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RESUMO

Neospora caninum € um protozodrio parasita que causa aborto em bovinos em todo o mundo.
Esses abortos resultam em perdas econOmicas significativas para a industria pecuaria. A
invasdo das células hospedeiras por N. caninum ¢é seguida pela formagdo de um vacutolo
parasitéforo (PV). Algumas proteinas granulares densas de N. caninum (NcGRAs) sio
essenciais para a formagdo do PV, o que ¢ fundamental para a viruléncia do parasita. Nesse
contexto, o objetivo principal deste estudo foi determinar o papel da proteina de granulo denso
48 (GRAA48) de N. caninum na viruléncia e regulagdo da resposta imune do hospedeiro.
Camundongos C57BL/6 foram infectados com taquizoitos de N. caninum das cepas NcLiv
(WT), NcLivAgra48 ou nao-infectados (NI) via intraperitoneal para avaliar o peso corporal e,
adicionalmente, a carga parasitaria durante fase cronica e aguda. Foi avaliado o perfil de
citocinas IFN-y e IL-12p40 durante a fase aguda da infec¢do no macerado do bago, do lavado
peritoneal e soro desses animais infectados e NI das amostras coletadas. Além disso, IL-10 e
IL-12p40 do sobrenadante da cultura de macrofagos derivadas da medula 6ssea (BMDMs)
infectados com NcLiv (WT), NcLivAgra48 ou NI foram analisados. Camundongos infectados
com a cepa NcLivAgra48 apresentaram menor perda de peso e menor parasitismo cerebral na
fase cronica da infecc¢do, entretanto, ndo houve diferengas na fase aguda. As citocinas pro-
inflamatorias, como IFN-y e IL-12p40, ndo apresentaram diferengas significativas entre as
cepas WT e NcLivAgra48 durante a fase aguda no bago e soro. Em macrofagos, a auséncia de
NcLivAgra48 resultou em uma diminuigdo significativamente de IL-12p40 e IL-10, indicando
seu papel na modulacdo da resposta imune. Dessa forma, os resultados aqui contidos
demonstram que a proteina GRA48 de N. caninum pode desempenhar um papel importante na

biologia do parasito, afetando na viruléncia do parasito e na resposta imunoldgica.

Palavras-chave: Neospora caninum, GRAA48, parasitismo, resposta imune, viruléncia.



ABSTRACT

Neospora caninum 1is a protozoan parasite that causes abortion in cattle worldwide. These
abortions result in significant economic losses for the livestock industry. N. caninum invasion
of host cells are followed by the formation of a parasitophorous vacuole (PV). Some N. caninum
dense granular proteins (NcGRASs) are essential for PV formation, which is essential for the
virulence of the parasite. In this context, the main objective of this study was to determine the
role of N. caninum dense granule protein 48 (GRA48) in virulence and regulation of the host
immune response. C57BL/6 mice were intraperitoneally infected with N. caninum tachyzoites
from the NcLiv (WT), NcLivAgra48 or non-infected (NI) to evaluate body weight and,
additionally, parasitic load during chronic and acute phase. The cytokine profile of IFN-y and
IL-12p40 was evaluated by ELISA during the acute infection in the spleen, peritoneal lavage,
and serum of infected and NI mice. In addition, IL-10 and IL-12p40 from supernatant of the
culture of bone marrow-derived macrophages (BMDMs) infected with NcLiv (WT),
NcLivAgra48 or NI were analyzed. Mice infected with the NcLivAgra48 showed less weight
loss and brain parasitism during chronic phase of the infection, however, there were no
differences in the acute phase. Pro-inflammatory cytokines, such as IFN-y and IL-12p40, did
not show significant differences between the WT and NcLivAgra48 during the acute phase in
the spleen and serum. In macrophages, the absence of GRA48 resulted in a significantly
decreased IL-12p40 and IL-10, indicating its role in modulating the immune response. Thus,
the results demonstrated that N. caninum GRA48 may play role in the parasite biology and

immune response.

Keywords: Neospora caninum, GRA48, parasitism, immune response, virulence.
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1. INTRODUCAO

1.1  Neospora caninum

Neospora caninum, um parasita protozoario intracelular obrigatério do filo Alveolata
(subfilo Apicomplexa), compartilha varias caracteristicas estruturais e biologicas com o
parasita protozodrio Toxoplasma gondii (Fereig; Omar; Alsayeqgh, 2022; Velasquez et al.,
2022). Antes de 1988, a neosporose era erroneamente diagnosticado como toxoplasmose. A
partir de sua primeira identificagdo em cdes na Noruega, em 1984, ¢ da descricdo do novo
género e espécie N. caninum, a neosporose tornou-se uma doenca séria que afeta bovinos e caes
em todo o mundo (Dubey; Schares; Ortega-Mora, 2007). N. caninum apresenta ciclo biologico
heteroxeno, ou seja, o ciclo se desenvolve em hospedeiros distintos, subdivididos em fases
sexuada e assexuada. A reproducgdo sexuada ocorre em canideos (cao, coiote, dingo australiano,
lobo) que sdo considerados hospedeiros definitivos (Snak et al., 2018), enquanto a reprodugado
assexuada ocorre em varios hospedeiros intermediarios, incluindo desde animais domésticos a
animais silvestres, tais como: gatos, porcos, galinhas, carneiros, cavalos, bovinos, bufalos,
raposas, coiotes, lobos, alpacas, veados, camelos e psitacideos (Manca et al., 2022).

O ciclo de vida complexo do N. caninum compreende trés estagios infecciosos distintos
(Figura 1): (1) os oocistos (estagio sexual) contendo esporozoitos, que se formam no intestino
dos hospedeiros definitivos (canideos), e sdo eliminados nas fezes para o ambiente; (i1) os
taquizoitos, responsaveis pela fase aguda da infecgdo de alta replicagdo e indugdo de doengas;
e (iil) os bradizoitos, responsaveis pela fase cronica que se multiplicam lentamente e formam
cistos teciduais, podendo persistir por longos periodos de tempo sem provocar reagdes
inflamatérias (Anghel et al., 2021). A transmissdo da neosporose para hospedeiros
intermediarios, como os bovinos, pode ocorrer de duas maneiras principais. Primeiro, por meio
da ingestdo de oocistos que estdo no ambiente. Segundo, por transmissdo vertical, que envolve
a transmissdo transplacentaria ou congénita de uma fémea gravida infectada para seu feto. A
transmissao vertical ¢ considerada a via predominante e mais eficiente, responsavel por cerca
de 80% das transmissdes de Neospora em rebanhos bovinos. Os fetos infectados por N. caninum
podem enfrentar diversas consequéncias, incluindo aborto em qualquer idade gestacional,
reabsor¢do, mumificagdo, autdlise ou nascimento com infec¢do persistente. Além disso, devido
a estreita associacao de cdes e bovinos em rebanhos ha probabilidade de transmissdao

significativamente maior. Isso ocorre porque os parasitas podem ser mantidos e propagados
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entre os hospedeiros definitivos e intermediarios por um longo periodo dentro do mesmo
rebanho. Alimentos e 4gua também podem servir como fontes de transmissdo para os
hospedeiros intermediarios, como o gado, quando ingerem oocistos esporulados presentes
nesses substratos contaminados. Portanto, tanto a transmissdo horizontal quanto a vertical
desempenham papéis importantes na dissemina¢ao da Neospora em diferentes populagdes de

hospedeiros (Khan et al., 2020; Nazari et al., 2023).

Definitivo

Oocistos ndo esporulados
eliminados nas fezes

“
@ Cistos teciduais em hospedeiros
intermediarios
s

Taquizoitos

Meiose

Oocistos em
comida, dgua ou
solo

Hospedeiros intermediarios

-
Ingerido por
) hospedeiros AT
: intermediarios '
Oocistos esporulados
-

Feto infectado

T

Contaminacgdo por comida e agua

Figura 1: Ciclo Biolégico de Neospora caninum. Os caes atuam como hospedeiros
definitivos, eliminando o parasita nas fezes. Os bovinos se infectam ingerindo alimentos
contaminados, desencadeando o ciclo. A transmissdo horizontal ocorre quando caes consomem
tecidos contaminados de animais infectados, ampliando o ciclo. No hospedeiro intermediario,
os cistos se formam nos tecidos, perpetuando a infeccdo. A transmissdo vertical, de mae para
filho, € possivel, aumentando o risco em rebanhos. Adaptado de Khan e Shaik (2020).



12

1.2 Prevaléncia da infec¢ao por N. caninum

Enquanto o parasita 7. gondii possui a capacidade de infectar uma variada gama de
vertebrados de sangue quente, abrangendo aproximadamente um terco da populagdo global, V.
caninum, em contrapartida, apresenta uma especificidade de hospedeiros mais restrita,
direcionando-se predominantemente a ruminantes e caes (Lindsay; Dubey, 2020). Este ultimo
¢ reconhecido como uma das principais origens de abortos em bovinos em nivel mundial,
gerando consequentes prejuizos econdmicos substanciais para a industria pecudria (Mineo et
al., 2022).

As infecgdes causadas por N. caninum foram documentadas em varias regides ao redor
do mundo, abrangendo paises como Australia, Nova Zelandia, paises europeus, Coréia, Japao,
Tailandia e diversas nagdes das Américas. Relatos de aborto em bovinos associados a
neosporose, bem como altas taxas de mortalidade neonatal, foram registrados em diferentes
locais, incluindo Argentina, Australia, Bélgica, Brasil e outras na¢des. Embora N. caninum
tenha sido reconhecido pela primeira vez na década de 1980, a maioria dos relatos na América
do Sul foram obtidos nas ultimas décadas, quando foi identificada pela primeira vez em um feto
abortado de uma fazenda leiteira com historico de aborto (Moore, 2005). Em muitos paises, a
perda econdmica mais significativa causada pela neosporose ¢ a falha reprodutiva do gado.
Além dos custos diretos da perda fetal, os custos indiretos incluem assisténcia profissional e
encargos para estabelecer um diagndstico, reproducdo, perda potencial de producao de leite e
custos de reposi¢do se vacas abortadas forem abatidas (Dubey; Schares; Ortega-Mora, 2007).

Estudos quantitativos realizados no Brasil revelaram que aproximadamente 39,1% dos
fetos abortados em rebanhos de gado leiteiro estavam infectados com N. caninum (Dubey,
2003). Em outro estudo, foi constatado que a infec¢ao de bovinos leiteiros por N. caninum &
generalizada na regido estudada da Amazonia Ocidental, com percentuais de prevaléncia de
anticorpos anti- N. caninum em cerca de 47,36% (Venturoso et al., 2021). Também foram
encontradas associacdo entre soropositividade para N. caninum e aborto, com vacas
soropositivas tendo 3,3 vezes mais probabilidade de abortar do que vacas soronegativas em
estudo realizado no sul do Brasil (Corbellini ef al., 2002).

Sob uma perspectiva epidemiologica, um estudo identificou que o contato entre bovinos
e cdes representa um fator de risco consideravel que requer uma investigacdo aprofundada.
Nele, foi observado que caes residentes em areas periurbanas ou rurais apresentaram uma

probabilidade significativamente maior de contrair infec¢do por N. caninum em comparacao
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com cdes que vivem em ambientes urbanos, como indicado em estudos realizados em Minas
Gerais (MQG). Esse fator de risco costuma estar relacionado a proximidade dos caes com o gado,
bem como ao acesso € ao consumo de membranas fetais, carcagas e presas (Cerqueira-Cézar et
al., 2017). Dessa forma, desenvolver estratégias de controle e prevengdo mais eficazes ¢
importante para a satide animal e aos fatores de risco associados a satide publica.

O tratamento da neosporose ¢ geralmente dificil e de eficacia varidvel. Em alguns casos,
pode ser necessario um tratamento prolongado, e o progndstico pode ser ruim. O tratamento €
mais eficaz nos estagios iniciais da infec¢do. O medicamento mais utilizado para o tratamento
da neosporose ¢ a clindamicina, uma lincosamida que tem atividade antiprotozoaria. A
clindamicina ¢ eficaz contra os taquizoitos de N. caninum, que sdo as formas infectantes do
parasito. Apesar disso, a maioria dos protocolos de tratamento da neosporose concentra-se no

controle das manifestacdes clinicas, € ndo na cura parasitologica (Silva; Machado, 2016).

1.3 Ciclo litico de N. caninum

A invasdo e lise celular sdo os principais eventos na patogénese da infec¢do por M.
caninum, 0s quais envolvem processos complexos, por apresentarem uma maquinaria dedicada
em seus complexos apicais, os quais sao compostos por micronemas, roptrias e granulos densos,
utilizados pelos parasitas durante o processo de adesdo e invasao de células hospedeira (Buxton;
Mcallister; Dubey, 2002; Li et al., 2015).

Durante a fase de invasdo, a forma evolutiva taquizoito se adere a superficie da célula
hospedeira, envolvendo a atuagdo de antigenos de superficie imunodominantes (SAG) e se
introduz em seu citoplasma por meio de uma invagina¢do membranosa. Em seguida, o parasita
em um vacuolo parasitéforo (PV) inicia a fase de replicacdo intracelular. Durante essa fase, o
parasita se replica assexuadamente dentro do PV, para a formacdo do PV vérias proteinas de
micronemas (MIC) sdo secretadas e funcionam como adesinas, sendo responsaveis pela espessa
zona de adesdo de modo irreversivel, uma estrutura que se forma na superficie do parasita apos
a adsorcao a célula hospedeira e que impede o seu desprendimento. Em sequéncia, inicia-se o
movimento de invasao celular, que o forca para dentro do PV (Li et al., 2015). A membrana
plasmatica da célula hospedeira ¢ usada para formar a membrana do vactolo parasitoforo
(MPV), resultando em um vacuolo que ndo se funde com lisossomos. A segunda etapa ¢
caracterizada pela secrecdo de proteinas de roptrias (ROP), que sdo liberadas dentro do PV e

estendem a MPV para induzir a associacdo com organelas do hospedeiro. Na tltima etapa,
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proteinas de granulos densos (GRAs) modificam a MPV e contribuem para a remodelagdo e
maturagdo do vacuolo parasitéforo, com a formacao de uma rede de membrana intravacuolar

metabolicamente ativa para o crescimento e sobrevivéncia do parasito (Buxton; Mcallister;

Dubey, 2002).

1.4  Resposta imune protetora frente infec¢io por N. caninum

A imunidade inata desempenha um papel essencial tanto na patogénese quanto na prote¢ao
contra infecgdes por protozodarios, como indicam estudos imunoldgicos in vitro e in vivo por
exemplo, na utilizacdo de parasitas transgénicos (Tedla; Every; Scheerlinck, 2019).

As células epiteliais atuam como uma barreira fisica contra os patdgenos, sendo a primeira
linha de defesa do hospedeiro (Giinther; Seyfert, 2018). Além disso, a interagdo das moléculas
de N. caninum com os receptores imunes inatos estabelece vias de sinalizagdo intracelular,
como por exemplo a via Toll-like receptor (TLR) e vias de reconhecimento de padrdes (PRR)
que reconhecem padrdes moleculares associados a patégenos (PAMPs) e desencadeiam uma
resposta inflamatoria mediada por citocinas e quimiocinas (Barros et al., 2019). As células T
auxiliar (Th), especificamente as Th1, sdo cruciais na resposta imunoldgica protetora contra N.
caninum, produzindo interleucina-12 (IL-12), interferon gama (IFN-y) e 6xido nitrico (NO) em
sequéncia. Esses produtos quimicos sdo secretados principalmente por macrofagos e
desempenham um papel importante no controle da disseminacao tecidual de N. caninum e na
sobrevivéncia do hospedeiro, destacando a importancia da producdo de anticorpos IgG2 e de
respostas celulares eficientes (Mota ef al., 2016). Em algumas ocasides, N. caninum é capaz de
impedir a morte de macrofagos e utilizar sua proliferacdo e transmissdo para estabelecer com
sucesso uma infeccdo e se espalhar para os orgaos-alvo (Garcia-Sanchez et al., 2020).
Conforme demonstrado anteriormente, as GRAs desempenham um papel essencial na resposta
imune do hospedeiro, desencadeando mecanismos associados a ativacao de genes dependentes
em macrofagos associados a respostas inflamatorias (Lima; Lodoen, 2019), bem como a
ativacao de fatores de transcrig¢do e a inducao da produgdo de citocinas inflamatorias (Wang et

al., 2019).

1.5  Proteinas de granulo denso de N. caninum (NcGRAs)

N. caninum apresenta trés organelas distintas que sdo responsdveis por liberar efetores

durante o processo de invasdo celular, micronemas, roptrias e granulos densos (Figura 2)
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(Maruhan-Hernandez, 2017). Em estudos realizados anteriormente, a GRA23 ¢ GRA14 foram
descritas como proteinas que modificam o microambiente dentro dos PVs, influenciando na
sobrevivéncia e replicagdo intracelular do parasita, manipulando as respostas imunes do
hospedeiro (Liu et al., 2013; Wang et al., 2018). Ap6s a invasao da célula hospedeira, ha uma
secrecdao aumentada de GRAs, seguida de uma secre¢do continua em niveis mais baixos. Dessa
forma, essas proteinas sdo consideradas como importantes para a relagdo parasita-hospedeiro e
para a obtencdo de nutrientes (Leineweber et al., 2017). Em estudo realizado para avaliar a
carga de parasitas e o grau de necrose nos cérebros de camundongos infectados com o parasita
deficiente em NcGRA7, foram encontrados resultados de niimero e grau menores em
comparagdo com os da cepa parental. Em suma, o estudo demonstrou que a auséncia de GRA7
resultou em uma diminui¢do da viruléncia do parasita em camundongos, evidenciando a
relevancia do GRA7 na patogénese da neosporose (Nishikawa et al., 2018).

Em N. caninum, foram identificadas varias proteinas GRA que apresentam semelhangas
com proteinas correspondentes em 7. gondii, em um estudo prévio demonstrou a localizagdo e
a fun¢do de genes especificos associados a proteinas secretadas por estes parasitas. Como parte
desse estudo, foram examinados dois genes de interesse, sendo um deles o Neospora GRA48.
O resultado revelou que o Neospora GRA48 estd situado no vactolo, comportando-se de
maneira semelhante a observada na proteina granular densa de 7. gondii. Contudo, o estudo
ressalta que, apesar da identificacdo da localizacdo e da ativagdo demonstrada por outra GRA,
o papel da GRA48 no desenvolvimento dos taquizoitos e/ou em sua interagdo com o hospedeiro
permanece um enigma. Portanto, segundo o artigo, ¢ imperativo conduzir estudos
complementares sobre 0 NcGRA48, a fim de esclarecer o papel desempenhado pelo GRA48 na

biologia do parasita, permitindo uma comparagdo com proteinas ortélogas (Mineo et al., 2022).
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Figura 2: Principais estruturas e componentes de Neospora caninum. Micronemas:
Estruturas especializadas na extremidade apical, essenciais para a aderéncia e invasdo celular.
Roptrias: Organelas secretoras cruciais na formagdo do vacuolo parasitoforo, permitindo a
replicagdo intracelular. Granulos Densos: Contém proteinas efetoras que desempenham papel
na modulacdo da resposta imune do hospedeiro. Adaptado de Marugan-Hernandez (2017).

Desse modo, o objetivo deste trabalho ¢ aprofundar o entendimento do papel da proteina
de granulo denso 48 (GRA48) na resposta imune do hospedeiro durante infec¢des por N.
Caninum, através de uma andlise abrangente da interacdo entre a GRA48 e os mecanismos
imunoldgicos do hospedeiro, para que possam contribuir para o desenvolvimento de estratégias

eficazes de preveng¢do e tratamento para a neosporose.
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2. JUSTIFICATIVA

N. caninum € um parasita intracelular obrigatério que infecta animais como caes e bovinos.
A neosporose, causada por este parasita, ¢ uma doenga que causa alto impacto na economia
agropecuaria. Esses impactos, em muitos paises, sdo causados por perdas econdmicas
significativas aos produtores rurais, incluindo custos diretos e indiretos no cuidado do gado
leiteiro. O tratamento da neosporose ¢ geralmente dificil e de eficacia incerta, e o sucesso
depende do estagio da infec¢do e da gravidade da doenca.

As GRAs, ao modificar o microambiente dentro dos PVs, influenciam na sobrevivéncia e
replicagdo intracelular do parasita, desempenhando assim um papel essencial na resposta imune
do hospedeiro e na relagdo parasita-hospedeiro.

Dessa forma, este estudo justifica-se pela necessidade de compreender o papel da GRA48
de N. caninum na interagdo parasito-hospedeiro. A compreensdo do papel de NcGRA48 na
biologia do parasito e na resposta imune do hospedeiro pode contribuir para o desenvolvimento

de protocolos terapéuticos e profilaticos.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral
Avaliar o papel de NcGRA48 na viruléncia e regulacdo da resposta imune de

camundongos C57BL/6 experimentalmente infectados por N. caninum.

3.2  Objetivos Especificos
A. Avaliar a carga parasitaria e peso corporal em camundongos C57BL/6 inoculados com
dose nao letal do parasito N. caninum geneticamente depletado para GRA48 (NcLivAgra48) e

selvagem (NcLiv WT) durante a fase cronica e aguda.

B. Avaliar o perfil de citocinas em células do lavado peritoneal, bago e soro em
camundongos C57BL/6 inoculados com dose nao letal do parasito N. caninum geneticamente

depletado para GRA48 (NcLivAgra48) e selvagem (NcLiv WT) durante a fase aguda.

C. Avaliar o perfil de citocinas em macréfagos derivados de medula 6ssea (BMDMs)

infectados com os parasitos NcLivAgra48 e NcLiv WT.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Obtenc¢ao e manejo dos camundongos

Camundongos da linhagem C57BL/6 foram obtidos e mantidos na Rede de Biotérios de
Roedores (REBIR) da Universidade Federal de Uberlandia (UFU) em condigdes padronizadas
de cria¢ao. Todos os procedimentos foram realizados de acordo com as normas recomendadas
pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA, 1991).

Os protocolos para utilizagdo dos animais foram previamente aprovados pelo nosso

Comité de Etica Animal institucional (CEUA / UFU - 109/16 — ANEXO I).

4.2 Cultura de células

Células NIH/3T3 foram mantidas no Laboratério de Imunoparasitologia Mario
Endsfeldz Camargo, na Universidade Federal de Uberlandia (UFU) e cultivados em frascos de
cultura de tecidos de 25 cm? contendo meio RPMI 1640 (Gibco, Paisley, Inglaterra)
suplementado com HEPES (25 mM), penicilina G (100 U/mL), estreptomicina (100 pg/mL),
L-glutamina (2 mM), bicarbonato de s6dio (3 mM) e 10% de soro fetal bovino (SFB) (Cultilab,

Campinas, Brasil) em atmosfera de 5% CO? a 37°C até atingirem a confluéncia.

4.3  Cultura de parasitos

No presente estudo foram utilizados taquizoitos de N. caninum das variantes parental -
NcLivAhxgprAku80 (WT) e depletada geneticamente para gra48 - NcLivAgra48 (Mineo et al.,
2022). Os parasitas de N. caninum foram mantidos em cultura celular das células NIH/3T3, e
foram utilizadas para experimentos in vivo e in vitro. As células foram infectadas e mantidas
através de passagens sequenciais em meio RPMI contendo 2% de soro fetal bovino, a cada 48-
72 horas. Os parasitas livres foram coletados e parcialmente purificados por passagens forgadas
através de uma agulha 13 x 4 mm e centrifugacdo rapida a 45 x g, por 1 minuto, para remover
os residuos celulares. O sobrenadante foi coletado e centrifugado a 800 x g, por 10 minutos, a
4°C. O sedimento final da suspensao parasitaria foi reconstituido em RPMI, e os parasitas foram
contados em uma camara de Neubauer, utilizando o corante vital azul de Tripan a 0,4% (Sigma

Chemical Co., St. Louis, EUA) para preparacao dos inoculos.
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4.4  Infecgdo por N. caninum in vivo

No ambito dos experimentos in vivo conduzidos neste estudo de fase cronica de
infeccdo, camundongos fémeas C57BL/6 (5 animais por grupo) foram infectados
intraperitonealmente com 1x10° taquizoitos de N. caninum da cepa NcLiv do tipo selvagem
(WT) ou NcLivAgra48. A carga parasitaria foi avaliada 30 dias pos-infecg¢do (dpi) no cérebro
dos camundongos eutanasiados € o peso corporal de todos os camundongos infectados foram
monitorados diariamente durante os 30 dias.

Para exame da carga parasitaria e deteccdo das citocinas IFN- y e IL-12p40 durante a
fase aguda da infec¢do, camundongos C57BL/6 (5 animais por grupo) foram infectados
intraperitonealmente com 1x10° taquizoitos de N. caninum da cepa NcLiv do tipo selvagem
(WT) ou NcLivAgra48 ou ndo-infectados. Todos os camundongos foram eutanasiados 3 dpi e
coletados as células e sobrenadante do lavado peritoneal, soro ¢ bago. Os animais foram
submetidos a sangria por puncdo do plexo retro-orbital e amostras de sangue foram coletadas
com tubo capilar e submetidas a centrifugacdo e armazenamento a -70°C. As células do lavado
peritoneal foram usadas para determinar a carga parasitaria, enquanto o sobrenadante, soro € o

baco foram usados para detectar as citocinas IFN-y e IL-12p40.

4.5 Diferenciacio de macrofagos derivados da medula 6ssea (BMDMs)

Camundongos C57BL/6 foram eutanasiados e higienizados com alcool 70% e seus 0ssos
do fémur e tibia foram obtidos e separados. Foram feitos cortes nas articulagdes, bem como na
juncao do quadril, sem causar danos as extremidades dos o0ssos, os quais foram transferidos
para tubos contendo meio RPMI 1640 incompleto. Em uma camara de fluxo laminar, os ossos
foram imersos em dalcool 70% e suas extremidades foram cortadas com instrumentos
esterilizados.

A cavidade medular dos ossos foi lavada com meio RPMI 1640 incompleto usando uma
seringa e uma agulha de calibre 26G até que toda a medula 6ssea fosse desalojada. A suspensao
celular resultante foi centrifugada a 400 x g por 10 minutos a 4°C e reconstituida em meio
RPMI suplementado com soro fetal bovino, penicilina, estreptomicina, L-glutamina e meio
condicionado das células L929 (Marim et al., 2010).

A suspensao celular foi distribuida igualmente em placas de Petri e incubada em uma
estufa a 37°C com 5% de CO2. Apos quatro dias, o meio condicionado foi adicionado as placas

e mantidas na estufa por mais trés dias. No sétimo dia, o sobrenadante foi descartado e PBS
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estéril gelado foi adicionado as placas. Apds 10 minutos de incubacdo a 4°C, os macréfagos
foram removidos pipetando suavemente o PBS através da placa.

As células foram centrifugadas e o sedimento resultante foi reconstituido em RPMI 1640
suplementado com soro fetal bovino. As células foram contadas e plaqueadas em placas de
cultura.

4.6 Infeccao por N. caninum in vitro

1x10° BMDMs/mL foram plaqueados em placa de 96 pogos, e incubadas por 18 horas
em estufa a 37°C com 5% de CO2. As células foram estimuladas com lipopolissacarideo (LPS
- 500ng/mL) por 3 horas e infectadas com taquizoitos de N. caninum da cepa NcLiv do tipo
selvagem (WT) ou NcLivAgra48 no Multiplicity Of Infection (MOI) 0,5 ou ndo-infectadas.
Ap6s 24 horas de infec¢do o sobrenadante foi coletado para posterior mensuragao das citocinas

IL-12p40 e IL-10.

4.7  Ensaio imunoenzimatico (ELISA)

Foram mensuradas as citocinas IFN-y e IL-12p40 do bago e do lavado peritoneal de
camundongos infectados das amostras coletadas a 3 dpi, assim como IL-10 e IL-12p40 do
sobrenadante da cultura de células. Foram realizadas utilizando kits comerciais de ensaio
imunoenzimatico (ELISA) de citocinas (conjunto Mouse OptEIA ELISA; BD Biosciences, San
Jose, CA, Estados Unidos) seguindo os protocolos recomendados pelos fabricantes.
Brevemente, foram utilizadas placas de poliestireno de alta afinidade (Corning Incorporated
Costar®), que foram sensibilizadas com os respectivos anticorpos de captura durante 18 horas
a 4°C. Apos a lavagem das placas com PBS-Tween e o bloqueio com solucdes bloqueadoras
especificas para cada andlise, as amostras foram adicionadas. Foram realizadas curvas padrdes
das citocinas murinas recombinantes em dilui¢des duplo-seriadas. Apos incubagdo por 2 horas
a temperatura ambiente, as placas foram lavadas novamente e incubadas com anticorpos de
deteccao biotinilados e conjugado estreptavidina-peroxidase. Apds lavagem final das placas, as
revelagdes foram desenvolvidas com substrato enzimatico (tetrametilbenzidina [TMB]) e a
densidade optica (DO) foi determinada em leitor de placas a 450 nm. Os valores foram

convertidos em pg/mL de acordo com a curva padrao.
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4.8 PCR em tempo real

DNA de N. caninum no cérebro e das células do lavado peritoneal de camundongos
desafiados foi quantificado por PCR em tempo real, através do sistema de deteccio SYBR
green, como anteriormente descrito (Cardoso et al., 2011; Wahab et al., 2010). Foram utilizados
os seguintes pares de primers: Forward: 5’-GCT GAA CAC CGT ATG TCG TAA A-3’;
Reverse: 5’-AGA GGA ATG CCA CAT AGA AGC- 3’ (Prodimol Biotecnologia S.A., Belo
Horizonte, MG), para detec¢do da regido Nc5 de N. caninum. A extragdo de DNA foi realizada
a partir de 20 mg de tecido cerebral oul0° células do lavado peritoneal utilizando o kit de
purificacdo de DNA genomico (Wizard®, Promega Co., Madison, EUA), segundo o protocolo
recomendado pelo fabricante. A concentracdo de DNA extraido foi determinada em
espectrofotometro UV (260 nm) e ajustada para 200 ng com agua estéril e livre de DNAse.

Os ensaios para quantificar a carga parasitaria cerebral foram realizados no equipamento
de PCR em tempo real (7500 Real time PCR System, Applied Biosystems, Foster City, CA,
EUA) e a contagem de parasitos foi calculada por interpolacdo de uma curva padrao que foram
incluidas em cada andlise. Os resultados foram expressos em picogramas de DNA do parasito/

200 ng de DNA total.

4.9 Analise estatistica

Os ensaios in vitro e in vivo foram realizados em dois e trés experimentos independentes.
Para a andlise estatistica e a constru¢ao dos graficos, foi utilizado o sofiware GraphPad Prism
9.0 (GraphPad Software, Inc., San Diego, EUA) e os resultados foram expressos como média
+ desvio-padrao. Os dados foram analisados pelo teste ¢ Student e one-way ANOVA,
conjuntamente com o post-test de comparagdo multipla de Bonferroni para comparar pares
selecionados de grupos. Todos os resultados foram considerados estatisticamente significantes
para um nivel de p < 0,05. Nenhuma significancia ¢ indicada pela sigla “ns”.

O caélculo de variagao corporal dos camundongos foi realizado a partir do dia 0, ou seja,
no momento da infecgdo, pelo software Excel. A partir desse dia, foi monitorada a porcentagem

de perda de peso dos animais.
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5. RESULTADOS

5.1 GRAA48 de N. caninum desempenha papel na biologia do parasita durante a fase

cronica da infec¢ao

Os camundongos infectados com a cepa NcLivAgra4§ apresentaram uma menor perda
de peso (Figura 3A) durante os 30 dias pos infec¢do (dpi) e menor grau de parasitismo no
cérebro apds 30 dpi (Figura 3B) quando comparados com o controle de animais tipo selvagem
(NcLiv WT).

Para avaliar os efeitos da deplecdo da GRA48 na carga parasitaria durante a fase aguda
da infec¢do, camundongos infectados com NcLiv, NcLivAgra48 e nao-infectados foram
eutanasiados 3 dpi e a carga parasitaria nas células do lavado peritoneal foram determinadas
por PCR quantitativo (Figura 3C). No entanto, ndo houve diferencga significativa no parasitismo
entre as cepas WT e NcLivAgra48 durante a fase aguda da infecgao.

Adicionalmente, o perfil de citocinas foi avaliado durante a fase aguda (3dpi) desses
animais infectados com NcLiv WT, NcLivAgra48 ou nao-infectados. Os resultados demostram
que ndo houve diferenga significativa na produgdo de IFN-y (Figura 3D) e IL-12p40 (Figura
3E) no baco entre as cepas NcLiv WT e NcLivAgra48 e como esperado N. caninum induziu
no baco a producao de citocina pro-inflamatoria quando comparado com o grupo nao-infectado
(Figura 3D). As citocinas IFN-y e IL-12p40 também foram avaliadas em amostras de soro
(Figura 3F e 3G) e lavado peritoneal (Figura 3H e 3I). No entanto, nenhuma diferenca
significativa nas concentragdes destas citocinas foi observada entre os grupos WT e
NcLivAgra48, exceto na diminuigdo da producao de IFN-y em células do lavado peritoneal.

Os resultados in vivo sugerem que GRA48 pode ter um papel no processo de
cronificacdo da infec¢do atuando na biologia do parasito, uma vez que durante a fase cronica o
grupo infectado com o parasito que expressa gra48 teve uma maior carga parasitaria. Enquanto,
o grupo com infec¢do aguda com NcLiv que apresenta gra48 (WT) e o depletado para gra48
(NcLivAgra48) ndo apresentaram diferencas na carga parasitaria ou alteracdes consideraveis

na produc¢ao das citocinas pro-inflamatérias IFN-y e IL-12p40.
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Figura 3: Influéncia da GRA48 de N. caninum em parametros da infec¢cdo in vivo.
Camundongos C57BL/6 foram infectados com NcLiv (WT), NcLivAgra48 ou nao-infectados
(NI) via intraperitoneal (ip). (A) Camundongos foram infectados com 1x10°® (n=5
camundongos/grupo) e apos 30 dpi a morbidade foi avaliada pela variacao do peso corporal (%
do peso corporal inicial). (B) Apds 30 dpi, os animais foram eutanasiados e o cérebro foi
coletado para analise do parasitismo por PCR quantitativo. (C) Camundongos foram infectados
com 1x10° (n=5 camundongos/grupo) e apos 3 dpi foi avaliada a carga parasitaria por PCR nas
células do lavado peritoneal. Baco, soro e células do lavado peritoneal foram coletados para
avaliacdo da produ¢do de citocinas pro-inflamatorias por ELISA. Os bagos foram coletados
para avaliar a produgao de IFN-y (D) e IL-12p40 (E). Amostras de soro também foram coletadas
para dosar IFN-y (F) e IL-12p40 (G). E sobrenadante do lavado peritoneal foi obtido para
mensuragao de IFN-y (H) e IL-12p40 (I). Dados foram expressos como média + desvio padrao.
*indicam diferengas estatisticamente significantes (p < 0,05; teste ¢ Student ¢ ANOVA com
comparacao multipla de Bonferroni).
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5.2 GRAA48 de N. caninum diminui a producio de citocinas pro-inflamatoria e

imunoregulatoria in vitro

Para melhor avaliar o papel de GRA48 de N. caninum na resposta imune inata, BMDMs
foram primados com LPS e infectados com NcLiv (WT), NcLivAgra48 ou nao-infectados (NI).
O perfil das citocinas IL-12p40 (Figura 4A) e IL-10 (Figura 4B) por ELISA foram analisados.

As células infectadas com a cepa NcLivAgra48 apresentaram uma reducao significativa
na producdo de IL-12p40 (Figura 4A) e IL-10 (Figura 4B) apds 24 horas de infec¢do. Em
adicao, ao analisar a relagdo de IL-12p40 com IL-10 observamos que a cepa WT possui um
perfil mais inflamatério (Figura 4C), enquanto a deple¢do de gra48 reduz citocina pro-
inflamatoria e imunoregulatéria. Ainda, como esperado, a infec¢do com N. caninum induziu a
produgdo das citocinas IL-12p40 (Figura 4A) e IL-10 (Figura 4B) nos macrofagos, quando
comparada ao grupo nao-infectado.

Desse modo, nossos dados sugerem que GRA48 tem um papel na indugdo de citocinas

durante a infec¢do de N. caninum.
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Figura 4: Influéncia da GRA48 de N. caninum na producio de citocinas in vitro. (A)
Produgdo de IL-12p40 e (B) IL-10 no sobrenadante de BMDMs infectados com NcLiv (WT),
NcLivAgra48 ou ndo-infectados (NI). (C) A razdo entre IL-12p40/IL-10 também ¢
demonstrada. Sobrenadantes de cultura foram coletados e analisados apds 24 horas de infecgao.
Dados sdo expressos como média = desvio padrdo. *indicam diferengas estatisticamente

significantes (p < 0,05; ANOVA e teste de comparagao multipla de Bonferroni).
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6. DISCUSSAO

N. caninum ¢ o causador da neosporose, sendo reconhecido como importante causa de
doengas neuromusculares em caes ¢ aborto em bovinos em todo o mundo. Portanto, esses
abortos provocam um sério impacto econdmico nas industrias de corte e de leite (Reichel; Ellis,
2009).

De modo a controlar eficazmente a neosporose, ¢ essencial entender o parasito e os
mecanismos imunoldgicos utilizados por ele. Com esse objetivo, o presente trabalho buscou
avaliar o papel da proteina de granulo denso 48 (GRA48) de N. caninum na modulagdo da
resposta imunologica e infeccdo de camundongos em testes in vivo e in vitro, com o intuito de
estabelecer uma melhor compreensdo da interagdo parasito-hospedeiro. As GRAs sdo proteinas
secretoras importantes para a patogénese de 7. gondii e N. caninum, ¢ t€ém sido amplamente
estudadas em ambos os parasitas. Trabalhos nos ultimos anos estabeleceram que as proteinas
GRA sdo essenciais para a invasdo e manutencao de N. caninum, modulando a resposta imune
a infec¢do, um processo vital para a sobrevivéncia do parasita, mas os mecanismos subjacentes
sdo ainda pouco compreendidos (Fereig; Nishikawa, 2020). Um estudo recente demonstrou que
varias proteinas de GRA da cepa Nc-1 de taquizoitos de N. caninum possuem atividade
imunoprotetora em camundongos (Wang et al., 2021), dessa forma essas proteinas parecem ser
capazes de reduzir a carga parasitaria e melhorar a resposta imune a infecgao.

Os resultados do presente trabalho sugerem que GRA48 de N. caninum tem um papel
importante durante a infec¢do cronica, pois os animais com NcLiv depletados geneticamente
para gra48 reduz significativamente a carga parasitaria. Esses resultados corroboram com
estudos anteriores que mostraram que gra48 de Toxoplasma gondii também ¢ mais expressa
durante a infec¢@o cronica (Pittman; Aliota; Knoll, 2014). Pittman e colaboradores (2014) por
analise de transcriptoma demonstram que gra48 de T. gondii (TGME49 267740) ¢ mais
expresso durante a infec¢do cronica corroborando com os dados in vivo ter fenotipo somente
durante a fase cronica da infec¢ao.

A perda de peso ¢ um sintoma comum da infec¢ao por N. caninum, que pode ser causada
por uma combinagdo de fatores, incluindo: ataque direto do parasita as células do hospedeiro,
ativacdo do sistema imunoldgico e alteragdes no metabolismo. A menor perda de peso
observada na cepa NcLivAgra48 sugere que a proteina GRA48 pode estar envolvida na perda
de peso associada a infec¢ao por N. caninum. A proteina GRA48 ¢ uma proteina secretada pelo

parasita que pode estar interagindo ¢ modulando o sistema imunologico do hospedeiro. A
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auséncia da proteina gra48 em N. caninum pode estar modulando a ativacdo do sistema
imunoldgico promovendo um ambiente menos inflamatorio e, consequentemente, reduzindo
perda de peso. Pois, N. caninum induz uma exacerbagdao inflamatoria que podem estar
relacionadas as caracteristicas imunopatologicas da doenca (Mota et al., 2020).
Adicionalmente, a menor carga parasitaria observada na cepa NcLivAgra48§ sugere que a
proteina GRA48 pode estar envolvida na replicacdo e na biologia do parasita. Porém, mais
experimentos sao necessarios para confirmar a hipotese de que a proteina GRA48 estd
envolvida na replicacao do parasita.

As citocinas IL-12 e IFN-y foram identificadas como essenciais para a imunidade
protetora contra a infec¢do por N. caninum (Zhang et al., 2022). Os resultados do presente
estudo indicam que a cepa NcLivAgra48 apresentou menor producao de IFN-y em células do
lavado peritoneal do que os camundongos do grupo WT. IFN-y ¢ uma citocina pro-inflamatéria
que pode estimular a ativacdo de macréfagos e células T, e ajuda a matar células infectadas. A
menor producdo de IFN-y na cepa NcLivAgra48 sugere que a proteina GRA48 pode estar
envolvida na regulacdo da resposta imune inata contra N. caninum. A proteina GRA48 pode
induzir a producdo de IFN-y, o que pode levar a uma exacerbagdo a resposta imune durante
infec¢do. No entanto, ¢ importante notar que os resultados do presente estudo sdo preliminares
€ mais pesquisas sdo necessarias para confirmar a hipdtese de que a proteina GRA48 esta
envolvida na regulacdo da resposta imune inata contra N. caninum e outros tempos de infeccao
devem ser melhor analisados.

Para avaliar o perfil de citocinas in vitro, macrofagos derivados de medula Ossea
(BMDMs) infectados com os parasitos NcLivgra48 e NcLiv WT demonstraram que a producao
de IL-12p40 nas culturas de macrofagos infectados com o parasita deficiente em NcGRA48 foi
significativamente menor do que nas culturas de células infectadas com o parasita selvagem
(NcLiv WT). Esses resultados estdo em concordancia com os achados de um estudo, em que
foi demonstrado que o NcGRA7 ativa de forma robusta as vias de sinaliza¢do do hospedeiro,
como as vias Toll-like receptor (TLR) e de reconhecimento de padrdes (PRR), especialmente a
producdo de citocinas e quimiocinas. Em macrofagos, a produgado da citocina inflamatoéria IL-
12p40 ¢ regulada pelo NcGRA7 (Nishikawa et al., 2018).

Desse modo, nossos dados sugerem que NcGRA48 tem um papel na biologia do parasita
e pode modular a reposta imune do hospedeiro a seu favor. Além disso, mais estudos sdo
necessarios para melhor avaliar o papel de GRA48 na biologia do parasito N. caninum e perfil

de citocinas durante a infec¢ao por N. caninum.
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7. CONCLUSAO

Com base nos resultados apresentados neste trabalho, ¢ possivel concluir que a proteina
de granulo denso 48 (GRA48) de N. caninum desempenha um papel durante a infeccdo in vivo
e in vitro. As GRAs sdo conhecidas por serem proteinas secretoras importantes para a
patogénese de 7. gondii e N. caninum, ¢ este estudo contribui para uma melhor compreensao
dos mecanismos subjacentes envolvidos nesse processo.

Em suma, o estudo demonstrou que a auséncia de GRA48 resultou em uma diminui¢ao
da viruléncia do parasita em camundongos, evidenciando a relevancia do GRA48 na patogénese
da neosporose. No entanto, ainda ha muitos aspectos a serem explorados, e pesquisas adicionais

sd0 necessarias para uma compreensao completa dos mecanismos subjacentes a esses efeitos.
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ANEXO 1

Pré6-Reitoria de Pesquisa e P6s-Graduagao
Comissao de Etica na Utilizagdo de Animais

SERVIGO PUBLICO FEDERAL R
) UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA 2 CEUA

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado “Investigacio de protocolos vacinais contra
infeccdes por Toxoplasma gondii e Neospora caninum em ruminantes de
importincia zootécnica”, protocolo n° 109/16, sob a responsabilidade de Tiago
Wilson Patriarca Mineo — que envolve a produgdo, manutengdo e/ou utilizagdo de
animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata, para fins de pesquisa
cientifica — encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de
2008, do Decreto n® 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle da Experimentacio Animal (CONCEA), e foi
APROVADA pela COMISSAO DE ETICA NA UTILIZACAO DE ANIMAIS
(CEUA) da UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA, em reunido de 11 de
Outubro de 2022,

(We certify that the project cntitled "Investigagio de protocolos vacinais contra infecgies por
Toxoplasma gondii ¢ Neospora caninum em ruminantes de importincia zootécnica”, protocol 109/16,
under the responsibility of Tiago Wilson Patriarca Mineo - involving the production, maintenance
and/or use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata, for purposes of scientific
research - is in accordance with the provisions of Law n® 11.794, of October 8th, 2008, of Decree n° 6.899
of July 15th, 2009, and the rules issued by the National Council for Control of Animal Expcrimentation
(CONCEA) and it was approved for ETHICS COMMISSION ON ANIMAL USE (CEUA) from
FEDERAL UNIVERSITY OF UBERLANDIA, in meeting of octuber 11th, 2022).

Vigéncia do Projeto Inicio: 01/12/2016 Término: 31/12/2023

Espécie / Linhagem / Grupos Taxondémicos Camundongo isogénico € camundongo
Knockout

Numero de animais 4572

Peso / Idade 20g/6-8

Sexo Machos e Fémeas

Origem / Local REBIR - UFU

Local onde serfo mantidos os animais: REBIR - UFU

Alteracio Realizada: Alteragio na data término de 31/12/2022 para 31/12/2023.

Uberlandia, 11 de outubro de 2022.
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