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RESUMO

Neospora caninum é um protozoario intracelular obrigatorio que pertence ao filo Apicomplexa e €
0 agente causador da neosporose, doenca de grande importancia médico- veterinaria por causar
abortos repetidos em bovinos ocasionados pela transmisséo transplacentaria do parasito, gerando
grandes perdas econdmicas em setores de corte e de leite. A importancia econdémica da neosporose
tem levado a diversas pesquisas no desenvolvimento de estratégias para prevencgdo e tratamento
desta infecgéo, incluindo pesquisas relacionadas a imunidade inata contra esse parasito. Nesse
contexto, nosso trabalho teve como objetivo o estudo da participacdo das vias inatas de
reconhecimento de acidos nucléicos, TLR3-TRIF e cGAS-STING, bem como de seu produto
comum IFN-tipo | na infecgéo por N. caninum. N6s observamos que camundongos TLR3” e TRIF
I apresentam altas cargas parasitarias, aumento de inflamagao tecidual e producao reduzida de IL-
12p40, TNF, IFN-y e 6xido nitrico. Além disso, demonstramos que o RNA de N. caninum recruta
TLR3 para o vacuolo parasitéforo e induz a translocacao de IRF3 para o nucleo celular, induzindo
a producéo de IFN-tipo I. Vimos também que a expressdo génica de TRIF é aumentada durante a
infecgdo pelo parasito em macrofagos, induzindo, por sua vez, aumento da expressdo de IFN-o e
IFN-B e em macrofagos TRIF” infectados houve redugdo de producdo de 1L-12p40, a qual foi
completamente reestabelecida com a reposicao de IFN-a recombinante. Nosso proximo objetivo
foi verificar se, assim como 0 RNA, o DNA de N. caninum teria a mesma capacidade de ativacdo
e inducdo de IFN- tipo I, sendo nesse caso, reconhecido pela via de cGAS-STING. No0ssos
resultados demonstraram que o DNA de N. caninum é capaz de induzir a producdo de altas
concentragOes de IFN-a ¢ IFN-B. Além disso, observamos que taquizoitos de N. caninum induzem
o0 recrutamento citosolico de cGAS e STING apds a invasao celular e esse recrutamento ocorre
devido ao reconhecimento de seu DNA por esses sensores de acidos nucléicos. Nos confirmamos
no modelo de estudo de Neospora, que a via de cGAS-STING é essencial para a producdo de IFN-
o e IFN-B, visto que a infecgdo de células STING™ com taquizoitos do parasito ou estimulo com
seu DNA gera niveis drasticamente reduzidos dessas citocinas. Observamos ainda que STING
modula positivamente a producgéo de IL-12 e IL-10, que sdo citocinas importantes na resposta
imune contra N. caninum, e que o controle da replicacdo parasitaria em macrofagos infectados é

prejudicado na auséncia dessa molécula. Por fim, nds avaliamos a importancia de IFN-tipo I,



produto comum das vias de TLR3 e cGAS, na resisténcia de camundongos infectados pelo
protozoario N. caninum. Para isso, analisamos os indices de morbidade e mortalidade em animais
WT e IFNAR™ infectados com taquizoitos de N. caninum monitorados por 30 dias ap6s a infec¢éo
e foi observado que na auséncia de IFN-tipo | os camundongos sdo mais suscetiveis a infeccdo. Em
seguida, realizamos infec¢des aguda e cronica para analises de parasitismo e inflamac&o tecidual,
producdo de citocinas, Oxido nitrico e anticorpos especificos. Pudemos observar que o0s
camundongos IFNAR”" apresentaram maior carga parasitaria nas células do lavado peritoneal,
pulmdes, figado e cérebro quando comparados aos WT. Além disso, os animais knockout
demonstraram grau moderado de inflamacdo tecidual hepatica e cerebral, com mdltiplos focos
inflamatorios e, ocasionalmente, aparecimento de lesdes necréticas, enquanto que os animais WT
apresentaram leve grau de inflamacdo. Em relacdo a producéo de citocinas, vimos que na auséncia
de IFN-tipo | a producéo de IL-12 e IFN-y é comprometida no soro, lavado peritoneal ¢ figado dos
animais infectados, além de a producdo de 6xido nitrico também ser reduzida. Para confirmar esses
resultados, realizamos dosagem de citocinas também in vitro, em sobrenadante de cultura de
macrdfagos derivados de medula dssea (BMDMs) de camundongos WT e IFNAR™, e observamos
que durante a infec¢do por N. caninum ha significativa reducéo da producdo de IL-12 e IL-10 nos
macrofagos knockout em comparacdo aos WT. Por fim, avaliamos a influéncia de IFN-tipo | na
producdo de anticorpos anti-N. caninum e observamos que essas citocinas ndo possuem influéncia
direta no desenvolvimento da resposta imune humoral durante o curso da infecgdo. Em conjunto,
nossos resultados mostram que o RNA de N. caninum é reconhecido pela via de TLR3-TRIF, a
qual atua na resisténcia de camundongos infectados controlando o parasitismo e inflamacéo
tecidual, marcadores importantes da doenca. Além disso, 0 DNA de N. caninum é reconhecido pela
via de cGAS-STING e induz a producédo de IFN-tipo I, que age juntamente com a resposta imune
do tipo Thl para controle da replicacdo parasitaria e aumento da resisténcia celular frente a

infeccdo.

Palavras-chave: Neospora caninum, TLR3, TRIF, cGAS, STING, IFN-tipo I.
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ABSTRACT

Neospora caninum is an obligatory intracellular parasite that belongs to the phylum Apicomplexa
and is the causative agent of neosporosis, a disease of great importance in veterinary medicine to
cause repeated abortions in cattle by the transplacental transmission of the parasite, generating
great economic losses in beef and dairy sectors. The economic importance of neosporosis has led
to several studies in the development of strategies for the prevention and treatment of this infection,
including researchs  related to innate  immunity  against  this  parasite.
In this context, our work aimed to study the participation of innate pathways of nucleic acid
recognition, TLR3-TRIF and cGAS-STING, as well as their common product IFN-type I in N.
caninum infection. We observed that TLR3”- and TRIF’ mice have high parasite loads, increased
tissue inflammation and reduced production of IL-12p40, TNF, IFN-y and nitric oxide. In addition,
we demonstrated that N. caninum RNA recruits TLR3 for the parasitophore vacuole and induces
translocation of IRF3 to the cell nucleus, activating the production of Type I IFN. We also saw that
TRIF gene expression is increased during N. caninum infection in macrophages, inducing, in turn,
increased expression of IFN-o and IFN-B and in infected TRIF”- macrophages there was a reduction
in 1L-12p40 production, which was completely reestablished with the replacement of recombinant
IFN-a. Our next objective was to verify whether, like RNA, the DNA of N. caninum would have
the same ability to activate and induce Type | IFN, in which case it would be recognized by the
CGAS-STING pathway. Our results demonstrated that N. caninum DNA is capable of inducing the
production of high concentrations of IFN-a and IFN-p. In addition, we observed that N. caninum
tachyzoites induce cytosolic recruitment of cGAS and STING after cell invasion and this
recruitment occurs due to the recognition of its DNA by these nucleic acid sensors. We confirmed
in the Neospora study model, that the cGAS-STING pathway is essential for the production of
IFN-a and IFN-B, since infection of STING™ cells with tachyzoites or stimulus with their DNA
generates dramatically reduced levels of these cytokines. We also observed that STING positively
modulates the production of IL-12 and IL-10, which are important cytokines in the immune
response against N. caninum, and that the control of parasite replication in infected macrophages
is impaired in the absence of this molecule. Finally, we evaluated the importance of Type | IFN, a

common product of the TLR3 and cGAS pathways, in the resistance of mice infected with the
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protozoan N. caninum. For this, we analyzed the morbidity and mortality rates in WT and IFNAR"
" animals infected with N. caninum tachyzoites monitored for 30 days after infection and it was
observed that in the absence of Type | IFN, mice are more susceptible to infection. Then, we
performed acute and chronic infections for analysis of parasitism and tissue inflammation,
production of cytokines, nitric oxide and specific antibodies. We observed that the IFNAR”" mice
had a higher parasite load on the cells of the peritoneal lavage, lungs, liver and brain when
compared to WT. In addition, the knockout animals showed a moderate degree of hepatic and brain
tissue inflammation, with multiple inflammatory foci and, occasionally, the appearance of necrotic
lesions, while the WT animals showed a mild degree of inflammation. Regarding the production
of cytokines, we saw that in the absence of Type | IFN, the production of IL-12 and IFN-y is
compromised in the serum, peritoneal lavage and liver of infected animals and the production of
nitric oxide also being reduced. To confirm these results, we performed cytokine dosage also in
vitro, in culture supernatant of bone marrow-derived macrophages (BMDMs) from WT and
IFNAR” mice, and we observed that during the N. caninum infection there is a significant
reduction in production of IL-12 and IL-10 in knockout macrophages compared to WT. Finally,
we evaluated the influence of Type I IFN on the production of anti-N. caninum antibodies and we
observed that these cytokines have no direct influence on the humoral immune response
development during the course of the infection. Together, our results showed that N. caninum RNA
is recognized by the TLR3-TRIF pathway, which acts on the resistance of infected mice by
controlling parasitism and tissue inflammation, important markers of the disease. In addition, N.
caninum DNA is recognized by the cGAS-STING pathway and induces the production of IFN-
type I, which acts together with the Th1-type immune response to control parasite replication and

increase cell resistance to infection.

Keywords: Neospora caninum, TLR3, TRIF, cGAS, STING, Type I IFN.
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1 INTRODUCAO GERAL

1.1 Neospora caninum e seus hospedeiros

Neospora caninum é um protozoario intracelular obrigatério que pertence ao filo
Apicomplexa e é 0 agente causador da neosporose. Este parasito esta intimamente relacionado com
Toxoplasma gondii, e tem sido estudado nas ultimas décadas por ser uma das principais causas de
doenca neuromuscular em cdes e repetidos abortos em bovinos, gerando grandes perdas
econdmicas em setores de corte e de leite (REICHEL et al., 2013). A espécie N. caninum, foi
descrita primeiramente em 1984 em cdes com encefalomielite severa que ndo possuiam anticorpos
contra T. gondii. Nao havia, entretanto, diferenciacédo bioldgica entre as espécies N. caninum e T.
gondii até 1988, quando a partir de entdo, Dubey e colaboradores isolaram e caracterizaram o
parasito, identificando-o (DUBEY et al., 1988).

Canideos tém sido descritos como seus hospedeiros definitivos - por exemplo, cées, coiotes,
lobos e dingos australianos, enquanto bovinos, ovinos, caprinos, veados, cavalos, bufalos asiaticos,
porcos, pombos e outras espécies de vertebrados homeotermos agem como seus hospedeiros
intermediarios naturais (ALMERIA; LOPEZ-GATIUS, 2013; DONAHOE et al., 2015; DUBEY
et al., 2011; GUI et al., 2020; KING et al., 2010; MINEO et al., 2009b; REICHEL et al., 2015;
SYED-HUSSAIN et al., 2015).

Algumas evidéncias sugerem que a neosporose possui potencial zoondtico, devido a
presenca de anticorpos especificos encontrados em humanos infectados com o virus HIV ou
desordens neurolégicas (LOBATO et al., 2006; OSHIRO et al., 2015). Entretanto, sdo achados
controversos, por ndo haver isolamento do parasito em humanos ou associa¢do de sua presenca
com sintomatologia clinica (CALERO-BERNAL et al., 2019; PETERSEN et al., 1999).

1.2 Morfologia e ciclo bioldgico

N. caninum se caracteriza por apresentar um ciclo de vida heteroxeno, com fases assexuada
e sexuada, sendo que a reproducdo assexuada ocorre nos hospedeiros intermediarios e a fase

sexuada ocorre no intestino de seus hospedeiros definitivos. Durante o seu ciclo, o parasito
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apresenta trés principais estagios: taquizoitos, bradizoitos contidos em cistos teciduais e
esporozoitos presentes dentro de oocistos, sendo que todas as formas podem transmitir a infecgdo
(DUBEY; SCHARES, 2011; EIRAS et al., 2011).

Os taquizoitos representam a forma proliferativa do parasito e sdo capazes de invadir e
replicar em diferentes tipos celulares, in vivo e in vitro. Caracterizam-se como a forma parasitaria
responsavel por disseminar a infeccdo, causando dano tecidual e com potencial de transmissao por
via transplacentaria ao feto (GARCIA-SANCHEZ et al., 2019). Sdo ovoides, redondos ou em
forma de meia-lua, com o nucleo na posicéao central ou terminal, e medem aproximadamente 6 x 2
um, dependendo do estagio de crescimento e divisao, e do plano de corte nos tecidos (LINDSAY;
DUBEY, 2020).

Para sobreviver dentro do hospedeiro, N. caninum desenvolveu um conjunto de
mecanismos que direcionam diversas respostas adaptativas, desse modo, sob pressdo fisiologica
e/ou do sistema imune, o parasito consegue realizar conversdo de formas taquizoitas em
bradizoitos, como forma de adaptagdo (HEMPHILL; AGUADO-MARTINEZ; MULLER, 2016;
LINDSAY; DUBEY, 2020).Em um hospedeiro imunocompetente, acontecem por volta de 20
divisbes das formas taquizoitas antes da sua diferenciacdo em bradizoitos (GOODSWEN;
KENNEDY; ELLIS, 2013), os quais possuem multiplicacdo lenta, caracterizam a fase cronica da
doenca e sdo encontrados em cistos teciduais no sistema nervoso central, na retina e no musculo
esquelético nos diversos hospedeiros (DUBEY; BUXTON; WOUDA, 2006).

Os bradizoitos medem cerca de 8 x 2um apresentam forma alongada (DUBEY;
THULLIEZ, 2005), um nucleo subterminal e de 6 a 12 roptrias (DUBEY et al., 2002). Cerca de 20
a 100 bradizoitos ficam inclusos em cistos teciduais, 0s quais caracterizam o estagio latente da
infeccdo, geralmente sdo redondos ou ovais, podendo medir até 100 um de comprimento com uma
parede dupla de até 4 um. Em fetos bovinos, os cistos sdo encontrados principalmente no cérebro,
enguanto nos bezerros com neosporose congénita, os cistos localizam-se no cérebro e na medula
espinhal (DUBEY et al., 2006). Acredita-se que os bradizoitos sejam a forma evolutiva que mais
frequentemente da origem a infeccdo oral de canideos ap0s acdo predatdria sobre hospedeiros
intermedidrios, resultando em oocistos nas fezes e disseminacao da infeccédo (LINDSAY; DUBEY,
2020).

Os oocistos de N. caninum sdo excretados na forma ndo esporulada nas fezes dos

hospedeiros definitivos e medem de 10 a 12 um de diametro. Atualmente, pouco se sabe em relagao
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a frequéncia de liberagdo e o tempo de sobrevivéncia dos oocistos no ambiente (LINDSAY;
DUBEY, 2020). Os esporozoitos sdo o produto final da fase sexuada, alongados e possuem
dimensdo de 6,5 x 2,0. Durante o processo de esporulacao eles se desenvolvem dentro dos oocistos,
0s quais se tornam infectantes apos trés dias no ambiente e contém dois esporocistos (medindo
cada um 8,4 x 6,1 um) cada um com quatro esporozoitos cada (DUBEY et al., 2002).

O ciclo da neosporose (Figura 1) se inicia pela ingestdo de cistos presentes nos tecidos de
presas ou oocistos contidos na agua e alimentos. Os cistos e oocistos passam por digestdo quimico-
enzimatica no estbmago e duodeno, liberando as formas infectantes na luz intestinal. Os
esporozoitos sdo liberados no trato digestivo invadindo as células epiteliais, leucécitos e
fibroblastos e se multiplicam por endodiogenia, formando vaclolos que rompem as células
hospedeiras quando estdo repletos de taquizoitos (GOODSWEN; KENNEDY; ELLIS, 2013;
LINDSAY; DUBEY, 2020). Os parasitos migram para o tecido linféide associado a mucosa
intestinal e sdo disseminados para todo o organismo por meio da circulacdo linfatica, sanguinea e
por via ascendente por tecidos nervosos periféricos (LINDSAY; DUBEY, 2020).

Apds alguns ciclos de multiplicacdo do parasito e pela pressao exercida pelo sistema imune
do hospedeiro, taquizoitos ddo origem a bradizoitos e formam novos cistos teciduais
(GOODSWEN et al., 2013). Quando os cistos sdo ingeridos por hospedeiros definitivos,
bradizoitos sdo liberados, invadem células epiteliais do intestino delgado e culminam com o
desenvolvimento da fase sexuada (gamogonia) com producédo final de oocistos ndo esporulados
(imaturos ou ndo infecciosos), que sdo eliminados com as fezes (LINDSAY; DUBEY, 2020).

No ambiente, sob condi¢cBes 6timas de oxigenacdo, temperatura e umidade, ocorre a
esporogonia, levando ao desenvolvimento de oocistos esporulados, que ocasionam a transmisséo
horizontal de N. caninum aos bovinos e demais hospedeiros intermediarios ao serem ingeridos
através de agua ou alimentos contaminados (DONAHOE et al., 2015).

A transmissdo transplacentaria ou congénita foi demonstrada em bovinos e em cées
infectados experimentalmente (DUBEY et al., 1992). No caso dos bovinos, diversos estudos
demonstram que esta é considerada a via de transmissdo mais importante, podendo ocorrer por
diversas geracdoes (BENAVIDES et al., 2012; GOODSWEN et al., 2013; REGIDOR-CERRILLO
et al., 2015). Embora N. caninum tenha sido encontrado no leite (MOSKWA et al., 2007) e no
sémen (FERRE et al., 2005) de bovinos naturalmente infectados, essas rotas de transmisséo
horizontal sdo consideradas improvaveis (LINDSAY; DUBEY, 2020).
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N. caninum também realiza seu ciclo de vida em animais silvestres, os quais poderiam atuar
como reservatorios do parasito, apesar da necessidade de se elucidar a frequéncia real com que tal
processo ocorre na natureza (DONAHOE et al., 2015). Casos clinicos de neosporose foram
reportados em rinocerontes, guaxinins, cervos, alpacas, Ihamas e antilopes (DUBEY et al., 2017).
Além disso, cdes, vacas, carneiros, cabras, bafalos, raposas, coiotes, lobos, veados, alpacas,
camelos e pombos tém sido identificados como hospedeiros naturais, a partir do isolamento
parasitario em tecidos bem como a deteccdo de anticorpos especificos por ensaios soroldgicos
(COSTA et al., 2008; DE BARROS et al., 2018; DUBEY, 2003; GONDIM, 2006; MINEO et al.,
2011). Sabe-se que os cavalos podem ser infectados por uma outra espécie de Neospora, N. hughesi
(MARSH et al., 1998), para qual ndo se tem informacdes a respeito de infecgdes outros animais
(LINDSAY; DUBEY, 2020).

Hospedeiros definitivos

Oocistos nao-esporulados
Ingestdo por canideos liberados nas fezes

Cistos teciduais

Oocistos nos
. alimentos, dgua
' Fetos infectados ) ou solo
Hospedeiros intermediarios
intermediarios

| §
?‘ii'.' ‘ﬁ
v - Qocistos esporulados
Aguae alimentos
contaminados

- o

Ingestdo por
hospedeiros

Figura 1 — Ciclo bioldgico de Neospora caninum. O ciclo de vida completo heteroxeno inclui tanto a replicagao
sexuada quanto assexuada. A transmissdo horizontal ocorre através de oocistos e cistos teciduais: Canideos sao
infectados por comer carne contaminada. Os oocistos sdo excretados e persistem no ambiente por periodos de tempo
desconhecido. O hospedeiro intermedidrio é infectado pela ingestdo de pastos contaminados com fezes ou pela agua,
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ou por comer cistos teciduais. Transmissdo vertical: taquizoitos podem ser transmitidos via transplacentaria. (Adaptado
de Lindsay e Dubey, 2020).

1.3 Patogénese e sinais clinicos

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

A invasao celular pelo estagio infectante do parasito € composta por Varios processos.
Primeiramente, ocorre uma interacdo entre o parasito e a célula hospedeira, envolvendo vérias
proteinas de superficie como NcSAG1 e NcSRS2, que s&o ancoradas na superficie do parasito por
moléculas de glicosilfosfatidilinositol (GPIs) Em sequencia, o parasito sofre uma reorientacdo para
qgue sua proeminéncia apical entre em contato com a superficie celular, ocasionando uma
invaginacdo de membrana para a formag&o do vacuolo parasitoforo, secretando diferentes proteinas
de micronemas, como as MIC1, 2, 3, 4, 6, 19 e 26, que possuem funcao de adesinas e formam uma
juncéo do tipo irreversivel (tight junction). Apés a formacédo desta juncédo, o taquizoito é envolto
pelo vacuolo parasitoforo, com a participacdo do seu citoesqueleto, resultando na invasdo celular
propriamente dita (FEREIG; NISHIKAWA, 2020; KELLER et al., 2002; KELLER et al., 2004; LI
etal., 2015; NAGULESWARAN et al., 2001; PEREIRA et al., 2011; REID et al., 2012).

Como a membrana celular é a mesma que forma o vacutolo parasitéforo, 0 mesmo néo se
funde com os lisossomos. Posteriormente, ocorre a secrecao de proteinas de roptrias como ROP 1
e 2no interior do vacuolo parasitéforo, a fim de estender a sua membrana para que se possa formar
uma associacdo com as organelas celulares do hospedeiro. Além disso, muitas proteinas de roptrias
de N. caninum foram identificadas e caracterizadas como fatores de viruléncia, dentre elas ROP18,
5,40¢e 16 (LEI et al., 2014; MA et al., 2017b; PASTOR-FERNANDEZ et al., 2016). Finalmente,
a membrana do vacuolo é modificada pelas proteinas de granulos densos, que contribuem para a
maturacdo do vacuolo parasitoforo e formacdo de uma rede de membrana metabolicamente ativa,
que promove o crescimento e sobrevivéncia do parasito no interior do vacuolo. Diversas proteinas
de granulos densos de N. caninum ja foram identificadas, dentre elas GRAL, 2, 6, 7, 9, 14

(ALVAREZ-GARCIA et al., 2007; ATKINSON et al., 2001; ELLIS et al., 2000; LEINEWEBER
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etal., 2017; LIDDELL etal., 1998; LIU et al., 2013). Os taquizoitos se multiplicam no interior do
vaclolo parasitoforo por endodiogenia, até subsequente lise celular e liberacdo de novos
taquizoitos, que se encontram livres para infectar varios tecidos e células (FEREIG; NISHIKAWA,
2020; NAGULESWARAN; MULLER; HEMPHILL, 2003).

Devido a rapida multiplicacéo de taquizoitos na fase aguda, o agente pode causar a morte
celular, com conseqiientes lesGes necrdticas em poucos dias, acarretando problemas
neuromusculares, como encefalomielite em filhotes caninos e deformidades congénitas em
membros de bovinos outros hospedeiros intermediarios. Apesar da ampla variedade de espécies
acometidas por N. caninum, bovinos e cdes sdo 0s hospedeiros que apresentam sinais clinicos mais
expressivos (DUBEY; LINDSAY, 1996; EIRAS et al., 2011; GOODSWEN; KENNEDY; ELLIS,
2013).

A patogénese do aborto causado por N. caninum em bovinos ndao € completamente
entendida, mas sabe-se que sua inducdo ocorre principalmente pela parasitemia materna
transmitida pela placenta ao feto durante a gestacdoe que acomete tanto gado de corte como de
leite, do 3° més até o final da gestacdo, sendo mais comum entre 0 5° e 0 6° més. Outras
consequéncias clinicas da neosporose bovina incluem reabsorcdo, autolise fetal dentro do utero,
natimortos e recém-nascidos com sinais clinicos. (FEREIG; NISHIKAWA, 2020; LINDSAY;
DUBEY, 2020). Além disso, ha evidéncias de que respostas inflamatdrias induzidas pelo parasito
na interface materno-fetal prejudique a gestacdo, causando lesdes em tecidos fetais ocasionadas
pela multiplicacdo do parasito, além de danos na placenta que interrompem o fornecimento de
nutrientes e oxigénio (CANTON et al., 2014; DUBEY et al., 2002; INNES et al., 2005).

Nos fetos, a infeccdo € sistémica, com areas de inflamacdo na maioria dos 6rgdos. A morte
fetal resulta provavelmente de dois mecanismos principais. O primeiro, € mais comum, € a
insuficiéncia cardiaca associada & miocardite e necrose do miocardio. A evidéncia da insuficiéncia
cardiovascular € o edema do feto (anasarca) e necrose hepética. O segundo mecanismo do aborto
é a placentite com necrose do epitéelio corinico da placenta, e separacao das vilosidades coriénicas
das cartnculas do endométrio. Embora as lesbes do cérebro sejam importantes, a infeccdo do
sistema nervoso pode néo ser o principal fator de morte fetal ou aborto (DUBEY; LINDSAY,
1996).

Dentre os bezerros congenitamente infectados por N. caninum, até 95% podem permanecer

clinicamente normais. J& o aparecimento dos sinais clinicos ocorre somente até 0s 2 meses de
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idades, incluindo sinais neuroldgicos, perda de peso, incapacidade de se levantar e flexdo ou
hiperextensdo de membros. Além disso, ocasionalmente podem aparecer defeitos congénitos como
hidrocefalia e estreitamento da medula espinhal (DUBEY etal., 2017; LINDSAY; DUBEY, 2020).

A neosporose canina ocorre geralmente como infeccdo sub-clinica persistente que pode se
reativar durante processos de imunossupressao ou gestagéo, resultando nesse caso em parasitemia
materna e transmissdo transplacentaria para o feto. Assim, ninhadas sucessivas podem estar
infectadas (DUBEY et al., 2002), embora em menor grau de transmissao vertical, sugerindo que a
exposicdo pos-natal é necessaria para manter o parasito na populacdo canina. Céaes de todas as
idades sdo suscetiveis a infeccdo, no entanto, os casos mais graves ocorrem em filhotes
congenitamente infectados (FEREIG; NISHIKAWA, 2020). Sinais clinicos que podem ocorrer
incluem dificuldade na degluticdo, paralisia da mandibula, flacidez muscular, atrofia muscular,
paralisia dos nervos faciais e faléncia cardiaca (DONAHOE et al., 2015; DUBEY, 2003; DUBEY;
SCHARES, 2011). Além disso, a neosporose canina pode causar poliradiculoneurite, encefalite,
polimiosite e paralisias, sendo a paralisia ou paresia dos membros posteriores o sinal mais
consistente da infeccdo neonatal (DONAHOE et al., 2015; DUBEY; SCHARES, 2011). Também
ha relatos de neosporose cutanea, em que ha presenca de um grande nimero de taquizoitos nas
lesGes, sugerindo um descontrole da resposta imune do hospedeiro (LEGNANI et al., 2016; MANN
et al., 2016).

1.4 Resposta imune contra N. caninum

Os mecanismos protetores contra o parasito N. caninum, envolvem tanto a resposta imune
inata quanto adaptativa. Predominantemente, a protecdo do hospedeiro é induzida por um tipo Thl
de resposta imune, produzindo IL-12 e IFN-y em colaboragdo com respostas celulares que atuam
para controlar o parasitismo tecidual (FEREIG; NISHIKAWA, 2020; MONNEY; HEMPHILL,
2014). Estudos utilizando modelos experimentais de neosporose em camundongos mostraram que
a presenca do parasito induz recrutamento intenso de macréfagos para o sitio da infec¢do (ABE et
al., 2014). Além disso, células dendriticas possuem papel primordial no controle parasitario,
produzindo grandes concentragfes de IL-12 nas fases iniciais da infeccdo e linfcitos T CD4" e

CD8" sdo determinantes no controle da neosporose em diversos hospedeiros principalmente via
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producdo de IFN-y (CORREIA et al., 2013; OROZCO; MORALES; SALMERON, 2013;
TANAKA et al., 2000). Nesse contexto, proteinas especificas do parasito como SAG1, SRS2,
GRA2, MIC3, GRA7 e MIC11 foram identificadas como imunogénicas para estimulacdo de
linfocitos T CD4* (ROCCHI et al., 2011).

Nos primeiros momentos da infecgdo a primeira barreira a ser enfrentada pelo coccideo
consiste na secre¢do, pelos enterdcitos infectados, de moléculas citotoxicas como o 6xido nitrico e
citocinas como a IL-15, que induzem as células natural killer (NK) a produzir IFN-y e quimiocinas.
Modelos de estudo de Neospora em bovinos sugerem, por fenotipagem celular de sangue
periférico, que as células NK decaem nos dias 4-6 da infeccdo mas voltam a aumentar nos dias 11-
15 juntamente com linfécitos T CD8", contribuindo para a producdo de IFN-y e recrutando
leucdcitos polimorfonucleares, células dendriticas e macréfagos para o sitio da infec¢do (KLEVAR
etal., 2007).

Outra barreira a ser enfrentada sdo as espessas juncdes intercelulares da mucosa intestinal
que tentam deter a invasao do parasito pela via oral (MARCAIS et al., 2013). Anélises do tecido
intestinal de um cdo jovem infectado naturalmente com N. caninum detectaram infiltrados de
eosinofilos, macréfagos, além de hemorragias multifocais que contribuiram para a atrofia e necrose
desse tecido. Além disso foram encontradas estruturas semelhantes a oocistos e esquizontes no
epitélio, indicando a importancia da uma resposta imune nas celulas intestinais dos hospedeiros
(KUL et al., 2015).

A resposta imune inata desencadeada pela infec¢do por N. caninum desempenha um papel
importante na protecdo do hospedeiro. Inicialmente, o parasitismo é controlado pela producéo de
IFN-y e IL-12p40, derivados da sinapse imunoldgica entre células apresentadoras de antigeno
(APC) e linfocitos T auxiliares (TCD4™). IL-12 em conjunto com IFN-y, criam um ambiente pro-
inflamatdrio essencial ao combate ao parasito impedindo sua replicacdo, destruindo as células
infectadas, neutralizando os parasitos extracelulares e induzindo a formacdo de cistos teciduais
(DONAHOE et al., 2015; MINEO et al., 2009a; MONNEY; HEMPHILL, 2014).Além disso,
células natural killer (NK) e células T citotoxicas (TCD8") atuam na primeira linha de defesa,
realizando a lise das células infectadas com formas taquizoitas e induzindo produgéo de citocinas
(FEREIG; NISHIKAWA, 2020; MONNEY; HEMPHILL, 2014).

Além de destruir células infectadas, linfécitos TCD8* contribuem para controlar as
infeccbes agudas devido a producdo de IFN-y e ativagdo de macrofagos. Deste modo, IFN-y
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representa um dos principais mediadores de resisténcia através da ativacdo dos macréfagos, os
quais produzem intermediarios reativos de oxigénio e de nitrogénio, inibindo as enzimas
necessarias para a replicacao do parasito (COOMBS et al., 2020; CORREIA et al., 2015).

Outra citocina que possui participacao ativa na resposta imune celular contra N. caninum é
a IL-10, a qual controla as lesfes locais e sisttmicas geradas pela infec¢do por possuir um efeito
inibitorio sobre a atividade microbicida dos macrofagos, producédo de IFN-y e IL-12 e diferenciacdo
de clones Thl (JESUS et al., 2013; MINEO et al., 2010).

Para que haja uma resposta imune efetiva do hospedeiro no combate ao parasito sem lesées
teciduais exacerbadas, é necessario um balanco entre a producéo de citocinas do perfil Thl e Th2
em busca da homeostasia. Quando é estabelecida a predominancia da resposta pro-inflamatoria
Th1 em bovinos infectados com N. caninum, a gestacdo frequentemente é prejudicada, podendo
resultar em aborto ou reabsorcdo fetal. De modo contrario, a maior producdo de citocinas
regulatorias e/ou anti-inflamatdrias como IL-4 e IL-10 promove a continuidade da gestacdo, visto
que a sobrevivéncia fetal é estritamente relacionada a sua competéncia imunoldgica (ALMERIA;
SERRANO-PEREZ; LOPEZ-GATIUS, 2017).

As células que participam da resposta imune inata expressam receptores de reconhecimento
padrdo (PRRS), tais como os receptores Toll-like (TLRs), Nod-like (NLR), RIG-I-like (RLR) que
reconhecem padrdes moleculares associados a patégenos (PAMPs) (DA SILVA et al., 2017;
YAROVINSKY, 2014) e diversos sensores de reconhecimento de acidos nucléicos, tais como
CGAS, STING, DAI, IFI16 e DDX41 (PANDEY; KAWAI; AKIRA, 2014). Todos 0s PRRs
necessitam de moléculas adaptadoras que sdo responsaveis pelo recrutamento de proteinas quinases
e fatores de transcricdo que levardo a transcricdo do sinal, seja ele para producdo de citocinas
inflamatorias ou producdo de citocinas relacionadas a Interferon Tipo | (YAROVINSKY, 2014).

Séo reconhecidos treze diferentes receptores do tipo Toll em vertebrados, os quais utilizam
principalmente MyD88 (Fator 88 de diferenciagdo miel6ide) e/ou TRIF (Molécula indutora de
interferon-p com dominio TIR), para a realiza¢do da transcricdo do sinal. Em camundongos, os
TLRs podem estar associados as membranas celulares (TLR1, 2, 4, 5, 6) ou endossomas (TLR3, 7,
8,9, 11, 12 e 13) (CHEN; SZODORAY; ZEHER, 2016; VIJAY, 2018). Todos os TLRs, exceto
TLR3, compartilham a mesma proteina adaptadora, MyD88. TLR3 transcreve sinais somente via
TRIF, e TLR4, sinaliza através de ambas as vias, dependendo do estimulo. Isto torna o

processamento de um sinal de TLR4 relativamente complexo, em comparacdo com outros
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receptores da familia TLR (CHEN et al., 2018; JIMENEZ-DALMARONI; GERSWHIN;
ADAMOPOQULOS, 2016).

A via de sinalizacdo dependente de MyD88 leva a ativacdo dos fatores de transcricdo NF-
kB ¢ MAPK, que codificam a expressdo de mediadores pro-inflamatdrios (MINEO et al., 2009a).
Jé& a via dependente da molécula adaptadora TRIF ativa fatores regulatérios de Interferon (IRFs)
resultando na produgdo de Interferon do tipo | (IFN-I) e citocinas pro-inflamatdrias
(MCALLISTER et al., 2013; MIRANDA et al., 2019).

Diversos estudos mostraram que N. caninum €é capaz de ativar receptores do tipo Toll.
Durante a infec¢do, o receptor TLR2 induz a ativacdo de células apresentadoras de antigenos e
producdo de IL-12 e IFN-y, levando a uma polarizagdo de respostas imunes para um perfil Thl
(MINEO et al., 2010). Além disso, foram identificadas proteinas especificas do parasito que
interagem com TLR2, como GPIs, ROP2 e ROP40, sendo por esse motivo consideradas como
potenciais antigenos vacinais (AGUADO-MARTINEZ et al., 2019; DEBARE et al., 2019). No
caso de TLR3, foi demonstrado que esse receptor atua no reconhecimento do RNA de N. caninum
com posterior indugédo de citocinas do grupo IFN- tipo I, sendo essa via de sinalizacdo importante
para a resisténcia de camundongos infectados (BEITING et al., 2014; MIRANDA et al., 2019). A
infecgdo experimental em cdes e camundongos com N. caninum mostrou que TLR4 é essencial
para a protecdo desses hospedeiros (BOTELHO et al., 2007; NECESANKOVA et al., 2016). A
ativacdo pelo parasito também ocorre para TLR11, causando up-regulation de IL-12 por meio da
proteina quinase ERK e transcri¢do de sinal via MAPK (JIN et al., 2017). No caso de bovinos,
sabe-se que os receptores endossomais TLR3, 7, 8 e 9 podem ser ativados tanto por taquizoitos de
N. caninum, quanto por seu antigeno soltvel ou proteinas especificas, como SAG1, HSP70 e GRA7
(MARIN et al., 2017). A proteina adaptadora MyD88 foi descrita na literatura como importante na
resisténcia do hospedeiro infectado por N. caninum, de modo que camundongos MyD88"
infectados com taquizoitos do parasito apresentaram 100% de mortalidade, descontrole da
replicacéo parasitaria, baixas producgdes de IL-12 por células dendriticas e respostas dependentes
de IFN-y prejudicadas, demonstrando que MyD88 é crucial para o desenvolvimento de uma
resposta imune apropriada (MINEO et al., 2009a).

Em relacdo aos receptores semelhantes a NOD (NLRs), foi visto que a via de sinalizagéo
ativada por NOD-2, que € colocalizado com o vacuolo parasitoforo, atua no controle da replicacéo
parasitaria de N. caninum, entretanto, intensifica a inflamag&o gerada pela infec¢éo gerando grave
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patogénese e morte do hospedeiro (DAVOLI-FERREIRA et al., 2016). Esse efeito deletério
também foi observado para o receptor dectina-1, visto que camundongos geneticamente deficientes
para essa molécula apresentaram resisténcia a infeccdo por N. caninum bem como alta producao
de 1L-12p40 (DA SILVA et al., 2017).

Resultados in vitro demonstraram que em macréfagos peritoneais e derivados de medula
6ssea de camundongos infectados por taquizoitos de N. caninum ocorre a ativagdo do receptor
NLRP3 do inflamassoma, importante complexo multiprotéico que detecta patdgenos, associado
com liberacdo de IL-1p e IL-18, clivagem de caspase-1 e morte celular. J& a infeccdo de
camundongos NLRP3™-, ASC e caspase-1/11 resultou em baixas producdes de IL-18 e IFN-y no
soro, infiltrado inflamatdrio e altas cargas parasitarias nos sitios da infeccéo, sugerindo um papel
desse receptor no controle da replicacdo parasitaria (WANG et al., 2018).

Quanto aos fatores de transcricdo das principais vias inatas de sinalizacéo, sabe-se que as
proteinas GRA6, GRA7 e GRA14 sdo ativadoras de NF-xB (NISHIKAWA et al., 2018) e a
proteina Nc14-3-3 de N. caninum é considerada molécula-chave para a ativacdo de MAPK e NF-
kB, com consequente produ¢do das citocinas IL-6, 1L-12p40 e TNF (LI et al., 2019). Ainda em
relacdo a via das MAPK, foi reportado que N. caninum manipula a fosforilagdo de p38 como
mecanismo de evasao da resposta imune do hospedeiro, visto que a infeccdo de macr6fagos com
taquizoitos do parasito ou estimulo com extrato antigénico rapidamente induz fosforilacdo de p38,
e 0 blogueio dessa molécula in vivo induz aumento da producéo de IL-12, reducdo de carga
parasitaria e inducdo de resisténcia em camundongos infectados por N. caninum (MOTA et al.,
2016). Além disso, a infeccdo de macrofagos murinos imortalizados com taquizoitos do parasito
induz translocacdo nuclear de IRF3 e producdo de IFN-a e IFN-B (MIRANDA et al., 2019) e a
secrecao da proteina ROP16 em fibroblastos humanos infectados resulta na ativacéo e translocacao
nuclear de STAT3 (MA et al., 2017a).

Sabe-se que a resposta imune humoral também possui importante papel na resisténcia do
hospedeiro. Camundongos deficientes em linfocitos B infectados por N. caninum apresentaram alta
suscetibilidade a infeccdo, além de baixa producdo de IFN-y quando comparados aos animais WT
(EPERON et al., 1999). Em bovinos, alguns autores relatam que os niveis de anticorpos variam
durante a gestagcdo e estdo relacionados ao alto risco de aborto (BRICKELL; MCGOWAN;
WATHES, 2010; YANIZ et al., 2010). Além disso, ocorre a producéo de subclasses 1gG1 e 1gG2
durante a infeccdo, sendo que 1gG2 é encontrada em maior concentra¢do que IgG1 (MOORE et
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al., 2011). Estudos em bovinos demonstram que a presenga de IFN-y (Th1) favorece a produgéo de
anticorpos 1gG2, enquanto que a IL-4 (Th2) regula a sintese de anticorpos IgG1(ESTES;
CLOSSER; ALLEN, 1994; ESTES et al., 1995). Em um estudo realizado na Espanha em 2011, os
maiores niveis de IgG2 foram relacionados com
protecéo contra o aborto em bovinos de corte, mas ndo em gado leiteiro. Segundo 0s autores, uma
possivel explicacdo para isso seria que a 1gG2 por si s6 ndo é suficiente para proteger contra o
aborto, mas tem de ser associada com alta producédo de IFN-y, que é o caso do gado de corte, € nao
do gado leiteiro (SANTOLARIA et al., 2011).

Apo6s uma infeccdo primaria por N. caninum, bovinos apresentam anticorpos especificos
das subclasses IgM e IgG. Os niveis de IgM possuem niveis detectaveis a partir da segunda semana
e decrescem sua concentracdo apds 4 semanas de infeccdo. Em contrapartida, os niveis de 1gG
aumentam na primeira semana de infec¢do podendo permanecer até 6 meses ap0s 0 contato com o
parasito (TREES; WILLIAMS, 2005; WILLIAMS et al., 2009).

As proteinas de granulos densos de N. caninum s&o as principais moléculas detectadas
por anticorpos especificos em diversos hospedeiros, no entanto, outras proteinas de superficie
também apresentaram alta reatividade com anticorpos (FEREIG; NISHIKAWA, 2020). Sabe-se de
maneira geral, que os anticorpos especificos possuem a capacidade de neutralizar e opsonizar o0s
parasitos, limitando a replicacdo de formas taquizoitas de N. caninum. Entretanto, a participacdo
especifica das imunoglobulinas, bem como das células B que as produzem, precisa ser melhor

elucidada.

1.5 Controle da neosporose

O controle da neosporose bovina é baseado principalmente na prevengdo da contaminagao
ambiental com oocistos eliminados nas fezes dos cées, restringindo 0 acesso desses animais nas
proximidades do rebanho e realizando abate de animais infectados (LINDSAY; DUBEY, 2020;
MCALLISTER, 2016). Pesquisadores demonstraram que em cdes errantes e de areas rurais a
prevaléncia da neosporose € maior do que em cées da area urbana (MINEO et al., 2004). Tal fato

pode estar associado a proximidade destes animais com areas de criacdo de gado, onde muitas
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vezes tem-se a exposicdo de restos de anexos placentérios, carcacas e fetos abortados que séo
ingeridos pelos cées e que podem estar contaminados (CERQUEIRA-CEZAR et al., 2017).

Até 0 momento ndo existem medicamentos eficazes para a eliminagéo de cistos teciduais,
assim as estratégias de manejo nas fazendas se tornam essenciais para impedir a permanéncia do
parasito nos rebanhos bovinos. O abate de vacas soropositivas e a transferéncia de embrides para
vacas soronegativas sdo formas de diminuir a transmissao vertical de N. caninum, no entanto, essas
estratégias ndo sdo financeiramente viaveis para 0s pecuaristas e acabam nao sendo frequentemente
adotadas (LINDSAY; DUBEY, 2020).

Tratamentos profilaticos baseados em vacinas que limitem a transmissdo vertical e a
ocorréncia de abortos apresentam o melhor custo-beneficio se tratando de ferramentas de controle
da neosporose bovina (HORCAJO et al., 2016; LIU; REICHEL; LO, 2020). Uma vacina comercial
inativada chamada NeoGuard™ foi moderadamente bem sucedida em testes de campo (WESTON;
HEUER; WILLIAMSON, 2012), mas posteriormente foi retirada do mercado por falta de dados
consistentes associados a prevencdo de abortos em bovinos. Muitos estudos envolvendo
mecanismos da relacdo parasito-hospedeiro da neosporose possuem como referéncia pesquisas
relacionados a infeccdo por T. gondii, mas sabe-se que apesar da proximidade filogenética dos dois
parasitos, ha diferencas imunoldgicas e moleculares importantes que devem ser exploradas pelas
comunidade cientifica para possibilitar a identificacdo de potenciais vacinais (MARUGAN-
HERNANDEZ, 2017). Nesse contexto podemos citar uma vacina atenuada comercializada contra
a toxoplasmose, a Toxovax™, que é licenciada na Europa e Nova Zelandia para o uso em ovelhas,
mas ndo protege contra a neosporose e nao pode ser utilizada em outras espécies (HORCAJO et
al., 2016).

Atualmente ndo ha nenhuma vacina eficaz contra os abortos em bovinos provocados pela
neosporose (LINDSAY; DUBEY, 2020) e desenvolver uma vacina que ganhe aceitacdo e possa
ser comercializada ainda apresenta varios desafios. Com o objetivo de se evitar reversdo da
viruléncia durante a gestacao, isolados de baixa viruléncia e com capacidade reduzida de se manter
no hospedeiro tem sido testados como possiveis candidatos vacinais. Nesses casos, as cepas podem
ser isoladas de animais assintomaticos ou podem sofrer atenuacdo induzida por alteragdes de
temperatura, multiplas passagens em cultura celular, irradiagdo ou manipulagdo genética
(MARUGAN-HERNANDEZ, 2017). A primeira cepa descrita de N. caninum com atenuagdo

induzida, Nc-Nowra, apresentou eficacia promissora na prevencao da transmissao exdgena da
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neosporose e na protecdo contra a morte fetal em bovinos. A taxa de protecdo variou de 55 a 85%
dependendo da via de vacinagdo (intravenosa x subcutanea) e da condic¢do do parasito (fresco ou
criopreservado) (WEBER et al., 2013).

Outra alternativa para o desenvolvimento de uma vacina contra a neosporose é a utilizagdo
de tecnologias de nova geragdo, como proteinas recombinantes, vacinas de DNA/RNA ou vetores
vacinais, que representam a maioridade das pesquisas relacionadas a prevencdo da neosporose
atualmente (MANSILLA et al., 2016; MARUGAN-HERNANDEZ, 2017; XU et al., 2019). Além
disso, outras ferramentas estdo sendo empregadas como a combinacédo de diferentes antigenos, uso
de adjuvantes aprimorados e indutores de resposta imunolégica, como por exemplo a fusdo com
ligantes de receptores Toll-like (MARUGAN-HERNANDEZ, 2017).

Em relacdo ao controle da neosporose canina, deve-se evitar a reproducédo de cadelas soropositivas
e impedir seu acesso a locais contendo rebanho bovino. Além disso, a alimentagdo de caes de area
rural ndo deve incluir carne ou visceras cruas. Dessa forma haverd uma interrupcéo do ciclo deste

parasito ajudando no controle da doenca (REICHEL et al., 2014).

2 JUSTIFICATIVA

Dentre os patdgenos que causam desordens reprodutivas em bovinos, o protozoario N.
caninum tem requerido atencdo especial de produtores e médicos veterinarios, devido a sua
eficiéncia em transferir-se para o embrido, bem como por sua capacidade de induzir perdas
reprodutivas. A nivel global, a perda média devido ao aborto bovino causado pela neosporose, foi
estimada em mais de 1.298,3 milhdes de dolares anualmente, sendo que aproximadamente dois
tercos desse prejuizo € devido a queda na producdo de leite. Na América do Sul estima-se uma
perda econdmica de US$ 239,7 milhdes por ano decorrente da infeccdo pelo parasito. Ja no Brasil,
a perda foi estimada em 51,3 milhGes de délares ao ano, fato que indica o grande impacto
econdmico da neosporose em paises de esséncia pecuarista (REICHEL et al., 2013; REICHEL et
al., 2015).

A importancia econbmica da neosporose tem levado a diversas pesquisas no

desenvolvimento de estratégias para prevencdo e tratamento desta infecgdo, no entanto, até o
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momento ndo ha no mercado vacinas que sejam eficazes contra a doenga. A recente identificacdo
e caracterizacdo do protozoario ainda ndo permitiu que diversos mecanismos da resposta
imunolodgica fossem descritos. Assim, elucidar tais caracteristicas torna-se importante para o
entendimento e controle da infeccdo pelo parasito.

O presente trabalho busca melhor entender a relag&o entre N. caninum e seus hospedeiros,
levando-se em consideracdo o reconhecimento de acidos nucléicos por receptores da imunidade
inata. O trabalho serd dividido em 3 capitulos. No capitulo | serd apresentado um estudo
recentemente publicado pelo nosso grupo de pesquisa, no qual foi observado que, diferentemente
de T. gondii, 0o RNA de N. caninum € um importante gatilho para a inducéo de respostas que geram
IFN- tipo | por meio de TLR3 e TRIF (MIRANDA et al., 2019).

No Capitulo 11, buscando expandir o conhecimento sobre 0s mecanismos imunolégicos a
partir do reconhecimento de &cidos nucléicos do parasito, avaliamos também a importancia da via
de sinalizacdo dependente de cGAS-STING na infecgé@o por N. caninum, nos interessando saber se
0 DNA deste parasito teria também a capacidade de inducgdo de IFN-1 observada para 0 RNA na
ativacdo da via de TLR3-TRIF.

Por outro lado, sabe-se que a infec¢cdo por protozoarios do filo Apicomplexa é tipicamente
associada com a inducdo de Interferon do tipo Il (IFN-y), enquanto que IFN- tipo I, especialmente
IFN-a e IFN-B, sdo proeminentes em infec¢do viral (VILLANUEVA et al., 2015). Desse modo,
apos estudarmos 0s mecanismos de ativacdo das vias de TLR3-TRIF e cGAS-STING durante a
infeccdo por N. caninum, nosso préximo passo foi avaliar como se da a influéncia do grupo de
citocinas IFN-tipo | na resisténcia de camundongos infectados, sendo o objeto de estudo
apresentado no Capitulo I1I.

Acreditamos que essa abordagem sobre o reconhecimento inato de acidos nucléicos e o
desencadeamento de protecdo contra a infeccdo pelo protozoario N. caninum nos possibilitara
contribuir com informagdes cientificas importantes para o desenvolvimento futuro de uma vacina
de nova geracéo que seja eficaz contra a neosporose, visando aumentar 0s escores reprodutivos na
criagdo de ruminantes e induzindo, por conseqiéncia, melhorias de rendimento e competitividade

externa neste importante setor da economia nacional.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o papel das vias de sinalizacdo inata TLR3-TRIF e cGAS-STING, bem como das

citocinas IFN-tipo 1, na resisténcia a infec¢do por Neospora caninum in vivo e in vitro.

3.2 Objetivos especificos

- Capitulo I: Avaliar a importancia da via de TLR3-TRIF na infec¢do por N. caninum in vivo e in
vitro, utilizando camundongos C57BL/6 WT, TLR3" e TRIF” infectados e ferramentas de
superexpressdo génica em macréfagos murinos imortalizados para observar fen6tipos e elucidar os

mecanismos envolvidos na relagéo parasito-hospedeiro.

- Capitulo I1: Avaliar se 0o DNA de N. caninum é capaz de induzir a ativacdo da via de sinalizacédo
CGAS-STING, bem como a importancia dessa via na resisténcia celular, por meio de técnicas de

edicdo génica como CRISPR/Cas9 e superexpressao de moléculas.

- Capitulo I11: Verificar a influéncia do grupo de citocinas IFN-tipo | in vivo, com analises de
morbidade, mortalidade, carga parasitaria, inflamac&o tecidual e producédo de anticorpos e citocinas
em camundongos 129Sv (WT- wild type) e 129Sv IFN-ABR™ (geneticamente deficientes para o
receptor de IFN-tipo I) infectados com N. caninum.
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Capitulo |

A ativacdo da via de TLR3-TRIF pelo RNA de Neospora

caninum aumenta o controle da infeccao em camundongos
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4 INTRODUCAO

4.1 Reconhecimento de RNA e via de sinalizacdo dependente de TLR3-TRIF

TLR3 é um receptor do tipo Toll que é estruturado no reticulo endoplasmético e
posteriormente é recrutado para os endossomas pela proteina transmembrana UNC93B1 (KIM et
al., 2008). Esse receptor possui em sua estrutura um dominio de repeti¢bes ricas em leucina
(LRRs), que é responsavel pelo reconhecimento dos ligantes, um dominio transmembrana e um
dominio TIR, que ativa as vias de sinalizagdo intracelular mediadas por TRIF (GOLSHIRI-
ISFAHANI; AMIZADEH; ARABABADI, 2018). TLR3 foi inicialmente caracterizado como um
sensor de RNA dupla-fita, intermediario comum de replicacdo viral que pode interagir tanto com
0 sitio N- terminal quanto C-terminal do receptor. Entretanto, estudos posteriores mostraram que
TLR3 também reconhece RNA de dupla fita de origem ndo-viral, mMRNA enddgeno e RNA liberado
pela necrose celular tanto de processos inflamatorios infecciosos quanto em processos ndo-
patoldgicos (LIU et al., 2008; PERALES-LINARES; NAVAS-MARTIN, 2013).

O receptor TLR3 é o Unico que recruta diretamente a molécula adaptadora TRIF para seu
dominio TIR para iniciar a via de sinalizacdo ap6s reconhecimento do RNA de dupla fita. Essa
individualidade esta relacionada ao fato de a molécula TLR3 possuir um residuo de alanina no seu
dominio TIR ao invés de prolina, que é o aminoacido presente nos demais receptores do tipo Toll
(RAMNATH et al., 2017). Comprovando essa informagao, experimentos demonstraram que uma
mutacdo na Alanina795 de TLR3 para prolina resulta em via de sinalizacdo dependente de MyD88
(VERSTAK; ARNOT; GAY, 2013).

A molécula adaptadora TRIF, também conhecida como TICAM-1, foi inicialmente
identificada por Yamamoto e colaboradores em 2002 e possui um dominio TIR que esta presente
na sua regido C-terminal, além de apresentar residuos de prolina, comum aos TLRs e essencial para
ativacdo das vias de sinalizacdo. A descoberta se deu pelo interesse na identificagdo das moléculas
envolvidas em respostas imunes especificas desencadeadas pelo receptor TLR3 e fator de
transcricdo IRF3 (Fator Regulador de Interferon 3), ambos independentes de MyD88
(YAMAMOTO et al., 2002).
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Na regido N-terminal de TRIF ha proteinas da familia TRAF (Fator Associado ao receptor
de TNF), sendo elas TRAF6 e TRAF3, as quais ativardo diferentes fatores de transcri¢cdo para o
estabelecimento de uma resposta imune apropriada contra o antigeno. TRAF6 € responsavel por
recrutar a proteina quinase RIP-1, que por sua vez fosforila o complexo TAKL1 e resulta na ativacao
de NF-kB e MAPKSs para a producdo de diversas citocinas pro-inflamatorias. Quando a interacéo
de TRIF acontece com TRAF3, ha o recrutamento de TBK1 e IKKi, que sdo proteinas quinases
relacionadas a IKK e que fosforilam IRF3, induzindo a expressdo de genes de IFN-tipo |
(KAWASAKI; KAWALI, 2014) (Figura 2).

De modo geral, a sinalizacdo derivada do reconhecimento de RNA por TLR3 nos
endossomos é realizada exclusivamente via TRIF, que se associa com TBK1 e induz fosforilacdo
em multiplos residuos na regido C-terminal de IRF3, permitindo a dimerizacdo, translocacéo
nuclear e transcricdo de IFN-B (LIN et al., 1998). A producdo de IFN-B é um sinal autocrino de
ativacdo de outros fatores de transcrigdo como STAT 1 e 2, resultando na ativagdo de genes
indutores de IFN-tipo | (PLATANIAS, 2005), que incluem citocinas classicamente descritas como
atuantes na imunidade anti-viral (HU et al., 2015). Embora IRF3 seja o fator de transcrigcdo
predominante na inducdo de IFN-tipo I, outros IRFs de atuacdo especifica também podem sofrer
translocacdo nuclear. Por exemplo, IRF6 é um fator de transcricdo especifico de células epiteliais
e relacionado a via de sinalizagdo de TLR3 em queratindcitos (RAMNATH et al., 2015).

Varios modelos de estudos ja demonstraram o papel da via de sinalizacdo dependente de
TLR3 na defesa do hospedeiro. Em macrofagos de camundongos geneticamente deficientes para
TLR3 (TLR37), a producéo de citocinas pré-inflamatérias como 1L-6, IL-12 e TNF foi reduzida
em resposta a poly (I:C), um RNA dupla-fita sintético utilizado como agonista de TLR3. Além
disso, camundongos TLR3” sdo altamente suscetiveis a infecgbes por rinovirus, influenza A e
virus sincicial respiratério (PERALES-LINARES; NAVAS-MARTIN, 2013).

A descoberta da via de TLR3 como um sensor de RNA dupla-fita indutor de Interferon foi
por muitos anos rotulada como a maior sentinela contra infec¢oes virais. No entanto, pouco se sabia
a respeito da sua atuagcdo em infec¢bes causadas por outros microrganismos. Um estudo recente
demonstrou que a infeccdo por N. caninum ativa a sinalizacdo via TLR3-TRIF, induz a
translocacdo nuclear de IRF3 e gera respostas por IFN-tipo I, e essa inducdo € primariamente
causada pela ligacdo do RNA do parasito ao receptor (MIRANDA et al., 2019). De modo contrario,
foi observado que Toxoplasma gondii suprime a producdo de IFN-tipo | (BEITING et al., 2014).
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IFN- tipo | (o/p) por sua vez, pode estimular a producdo de IFN-y, sendo por isso, considerado um
possivel alvo para inducdo de uma resposta imune do tipo Thl protetora ao hospedeiro (BEITING
etal., 2014; MIRANDA et al., 2019).

Transmembrana

W, Endossoma

IFN-I ou

f > Citocinas inflamatérias

Nucleo

Figura 2: Via de sinalizagdo de TLR3 dependente de TRIF. TLR3 se localiza no endossoma e recruta a molécula
adatadora TRIF, que em seguida induz o recrutamento de TRAF6 e TRAF3. TRAF6 recruta RIP-1, que ativa o
complexo TAK1 e consequentemente os fatores de transcricdo MAPK e NF-xB para produgdo de citocinas
inflamatorias. TRAF3 recruta TBK1 e IKKi para fosforilacdo de IRF3 e produgdo de IFN-I. (Adaptado de Kawasaki;
Kawai, 2014).

4.2 Artigo publicado no periddico Infection and Immunity, volume 87, 42 Edi¢éo —
Abril de 2019
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Capitulo 11

DNA de Neospora caninum induz ativacéo da via de sinalizacéo
CGAS-STING e a producéo de IFN-tipo |
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5 INTRODUCAO

O sensor de DNA GMP-AMP ciclico sintase (cGAS) foi descrito em 2013 (SUN et al.,
2013) e desde entdo tem sido amplamente estudado em diversos modelos experimentais. Quando
ocorre a ligacdo do DNA, é induzida uma alteracdo conformacional na estrutura de cGAS,
catalisando a sintese de GMP-AMP ciclico (cCGAMP). Essa molécula funciona como um segundo
mensageiro para 0 recrutamento e posterior ligacdo de um adaptador de membrana do reticulo
endoplasmético chamado de Stimulator of interferon genes (STING) (CHEN; SUN; CHEN, 2016;
HEIINK et al., 2019; LIU et al., 2019). Na auséncia de DNA, cGAS permanece em estado auto-
inibido e ndo induz a ativacdo de STING (ZHANG et al., 2015).

Apesar de ser encontrado em posi¢do downstream em relacdo a cGAS na via de sinalizagéo,
STING foi descoberto alguns anos antes, em 2008, por Ishikawa e Barber e foi descrito como uma
proteina de reticulo endoplasmatico que possui regides transmembrana e ricas em leucina com
habilidades em induzir a transcricdo de genes relacionados a producao de interferon do tipo I (IFN-
1) (ISHIKAWA; BARBER, 2008). Seus principais ativadores sdo DNAs virais, bacterianos, de
protozoarios, plasmidiais e DNA de dupla fita sintéticos (GALLEGO-MARIN et al., 2018;
KONNO; BARBER, 2014).

No contexto celular, 0 DNA ¢ situado no nucleo ou mitocéndria, entretanto quando ocorre
sua liberacdo para outros compartimentos como endossomos ou citoplasma, rapidamente DNAses
celulares atuam em sua degradacdo (OKABE et al., 2005). Em casos de infecgdes intracelulares,
estresse celular ou dano mitocondrial, o DNA pode se acumular em altas concentragfes no
citoplasma e ativar o sistema imunoldgico por meio da acdo de sensores de DNA, os quais induzem
uma via de sinalizacdo complexa e fortemente regulada.

A via de sinalizagdo (Figura 3) se inicia quando STING e ativado por dinucleotideos
ciclicos (CDNSs), produzidos por algumas bacteérias, ou por cGAMP, um CDN produzido por cGAS
na presenca de ATP e GTP apo6s reconhecer algum DNA citosélico exdgeno ou préprio, advindo
da mitocéndria ou nucleo celular. Apoés a ligacdo dos CDNs, STING forma um complexo com a
proteina quinase TBK1 associado ao reticulo endoplasmatico. Esse complexo é transportado por

estruturas semelhantes a um autofagossomo até o complexo de Golgi perinuclear, em um processo

49



semelhante ao que ocorre na autofagia, para a distribuicdo de TBK1 para os endolisossomos, onde
ocorre a fosforilagdo do fatores de IRF3 e NF-xB e consequente inducdo da produgédo de IFN-tipo
I (BARBER, 2015) e outras citocinas pré-inflamatorias, como TNF, IL-1p e IL-6 (CHEN; SUN;
CHEN, 2016; KONNO; BARBER, 2014).

A sinalizacdo de cGAS-STING parece ser independente de outros sensores de acidos
nucléicos como TLR3 e TLR9, embora todas essas vias estejam envolvidas na ativacdo de fatores
de transcricdo como IRF3 e NF-kB (BARBER, 2015). Além disso, algumas informacdes
contraditérias estdo disponiveis na literatura em relagdo a dependéncia de TRIF na via cGAS-
STING. Um estudo demonstrou que as moléculas adaptadoras TRIF e STING interagem de
maneira direta, por meio dos seus dominios carboxi-terminal, para promover a dimerizagdo de
STING, a translocacdo intermembrana e a transcricdo do sinal em fibroblastos embrionarios
murinos no modelo de infeccao por Herpes simplex (WANG et al., 2016). De modo contrério, Seya
e colaboradores demonstraram que TRIF ndo interfere nas respostas imunes mediadas por STING,
visto que os ligantes de STING aumentaram a expressdo de moléculas co-estimulatorias como
CD80, CD86 e CD40 e da citocina IFN-B em macréfagos e células dendriticas, mesmo na auséncia
de TRIF (TAKASHIMA et al., 2018).

A importancia da sinalizacdo iniciada por cGAS na defesa do hospedeiro ja foi demonstrada
em diversos modelos de estudo, como em infecgdes por virus de DNA, retrovirus e varios tipos de
bactérias (BARBER, 2015). Além disso, ha relatos da estimulacdo dessa via em respostas imunes
anti-tumorais e nos efeitos da radioterapia, por meio da inducéo de células TCD8+ (WOO et al.,
2014) e da vigilancia imunoldgica realizada por células natural killer (NK). (TAKASHIMA et al.,
2016).

Poucas informacdes estdo disponiveis sobre a relacdo da via inata de sinalizacdo dependente
de cGAS-STING e protozoarios causadores de doencas humanas e animais, visto que a infeccéo
por esses parasitos é tipicamente associada com a inducdo de Interferon do tipo Il (IFN-y), enquanto
que IFN- tipo |, especialmente IFN-a e IFN-B, sdo proeminentes em infecgdes virais
(VILLANUEVA et al., 2015). Sabe-se entretanto, que acidos nucléicos de alguns protozoarios
como N. caninum (RNA) e Plasmodium falciparum (DNA) s&o capazes de induzir sinaliza¢&o
intracelular de IFN-I que € benéfica ao hospedeiro (BEITING et al., 2014; GALLEGO-MARIN et
al., 2018; MIRANDA et al., 2019). De modo contrario, no caso de T. gondii, analises genéticas e
bioquimicas demonstraram que a sinalizacdo dependente de IRF3 induzida pelo parasita é ativada
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por cGAS-STING, favorecendo a replicacéo parasitaria e a morte do hospedeiro (MAJUMDAR et
al., 2015). Assim, o objetivo desse estudo foi avaliar se 0 DNA de N. caninum é capaz de ativar a
via de sinalizacdo dependente de cGAS-STING, induzindo a producdo de IFN-tipo I, que, de
acordo com nossos resultados anteriores, exerce fungdes protetoras ao hospedeiro durante a

infeccdo por esse parasito.
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Figura 3: Via de sinalizacdo de cGAS-STING. Para que haja a transcricdo do sinal adequada, os DNAs reconhecidos
por cGAS induzem a ativagdo dependente de STING culminando na translocagdo nuclear de fatores de transcrigdo
como IRF3 e NF-kB ¢ posterior produgdo de IFN-I e outras citocinas pré-inflamatdrias. (Adaptado de (BARBER,

2015).
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6 MATERIAL E METODOS

6.1 Manutencao de macrofagos imortalizados, células Hela e taquizoitos de Neospora

caninum

Macrofagos murinos imortalizados (iBMDMs) foram gerados a partir do método de infeccao
com J2 virus em macréfagos derivados de medula éssea de camundongos (BMDMs) conforme
previamente descrito (BLASI et al., 1989) e posteriormente foram cultivados em garrafas de cultura
com meio RPMI 1640 (Thermo Scientific, Wilmington, EUA), contendo 10% de soro fetal bovino
(SFB) (Thermo Scientific, Wilmington, EUA), glutamina (2mM) e antibiotico/antimicético (100
unidades/ml penicilina, 100 pg/ml estreptomicina e 0,25 pg/ ml anfotericina B) a 37°C e 5% de
CO:. até atingirem a confluéncia (DUBEY et al., 1988). As células hospedeiras derivadas de epitélio
uterino da linhagem HeLa (ATCC CCL-2) foram cultivadas da mesma maneira para manutengéo
de taquizoitos de N. caninum e, ap6s confluéncia, foram desaderidas com EDTA 0,1mM. O
sobrenadante foi centrifugado a 400 x g por 10 minutos e o sedimento resultante foi ressuspendido
em meio RPMI 1640 com 10% de SFB e utilizado para o inéculo de novas garrafas de células
HeL a, que foram infectadas com suspensfes parasitarias de taquizoitos de N. caninum da cepa Nc-
Liv (BARBER et al., 1995).

Apds a multiplicacdo dos parasitos e o0 consequente rompimento das células HelLa
anteriormente infectadas, o sobrenadante foi coletado e centrifugado a 800 x g por 10 minutos a
4°C, o sedimento ressuspendido em 1mL de meio de cultura RPMI 1640 sem a adi¢do de SFB e
utilizado para infeccdo de novas garrafas de células HeLa, extracdo de DNA total ou contados em
camara de hemocitométrica com a adicao de Azul de Tripan 0,4% (Sigma Chemical Co., St. Louis,
EUA) para identificacdo dos parasitos viaveis a serem utilizados para os experimentos descritos a

sequir.

53



6.2 Extracdo do DNA total de taquizoitos de Neospora caninum

Apols obtencdo de taquizoitos como descrito anteriormente, o pellet parasitario foi
submetido a extracdo de DNA. Inicialmente, foi adicionado ao pellet 500 pL de Tampédo NLB (10
mM Tris-HCI, 400 mM NaCl e 2 mM Na;EDTA, pH 8.2), 16 pL de SDS 10% e 8 uL de Solucdo
proteinase K (20mg/ml). Apo6s a incubacdo a 50°C overnight, foi acrescentado 150 uL de Tampé&o
NaCl 6M em banho de gelo por 10 minutos com posterior centrifugacdo a 12000 rpm durante 15
minutos. O sobrenadante foi coletado e acrescentou-se 800 uL de etanol absoluto. Em seguida, o
DNA foi coletado e ressuspendido com 150-200 pL de &gua livre de nucleases. A concentracao de
DNA extraido foi determinada em espectrofotdmetro UV (260 nm; Nanodrop, Thermo Scientific,
Wilmington, EUA) para utilizagdo nos experimentos de estimulo celular ou ajustada para 40 ng/pL
com agua estéril e livre de DNAse (agua DEPC) para o ensaio de parasitismo por PCR em tempo

real.

6.3 Extracdo de RNA celular para ensaios de expressdo génica

Os macrofagos murinos imortalizados foram adicionados a placas de 24 pocos (10°
células/pogo) e deixados a 37°C e 5% CO> por 18 horas. Apds o periodo de incubacéo, as células
foram infectadas com taquizoitos de N. caninum com MOI 0,5 (Multiplicidade de Infec¢do = 1
parasito/2 células) ou estimuladas com DNA do parasito ou ISD e deixadas por 2, 6 ou 24 horas
para extracdo do RNA celular, sintese do cDNA e posterior anélise da expresséo de IFN-a, IFN-f,
CGAS ou STING por gPCR em diferentes tempos in vitro.

A extracdo do RNA total dos iBMDMs foi realizada retirando-se as células aderidas com o
reagente Trizol (Thermo Scientific, Wilmington, EUA) na proporcao 10° células/ 500l de Trizol.
Em seguida, foram adicionados 150 ul de cloroférmio, os tubos foram agitados por inversao,
incubados por 5 minutos a temperatura ambiente e centrifugados a 13.000 rpm por 15 minutos. Foi
coletado o sobrenadante para adi¢do de 600 pl de isopropanol gelado e centrifugado novamente. O
sobrenadante foi descartado e o pellet lavado com 1ml de etanol 75%. Apoés a centrifugagéo, o
sobrenadante foi descartado para posterior secagem e diluicdo do pellet em agua livre de DNAse e

RNAse. A leitura foi feita a 260nm em espectrofotémetro.
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As amostras foram ajustadas para 3 pug em 50 pl e foi adicionado 5 pl de MgClz e 1 pul de
DNAse para remogdo do DNA contaminante. Em seguida, foram incubadas a 37°C por 15 minutos
e apos este periodo foi acrescentado 25 pl de Trizol e 25 pl de cloroférmio, com posterior
centrifugacdo a 13.000 rpm por 15 minutos. Foi coletado o sobrenadante e adicionado ao mesmo
20 pl de Acetato de Sodio (3M, pH 5,2), 1 ul de glicogénio para precipitacdo do RNA e 150 pl de
etanol. As amostras foram centrifugadas novamente por 13.000 rpm por 15 minutos e descartou-

se 0 sobrenadante para secagem e dilui¢do do pellet em &gua livre de nucleases.

6.4 Sintese do cDNA por transcrigdo reversa

A sintese do cDNA a partir do RNA foi realizada por meio do kit comercial GoScript™
Reverse Transcription System (Promega, Madison, EUA). 1ug de RNA tratado com DNAse foi
diluido em 4 pul de agua livre de DNAse e RNAse e foi adicionado 1 pl de primer Oligo (dT) para
incubacdo a 70°C por 5 minutos. Apos a incubacdo, as amostras foram colocadas imediatamente
em banho de gelo por 10 minutos e procedeu-se o preparo do mix, constituido por 4 pl do Tampao
de Reacdo (5x) da transcriptase reversa, 3,5 ul de MgClz, 1 pl de mix de dNTPs, 0,5 pl de inibidor
de ribonuclease, 1 pl de transcriptase reversa e 5 pl de agua livre de nucleases. O mix foi adicionado
ao RNA para realizacdo dos ciclos da reacdo de RT-PCR (25°C por 5 minutos, 42°C por 1 hora e
70°C por 15 minutos) e posterior obtencdo do cDNA.

6.5 PCR em tempo real (qQPCR) para anélise de expressdo génica

O experimento de expressdo génica foi realizado através do sistema de deteccdo SYBR
green (Promega, Madison, EUA) conforme instrucdes do fabricante, utilizando como controle
endogeno a quantificagdo do transcrito do gene constitutivo gliceraldeido-3 fosfato desidrogenase
(GAPDH) no equipamento StepOne Plus (Applied Biosystems - Thermo Scientific, Wilmington,
EUA). Apos obtencdo do cDNA por transcri¢do reversa, foi adicionado ao mesmo o master mix
do kit contendo tampéo GoScript, MgClz2, mix de nucleotideos, enzima transcriptase reversa,
inibidor de RNAse e 4gua, bem como os primers especificos para IFN-a, IFN-B, cGAS, STING,
IL-12, IL-10 e GAPDH, listados na Tabela 1.
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Com a adicdo do mix e dos primers, as amostras foram submetidas as condicGes de

ciclagem, sendo o primeiro para ativacdo da DNA polimerase (10 minutos a 95°C), o segundo 40

ciclos de desnaturacdo (95°C por 15 segundos), o terceiro para anelamento dos primers e extensao

(62°C por 1 minuto) e o quarto para verificar a especificidade da reacdo para um anico “amplicon”

(95°C por 15 segundos; 60°C por 20 segundos e 95°C por 15 segundos).

Ap06s o fim da reacdo, os dados obtidos foram analisados pelos valores do Cycle Threshold
(Ct), pelo método de expressao relativa ja descrito (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001) normalizado

com GADPDH e tendo como parametro de comparacdo 0s valores de expressao génica de

macrofagos ndo infectados de cada respectivo grupo experimental.

Tabela 1:Sequéncias de oligonucleotideos utilizados neste estudo

Primer Sequéncia (5'-3") Aplicacao
IFN-o Forward TGTCTGATGCAGCAGGTGG Expressdo génica
IFN-o Reverse AAGACAGGGCTCTCCAGAC Expressdo génica

IFN-S Forward

AAGAGTTACACTGCCTTTGCCATC

Expresséo génica

IFN-S Reverse

CACTGTCTGCTGGTGGAGTTCATC

Expressdo génica

IL-12p40 Forward TGCTGGTGTCTCCACTCATG Expressao génica
IL-12p40 Reverse CATCTTCTTCAGGCGTGTCACA Expressao génica
cGAS Forward ATGGAAGATCCGCGTAGAAG Expressao génica
cGAS Reverse CTTTGCGGGCCGCAGCTT Expressdo génica

STING Forward

ATGATAGTAGAGAGCTTTGGG

Expresséo génica

STING Reverse

TAAAGGTCCCGAGATGTAACA

Expresséo génica

GAPDH Forward

CTCGTCCCGTAGACAAAATGG

gPCR - Parasitismo

GAPDH Reverse

AATCTCCACTTTGCCACTGCA

gPCR - Parasitismo

Nc5 Forward

GCTGAACACCGTATGTCGTAAA

gPCR - Parasitismo

Nc 5 Reverse

AGAGGAATGCCACATAGAAGC

gPCR - Parasitismo

cGAS Forward ATGGAAGATCCGCGTAGAAG Superexpressao
CGAS Reverse AAGCTTGTCAAAAATTGGAAACC Superexpressao
STING Forward ATGCCATACTCCAACCTGC Superexpressao
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STING Reverse GATGAGGTCAGTGCGGAG Superexpressao
STING Forward CACCGGTCCTTGTATGGAGTCCTGCTC gRNA (CRISPR)
STING Reverse AAACAAGCAGGACTCCATACAAGGACC gRNA (CRISPR)

ISD Forward TACAGATCTACTAGTGATCTATG Controle positivo de
ACTGATCTGTACATGATCTACA inducdo de IFN-I

ISD Reverse TACAGATCTACTAGTGATCTATGA Controle positivo de
CTGATCTGTACATGATCTACA inducdo de IFN-I

6.6 Superexpressao de cGAS e STING com proteina de fusdo GFP em macraéfagos

murinos imortalizados

6.6.1 PCR convencional a partir de cDNA

Para amplificacdo especifica das moléculas de cGAS e STING, utilizamos tecidos de
camundongos para extracdo do RNA total, com posterior sintese do cDNA e amplificacdo das
moléculas por PCR convencional para clonagem e insercdo no vetor de expressao. A extra¢ao do
RNA total de pulmdes, figado ou cérebro de camundongos C57/BL6 e a sintese do cDNA foram
realizadas conforme descrito anteriormente pelo método de extracdo por Trizol (Thermo Scientific,
Wilmington, EUA) e kit comercial GoScript™ Reverse Transcription System (Promega, Madison,
EUA), respectivamente.

A fim de se amplificar o cDNA especifico de cGAS ou STING, foi realizada a reacdo em
cadeia da polimerase utilizando a enzima Phusion High-Fidelity DNA polimerase por meio de Kit
comercial (New England Biolabs, Ipswich, EUA) e primers especificos para clonagem dessas
moléculas, conforme listados na Tabela 1. Para isso, foi preparado um mix constituido de 0,4 pL
de dNTPs 10mM, 1,0 pL de primers Forward e Reverse, 2 uL de cDNA, 0,2 pL da enzima DNA
polimerase, 10,8 uL de &gua livre de nucleases e 4 pL de tampdo Phusion HF 5x, sendo
posteriormente submetidos a ciclos de amplificacdo em termociclador convencional. Por fim, a
amostra amplificada foi aplicada em um gel de agarose 1,5% para visualizacdo da banda de DNA
correspondente a amplificacdo de cGAS e STING.
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6.6.2 Clonagem em vetor de expressdo com proteina de fuséo GFP

Apo6s a amplificagdo do cDNA de cGAS e STING ser confirmada pelo gel de Agarose
1,5%, os amplicons foram inseridos ao vetor bacteriano conjugado com proteina de fusdo GFP com
Topoisomerase (reacdo de ligacdo), disponivel no kit de expressao plasmidial CT-GFP Fusion
TOPO® (Invitrogen, Wilmington, EUA). Para isso, 3 pL de produto amplificado foram
adicionados a 1 pL de solugdo concentrada de sal e 1 pL do vetor bacteriano (pcDNA3.1) e

deixados em incubacdo por 15 minutos a temperatura ambiente.

6.6.3 Preparo das células competentes de Escherichia coli usando Cloreto de Célcio

A cepa DH5a de E. coli foi inoculada em 50 mL de meio LB (Luria-Bertani; 5 g NaCl; 5 g
triptona; 2,5 g extrato de levedura; pH 5,7) com adicdo de 50 pL do antibidtico cloranfenicol na
concentracdo de 34 mg/mL e deixada sob agitacdo a 37°C até atingir a absorbancia (600nm) entre
0,3 e 0,5. As células foram transferidas para tubos conicos e centrifugadas a 3.000 x g por 15
minutos a 4°C para obtencéo do pellet, que foi ressuspendido em 40mL de cloreto de calcio 50mM
gelado pH 6,5-7,0. A ressuspensdo foi novamente centrifugada a 3000 x g por 15 minutos a 4°C e
ao pellet foi adicionado 1ml de cloreto de calcio 50mM para incubacéo em gelo por 4 horas. As
células foram centrifugadas por 5 minutos, ressuspendidas em 100 pL de meio LB com 100 pL de

glicerol e estocadas a -80°C até 0 momento do uso.

6.6.4 Transformacao de células competentes de E. coli

A reacdo de ligacdo (100-200ng de plasmideo) foram adicionados 100-200 pL de células
competentes para incubacdo por 1 hora em gelo. Em seguida, a amostra foi submetida ao choque
térmico de 42°C por 3 minutos em banho seco e novamente deixada em banho de gelo por 1 hora.
Ap0s o periodo de incubag&o, foi adicionado 1 ml de meio LB as células, que foram mantidas sob
agitacdo por 1 hora a 37°C. As células transformadas foram por fim plaqueadas em placas contendo
meio LB-Agar com adicdo dos antibidticos de selecio ampicilina 100mg/ml e cloranfenicol 34

mg/mL, sendo ent&o incubadas overnight em estufa a 37°C.
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6.6.5 Extracao do DNA plasmidial

Ap6s o crescimento das col6nias de bactérias transformadas nas placas de LB-Agar, foram
selecionadas 5 col6nias isoladas aleatoriamente para verificar se o plasmideo foi inserido na
orientagdo correta. Com o auxilio de uma ponteira, essas col6nias foram inoculadas em 50mL de
meio LB com ampicilina e deixadas sob agitacdo por 12 horas a 37°C. Posteriormente, as bactérias
foram centrifugadas a 5.000g por 10 minutos e o pellet foi utilizado para a extracdo do DNA
plasmidial por meio do Kit PureYield™ Plasmid Midiprep System (Promega, Madison, EUA),
conforme as instrucbes do fabricante. Apos a extracdo, as amostras foram testadas por PCR
convencional utilizando os primers para T7 universal e cGAS ou STING reverse, seguido de
analise em gel de agarose 1,5%. Em seguida, o0 DNA plasmidial foi linearizado com a enzima de
restricdo Scal-HF para realizacdo de transfeccdo estavel em macrofagos murinos imortalizados,
utilizando lipofectamina TM 2000 (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA).

6.6.6 Transfeccdo de macrdfagos imortalizados para superexpressao de cGAS e STING e
selecdo de células positivas

Para a transfeccdo, macr6fagos murinos imortalizados foram plaqueados em placas de 6
pocos na quantidade de 10° células por pogo com meio RPMI adicionado de 10% de soro fetal
bovino e mantidos a 37°C e 5% CO- até atingirem 80% de confluéncia. Apds este periodo foi
preparado o mix de transfecgdo, que consiste em 2ug de DNA de cGAS-GFP ou STING-GFP
diluido em meio OptiMem-1 para um volume final de 200uL e 10uL de Lipofectamine 2000
(Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, EUA) diluido em 190 pL de meio OptiMem-I, que foram
combinados e deixados em incubacdo por 30 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, foi
adicionado 1,6 ml de meio RPMI e 400 pL de mix de transfec¢cdo em cada pogo, para posterior
incubacdo da placa overnight a 37°C. No dia seguinte, 0 meio de cada poco foi removido e
substituido por 2ml de meio RPMI fresco com 10% de soro fetal bovino. Com a utilizacdo de
microscopia de fluorescéncia, a eficiéncia da transfeccédo foi monitorada apos 72 horas e as celulas
foram selecionadas a partir do uso do antibidtico Geneticina (G418; Hyclone Laboratories) por 20
dias consecutivos na concentragdo de 400pg/mL em meio RPMI e em seguida clonadas para
obtenc¢do de linhagens celulares puras cGAS-GFP* ou STING-GFP™*. Os clones positivos foram

entdo plaqueados na concentracéo de 10° células/poco e submetidos a infecgdo com taquizoitos de
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N. caninum (NcLiv_mCherry — MOI 1: Multiplicidade de infeccdo = 1 parasito/célula) ou estimulo
com 1 pg de DNA de N. caninum ou ISD, uma sequéncia de DNA dupla-fita sintético (listado na
Tabela 1) utilizado como controle positivo de inducao nas reacdes, por 24 horas para observacéo
da atividade de cGAS e STING através de microscépio de fluorescéncia (EVOS, Thermo

Scientific).

6.7 Deplegéo génica de STING por CRISPR/Cas9 em macrdfagos murinos

imortalizados

A fim de avaliarmos a importancia da molécula STING durante a infeccdo por N. caninum
em macréfagos murinos imortalizados, realizamos a dele¢do génica dessa molécula pela técnica de
CRISPR/Cas9, utilizando os protocolos descritos anteriormente para superexpressao de células,
com algumas modificac@es. Inicialmente, foram desenhados RNA guia (JRNA) especifico para o
gene de interesse, listados na Tabela 1, a partir da ferramenta online E-CRISPR (http://www.e-
crisp.org/E-CRISP/designcrispr.html) para selecdo das melhores sequéncias génicas a serem

utilizadas. Posteriormente esses RNAs foram anelados e inseridos ao plasmideo pSpCas9n(BB)-
28-Puro (PX462) V2.0 (Addgene 62987), previamente linearizados com a enzima de restricdo Bbsl,
conforme ja descrito anteriormente. Em seguida os plasmideos foram expressos e selecionados por
transformac&o bacteriana com adicdo do antibidtico ampicilina (L00ug/mL) e as coldnias isoladas
foram selecionadas, checadas e inoculadas em tubos com 5 ou 50 mL de meio LB liquido e
ampicilina (100ug/mL), por aproximadamente 18 horas. Os plasmideos foram extraidos das células
competentes mediante a utilizacdo do Kit GeneJET Plasmid Miniprep (Thermo Scientific,
Wilmington, EUA). conforme instru¢fes do fabricante e o DNA plasmidial foi posteriormente
utilizado para transfeccdo em macréfagos murinos imortalizados previamente plagueados
utilizando Lipofectamine 2000. Apos um 24h da transfeccdo, as celulas foram selecionadas com o
uso de 400 pg/mL de Geneticina G148 por 5 dias e, apds o tratamento, as células foram clonadas
por diluicdo limitante e os clones checados por PCR convencional com adicdo de primers
especificos para diagndstico das células geneticamente deficientes para STING (STING™). Por
fim, apo6s obtencio das células STING™, as mesmas foram plaqueadas, infectadas com taquizoitos

de N. caninum ou estimuladas com DNA do parasito ou ISD por 24 horas, para analise da expressdo
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génica de IFN-a, IFN-B, IL-12 e IL-10 conforme protocolo j& descrito e parasitismo celular por
PCR em tempo real.

6.8 PCR em tempo real para quantificacdo de carga parasitaria

O parasitismo celular de macréfagos murinos imortalizados WT e STING™ infectados com
taquizoitos de N. caninum (MOI 0.5) foi quantificado pela amplificacdo especifica de cdpias de
DNA parasitério por meio de Real-time PCR e normalizagdo com GAPDH como previamente
descrito (JOHNSON; WIDLANSKI, 2004). Inicialmente, o DNA das amostras foi extraido a partir
do pellet celular e foi adicionado 500 pL de Tampao NLB (10 mM Tris-HCI, 400 mM NacCl e 2
mM Na;EDTA, pH 8.2), 16 pL de SDS 10% e 8 pL de solucdo proteinase K (20mg/ml). Apos a
incubacdo a 50°C overnight, foi acrescentado as amostras 150 pL de Tamp&o NaCl 6 M em banho
de gelo por 10 minutos com posterior centrifugacdo a 12000 rpm durante 15 minutos. O
sobrenadante foi coletado e acrescentou-se 800 uL de etanol absoluto. Em seguida, o DNA foi
coletado e ressuspendido com 150-200 pL de agua livre de nuclease. A concentracdo de DNA
extraido foi determinada em espectrofotometro UV (260 nm; Nanodrop, Thermo Scientific,
Wilmington, EUA) e ajustada para 40 ng/uL com agua estéril e livre de DNAse (agua DEPC).

A reacdo foi realizada no equipamento de PCR em tempo real StepOne Plus (Applied Biosystems
- Thermo Scientific, Wilmington, EUA) com primers especificos para o gene Nc-5 de N. caninum
e GAPDH, listados na Tabela 1, e um master mix contendo SYBR green (Promega, Madison,
EUA). A carga parasitaria foi estimada por meio da extrapolacdo do nimero de cépias de DNA de
Nc-5 nas amostras comparado com curva padrdo com quantidades de DNA conhecidas de N.
caninum usando o software Step One Plus (Applied Biosystems - Thermo Scientific, Wilmington,

EUA). Os resultados foram expressos em picogramas de DNA do parasito / ug de DNA total.

7 RESULTADOS
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7.1 DNA de Neospora caninum induz a producéo de IFN-tipo |

Em nossos resultados anteriores, demonstramos que 0 RNA de N. caninum é um importante
gatilho para a producéo de IFN-tipo | via TLR3-TRIF. Assim, nosso proximo passo foi avaliar se
0 DNA desse parasito teria a mesma capacidade de inducao dessas citocinas. Para isso, macrofagos
imortalizados foram estimulados com 1ug de DNA total extraido de N. caninum ou 1ug de I1SD,
um DNA dupla-fita sintético utilizado como controle positivo de inducao de IFN-tipo I, por 2, 6 e
24 horas, para analise de expressdo génica de IFN-a. ¢ IFN-B por PCR em tempo real (Figura 4)
Nos observamos que o estimulo com DNA de N. caninum ndo induziu aumento significativo de
expressdo dessas citocinas com 2 e 6 horas, entretanto aumentou em torno de 600 vezes a expressao
de IFN-a e 400 vezes a expressao de IFN-f em 24 horas de estimulo, quando comparado ao controle
negativo (macrofagos sem estimulo). Resultados similares foram encontrados para ISD, deste

modo, concluimos que, assim como 0 RNA, o DNA do parasito também € um forte indutor de IFN-

tipo I.
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Figura 4: O DNA de N. caninum induz a expresséo de IFN-tipo I. Expresséo génica de IFN-a (A) e IFN-B (B) em
macréfagos murinos imortalizados estimulados com 1pg de DNA de N. caninum ou 1pg de I1SD por 2, 6 e 18 horas.
A andlise dos dados foi realizada considerando os resultados de expressdo obtidos por macrdfagos WT néo infectados
como valores de referéncia e sdo demonstrados como fold change (Aumento relativo do valor final em relagéo ao valor
de referéncia). Resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (SEM). Analises estatisticas entre
grupos foram realizadas usando Two-way ANOVA seguido do poés teste de Bonferroni. (*P<0.05, ***P<0,001).
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7.2 A via de sinalizacd@o dependente de cGAS-STING ¢ ativada por Neospora

caninum

Como o DNA de N. caninum foi capaz de estimular a producdo de IFN-tipo I, nosso
préximo objetivo foi determinar se esse parasito possui a habilidade de induzir a ativacdo da via de
sinalizacdo dependente de cGAS-STING, a qual produz IFN-tipo | apds reconhecimento de DNA.
Desse modo, macréfagos murinos imortalizados modificados geneticamente para superexpressao
de cGAS ou STING codificando a proteina fluorescente GFP (cGAS-GFP* ou STING-GFP)
foram infectados com taquizoitos de N. caninum (MOI 1) (Figura 5) ou estimulados com 1ug de
DNA total do parasito ou ISD por 24 horas (Figuras 6A e 6B). Foi observado que tanto o parasito
vivo quanto seu DNA total foi capaz de induzir a ativagdo de cGAS e STING, demonstrado pelo
recrutamento de GFP para o citosol em ambas as células modificadas. Como essa via de sinalizacao
é responsavel por reconhecimento de DNA, nos quantificamos a expressao do RNA mensageiro
que codifica cGAS e STING com 2, 6 e 24 horas de estimulo com 0 DNA de N. caninum ou ISD.
Nos observamos que 0 DNA do parasito induziu, de modo tempo-dependente, a expressdo génica
das moléculas analisadas, aumentando em quase 15 vezes a expressdo de cGAS (Figura 6B) e 6

vezes a expressdo de STING (Figura 7B) quando comparado ao grupo de células sem estimulo.
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Figura 5: Recrutamento de cGAS e STING para o citosol apds infecgdo com N. caninum. (A) Macréfagos murinos
imortalizados transfectados com constructo codificando cGAS-GFP apds 24 horas de infeccdo com taquizoitos de N.
caninum (NcLiv_mCherry- MOI 1). (B) Macrofagos murinos imortalizados transfectados com constructo codificando
STING-GFP apds 24 horas de infeccdo com taquizoitos de N. caninum (NcLiv_mCherry- MOI 1). As imagens sdo
representativas de 3 experimentos independentes.
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Figura 6: O DNA de N. caninum induz a expressdo de cGAS. (A) Macréfagos murinos imortalizados transfectados com constructo codificando cGAS-GFP
foram plaqueados e estimulados com 1pg de DNA de N. caninum ou 1ug de ISD por 24 horas. As imagens sao representativas de trés experimentos independentes.
(B) Quantificacdo da expressdo de cGAS apos estimulo de macréfagos murinos imortalizados com 1ug de DNA de N. caninum ou 1pug de ISD por 2, 6 e 24 horas.
A analise dos dados foi realizada considerando os resultados de expressdo génica obtidos por macréfagos ndo infectados como valores de referéncia e sao
demonstrados como fold change (Aumento relativo do valor final em relagdo ao valor de referéncia). Resultados foram expressos como média + erro padrdo da
média (SEM). Analises estatisticas entre grupos foram realizadas usando Two-way ANOVA seguido do pds teste de Bonferroni. (***P<0,001).

65



STING Sobreposi¢ao
3 STING 1 DNAde N. caninum
£ = ISD
o
8_
6 T
= § 2
< £ =
25 g
Q I3y 4_
=
=
2
% Controle ‘l’ﬂ- --
0 | | | I
2h 6h 24h

10pm

Figura 7: O DNA de N. caninum induz a expressdo de STING. (A) Macréfagos murinos imortalizados transfectados com constructo codificando STING-GFP
foram plaqueados e estimulados com 1pg de DNA de N. caninum ou 1ug de ISD por 24 horas. As imagens sao representativas de trés experimentos independentes.
(B) Quantificacdo da expressdo de STING apds estimulo de macr6fagos murinos imortalizados com 1ug de DNA de N. caninum ou 1pg de I1SD por 2, 6 e 24 horas.
A andlise dos dados foi realizada considerando os resultados de expressdo génica obtidos por macréfagos ndo infectados como valores de referéncia e sdo
demonstrados como fold change (Aumento relativo do valor final em relacdo ao valor de referéncia). Resultados foram expressos como média * erro padrao da
média (SEM). Analises estatisticas entre grupos foram realizadas usando Two-way ANOVA seguido do pos teste de Bonferroni.
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7.3 A presenca de STING induz IFN-tipo I, modula a producéo de IL-12 e IL-10,
além de promover o controle da replicacao parasitaria em macrofagos infectados por N.

caninum

NOs demonstramos que 0 protozoario N. caninum é capaz de ativar a via de sinalizacéo
iniciada por cGAS-STING, induzindo o recrutamento desses receptores apds a invasdo celular pelo
parasito. Sabemos também que essa sinalizagdo resulta na producdo de IFN-a e IFN-B, que sdo
citocinas importantes na resisténcia do hospedeiro frente a neosporose. Assim, decidimos
investigar o quanto a ativacdo de STING pode estimular a producdo dessas citocinas em
macrofagos infectados por N. caninum. Para isso, geramos uma linhagem de macr6fagos murinos
imortalizados geneticamente deficientes para STING pela técnica de CRISPR/Cas9 e infectamos
essas células com taquizoitos de N. caninum ou estimulamos com DNA do parasito, ou ISD como
controle, para quantificacdo da expressdo de IFN-o. (Figuras 8A e 8B) e IFN-f (Figuras 8C e 8D)
por gPCR apds 24 horas. Pudemos observar que, na auséncia de STING, a expressdo de IFN-a e
IFN-B ¢ severamente comprometida e reduzida a niveis basais mesmo na presenca do parasito ou
dos estimulos com DNA ou ISD.

Em um estudo anteriormente publicado pelo nosso grupo de pesquisa, demonstramos que
IFN-a modula positivamente a produgdo de IL-12p40 durante a infeccdo por N. caninum
(MIRANDA et al., 2019). Nesse contexto, avaliamos o quanto a via de sinaliza¢gdo dependente de
CGAS-STING e seu produto IFN-tipo | pode afetar esse mecanismo de protecdo do hospedeiro
durante o estimulo com o DNA do parasito. Para isso, analisamos a producdo de IL-12p40 por
macrofagos WT e STING™ estimulados com 1ug de DNA parasitario ou 1SD por 24 horas (Figura
9A). Os nossos resultados demonstraram que as células STING™- produzem somente concentragdes
basais de 1L-12, que sdo comparadas as produzidas pelo controle negativo da reagéo (células sem
estimulo). Além disso, avaliamos também se a auséncia de STING afeta a producdo de 1L-10
(Figura 9B), importante citocina regulatoria, e vimos que as macréfagos STING™ também
apresentaram producdo reduzida para essa citocina. Com o objetivo de se verificar o quanto STING
é requerido para o controle da replicagio parasitaria, nos infectamos macroéfagos WT e STING™
com taquizoitos de N. caninnum (MOI 0.5) por 24 horas e avaliamos o parasitismo celular. Como

esperado, nds observamos que, na auséncia de STING, o controle da replicacdo parasitaria é

67



prejudicado, demonstrado pela microscopia de fluorescéncia (Figura 10A) e pela analise
quantitativa de PCR em tempo real (Figura 10B).
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Figura 8: STING é essencial para a producéo de IFN-tipo I. (A e B) Quantificacdo da expressdo génica de IFN-o.
por PCR em tempo real em macréfagos murinos imortalizados WT e STING™ infectados com taquizoitos de N.
caninum (MOI 0.5) (A) ou estimulados com 1ug de DNA do parasito ou 1 pg de ISD por 24 horas (B). (C e D)
Quantificacdo da expressdo génica de IFN-B por PCR em tempo real em macrdfagos murinos imortalizados WT e
STING™ infectados com taquizoitos de N. caninum (MOI 0.5) (C) ou estimulados com 1pg de DNA do parasito ou 1
Hg de I1SD por 24 horas (D). A anélise dos dados foi realizada considerando os resultados de expressao génica obtidos
por macrofagos ndo infectados para cada grupo como valores de referéncia e sdo demonstrados como fold change
(Aumento relativo do valor final em relagéo ao valor de referéncia). Resultados foram expressos como média  erro
padrdo da média (SEM). Andlises estatisticas entre grupos foram realizadas usando Two-way ANOVA seguido do pds
teste de Bonferroni. (*P<0.05, **P<0,01, ***P<0,001).
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Figura 9: STING modula positivamente a produc¢do de IL-12 e IL-10 durante a infeccdo por N. caninum. (A e
B) Anélise de expressdo génica de 1L-12p40 (A) e IL-10 (B) por PCR em tempo real em macrofagos murinos
imortalizados WT e STING-/- estimulados com 1ug de DNA de N. caninum ou 1 g de ISD por 24 horas. A analise
dos dados foi realizada considerando os resultados de expressdo génica obtidos por macrdfagos nao infectados para
cada grupo como valores de referéncia e sdao demonstrados como fold change (Aumento relativo do valor final em
relacdo ao valor de referéncia). Resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (SEM). Anélises
estatisticas entre grupos foram realizadas usando Two-way ANOVA seguido do pds teste de Bonferroni. (*P<0.05,

**P<0,01, ***P<0,001).
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Figura 10: STING limita a replicagio parasitaria de N. caninum in vitro. (A) Microscopia de fluorescéncia de
macrofagos murinos imortalizados WT e STING™- infectados com taquizoitos de N. caninum (NcLiv_mCherry — MOI
0.5) por 24 horas. (B) Quantificacio da carga parasitaria de macrofagos murinos imortalizados WT e STING
infectados com taquizoitos de N. caninum (NcLiv_mCherry — MOI 0.5) por 24 horas. Os dados foram obtidos por
gPCR a partir da amplificacdo do gene Nc5 de N. caninum normalizada com GAPDH. Resultados foram expressos
como média * erro padrdo da média (SEM). Andlises estatisticas entre grupos foram realizadas usando Two-way
ANOVA seguido do pos teste de Bonferroni. (**P<0,01).
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8 DISCUSSAO

Neospora caninum é o agente etiolégico da neosporose, uma doenca parasitaria de
distribuicdo mundial e de grande importancia médico-veterinaria. Para evitar a propagacdo da
infeccdo, suas consequéncias clinicas e permitir o desenvolvimento de métodos profilaticos e
terapéuticos eficazes, € crucial o entendimento das vias imunologicas inatas desencadeadas contra
esse parasita, bem como os mecanismos moleculares envolvidos na relacdo patdgeno-hospedeiro.
Em um estudo recentemente publicado por nosso grupo de pesquisa, demonstramos que 0 RNA de
N. caninum é um importante gatilho para ativacdo da via de sinalizacdo dependente de TLR3-TRIF,
e que essa via possui importancia na resisténcia do hospedeiro contra a infeccdo, levando a
producéo de IFN-tipo | (MIRANDA et al., 2019). Desse modo, foi de nosso interesse investigar se
0 DNA de N. caninum também teria a capacidade de induzir a producédo de IFN-tipo I, sendo, nesse
contexto, reconhecido pela via de sinalizacdo dependente de CGAS-STING.

Para isso, estimulamos macrofagos com DNA total do parasito e avaliamos a expressao
génica de IFN-a e IFN-B, que se apresentaram aumentadas apds o estimulo, indicando que assim
como 0 RNA, o DNA de N. caninum também ¢é um forte indutor de IFN-tipo I, citocinas
classicamente descritas como atuantes na imunidade anti-viral (KONNO; BARBER, 2014).
Resultados similares foram encontrados utilizando o modelo de infec¢do por Leishmania donovani,
em que o DNA do parasito foi um potente indutor de IFN-tipo I, especificamente induzindo
aumento da expressao génica de IFN-B por vias dependentes de cGAS-STING, aumentando assim
a resisténcia do hospedeiro frente a infeccdo (DAS et al., 2019).

Além disso, nos avaliamos a habilidade de N. caninum em ativar a via de sinalizacdo de
CGAS-STING por meio da infecgdo ou estimulo com DNA parasitario em células modificadas
geneticamente que superexpressam essas moléculas e observamos também seu recrutamento
citosélico tanto apos a invasdo celular pelo parasita quanto pds-estimulo com seu DNA. Embora
as caracteristicas estruturais exatas do DNA que é reconhecido por sensores citoplasmaticos ainda
ndo sejam bem definidas, sabe-se que DNAs ndo-metilados de patdgenos procariotos constituem
um PAMP importante. Nesse contexto, 0 genoma de alguns parasitos Apicomplexa, como
Plasmodium falciparum, T. gondii e Cryptosporidium parvum apresentou baixos niveis de
metilacdo (GISSOT et al., 2008; PONTS et al., 2013). De fato, 0 DNA desses parasitos induzem a
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ativacdo da via de cGAS-STING. No caso de P. falciparum, a via de cGAS-STING foi descrita de
grande importancia para inducéo de resposta imune anti-parasitaria (AHN; BARBER, 2019). Ja
para T. gondii, os estudos sdo divergentes em relacdo a funcéo dessa sinalizacdo durante a infeccao
pelo parasito (MAJUMDAR et al., 2015; WANG et al., 2019).

A inducdo de IFN-tipo | pela via de cGAS-STING foi também demonstrada em nosso
estudo no modelo de infecgdo por N. caninum. Utilizando macréfagos STING™, foi observado que
a expressdo génica para IFN-a ¢ IFN-B foi drasticamente reduzida a niveis basais, mesmo na
presenca de ISD, considerado controle positivo de indugdo dessas citocinas. Em infec¢es virais,
como pelo citomegalovirus, que sdo potentes geradoras de resposta imunoldgica dependente de
IFN-tipo I, foi demonstrado que a deplecdo génica de STING em células endoteliais leva ao
descontrole da replicacdo viral por reducdo da producdo de IFN-a e IFN-B (LI1O et al., 2016). Na
infeccdo por P. falciparum, a inducdo de IFN-B é bloqueada na auséncia de cGAS e STING
(GALLEGO-MARIN et al., 2018).

Por outro lado, sabe-se que o desenvolvimento de uma agdo imunoldgica eficaz contra
parasitos intracelulares, como N. caninum, depende de uma polarizacdo adequada para um perfil
de resposta do tipo Thl (LINDSAY; DUBEY, 2020). Em nosso estudo, nés observamos uma
ligacdo entre a via de cGAS-STING e o estabelecimento da resposta imunolégica de perfil Thl
dependente da producéo de IL-12. Na auséncia de STING nédo houve producédo de IL-12 apds o
estimulo com o DNA de N. caninum. Essa modulacéo da producéo de IL-12 ocorre provavelmente
devido ao bloqueio de IFN-tipo | e ndo pela auséncia de STING, visto que ja foi descrito que
durante a infeccdo por N. caninum a reposicdo de IFN-a recombinante em macréfagos TLR3™, que
também apresentam expressdo drasticamente reduzida de IFN-tipo I, reestabelece a producdo
adequada de IL-12 (MIRANDA et al., 2019). Além disso, a acdo de IFN-a e IL-12 em conjunto
pode recrutar macrofagos, células NK e elevar os niveis de outras citocinas pré-inflamatorias,
gerando uma alca de feedback positivo (HU et al., 2013; SAADOUN et al., 2015).

Em relag&o ao parasitismo celular, mostramos em nosso trabalho que a via de cGAS-STING
possui importancia no controle da replicacdo parasitaria em células geneticamente deficientes
infectadas com taquizoitos de N. caninum, ao contrario do que acontece no caso de T. gondii, em
que a inducgéo de genes estimulados por Interferon (ISGs) pela via de cGAS-STING-IRF3 promove
a replicagdo do parasito (MAJUMDAR et al., 2015). Utilizando camundongos geneticamente
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deficientes para o eixo cCGAS-IFN tipo I, foi demonstrado uma falha no controle da parasitemia no
estagio sanguineo da infecgdo por P. yoelli (HAHN et al., 2018).

Poucas informacdes relacionando a via de sinalizacdo dependente de cGAS-STING e
infeccdes por protozoarios estdo disponiveis na literatura. Além disso, nota-se que essas moléculas
atuam de formas diferentes até mesmo em infecces por parasitos proximos filogeneticamente,

como é o caso de T. gondii e N. caninum.

9 CONCLUSAO

Nossos resultados em conjunto demonstram que o DNA de N. caninum é capaz de ativar
CGAS, STING e induzir a producdo de IFN-tipo I. Desvendamos ainda algumas fungdes
importantes dessa via de sinalizacao na resisténcia celular frente a infeccdo, como a modulacdo da
producdo de IL-12, IL-10 e controle da replicacdo parasitaria in vitro. Nesse contexto, surge a
necessidade de novos estudos que abordem a identificacdo dos agonistas de cGAS/STING
presentes no DNA do parasito. Em adi¢do, sdo necessarios experimentos in vivo que demonstrem
qual seria a influéncia direta dessa via de reconhecimento citosolico de DNA, bem como do papel
do grupo de citocinas IFN-tipo I, resultante da transcricdo dessa sinalizacdo, durante a infeccédo por
N. caninum. Devido a influéncia da via de cGAS-STING na modulagdo de respostas imunes
classicas, como no caso do perfil Thl contra parasitos intracelulares, essas descobertas poderao ser
utilizadas para o desenvolvimento de protocolos profilaticos e/ou terapéuticos contra a neosporose,
visando aumentar os escores reprodutivos na cria¢do de ruminantes e induzindo, por consequéncia,

melhorias de rendimento e competitividade externa neste importante setor da economia nacional.
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Capitulo 111

IFN-tipo | € importante para inducédo da resposta imune
especifica e controle de replicacdo parasitaria e na infeccéo por

Neospora caninum
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10 INTRODUCAO

Os mecanismos protetores contra o parasito N. caninum, envolvem tanto a resposta imune
inata quanto adaptativa. Predominantemente, a protecdo do hospedeiro € induzida por um padrao
Th1 de resposta imune, mediada pela producgédo de IL-12 e IFN-y, em colaboragdo com respostas
celulares efetoras que atuam para controlar o parasitismo tecidual (MONNEY; HEMPHILL, 2014).
Em um estudo recentemente publicado pelo nosso grupo de pesquisa foi observado que,
diferentemente de T. gondii, 0 RNA de N. caninum é um importante gatilho para a inducéo de
respostas protetoras ao hospedeiro que geram IFN-I, atuantes na imunidade anti-viral, por meio de
TLR3 e TRIF (MIRANDA et al., 2019).

Interferons do Tipo | (IFN-tipo I) incluem 2 principais classes de citocinas: IFN-a, que
compreende 13 isoformas codificadas por 14 genes; e IFN-p, codificado por um tnico gene. Essas
citocinas possuem diferentes atividades, sinalizam através de receptor comum (IFNAR) e possuem
3 principais funcdes: induzem um estado antimicrobiano nas células, limitando a acdo de agentes
infecciosos; modulam a resposta imune inata de forma balanceada, promovendo a apresentacao de
antigenos e acdo das células NK enquanto limita vias pro-inflamatérias; ativam a resposta imune
adaptativa, promovendo respostas de células B e o desenvolvimento de células T antigeno-
especificas de alta afinidade (IVASHKIV; DONLIN, 2014).

A sinalizacdo dependente de IFN-tipo | se inicia pela ligacdo das citocinas ao complexo
dimérico de receptor IFNAR, que consiste nas subunidades IFNAR1 e IFNAR2. Foi demonstrado
que IFN-a e IFN-B se ligam a cadeia de IFNARI, enquanto a sinalizagéo por IFNAR2 ainda néo é
bem definida (FEINTUCH et al., 2018; PESTKA; KRAUSE; WALTER, 2004). Em seguida,
IFNAR fosforila e ativa as proteinas quinase JAK1 e TYK2, que por sua vez induzem a fosforilacéo
e ativacdo dos fatores de transcricdo STAT1 e STATZ2, os quais sofrem dimerizacdo e recrutam
IRF9, formando o complexo STATI1-STAT2-IRF9 (ISGF3). Esse complexo trimérico é
translocado para o nucleo e se liga a uma sequéncia especifica, denominada Elementos de resposta
estimulados por IFN (ISRE) para ativar a transcricdo dos genes estimulados por IFN (ISGs)
(CHEN; LIU; CAO, 2017; STARK; DARNELL, 2012).

Sabe-se que respostas dependentes de IFN desreguladas sdo associadas a varias desordens

imunoldgicas, como infecgBes cronicas, doencas autoimunes e doencas inflamatorias. Para que
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IFN-tipo | seja capaz de gerar protecdo ao hospedeiro € necessario um equilibrio entre a resposta
imunoldgica que é induzida e a toxicidade tecidual gerada por inflamagdo exacerbada (CHEN;
LIU; CAO, 2017). Esse grupo de citocinas é classicamente descrito como indutor de respostas
imunes protetoras no caso de infec¢fes virais, no entanto, sua producdo pode ser deletéria ao
hospedeiro no caso de algumas infecg¢des bacterianas e doengas autoimunes (TRINCHIERI, 2010).

Em relacdo a infeccdo por protozoérios, foi demonstrado que Trypanosoma cruzi é capaz
de induzir uma resposta imune dependente de IFN-tipo | nos primeiros momentos da infec¢éo,
estimulando a producéo de oxido nitrico e a resisténcia do hospedeiro (COSTA et al., 2006). Além
disso, células infectadas por Plasmodium spp. ou T. gondii também sdo capazes de produzir IFN-
tipo | pelas vias dependentes de TLR9 e TLR11, respectivamente, mas essa producdo nédo é
suficiente para o controle da infeccdo (KIM et al.,, 2012; PEPPER et al., 2008). Estudos
demonstraram que T. gondii secreta uma molécula efetora denominada TgIST, que é translocada
para o nucleo da célula hospedeira e blogueia a inducdo de IFN-tipo | (MATTA et al., 2019). Em
contrapartida, no caso da infeccdo por N. caninum, sabe-se que 0 RNA do parasito é capaz de
estimular altas concentracdes de IFN-tipo | dependente de TLR3-TRIF na célula hospedeira
(BEITING et al., 2014; MIRANDA et al., 2019). Assim, 0 objetivo deste estudo foi determinar
qual seria a participacéo direta da producédo de IFN-tipo | na prote¢do de camundongos infectados

com N. caninum.

11 MATERIAL E METODOS

11.1 Obtencao de camundongos

Camundongos 129Sv do tipo selvagem (WT) e geneticamente deficientes para a subunidade
1 do receptor de IFNo/p (IFN-ABR™ ou IFNAR™), 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 agua ad libitum. Todos o0s
experimentos foram previamente aprovados pelo Comité de Etica na Utilizacdo de Animais
(CEUA/UFU) sob o protocolo de nimero 109/16 (Anexo 1).
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11.2 Cultivo de células HelL a e parasitos N. caninum

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

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

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

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

11.3 Delineamento experimental

Incialmente, a fim de se verificar qual seria a importancia direta de IFN-tipo | na resisténcia
do hospedeiro, foi realizada uma analise de sobrevida em camundongos WT e IFNAR” (n=5),
infectados pela via i.p. com a dose de 1x107 taquizoitos de N. caninum. Apés a inoculagdo, esses
animais foram acompanhados quanto a sua morbidade e mortalidade por 30 dias. Além disso, foram
realizadas analises das fases aguda (7 dias) e cronica (30 dias) da infecgdo. Para isso, camundongos
WT e IFNAR™ (n=5) foram inoculados via intraperitoneal (i.p.) com a dose de 5x10° taquizoitos
de N. caninum obtidos como descrito anteriormente e, em diferentes tempos, foram coletadas
amostras de soro, lavado e células peritoneais, pulmdes, figado e cérebro de acordo com o padréo

de migracdo temporal do parasito como previamente determinado (COLLANTES-FERNANDEZ
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et al., 2006). O lavado peritoneal foi utilizado para a dosagem de citocinas e 6xido nitrico. Foi
realizado homogenato das amostras de tecidos, que foram avaliados quanto ao perfil de producéo
de citocinas por ELISA, carga parasitaria por g°PCR e analise histologica por hematoxilina e eosina,
enguanto que as amostras de soro foram avaliadas quanto a cinética de producéo de anticorpos por
ELISA.

11.4 Ensaio de Sobrevida

Os animais WT e geneticamente deficientes para o receptor de IFN-tipo | foram inoculados
com a dose de 1 x 107 taquizoitos do isolado Nc-Liv de N. caninum, em um volume de 200 pL, por
via intraperitoneal. Os camundongos foram observados diariamente quanto a morbidade, avaliada
pela perda de peso corporal apés a infeccdo, e a mortalidade, durante 30 dias apds o desafio. Apos

este periodo, os animais sobreviventes foram eutanasiados.

11.5 PCR em tempo real para quantificacdo de carga parasitaria

O parasitismo em amostras de células do lavado peritoneal, pulmao, figado e cérebro de
camundongos WT e IFNAR™ infectados com dose sub-letal de 5x10° taquizoitas de N. caninum
foi quantificado pela amplificacdo especifica de copias de DNA parasitario por meio de Real-time
PCR e normalizacdo com GAPDH como previamente descrito (JOHNSON; WIDLANSKI, 2004).
Inicialmente, 0 DNA das amostras foi extraido a partir de 50mg de tecido ou pellet celular e foi
adicionado 500 pL de Tampédo NLB (10 mM Tris-HCI, 400 mM NaCl e 2 mM Na2EDTA, pH
8.2), 16 puL de SDS 10% e 8 pL de Solucdo proteinase K (20mg/ml). Apds a incubagdo a 50°C
overnight, foi acrescentado as amostras 150 uL de Tampédo NaCl 6 M em banho de gelo por 10
minutos com posterior centrifugacdo a 12000 rpm durante 15 minutos. O sobrenadante foi coletado
e acrescentou-se 800 L de etanol absoluto. Em seguida, 0 DNA foi coletado e ressuspendido com
150-200 pL de &gua livre de nuclease. A concentracdo de DNA extraido foi determinada em
espectrofotdbmetro UV (260 nm; Nanodrop, Thermo Scientific, Wilmington, EUA) e ajustada para
40 ng/uL com agua estéril e livre de DNAse (dgua DEPC).

A reacdo foi realizada no equipamento de PCR em tempo real StepOne Plus (Applied
Biosystems - Thermo Scientific, Wilmington, EUA) com primers especificos para o gene Nc-5 de
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Neospora caninum (Forward: 5’-GCTGAACACCGTATGTCGTAAA-3’; Reverse: 5’-AGAGGA
ATGCCACATAGAAGC- 3’), GAPDH (Forward: 5’- CTCGTCCCGTAGACAAAATGG-3’;
Reverse: 5’-AATCTCCACTTTGCCACTGCA) e um master mix com o sistema de detecgédo
SYBR green (Promega, Madison, EUA). A carga parasitaria foi estimada por meio da extrapolagédo
do numero de copias de DNA de Nc-5 nas amostras comparado com curva padrdo com quantidades
de DNA conhecidas de N. caninum usando o software Step One Plus (Applied Biosystems, Foster

City, EUA. Os resultados foram expressos em picogramas de DNA do parasito / ug de DNA total.

11.6 Analise histopatoldgica para determinacao de inflamacéo tecidual in vivo

Amostras teciduais de pulmao, figado e cérebro de camundongos WT e IFNAR” infectados
com 5x108 taquizoitos de N. caninum por 7 ou 30 dias foram coletadas e fixadas em formol 10%
em tampdo PBS por 24 horas. No dia seguinte, os érgdos foram inclusos em parafina e cortados
(5um de espessura) com o auxilio de um micrétomo para fixacdo em laminas, as quais foram
posteriormente coradas com Hematoxilina e Eosina como previamente descrito (MINEO et al.,
2009b). As secdes foram fotografadas usando microscépio automatizado (FSX100, Olympus,
Japdo). Os scores inflamatdrios foram baseados em escalas de 0 a 3 conforme previamente descrito
(GIBSON-CORLEY; OLIVIER; MEYERHOLZ, 2013).

11.7 Homogenato de 6rgdos para dosagem de citocinas

A fim de se analisar a producéo de citocinas, amostras de pulmao e figado foram coletadas
de camundongos WT e IFNAR™ nas fases aguda e cronica da infeccdo. Inicialmente as amostras
teciduais foram ajustadas para a quantidade de 100 mg e em seguida, foi adicionado 500 pl de
inibidor de proteases (Complete Mini Roche, Basel, Suiga). As amostras foram trituradas,
homogeneizadas e centrifugadas a 10.000 x g por 10 minutos. O sobrenadante foi coletado e

armazenado a -70°C até utilizagdo nos experimentos.

80



11.8 Diferenciacao de macréfagos derivados da medula éssea (BMDMs)

Camundongos 129Sv WT e e IFNAR foram eutanasiados e pulverizados com alcool 70%.
Seus fémures e tibias foram extraidos, dissecados e, em fluxo laminar, imersos em alcool 70% por
1 minuto, sendo cortadas suas epifises. As medulas 6sseas foram lavadas como auxilio de uma
seringa com RPMI 1640 e uma agulha de insulina (26G de diametro). A suspensdo celular
resultante foi centrifugada e ressuspendida em meio condicionado (R20/30) composto por RPMI
suplementado com 20% de soro fetal bovino, 100U/ml de penicilina, 100mg/ml de estreptomicina,
2mM de L-glutamina e 30% de meio condicionado de células L929 (LCCM) para a diferenciacdo
em macrofagos (MARIM et al., 2010).

As células foram igualmente distribuidas em placas de Petri (9 ml de meio R20/30 por
placa) e incubadas por 6 dias em estufa a 37°C e 5% de CO., sendo que no 4° dia de diferenciagdo
foi acrescentado o mesmo volume de meio. Ap6s a incubacdo, o sobrenadante das placas foi
descartado e acrescido as mesmas 9 mL de PBS estéril gelado para a retirada das células aderidas
apos incubacdo por 10 minutos a 4°C. Por fim, as células foram centrifugadas a 400 x g por 10
minutos e o pellet obtido ressuspendido em RPMI 1640 suplementado com 10% de soro fetal
bovino e a quantidade de células ajustadas para contagem com Azul de Tripan 0,4% em camara
hemocitométrica, sendo posteriormente dispostas em placas de 96 po¢os. Apds adesdo, as células
foram infectadas com taquizoitos de N. caninum (Multiplicity of infection: MOI 0.5 — 1 parasito a
cada 2 células) ou estimuladas com LPS (1pg/ml) por 18h para posterior coleta do sobrenadante e

dosagem de citocinas.

11.9 Quantificagao de citocinas por ELISA

A producado das citocinas IFN-y, IL-12p40 e IL-10 foi quantificada sobrenadante de cultura
celular ou em lavado peritoneal, soro e homogenato de pulméo e figado de camundongos WT e
IFNAR™, infectados ou ndo com 5x10° taquizoitos de N. caninum. Os ensaios foram realizados
usando kits de ELISA comerciais de acordo com protocolos recomendados pelo fabricante (BD

Biosciences, San Diego, EUA).
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Para ELISA, placas de poliestireno de alta afinidade contendo 96 pogos (Corning
Laboratories Inc., New York, EUA) foram sensibilizadas com os respectivos anticorpos de captura,
overnight a 4°C. Apos lavagem das placas com PBS contendo Tween 20 a 0,05% (PBS-T), foi
realizado o bloqueio dos sitios inespecificos com 10% de SFB em PBS 0.01M (pH7,2) durante 1
hora. Seguido o bloqueio, foram adicionados as amostras e curvas padrdes com concentracfes
conhecidas foram adicionadas ao ensaio em dilui¢bes dupla-seriadas. Apés incubacdo por 2 horas
a temperatura ambiente, as placas foram novamente lavadas e incubadas com os anticorpos de
deteccdo biotinilados e conjugados com estreptoavidina-peroxidase na diluicdo de 1:250 por 1
hora a temperatura ambiente. Apos a lavagem as placas foram reveladas com a adi¢do do substrato
enzimatico (H20. a 0,03% e tetrametilbenzidina [TMB]). A densidade éptica (DO) foi determinada
em leitor de placas a 450 nm. A concentracdo final das citocinas foi determinada a partir de curvas
padrdo com concentracdes conhecidas de proteinas recombinantes e os resultados foram expressos
em pg/ml, observando os respectivos limites de deteccdo para cada ensaio: IFN-y (4.1 pg/ml), IL-
12p40 (15.6 pg/ml) e 1L-10 (31.3 pg/ml).

11.10 Quantificacio de Oxido Nitrico (NO)

A dosagem indireta de NO foi realizada no lavado peritoneal de camundongos WT e
IFNAR™ infectados com 5x10° taquizoitos de N. caninum por 7 dias. Para o ensaio foi utilizado o
kit comercial Total Nitric Oxide and Nitrate/Nitrite Assay (R&D Systems, Minneapolis, EUA). A
concentracdo de Oxido nitrico € baseada na conversdo enzimatica de nitrato em nitrito, seguido por
sua deteccdo colorimétrica a 540 nm e estimativa de concentracdo obtida em relacdo a curva

padrdo, de acordo com as instru¢des do fabricante. O limite de detec¢do do ensaio é de 0.78 umol/L.

11.11 ELISA indireto para IgG anti-N. caninum

Ensaio imunoenzimatico (ELISA) foi realizado para detectar a cinética de anticorpos 1gG
especificos anti-N. caninum em amostras de soros dos camundongos selvagens e geneticamente

deficientes em IFNAR, infectados com a dose sub-letal de 5x108 taquizoitos de N. caninum apds
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0, 7 e 30 dias de infeccdo, seguindo o protocolo ja descrito com algumas modificagdes (SILVA et
al., 2007).

Placas de microtitulacdo de 96 pocos de alta afinidade (Corning Incorporates Costar®, New
York, EUA) foram sensibilizadas com antigeno soltvel de N. caninum (NLA, em concentracédo de
10 pg/ml em tampao carbonato 0,06 M (pH 9,6) por 18 horas a 4°C. As placas foram lavadas com
PBS contendo 0,05% de Tween 20 (PBS-T) e os sitios inespecificos bloqueados com leite em pé
desnatado em PBS-T (PBS-TM) a 5% por 1 hora em temperatura ambiente. Apos novas lavagens,
as amostras de soros dos camundongos infectados foram adicionadas, em duplicata, na dilui¢éo de
1:25 (N. caninum) em PBS-TM 1% por 1 hora. Ap6s incubacéo a 37°C, as placas foram lavadas e
foi adicionado o anticorpo secundario (anti-IgG de camundongo) na dilui¢do 1:1000 marcado com
peroxidase (Sigma Chemical Co., St. Louis, EUA), diluido em PBS-T+BSA1% e as placas foram
incubadas durante uma hora a 37°C. Apds um ciclo final de lavagens, as placas foram reveladas
pela adigdo do substrato enziméatico (H202 a 0,03%) em tampéo cromdgeno consistindo de 2,2'-
azino-bis-3-ethilbenztiazolino acido sulfénico 0.01 M (ABTS; Sigma Chemical Co., St. Louis,
EUA) em tampdo citrato-fosfato 0,07 M (pH 4,2). Apds incubacéo por 20-30 minutos a temperatura
ambiente, a densidade dptica (DO) foi determinada em leitor de placas a 405 nm. O cut-off da
reacdo foi determinado pela média dos valores de DO dos soros controles negativos acrescido de
trés desvios padrdes. Os titulos de anticorpos foram expressos em densidade éptica (D.O.)

11.12 Analise estatistica

A analise estatistica foi calculada utilizando-se o software GraphPad Prism 5.0 para os
ensaios in vitro e in vivo. Os resultados foram expressos como média * erro padréo e as diferencas
consideradas estatisticamente significantes quando p<0,05, como determinado pelo método Two-
Way ANOVA com pds-teste de comparacdo multipla de Bonferroni, Teste T ou Mann Whitney,
dependendo da peculiaridade de cada protocolo experimental. A analise estatistica de mortalidade
foi estimada utilizando anédlise pelo método de Kaplan-Meier sendo a curva de sobrevida
comparadas através do teste Log-rank (MantelCox).
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11.13 Normas de Biosseguranca

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

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

12 RESULTADOS

12.1 IFN-tipo | é importante para a resisténcia do hospedeiro durante a infeccéo por

N. caninum

Com o objetivo de se verificar a importancia de IFN-tipo | na sobrevivéncia do hospedeiro,
camundongos WT e IFNAR” foram infectados com a dose letal de 1x107 taquizoitos de N. caninum
e monitorados durante 30 dias quanto a sua morbidade (Figura 11A) e mortalidade (Figura 11B).
Foi observado que todos os animais geneticamente deficientes para o receptor sucumbiram a
infeccdo até o 11° dia, enquanto que 67% dos animas WT resistiram ao protocolo de infec¢édo
severa. Além disso, na auséncia do receptor para as citocinas IFN-tipo I, a perda de peso corporal

foi maior quando comparada a dos animais WT.
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Figura 11: IFN-tipo | é importante para resisténcia do hospedeiro frente a infeccdo por N. caninum. (A) Analise
de morbidade, representada pela porcentagem de perda de peso corporal, e (B) mortalidade de camundongos WT e
IFNAR” infectados com 1x107 taquizoitos de N. caninum e monitorados por 30 dias ap6s a infecgdo. As curva de
sobrevida foram comparadas usando analise de sobrevivéncia de Kaplan-Meier através do teste log-rank Mantel-Cox
(*P<0.05).

12.2 A producéo de IFN-tipo I limita a replicacdo parasitaria e a inflamacao tecidual

Com o objetivo de se verificar se a sinalizacdo induzida por IFN-tipo I atua no controle do
crescimento parasitario in vivo, camundongos WT e IFNAR” foram infectados com a dose sub-
letal de 5x10° taquizoitos de N. caninum por 7 e 24 dias. Posteriormente, os camundongos foram
eutanasiados para quantificacdo de cdpias do DNA gendmico presentes em diferentes tecidos em
ambas as fases da infeccdo (Figura 12) e analise histolégica (Figura 13). N6s observamos que 0s
camundongos IFNAR” apresentaram alta carga parasitaria nas células do lavado peritoneal,
pulmdes e figado na fase aguda (7 dias de infec¢do) e no cérebro na fase cronica (24 dias de
infeccdo), quando comparados ao grupo WT.

As fotomicrografias representativas dos cortes histoldgicos (Figura 13A) e as analises de
score inflamatério (Figura 13B) revelaram que os pulmdes de ambos 0s grupos experimentais
estavam consideravelmente alterados, com a presenca de infiltrado inflamat6rio misto (mono e
polimorfonuclear) difuso, ocasionando de maneira similar a oclusdo parcial dos alvéolos. Através
da analise histopatoldgica do figado, observamos a presencga de infiltrado inflamatdrio misto,
difuso, com edemaciacdo do parénquima, além de focos inflamatérios moderados e,
ocasionalmente, necrose, principalmente nos animais geneticamente deficientes para IFNAR. Em
relacdo ao cérebro, observou-se um processo inflamatério leve nos camundongos WT e moderado
nos IFNAR™, com presenca de infiltrados inflamat6rios mononucleares, manguito perivascular

evidente e, ocasionalmente, meningite.
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Figura 12: IFN- tipo | controla a replicagdo parasitaria in vivo. Quantificagdo da carga parasitaria em animais WT
e IFNAR. Camundongos WT e IFNAR™ (n=5) foram infectados com 5x108 taquizoitos de N. caninum e sacrificados
para coleta de lavado peritoneal, pulméo e figado e tecido cerebral nas fases aguda e crénica da infecgdo. Os dados
foram obtidos a partir da reagdo de qPCR pela amplificacdo do gene Nc5. Os valores sdo expressos como média e £
erro padrdo da média (SEM). Os dados foram analisados através do teste de Mann Whitney (*P<0.05, **P<0,01,

***p<0,001).
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Figura 13: IFN-tipo | controla a inflamacdo hepética e cerebral durante a infecgdo por N. caninum. (A) Fotomicrografias representativas e (B) scores
inflamatdrios de pulmao, figado e cérebro de camundongos WT e IFNAR-/- (n=5) infectados com 5x108 taquizoitos de N. caninum.Os tecidos pulmonar e hepéatico
foram coletados durante a fase aguda da infeccdo (7 dias) e o cérebro durante a fase cronica (24 dias). As setas indicam aréas de infiltrado celular inflamatdrio e as
pontas de setas indicam regifes de necrose tecidual. As laminas foram coradas com Hematoxilina-eosina e analisadas no microscépio 6ptico (aumento de 10x).
Resultados foram expressos como média + SEM. Diferencas estatisticas (***P<0,001; ns: ndo significativo) entre grupos WT e IFNAR foram realizadas usando
o0 teste de Mann Whitney.
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12.3 IFN-tipo I modula positivamente a producéo de I1L-12p40, IFN-y, IL-10 e NO,

mas nao interfere na producéo de anticorpos especificos anti-N. caninum

Como os camundongos IFNAR- demonstraram maior suscetibilidade a infeccdo, aumento
de carga parasitaria e maior grau de inflamagdo tecidual, nosso proximo passo foi investigar como
estaria a producéo das citocinas chave para o desenvolvimento do perfil protetor de resposta imune
Th1, IL-12p40 e IFN-y (Figura 14), e da molécula efetora Oxido nitrico (Figura 15) na fase aguda
da infeccdo. Como esperado, os camundongos geneticamente deficientes para o receptor de IFN-
tipo | apresentaram produgéo reduzida de IL-12p40 e IFN-y no lavado peritoneal, soro e figado 7
dias ap06s a infeccdo por N. caninum, entretanto, ndo houve diferencas significativas na producédo
dessas citocinas no pulmdo. Além disso, 0s niveis de nitrato/nitrito no lavado peritoneal
apresentaram reducdo na auséncia de IFN-tipo I, indicando que esta via de sinalizacdo, de modo
direto ou indireto, é relevante no controle da replicacdo parasitaria. A fim de se confirmar esses
resultados, realizamos também a dosagem de IL-12p40 e IL-10 em macrofagos derivados de
medula 6ssea de camundongos WT e IFNAR™ infectados com taquizoitos de N. caninum ou
estimulados com LPS (controle positivo) por 18h (Figura 16). Observamos que os macréfagos
IFNAR™ apresentaram uma producdo significativamente menor dessas citocinas quando
coomparados aos macrofagos WT.

Com o objetivo de se avaliar o envolvimento de IFN-tipo | na resposta imune humoral
contra N. caninum, a producdo sérica de anticorpos IgG antigeno-especificos foi analisada em
cinéticaem camundongos WT e IFNAR™ infectados com 5x108 taquizoitos de N. caninum. (Figura
17). Foi observado que os niveis de IgG anti-N. caninum foram similares nos grupos experimentais

durante as fases aguda e crénica da infecg&o.
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Figura 14: IFN-tipo | influencia a producéo de IL-12p40 e IFN-y in vivo. Quantifica¢do de I1L-12p40 e IFN-y por
ELISA no soro, lavado peritoneal, figado e pulmdo de camundongos WT e IFNAR”- (n=5) infectados com 5x108
taquizoitos de N. caninum por 7 dias. Resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (SEM). Analises
estatisticas entre grupos foram realizadas usando Two-way ANOVA seguido do poés teste de Bonferroni. (*P,0,5,
**p<0,01, ***P<0,001). NI: ndo infectado; 7 dpi: 7 dias pds-infeccdo.
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Figura 15: A presenc¢a de IFN-tipo | induz a produc¢do de 6xido nitrico durante a infec¢do por N. caninum.
Quantificacdo de oxido nitrico por kit comercial em lavado peritoneal de camundongos WT e IFNAR-/- (n=5)
infectados com 5x10° taquizoitos de N. caninum por 7 dias. Resultados foram expressos como média * erro padréo da
média (SEM). Anélises estatisticas entre grupos foram realizadas usando Two-way ANOVA seguido do pés teste de
Bonferroni. (***P<0,001). NI: ndo infectado; 7 dpi: 7 dias pds-infecgéo.
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Figura 16: A producdo de IL-12p40 e IL-10 é aumentada por IFN-tipo | durante a infeccdo por N. caninum in
vitro. Quantificacdo de (A) IL-12p40 e (B) IL-10 por ELISA em sobrenadante de cultura de macréfagos derivados de
medula éssea (BMDMs) de camundongos WT e IFNAR-/- infectados com taquizoitas de N. caninum (MOI 0.5) ou
estimulados com LPS por 18 horas. Resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (SEM). Analises
estatisticas foi realizada entre os grupos WT e IFNAR™ usando Two-way ANOVA seguido do pds teste de Bonferroni.
(*P,0,5, **P<0,01, ***P<0,001). NI: ndo infectado.
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Figura 17: A acéo de IFN-tipo | ndo interfere na producdo de anticorpos anti-N. caninum. Quantificacdo da
cinética de producdo de anticorpos 1gG anti-N. caninum por ELISA no soro de camundongos WT e IFNAR-/-
infectados com 5x10° taquizoitos de N. caninum por 7 e 24 dias. Resultados foram expressos como média + erro padrao
da média (SEM). Andlises estatisticas foi realizada entre os grupos WT e IFNAR usando Two-way ANOVA seguido
do pds teste de Bonferroni. NI: ndo infectado.

13 DISCUSSAO

A infeccdo por protozoarios e classicamente associada com inducéo de IFN-tipo 11 (IFN-y),
enquanto que IFN-tipo | (IFN-o e IFN-B) ¢ descrito como atuante em infecgdes virais. Em
contrapartida, estudos demonstraram que o RNA de N. caninum é um forte indutor de IFN-tipo |
pelaviade TLR3-TRIF (MIRANDA et al., 2019). Desse modo, o objetivo deste estudo foi elucidar
como seria a participagdo desse grupo de citocinas na resisténcia de camundongos infectados pelo
parasito protozoario N. caninum.

Para isso, utilizamos camundongos do tipo selvagem (WT) e deletados geneticamente para
a subunidade 1 do receptor de IFN-o. e IFN-B (IFNAR™), que ndo sofrem a a¢éo de IFN-tipo | por
terem a transcrigdo do sinal interrompida pela auséncia da ligacdo das citocinas ao seu respectivo
receptor (PESTKA; KRAUSE; WALTER, 2004). Os grupos experimentais foram infectados com
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taquizoitos de N. caninum e submetidos a anélises de sobrevida, de infeccGes agudas (7 dias de
infeccdo) e crbnicas (24 dias de infec¢éo).

Inicialmente, demonstramos que camundongos IFNAR™ sdo suscetiveis a infecgdo por N.
caninum quando comparados aos animais WT, com perda significativa de peso corporal e 100%
de mortalidade até o 11° dia. Nossos resultados anteriores mostraram que camundongos TLR3™ e
TRIF também sdo menos resistentes a infeccdo quando comparados aos WT, no entanto,
obtiveram uma taxa de sobrevida de 50% e 33%, respectivamente (MIRANDA et al., 2019). Essa
diferenca pode ser explicada pelo fato de existirem outras vias, além da via de TLR3-TRIF,
responsaveis pela producdo de IFN-tipo I, como as vias dependentes de RIG-I, TLR-7, TLR-8,
TLR-9, cGAS-STING (LEE; ASHKAR, 2018), dentre outras, que estariam atuando de forma
compensatdria na producdo de IFN-tipo | durante a infeccdo. De modo contrario, IFN-tipo | teve
sua participacdo descrita como deletéria na sobrevida do hospedeiro em infeccBes por
Trypanosoma cruzi, T. brucei e Plasmodium berghei (BALL et al., 2013; CHESSLER et al., 2011;
LOPEZ et al., 2008) e ndo teve influéncia direta na sobrevida de camundongos infectados com T.
gondii (BEITING et al., 2014; SHIRAHATA et al., 1986).

Durante a infeccdo aguda e cronica por N. caninum, observamos que camundongos IFNAR"
I apresentaram alta carga parasitaria em células do lavado peritoneal, pulmao, figado e cérebro,
que sdo os principais 6rgdos acometidos pelo parasito de acordo com a sua distribuicdo temporal
ja descrita (COLLANTES-FERNANDEZ et al., 2006), em comparacdo aos animais WT. Esses
resultados demonstram que IFN-tipo | é importante no controle da replicacdo parasitaria durante a
infeccdo. Resultados semelhantes foram encontrados em camundongos TRIF™, os quais possuem
expressao génica reduzida de IFN-a e IFN-B, quando infectados por N. caninum (MIRANDA et
al., 2019). Dados contraditorios sdo encontrados na literatura em relacdo a importancia de IFN-tipo
I no controle da replicacdo de T. gondii. Alguns autores defendem que IFN-tipo | ndo possui
influéncia direta na sobrevida de camundongos infectados com T. gondii (BEITING et al., 2014;
SHIRAHATA et al., 1986), enquanto outros trabalhos demonstram que camundongos IFNAR™
infectados com a cepa ME49 de T. gondii perdem mais peso corporal e apresentam alta carga
parasitaria no cérebro quando comparados aos WT (MATTA et al., 2019).

Em nosso trabalho avaliamos também a presenca de lesdo tecidual inflamatdria por anélise
histolégica de tecidos de camundongos WT e IFNAR” e observamos que na auséncia da acdo de

IFN-tipo | houve perda da estrutura tecidual, maior nimero de focos inflamatorios e lesdes
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necréticas no pulmdo, figado e cérebro desses animais em comparagdo ao grupo controle.
Resultados similares foram encontrados por Matta e colaboradores utilizando o modelo de infec¢do
por T. gondii, em que a coloragdo por hematoxilina e eosina mostrou a presenca de varios cistos
teciduais do parasito no tecido cerebral de camundongos WT e IFNAR™, além de um aumento de
infiltrados celulares inflamatdrios e presenca de necrose nos animais knockout (MATTA et al.,
2019).

No caso de camundongos TRIF” infectados por N. caninum, os quais apresentam uma
reducdo importante na producéo de IFN-tipo I, foi observado um aumento de score inflamatoério
nos pulmdes e no figado quando comparado ao grupo controle (MIRANDA et al., 2019). Estudos
ja demonstraram que IFN-tipo I possui diferentes fun¢Ges dependendo do tipo de infeccdo em que
atua (BOGDAN; MATTNER; SCHLEICHER, 2004) e no caso de N. caninum, todos os estudos
publicados sdo concordantes em relacdo a importancia dessas citocinas na resisténcia do hospedeiro
(BEITING etal., 2014; MIRANDA et al., 2019). No caso de algumas infec¢des bacterianas, como
por Orientia tsutsugamushi, agente etiolégico do tifo rural (scrub) em humanos e que atinge
principalmente os pulmdes e o baco, foi visto que a auséncia de IFN-tipo | ndo agrava as lesbes
histopatoldgicas e a carga parasitaria nesses 6rgaos (MIN et al., 2018).

O desenvolvimento de uma resposta imune Thl adequada é considerado de primordial
importancia para a protecdo contra parasitos intracelulares como N. caninum. Deste modo, nds
avaliamos a capacidade de camundongos WT e IFNAR” em produzir citocinas e moléculas
efetoras sabidamente envolvidas na resposta protetora do hospedeiro contra este parasito. Nossos
resultados demonstraram que 0s animais knockout produzem concentragdes reduzidas das citocinas
IL-12 e IFN-y, além da baixa produgdo de NO em comparagdo aos animais do tipo selvagem
durante a fase aguda da infeccdo. Esses achados sugerem que IFN-tipo | possui efeito de modulacéo
positiva de citocinas indutoras de uma resposta imune Thl, bem como de NO, molécula efetora de
grande importancia na eliminacdo do parasito.

De maneira geral, diversos estudos na literatura comprovam que IFN-tipo | exerce
importante efeito imunomodulatério na producédo de IL-12 e IFN-y em infec¢des de origem néo-
viral (CHEN; LIU; CAO, 2017; IVASHKIV; DONLIN, 2014; MIRANDA et al., 2019). Isso pode
ser explicado pelo fato de IFN-tipo | e IFN-y possuirem efeitos redundantes em varios tipos
celulares, com a possibilidade de crosstalk durante infeccdes por protozoarios. Sabe-se que em
condigdes homeostaticas, essa “ligagdo cruzada” ¢ benéfica ao hospedeiro por causar uma
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producdo basal de IFN- tipo I, a qual pode estimular as células a desenvolver respostas apropriadas
para todos os tipos de interferons (GOUGH et al., 2010). Alem disso, ja foi demonstrado que IFN-
tipo I, juntamente com IL-12, possuem a capacidade de “primar” linfocitos T antigeno-especificos
para induzir a producdo de IFN- y in vitro (WAY et al., 2007).

Em relacdo a produgdo de Oxido nitrico por parasitas protozodrios, nossos resultados
corroboram com dados ja descritos na literatura, como no modelo murino de infecgdo por
Leishmania major, no qual a producdo de IFN-tipo I (a e B) induzida pelo parasito ativa a sintese
por macrdéfagos da molécula oxido nitrico-sintase induzida (iNOS) e catalisa a sintese de o0xido
nitrico, estimulando a resisténcia do hospedeiro (DIEFENBACH et al., 1998). Além disso, 0
tratamento com IFN-B de camundongos BALB/c infectados pelo mesmo parasito induz up-
regulation da expressdo de iNOS, protegendo contra a infeccdo progressiva (MATTNER et al.,
2004). Outro estudo sugere que, no caso da infeccdo por T. cruzi, a producdo de IFN-tipo I co-
estimula a sintese de NO precocemente, contribuindo para um melhor controle da parasitemia e
consequentemente da resisténcia do hospedeiro (COSTA et al., 2006).

Alguns estudos abordando infeccdes virais agudas ja demonstraram a influéncia de IFN-
tipo | na resposta imune humoral promovendo a producdo de anticorpos antigeno-especificos
(FINK et al., 2006; LUND et al., 2004). No entanto, durante a fase cronica da infeccdo essas
citocinas podem exercer um papel imunossupressor, causando um bloqueio das fungdes de
linfocitos B (FALLET et al., 2016; MOSEMAN et al., 2016). Em casos de leishmaniose visceral,
que possui como marcador uma hipergamaglobulinemia, IFN-tipo | também parece ser um
regulador dessa condicdo, visto que o bloqueio da sinalizacdo produtora dessas citocinas reduz
significativamente os titulos de IgG antigeno-especificos (SILVA-BARRIOS et al., 2016). Nesse
contexto, nossos resultados mostraram que IFN-tipo | age com neutralidade na producdo de
anticorpos IgG tanto na fase aguda, quanto crénica, ndo interferindo nos titulos de anticorpos tendo
por referéncia os titulos de animais WT. Apesar deste resultado ndo ter sido considerado relevante
estatisticamente, biologicamente é notavel que IFN-tipo | € capaz de conferir resisténcia ao
hospedeiro, ja que este grupo de citocinas regula a producdo de outras citocinas e moléculas
efetoras importantes para o estabelecimento de um ambiente pré-inflamatoério que possa eliminar

0 parasito e também regulatorio, a fim de evitar danos teciduais exagerados.
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14 CONCLUSAO

Em conjunto, nossos resultados demonstram que o grupo de citocinas IFN-tipo | induz
resisténcia ao hospedeiro contra N. caninum, por controlar a replicacéo parasitaria aguda e crénica,
bem como os danos teciduais demasiados oriundos do processo inflamatorio gerado pela infecgéo.
Além disso, nosso trabalho mostra a influéncia de IFN-tipo | na inducdo de moléculas pro-
inflamatorias do perfil Thl, como IL-12, IFN-y ¢ NO, refor¢ando a imunidade anti-parasitéria.
Assim, concluimos que IFN-tipo I, que é classicamente descrito como atuante na imunidade anti-

viral, participa na resisténcia contra o parasito protozoario N. caninum.

15 CONSIDERACOES FINAIS

A presente tese de doutorado apresentada em trés capitulos teve como objetivo estudar parte
de como se da o reconhecimento de RNA e de DNA do parasito N. caninum pelas vias de
sinalizacdo TLR3-TRIF e cGAS-STING. No capitulo | vimos que 0 RNA do parasito ativa a via
de TLR3-TRIF, que € importante para a resisténcia do hospedeiro frente a infeccdo em
camundongos, modulando a resposta imune do tipo Th1l para auxiliar no controle do parasitismo e
inflamacéo tecidual. No capitulo Il demonstramos que 0 DNA de N. caninum induz a producdo de
IFN-tipo | e 0 aumento de expressdo das moléculas da via de sinalizacdo de cGAS-STING. Além
disso, mostramos que STING influencia na producdo de IL-12, IL-10 e atua no controle da
replicacdo parasitaria. Ambas as vias de sinalizacdo estudadas culminam na producédo de IFN-tipo
I, assim, no capitulo Il apresentamos resultados de experimentos in vivo demonstrando a
importancia desse grupo de citocinas, que sao classicamente descritas como atuantes na imunidade
anti-viral, na resisténcia do hospedeiro contra N. caninum, controlando a replicacdo parasitaria e
modulando a producdo de citocinas e outras moléculas chave para a eliminag&o do parasito (figura
18).

Acreditamos que nossos resultados fornecerdo importantes informacgdes cientificas que
auxiliem no desenvolvimento de protocolos profilaticos e terapéuticos contra a neosporose. Desse

modo, estudos futuros sdo necessarios para identificar os possiveis ligantes presentes nos acidos
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nucléicos de N. caninum que sdo diretamente reconhecidos pelos receptores TLR3 e cGAS, e que
podem ser utilizados para o desenvolvimento de uma vacina de nova geragédo eficaz contra a
neosporose, visando aumentar os escores reprodutivos na criagdo de ruminantes e induzindo, por
conseqiiéncia, melhorias de rendimento e competitividade externa neste importante setor da

economia nacional.
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Figura 18: Diferentes vias de producdo de IFN-tipo | ap6s reconhecimento de RNA e DNA de N. caninum. O RNA do parasito é reconhecido
pelo receptor TLR3, que induz recrutamento de TRIF e fosforilagdo e transloca¢do nuclear do fator de transcri¢cdo IRF3 para posterior producgéo de IFN-
tipo 1. No caso do DNA, ocorre reconhecimento através da via de sinalizacdo dependente de cGAS-STING culminando na producdo de IFN-tipo I,
aumentando a resisténcia do hospedeiro, controlando a replicacdo parasitaria e a inflamacgéo tecidual favorecendo a producéo de citocinas e moléculas
efetoras como IL-12, IL-10, IFN-y e 6xido nitrico (NO).
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