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RESUMO

Neospora caninum ¢ um protozoario do filo Apicomplexa amplamente distribuido pelo mundo,
que infecta diferentes espécies mamiferos e aves, dos quais os canideos atuam como seus hos-
pedeiros definitivos. A infec¢do possui grande importancia econdmica por induzir abortos em
bovinos e doenga neuromuscular em caes. Informagdes ainda escassas na literatura apontam
para papel essencial da resposta imune inata contra N. caninum, induzindo uma resposta adap-
tativa eficaz e consequente controle da infec¢ao. O gene EBI3 codifica uma glicoproteina que
participa da formacgao de duas citocinas heterodiméricas, sendo elas, a IL-35 quando combinada
com IL-12p35 e a IL-27 quando combinada com IL-27p28. Estudos prévios relataram que IL-
27 pode apresentar fungoes distintas em infecgdes por parasitas intracelulares e, considerando
a relevancia dessa molécula durante a infeccdo de outros patdogenos, o presente estudo teve
como objetivo avaliar a relevancia do EBI3 durante a infecgdo por N. caninum, utilizando mo-
delos baseados em camundongos geneticamente deficientes. Com base nessas premissas, ob-
servou-se que o EBI3 regula negativamente a produgdo precoce de moléculas efetoras NO e
ROS no local da infeccdo inicial, enquanto induz a redugdo de citocinas essenciais do perfil
Th1 e da produgao de IgG total e suas subclasses. Além disso, foi possivel observar que camun-
dongos geneticamente deficientes em EBI3 (EBI3”") apresentaram maior sobrevida, recupera-
¢ao mais rapida do peso corporal e diminui¢do da carga parasitaria na fase cronica associada ao
aumento da inflamag¢do no cérebro, se comparado com camundongos do tipo selvagem. Em
conclusdo, nossos resultados demonstram que o EBI3 ¢ um regulador negativo da resposta

imune dirigida contra a infec¢do por N. caninum.

Palavras chave: Neospora caninum, EBI3, respostas imunes, citocinas, anticorpos



ABSTRACT

Neospora caninum is a protozoan of apicomplexa phylum widespread around the world, that
infects several species of mammals and birds and canids act as its definitive host. The infection
possess high economic importance due to the induction of abortion in bovine and neuromuscu-
lar disease in dogs. Although, the number of information in the literature is limited exit evidence
pointing on the essential role of the innate immune response against N. caninum, triggering an
efficient adaptive response leading to infection control. The EBI3 gene codifies a glycoprotein
which participates in two heterodimers formation, which are IL35 when combined with
IL12p35 and IL27 when joined with IL27p28. Previous studies reported that IL.27 can present
distinct functions during infections by intracellular parasites. Considering the importance of
this molecule during the infection by other pathogens, this study aimed to evaluate the im-
portance of EBI3 during the infection by N. caninum using knockout mice. Following this
premise, it was observed that EBI3 regulates negatively the early production of effectors mol-
ecules NO and ROS in the local of initial infection meanwhile promote the reduction of cyto-
kines essential to induction of Thl profile and production of total IgG and its’s subclasses.
Additionally, it was possible to observe that animals genetically deficient in the production of
EBI3 (EBI3”) presented an enhanced survival and body weight recovery and a reduced parasite
burden during the chronic phase of infection associated with increased inflammation in the
brain when compared to wild type mice. In conclusion, our results demonstrated that EBI3 is a

negative regulator of the immune response against the infection by N. caninum.

Keywords: Neospora caninum, EBI3, immune responses, cytokines, antibodies
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1 INTRODUCAO

1.1 Parasito e seus hospedeiros

O protozoario Neospora caninum, parasito intracelular obrigatério que pertence ao filo
Apicomplexa, foi descrito pela primeira vez em 1984 em cades domésticos que apresentavam
distarbios neuroldgicos e paralisia dos membros posteriores, porém com sorologia negativa
para Toxoplasma gondii (BJERKAS; MOHN; PRESTHUS, 1984). Em 1988, Dubey e colabo-
radores encontraram caracteristicas basicas que o diferenciava de 7. gondii, entre elas, cistos
teciduais com paredes espessas, paralisia predominante dos membros posteriores em caes,
forma de interagdo com hospedeiros, ciclo de vida e, além da sorologia, testes imunohistoqui-
micos negativos para 7. gondii, reconhecendo-o como uma nova espécie (DUBEY, J. P.;
CARPENTER; et al., 1988).

N. caninum possui trés formas evolutivas: taquizoitas, bradizoitas e esporozoitas, sendo
que todas as formas estdo envolvidas na transmissdo da neosporose (Figura 1) (DUBEY, J. P.
etal.,2007; DONAHOE et al., 2015). Os taquizoitas possuem forma de meia-lua, com o nucleo
na posicao central ou terminal e sdo capazes de invadir e replicar diferentes tipos de células. O
parasito consegue, sob pressao fisiologica e do sistema imune, se converter em bradizoitos, os
quais possuem multiplicacdo lenta, apresentam forma alongada, nticleo subterminal ¢ 6 a 12
roptrias. Os bradizoitos sdo encontrados como cistos teciduais no tecido nervoso e no tecido
muscular esquelético de diversos hospedeiros. Por fim, os esporozoitos sdo alongados, se de-
senvolvem dentro dos oocistos e sdo o produto final da fase sexuada do protozoario. Os oocistos
infectantes contém dois esporocistos, cada um com quatro esporozoitos (DUBEY et al., 2002;
DUBEY; BUXTON; WOUDA, 2006; GOODSWEN; KENNEDY; ELLIS, 2013; KHAN et al.,
2019).
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Figura 1: Formas evolutivas de V. caninum. (A) Taquizoito, (B) bradizoito, (C) cistos teciduais, (D) oocistos
ndo-esporulado, e (E) oocistos esporulados com dois esporocistos (seta) e dois esporozoitos (cabega da seta).

Fonte: (GOODSWEN; KENNEDY; ELLIS, 2013)

A neosporose possui importancia por causar doengas clinicas em cdes (LARSON et al.,
2004; DUBEY, J. P.; SCHARES, 2011; AROCH et al., 2018; DECOME et al., 2019). Inicial-
mente, os caes domésticos foram identificados como hospedeiros definitivos, pois a reprodugao
sexuada ocorre em seu intestino (MCALLISTER et al., 1998; LINDSAY; DUBEY; DUNCAN,
1999; PERRUCCI et. al., 2017). Posteriormente, devido a infec¢des experimentais, foi possivel
classificar outros canideos exercendo o papel de hospedeiro definitivo, sendo eles, lobos, coio-
tes e dingos australianos (GONDIM et al., 2004; KLEIN et al., 2019). Adicionalmente, distintas
espécies de animais apresentaram sorologia positiva para N. caninum, ¢ foram caracterizados
como hospedeiros intermedidrios, entre eles, carneiros, cabras, cavalos, bovinos, macacos, por-
cos, galinhas e pombos (GONDIM et al., 2004; DUBEY et al., 2011; MINEO et al., 2011;
DUBEY; ROULIN, 2014; REICHEL et al., 2015; GUI et al., 2020). Em humanos, ha evidén-
cias sorologicas de exposicdo ao parasito, apesar de ndo ter relatos sobre infecg¢do clinica
(GRAHAM et al., 1999; PETERSEN et al., 1999; NAM; KANG; CHOI, 1998; TRANAS et
al., 1999; LOBATO et al., 2006; McCANN et al, 2008).
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1.2 Ciclo Bioldgico e vias de transmissao

N. caninum caracteriza-se por apresentar ciclo biologico heteroxeno (Figura 2), ou seja,
possui suas fases sexuada e assexuada em diferentes hospedeiros. A reproducgdo sexuada ocorre
nos hospedeiros definitivos representados pelos canideos e a reprodu¢do assexuada ocorre em
varios hospedeiros intermediarios, tais como, gatos, porcos, carneiros, bovinos e aves (DUBEY
etal., 2011; EIRAS et al., 2011; GUI et al., 2020).

Co

[Hospedeiro
Detinitiva)

uru;u ou
mmum:.
Endogena
Nascimento de Tran
bererros com infecglo

Exogena Oocistos eliminados
nas feres
contaminam os
alimentos

Transmissdo placentaria /

Figura 2: Ciclo Biolégico de N. caninum. Adaptado de McAllister (2016).

Nascimento de
bererros saudivers
(Quebra do Ciclo)

A fase sexuada do ciclo da neosporose inicia-se com a ingestao de cistos, presentes em
tecidos de presas, por um hospedeiro definitivo. Apds a ingestdo, os bradizoitos sao liberados
e invadem enterocitos. A partir desse momento, ocorre a esquizogonia com formagao de esqui-
zontes e liberacdo de merozoitas. Em seguida, inicia-se a gamogonia com produgdo final de
oocistos ndo esporulados com subsequente eliminacao pelas fezes dos canideos (TENTER et
al., 2000; MONNEY e HEMPHILL, 2014). Os oocistos eliminados sdo imaturos e precisam de
condicdes Otimas de oxigenacao, temperatura e umidade para que ocorra a esporogonia, levando
ao desenvolvimento dos oocistos, o qual contém dois esporocistos sendo que cada um contém
quatro esporozoitos (DUBEY, 2003; KUL et al., 2015).

A fase assexuada de replicacao do parasito durante a transmissdo horizontal inicia-se

quando hospedeiros intermedidrios ingerem oocistos esporulados, presentes em agua ou ali-
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mentos contaminados. Os oocistos passam por digestdo quimico-enzimatica no estdmago e du-
odeno e liberam esporozoitos, os quais invadem o epitélio intestinal e transformam-se em ta-
quizoitos. Estes, por sua vez, sdo responsaveis por invadir células hospedeiras e modular a res-
posta imune para sua sobrevivéncia e multiplicacao por endodiogenia. Durante esse processo,
sdo liberados proteinas parasitarias de organelas como micronemas, roptrias e granulos densos
que auxiliam o processo de fixagao, penetragdo e formagdo do vactiolo parasitoforo (BARR et
al., 1994; DUBEY, J. P., 2003; GOODSWEN et al., 2013; LI et al., 2015). Resumidamente, os
parasitos aderem as células do hospedeiro por agdo de proteinas de superficie imunodominantes
(NcSAG1 e NcSRS2). Logo apds, a proeminéncia apical do parasito entra em contato com a
superficie celular ocasionando uma invaginagcdo na membrana e secre¢dao de proteinas de mi-
cronemas, que formam uma juncao irreversivel. Neste momento, as membranas plasmaticas do
parasito ¢ do hospedeiro se fundem para formar o vacuolo parasitoforo em torno do taquizoito.
Devido a sua composi¢do, o vacuolo parasitoforo ndo se funde com lisossomos. Em seguida,
ha liberacgao de proteinas de roptrias que facilitam a associagdo da membrana do vacuolo com
organelas celulares do hospedeiro. Por fim, o ambiente no vacuolo ¢ modificado por proteinas
de granulos densos que possibilitam a maturagdo do vactolo e sobrevivéncia do parasito. Em
poucas horas apo6s a infecc¢do, os parasitos se multiplicam por endodiogenia e propiciam a lise
da célula hospedeira com liberacao dos taquizoitas (HEMPHILL et al., 1998; McALLISTER;
DUBEY, 2002; NAGULESWARAN et al., 2003; BRADLEY; SIBLEY, 2007).

Os taquizoitas invadem células nucleadas por todo o organismo, tais como, macréfagos,
células neurais, células musculares, hepatdcitos e causam uma forte resposta inflamatoria res-
ponsavel pelas manifestacdes clinicas da doenga. Devido a pressao fisioldgica e a resposta
imune, ocorre a transformagdo de taquizoitos em bradizoitos dando inicio a outra fase do de-
senvolvimento assexuado (BARR et al., 1993; TENTER et al., 2000; DUBEY et al., 2002). Os
bradizoitas se multiplicam lentamente por endodiogenia e formam cistos teciduais, principal-
mente em tecidos neurais e musculares, caracterizando formas de laténcia do parasito que po-
dem persistir por toda a vida do hospedeiro sem causar sintomas clinicos, embora possa ocorrer
uma baixa taxa de reativacdo espontanea (DUBEY, J. P. et al., 1992; McALLISTER, 2016).
Cistos teciduais podem ser ingeridos por varios hospedeiros definitivos, repetindo-se o ciclo.

Além da transmissdo horizontal, também pode ocorrer a transmissao transplacentaria, a
qual foi demonstrada em bovinos e em caes infectados experimentalmente (DUBEY et al.,
1992; TAQUES et al., 2016). O parasito ¢ transmitido da mae para o feto via placenta, consi-

derada a principal rota de transmissdo em bovinos, podendo ocorrer por diversas geracdes
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(LINDSAY etal., 1999; REGIDOR-CERRILLO et al., 2015). Duas formas de transmissao ver-
tical sdo conhecidas: a infeccdo transplacentaria enddgena e infecgdo transplacentaria exdgena.
A primeira ¢ caracterizada pela reativacao da infeccdo materna durante a gestagdo e subse-
quente infecgdo fetal. Ja a infecgdo transplacentaria exodgena a qual ocorre como resultado da

ingestao de oocistos durante a gestacdo transmitindo a infecgdo para o feto (LINDSAY et al.,

1999; REICHEL et al., 2014; DONAHOE et al., 2015; SYED-HUSSAIN et al., 2015).

1.3 Patogénese e sinais clinicos

A invasdo e a lise celular, mecanismos extremamente bem sucedidos em protozoarios
do filo Apicomplexa, sdo os principais eventos responsaveis pela patogénese da neosporose. A
rapida multiplicagdo intracelular de taquizoitos de N. caninum permite sua disseminagdo pelo
organismo, o que pode causar morte celular com consequentes lesdes necroticas. (BUXTON,
MCcALLISTER e DUBEY, 2002; GOODSWEN; KENNEDY; ELLIS, 2013; LI et al., 2015).
N. caninum provoca doenga clinica importante em caes e bovinos, apesar da ampla variedade
de espécies acometidas pelo parasito (DUBEY, J. P., 2003). Alguns fatores sdo responsaveis
pelas manifestagdes clinicas da neosporose, entre eles, o local do encistamento do parasito,
sendo o cérebro um dos 6rgaos mais afetado (DUBEY et al., 2004; ELSHEIKHA et al., 2013).

A neosporose canina € reconhecida, principalmente, por causar doenga neuromuscular
em caes. A infecgdo causa encefalite, polimiosite podendo progredir para a paralisia, sendo a
paralisia dos membros posteriores o sinal mais consistente da neosporose neonatal (BUXTON;
MCALLISTER; DUBEY, 2002; DUBEY e SCHARES, 2011). Outros sinais clinicos que po-
dem aparecer sdo paralisia da mandibula e de nervos faciais, dificuldade de degluti¢do, atrofia
muscular, alteracdes oculares, convulsdes e faléncia cardiaca (REICHEL; ELLIS, 2009;
DONAHOE et al., 2015; MANN et al., 2016). Também pode ocorrer manifestagcdo sub-clinica
persistente sendo que, nesses casos, ha uma reativagao da infeccao durante processos de imu-
nossupressao ou gestacdo, que por sua vez resulta em transmissao placentaria para o feto (DU-
BEY et al., 2002; TAQUES et al., 2016).

N. caninum ¢ considerado um dos parasitos que mais causa falhas reprodutivas em bo-
vinos em todo o mundo (DUBEY; SCHARES; ORTEGA-MORA, 2007; COSTA et. al., 2012;
CERQUEIRA-CEZAR et. al., 2017). Hé evidéncias de que ativacdo de resposta imune do tipo
Thl pelo parasito na interface materno-fetal prejudique a gestacao, além de ocasionar danos na

placenta que interrompem o fornecimento de nutrientes (DUBEY et al., 1992; WILLIAMS et
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al., 2000; INNES et al., 2005). Sabe-se que vacas soropositivas possuem maior probabilidade
de abortar do que vacas soronegativas, o que sugere a reativagao da infeccao (LINDSAY; DU-
BEY, 2020). Casos de reabsor¢ao ou mumificagdo ocorre nos primeiros meses de gestacao, ja
0 aborto € mais comum entre o 5° ¢ 7° més de gestacdo (DUBEY; LINDSAY, 1993). Em casos
de infeccdo no terceiro trimestre de gestagdo, bezerros cronicamente infectados podem nascer
saudaveis ou apresentarem sinais clinicos como ataxia, paralisia de membros posteriores, dimi-
nuicao de reflexos patelares, assimetria nos olhos e perda de consciéncia (DUBEY, 2003;
INNES et al., 2005; WILLIAMS et al., 2007; DONAHOE et al., 2015; LINDSAY; DUBEY,
2020). Ocasionalmente, animais infectados com N. caninum apresentam defeitos congénitos
como hidrocefalia e estreitamento da medula espinhal (LINDSAY; DUBEY, 2020). Em bovi-
nos adultos, a perda de peso ¢ o sinal clinico mais evidente, principalmente, em bovinos de

corte (BARLING et al., 2000).

1.4 Epidemiologia e controle da neosporose

A neosporose possui ampla distribuicdo mundial, com relatos de sua presenca em varios
paises como Estados Unidos, Canada, Costa Rica, Africa do Sul, Austrélia, Brasil, J apao, Suica
entre outros (ANVARI et al., 2020). No Brasil, encontra-se distribuido em varios estados, sendo
relatada a ocorréncia do parasito ou soropositividade ao parasito em caninos, bovinos, ovinos
aves (CERQUEIRA-CEZAR et. al, 2017).

Os canideos sdo os hospedeiros definitivos de N. caninum e possuem grande importan-
cia epidemioldgica, pois liberam oocistos no meio ambiente. A soroprevaléncia global de V.
caninum em caes, de acordo com Anvari e colaboradores (2020) foi de 17,14% entre 1990 e
2018. A prevaléncia foi demonstrada por regido, sendo que as Ameéricas possuem uma preva-
léncia de 15,15%, Africa de 26,59%, Europa de 17,94%, Mediterraneo 23,31%, Sul da Asia
7,70% e Pacifico 18,52% (BRYCE et al., 2005). Caes domésticos sdo potenciais transmissores
da neosporose para bovinos por serem utilizados como ferramentas na criagdo de gado. Porém,
alguns estudos indicam que canideos selvagens, como lobos, raposas e coiotes, habitam as areas
de pastagens e atuam como transmissores da neosporose para bovinos de corte e de leite (KING
et al., 2010; ALMERIA, 2013). Além disso, estudos demonstram que caes de areas rurais pos-
suem maior prevaléncia da neosporose (20 a 97%) do que caes de area urbana (7 a 26%), pro-

vavelmente devido a exposicao desses caes com carcacas, anexos placentarios e fetos abortados
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infectados com N. caninum (FERNANDES et al., 2004; MINEO et al., 2004; KING et al., 2012;
CERQUEIRA-CEZAR et al., 2017).

N. caninum possui grande importancia na agropecudria, principalmente na criagao de
bovinos, devido a queda na producao de leite e de carne de animais infectados (DUBEY;
SCHARES, 2011; REICHEL et al., 2013). A queda na produgao de leite esta relacionada com
abortos, morte fetal, reabsorcdo fetal, retorno de cio e aumento do intervalo entre partos
(TREES et al., 1999). Estima-se uma perda econdmica mundial de até 2,4 bilhdes de dolares
por ano em decorréncia de abortos provocados por N. caninum (REICHEL et al., 2014). No
Brasil a soroprevaléncia da neosporose varia entre 2,5 a 14,9% em bovinos de corte e de 14,1
a 34,8% em bovinos de leite com alta expressividade no estado Minas Gerais, Parand, Rio
Grande do Sul e Santa Catarina (CORBELLINI et al., 2006; GUEDES et al., 2008; BRUHN et
al., 2013; REICHEL et al., 2013; CERQUEIRA-CEZAR et. al, 2017; MACEDO et al., 2017).
Um dos obstaculos para o controle da neosporose € que o fato das infec¢des serem perenes, ou
seja, pode haver reagudizagdo da infec¢ao. Estima-se que 95% dos fetos infectados sdo de ges-
tagdes em que as vacas eram previamente positivas para N. caninum (DUBEY; SCHARES;
ORTEGA-MORA, 2007; REICHEL et al., 2014).

Varios fatores influenciam na prevaléncia da neosporose, entre eles estdo o numero de
gestagoes, presenca de cdes na fazenda, idade do gado, nimero de oocistos ingeridos, etapa da
gestagdo em que contraiu a doenca e resposta imunoldgica (GOODSWEN; KENNEDY; EL-
LIS, 2013). A prevencdo da neosporose ¢ o melhor meio de contengdo da doenga. Algumas
medidas podem ser tomadas para evitar a transmissao do parasito. Em rela¢do aos bovinos, ¢
importante restringir o acesso de caes nas proximidades do rebanho para evitar a contaminagao
ambiental por oocistos presentes nas fezes desses animais, sacrificar animais infectados, sele-
cionar animais soronegativos para a substitui¢do de animais infectados, manter a biosseguranca
ideal e um bom manejo para evitar estresse, o qual pode favorecer a imunossupressao (WILLI-
AMSN; TREES, 2006; MARUGAN-HERNANDEZ, 2017; LINDSAY; DUBEY, 2020). Tam-
bém, faz-se necessario a investigacao sorologica de novilhas com potencial reprodutor e a uti-
liza¢do de transferéncia de embrides de uma fémea soropositiva a receptoras soronegativas para
diminuir a ocorréncia de transmissao vertical (BAILLARGEON et al., 2001; LANDMANN et
al., 2002; REICHEL et al., 2014; HORCAJO et al., 2016). Em relacao aos caes, ¢ necessario
evitar a reproducao de cadelas soropositivas, eliminar a alimentacao dos cdes com carne ou

visceras cruas e impedir o contato com rebanho bovino (REICHEL et al., 2014).
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Além da prevencado, outras estratégias ja foram testadas para o controle da neosporose
como o tratamento com parasiticida e vacinacdo (REICHEL; ELLIS, 2009; HEMPHILL;
AGUADO-MARTINEZ; MULLER, 2016; MANSILLA; CAPOZZO, 2017). O tratamento
com coccidiostatico toltrazuril retarda a propagagao de taquizoitas, porém precisa da participa-
¢do das células T do hospedeiro para controlar a infeccdo (SYED-HUSSAIN et al., 2015). E, a
{inica vacina comercial inativada, a Bolivis Neoguard™ (Intervet International B.V., Boxmeer,
The Netherlands) foi retirada do mercado por baixa eficacia (WESTON; HEUER;
WILLIAMSON, 2012). Atualmente, a melhor op¢ao de controle ¢ desenvolver uma vacina que
previna o aborto e a transmissao transplacentaria (MARUGAN-HERNANDEZ, 2017).

Devido a grande importancia economica da neosporose ¢ estratégias terapéuticas mal
sucedidas, trabalhos t€ém sido desenvolvidos para prevenir e tratar a neosporose. Esses estudos
englobam vacinas com o parasito inativado (ROJO-MONTEJO et al., 2009), uso de subunida-
des nativas (MOORE et al., 2011; MANSILLA et al., 2012), antigenos de N. caninum recom-
binantes (HEMPHILL et al., 2013; UCHIDA et al., 2013) e vacinas utilizando o parasito vivo
(ROJO-MONTEJO et al., 2009; WEBER et al., 2013). No entanto, nenhum desses produtos
foi liberado. Assim, as vacinas de nova geragdo, as quais utilizam proteinas recombinantes,
DNA ou vacinas vetorizadas, tornaram-se a principal linha de pesquisa em desenvolvimento
por serem faceis de fabricar e seguras. Essas vacinas experimentais sdo projetadas para bloquear
processos especificos e ativar uma resposta imunoldgica direcionada que impega a proliferacao
de parasitos. O principal obstaculo é a pré-selegdo de candidatos que confiram protecao
imunologica. Os candidatos mais estudados foram proteinas envolvidas no ciclo litico, na
adesdo/invasdao de células hospedeiras, na formagao de vacuolos parasitoforos, proteinas de
superficie, proteinas secretadas por micronemas, roptrias € granulos densos. Além disso, para
que sejam eficazes, € necessario a combinagdo com adjuvantes que intensifiquem a resposta
imune como, por exemplo, a fusdo com ligantes do receptor TLR (HEMPHILL et al., 2016;
MARUGAN-HERNANDEZ, 2017).

1.5 Mecanismos da resposta imune induzida por N. caninum

N. caninum € um protozodrio intracelular obrigatério, portanto, os mecanismos proteto-
res contra o parasito envolvem tanto a imunidade inata quanto a adaptativa. A resposta imune
¢ semelhante a de outros parasitos intracelulares, em que a imunidade mediada por células é
fundamental para a redugdo da replicacdo de N. caninum (INNES et al., 2002; HEMPHILL,
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AGUADO-MARTINEZ E MULLER, 2016). De acordo com estudos in vivo e in vitro, as res-
postas imunes protetoras contra a infec¢do por N.caninum sao tipicamente dependentes de um
perfil Th1, mediado pela produgdo de citocinas pro-inflamatorias IL-12 e interferon-y (IFN- y)
(DONAHOE et al., 2015; HECKER et al., 2015).

A primeira linha de defesa do hospedeiro sdo as jungdes intercelulares que fazem uma
barreira fisica para impedir a entrada do parasito. Os enterdcitos, ao serem infectados, secretam
moléculas citotoxicas como o 6xido nitrico (NO) e citocinas como a IL-15 que ativam células
natural killer (NK) a produzirem interferon-y (IFN- y) e quimiocinas que recrutam polimorfo-
nucleares, macrofagos e células dendriticas (DONAHOE et al., 2015; BARROS et al., 2019).
Essas células atuam como células apresentadoras de antigenos (APCs), as quais possuem re-
ceptores de reconhecimento padrao (PRRs) que identificam padrdoes moleculares associados a
patdgenos (PAMPs) do parasito e desencadeiam uma resposta pro-inflamatoria (MINEO et al.,
2010; THAISS et al., 2016; MANSILLA CAPOZZO0, 2017).

Os PRRs desempenham um importante papel na ativacdo do sistema imune durante a
infeccdo por N. caninum, sendo os receptores do tipo Toll os mais descritos na literatura (VI-
JAY, 2018). TLRs ativam moléculas adaptadoras, principalmente MyD88, que por sua vez in-
duz a transcri¢do de fatores e via de sinalizagdo, como NF-kB ¢ MAPK respectivamente, os
quais sdo responsaveis por estimular a producao de mediadores pro-inflamatorios como IL-12
e IFN- vy (MINEO et al., 2009b). J& foi demonstrado em estudos com camundongos genetica-
mente deficientes em TLR2 que ha uma queda na produ¢do de IL-12 e IFN- y e, consequente-
mente, um aumento da mortalidade de animais infectados com N. caninum. Portanto, ocorre
uma polarizacdo da resposta imune para o perfil Th1 via TLR2 (MINEO et al., 2010). Também,
foi observado que a produgdo de interferon do tipo I (IFN-a e IFN-) ¢ importante para estimu-
lar a resposta imune do hospedeiro e inibir a replicagdo parasitaria. O estimulo dessa citocina
ocorre por reconhecimento do RNA do parasito via TLR3, a qual ¢ dependente da molécula
adaptadora TRIF que, por sua vez, ativa fatores regulatorios de interferon (IRFs) (BEITING et
al., 2014; MIRANDA et al., 2019; MOTA et al., 2019).

Outros receptores também sdo importantes para a ativagdo da resposta imune inata,
sendo eles, receptores semelhantes a NOD (NLRs) localizados no citoplasma. Os principais
receptores NLRs que atuam durante a infec¢ao por N. caninum sao NOD-2 e NLRP3 (ZAM-
BONI; LIMA-JUNIOR, 2015; DAVOLI-FERREIRA et al., 2016). A via ativada por NOD-2
auxilia no controle parasitario de N. caninum, mas pode gerar uma intensa resposta inflamatdria

que pode auxiliar na patogéne e até morte do hospedeiro. Ja o receptor NLR3, participa da via
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do inflamassoma, que ¢ um complexo multimérico de proteinas montado a partir da deteccao
de componentes microbianos ou por estresse, induzindo uma resposta inflamatdria com produ-
¢ao de IFN-y através da clivagem de pro-1L1- e pro-IL-18 em citocinas biologivamente ativas,
limitando, assim, o crescimento parasitario (DAVOLI-FERREIRA et al., 2016; WANG et al.,
2018).

Além dos altos niveis de IL-12 estimular a diferencia¢do de células T CD4" em subpo-
pulacdes Thl produtoras de citocinas pré-inflamatorias, esta citocina estimula a ativacao de
células NK e células TCD8" que lisam células infectadas com formas taquizoitas e secretam
altos niveis de IFN-y, ativando por sua vez macrofagos que eliminam as células infectadas atra-
vés de mecanismos mediados por intermediarios reativos de nitrogénio e espécies reativas de
oxigénio, que bloqueiam o metabolismo do parasito, impedindo a sua sobrevivéncia (MINEO
et al., 2010, MUNOZ; LIESENFELD; HEIMESAAT, 2011; MURRAY; WYNN, 2011;
HEMPHILL, 2016; BARROS et al., 2019).

Durante a infecc¢do por N. caninum, ¢ importante que haja um balango entre as respostas
dos tipos Thl, Th2 e Treg para que, desse modo, ndo cause lesdes teciduais exacerbadas
(AGUADO-MARTINEZ et al., 2016). Células do tipo Th2 podem liberar citocinas anti-infla-
matorias, como IL-4 e IL-6, e células T reg liberam as citocinas IL-10 e TGF-f. Essas citocinas
promovem um balango com a produgao de citocinas Thl e ajudam a alcancar a homeostasia do
hospedeiro (ALMERIA et al., 2014; REGIDOR-CERRILLO et al., 2014).

A resposta imune humoral também possui um papel importante na infec¢do por N. ca-
ninum (TEIXEIRA et al., 2005; ALMERIA; SERRANO-PEREZ; LOPEZ-GATIUS, 2017). A
ativagdo de células B por citocinas como IFN-y e IL-4 auxiliam na producdo e mudanga de
isotipos de anticorpos. Estes, por sua vez, sdo capazes de neutralizar, opsonizar e ativar o com-
plemento com a fung¢ao de limitar a replicacdo de formas taquizoitas de N. caninum (BARTLEY
etal., 2013; AGUADO-MARTINEZ et al., 2016). Em estudos com camundongos, foi possivel
observar que a resposta imune do tipo Th1 com a producao de IFN-y induz a sintese de anticor-
pos da subclasse 1gG2, enquanto que a resposta imune do tipo Th2 com a secrecao de IL-4
favorece a producdo de anticorpos da subclasse I[gG1 (ROJO-MONTEJO et al., 2009). O ba-

lango entre Th1/Th2 € necessario para limitar a infec¢do e gerar homeostasia.
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1.6 Gene 3 induzido pelo virus Epstein-Barr (EBI3)

Gene 3 induzido pelo virus Epstein-Barr (EBI3) foi identificado pela primeira vez em
1996, a partir da inducao de sua expressao em linfécitos B infectados pelo virus Epstein-Barr
(DEVERGNE et al., 1996). A proteina codificada por esse gene € uma glicoproteina secretada,
a qual faz parte da familia de hematopoietina associada a subunidade p40 da IL-12. Essa pro-
teina pode formar citocinas heterodiméricas, a qual quando combinada com IL-12p35 forma
IL-35 e quando combinada com IL-27p28 forma a [L-27. Tanto IL-35 quanto IL-27 pertencem
a familia de citocinas IL-6/IL-12 e carecem de ligacdo dissulfeto, sendo portanto, menos esta-
veis e secretadas em menor quantidade do que os membros da familia ligados a dissulfeto, como
IL-12 e IL-23 (WIRTZ et al., 2005; COLLISON et al., 2007; KUCHROO, 2012; VIGNALI;
2012; FUJITA, 2013;).

A IL-35 ¢ um heterodimero de cerca de 75 kDa descoberto em 1997 (DEVERGNE et
al., 1997). Porém, apenas em 2007 foi revelado sua fun¢ao e relevancia fisiologica, a qual apre-
senta semelhancas a estrutura de 1L-12, IL-23 e IL-27. A IL-35 pode ser produzida por células
T reguladoras, células B e células TCD8" e sinaliza por via dos receptores gpl130 ¢ 12Rp2
(COLLISON et al., 2007; COLLISON; VIGNALI, 2012). Possui propriedades anti-inflamat6-
rias, com o mecanismo predominante de suprimir a proliferagcao de células T e converter células
T néives em células T produtoras de IL-10 (PFLANZ et al., 2002; COLLISON et al., 2012;
JENSEN et al., 2017).

IL-27p28 foi eventualmente reconhecido no final dos anos 90 através de uma aborda-
gem computacional para identificar novas citocinas da familia IL-6 (PFLANZ et al., 2002). E
produzida por uma variedade de células, como macrofagos e células dendriticas, em resposta a
ligantes de TLRs e citocinas pro-inflamatdrias e sinaliza via receptor de IL-27, o qual é com-
posto por IL27Ra e gpl130 (PFLANZ et al., 2004; KALLIOLIAS; GORGON; IVASHKIV,
2010; MASCANFRONI et al., 2013). Esses receptores estdo presentes, principalmente, em lin-
focitos T CD4" ndives e células dendriticas, mas podem ser encontrados em células B e mieloi-
des. A IL-27 possui efeitos tanto pro-inflamatorios quanto anti-inflamatorios. Promove a ex-
pressdo de citocinas IL-10 e IFN-y, limita a produgdo de IL-17 por células TCD4" e células NK.
Em mastocitos e eosinofilos, a IL-27 pode promover respostas pro-inflamatdrias, aumentando
a expressao de IL-1, TNF-a e IL-6, ja em neutrofilos, a IL-27 limita a secrecao de citocinas IL-

6 e IL-12p40 (VILLARINO; HUANG; HUNTER, 2004; POT et al., 2011)
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Estudos mostram que a IL-27 previne a resposta inflamatoria induzida por Th1, Th2 ou
Th17. A IL-27 pode inibir diretamente os fatores de transcricio GATA3 e RORyT, suprimindo
assim os linfécitos Th2 e Th17 (LUCAS; GUILARDI; SAUVAGE, 2003; HUNTER; KASTE-
LEIN, 2012). Também induz a polarizagdo para células Trl e ¢ capaz de induzir a sinalizagdo
de STAT 1 e STAT3, que eventualmente leva ao aumento da secre¢do de IL-10, cujo efeito
promove a supressao de células efetoras (POT et al., 2009; HALL et al., 2012) Além disso,
antagoniza a producao de IL-12, necessaria para manutengao do perfil Thl e induz a expressao
da molécula PD-L1 (HIRAHARA et al., 2012). Em relagado as células dendriticas, sabe-se que
a IL-27 estimula a expressao da molécula CD39, desse modo, promove a conversdo de ATP em
metabolitos ADP ou AMP. Esses metabolitos inibem a inflamagao por inibi¢ao da produgao de
IL-1B (MASCANFRONI et al., 2013). Além disso, as células B ativadas sdao induzidas por IL-
27 a expressar T-bet, assim ocorre a troca de isotipo para [gG2a (TAKEDA et. al., 2003).

Embora ndo haja relatos sobre as especificidades envolvendo EBI3 na infec¢do por Ne-
ospora caninum em camundongos, ja foram realizados estudos com protozoarios, tais como,
Trypanossoma cruzi, Leishmania infantum e Toxoplasma gondii (QUIRINO et al., 2016; ME-
DINA et al., 2017; PARK et al., 2019) . Medina e colaboradores, usando camundongos 1L27
Ro”~ demonstraram que a IL-27 suprime a atividade das células Thl e a producgdo de IFN-y,
reduzindo os danos durante a infeccao por Trypanossoma cruzi. Ja em estudos com Leishmania
infantum, observou-se que a IL-27 ¢ uma citocina reguladora que impulsiona a suscetibilidade
do hospedeiro para a infec¢cdo (QUIRINO et al., 2016). Parque e colaboradores (2019) demons-
traram que a IL-27p28 pode atuar como regular negativo das respostas imunes humoral e celular
durante a toxoplasmose. Nesse estudo, os pesquisadores compararam as respostas de camun-
dongos transgénicos e geneticamente deficientes em IL27p28 durante a infecgdo por 7. gondii
e observaram que tanto a superexpressao como a deficiéncia em IL-27p28 resultam em maior
suscetibilidade ao parasito com redu¢do da populacao de células T efetoras, inibigao dos titulos
de anticorpos especificos e falha no controle da replicagdo do parasita no sistema nervoso cen-

tral.
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2 JUSTIFICATIVA

A neosporose ¢ uma doenga que apresenta grande importancia econdmica, principal-
mente na bovinocultura, por gerar perdas econdmicas relacionadas a reproducao. Esta doenga
tem requerido atengdo especial de produtores e médicos veterinarios por causar abortos, queda
na produgao de leite de animais soropositivos, infertilidade associada a mortalidade fetal e re-
absorcao, repeti¢ao de cio, gastos com reposi¢ao de animais e assisténcia veterinaria (REICHEL
et al., 2013). Além disso, causa varios sinais clinicos em cdes (DUBEY; SCHARES, 2011).
Devido a grande importancia da neosporose, cada vez mais ha pesquisas direcionadas para en-
tender o mecanismo, o controle, a prevengao e o tratamento dessa infecgao.

Varios estudos com modelos murinos, inclusive com camundongos geneticamente de-
ficientes, vem sendo utilizados para compreender a resposta imune do hospedeiro durante a
infeccdo por N. caninum. Sabe-se que a resposta do tipo Th1l com o envolvimento da proteina
adaptadora MyD88 e consequente producdo de IFN-y ¢ essencial para o controle da replicagao
parasitaria. Outros fatores envolvidos na protecdo do hospedeiro também ja foram elucidados,
como complexo inflamassoma e participacao de citocina IFN tipo I (MINEO et al., 2010; MI-
RANDA et al., 2019). Neste sentido, pesquisas relacionadas com outros mediadores inflama-

torios e anti-inflamatdrio sdo importantes para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas.

Desse modo, observando que a resposta imune contra N. caninum ¢ predominante do
tipo Th1, que ha falta de estudos que abordem o papel de EBI3 durante a infec¢ao e observado
a importancia do mesmo em infecgdes por protozoarios intracelulares, principalmente como
supressor na imunopatogénese de diversas doengas inflamatdrias, EBI3 faz-se um excelente
alvo para estudo (QUIRINO et al., 2016; MEDINA et al., 2017; PARK et al., 2019); LINDSAY;
DUBEY, 2020).

Nesse sentido, considerando a necessidade de melhor compreender a participacdo de
citocinas durante a infec¢ao por N. caninum e visto importancia cada vez mais reconhecida de
EBI3 na interagao parasito-hospedeiro e na modulacao da resposta imune do hospedeiro frente
a inimeros patogenos, este trabalho ¢ proposto com a finalidade de avaliar as respostas imunes
celulares e humorais para melhor compreender os mecanismos imunologicos desencadeados
pelo protozodrio N. caninum, com a intengdo de se desenvolver medidas profilaticas que auxi-
liem no controle da infec¢ao causada por este protozoario e de seus efeitos deletérios a bovino-

cultura.
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Com isso, seria possivel o desenvolvimento de métodos preventivos e terapéuticos efi-
cazes contra a neosporose, visando aumentar os escores reprodutivos na criacao destes rumi-
nantes e induzindo, por consequéncia, melhorias de rendimento e competitividade externa neste

importante setor da economia nacional.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Investigar o papel do Gene 3 induzido pelo virus Epstein-Barr (EBI3) durante a infecgdo expe-

rimental de camundongos pelo protozoario Neospora caninum.

3.2 Objetivos especificos

— Avaliar o papel de EBI3 na produgao in vivo e in vitro de citocinas durante a fase aguda da

infec¢do por N. caninum;

— Verificar arelevancia de EBI3 na producdo de 6xido nitrico e espécies reativas de oxigénio

durante a fase aguda da infec¢do por N. caninum;

—  Analisar a carga parasitaria de animais WT e EBI3” na fase aguda e cronica da infecgio

por N. caninums

— Avaliar a inflamacao tecidual durante as fases aguda e cronica da infecg¢do por N. caninum;

— Avaliar o papel de EBI3 na sobrevida e morbidade de camundongos frente a infec¢ao;

— Quantificar a producao de anticorpos séricos antigeno-especificos da classeslgG e suas
subclasses IgG1 e I[gG2a em camundongos do tipo selvagem e geneticamente deficiente em

EBI3 infectados experimentalmente.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Camundongos C57BL/6 do tipo selvagem (WT) e geneticamente deficientes em EBI3
(EBI37), com seis a oito semanas de idade, foram obtidos e mantidos na Rede de Biotérios de
Roedores (REBIR) da Universidade Federal de Uberlandia (UFU), em ambiente com tempera-
tura controlada (22 £2°C), sem restri¢cdo de dgua e alimento. Todos os procedimentos seguiram
as normas recomendadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagdo Animal
(CONCEA) e foram previamente aprovados pelo Comité de Etica na Utilizagdo de Animais

(CEUA/UFU) sob o protocolo de nimero 109/16 (ANEXO 1).

4.2 Delineamento experimental

Com o objetivo de avaliar a importancia de EBI3 na resisténcia do hospedeiro, foram
realizadas analises das fases aguda e cronica da infec¢do. Para tanto, animais WT e EBI3™ (5
camundongos / grupo) foram infectados via intraperitoneal (i.p.) com a dose sub-letal de 5x10°
taquizoitos de N. caninum (isolado NcLiv). Também foram coletadas as mesmas amostras de
animais ndo infectados WT e EBI3™", as quais serviram como controle de cada experimento.
Foram coletadas amostras de soro, lavado peritoneal, células do lavado peritoneal e cérebro em
diferentes tempos de acordo com o padrdo de migragdo temporal do parasito (figura 3A e 3B),
conforme previamente descrito por Collantes-Fernandez e colaboradores (2006). Além disso,
foi realizado o desafio de camundongos WT e EBI3”", no qual foram infectados via i.p. com
dose de 1x107 taquizoitos de N. caninum para a ensaio de morbidade e mortalidade (figura 3C).

A fase aguda da infecgdo foi analisada por quantifica¢do de citocinas, dosagem de NO,
dosagem de ROS e andlise da carga parasitaria apos 1 e 3 dias de infec¢do. A quantificagdo de
citocinas (IFN-y e IL12p40) em soro e lavado peritoneal foi realizada utilizando ensaio imuno-
enzimatico ELISA de captura. O NO foi dosado por kit comercial em amostras de lavado peri-
toneal. J& para a dosagem de ROS utilizou-se sonda de marcagdo para células do lavado perito-
neal. Também foi realizado a andlise da carga parasitaria por PCR em tempo real (QPCR) em
células do lavado peritoneal. Adicionalmente, foi realizado o ensaio in vitro de esplendcito para

quantificagdo de IFN-y apo6s 72 horas de infecgao.
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J& a fase cronica da infec¢do foi analisada por quantificacdo da carga parasitaria por
gPCR, bem como, por analise histologica por hematoxilina e eosina de tecido cerebral apos 30
dias de infecc¢ao. A producdo cinética de imunoglobulinas especificas foi avaliada em amostras
soroldgicas por método imunoenzimatico ELISA indireto (IgG total, IgG1 e IgG2a).

Por fim, foi realizado o desafio de camundongos WT e EBI3”", no qual foram infectados
via i.p. com dose de 1x107 taquizoitos de N. caninum. Apds a inoculagio, esses animais foram
acompanhados diariamente por sinais clinicos, como morbidade (alteracao no peso corporal) e

mortalidade durante 30 dias.

A Dias ap0s a infec¢do de animais WT e EBI3"~ com a dose sub-letal de 5x10° taquizoitos de N. caninum

Fase aguda Fase cronica

i
}

0 1 3 30
T E T o ————— -
ial | ro : : Soro :
Material i . ! j S° :
coletado : Lavado peritoneal i L _C_e:e_b_r(_)_:
1
-

' Células do lavado peritoneal

C

Dias ap6s a infec¢do de animais WT e EBI3” com a dose de 1x107 taquizoitos de N. caninum

Figura 3: Tempos de coleta de material para a realizacido dos experimentos. Animais WT
e EBI3” foram infectados com 5x10° taquizoitos de N.caninum para coleta de material para
analise da fase aguda e cronica da infec¢do (A) e para a coleta de soro para dosagem de anti-
corpos (B). Animais WT e EBI3”" foram infectados com 1x107 taquizoitos de N.caninum para
analise de morbidade e mortalidade (C).
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4.3 Cultivo de células HeLa e parasitos N. caninum

Células de epitélio uterino humano da linhagem HeLa (ATCC CCL-2) foram cultivadas
em frascos de cultura celular com meio RPMI 1640 (Life Technologies Corporatin, Carlsbad,
EUA), contendo 10% de soro fetal bovino (SFB) (Cultilab, Campinas, Brasil), 2mM de L-glu-
tamina (Sigma Chemical Co., St. Louis, EUA), 100 pg/mL de estreptomicina (Gibco) e 100
U/mL de penicilina (Gibco), em atmosfera de 5% CO a 37°C até atingirem a confluéncia (Du-
bey et al., 1988).

Posteriormente, as células foram desaderidas com EDTA 0,1mM e o sobrenadante foi
centrifugado a 400 x g por 10 minutos a 4°C. O sedimento foi ressuspendido em meio RPMI
1640 com 10% de SFB e utilizado para o indculo de novas garrafas de células HeLa, as quais
foram infectadas com taquizoitos de N. caninum do isolado Nc-Liv (BARBER et al., 1995) e
mantidas em passagens regulares (48-72 horas) nas mesmas condi¢des anteriormente descritas
para células, exceto pela adi¢do de SFB.

Em seguida, o sobrenadante contendo os parasitos livres foi coletado e centrifugado a
800 x g por 10 minutos a 4°C. O sedimento foi ressuspendido em 1 mL de meio de cultura
RPMI 1640 sem adicdo de SFB e contados em cdmara hemocitométrica (Neubauer) com a adi-
¢ao de Azul de Tripan 0,4% (Sigma Chemical Co., St. Louis, EUA) para a identificacdo dos
parasitos viaveis a serem utilizados em experimentos in vivo ou in vitro. Os parasitos restantes
foram lavados duas vezes com solucdo salina tamponada com fosfatos 0,01 M (PBS, pH 7,2) a
800 x g por 10 minutos a 4°C e o sedimento parasitario foi armazenado a—20 °C até a preparacdo

do antigeno soluvel de N. caninum.

4.4 Preparacio de antigeno soluvel de V. caninum

O antigeno soluvel de N. caninum (NLA) foi preparado de acordo com métodos ja des-
critos por Silva et al. (2007). Resumidamente, as suspensdes parasitarias foram tratadas com
coquetel de inibidores de proteases (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 sonicag@o durante cinco minutos a 60 Hz em banho de gelo.
Posteriormente, parasitos lisados foram centrifugados (10.000 x g, 30 min, 4 °C), o sobrena-

dante foi coletado e a sua concentracdo proteica determinada pelo método de Bradford (Sigma
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Chemical Co., St. Louis, EUA). Aliquotas de NLA foram armazenadas a —20 °C, até sua utili-

zacdo em reacdes imunoenzimaticas (ELISA).

4.5 Cultura de esplendcitos

Os bagos de animais naive WT e EBI3” foram coletados e macerados em cell strainer
para obtencao de suspensdes celulares, as quais foram lavadas e centrifugadas (400 x g, 10
minutos, 4°C) em meio RPMI. O sedimento resultante foi ressuspendido em 1 mL de tampao
de lise de hemacias (0.16 M NH4Cl ¢ 0.17 M Tris-HCI [pH 7,5]) para cada bago e, em seguida,
incubou-se por 5 minutos a temperatura ambiente. Apos a incubagdo, a suspensao celular foi
lavada duas vezes (400 x g, 10 minutos, 4°C) com meio RPMI 1640 suplementado com HEPES
(25 mM), penicilina G (100U/mL), estreptomicina (100 pg/mL), L- glutamina (2 mM), 2-Bmer-
captoetanol (50 mM) e 10% de SFB. O sedimento final foi ressuspendido em meio RPMI su-
plementado e realizou-se a contagem de células vidveis em cadmara hemocitométrica, usando o
corante de exclusdo vital azul de Tripan a 0,4% em PBS. A suspensado celular obtida foi culti-
vada em placas de cultura de 96 pogos em quintuplicata (2x10° células/pogo/200 pL) e infecta-
das por taquizoitos de N. caninum (MOI 0,5) ou mantidos apenas como meio de cultura para
servirem como controle da reacdo. As células foram incubadas a 37 °C com 5% de CO,. Apds

72 horas, o sobrenadante foi coletado e armazenado a -80 °C para posterior analise de [FN-y.

4.6 Determinacio da producio de citocinas por ensaio imunoenzimatico (ELISA)

As concentragdes das citocinas IL-12p40 e IFN-y foram mensuradas em amostras de
soro, lavado peritoneal e sobrenadante de cultura de esplendcito por Kits de ELISA comerciais,
conduzidos de acordo com protocolos recomendados pelo fabricante (BD Biosciences, San Di-
ego, EUA).

Em resumo, placas de poliestireno de alta afinidade de 96 pogos (Corning Laboratories
Inc., New York, EUA) foram revestidas com anticorpo de captura especifico para cada citocina
e incubadas overnight a 4°C. Posteriormente, foram lavadas com PBS contendo Tween 20 a
0,05% (PBS-T) e realizado bloqueio de sitios inespecificos com 10% de SFB em PBS 0,01M
(ph 7,2) por uma hora. Em seguida, foram adicionadas as amostras a serem testadas e curvas
padrdes com concentragdes conhecidas em diluigdes dupla-seriadas, as quais ficaram incubadas

por duas horas a temperatura ambiente. Apds o periodo de incubagao, as placas foram lavadas
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com PBS-T e incubadas com anticorpos de detec¢do anti-citocinas murinas conjugadas com
biotina e acrescidos de estreptavidina-peroxidase por uma hora a temperatura ambiente. Poste-
riormente, as placas foram lavadas com PBS-T e reveladas com o substrato enzimatico (H>O»
a 0,03% e tetrametilbenzidina [TMB]) seguido pela adi¢ao de 4cido sulfurico 2M para bloquear
a reagdo. A densidade optica (DO) foi determinada em leitor de placa (SpectraMax M2e, Mo-
lecular Devices, EUA) a 450 nm. A concentracdo final das citocinas foi determinada a partir de
curvas padrao com concentragdes conhecidas de proteinas recombinantes e os valores foram
expressos em pg/mL, observando os respectivos limites de detecgdo para cada ensaio: IL12p40

(15,6 pg/mL) e IFN-y (4,1 pg/mL).

4.7 Determinacao da producao de 6xido nitrico (NO)

A dosagem indireta de NO em lavado peritoneal de camundongos WT e EBI3 ™" infecta-
dos com 5x10° taquizoitos de N. caninum foi determinada a partir de kit comerciais (R&D
Systems Inc., EUA) baseado na conversao enzimatica de nitrato para nitrito por nitrato redutase.
Um volume de 50uL de amostra foi acrescentado a placa de 96 pogos paralelamente a curva
padrao, seguido pela adicdo de NADH e nitrato redutase. Posteriormente a reacao foi incubada
por 30 minutos a 37 °C. A reagdo foi desenvolvida por detec¢do colorimétrica utilizando rea-
gente de Griess apos incubagdo por 10 minutos a temperatura ambiente. A densidade Optica
(DO) foi determinada em leitor de placa (SpectraMax M2e, Molecular Devices, EUA) a 540
nm com corre¢do de 690 nm. A concentracdo de nitrato/nitrito para cada amostra foi estimada
em relagdo a curva padrdo de acordo com as instru¢des do fabricante. O limite de detec¢dao do

ensaio € de 0.78 umol/L.

4.8 Determinacao da producio de espécies reativas de oxigénio (ROS)

Células do lavado peritoneal de animais WT e EBI3”" infectados com 5x10° taquizoitos
de N. caninum por um dia ou trés dias foram coletadas e plaqueadas (1x10° células/pogo) em
placa escura de 96 pocos. Também foram coletadas e plaqueadas células do lavado peritoneal
de animais WT e EBI3”" ndo infectados que foram utilizados como controle do experimento.
Posteriormente, foram incubadas com a sonda de diacetato de 2°, 7°- diclorofluorescina (5uM;
DCFDA, Sigma-Aldrich) em meio RPMI com 2% de SFB a 37°C e 5% de CO2 durante 30

minutos. Em seguida, os poc¢os foram lavados por trés vezes com PBS/BSA 2%. A leitura foi
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realizada com excitagdo de 488nm e emissdao de 535nm em leitor de placa (SpectraMax M2e,

Molecular Devices, EUA).

4.9 Determinacio da carga parasitaria por PCR em tempo real (qPCR)

A carga parasitaria em amostras de células do lavado peritoneal e tecido cerebral dos
animais WT e EBI3”" infectados com N. caninum foi quantificada pela amplificacdo especifica
de copias de DNA por meio de Real-time PCR (qPCR-StepOne Plus, Applied Biosys-
tems,EUA) através do sistema de deteccdo SYBR green (Promega, Madison, EUA) e normali-
zada com gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (GAPDH) como previamente descrito (JOHN-
SON; WIDLANSKI,2004).

Primeiramente, foi adicionado 500 pL de tampao NLB (10mM Tris-HCL, 400 mM
NaCl e 2mM Na;EDTA, ph 8,2), 16 uL de SDS 10% e 8 puL de solu¢do de proteinase K
(20mg/mL) em amostras de pellet celular ou em 50mg de tecido e foram incubadas a 50 °C
overnight para a extragdo de DNA gendmico. Apos a incubagdo, foi acrescentado 150 uL de
tampao NaCl 6 M em banho de gelo por 10 minutos com posterior centrifugagdo a 12000 rpm
por 15 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi cuidadosamente coletado, transferido para ou-
tro tubo e acrescentou-se 800 uL de etanol absoluto. Por fim, o DNA foi coletado e ressuspen-
dido com 150 pL de dgua livre de nuclease. A concentracdo de DNA foi determinada por es-
pectrofotometro UV (20nm; Nanodrop, Thermo Scientific, Wilmington, EUA) e ajustadas para
40ng/pL com agua livre de DNAse (dgua DEPC).

A reagdo 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 CACTTT GCC ACT GCA - 5"). As reagdes para os genes Nc5 e GAPDH foram
realizadas em tubos separados. Em ambos os casos, a mistura de PCR (volume total de 25 ul)
continha master mix (GoTaq qPCR, Promega, Madison, WI, EUA), 10 pmol de cada primer e
100 ng e 5 ng de molde de DNA para a sequéncia de gene de Nc5 e GAPDH, respectivamente.
As curvas de diluigao (fator de diluicdo x 10) para ambas as sequéncias foram preparados a
partir de N. caninum ¢ DNA gendmico de camundongos extraido separadamente e usada para
quantifica¢do absoluta. Todas as amostras foram realizadas em triplicada. A carga parasitaria

foi estimada por meio da extrapolacdo do niimero de copias de DNA de Nc-5 nas amostras
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comparado com a curva padrdo. Os resultados foram expressos em picogramas de DNA do

parasito / ug de DNA total.

4.10 Analise histologica

Amostras de tecido do sistema nervoso central (SNC) de camundongos WT e EBI3 "
previamente infectados por 30 dias foram coletadas e fixadas em formol 10% tamponado com
fosfato por 24 horas a temperatura ambiente, seguido da adi¢do de alcool 70% e submetidas a
procedimentos padrdo de inclusdo em parafina. Apos a inclusdo, os 6rgaos parafinizados foram
seccionados a 5 um de espessura e depositados em laminas microscopicas. Em seguida, as 1a-
minas foram desparafinizadas e hidratadas para a coloracdo com Hematoxilina e Eosina (H&E)
e posterior avaliacdo de alteragdes morfologicas teciduais (MINEO et al., 2009). Os cortes fo-

ram fotografados utilizando o microscépio invertido automatizado (FSX100, Olympus, Japao).

4.11 Quantificacio de anticorpos especificos por ensaio imunoenzimatico (ELISA)

Os niveis séricos de IgG especificos de N. caninum e suas subclasses (IgG1 e IgG2a)
foram mensurados por ELISA indireto a partir de amostras de animais infectados com 5x10°
taquizoitos de N. caninum apds 7, 15 e 30 dias e amostras controles, como descrito previamente
(MINEO et al., 2010).

A reacdo foi realizada em microplacas de poliestireno de alta afinidade (Corning Labo-
ratories Inc, New York, EUA) sensibilizadas com antigenos de N. caninum (NLA) na concen-
tracdo 10 pg/mL diluido em tampao carbonato de so6dio 0,06M (pH 9,6), e incubadas por 18
horas a 4°C. Apo6s o processo de sensibilizacdo, os sitios inespecificos foram bloqueadas com
PBS contendo 0,05% de Tween 20 (PBS-T) acrescidos de 5% de leite desnatado (Molico, Nes-
tlé, Sao Paulo, SP) para IgG total e 1% de albumina sérica bovina (BSA — Sigma Chemical Co.,
St. Louis, EUA) para IgG1 e IgG2a por 1 hora a temperatura ambiente. Posteriormente, as
amostras foram diluidas (1:25) e incubadas a 37°C durante 1 hora para a deteccdo de IgG total
e 2 horas para a deteccdo de IgG1 e IgG2a. Anticorpos especificos anti-IgG de camundongos
marcados com peroxidase (1: 1000; Sigma-Aldrich) e anti-IgG1 (1:4000) ou anti-IgG2 de (1:
2000) de camundongo marcado com biotina (Caltag Lab, EUA) foram incubados por 1 hora a

37°C. Para a deteccdo de IgG1 e Ig(G2, os pogos foram incubadas com estreptavidina-peroxidase
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(1:1000; Sigma-Aldrich) durante 30 minutos a temperatura ambiente. Entre cada passo, foi re-
alizada a lavagem dos pogos com PBS-T. A reagdo foi desenvolvida com acido 2,2-azino-bis-
3-etil-benzotiazolina sulfonico (ABTS; KPL, EUA) e a leitura da densidade 6ptica (DO) foi
obtida a 405 nm em leitor de placas (SpectraMax M2e, Molecular Devices, EUA).

4.12 Analise estatistica

A andlise estatistica e a constru¢do dos graficos foram realizadas utilizando o software
GraphPad Prism versao 5.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, EUA). Os resultados foram
expressos como média + erro padrio e as diferencas consideradas estatisticamente significantes
quando p < 0,05. Dependendo de cada protocolo experimental, os dados foram analisados pelo
método Two-Way ANOVA com poés-teste de comparacao multipla de Bonferroni, Teste T ou
Mann Whitney. Taxas de sobrevida foram estimadas utilizando método de Kaplan-Meier sendo

a curva de sobrevida comparadas através do teste Log-rank (Mantel-Cox).

4.13 Normas de biosseguranca

Todos os procedimentos de coleta, manuseio de materiais bioldgicos e dos reagentes,
bem como a utilizagdo dos equipamentos, foram realizados de acordo com as normas de bios-

seguranc¢a compativeis (MINEO et al., 2005).
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5 RESULTADOS

5.1 EBI3 suprime a inducio de mediadores pro-inflamatorios do perfil Thl durante a
infecio por N. caninum

Conforme descrito anteriormente por diversos grupos de pesquisa, o perfil de resposta
imune do tipo Th1 ¢ essencial para o controle da replicacao de N. caninum e, consequentemente,
para a resisténcia do hospedeiro frente a infec¢ao (MINEO et al., 2010; BARROS et al., 2019;
MOTA et al., 2019; MIRANDA et al., 2019). Com o intuito de analisar o padrdo de resposta
celular induzido na auséncia de EBI3 durante a infec¢do por N. caninum, mensuramos a produ-
¢do dos principais mediadores deste padrdao de resposta imune, sendo eles IL-12p40 e IFN-y
(Figura 4), em amostras de soro e lavado peritoneal apos 1 e 3 dias de infec¢do. Foi encontrado
um aumento significativo IL-12p40 em amostras do lavado peritoneal de 1 e 3 dias de infec¢ao
de camundongos EBI3™", porém ndo foram observadas diferencas significativas desta citocina
no mesmo periodo em amostra de soro.

Em relagdo ao IFN-y, também houve aumento de concentracdo desta citocina em
camundongos EBI3™", sendo estatisticamente relevante em amostras de soro de 1 e 3 dias de
infeccdo e lavado peritoneal apds 1 dia de infeccao. Adicionalmente, como forma de comprovar
o incremento de producdo de IFN-y em camundongos EBI3”" infectados com N. caninum,
realizamos a estimulagio in vitro de esplendcitos de camundongos WT e EBI3™" naive com
taquizoitas vivos (MOI 0,5; Figura 5) para verificar a producdo de IFN-y apds 72 horas.
Observamos que, assim como em amostras de soro e lavado, a quantidade de IFN-y produzida

foi significativamente maior em células advindas de camundognos EBI3™.
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Figura 4: EBI3 regula negativamente a producao de IL-12p40 e IFN-y por camundongos
infectados por N. caninum. Camundongos WT e EBI3” foram infectados com 5x10° taquizo-
itos de N. caninum, sendo mensurado a quantidade de IL-12p40 e IFN-y (A, C) em amostras de
soro e (B, D) lavado peritoneal, apos 0, 1 e 3 dias de infec¢dao. Os valores sdo expressos como
média = SEM, e analisados por meio do teste Two-Way ANOVA seguido pelo pos teste de

Bonferroni (*P<0,05, ** P<0,01 e ***P<0,001).
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Figura 5: A auséncia de EBI3 promove o incremento de produc¢ao de IFN-y por esplend-
citos murinos estimulados com taquizoitas de N. caninum. Esplenocitos de camundongos
WT e EBI3”" foram estimuladas com taquizoitos de N. caninum (NcLiv) (MOI 0,5) por 72 horas
para mensuragao da producdo de IFN-y no sobrenadante de cultura. Os valores sdo expressos
como média = SEM, e analisados por meio do teste Two-Way ANOVA seguido pelos pos teste

de Bonferroni (***P<0,001).
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5.2 EBI3 reduz a producio de NO e ROS induzida pela infec¢io por N. caninum

Devido ao aumento de concentracdo de citocinas indutoras de um perfil de resposta
imune do padrdo Thl frente a infecio por N. caninum em camundongos EBI3™", buscou-se
determinar os niveis das moléculas efetoras NO e ROS durante a fase aguda da infeccdo. A
concentragdo de NO (Figura 6) foi determinada em amostras de lavado peritoneal de
camundongos WT e EBI3-/- inoculados com 5x10° taquizoitos, apds 1 e 3 dias de infecgio.
Niveis aumentados de NO foram encontrados apo6s 1 dia de infec¢ao na auséncia de EBI3,
corroborando com aumento de IL-12p40 e IFN-y observados nos camundongos geneticamente
deficientes apds infeccdo. A producdo de ROS (Figura 7) foi dosada em células do lavado
peritoneal de animais infectados com 5x10° taquizoitos ap6s 1 e 3 dias de infec¢do, por meio
de sonda fluorescente especifica (DCFDA). Com base em tal layout experimental, foi
observado um aumento da intensidade de fluorescéncia da sonda em células advindas de
camundongos EBI3” ap6s 3 dias de infeccio, se comparados aos camundongos WT infectados

com o mesmo tempo de infecgao.

5.3 EBI3 inibe a producio de anticorpos IgG anti-N. caninum

Com o objetivo de se avaliar o envolvimento de EBI3 na resposta imune humoral contra
N. caninum, a producao de anticorpos IgG (Figura 8A) e suas subclasses IgG1 (Figura 8B) e
IgG2a (Figura 8C) antigeno-especificos foi mensurada em amostras de soro extraidas de ca-
mundongos WT e EBI3” apés 7, 15 e 30 dias de infeccio. Observou-se que camundongos
EBI3" apresentaram uma maior concentra¢io de IgG total a partir do sétimo dia de infecgdo, o
qual apresentou um aumento no 15° dia e se manteve ao 30° dia de infec¢do, em comparagdo
com animais WT. As subclasses IgG também foram avaliadas e, corroborando com os resulta-
dos de encontradas para IgG total, camundongos EBI3”~ produziram maiores concentragdes de

IgG1 e IgG2a apds 15 e 30 dias de infecgao.
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Figura 6. Producio de 6xido nitrico na fase aguda da infec¢io por N. caninum. Amostras
de lavado peritoneal foram obtidas de animais WT e EBI3”" infectados por 0, 1 e 3 dias com
5x10° taquizoitos de N. caninum. A anélise da concentragio de nitrito foi realizada por ensaio
de Griess. Os valores sdo expressos como média = SEM, e analisados por meio do teste Two-
Way ANOVA seguido pelos pos teste de Bonferroni (***P<0,001).
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Figura 7. Producao diferencial de espécies reativas de oxigénio na fase aguda da infeccio
por N. caninum. Células de lavado peritoneal foram obtidas de animais WT e EBI3”- infectados
por 0, 1, 3 dias com 5x10° taquizoitos de N. caninum e marcadas com sonda para detecgio
especifica de ROS (DCFDA). Os valores foram expressos como média de unidades relativas de
fluorescéncia (RFU) + SEM, e analisados por meio do teste Two-Way ANOVA seguido pelo
pos teste de Bonferroni (***P<0,001).
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Figura 8. Cinética da producio de anticorpos IgG antigeno-especificos. Anticorpos anti-
geno-especificos (A) IgG total, (B) IgG1 e (C) IgG2a foram mensurados em camundongos WT
e EBI3”" infectados com 5x10° taquizoitos de N. caninum (Nc-Liv). A produgdo de anticorpos
foi mensurada ap6s 0, 7, 15 e 30 dias apds infeccdo em amostras de soro obtidas de ambos os
grupos. Os valores sdo expressos como DO média = SEM, e analisados por meio do teste Two-
Way ANOVA seguido pelo pos teste de Bonferroni (**P<0,01, ***P<0,001).
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5.4 EBI3 esta diretamente relacionado a susceptibilidade frente V. caninum

Com o objetivo de se determinar o papel de EBI3 no controle da replicacdo parasitaria,
quantificou-se o numero de copias do locus Nc5 de N. caninum, por meio da técnica de qPCR,
em amostras de células do lavado peritoneal apds 1 e 3 dias de infecgdo, bem como amostras
de cérebro colhidas apos 30 dias de infec¢do. Durante a fase aguda da infec¢ao, ndo foram
observadas diferengas no parasitismo de células peritoneais advindas de camundongos WT e
EBI3” apés 1 (Figura 9A) e 3 dias (Figura 9B) de infecgdo. Entretanto, foi observado na fase
cronica da infec¢do uma reducdo significativa da carga parasitaria do tecido cerebral (Figura
8C) de camundongos EBI3”~ em relagdo aos camundongos WT infectados em paralelo.

Com base nestes resultados, foi verificado o estado inflamatério do sistema nervoso
central de camundongos WT e EBI3" apos 30 dias de infecgio (Figura 10). A analise histopa-
tologica de seccdes de amostras de cérebro advindas de ambos os grupos revelou aumento de
infiltrados inflamatdrios de padrio tanto focal como difuso em camundongos EBI3”" quando
comparado aos animais do tipo selvagem, conforme observado no incremento significativo
(*P<0,05) do score inflamatdrio do grupo de camundongos geneticamente deficientes.

Por fim, como forma de se demonstrar a releviancia de EBI3 para o agravamento da
infecgdo, camundongos WT e EBI3”" foram desafiados com 1x10 taquizoitos vidveis de N.
caninum. Apds o desafio, os animais foram acompanhados diariamente, por 30 dias, para ana-
lise da sobrevida (Figura 11A) e peso (Figura 11B). Observamos que camundongos WT come-
caram a sucumbir apds nove dias de infec¢do e somente 15% sobreviveram. Em contraste,
100% dos camundongos EBI3™" resistiram ao protocolo de infecgio descrito. Quanto ao peso
dos camundongos durante o experimento, foi observado que camundongos WT apresentaram
perda progressiva do peso corporal entre 0 e 2 dias. Apds, observou-se uma pequena recupera-
¢do do peso entre 2 e 5 dias. Entre 5 e 6 dias apds a infec¢do, ¢ possivel observar uma queda
abrupta do peso, o qual se mantém entre 6 ¢ 9 pds-infecgdo. Quanto ao grupo EBI3™, houve
breve recuperacdo do peso dos animais apds 3 dias de infeccao, seguida de nova perda de peso
corporeo que se estabilizou ao 5 dpi em valores de perda de peso menores que 10% até o final

do periodo de observagao.
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Figura 9. Quantificacio da carga parasitaria em camundongos WT e EBI3”- infectados
com N. caninum. Camundongos WT e EBI3 7~ foram infectados via intraperitoneal com 5x10°
taquizoitos de N. caninum e células do lavado peritoneal foram colhidas apos 1 (A) e 3 dias (B)
de infec¢do e tecido do sistema nervoso central (C) apos 30 dias de infecg@o. Os resultados sdao
expressos pela relacdo entre amplificacdo do gene Nc5 e gene GAPDH de camundongo
(controle). Os valores sdo expressos como média e + erro padrao da média (SEM) **P<0,01
(teste de Mann Whiteney).
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Figura 10. A auséncia de EBI3 promove inflamacio no cérebro de camundongos durante
a infeccio por Neospora caninum. Analise histologica em amostras de tecido do sistema ner-
voso central apds 30 dias de infeccdo de camundongos WT e EBI3” infectados com 5x10°
taquizoitos de N. caninum. As setas indicam locais com a presenca de infiltrados inflamatorios.
(*P<0,05).
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Figura 11. Deficiéncia em EBI3 aumenta a resisténcia do hospedeiro contra a infec¢ao por
Neospora caninum. Animais WT e EBI3” (n= 6 animais/ grupo) foram infectados via
intraperitoneal com 1x107 taquizoitos de N. caninum. Os animais foram acompanhados por 30
dias para determinacdo da (A) sobrevida e (B) perda de peso. Os grupos foram comparados
usando analise de sobrevivéncia por Kaplan-Meier, através do teste de log-rank. **P<0.01.
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6 DISCUSSAO

Neospora caninum ¢ o parasita intracelular obrigatorio que causa neosporose € tem im-
portancia médico-veterinaria principalmente por causar paralisia neuromuscular em caes e
aborto em gado (DUBEY et al., 1988; GOODSWEN et al., 2013). A alta prevaléncia e impor-
tancia econdmica da neosporose, principalmente para o Brasil que depende da exportacao de
carne ¢ laticinios, leva a uma necessidade de compreender melhor os mecanismos de resposta
imune contra o parasita. O acometimento neuromuscular ¢ o principal sintoma da neosporose e
a resposta do tipo Th1 pelo hospedeiro ¢ importante para limitar a infecgdo controlando o pa-
rasitismo, mas quando exacerbada pode lesionar o 6rgao acometido (MINEO et al., 2010; GO-
ODSWEN et al., 2015). Portanto, para o controle eficiente da neosporose, € crucial entender as
interacdes entre parasito e hospedeiro.

O gene EBI3 codifica glicoproteinas que fazem parte tanto de IL-35 quanto de IL-27.
Virios estudos apontam a IL-35 como uma citocina supressora e indicam o papel duplo de IL-
27, com atividades tanto pré-inflamatérias como anti-inflamatorias na imunopatogénese de di-
versas doencas (COLLISON et al., 2007; GUO; CAO; ZHU, 2019). Também ha estudos com
parasitas intracelulares que sugerem essa imunossupressao, o que leva a um perfil de suscetibi-
lidade a infec¢do, tornando EBI3 um potencial alvo para terapia (MEDINA et al., 2017; QUI-
RINO et al., 2016; PARK et al., 2019). Observando a importancia de EBI3 em diversas infec-
¢des com parasitas intracelulares e considerando que nao ha relatorios descrevendo o seu papel
durante a infec¢do por N. caninum, o objetivo deste trabalho foi investigar como a auséncia de
EBI3 afeta o resultado da infec¢do por N. caninum em modelo murino.

Nossos resultados demonstram que a molécula EBI3 ¢ um regulador negativo relevante
na resposta imune contra N. caninum. Observamos que durante a infec¢do, EBI3 exerce um
efeito supressor nas células Thl com diminui¢do da produgdo de IFN-y, NO e ROS. Também
notamos a diminui¢dao na produ¢do de anticorpos em camundongos do tipo selvagem. Esses
dados corroboram com o resultado encontrado na anélise da carga parasitaria e na curva de
sobrevivéncia, em que a presenca de EBI3 impede o controle eficiente da replicagdo parasitaria
e, consequentemente, diminui a taxa de sobrevida.

O desenvolvimento de uma resposta imune Thl adequada € primordial para a prote¢ao
contra parasitos intracelulares como N. caninum, principalmente o envolvimento de citocinas
como [FN-y (MINEO et al., 2010; FERREIRINHA et al., 2018; MIRANDA et al., 2019) . Desse

modo, nos avaliamos a capacidade de animais geneticamente deficientes em EBI3 de produzir
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citocinas envolvidas na resposta protetora contra este parasito. Foi observado que animais EBI3"
- apresentaram produc¢do aumentada de IL-12p40 e IFN-y quando infectados por N. caninum
em comparacao com animais WT. Também foi observado a producdo elevada de IFN-y em
cultura de esplenécito de animais EBI3”". A IL-12 ¢ identificada como um potente indutor da
producdo de IFN-y por células T, NK e outros tipos de linfocitos e como potente indutor da
diferenciagio de células TCD4" para o perfil de resposta imune do tipo Th1 (TRINCHIERI,
2003). Além disso, o aumento de IL-12p40 e IFN-y pode recrutar macrofagos e células dendri-
ticas e gerar um feedback positivo estimulando mais citocinas pro-inflamatérias (HU et al.,
2013). Nossos resultados corroboram com dados encontrados na literatura, em que o aumento
de citocinas pro-inflamatdrias controlam a replicacdo parasitaria. Ja foi demonstrado em estu-
dos com camundongos geneticamente deficientes em TLR2 que uma queda na producao de IL-
12 e IFN- vy ocasiona um aumento da mortalidade de animais infectados com N. caninum. Por-
tanto, ocorre uma polarizacao da resposta imune para o perfil Thl via TLR2 (MINEO et al.,
2009; MINEO et al., 2010). Também ja foi relatado que camundongos deficientes para MyD88
apresentaram redugdes nos niveis de citocinas pro-inflamatorias em relagdo ao animal do tipo
selvagem, quando infectados por N. caninum (MINEO et al., 2009). Estudos recentes demons-
tram que a producdo de IFN-I via sinalizagdo TLR3/TRIF em infec¢des por N. caninum pode
estimular a produ¢do de IFN-y, o qual produz resposta imune protetora ao hospedeiro. Estudos
com 7. gondii mostram que a produgdo de citocinas pro-inflamatorias, principalmente 1L-12 e
IFN-y, sdo necessarias para a resisténcia contra este parasito (GAZZINELLI et al., 1994; SU-
ZUKI et al., 1988).

Em nosso estudo, observamos o aumento de anticorpos IgG totais e suas subclasses
IgG1 e IgG2a em animais EBI3”~ em comparagio com animais WT. Estudos prévios demons-
tram que a infecgdo intraperitoneal com taquizoitos de N. caninum em camundongos BALB/c
induz a secrecdo de imunoglobulinas especificas, predominantemente dos isotipos IgG2a e
IgM, e que citocinas como IFN-y estdo relacionadas ao processo de alteracao de isotipos de
anticorpos (TEIXEIRA et al., 2005). Outros estudos também demonstraram que imunizagdes
de camundongos com taquizoitos de N. caninum induzem a produgdo de IgGG2a com resposta
imune predominante Thl, controlando assim, a infeccdo (HEMPHIL et al., 2013; INNES;
MATTSSON; 2007). Ferreirinha e colaboradores (2018) observaram que, em imunizagdes via
intranasal de camundongos deficientes em IL-12 contra N. caninum, o efeito protetor de anti-
corpos IgG foi intensificada com a presenca de IFN-y. Assim, nossos resultados sugerem que a

maior quantidade de IFN-y pode estar ligada a producdo precoce de anticorpos o que pode estar
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relacionado a uma regulacao da resposta imune e consequente protecdo do hospedeiro defici-
ente em EBI3.

As células fagociticas em mamiferos desempenham fungdes essenciais durante infec-
¢oOes por parasitas intracelulares. Além da producao de citocinas como ja mencionado, também
estimula moléculas co-estimuladoras e mecanismos antimicrobioanos como a sintese de reati-
vos de oxigénio que sdo essenciais no controle de infecgdes com 7. gondii e N. caninum (MI-
NEO et al., 2009; MONNEY;HEMPHILL, 2014; BARROS et al., 2019). Neste sentido, dosa-
mos os niveis de NO e ROS e observamos que EBI3 modula negativamente a sintese dessas
moléculas, visto que no lavado peritoneal dos camundongos EBI3” foram encontradas altas
concentragdes de nitrato/nitrito e de ROS. Esses dados corroboram com o aumento de citocinas
inflamatérias encontrado em animais EBI3”". Estudos mostram a correlacdo de IFN-y na indu-
¢do de iNOS, bem como no controle de crescimento de parasitos por macréfagos (SIBLEY et
al., 1991; LANGERMANS et al., 1992). Em estudo com infec¢do por N. caninum ¢ camundon-
gos deficientes em iNOs, Barros e colaboradores observaram que iNOs ¢ um dos principais
mecanismos efetores envolvidos na restrigdo da replicagao parasitaria. Também ha relatos de
infecgdo com 7. gondii em que a mortalidade de camundongos iNOs™" esté associada ao con-
trole defeituoso do crescimento do parasito no SNC, aliado a uma capacidade defeituosa de
macrofagos de eliminar o parasito (WOODS et al., 2013).

Sabe-se que a alta producao de citocinas pro-inflamatérias podem reduzir a multiplica-
¢do parasitaria em tecidos de animais infectados (INNES et al., 2007). Dessa forma, de acordo
com os resultados encontrados, também avaliamos a carga parasitaria e observamos que ani-
mais EBI3” apresentaram menor quantidade de DNA de N. caninum durante a fase cronica da
doenga, sugerindo que na auséncia de EBI3 os animais sdao capazes de controlar a replicacao
parasitaria. Além disso, realizamos a analise histopatologica do cérebro e encontramos uma
intensa inflamacio em animais EBI3”~ confirmando a hipétese de que a carga parasitéria é con-
trolada pela resposta imune pro-inflamatoria. Para avaliar a importancia da molécula EBI3 du-
rante a infec¢do por N. caninum, camundongos EBI3” foram infectados com dose letal de
NcLiv, e observou-se maiores taxas de sobrevida em comparacdo com animais WT. Também
foi observado que camundongos EBI3” apresentaram melhor indice de morbidade, pois tiveram
menor taxa de perda de peso. Varios trabalhos com N. caninum indicam a importancia da ati-
vacao do perfil Thl para o controle da carga parasitaria e consequente sobrevida. Miranda e
colaboradores (2019) pesquisando a ativacdo da via TRIF pelo RNA do N. caninum, observa-
ram que a produgao de IL12p40, TNF, IFN e NO reduziu a carga parasitaria de camundongos
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infectados e contribuiu para a sobrevida dos animais. Também ja foi observado em trabalho
com MyDS88, que a ativagdo da resposta imune Th1 participa no controle da mortalidade, mor-
bidade e parasitismo durante a infec¢ao por N. caninum (MINEO; BENEVIDES et al., 2009).
Juntos, nossos resultados indicam a importancia do EBI3 na suscetibilidade a infec¢do por N.
caninum.

Alguns estudos com IL-27 revelaram que camundongos deficientes em receptores da
interleucina 27 produziram varias citocinas pro-inflamatorias em excesso, tais como TNF-a e
IL-6 e IFN-y, resultando em resposta imune exagerada (VILLARINO; HUANG; HUNTER,
2004; YOSHIDA et al., 2001). Por reduzir resposta protetora do tipo Thl, como observado
nesse trabalho, EBI3 ja foi descrito como atuante na suscetibilidade da replica¢do de parasitos.
No caso de infec¢des por 7. gondii, Park e colaboradores (2019) relataram que a perda ou su-
perexpressao de IL27p28 resultou em maior suscetibilidade ao parasito, atuando como regula-
dor negativo das respostas humorais e celulares da toxoplasmose. Também observaram que a
suscetibilidade a toxoplasmose devido a superexpressao de [IL27p28 ocorre devido a um grande
defeito em produgdo de titulos IgM e IgG especificos para 7. gondii, o que leva a aumento da
carga parasitaria no sistema nervoso central. Em outro estudo com o protozodrio 7. gondii, apos
serem desafiados, camundongos WSX 17~ geraram uma resposta Th1 exacerbada e controlaram
a replicagdo do parasito, porém esses animais desenvolveram doenca inflamatoria letal e pro-
dugdo esplénica elevada de IL-12 e IFN-y (VILLARINO et al., 2003). Hall e colaboradores
(2012) também observaram em infec¢do por T. gondii que a IL-27 possui um papel chave, pois
promove o desenvolvimento de células Treg especializadas para controlar a imunidade mediada
por células Thl em locais de inflamagao.

Adicionalmente, corroborando com resultados encontrados em que a presenca de EBI3
diminui a resposta inflamatoria, Medina e colaboradores (2017) em estudo realizado com T.
cruzi demonstraram que a [L-27 atua como um regulador chave da inflamagao suprimindo cé-
lulas TCD4" produtoras de IFN-y, reduzindo assim a inflamagdo miocardica. Também ja foi
observado em infecgdes com o mesmo protozoario, que camundongos WSX 17~ desenvolveram
necrose hepatica devido a inflamagdo exacerbada a qual foi mediada por IFN-y e TNF (HA-
MANO et al., 2003).

Rosas e colaboradores (2006) demonstraram que durante a infec¢do por L. donovani a
via IL-27 / TCCR (WSX-1) ndo ¢ necessaria para a inducao de uma resposta protetora Thl e
producio de IFN-y. Eles observaram que os animais TCCR” produziram significativamente

mais IL-12, IFN-y e TNF-a durante a fase aguda da infec¢ao quando comparado a camundongos
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do tipo selvagem. Também foi observado neste estudo que os camundongos TCCR” apresen-
taram resisténcia a infec¢do por L. donovani e controlaram o crescimento do parasita em seus
orgaos, indicando que a sinaliza¢ao de IL-27 / TCCR nao ¢ necessaria para prote¢ao contra L.
donovani.

Quirino e colaboradores (2016) encontraram resultados semelhantes ao nosso em rela-
¢do a replicagdo parasitaria durante a infecgdo por L. infantum. Foi relatado que camundongos
EBI3”" infectados com L. infantum foram capazes de controlar a replicagdo parasitaria de ma-
neira eficiente quando comparados com animais WT, apesar de niveis reduzidos de IFN-y, o
qual difere dos nossos resultados encontrados para IFN-y. No entanto, resultados diferentes
foram encontrados em estudo realizado com 7. cruzi, em que auséncia de EBI3 ou IL27Ra foi
associada a uma maior parasitemia apos infeccdo pela cepa Tulahuen. O aumento do parasi-
tismo em camundongos durante o modelo de doenca de Chagas pode ser devido ao papel regu-
lador de EBI3, o qual pode inibir a ativagdo de macrofagos alternativos dependentes de Th2.

Outros estudos também tem mostrado a importancia de EBI3 na suscetibilidade de in-
fecgdes. Em um estudo realizado por Chen e colaboradores (2016) com pneumonia pneumoco-
cica pos infeccdo por influenza, foi observado através de andlise clinica que pacientes com
infeccdo por influenza apresentaram niveis maiores de IL-35 em comparacdo com individuos
normais, fato este que contribuiu para o aumento da suscetibilidade a pneumonia pneumococica
secundaria por inibir, em partes, a resposta imune. Sabe-se que a [L-35 possui propriedades
anti-inflamatorias, com o mecanismo predominante de suprimir a proliferagdo de células T e
converter células T nédives em células T produtoras de IL-10 (COLLISON et al., 2007). Rinchai
e colaboradores (2012) investigaram a producao de IL-27 durante septicemia causada por bac-
téria gram-negativa Burkholderia pseudomallei. Neste estudo, foi observado que os niveis de
transcricdo de mRNA e da proteina IL-27 foram significamente elevados em pacientes com
sepse, e que ao bloquear o receptor de IL-27 soluvel antes da infeccdo foi possivel observar
uma significativa redu¢do de bactérias.

Juntos, nossos resultados demonstraram que a molécula EBI3 promove a suscetibilidade
de camundongos durante a infec¢do por N. caninum, exercendo um efeito supressor nas células
Thl com diminui¢do do IFN-y. Além disso, a presenga de EBI3 impede o controle eficiente da
replicacdo parasitaria e a produgdo de anticorpos em comparagdao com camundongos do tipo
selvagem. Essas descobertas abrem caminho para novas estratégias terapéuticas que podem

neutralizam ou inibir EBI3 em infec¢des por N. caninum.
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7 CONCLUSOES

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

e EBI3 suprime a indu¢ao de mediadores pro-inflamatérios do perfil Thl;

e EBI3 ¢ capaz de suprimir a produg¢do de anticorpos (IgG) e suas subclasses (IgGl,
IgG2a);

e EBI3 ¢ capaz de diminuir a inflamagao tecidual;

e EBI3 contribui para a replicacdo parasitaria e aumenta a suscetibilidade a infecgao.

Em conjunto, nossos resultados demonstram que EBI3 participa da supressdao de meca-
nismos imunes essenciais para o controle da infec¢do por N. caninum em modelo murino, e que

esta via de proteina pode ser tida como alvo potencial de intervencao terapéutica e profilatica.
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9 ANEXO

Anexo 1: Comprovante de aprovagio do Comité de Etica e Utilizagdo Animal da Universi-
dade Federal de Uberlandia.
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CERTIFICADO

Cerificamos que o projeto intitulado “Investigacdo de protocolos
vacinais contra infecgbes por Toxoplasma gondi & Neospora
caninum em ruminantes de importancia zootécnica®, protocolo n®
108916, sob a responsabilidade de Tiage Wilson Patriarca Mineo -
que envolve a produgdo, manutengdo efou utilizacdo de animais
pertencentes ac filo Chordata, subfile Vertebrata, para fins de
pesquisa cientifica = encontra-se de acordo com os preceitos da Leai
n? 11,784, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n® 6,899, de 15 de
julho de 2009, & com as normas editadas pelo Conzelho Nacional
de Confrole da Experimentagcdo Animal (COMCEA), e fol
APROVADA pela COMISSAD DE ETICA NA UTILIZACAD DE
ANIMAIS  (CEUA) da UNIVERSIDADE FEDERAL DE
UBERLANDIA, em reunida de 30 de setembro de 2018,
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