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RESUMO

Neospora caninum é um protozodrio intracelular obrigatério, pertencente ao filo Apicomplexa,
causador da neosporose, uma doenca de importancia médica veterinaria por causar doencas
neuromusculares em cées e abortos em bovinos, gerando perdas afetivas e econémicas para
tutores e para a empresas do ramo da pecuaria, respectivamente. Por tais motivos, uma série de
estudos tem sido realizados para o desenvolvimento de estratégias para a prevengdo e
tratamento da infeccéo, incluindo pesquisas relacionadas a imunidade inata contra esse parasito.
Dentre os receptores da imunidade inata, as galectinas, proteinas lectinas com afinidade a B-
galactosideos, reconhecem moléculas presentes em parasitos, estimulando a resposta imune do
hospedeiro. Nesse contexto, esse trabalho visa determinar o papel de Galectina-3 em
camundongos durante a infec¢do por N. caninum. Desta forma, foram analisados morbidade e
mortalidade em camundongos selvagens (WT) e camundongos geneticamente deficientes em
Galectina-3 (Gal3™) infectados com taquizoitos, bem como alteracbes histopatoldgicas,
parasitismo tecidual e producéo de anticorpos desses animais durante a infeccdo aguda (7 dias)
e cronica (30 dias) por N. caninum. Foi observado que os camundongos Gal3™ apresentaram
uma menor perda de peso corporal ao longo do curso da infeccdo, quando comparado com o
grupo WT. Contudo, ndo houve diferenca no parasitismo cerebral entre os camundongos Gal3"
e WT. Em sintonia, camundongos Gal3”- e WT apresentaram um padr&o inflamatdrio similar,
com a presenca de focos inflamatdrios multiplos no parénquima do cérebro. Avaliou-se também
a influéncia de Galectina-3 na producdo de IgG anti-N. caninum e foi observado que essa
molécula ndo influencia diretamente na produgdo de anticorpos 1gG especificos para N.
caninum. Com base nestes dados, concluimos que ndo ha evidéncias de que Galectina-3
participe do processo de resisténcia imunolédgica de camundongos durante a infecgcdo pelo

protozoario N. caninum.

Palavras-chave: Neospora caninum, Galectina-3, Modelo experimental



ABSTRACT

Neospora caninum is a mandatory intracellular protozoan that belongs to the phylum
Apicomplexa and is the causative of neosporosis, a disease of great medical-veterinary
importance for causing neuromuscular diseases in dogs and abortions in cattle, generating great
economic losses for dog owners and livestock companies, respectively. For these reasons,
several studies have been made in the development of strategies for the prevention and
treatment of this infection, including research related to innate immunity against this parasite.
Among the receptors of innate immunity, the galectins, lectins proteins with affinity to B-
galactosides, recognize molecules present in parasites, stimulating the host’s immune response.
In this context, our work aimed to determine the role of the galectin-3 in mice resistance during
N. caninum infection. For this, we analyzed the morbidity and mortality rates from wild type
(WT) and genetically depleted for Galectin-3 (Gal3™) mice infected with tachyzoites, as well
as histopathological changes, parasitism and antibody production in these animals in acute (7
days) and chronic (30 days) infection with N. caninum. We observed that the Gal3” mice had
a less loss of body weight when compared to the WT group. However, there was no difference
in cerebral parasitism between Gal3” and WT mice. In addition, Gal3” and WT mice showed
similar inflammatory condition, with multiple inflammatory foci in the brain parenchyma.
Moreover, we evaluated the influence of Galectin-3 in the production of IgG anti-N. caninum
and we could notice that this molecule does not directly influence the production of IgG
antibodies specific to N. caninum. Based on these data, we can conclude that there is no
evidence that Galectin-3 participate in the immunological resistance process in mice during the

infection by N. caninum protozoan.

Keywords: Neospora caninum, Galectin-3, Experimental models



1. INTRODUCAO
1.1 Neospora caninum

Neospora caninum é um protozodario intracelular obrigatorio, pertencente ao filo
Apicomplexa, causador da neosporose. O ciclo biologico de N. caninum envolve trés formas
evolutivas: esporozoitos presentes em oocistos, taquizoitos, e bradizoitos no interior de cistos
teciduais (Figura 1). Os zoitos contém organelas encontradas somente em Apicomplexa:
conoide sustenta o citoesqueleto microtubular do parasito; apicoplasto € um plastideo néo
fotossintético delimitado por 4 membranas; micronemas produz proteinas MIC que estdo
envolvidas no reconhecimento e na adeséo nas células do hospedeiro; roptrias produz proteinas
ROP que orientam a instalacdo do parasito dentro da célula do hospedeiro; granulo denso
produz proteinas GRA que estdo envolvidas na manutencdo do vacuolo parasitéforo onde o

parasito multiplica.

Figura 1. Formas evolutivas de Neospora caninum. (A) Taquizoito, (B) bradizoito, (C) cistos teciduais, (D)
oocistos ndo-esporulados, e (E) oocistos esporulados com dois esporocistos (seta) e dois esporozoitos (cabega da
seta). Conoide (Co); apicoplasto (Ap); micronemas (Mn); roptrias (Rh); granulo denso (Dg). Fonte:
(GOODSWEN; KENNEDY; ELLIS, 2013)

O parasito apresenta ciclo de vida heteroxénico, no qual os canideos sdo hospedeiros
definitivos e animais homeotérmicos sdo hospedeiros intermediarios. N. caninum foi descrito



em 1988 (DUBEY et al, 1988) e nas ultimas décadas comecou a ser mais compreendido, visto
que a neosporose € uma das principais causas de abortamento em bovinos acarretando
consideravel perda econémica na pecuaria (DUBEY, 2003; REICHEL et al., 2014).

Em parasitos filogeneticamente proximos ao N. caninum, como o Toxoplasma gondii, a
adesdo entre parasitos e células do hospedeiro é mediada por antigenos de superficies (SAGS),
com subsequente liberacdo de adesinas pela agdo dos micronemas, as quais desenvolvem um
papel importante para o ataqgue a membrana plasmatica do hospedeiro, acompanhada por
extensivas modificagdes proteoliticas de proteinas associadas a entrada na célula (BINDER,;
LAGAL; KIM, 2008; CARRUTHERS; BLACKMAN, 2005). Em seguida, proteinas de
roptrias sdo liberadas na interface celular parasito-hospedeiro, formando uma juncdo entre a
membrana plasmatica do parasito invasor e da célula do hospedeiro (BRADLEY:; SIBLEY,
2007). Apos a fusdo, ocorre a formacdo de um vacuolo parasitéforo (PV). Finalmente, estes
parasitos modificam o ambiente no PV por secrecdo de proteinas de granulos densos, tornando
0 ambiente propicio para a replicacdo parasitaria por endodiogenia, processo de
desenvolvimento assexuado (VONLAUFEN et al., 2004). Com a pressdo realizada pela
resposta imune do hospedeiro, os taquizoitos de N. caninum se transformam em bradizoitos
(EASTICK; ELSHEIKHA, 2010)

Os bradizoitos podem formar cistos teciduais e possuem replicacdo assexuada lenta, o que
caracteriza formas de laténcia do parasito que podem persistir por toda vida em um hospedeiro
sem causar qualquer sinal clinico, sendo mais comumente encontrado em tecidos nervosos e
musculares (DUBEY; LINDSAY, 1990). A fase sexuada se inicia com a ingestdo de cistos
teciduais, presentes em tecidos da presa, por canideos, 0s quais sobrevivem a passagem pelo
estdbmago, mas liberam bradizoitos que infectam as células epiteliais do intestino delgado, onde
ocorre a reproducdo sexuada, formando esporozoitos e, posteriormente, oocistos no intestino
do cédo, sendo eliminados nas fezes do hospedeiro definitivo e disseminados no ambiente. Os
oocistos sdo resistentes aos fatores ambientais e resistem a variagdes climaticas por longos
periodos, tornando-se infectantes (esporulados) mediante exposicao ao oxigénio, temperatura e
umidade. A ingestdo desses oocistos esporulados pelo hospedeiro intermediario libera
esporozoitos no intestino do hospedeiro, transformando-se em taquizoitos e infectando demais
orgaos e tecidos (INNES, 2007).

N. caninum também pode ser transmitido por via transplacentaria em bovinos (Figura 2)
(GOODSWEN; KENNEDY; ELLIS, 2013), sendo que esse tipo de transmissdo pode ser
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dividido em duas diferentes vias, sendo transmissdo transplacentaria exégena ou endogena. A
primeira via ocorre quando vacas prenhas adquirem a infeccdo apds a ingestdo de alimentos
contaminados com oocistos, infectando subsequentemente tecidos fetais. A segunda via ocorre
devido a recrudescéncia pela reativacao e reconversdo de bradizoitos em taquizoitos durante a
prenhez e subsequente infeccdo fetal (TREES; WILLIAMS, 2005).

e

L~ Transmissao
} horizontal

> 5 Oocistos nio
Came Hospedeiro esporulados
contaminada intecmediatio
§ 9

‘ 'or, 4 ‘

- ‘\M }> i .‘

75 g Oocistos
- - l il esporulados

Transmissido
vertical
!!'x J .! E

Bezemro abortado Placenta Bezerro congenitamente infectado

Figura 2. Ciclo do Neospora caninum. O ciclo de vida completo inclui tanto a replicacdo sexuada (em
hospedeiros definitivos canideos) e replicagdo assexuada em hospedeiros intermediérios (ex.: bovinos).
Transmissdo horizontal (normalmente via oocistos e cistos teciduais). (Adaptado de GOODSWEN; KENNEDY;
ELLIS, 2013)

1.2 Patogénese e patologia

N. caninum pode infectar uma ampla gama de animais e causa doencas principalmente em
bovinos e cdes, embora ndo cause doenga em humanos (DUBEY; LINDSAY, 1996). A
patogénese da neosporose esta associada com a invasdo e a rapida multiplicacdo intracelular de
taquizoitos, disseminados pela corrente sanguinea e sistema linfatico, causando também
inflamacéo tecidual (GOODSWEN; KENNEDY ; ELLIS, 2013).



Em bovinos, quando N. caninum infecta a placenta, multiplica-se promovendo a destrui¢éo
tanto do tecido fetal quanto maternal, promovendo resposta inflamatdria incompativel com um
processo gestacional de sucesso (BARR et al., 1994). Ndo ha desordens neuroldgicas
identificadas em bovinos adultos pela neosporose, porém bezerros infectados intrauterinamente
podem apresentar sintomatologia compativel (DUBEY; LINDSAY, 1996).

Em cées, a doenca pode se desenvolver em qualquer idade, a qual pode ser generalizada,
envolvendo todos os 6rgdos (incluindo a pele), ou em locais especificos (BARBER; TREES,
1996). Os casos mais severos de neosporose sdo descritos em filhotes congenitamente
infectados, os quais apresentam como sinais clinicos patognomonicos uma paresia dos
membros posteriores (DUBEY; SCHARES, 2011). Outras disfun¢des que a neosporose pode
desencadear incluem a dificuldade de degluticdo, paralisia da mandibula, flacidez muscular,
atrofia muscular e até insuficiéncia cardiaca (DUBEY; SCHARES; ORTEGA-MORA, 2007).

1.3 Epidemiologia

Para entender a epidemiologia do N. caninum, € importante identificar seus hospedeiros e,
também, entender sobre a distribuicdo geografica. Ha relatos de isolamento de N. caninum em
animais como bovinos (MCALLISTER; WALLACE; BJORKMAN, 2005), ovelhas (PENA et
al., 2007), caes (DUBEY et al., 2004), veados (GONDIM et al., 2004), bufalos (RODRIGUES
et al., 2004), raposas vermelhas (ALMERIA et al., 2002), texugo, doninha, furdo (BARTLEY
etal., 2013), urubu (DARWICH et al., 2012), guaxinim (LEMBERGER et al., 2005) e dunnart
(KING et al., 2011).

Casos de neosporose sdo mais expressivos em bovinos, sendo o abortamento uma das
principais consequéncias clinicas, apresentando carater esporadico, endémico ou epidémico
(DONAHOE et al., 2015; DUBEY, 2003; MCALLISTER, 2016). O abortamento de fetos gera
perdas econdmicas que podem ultrapassar bilhdes de ddlares anualmente (INNES et al., 2005;
REICHEL et al., 2014; WILLIAMS et al., 2000). Dependendo da fase da gestacdo em que
ocorre a infec¢do intrauterina, além da rejeicédo fetal, a infeccao pelo parasito pode gerar lesGes
degenerativas ou inflamatorias no feto, natimorto ou fetos mumificados, nascimento de
bezerros fracos com sintomas no sistema nervoso central ou até nascimento de bezerros

considerados saudaveis, mas infectados cronicamente (ANDRIANARIVO et al., 2001). Tais
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sintomas dependem do estado imunoldgico contra N. caninum durante a transmissdo vertical
(KHAN et al., 1997; QUINN; ELLIS; SMITH, 2002).

Presume-se que N. caninum pode ser encontrado em todas as regides do mundo onde exista
criacdo de gado, sendo que sua prevaléncia pode diferir entre paises (DUBEY; SCHARES,
2011). A transmissdo vertical da mée para o feto e a ingestdo p6s-natal de oocistos sdo 0s Unicos
modos de transmissdo demonstradas em bovinos (Figura 3). N. caninum é um dos parasitos
mais eficientemente transmitidos por via transplacentaria entre todos os microrganismos
conhecidos no gado (WILLIAMS et al., 2000).

— —
Fatores que influenciam a Fatores que influenciam na
taxa de transmissdo taxa de abortos exdgenos
horizontal em rebanhos associados a N. caninum em
(ex.: nimero de caes na rebanhos
fazenda) (ex.: dose de infecgdo)

il

Transmissio
horizontal

Fatores que influenciam a
taxa de transmissio vertical
(ex.: idade das vacas)

Fatores que influenciam na
taxa de abortos end6genos
associados a N. caninum em

rebanhos (ex.: supressao

imune)

Figura 3. Visdo geral do risco potencial ou fatores de protecio que influenciam a transmissdo horizontal ou

Transmissao
vertical

vertical de Neospora caninum e a ocorréncia de abortos exdgenos ou endoégenos associados a N. caninum.
Nesse diagrama, vacas naive estdo coloridas em cinza, vacas infectadas pos-natal estdo coloridas em laranja e
vacas infectadas verticalmente estdo coloridas em vermelho. (Adaptado de DUBEY; SCHARES; ORTEGA-
MORA, 2007)
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1.4 Resposta imune celular

A combinacdo da resposta imune inata com a resposta imune adaptativa pode controlar a
infecgdo por N. caninum. A resposta imune humoral, apesar de poucos relatos, esta relacionada
com o blogueio de taquizoitos extracelulares, havendo mais informacdes sobre a resposta imune
celular contra N. caninum (DUBEY; SCHARES; ORTEGA-MORA, 2007).

Apos a infecgdo, os padrdes associados ao patdégenos (PAMPS), presentes em parasitos, Sao
reconhecidos por receptores de reconhecimento de padrdes (PRRs), presentes em células da
imunidade inata e desencadeiam respostas inflamatorias (HOU et al., 2011; MANSILLA;
CAPOZZO0, 2017; THAISS et al., 2016). Os PRRs mais bem caracterizados séo os receptores
do tipo Toll (TLRs), sendo alguns presentes na superficie celular (TLR1, TLR2, TLR4, TLR5
e TLR6) e outros em endossoma (TLR3, TLR7, TLR8, TLR9, TLR11, TLR12 e TLR13) (DE
NARDO, 2015; VIJAY, 2018). Estes receptores apresentam um papel importante na ativacdo
do sistema imune inato durante a infeccdo por N. caninum, por meio das moléculas adaptadoras
MyD88 e TRIF. A partir da sinalizagdo dependente de MyD88 e TRIF, ocorre a ativagdo de
fatores de transcrigdo, como NF«kB, responsaveis por gerar mediadores pro-inflamatorios da
resposta imune como IL-12 e IFN-y, essenciais para o controle da infecgdo por N. caninum
(DOS SANTOS MIRANDA et al., 2019; MINEO et al., 2009b).

Os receptores do tipo NOD (NLRs) também participam da resposta imune contra o N.
caninum, sendo que a via de sinalizacdo ativada por NOD-2, que € colocalizado com o vacuolo
parasitoforo, atua no controle da replicacdo do parasito N. caninum, entretanto, intensifica a
inflamacédo, gerando grave patogénese e morte do hospedeiro (DAVOLI-FERREIRA et al.,
2016). Este perfil deletério também foi observado para o receptor dectina-1, visto que
camundongos geneticamente deficientes para essa molécula apresentaram resisténcia a infeccéo
por N. caninum assim como alta produgéo de 1L-12p40 (DA SILVA et al., 2017).

Estudos in vitro apresentaram que em macrofagos peritoneais derivados da medula dssea
de camundongos infectados com taquizoitos de N. caninum acorre a ativagdo do receptor
NLRP3 do inflamassoma, um complexo multiproteico importante na deteccdo de patdgenos,
associado com a liberacdo de IL-1p e IL-18, clivagem de caspase-1 e morte celular. Ademais,
em infecgdes em camundongos NLRP3”-, ASC e caspase-1/11 resultou em baixas producdes
de IL-18 e IFN-y no soro, infiltrado inflamatorio e altas cargas parasitarias no sitio de infecgao,

apontando o papel desse receptor no controle da replicagdo do parasito (WANG et al., 2018).
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Ademais, a resposta imune inata é a primeira linha de defesa contra o parasito N. caninum,
desempenhando um papel importante para seu controle, e também participa da inducdo da
resposta imune adaptativa, podendo restringir a proliferacdo parasitaria e até mesmo levar a
resisténcia ao parasito. Como exemplo, durante a fase aguda da neosporose ocorre a producao
de interleucina 12 (1L-12) secretada por células dendriticas, a qual estimula a producéo de IFN-
vy por células natural killer (NK) e linfocitos T, demonstrando a importancia desses mecanismos
para a sobrevivéncia do hospedeiro (ALMERIA; SERRANO-PEREZ; LOPEZ-GATIUS, 2017;
HEMPHILL et al., 2013; MONNEY; HEMPHILL, 2014; NISHIKAWA, 2017).

Além disso, durante infec¢cBes, um componente da resposta imune inata que participa do
reconhecimento do patdgeno sdo as lectinas. A interacdo funcional entre as lectinas e seus
receptores de carboidratos “proprios” e “ndo proprios” estdo implicados em varios aspectos da
resposta imune de vertebrados e invertebrados e foram caracterizados em detalhes nos Gltimos
anos (AKIRA; TAKEDA; KAISHO, 2001; LIU; RABINOVICH, 2005; LUDWIG;
GEIJTENBEEK; VAN KOOYK, 2006).

1.5 Galectinas

Atualmente estd bem estabelecido que lectinas do tipo C, ficolinas e galectinas ndo
possuem apenas um papel importante em processos imunes inatos que levam ao
reconhecimento do patdgeno, endocitose, ativacdo do complemento e processamento de
antigeno, mas também estdo envolvidos nas fun¢des imunes adaptativas, incluindo a selegéo

clonais de células B e T, maturacdo, ativacdo, e apoptose (VASTA; AHMED, 2009).

O receptor inato de lectina tipo C, como dectina-1, foi relatado como relevante na infeccéo
por N. caninum, sendo importante na taxa de mortalidade dos animais infectados, no
parasitismo durante a fase cronica e aguda da infecdo, e também na producdo de citocinas
importante para o controle do parasito, como IL-12p40 (DA SILVA et al., 2017).

As galectinas constituem a familia de lectinas de animais definidas por sua afinidade por
[-galactosideos, contendo um dominio de reconhecimento de carboidratos (CRD). Os membros
da familia das galectinas sdo amplamente distribuidos em taxons eucariéticos desde fungos e
esponjas até linhagens de metazoarios protostdmios e deuterostdmios e do ponto de vista
estrutural sédo notavelmente conservados (COOPER, 2002; VASTA et al., 1999).
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Baseado em suas organiza¢@es de dominio, as galectinas tém sido classificadas em trés
tipos: “proto”, “chimera” e “tandem-repeat” (HIRABAYASHI; KASAI, 1993) (Figura 4). As
galectinas do tipo “proto” contém 1 CDR por subunidade e sdo homodimeros ligados nao
covalentemente. As galectinas “chimera” tém um CDR C-terminal e um dominio N-terminal
rico em prolina e glicina. Nas galectinas “tandem-repeat”, dois CDRs estdo conectados por um
peptideo (TASUMI; VASTA, 2007). Repeti¢des do tipo “proto” e “tandem” podem ter reagdes
cruzadas entre glicanos do hospedeiro e do microbio. Ademais, glicanos “chimera” (glacetin-
3) podem reconhecer glicanos de micrdbios, mas ainda ndo esta totalmente claro que eles
também facam reacdes cruzadas com a superficie da célula do hospedeiro (VASTA; AHMED,
2012).
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Figura 4. Reconhecimento pelas galectinas. (A) Representacdo esquematica da organizacédo dos dominios das

LR RT3

galectinas; (B) Ilustracdo esquematica das intera¢des cis das galectinas “proto”, “chimera”, e “tandem” com
glicanos da superficie da célula de hospedeiros. (C) llustragdo esquematica de interagdes trans das galectinas
“proto”, “chimera” e “tandem” com glicanos de microbios ou da superficie da célula do hospedeiro. (Adaptado de
Vasta; Ahmed, 2012)

Embora relativamente conservadas do ponto de vista estrutural, as galectinas apresentam
uma alta diversidade funcional. A expressdo, secrecdo e diversidade funcional das galectinas
estdo representadas na figura 5, onde os transcritos de galectina sdo traduzidos no citoplasma e
a proteina pode ser translocada para o nuacleo, onde elas podem associar com
ribonucleoproteinas. Por mecanismos ndo convencionais, as galectinas podem ser secretadas
para 0 meio extracelular, onde podem funcionar como receptores de reconhecimento de padrées
para glicanos de microbios, ligar a glicanos de superficie de células do hospedeiro, e ter reacdes
cruzadas com glicanos da matriz extracelular, por exemplo, promovendo a migragédo celular.
Galectinas também podem fazer ligac6es cruzadas com glicanos de superficie celular e induzir

agrupamento de microdominios e formacdo de rede na superficie celular que pode desencadear
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cascatas de sinalizagcdo, ou reagdes cruzadas com ceélulas vizinhas e promover a
adesdo/interacdo entre células (VASTA; AHMED, 2012).
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Figura 5. Expressdo, secrecdo e diversidade funcional das galectinas. (1) Os transcritos de galectina séo
traduzidos no citoplasma e a proteina pode ser translocada para o ndcleo (2) onde elas podem associar com
ribonucleoproteinas. Por mecanismos ndo convencionais, as galectinas podem ser secretadas para 0 meio
extracelular (3) onde podem funcionar como receptores de reconhecimento de padrBes para glicanos de
microrganismos (4), ligar a glicanos da superficie de células do hospedeiro (5), e ter reagdes cruzadas com glicanos
da matriz extracelular (6), por exemplo, promovendo a migracao celular. Galectinas também podem fazer ligagdes
cruzadas com glicanos da superficie celular e induzir agrupamento de microdominios e formacéo de rede na
superficie celular (7) que pode desencadear cascatas de sinalizagéo, ou reagdes cruzadas com células vizinhas (8)

e promover a adesdo/interacdo entre células. (Adaptado de Vasta; Ahmed, 2012)

Alguns tipos de galectinas tém sido reportadas como mediadores de adesdo celular
(WALLIS, 2002; WEIS et al., 1998), diferenciacdo de células B (HE; BAUM, 2004;
MARTINEZ et al., 2004), inflamac&o (RUBINSTEIN et al., 2004), em processos de “splicing”
de mRNA (PATTERSON; WANG; WANG, 2004), apoptose de leucdcitos (PERILLO;
MARCUS; BAUM, 1998; RABINOVICH et al.,, 2002) e metastase de cancer (LIU;
RABINOVICH, 2005; TAKENAKA; FUKUMORI; RAZ, 2004). Além disso, recentemente
foi reconhecido que as galectinas do hospedeiro podem ligar-se diretamente a residuos de
carboidrato disposto na superficie de parasitos, como lipofosfoglicanos (LPG) (PELLETIER et
al., 2003; PELLETIER; SATO, 2002), e funcionar como receptores de reconhecimento de
padroes (PRRs).
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1.6 Resposta imune humoral

A resposta imune humoral também desempenha um papel importante no controle da
infeccdo por Neospora caninum. Em experimentos utilizando camundongos, foi demonstrado
que células B peritoniais e do bago foram ativadas na infeccdo aguda por N. caninum. Células
B naive também se tornaram ativadas quando estimuladas com N. caninum in vitro (TEIXEIRA
et al., 2005).

Pesquisas demonstram que em camundongos deficientes na producédo de células CD4" e
infectados por N. caninum apresentaram uma maior mortalidade, menores niveis de 1gG no dia
9 apos a infeccdo e, também, houve uma maior razdo 1gG1/lgG2a quando comparados a
camundongos ndo depletados (NISHIKAWA et al., 2001; SPENCER et al., 2005; TANAKA
et al., 2000).

Quanto ao quesito de anticorpos auxiliarem o controle da neosporose, ja foi relatado in
vitro que anticorpos presentes no soro de camundongos infectados por N. caninum
apresentaram uma atividade na inibicdo da invasdo celular pelo parasito (AGUADO-
MARTINEZ et al., 2010). Também ha evidéncias de que IgG especifico para proteinas da
membrana de N. caninum interferem na sobrevivéncia de taquizoitos em macréfagos in vitro
(FERREIRINHA et al., 2014).

Também ha relatos de que camundongos imunizados com taquizoitos transgénicos
apresentaram altas taxas de protecdo contra a transmissdo de N. caninum via transplacentaria
(MARUGAN-HERNANDEZ et al., 2011), demonstrando a importancia da inducdo da
producdo de anticorpos especificos para o controle da neosporose.

1.7 Modelos animais de infeccao

A fim de elucidar parametros imunes, patoldgicos e sobre a viruléncia da infecgédo por N.
caninum, as infec¢Oes experimentais sdo de grande valia. Diferentes modelos de infec¢do tém
sido utilizados no campo da pesquisa, auxiliando na avaliagcdo da relacédo parasito-hospedeiro.
Os bovinos, que sdo hospedeiros intermediarios mais importantes por apresentarem grande
interesse econdémico na infec¢do por N. caninum, sdo utilizados em infecgdes experimentais

com sucesso (MALEY et al., 2006), todavia 0 manejo desses animais pode ser custoso, exigindo
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maiores habilidades e necessidade de grandes instalacfes (DE MAREZ et al., 1999; HORCAJO
et al., 2016). Por outro lado, as ovelhas também podem ser apresentadas como um modelo
experimental interessante por serem hospedeiras naturais, serem ruminantes, e apresentarem
sistema imunoldgico semelhante aos bovinos. Ademais, o uso destes animais pode apresentar
vantagens em relacdo aos bovinos, como a necessidade de um espago menor para a criagdo, a
facilidade de manuseio e o periodo gestacional mais curto que as vacas (ARRANZ-SOLIS et
al., 2015; SANCHEZ-SANCHEZ et al., 2018).

Os estudos de infeccdo experimental para estudo da neosporose utilizando camundongos
sdo maioria, sendo que estes animais apresentam facilidade no manuseio, acessibilidade, e
baixo custo (HEMPHILL; AGUADO-MARTINEZ; MULLER, 2016), apesar de apresentarem
algumas diferencas no sistema imune, bem como susceptibilidade limitada com relacdo aos
hospedeiros naturais. Estes animais ja demonstraram ser um modelo viavel para estudo da
infeccdo por N. caninum (COLLANTES-FERNANDEZ et al., 2006b), apresentando
caracteristicas clinicas semelhantes aos hospedeiros infectados naturalmente, como perdas
reprodutivas (LONG; BASZLER, 1996), e eficiéncia na transmissdao vertical (LIDDELL,;
JENKINS; DUBEY, 1999), mimetizando os efeitos da infec¢do experimental em bovinos.
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2. JUSTIFICATIVA

A neosporose é uma doenca que pode acometer animais, incluindo bovinos, gerando uma
grande perda econdmica tanto na populacdo de gado de corte quanto de gado de leite. Sendo
assim, o melhor entendimento da resposta imunoldgica contra N. caninum se torna crucial para
0 desenvolvimento de tratamentos terapéuticos ou profilaticos. O uso de modelos
experimentais, como camundongos, possibilita o entendimento dessa infeccéo, sendo que a via
intraperitoneal € a mais utilizada para o estabelecimento da infecgdo nas pesquisas cientificas,
podendo propiciar um entendimento preciso sobre o processo de infeccdo e compreender 0s
mecanismos fisiopatoldgicos durante a infeccdo por N. caninum. Como ndo ha pesquisas
relacionadas com a importancia da galectina-3 em camundongos infectados por N. caninum,
torna-se crucial o estudo dessa molécula na infeccdo pelo parasito, a fim de elucidar mais os

parametros imunolégicos envolvidos na resposta contra esse parasito.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Determinar o papel de galectina-3 no modelo de infeccdo intraperitoneal por N. caninum

induzido em camundongos.

3.2 Objetivos especificos

A. Determinar o papel de galectina-3 em parametros de morbidade e mortalidade no modelo
de infeccdo intraperitoneal por N. caninum induzido em camundongos.

B. Determinar a importancia de galectina-3 na histopatologia e no parasitismo da infeccéo por
N. caninum pela via intraperitoneal em camundongos.

C. Determinar a relevancia de galectina-3 para a inducdo da producédo de anticorpos mediante

a infeccdo intraperitoneal por N. caninum.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Camundongos C57BL/6 do tipo selvagem (WT) e geneticamente deficientes para a
galectina-3 (Gal3”), 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 0s experimentos
utilizando camundongos foram aprovados pelo Comité de Etica na Utilizacdo de Animais da
Universidade Federal de Uberlandia (CEUA/UFU); nimero de protocolo 109/16 e foram
realizados de acordo com as recomendagfes no Guia de Principios para a Pesquisa Biomédica
Envolvendo Animais do Conselho Internacional para Ciéncia de Animais de Laboratorio
(ICLAS), referendado pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
(CONCEA). O local de experimentacdo animal (Rede de Biotérios de Roedores — REBIR-UFU)
é credenciado pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo animal (CONCEA,
CIAEP: 01.0105.2014) e Biosseguranca (CTNBIio, CQB: 163/02).

4.2 Parasitos

Para o cultivo dos parasitos, linhagem de fibroblastos murinos NIH/3T3 (ATCC, USA)
foram cultivadas em frascos de cultura celular de 75cm? contendo meio RPMI 1640 (Life
Technologies Corporation, Carlsbad-CA, EUA) suplementado com 2mM de L-glutamina
(Sigmal Chemical Co., St. Louis, EUA), 100 U/mL penicilina (Gibco), 100 ug/mL
estreptomicina (Gibco) e 10% de soro fetal bovino (SFB) (Cultilab, Campinas, Brasil), em
estufa a 37°C com 5% COy, até atingir confluéncia.

Posterirormente, as células foram infectadas com taquizoitos de N. caninum (isolado
NcLiv), mantidas nas mesmas condi¢cBes anteriormente descritas para células, exceto pela
adicdo de SFB ao meio. Apds a lise celular, as suspensdes foram obtidas conforme descrito
previamente (DAVOLI-FERREIRA et al.,, 2016). O sobrenadante contendo a suspenséo
parasitaria foi coletado e centrifugado a 800 x g por 10 minutos a 4°C. Em seguida, o sedimento
foi ressuspendido em meio RPMI 1640 e os parasitos contados em camara hemocitométrica
(Neubauer) com o auxilio do corante Azul de Tripan 0,4% (Sigma Chemical Cp., St. Louis,

EUA) sendo utilizado logo em seguida para infec¢do de camundongos.
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4.3 Desenho experimental

Para investigar a inflamacdo tecidual causada pelo N. caninum, o parasitismo e a producgéo
de anticorpos, camundongos WT e Gal3” foram divididos em 4 grupos (5 camundongos WT e
5 camundongos Gal3™ por grupo): grupo ndo infectado (N.l.) para a coleta de soro para
posterior analise de anticorpos especificos anti-N. caninum pelo método de ELISA. 01 grupo
infectado pela via intraperitoneal com 1 x 107 taquizoitos de N. caninum por 30 dias para analise
de parametros de morbidade e taxa de mortalidade. 01 grupo infectado pela via intraperitoneal
com 5x10° taquizoitos de N. caninum por 07 dias, sendo que apds o tempo de infecgdo, 0s
animais foram anestesiados e eutanasiados para a obtencdo dos pulmdes e dos figados para
posterior andlise histoldgica. 01 grupo infectado pela via intraperitoneal com 1x10° taquizoitos
de N. caninum por 30 dias para a coleta de cérebro, tanto para analise histoldgica quanto para a
analise do parasitismo por PCR em tempo real, e soro para a analise da producdo de anticorpos

especificos anti-N. caninum pelo método de ELISA.

4.4 Parametros de morbidade

Para analisar o impacto da infeccdo nos animais, camundongos WT e Gal3” foram
infectados com 1x107 taquizoito de N. caninum e acompanhados diariamente. O peso e a
piloerecéo e atividade desses animais foram avaliadas todos os dias apds a infecgdo, durante 30
dias. Para a analise de morbidade, os animais foram observados diariamente e foram
ranqueados, como anteriormente descrito (BARTLEY et al., 2006) com modificacdes, sendo:
camundongo ativo e sem piloerecdo (Score 0); camundongos com piloerecdo (Score 1);

camundongos relutantes para mover (Score 2).

4.5 Quantificacdo de parasitos

A carga parasitaria no cérebro foi determinada pela técnica de PCR em tempo real
(QPCR-StepOne Plus, Applied Biosystems, EUA) através do sistema de detec¢do SYBR green
(Promega, Madison, EUA) e normalizados para Gliceraldeido 3-Fosfato Desidrogenase
(GAPDH), assim como descrito anteriormente (JOHNSON II; WIDLANSKI, 2003).
Brevemente, DNA foi extraido de 100 mg de tecido cerebral usando 500 puL de tampao NLB
(10mM Tris-HCI, 400nM NaCl e 2mM NaEDTA, pH 8,2), 16 uL de SDS 10% e 8 uL de
Solucéao proteinase K (20mg/mL) e incubados a 50°C overnight. Apds incubagédo, 150 uL de
tampdo NaCl 6M foi adicionado as amostras seguido pela incubacdo em gelo por 10 minutos e
posterior centrifugacdo a 12.000 x g durante 15 minutos. O sobrenadante foi cuidadosamente

coletado, transferido para outro tubo e acrescentou-se 800 pL de etanol absoluto. O DNA foi
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coletado e ressuspendido com 150-200 pL de agua livre de nucleases. As concentragdes de
DNA das amostras foram determinadas por espectrofotometria (260 nm; Nanodrop, Thermo
Scientific, Wilmington, EUA) e ajustadas para 40 ng/uL com agua livre de DNAse (4gua
DEPC) para ensaios de gPCR, o qual foi utilizado primers desenhados para a sequéncia de Nc5
de N. caninum (Forward: GCTGAACACCGTATGTCGTAAA; Reverse:
AATCTCCACTTTGCCACTGCA). O parasitismo foi estimado pela extrapolagdo de nimero
de copias de Nc5 na amostra comparado com curvas padronizadas com DNA obtido de um
numero conhecido de taquizoitos de N. caninum, usando determinado equipamento e seu
software (Step One Plus, Thermo Scientific, USA).

4.6 Analises histologicas

Amostras de pulméo e figado dos animais infectados por 7 dias e cérebro dos animais
infectados por 30 dias foram coletadas de camundongos WT e Gal3” e analisados quanto a
infiltrados inflamatérios e dano tecidual. Para isso, os 6rgdos foram fixados em formalina
tamponada a 10% a temperatura ambiente por 24 horas e armazenados em alcool 70% até o
processo de inclusdo em parafina. Apos a inclusao, os orgaos parafinados foram seccionados
(5um de espessura) e depositados em laminas microscopicas, seguido pela desparafinizacao e
hidratacdo para a coloragdo com Hematoxilina e Eosina (H&E), como descrito por (MINEO et
al., 2009a), sendo avaliados alteragdes morfoldgicas teciduais. O score de dano tecidual foi
baseado em uma escala de 0 a 3, de acordo com um procedimento publicado anteriormente
(GIBSON-CORLEY; OLIVIER; MEYERHOLZ, 2013). A aquisi¢do de imagens foi feita
usando um microscopio invertido automatico (FSX100, Olympus, Japan).

4.7 Preparacdo de antigeno soltvel de N. caninum

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

de NLA foram armazenados a -20°C até sua utilizacdo nos procedimentos de ELISA.
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4.8 ELISA indireto para IgG anti-N. caninum

Ensaio imunoenzimatico (ELISA indireto) foi feito para detectar a cinética de anticorpos
IgG especificos anti-N. caninum em soro de camundongos WT e Gal3™" infectados com 5x10°
taquizoitos de N. caninum por 30 dias e de camundongos ndo infectados, seguindo o protocolo
ja descrito com algumas modificacGes (MINEO et al., 2010).

Placas de alta afinidade de 96 pocos (Corning Incorporates Costar®, New York, USA)
foram sensibilizadas com antigeno soltvel de N. caninum (NLA, 10 pug/ mL em 0,06 M de
tampé&o carbonato (pH 9,6) por 18 horas a 4°C. A placa foi lavada com PBS contendo 0,05%
Tween 20 (PBS-T) e sitios ndo especificos foram blogueados com leite em p6 desnatado em
PBS-T (PBS-TM) a 5% por 1 hora a temperatura ambiente. Depois das lavagens, as amostras
de soro dos animais infectados foram adicionadas, em duplicata, com dilui¢do 1:25 em 1% de
PBS-TM por 1 hora. Posteriormente, a placa foi lavada e foi adicionado o anticorpo secundario
(IgG anti-camundongo), marcado com peroxidase, com diluicdo de 1:1000 (Sigma Chemical
Co., St. Louis, USA), diluido em PBS-T + BSA 1% e incubada por 1 hora a 37°C. Apds o
ultimo ciclo de lavagem, foi adicionado o substrato da enzima (0,03% H20.) em tampdo de
cromdgeno 4&cido 2,21-azino-bis-3-etilbenzotiazolino-6-sulfénico 0,01 M (ABTS; Sigma
Chemical Co., St. Louis, USA) em 0,07 M de tampdo citrato-fosfato (pH 4,2). Apos a incubacao
de 20-30 minutos a temperatura ambiente, a densidade ética (D.O.) foi determinada no leitor
de placas a 405 nm. O ponto de corte da reagdo foi determinado pelos valores médios de D.O.
dos soros controle negativo acrescidos de 3 desvios padrdo. Os titulos de anticorpo foram

expressos em D.O.

4.9 Andlises estatisticas

Graficos e célculos estatisticos serdo realizados usando o software GraphPad Prism 5.0
(GraphPad Software Inc., San Diego, EUA). As diferencas entre os grupos foram analisadas
pelos testes de One-way ANOVA utilizando o teste de comparagdo mdaltipla de Bonferroni,
Kruskal-Wallis utilizando o teste de comparacdo multipla de Dunn e teste de Mann-Whitney,
quando apropriado. A porcentagem de sobrevida de camundongos foi estimada usando o
método de Kaplan-Meier, seguido pela comparacao das curvas de sobrevida atraves do teste de
log-rank — Mantel-Cox. Os resultados foram expressos como média e erro padrdo da média

(SEM). Valores para P <0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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5. RESULTADOS

5.1 Galectina-3 esté relacionada com a perda de peso corporal em animais

Com o propésito de verificar a importancia direta de galectina-3 na sobrevivéncia do
hospedeiro, camundongos WT e Gal3” foram infectados com taquizoitos de N. caninum (1x107
taquizoitos por animal) e monitorados por 30 dias para avaliar a morbidade (Figura 6A e 8C) e
sobrevivéncia (Figura 6B). Em média, animais geneticamente deficientes para galectina-3

apresentaram uma menor perda de peso corporal, mesmo sem mortes em ambos 0s grupos.
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Figura 6. Galectina-3 est4 relacionada com a variagdo de peso corporal na infeccdo por N. caninum. (A)
variacdo de peso, (B) mortalidade e (C) score médio de morbidade, onde score 0 — camundongos ativos e sem
polierecdo; 1 — camundongos com piloerecdo; 2 — camundongos relutantes para mover, de camundongos WT e
Gal3™ infectados com 1x107 taquizoitos de N. caninum e monitorados por 30 dias apds a infecgdo. Curvas de
sobrevivéncia foram comparadas usando analise de Kaplan-Meier e teste Matel-Cox log-rank (**** P < 0,0001).

5.2 A producgdo de galectina-3 ndo tem influéncia na replicacdo parasitaria no

cerebro e na inflamagcéo tecidual.

Para verificar a acdo da galectina-3 no controle da replicacdo parasitaria in vivo,
camundongos WT e Gal3” foram infectados com uma dose subletal (5x10° taquizoitos por
animal) de N. caninum por 30 dias. Além disso, foi analisado a inflamacéo (Figura 7B) no
cérebro desses animais. Na fase crénica da infec¢do foi observado que os cérebros dos animais

Gal3” foram parasitados de forma semelhante quando comparado com o grupo WT. Ademais,
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ndo houve diferenca entre os animais WT e Gal3” nas andlises histoldgicas dos cérebros, com

ambos os grupos apresentando infiltrado inflamatorio.
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Figura 7. Galectina-3 ndo influencia na replicacdo parasitaria in vivo. (A) Quantificacdo da carga parasitaria
em camundongos WT e Gal3”. Camundongos WT e Gal3" (n=5) foram infectados com 5x108 taquizoitos de N.
caninum e feito a eutanasia para coleta de tecido cerebral em estagios de infec¢do cronica. Os valores foram obtidos
a partir da reacdo qPCR por amplificacdo do gene Nc5. (B) representagdo histol6gica de cérebro de camundongos
WT e Gal3” infectados com 5x108 taquizoitos de N. caninum. (C) Score inflamatorio de cérebros de camundongos
WT e Gal3” (n=5) infectados com 5x108 taquizoitos de N. caninum. Tecido cerebral foi coletado durante a fase
cronica (30 dias). As setas indicam areas de infiltrado celular inflamatério. As laminas foram coradas com
hematoxilina-eosina e analisadas sob microscopia 6tica (10x magnification). Os valores estdo expressos como

média + erro padrdo da média (SEM).

Quanto a inflamacdo tecidual em 07 dias de infec¢éo, as fotomicrografias representativas
do corte histolégico (Figura 8) revelaram que os pulmdes (Figura 8A) de ambos 0s grupos
experimentais estavam consideravelmente alterados, apresentando infiltrado inflamatério

difuso com células mono e polimorfonucleares. Por meio das andlises histopatoldgicas do
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figado (Figura 8B), também foi observado a presenca de infiltrados inflamatérios variados e
difusos, mesmo sem haver diferenca nas analises histoldgicas entre os animais WT e Gal3™".
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Figura 8. Galectina-3 ndo controla a inflamagédo tecidual durante a infeccdo por N. caninum.
Fotomicrografias representativas do (A) pulméo, (B) figado de camundongos WT e Gal3” infectados com 5x108
taquizoitos de N. caninum. (C) Score inflamatério de cérebros de camundongos WT e Gal3” (n=5) infectados
com 5x108 taquizoitos de N. caninum. Tecido pulmonar e do figado foram coletados durante a fase aguda da
infecgdo (7 dias). As setas indicam &reas de infiltrado celular inflamat6rio. As ldminas foram coradas com
hematoxilina-eosina e analisadas sob microscopia 6tica (10x magnification). Os valores estdo expressos como

média + erro padrdo da média (SEM).

5.3 Galectina-3 ndo interfere na producdo de anticorpos anti-N. caninum em
camundongos

A fim de compreender o envolvimento de galectina-3 na resposta imune humoral durante

a infecgdo por N. caninum, foi analisada a producéo de anticorpos IgG antigeno especificos

no soro de camundongos WT e Gal3” infectados com 5x108 taquizoitos de N. caninum

(Figura 9). Foi observado que a produgdo de anticorpos 1gG anti-N. caninum foi similar em

ambos 0s grupos experimentais durante a fase crénica da infeccao.
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Figura 9. A acdo de galectina-3 n&o interfere na producéo de 1gG anti-N. caninum. Quantificacdo da producédo
de anticorpos 1gG anti-N. caninum, por ELISA, no soro de animais WT e Gal3” infectados com 5x108 taquizoitos
de N. caninum por 30 dias. Os resultados foram expressos em média + erro padrdo da média (SEM). Analises

estatisticas foram feitas entre os grupos WT e GAL-3" usando One-way ANOVA. N..: ndo infectado.

6. DISCUSSAO

A infeccdo causada por protozoario esta associada com a inducdo da imunidade inata,
incluindo alguns receptores como galectina-3. Ademais, galectina-3 foi inicialmente associada
com a ligagdo de glicanos préprios enddgenos e mediar processos de desenvolvimento,
incluindo diferenciacdo celular, organizacdo de tecidos (LEFFLER et al., 2004) e, mais
recentemente, regulacdo da homeostase imune (RABINOVICH; TOSCANO, 2009; YANG;
RABINOVICH; LIU, 2008). Nos ultimos anos, contudo, tornou-se claro que as galectinas
também podem ligar-se a glicanos presentes na superficie de potenciais microrganismos
patdgenos e vermes parasitas, € mediar reconhecimento e funcées efetoras na imunidade inata
(SATO; NIEMINEN, 2004). Sendo assim, o principio desse estudo foi elucidar como essas
moléculas participam na resisténcia de camundongos infectados pelo protozoario N. caninum.

Para isso, foi utilizado camundongos selvagens (WT) e deficientes em galectina-3 (GAL-
37), sendo que foi reconhecido que as galectinas do hospedeiro podem ligar-se diretamente a
residuos de carboidratos presentes na superficie do parasito, e funcionar como PRRs (VASTA,
2009). Os grupos experimentais foram infectados com taquizoitos de N. caninum e sujeitos a
analises de sobrevivéncia, infec¢do aguda (7 dias) e cronica (30 dias).

Primeiramente, nossos resultados indicaram que camundongos WT perderam maior
porcentagem de peso corporal durante a infec¢do pelo N. caninum, quando comparado com 0S
animais Gal3”". Mesmo que n&o haja relatos na literatura sobre o papel da molécula galectina-
3 na infecgéo por N. caninum, em modelos experimentais murinos infectados por Trypanosoma

cruzi, macrofagos depletados para galectina-3 demonstraram uma menor infectividade e
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viabilidade. Além disso, camundongos deficientes para galectina-3 estdo parcialmente
protegidos contra a maléria cerebral experimental (OAKLEY et al., 2009). Contrariamente,
infeccdo por T. gondii in vivo com a cepa virulenta RH demonstrou que camundongos Gal3™
tiveram menor probabilidade de sobreviver ap6s a infeccdo (ALVES et al.,, 2013;
BERNARDES et al., 2006).

Durante a infecgo cronica por N. caninum, foi observado que os camundongos Gal3”" ndo
apresentaram diferenca na carga parasitaria em células do cérebro, principal érgdo afetado pelo
parasito de acordo com sua distribuicdo temporal anteriormente descrita (COLLANTES-
FERNANDEZ et al., 2006a), quando comparado com o grupo WT. Esses resultados
demonstram que galectina-3 ndo é importante para limitar a replicacdo parasitaria no cérebro
durante a infecgdo. Chain e colaboradores demostraram que camundongos Gal3” tiveram uma
melhor habilidade de eliminar o parasito e controlar a infeccdo na fase aguda da doenca de
Chagas (CHAIN et al., 2020). Ademais, em modelos de infeccdo por maléria, camundongos
Gal3™ tiveram uma baixa parasitemia em estagios da fase aguda (TOSCANO et al., 2012) e
crénica (OAKLEY et al., 2009) quando comparados com o grupo WT. Além disso, o sistema
nervoso central de animais Gal3” infectados por T. gondii exibiu uma alta carga parasitaria
quando comparada com camundongos WT (BERNARDES et al., 2006).

No presente estudo, também foi avaliado a presenca de dano tecidual por analises
histolégicas de camundongos WT e Gal3™ e foi observado que na falta da acdo da galectina-3
ndo houve diferenca no niumero de focos inflamatérios no figado, cérebro e pulméo desses
animais quando comparados ao grupo WT. Em modelos de infec¢do por T. gondii, Bernardes e
colaboradores demonstraram que os camundongos Gal3” tiveram uma menor resposta
inflamatoria no figado, mas uma alta resposta inflamatdria nos pulmdes quando comparado
com os camundongos WT (BERNARDES et al., 2006), evidenciando que diferentes parasitos
podem afetar diferentemente a inflamacéo tecidual.

Os fatores imunes induzidos por células ativadas contribuem para a mudanca de isotipo de
anticorpos, onde o perfil de anticorpos produzidos esta diretamente relacionado com a resposta
imune induzida pela patégeno (INNES, 2007). Por isso, os camundongos foram infectados com
N. caninum e foi verificado que ndo houve diferenca na producéo de 1gG total entre os grupos
de animais WT e Gal3™",

Em suma, os resultados demonstram que a falta de galectina-3 pode ndo interferir na
resisténcia do hospedeiro contra N. caninum, seja por controle da replicacdo do parasito em

experimentos de fase crénica, assim como o dano tecidual causado por processos inflamatérios
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gerados pela infeccdo. Ademais, mais informac6es sobre sua fungdo, sem duvidas, pavimentara

0 caminho para a compreenséo da infecgéo por N. caninum.

7.  CONCLUSAO

Em conjunto, nossos resultados demonstram que a auséncia de galectina-3 induz uma
menor perda de peso em camundongos infectados por N. caninum. Além disso, nosso trabalho
também mostra que galectina-3 pode ndo estar relacionado com a resisténcia a infeccao por
Neospora caninum, seja na replicacdo parasitaria, na inflamacao tecidual ou na producao de
anticorpos. Assim, concluimos que galectin-3, nos pardmetros analisados, ndo participa na

resisténcia contra o parasito protozoario N. caninum.
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9. ANEXO

Anexo 1: Comprovante de aprovacio do Comité de Etica e Utilizacdo Animal da Universidade
Federal de Uberlandia.

SERVICO PUBLICO FEDERAL
UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA 2 CEUA
) Pré-Reitoria de Pesquisa e Pés-Graduacao |

Comissdo de Etica na Utilizagdo de Animals

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado “Investigagio de protocolos vacinais contra
infecgiies por Toxoplosma gondii e Neosporn comimum em  ruminantes de
importincia zootécnica™, protocolo n® 10916, sob a responsabilidade de Tiago
Wilson Fatriarca Mineo — que envolve a produgio, manutencio efou utilizagio de
animais pertencentes ao filo Chordata, subfile Vertebrata, para fins de pesquisa
cientifica — encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.7%4, de § de outubro de
2008, do Decreto n® 6.899, de 15 de julho de 2004, ¢ com as normas editadas pelo
Conselho Macional de Controle da J:xpcn'mcntal;su Animal (CONCEA), e fol
APROVADA pela COMISSAD DE ETICA Na U]lLI:{ﬂL{,M'_'I' DE ANIMAIS
(CEUA)Y da UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA, em reunido de 01 de
Novembro de 2021.

[(We certify that the project entitled "Investigagio de protoceles vacimeis contra infecples por
Taxaplosmer gerdil ¢ Neagpora corinim em ruminantes de import@ncis soslécnica™, prodocal 108716,
under the resporsshilnty of Tinge Wilkan Patrisren Mines - mmvolving the production, mammtenance
and'or use of animals belongmg 1o the phylum Chordata, subphylum Verebrata, for purpeses of scientific
research - is in accordance with the provisions of Law o® 11.794, of October Bth, 208, of Decree o” 6,599
of July 15th, 2004, and the nales issued by the Mational Council for Control of Amimal Experimentation
(CONCEA) and n was approved for ETHICS COMMISSION ON ANIMAL USE (CEUA) from
FEDERAL UNIVERSITY OF UBERLANDIA, in mecting of November O1th, 2021},

Vigéncia do Progeto Inigio: MMH2ME Témino: 310122022

Espécie [ Linhagem [ Grupos Taxondmicos Camundongo isogénico & camundongo
FKnocrouf

Mimens de animsais 4572

Peso / Idade 209/ 68

Sexo Machos e Fémeas

Crigem { Local REBIR - UFU

Local onde serBo manibdos o3 ammais: REEIR - UFU

Alteracio Realizada: Alteragio na data término de 31/12/2021 para 31122022,

Uberlandia, 01 de novembro de 2021.
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