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RESUMO

Neospora caninum € um protozoario, intracelular obrigatorio pertencente ao filo Apicomplexa e
causador da neosporose. Esse parasito possui uma grande importancia na medicina veterinaria, pois
esta relacionado a doenga neuromuscular em caes e ao abortamento em bovinos, gerando perdas
afetivas e econdmicas. A resposta imune de padrao Thl ¢ uma das principais responsaveis pelo
controle da infec¢do, mediando a ativagdo de vias celulares culminando na producao de moléculas
efetoras que reduzem a replicagdo do parasito. Esse trabalho teve como objetivo, avaliar o papel de
alguns destes fatores na producdo e funcdo de anticorpos especificos contra os antigenos de M.
caninum. Para avaliar a producdo e funcdo dos anticorpos produzidos, camundongos WT e
geneticamente deficientes para TLR2, MyD88, IFN-y, IL-12, MHCII e iNOS foram imunizados
com antigeno soluvel do parasito (NLA). Amostras de soros foram obtidos em cinética durante a
imunizacdo e quantificados por ELISA indireto. O perfil de reconhecimento antigénico destas
amostras foi avaliado por immunoblotting e as fungdes biologicas desses anticorpos, analisadas por
meio de ensaios de lise mediada pelo complemento e opsonizagdo dos parasitos. Os resultados
obtidos mediante estas analises demonstraram que a auséncia de alguns dos fatores cruciais para a
indu¢do de uma resposta Thl (TLR2, IFN-y e IL-12) ndo alteraram a producao de anticorpos IgM
e IgG, camundongos MyD88”-, MHCII”~ e iNOS” apresentaram uma redugdo significativa desses
niveis de anticorpos e seu reconhecimento antigénico. Tal redugao na produgao desses anticorpos
nestes animais geneticamente deficientes encontrou-se associado a redugdo de suas fungdes
classicas, como lise mediada pelo complemento e opsonizagdo. Neste sentido, demonstramos que
MyD88, MHCII e iNOS, fatores relacionados a resposta imune celular de padrao Thl, sdo cruciais

para o desenvolvimento de uma resposta imune humoral adequada contra N. caninum.

Palavras — chave: Neospora caninum, MyD88, MHCII, iNOS, IgM, IgG, TLR



ABSTRACT

Neospora caninum 1is a protozoan, obligate intracellular parasite that belongs to the
Apicomplexa phylum and causes neosporosis. This parasite has a significant relevance in
veterinary medicine causing neuromuscular disease in dogs and repetitive abortions in cattle
herds, contributing to affective and economic losses. Thl-based immune responses against M.
caninum 1is one of the major responsible to control infection, inducing the release of effector
molecules that limits parasite replication. In that context, this study aimed to define the role of
key Thl-related molecules in the synthesis and functions of antibodies during exposure to M.
caninum antigens. To evaluate the production and function of these antibodies, WT and
genetically deficient mice for TLR2, MyD88, IFN-y, IL-12, MHCII and iNOS were immunized
with soluble antigens of N. caninum (NLA). Kinetics of serum samples during immunization
were measured by indirect ELISA. Profile of antigen recognition were evaluated by
immunoblotting and biological functions assays analyzed by complement-mediated lysis and
opsonization. We observed that in the absence of crucial factors in induction of Thl response
(TLR2, IFN-y e IL-12) specific production of IgM and IgG antibodies was not impaired. Mice
MyD88”-, MHCII"- and iNOS™ presented significant decrease in the levels of these antibodies
and in antigenic recognition. That reduction in these groups directly reflected in compromised
lysis and opsonization properties of the hyperimmune sera. So, we demonstrate that factors
related to Th1 immune response as MyD88, MHCII and iNOS, are crucial to induce humoral

immune responses against N. caninum.

Keywords: Neospora caninum; MyD88;MHCIL;iNOS; IgM; IgG; TLR
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1 INTRODUCAO

1.1. Neospora caninum

N. caninum € um protozodrio, intracelular obrigatorio, pertencente ao filo Apicomplexa,
classe Sporozoea, subclasse Coccidia, familia Sarcocystidae e causador da neosporose. Muito
semelhante morfologicamente a outros parasitos tais como Toxoplasma gondii ¢ Hammondia
heydorni, foi primeiramente identificado em 1984, em cdes na Noruega e posteriormente
descrito em 1988 (DUBEY et al., 1988; DUBEY et al., 2002a)

Caracteristicas biologicas como antigenicidade, patogenicidade, fatores de viruléncia,
tipos de hospedeiros (DUBEY et al., 2002b; 2007a), ilustradas pela induc¢ao de intensa paralisia
dos membros posteriores em caes, cistos teciduais com paredes espessas e testes sorologicos e
imunohistoquimicos negativos para 7. gondii, sdo essenciais para a identificagdo do N. caninum
(DUBEY etal., 1988). Além disso, comparagdes gendmicas e transcriptdmicas contribuem para

a diferenciagdo entre os parasitos do filo descrito (REID et al., 2012).

1.2. Hospedeiros

N. caninum possui um ciclo bioldgico heteroxeno, definido por dois tipos de
hospedeiros. Os hospedeiros definitivos podem ser definidos como membros dos género Canis
e estes hospedeiros possuem reprodugdo sexuada que culminam na eliminagdo de oocistos nas
suas fezes (MCALLISTER et al., 1998). Estudos posteriores identificaram oocistos de N.
caninum em fezes advindas de outros canideos, por exemplo, coiotes (Canis latrans)
(GONDIM et al., 2004a), lobos (Canis lupus lupus) (DUBEY et al., 2011) e dingos australianos
(Canis lupus dingos) (KING et al., 2010).

Os hospedeiros intermediarios sdo aqueles em que o parasito se replica de modo
assexuado, por meio de um processo chamado endodiogenia (SPEER and DUBEY, 1989).
Atualmente, sabe-se que hd uma vasta gama de animais vertebrados de sangue quente que
podem servir como hospedeiros intermediarios do parasito, sendo destaque as infecgdes em
bovinos, como as de maior relevancia economica (DUBEY et al., 2007a; DUBEY and
SCHARES, 2011; ALMERIA, 2013). Formas parasitarias ja foram identificadas em diferentes
espécies animais como galinhas, pardais, raposas vermelhas, carneiros, cabras, veados, cavalos

e diferentes espécies de aves silvestres (DONAHOE et al., 2015). A definicdo de humanos
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como possiveis hospedeiros intermedidrios ainda ¢ bastante questionada, pois até o0 momento
ndo houve deteccdo direta em pacientes. Sabe-se, contudo, que imunoglobulinas especificas
anti — N. caninum foram identificadas em diversos grupos de pacientes, principalmente
individuos HIV positivos e com desordens neuroldgicas, os quais apresentaram altas taxas de

soropositividade quando comparados a doadores de sangue (LOBATO et al., 2006).

1.3. Ciclo biologico

O ciclo de vida do parasito ¢ caracterizado pela reproducao sexuada no intestino dos
hospedeiros definitivos (canideos) e assexuada nos hospedeiros intermediarios (bovinos,
roedores, ovinos, caprinos) (LINDSAY et al., 1999; GONDIM et al., 2004b). O ciclo biolégico
¢ semelhante ao de 7. gondii, diferenciando-se em relagdo as espécies que atuam como
hospedeiros definitivos. Durante o ciclo biologico, trés formas parasitarias principais sao
encontradas: taquizoitos (livres ou em grupos), bradizoitos (no interior de cistos teciduais) e
esporozoitos (no interior de oocistos) (Figura 1).

Taquizoitos livres invadem diferentes tipos de células nucleadas, por exemplo: células
neurais, vasculares, endoteliais, musculares, do figado, macréfagos e fibroblastos. Desta forma,
a replicacdo parasitaria ¢ caracterizada pela rapidez, dividindo-se cerca de 20 vezes até a
diferenciagdo em bradizoitos (DUBEY et al., 2007a). Os bradizoitos replicam de forma lenta e
compde os cistos teciduais, sendo estes Ultimos encontrados em tecidos neurais (cérebro e
medula espinhal) ou nos musculos esqueléticos, persistindo por toda a vida dos hospedeiros
intermediarios. O ciclo se completa quando os cistos teciduais presentes em tecidos infectados
sdo ingeridos por canideos. No trato gastrointestinal dos canideos, a parede desses cistos
teciduais sdo digeridas pelas enzimas proteoliticas do estomago e duodeno, liberando
bradizoitos que invadem as células intestinais, iniciando o desenvolvimento da fase sexuada
(esquizogonia € gamogonia), por meio da diferenciacdo em esquizontes € merozoitos. Tais
eventos culminam na producdo de oocistos ndao esporulados (ndo infectantes) que sao
eliminados nas fezes dos canideos. Estes oocistos eliminados nas fezes do hospedeiro definitivo
para o ambiente, sob condi¢des Otimas de pH, temperatura e umidade, sdo esporulados entre
um e cinco dias, tornando-se potencialmente infecciosos, permanecendo viaveis no solo por

longos periodos até serem ingeridos por outros hospedeiros (GOODSWEN et al., 2013).
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m—
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Figura 1 — Ciclo biolégico de N. caninum mostrando os diferentes estagios do parasito nos hospedeiros definitivos
e intermediarios. (Adapatado de Mc Allister, 2016)

1.4. Vias de transmissao

A transmissao do parasito para os hospedeiros intermediarios, como os bovinos, ¢ bem
elucidada e pode ocorrer de trés formas principais: horizontal, vertical exdgena e vertical
endogena. As transmissoes ocorrem dos hospedeiros definitivos para os hospedeiros
intermediarios de modo horizontal, ou no caso da transmissdo vertical, da mae para o feto,
sendo a de bovinos a de maior importancia veterinaria (Figura 2) (WILLIAMS et al., 2009).

A forma de transmissao horizontal ¢ caracterizada pela ingestdo de agua e alimentos
contaminados com oocistos esporulados ou cistos teciduais. No organismo dos hospedeiros
intermediarios, os taquizoitos se proliferam sendo convertidos a bradizoitos seguidos pela
forma latente de cistos teciduais. A transmissdo vertical ocorre por via transplacentaria, sendo
a exogena observada quando fémeas ingerem oocistos no periodo da gestacao transmitindo a
infeccdo para o feto. J4 a transmissao vertical enddgena acontece quando a infec¢do latente em

fémeas ¢ reativada durante a gestagdo. A prole podera nascer saudavel, ou com sinais clinicos,
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ou natimortos ou, em casos mais graves, sofrer aborto (MCALLISTER et al., 1998; DUBEY et
al., 2004; GOODSWEN et al., 2013).

Outras formas menos comuns de transmissao tem sido investigadas como, por exemplo,
via colostro, por isso, estima-se que a transmissao possa acontecer também durante a lactacao.
Adicionalmente, foram encontradas formas parasitarias no s€émen de reprodutores bovinos,
sendo a transmissdo venérea uma das formas a ser considerada (UGGLA et al., 1998;

ORTEGA-MORA et al., 2003; MOSKWA et al., 2007).

Inr:estao

carcaqas
place nt as
infectadas
por -
Criagdo  de  novilhas Gaehforns

infectadas MNascimento
Transmiss80  pezerros saudaveis

Oocistos séo

endogena com a infecgdo Transmissdo eliminados nas fezes,

fatente

exogena contaminando
alimentos ingeridos
por bovinos
Aborto ou Transmissao do parasito pela
i placenta
nascimento

.
®  prematurodos
bezerros

Transmissdo

horizontal
Mascimento de
bezerros saudaveis

e sema infecglo Ingestdo de alimentos

contaminados por
vaca prenha

Figura 2 — Vias de transmissao do N. caninum dos hospedeiros definitivos para bovinos e a transmissio congénita
da neosporose bovina. (Adaptado de Mc Allister, 2007)

1.5. Patogénese

A patogénese da neosporose associa-se com a invasdo e proliferacao intracelular de
taquizoitos de N. caninum, conhecido como ciclo litico (DUBEY and LINDSAY, 1996). A
invasao celular do parasito ¢ crucial e para tanto, diversas organelas secretoras como roptrias,
micronemas e granulos densos auxiliam esse processo (BUXTON et al., 2002; DUBEY et al.,
2002a). Inicialmente, as proteinas imunodominantes de superficie (SAG) do parasito sdo
reconhecidas por receptores de superficie da célula hospedeiro e, apos essa adesdo inicial
(HEMPHILL, 1996) , ha a formacao do vactolo parasitoforo (VP) em que a membrana da

célula se invagina e proteinas como as micronemas sdo secretadas pelo parasito fortalecendo
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essa adesdo (HEMPHILL et al., 1996). As proteinas de roptrias liberadas no VP se ligam as
organelas da célula hospedeira , e os granulos densos secretam seu conteudo com a funcdo de
fortalecer o VP, formando uma rede de membrana intravacuolar metabolicamente ativa que
auxilia na sobrevivéncia dos parasitos e na sua replicagdo intracelular (SINAI and JOINER,
2001).

A neosporose pode ocorrer tanto de modo assintomdtico ou sintomatico, com sérios
problemas para os seus hospedeiros causando sinais neuroldgicos em caes e abortos em
bovinos. Tais variagdes se devem ao tipo de cepa que esta infectando pois, ja foi demonstrado
que cepas de N. caninum possuem uma viruléncia varidvel, bem como induzem respostas
imunes diferentes entre si. Além disso, o estado imune dos hospedeiros influencia bastante, ja
que, hospedeiros imunocompetentes, na maioria dos casos, sao assintomaticos (COLLANTES-
FERNANDEZ et al., 2006; ROJO-MONTEJO et al., 2012)

Estudos mostram que, vacas prenhas quando infectadas nos primeiros 100 dias de
gestacdo tem uma maior probabilidade de transmitir o parasito para o feto, sendo as taxas de
sobrevivéncia do mesmo muito baixas, devido a imaturidade de seus tecidos linfoides. Durante
o segundo e terceiro trimestres, ja com sistema linfoide desenvolvido, a capacidade do feto em
resistir a infec¢do aumenta, mas as taxas de aborto - principalmente em infecgdes entre 5 e 7
meses de gestacdo - ainda € elevada. Quando a mae ¢ infectada no terceiro trimestre de gestacao,
em geral, o nascimento ocorre, mas os bezerros tem maior chance de nascer com sinais clinicos
como: ataxia, déficit de propriocep¢ao, tamanho pequeno, encefalomielite, lesdes no sistema
nervoso central dentre outros (BUXTON et al., 2002; ENTRICAN, 2002). Além disso, o feto
pode ser afetado pela propria resposta imune da mae. Evidéncias sugerem que o parasito
desencadeie a resposta imune do tipo Thl, liberando citocinas pro-inflamatérias que podem
gerar danos ao tecido placentario, prejudicando o fornecimento de nutrientes ao feto (DUBEY
et al., 2007a).

Em caes domésticos, as principais manifestagdes clinicas sdo observadas em caes
jovens. Em geral, problemas neuromusculares como a polirradiculoneurite e encefalomielite
sdo as mais comuns. Nestes animais, foi demonstrada uma predile¢do do parasito pelos nervos
do plexo lombo sacral. J& em caes adultos, esses sinais clinicos sdo mais diversificados, como
a paralisia dos membros posteriores, inclinagdo da cabeca, convulsdes, ataxia, incontinéncia,
problemas oculares e miocardite. Outra manifestacao clinica que tem sido bastante investigada
sdo as lesOes subcutaneas, geralmente em cdes imunossuprimidos, causadas por infiltrados

inflamatorios, necrose € hemorragias (BARBER and TREES, 1996; REICHEL et al., 2007).
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1.6. Epidemiologia e prevaléncia

A neosporose ¢ uma doenca que tem emergido no mundo todo e traz grandes prejuizos
para a economia global, com estimativas que variam entre $1 ¢ $2,4 bilhdes de dolares. A
distribuicao do parasito ¢ bem variada e ja foram identificadas amostras soroldgicas positivas
de bovinos para N. caninum em mais de 45 paises como: Australia, Argentina, Nova Zelandia,
Brasil, Italia, Canada, Estados Unidos, México, Holanda e Reino Unido (REICHEL et al.,
2013).

Os principais impactos causados pela infeccdo estdo relacionados com os abortos
causados pelo parasito no gado bovino. O gado leiteiro tem uma maior taxa de risco de aborto
(50%) quando comparados ao gado de corte (14,8%) e, além da perda econdmica proporcionada
pela morte dos fetos, ha uma menor produgado de leite desses animais (BARTELS et al., 2006;
REICHEL et al., 2013).

A contengdo da doenca ¢ dificultada principalmente pela presenca dos hospedeiros
definitivos, sejam caes selvagens ou de criagdo, proximos ao gado, que facilitam a transmissao
do parasito através das fezes contaminadas com oocistos. Esse fato ¢ confirmado pela maior
prevaléncia da doenga em caes da regido rural, que varia de 20 a 97%, enquanto que da regido
urbana essa prevaléncia diminui para 7 a 26% (PATITUCCI et al., 2001; ANTONY and
WILLIAMSON, 2003; LASRI et al., 2004; ROBBE et al., 2016). Além desses hospedeiros
contribuirem para a transmissdo horizontal do parasito, eles correm o risco de se infectarem,
por meio da ingestdo de carcagas e restos de placenta contaminadas, mantendo o ciclo do
parasito por um longo periodo (DUBEY et al., 2007b).

No Brasil, estudos sorologicos realizados com cachorros na regido de Ilhéus, Bahia,
detectaram anticorpos anti-N. caninum em cachorros da regido urbana e peri-urbana e rural
(SICUPIRA et al., 2012). Na regido especifica do Triangulo Mineiro, Minas Gerais, analisando
dois grupos de gados leiteiros, cerca de 20% desses animais foram encontrados como
previamente expostos ao parasito (MINEO, 2006). Nessa mesma regido, testes com amostras
soroldgicas de ovelhas pela técnica de ELISA, obtiveram uma taxa de exposi¢do ao parasito de
cerca de 54%, demonstrando a importancia do controle da infec¢iao nesses rebanhos (ROSSI et

al., 2011).
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1.7. Controle

Para estabelecer estratégias de controle para a neosporose, ¢ preciso entender o ciclo
biologico do parasito bem como a epidemiologia do mesmo. Por muito tempo adotou-se a
pratica de nao controlar essa infec¢do, mas, devido as grandes perdas econdmicas, tornou-se
viavel investir em estratégias para diminuir esses prejuizos (HALL et al., 2005; LANDMANN
etal., 2011).

As principais formas de controle da neosporose que poderiam ser empregadas no
controle da transmissdo do parasito seriam monitoramento da infeccdo exogena e endogena,
tratamento e vacinacdo. Para o controle da infec¢do exdgena, ou seja, evitar que o gado se
contamine, deve-se adotar medidas de reducdo do contato entre os hospedeiros definitivos e
intermediarios bem como o minimizar a contaminacao dos alimentos com material fecal de caes
(REICHEL et al., 2014).

Para o controle da infeccao enddgena, selecionar apenas vacas soronegativas para N.
caninum para reproducdo (REICHEL et al., 2014), fazer o transplante de embrides advindos de
fémeas soropositivas (LANDMANN et al., 2002), abater rebanhos contaminados e eliminar
embrides abortados, sdo op¢des que podem ser consideradas (HALL et al., 2005; LANDMANN
etal., 2011).

A vacinag¢ao do gado bovino tem se mostrado uma boa estratégia de protegao para outras
infeccdes e nao ¢ diferente para a neosporose. Porém, a unica vacina ja registrada no mercado,
denominada Neoguard®, foi recentemente retirada devido aos baixos indices de eficacia
(WESTON et al., 2012). Estudos experimentais de vacinas utilizando parasitos vivos
(WILLIAMS et al., 2007), bem como inativados (ROJO-MONTEJO et al., 2011), uso de
subunidades nativas (MOORE et al., 2011; MANSILLA et al., 2012) e antigenos de N. caninum
recombinantes (HEMPHILL et al., 2013; MANSILLA et al., 2016b) tem mostrado resultados

promissores, mas sem previsao de se tornarem comercialmente aceitas.

1.8. Resposta Imune

1.8.1. Resposta Imune Celular

A reposta imune contra o parasito N. caninum tem sido muito estudada, principalmente em
bovinos € murinos, com a intengdo de se compreender os mecanismos relacionados a

transmissdo congénita, por ser um modelo de estudo que se aplica a outros parasitos do filo
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Apicomplexa e para tentar elucidar mecanismos de controle da infeccio (GOODSWEN et al.,
2013).

Tanto mecanismos da resposta imune celular inata quanto adaptativa estao relacionados ao
combate de N. caninum e estes sao bem semelhantes aos de 7. gondii. A primeira linha de defesa
contra o parasito ¢ fisica, quando a infeccdo se da por via oral, sendo representada por
enterocitos e espessas jungoes intercelulares da mucosa intestinal, que visam diminuir a invasao
parasitaria (BUZONI-GATEL et al., 2000).

Durante a fase aguda da doenga, diversas células estdo relacionadas com a resposta imune
do organismo dentre elas destacam-se macrofagos, células dendriticas (DCs) e células natural
killer (NK). Inicialmente, as células NK induzem a producao de interferon gama (IFN-y) e essa
produgio é continuada pelos linfocitos TCD4". Outra citocina que possui grande relevancia é
IL-12, pois induz a ativagdo de TCD4" e TCD8" e em conjunto com IFN-y, criam um ambiente
pro-inflamatorio essencial ao combate do parasito impedindo sua replicacdo, destruindo as
células infectadas, neutralizando os parasitos extracelulares e induzindo a formacdo de cistos
teciduais (INNES et al., 2005; MONNEY and HEMPHILL, 2014; DONAHOE et al., 2015).

Uma via importante relacionada a resposta imune, € a induzida pelos receptores Toll-like
(TLRs) que s3o um dos principais receptores de reconhecimento padrdo (PRRs), expressos
tanto nas superficies celulares (TLR1, TLR2, TLR4, TLRS e TLR6) ou no interior dos
endossomos (TLR3, TLR7, TLR8, TLR9, TLR11, TLR12 e TLR13) de células como
macrofagos e células dendriticas. Esses receptores reconhecem componentes microbianos,
denominados padrdes moleculares associados a patogenos (PAMPs) (TAKEDA and AKIRA,
2005; RASMUSSEN et al., 2009).

Na resposta imune contra N. caninum em camundongos, TLRs tem um papel
importantissimo no reconhecimento de proteinas de superficie. Foi demonstrado que em
murinos, TLR11 reconhece as profilinas, que se localizam na regido apical de N. caninum,
sendo essenciais para sua invasao e indugdo da resposta pro-inflamatoria do tipo 1 (JENKINS
et al.,, 2010; MANSILLA et al., 2016a). J& foi demonstrado que, TLR2 presente na superficie
de macrofagos, estd associado a molécula adaptadora MyD8S8, que se liga a esse receptor
induzindo o fator de transcricdo NF — kP a secretar IL-12 (MINEO et al., 2010). Essa citocina
auxilia na ativagdo de células natural killer (NK) e contribuem para a diferenciacdo dos
linfocitos T em TCD4+. Os linfocitos TCD4+ bem com as células NK secretam outra citocina
pro — inflamatoéria, IFN-y, que culmina no recrutamento de 6xido nitrico sintetase (iNOS), uma

enzima essencial para a producdo de 6xido nitrico (NO). NO ¢ um importante regulador
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citotoxico da replicacdo intracelular do parasito que auxilia também, na inducdo de uma
infeccao latente (KHAN et al., 1997; BRAKE, 2002; HEMPHILL et al., 2006; DONAHOE et
al., 2015; ABDUL-CADER et al., 2016).

A modulagdo da reposta imune ¢ mediada por citocinas como IL-10, que em locais de alta
carga parasitaria, sdo secretadas para equilibrar a resposta imune Thl. Em infec¢des materno-
fetais, uma resposta imune muito agressiva pode levar ao abortamento ou reabsor¢ao fetal
(REGIDOR-CERRILLO et al., 2014). Por este fato, a resposta imune regulatéria ¢ importante
para proteger o feto contra a infeccdo. Deve-se ressaltar também que, a liberagdo do fator de
crescimento tumoral beta (TGF-B) por células T regulatérias (Tregs), auxiliam no controle
dessas citocinas pro-inflamatdrias e evitam a rejei¢ao do feto pela mae. Em contrapartida, esse
tipo de resposta acaba permitindo a proliferagdo dos taquizoitos, transmissdo vertical do
parasito e, em alguns casos, a reativacao dos bradizoitos em taquizoitos (INNES et al., 2005;

WILLIAMS et al., 2009; GOODSWEN et al., 2013; DONAHOE et al., 2015).
1.8.2. Reposta imune humoral

A resposta imune humoral tem como objetivo principal a producdo de anticorpos pelas
células B, que atuam contra micro-organismos, principalmente no meio extracelular. Sabe-se
que camundongos geneticamente deficientes para a producdo de anticorpos (microMT)
infectados com N. caninum, demonstram uma maior susceptibilidade a infeccdo quando
comparados a camundongos do tipo selvagem (WT) (EPERON et al., 1999).

As fungdes desses anticorpos sao variadas, sendo opsonizagao, neutralizagao e ativagao do
complemento. As primeiras imunoglobulinas produzidas sdo IgM e IgD, que sofrem uma
mudanga de classe para IgG, IgE e IgA nessa ordem, sendo que as IgGs sdo as produzidas em
maior quantidade (MESQUITA JUNIOR et al., 2010). E importante destacar que para ocorrer
o switch de classe dessas imunoglobulinas, o complexo de histocompatibilidade II (MHCII)
presente em células apresentadoras de antigenos € crucial, pois o perfil de citocinas por ele
induzido determinard o isotipo de Ig secretado. Para tanto, antigenos interiorizados,
processados e apresentados aos linfocitos TCD4" contribuem para a expansio clonal. Este fato
culmina na secrecdo de tais citocinas que induzem a proliferagdo e diferenciagdo de células B
(UNANUE et al., 2016).

Estima-se que em bovinos, os anticorpos IgM atinjam seu pico maximo com 2 semanas,
diminuindo apds 4 semanas na infec¢do. As concentragdes de IgG se mantém elevadas por 3-6

meses, mas persistem em menores niveis por toda a vida do hospedeiro (GUIDO et al., 2016).
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Durante a infeccdo pelo parasito N. caninum, citocinas pré-inflamatorias estimulam a maior
producdo de anticorpos do tipo IgG2a e 1gG3, caracterizando a resposta imune Th1 em bovinos
(ANDRIANARIVO et al., 2005). A resposta imune do tipo Th2 induz a maior produgdo de
anticorpos IgG1 e IgE (MOORE et al., 2011; HEMPHILL et al., 2016).

Estudos utilizando infec¢des experimentais em bovinos, com 1,5 x 108 taquizoitos de N.
caninum, indicaram que producdo de anticorpos IgM, IgG (Total, IgG1 e 1gG2a) e IgA foi
percebida apds 15 dias da infecc@o. Deve-se destacar que IgM e IgA ndo foram associadas com
a fase aguda da infec¢do nesses animais, pois foram detectados picos desses anticorpos entre
150 e 240 dias apds a infec¢do. As proteinas imunodominantes reconhecidas pelos anticorpos
IgG total, IgG1 e IgG2a foram as de 29 e 36 kDa. O perfil de indugdo maior de IgG2a sobre
IgG1 foi detectado em todo o periodo de infecgio avaliado (MACEDO JUNIOR, 2013).

De uma forma geral, os anticorpos possuem formas bem distintas de combate aos parasitos
no organismo. A neutralizacdo ¢ um mecanismo em que 0s anticorpos inibem/paralisam a
infectividade dos microrganismos. Essa neutralizacdo se estende tanto para parasitos
intracelulares (quando estdo no meio extracelular), quanto para parasitos extracelulares e
impedem ou diminuem efeitos deletérios da infeccdo (MURPHY et al., 2008; FORTHAL,
2014).

A opsonizacdo ¢ um o mecanismo geralmente mediado por anticorpos do isétipo IgG, em
que os microrganismos sdo recobertos por anticorpos e fagocitados por células que possuem
um receptor especifico para esse anticorpo, denominado receptor de Fc. Esses fagdcitos podem
ser tanto células mononucleares quanto neutrofilos que apoés a fagocitose desses
microrganismos, realizam a sua degradacao intracelular (MURPHY et al., 2008).

O sistema do complemento foi descrito logo apds a descoberta dos anticorpos e ¢
componente essencial da imunidade humoral (MURPHY et al., 2008). Esse sistema, consiste
em proteinas séricas e de superficie celular, que interagem entre si, com o objetivo de gerar
produtos para eliminagdo dos microrganismos. Existem trés vias de ativagdo denominadas:
classica, alternativa e lectinica. A via cléssica foi a primeira descrita e esta ¢ ativada por
anticorpos especificos contra microrganismos. A via alternativa ndo necessita de anticorpos e ¢
ativada a partir do reconhecimento de superficies microbianas, ja a via lectinica € iniciada a
partir do reconhecimento de superficies microbianas por lectinas plasmaticas. Essas vias
culminam na produg¢do dos produtos C3a, C3b, C5a e do complexo de ataque a membrana que
realizam as fungdes efetoras do complemento como opsonizagdo e lise dos microrganismos

(RUS et al., 2005; DUNKELBERGER and SONG, 2010; SARMA and WARD, 2011).
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2 JUSTIFICATIVA

A neosporose ¢ uma doenga causada pelo parasito N. caninum e que causa abortamentos
em bovinos. Essa infeccao traz perdas econdmicas para a pecuaria tanto leiteira quanto de gado
de corte e ja foi identificada em 45 paises, com prejuizos que podem chegar a 2,4 bilhdes de
dodlares anualmente. No Brasil estima-se que essa perda anual seja em torno de 51,3 milhdes de
dolares (REICHEL et al., 2013; REICHEL et al., 2014).

Por muito tempo a doenca permaneceu silenciosa, sendo muitas vezes diagnosticada
erroneamente, mas com os avangos da ciéncia, novos modelos de diagnostico passaram a
identificar esse parasito e as caracteristicas da neosporose.

Uma das principais estratégias para prevenir a neosporose ¢ através da vacinagao, tanto
de bovinos quanto de canideos. Atualmente ndo se tem nenhuma vacina comercial, visto que
Bovilis Neoguard foi retirada do mercado devido a sua baixa eficacia. Para o desenvolvimento
de vacinas ¢ de suma importancia o entendimento da producao de anticorpos pelo hospedeiro,
objetivando uma profilaxia eficiente que proteja tanto animais ndo infectados quanto a
recrudescéncia da infec¢dao naqueles animais ja infectados (HORCAJO et al., 2016).

Sabe-se que a via de resposta tipo Thl ¢ a principal linha de defesa dos hospedeiros
contra N. caninum e que fazem parte receptores como TLR2 bem como sua respectiva molécula
adaptadora MyD88, importante no estabelecimento de vias de sinalizagdo de combate ao
parasito. Além disso, MHCII bem como as citocinas pro-inflamatorias IL-12 e IFN-y, e o 6xido
nitrico auxiliam no combate ao parasito diminuindo sua replicagdo e induzindo a sua
eliminagdo. Porém, deve-se ressaltar que pouco se sabe sobre fungdo das moléculas dessa via
na produgdo de anticorpos contra N. caninum (MINEO et al., 2009; MINEO et al., 2010;
BEITING et al., 2014).

Considerando a importancia da reposta tipo Thl, torna-se essencial o entendimento de
como as moléculas descritas atuam na resposta imunoldgica humoral do hospedeiro,
contribuindo para o entendimento da relagdo parasito-hospedeiro. Para isso, modelos murinos
foram amplamente utilizados na realizacdo desses ensaios. Dentre esses modelos, animais
geneticamente deficientes para genes importantes dessas vias foram necessarios, para verificar
como se da a produgdo de anticorpos na auséncia de tais fatores.

Portanto, esse trabalho visa colaborar com a melhor caracterizacdo dessa resposta imune
humoral em modelos murinos, contribuindo para o desenvolvimento medidas terapéuticas e

profilaticas contra N. caninum, visando no futuro, a diminui¢do dos prejuizos na bovinocultura.
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3 OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Avaliar o papel de genes relacionados a resposta imune tipo Thl na produgdo de anticorpos e
no desenvolvimento da resposta imune humoral contra N. caninum em modelos murinos de

imunizagao.

3.2. Objetivos especificos

- Avaliar a cinética de produ¢do de anticorpos IgM e IgG dos camundongos selvagens (WT) e
geneticamente modificados (TLR27, MyD88”, MHCII"", IL-127, IFN-y" e iNOS™)

imunizados com o antigeno solavel de N. caninum (NLA).

- Caracterizar o perfil de reconhecimento de proteinas induzidos apds 45 dias de imunizagao
comparando os animais WT e geneticamente modificados (TLR27", MyD88”-, MHCII"", IL-12-
" IFN-y”- e INOS™) utilizando imunoblotting.

- Avaliar a capacidade de lise mediada pelo complemento de anticorpos produzidos apds 45
dias de imunizagdo, comparando camundongos WT e geneticamente modificados (TLR2™,

MyD88”, MHCII"", IL-127", IFN-y”~ e iNOS™).

- Analisar a capacidade de opsonizagao dos anticorpos produzidos ap6s 45 dias de imunizacao,
por meio da fagocitose dos parasitos por macréfagos, comparando camundongos WT e

geneticamente modificados (TLR27, MyD88'/ - MHCII”, IL-127, IFN-y" e iNOS™).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1. Obtencao dos camundongos

Camundongos C57BL/6 selvagens (WT) e geneticamente deficientes para o receptor
toll-like 2 (TLR2"), fator de diferenciacio mieldide 88 (MyD88”), complexo de
histocompatibilidade II (MHCII"), interferon gama (IFN-y”"), interleucina 12 (IL-127") e 6xido
nitrico sintetase (iNOS™), com seis a doze semanas de idade, foram obtidos no Centro de
Bioterismo e Experimentagdo Animal (CBEA), da Universidade Federal de Uberlandia (UFU).
Esses animais foram mantidos em caixas microisoladoras com agua e racao ad libitum, em
condigdes padronizadas de temperatura e umidade. Todos os experimentos foram aprovados

pelo Comité de Etica de Experimenta¢io Animal da institui¢do (CEUA/UFU/109/16).

4.2. Cultivo de células HeLA e de N. caninum

Células de epitélio uterino da linhagem HeLa (ATCC/CCL-2; American Type Culture
Collection, Manassas, VA, USA) foram cultivadas em frascos de cultura celular de 25 cm?
contendo meio RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute; Life Technologies Corporatin,
Carlsbad-CA, EUA) suplementado com glutamina (2mM), antibi6tico/antimicotico (100 U/mL
penicilina, 100 pg/mL estreptomicina e 0,25 pg/mL anfotericina B) e 10% de soro fetal bovino
(SFB) (Cultilab, Campinas, Brasil), sendo mantidas em estufa a 37°C com 5% CO., até
atingirem confluéncia. Essas células foram infectadas com taquizoitos de N. caninum (cepa Nc-
Liv ou Nc-Liv mCherry+) e mantidas nas mesmas condi¢des descritas, porém apenas com meio
RPMI 1640 sem adi¢do de SFB. Apds lise completa de células, a suspensdo de parasitos foi
coletada, feita uma centrifugagdo diferencial a 45 x g, por 1 minuto, para remo¢ao de restos
celulares. O sobrenadante da cultura de Nc-Liv foi centrifugado duas vezes com solugdo salina
tamponada contendo fosfato 0,01M (PBS) a 1000 x g, por 10 minutos (SILVA et al., 2007) ¢ o
sedimento final foi estocado a -20 °C para preparagao do antigeno soluvel. O sobrenandante de
Nc-Liv mCherry+ foi lavado apenas uma vez, ressuspendido em meio RPMI, contado em
camara hemocitométrica com o auxilio do corante Azul de Tripan 0,4% (Sigma Chemical Co.,

St. Louis, EUA) sendo utilizado logo em seguida para os experimentos.
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4.3. Delineamento experimental

Para avaliar os diversos genes relacionados a resposta imune tipo Thl, camundongos
geneticamente deficientes para TLR2, MyD88, IFN-y, IL-12, MHCII e iNOS foram imunizados
com 90ug de antigeno soluvel de N. caninum (NLA), divididos em 3 doses. Cada dose foi
ministrada juntamente ao adjuvante Alum com 15 dias de intervalo, e o soro foi coletado em 0,
15, 30 e 45 dias ap6s a primeira imunizagao.

Apbs a coleta do soro, os niveis de anticorpos IgM e IgG foram mensurados a partir do
ELISA indireto para todos os grupos geneticamente deficientes comparados ao WT.
Immunoblotting foi usado para avaliar o perfil de reconhecimento dos anticorpos IgG para as
proteinas do NLA, utilizando um pool de soros apos 45 dias da primeira imunizagdo. A
producao de subclasses de IgG (IgG1 e IgG2a) foram quantificadas tanto por ELISA quanto
pelo immunoblotting, para todos os grupos citados acima.

As fungdes biologicas dos anticorpos, de lise mediada pelo complemento e opsonizagio
dos parasitos, também foram mensuradas a partir de um pool de soros ap6s 45 dias da primeira

Imunizagao.

4.4. Preparacio do antigeno soluvel de N. caninum (NLA)

Para preparagdo do antigeno soltivel de lisado de N. caninum (NLA) os pellets estocados
foram diluidos em PBS e tratados com coquetel de inibidores de protease (Complete Mini
Roche, Basel, Suiga), submetidos a lise celular por dez ciclos rapidos de congelamento em
nitrogénio liquido e descongelamento em banho-maria a 37°C, seguido de sonicacdo durante
cinco minutos a 60Hz em banho de gelo (SCOTT et al., 1987; SILVA et al., 2007).
Posteriormente, os parasitos lisados foram submetidos a centrifugagao (10.000 x g, 30 min,
4°C), o sobrenadante resultante coletado e a concentragdo proteica quantificada, utilizando o
método de Bradford (Sigma Chemical Co., St. Louis, EUA) (BRADFORD, 1976). Aliquotas
de NLA foram armazenadas a -20°C até sua utilizacao nos procedimentos de imunizagdo dos

camundongos, reacdes imunoenzimaticas (ELISA) e immunoblotting.

4.5. Imunizacio

Os camundongos WT e geneticamente modificados (citados acima) foram separados em

grupos de 5 animais, imunizados por via subcutanea (100 pL/animal) com 30 pg de NLA



29

adicionados do adjuvante Alum (Aluminium hydroxide gel, Allhydrogen 2%, InvivoGen)
volume/volume. As doses foram aplicadas 3 vezes, com 15 dias de intervalo. Amostras de
sangue foram coletadas 0, 15, 30 e 45 dias apds a primeira imuniza¢do € o soro estocado a -

20°C para posterior utilizacao.

4.6. Quantificacao de anticorpos IgM, IgG e suas subclasses especificas para N. caninum
em amostras de soros de camundongos

Para determinacdo da cinética de anticorpos IgM, IgG e suas subclasses especificas,
amostras de soros dos camundongos WT e geneticamente deficientes imunizados foram
quantificados através da técnica do ELISA indireto. Microplacas de alta afinidade (Corning
Incorporates Costar®, Corning Laboratories Inc., New York, EUA) foram sensibilizadas com
NLA na concentragdo de 10 pg/mL em tampao carbonato de sédio 0,06M (pH 9,6), e incubadas
por 18 horas a 4°C. Os sitios inespecificos foram bloqueados com PBS contendo Tween 20 a
0,05% (PBS-T) acrescido de 5% de leite desnatado (Molico, Nestlé, Sao Paulo, SP) (PBS-T-
M5%) para IgM e IgG total. Para IgG1 e IgG2a, os sitios inespecificos foram bloqueados com
PBS-T adicionado de 1% de albumina sérica bovina (BSA- Sigma Chemical Co., St. Louis,
EUA) (PBS-T-BSA1%) durante 1 hora a temperatura ambiente. Amostras de soros foram
diluidas a 1:50 em PBS-T-M5% e incubadas por 1 hora para detec¢do de IgM e IgG total e 1:25
em PBS-T-BSA1% por 2h para IgG1 e IgG2a, sendo incubadas a 37°C. Conjugados especificos
para cada classe de imunoglobulina- anti-IgM (1:500) e anti-IgG (1:1000) de camundongo
marcado com peroxidase (Sigma Chemical Co., St. Louis, EUA) diluidas em PBS-TM a 1%,
anti-IgG1 (Novus Biological, 1:4000) e anti-IgG2a (Caltag Lab. Inc.,South San Francisco, EUA
, 1:2000) de camundongo marcado com biotina, diluidos em PBS-T+BSA1%, foram
adicionados e incubados por 1 hora a 37°C. Para a detec¢do de IgG1 e IgG2a, placas foram
incubadas com estreptoavidina/peroxidase (1:1000; Sigma Chemical Co., St. Louis, EUA) por
30 minutos a temperatura ambiente. Entre cada etapa da reagao, as placas foram lavadas com
PBS-T por seis vezes. A reagdo foi desenvolvida com 2,2-azino-bis-(dcido 3-etil-
benzotiazolina-6-sulfonica) (ABTS, Kirkegaard & Perry Laboratories, KPL, Washington, DC,
EUA) e a densidade optica (DO) determinada a 405 nm em leitor de placas (SpectraMax M2e,
Molecular Devices, EUA) (SILVA et al., 2007).
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4.7. Lise mediada pelo complemento

A capacidade de lise parasitiria do soro hiperimune dos camundongos, WT e
geneticamente deficientes imunizados, foi analisada através da acdo da via classica do
complemento. Taquizoitos de Nc-Liv mCherry+ foram ressuspendidos em tampao de Hank’s e
ajustados para a concentracdo de 5 x 10°/mL. Um pool de soro desses animais, apos 45 dias de
imunizacao, foi diluido com tampao de Hanks na concentragdo de 1:4. O soro dos animais nao
imunizados foi utilizado, nas mesmas condi¢des descritas acima, como controle negativo do
ensaio. As suspensoes parasitarias e o soro dos animais foram homogeneizados e incubados por
30 min, em duplicata, a 37°C em estufa contendo 5% CO., sendo colocadas no gelo ap6s o
tempo de incubagdo. Posteriormente, os parasitos restantes de cada grupo foram contados duas
vezes, separadamente, em camara de Neubauer, utilizando Azul de Trypan para a exclusdo dos
parasitos nao viaveis. Os resultados foram expressos em porcentagem de lise, dividindo-se a
média dos parasitos contados em cada grupo pela média dos parasitos contados no controle
negativo segundo a férmula:

n? de paraitos viaveis dos grupos imunizados x 100

Porcentagem de lise (%) = — - — — -
n? parasitos viaveis dos grupos ndo imunizados

O erro padrao da média (SEM) também foi representado.

4.8. Opsonizacio dos parasitos e fagocitose por macrofagos imortalizados

Para avaliar a capacidade de opsonizagdo dos anticorpos presentes no soro dos animais
imunizados, macrofagos derivados de medula de camundongos WT e posteriormente
imortalizados foram plaqueados em laminulas, na concentragdo de 2 x 10*/mL em placas de 48
pocos. Taquizoitos de Nc-Liv mCherry+ foram ressuspendidos em formol 4% e incubados a
temperatura ambiente, por 30 minutos, e centrifugados (10.000 x g por 10 minutos) duas vezes
com PBS. Os parasitos foram ajustados para a concentragdo de 5 parasitos para cada célula e
incubados com soros de animais coletados ap6s 45 dias da imunizagao, na concentracao de 1:5,
diluidos em meio incompleto, totalizando 300 uL, incubados por 30 min na estufa a 37°C com
5% de CO». Apds 24 horas do plaqueamento, as células foram incubadas juntamente com os
parasitos acrescidos dos soros, mantidas por 12 horas na estufa a 37°C com 5% de COo.

Posteriormente, as laminulas foram lavadas duas vezes com PBS e o nucleo foi corado com
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DAPI (4’,6-diamidino-2-fenilidiol). O ensaio foi analisado utilizando microscopio fluorescente
de luz invertida (EVOSAl, Thermo Scientific). As andlises foram feitas medindo a area dos
parasitos fagocitados em 250 macréfagos observados em campos aleatérios, com aumento de
200x, utilizando-se o software Image J (National Institute of Health, 1.8v). Os resultados foram

expressos em média e erro padrao da média (SEM).

4.9. Perfil de reconhecimento antigénico do soro hiperimune utilizando immunoblotting

O perfil de reconhecimento antigénico de IgG e subclasses dos diferentes grupos de
animais foi analisado pelo método de immunoblotting (SILVA, et al. 2007), utilizando soros de
camundongos apo6s 45 dias da imunizagdo com NLA. Para isso, 120 pg de NLA foram diluidos
em tampao de amostra para eletroforese (Tris-HC1 0,1 M pH6,8, dodecilsulfato de s6dio-SDS
4%, azul de bromofenol a 0,2%), incubado a 95°C, por 5 minutos, e submetidos a eletroforese
em gel de poliacrialmida 12%, sob condi¢des nao redutoras (LAEMMLI, 1970). Um volume
de 200 pL da solugdo feita a partir da dilui¢do de NLA foi aplicado no gel em paralelo ao padrao
de peso molecular (Novex® Sharp Pre-Stained Protein Standard, Life Technologies
Corporation, Carlsbad-CA, EUA).

Apbs separagao eletroforética, as proteinas foram eletrotransferidas para membranas de
nitrocelulose (0,45um, Millipore, Bedford, EUA) utilizando sistema semi-umido de
transferéncia (Multiphor Novablot II, Pharmacia-LKB, Uppsala, Suécia). Apds 2 horas de
transferéncia, as membranas foram retiradas do aparelho, coradas rapidamente com solugdo
Ponceau a 0,5%, cortadas em tiras e colocadas em canaletas apropriadas para reagao.
Reatividades inespecificas presentes nas tiras de membranas foram bloqueadas com PBS-T-M
5% por 2 horas a temperatura ambiente sob agitagdo e subsequentemente incubadas com
amostras de soros de camundongos, apds 45 dias da imunizacdo na dilui¢do de 1:100 em PBS-
T-M 1% (18 h a 4°C). Conjugados especificos para cada classe de imunoglobulina: anti-IgG
(1:1000) de camundongo marcado com peroxidase (Sigma Chemical Co., St. Louis, EUA), anti-
IgGl (1:4000) e anti-IgG2a (1:2000) de camundongo marcados com biotina (Caltag Lab.
Inc.,South San Francisco, EUA) foram adicionados e incubados por 2 horas a temperatura
ambiente. Para a detecdo de IgGl e IgG2a, placas foram incubadas com
estreptoavidina/peroxidase (1:1000; Sigma Chemical Co., St. Louis, EUA) por 30 minutos a
temperatura ambiente. A reagdo foi revelada a partir da adigdo do substrato enzimatico 3,3’-
tetrahidrocloreto de diaminobenzidina (Stable DAB,- Life Technologies Corporation,

Carlsbad-CA, EUA), sendo interrompida com agua destilada apds a visualizagdo das bandas.
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Entre cada etapa, as membranas foram lavadas seis vezes com PBS-T para retirada de

excedentes.

4.10. Analise estatistica

As analises estatisticas foram feitas utilizando-se o software GraphPad Prism 5.0
(GraphPad, La Jolla, CA, USA) e as areas dos parasitos fagocitados calculadas a partir do
software Image J 1.48v. Comparagdes entre os grupos foram analisados por meio do teste Two-
way ANOVA ou One- way ANOVA com poés-teste de comparagao multipla de Bonferroni.

Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significantes.

4.11. Normas de Biosseguranca

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

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

5.1. Producio de anticorpos IgM e IgG nio é alterada em camundongos TLR2™", IL-12"
e IFN-y”

Para a avaliacdo da resposta imune humoral na auséncia de moléculas especificas da
resposta imune Th1 contra N. caninum, anticorpos IgM e IgG de camundongos TLR27, IL-12
"¢ IFN-y”" foram quantificados por ELISA. Na auséncia de TLR2, quando comparados aos
camundongos WT, ndo houve diferenca significativa na produgao de IgM e IgG (Figura 3A e
3B).

Avaliando a produ¢do de anticorpos contra NLA em animais deficientes de IFN-y, foi
possivel perceber que os niveis de IgM encontraram-se aumentados somente ap6s 15 dias da
primeira imuniza¢do, sendo que tanto IgM (Figura 3C) como IgG (Figura 3D) ndo se
diferenciaram dos camundongos WT apds este periodo.

Analisando essa mesma producdao na auséncia do gene para a citocina IL-12, ndo
observou-se diferencas significativas em nenhuma das duas classes de anticorpos analisados,
comparados aos camundongos WT (Figura 3E e 3F).

Com relagio as subclasses de IgG, camundongos TLR2" produziram niveis menores de
IgG145 dias apds a imunizagdo e sem diferenciacdo na producdo de IgG2a (Figura 4A e 4B).
Quando comparados aos camundongos IFN-y”- imunizados, ndo houve diferengas significativas
detectaveis na produgdo de subclasses especificas para antigenos soliveis de N. caninum,
quando comparados aos animais WT (Figura 4C e 4D). Ja IL-12”" produziu anticorpos IgG1 e
IgG2a em grandes quantidades, sendo significativamente mais elevadas quando comparados ao

WT (Figura 4E e 4F).
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Figura 3 - Cinética da producio de anticorpos antigeno especifico em animais imunizados com NLA. Pela técnica de ELISA indireto foi analisado a
sororeatividade para anticorpos IgM (A) e IgG (B) em camundongos WT e TLR27-, IgM (C) e IgG (D) em animais WT e IFN-y”- , IgM (E) e IgG (F) para
camundongos WT e IL-127 imunizados com aproximadamente 90ug de antigeno. A produgio de anticorpos foi mensurada até 45 dias apds a primeira
imunizag@o em soros de ambos os grupos. Valores sdo indicados como densidade optica (DO) a 405nm sendo expressos como média e £ SEM, *p <0,05,
**p <0,001, ***p <0,0001 (Two-Way ANOVA seguido pelo pds - teste de Bonferroni).
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5.2. MyD88, MHCII e iNOS influenciam a producio de anticorpos contra NLA

Analisando-se a producdo de anticorpos induzidos por camundongos MyD88",
imunizados com NLA, houve uma produgdo significativamente menor de IgM antigeno-
especifico com 30 dias de imuniza¢do quando comparadas ao grupo WT (Figura 5A). Ja a
produgdo dos anticorpos IgG ficou diminuida nesses animais até 15 dias apds a primeira
imunizacdo, mas nos periodos seguintes, esses niveis se igualaram aos do grupo controle
(Figura 5B).

Comparando-se os niveis de anticorpos de IgM na auséncia de MHCII, 30 dias apos a
primeira imunizac¢ao, nenhuma diferencga foi encontrada. Apds esse periodo, os titulos de IgM
diminuiram significativamente, quando comparados ao WT (Figura 5C). Deve-se destacar que,
os anticorpos IgG para esse mesmo grupo foram menores do que o grupo WT apos 30 dias da
primeira imunizag¢ao (Figura 5D).

Analisando os niveis de anticorpos em camundongos iNOS™, a producio de IgM ficou
diminuida nesses animais apos 30 dias da primeira imunizagdo mantendo-se baixa até 45 dias
(Figura 5E). Ja os niveis de IgG nao se alteraram em relag¢do ao grupo WT, durante o periodo
analisado (Figura 5F).

Analisando-se as subclasses de IgG (IgG1 e IgG2a), entre os grupos MyD88” ¢ WT nio
houve diferencas significativas, exceto pequena diminui¢do de IgG2a apds 45 d.p.i. Ja
camundongos MHCII”~ demonstraram niveis significativamente reduzidos de anticorpos I1gG1
mas ndo alterados de IgG2a, quando comparados ao grupo WT. Os camundongos iNOS™
produziram tanto IgG1 quanto IgG2a em quantidades semelhantes aos do grupo WT (Figura
6).
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Figura S - Cinética da producéo de anticorpos antigeno especifico em animais imunizados com NLA. Pela técnica de ELISA indireto foi analisado
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grupos. Valores sdo indicados como densidade éptica (DO) a 405nm sendo expressos como média e + SEM, *p <0,05, **p <0,001, ***p <0,0001
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Figura 6 - Cinética da producio de anticorpos antigeno especifico em animais imunizados com NLA. Pela técnica de ELISA indireto foi analisada
a soro reatividade para anticorpos IgG1 (A) e IgG2a (B) em camundongos WT, iNOS- e MHCII”~ imunizados com aproximadamente 90pug de antigeno.
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optica (DO) a 405nm sendo expressos como média e + SEM, *p <0,05, **p <0,001, ***p <0,0001 (Two-Way ANOVA seguido pelo pos - teste de
Bonferroni).
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5.3. Perfil de reconhecimento antigénico dos anticorpos de camundongos WT e
geneticamente modificados frente ao antigeno soluvel de N. caninum

Para analise do reconhecimento de antigenos soluveis de N. caninum (NLA) por
anticorpos IgG dos diferentes grupos de camundongos apds 45 dias de imunizagdo, a técnica
do immunoblotting foi utilizada. Comparando-se o perfil de reconhecimento de IgG total dos
animais geneticamente deficientes com o dos camundongos WT, todos os grupos, com excegao
do MHCII, reconheceram as proteinas imunodominantes do NLA, sendo estas de 22-25 kDa,
29-32 kDa e 37-38 kDa (Figura 7A).

O perfil de reconhecimento das subclasses de IgG (IgGl1 e IgG2a) foi avaliado para os
grupos citados acima. Com relagdo as subclasses IgG1 e IgGG2a, podemos destacar que, o gurpo
MHCII”~, como esperado, ndo reconheceu nenhuma proteina imunodominante do antigeno. Ja
iNOS™ teve o mesmo perfil de reconhecimento de IgGl comparado ao WT, porém, os
anticorpos Ig(G2a reconheceram apenas as proteinas imunodominantes, de 29-32 e 37-38 kDa,
mas com um ligagdo bem fraca. Com relago ao grupo MyD88™, as proteinas reconhecidas por
IgG1 foram semelhantes comparadas ao WT, ja IgG2a ndo reconheceu nenhuma das proteinas
imunodominantes citadas acima (Figura 7B). Os anticorpos IgG2a produzidos por
camundongos TLR2”" imunizados falharam em reconhecer as proteinas imunodominantes de
29-32 kDa. Os demais grupos tiveram um perfil de reconhecimento por IgGl e IgG2a

semelhante ao grupo de camundongos WT imunizados.
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5.4. Lise mediada pelo complemento ¢ diminuida nos camundongos geneticamente
modificados quando comparados ao grupo WT

A lise mediada pelo complemento ¢ uma das principais fungdes dos anticorpos no
combate a microrganismos. Uma das principais vias de ativacao do complemento ¢ a chamada
via classica, que ¢ dependente de imunocomplexos (antigeno — anticorpo) para lisar parasitos.
Virias classes de anticorpos sdo importantes para esse mecanismo € por isso, avaliamos a
capacidade de anticorpos de animais WT e geneticamente modificados imunizados com NLA
de induzirem a lise parasitaria.

Os ensaios demonstraram que a taxa de lise dos parasitos mediada por anticorpos
presentes no soro de camundongos WT foi, em média, de 35%. Quanto aos camundongos
geneticamente deficientes imunizados, pode-se afirmar que esta taxa foi reduzida (Figura 8).
Como destaque negativo, o grupo de camundongos MHCII”- apresentou uma taxa de lise dos
taquizoitos em torno de 3%, sendo a menor quando comparada aos outros grupos. Ja os animais
iNOS™- , também apresentaram uma taxa de lise reduzida em relagdo ao grupo WT, de 9%,
demonstrando que MHCII e iNOS, sdo moléculas cruciais para a ativagdo da via classica do

complemento.
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Figura 8 — Lise mediada pelo complemento comparando soro de animais imunizados WT e geneticamente deficientes.
A porcentagem de lise foi calculada subtraindo-se o nimero de parasitos viaveis do grupo ndo imunizado pelo dos grupos
imunizados. Valores estio indicados pela média das contagens em dois experimentos independentes £ SEM, *p <0,05, **p
<0,001, ***p <0,0001 (Two-Way ANOVA seguido pelo pds - teste de Bonferroni).
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5.5. Opsonizacdo dos parasitos mediada por anticorpos dos grupos WT e animais
geneticamente deficientes imunizados com NLA

A opsonizacdo ¢ uma fungao biologica importante dos anticorpos, pois, sinaliza a
presenca de microrganismos facilitando a fagocitose. No presente trabalho, os anticorpos
presentes no soro dos camundongos WT e geneticamente deficientes para genes importantes da
resposta imune foram avaliados quanto a capacidade de opsonizagdo dos parasitos por
macrofagos.

Para isso, a quantificagdo dos parasitos foi feita a partir da medida da area de
fluorescéncia dos parasitos fagocitados por macrofagos, em campos aleatdrios, contando um
total de 250 macréfagos por grupo. Foi possivel observar que, todos os grupos geneticamente
deficientes e imunizados com NLA apresentaram capacidade de opsoniza¢do diminuida,
quando comparados ao grupo WT. Destacaram-se novamente os soros advindos dos grupos de
camundongos MHCII”", MyD88”~ e iNOS™, que apresentaram as menores médias de areas de
parasitos fagocitados por campo. A area média de fluorescéncia do grupo WT mensurada foi
de 89,2 uM?. Em contrapartida, conforme demonstrado na Figura 9 (A e B), parasitos incubados
com macréfagos sem a presencga de anticorpos, ndo foram capazes de invadir as células, pois
estavam formolizados.

Em relagdo aos grupos de camundongos geneticamente deficientes, macrofagos
incubados com soros advindos de camundongos imunizados do grupo iNOS™ apresentou
reduzida opsonizagio, com area fluorescente média de 39,2 uM?. Ja a drea dos parasitos
fagocitados pelos macrofagos a partir da opsonizagdo induzida pelos anticorpos dos grupos
MHCII”~ e MyD88”" foi significativamente menor, quando comparados ao grupo WT, sendo de
15,2 uM? e 20,5 pM?, respectivamente (Figura 9A).
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Figura 9 — Avaliacdo da opsonizacido por anticorpos e fagocitose por macréfagos. Para avaliar a capacidade de
opsonizagdo dos anticorpos, macrofagos foram incubados com Ne-Liv mCherry+ opsonizados e ndo opsonizados e Nc-Liv
mCherry+ com soro de animais nfo imunizados e imunizados WT, TLR2", MyD88"-, IFN-y”~, IL-12"-, MHCII"" ¢ iNOS™"
. A: Area de fluorescéncia em macrofagos foi quantificadas a partir da contagem de 250 células em campos aleatorios no
aumento de 200x. Valores estdo indicados pela média das contagens em campos aleatorios independentes = SEM. B:
Fotomicrografias evidenciando as diferengas de parasitos fagocitados entre os grupos. Valores de *p <0,05, **p <0,001,
***p <0,0001 (One -Way ANOVA seguido pelo pds - teste de Bonferroni).
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6 DISCUSSAO

A neosporose ¢ uma doenga que traz grandes prejuizos para a economia pecuaria,
podendo chegar a cerca de $2,4 bilhdes de dolares anuais (REICHEL et al., 2013). Por muito
tempo, a doenga foi negligenciada pelos criadores de bovinos mas atualmente, medidas sao
emergenciais para o controle da infeccdo. Uma das principais formas de controle seria através
da vacina¢do do gado bovino, porém nao ha nenhuma vacina disponivel no mercado, visto que
pouca eficacia tem sido demonstrada (MONNEY and HEMPHILL, 2014). Dessa forma, o
presente trabalho tem uma grande importancia, pois avalia fatores que interferem na resposta
imune humoral contra antigenos de N. caninum.

Os receptores TLR tem grande relevancia na produgao de anticorpos pois interagem
com os linfécitos B, apresentando antigenos e auxiliando na maturagdo dessas células, que irdo
produzir os anticorpos posteriormente (PONE et al., 2010).

Nosso estudo demonstrou que, TLR2 ndo alterou a produgdo desses anticorpos ja que,
niveis de IgM e IgG ndo se diferenciaram do grupo controle. O reconhecimento das proteinas
do NLA por IgG e IgG1 bem como a lise € opsonizagdo ndo foram afetadas. Porém, deve-se
ressaltar que os anticorpos IgG2a induzidos por esse grupo ndo foram capazes de reconhecer
um proteina de superficie importante que ¢ de 29-32 kDa. Ja foi demonstrado que durante a
infecgdo por N. caninum, camundongos TLR2” tiveram uma maior susceptibilidade quando
comparados aos WT, sendo importantes tanto para a imunidade celular quanto para a produgdo
de anticorpos IgG1 e IgG2a. No nosso trabalho, a producao de IgG1 apds 45 dias da primeira
imunizacdo também foi menor. Devemos destacar que no modelo de imunizagdo utilizado,
mecanismos alternativos podem ter sido ativados para auxiliar a produgdo de anticorpos na
auséncia desse receptor. Estudos recentes demonstraram que uma via independente de TLR
induz a producao de anticorpos através do inflamossoma NLRP3, ASC e caspase — 1, ativados
por componentes presentes em adjuvantes (Alumen, adjuvante completo de Freund, adjuvante
incompleto de Freund e RIBI) (GAVIN et al., 2006; WEN and SHI, 2016).

Algumas proteinas presentes nos taquizoitas de N. caninum, como por exemplo as
profilinas, mostraram capacidade de ligacao a esses receptores TLR e induzem uma forte
resposta imune tipo Th1. Um modelo de vacina que foi proposto por Martinez e colaboradores,
utilizou um adjuvante bacteriano (Oprll) que se liga ao receptor TLR2 e uma proteina de
micronema do N. caninum. Tal vacina induziu um perfil de resposta tipo Th2 (baixas doses de
IgG2a e grande quantidade de IL-4 e IL-10) porém, nenhuma prote¢do aos camundongos foi

conferida (AGUADO-MARTINEZ et al., 2016).
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Durante a infec¢dao por N. caninum, a via de TLR2 induz citocinas pro-inflamatérias
como [FN-y e IL-12 que possuem grande importancia no controle da replicagdo do parasito
(BASZLER et al., 1999; BOTELHO et al., 2007). Na auséncia dessas citocinas, a producao de
IgM, IgG, o reconhecimento dos antigenos de superficie do parasito ¢ a opsonizagdo nao
sofreram alteragdes, ou no caso da auséncia de IL-12, os niveis de [gGG2a até¢ aumentaram. Esses
resultados corroboram com o anterior, ja que essas citocinas estdo intimamente relacionadas
com o receptor TLR2 e o perfil de ndo alteracdo da producao de anticorpos se manteve para
esses camundongos. Entdo, uma via independente de IL-12 parece ter sido ativada, culminando
na maior producdo de anticorpos IgG, principalmente da subclasse IgG2a.

A molécula adaptadora citoplasmatica MyD88, esta relacionada com a maioria dos TLR
sendo responsaveis pela inducao da sintese de diversas citocinas citoplasmaticas como 1L-12,
IFN-y e TNF (TAKEDA and AKIRA, 2005). Na infec¢do por N. caninum, ja foi demonstrado
que MyDS88 ¢ importante no controle do parasitismo e indugdo dessas citocinas pro —
inflamatérias (MINEO et al., 2009). A producido de anticorpos nos camundongos MyD88"
mostrou-se deficiente para IgM com 30 dias apds a primeira imunizagao e para IgG com 15
dias. A produgdo dos niveis de IgGl por ELISA indireto ndo teve diferengas quando
comparados ao WT, mas os niveis de [gG2a tiveram uma diminui¢do, fato que foi demonstrado
também no imunoblotting ja que, a IgG2a desses animais, com 45 dias ap6s a imunizac¢do, nao
foi capaz de reconhecer nenhuma dessas proteinas de superficie. A lise dos parasitos apesar de
nao ter sido significativamente menor quando comparados ao grupo WT, teve uma reducao.
Esse grupo demonstrou ainda um taxa muito pequena de fagocitose pelos macrofagos
mostrando que os anticorpos induzidos na auséncia de MyD88 ndo foram capazes de opsonizar
os parasitos de forma eficiente. Trabalhos que desenvolveram modelos de vacinas que
exacerbam a via dependente MyD88 induzida por receptores como, TLR2 e TLR9, tiveram
resultados de protecao eficaz em bovinos, confimando a importancia dessa molécula na indugao
da producdo de anticorpos (MANSILLA et al., 2016a; MANSILLA et al., 2016b).

Estudos in vitro e in vivo j4 demonstraram que o0xido nitrico secretado por macrofagos
¢ muito importante para o controle intracelular de N. caninum, € que a sua secre¢dao €
dependente de IFN-y (TANAKA et al., 2000; BRAKE, 2002). Com relagdao a produgdo de
anticorpos, pouco se sabe a respeito do papel do 6xido nitrico porém, nosso trabalho mostrou
que esse fator esta relacionado com a produgdo de IgM, visto que com 30 dias na auséncia de
iINOS, esses niveis foram bem menores. A producao de IgG total foi igual quando comparado

ao do grupo WT mas, com relagdo a lise e opsonizacao dos parasitos, apesar de nao ter tido
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diferencas significativas, essas fungdes se mostraram deficientes. Tal fator pode ser explicado
pelo fato de que, esses camundongos apresentaram baixos niveis de IgM e apesar da producao
de IgG e as subclasses IgGl e IgG2a nao terem tido diferengas com o grupo WT, o
recohecimento dos antigenos de NLA por IgG2a foi bem deficiente, como mostrado no
imunoblotting, sugerindo que esses anticorpos apesar de terem tido a mesma quantidade de
producdo, nao tiveram a mesma qualidade dos produzidos pelos WT.

Durante a infec¢do por N. caninum, a molécula MHCII tem uma papel chave na
apresentacao de antigenos para as células TCD4+, induzindo a produgdo de citocinas pro
inflamatorias e também a diferenciacdo de células B. Nosso trabalho confirmou que MHCII ¢
importante para a producdo de anticorpos tanto IgM que com 45 dias tiveram os niveis
diminuidos e de IgG e as subclasses IgG1 e IgG2a, que ficaram deficientes em todo o periodo
de imuniza¢do. Na auséncia dessa molécula, o reconhecimento antigénico das proteinas do
NLA foi nulo, tanto para IgG quanto para as subclasses. A fun¢des de lise mediada pelo
complemento foram afetadas, visto que MHCII teve a menor taxa, comparada aos outros
grupos. A opsonizac¢do dos parasitos também foi deficiente, o que diminuiu a drea de parasitos
fagocitados, fato semelhante ao que aconteceu com os camundongos MyD88”" ¢ iNOS™".

Nos casos citados acima, ndo houve reconhecimento das proteinas antigénicas do
parasito, ou este foi bem diminuido, pela subclasse [gG2a. Estudos mostram que essa subclasse
esta relacionada principalmente com o perfil de resposta imune tipo Thl, o que corrobora com
os resultados obtidos, visto que estamos estudando fatores relacionados a essa via de indugao
(ANDRIANARIVO et al., 2005).

Alguns trabalhos utilizando vacinas que induzem a resposta imune Thl obtiveram
resultados interessantes. Um recente modelo de vacina, utilizou extrato de proteinas nativas do
parasito, juntamente com adjuvante (Providean-AVEC) e foi capaz de exacerbar a resposta
imune com o perfil Thl, aumentando IFN-y e IgG2a. Nesses camundongos imunizados, o
parasitismo, bem como lesdes histologicas no cérebro ndo foram encontradas (MANSILLA et
al., 2012).

Outro estudo utilizando uma cepa atenuada de N. caninum (Nc — Spain 1) também teve
um perfil de indugdo de resposta imune tipo Thl, em um modelo de imunizagdo congénita.
Quando utilizada em baixas doses, esse antigeno foi capaz de induzir altos niveis de IgG2a,
conferindo protecdo ao feto e diminuindo a neosporose cerebral (ROJO-MONTEJO et al.,
2012).

Portanto, MyD88, MHCII e iNOS interferem na produgdo de anticorpos contra NLA e

em algumas fung¢des bioldgicas dos mesmos. O desenvolvimento de vacinas que utilizem, por
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exemplo, mecanismos de aumento da ativagdo dos sinais MyD88 e secrecdo de iNOS, ou que
auxiliem MHCII na apresenta¢ao de antigenos podem ser bem eficientes. Deve-se ressaltar que
algumas perspectivas no que diz respeito ao entendimento da producdo de anticorpos
depentendes de fatores essencias para a resposta imune celular como TLR2, IFN-y e IL-12
foram elucidadas. Pesquisas a respeito de como todos esses fatores interferem na resposta imune

humoral contra N. caninum ainda precisam ser melhor elucidadas.
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7 CONCLUSOES

Baseando-se nos resultados obtidos foi possivel concluir que TLR2 e IFN-y nao
interferem na producdo dos anticorpos IgM e IgG, ja na auséncia de IL-12, os niveis de IgG1 e
IgG2a aumentaram. A auséncia de iNOS demonstrou ser importante para a produgdo de IgM,
a molécula adaptadora MyD88 e o MHCII foram cruciais tanto para a produgdo de IgM e IgG
quanto para a opsonizagao dos parasitos por anticorpos € posterior fagocitose pelos macrofagos.
Deve-se ressaltar que, o reconhecimento antigénico das proteinas imunodominantes do NLA
foram alteradas pelos anticorpos IgG2a induzidos nos camundongos MyD88”-, MHCII™" e
iNOS™". Portanto, fatores relacionados a resposta imune Thl como MyD88, MHCII e iNOS

alteram a producdo e a qualidade dos anticorpos frente a imunizagao com NLA.
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