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RESUMO

Neospora caninum ¢ um parasito intracelular obrigatoério com distribuicao mundial, gerando
abortamentos em bovinos e perdas bilionarias anuais na area da producao animal. Pesquisas
sobre a resposta imune contra esta infec¢ao adotam geralmente modelos murinos através da
infecc¢do parenteral. Entretanto, compreender os mecanismos imunoldgicos apos a infec¢ao
oral ¢ essencial, uma vez que mimetiza a infec¢do natural com maior precisdo. A resposta
imune contra protozodrios intracelulares ¢ baseada em respostas imunes de padrdo Thl,
reguladas através da producdo de IFN-y. Assim, neste trabalho, objetivou-se avaliar a
resposta imune desencadeada pela infec¢do oral por N. caninum em camundongos, com
especial atencdo na produ¢do de IFN-y através de vias inatas TLR-MyD88 e Inflamassoma.
Para estes experimentos, foram utilizados camundongos C57BL/6 infectados com
taquizoitos pela via oral, apés o bloqueio do pH estomacal. Os camundongos foram
analisados quanto a sobrevivéncia, lesdes teciduais, producao de citocinas e producao de
anticorpos especificos. Observamos que camundongos WT infectados via oral apresentaram
niveis crescentes de IgG sérica especifica, composta principalmente por anticorpos IgG2.
DNA de parasitos foi detectado principalmente no jejuno distal e no ileo dos camundongos,
embora nenhuma alteracdo histoldgica tenha sido detectada em todo o intestino. No entanto,
lesdes inflamatorias agudas foram observadas nos figados e pulmodes de camundongos
infectados por via oral, associados a presenca, in situ, de DNA de parasitos e producdo de
IFN-y. A fim de analisar o papel dessa citocina chave, ndés infectamos camundongos
geneticamente deficientes em IFN-y com taquizoitos de N. caninum utilizando a mesma via.
Observamos que camundongos IFN-y”~ apresentaram pouco ou nenhum sinal de morbidade
durante os primeiros dias de infec¢do. No entanto, a partir do sexto dia, camundongos IFN-
vy~ sucumbiram rapidamente & infec¢do, sem sinais de lesdo inflamatoria nos tecidos
analisados. Com tal confirmag¢do, nds investigamos a via responsavel pela produgdo da
citocina IFN-y durante a infec¢@o oral, utilizando camundongos deficientes em MyD88 e
Caspase-1/11 infectados com N. caninum. Foi observado neste experimento uma redugdo
significativa da produgdo de IFN-y em camundongos Caspase-1/117", enquanto
camundongos deficientes em MyD88 ndo apresentaram alteracdes nos niveis desta citocina.
Tal resultado foi corroborado pela analise histologica dos tecidos, com redugao da lesdo de
tecidos pulmonares e hepaticos em camundongos Caspase-1/117", de modo semelhante ao

anteriormente observado na auséncia de IFN-y. Em conclusio os resultados aqui



apresentados demonstram a rdpida passagem do protozoario N. caninum pelo intestino
delgado de camundongos, lesionando 6rgaos abdominais e toracicos por meio de processos
replicativos e inflamatorios mediados por IFN-y, induzido pela ativacdo do complexo
Inflamassoma. Por meio dos conhecimentos gerados, abre-se a possibilidade de melhor

controle da patogenia induzida pela infec¢do por N. caninum.

Palavras-chave: Neospora caninum, MyD88, Inflamassoma, IFN-y



ABSTRACT

Neospora caninum is an obligate intracellular parasite with worldwide distribution that
causes abortions in cattle and billionaire losses in livestock. The investigation of immune
response against this infection usually adopts parenteral infection in murine models.
However, it is essential to understand the immune mechanisms after oral infection wich
accurately mimics natural condition. Th1 adaptative immune response is crucial to protect
against this intracellular protozoan, wich is mainly regulated by IFN-y production. Thus, in
this work, we aimed to evaluate the immune response triggered by N. caninum oral infection
in mice, focusing in the IFN- y production induced by innate pathway TLR-MyD88 and
inflamassome. For this purpose, we used C57BL/6 mice orally infected with tachyzoites
after neutralization of the gastric pH. We analyzed the survival, tissue lesions, cytokine
production, and specific antibody production in infected mice. We observed that WT mice
infected by oral route presented higher levels of serum specific IgG, composed mainly by
IgG2 antibodies. DNA of the parasite was detected mainly in the distal jejunum and ileum,
however, no histological alterations were detected through the gut. Meanwhile, acute
inflammatory lesions were observed in livers and lungs of orally infected mice, related with
the presence, in situ, of parasite DNA and IFN-y production. In order to analyze the role of
these key cytokine, we infected IFN-y genetically deficient mice with N. caninum
tachyzoites by gavage. We observed that IFN-y”~ mice presented reduced signs of morbidity
during the beginning of infection. However, after six days of infection, IFN-y” mice
succumbed quickly the infection, with no signs of inflammatory lesions in analyzed tissues.
After this results, we investigated the pathway responsible to IFN-y production during oral
infection using MyD88”~ and Caspase-1/11""mice infected with N. caninum. A significant
reduction in the IFN-y production in Caspase-1/117"mice was observed in this experiment,
whereas MyD88 deficient mice did not present alterations in the levels of this cytokine.
These findings are supported by histological analyses that demonstrated a reduction of lung
and liver tissue lesions in Caspase-1/117" mice, similar to the result previously observed in
the absence of IFN-y. In conclusion, this work demonstrated the quick passage of the N.
caninum protozoa into the small intestine of mice, and then injuring abdominal and thoracic
organs through replicative and inflammatory processes mediated by IFN-y. Also, this
cytokine is induced by the activation of the inflamassome complex. Overall, we can get the

possibility to enhance the control of pathogenicity induced by N. caninum infection.



Keywords: Neospora caninum, MyD88, Inflamassome, IFN-y
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1. INTRODUCAO

1.1. Parasito

A neosporose ¢ uma doenca infeciosa inicialmente descrita por causar distirbios
neurologicos em caes, sendo o agente etiologico o parasito Neospora caninum, caracterizado
por ser um protozodrio intracelular obrigatorio pertencente ao filo Apicomplexa. Foi
reconhecido em 1984 na Noruega infectando cdes domésticos apresentando lesdes no
sistema nervoso central (SNC) e musculos esqueléticos bem como paralisia dos membros
posteriores, porém nao apresentaram anticorpos reagentes contra Toxoplasma gondii
(BJERKAS; MOHN; PRESTHUS, 1984; BJERKAS; DUBEY, 1991).

N. caninum foi formalmente descrito por Dubey e colaboradores em 1988, quando
estes pesquisadores encontraram o parasito em secdes histologicas de dez caes nos Estados
Unidos (EUA), onde foram observadas estruturas morfoldgicas distintas das encontradas em
T. gondii (DUBEY et al., 1988a). Em conjunto, reatividade soroldgica, testes
imunohistoquimicos negativos para 7. gondii, diferengas em sinais clinicos, presenga de
cistos teciduais com paredes mais espessas que as encontradas em 7. gondii serviram para
diferenciar ambos os parasitos (DUBEY et al., 1988a; DUBEY et al., 1988b; BJERKAS;
DUBEY, 1991).

1.2. Hospedeiros

Em 1989, a partir do desenvolvimento de testes de diagnosticos foi possivel detectar
a presenca do parasito N. caninum em uma grande diversidade de animais de sangue quente
(LINDSAY; DUBEY, 1989; DUBEY; SCHARES, 2011; ALMERIA, 2013), todavia, o
numero de hospedeiros sdo mais restritos quando comparados com 7. gondii. Caes, vacas,
carneiros, cabras, cavalos, bufalos, raposas, coiotes, lobos, veados, alpacas, camelos e aves
tém sido identificados como hospedeiros naturais, a partir do isolamento parasitario em
tecidos bem como a detec¢dao de anticorpos especificos por ensaios soroldgicos (DUBEY,
2003; GONDIM, 2006; COSTA etal.,2008; MINEO etal.,2011; DE BARROS et al., 2018).
Além disso infecgdes experimentais foram realizadas com é€xito em bovinos, carneiros,
cabras, porcos, caes, gatos, camundongos, macacos € pombos (DUBEY et al., 2002; MINEO

et al., 2009b), sendo demonstrados como possiveis hospedeiros.
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Evidencias sorologicas de exposi¢ao ao parasito foram demonstradas em diferentes
populagdes humanas (LOBATO et al., 2006; MCCANN et al., 2008; BENETTI et al., 2009;
OSHIRO et al., 2015), levantando a questao sobre o seu potencial zoonoético. Contudo, esta
questao gera duvidas devido ao fato de ndo haver relatos comprovados sobre a infecgao por
N. caninum em humanos (PETERSEN et al., 1999).

Os relatos iniciais da neosporose demonstraram que caes domésticos sdo hospedeiros
definitivos do parasito devido a reproducdo sexuada que ocorre em seu intestino
(MCALLISTER et al., 1998; LINDSAY; DUBEY; DUNCAN, 1999). No entanto, estudos
posteriores demonstraram que coiotes (Canis latrans) (GONDIM et al., 2004), lobo cinzento
(Canis lupus dingo) (DUBEY et al., 2011) e caes selvagens australianos- dingo (KING et
al., 2010) podem ser considerados hospedeiros definitivos de N. caninum, apontando a

possibilidade de outros canideos exercerem o papel de hospedeiro definitivos.

1.3. Ciclo de vida e vias de transmissao

N. caninum ¢é caracterizado por apresentar ciclo de vida heteroxénico, onde o
parasito alterna seu ciclo bioldgico entre hospedeiros definitivos e intermediarios, nos quais
ocorre o ciclo vital sexuado e assexuado, respectivamente. A fase sexuada ocorre apenas em
espécies de canideos como cachorros, coiotes, lobos, ja o ciclo assexuado ocorre tanto em
canideos como em outros mamiferos, além de espécies de aves (THILSTED; DUBEY, 1989;
GONDIM et al., 2004; DUBEY et al., 2011). O ciclo parasitario ¢ composto por trés estagios
infectantes: taquizoitos, bradizoitos e esporozoitos no interior de oocistos (Figura 1).

A fase assexuada da transmissdo horizontal inicia-se a partir da ingestdo de dgua ou
alimentos contaminados com oocistos nao esporulados liberados nas fezes de canideos pelos
hospedeiros intermediarios, de forma que os esporozoitos sdo liberados no intestino dos
hospedeiros e infectam células epiteliais transformando-se em taquizoitos (MCALLISTER
et al.,, 1998; GOODSWEN; KENNEDY; ELLIS, 2013). Os taquizoitos sdo a forma
proliferativa de N. caninum, sendo responsaveis pela manifestacdo clinica da doenca
conhecida como fase aguda, capazes de invadir e replicar em diferentes tipos de células como
macrofagos, células neurais, fibroblastos, células musculares e hepatocitos (BARR et al.,
1993; DUBEY et al., 2002). A invasao de células hospedeiras e a modulagdo da resposta
imune por estes parasitos sdo eventos cruciais para a sobrevivéncia e replicagao dos mesmos,

envolvendo antigenos de superficie dos parasitos e liberacdo coordenada de proteinas
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presentes em organelas secretorias parasitdrias como roptrias, micronemas e granulos
densos, envolvidas no processo de fixacao, penetracao e formacao do vactiolo parasitéforo
(VP) (CARRUTHERS; BLACKMAN, 2005; SHARMA; CHITNIS, 2013; BOUCHER;
BOSCH, 2015; Ll et al., 2015).

Figura 1: Formas evolutivas de N. caninum. (A) Taquizoito, (B) bradizoito, (C) cistos teciduais,
(D) oocistos nao-esporulado, ¢ (E) oocistos esporulados com dois esporocistos (seta) e dois
esporozoitos (cabeca da seta). Fonte: (GOODSWEN; KENNEDY; ELLIS, 2013)

Inicialmente a adesdo entre parasitos e células hospedeiras ¢ mediada por antigenos
de superficies (SAGs), seguido pela acdo de micronemas que liberam adesinas que sdo
importantes para o ataque parasitario a membrana plasmatica do hospedeiro, acompanhado
pela clivagem proteolitica de proteinas de micronemas por proteases (CARRUTHERS;
BLACKMAN, 2005; BINDER; LAGAL; KIM, 2008). Em seguida, proteinas de roptrias sao
liberadas na interface celular parasito-hospedeiro, formando juncdo entre a membrana
plasmatica do parasito invasor e da célula do hospedeiro (BRADLEY; SIBLEY, 2007). Ap6s
a fusdo, ocorre a formagdo de um vacuolo parasitoforo (VP). Por fim, estes parasitos
modificam o ambiente no VP por secrecao de proteinas de granulos densos, oferecendo um
ambiente propicio para a replicagdo parasitaria por endodiogenia, processo de

desenvolvimento assexuado (HEMPHILL et al., 1998; VONLAUFEN et al., 2004). Como
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forma de adaptagdo a pressdo fisioldgica e a resposta imune do hospedeiro, N. caninum
consegue realizar conversao da forma taquizoito para bradizoito (EASTICK; ELSHEIKHA,
2010; SOUZA et al., 2010).

Bradizoitos formam cistos teciduais, possuem replicacdo assexuada lenta,
caracterizando formas de laténcia do parasito que podem persistir por toda vida em um
hospedeiro sem causar qualquer sinal clinico, podendo ser mais comumente encontrados em
tecidos nervosos ¢ musculares (DUBEY; LINDSAY, 1990). A fase sexuada se inicia apds a
ingestao de cistos presentes em tecidos de presas por canideos, que sobrevivem a passagem
pelo estobmago. Os bradizoitos, presentes em cistos, sdo liberados invadindo células epiteliais
do intestino e apds varias modificagdes formam oocistos ndo esporulados, eliminados nas
fezes do hospedeiro definitivo e disseminados no ambiente. Estes oocistos sao caracterizados
por apresentarem parede externa robusta tornando-os resistentes a temperaturas ambientais
extremas, sobrevivendo por longos periodos, ¢ quando em condi¢gdes favoraveis de
oxigenagdo, temperatura ¢ umidade se tornam esporulados e infectantes. Quando estes
oocistos esporulam e sdo ingeridos pelo hospedeiro intermedidrio acabam liberando
esporozoitos no intestino do hospedeiro transformando-se em taquizoitos (INNES, 2007).

A transmissao vertical ocorre por infec¢do transplacentaria de alta eficiéncia entre
mae e feto (HIETALA; THURMOND, 1999; DUBEY; SCHARES; ORTEGA-MORA,
2007). Em bovinos essa via de transmissdo tem sido considerada a mais importante
envolvendo o parasito em estudo (GOODSWEN; KENNEDY; ELLIS, 2013; REGIDOR-
CERRILLO et al., 2014). Este tipo de transmissao pode ser dividido em duas diferentes vias,
designadas transmissdo transplacentdria exdgena ou endodgena. A transmissdo exdgena
ocorre quando vacas prenhas adquirem a infeccdo apos a ingestdo de alimentos
contaminados com oocistos, infectando subsequentemente tecidos fetais. A transmissdo
endogena ocorre devido a recrudescéncia pela reativacdo e reconversdo de bradizoitos em
taquizoitos durante a prenhez e subsequente infec¢do fetal (Figura 2) (TREES; WILLIAMS,
2005). Outras formas de infeccdo como lactogénica e venérea tém sido relatadas, contudo
maiores investigacdes relacionadas a essas rotas de infeccdo devem ser realizadas

(MASUDA et al., 2007; MOSKWA et al., 2007).
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Figura 2: Ciclo Biolégico de N. caninum (adaptado de McAllister 2016)

1.4. Patogénese e Patologia

A patogénese da neoporose esta associada com a invasdo e a rapida multiplicagdo
intracelular de taquizoitos de N. caninum, sendo disseminados pela corrente sanguinea e
sistema linfatico, causando inflamacao tecidual (BUXTON; MCALLISTER; DUBEY,
2002; GOODSWEN; KENNEDY; ELLIS, 2013). Apesar da ampla variedade de espécies
acometidas por N. caninum, bovinos e caes sao os hospedeiros que apresentam sinais clinicos
mais expressivos.

Uma das consequéncias clinicas mais importantes que ocorrem na infec¢ao por N.
caninum sdo os danos causados no sistema nervoso central (SNC) onde este parasito
encontra-se encistado, sendo o cérebro o 6érgao mais comumente afetado (DUBEY, 2004;
ELSHEIKHA et al., 2013). Em cées e coiotes, hospedeiros definitivos (GONDIM et al.,
2004), a infec¢do por N. caninum pode causar poliradiculoneurite, encefalite, polimiosite e
paralisias, sendo a paralisia dos membros posteriores o sinal mais consistente da neosporose
neonatal (MINEO et al., 2001; DUBEY; SCHARES, 2011). Pesquisas mostrando a
manifestagdo de sinais clinicos como paresia de membro posterior em ninhadas e infec¢des
em cdes jovens sugerem a ocorréncia de infeccdo congénita em canideos (DUBEY et al.,

1988b).
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Em bovinos adultos, desordens neuroldgicas niao sdo identificados nos casos de
neosporose, contudo a perda de peso tem sido evidenciada em bovinos de cortes,
adicionalmente, bezerros filhos de vacas infectadas podem apresentar alteragdes
neurologicos congénitas (BARLING et al., 2000a), e quando clinicamente normais tem
grandes chances de serem portadores da neosporose (GOODSWEN; KENNEDY; ELLIS,
2013). Bovinos podem ser infectados através da ingestdo oral de oocistos contendo
esporozoitos, denominada transmissdao horizontal, ou principalmente pela via
transplacentaria como um resultado da infeccdo por oocistos ou por recrudescéncia da
infec¢do cronica em vacas durante prenhes. Os efeitos prejudiciais da neosporose podem se
manter presentes por meses ou anos em um rebanho (BASSO et al., 2010).

Infeccdes por N. caninum sdo graves o suficiente para levar o feto ao abortamento
em bovinos. Além disso, ha evidéncias de que a infeccdo pelo parasito desencadeie a
liberagdo de citocinas pré-inflamatorias e uma resposta do tipo Thl na interface materno-
fetal, que pode ser prejudicial para gestagdo. Além de abortamentos, a infeccdo em vacas
prenhes pode induzir danos ao feto, ao utero, nascimento de bezerros natimortos, bezerros
recém-nascidos com sinais clinicos ou bezerros saudaveis, mas cronicamente infectados
(MINEO et al., 2006; DUBEY; SCHARES; ORTEGA-MORA, 2007; DUBEY; SCHARES,
2011; MCALLISTER, 2016; MARUGAN-HERNANDEZ, 2017). Apesar de existir outras
infeccdes que acometem bovinos e causam abortos, N. caninum € considerado o parasito

mais comum em casos de abortamentos (DUBEY; SCHARES; ORTEGA-MORA, 2007).

1.5. Epidemiologia

O filo Apicomplexa € um grupo composto por uma ampla variedade de protozoarios
intracelulares de extrema importancia na medicina humana e veterinaria (COWPER;
MATTHEWS; TOMLEY, 2012). N. caninum se destaca dentro deste grupo por infectar
diferentes espécies de animais de sangue quente em diferentes regides do mundo (REICHEL
etal., 2014).

Casos de neosporose sao mais expressivos em bovinos, onde foi descrito pela
primeira vez como causador de abortos nestes animais em 1989 no México (THILSTED;
DUBEY, 1989), levando a grandes impactos economicas na industria de carne e leiteira,
com perda de bilhdes de dolares anualmente em todo o mundo (ALMERIA, 2013; REICHEL

et al., 2013). As perdas econdmicas estdo intimamente ligadas a problemas reprodutivos
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(animais natimortos, abortos, morte fetal e reabsor¢ao), retorno de cio, aumento do intervalo
entre partos, o que leva diretamente a perdas na produgdo de leite (TREES et al., 1999).

Caes domésticos sdao descritos como potenciais transmissores da neosporose em
bovinos, contudo estudos demonstraram a auséncia da infec¢do nestes animais em areas
rurais, o que sugere que canideos selvagens atuam como hospedeiro definitivo disseminando
a infec¢do (GONDIM et al., 2004; ALMERIA, 2013). Desta forma a presenca de raposas,
coiotes e outros canideos selvagens em areas de pastagens sdao um fator de risco para a
transmissao de N. caninum para bovinos de corte e leiteiros (BARLING et al., 2000b).

Presume-se que N. caninum possa ser encontrado em todos as regides do mundo onde
exista a criacdo de gado, no entanto, sua prevaléncia difere entre os paises e entre gado de
corte e leiteiro (DUBEY; SCHARES, 2011; HORCAJO et al., 2016). Esta diferenga na
prevaléncia pode variar devido as distintas técnicas de diagnosticos utilizadas para a
detecgdo de anticorpos no soro destes animais. N. caninum ¢é considerado o parasito
transmitido transplacentariamente com maior eficiéncia em bovinos, a partir de infec¢des
prévias com oocistos ou reativagdo da infecgdo (GOODSWEN; KENNEDY; ELLIS, 2013).
Estudos indicam que a taxa de transmissdo por essa via varia entre 37,1 % e 44,4%
(BERGERON et al., 2000; MORE et al., 2009).

Levantamentos realizados em 2013 demonstraram que as perdas econdmicas no
Brasil chegam a 100 milhoes de dolares anualmente com a soroprevaléncia da neosporose
variando entre 2,5 e 14,9% em bovinos de corte e de 14,1 a 34,8% para bovinos de leite
(REICHEL et al.,, 2013). A distribuicdo da prevaléncia varia em diferentes regides
brasileiras, onde estudos mostram uma alta positividade no estado de Minas Gerais, Parana,
Rio Grande do Sul e Santa Catarina (CORBELLINTI et al., 2006; GUEDES et al., 2008;
BRUHN et al., 2013; MACEDO et al., 2017). A presenca de anticorpos especificos contra
N. caninum também foram relatas como altas em bufalos e ovinos (GENNARI et al., 2005;
FILHO et al., 2017). Pesquisadores demonstraram que em caes errantes € de areas rurais a
prevaléncia da neosporose € maior do que em caes da area urbana (MINEO et al., 2004; DA
CUNHA FILHO et al., 2008; SICUPIRA et al., 2012). Tal fato pode estar associado a
proximidade destes animais com éreas de criagdo de gado, onde muitas vezes tem-se a
exposicao de restos de anexos placentarios, carcacas e fetos abortados que podem estar

contaminados (CERQUEIRA-CEZAR et al., 2017).
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1.6. Resposta imune

1.6.1. Resposta imune celular

A infecg¢do por N. caninum € controlada tanto pela resposta imune inata quanto pela
adaptativa. Embora a resposta imune humoral participe diretamente na neutralizagdo de
taquizoitos extracelulares, auxiliando no controle da disseminagdo da infec¢ao, ha poucos
relatos sobre a participagdo desse tipo de resposta, havendo maiores informagdes sobre a
resposta imune celular contra N. caninum (DAVOLI-FERREIRA et al., 2016; MIRANDA
etal., 2019).

ApoOs a infecgdo, a resposta imune inata ¢ ativada a partir do reconhecimento de
padrdes moleculares associados a patogenos (PAMPs) por receptores de reconhecimento
padrao (PRRs), presentes em células inatas que acabam por desencadear respostas pro-
inflamatérias (HOU et al., 2011; THAISS et al., 2016; MANSILLA; CAPOZZO, 2017).
Receptores do tipo Toll sao os PRRs mais bem caracterizados sendo localizados na
superficie celular (TLR1, TLR2, TLR4, TLRS E TLR6) ou no endossoma (TLR3, TLR7,
TLR8, TLR9, TLR11, TLR12 e TLR13) (DE NARDO, 2015; VIJAY, 2018). Estes
receptores desempenham importante papel na ativagdo do sistema imune inato durante a
infec¢do por N. caninum, através de moléculas adaptadoras, principalmente MyD88 (Fator
de diferencia¢do mieloide 88), exceto TLR3 (MINEO et al., 2009a; MINEO et al., 2010). A
partir da sinalizacao dependente de MyD88, tem-se a ativagao de fatores de transcricdo como
NF-«kB, responsaveis por gerar mediadores pro-inflamatorios classicos da resposta imune
como IL-12 e IFN-y, essenciais no controle da infec¢do por N. caninum (MINEO et al.,
2009a). A relacao TLR e MyD88 ja foi evidenciada em estudos em que camundongos
geneticamente deficientes para TLR2 e infectados por N. caninum apresentam defici€éncia
na producdo de IL-12 e IFN-y o que levou ao aumento da mortalidade nestes animais
(MINEO et al., 2010).

A molécula indutora de interferon-f com dominio TIR (TRIF), que ativa fatores
regulatorios de interferon (IRFs), culminando na produgdo de interferon do tipo 1 (IFN-a e
IFN-B), também sdo ativadas a partir de TLRs, mais especificamente TLR3, (BEITING et
al., 2014; MIRANDA et al., 2019). As citocinas produzidas a partir da via de sinalizagdo

dependentes da molécula adaptadora TRIF também tem sido descrita como importantes para

24



estimular a resposta imune do hospedeiro contra N. caninum ¢ inibir a replica¢do parasitaria
(MIRANDA et al., 2019).

Recentemente receptores semelhantes a NOD (NLRs) localizados no citoplasma
surgiram como importantes componentes da resposta imune inata contra N. caninum. A via
ativada pelo receptor NOD-2 por exemplo, atua no controle parasitdrio inicial em infec¢des
por N. caninum, contudo exacerba a resposta inflamatéria o que contribui para gerar
patogénese grave e morte do hospedeiro (DAVOLI-FERREIRA et al., 2016).
Adicionalmente, pesquisadores tem mostrado em seus estudos a importancia de outros
receptores citosolicos imunes inatos como os NLRP1 ¢ NLRP3 em infec¢do por parasitos
intracelulares (EWALD; CHAVARRIA-SMITH; BOOTHROYD, 2014; GORFU et al.,
2014). Esses sensores fazem parte da via do inflamassoma, que ¢ considerado um complexo
multimérico de proteinas compostos por trés componentes principais como a caspase
inflamatoria, molécula adaptadora (ASC) e um sensor o qual determina a especificidade do
inflamassoma (NLRP1, NLRP3, NLRP12, NAIP1, NAIP2, NAIP5 ou AIM2). Esse
complexo ¢ montado a partir da deteccdo de produtos microbianos ou sinais de estresse,
facilitando a restricdo da replicagao microbiana a partir da indugao de respostas inflamatorias
com presenca de citocinas IL-1B e IL-18 (SCHRODER; TSCHOPP, 2010; ZAMBONI;
LIMA-JUNIOR, 2015). Estudos mostram que o inflamassoma ¢ crucial para o
reconhecimento de Leishmania spp e ativagao do sistema imune inato (LIMA-JUNIOR et
al., 2013). Experimentos utilizando camundongos infectados pela via intraperitoneal com N.
caninum demonstraram que o inflamassoma NLRP3 ¢ importante na resposta imune do
hospedeiro durante a fase aguda da infecgdo, limitando o crescimento parasitario a partir da
clivagem de IL-1P e IL-18 culminando na producdo de citocinas pro-inflamatorias como
IFN-y (WANG et al., 2018).

Além de ser a primeira linha de defesa contra o parasito N. caninum desempenhando
um importante papel no controle inicial da infec¢do, a resposta imune inata ¢ responsavel
também por induzir a imunidade adaptativa, restringindo a proliferacao parasitaria e levando
a resisténcia a infec¢do. Durante a fase aguda da infec¢@o ocorre a producao de interleucina
IL-12 secretada por células dendriticas e macrofagos, responsavel pela diferenciagdo de
células TCD4" para a subpopulacdo Thl, importante em infecgdes intracelulares. Além
disso, tal citocina estimula a produgdo de IFN-y por células NK e linfocitos T, sendo assim
um mecanismo de grande importancia para a sobrevivéncia do hospedeiro (HEMPHILL et

al, 2013; MONNEY; HEMPHILL, 2014; ALMERIA; SERRANO-PEREZ; LOPEZ-
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GATIUS, 2017; NISHIKAWA, 2017). Células TCD8" também sdo ativadas pela secre¢io
de IL-12 e contribuem significativamente para controlar a infec¢do aguda, uma vez que
produzem IFN-y, levando a ativacdo de macrofagos (CORREIA et al., 2015). Estudos
demonstram que na auséncia de IFN-y durante a infeccdo aguda por N. caninum,
camundongos apresentam maior susceptibilidade (NISHIKAWA et al, 2001),
demonstrando o papel essencial desta citocina na infec¢do. O rapido recrutamento de
macrofagos e células dendriticas para o sitio da infecgao melhora potencialmente a resposta
imune contra N. caninum (DION et al., 2011; ABE et al., 2014; MONNEY; HEMPHILL,
2014).

A atuagdo de citocinas anti-inflamatorias como IL-4, IL-6 entre outras, a partir de
células do tipo Th2 também sdo importantes durante a resposta imune contra N. caninum. O
balanco na producao de citocinas do tipo Th1/Th2 exerce papel crucial na resposta imune
celular contra a infeccdo parasitaria, levando a homeostasia. Alguns tipos celulares sdo
importantes para sustentar este balango Th1/Th2 como linfocitos TCD4" ¢ TCDS8", células
Ty, macrofagos, células dendriticas e neutrofilos (NISHIKAWA et al., 2003). Células Treg
também sdo essenciais para manter a homeostasia celular da resposta imune durante a
infec¢cdo por N. caninum a partir da liberagdo de citocinas como IL-10 e TGF-f (INNES,
2007; ALMERIA; SERRANO-PEREZ; LOPEZ-GATIUS, 2017). Desta forma pode se
observar que para o controle efetivo da infeccao por N. caninum deve haver um equilibrio
entre a inducdo da resposta Thl, Th2 e Treg (NISHIKAWA et al., 2003; AGUADO-
MARTINEZ et al., 2017).

A resposta imune em bovinos infectados por N. caninum se assemelha a observada
em modelos murinos, com o controle da proliferacao parasitario através da produgao de IFN-
v (AGUADO-MARTINEZ et al., 2017). Em bovinos tem sido mostrado que citocinas sao
importantes na modulag¢do da resposta imune na interface materno-fetal (ROSBOTTOM et
al., 2007; ALMERIA et al., 2011; ROSBOTTOM et al., 2011; ALMERIA et al., 2016), na
qual a resposta do tipo Thl associada com a infeccdo pode afetar a gestagdo e culminar no
aborto ou reabsorcdo fetal, enquanto que a resposta do tipo Th2 pode evitar a rejei¢ao fetal
através da producdo de IL-4 e IL-10 (QUINN; MILLER; ELLIS, 2004; REGIDOR-
CERRILLO et al., 2014). Contudo, essa resposta na gestagdo das vacas nao gera protecao
contra a proliferacao parasitaria aumentando assim os riscos de transmissdo entre mae e feto

(INNES, 2007).
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1.6.2. Resposta imune humoral

Pesquisas demonstram que a resposta imune humoral também desempenha um papel
importante frente a infec¢dao por N. caninum (TEIXEIRA et al., 2005; TEIXEIRA et al.,
2007; ALMERIA; SERRANO-PEREZ; LOPEZ-GATIUS, 2017). Citocinas como IFN-y,
IL-4, entre outras produzidas por células T auxiliares ativadas na presenca de patogenos,
estao intimamente ligadas com o processo de mudangas de isotipos de anticorpos por ativar
células B (AGUADO-MARTINEZ et al., 2017). Anticorpos especificos podem limitar a
proliferacdo de taquizoitos, por meio de neutralizagdo, ativacdo do complemento e
opsoniza¢do de parasitos (BARTLEY et al., 2013; GOODSWEN; KENNEDY; ELLIS,
2013).

Estudos em bovinos demonstram que a presenca de IFN-y (Thl1) favorece a producao
de anticorpos IgG2, enquanto que a interleucina-4 (Th2) regula a sintese de anticorpos IgG1
(ESTES; CLOSSER; ALLEN, 1994; ESTES et al., 1995). O mesmo perfil ¢ encontrado em
camundongos, onde animais infectados com N. caninum apresentam uma polarizacdo da
resposta Th1 durante a fase aguda com alta produgdo de IFN-y e IgG2 em relacdo a IL-4 e
IgG1 respectivamente (TEIXEIRA et al., 2005; ROJO-MONTEJO et al., 2009). Pesquisas
utilizando bezerros e bovinos revelam que apds uma infec¢do priméaria ocorre a presenca de
anticorpos especificos IgM e IgG. Niveis de IgM especificas aparecem duas semanas apos
a infecgao, tendo um declinio ap6s quatro semanas. J4 os niveis de IgG aumentam durante a
primeira semana de infeccdo perdurando de trés a seis meses pos-infec¢do primaria (DE
MARE-Z et al., 1999; TREES; WILLIAMS, 2005; WILLIAMS et al., 2009).

Pesquisas utilizando bovinos infectados com N. caninum (isolado Nc-1) mostraram
pico de sororeatividade por IgM, IgG, IgG1 e IgG2 a partir de sete dias pos infecg@o (p.i.).
Contudo, os niveis de IgM apresentaram baixa reatividade durante todo o periodo de
infeccdo e IgG e IgG1 foram encontrados com titulos médios decrescentes até 91 dias de
infeccdo (FERRE et al., 2005).

Estudos utilizando imunizagdes com taquizoitos inativados pelo frio ou pelo calor
em camundongos selvagens apresentam altos niveis de IgG2a demonstrando uma resposta
imune do tipo Thl nestes animais quando comparados com camundongos imunizados com
outros tipos de antigenos (KLEVAR et al., 2007, STROHBUSCH et al., 2009; FENG;
ZHANG; TUO, 2010; HEMPHILL et al., 2013). Rojo-Montejo e colaboradores (2011)

mostraram em seus estudos com neosporose congénita e cerebral que camundongos
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previamente imunizados apresentam uma alta resposta imune humoral com produgdo
predominante de IgG1 e uma resposta imune celular dominante pela expressdo de IFN-y,
sugerindo que uma mistura de resposta Th1/Th2 pode ser benéfica para limitar a
disseminagdo e gerar uma protecdo contra a infec¢dao congénita por N. caninum.

Outros trabalhos utilizando camundongos geneticamente deficientes em células B
demonstraram a importancia destas células durante a infeccdo por N. caninum, onde foi
possivel observar altas taxas de mortalidade pos-desafio nestes camundongos (AMMANN
et al., 2004; TEIXEIRA et al., 2005). Apesar do conhecimento sobre a participagdao de
anticorpos no combate a varios patdégenos, a participagdo destas imunoglobulinas deve ser
melhor elucidada devido as lacunas funcionais ainda existentes no papel das mesmas durante

infec¢des por N. caninum.

1.7. Modelos animais de infeccio

Para entender os parametros cruciais da resposta imune durante a infeccdo por N.
caninum, infecgdes experimentais podem esclarecer varios pontos com relagdo a patologia,
viruléncia e indu¢do de imunidade. Diferentes modelos de infec¢dao tem sido utilizados no
campo da pesquisa, desempenhando um papel chave na avaliacio da relagdo
parasito/hospedeiro. Os bovinos considerados hospedeiros intermediarios mais importantes
por apresentarem grande interesse economico na infec¢do por N. caninum, sao utilizados em
infec¢des experimentais com sucesso (MALEY et al., 2006), contudo o uso destes animais
requer maiores habilidades devido ao alto custo, dificuldade no manejo e a necessidade de
grandes instalagdes experimentais (DE MAREZ et al., 1999; HORCAJO et al., 2016). Em
contrapartida, ovelhas representam um modelo experimental interessante por serem
ruminantes, hospedeiros naturais e apresentarem sistema imunologico e anatomia
placentéria semelhante aos bovinos. Além disso, o uso destes animais apresentam vantagens
em relacdo aos bovinos por dispender um espago menor para a criagdo, facilidade de
manuseio € um periodo gestacional mais curto que em vacas (MORENO et al., 2012;
ARRANZ-SOLIS et al., 2015; SANCHEZ-SANCHEZ et al., 2018), porém as doses ¢ a rota
de infec¢@o experimental nestes animais necessitam maiores padronizagdes o que dificulta a
reprodutibilidade dos experimentos (HORCAJO et al., 2016).

A maioria dos estudos para investigar a relagdo parasito hospedeiro e abordagens

terap€uticas contra a neosporose sdo realizados utilizando modelos murinos devido a
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acessibilidade, facil manipulacdo e baixo custo (HEMPHILL; AGUADO-MARTINEZ;
MULLER, 2016), apesar de apresentarem diferencas fisioldgicas e imunoldgicas, bem como
susceptibilidade limitada com relacao aos hospedeiros naturais. Além disso, os mecanismos
da resposta imune também estdo sendo elucidados a partir do uso de camundongos
geneticamente modificados, o que facilita o entendimento da agdo parasitaria no hospedeiro
(DAVOLI-FERREIRA et al., 2016; DA SILVA et al., 2017). Estudos demonstram que
camundongos representam um modelo viavel para o estudo experimental de N. caninum
(COLLANTES-FERNANDE-Z et al., 2006), por apresentar caracteristicas clinicas similares
as que ocorrem em hospedeiros infectados naturalmente, como encefalite, miosite
(LINDSAY et al., 1995), perdas reprodutivas (LONG; BASZLER, 1996) e eficiente
transmissao vertical (LIDDELL; JENKINS; DUBEY, 1999), mimetizando assim os efeitos
da infec¢do experimental em bovinos (HORCAJO et al., 2016).

Embora, a ingestdo de oocistos seja a forma de infeccdo natural dos hospedeiros
intermediarios, oocistos e cistos teciduais ndo sdo amplamente utilizados em infecgdes
experimentais, devido as dificuldades de obtencdo dessas formas evolutivas (MCALLISTER
et al., 1998; AGUADO-MARTINEZ et al., 2017), enquanto taquizoitos, que ¢ a forma
proliferativa mais rapida do parasito, ¢ facilmente obtida em cultura de células em
quantidades elevadas. Apesar de haverem tentativas, o isolamento e obtencdo de cistos
teciduais do parasito em modelos experimentais como camundongos e gerbis € dificil, isso
ocorre pelo baixo desenvolvimento de cistos teciduais nestes modelos (MCGUIRE et al.,
1997; GONDIM et al., 2001). Desta forma, a inocula¢do parenteral de taquizoitos ¢ o
protocolo mais utilizado em modelos para investigar parametros do hospedeiro contra a
infeccdo por N. caninum.

A infecgdo intragastrica com taquizoitos de N. caninum tem sido estabelecida com
sucesso por diferentes grupos de pesquisadores em modelos murinos como camundongos
imunodeficientes (C57BL / 10 ScCr e C5BL / 10 ScSn), animais do tipo selvagem
(C57BL/6) e animais BALB/c (TEIXEIRA et al.,, 2007; FERREIRINHA et al., 2014;
FERREIRINHA et al., 2016). Estes estudos mostraram a eficiente ativagdo da resposta
imune durante a infec¢do, bem como a importancia de células do linfonodo mesentérico e
epitélio intestinal na producao de citocinas pro-inflamatdrias importantes para o controle
parasitatio durante a infeccao oral (CORREIA et al., 2013). Desta forma estudos utilizando

modelos orais de infec¢do com taquizoitos de N. caninum se mostram interessantes para

29



mimetizar a via de infec¢do natural pelo trato gastrointestinal e entender a resposta imune

desencadeada durante a neosporose.
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2. JUSTIFICATIVA

A neosporose € uma das doencas que leva a perdas econdmicas grandiosas na area
da bovinocultura. Assim, cada vez mais tem se procurado entender as fungdes imunes que
influenciam o controle da infec¢do ¢ o desenvolvimento da doenga. Modelos murinos sao
amplamente utilizados para estudar a resposta imune do hospedeiro durante a infec¢do por
N. caninum. A via intraperitoneal ¢ a mais comumente utilizada para estabelecimento da
infec¢@o nas pesquisas cientificas. Contudo, estudos que se assemelham a via natural de
infeccdo tornam-se relevantes para esclarecer as peculiaridades envolvidas nesse processo,
bem como compreender os mecanismos fisiopatologicos durante a infec¢do oral por N.
caninum. Sabe-se que a ativacdo da resposta imune inata ¢ primordial para se estabelecer
protec¢do inicial e ativar a resposta imune adaptativa do perfil Thl durante a infecg¢do por N.
caninum. Proteinas adaptadoras como MyD88 sdo as mais importantes na transducdo de
sinal via TLRs, culminando na produc¢dao de IFN-y, citocina chave para o controle da
replicagdo parasitaria (MINEO et al., 2009a; MINEO et al., 2010). Recentemente complexos
denominados Inflamassoma tem-se destacado por desempenhar um papel fundamental na
defesa do hospedeiro contra protozoarios intracelulares (ZAMBONI; LIMA-JUNIOR, 2015;
STEWART; COOKSON, 2016) . Pesquisadores tem investigado a participagdo da via do
inflamassoma na infec¢do por N. caninum, principalmente na produgdo de citocinas pro-
inflamatorias importantes no controle da replicagdo parasitaria (WANG et al., 2017; WANG
et al., 2018). Como ja foi observado a importancia da imunidade inata através da via
intraperitoneal, pesquisas relacionadas com a ativacdo de vias da resposta imune inata
durante a infecgdo oral tornam-se relevantes e podem contribuir para o desenvolvimento

profilatico e terapéutico da neosporose, a fim de prevenir a propaga¢do da infeccao.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Analisar a relevancia de fatores imunes cruciais para o controle da infec¢do pelo
protozodario N. caninum, mimetizando a via natural da infeccdo por meio da aplicagao de
modelo de infecgao oral em camundongos.

3.2. Objetivos especificos

- Investigar a eficacia do modelo de infecg@o oral por N. caninum através da analise

cinética de parametros histoldgicos e imunologicos;

- Analisar o padrao de migragdo e carga parasitaria em diferentes 6rgaos dos camundongos

infectados em cinética durante modelo de infecg¢ao oral pelo protozoario;

- Determinar a relevancia da citocina IFN-y para a sobrevida e indugdo de patogénese

mediante a infec¢do oral por N. caninum;

- Determinar o papel das vias de reconhecimento inato mediadas por MyD88 e Caspase-

1/11 no modelo de infecc¢ao oral por N. caninum induzido em camundongos.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Animais

Camundongos C57BL/6 do tipo selvagem (WT) e geneticamente deficientes em IFN-
v (IFN-y”), MyD88 (MydD88"") e Caspase-1/11 (Caspasel/117"), com 6-8 semanas de
idade, foram mantidos na Rede de Biotérios de Roedores (REBIR) da Universidade Federal
de Uberlandia (UFU), em ambiente com temperatura controlada (22-25°C) e alimento e dgua
ad libitum. Todos os experimentos foram previamente aprovados pelo Comité de Etica na

Utiliza¢ao de Animais (CEUA/UFU) sob o protocolo de nimero 109/16 (ANEXO 1).

4.2. Cultivo de células HeLa e parasitos N. caninum

Células de epitélio uterino humano da linhagem HelLa (ATCC CCL-2) foram
cultivadas em frascos de cultura celular de 75cm? contendo meio RPMI 1640 (Life
Technologies Corporatin, Carlsbad-CA, EUA) suplementado com 2mM de L-glutamina
(Sigma Chemical Co., St. Louis, EUA), 100 U/mL penicilina (Gibco), 100 pg/mL
estreptomicina (Gibco) e 10% de soro fetal bovino (SFB) (Cultilab, Campinas, Brasil), em
estufa a 37°C com 5% COa, até atingirem confluéncia.

Posteriormente, as células foram infectadas com taquizoitos de N. caninum isolado
Ncl e isolado NcLiv expressando constitutivamente a proteina fluorescente mCherry
(NcLiv-mCherry), mantidas nas mesmas condigdes anteriormente descritas para células,
exceto pela adi¢do de SFB ao meio. Apods a lise celular, as suspensdes parasitarias foram
obtidas conforme descrito previamente (DAVOLI-FERREIRA et al., 2016). O sobrenadante
contendo a suspensdo parasitaria foi coletado e centrifugado a 800 x g por 10 minutos a 4°C.
Posteriormente, o sedimento foi ressuspendido em meio RPMI-1640, e os parasitos contados
em camara hemocitométrica (Neubauer) com o auxilio do corante Azul de Tripan 0,4%
(Sigma Chemical Co., St. Louis, EUA) sendo utilizados logo em seguida para infecg¢do de
camundongos. Os parasitos restantes foram lavados duas vezes (800 % g durante 10 minutos
a 4°C) com solucao salina tamponada com fosfato 0,01M (PBS), e o sedimento final foi

armazenado a -20°C para subsequente preparacao de antigenos.
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4.3. Preparaciao de antigeno soluvel de N. caninum

Antigenos soluvel de N. caninum (NLA) foram preparados de acordo com métodos
jéa descritos (MOTA et al., 2016). Brevemente, suspensodes parasitarias foram tratadas com
coquetel de inibidores de protease (Complete Mini, Roche, Alemanha) e submetidas a lise
celular por dez ciclos rapidos de congelamento em nitrogénio liquido e descongelamento em
banho-maria a 37°C, seguido de sonicacao durante cinco minutos a 60Hz em banho de gelo.
Posteriormente parasitos lisados foram submetidos a centrifugagao (10.000 x g, 30 min,
4°C). O sobrenadante resultante foi coletado e a concentracdo proteica quantificada
utilizando o método de Bradford (Sigma Chemical Co., St. Louis, EUA) (BRADFORD,
1976). Aliquotas de NLA foram armazenados a -20°C até sua utilizagdo nos procedimentos

de ELISA.

4.4.Desenho experimental

A infecgdo oral foi conduzida de acordo com protocolos previamente padronizados
(TEIXEIRA et al., 2007). Resumidamente, o pH estomacal foi neutralizado com 100uL de
solucao de bicarbonato de so6dio a 10% por gavagem antes da infec¢do. Apds 15 minutos, os
animais foram infectados com isolado Ncl ou isolado NcLiv-mCherry (3 x 10’
taquizoitos/animal) pela mesma via. De acordo com o objetivo de cada ensaio, os
experimentos foram conduzidos como descrito abaixo.

Para investigar a eficacia do modelo oral, o padrao de migragdo do parasito N.
caninum ¢ a resposta imune desencadeada pela infec¢do, camundongos WT foram divididos
em 5 grupos (5 camundongos / grupo): um grupo controle nao infectado (0 dia) e quatro
grupos infectados pela via oral com 3 x 107 taquizoitos de Ncl (7, 14, 21 e 28 dias de
infec¢do). Apos o tempo de infeccdo os animais foram anestesiados e sangrados via plexo
retro orbital para obtengdo de amostras de soros para posterior analise. Em seguida os
animais foram sacrificados e segmentos do intestino delgado, tecidos hepaticos, pulmonares
e cerebrais foram eutanaziados. A producdo cinética de imunoglobulinas especificas foi
avaliada em amostras sorologicas pelo método imunoenzimatico ELISA indireto (IgGtotal,
IgG1 e IgG2), enquanto a quantificacdo de citocinas em soros € homogenatos de figado,
pulmao e ileo foi realizado pelo método imunoenzimatico ELISA de captura (IFN-y e IL-

12p40). Segmentos intestinais, figado, pulmao e cérebro foram submetidos a andlise da carga
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parasitaria por PCR em tempo real e histologica. Adicionalmente, a produ¢ao de enzimas
marcadoras de lesdo hepatica como aspartato transaminase (AST) e alanina transaminase
(ALT) também foram avaliadas em soros. Para andlise da localizacdo parasitaria,
camundongos WT foram infetados com 3 x 107 NcLiv-mCherry (parasito fluorescente)
seguida pela coleta dos segmentos intestinais 1 e 7 dias p.i. com posterior analise através de
técnicas de cortes em criostato com material congelado.

Para determinar a relevancia da citocina IFN-y e as vias inatas importantes para a
producio da mesma, camundongos WT, IFN-y”", MyD88"~ e Caspase-1/11"" infectados pela
via oral com 3 x 107 taquizoitos de Ncl foram avaliados durante 30 dias para analise de
mortalidade, enquanto amostras de soros de animais que sobreviveram foram submetidos ao
ensaio de ELISA indireto para detec¢do de anticorpos especificos para confirmacdo da
infecgdo. Adicionalmente, grupos de camundongos WT, IFN-y”", MyD88"~ e Caspase-1/11-
" foram infectados com a mesma dose que o grupo anterior e eutanasiados apds 5 dias para
andlise de parametros imunoldgicos. Tecidos intestinais, hepaticos e pulmonares foram
submetidos a andlise histologica e quantificagcdo da carga parasitaria. Adicionalmente AST
e ALT foram quantificadas em soros de camundongos IFN-y”", enquanto a quantifica¢io de

citocinas IL-12p40 e IFN-y foi realizada em animais MyD88”" e Caspase-1/11"".

4.5. Ensaios imunoenzimaticos (ELISA) para a quantificacio de niveis de anticorpos

especificos

Os niveis séricos de 1gG especificos de N. caninum e suas subclasses (IgG1 e [gG2)
foram medidos por ELISA a partir de amostras advindas de animais infectados e controles,
como descrito previamente (MINEO et al., 2010).

Microplacas de alta afinidade (Corning Laboratories Inc, New York, EUA) foram
adsorvidas com antigenos de N. caninum na concentragdo 10 pg/mL em tampao carbonato
de sodio 0,06M (pH 9,6), e incubadas por 18 horas a 4°C. Posteriormente sitios inespecificos
foram bloqueadas por 1 hora a temperatura ambiente com PBS contendo 0,05% de Tween
20 (PBS-T) acrescidos de 5% de leite desnatado (Molico, Nestlé, Sao Paulo, SP) para IgG
total e 1% de albumina sérica bovina (BSA — Sigma Chemical Co., St. Louis, EUA) para
IgG1 e IgG2. Amostras sorologicas foram diluidas (1:25) e incubadas a 37°C durante 1 hora
para a deteccao de IgG total e 2 horas para a deteccdo de IgG1 e IgG2. Anticorpos especificos

anti-IgG de camundongos marcados com peroxidase (1: 1000; Sigma-Aldrich) e anti-IgG1
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(1:4000) ou anti-IgG2 de (1: 2000) de camundongo marcado com biotina (Caltag Lab, EUA)
foram incubados por 1h a 37°C. Para a deteccao de IgG1 e IgG2, os pogos foram incubadas
com estreptavidina-peroxidase (1:1000; Sigma-Aldrich) durante 30 minutos a temperatura
ambiente. Entre cada passo, as placas foram lavadas com PBS-T. A reagado foi desenvolvida
com acido 2,2-azino-bis-3-etil-benzotiazolina sulfonico (ABTS; KPL, EUA) ¢ a densidade
optica (DO) determinada a 405 nm em um leitor de placas (SpectraMax M2e, Molecular

Devices, EUA).

4.6. Homogenato de orgaos

Com a intengdo de se quantificar a producdo de citocinas, 6rgdos de animais WT
previamente infectados foram coletados e processados. Em resumo, 100mg de amostras
teciduais foram acrescidas de 500 puL de 4gua ultrapura contendo inibidor de protease
(Complete Mini Roche, Basel, Suiga). As amostras foram trituradas com o auxilio de um
homogeneizador com posterior centrifugacdo a 10.000 x g por 10 minutos a 4°C. O

sobrenadante foi coletado e armazenado a -80°C até a utilizagdo nos experimentos.

4.7. Ensaio imunoenzimatico (ELISA) para determinacio de citocinas

As concentragdes de IFN-y e IL-12p40 foram mensuradas em amostras de
homogenatos de ileos, figados e pulmdes (100 mg de tecido) de camundongos WT, e
amostras séricas de camundongos dos grupos WT, MyD88”~ e Caspase-1/11"" infectados ou
nao com taquizoitos de N. caninum pela via oral. A quantificagdo das citocinas foi realizada
a partir de kits de ELISA comerciais, conduzidos de acordo com protocolos recomendados
pelo fabricante (BD Biosciences, San Diego, EUA).

Brevemente, placas de alta afinidade de 96 pogos (Corning Laboratories Inc, New
York, EUA) foram revestidas com anticorpos de capturas anti-camundongos especificos
para IFN-y e IL-12p40 e incubadas overnight a 4°C. Posteriormente, para se bloquear os
sitios inespecificos, foi adicionado a placa 10% de soro fetal bovino em PBS 0,01M (pH7,2)
por 1 hora. Apods o bloqueio, curvas padrdes das respectivas citocinas em dilui¢des seriadas
e amostras a serem testadas foram acrescidas as placas e incubadas por 2 horas. Para a
quantifica¢do da presenga das citocinas nas amostras, anticorpos de detec¢do anti-citocinas

murinas conjugadas com biotina e acrescidos de estreptavidina-peroxidase foram incubados
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por 1 hora. Entre cada passo, as placas foram lavadas com PBS-T 0,05% (PBS-T). A reacao
foi desenvolvida com tetrametilbenzidina (TMB) seguido pela adi¢do de acido sulfurico 2M
para interromper a reacao. A densidade optica (DO) foi determinada a 450 nm em um leitor
de microplacas (SpectraMax M2e, Molecular Devices, EUA). A concentracdo das citocinas
foi determinada a partir da curva padrao com concentra¢des conhecidas de citocinas, € 0s
resultados foram expressos em pg/mL, de acordo com os limites de detec¢do para cada

ensaio: IFN-y (4,1 pg/mL) e IL-12p40 (15,6 pg mL).

4.8. Analise histologica para determinacio de inflamacao tecidual in vivo

Amostras de segmentos de intestino delgado, figados, pulmdes e sistema nervoso
central (SNC) de camundongos WT infectados e ndo infectados foram coletadas 7, 14, 21 e
28 dias p.i. Além disso, fragmentos de intestino delgado, pulmoes e figados de animais WT,
IFN”", MyD88” e Caspase-1/117" foram coletados 5 dias p.i. Os érgdos foram fixados em
formalina tamponada a 10% a temperatura ambiente por 24 horas e armazenados em alcool
70% até o processo de inclusdo em parafina. Apos a inclusdo, os 6rgdos parafinizados foram
seccionados (Sum de espessura) e depositados em ladminas microscopicas, seguido pela
desparafinizagdo e hidratagdo para a coloragdo com Hematoxilina e Eosina (H&E) sendo
avaliados alteragdes morfologicas teciduais. As se¢des foram fotografadas usando

microscopio automatizado (FSX100, Olympus, Japao).

4.9. Avaliacio da presenca de parasitos em cortes congelados

Para a deteccdo de parasitos no intestino delgado, amostras teciduais de segmentos
intestinais infectados com N. caninum fluorescentes (NcLiv-mCherry) foram coletadas e
rapidamente colocados em solugdo criopreservadora para espécimes teciduais congelados
(Tissue Tek O.C.T., Sakura). Esse material foi congelado com o auxilio de solugdo de
acetona e nitrogénio liquido e armazenados a -80°C. A seguir, o material foi cortado (Spm
de espessura) com auxilio de um criostato e depositados em laminas previamente recobertas
com soluc¢do aderente de Poli-L-lisina, as quais foram contra coradas para marcacao nuclear
com ProLong Gold - 4’,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI, ThermoFisher). As deteccao de
fluorescéncia emitida pelo parasito foi visualizada a partir do microscopio de fluorescéncia

invertido (EVOS, Thermo Scientific).
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4.10. Determinacio da carga parasitaria

A carga parasitaria foi determinada no intestino delgado, figado, pulmao e cérebro
pela técnica de PCR em tempo real (QPCR-StepOne Plus, Applied Biosystems, EUA) através
do sistema de detec¢do SYBR green (Promega, Madison, EUA) e normalizada com
gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (GAPDH), como previamente descrito (Johnson e
Widlanski, 2004). A reacao foi realizada utilizando primers especificos para o gene Nc-5 de
N. caninum (Forward: 3'-GCT GAA CAC CGT ATG TCG TAA A-5'; Reverse: 3'-AGA
GGA ATG CCA CAT AGA-5") e GAPDH (Forward: 3 '- CTC GTC CCG TAG ACA AAA
TGG-5"; Reverse: 3 '- AAT CTC CAC TTT GCC ACT GCA - 5.

Inicialmente, a extracdo de DNA foi realizada a partir de 50 mg de cada tecido
analisado acrescido de 500 pL de tampao NLB (10mM Tris-HCI, 400nM NaCl e 2mM Na-
2EDTA, pH 8,2), 16 uL de SDS 10% e 8 uL de Solugao proteinase K (20mg/mL) e incubados
a 50°C overnight. Ap6s incubagdo, 150 pL de tampao NaCl 6M foi adicionado as amostras
seguido pela incubagdo em gelo por 10 minutos e posterior centrifugacao a 12000 % g durante
15 minutos. O sobrenadante foi cuidadosamente coletado, transferido para outro tubo e
acrescentou-se 800 puL de etanol absoluto. O DNA foi coletado e ressuspendido com 150-
200 pL de agua livre de nucleasse.

As concentragdes de DNA foram determinadas por espectrofotometria (260nm;
Nanodrop, Thermo Scientific, Wilmington, EUA) e ajustadas para 40 ng/pL com agua livre
de DNAse (agua DEPC). A carga parasitaria foi calculada por interpolagdo de uma curva
padrao com quantidades equivalentes de DNA extraido de taquizoitos de N. caninum que
foram incluidos em cada andlise. Os resultados foram expressos em pg de DNA do

parasito/pug de DNA hospedeiro.

4.11. Determinacio de transaminases

A alanina transaminase (ALT/GPT) e aspartato transaminase (AST/GOT) foram
medidas em amostras de soro de camundongos WT e IFN-y”~ infectados ou ndo com
taquizoitos de N. caninum pela via oral. Estes parametros foram realizados para analise das
funcdes hepaticas, utilizando kits comerciais de acordo com as instru¢des do fabricante

(Labtest, Lagoa Santa, Brasil).
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4.12. Analise estatistica

Graficos e calculos estatisticos foram realizadas usando o software GraphPad Prism
5.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, EUA). As diferencas entre os grupos foram
analisadas pelos testes de Two-way ANOVA utilizando o teste de comparagao multipla de
Bonferroni, Kruskal-Wallis utilizando o teste de comparacao multipla de Dunn e teste de
Mann-Whitney, quando apropriado. A porcentagem de sobrevida de camundongos foi
estimada usando o método de Kaplan-Meier, seguido pela comparagao das curvas de
sobrevida através do teste de log-rank - Mantel-Cox. Os resultados foram expressos como
média e erro padrdo da média (SEM). Valores para P <0,05 foram considerados

estatisticamente significativos.

4.13. Normas de Biosseguranca

Os procedimentos realizados durante a execugdo experimental como coleta e
manuseio de matérias biologicos, bem como manipulagdo de reagentes quimicos foram
realizados de acordo com normas de biossegurancgas cabiveis (MINEO et al., 2005).

Os manejos e cuidados com o bem estar animal foram realizados de acordo com as
recomendacdes contidas no guia para pesquisas biomédicas envolvendo animais do
Conselho Internacional para Ciéncia Animal de Laboratério (ICLAS; International Council
for Laboratory Animal Science), e assinado pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentacio Animal (CONCEA) através das resolu¢des normativas publicadas
(https://www.mctic.gov.br/mctic/opencms/institucional/concea/paginas/legislacao.html). A
Rede de Biotérios de Roedores da UFU (REBIR/UFU) ¢ credenciado pela CONCEA
(CIAEP: 01.0105.2014) e Comissao Técnica Nacional de Biosseguranca (CTNBio; CQB:
163/02)
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5. RESULTADOS

5.1. Infecgao oral por N. caninum induz resposta imune de padrao Thl

A resposta imune celular e humoral desencadeada pela infeccdo oral por N. caninum
ainda ndo estd bem elucidada, portanto, novas abordagens para compreender os mecanismos
de acdo do parasito nessa rota sdo relevantes para o campo da pesquisa. Nesse sentido,
primeiramente avaliamos a cinética da produgdo de anticorpos IgG especificos e suas
subclasses no soro dos animais infectados pela via oral. Camundongos infectados
apresentaram um aumento na producdo de anticorpos IgG especificos 28 dias p.i (Figura
3A), demostrando o sucesso da infecgdo e a capacidade do parasito em induzir uma resposta
imune humoral antigeno-especifica. Adicionalmente, tais animais apresentaram producao de
baixos niveis de anticorpos IgG1 especificos (Figura 3B), enquanto a produgdo de IgG2 foi
significativamente elevada durante o curso da infeccdo (Figura 3C). Desta forma,
observamos uma predominancia de IgG2 sobre os anticorpos IgG1 na infec¢ao oral (Figura
3D).

A fim de avaliar a importancia da produgdo de IL-12p40 e IFN-y na resposta imune
durante a infec¢ao oral por N. caninum, mensuramos os niveis séricos desta citocina em
camundongos 0, 7, 14, 21 e 28 dias p.i. Observou-se que, apds a infec¢do, os animais
apresentaram aumento na concentragao de IL-12p40 sérica durante a fase inicial da infecgao,
com um pico de producao no 14° dia p.i. (Figura 3E). J& os niveis de produ¢do de IFN-y
foram maiores no sétimo dia de infeccdo, com diminui¢do significativa nas amostras
colhidas posteriormente (Figura 3F), indicando que h4 ativacdo das principais citocinas pro-

inflamatorias para o controle da infe¢do por N. caninum.
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Figura 3. Cinética da producdo de anticorpos IgG e citocinas de padrao Thl no soro de
camundongos infectados pela via oral por N. caninum. Amostras de soros de camundongos WT
inoculados com N. caninum pela via oral 0, 7 14 21 e 28 dias p.i. foram analisadas. (A) IgG total;
(B) IgG1; (C) IgG2; (D) razao 1gG2a/IgGl. (E) Produgdo de IL-12p40 e (F) IFN-y. Resultados foram
expressos como média + SEM. Diferencas estatisticas (*P<0.05, **P<0,01, ***P<(,001) entre os
diferentes dias p.i. oral foram realizadas a partir do teste de Kruskal-Wallis seguido do pos teste de
multipla comparagdo (Dunn’s).
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5.2. N. caninum é capaz de infectar e evadir a resposta imune na mucosa intestinal

Considerando que a via oral ¢ uma das mais frequentes formas de infec¢do primaria
por N. caninum, € importante que se elucide os mecanismos da relagdo parasito-hospedeiro
no intestino durante o curso dessa infec¢do. Assim, o proximo passo foi avaliar a carga
parasitaria no intestino. Para tanto, a concentragdo de DNA genomico do parasito N.
caninum foi avaliada em diferentes segmentos do intestino delgado 0, 7, 14, 21 e 28 dias p.1.
por qPCR. Os resultados revelaram que os segmentos caudais do intestino delgado, jejuno
distal e ileo, apresentavam cargas parasitarias detectaveis nos 7° e 14° dia p.i., seguidos por
auséncia de deteccdo de DNA gendmico parasitario ap6s 21 dias p.i. (Figura 4A). Nao foram
encontradas quantidades significativas de DNA gendmico nos segmentos iniciais do
intestino (duodeno e jejuno proximal). Adicionalmente, a concentracio de IFN-y em
homogenato tecidual do ileo foi significativamente maior durante a fase aguda da infec¢ao
quando comparado com animais ndo infectados (Figura 4B). Além disso, a partir de analises
histopatologicas nao houve alteracdo tecidual nos segmentos analisados durante o curso da
infecgdo (Figura 4C).

Levando em consideracdo a deteccdo de DNA parasitario no intestino bem como a
auséncia de danos teciduais, nosso proximo passo foi investigar a presenca do parasito nos
diferentes segmentos. A partir da infeccdo de animais WT com NcLiv-mCherry, foi possivel
observar a presenga de N. caninum no ileo apds 24 horas de infec¢do, mais precisamente na
lamina préopria deste segmento (Figura 5). Contudo, parasitos Ncliv-mCherry nao foram
observados em segmentos intestinas no 7° dia p.i. (dados ndo mostrados), o que pode ser
explicado pela auséncia do aumento de tecidos linfoides associados a mucosa nos cortes
analisados. Estes resultados demonstraram que durante a infec¢do oral por N. caninum, o
parasito esta localizado na mucosa intestinal, alojando-se preferencialmente em tecidos

associados a mucosa, contudo nao causa dano tecidual.
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Figura 4. Animais infectados pela via oral apresentam carga parasitiria detectaveis nas
porcoes finais do intestino delgado e aumento na producio de IFN-y no ileo. Quantificagdo da
carga parasitaria intestinal por qPCR com 0, 7, 14, 21 e 28 dias p.i. (A). Produgdo de IFN-y no
homogenato do ileo com 0, 7, 14, 21 e 28 dias p.i. (B). Representacgdo histologica do intestino com
0, 7 e 14 dias p.i. pela coloragdo de H&E (C) barras representam 150um. Resultados foram expressos
como média = SEM. Diferencas estatisticas entre os diferentes dias p. i. oral foram realizadas a partir
do teste de Kruskal-Wallis seguido do pds teste de multipla comparacio (Dunn’s).
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Controle infectado (1 dia)

Figura 5. Taquizoitos de N. caninum estio presentes no ileo durante a infec¢io oral. Animais WT foram infectados com 3x107 taquizoitos de
N. caninum NcLiv-mCherry pela via oral para analise em corte congelado da localizacdo parasitaria em tecidos intestinais. Setas brancas indicam
taquizoitos de NcLiv-mCherry.

48



5.3. N. caninum dissemina-se para demais tecidos a partir da mucosa intestinal,

induzindo respostas inflamatorias

Devido aos resultados descritos acima, foi avaliado a disseminacao parasitaria em
outros tecidos durante a infec¢ao oral por qPCR. Os ensaios demonstraram um aumento da
carga parasitaria nos tecidos hepaticos ap6s 7 dias p.i., diminuindo para niveis basais apos
14 dias p.i., embora o DNA gendmico de N. caninum ainda fosse detectavel durante todo o
acompanhamento experimental da infec¢ao (28 dias - Figura 6A). Além disso, através da
analise histopatologica do figado, observamos a presenca de infiltrados inflamatdrios
distribuidos por todo o 6rgdo, causando edema e, eventualmente, necrose na fase aguda
(Figura 6B). Durante o curso da infec¢@o, observou-se uma diminuicao da lesdo tecidual, no
entanto, os 6rgdos ainda apresentavam edema aos 28 dias p.i. (Figura 6B). Nosso proximo
objetivo foi avaliar se as fungdes hepaticas foram afetadas pela infecgao, através da detecgao
das transaminases AST e ALT. A detec¢do sérica apontou para um aumento significativo na
producdo de ambas as enzimas no 7° e 14* dia p.i. respectivamente (Figura 6C e Figura 6D).
Com base nesses resultados e no aparente controle da infec¢do nesse o6rgao, foi investigado
a producao de IL-12p40 e IFN-y in situ, devido a importancia dessas citocinas durante o
processo infeccioso. Observou-se um aumento na producdo de IL-12p40 sendo
significativamente maior no 28° dia p.i. (Figura 6E), bem como elevada concentracdo de
IFN-y durante a infec¢do aguda (7 dias p.i.), que diminuiu nos dias subsequentes (Figura
6F).

Além disso, foi analisado a migragao do parasito para o tecido pulmonar. De maneira
similar a observada no figado, houve um aumento da carga parasitaria nos pulmdes dos
animais durante a infec¢do aguda (7 e 14 dias p.i.), seguido por niveis indetectaveis nos dias
subsequentes (Figura 7A). Andlises histoldgicas revelaram que os pulmdes de camundongos
infectados apresentavam infiltrados inflamatorios, com perda de espagos alveolares a partir
do espessamento do septo pulmonar, sendo observada restauracao tecidual leves durante o
curso da infec¢do (Figura 7B). Adicionalmente, a producdo de citocinas também foi
quantificada in situ, onde foi observado um aumento na produgao de IL-12p40 na fase inicial
da infeccdo, com picos significativos até o 21° dia p.i. (Figura 7C). Aumento nas
concentragdes de IFN-y também foram detectados no 7° dia p.i., seguido por diminuigdo da

producdo nos dias subsequentes (Figura 7D).
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Foi analisado também a carga parasitaria no sistema nervoso central de animais
infectados pela via oral, observando-se um aumento da carga parasitaria 7 ¢ 14 dias p.i. com
redugdo na fase cronica (Figura 8 A). Em conjunto, nés analisamos também a presenca de
infiltrados inflamatérios no cérebro durante o curso da infec¢do. Nossos resultados
demonstraram um aumento no perfil inflamatorio no 28° dia p.i. quando comparado com os
dias anteriores (Figura 8B).

Tomados em conjunto, os dados acima demonstram que durante a infec¢ao oral, N.
caninum migra rapidamente do intestino para os demais Orgdos e ativam processos
inflamatorios que controlam a replicacdo parasitaria, contudo induzem lesdes decorrentes

deste processo.
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Figura 6. Lesdes hepaticas induzidas por N. caninum durante a infeccio oral. Camundongos
WT foram infectados com 3x107 taquizoitos de N. caninum pela via oral para analise cinética do
figado com 0, 7, 14,21 e 28 dias p.i. Carga parasitaria no figado foi analisada por qPCR (A). Imagens
representativas dos achados histologicos (B), setas pretas indicam necrose e areas de infiltrado
inflamatorios, cabecas de seta indicam regido de edema. Producdo de AST (C) e ALT (D) no soro.
Producao de IL-12p40 (E) e IFN-y (F) em homogenato tecidual. Resultados foram expressos como
média + SEM. Diferengas estatisticas (*P<0.05, **P<0,01, ***P<0,001) entre os diferentes dias p.i.
oral foram realizadas a partir do teste de Kruskal-Wallis seguido do pds teste de multipla comparacao
(Dunn’s).
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Figura 7. Lesdes pulmonares induzidas por N. caninum durante a infec¢ao oral. Camundongos
WT foram infectados com 3x107 taquizoitos de N. caninum pela via oral para analise cinética do
pulméo com 0, 7, 14,21 e 28 dias p.i. Carga parasitaria no pulmao analisado por qPCR (A). Imagens
representativas dos achados histologicos (B). Produgio de IL-12p40 (C) e IFN-y (D) em homogenato
tecidual. Resultados foram expressos como média + SEM. Diferengas estatisticas (*P<0.05,
**p<(,01, ***P<0,001) entre os diferentes dias p.i. oral foram realizadas a partir do teste de Kruskal-
Wallis seguido do pos teste de miltipla comparacao (Dunn’s).
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Figura 8. Lesdes cerebrais induzidas por N. caninum durante a fase cronica da infeccio.
Camundongos WT foram infectados com 3x107 taquizoitos de N. caninum pela via oral para analise
cinética do cérebro com 0, 7, 14 ,21 e 28 dias p.i. Carga parasitaria no cérebro analisada por gPCR
(A). Imagens representativas de achados histologicos, setas pretas indicam infiltrados inflamatorios
(B). Resultados foram expressos como média + SEM. Diferencas estatisticas (*P<0.05, **P<0,01,)
entre os diferentes dias p.i. oral foram realizadas a partir do teste de Kruskal-Wallis seguido do pos
teste de multipla comparagdo (Dunn’s).
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5.4.1FN-y é crucial para o controle da infeccio oral por N. caninum

Para se confirmar a relevancia da citocina IFN-y no controle da infecc¢ao oral por .
caninum, camundongos WT e IFN-y”~ infectados com o isolado - Nc1 de N. caninum foram
monitorados durante 30 dias para andlise de sobrevida e morbidade. Observou-se que
camundongos IFN-y”~ sucumbiram durante a fase aguda da infecgio (até o 14° dia p.i., Figura
9A), apesar de ndo apresentarem morbidade prévia, aqui mensurada pela perda de peso
(Figura 9B). Uma vez confirmada a susceptibilidade de camundongos IFN-y”~ ao modelo de
infec¢do, avaliou-se possiveis alteragdes histoldgicas nos segmentos do intestino delgado em
comparagdo com animais WT, dentro da primeira semana de infec¢do. Nenhuma diferenca
no padrao tecidual do intestino foi observada em ambos os grupos analisados (Figura 9C).
A carga parasitdria também foi determinada na por¢ado final do intestino delgado de animais
WT e IFN-y”". Ambos os grupos apresentaram quantificacio de copias de DNA gendmico
de N. caninum, contudo nenhuma diferenca foi encontrada (Figura 9D).

Como observado anteriormente, o parasito N. caninum migra do intestino para outros
orgaos como figado e pulmao, deste modo foi avaliado o perfil inflamatorio nestes tecidos.
De acordo com os resultados obtidos, camundongos IFN-y”~ ndo apresentaram alteragdes
histologicas notaveis nos tecidos hepaticos, diferentemente do encontrado nos animais WT
(Figura 10A). Em adigdo, observou-se novamente em camundongos WT perda da area
alveolar no pulmdo, comprometendo assim a integridade tecidual enquanto que tecidos
pulmonares de camundongos IFN-y”~ mantiveram-se sem grandes alteracdes (Figura 10B).
Além das analises histoldgicas, os danos hepaticos também foram avaliados a partir da
quantificagdo das enzimas AST e ALT. Foi observado um aumento na produgao de AST
(Figura 10C) e ALT (Figura 10D) em animais WT quando comparados com o grupo ndo
infectado, enquanto que a detecgdo enzimatica entre os grupos IFN-y”~ ndo infectado e
infectado ndo apresentaram diferengas. Além disso foi analisado a carga parasitaria nos
tecidos hepaticos (Figura 10E) e pulmonares (Figura 10F) por qPCR, no qual foi constatado
aumento expressivo do parasitismo em animais IFN-y”~ em ambos os 6rgios. Em conjunto,
estes resultados indicam que durante a infec¢do oral a citocina IFN-y desempenha papel
chave para a sobrevivéncia do hospedeiro, principalmente pelo controle da replicacao

parasitaria no figado e pulmao.
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Figura 9. Camundongos IFN-y”~ sdo susceptiveis a infec¢io oral por N. caninum. Sobrevivida
de animais WT e IFN-y”~ (A) e peso corporal (B). Curva de sobrevida foram comparadas usando
analise de sobrevivéncia de Kaplan-Meier através do teste log-rank Mantel-Cox. Analise histologica
em diferentes segmentos intestinais 5 dias p.i. (C). Quantifica¢@o da carga parasitaria por qPCR no
ileo 5 dias p.i. (D). Resultados foram expressos como média + SEM. Analises estatisticas entre
grupos WT e IFN-y”- foram realizadas usando Two-way ANOV A seguido do p6s teste de Bonferroni.
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Figura 10. Camundongos IFN-y”" apresentam uma diminui¢io do quadro inflamatoério apos
infeccdo oral por N. caninum. Analise histologica em tecidos hepaticos (A) e pulmonares (B) 5 dias
p-i. oral por N.caninum. Setas pretas indicam areas de infiltrados inflamatorios. Quantificacdo da
produgio de AST (C) e ALT (D) no soro de camundongos WT e IFN-y”- 5 dias p.i. Resultados foram
expressos como média = SEM. Diferengas estatisticas (*P<0.05) entre grupos WT e IFN-y”* foram
realizadas usando Two-way ANOVA seguido do pds teste de Bonferroni. Quantificacdo da carga
parasitaria por qPCR 5 dias p.i. no figado (E) e pulméo (F). Resultados foram expressos como média
+ SEM. Diferengas estatisticas (*P<0.05, **P<0,01, ***P<0,001) entre grupos WT e IFN-y”~ foram
realizadas usando o teste Mann Whitney.
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5.5. Participacao das vias de reconhecimento inato na inducio de IFN-y durante a

infeccio oral por N. caninum

Uma vez observada a importancia de IFN-y na infecgdo oral, foi investigado a via
responsavel pela produgdo desta citocina no modelo de infeccdo oral adotado. Para isso,
foram realizados experimentos utilizando camundongos geneticamente deficientes para
MyD88, proteina adaptadora ja descrita como importante para a producao de IFN-y durante
a infecgdo intraperitoneal por N. caninum (MINEO et al., 2009a). Camundongos WT e
MyD88”" infectados com o isolado Nc1 foram monitorados durante 30 dias para analise de
sobrevida. A partir desse experimento foi observado que somente um camundongo MyD88§"
’ sucumbiu, o que demonstrou um perfil similar na sobrevivéncia em ambos os grupos
infectados, revelando que camundongos MyD88”" ndo sdo susceptiveis a infec¢do oral
(Figura 11A). Adicionalmente, a partir de analises por ELISA indireto observou-se que os
animais sobreviventes apresentaram produgdo de anticorpos especificos anti-N. caninum
(IgG), demonstrando o sucesso da infeccdo (Figura 11B). Além disso, quando avaliado os
niveis séricos das citocinas IL-12p40 e IFN-y primordiais para o controle parasitario, nao
observou-se uma produgdo significativa de IL-12p40 em camundongos MyD88”" (Figura
11C), contudo a concentragio de IFN-y foi similar entre os grupos WT e MyD88”" apos
cinco dias de infec¢ao (Figura 11D).

O perfil inflamatorio também foi avaliado em tecidos alvos para a disseminacdo
parasitaria durante a infeccdo oral, através da técnica de coloragdo histologica H&E.
Animais WT e MyD88”" ndo apresentaram alteragdes histoldgicas no intestino (Figura 12A),
contudo ambos os grupos foram notavelmente afetados 5 dias p.i., com a presenca de
infiltrados inflamatorios difusos e comprometimento estrutural nos tecidos hepaticos (Figura
12B) e pulmonares (Figura 12C).

Com o objetivo de se verificar a importancia da proteina adaptadora MyD88 no
controle da carga parasitaria, foi realizado a quantificacao de copias do DNA genomico de
N. caninum presentes no figado e pulmao de camundongos WT e MyD88”". Foi observado
um aumento significativo da carga parasitaria nos tecidos hepaticos (Figura 13A) e
pulmonares (Figura 13B) de camundongos MyD88. A partir desses resultados foi possivel
observar que animais com deplecdo da proteina adaptadora MyD88 apresentam processos

inflamatorios e alta carga parasitaria, contudo eles conseguem sobreviver até 30 dias p.i.
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demonstrando que estes animais sdo resistentes a infeccdo, o que pode ser explicado pela

produgdo da citocina pré-inflamatoria IFN-y.
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Figura 11. Apesar de controlar a producao de IL-12, MyD88 nao ¢ essencial para o controle da
infeccdo oral por N. caninum. Sobrevida de camundongos WT e MyD88”" frente a infec¢do oral
por N. caninum (A), comparadas pela analise de sobrevivéncia de Kaplan-Meier através do teste log-
rank Mantel-Cox. IgGtotal sérico antigeno-especifico produzida por camundongos WT e MyD88"
(B), apos 30 dias de infeccdo oral. Produgdo de citocinas séricas IL-12p40 (C) e IFN-y (D) em
camundongos MyD88” 5 dias p.i. oral por N. caninum. Resultados foram expressos como média +
SEM. Diferengas estatisticas (*P<0.05, **P<0,01, ***P<0,001) entre grupos WT e MyD88”" foram
realizadas usando Two-way ANOVA seguido do pos teste de Bonferroni.
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Figura 12. Animais WT e MyD88™" apresentam inflamagio tecidual em 6rgios abdominais e
toracicos. Fotomicrografias representativas de cortes histologicos de camundongos WT e MyD88”

cinco dias p.i. oral por N.caninum. Intestino(A), figado (B) e pulmao (C). Setas pretas indicam areas
de infiltrados inflamatorios.
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Figura 13. Animais MyD88" apresentam aumento da carga parasitaria em tecidos hepaticos
e pulmonares. Quantificacdo da carga parasitaria em tecidos hepaticos (A) e pulmonares (B) de
camundongos WT e MyD88” 5 dias p.i. oral por N.caninum. Resultados foram expressos como
média = SEM. Diferengas estatisticas (*P<0.05, **P<0,01, ***P<(,001) entre grupos WT e MyD8&8"
" foram realizadas usando o teste de Mann Whitney.
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Como os niveis de IFN-y foram similares entre os grupos WT e MyD88”" avaliamos
se a producdo desta citocina durante a infeccdo oral ocorre através da ativacdo do
inflamassoma mediado por Caspase-1/11. Camundongos WT e Caspase-1/11"" foram
infectados e avaliados utilizando-se os mesmos parametros adotados para os experimentos
em camundongos MyD88". Primeiramente foi analisado a susceptibilidade de animais
Caspase-1/117 frente a infecgdio oral por N. caninum. Nio foram encontradas diferengas
estatisticamente significativas na sobrevida de ambos os grupos analisados (Figura 14A),
contudo diferentemente do encontrado para camundongos MyD88™, dois animais Caspase-
1/117" sucumbiram a infec¢iio durante a fase aguda (7 e 9 dias p.i.), enquanto que animais
MyD88”" sucumbiram mais tardiamente a infecgdo (12° dia p.i). Adicionalmente, apds 30
dias de infec¢do os animais que sobreviveram apresentaram produgdo de anticorpos
especificos compativeis com os animais controles (Figura 14B), demonstrando a
soroconversao dos mesmos. A partir da quantificagdo sérica da citocina IL-12p40, foi
observado um aumento da mesma em animais WT quando comparados com animais
Caspase-1/117" (Figura 14C). Curiosamente, camundongos Caspase-1/117" apresentaram
baixas concentragdes de IFN-y sérica (Figura 14D), quando comparado aos camundongos
WT.

Assim como no grupo de camundongos MyD88", inflamagdes teciduais também
foram investigadas em camundongos WT e Caspase-1/117". Como anteriormente descrito,
ndo foram encontrados lesdes nos seguimentos intestinais dos grupos analisados (Figura
15A). Contudo, notou-se uma reducdo significativa no quadro inflamatoério dos tecidos
hepaticos (Figura 15B) e pulmonares (Figura 15C) de camundongos Caspase-1/117" quando
comparados aos animais WT, perfil muito semelhante aquele encontrado nas infec¢des de
camundongos IFN-y”". A partir da reagio de qPCR pela amplificacio do gene Nc5,
observou-se que ndo houve diferengas significativas na carga parasitaria de tecidos hepaticos
(Figura 16A) e pulmonares (16B) entre grupos de camundongos WT e Caspase-1/117"
infectados pela via oral 5 dias p.1.

Mesmo ja tendo sido descrito a importancia de MyD88 durante a infeccdo
intraperitoneal em modelos murinos, observou-se que durante a infec¢@o oral, que mimetiza
a via natural da infec¢ao por N. caninum, a via do Inflamassoma ¢ crucial para a producao
de IFN-y. No entanto a falta desta citocina ndo leva a susceptibilidade total do grupo

Caspase-1/117", o que deve ser melhor elucidado.
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Figura 14. Apesar da resisténcia a infec¢io, animais Caspase-1/11"- apresentam reducio
na produc¢io de IFN-y durante a infec¢io oral por N. caninum. Sobrevida de camundongos
WT e Caspase-1/11"" frente a infecgdo oral por N. caninum (A), comparadas pela analise de
sobrevivéncia de Kaplan-Meier através do teste log-rank Mantel-Cox. IgGtotal sérico antigeno-
especifico produzido por camundongos WT e Caspase-1/117" (B) ap6s 30 dias de infecgdo oral.
Produgdo de citocinas séricas IL-12p40 (C) e IFN-y (D) em camundongos Caspase-1/117" 5 dias p.i.
oral por N. caninum. Resultados foram expressos como média + SEM. Diferengas estatisticas
(*P<0.05, **P<0,01, ***P<0,001) entre grupos WT e Caspasel/117 foram realizadas usando Two-
way ANOVA seguido do pos teste de Bonferroni.
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Figura 15. Animais Caspase-1/11"- apresentam inflamacio tecidual sutil em 6rgios abdominais
e toracicos. Fotomicrografias representativas de cortes histologicos de camundongos WT e Caspase-
1/117- 5 dias p.i. oral por N.caninum. Intestino(A), figado (B) e pulmao (C). Setas pretas indicam
areas de infiltrados inflamatorios.
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Figura 16. Apesar da baixa producido de IFN-y, camundongos Caspase-1/11"- apresentam
carga parasitaria similar em tecidos hepaticos e pulmonares. Quantificacdo da carga parasitaria
em tecidos hepaticos (A) e pulmonares (B) de camundongos WT e Caspase-1/117 5 dias p.i. oral por
N. caninum. Resultados foram expressos como média £+ SEM. Diferencas estatisticas (*P<0.05,
*%P<(,01, ***P<0,001) entre grupos WT e Caspase-1/11"" foram realizadas usando o teste de Mann
Whitney.
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6. DISCUSSAO

Pesquisas envolvendo mecanismos de resposta imune em modelos murinos durante
a infec¢do oral com taquizoitos de N. caninum sdo essenciais, uma vez que mimetizam a via
natural da infec¢do em hospedeiros intermedidrios com maior precisdo. Lindsay e Dubey
(1990) foram os primeiros a demonstrarem uma infeccao bem sucedida em camundongos a
partir de taquizoitos de N. caninum (isolado-Ncl) utilizando uma rota de infecc¢ao diferente
das tradicionalmente utilizadas na pesquisa cientifica. Em seus experimentos foi observado
que 14 de 20 camundongos Swiss infectados pela via oral morreram de pneumonia aguda
entre os dias 7 e 14 p.i., 3 morreram de encefalite enquanto que camundongos sobreviventes
apresentaram sinais neuroldgicos provenientes da infeccdo. Estes resultados sugerem que
taquizoitos de N. caninum sdo capazes de sobreviverem apds a passagem pelo trato
gastrointestinal em camundongos Swiss (LINDSAY; DUBEY, 1990). Contudo, estes
autores levantaram a possibilidade dos taquizoitos penetrarem na mucosa da cavidade
oral/esofagica, mesmo antes de chegar ao estbmago, disseminando a infec¢do. Esta hipdtese
foi criada a partir de experimentos in vitro que demonstram que taquizoitos de N. caninum
ndo apresentam resisténcia a pepsina-HCI, importantes na digestdo de proteinas. Desta
forma, surgiram protocolos utilizando solu¢do neutralizante do pH estomacal para
estabelecer com sucesso a infeccdo oral com taquizoitos de N. caninum (DUBEY;
SCHARES; ORTEGA-MORA, 2007; TEIXEIRA et al., 2007). Adicionalmente, para
garantir que o parasito chegue até o estobmago e a partir desse 6rgao dissemine no hospedeiro,
Teixeira e colaboradores (2007), administraram taquizoitos de N. caninum diretamente no
estdmago por gavagem, apos a neutralizagdo da acidez estomacal.

A partir do protocolo ja preestabelecido (TEIXEIRA et al., 2007), foi possivel
observar no presente estudo que animais infectados pela via oral produziram anticorpos
especificos contra N. caninum, demonstrando a ativacao da resposta imune humoral nesta
via de infeccdo. Estudos mostraram que a produ¢do de imunoglobulinas especificas ¢
importante para inibir a invasdo de taquizoitos em células hospedeiras e controlar a
replicagdo parasitaria (AGUADO-MARTINEZ et al., 2010; AGUADO-MARTINEZ et al.,
2017). Além disso, o perfil de producao de anticorpos esta relacionado ao perfil de resposta
imune celular desencadeada pelo patogeno (FINKELMAN et al.,, 1988; AGUADO-
MARTINEZ et al., 2017). A partir dos experimentos realizados foi observado uma maior

producao de IgG2 em relagdo a IgG1. Este fato pode ser explicado pelas altas concentragdes
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de IFN-y encontradas em nossos experimentos durante a fase aguda da infec¢do, uma vez
que esta citocina esta relacionada a resposta celular do tipo Thlem infec¢des por N. caninum
(MINEO et al., 2010) e desempenha um papel importante na troca de classe IgG com o
isotipo IgG2 predominante (LONG; BASZLER; MATHISON, 1998; ROJO-MONTEJO et
al., 2009).

Assim como observado em nossos resultados, em infec¢des pela via intraperitoneal
foi detectado aumento na producdo de IFN-y sérica 7 dias p.i., acompanhado de uma
diminui¢do nos dias subsequentes (MINEO et al., 2009a), desta forma assim como na
infecgdo parenteral, a infec¢do oral de camundongos C57BL/6 é capaz de ativar a resposta
imune celular e humoral que controla a multiplicag@o intracelular parasitaria e a infecgdo
aguda. Resultados semelhantes foram encontrados em experimentos utilizando
camundongos C57BL/6 imunossuprimidos e em animais BALB/C (TEIXEIRA et al., 2007;
FERREIRINHA et al., 2014; FERREIRINHA et al., 2016). Em bovinos infectados de forma
natural ou experimental também foi demonstrado uma resposta imune do perfil Thl com
presenca de altos niveis de IFN-y e produgdo de anticorpos IgG2 especificos (WILLIAMS
et al., 2000; ANDRIANARIVO et al., 2005).

A resposta imune da mucosa ¢ considerada importante na prote¢do do hospedeiros
durante a infeccdo por parasitos intracelulares (BENEVIDES et al., 2013). Deste modo
investigacoes realizadas em nosso estudo durante a infec¢do gastrointestinal revelaram a
presenca de DNA parasitario ao longo do intestino delgado e a ativagdo de uma resposta
imune com alta produ¢do de IFN-y. Contudo, ndo foram detectadas alteragdes histologicas
nas porg¢des intestinais, permanecendo intactas durante a passagem do parasito através da
parede intestinal. Resultados semelhantes foram encontrados em outros estudos, os quais a
resposta imune gerada pelas células do epitélio intestinal e dos linfonodos mesentéricos leva
a uma protecdo importante na mucosa intestinal durante a infeccdo oral por N. caninum,
especialmente pelo aumento da producdo de citocinas Thl, principalmente IFN-y
(TEIXEIRA et al., 2007; CORREIA et al., 2013).

A resposta imune Th1 em infec¢des orais com cistos de 7. gondii tem sido associada
a inflamacdo intestinal grave gerada a partir da alta producdo de IFN-y e consequente
eliminacdo de células de Paneth, que sdo responsdveis por secretarem peptideos
antimicrobianos na mucosa intestinal protegendo a mesma contra danos (BENEVIDES et
al., 2013; CLEVERS; BEVINS, 2013; BURGER et al., 2018). Ao contrario da infec¢ao por

T. gondii, o aumento de IFN-y nos tecidos intestinais de camundongos infectados por N.
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caninum ndo gera dano tecidual, o que pode ser explicado pela preservagido de células que
sdo cruciais na protecdo da mucosa intestinal. Além disso, a composi¢ao da microbiota pode
estar envolvida na protecdo intestinal em infec¢des por protozoarios (PARTIDA-
RODRIGUEZ et al., 2017).

Com o objetivo de avaliar a migracdo de N. caninum para outros 6rgdos, tecidos
hepéticos, pulmonares e cerebrais foram analisados a partir de camundongos infectados pela
via oral. Observou-se que parasitos migraram do limen intestinal para os 6érgaos adjacentes,
atingindo o figado e o pulmao, os quais continham alta carga parasitaria e grave perfil
inflamatorio na fase aguda. No sistema nervoso central o DNA parasitario apresentou pico
maior no 14° dia de infeccdo seguida pela reducdo da carga parasitaria porém alteragdes
histologicas aumentaram durante a fase cronica (28 dias). Estes resultados podem ser
explicados devido a evasdo do parasito a resposta imune e sobrevivéncia no hospedeiro,
gerando um periodo de laténcia o que leva a cronificagdo assintomatica da infecgdo.
Redugdes similares na deteccdo de DNA especifico de N. caninum também foi observado
no cérebro de bezerros e camundongos experimentalmente infectados com o parasito (DE
MAREZ et al., 1999; TEIXEIRA et al., 2007). Outros estudos demonstram que
camundongos infectados pela via oral com o isolado Nc-2 ndo sucumbiram a infec¢do e nem
apresentaram sinais clinicos da neosporose, embora tenha sido observado lesdes cerebrais
similares as encontradas em animais infectados pela via intraperitoneal (LINDSAY;
DUBEY, 1990).

Adicionalmente, foi observado em nosso estudo que a ativacdo da resposta imune
celular efetiva contra N. caninum em 6rgaos abdominais e toracicos de animais C57BL/6,
fez com que o perfil inflamatorio observado nos tecidos durante a fase aguda diminuisse no
decorrer da infeccdo. Os dados encontrados neste trabalho corroboram com estudos
anteriores, que demonstraram que camundongos BALB/c imunocompetentes infectados pela
via intragastrica com taquizoitos de N. caninum apresentavam infiltrados inflamatoérios em
diferentes orgdos (TEIXEIRA et al., 2007). Estes resultados demonstram que assim como
na infeccdo intraperitoneal, durante a infec¢ao oral ocorre o predominio da resposta do tipo
Thl com alta produgao de citocinas IL-12 e IFN-y sendo primordiais na protecao contra N.
caninum durante o curso da infeccao.

De fato, os patogenos intracelulares migram do local da infec¢ao primaria para outros
locais através da invasdo celular, o que favorece a disseminacdo do parasito no hospedeiro

(LAMBERT et al., 2006; MINEO et al., 2010) Pesquisadores levantam a hipdtese de que o
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parasito N. caninum ¢ transportado do intestino para os linfonodos mesentéricos através de
células dendriticas, sendo sistemicamente disseminado no hospedeiro (CORREIA et al.,
2013). Em geral, o mecanismo usado pelo parasito para evadir da resposta imune da mucosa
e promover uma infecc¢ao sistémica permanece desconhecido e deve ser melhor investigado.

A importancia de IFN-y na resisténcia a infecgdes por diferentes protozodrios
intracelulares tem sido extensivamente reportadas (SILVA et al., 2009; FERREIRINHA et
al., 2018; NOVALIS et al., 2018). Animais IFN-y”~ infectados pela via intraperitoneal por N.
caninum sao menos resistentes sucumbindo até o 12° dia de infeccao, falhando na indugao
da proliferagdo de células T e na producdo de NO (NISHIKAWA et al., 2001; MINEO et
al., 2009a). A partir dessas informacdes realizamos uma anéalise utilizando camundongos
IFN-y”~ infectados pela via oral. Os nossos resultados demonstraram que assim como na
infeccdo intraperitoneal, estes animais sucumbem na fase aguda. Experimentos utilizando
camundongos C57BL/10 ScCr que ndo expressam TLR4 e simultaneamente tem uma
deficiéncia em montar respostas imunes mediadas por IL-12 e IFN-y, mostram que estes
animais também sucumbem a infec¢do oral com taquizoitos de N. caninum (TEIXEIRA et
al., 2007). Outro ponto importante ¢ que a falta da citocina IFN-y funcional ndo gera danos
em tecidos hepaticos e pulmonares, e que os niveis enzimaticos relacionados a danos no
figado ndo apresentaram diferencas entre animais IFN-y”~ controles e infectados, sendo mais
expressivos em animais WT. Estes resultados demonstram a importancia da citocina IFN-y
para o recrutamento de células inflamatorias para os sitios da infeccao.

A infeccdo por T. gondii em animais deficientes em IFN-y causa lesdes teciduais
menos graves quando comparados com animais WT (SILVA et al., 2009), contudo o
parasitismo tecidual no figado e pulmao destes animais knockout sao maiores (LEE; HONG;
SEO, 2000; NISHIKAWA et al., 2001; SILVA et al., 2009). Dados semelhantes foram
encontrados no presente trabalho, em que animais IFN-y”~ apresentaram maior parasitismo
em tecidos hepaticos e pulmonares quando comparados com animais WT. Estes resultados
demonstram que animais IFN-y”~ sucumbem a infecgdo devido a alta carga parasitaria e
falhas nos mecanismos inflamatorios teciduais, revelando que esta citocina tem influéncia
direta no controle da replicagdo parasitaria durante a infecc¢ao oral.

MyD88 tem sido descrita como uma molécula adaptadora chave durante varios
processos infecciosos, resultando na resisténcia do hospedeiro, sendo ativada por sinais
emitidos a partir do reconhecimento de PAMPs por receptores TLR. Experimentos adotando

infec¢des intraperitoneais por N. caninum, tem mostrado que na auséncia de MyDS88
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camundongos s3o mais susceptiveis a infec¢cdo, com baixas concentragdes de IL-12p40 e um
retardo na produgdo de IFN-y sérica, o que leva a falhas na resposta Th1 efetora (MINEO et
al., 2009a). Além disso, estudos utilizando animais IL-12"" infectados com N. caninum
demonstraram a importancia funcional desta citocina na produgao de IFN-y e consequente
resisténcia a infeccao intraperitoneal (MINEO et al., 2009a; FERREIRINHA et al., 2018).
Durante a infec¢do oral, observou-se que camundongos MyD88” foram resistentes a
infeccdo, apresentando niveis de IL-12p40 séricas reduzidas, contudo a producao de IFN-y
foi semelhante aos animais WT, o que pode explicar a sobrevivéncia do grupo knockout.
Confirmando essa hipdtese, Mineo e colaboradores (2009) mostraram que o tratamento de
animais deficientes para MyD88 com IFN-y recombinante conferiam resisténcia a infecgao,
revelando a importancia desta citocina para a sobrevivéncia do hospedeiro.

Tecidos hepaticos e pulmonares de animais MyD88”" também foram analisados, e
assim como encontrado durante infecgdes intraperitoneais, pode-se observar um aumento
dos infiltrados inflamatorios, bem como elevada carga parasitaria quando comparado com
camundongos WT nestes 6rgaos (MINEO et al., 2009a). Contudo, nossos resultados
demonstraram que IL12p40 ndo possui papel primordial na indu¢do de IFN-y durante a
infec¢do oral, além disso, infecgdes pela via oral desencadeia a ativagdo da resposta imune
protetora em modelos murinos depletados para MyD88, recrutando células inflamatodrias e
controlando a infecgao.

O sucesso da resposta imune desencadeada em infec¢des por 7. gondii ocorre
também a partir da ativagdo da via de MyD88, a qual ¢ importante na resisténcia do
hospedeiro a infec¢do, uma vez que sua deplecdo aumenta a susceptibilidade dos mesmos
(SCANGA et al., 2002). Alguns autores acreditam que outros mediadores inatos participam
da resposta imune inicial durante a infeccdo por Leishmania. Essas especulagdes ocorrem
devido a alta produgdo de células CD4+IFN-y+ em animais MyD88”" (VARGAS-
INCHAUSTEGUI et al., 2009; ZAMBONI; LIMA-JUNIOR, 2015).

A partir dos resultados até aqui descritos, objetivou-se analisar a via do inflamassoma
como possivel indutor na produ¢do desta citocina. Sabe-se que a ativa¢ao do inflamassoma
desempenha importante papel na resposta imune do hospedeiro durante a infec¢do por
diferentes protozodrios intracelulares como Leishmania spp., T. gondii e T. cruzi, induzindo
a producao e secregdo de citocinas inflamatorias como IL-1p e IL-18 (SILVA et al., 2013;
GORFU et al., 2014; LIMA-JUNIOR et al., 2017; EVAVOLD; KAGAN, 2018). Em

camundongos geneticamente deficientes para NLRP3, ASC e Caspase-1/11 e infectados por
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Leishmania spp. foi observado que o inflamassoma foi importante no controle da replicagao
parasitaria (LIMA-JUNIOR et al., 2013; SANTOS et al., 2013;). Além disso, em infecgdes
por T. gondii foi demonstrado que NLRP3, ASC e Caspase-1/11 também sao essenciais no
controle da carga parasitaria, principalmente pela produgao de IL-18 que contribui para a
sobrevivéncia dos animais infectados (CAVAILLES et al., 2014; GORFU et al., 2014).

A partir dos resultados obtidos, foi visto que na auséncia de Caspase-1/11, os niveis
de IFN-y séricos foram reduzidos, demonstrando que o inflamassoma esta intimamente
relacionado a producdo desta citocina em modelos de infec¢do oral. A importancia da
producdo de IFN-y via ativagdo do inflamassoma foi observado também em modelos de
infec¢do por L. amazonenses, a partir de células deficientes para Caspase-1, as quais tiveram
a expressao de IFN-y reduzidas, indicando que o inflamassoma ¢ requerido para a produgdo
de IFN-y nesse modelo de infeccao (LIMA-JUNIOR et al., 2013).

Estudos utilizando infec¢des por N. caninum sdo mais recentes e ainda pouco se sabe
sobre o papel desta via durante a infecgdo. Nosso grupo demonstrou em seus experimentos
que N. caninum ¢é capaz de ativar caspase-1 endogena e induzir secrecao de IL-1f in vitro, a
partir de macrofagos derivados de medula 6ssea (BMDMs) deficientes em NLRP3, ASC e
Caspase-1/11 infectados por N. caninum, evidenciando que componentes do inflamassoma
participam da resposta imune inata induzida por este parasito (dados nao publicados). Outras
pesquisas indicam que o inflamassoma ativado por NLRP3 participa da resposta imune
contra a infec¢do por N. caninum in vitro (WANG et al., 2017) e também em modelos
murinos infectados pela via intraperitoneal, limitando a replicagdo parasitaria, uma vez que
camundongos Caspase-1/117" apresentaram diminui¢io na producio de IFN-y sérica,
corroborando assim com os resultados encontrados em nossos experimentos (WANG et al.,
2018).

A produgao de citocinas pro-inflamatorias a partir da ativacdo do inflamassoma tem
demonstrado ser uma peg¢a fundamental no favorecimento de processos inflamatorios nos
tecidos infectados, contribuindo para a eliminacdo do patdogeno (SCHRODER; TSCHOPP,
2010; ZAMBONI; LIMA-JUNIOR, 2015; SEGOVIA et al., 2018). Como esperado, a
reducdo da producdo de IFN-y em camundongos Caspase-1/117" levou a diminuigdo do
recrutamento de células inflamatorias para os oOrgdos periféricos, perfil semelhante ao
observado em nossos resultados utilizando camundongos deficientes para IFN-y.

Wang e colaboradores (2018) demonstraram em seus experimentos que a ativacao

do inflamassoma desempenha um importante papel na limitacdo do crescimento parasitario
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durante a fase aguda da infec¢do intraperitoneal por N. caninum, induzindo principalmente
a ativag@o de uma reposta Th1. Estes autores observaram em seus experimentos que animais
Caspase-1/117" apresentaram um aumento da carga parasitaria no cérebro durante a fase
aguda da infec¢ao, enquanto no pulmao, semelhante ao encontrado em nosso estudo, foi
observado um pequeno aumento sem diferencas significativas. Vale ressaltar que
camundongos Caspase-1/117" ndo foram totalmente susceptiveis a infeccdo oral por N.
caninum, apesar de ndo produzirem altos niveis de IFN-y como os animais WT, o que
também foi visto em infec¢des intraperitoneais com o mesmo parasito (WANG et al., 2018).
A resisténcia de camundongos deficientes em Caspase-1/11 a infecgdo por N. caninum € 0s
mecanismos envolvido para explicar a resisténcia parcial destes animais devem ser melhor
elucidados. Uma possivel explicagdo para isso pode ser que a falta de IFN-y leve a um
mecanismo de compensagdo, ativando outras vias da imunidade que atuam no controle
parasitario e sobrevivéncia do hospedeiro.

Todos esses resultados permitem sugerir que a ativagao da resposta imune adaptativa
ativada a partir de mecanismos imunes inatos sdo importantes na prote¢ao contra N. caninum
durante a infec¢do oral, mais precisamente pela produgdo de IFN-y via inflamassoma. Além
disso, a participacdo de IL-18 deve também ser melhor investigada nesse modelo de
infeccdo, por ser clivada a partir de Caspase-1, exercer efeitos importantes no inicio das
respostas do tipo Thl e induzir a producao de IFN-y (OKAMURA et al., 1995; ZHANG et
al., 1997).
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7. CONCLUSAO

A partir dos dados obtidos nesse estudo podemos concluir que taquizoitos de M.
caninum inoculados pela via oral sdo capazes de infectar diferentes 6rgdos do hospedeiro.
Em contrapartida, também demonstramos que camundongos infectados desenvolvem uma
resposta imune protetora, por meio de mecanismos inflamatorios teciduais. Esta resposta
inflamatoéria ocorre a partir da producgao de IFN-y, citocina chave para o controle da infec¢ao
por N. caninum. Além disso, estes resultados indicam que o inflamassoma desempenha papel
importante neste mecanismo, desencadeando a produgao de IFN-y e protecao do hospedeiro.
Com base nestes resultados, almeja-se desvendar futuramente os mecanismos de indugao do
inflamassoma durante a infec¢do oral e assim contribuir para o desenvolvimento de medidas

terapéuticas ou vacinas contra N. caninum.
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9. ANEXO

Anexo 1: Comprovante de aprovagdo do Comité de Etica e Utilizagdo Animal da
Universidade Federal de Uberlandia.

— Comisséo de Etica na Utilizagio de Animais — e e
CELR

| Universidade Federal de Uberlandia
& -

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado “Investigacdo de protocolos
vacinais contra infecc8es por Toxoplasma gondii e Neospora
caninum em ruminantes de importancia zootécnica”, protocolo n°
109/16, sob a responsabilidade de Tiago Wilson Patriarca Mineo —
gue envolve a producdo, manutencdo e/ou utilizacdo de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata, para fins de
pesquisa cientifica — encontra-se de acordo com os preceitos da Lei
n°® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n°® 6.899, de 15 de
julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional
de Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi
APROVADA pela COMISSAO DE ETICA NA UTILIZACAO DE
ANIMAIS  (CEUA) da UNIVERSIDADE FEDERAL DE
UBERLANDIA, em reunido de 30 de setembro de 2016.

(We certify that the project entitled "Investigacéo de protocolos vacinais contra infecgdes por
Toxoplasma gondii e Neospora caninum em ruminantes de importéncia zootécnica”, protocol
109/16, under the responsibility of Tiago Wilson Patriarca Mineo - involving the production,
maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata,
for purposes of scientific research - i1s in accordance with the provisions of Law n® 11.794, of
October 8th, 2008, of Decree n° 6.899 of July 15th, 2009, and the rules issued by the National
Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA) and it was approved for ETHICS
COMMISSION ON ANIMAL USE (CEUA) from FEDERAL UNIVERSITY OF UBERLANDIA, in
meeting of September 30th, 2016).

Vigéncia do Projeto Inicio: 01/12/2016 Término: 31/12/2020

Espeécie / Linhagem / Grupos Taxondémicos Camundongo isogénico e camundongo
Knockout

Numero de animais 4572

Peso / Idade 20g/6-8

Sexo Machos e Fémeas

Origem / Local Centro de Bioterismo e Experimentacéo
Animal CBEA - UFU

Numero da Autorizacio SISBIO -

Atividade(s)

Uberlandia, 24 de novembro de 2016.

Prof. Dr. César Augusto Garcia
Coordenador da CEUA/UFU
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