 2016).
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Figura 5 - Representagdo esquematica da classificacdo e da estrutura dos receptores NLRs.
Fonte: Adaptado de Kim et al. (2016).

Os primeiros receptores NLRs reportados como receptores intracelulares
microbianos foram NODI e NOD2 (GIRARDIN et al., 2003a; GIRARDIN et al.,
2003b), sendo seus ligantes componentes de peptideoglicanos presentes em bactérias,
denomiados D-y-glutamil-meso-DAP (mDAP), e muramil-dipeptideo (MDP),
respectivamente (OGURA et al, 2000; MCDONALD, INOHARA e NUNEZ, 2005). A
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ativacdo de NOD1 e NOD2 ativam NF-kB e MAPKs, através da oligomerizagdo e
recrutamento da proteina RIP2 (receptor-interacting protein 2) , que resulta na ativacao
do complexo kinase IkB, e sintese de citocinas e quimiocinas pro-inflamatorias
(HAYDEN e GHOSH, 2004). Estudos também tem demonstrado o papel desses
receptores no controle de infecgdes por parasitos intracelulares, como 7. gondii ¢ N.
caninum. Os resultados sugerem que NOD2 ¢ parte integrante das vias alternativas que
cooperam com os TLRs para a inducao de mecanismos de controle da infecg¢do por estes
protozoarios, contudo gerando uma inflamagdo exacerbada que pode redundar em um
quadro de imunopatologia (DUTRA et al., 2013; DAVOLI- FERREIRA et al., 2016).

Alguns NLRs, diferentemente de NOD1 e NOD2, estdo envolvidos tanto no
reconhecimento de moléculas microbianas, quanto no reconhecimento de fatores
endogenos liberados por células e tecidos lesados (BROZ e DIXIT, 2016). Este
reconhecimento faz com que as proteinas NLRs possam induzir a ativagdao do
inflamassoma, um complexo multimérico de proteinas que ¢ composto por caspases
inflamatdrias como, por exemplo, caspase-1 (LIMA-JUNIOR et al., 2013; KIM et al.,
2016). A ativagdo de caspase-1 resulta no processamento e maturacao de citocinas pro-
inflamatoérias, como IL-1P e IL-18, bem como morte celular inflamatoéria denominado
piroptose (KIM et al., 2016). O inflamassoma pode ser ativado por oito membros dos
NLRs (NLRP1, NLRP2, NLRP3, NLRP6, NLRP7, NLRP12, NLRC4 ¢ NAIP) ¢ AIM2
(absent in melanoma 2-like receptor, membro da familia das proteinas HIN200). O
reconhecimento dos ligantes resulta na oligomerizacdo e recrutamento da proteina
adaptadora, conhecida como ASC, que consiste em dois dominios: um PYD (pyrin
domain) e um CARD (caspase recruitment domain), que permitem que ative caspases
inflamatorias, especialmente caspase-1, que quando ativada conduz a clivagem de pro-
IL-1B e pro-IL-18 em citocinas biologicamente ativas (BROZ e DIXIT, 2016;
RATHINAM e FITZGERALD, 2016). No entanto, tém sido descritos inflamassomas
que ativam a caspase-1 de maneira independente de ASC, como o inflamassoma de
NLRC4 e NLRP1 (MARIATHASAN e MONACK, 2007; OGURA, SUTTERWALA e
FLAVELL, 2006; HSU et al., 2008).

NLRs, tais como NLRP1, NLRP3, NLRC4 e AIM2 constituem os os
inflamassomas candnicos mais bem caracterizados. Entre estes, NLRP3 é o mais
intensamente investigado, sendo ativado por diversos ligantes derivados do hospedeiro e
do patogeno. NLRC4 ¢ ativado por componentes bacterianos de secrecdo (T3SS) e

flagelina; A toxina antraz agoniza NLRP1b e AIM2 ¢ ativado por dsDNA bacteriano ou
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viral presente no citosol. Estudos recentes mostram o papel dos inflamassomas de
NLRP6 e NLRP12 em processos infecciosos, porém os mecanismos envolvidos ainda
sdo pouco conhecidos (VANAJA, RATHINAM e FITZGERALD, 2015).
Adicionalmente, foi reportado uma nova forma de ativacdo ndo-candnica do
inflamassoma envolvendo uma protease similar a caspase-1, denominada caspase-11 em
células de camundongos, e caspase-4 e caspase-5 em células humanas, que inciam sua
ativacdo em resposta ao estimulo por lipopolissacarideo (LPS) no citosol da célula
hospedeira. Apos a ativagdo, as caspases iniciam o processo de piroptose semelhante ao
da caspase-1, mas ndo clivam as citocinas pro-IL-1p e pro-IL-18. A secrecdo destas
citocinas €, no entanto, observada durante a ativacao destas caspases que desencadeiam
a montagem de NLRP3 (BROZ e DIXIT, 2016).

O inflamassoma foi reconhecido por seu papel fundamental na defesa do
hospedeiro contra patégenos, mas sua ativagdo desregulada esta relacionada com o
desenvolvimento de cancer, doengas auto-imunes, doencas metabdlicas ¢
neurodegenerativas. Dessa forma, a ativagdo do inflamassoma e o seu controle € crucial
para resposta imune anti-microbiana e inflamatorias, evitando danos no tecido (BROZ e
DIXIT, 2016). A ativagdo do inflamassoma tem sido amplamente reportada em resposta
a bactérias patogé€nicas e recentemente tem se destacado por desempenhar um papel
importante na resposta imune do hospedeiro frente as infecgdes por protozodarios
intracelulares (ZAMBONI e LIMA-JUNIOR, 2015; STEWART e COOKSON, 2016).

A ativacdo de caspase-1 em macréfagos por diferentes espécies de Leishmania,
Trypanosoma cruzi € T. gondii foi demonstrado ser dependente de NLRP3 e ASC, que
culmina na secre¢ao de IL-1p ativa, que ¢ responsdvel por regular a producdo de NO
mediado por IL-1R e MyD88, sendo esta via importante na restricdo da replicagdo do
parasito (SILVA et al., 2013; LIMA-JUNIOR et al., 2013; GORFU et al., 2014). Para o
parasito apicomplexa Plasmodium, também ha indu¢do da produgdo de mediadores pro-
inflamatoérios, como IL-1f ativa, num processo dependente de ASC, NLRP3, e caspase-
1 (SHIO et al.,, 2009; DOSTERT et al., 2009). Porém, o papel deste processo na
protecdo frente a malaria experimental ¢ controverso. Camundongos deficientes em
NLRP3 e IL-1B sobrevivem por mais tempo a infec¢do por P. chabaudi, uma vez que a
ativacdo de NLRP3 contribui para o desenvolvimento da malaria cerebral (GRIFFITH
et al., 2009). Em contrapartida, outros estudos nao corroboram com o papel de NLRP3
no desenvolvimento dos quadros clinicos decorrentes da infecgdo. Estes estudos

indicam que P. berghei ¢ capaz de desencadear a ativagdo de NLRP3, mas a sinalizagdo
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pelo inflamassoma e IL - 1R nao desempenham algum papel na imunopatologia da

malaria cerebral em modelo murino (ZAMBONI e LIMA-JUNIOR, 2015).

1.3 Fatores de viruléncia de Toxoplasma gondii e o seu papel na resposta imune do

hospedeiro

N. caninum divide muitas caracteristicas morfologicas e biologicas com 7.
gondii. Contudo, algumas diferencas crucias contribuem para distinguir os dois
parasitos, seja em relacao a sua gama de hospedeiros naturais, antigenicidade, fatores de
viruléncia e patogénese. As diferencas entre ambos parasitos também tém sido
abordadas por meio de andlises comparativas de genomas e transcriptomas (REID et al.,
2012; DONAHOE et al., 2015; KRISHNA et al., 2015).

As roptrias e granulos densos tém sido descritos por possuirem uma variedade
de proteinas efetoras em 7. gondii que sdo secretadas e excretadas na célula hospedeira
durante o processo de invasao e replicagcdo, induzindo um impacto direto sobre as vias
de sinalizacdo do sistema imune do hospedeiro (DLUGONSKA, 2008). As ROPs,
secretadas no citosol para sequestrar fungdes da célula hospedeira, incluem enzimas
como quinases ¢ fosfatases. Dentre estas, ROPS5, ROP18 ¢ ROP17 sdo pseudoquinases
/quinases que desativam mecanimos efetores da imunidade inata como os genes
relacionados a imunidade relacionada-GTPases (IRGs), que agem na MVP para romper
0 que o parasito estabeleceu como um nicho hospitaleiro (STEINFELDT et al., 2010;
LEI et al., 2014; ZHAO e YAP, 2014). No entanto, a fosforilagdo das IRGs por
ROP5/18/7 inativa-as, libertando-as a partir da membrana vacuolar e permitindo que o
parasito evada a resposta do hospedeiro (NIEDELMAN et al., 2012; ZHAO ¢ YAP,
2014; SHWAB et al., 2016). ROP16 ¢ outra proteina quinase secretada no citoplasma
da célula hospedeira por taquizoitos de cepas de 7. gondii do tipo I e III, e que transita
para o nucleo da célula. ROP16 induz a ativacdo de STATs (STAT-3 e STAT-6) e o
consequente bloqueio da producdo de IL-12 (BUTCHER et al., 2011; YUAN et al.,
2011; JENSEN et al., 2013; HAKIMI e BOUGDOUR, 2015). ROP9 também emerge
como uma possivel proteina efetora durante o processo infeccioso, por representar um
determinante de viruléncia de atuagdo ainda nao esclarecida. Sabe-se até o momento
que a proteina contém epitopos de células B e induz uma resposta imune mediada por
células TCD4" (REICHMANN et al., 2002; CHEN et al., 2014), contudo seus potenciais

efeitos em células da imunidade inata ainda ndo foram descritos.
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Apo6s a invasdo e a liberacdo das roptrias, inicia-se a secrecdo dos granulos
densos no espacgo vacuolar. Inicialmente, julgou-se que as fungdes das GRAs fossem
restritas a biogénese do vacuolo e maturacdo ou aquisicdo de nutrientes. A primeira
evidéncia que contradizia esta afirmag¢ado foi a demonstracao da atividade extra-vacuolar
de GRA15 expresso por cepas de 7. gondii do tipo 11, demonstrando a ativagdo direta da
proteina na subunidade p65 de NF-kB, elevando a produ¢ao de IL-12 (ROSOWSKI et
al., 2011; HAKIMI e BOUGDOUR, 2015), ou a ativacdo do inflamassoma via ASC em
monocitos humanos (GOV et al., 2013). Gradativamente, outras proteinas de granulos
densos foram ganhando destaque, como GRA6 que se mostrou como um ativador direto
do fator de transcrigdo NFAT4 (nuclear factor of activated T cells 4) contribuindo para
a indugdo de CXCL2 e consequente recrutamento de monocitos e neutrofilos para o
local da infec¢do, promovendo a disseminacdo do parasito (HAKIMI e BOUGDOUR,
2015). GRA16 que atravessa a MVP e acumula-se no nucleo da célula hospedeira,
modulando positivamente os genes envolvidos no metabolismo, ciclo celular,
biossintese de esterdides e aumentando os niveis de p53. Adicionalmente, linhagens
deficientes em GRA16 apresentam diminuicdo da viruléncia, indicando a importancia
destas alteracdes no desenvolvimento da patogénese (BOUGDOUR et al., 2013;
HAKIMI e BOUGDOUR, 2015). GRA24 ¢ outra proteina exportada que acumula no
nucleo da célula hospedeira, se ligando a MAPK p38a induzindo a producdo de
citocinas pro-inflamatérias, como IL-12 (BRAUN et al.,, 2013; BOUGDOUR,
TARDIEUX e HAKIMI, 2014). GRA22 também estd envolvido nos mecanismos de
evasdo do parasito no VP (OKADA et al., 2013), GRA7 potencializa os efeitos de
ROP18 e ROPS sobre as IRGs por um mecanismo distinto, porém sinérgico
(ALAGANAN et al., 2014), ¢ GRAI17 atua sinergicamente com GRA23 na
permeabilidade e o acesso de pequenas moléculas e nutrientes através da MVP (GOLD

etal., 2015).

1.4 Desenvolvimento de ferramentas de manipulacio genética aplicados na
identificacio e caracterizacdo de possiveis fatores de viruléncia

Parasitos geneticamente modificados tem sido desenvolvidos para melhor
entender o papel de proteinas alvo na diversidade das respostas imune do hospedeiro. E
assim, proporcionar uma nova visao sobre como o parasito modula a resposta imune do
hospedeiro e otimiza seu nicho intracelular (DUBREMETZ, 2007). A utiliza¢do da

técnica de recombinacdo homodloga ¢ um método poderoso capaz de fornecer
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informacodes conclusivas para avaliar a fungdo do gene (CAPECCHI, 2005, GAJ el al.,
2013; ANDENMATTEN et al., 2013). No entanto, a utilizacdo desta técnica tem sido
dificultada por varios fatores, incluindo a baixa eficiéncia da engenharia de construgdes,
a necessidade de uma selecao demorada e trabalhosa. Enquanto, uma nova abordagem
tem surgido, que permite manipular qualquer gene de uma variada gama de tipos de
células e organismos, que se baseia na edicdo do genoma utilizando uma endoclunease.
O sistema CRISPR-Cas surgiu recentemente como uma alternativa facil e eficiente para
induzir alteracdo no gene alvo (GAJ et al., 2013; SIDIK et al., 2014; SHEN et al.,
2014).

O sistema CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats)
¢ uma caracteristica do sistema imune dos genomas da maioria das bactérias e Archaea
e estdo envolvidos na resisténcia a bacteridfagos e plasmideos (BARRANGOU et al.,
2007). Recentemente, o sistema CRISPR/Cas9 foi adaptado para edi¢do do genoma em
uma variedade de organismos. A nuclease Cas9 (CRISPR associated protein 9)
promove a clivagem da sequéncia de interesse tornando esta disponivel para atuacao da
maquinaria de reparo da célula e assim, promover edicdo da por¢cdo de interesse
presente no genoma alvo. O sistema CRISPR/Cas9 tem se consolidado por ser uma
técnica rapida, com relativa facilidade de manipulagdo, baixo custo, e principalmente
com alta taxa de sucesso devido a sua alta sensibilidade para o reconhecimento de
sequéncias especificas presentes no DNA alvo de células, parasitos ou até mesmo em
modelos animais (GAJ et al., 2013; SIDIK et al., 2014; SHEN et al., 2014; ZHU et al.,
2014; SUNG et al.,, 2014; BEVERLEY, 2015; WANG et al., 2015; de KONING-
WARD, 2015). Portanto, parasitos geneticamente modificados tém sido desenvolvidos
utilizando a ferramenta molecular CRISPR/Cas9 para melhor entender o papel de
proteinas alvo na diversidade da resposta imune do hospedeiro, visto que mais estudos
sd0 necessarios para determinar o papel exato das proteinas secretadas e a sua funcao na

interacdo parasito-hospedeiro.
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2  JUSTIFICATIVA

O desenvolvimento de ferramentas moleculares tem sido aplicado como
estratégia para melhor compreender esse sistema de invasao/replicacdo do parasito e a
interacdo parasito-hospedeiro. Dessa maneira, parasitos geneticamente modificados tém
sido desenvolvidos para se explorar o papel de proteinas alvo na diversidade das
respostas imune do hospedeiro. E assim, proporcionar uma nova visdo sobre como o
protozoario em estudo sequestra a célula hospedeira e otimiza seu nicho intracelular.
Visto que, poucos estudos tém abordado a manipulacdo génica em N. caninum, o
presente estudo propos desenvolver ferramentas biotecnoldgicas para utilizagdo de M.
caninum como um sistema heterdlogo, e assim proporcionar com maior facilidade a
manipulagdo molecular e a disponibilidade de ferramentas genéticas avangadas que
permitem servir como um organismo modelo para estudo de outros parasitos
Apicomplexa. Por conseguinte, a manipulacdo do genoma do patogéno ¢ o caminho
mais direto para se entender as fungdes de genes especificos no desenvolvimento do
parasito e da sua patogénese. Portanto, foi também utilizado e aprimorado a técnica
CRISPR-Cas9 para deplecao génica em Neospora para um estudo aprofundado da
interacao N. caninum-hospedeiro. Mediante a disponibilidade destes insumos, seremos
capazes de avancar no conhecimento comparativo sobre os mecanismos de viruléncia e
inducdo de laténcia deste parasito, bem como compard-lo com outros parasitos do filo
apicomplexa, por exemplo com 7. gondii, aprimorarando o conhecimento na biologia
do parasito e a relagdo parasito-hospedeiro e, consequentemente, contribuir para o
avango de protocolos profilaticos e terapéuticos direcionados as doengas decorrentes
destas infecgoes.

Além disso, o desenvolvimento de métodos novos e acessiveis para
sequenciamento do genoma e transcriptoma tem resultado numa riqueza de informacdes
apresentando um novo desafio de converter esta enorme quantidade de dados em
conhecimento funcional e clinicamente relevante. Central para este problema ¢ a
necessidade de métodos eficazes e confiaveis que permitem determinar como genotipo
influéncia no fenotipo. Portanto, a modificagdo génica ¢ uma ferramenta importante

para complementar as informagdes obtidas por genomas e transcriptomas.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Utilizar a tecnologia de edicdo gendmica para produzir taquizoitos de Neospora
caninum geneticamente modificados por dele¢dao ou inser¢ao de genes de interesse, com

a intengdo de se mapear o mecanismo de ativagao do inflamassoma.

3.2 Objetivos especificos

A. Modificar geneticamente N. caninum por deplecao da roptria Rop9 através da técnica

CRISPR-Cas9 padronizada para edi¢gdo gendmica em Neospora,

B. Desenvolver plasmideos direcionados a promotores génicos especificos de N.
caninum com marcadores fluorescentes e tags de expressdo em genes de interesse,
facilitando a identificacdo e a caracterizacdo das interagdes com os alvos antigénicos

observados;

C. Construir taquizoitos de N. caninum geneticamente modificados, expressando
proteinas de 7. gondii, com a intencdo de se obter uma plataforma de observacao para

fatores diferenciais de viruléncia;

D. Avaliar o fenotipo induzido pelas diferentes linhagens transgénicas de N. caninum

na cé¢lula hospedeira;

E. Avaliar se a infec¢do por N. caninum ¢ capaz de induzir a ativacdo do inflamassoma

em macrofagos;

F. Determinar a via responsavel pela ativacdo do inflamassoma em resposta a infec¢ao

por N. caninum;

G. Verificar a capacidade de diferentes cepas de 7. gondii € N. caninum em ativar o

inflamassoma;

H. Avaliar a funcao do fator de viruléncia Rop16 de 7. gondii da cepa tipo I na ativacao

do inflamassoma.

35



WMaterial e Wetudos




4 MATERIAL E METODOS

4.1 Cultura de células

Célula HeLa (CCL-2, ATCC) e fibroblastos CCD-1079Sk (CRL-2097, ATCC)
ou HFF (SCRC-1041, ATCC) foram obtidos do Laboratorio de Imunoparasitologia
Mirio Endsfeldz Camargo, da Universidade Federal de Uberlandia (UFU) e do
Laboratorio Peter Bradley, da Universidade da Califérnia, Los Angeles (UCLA) e
cultivados em garrafas de cultura de tecidos de 25 cm” até atingirem a confluéncia. As
c€lulas foram cultivadas em meio RPMI 1640 (Gibco, Paisley, Inglaterra) suplementado
com 25 mM HEPES (Gibco), 100 U/mL penicilina (Gibco), 100 pg/mL estreptomicina
(Gibco), 2 mM L-glutamina (Sigma Chemical Co., St. Louis, EUA), 3 mM bicarbonato
de sodio (Sigma) e 10% de soro fetal bovino (SFB) (Cultilab, Campinas, Brasil) em

atmosfera de 5% CO; a 37°C até atingirem a confluéncia.

4.2 Cultura de parasitos

Linhagens parentais e geneticamente modificadas de 7. gondii e N. caninum
foram mantidas por passagens seriadas em monocamadas confluentes de HelLa como
descrito anteriormente (RIBEIRO et al., 2009) e utilizados para experimentos in vivo e
in vitro. Resumidamente, as células foram infectadas com taquizoitos de N. caninum ou
T. gondii e mantidos por passagens seriadas em meio RPMI suplementado com 2 mM
de L-glutamina, 100 U/mL de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina e 2% de SFB, a
37°C em atmosfera e 5% de CO,, a cada 48-72 horas. Os parasitos livres foram
coletados e parcialmente purificados por passagens for¢adas através de agulha 13 x 4
mm e centrifugagio rapida (45 x g, 1 minuto, 4°C) para remover restos celulares. O
sobrenadante foi coletado e centrifugado (1000 x g, 10 minutos, 4°C). O sedimento final
da suspensdo parasitaria foi ressuspendido em RPMI e os parasitos foram contados em
camara de Neubauer, utilizando o corante de exclusdo vital azul de Tripan a 0,4%

(Sigma Chemical Co., St. Louis, EUA).

4.3 Extracdo do DNA genémico de N. caninum e T. gondii

A extracio de DNA foi realizada a partir de 10’ taquizoitos de N. caninum ou T,
gondii utilizando o kit de purificagio de DNA gendmico (Wizard®, Promega Co.,

Madison, EUA), segundo protocolo recomendado pelo fabricante. A concentracdo de
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DNA extraido foi determinada em espectrofotometro UV (260 nm) e o material extraido

foi armazenado a -20 °C.

4.4 Reacao em cadeia de polimerase (PCR)

Para as reacdes em cadeia de polimerase, diferentes enzimas foram utilizadas
(Taq e PFU polimerase), mantendo-se as concentragdes dos reagentes: 10x tampao para
Taq/PFU polimerase; 200 uM de dNTP Mix; 2 pmol de cada primer; 2,5 U da enzima
Taq/PFU polimerase. As reagdes foram realizadas em termociclador (MasterCycler,
Eppendorf), iniciando-se com pré-desnaturagdo a 95°C por 5 minutos, seguida por 30
ciclos de: desnaturagio a 95°C por 30 segundos; anelamento com temperatura adequada
aos primers (ver Anexo I) por 30 segundos; e extensido a 72°C com tempo adequado ao
tamanho do fragamento de DNA. Uma extensao final foi adicionada apds a finalizagdo

dos 30 ciclos, a 72°C por 10 minutos.

4.5 Eletroforese em gel de agarose

Géis de agarose (1%) foram preparados em tampao TAE (0,04 M Tris acetato, 1
mM EDTA em pH 8,3) contendo 0,5 pg/mL de brometo de etideo. As eletroforeses
foram realizadas em tampao TAE, usando voltagem constante de 100 V e amperagem
livre. As amostras foram diluidas seis vezes em tampao de corrida Orange DNA
Loading Dye (Fermentas) e foram utilizados o marcador molecular (5 pL/poco)
GeneRuler 1kb DNA Ladder (Thermo Scientific). As fotografias dos géis de agarose
foram obtidas no aparelho ChemiDoc MP Systems (BioRad).

4.6 Purificacdo do fragmento de DNA em gel de agarose

A purificacdo de DNA no gel de agarose foi realizado utilizando o kit de
extracdo de gel (Thermo Fisher Scientific), segundo protocolo recomendado pelo
fabricante. O procedimento consistiu em excisar o fragmento de um gel de agarose
pesando e adicionanido o volume em pL equivalente a massa em mg do tampao de
captura, incubado por 10 minutos a 50°C e homogeneizado em vortex a cada 2 minutos
até o gel ndo ser mais visivel na mistura. O gel solubilizado foi pipetado sobre uma
coluna spin acondicionada em tubo de 1,5 mL e centrifugado (10000 x g, 1 minuto), o
volume eluido foi descartado e adicionado 700uL de tampao de lavagem na coluna. A
amostra foi centrifugada (10000 x g, 1 minuto, 4°C), descartando o filtrado e mantendo

a coluna sobre o mesmo tubo, centrifugado novamente para retirada do tampao residual.
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A coluna foi colocada sobre um novo tubo de 1,5 ml e adicionado 30 puL de tampao de
eluicdo, centrifugado a 10000 x g por 1 minuto, obtendo-se o material genético e

armazenado a -20 °C.

4.7 Ligacao do fragmento de DNA (inserto) ao plasmideo

Fragmentos de DNA, obtidos de produtos de PCR purificados foram ligados a
plasmideos de clonagem (pJET1.2/blunt), plasmideos de expressdo (pNeoGra7-HA-
HPT e pNeoRopl13-HA) ou plasmideo para dele¢ao (pU6-Universal). Para ligacdo ao
plasmideo pJET1.2/blunt, foi utilizado o kit CloneJET PCR Cloning (Thermo Fisher
Scientific), seguindo orientacdes do fabricante. A reacdo de ligagdo foi incubada a
temperatura ambiente por 1 hora, e depois utilizada para a transformacdo de células
eletrocompetentes TOP10.

A reagdo para ligagao de fragmentos aos plasmideos de expressao ou delecao foi
realizada com a enzima T4 DNA Ligase (BioLabs) em tampao para T4 DNA Ligase. A
reagdo foi incubada a 16°C por 24 horas e realizado a transformagio em células de E.

coli eletrocompetentes TOP10.

4.8 Preparo das células competentes

Cepas de Escherichia coli TOP10 foram plaqueadas em agar Luria- Bertani (LB:
1% triptona, 0,5% extrato de levedura, 1% NaCl, 1,5% agar em pH 7,0) a 37 °C por 18
horas. Uma colonia desta placa foi repicada em 50 mL de meio LB e incubada a 37 °C
por 18 horas, sob agita¢do a 250 rpm. Apos incubacdo, foi adicionado mais 500 mL de
meio LB e incubado a 37 °C, sob agita¢do, até a densidade optica em 600 nm (OD600)
atingir entre 0,3 e 0,4. O contetido foi centrifugado (3000 x g, 4 °C, 10 minutos) € o
sobrenadante descartado. O pellet foi gentilmente ressuspendido em 20 mL do tampao 1
(RbCI 100 mM; MnCl, 50 mM, KOAc 30mM, CaCl, 10 mM, Glicerol 15% em pH 5,8)
e incubado por 15 minutos em gelo. Apds centrifugagdo (3000 x g, 4 °C, 10 minutos), o
pellet foi resuspendido em 6 mL do tampdo 2 (10 mM MOPS, 10 mM RbCl, 5 mM
CaCl,, 15% Glicerol em pH 6,5) e incubado por 30 minutos no gelo. Aliquotas de 50 uL.

foram realizadas usando nitrogénio liquido e armazedadas a -80 °C.

4.9 Transformacao de células competentes e selecido das colonias

Para a multiplicacdo e selecdo de plasmideos, cepas de E. coli competentes

TOP10 foram transformadas por choque térmico com o plasmideo previamente ligado
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ao fragmento de interesse. A solu¢do contendo o plasmideo ligado ao fragmento de
interesse (5 pl) foi adicionado em 50 pl de bactérias competentes € mantidas em gelo
por 10 minutos, posteriormente foi mantido a 42°C por 45 segundos. Em seguida foi
acrescentado 150 pL do meio de cultura SOC (Invitrogen) e incubado a 37°C por 1
hora, sob agitacao. Apos a incubagdo todo o conteudo foi plaqueado em meio de cultura
LB com ampicilina (100pug/mL, Sigma), e incubado a 37 °C por 18 horas. Coldnias
isoladas foram selecionadas e inoculadas em tubos com 5 ou 50 mL de meio LB liquido
e ampicilina (100pg/mL), por aproximadamente 18 horas. Os plasmideos foram

extraidos das suspensdes por minipreps.

4.10 Purificacido dos plasmideos (Miniprep)

Os plasmideos foram purificados pelo Kit GeneJET Plasmid Miniprep (Thermo
Fisher Scientific), conforme recomendacdes do fabricante. Resumidamente, a suspensdo
de bactérias transformadas foi transferida para um tubo e centrifugada a 10000 x g por
10 minutos. Apos centrifugacdo, foi adicionado ao pellet 250 pl do tampao de
ressuspensao e 250 ul do tampao de lise, e homogeneizado gentilmente por inversao,
incubado por 5 minutos a temperatura ambiente, neutralizado com 350 ul de tampao de
neutralizacdo e gentilmente homogeneizada at¢ a formacdo do precipitado. O
sobrenadante foi obtido por centrifugacao a 10000 x g por 10 minutos, transferido para
uma coluna de separacdo devidamente acondicionada em um tubo coletor, centrifugado
por 2 minutos a 10000 x g e descartado o liquido. As colunas foram lavadas com 500 pl
do tampao de lavagem, centrifugadas por 2 minutos a 10000 x g, e o processo repetido.
Apo6s descarte do tampao de lavagem, foi realizado uma nova centrifugacao (10000 x g,
2 minutos) para retirada de qualquer residuo do tampao de lavagem. As colunas foram
transferidas para novos tubos, e foi adidionado 50ul do tampao de eluigdo. Apos 10
minutos de incubacao a temperatura ambiente, a amostra foi centrifugada por 5 minutos
a 10000 x g. As colunas foram descartadas e o material eluido contendo o plasmideo

armazando a -20 °C.

4.11 Transfecciao estavel em N. caninum

Para transfec¢do os plasmideos foram concentrados e purificados com fenol-
cloroformio. Resumidamente, foi adicionado a amostra 400ul de fenol-cloroférmio
(Sigma) e mantido no vortex por 30 segundos. Apos centrifugacao (10000 x g, 5

minutos), foi transferido o sobrenadante para um novo tubo e adicionado 400ul de
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cloroférmio (Sigma), foi mantido no vortex por 30 segundos e centrigugado (10000 x g,
5 minutos). O sobrenadante foi transferido para um novo tubo e adicionado 40ul de 3M
NaOAc e 1200ul de etanol P.A. gelado. A amostra foi homogeneizada gentilmente por
inversao, centrifugada a 10000 x g por 10 minutos, ¢ o sobrenadante foi descartado e
acrescentado 1000 pl de etanol 70%. Posterior centrifugacdo, o sobrenadante foi
descartado e mantido a temperatura ambiente por 20 minutos para secagem e adicionado
30ul de agua estéril e memsurado no nanodrop.

Aproximadamente 1x10’ taquizoitos de N. caninum em 400 pl de tampdo de
eletroporacao Cytomix (120 mM KCI, 0,15 mM CaCl,, 10 mM KPOy [pH 7,6], 25 mM
HEPES, 2 mM EGTA [pH 7,6], 5SmM MgCl,) foram eletroporados com 75-100ug de
plasmideo sob 1,5 kV, 100W, 25uF (BioRad). A suspensao resultante foi incubada em
cultura de células HFF mantidas em garrafas de cultura 25cm®. Apos 18 horas de
incubacgdo foi adicionado a droga de selecao por 10 dias e realizado a clonagem em

placa de cultura de 96 pocos por dilui¢do limitante.

4.12 Obtencao e complementacio do gene HPT em NcLivAHPT

N. caninum da cepa Nc-Liverpool (NcLiv) depletado geneticamente para o
marcador de selecdo HPT (hypoxanthine-xanthine-guanine phosphoribosyl transferase)
foi gentilmente cedido pelo professor Dr. Peter J. Bradley da Universidade da Califonia,
Los Angeles (UCLA).

Para complementacio do HPT, foi primeiramente amplificado no vetor
pJET1.2/blunt (Thermo Scientific) e o plasmideo linearizado pela enzima de restri¢do
Eco-RV, e 100 ng DNA foi transfectado por eletroporagao em parasitos NcLivAHPT.
Os parasitos transfectados foram cultivadas em meio contendo 25 pg /mL &cido
micofenolico e 25 pg /mL de xantina (MX) por 10 dias. Os parasitos selecionados

foram clonados por dilui¢do limitante em placas de 96 pocos.

4.13 Deplecio génica por CRISP/Cas9

Para gerar o parasito N. caninum depletado geneticamente foi utilizado o vetor
pU6-Universal depositado na Addgene (ID n0.52694) (Figura 7A) (SIDIK et al., 2014).
Na tentativa de se se obter uma delecao eficiente da proteina alvo, foram realizadas
modificagdes no vetor pU6-Universal. A primeira modificacdo foi substituir a proteina
U6 de T. gondii (TgU6) do vetor pU6-Universal pela de N. caninum (NeoU6), como
promotor desse plasmideo direcionando o RNA guia (gRNA) (Figura 8A), a partir do
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NeoU6 sintetizado pela IDT (Integrated DNA Technologies) e a utilizagdo dos sitios de
restricao HindIII 3’ e Xbal 5°. A outra modifica¢ao foi a inser¢ao de Ku80 direcionado
por Gral de T. gondii no vetor pU6-Universal (Figura 9A).

A obtengdo do parasito N. caninum depletado geneticamente para Rop9
(NcLivARop9) foi obtido no plasmideo pU6-Universal modificado pela inser¢do de
Ku80. Todos os primers utilizados na construcdo dos plasmideos estdo listados em
Apéndice 1. O primer de Rop9 (P1/ P2, ver Apéndice 1) contendo 20 nucleotideos (nt)
foi inserido no vetor modificado entre os locais de restrigdo Bsal. Os parasitos foram
transfectados com o plasmideo CRISPR-Cas9 para Rop9 juntamente com amplicons de
HPT purificados (taxa 5:1) por eletroporacdo como descrito anteriormente. Parasitos
NcLivAHPT foram eletroporados e selecionados por 10 dias no meio contendo 25
ug/mL MX, e clonados por dilui¢ao limitante. Para confirmac¢do da delecdo adequada de

Rop9, os clones resultantes foram analisados por imunofluorescéncia e western blotting.

4.14 Geracao de parasitos NcLivAHPT expressando GFP e mCherry

As sequéncias de GFP (P3/ P4, ver Apéndice I) e mCherry (P5/P6, ver Apéndice
I) foram amplificadas por PCR utilizando os primers designados. O produto da PCR
resultante foi clonado no vetor de pJET1.2/blunt (ThermoFisher Scientific), clivado
pelas enzimas de restricdo Nsil 5' e Pacl 3', e expressas nos plasmideos pNeoGra7
(NCLIV_021640), pNeoRop13 (NCLIV_055850) e pNeoTubulina (NCLIV_039100)
desenvolvidos a partir da substituicdo do promotor Gral de 7. gondii pelos de N.
caninum por meio de enzimas de restricdo Sacl 5° e Nsil 3’. Estes vetores contem
marcadores de selecio HPT (Figura 12A e 12C). Os parasitos transformados foram
selecionados usando meio contendo 25 pg /mL de MX, e clonados por diluigdo
limitante em placas de 96 pocos. Para confirmar a expressao estavel das proteinas GFP
e mCherry, taquizoitos de parasitos transgénicos foram analisados por IFA e citometria
de fluxo por aproximadamente um ano. Para avaliar cistos fluorescente, camundongos
foram infectados por 30 dias e o cérebro coletado para triagem dos cistos fluorescentes.
Os cistos foram visualizados e fotografados no microscopio de fluorescéncia invertido

(EVOSHA], Thermo Scientific).
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4.15 Geracao de parasitos N. caninum expressando fatores de viruléncia de 7.
gondii

As construgdes para expressao de proteinas heterdlogas foram desenvolvidas
usando os plasmideos pNeoGra7-3xHA-HPT ou pNeoRop13-3xHA-HPT ou pTgGral-
3xHA-HPT. Resumidamente, proteinas de 7. gondii tipo Il como Gral5 (P7/ P8, ver
Apéndice I), e do tipo I como Rop16 (P9/ P10, ver Apéndice I) e Ropl18 (P11/ P12, ver
Apéndice 1) foram definidos por TGME49 275470, TGGT1 262730 e
TGGT1 205250, respectivamente, utilizando a base de dados de genoma de 7. gondii

www.Toxodb.org (versdo 6.0). Os genes foram clonados por PCR contendo sitios Nsil

5 ' e Notl 3'. Apds a amplificagdo no vetor pJET1.2/blunt, os alvos de interesse foram
fusionados nos plasmideos pNeoGra7-3xHA-HPT ou pNeoRopl3-3xHA-HPT ou
pTgGral-3xHA-HPT utilizando os mesmos sitios de restri¢do. Os plasmideos foram
linearizados através da digestdo pela enzima de restricdo Hind III, e 75 pg de DNA foi
transfectado por electroporacdo em parasitos NcLivAHPT. Os parasitos transformados
foram selecionados utilizando 25 pg /mL de MX, e posteriormente clonados por
diluicao limitante em placas de 96 pocos. Para confirmacdo da insercdo adequada dos
genes, os clones resultantes foram analisados por imunofluorescéncia (IFA) e western
blotting (WB).

Para determinar os ligantes das proteinas de interesse por BiolD (Proximity-
dependent biotin identification), o BirA*-3xHA (P13/ P14, ver Apéndice 1) foi clonado
por PCR contendo sitios Notl 5' e Pacl 3'. Apds a amplificagdo no vetor pJET1.2/blunt,
os alvos de interesse foram fusionados aos plasmideos pGra7-3xHA-HPT utilizando os
mesmos sitios de restri¢do desenvolvendo o plasmideo pGra7-BirA*-3xHA-HPT. Para
desenvolver os vetores pGra7-Gral5-BirA*-3xHA-HPT e pGra7-Gra24-3xBirA*-HA-
HPT, Gral5 ou Gra24 ([TGME49 230180], P15/ P16, ver Apéndice 1) foram clonados
por PCR contendo sitios Nsil 5 ' e Notl 3'. Apds a amplificacdo no vetor pJET1.2/blunt,
os alvos de interesse foram fusionados nos plasmideos utilizando os mesmos sitios de
restricao. 100 pg dos constructos foram linearizados pela enzima de restricao HindlII,
purificados e transfectados em parasitos NcLivAHPT. Os parasitos foram seleccionados
com meio contendo 25 pg /mL de MX, clonados por dilui¢do limitante, e triados através
de IFA ¢ WB. Um clone expressando a proteina de fusdo correta foi selecionado e
juntamente com a linhagem parental foram cultivados em meio contendo biotina
durante 48 h, anteriormente ao egresso do parasito, as proteinas biotiniladas foram

observadas por IFA e WB.
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4.16 Ensaio de crescimento competitivo

Taquizoitos parentais e geneticamente modificados foram misturados em
diferentes proporc¢oes e adicionados a monocamadas confluentes de fibroblastos CCD-
1079Sk ou HFF. Parasitos extracelulares foram utilizados para infectar novas
monocamadas para analise por imunofluorescéncia, sendo este processo repetido por até
cinco ou dez passagens. Anticorpos especificos para as proteinas de interesse ou tags
endogenos foram utilizados para distinguir os parasitos e determinar a taxa de

replicacdo in vitro.

4.17 Ensaio de placa

200 taquizoitos parentais e geneticamente modificados foram adicionados a
monocamadas confluentes de células CCD-1079Sk ou HFF em placas de seis pogos.
Todas as placas foram incubadas durante um total de oito dias a 37°C e 5% de COa.
Apo6s 8 dias de infecgdo, os pocos foram lavados com PBS e fixados com metanol P.A.
gelado (Sigma) por 3 minutos a temperatura ambiente, lavados novamente com PBS, e
corados com 0,5% cristal violeta. Em seguida, as amostras foram lavadas, e o nimero
de placas e o tamanho foi mensurado usando o microscopio (EVOSfl, Thermo

Scientific).

4.18 Imunofluorescéncia (IFA)

Taquizoitos parentais e geneticamente modificados foram utilizados para
infectar laminulas contendo HFF, durante 24 ou 48 horas. As laminulas foram
posteriormente fixadas em formaldeido-PBS a 3,7%, durante 15 minutos. As laminulas
foram lavadas em PBS, permeabilizadas e bloqueadas em solugdo contendo PBS/3% de
albumina de soro bovino (BSA) /0.2% Triton X-100, durante 30 minutos a temperatura
ambiente. As amostras foram entdo incubadas com anticorpo primario diluido em
PBS/BSA a 3%/0,2% de Triton X-100 durante 1 hora a temperatura ambiente. Apos
incubagdo, as amostras foram lavadas em PBS e incubadas com anticorpos secundarios
conjugados com Alexa 488 anti-coelho de cabra e/ou de cabra Alexa 594-anti-
camundongo, diluidos 1: 2000 em PBS/BSA a 3%. Apds lavagens adicionais, as
laminulas foram montadas em ladminas de microscopio com meio de montagem e a
fluorescéncia foi observada utilizando microscopio de luz invertida equipado com

sistema de fotodocumentacgdo (Z1 Axio Imager, Zeiss, Alemanha).

44



4.19 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Lisados de taquizoitos parentais e geneticamente modificados foram segregados
por SDS-PAGE. A concentragdo final de acrilamida no gel de separagdo foi de 12%,
consistindo de solugdo de 30% poliacrilamida e 0,8% bis-acrilamida, 0,375 M Tris-HCI
(pH 8.,8), 0,1% SDS, 2 mM 4cido etileno diamino tetra acético (EDTA), 0,125%
N,N,N,N-tetrametil etileno diamino (TEMED) e 0,125% persulfato de amonio (APS).
Apds o gel de separacdo ter completado sua polimerizacdo, foi acrescentado a
preparagdo o gel de empilhamento, contendo 0,125 M Tris-HCI (pH 6,8), 0,1% SDS, 2
mM EDTA, 0,125% TEMED, 0,125% APS ¢ acrilamida- bisacrilamida na concentragao
final de 5%.

Amostras das preparagdes testadas, bem como aliquotas de amostras de padrao
de peso molecular de referéncia (Thermo Scientific), foram diluidas separadamente em
tampao de amostra (0,1 mM Tris-HCI [pH 6,8], 4% SDS; 0,2% azul de bromofenol;
20% glicerol), e submetidas a aquecimento de 96 °C por 5 minutos, e aplicadas
individualmente, em volumes de 25 pl/pogo para as amostras e 5 uL/pogo para as
amostras de referéncia de peso molecular.

A eletroforese foi realizada sob corrente constante de 20 mA, por
aproximadamente uma hora, utilizando-se fonte Macrodrive 1 LKB (Amersham
Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden). Apos a migragdo eletroforética das preparagoes,

o gel foi corado com soluc¢do de azul de Coomassie ou realizado wetern blotting.

4.20 Western blotting (WB)

ApoOs a separagdo eletroforética como descrito acima, as proteinas foram
transferidas para membrana de nitrocelulose (0,45 pum, Millipore, Bedford, EUA),
utilizando sistema semi-imido de transferéncia (Multiphor Novablot II, Pharmacia-
LKB, Uppsala, Suécia) por 2 horas. O sucesso da transferéncia foi confirmado por
visualizacdo das fragdes do padrio de peso molecular sobre a membrana de
nitrocelulose por meio de coloragdo com solugao de Ponceau a 0,5%. A membrana foi
bloqueada com PBS-T contendo leite desnatado (PBS-TM) a 5% por 1 hora a
temperatura ambiente. Subseqiientemente, a membrana foi incubada com anticorpos
primarios diluidos em PBS-TM a 1% por 1 hora a temperatura ambiente sob agitacao
lenta. Apo0s seis ciclos de lavagens durante cinco minutos com PBS-T, a membrana foi
incubada com o anticorpo secundario marcado com peroxidase (HRP) diluido em PBS-

TM a 1% por 1 hora a temperatura ambiente.
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Apos novo ciclo de lavagens, a membrana foi revelada pela adicdo do substrato
e visualizada em sistema de captura de imagem ChemiDoc MP Sytems (BioRad). As
massas moleculares aparentes das bandas foram estimadas a partir do padrao de peso

molecular de referéncia.

4.21 Ensaio de captura por afinidade de proteinas biotiniladas

C¢lulas HFF infectadas com parasitos parentais ou que expressam BirA* foram
cultivados em meio contendo 150 uM de biotina durante 48 horas antes do egresso. As
células infectadas foram coletadas, lavadas em PBS, e lisadas em tampao RIPA (50 mM
Tris [ pH 7,5 ], 150 mM NacCl, 0,1 % SDS, 0,5 % de desoxicolato de sddio, 1% NP- 40 )
suplementado com um cocktail de inibidor de protease (Roche) durante 30 minutos no
gelo. Os lisados foram centrifugados durante 10 minutos a 10000 x g para sedimentar os
detritos insoluveis e, em seguida o sobrenadante foi coletado e incubado com esferas
magnéticas com estreptavidina (PureProteome, Thermo Fisher Scientific) a temperatura
ambiente durante 4 h, sob agitacdo. As esferas foram coletadas através de rack
magnético e lavadas cinco vezes em tampao RIPA, seguido por trés lavagens em
tampao 8 M de ureia (50mM Tris-HCI [ pH 7,4 ], 150 mM NaCl). Dez por cento de
cada amostra foi fervida em tampao de amostra e as proteinas eluidas foram analisadas

por WB por meio da estreptavidina-HRP antes da espectrometria de massa.

4.22 Espectrometria de massa das proteinas biotiniladas

As proteinas purificadas com estreptavidina ligadas as esferas foram tratadas por
adicao de Lys-C e tripsina. A mistura de peptideos foi dessalinizada utilizando tips Cs e
fracionado em filtro de 75 pum ligado a um capilar de silica com electrospray de 5 pm
conectado a 15 cm de Luna C;g de 3 um particulas de fase reversa. O gradiente foi
aplicado no sistema UHPLC (Easy-nLC 1000 ultrahigh-pressure liquid
chromatography, Thermo Scientific). Os espectros da espectrometria de massa
(MS/MS) foram coletados em um espectrometro de massa Q-Exactive (Thermo
Scientific). A analise dos dados foi realizada utilizando ProLuCID e DTASelect2
implementado no Integrated Proteomics IP2 (Integrated Proteomics Applications, Inc.,
San Diego, CA). Proteinas e peptideos identificados foram triados usando DTASelect e
requerido no minimo dois peptideos unicos por proteina e uma taxa de peptideos falsos
positivos de menos de 5%, como estimado por uma estratégia de banco de dados decoy.

Os valores de NSAF (normalized spectral abundance factor) foram calculados como
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descrito por Chen et al. (2015) e os dados foram importados usando o software dedicado
(Pathway  Studio, Elsevier, https://www.elsevier.com/solutions/pathway-studio-

biological-research).

4.23 Deteccao da ativacido de STAT3 por imunofluoréscencia e western blotting

Para avaliar a fosforilagdo de STAT3, células HFF foram infectadas por N.
caninum (MOI 1) e mantidas por 18 horas a 5% CO, e 37°C para a detecgdo de STAT3
por IFA e WB. IFA e WB foram realizados como descritos acima usando anticorpos
especificos para STAT3 total (Cell Signaling Technologies), vimentina, RONS5/c, ou
para a forma fosforilada de STAT3 (p-Tyr705) (Cell Signaling Technologies).

4.24 Obtencao dos camundongos

Camundongos C57BL/6 com seis a dez semanas de idade foram obtidos no
Centro de Bioterismo e Experimentacdo Animal (CBEA), da Universidade Federal de
Uberlandia (UFU), sendo mantidos no CBEA com dagua e ragdo ad [libitum, em
condi¢des padronizadas de temperatura e umidade. Todos os procedimentos foram
realizados de acordo com as normas recomendadas pelo Conselho Nacional de Controle
da Experimentagao Animal (CONCEA, 1991).

Os protocolos para utilizacdo dos animais foram previamente aprovados pelo
Comité de Etica de Utilizagdo Animal institucional (CEUA / UFU, protocolo niimero

052/12 — Anexo II).

4.25 Diferenciacio de macrofagos derivados da medula 6ssea (BMDMs)

Camundongos C57BL/6 foram anestesiados (Ketamine 100 mg/Kg e Xilazine 5
mg/Kg) e sacrificados por deslocamento cervical e seus fémures e tibias extraidos e
dissecados. Em seguida, em camara de fluxo laminar foram imersos em alcool 70% por
I minuto e suas epifises cortadas. A medula 6ssea foi lavada com o auxilio de uma
seringa contendo meio RPMI 1640 incompleto e uma agulha de 26G de didmetro. A
suspensdo celular obtida foi centrifugada (400 x g, 10 minutos, 4°C) e ressuspendida em
meio R20/30, composto por meio RPMI suplementado com 20% de SFB, 100 U/mL de
penincilina, 100 pg/mL de estreptomicina, 2mM de L-glutamina e 30% de meio
condicionado de células L929 (LCCM; MARIM, et al., 2010).

A suspensao celular foi distribuida igualmente em placas de Petri e incubadas

em estufa a 37°C e 5% CO,. Quatro dias apds a incubagdo, foi adicionado o mesmo
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meio condicionado R20/30, e as placas foram mantidas na estufa a 37°C e 5% CO, por
mais 2 dias. No sexto dia, o sobrenadante das placas de Petri foi descartado e PBS
gelado estéril foi adicionado em cada placa, sendo incubados a 4°C por 5 minutos para
remocao das células. Por fim, as células foram centrifugadas a 400 x g por 10 minutos e
o pellet obtido foi ressuspendido em RPMI 1640 suplementado com 10% de SFB,

contadas em camara de Neubauer e plaqueadas de acordo com o layout experimental.

4.26 Infecciao por N. caninum em BMDMs

1x10° BMDMs/mL foram plaqueados e tratados com LPS (lug/mL), NaCl
(100mM), KCl (100mM), IL-6 (10ng/mL), IL-4 (10ng/mL), WP1066 (inibidor de
STAT3, 1uM/mL) ou nao-tratados. Apds 4 ou 18 horas de incubagao em estufa a 37°C e
5% CO,, taquizoitos parentais e geneticamente modificados foram adicionados
(Multiplicity of Infection - MOI 0.5 ou 1). Apos 18 horas de infeccao, os sobrenadantes
foram coletados e armazenados a -80 °C para posterior andlise de citocinas, e as células

coletadas para detec¢do de caspase-1 ativa.

4.27 Marcacao de caspase-1 ativa

Para avaliar a ativacdo da caspase-1, BMDMs foram removidos da placa com
PBS gelado e transferidos para um tudo de polipropileno. A marcagdo da caspase-1
ativa foi feita por uma hora com o reagente carboxyfluorescein FLICA (FAM-YVAD-
FMK, Immunochemistry Technologies, LLC), como recomendado pelo fabricante.
Apo6s esse periodo, as células foram lavadas por cinco vezes com PBS/Soro albumina
bovino (BSA) 2% e a aquisigdo das mesmas realizada no citdmetro de fluxo
FACSCantoll (BD) sendo as anélises realizadas por meio do software “FlowJo” (Tree

Star, Ashland, OR, EUA).

4.28 Cultura de esplendcitos

As suspensdes celulares obtidas do baco dos animais C57BL/ 6 foram lavadas e
centrifugadas (400 x g, 10 minutos, 4°C) em meio RPMI. O pellet de células resultante
foi ressuspendido em 1 mL de tampao de lise de hemdcias (0.16 M NH4Cl e 0.17 M
Tris-HCI [pH 7,5]) para cada bago, incubando-se por 5 minutos a temperatura ambiente.
Ap0s incubagdo, foi adicionado meio RPMI 1640 suplementado com HEPES (25 mM),
penicilina G (100U/mL), estreptomicina (100 pg/mL), L- glutamina (2 mM) e 2-f-
mercaptoetanol (50 mM) e 10% de SFB para lavagem. O pellet final foi ressuspendido
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em meio RPMI suplementado e a viabilidade celular foi mensurada em camara de
Neubauer, utilizando o corante azul de Tripan. A suspensao celular obtida foi plaqueada
em placas de cultura de 96 pocos em quintuplicata e infectadas por parasitos parentais
ou modificados (MOI 0,1). As células foram incubadas a 37 °C com 5% de CO,. Apds
18 horas, o sobrenadante foi coletado e armazenado a -80 °C para posterior andlise de

citocinas.

4.29 Quantificacio de citocina

Sobrenadante de cultura de BMDMs e esplenocitos foram utilizados para
dosagem da citocina IL-12p40 pela técnica ELISA tipo sandwich, segundo o protocolo
recomendado pelo fabricante (BD Biosciences). Em resumo, placas de poliestireno de
alta afinidade (Corning Incorporated Costar”) foram sensibilizadas com o respectivo
anticorpo de captura overnight a 4°C. Apos lavagem das placas com PBS-Tween e etapa
de bloqueio de sitios inespecificos, as amostras teste foram adicionados. Paralelamente,
curvas padroes das respectivas citocinas murinas recombinantes foram realizadas em
dilui¢des duplas seriadas. Apos incubagdo por 2 horas a temperatura ambiente, as placas
foram novamente lavadas e incubadas com o respectivo anticorpo de detecgdo
biotinilados e conjugados com estreptavidina-peroxidase por 1 hora a temperatura
ambiente. Apds o ultimo ciclo de lavagem, as placas foram reveladas com a adi¢do do
substrato enzimatico (tetrametilbenzidina [TMB], BD Biosciences). A densidade dptica
(DO) foi determinada em leitor de placas a 450 nm e os valores de DO obtidos foram
convertidos em pg/mL de acordo com a curva padrao.

Para quantificagdo de citocina em amostras de lavado peritoneal de
camundongos infectados foi utilizado a técnica de multiplex Flex Set Cytometric Bead
Array - CBA (BD Biosciences). Resumidamente, foi usado 1pL de cada bead de captura
diluido em diluente de captura em um volume total de 25 pL. Citocinas murinas
recombinantes foram diluidas em diluente de ensaio e foram realizadas dilui¢cdes duplas
seriadas para gerar as curvas padrao apropriadas (50 — 0,5 ng/mL). As amostras foram
diluidas no mesmo diluente. Os anticorpos de deteccao foram preparados e diluidos em
diluente de reagente de deteccdo. O ensaio foi realizado em tubo FACS (BD
Biosciences), onde foi acrescentado 25 plL bead de captura; 25 plL curva padrdo ou
amostras e 25 pL anticorpo de detec¢do. Apds 3 horas de incubagdo a temperatura
ambiente foi adicionado 500 pL do tampao de lavagem e centrifugado (200 x g / 5

minutos). Posteriormente, foi descartado o sobrenadante e acresentado 300 pL do
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tampao lavagem, e realizado a leitura no citometro de fluxo (BD FACSCanto II, BD
Biosciences, EUA). Os dados foram processados e analisados utilizando software

FACSDIVA™ (BD, Bioscence).

4.30 Ensaio in vivo para deteccio de citocina

Camundongos C57BL/ 6 foram infectados intraperitonealmente com dose letal
de 1x10° taquizoitos de NcLivAHPT, NcLiv_ HPT ou ndo infectados. Apos 3 dias de
infeccdo os animais foram eutanasiados e o lavado peritoneal foi coletado para

quantificagdo de citocina.

4.31 Desafio

Camundongos C57BL/ 6 foram infectados intraperitonealmente com dose letal
de 1x10° taquizoitos de NcLivAHPT, NcLiv Ropl6, NcLiv_Gral5, NcLivAROP9 ou
nao infectados (NI) sendo mantido seis camundongos por grupo. Os animais foram
observados diariamente por sinais clinicos, como morbidade (alteragdo no peso
corporal) e mortalidade. Todos os animais sobreviventes foram eutanasiados apds 30 de

infecgao.

4.32 Analise estatistica

Para todos os calculos estatisticos e confec¢do dos graficos foi utilizado o
software GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, Inc., San Diego, EUA). O método
de Kaplan-Meier foi utilizado para estimar a porcentagem de camundongos
sobreviventes em cada ponto apods o desafio e as curvas de sobrevida foram comparadas
usando os testes log rank e X°. Diferencas entre os grupos na analise de dosagem de
citocinas, alteracoes de peso corporal e carga parasitaria foram analisadas pelo teste
paramétrico ANOVA ou teste ¢ de student ou teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis,
quando apropriado, utilizando o teste de comparagdo multipla de Bonferroni ou Dunn,
respectivamente, para examinar comparagdes entre pares de grupos selecionados. Todos
os resultados foram expressos em média e desvio padrao, e considerados significativos

para um nivel de p <0,05.

4.33 Normas de biosseguranca

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

com as normas de biosseguranga compativeis (MINEO et al., 2005).
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Todos os procedimentos utilizando animais de laboratorio, incluindo habitacao e
bem-estar foram realizados em concordancia com as recomendacdes do guia para
pesquisas biomédicas envolvendo animais do Conselho Internacional para ciéncia
animal de laboratorio (ICLAS; International Council for Laboratory Animal Science), e
assinado pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA).
O Centro de Bioterismo e Experimentacdo Animal (CBEA / UFU) ¢ credenciado pela
CONCEA (CIAEP: 23 01.0105.2014) e Comissao Técnica Nacional de Biosseguranca
(CTNBio; CQB: 163/02).
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5 RESULTADOS

5.1 Deplecio do gene HPT nao altera a viruléncia do parasito e o perfil de
resposta imune do hospedeiro

O marcador de sele¢ao HPT foi depletado em taquizoitos de Neospora caninum
da cepa Liverpool (NcLiv) por recombinagdo homologa pelo professor Peter J. Bradley
e nos foi gentilmente cedido.

Para avaliar se a deplecdo do gene HPT poderia influenciar na interagdo do
parasito N. caninum com a resposta imune do hospedeiro, camundongos C57BL/6
foram infectados com NcLiv geneticamente depletado para HPT (NcLivAHPT), bem
como o NcLivAHPT novamente complementado com o gene HPT (NcLiv_ HPT).
Todos os camundongos infectados pela via intraperitoneal (i.p.) com 1x10° taquizoitos
de NcLivAHPT ou NcLiv_ HPT apresentaram padrao similar de sobrevida e perfil de
producao de citocinas (Figura 6). Em ambos os grupos, aproximadamente 80% dos
camundongos infectados com ambas as cepas morreram 7 dias apos a infeccdo. E
quando avaliado os niveis de sintese de citocinas 1L-12p40, IL-13, IL-1p, IL-1a, IL-21,
IFN-y, IL-6, e IL-10 presente no lavado peritoneal de camundongos infectados por 3
dias com NcLivAHPT e NcLiv_HPT, foi detectado apenas as citocinas IL-12p40, IFN-
v, IL-6, e IL-10, observando-se um perfil similar na produgdo de tais citocinas entre os
grupos. Estes dados confirmam a hipdtese de que a deplecdo do gene HPT ndo afeta a
viruléncia do parasito e a consequente resposta imune induzida. Portanto, NcLivAHPT
pode ser utilizado como linhagem parental nas modificagdes genéticas de insercao e

deplecdo de alvos de interesse.

53



A = # NcLivaHPT C 604 20004

£ 8 NeLiv_HPT - _
g 751 £ [ 2 1500 T
s ~ 4 1S —
g 40 =
g 50 P=Y Z 1000
g 2 2. T
'E 25 a S 20 LE 500
—— (| — ‘ 0
00 5 10 15 20 25 30 ‘\\ A A \;\ A A
Dias ap6s infecgdo &Q QsQ Q\Q Q\Q
e()‘ e()/ e(; e(.c/
B &50 80 4
el .
: 3
@ ~
200 é'_"-g I & 40 &
E I = ® S
§-25 = 20- =
8
<50 Coor ' 0= ‘
1 2 4 5 6 N A A N A A
Dias apos infecgao ‘gg Q\Q &Q Qg
e()' e()/ e() e(i/

Figura 6. Camundongos C57BL/6 infectados com taquizoitos de N. caninum
geneticamente deficientes em HPT (NcLivAHPT) e NcLivAHPT complementados
com HPT (NcLiv_HPT) apresentaram padrées similares de viruléncia e perfil de
produciio de citocinas. Camundongos C57BL/6 foram infectados com 1x10°
taquizoitos de NcLivAHPT e NcLiv_HPT para ensaios de sobrevida e para detec¢ao de
citocinas presentes no lavado peritoneal. (A) Curva de sobrevida; (B) alteragdes de peso
corporal; (C) perfil da produgdo de citocinas presentes no lavado peritoneal apds 3 dias
de infeccdo, mensurado por CBA. Os resultados sdo representativos de dois
experimentos independentes, com 6 animais por grupo. Os valores foram expressos em
meédia + SEM dos niveis de citocinas em relagdo a curva padrao (P < 0,05; ANOVA e
comparacao de Bonferroni pos-teste multiplo).
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5.2 Desenvolvimento de parasitos N. caninum depletados geneticamente para a
proteina Rop9 (Knock-out)

Para gerar os parasitos depletados geneticamente utilizamos o sistema procarioto
CRISPR-Cas9. Iniciamos a adaptacdo das ferramentas moleculares recentemente
desenvolvidas para 7. gondii para o modelo N. caninum. Primeiramente, foram
realizadas tentativas de depletar alguns genes de interesse utilizando o vetor pU6-
Universal, originalmente desenvolvido para 7. gondii (Figura 7A). No entanto, 0 mesmo
ndo se mostrou eficiente em N. caninum, apesar dos parasitos NcLivAHPT
transfectados expressarem Cas9 no nucleo (Figura 7B). Neste sentido, foi desenvolvido
constructos especificos com promotores de N. caninum, substituindo o promotor U6 de
T. gondii (TgU6) pelo de N. caninum (pNeoU6), na tentativa de se obter um vetor mais
eficiente no processo de deplecdo dos alvos de interesse (Figura 8A). Apesar de
taquizoitos da linhagem NcLivAHPT transfectados demonstrarem a translocagdo
nuclear de Cas9 (dado nao mostrado) e do processo ser altamente eficiente na deplecao
de SAGI em T. gondii (Figura 8B), o constructo ndo se mostrou eficiente em N.
caninum.

Dentro deste contexto, utilizamos um plasmideo pU6-Universal modificado pela
insercdo de Ku80 direcionado pelo promotor Gral de 7. gondii (Figura 9A), com a
inten¢ao de melhorar os mecanismos de reparo do DNA quando realizado a dele¢dao do
gene alvo. Utilizando esta técnica, parasitos NcLivAHPT transfectados expressarem
Cas9 no ntcleo (Figura 9B), e foi obtido taquizoitos de N. caninum geneticamente
deficientes para Rop9 (NcLivARop9). Para confirmar a eficiéncia da deple¢ao de Rop9
em taquizoitos de N. caninum, foi realizado IFA e WB com anticorpos especificos anti-
Rop9. Como esperado, ndo houve marcacdo de Rop9 no parasito modificado
(NcLivARop9) por IFA, diferentemente de como observado na linhagem parental
(NcLivAHPT), que foi corretamente marcada pela co-localizagdo com Ropl3 (Figura
9C). Portanto, estes dados indicam que a proteina Rop9 foi corretamente depletada no
parasito. Adicionalmente, foi realizado WB no lisado total de parasito NcLivAHPT
(parental) e NcLivARop9 (transgénico), e a auséncia da banda de aproximadamente 36
KDa (peso molecular previsto para Rop9) em relagdo ao controle foi observado (Figura
9D). Estes resultados demonstram que a técnica utilizada foi efetiva na geragdo de

taquizoitos de N. caninum geneticamente deficientes em Rop9.
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Figura 7. Expressao de Cas9 em taquizoitos de Toxoplasma gondii e Neospora
caninum apos transfeccio com plasmideo pU6-Universal. (A) Diagrama do
plasmideo circular pU6-Universal com o plasmideo linear da droga de sele¢ao (HPT) ao
centro; (B) taquizoitos de 7. gondii e (C) N. caninum expressando Cas9 por IFA, Cas9
foi localizado no nucleo do parasito através da marcagdo com anticorpo anti-Flag e
localizagdo do parasito com Ronll. Vermelho: anticorpo anti-Flag de camundongo;
verde: anticorpo anti-Ronl1 de rato. Ampliacao do microscopio de 63x.
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Figura 8. Deplecao de Sagl em taquizoitos de Toxoplasma gondii apos transfeccio
com plasmideo pU6-Universal modificado pela substituicio do promotor U6 de 7.
gondii (TgU6) por U6 de N. caninum (NeoU6). (A) Diagrama do plasmideo circular
pNeoU6 com o plasmideo linear da droga de selecao (HPT) ao centro; (B) populagado de
taquizoitos de 7. gondii transfectados com plasmideo pU6-Universal modificado com
promotor especifico para N. caninum na presenca ou auséncia da expressao de Sagl por
IFA, Sagl foi localizado na superficie do parasito por anticorpo anti-Sagl e localizac¢ao
do parasito com Ronll. Vermelho: anticorpo anti-Sagl de camundongo; verde:
anticorpo anti-Ronl1 de rato. Ampliacdo do microscopio de 63x.
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Figura 9. Deplecio de Rop9 em taquizoitos de Neospora caninum apoés transfeccio
com plasmideo pU6-Universal modificado pela insercio de Ku80 direcionado pelo
promotor Gral de Toxoplasma gondii. (A) Diagrama do plasmideo circular pU6-
Universal modificado com o plasmideo linear da droga de selecao (HPT) ao centro; (B)
N. caninum expressando Cas9 por IFA, Cas9 foi localizado no ntcleo do parasito
através da marcacao com anticorpo anti-Flag e localizagdo do parasito com Ronll.
Vermelho: anticorpo anti-Flag de camundongo; verde: anticorpo anti-Ronl1 de rato.
Ampliacdo do microscopio de 63x; (C) taquizoitos de N. caninum nao expressando
Rop9 por IFA, Rop9 foi localizada nas roptrias através do anticorpo especifico para
Rop9 e se colocalizado com Ropl3. Vermelho: anticorpo anti-Rop9 de rato; verde:
anticorpo anti-Rop13 de camundongo. Ampliagdo do microscopio de 63x; (D) deplegao
de Rop9 em taquizoitos de N. caninum transgénicos foi confirmada por WB. Rop9 foi
marcada por anticorpo primario especifico a Rop9 nos parasitos transfectados.
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5.3 Deplecao de Rop9 em N. caninum altera o crescimento do parasito in vitro

Durante a selecdo dos clones de NcLivARop9, foi observado uma redu¢do no
crescimento do parasito por meio da formacdo de pequenas placas. Portanto, para
confirmar se a dele¢do de Rop9 resultou em uma alteragdo no crescimento do parasito,
foi realizado o ensaio de competicao entre NcLivAHPT (parental) e NcLivARop9
(transgénico). Com base nestes experimentos, foi observado que a deplecao da proteina
Rop9 compromete a taxa de crescimento dos taquizoitos transgénicos, pois neste ensaio
a linhagem parental supera o crescimento da linhagem transgénica (Figura 10A).
Portanto, a delecdo do gene ROPY9 leva a um defeito de crescimento do parasito.
Adicionalmente, foi realizado um ensaio de placa para avaliar o ciclo litico do parasito
durante um periodo de 8 dias de infeccdao. Os resultados obtidos demonstraram que a
delecao de Rop9 em taquizoitos de N. caninum altera significativamente no tamanho e
no numero de placas formadas, se comparado com a linhagem parental (Figura 10B).
Portanto, os dados indicam que a deplecdo deste gene induz uma diminui¢do no
crescimento do parasito in vitro, inferindo que esta proteina ¢ importante para o correto
desenvolvimento e replicacdo do parasito.

Para avaliar se a delecao de Rop9 alteraria o padrao de viruléncia de N. caninum,
dado que houve uma reducao no seu crescimento, foi realizado infecgdes com dose letal
de NcLivAHPT ou NcLivARop9 em camundongos C57BL/6. Foi observado que
animais infectados com NcLivAHPT ou NcLivARop9 ndo apresentaram diferencas na
mortalidade e morbidade (Figura 11A e 11B). Portanto, a deplecao da proteina Rop9 em

N. caninum nao altera a viruléncia do parasito.
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Figura 10. Deplecao de Rop9 em N. caninum altera o crescimento do parasito in
vitro. (A) Ensaio de competicdo de crescimento entre a linhagem parental
(NcLivAHPT) e transgénica (NcLivARop9) quando cultivadas juntas por 10 passagens;
(B) mensuracao da formacdo de placa em células infectadas por NcLivAHPT ou
NcLivARop9 apos 8 dias de infeccdo. Os valores sdo representativos de dois
experimentos independentes, € indicam a média = SEM do tamanho da placa (*P <
0,05; teste t de Student).
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Figura 11. Curva de sobrevida e alteracdo de peso corporal de camundongos
C57BL/6 infectados com taquizoitos das linhagens parental e trasngénica de V.
caninum. Camundongos foram desafiados com 1x10° taquizoitos de NcLivAHPT
(parental) ou NcLivARop9 (transgénica). *Diferenca significante em relacdo ao grupo
NcLivAHPT (p < 0,05; testes log rank e %2).
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5.4 Identificacdo de promotores especificos e eficientes para expressao de proteinas
heterologas em Neospora caninum (Knock-in)

Plasmideos especificos para N. caninum foram desenvolvidos utilizando como
promotores genes proprios do parasito (Gra7 [NCLIV_021640], Ropl3
[NCLIV_055850], Tubulina [NCLIV _039100]). Para tal, foi modificado o vetor
desenvolvido para 7. gondii, substituindo-se o promotor Gral de 7. gondii pelos
promotores génicos de N. caninum por meio de enzimas de restrigao Sacl 5’ e Nsil 3°, a
fim de determinar o promotor mais eficiente para expressagdo estavel de alvos em
linhagens de N. caninum do isolado Liverpool. Parasitos deficientes em HPT
(NcLivAHPT) foram transfectados utilizando os plasmideos pNeoGra7-HPT ou
pNeoTubulin-HPT ou pNeoRopl3-HPT, ligados as sequéncias génicas codificantes
para as proteinas fluorescentes GFP ou mCherry pelas enzimas de restricdo Nsil 5’ e
Pacl 3’°, e cultivados em meio contendo a droga de selecio MX. Apos 10 dias de
selecdo, as populagdes de parasitos resistentes a droga foram clonadas para obtengao
dos parasitos com expressdao estavel do gene em estudo. As populagdes de parasitos
transfectados com plasmideos contendo os promotores Gra7 (NCLIV_021640) ou
Rop13 (NCLIV_055850) exibiram uma alta frequéncia de parasitos transformados, que
foi analisado pela presenga de taquizoitos e cistos teciduais fluorescentes (Figura 12A-
F). No entanto, parasitos transfectados com o vetor utilizando o promotor de tubulina
apresentaram fluorescéncia instavel e de baixa intensidade (dados ndo mostrados).
Adicionalmente, a obten¢do de parasitos portando a expressdo estavel de marcadores
fluorescentes mostrou-se uma ferramenta valiosa para a determinacdo de carga

parasitaria e a identificacao de taquizoitos e cistos teciduais (Figuras 12E-G).
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Figura 12. Estabelecimento de Gra7 como promotor especifico para N. caninum.
Expressao estavel de GPF e mCherry em taquizoitos e cistos de N. caninum. (A)
Diagrama do plasmideo linear com o cassete que codifica GFP dirigido pelo promotor
Gra7 de N. caninum; (B) taquizoitos de N. caninum expressando GFP, amplia¢do do
microscopio de 63x; (C) diagrama do plasmideo linear com o cassete que codifica
mCherry dirigido pelo promotor Gra7 de N. caninum; (D) taquizoitos de N. caninum
expressando mCherry, ampliacdo do microscopio de 63x; (E) cisto no homogenato de
cérebro de camundongos infectados por 30 dias com N. caninum expressando GFP,
ampliacao do microscopio de 40x; (F) cisto no homogenato de cérebro de camundongos
infectados por 30 dias com N. caninum expressando mCherry, ampliagdo do
microscopio de 40x; (G) parasitismo em células HeLa apos 18 horas de infecgdo com
1x10° taquizoitos de N. caninum expressando mCherry foi analisado por citometria de
fluxo.
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5.5 Estabelecimento de linhagens de N. caninum expressando proteinas de 7.
gondii

A fim de avaliar se N. caninum seria um modelo adequado para a expressao de
proteinas heterdlogas, foi utilizado plasmideos com trés tags de hemaglutinina (HA) na
regido carboxi-terminal direcionado pelos promotores Gra7 (NCLIV_021640) ou
Ropl13 (NCLIV_055850) (Figura 13A e 14A). Dessa forma, fatores de viruléncia de 7.
gondii  (Gral5 [TGME49 275470], Ropl6 [TGGT1 262730], e Ropl8
[TGGT1 205250]) foram inseridos entre os sitios de restricdo Nsil 5 ' e Notl 3' do
plasmideo pNeoGra7 3xHA-HPT ou pNeoRopl3 3xHA HPT, direcionados pelo
promotor adequado, conforme o seu perfil de expressao no ciclo celular, ou seja, se o
gene alvo inserido € expresso de forma estdvel durante todo o ciclo celular do parasito,
foi utilizado o vetor que contém o promotor Gra7, e se apresenta expressao ciclica, foi
utilizado o promotor Rop13. A expressao e localizacdao dos insertos génicos foi avaliado
por WB e IFA, respectivamente. Como esperado, a IFA mostrou que Gral5 foi
corretamente marcada como granulo denso, co-localizando com o marcador Gral4
(Figura 13B), enquanto que Ropl6 e Ropl8 foram corretamente marcadas como
roptrias (Figura 14B e 15B), confirmados pela co-localizagdo com Ropl3.
Adicionalmente, a expressdo das proteinas heterdlogas no N. caninum foi confirmada
por meio da detec¢ao do tag de HA por WB em taquizoitos lisados, diferentemente do
observado em parasitos NcLivAHPT, que nao apresentaram a marcacao (Figura 13C,
14C, 15C). Portanto, estes dados indicam que as proteinas expressas no parasito foram
corretamente inseridas e localizadas. Adicionalmente, taquizoitos de N. caninum
transfectados para expressdao de Gral$, utilizando um plasmideo cujo promotor era o
gene Gral de 7. gondii (pTgGral-3xHA-HPT), apresentaram niveis similares de
expressao da proteina heterdloga, comparado com o resultado obtido com parasitos
transfectados com o plasmideo N. caninum-especifico (pNeoGra7-3xHA-HPT). No
entanto, foi perceptivel a reducdo na frequéncia de populacdes de parasitos positivos
para o gene de interesse quando transfectados com plasmideo contendo o promotor de
T. gondii (dado ndo mostrado).

Desssa forma, os plasmideos utilizados na transfeccdo para expressdo de
proteinas heterdlogas em N. caninum mostraram-se eficientes e estaveis. Pois, mesmo
com a retirada da droga de selecdo (MX) os taquizoitos se mantiveram estaveis

expressando os alvos inseridos.
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Figura 13. Expressiao de GralS de 7. gondii do tipo Il em N. caninum. (A)
Diagrama do plasmideo linear com o cassete que codifica Gral5 ligado ao tag de HA na
regido carboxi-terminal, dirigido pelo promotor Gra7 de N. caninum; (B) taquizoitos de
N. caninum expressando Gral5 por IFA, localizado no vacuolo parasitéforo através do
tag de HA, colocalizado com Gral4. Vermelho: anticorpo anti-HA de coelho; verde:
anticorpo anti-GRA14 de camundongo. Ampliagdao da imagem: 63x; (C) expressao de
Gral5 em taquizoitos de N. caninum modificados foi confirmada por WB. Gral5 foi
detectado por anticorpo primario especifico ao tag de HA nos taquizoitos de N. caninum
transfectados.
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Figura 14. Expressao de Rop16 de 7. gondii do tipo I em N. caninum. (A) Diagrama
do plasmideo linear com o cassete que codifica Rop16 ligado ao tag de HA na regido
carboxi-terminal, dirigido pelo promotor Rop13 de N. caninum; (B) taquizoitos de N.
caninum expressando Ropl16 por IFA, Ropl6 foi localizado nas roptrias através do tag
de HA, colocalizado com Ropl3. Vermelho: anticorpo anti-HA de coelho; verde:
anticorpo anti-Rop13 de camundongo. Ampliagdo da imagem: 63x; (C) expressdo de
Ropl6 em taquizoitos de N. caninum modificados foi confirmada por WB. Rop16 foi
marcado por anticorpo primario especifico ao tag de HA nos taquizoitos de N. caninum
transfectados.
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Figura 15. Expressao de Rop18 de 7. gondii do tipo I em N. caninum. (A) Diagrama
do plasmideo linear com o cassete que codifica Rop18 ligado ao tag de HA na regido
carboxi-terminal, dirigido pelo promotor Rop13 de N. caninum; (B) taquizoitos de N.
caninum expressando Rop18 por IFA, Rop18 foi localizado nas roptrias através do tag
de HA, colocalizado com Ropl3. Vermelho: anticorpo anti-HA de coelho; verde:
anticorpo anti-Rop13 de camundongo. Ampliagdo da imegem: 63x; (C) expressdo de
Ropl8 em taquizoitos de N. caninum modificados foi confirmada por WB. Rop18 foi
marcado por anticorpo primario especifico ao tag de HA nos taquizoitos de N. caninum
transfectados.
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5.6 Insercio de Gral5S ou Ropl6 de 7. gondii em N. caninum nao altera o
crescimento do parasito in vitro e Rop16 reduz a viruléncia do parasito

Em sequéncia, foi selecionado dois alvos em estudo aleatoriamente para se
avaliar se a insercao de genes heterélogos em N. caninum poderia induzir alteragdes nos
padrdes de crescimento e replicacdo dos taquizoitos transgénicos. Para tal, foram
selecionadas duas linhagens transgénicas (NcLiv_Gral5 e NcLiv_Ropl6) para uma
comparacao com a linhagem parental (NcLivAHPT), através de ensaios de competi¢dao
entre NcLivAHPT e NcLiv_Gral5 ou NcLivAHPT e NcLiv Ropl6. Com base neste
experimento, foi observado que a adigdo dos genes Gral5 ou Ropl6 de T. gondii em
taquizoitos de N caninum nao comprometeram a taxa de crescimento dos taquizoitos
(Figura 16A e 17A). Adicionalmente, foi realizado um ensaio de placa para avaliar o
ciclo litico das linhagens em questdo durante um periodo de 8 dias de infec¢do. Os
resultados obtidos demonstraram que NcLiv_Gral5 ou NcLiv_Ropl6 ndo alteraram
significativamente o tamanho e o numero de placas formadas, se comparado com a
linhagem parental (Figura 16B e 17B). Portanto, este conjunto de resultados indicaram
que a inser¢do de genes heterdlogos, como Gral5 e Ropl6, nao alteram o
desenvolvimento de taquizoitos de N. caninum in vitro, e sugerem que N. caninum pode
ser utilizado como uma abordagem alternativa para a analise bioldgica de proteinas de
T. gondii.

Complementarmente, para avaliar se os insertos heterologos ndo alteraria a
viruléncia do parasito, dado que ndo alterou o seu crescimento, foi realizado infec¢des
com dose letal de NcLivAHPT ou NcLiv_Gral5 ou NcLiv Ropl6 em camundongos
CS57BL/6. Foi observado que animais infectados com NcLivAHPT ou NcLiv_Gral5 nao
apresentaram diferenca na mortalidade, portanto a insercdo de Gral5 ndo alterou a
viruléncia do parasito (Figura 18). Em contraste, a inser¢ao de Ropl6 em N. caninum
resulta em reducdo da viruléncia in vivo, pois animais desafiados com NcLiv_Ropl6
tem um aumento na sobrevida quando comparados com NcLivAHPT. Estes dados
mostraram que Gral5 ndo altera a viruléncia do parasito in vivo, porém Ropl6 afeta sua
viruléncia reduzindo-a. Portanto, a inser¢ao do gene codificador de Ropl16 de T. gondii
do tipo I em taquizoitos de N. caninum reduz a viruléncia induzida pela infecgdo in

Vvivo.
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Figura 16. Inserciao de GralS de 7. gondii em N. caninum nao altera o crescimento
do parasito in vitro. (A) Ensaio de competicdo de crescimento entre a linhagem
parental (NcLivAHPT) e transgénica (NcLiv_Gral5) quando cultivadas juntas por 5
passagens; (B) mensuragdo da formagao de placa em células infectadas por NcLivAHPT
ou NcLiv_Gral$5 apos 8 dias de infeccdo. Imagem representativa do tamanho da placa
formada no ensaio de placa. Ampliacao da imagem: 10x. Os valores sdo representativos
de dois experimentos independentes e indicam a média + SEM do tamanho da placa (*P
<0,05; teste t de Student).
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Figura 17. Insercio de Rop16 de 7. gondii em N. caninum nao altera o crescimento
do parasito in vitro. (A) Ensaio de competicdo de crescimento entre a linhagem
parental (NcLivAHPT) e transgénica (NcLiv_Rop16) quando cultivadas juntas por 5 a 6
passagens; (B) mensuragdo da formagao de placa em células infectadas por NcLivAHPT
ou NcLiv_Rop16 apos 8 dias de infec¢ao. Imagem representativa do tamanho da placa
formada no ensaio de placa. Ampliacao da imagem: 10x. Os valores sdo representativos
de dois experimentos independentes e indicam a média + SEM do tamanho da placa (*P
<0,05; teste t de Student).

100
- NcLivAHPT

< m -~ & NcLiv_Rop16
‘é 757 -8 NclLiv_Gra15
s

g
S 501

[}
©

©

g 25+
O

G T T T T T 1

0 5 10 15 20 25 30
Dias apés infeccao

Figura 18. Curva de sobrevida de camundongos C57BL/6 infectados com
taquizoitos das linhagens parental e transgénica de N. caninum. Camundongos
foram desafiados com 1x10° taquizoitos de NcLivAHPT (parental), NcLiv_Rop16 ou
NcLiv_Gral5. *Diferenca significante em relagdo ao grupo NcLivAHPT (p < 0,05;
testes log rank e x2).
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5.7 N. caninum expressando proteinas de 7. gondii do tipo 1l (Gral5 e Gra24) ou
tipo I (Rop16) mantém o fendtipo imunolégico

Para verificar a utilidade do sistema de inser¢do génico aqui proposto, optamos
por identificar as proteinas do hospedeiro que interagem com Gral5
(TGME49 275470) e Gra24 (TGME49 230180), ambas originalmente expressas em
taquizoitos de 7. gondii do tipo II, por meio da tecnologia de BiolD (ROUX et al.,
2012; NADIPURAM et al.,, 2016). Primeiramente, foi desenvolvido plasmideos
contendo Gral5 ou Gra24 ligados a BirA* e com tag de HA, direcionados pelo
promotor de Gra7 (NCLIV_021640) de N. caninum (Figura 19A e 20A). Gral5-BirA*
ou Gra24-BirA* foi integrado no genoma de taquizoitos da linhagem NcLivAHPT
(parental), e a sua expressao foi avaliada por IFA e WB (Figura 19 e 20). Mediante a
execugdao do protocolo proposto, foi observado a correta marcagdo da expressao dos
insertos no vacuolo parasitoforo (Figura 19A e 20A), um padrio consistente com
proteinas de granulos densos. E com a inten¢do de determinar se Gral5-BirA* ou
Gra24-BirA* estariam se ligando a proteinas proximas ao VP, parasitos foram crescidos
em meio suplementado com biotina e marcados para deteccao de proteinas biotiniladas,
por meio de estreptavidina conjugada com fluor6foro para IFA. Parasitos parentais
possuem proteinas biotiniladas endogenamente no apicoplasto que sdo marcadas por
estreptavidina, representando um background deste método em Neospora, como
também ocorre no modelo de Toxoplasma (CHEN et al., 2015; NADIPURAM et al.,
2016) (Figura 19B e 20B, painéis superiores). No entanto, parasitos expressando Gral5-
BirA* ou Gra24-BirA* apresentaram uma robusta marca¢do com estreptavidina no
vacuolo parasitoforo, o que indica a interagao da biotina com as proteinas marcadas pelo
BirA* e presentes no VP (Figura 19B e 20B, painéis superiores). Em seguida, essa
interacdo foi também avaliada por WB no lisado total de parasitos que expressam
Gral5-BirA* ou Gra24-BirA* utilizando estreptavidina-HRP. Embora o background
das proteinas biotiniladas foram detectadas nos lisados com parasitos parentais, houve
um aumento significativo destas proteinas no lisado dos parasitos transgénicos,
mediante a suplementacdo do meio com biotina (Figura 19C e 20C). As proteinas
marcadas foram Unicas para os parasitos que expressam Gral5-BirA* ou Gra24-BirA*,
e ndo correspondem ao background observado na linhagem parental.

Dessa forma, foi avaliado se a insercao de fatores de viruléncia de 7. gondii em
taquizoitos de N. caninum seriam capazes de reproduzir os mesmos fendtipos

imunologicos observados no parasito de origem, foram entdo selecionadas linhagens
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transgénicas portando os genes Gral5 (TGME49 275470), Gra24 (TGME49 230180),
e Ropl6 (TGGT1 262730), uma vez que estes genes ja foram melhores explorados e
caracterizados. Para tal, utilizamos inicialmente taquizoitos de N. caninum expressando
Gral5 ou Gra24 ligado a BirA* para identificar as proteinas do hospedeiro com
potencial de ligagdo com a proteina analisada. Dessa forma, células HFF infectadas com
NcLivAHPT ou NcLiv-Gral5-BirA* ou NcLiv-Gra24-BirA* e tratadas com biotina por
48 horas foram lisadas, e as proteinas biotiniladas foram purificadas por beads
magnéticas com streptavidina e analisadas por espectrometria de massas. Com tal
abordagem, foi identificado um enriquecimento da expressdao do fator de transcrigdao
NF-kB, bem como de moléculas relacionadas a esta via de sinalizacdo, em células
infectadas por NcLiv-Gral5-BirA*, quando comparadas com aquelas infectadas por
NcLivAHPT (Figura 19D). De modo complementar, foi avaliado se a insercao de Gral5
em N. caninum comprometeria a producao de IL-12p40 em macréfagos infectados. Para
1sso, BMDMSs foram infectados com NcLivAHPT ou NcLiv-Gral5-BirA*, e apos 18
horas de infec¢do, o sobrenadante foi coletado para quantificagao dos niveis IL-12p40.
Foi observado um aumento significativo na produgdo de IL-12p40 em células infectadas
pelo parasito transgénico, quando comparado com a linhagem parental (Figura 19E).
Enquanto, que células infectadas por NcLiv-Gra24-BirA* apresentaram um aumento na
expressio da MAPK p38-a0, quando comparadas com aquelas infectadas por
NcLivAHPT (Figura 20D-E). Estes dados foram confirmados pela detec¢do da
fosforilagdo de p38 por CBA em BMDMs infectados durante 30 minutos e 18 horas por
parasitos da linhagem parental (NcLivAHPT), N. caninum expressando Gra24
(NcLiv_GRAZ24) ou por T. gondii da cepa tipo Il (PRU), foi observado que taquizoitos
de NcLiv. GRA24 induziu um aumento significante da ativagdo da MAPk/p38 como
visto pelo parasito PRU quando comparados com NcLivAHPT, independentemente do
tempo de infeccdo (Figura 20E). No entanto, esse aumento na fosforilagdo de p38 ndo
interferiu na sintese da citocina IL-12p40 em macrofagos infectados por 18 horas
(Figura 20F). Portanto, a expressdo de Gral5 ou Gra24 em N. caninum foi
biologicamente funcional nos taquizoitos de N. caninum transgénicos gerados, €
mantém o seu fenotipo imunoldgico, como ja descrito na literatura (ROSOWSKI et al.,
2011; BRAUN et al., 2013).

Quanto ao gene Rop16, foi observado que sua inser¢ao em N. caninum foi capaz
de reproduzir perfil semelhante de modulagdo da célula hospedeira, conforme

previamente descrito mediante a infeccdo de células hospedeiras por taquizoitos de T.
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gondii das cepas tipo I e III. Especificamente, foi analisado se NcLivAHPT e NcLiv-
Ropl6 seriam capazes de induzir a fosforilagdo de STAT3 em fibroblastos. Para tal,
foram utilizados anticorpos especificos para as formas fosforilada de STAT3 (forma
ativa) em ensaios de IFA e WB. Ambos os métodos revelaram que, apos 18 horas de
infeccdo, ha a ativagdo de STAT3 em células HFF infectadas com RHAHPT e
NcLiv_Ropl6. Entretanto, a fosforilacio de STAT3 ndo foi detectada por ambos os
métodos nas células infectadas por NcLivAHPT (Figura 21A e 21B). Uma vez que a
funcdo bioldgica primaria de Rop16 foi preservada no parasito N. caninum transgénico,
em seguida, foram conduzidos experimentos com a intencdo de se observar se a
ativacdo da via de STAT3 comprometeria a producdo de IL-12p40 em BMDMs
infectados, conforme descricao prévia em 7. gondii (BUTCHER et al., 2011). Apos 18
horas de infec¢do, observou-se que taquizoitos de N. caninum expressando Ropl6
induzem uma redugdo significativa dos niveis de IL-12p40, em comparacdo com os
macréfagos infectados com a linhagem parental (NcLivAHPT). A fim de se eliminar
possiveis ressalvas sobre a diferenciagdo da medula 6ssea, foi realizado o mesmo layout
experimental com células de baco de camundongo naive. Novamente, foi observado
uma diminuicdo acentuada na producdo de IL-12p40 em células infectadas com
NcLiv_Ropl6 (Figura 21C). Portanto, os fendtipos biologicos induzidos pelas proteinas
heter6logas expressas em N. caninum foram preservados, levando-nos assim a concluir
que N. caninum pode ser utilizado como uma plataforma para estudo de possiveis
fatores de viruléncia de parasitos Apicomplexa.

Dado que N. caninum expressando Rop16 induz a ativagdo de STAT3 e modula
a producdo de IL-12p40, foi investigado o papel deste fator de viruléncia na via do
inflamassoma, uma vez que tem sido reportado a participagao de STAT3 na ativacao do
receptor NLRP3 e na produg¢do da citocina IL-1B (SAMAVATI et al, 2009;
ZUURBIER et al., 2012).
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Figura 19. Expressiao de GralS-BirA* em N. caninum induz a ativagio especifica
do fator de transcricio NF-kB e um aumento na producio de IL-12p40. (A)
Diagrama do plasmideo linear com o cassete que codifica Gral5-BirA* ligado ao tag de
HA na regido carboxi-terminal, dirigido pelo promotor Gra7 de N. caninum; (B) IFA de
N. caninum expressando Gral5-BirA*, cultivado por 48 horas com ou sem biotina.
Gral5-BirA* se localiza no vactolo parasitoforo e torna biotiniladas as proteinas
proximas ou de interagdo direta. Proteinas biotiniladas endogenamente no apicoplasto
sdo detectaveis como um background, mesmo na auséncia de biotina. Verde: anticorpo
anti- HA de camundongo, vermelho: estreptavidina-Alexa 488. Ampliacdo da imagem:
63x; (C) WB revelado com estreptoavidina-HRPO, comparando o perfil de proteinas
biotiniladas a partir do lisado total de parasitos parentais e Gral5-BirA*, na presenca ou
auséncia de meio de cultura enriquecido com biotina; (D) figura representativa
mostrando o envolvimento de proteinas da via NF-kB mediante a infec¢do por
NcLiv_Gral5-BirA*, em comparagdo com NcLivAHPT, elaborado por meio de
espectrometria de massa de proteinas biotiniladas, analisados por software dedicado
(Pathway  Studio, Elsevier, https://www.elsevier.com/solutions/pathway-studio-
biological-research). Escala de intensidade: azul: reducdo da expressdao da proteina,
vermelho: maior expressao da proteina; (E) Producdo diferencial de IL-12p40 em
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BMDMs infectados com NcLiv_Gral5. Os valores sdo representativos de dois
experimentos independentes, indicam média + SEM dos niveis de citocinas em relagdo
a curva padrao (*P < 0,05; ANOVA e comparagdo de Bonferroni pds-teste multiplo).
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Figura 20. Expressio de Gra24-BirA* em N. caninum induz a ativacio da MAPK
p38. (A) Diagrama do plasmideo linear com o cassete que codifica Gra24-BirA* ligado
ao tag de HA na regido carboxi-terminal, dirigido pelo promotor Gra7 de N. caninum;
(B) IFA de N. caninum expressando Gra24-BirA*, cultivado por 48 horas com ou sem
biotina. Gra24-BirA* se localiza no vacuolo parasitéforo e torna biotiniladas as
proteinas proximas ou de interagdo direta. Proteinas biotiniladas endogenamente no
apicoplasto sdo detectaveis como um background, mesmo na auséncia de biotina.
Verde: anticorpo anti- HA de camundongo, vermelho: estreptavidina-Alexa 488.
Ampliacdo da imagem: 63x; (C) WB revelado com estreptoavidina-HRPO, comparando
o perfil de proteinas biotiniladas a partir do lisado total de parasitos parentais e Gra24-
BirA*, na presenga ou auséncia de meio de cultura enriquecido com biotina; (D)
proteinas biotiniladas foram identificadas por espectrometria de massa, € as principais
proteinas relacionados as vias de sinalizacdo conhecidas foram apresentadas como
NcLiv. GRA24-BirA* em relagdo a linhagem parental (NcLivAHPT). Escala de
intensidade: azul: reducdo da expressdo da proteina, vermelho: maior expressdo da
proteina; (E) BMDMs foram infectados com taquizoitos N. caninum e T. gondii
(NcLivAHPT, NcLiv. GRA24, PRU; MOI 1). Ap6s 30 minutos ou 18 horas de infecgao,
as cé€lulas foram lisadas e submetidas a andlise da fosforilagdo de p38 por CBA. Os
resultados foram expressos em unidades / mL, em relagdo a curva padrao; * Indica
diferenca estatistica significativa entre células infectadas por NcLiv. GRA24 ou PRU, e
NcLivAHPT; (F) Producao diferencial de IL-12p40 em BMDMs infectados. Os valores
sdao representativos de dois experimentos independentes, indicam média £ SEM dos
niveis de citocinas em relagdo a curva padrao (*P < 0,05; ANOVA e comparacao de
Bonferroni pos-teste multiplo).
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Figura 21. Ropl6 induz a ativacdo especifica de STAT3 e uma reducio na
producio de I1L-12p40. (A) Analise por imunofluorescéncia da fosforilagdo de STAT3
dependente de Rop16. HFFs foram infectados com taquizoitos da cepa RH de T. gondii
(tipo 1), NcLivAHPT ou NcLiv_Ropl6 (MOI 1) durante 18 horas, fixadas e incubadas
com anticorpos anti-HA, Rop13 ou as formas fosforiladas de STAT3 (Tyr 705). Verde:
anticorpo anti-STAT3 de camundongo; vermelho: anticorpo anti-Rop13 ou anti-HA de
coelho. Ampliagdo da imegem: 63x; (B) analise por Western blotting da fosforilagdo de
STAT3 dependente de Rop16. HFFs foram infectadas com taquizoitos de 7. gondii tipo
I, tipo 1I, NcLivAHPT ou NcLiv_Ropl6. Apds 18 horas de infecgdo, as células foram
lisadas e analisadas por WB. Vimentina (especifico da cé¢lula do hospedeiro) e Ron5/c
(especifico do parasito) sao mostrados como controles; (C) sobrenadante de BMDMs e
especnoécitos infectados com NcLivAHPT ou N. caninum expressando Ropl6 de T.
gondii tipo I (MOI 1) por 18 horas foi coletado para quantificacdo dos niveis de IL-
12p40 por ELISA. Os valores sdo representativos de dois experimentos independentes,
indicam média = SEM dos niveis de citocinas em relacdo a curva padrao (*P < 0,05;
ANOVA e comparacao de Bonferroni pos-teste multiplo).
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5.8 N. caninum é capaz de induzir ativacao do inflamassoma

A habilidade de parasitos do género Neospora em ativar o complexo do
inflamasssoma permanece desconhecida até o momento. Neste contexto, primeiramente
foi avaliado se N. caninum seria capaz de ativar as vias de sinalizacdo que culminam na
ativacdo endogena da enzima caspase-1 em macrofagos. Com tal intengdo, BMDMs
naive e primados com lipopolissacarideo (LPS) foram infectados com taquizoitos da
linhagem NcLivAHPT, sendo a ativagdo de caspase-1 mensurado com uma sonda
fluorescente (FAM-YVAD-FMK) que se liga com alta afinidade a forma ativa da
caspase-1 (SMOLEWSKI et al., 2001; ZAMBONI et al., 2006). Foi observado que N.
caninum, induz a ativagdo de caspase-1 em macrofagos de camundongos C57BL/6
mesmo quando as células ndo foram previamente primadas com LPS (Figura 22A). Em
sequéncia, foi avaliado a secre¢do da forma ativa da citocina IL-1PB, processo esse
dependente da ativacdo de caspase-1. Foi visto que ambos BMDMs pré-tratados com
LPS ou naive produziram quantidades significantes de IL-1B em resposta a infec¢ao por
N. caninum de forma dose dependente (Figura 22B). Portanto, N. caninum induz a
ativacao do inflamassoma, nao sendo necessario primar a célula antes da infec¢do, como

um estimulo para o primeiro sinal de ativagdo desta via.
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Figura 22. N. caninum induz ativacido de caspase-1 e producio de IL-1f em
macrofagos. BMDMs naive ou previamente estimulados com LPS (1pg/mL) por 4
horas, e infectados por 18 horas com taquizoitos de N. caninum (NcLivAHPT, MOI
0,5:1). (A) BMDMs infectados foram incubados com a sonda flurescente FAM-YVAD-
FMK por 30 minutos, e a atividade de caspase-1 mensurada por citometria de fluxo. Os
resultados foram expressos como iMIF (% de cé€lulas positivas X a intensidade média de
fluorescéncia da populacdo); (B) sobrenadante de macrofagos infectados foram
coletados para quantificagdo dos niveis de IL-1B por ELISA. Os valores sao
representativos de dois experimentos independentes, indicam média £ SEM (*P < 0,05;
teste ¢ de student).
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5.9 A ativacdo do inflamassoma em resposta a infeccio por N. caninum ¢é
dependente de MyD88, NLRP3, ASC e Caspase-1

A ativagao do inflamassoma pode ocorrer por diversas vias. Assim, para
determinar qual via central ¢ responsavel pela ativagao do inflamassoma em reposta a N.
caninum, foi realizado experimentos com BMDMs deficientes em importantes
componentes do inflamassoma. Através da incorporagdo da sonda FAM-YVAD, foi
demonstrado que BMDMs deficientes para NLRP3 e NLRC4 ou para proteinas
adaptadoras MyD88, ASC, caspase-1 e caspasel/11, falharam em induzir a ativacdo de
caspase-1 (Figura 23A) e secre¢dao de IL-1P e IL-18 apods infecgdo com NcLivAHPT
(Figura 23B).

O proximo objetivo foi avaliar se estas moléculas desempenham um papel no
controle da replicagdo de N. caninum in vitro. Para isso, foi avaliado a replicagdo de
taquizoitos de N. caninum em macréfagos obtidos de camundongos C57BL/6 ou
deficientes para componentes do inflamassoma. Além disso, utilizamos BMDMs de
camundongos Nos2 ", uma vez que a oxido nitrico sintase induzivel (NOS2) ¢ a
principal enzima responsavel pela producdo de NO e ¢ essencial para a restricdo do
crescimento de parasitos do filo Apicomplexa, sendo que este mostrou-se essencial no
controle da infec¢do por Neospora (Figura 24A). A replicagdo do parasito in vitro foi
avaliado por citometria de fluxo e microscopia de fluorescéncia em BMDMs infectados
com N. caninum expressando constitutivamente mCherry (NcLiv-mCherry), MOI 0,5,
por 18 horas de infec¢do, sendo determinada a média da intensidade de fluorescéncia
integrada (iIMIF) de BMDMs com Nc-mCherry+. Analisando os resultados, foi
observado um aumento significativo da carga parasitaria nos BMDMs MyD887/ -, ASC™”
e Caspase-lf/f, quando comparadas aquelas encontradas em BMDMs de WT (wild
type), sendo este incremento no parasitismo similar aquele observado em BMDMs de
camundongos NOS2™", como demonstrado em iMIFs de BMDMs mCherry+ por
citometria de fluxo (Figura 24A). A andlise de microscopia de fluorescéncia confirmou
os resultados observados anteriormente, onde BMDMs de camundongos MyD887/7,
ASC” ¢ Casp-1"" apresentaram maior quantidade de parasitos intracelulares, quando
comparados com BMDMs de WT. No entanto, diferentemente do observado pelo ensaio
de citometria, foi possivel observar que macrdéfagos deficientes para NLRP3" ¢ IL-
IR também apresentaram um aumento do parasitismo, acompanhado de intensa lise

celular (Figura 24B). Portanto, o inflamassoma ¢ ativado em resposta a infec¢do por
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Neospora, e as proteinas inatas MyD88, NLRP3, ASC, Caspase-1 e IL-1R sdo crucias

na restricdo da multiplicagcdo do parasito N. caninum em macréfagos.
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Figura 23. NLRP3, ASC, Caspase-1 e MyD88 siao requeridos para ativacdo do
inflamassoma em resposta a infeccao por N. caninum. A atividade de caspase-1 foi
mensurada em BMDMs naive de camundongos WT (Wild type) e deficientes para
NLRC4, NLRP3, ASC, Caspase-1, Caspase-1/11 e MyD88 foram infectados com
taquizoitos de N. caninum (NcLivAHPT; MOI 0,5:1) por 18 horas. (A) BMDMs
infectados por 18 horas foram incubados com a sonda fluorescente FAM-YVAD-FMK
por 30 minutos, e a atividade de caspase-1 mensurada por citometria de fluxo. Os
resultados foram expressos como iMIF (% de cé€lulas positivas X a intensidade média de
fluorescéncia da populagdo); (B) sobrenadante de macréfagos infectados em diferentes
MOIs foram coletados para quantificacdo dos niveis de IL-1p e IL-18 (C) por ELISA.
Os valores sdo representativos de dois experimentos independentes, indicam meédia +
SEM (*P <0,05; ANOVA e comparacao de Bonferroni pos-teste multiplo).
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Figura 24. NLRP3, ASC, Caspase-1, IL-1R e MyD88 sao requeridos para restricio
da replicacdo de N. caninum. O parasitismo celular foi quantificado e detectado em
BMDMs naive de camundongos WT (Wild type) e deficientes para NLRP3, ASC,
Caspase-1, Caspase-1/11, IL-1R, MyD88 ou NOS2 infectados com taquizoitos de MN.
caninum expressando mCherry (NcLiv_mCherry; MOI 0,5:1) por 18 horas por meio de
(A) citometria de fluxo e (B) microscopio de fluorescéncia. Ampliagdo do microscopio
de 40x. Os valores sdo representativos de dois experimentos independentes, indicam
média = SEM (*P < 0,05 em relagdo ao grupo WT; ANOVA e comparacdo de
Bonferroni pos-teste multiplo).
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5.10 A ativacdo do inflamassoma por N. caninum é dependente do efluxo de
potassio

Conforme anteriormente descrito, o desbalanco i6nico (efluxo de K+) ¢ critico
para a ativacdo do inflamassoma NLRP3. Para elucidar os mecanismos responsaveis
pela ativacdo do inflamassoma em reposta a infec¢do por N. caninum, foi inicialmente
investigado se a saturagdo extracelular de potassio ou sédio interferiria na ativacao de
caspase-1 durante a infeccdo de macréfagos com N. caninum. Através da deteccao da
secrecao de IL-1B como medida indireta da ativacdo de caspase-1, observamos que
ativacao de caspase-1 induzida por N. caninum foi inibida pela adicdo de KCl, de forma
dose dependente (Figura 25A). No entanto, a adicdo de NaCl ndo alterou os niveis IL-

1B, consequentemente ndo interfere na ativagdo da caspase-1 (Figura 25B).
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Figura 25. Efluxo de potassio é requerido para ativacdo do inflamassoma por N.
caninum. A atividade de caspase-1 foi mensurada em BMDMSs naive tratados por 2
horas com diferentes concentragdes de KCl (A) e NaCl (B) e posteriormente infectados
com taquizoitos de N. caninum (NcLivAHPT, MOI 0,5:1). Apés 18 h de infecgdo, a
liberacdo de IL-1B foi analisada no sobrenadante por ELISA. Os valores sao
representativos de dois experimentos independentes, indicam média + SEM. *P < 0,05
(ANOVA e comparagao de Bonferroni pds-teste multiplo) comparado com nao tratado.
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5.11 T. gondii nao possui capacidade semelhante a de N. caninum em ativar o
inflamassoma

Visto que a infec¢do por N. caninum da cepa NcLiv ndo necessita de um
primeiro sinal exdgeno para ativacdo do inflamassoma, ou seja, primeiro induzindo a
sintese de citocinas pro-inflamatodrias inativas (pro-IL-1p e pro-IL-18), e em segundo
ativando caspase-1 para atuar na formagdo de citocinas ativas (IL-1B e IL-18), foi
verificado a capacidade de diferentes cepas de 7. gondii € N. caninum em ativar o
inflamassoma. Para isso, BMDMs primados ou ndo com LPS foram infectados com
taquizoitos da cepa tipo I (RH), tipo II (PRU) de 7. gondii e com a cepa Nc-1 ou NcLiv
de N. caninum, e entdo a ativacdo de caspase-1 e os niveis IL-1p foram mensurados por
FAM-YVAD e ELISA, respectivamente. Foi observado que Nc-1 teve o mesmo perfil
de resposta observado para NcLiv (Figura 26A). No entanto, diferentemente do
observado pelas cepas de Neospora, T. gondii foi incapaz de ativar o inflamassoma em
BMDMs ndo primados. Como observado no histograma representativo, cepas RH e
PRU de T. gondii somente ativam capase-1 em macrofagos primados com LPS (Figura
26A), e consequentemente apresentaram uma diminui¢do dos niveis de IL-1p em
BMDMs naive, em relagdo com os infectados com as cepas de Neospora (Figura 26B).
Adicionalmente, confirmou-se que a via NLRP3-ASC-Caspase-1 como uma via crucial

para ativacao do inflamassoma em resposta a N. caninum.
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Figura 26. Ativacao diferencial do inflamassoma induzido por N. caninum ¢ T. gondii.
(A) Atividade de caspase-l mensurada em BMDMs incubados com a sonda
fluorescente FAM-YVAD-FMK, durante 30 minutos, por citometria de fluxo. Os
resultados foram expressos por histogramas verde, rosa, azul e vermelho que
representam a marcacao de macrofagos primados e infectados (LPS e Nc-1, NcLiv, RH
ou PRU), so6 infectados (Nc-1, NcLiv, RH ou PRU), primados (LPS) e nao infectados
(NI), respectivamente; (B) sobrenadante de BMDMs naive infectados com cepas Nc-1
ou NcLiv de N. caninum e cepas de T. gondii tipo I (RH) ou tipo II (PRU), MOI 0,5:1,
incubados por 18 horas, foram coletados para quantificagdo dos niveis de IL-1p por
ELISA. Os valores sdo representativos de dois experimentos independentes, indicam
média £ SEM (*P < 0,05; ANOVA e comparacao de Bonferroni pos-teste multiplo).
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5.12 N. caninum expressando proteinas de 7. gondii tipo I (Rop16) inibe a ativacio
do inflamassoma

Para determinar se Rop16 seria uma das proteinas de 7. gondii responsavel pelo
bloqueio da ativacdo do inflamassoma, através da ativagdo de STAT3 sabidamente
induzido por este fator de viruléncia, foram realizados experimentos com BMDMs
naive infectados com NcLivAHPT, NcLiv_Rop16 ou RH, para detec¢ao da ativacao de
caspase-1 e produgdo de IL-1P. Analisando os resultados, foi observado que N. caninum
expressando Ropl6 (NcLiv_Ropl6) apresentou fenotipo semelhante aquele induzido
por RH, falhando em induzir a ativagdo de caspase-1 (Figura 27A) e comprometendo a
secrecao de IL-1P (Figura 27B). Adicionalmente, observamos que efeitos similares na
inibicdo da ativacdo de caspase-1 ocorreram em BMDMs tratados com agonistas de
STAT3 (IL-6) e/ou STAT6 (IL-4), por 18 horas, e infectados com NcLivAHPT (Figura
27C). Em contrapartida, o efeito da inativagdo de caspase-1 induzida por NcLiv_Ropl6
e RH foi revertido em células tratadas com antagonista de STAT3 (WP1066) (Figura
27C). Neste sentido, Rop16 ¢ um dos fatores de viruléncia de 7. gondii responsavel pelo

bloqueio da ativagdo do inflamassoma, de modo dependente a ativacao de STAT3.
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Figura 27. Rop16 de 7. gondii tipo I reduz a ativacio do inflamassoma de modo
STAT3/6-dependente. A atividade de caspase-1 foi mensurada em BMDMs naive de
camundongos WT (Wild type) infectados com MOI 0,5:1 de taquizoitos de
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NcLivAHPT, NcLiv_Ropl6, RH ou ndo infectados (NI) por 18 horas. (A) BMDMs
infectados por 18 horas foram incubados com a sonda flurescente FAM-YVAD-FMK
por 30 minutos e a atividade de caspase-1 mensurada por citometria de fluxo. Os
resultados foram expressos como iMIF (% de cé€lulas positivas X a intensidade média de
fluorescéncia da populacdo); (B) sobrenadante de macrofagos infectados foram
coletados para quantificacdao dos niveis de IL-1p por ELISA; (C) BMDMs tratados com
10ng/mL do agonistas de STAT3 (IL-6) e/ou STAT6 (IL-4), ou com IuM do
antagonista de STAT3 (WP1066) ou ndo tratados (meio) por 18 horas foram infectados
com diferentes parasitos (NcLivAHPT, NcLiv_Ropl6, RH ou NI) por 18 horas e
marcados com a sonda FAM-YVAD-FMK para quantificagdo de caspase-1. Os valores
sdo representativos de dois experimentos independentes, indicam média + SEM (*P <
0,05; ANOVA e comparagao de Bonferroni pds-teste multiplo).
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6 DISCUSSAO

N. caninum € um parasito intracelular obrigatorio, estreitamente relacionado ao
protozoario Toxoplasma gondii, e € reconhecido como importante causador de doencas
neuromusculares em caes e aborto em bovinos em todo o mundo, o que representa
perdas econOmicas significativas nas industrias de corte e de leite (CRAEYE et al.,
2011; GOODSWEN et al., 2015). O uso de N. caninum como um sistema heterélogo
para a expressdo de proteinas de 7. gondii foi aqui explorado, e pode revelar-se uma
ferramenta valiosa para a identificagdo de fatores diferenciais de viruléncia, € como um
possivel vetor de vacina viva para ambos os parasitos. O presente estudo proporciona
técnicas simples e rapidas para manipulagdo génica em N. caninum com base em um
sistema especifico para Neospora, que foi capaz de inserir genes alvo com eficiéncia,
pela alta frequéncia de parasitos transgénicos estaveis que facilitam a clonagem e sua
manipulagdo. Atualmente, hd poucos trabalhos de edicdo de genoma em N. caninum
com uma prevaléncia de métodos de engenharia genética para N. caninum utilizando
vetores especificos para 7. gondii, ou seja, plasmideos com promotores de 7. gondii
para direcionar o alvo de interesse (HOWE e SIBLEY, 1997; ZHANG et al., 2010; LEI
et al., 2014; PEREIRA e YATSUDA, 2014, PEREIRA ¢ BARONI, YATSUDA, 2014).

Para obtencao de taquizoitos de N. caninum transgénicos, expressando proteinas
heter6logas ou depletados geneticamente para Rop9, foi utilizado como linhagem
parental o parasito depletado para o marcador de selecio HPT. Taquizoitos de Neospora
deficientes na atividade de HPT podem ser selecionados negativamente na presenca da
droga 6-tioxantina (6-TX), enquanto as linhagens que expressam a atividade do
marcador de selegdo podem ser selecionadas positivamente com acido micofendlico e
xantina (DONALD et al., 1996). Este método de sele¢do ¢ comumente utilizado em 7.
gondii, pois a inser¢do do marcador tem se mostrado seguro, confidvel e de baixo custo
para selecionar alvos apds modificagdes genéticas, facilitando a manipulagdo da
populacgdo transfectada (DONALD et al., 1996; HOWE e SIBLEY, 1997; ZHANG et
al., 2010).

Dessa forma, a deplecao do gene HPT fornece um marcador de selecdo eficiente
para estudos de genética molecular em parasitos do filo Apicomplexa. Outros estudos
utilizaram diferentes drogas de resisténcia em N. canium da cepa Nc-1, como o uso de
piretamina quando deletado o gene Diidrofolato redutase - Timidilato sintase (DHFR-
TS) para obter taquizoitos de N. caninum expressando a proteina Ropl8 de 7. gondii

tipo I ou Lac-Z - marcador de diversos modelos celulares, que pode atuar como
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indicativo de expressdo génica e localizacdo de células, pela acdo da enzima [-
galactosidase que cliva o seu substrato e pode ser mensurado por ensaios colorimétricos
(LEI et al., 2014; PEREIRA, BARONI e YATSUDA, 2014), bem como o uso de
clorofenicol, mediante depletacdo do gene cloranfenicol acetiltransferase (CAT) para
expressao de Lac-Z (PEREIRA ¢ YATSUDA, 2014). Entretanto, o uso do HPT como
marcador de sele¢do negativa indica uma vantagem no delineamento experimental para
modificagdes genéticas, quando comparados com vetores baseados em CAT e DHFR
(DONALD et al., 1996). Com base nisso, antes de utilizar o parasito NcLivAHPT como
linhagem parental para futuras modificacdes genéticas em N. caninum, verificamos se a
delecao do gene HPT no parasito interferiria na sua viruléncia e na resposta imune do
hospedeiro. Mediante a auséncia de fenotipos derivados da dele¢do do gene HPT, ou
seja, nao foram detectadas diferencas no perfil de produgdo de citocinas e mortalidade
de camundongos desafiados com as linhagens de N. caninum deficientes em HPT e
complementada pelo gene, os experimentos foram continuados para consequentes
manipulagdes génicas do parasito.

O presente trabalho buscou desenvolver N. canium depletado geneticamente para
Rop9, visto que os antigenos de ROP sdo possiveis moléculas-chave na modificagdo do
nicho intracelular, um dos principais fatores de viruléncia (DLUGONSKA, 2008), e por
Rop9 ter sido identificada como uma possivel proteina efetora, que tem como alvo a
célula hospedeira podendo ser uma determinante de viruléncia (REICHMANN et al.,
2002; CHEN et al., 2014).

A inativacdo do gene de interesse através de recombinacdo homologa ainda ¢
dificultada por diversos fatores, como a necessidade de muitos clones devido a baixa
eficiéncia e a necessidade de uma selecdo demorada e trabalhosa (CAPECCHI, 2005,
GAlJ el al., 2013; ANDENMATTEN et al., 2013). No entanto, uma nova abordagem
tem surgido, que permite manipular qualquer gene de uma variada gama de tipos de
células e organismos, que se baseia na edi¢do do genoma utilizando uma endoclunease.
O sistema CRISPR-Cas surgiu recentemente como uma alternativa facil e eficiente para
induzir alteracdo no gene alvo (GAJ et al., 2013; SIDIK et al., 2014; SHEN et al.,
2014).

Neste contexto, foi utilizado o vetor CRISPR-Cas9 na delecdo de Rop9 em N.
caninum. Os parasitos transfectados com o plasmideo CRISPIR-Cas9 de T. gondii
(pU6-Universal) apesar de expressarem Cas9 no nucleo ndo apresentaram delecdo do

alvo. Ainda que os dois protozoarios apresentam semelhancas morfoldgicas e
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biologicas, um estudo comparativo entre o genoma de 7. gondii e N. caninum
mostraram que os dois parasitos possuem alguns genes drasticamente alterados em sua
expressao e funcionalidade (REID et al., 2012). Portanto, o proximo passo foi substituir
o promotor U6 de T. gondii pelo de N. caninum na tentativa de melhor direcionar o alvo
a ser depletado. Contudo, ndo houve diferenca no resultado obtido com relagdao ao
experimento anterior, apesar que o plasmideo especifico para N. caninum foi eficiente
na deplecdo de SAG1 em T. gondii. Em seguida, o vetor pU6-Universal foi modificado
inserindo Ku80, que tem como papel primario a reparacio do DNA, mas também tém
sido implicado numa variedade de outras atividades celulares, tais como manutencao do
telomero, supressao tumoral, regulacdo na transcricdo de genes, e apoptose (HUYNH e
CARRUTHERS, 2009). Surpreendentemente, diferente dos dados reportados com 7.
gondii, que a delecdo de Ku80 contribui na melhora da sua manipulagdo génica (FOX et
al., 2009; ROMMEREIM et al., 2013), quando Ku80 foi inserido em N. caninum para a
deplecao de Rop9, se obteve os parasitos transgénicos com uma frequéncia de 30% da
populagdo trasnfectada. Varios estudos tém mostrado que a auséncia de Ku80
contribuiu para um aumento da taxa de mutacdo, instabilidade cromossémica, e
aumento da carcinogénese, enquanto outros observaram uma diminui¢ao na frequéncia
de mutacdo e rearranjos cromossomicos. Portanto, N. caninum diferencialmente a 7.
gondii necessita da presenga de Ku80 para obtencdo de parasitos depletados
geneticamente pelo método CRISPIR-Cas9. Questdes fundamentais ainda precisam ser
respondidas a respeito de como e a razdo deste parasito necessitar de Ku80 para
direcionar de forma eficiente a dele¢do da proteina alvo.

Os avangos genéticos na tentativa de desvendar a biologia do parasito mais
rapidamente levam ao desenvolvimento de novos tratamentos para doengas parasitarias
(GOODSWEN, et al., 2013, 2015; DE KONING-WARD et al. 2015). Dessa forma, foi
avaliado se a delecao de Rop9 em N. caninum alteraria os mecanismos de invasio e
replicagdo do parasito quando comparado com a linhagem parental. Nossos resultados
mostraram que a deplecdo de Rop9 em N. caninum alterou o crescimento do parasito in
vitro. No entanto, ndo proporcionou uma redug¢do de sua viruléncia in vivo, em
camundongos desafiados por via intraperitoneal. Consequentemente, a roptria Rop9
mostrou-se importante durante a fase inicial de invasdo e replicacdo do parasito,
entretanto nao se caracterizou como um potencial fator de viruléncia para Neospora.

Para desenvolver N. caninum expressando proteinas heterdlogas, foi construido

plasmideos com promotores especificos para Neospora de forma que estivessem
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associados ao perfil de expressdo do ciclo celular do inserto. Portanto, foi proposto a
utilizacao de trés tipos de proteinas de N. caninum para direcionar a inser¢do do alvo de
interesse, sendo a tubulina (NCLIV_039100) e Gra7 (NCLIV_021640) presentes
durante todo o ciclo celular do parasito, € Ropl13 (NCLIV_055850) transientemente.
Para selecionar o plasmideo mais eficiente para a insercdo do alvo, foi realizado a
expressdao de proteinas fluorescentes GFP e mCherry utilizando plasmideos contendo
promotores especificos do parasito. A transfeccdo com plasmideo contendo Ropl3 e
Gra7 mostraram-se mais eficientes do que a Tubulina, por apresentarem uma alta
frequéncia de parasitos positivos que expressavam GFP ou mCherry, o que contribuiu
para uma rapida clonagem da populagdo transfectada. A obtengdo destes parasitos
fluorescentes demonstraram ser uma ferramenta valiosa na quantificagdo e deteccao de
parasitos tanto na fase aguda da infeccao (taquizoitos), quanto na fase cronica (cisto).
Existem outras formas para detectar e quantificar o parasito, como por marcagao com
sondas fluorescentes (MOTA et al., 2014) ou por parasitos expressando lac-Z
(PEREIRA e YATSUDA et al., 2014, PEREIRA ¢ BARONI, YATSUDA, 2014). No
entanto, estes métodos sao demorados, hd uma perda consideravel de taquizoitos viaveis
e ¢ detectado somente na forma de taquizoitos.

Devido a eficiéncia e a estabilidade da utilizagdo de Gra7 e Ropl3 como
promotores especificos de N. caninum, foi proposto a utilizagdo dos mesmos para
constru¢do de plasmideos contendo tag de HA, para facilitar a deteccdo de proteinas
heterologas expressas em Neospora, por meio apenas da utilizagdo de anticorpo
especifico anti-HA. Proteinas de Toxoplasma tém sido apresentadas como componentes
chaves nas relagdes parasito-hospedeiro. Um conjunto destas proteinas secretadas e
excretadas pelo parasito estdo sendo caracterizadas como potentes fatores de viruléncia
que modulam as fung¢des da célula hospedeira como mecanismo de evasao (BUXTON,
McALLISTER e DUBBEY, 2002; DONAHOE et al., 2015). As roptrias se destacam
por compor a maioria destas proteinas que modulam a resposta imune do hospedeiro a
seu favor. Além das roptrias, os granulos densos também fazem parte destes
componentes que sdo secretados e tem impacto nas funcdes da célula hospedeira
(DUBREMETZ, 2007, ANDENMATTEN et al., 2012). Deste modo, foi sugerido a
utilizacao de N. caninum como sistema heterolégo para expressdo de proteinas de T.
gondii, pois o uso de modificagdes genéticas tem sido um método de escolha para
analise genomica funcional e para se obter informagdes mais detalhadas da funcao dos

genes € o seu fendtipo (s).
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Proteinas de 7. gondii tipo 11 (Gral5 e Gra24) e do tipo I (Ropl6 e Ropl8)
foram expressas em N. caninum. A eficacia dos vetores desenvolvidos para inser¢ao
dessas proteinas em Neospora foi avaliada pela correta expressdo e marcacdo dos
insertos no parasito por IFA e WB. Os resultados obtidos demonstraram que os alvos
foram corretamente processados e orientados, sendo entdo os constructos uma
ferramenta eficiente para clonagem e obtencdo de parasitos transgénicos estaveis, por
manterem a sua expressao apOs varias passagens in vitro € in vivo sem selecdo de
drogas. Portanto, os plasmideos desenvolvidos para N. caninum podem ser utilizados na
sua manipulacdo génica para geracao de parasitos knock-in.

Braun et al. (2013) identificaram Gra24 de 7. gondii da cepa tipo II como um
potente agonista da MAPk p38 no hospedeiro, que esta envolvido na producao da
citocina IL-12. Portanto, foi avaliado se N. caninum expressando Gra24 seria capaz de
manter o mesmo perfil de resposta. Os resultados mostraram que o N. caninum
expressando Gra24 induziu um aumento na ativagdo da subunidade p38-alfa, quando
comparado com a linhagem parental, porém o aumento na indu¢do da fosforilacdo de
p38 ndo interferiu no nivel de sintese da citocina IL-12. Estudos anteriores relataram a
presenca de alguns genes de superficie e proteinas secretadas que sdo conhecidos por
controlar a viruléncia e as interacdes com o hospedeiro na infec¢ao pelo 7. gondii, que
sdo alterados no genoma do Neospora, com diferengas na expressdao e funcionalidade.
Dessa forma, houve outro fator presente no Neospora que esta envolvido na producao
de tal citocina (REID et al, 2012; SILMON e WEISS, 2015; RAMAPRASAD et al,
2015). Portanto, a busca por alvos antigénicos com potencial de ativagdo p38 em
Neospora devem ser melhor investigados.

Diversos trabalhos tém também explorado as funcdes de Gral5 e Ropl6, por
serem um dos principais fatores de viruléncia de T gondii, cuja a presenca ¢
fundamental na diferenga de viruléncia entre as suas cepas (JENSEN et al., 2013). Estas
proteinas efetoras do parasito agem na modulacao de vias que regulam a inflamacao.
Ropl6 foi caracterizada por interagir com a via de sinalizacdo STAT do hospedeiro,
onde estudos in vitro tém determinado que cepas de 7. gondii tipo I e 1II, mas ndo do
tipo II, mantém a ativagao constitutiva de STAT3 e STAT6 que esta intimamente ligado
ao nivel de sintese da citocina IL-12, que ¢ central para a resposta imune protetora do
hospedeiro a infec¢ao por 7. gondii (YAMAMOTO et al., 2009; BUTCHER et al.,
2011; YUAN et al., 2011; JENSEN et al., 2013). Em contraste, Gral5 de cepas do tipo

II, mas ndo do tipo I ou III, ativam o fator de transcricdo NF-xB que ¢ composto por
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cinco membros: p50 (NF-kB1), p52 (NF-xB2), p65 (RelA), RelB, e c-Rel, e isto foi
correlacionado a producgdo de IL-12 (ROSOWSKI et a., 2011; JENSEN et al., 2013).
Jensen et al. (2013) tém mostrado que a expressdao de Rop16 juntamente com Gral5 em
T. gondii promove resisténcia in vivo, pois infeccdes por via oral com parasitos
transgénicos apresentaram uma reducao no nimero de parasitos intestinais, que por sua
vez reduziram a patologia intestinal. No entanto, a expressdo de apenas uma das
proteinas ndo conferiu protecdo ao hospedeiro. Dessa forma, Ropl6 e Gral5 devem
atuar diretamente nos mecanismos do hospedeiro que regulam a sobrevivéncia ou
replicagcdo do parasito nas c€lulas infectadas. Visto a importancia na resposta imune do
hospedeiro e o fen6tipo marcante destes fatores de viruléncia, o presente tabalho buscou
também avaliar se N. caninum expressando Gral5 ou Ropl6 sdo capazes de manter o
mesmo fenotipo biologico induzido por estas proteinas.

Primeiramente, foi observado se a expressao destas proteinas em Neospora
alteraria os mecanismos de invasdo e replicagdo do parasito quando comparado com a
linhagem parental. Nossos resultados mostraram que a inser¢do de Gral5 ou Ropl6 em
N. caninum nao alterou o crescimento do parasito in vitro. Adicionalmente, foi
verficado que N. caninum expressando Gral5 modula alguns membros da via NF-«xB,
com destaque para a ativacdo de NF-kB1, e que esta associado com a producao de IL-
12p40. Em relagdao a Ropl16, foi observado que houve fosforilagdo de STAT3 apenas
quando o parasito expressava Rop16, e que esta ligado a baixa producao de I1-12p40 in
vitro. Portanto, os resultados obtidos corroboram com os dados descritos na literatura, e
tém confirmado a utilizacdo do N. caninum como um sistema heter6logo para se estudar
proteinas de 7. gondii ou extendidos para outros parasitos do filo Apicomplexa, uma
vez que as caracteristicas biologicas primarias das proteinas-alvo em estudo foram
preservadas quando expressas em Neospora. Além disso, a expressao de Ropl6 no
parasito proporcionou uma reduc¢do de sua viruléncia in vivo em camundongos
desafiados por via intraperitoneal. Davoli-Ferreira et al. (2016) demonstraram que
animais deficientes no receptor inato Nod2 em resposta a infec¢do por N. caninum
apresentaram uma diminuicdo da patogénese € uma maior sobrevida quando
comparados com animais WT, pela dimimui¢do da resposta inflamatéria. Portanto,
acredita-se que o parasito N. caninum induz uma exacerbagdo da resposta inflamatdria
levando a morte do hospedeiro. Desse modo, Rop16 poderia estar intervindo na sintese
de citocinas pro-inflamatorias e contribuindo para um ambiente menos inflamatério

levando um aumento da curva de sobrevida, no entanto, os mecanismos desencadeados
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por esta roptria devem ser melhor investigados. Além disso, estes parasitos transgénicos
poderiam ser estudados como possiveis vetores no desenvolvimento de vacinas viva.

Nos ultimos anos, diversos trabalhos tém demonstrado a importancia da ativacao
do inflamasssoma em resposta a diferentes patégenos, como 7. gondii (RATHINAM e
FITZGERALD, 2016; VANAJA, RATHINAM e FITZGERALD, 2015; CLAY,
SUTTERWALA e WILSON, 2014; CIRELLI et al., 2014). Sabe-se que a infec¢ao por
Toxoplasma modula a resposta desta via que interfere na carga parasitaria € na
disseminagdo do parasito, sendo entdo uma via importante para desencadear uma
resposta imune protetora ao parasito (ZAMBONI e LIMA-JUNIOR, 2015; CIRELLI et
al., 2014; GORFU et al., 2014). O inflamassoma ¢ usualmente composto por um
receptor, adaptador e uma caspase inflamatoria. Dentre os receptores envolvidos na
ativacdo desta via, destaca-se o receptor NLRP3 que, através de vias dependentes da
molécula adaptadora ASC, ativa caspase-1 levando a produg¢do de mediadores
inflamatorios que participam diretamente no controle da infecgdo provocada por
diversos patogenos (ZAMBONI e LIMA-JUNIOR, 2015; KIM, SHIN e NAHM, 2016;
STEWART e COOKSON, 2016). Trabalhos tém reportado a participagdo de STAT3 na
ativagdo do receptor NLRP3 e na producdo da citocina IL-1 em resposta patdogenos
intracelulares e no desencadeamento de doengas (SAMAVATI et al., 2009; ZUURBIER
et al., 2012). Dado que N. caninum expressando Rop16 induz a ativagdo de STAT3, foi,
portanto, investigado o papel deste fator de viruléncia na via do inflamassoma. No
entanto, a habilidade de parasitos do género Neospora em ativar o inflamasssoma ¢
desconhecida. Sendo assim, foi necessario elucidar a ativacdo do inflamassoma em
resposta a infeccdo por parasitos do género Neospora in vitro, para entdo compara-los
com Toxoplasma.

Os resultados mostraram que N. caninum ¢ capaz de ativar capase-1 endogena e
induzir secrecdo de IL-1p em BMDMs naive, sugerindo a participagdo dos componentes
do inflamassoma na resposta imune inata induzida por este patdogeno. A ativagdo dos
NLRs em reposta a Neospora foi entdo confirmada pela auséncia da ativacdo de
caspase-1 e secrecdo de IL-13 em BMDMs deficientes para NLRP3, ASC e Caspase-1 e
da proteina adaptora MyD88. Além disso, esse fendmeno foi ainda evidenciado pelo
aumento da carga parasitaria nestes macrofagos deficientes infectados por N. caninum.
Portanto, o presente estudo identificou que a ativagdo do receptor NLRP3 e posterior
ativacdo de caspase-1 € crucial para a secre¢do de IL-1p durante a infecgcdo por

Neospora, e uma vez secretada, a citocina IL-1f sinaliza via IL-1R/MyD88 induzindo a
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ativacdo de NF-xB e assim aumentando a expressdao de genes pro-inflamatérios, dentre
eles NOS2. Esses dados mostram o papel indireto de IL-1R/MyD88 no controle da
infeccdo por N. caninum (LIMA-JUNIOR et al., 2013; MORAVEJ] et al., 2012).
Corroborando com esses achados, foi demonstrado recentemente que a ativagdo de
NLRP3 em resposta a infec¢do por diferentes parasitos intracelulares também contribui
para a producdo de IL-1pB, de forma dependente a ativagdo de caspase-1 (LEFEVRE et
al., 2013; GOV et al., 2013; GORFU et al., 2014; ZAMBONI e LIMA-JUNIOR, 2015;
STEWART e COOKSON, 2016). Visto que, processos que dependem de uma
participacao ativa do parasito, tais como desbalanc¢o 16nico (efluxo de K+) e indugdo de
stress oxidativo sdo criticos para a ativa¢do do inflamassoma NLRP3 (LIMA-JUNIOR
et al., 2013) foi verificado se o fluxo de ions tais como Na+ e K+ s3o mecanismos que
estariam envolvidos na ativagdo do inflamassoma em resposta ao Neospora. A liberagao
de IL-1B apds a infecgdo com N. caninum foi dependente do efluxo de potéssio,
demonstrando que a saida de K+ do interior das células ¢ um mecanismo importante na
ativacao do inflamassoma induzido por Neospora. Estudos adicionais serdo necessarios
para melhor caracterizacdo dessa resposta.

Para que o processo de ativagdo do inflamassoma ocorra de forma completa,
dois sinais sdo necessarios: o primeiro sinal € proveniente da sinalizacao por PRRs que
promove a transcricdo de pro-IL-1B e pro-IL-18 (MEYLAN, TSCHOPP e KARIN,
2006), e o segundo sinal consiste no processamento proteolitico desses precursores em
suas formas biologicamente ativas via caspase-1, a qual ¢ ativada pelo inflamassoma
(KELLER et al., 2008), os sinais sdo decorrentes do reconhecimento de moléculas
microbianas introduzidas por patogenos e/ou fatores endogenos liberados de tecidos em
destruicao (BROZ e DIXIT, 2016; STEWART e COOKSON, 2016). Nossos resultados
monstraram que cepas Nc-1 e NcLiv de N. caninum possuem um perfil similar de
resposta de ativagdo dos NLRs em BMDMs naive, sendo capazes de induzir o primeiro
e o segundo sinal para ativagdo do inflamassoma, no entanto, parasitos das cepas tipo [ e
tipo Il de Toxoplasma possuem um perfil de resposta distinto, pois necessitam de
estimulo prévio para uma ativagao eficiente do inflamassoma em BMDMs. Diferentes
trabalhos ja haviam demonstrado a necessidade de se primar BMDMs antes da infec¢do
por parasitos apicomplexas para deteccao de IL-1p e IL-18 pelo método ELISA, para
entdo se avaliar ativacdo do inflamassoma em resposta a estes parasitos (GOV et al.,

2013; GORFU et al., 2014; CUNHA et al., 2015; LIMA-JUNIOR et al., 2013; CIRELLI
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et al., 2014). Adicionalmente, o presente trabalho demonstrou que ambas cepas de N.
caninum sao dependentes de NLRP3, ASC e caspase-1 para induzir a producao IL-1.

No presente trabalho foi apresentado que Rop16 seria uma das proteinas de 7.
gondii responsavel por esse bloqueio na ativacdo do inflamassoma, dado que N.
caninum expressando Rop16 tem um perfil de ativacao de caspase-1 e secrecdo de IL-
IB em BMDMs naive similar a cepa RH de 7. gondii. Complementarmente, quanto
estes macrofagos foram pré-tratados com inibidor de STAT3 (WP1066) houve um
aumento significante da ativagao da caspase-1 por estes parasitos. E quando incubados
com agonitas de STAT3 e infectados com N. caninum estas células apresentaram uma
reducdo consideravel dos niveis de caspase-1 ativa. Portanto, a ativagcdo de STAT3 por
Ropl6 esta intimamente relacionada ao bloqueio da ativagdo dos NLRs. Dados
publicados ressaltam que STAT3 ¢ um dos principais fatores de transcricdo de vias
inflamatorias, ¢ sua fosforilagdo modula a ativacdo de NLRP3 e secrecdo de citocinas
pro-inflamatorias (SAMAVATI et al., 2003; ZUURBIER et al., 2012).

De forma geral, os resultados presentes nesse trabalho evidenciaram que a
capacidade de manipulagdo genética do parasito (por delecao ou insercao de genes) para
avaliar a funcao do gene ¢ central para os avangos de melhor compreensao do patdgeno,
da interface parasito-hospedeiro, € podem beneficiar-se da riqueza de dados obtidos por
genomas, transcriptomas e proteomas, auxiliando na descoberta de possiveis alvos de

vacinas e drogas.
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7 CONCLUSAO

Este estudo indica que os vetores especificos desenvolvidos para a manipulagdo
do protozoario N. caninum melhora a eficiéncia com que estas manipulagdes genéticas
sao realizadas e podem ser aplicadas para se obter linhagens de N. caninum transgénico
de forma estavel e segura. Além disso, o desenvolvimento de ferramentas de genética
molecular para N. caninum também permitem um melhor conhecimento sobre as
diferencas biologicas com outros protozodrios. Visto que, Neospora pode ser aplicado
como um sistema de expressdo heterdloga para estudar o processamento e fungdo das
proteinas de 7. gondii, e que pode ser util para identificar e caracterizar genes
envolvidos na patogénese associada com toxoplasmose, contribuiria assim no
desenvolvimento de drogas terapéuticas e profildticas que atuam no controle da
toxoplasmose ou neosporose. Através da obtencao de parasitos N. caninum transgénicos
foi demonstrado que a presenga da roptria Rop16 expressos por cepas de 7. gondii do
tipo I implica na inibi¢do do inflamassoma, e a delecdo de Rop9 em N. canium leva a
uma redug¢do do potencial de replicacdo parasitdria. Por fim, a engenharia genética
fornece valiosas abordagens de investigagdo que podem engrandecer a compreensao

sobre patogenos intracelulares e suas interacdes com a célula hospedeira.
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9 APENDICE

9.1 Apéndice I: Lista de primers utilizados neste estudo

Nome | Alvo Sequéncia do Primer

P1 Rop9.F AAGTTG TTG TTC ACC GAG GAG ACG AG

P2 Rop9.R AAA ACT CGT CTC CTC GGT GAA CAA CA

P3 GFP.F ATG CAT AAA GGA GAA GAA CTT TTC AC

P4 GFP.R TTA ATT AAT TAT TTG TAT AGT TCA TCC AT

P5 mCherry.F ATG CAT GTG AGC AAG GGC GAG GAG GA

P6 mCherry.R TTA ATT AACTAC TTG TAC AGC TCG TCC AT

P7 Gral5.F ATG CAT GTG ACA ACA ACC ACG CCA AC

P8 Gral5.R GCG GCC GCT GGA GTTACCGCT GATTGT GT

P9 Ropl6.F ATG CAT ATG AAA GTG ACC ACG AAA GGG

P10 Ropl16.R GCG GCC GCC ATC CGA TGT GAA GAA AGTTCG GTA GT
P11 Ropl8.F ATG CATTTT TCG GTA CAG CGG CCA C

P12 Rop18.R GCG GCCGCTTCT GTG TGG AGA TGT TCC TG
P13 BirA*-3xHA.F | GCG GCC GCC GAC AAG GAC AACACCQGTGC
P14 BirA*-3xHA.R | TTA ATT AAT TAG GCA TAA TCT GGA ACATCG T
P15 Gra24.F ATG CAT ATG CTC CAG ATG GCA CGA TAT A

P16 Gra24.R GCG GCC GCA TTA CCCTTA GTG GGT GGT
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10 ANEXO

10.1 Anexo I: Comprovante da aprovacio do Comité de Etica e Utilizacio Animal

institucional

0’ Universidade Federal de Uberlandia
Pré6-Reitoria de Pesquisa e Pés-Graduagéo
Comissao de Etica na Utilizagao de Animais (CEUA)
Avenida Jodo Naves de Avila, n?. 2160 - Bloco A - Campus Santa Ménica -
Uberlandia-MG -
CEP 38400-089 - FONE/FAX (34) 3239-4131; e-mail:ceuaufu@yahoo.com.br;
www.comissoes.propp.ufu.br

ANALISE FINAL N¢ 087/12 DA COMISSAO DE ETICA NA UTILIZAGAO DE
ANIMAIS PARA O PROTOCOLO REGISTRO CEUA/UFU 052/12

Projeto Pesquisa: “Padroniza¢ao de modelo de infecgao por Neospora caninum
pela via oral utilizando mecanismos de inducéo de interconversao de estagio in
vitro"

Pesquisador Responsavel: Prof. Dr. Tiago Wilson Patriarca Mineo

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

SITUAGAO: PROTOCOLO DE PESQUISA APROVADO.

OBS: O CEUA/UFU LEMBRA QUE QUALQUER MUDANGCA NO PROTOCOLO
DEVE SER INFORMADA IMEDIATAMENTE AO CEUA PARA FINS DE
ANALISE E APROVAGCAO 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
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Prof. Dr. Jonas Dantas Batista
Coordenador Pro tempore da CEUA/UFU
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