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RESUMO

As infec¢des por parasitos do filo apicomplexa sdo amplamente estudadas por serem
causadoras de problemas clinicos e econdmicos. Toxoplasma gondii representa um problema de
saude publica pois afeta individuos imunodeficientes e fetos ou neonatos infectados
intrauterinamente; ja Neospora caninum, causa grandes perdas econdOmicas na industria
agropecuaria pois ¢ a principal causa de abortos bovinos. Diversos estudos tém demostrado que
existem grandes diferencas entre 7. gondii e N. caninum, como o tipo de hospedeiros intermediarios
e definitivos e a patogenia. Também se sabe que esses parasitos usam mecanismos similares para
a infeccdo e por consequéncia, compartilham algumas similaridades na resposta imune que
induzem, como por exemplo, a indu¢do de uma resposta de padrao Thl para o controle da
replicacdo parasitaria. Adicionalmente, o inflamassoma - um complexo proteico que desencadeia
a maturagao de IL-1P e IL-18 e leva as células a piroptose - tem sido estudado amplamente nos
ultimos anos como mecanismo de controle parasitario, assim como sua relagdo com outros
mecanismos celulares de controle parasitario como a producao de espécies reativas de oxigénio
(ROS). Sabe-se que infecgdo por parasitos pertencentes ao filo apicomplexa sdo capazes de induzir
a producao de ROS e a ativacdo do inflamassoma. Neste sentido, objetivou-se no presente estudo
relacionar genes relevantes na inducdo de espécies reativas do oxigénio com a ativagao do
inflamassoma durante a infec¢do de macrofagos murinos com 7. gondii € N. caninum. Mediante o
analise de RNAseq de macrofagos infectados com ambos os parasitos e a expressdo esta
posteriormente validadas por PCR em tempo real, encontrou-se que as infec¢des pelos dois
parasitos sdo capazes de regular a expressdo de genes associados a via ROS. Com base nestas
informagoes, utilizando-se a técnica de edigdo gendmica por CRISPR/Cas9, foram gerados
macrofagos geneticamente deficientes de componentes centrais desta via de sinalizagdo para se
avaliar seus papéis na inducdo e ativagdo de componentes criticos do complexo inflamassoma.
Com base nestas células, observamos que NOX1 e NOX2 estdo estreitamente relacionados a
ativacdo de Caspase-1/11 mediante as infec¢des, enquanto NOX1 e MPO sdo essenciais para a
expressdo de ASC nas células analisadas. Adicionalmente, foram encontradas diferengas parasito-
especificas nos genes analisados. Desta forma, esses achados demostram que genes relacionados a
via de indu¢do de ROS participam ativamente da formacao do complexo inflamassoma durante as
infecdes pelos protozoarios 7. gondii e N. caninum.

Palavras-chave: Inflamassoma, c, neosporose, Caspase-1/11, ROS, NLRP3
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ABSTRACT

Parasitic infections of the phylum apicomplexa are widely studied as they cause clinical and
economic problems. Toxoplasma gondii represents a public health problem because it affects
immunodeficient individuals and intrauterine infected fetuses or neonates; Neospora caninum, on
the other hand, causes great economic losses in the agriculture sector because it is the main cause
of bovine abortions. Several studies have shown that there are great differences between 7. gondii
and N. caninum, such as the type of intermediate and definitive hosts and pathogenesis. It is also
known that these parasites use similar mechanisms for infection and therefore share some
similarities in the immune response that induces, for example, the induction of a Th1 type response
to control parasitic replication. Additionally, the inflammasome - a protein complex that triggers
the maturation of IL-1p and IL-18 and leads the cells to pyroptosis - has been extensively studied
in recent years as a parasitic control mechanism, as well as its relationship with other cellular
mechanisms of parasitic control such as the production of reactive oxygen species (ROS). It is
known that infection by parasites belonging to the phylum apicomplexa is capable of inducing ROS
production and inflammation activation. In this sense, the aim of the present study was to correlate
relevant genes in the induction of reactive oxygen species with inflammation activation during
murine macrophage infection with 7. gondii and N. caninum. Through the analysis of RNAseq of
macrophages infected with both parasites and the expression later validated by real-time PCR, it
was found that the infections by both parasites can regulate the expression of genes associated with
the ROS pathway. Based on this information, using the CRISPR/Cas9 genomic editing technology,
genetically deficient macrophages were generated from central components of this signaling
pathway to evaluate their roles in the induction and activation of critical components of the
inflammasome complex. Based on these cells, we observed that NOX1 and NOX2 are closely
related to the activation of Caspase-1/11 by infections, while NOX1 and MPO are essential for the
expression of ASC in the analyzed cells. Additionally, parasite-specific differences were found in
the genes analyzed. Thus, these findings show that genes related to the ROS induction pathway
actively participate in the formation of the inflammasome complex during infections by 7. gondii
and N. caninum protozoans.

Keywords: Inflammasome, toxoplasmosis, neosporosis, Caspase-1/11, ROS, NLRP3
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1. INTRODUCAO

1.1 O filo Apicomplexa.

O filo apicomplexa compreende um grande grupo de mais de 5000 espécies de organismos
protozoarios descritos de estilo de vida parasitario intracelular obrigatorio (SEEBER; SOLDATI-
FAVRE, 2010), caracterizados pela presenca dos alvéolos corticais, cuja funcdo ¢ fornecer suporte
estrutural & membrana e mobilidade (ARISUE; HASHIMOTO, 2015; BERMAN, 2012). Além
disso, apresentam um complexo apical evolutivamente inico composto por organelas secretoras
especializadas, tais como as roptrias, granulos densos e as micronemas que ajudam no ciclo litico

do parasito (MORRISON, 2009; SEEBER; STEINFELDER, 2016; WHITE; SUVOROVA, 2018).

Os parasitos deste filo caracterizam-se também, pelo seu crescimento e replicagdo dentro
de um vactolo parasitéforo, um compartimento nao-fagossémico unido & membrana que secreta
moléculas importantes para a modulacdo das vias de sinaliza¢do celular do hospedeiro que

permitirdo sua sobrevida (MORRISSETTE; SIBLEY, 2003).

Por tanto, os parasitos apicomplexa representam grandes problemas de importincia clinica
e econdmica (Tabela 1), como por exemplo algumas espécies do género Plasmodium, que sdo
causantes da malaria, uma das doencgas infecciosas com maior mortalidade no mundo (ARISUE et
al., 2019; ARISUE; HASHIMOTO, 2015; ESCALANTE; AYALA, 1994); ou N. caninum, o
parasito causador da neosporose, de alto impacto econdomico na agroindustria, sendo uma doenca
que afeta principalmente aos bovinos e cides (DUBEY, 2003) e 7. gondii agente etioldgico
toxoplasmose, onde os individuos imunodeficientes e mulheres em estado de gravidez apresentam

0s principais sintomas e problemas que podem ser letais pela infeccao (CASTRO; DUBEY, 2019).
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Tabela 1. Alguns géneros de parasitos do filo Apicomplexa de importancia clinica e econdomica. * Os

parasitos deste género desenvolvem seu estado sexual em qualquer hospedeiro.

Hospedeiro Hospedeiros

Doenca associada Referencia

final ou vector

Parasito
intermediarios

Classe Aconoidasida (FHematozoa), Ordem Haeomosporida

COLLINS; JEFFERY,

2007; ESCALANTE;
AYALA, 1995

Mosquitos

Plasmodium sp. Malaria Mamiferos, Aves

(Anopheles sp.)

Classe Aconoidasida (=Hematozoa), Ordem Piroplasmida

. Carrapatos
Babesia sp. Babebiose _ Mamiferos, Aves HOMER et al., 2000
(Ixodidae)
o Carrapatos MANS; PIENAAR,;
Theileira sp. Theileriose _ Mamiferos
(Ixodidae) LATIF, 2015

Classe Conoidasida, Ordem Eucoccidiorida

*Cryptosporidium sp.

*Cyclospora sp.

Neospora sp.

Toxoplasma sp.

Crytosporiose

Ciclosporose

Neosporose

Toxoplasmose

Mamiferos, a
Aves, Repteis, Peixes
Mamiferos, a

Aves, Repteis, Peixes

Mamiferos
. Mamiferos, Aves
(Canidae)
Mamiferos Mamiferos,
(Felidae) Aves, Repteis

FAYER; SPEER;
DUBEY, 2018
STRAIT; ELSE;
EBERHARD, 2012
(DONAHOE et al.,
2015; KHAN et al.,
2020)
CASTRO; DUBEY,
2019; ROBERT-
GANGNEUX;
DARDE, 2012

1.2 Toxoplasma gondii

T. gondii ¢ um parasito intracelular obrigatdrio pertencente a familia Sarcocystidae. O

parasito tem capacidade de infectar todas as células nucleadas de animais homeotérmicos
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(CASTRO; DUBEY, 2019). Foi observado pela primeira vez por Nicolle e Manceaux, no ano de
1908, quando encontraram o protozodrio em um roedor similar aos hamsters, Ctenodactylus gundi,
usado na pesquisa da leishmaniose no Laboratério Loius Pasteur na Republica de Tunisia.
Originalmente, o organismo foi categorizado como um parasito do ordem Piroplasmida e
posteriormente como Leishmania, porém, gracas a sua morfologia os autores consideraram que o
parasito ndo correspondia a nenhum organismo ja descrito, € no ano seguinte, no 1909, foi nomeado
como Toxoplasma gondii, nome proveniente de Toxo=arco e plasma=vida, ¢ o epiteto gondii foi
pelo seu hospedeiro. Curiosamente e de forma simultdnea no Brasil, no ano 1908, Splendore e
colaboradores encontraram o parasito 7. gondii em um coelho, mas foi erroneamente categorizado

como Leishmania sp. e nao foi nomeado pelos autores (DUBEY, 2016).

1.1.1 Ciclo de vida

T. gondii apresenta um ciclo de vida heteréxeno, que consiste em duas formas distintas de
reprodugdo: a primeira consiste na reprodugao assexual, que ocorre nos hospedeiros intermediarios
e a segunda, consiste na reprodu¢do sexual que ocorre exclusivamente nos hospedeiros definitivos,
neste caso, espécies da familia Felidae. (BLADER et al., 2015). Como a maioria das infecgdes por
coccideos, T. gondii infecta a seus hospedeiros através do desenvolvimento de esporozoitos dentro
de oocistos presentes nas fezes dos hospedeiros definitivos (Figura 1), assim, a infec¢do dos
hospedeiros intermedidrios ocorre quando este ingere oocistos esporulados que posteriormente vao
se encistar nas células epiteliais do intestino. Assim, os esporozoitos vao se desenvolver em
taquizoitos e se replicar por endodiogenia, um processo de divisdo celular caracteristico de
organismos apicomplexa (GALLEGO BERENGUER. JAIME, 2007) que ocorre dentro do vactolo
parasitéforo (VP) estabelecido apds a invasdo. Uma vez, o processo de replicagdo termina, os
taquizoitos sairdo da célula hospedeira que serd destruida no processo e esse ciclo de invasdo,
replicacdo e saida (conhecido como o ciclo litico) sera continuamente repetido, sendo espalhados
por os tecidos do organismo hospedeiro até ser controlados pela resposta imune, fazendo que o
parasito se diferencie em um estaddio conhecido como bradizoito, mantendo a infecc¢ao latente por

toda a vida util do hospedeiro (BLADER et al., 2015; CASTRO; DUBEY, 2019; DUBEY, 2016).
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Figura 1. O ciclo biolégico de Toxoplasma gondii. Original de (CASTRO; DUBEY, 2019)

de cistos teciduais de animais infectados, principalmente pelo consumo de carne, sendo esta a via
fundamental para a infeccdo dos hospedeiros definitivos (BLADER et al., 2015) e comum em
humanos, (ROBERT-GANGNEUX; DARDE, 2012). Ocasionalmente, quando o hospedeiro sofre
uma falha no seu sistema imune, os bradizoitos podem se diferenciar em taquizoitos novamente,
sendo esta uma das causas principais de morbilidade e mortalidade associada ao 7. gondii em
humanos imunocomprometidos (BLADER et al., 2015; ROBERT-GANGNEUX; DARDE, 2012;
SAADATNIA; GOLKAR, 2012).

os taquizoitos de 7, gondii sdo capazes de atravessar a placenta durante a gestagdo em humanos



infectando o feto e trazendo graves problemas para o mesmo (infeccdo congénita) (BLADER et
al.,2015; DUBEY, 2016; PINARD; LESLIE; IRVINE, 2003; ROBERT-GANGNEUX; DARDE,
2012; SAADATNIA; GOLKAR, 2012)

1.1.2 Patogenia.

A toxoplasmose ¢ uma zoonose na qual um ter¢o da populagdo humana encontra-se
infectada e que cursa de forma assintomatica nos pacientes imunocompetentes, ¢ nas infegdes
sintomaticas os pacientes podem experimentar febres ou linfadenopatias cervicais associadas a
mialgia, astenia e outros sinais clinicos inespecificos que sendo persistentes durante varias
semanas, podem imitar os sintomas da mononucleose infeciosa, pelo qual resulta de dificil

diagnéstico em 80% da populagio, (ROBERT-GANGNEUX; DARDE, 2012).

Portanto, o curso clinico da toxoplasmose depende do estado imunologico do paciente
(MONTOYA; LIESENFELD, 2004), assim também, a apresentacdo clinica da doenca sistémica
depende da localizagdo e do efeito localizado dos cistos teciduais no corpo e da cepa do parasito

(PINARD; LESLIE; IRVINE, 2003).

Em individuos imunocomprometidos a toxoplasmose ¢ uma infec¢do oportunista; por
exemplo em pacientes com AIDS, nos quais a incidéncia da infe¢do relaciona-se com o niimero de
células T CD4+, sendo que os pacientes com uma contagem inferior a 100 células/ul exibem um
maior risco de infeccdo, apresentando comumente Encefalite Toxopldsmica (ET) cuja
manifestagdo clinica varia desde dor de cabeca, letargia, incoordenagdo ou ataxia hemiparesia,
perda da memoria, deméncia até grandes convulsdes motoras geralmente associadas a febre
(ROBERT-GANGNEUX; DARDE, 2012). Nos pacientes com transplantes de orgdos e terapia de
imunossupressao a toxoplasmose grave ou disseminada pode ser o resultado da reativagdo de uma
infeccdo latente ou de 6rgdos contendo os cistos de um doador soropositivo dado a um receptor
soronegativo, sendo a toxoplasmose pulmonar a mais comum em este tipo de pacientes,
disseminando-se a o6rgdos como cérebro, figado, pancreas, bago, medula Ossea, entre outros

(PATRAT-DELON et al., 2010).
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Além do anterior, a infeccdo por 7. gondii ¢ classicamente conhecida por ser vista em
recém-nascidos de gestantes infectadas. A infe¢do congénita resulta de uma infeccdo materna
primaria durante a gestacao e a frequéncia da transmissao vertical tanto como a severidade da
doenca depende do periodo gestacional onde ocorre a infecgdo. Na toxoplasmose congénita, a
placenta tem um papel fundamental no processo de infeccdo ja que ¢ a barreira natural que
supostamente ¢ capaz de proteger ao feto assim como ser o tecido objetivo para a replicagdo dos
parasitos. Portanto, tem sido observado que a gravidade da infec¢do fetal pode ser inversamente
proporcional a etapa gestacional, sendo que no terceiro trimestre da gestacao perto de um 80% dos
neonatos infectados parecem ser assintomaticos, no entanto se a transmissao ocorre no primeiro
semestre por exemplo, as consequéncias para o feto podem ser graves, sendo estas desde
anormalidades do desenvolvimento severas até o aborto (ROBERT-GANGNEUX; DARDE,
2012). Dentro das manifestagdes classicas que apresentam os neonatos com toxoplasmose,
encontram-se a hidrocefalia, microcefalia, calcifica¢des intracranianas, corioretinite, estrabismo,
cegueira, epilepsia, retardo psicomotor ou mental, trombocitopenia ¢ anemia (MONTOYA;

LIESENFELD, 2004).

1.3 Neospora caninum.

N. caninum ¢ um protozodrio intracelular obrigatério, classificado na familia Sarcocystidae,
junto com 7. gondii. O parasito foi observado incialmente no ano 1984 por Bjerkés e colaboradores
na Noruega, em cdes com encefalomielite e miosite mas foi unicamente descrito como um cisto
tecidual esporulado nos tecidos do sistema nervoso dos animais infectados (BJERKAS; MOHN;
PRESTHUS, 1984; DUBEY; LINDSAY, 1996), e somente foi descrito € proposto o nome do
género Neospora no ano 1988 por Dubey e colaboradores quanto foi encontrado em cachorros que
apresentavam sinais clinicos semelhantes a toxoplasmose e que ndo foram reativos no ensaio de
imunoperoxidase com soro anti-7. gondii (DUBEY et al., 1988; DUBEY; LINDSAY, 1996).
Posteriormente foi reconhecido N. caninum como o agente etiologico mais frequente causante de
abortos no gado (DE AQUINO DINIZ et al., 2019; DUBEY; LINDSAY, 1996; DUBEY;
SCHARES, 2011).
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Sabe-se que além dos animais ja mencionados, tem sido isolado e identificados tanto o
parasito como anticorpos ou DNA do mesmo em animais de vida silvestre tais como alguns
mamiferos do ordem carnivora (Familias: Canidae, Mustelidae, Hyaenidae, Ursidae, Procyonidae,
Viverridae, Herpestidae, Felidae, Otariidae, Odobenidae e Phocidae ), ordem Artiodactyla
(Familias: Cervidae, Bovidae, Suidae, Camelidae e Delphinidae), ordem Perissodactyla (Familias:
Equidae e Rhinocerontidae), ordem Rodentia (Familias: Muridae, Cricetidae, Sciuridae e
Caviidae), ordem Lagomorpha (Familia: Leporidae), ordem Eulipotyphla (Familia: Soricidae),
ordem Proboscidea (Familia: Elephantidae), ordem Didephimorphia (Familia: Didelphidae),
ordem Diprotodontia (Familia: Macropodidae); ou algumas aves dos ordens Galliformes (Familia:
Phaisanidae), Passeriformes (Familias: Corvidae, Passeridae), Accipitriformes (Familia:
Accipitridae) e Psittaciformes (Familia: Psittacidae) (DONAHOE et al., 2015; LIU; REICHEL;
LO, 2020).

1.3.1 Ciclo de vida do parasito.

N. caninum apresenta um ciclo de vida heteroxeno, onde seus hospedeiros definitivos sdo
espécies de mamiferos pertencentes a familia Canidae (DUBEY, 2003; DUBEY; LINDSAY, 1996;
KHAN et al., 2020; REICHEL; ELLIS; DUBEY, 2007). Em contraste com o desenvolvimento
sexual de T. gondii, o estadio sexual conhecido de N. caninum € o oocisto diploide nao esporulado,
o qual ¢ ambientalmente resistente a condi¢des extremas (KHAN et al., 2020). Esse oocisto ¢
eliminado nas fezes dos canideos infectados, onde sofrem uma meiose para constituir esporozoitos
haploides. Posteriormente, os esporozoitos sdo consumidos pelos hospedeiros intermediarios,
liberando-se dos oocistos e transformando-se em taquizoitos, o estadio de rapido crescimento para
a disseminacdo da infeccdo (Figura 2). Consecutivamente, os taquizoitos invadem as células do
hospedeiro e replicam-se assexuadamente por endodiogenia dentro de um vactolo parasitoforo.
Apos de varios ciclos de replicacdo, os parasitos saem das células hospedeiras re-infectando novas
células, gerando a resposta imune inata tanto como adaptativa especifica do hospedeiro que
concomitante com outros fatores ambientais, fazem que os taquizoitos se convertem em
bradizoitos, um estadio de laténcia do parasito, encistando nos tecidos de tal forma que podem

persistir nos hospedeiros por um longo tempo e podem gerar uma infecg¢ao latente, particularmente
25



em hospedeiro imunocomprometidos (DUBEY et al., 2017; KHAN et al., 2020; LIU; REICHEL;
LO, 2020).
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Figura 2. Ciclo biolégico de Neospora caninum. Original do (DUBEY et al., 2017).

Feto infectado

1.3.2 Patogenia

A neosporose é uma doenga parasitaria de distribuicdo mundial que afeta principalmente bovinos
e cdes, provocando abortos e problemas neurodegenerativos e, portanto, um alto impacto na

industria pecudria e veterinaria (DUBEY; LINDSAY, 1996; KIERBIC et al., 2019).
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Desse modo, a neosporose pode-se manifestar clinicamente dependendo do animal, da idade do
mesmo, além do mecanismo de infecgdo (DUBEY, 2003; DUBEY; LINDSAY, 1996; KHAN et
al., 2020), por exemplo nos caes apos infeccao transplacentario, cuja idade esta entre as 5 semanas
até os seis meses desenvolvem poliomiosite ou também polirradiculoneurite, causando nos animais
paralisia ascendente dos membros posteriores, atrofia muscular, hiperextensao rigida do membro
pélvico, fraqueza cervical e disfagia (DONAHOE et al., 2015; REICHEL; ELLIS; DUBEY, 2007).
Por outro lado, nos caes adultos, o parasito pode desenvolver encefalomielite protozoaria, que se
caracteriza por ter um curso clinico variavel, com sinais neuroldgicos clinicos tais como paresia e
paralisia das extremidades posteriores, convulsdes, ataxia, disfagia, incontinéncia, anormalidades
oculares, incluindo miose, reflexos pupilares diminuidos, anisocoria e enoftalmia. Além dos
problemas neuromusculares que traz a infec¢ao por N. caninum nos caes, esta pode induzir lesdes
variaveis como miocardite, polimiosite, pancreatite, pneumonia intersticial junto com edema
pulmonar e alveolite, tudo isso dependendo dos tecidos e a s células que foram infectadas

(DONAHOE et al., 2015; GAROSI et al., 2010).

Além disso, na neosporose bovina, a principal doenga causada por um patégeno cuja principal
manifestagado clinica sdo os abortos em bovinos (DUBEY; SCHARES, 2011). Tem sido observado
que semelhantemente ao curso clinico da toxoplasmose congénita, a neosporose congénita
apresenta uma relagdo entre a etapa gestacional com a gravidade dos sinais clinicos do feto, onde
se a infecgdo transplacentaria ocorre durante os primeiros 100 dias da gestagdo quando os tecidos
linféides estdo em desenvolvimento, pode-se resultar em uma reabsor¢do ou mumificacao fetal,
conforme o avango da gestacdo, durante o segundo ou terceiro trimestre, apesar do feto ja ter uma
resposta imune crescente, existe uma alta probabilidade de aborto principalmente entre o quinto e
o sétimo més de gestacdo, e finalmente, se a infe¢do ocorre no ultimo trimestre da gestagdo, quando
a imunidade fetal esta desenvolvida, ¢ comum ter nascimentos de crias infectadas mas clinicamente
normais, embora podem acontecer nascimentos de crias ndo infectadas (AL-QASSAB; REICHEL;
ELLIS, 2010; DONAHOE et al., 2015; DUBEY, 2003; DUBEY; LINDSAY, 1996; DUBEY;
SCHARES, 2011; KHAN et al., 2020).

Finalmente, tem sido reportado casos, onde animais tanto silvestres como no cativeiro
apresentaram sinais clinicos quanto estavam infectados com N. caninum, por exemplo foi reportado

um caso fatal de neosporose em uma Marta, Martes martes (Carnivora: Mustelidae) a qual
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apresentou um quadro clinico tamanho corporal diminuido, diarreia, ataxia nas suas extremidades,
dispneia e taquicardia. Também tem sido reportados casos de neosporose em um grupo de raposas
com uma alta taxa de morbilidade e mortalidade, cujos sinais clinicos incluiam, inapeténcia,
emagrecimento, febre, depressdo, ataxia e paralisia febre, (DONAHOE et al., 2015; YU et al.,
2009).

1.4 Resposta imune protetora dos hospedeiros frente a infecio por 7. gondii e N.

caninum.

Tem sido observado nos diversos modelos de estudo que a imunidade protetora nos
hospedeiros induzida pela infec¢do por 7. gondii como por N. caninum € tipicamente uma resposta
do tipo T helperl (Thl), sendo que essa resposta pro-inflamatoria parece ser essencial para
restringir a replicagdo parasitaria e a inducdo da infeccao latente por meio da formagao dos cistos
teciduais (DONAHOE et al., 2015; HUNTER; SIBLEY, 2012). O reconhecimento inicial de
moléculas dos parasitos conhecidos como padrdes moleculares associados a patogenos (PAMPs)
¢ mediado pelos Toll-Like Receptors (TLRs), sendo o caso destes parasitos por exemplo, as
profilinas por parte de TLR11 nas células dendriticas (DCs) (HUNTER; SIBLEY, 2012; JENKINS
et al, 2010; MANSILLA e al, 2016; PIFER; YAROVINSKY, 2011), ou de
Glycosylphosphatidylinositol-anchored proteins (GPI anchors) por parte dos TLR2 e TLR4 em
macrofagos e monocitos (DEBIERRE-GROCKIEGO et al., 2007; LIU; REICHEL; LO, 2020;
MINEO et al., 2010). Além disso, demostrou-se a participacdo da proteina acopladora Myeloid
differentiation primary response 88 (MyD88) que se liga aos TLRs induzindo o fator de transcri¢ao
NF-kB que estimula a produgao da citocina pré-inflamatoria interleucina-12 (IL12) (MINEO et al.,
2010).

A producgdo de IL-12 por parte das DCs, monodcitos e macrofagos, que também produzem
o Tumour necrosis fator (TNF), um cofator na atividade antimicrébica, estimula as células Natural
killer (NK) e células T CD4+ e células T CD8+ a produzir interferon-y (IFNy), cuja fungao
principal € regular os mecanismos efetores antimicrobicidas para controlar os parasitos (BEITING
etal.,2014; DONAHOE et al., 2015; HUNTER; SIBLEY, 2012). Adicionalmente, a producao de
IL10 e IL27 tem um papel chave na modulagado destas vias e impede a sobre producdo das citocinas
do tipo Th1(HUNTER; SIBLEY, 2012).
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Adicionalmente, durante a fase inata e adaptativa da resposta imune, IFNy propaga um sinal
através de um receptor de superficie IFNy (IFNyR) para ativar o transdutor de sinal e o ativador da
transcricdo 1 (STATI), um fator de transcricdo nuclear que controla a expressdo gé€nica e que
gragas a isso, os fagocitos regulam a produgdo de 6xido nitrico (NO) e de espécies reativas de
oxigénio (ROS), que contribuem no controle intracelular dos parasitos. Finalmente, no controle
parasitario, também participam a classe de proteinas denominadas immunity-related GTPases
(IRGs) e p67 guanylate-binding proteins (GBPs), as quais sao recrutadas no VP e estdo envolvidas

na eliminacao dos parasitos (DONAHOE et al., 2015; HUNTER; SIBLEY, 2012).

1.5 Espécies reativas de oxigénio (ROS).

As espécies reativas de oxigénio (ROS) s3o bio - produtos derivados do metabolismo
aerobio (SCHIEBER; CHANDEL, 2015) que compreendem um grupo de ions quimicamente
reativo, radicais e moléculas todas derivadas do oxigénio e cujas fungdes variam da biossintese de
hormonios, sinalizagao e envelhecimento celular e também participagao no controle microbiano
(KOHCHI et al., 2009; RADA; LETO, 2008). A produgdo de ROS pode-se originar pela radiacao,
a luz, como um produto resultado da cadeia respiratoria mitocondrial ou por outras enzimas as
quais convertem o oxigénio em uma forma reativa (KOHCHI et al., 2009), porém, esses processos
sdo altamente inespecificos, considerando-se muitas vezes como produtos acidentais nas células

os quais tem que ser neutralizados (LAMBETH, 2004).
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Figura 3. Espécies reativas de oxigénio. Original de LAMBETH, 2004

A via de espécies reativas de oxigénio é mediada por uma série de enzimas que catalisam
diversas rea¢des quimicas na célula onde liberam-se os diferentes produtos derivados do oxigénio
(Figura 3). Primeiramente, o superdxido (O27) € produzido de multiplex formas, as quais podem
incluir a oxidagdo do NADPH ou de NADH a NADP' e NAD" respetivamente, com a intervengao
catalisadora de enzimas com um dominio estrutural da ligagdo de fosfoinositida envolvido na
marcagdo de proteinas da membrana celular (ou como Phagocytic oxidase) PHOX, onde
encontram-se proteinas como as NAPDH oxidases (NOXs) e as Dual oxidases (DUOXs).
Posteriormente, apds da produgdo de superoxido, duas dessas moléculas podem reagir a gerar
perdxido de hidrogénio (H202) em uma reagdo conhecida como dismutagio, a qual € acelerada por
um conjunto de enzimas denominadas como Superdxido Dismutases (SODs). Se existe Ferro (Fe*)
como catalizador apds da dismutag@o na célula disponivel, pode ocorrer a formagédo de radicais
hidroxilo por decomposi¢do do peroxido (LAMBETH, 2004; MATTA et al., 2018a; PEREZ-
BENITO, 2004).

Além do superdxido, peroxido e dos radicais hidroxilo outras ROS podem se produzir nos
sistemas bioldgicos; por exemplo em locais inflamados, os neutrofilos podem produzir acido
hipocloroso (HOCI) a partir de H>O; e cloreto gragas a agdo catalizadora da enzima fagocitaria

mieloperoxidase (MPO); ou o oxigénio singleto (A'Oz) que é formado através da agdo catalizadora
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das Phox e MPO a partir da oxidagao de ions halogenados, € 0 0zonio (O3), que pode ser gerado a

partir do oxigénio singleto e pela a¢do catalizadora de anticorpos (LAMBETH, 2004).

1.6 O Inflamassoma.

O inflamassoma ¢ um complexo protéico caracteristico da imunidade inata correspondente
a via de ativagdo da caspase-1 e representa uma reagdo coordenada de resposta para a supressao de
patogenos evitando o dano tecidual. O complexo encontra-se formado por um receptor com
dominio de oligomeriza¢do e unido ao nucleotideo, NOD-like receptor (NLR) ou uma proteina
induzivel por interferon (AIM2), a Apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD
(ASC) e a caspase-1 (MARTINON; BURNS; TSCHOPP, 2002; SWANSON; DENG; TING,
2019). A formagdo desse complexo resulta na indug¢do de caspases inflamatérias além do
processamento das pro-interleucinas 1B (pro-IL-1B) e 18 (pro-IL-18) para suas formas ativas
interleucina 1B (IL-1pB) e a interleucina 18 (IL-18), que sdo interleucinas com atividade pleiotropica

(SAHOO et al., 2011).

A liberagao das IL-1p e da IL-18 ocorre em um sistema de dois niveis: No primeiro, o sinal
¢ mediado pela estimulacdo dos Receptores de Reconhecimento de Padrdes (PRRs) através dos
PAMPs e Padrdes moleculares associados a danos (DAMPs), que resulta na ativagao da via NF-xf3
para a expressao da pro-IL-1 e dos genes associados as proteinas do inflamassoma. No segundo,
o sinal ¢ conferido tanto pelo fluxo de potéssio devida a estimulagdo do canal de potassio sensivel
ao ATP ou pela formagdo de poros por toxinas bacterianas, tanto como pela desintegracao
lisossomal que dirige a saida de catepsina B no citosol ou também pela liberagao de ROS. Portanto,
sendo os sinais requeridos para a montagem do inflamassoma, resulta na maduracdo das
interleucinas pela enzima caspase-1/11 por processamento proteolitico € induzindo uma morte

celular inflamatoria conhecida como piroptose.
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2 JUSTIFICATIVA

Toxoplasma gondii e Neospora caninum sao patégenos que geram riscos importantes para
a saude humana e animal. As células imunes inatas possuem diferentes mecanismos de resposta
frente estas infecgdes que, apesar de ndo serem capazes de eliminar os parasitos por completo, sao
cruciais na resisténcia dos hospedeiros frente ao pico de replicagao parasitaria, promovendo sua

sobrevivéncia.

Sabe-se que as espécies reativas de oxigénio (ROS) tem um papel fundamental no controle
de patogenos intracelulares, pois induz a producdo de agentes antimicrobianos como perdxido de
hidrogénio, superdxido, ozdnio ou éacido hipocloroso. Além disso, a ativacdo destas proteinas
durante as infec¢des parasitarias também contribui para a ativacao do inflamassoma, que também
contribui para a restrigdo dos parasitos. Desta forma, o propdsito deste trabalho foi observar a
expressdo de genes da via de indugdo de ROS na ativacdo de uma resposta imune contra as
infecgoes por 7. gondii e N. caninum, buscando contribuir para o entendimento das interacdes

parasito-hospedeiro.
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3 OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral.

Avaliar o papel dos diferentes genes da via de sintese de espécies reativas de oxigénio
(ROS) na ativagao do inflamassoma durante as infec¢des por 7. gondii € N. caninum em

macrofagos murinos.

3.2. Objetivos especificos.

a. Selecionar os principais alvos das vias de sintese de ROS por andlise de bioinformdatica em
bibliotecas de transcriptomas.

b. Validar por PCR quantitativo em tempo real (QPCR) a expressdao dos genes alvos em infec¢des
de macrofagos murinos por 7. gondii € N. caninum.

¢. Gerar macréfagos murinos geneticamente deficientes para alvos selecionados mediante a
utilizacdo da técnica de edicao gendmica CRISPR/Cas9.

d. Avaliar o fendtipo de expressdo e producdo de moléculas relacionadas a sintese de ROS e
ativacdo do Inflamassoma em células modificadas geneticamente frente a infec¢do por 7. gondii e

N. caninum.
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4 MATERAIS E METODOS

4.1 Analise de RNASeq por bioinformatica.

As sequencias em formato FASTAQ dos transcriptomas foram obtidos por meio de
financiamento de parceria internacional entre a UFU e MIT, financiado pelo CNPq, por meio do
laboratorio do Dr. Jeroen Saeij, hoje na Universidade da Califérnia, Davis (UCDAVIS). Os
resultados foram obtidos através de sequenciamento de transcriptoma de macrofagos de
camundongos da linhagem C57BL/6, juntamente com células Myd88~~ e Caspase-1/11"" infectadas
com 7. gondii RH e N. caninum Liv por um periodo de 6 horas com MOI 3, por meio do sistema
Solexa6/Ilumina. As sequencias foram  analisadas na  plataforma  Galaxy

(https://galaxyproject.org/) usando como genoma de referéncia do Mus musculus CS7TBL/6J versao

GRCm38 depositado no HostDB (https://hostdb.org/hostdb/) e seguindo o seguinte fluxo de

trabalho: FastQC revisando a qualidade das sequencias, Trimmomatic alinhando as sequencias
entre sim, HISAT2 alinhando as sequencias respeito ao genoma de referencia, HTSeq
quantificando os niveis de expressdo e DESeq2 avaliando a expressao dos genes em relagdo ao

controle (células nao infectadas).

4.2 Diferenciacio de macrofagos derivados da medula 6ssea (BMDMs).

Camundongos C57BL/6, MyD88” e caspasel/117~ foram eutanasiados por deslocamento
cervical e foram extraidos os fémures e as tibias, sendo estocados em meio RPMI. Posteriormente,
os fémures e as tibias foram lavados em alcool 70% por 1 minuto em camara de fluxo laminar, e
foram cortadas as epifises. Depois, o conteido da medula 6ssea foi lavado com meio RPMI 1640
incompleto (Gibco, Paisley, Inglaterra) com auxilio de uma seringa e uma agulha 26G. Em seguida,
a suspensao celular restante da lavagem foi centrifugada a 400 x g por 10 min e ressupendida em
meio R20/30 (RPMI suplementado com com 20% de soro fetal bovino (SFB) (Cultilab, Campinas,
Brasil), 100 U/mL de penincilina (Gibco),, 100 pg/mL de estreptomicina (Gibco), 2mM de L-
glutamina (Sigma Chemical Co., St. Lois, EUA) e 30% de meio condicionado de células L929
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(MARIM et al., 2010). Posteriormente, as células foram incubadas em placas de Petri em estufa a

37°C e 5% COa.

Apo6s de quatro dias de incubagdo, foi adicionado 9 ml de meio R20/30 e as placas foram
mantidas por mais 2 dias na estufa a 37°C e 5% CO». Uma vez completados os 6 dias de incubagdo
o sobrenadante foi removido das placas de Petri e foi adicionado PBS 1X gelado estéril a 4°C por
5 minutos para descolar as células da placa. Em seguida, a suspensao celular foi centrifugada a 400
x g por 10 minutos e o pellet obtido foi ressuspendido em RPMI 1640 suplementado com 10% de

SFB, contadas em camara de Neubauer e plaqueadas de acordo com o layout experimental.

4.3 Cultura de células HeLa.

Células HeLa (ATCC® CCL-2™) foram obtidas do Laboratério de Imunoparasitologia
Mario Endsfeldz Camargo, do Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade Federal de
Uberlandia (UFU). As células foram cultivadas em garrafas de cultura T25 em meio RPMI 1640
(Gibco, Paisley, Inglaterra) suplementado com 25 mM HEPES (Gibco), 100 U/ml penicilina
(Gibco), 100 pg/mL estreptomicina (Gibco), 2mM L-Glutamina (Sigma Chemical Co., St. Lois,
EUA), 3 mM NaHCO3 e 10% de soro fetal bovino (SFB) (Cultilab, Campinas, Brasil) em atmosfera
de 5% de 5% COza 37° C até atingirem a confluéncia. Para os repiques as células foram lavadas
com PBS 1X a temperatura ambiente e foi adicionado 1 ml de Tripsina-EDTA (Gibco) a 37°C,
incubando-se até as células descolarem, posteriormente foram coletadas as suspensoes celulares e
centrifugaram-se a 400 x g por 5 minutos. Em seguida, o pellet de células foram ressuspendidos

em Meio RPMI 10% e foram inoculadas novas garrafas ou adicionadas as culturas de parasitos.

4.4 Cultura de parasitos 7. gondii RH e N. caninum Liverpool.

Foram mantidas linhagens dos parasitos 7. gondii RH e N. caninum Liverpool (NcLiv) em
garrafas de cultura T25 com uma monocamada de células HeLa, cuja manutencdo foi descrita
anteriormente. Para a infe¢ao das células foram utilizados taquizoitos dos dois parasitos e mantidos
nas células por passagens seriadas em meio RPMI 1640 (Gibco, Paisley, Inglaterra) suplementado
com 25 mM HEPES (Gibco), 100 U/ml penicilina (Gibco), 100 pg/mL estreptomicina (Gibco),
2mM L-Glutamina (Sigma Chemical Co., St. Lois, EUA), 3 mM NaHCOs3 e 2% de soro fetal
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bovino (SFB) (Cultilab, Campinas, Brasil) em atmosfera de 5% de 5% COza 37° C, a cada 48-72
horas. Para os experimentos in vitro, os parasitos livres foram coletados e parcialmente purificados
por passagens através de uma agulha 13 x 4 mm e foram centrifugados posteriormente a 800 x g
por 10 minutos, o pellet foi ressuspendido em meio RPMI incompleto e foram contados os parasitos

em camara de Neubauer com corante de exclusdo vital azul de Tripan a 0,4% (Sigma Chemical

Co., St. Louis, EUA).

4.5 Infecao de BMDMs com 7. gondii RH e N. caninum Liv.

Foram plaqueados 1x10%/mL macréfagos derivados de medula 6ssea de camundongos
C57BL/6, myd88™ e caspasel/117" em placas de 12 pogos e incubados em meio RPMI completo
overnight. Posteriormente, foram infectados taquizoitos de 7. gondii RH e N. caninum Liv

(Multiplicity of infection : MOI 3) por um periodo de 6 horas.

Por outro lado, 1x10°mL macréfagos de camundongo C57BL/6 foram plaqueados em
placas de 12 pocos e infectados com taquizoitos de 7. gondii RH e N. caninum Liv (MOI 0,5) por
periodos de 1, 6 e 18 horas de infe¢do com a finalidade de compreender a cinética da expressao

génica.

4.6 Extracao de RNA.

O sobrenadante das células foi retirado e foram adicionados 500 pl de Trizol (Invitrogen
Life Technologies, Carlsbad, EUA) em cada poco, e foi coletada a suspensdo de células e colocada

em nitrogénio liquido para ser estocadas no freezer a -80°C.

As amostras foram descongeladas e adicionado 300 pl de cloroférmio, sendo agitadas em
vortex por 15 segundos, incubadas por 5 minutos a temperatura ambiente e levadas a centrifugagao
a 10000 x g por 15 minutos. Em seguida, o sobrenadante das amostras foi coletado e foi adicionado
600 pl de isopropanol gelado, agitando-se por inversdo e centrifugando a 10000 x g por 15 minutos,
posteriormente o sobrenadante foi descartado e o pellet mantido a temperatura ambiente por 5
minutos e ressupendido em H>O livre de DNAse e RNAse. Apds isso, foi realizado a dosagem de
RNA em um NanoDrop™ Lite Spectrophotometer (ThermoFisher Scientific, Wilmington, EUA);

a leitura foi feita a 260nm.
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As amostras foram tratadas para a posterior sintese de cDNA. Para isso, ajustaram-se as
amostras em 3 ug de RNA em 50 pl de suspensdo. Foi adicionado 5 pl de MgCloe 1 ul de DNAse
e foram incubadas a 37°C por 15 minutos, em seguida, foi adicionado 25 pl de trizol e 25 pl de
cloroféormio e foram centrifugadas as amostras a 10000 x g por 15 minutos. Coletaram-se os
sobrenadantes e adicionaram 20 pl de C2H3NaO23M pH 5.3, 1 ul de glicogénio e 150 pl de etanol
ultrapuro. As amostras foram centrifugadas a 10000 x g por 15 minuto, o sobrenadante foi
descartado e pellet mantido a temperatura ambiente para secagem. Finalmente os pellets foram
ressupendidos em 50 pl de H>O livre de DNAse e RNAse e as concentragdes mesuradas pelo

NanoDrop Lite Spectrophotometer.

4.7 Biblioteca de cDNA.

As amostras contendo RNA extraido foram ajustadas a 1 pg de RNA em 4 pl. Foi usado o
kit comercial GoScript™ Reverse Transcriptios System (Promega, Madison, EUA) para a sintese
do cDNA. Resumidamente, adicionou-se 1 pl de Primer Oligo (dT) e se incubou a 75°C por 5
minutos, imediatamente deixaram-se as amostras em banho de gelo por 10 minutos. Apds disso,
foi adicionado 15 pl do Master Mix do kit (4 ul Go Script 5X Buffer, 3,5 ul MgCl,, 1 ul PCR
nucleotide Mix, 1 pl Transcriptase Reverse RT, 0,5 ul RNA sin e 5 pl H2O) e foram levadas as
amostras ao termociclador Veriti™ 96-Well Thermal Cycler na programacao para RT-PCR com
o0s seguintes tempos e temperaturas de reacao: 25°C por 5 minutos, 42°C por 60 minutos e 70°C
por 10 minutos. Finalmente, as amostras foram diluidas com H>O livre de nucleasas e foram

estocadas no freezer a -20°C.

4.8 Quantificacdo de mRNA por qPCR.

Para o qPCR foi usado o Kit comercial PowerUp™ SYBR™ Green Master Mix e seguidas
as recomendacgdes do fabricante (ThermoFisher Scientific, Wilmington, EUA). Resumidamente,
foram adicionados em placas 6ticas de 96 pogos para qPCR, 5 pl de PowerUp™ SYBR™ Green
Master Mix [2X], 0,5 pl Primer Forward 10 uM, 0,5 Primer Reverse 10 uM (Tabela 2) e 4 ul de

cDNA 10 ng. Posteriormente, as placas foram submetidas 4s seguintes condi¢des de ciclagem no
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StepOne™ StepOnePlus™ Real-Time PCR System: ativacao 50°C por 2 minutos e 95°C por 10
minutos, desnaturacao 95°C por 15 segundos, anelamento de primers 60°C por 1 minuto, extensao
72°C por 15 segundos (desnaturagdo, anelamento e extensdo num total de 40 ciclos) e finalmente

a curva de melt feita a 95°C por 15 segundos e 60°C.

Tabela 2. Primers para quantificagdo de mRNA por qPCR. Fwd: Forward Rvs: Reverse

Abreviacao Gene Identificador Sequéncia
lyceraldehyde-3-phosphate Fwd 5' agaaacctgccaactatgat 3
Gapdh Y Y PROSP NM_008084 s8as s -
dehydrogenase Rvs 5' cagtgtagcccaagatgece 3
Fwd 5' atttcttgggaggtacagc 3
Duox1 dual oxidase 1 NM 001099297.1 sseagglacagcs
Rvs 5 gttaggcaggtagggttctttc 3
Fwd 5' cacgacagtgatctccgattc 3
Duox2 dual oxidase 2 NM 001362755.1
Rvs 5 ggagtccggttgatgaacga 3
Fwd 5' attcttgggactgcecttgge 3
Nox1 NAPDH oxidase 1 NM_172203.2 seeacisecies
Rvs 5 atggctttctcagtgtacggtt 3
cytochrome b-245, beta Fwd 5'  aggcagaaccaacacttaacc  3'
Nox2 ) NM_007807.5
polypeptide Rvs 5' caaccacaccagaatgacaaag 3'
Fwd 5' acaggctcaaatggacggaaa 3
Nox3 NAPDH oxidase 3 NM 198958.2 =8 sLacEsIg
Rvs 5 caaccacgaaggacccactc 3
] Fwd 5' gcctccagactcagtacage 3
Nox4 NAPDH oxidase 4 NM 001285833.1
Rvs 5'  ccgaaaggagcgatcagtgg 3’
superoxide dismutase 1, Fwd 5' aagcatggcgatgaaagc 3
Sod1 P NM _011434.2 splaserisstedias
soluble Rvs 5' gcttgecttctgetcgaagt 3
superoxide dismutase 2, Fwd 5' cctgcactgaagttcaat 3
Sod2 P NM _013671.3 serseares s
mitochondrial Rvs 5 atctgtaagcgaccttgctc 3
superoxide dismutase 3, Fwd 5' ccttcttgttctacggct 3
Sod3 P NM _011435.3 =8 s =t
extracellular Rvs 5' gctaggtcgaagcetggactc 3
Fwd 5' gttacagatgtgttgacacct 3
Mpo myeloperoxidase NM 010824.2
Rvs 5 gatacttgtcattcggtgggc 3
PYD and CARD domain Fwd 5'  gccagggtcacagaagtgga  3'
Pycard o NM_023258.4
containing Rvs 5 cacgaactgcctggtactgt 3
) ) Fwd 5' taccagatgccageccaacg 3
Ir1 interleukin 1 receptor, type I NM_001123382.1
Rvs 5 tgceggceagtttctecttag 3
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NLR family, pyrin domain Fwd §' atccactgccgagaggtgag 3
Nlrp3 y. y NM_001359638.1
containing 3 Rvs 5' atcttgcacactggtggottt 3

ApOs a reacao finalizar, os dados obtidos foram analisados pelo Cycle Threshold (Ct) no
StepOne™ Software 2,3 (TermoFisher Scientific, California, EUA) usando o método de expressao
relativa 222 (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001) e tendo como gene Housekeeping de referéncia o

Gapdh e para o fold change foram comparadas com células ndo infetadas.

4.9 Transformacido genética dos macrofagos imortalizados de camundongo por

CRISPR/Casp.

Os genes selecionados da via ROS foram deletados em macrofagos imortalizados de
camundongo C57BL/6 por CRISPR/Cas9 (BAUER; CANVER; ORKIN, 2015) com algumas

modificagoes.

4.9.1 Desenho de gRNAs.

As sequencias dos genes Nox1, Cybb e Mpo foram obtidas da base de dados HOSTDB
(https://hostdb.org/hostdb/) e foi usada a ferramenta online E-CRISPR (http://www.e-crisp.org/E-

CRISP/designcrispr.html) para identificar as sequencias adequadas. O primer selecionado consistiu

em uma sequéncia de 20 nucleotideos e uma sequéncia protospacer adjacent motif (PAM) do tipo
“NGG” (Tabela 3). Foram adicionadas sequencias de reconhecimento da enzima de restrigao BslI,

“CACC” antes da sequéncia guia e “AAAC” antes do complemento reverso.

Tabela 3. Primers dos gRNA e insertos desenhados para a deplecao de genes da via ROS.

Gene Nome Primer Sequéncia

Nox| gRNA.NoxI.Exonl Fwd 5° CACCgaaactggctggttaaccac 3
gRNA.NoxI.Exonl Rvs 5° AAACgtggttaaccagccagtttcC 3

Cybb gRNA.Cybb.Exon2  Fwd 5° CACCgattatactcgaaaactcctt 3
gRNA.Cybb.Exon2 Rvs 5 AAACaaggagttttcgagtataatC 3

Mpo gRNA.Mpo.Exonl Fwd 5> CACCgccatgcttcagacctccaa 3
gRNA .Mpo.Exonl Rvs 5 AAACttggaggtctgaagcatggeC 3
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cctagggaggctccaaacctccatttgacaTAGTTAT

Insert. TdTomato.Neo Fwd 5 TAATAGTAATCAATTACGGG 3
Nox]1 gagcaaaggaaagtgtggaagcetgtectgcttcctccaag
Insert. TdTomato.Neo Rvs 5 CATAGAAGGCGGCGGTGG 3
gaggcagaaccaacacttaacctttgctaacTAGTTAT
Insert. TdTomato.Neo Fwd 5 TAATAGTAATCAATTACGGG 3’
Cybb atttggcagcatacactggtttcctggtgaaagagcggagC
Insert. TdTomato.Neo Rvs 5’ ATAGAAGGCGGCGGTGG 3’
gttgtcagtgagaggagttgacagtgtcagTAGTTAT
Insert. TdTomato.Neo Fwd 5 TAATAGTAATCAATTACGGG 3
Mpo

caggaaggccaatggecteegtecttctceceggeagacte
Insert. TdTomato.Neo  Rvs 5 CATAGAAGGCGGCGGTGG

b

4.9.2 Ligacao dos oligos ao vector

Inicialmente o plasmideo foi linearizado usando a enzima de restricdo BbslI, e incubado a

37°C overnight.

Os insertos desenhados foram inseridos ao plasmideo pSpCas9n(BB)-2?-Puro (PX462)
V2.0 (Addgene 62987). A reacdo de ligacao foi realizada com 4 pl do plasmideo (100 ng), 3 ul de
inserto (1 uM), 1 pl de tampao 10X T4 DNA Ligase (BioLabs), 1 pul de enzima T4 DNA Ligase
(BioLabs) e 1 ul de H2O. Apods incubagdo por 2 horas a temperatura ambiente foi realizada a

transformagao de células competentes DH5-a.

4.9.3 Transformacao de células competentes DHS-a.

A expressdo e sele¢do de plasmideos foram realizados na cepa DHS5-a de Escherichia coli.
Inicialmente foram adicionados 5 pl do plasmideo ligado ao inserto a 50 pl de bactérias e foi
mantido em gelo por 10 minutos, posteriormente foi incubado por 45 segundos a 42° C e
imediatamente o tempo finalizar, foram deixados por dois minutos a temperatura ambiente e
acrescentado 150 pl de meio SOC (Invitrogen) e incubado por 1 hora a 37 °C sob agitacdo. Apds
a incubacao o conteudo foi plaqueado em meio de cultura LB com ampicilina (100pg/mL, Sigma),

e incubado a 37 °C por 18 horas. Colonias isoladas foram selecionadas, checadas e inoculadas em
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tubos com 5 ou 50 mL de meio LB liquido e ampicilina (100pg/mL), por aproximadamente 18
horas. Os plasmideos foram extraidos das células competentes mediante a utilizagdo do Kit

GeneJET Plasmid Miniprep (Thermo Fisher Scientific).

4.9.4 Purificacao dos plasmideos.

Os plasmideos foram extraidos pelo Kit GeneJET Plasmid Miniprep (Thermo Fisher
Scientific), segundo as recomendagdes do fabricante. Resumidamente, a suspensdo de bactérias
transformadas foi centrifugada a 3500 x g por 15 minutos a 4°C. Apds centrifugacdo e uma vez
descartado o sobrenadante, foi adicionado ao pellet 250 pl do tampao de ressuspensao e 250 ul do
tampao de lise, e homogeneizado gentilmente por inversao, incubado por 5 minutos a temperatura
ambiente, neutralizado com 350 pl de tampao de neutralizacdo e gentilmente homogeneizada até a
formagao do precipitado. Posteriormente foram centrifugadas as suspensdes a 10000 x g por 20
minutos, € o sobrenadante foi transferido para uma coluna sobre um tubo coletor, e centrifugado
por 2 minutos a 10000 x g. As colunas foram lavadas com 500 pl do tampao de lavagem,
centrifugadas por 2 minutos a 10000 x g , e o processo repetido. Apos descarte do tampao de
lavagem, foi realizado uma nova centrifugacao a 10000 x g por 2 minutos para retirada de qualquer
residuo do tampao de lavagem. As colunas foram transferidas para novos tubos, e foi adicionado
50ul do tampao de elui¢do. Ap6s 10 minutos de incubagdo a temperatura ambiente, a amostra foi
centrifugada por 5 minutos a 10000 x g. As colunas foram descartadas e o material eluido contendo

o plasmideo armazenado a -20 °C.

Para transfec¢do os plasmideos foram concentrados e purificados com auxilio de fenol-
cloroférmio. Foi adicionado 400 pl a cada plasmideo extraido e levado ao vortex por 30 segundos.
Seguidamente foram centrifugados a 10000 x g por 5 minutos ¢ o sobrenadante foi coletado em
transferido para um novo tubo com 400 pl de cloroférmio (Sigma) e levado ao vortex por 30
segundos para ser centrifugado a 10000 x g por 5 minutos novamente. O sobrenadante foi
transferido para um novo tubo e adicionado 40ul de 3M NaOAc e 1200 pl de etanol P.A. gelado.
A amostra foi homogeneizada gentilmente por inversao, centrifugada a 10000 x g por 10 minutos,

e o sobrenadante foi descartado e acrescentado 1000 pl de etanol 70% e centrifugado a 10000 x g
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por 5 minutos, o sobrenadante foi descartado e mantido a temperatura ambiente por 20 minutos
para secagem ¢ adicionado 30ul de 4dgua estéril e a quantidade de plasmideo foi mensurada no

Nanodrop Lite Spectrophotometer.

4.9.5 Transfeccao de Macrofagos Imortalizados de Camundongo.

2x10° macrofagos imortalizados de camundongo C57B1/6 foram plaqueados em placas de
24 pogos com 500 pl de meio 20% e mantidas até atingir um 90% de confluéncia. Nesse ponto, foi
diluido o plasmideo a 500 ng de DNA em 50 pl de meio Opti-Mem-I e em um tubo separado,
diluidos 2 pl de Lipofectamina 2000 (Invitrogen LifeTecnologies) em 50 ul de meio Opti-Mem-1,
e mantidos por 5 minutos a temperatura ambiente. Em seguida foram combinadas as duas solugdes
e incubadas a temperatura ambiente por 30 minutos. Posteriormente, foi removido o meio das
placas e adicionados 100 ul da solugdo com o plasmideo e a lipofectamina e acrescentado com 400
ul de meio fresco 10% e incubados overnight a 37°C. Apo6s da incubagdo o meio foi substituido
por 500 pl de meio fresco 10% e incubado por dois dias a 37 °C. Apds um dia da transfec¢ao, as
células foram selecionadas com o uso de 400 pg/mL Geneticina G148 por 10 dias, tendo trocas de

meio com antibiotico cada 2 dias.

Ap0s o tratamento de selecdo as células foram clonadas por dilu¢do limitante, colocando
uma célula por pogo em placas de 96 pogos com 200 pul de meio 10%. Os clones foram checados

usando PCR convencional.

4.10 Extracao do DNA genémico dos clones transfectados.

As células foram coletadas e lavadas duas vezes em 1X PBS a temperatura ambiente.
Posteriormente foi adicionado 8 pl de Proteinasa K 20 mg/mL, 500 pl tampao NLB (50 mM Tris-
HCI pH 8.1, 10 mM EDTA. 1% SDS) e 16 ul de SDS 10% e incubadas as amostras a 50°C
Overnight. Posteriormente, foram adicionados 150 pl de NaCl 6M e levados a vortex por 15
segundos. Em seguida as amostras foram levadas a centrifugagdo a 12000 x g por 15 minutos € o
sobrenadante foi coletado em um tubo novo, foram adicionados 800 pl de etanol absoluto e

misturados por inversdo. Foram centrifugadas as amostras novamente a 12000 x g por 15 minutos
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e o sobrenadante foi descartado. O pellet foi lavado com 1 ml de etanol 75% e centrifugado a 12000
x g por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e os pellets secados por 20 min a temperatura
ambiente. Finalmente o DNA foi suspendido em 200 ul de H,O e a quantidade de DNA foi

mensurada no Nanodrop Lite Spectrophotometer.

4.11 Reacdo em cadeia de polimerase (PCR).

A PCR foi realizada mantendo-se as concentragdes dos reagentes: 10x tampdo para
Taq/PFU polimerase; 200 uM de dNTP Mix; 2 pmol de cada primer (Tabela 4); 2,5 U da enzima
Taq/PFU polimerase. As reagdes foram realizadas em termociclador (MasterCycler, Eppendorf),
iniciando-se com pré-desnaturacdo a 95 °C por 5 minutos, seguida por 30 ciclos de: desnaturacao
a 95 °C por 30 segundos; anelamento com temperatura adequada aos primers por 30 segundos; ¢
extensdo a 72 °C com tempo adequado ao tamanho do fragmento de DNA. Uma extensao final foi

adicionada apds a finalizagdo dos 30 ciclos, a 72 °C por 10 minutos.

Tabela 4. Primers para a checkagem de clones Knockout dos genes deletados.

Abreviacio Gene Amplicon Sequéncia

Fwd 5 attcttgggactgcecttgge 3

Nox1 NAPDH oxidase 1 816 pb
Rvs 5 atggctttctcagtgtacggtt 3
cytochrome b-245, beta Fwd 5" ctggtgtggttgggoctgaa 3"

Nox2 ) 957 pb
polypeptide Rvs 5 acccagctactcccttecte 3
Fwd 5 gttacagatgtgttgacacct 3

Mpo myeloperoxidase 715 pb
Rvs 5 gatacttgtcattcggtgggc 3

4.12 Eletroforese em gel de agarose.

Foram preparados géis de agarose 1% em tampao TAE (0,04 M Tris acetato, | mM EDTA
em pH 8,3) contendo 2,5 pg de Sybersafe (ThermoFisher Scientific). As eletroforeses foram
realizadas em tampao TAE, usando voltagem constante de 100 V e amperagem livre. As amostras
foram diluidas seis vezes em tampdo de corrida BlueJuice Gel Loading Buffer (ThermoFisher

Scientific) e foi utilizado o padrdao molecular GeneRuler /kb DNA Ladder (ThermoFishe
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Scientific). As fotografias dos géis de agarose foram obtidas no aparelho ChemiDoc MP Systems

(BioRad).

4.13 Quantificacao de espécies reativas de oxigénio (ROS).

Para a quantificacio de ROS nos macrofagos modificados geneticamente, foram
plaqueados 1x10%mL células em placas pretas de 96 pogos com meio 10% de SFB. Uma vez as
células aderirem na placa, foram infectadas com taquizoitos de 7. gondii e N. caninum MOI 0,5.
Ap6s 18 horas de infeccdo as células foram lavadas uma vez com PBS 1X, e adicionado SuM da
sonda DCFH-DA (Sigma Aldrich) em meio DMEM sem vermelho de fenol (Gibco). Apos 30
minutos de incubacdo a temperatura ambiente, as células foram lavadas com PBS-BSA 2% e a
fluorescéncia mensurado no espectrofotometro (SpectraMax Microplate Reader Serie M2) a 488

nm de excita¢do e 535 nm de emissao.

4.14 Mensuracao da atividade da Mieloperoxidase intracelular.

1x10%/mL macréfagos modificados geneticamente foram plaqueados em placas de 24 pocos
e infectados com taquizoitos de 7. gondii € N. caninum MOI 0,5. Apds 18 horas de infecgdo o
sobrenadante foi coletado e lisado para outras analises. A atividade da MPO foi realizada seguindo
ao KUMAR et al., 2002. Resumidamente os macrdofagos foram lisados em Triton X-100 0.05% e
mantidos no freezer a -80°C. Foi preparada uma solucao de substrato com 5 ml de 0.1M Tampao
citrato (pH 5.5), 32 pl de Triton X-100 20%, 50 ul de 82.4 mM OPD em DMSO e 20 pl de 26.4
mM H>O». Foram usados 5 pl do lisado celular e diluidos em 7 ul de 0.1M tampao citrato pH 5.5
e posteriormente adicionados 48 pl da solugdo substrato, a mistura foi incubada a temperatura
ambiente por uma hora e foi mensurada a OD 450 no espectofotometro (SpectraMax Microplate

Reader Serie M2).

4.15 Quantificao da caspasa-1/11 ativa.
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Para a quantificacio da ativacdo de caspasel/l11 nos macréfagos modificados
geneticamente, foram plaqueados 1x10%mL de células em placas pretas de 96 pogos com meio
10% SFB. Ap6s as células aderirem, foram infectadas com taquizoitos de 7. gondii e N. caninum
MOI 0,5. Apds 18 horas de infecgdo, as células foram lavadas com PBS 1X, e adicionado 5SuM da
sonda FAM—YVAD- FMK (ImmunoChemistry Technologies) em meio DEMEM sem vermelho
de fenol (Gibco). Apds 60 minutos de incubacgdo a temperatura ambiente as células foram lavadas
com PBS-BSA 2% e a fluorescéncia mensurado no espectrofotometro (SpectraMax Microplate

Reader Serie M2) a 488 nm de excitacdo e 535 nm de emissao.

4.16 Quantificacio da atividade do Lactato Desidrogenase extracelular.

A atividade do Lactato Desidrogenase extracelular (LDH) foi mensurada segundo as
instrugdes do Kit LDH LIQUIFORM, (Labtest). Resumidamente, 2 pl de sobrenadante foi
adicionado a 100 pl de tampao de trabalho (Tampao pH7,5, piruvato de sédio 1,2mmol/L, NADH
300umol/L e azeda de s6dio 0,095%). As amostras foram incubadas por 1 minuto e a absorbancia
mensurada a 340 nm no espectofotometro (SpectraMax Microplate Reader Serie M2). Foram

realizadas leituras subsequentes para conhecer a razao da LDH.

4.17 Analise estatistica

Para todos os calculos estatisticos e confeccdo dos graficos foi utilizado o software
GraphPad Prism 7.0 (GraphPad Software, Inc., San Diego, EUA). As diferengas entre os grupos
na andlise foram analisadas pelo teste ANOVA two way, utilizando o teste de comparagdo multipla
de Bonferroni para examinar comparagdes entre pares de grupos selecionados. Todos os resultados
foram expressos em média e desvio padrao, e considerados significativos para um nivel de p <

0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 A expressiao dos genes envolvidos na produciao de ROS é regulada pela presenca

de Casp1/11 e MydS88

Através de analises da literatura foram identificadas dez proteinas associadas a via ROS
distribuidas em quatro grupos: Superoxido dismutases (SOD1, SOD2 e SOD3), NAPDH oxidases
(NOX1, NOX2, NOX3, NOX4), Dual oxidases (DUOX1 e DUOX2) e a Mieloperoxidase (MPO).
Para avaliar a expressdo genica dos genes associados a produg¢do de ROS assim como sua relagao
com a resposta imune do hospedeiro, foram utilizados dados de RNAseq de macréfagos infectados
por seis horas com 7. gondii cepa RH, N. caninum isolado Nc1, assim como células ndo infectadas
como controle (Figura 4). Observou-se que dos dez genes selecionados para a analise, somente
dois, pertencentes a familia Phox (Duox2 e Nox4) e o Mpo, ndo apresentaram nenhuma alteracao
em expressio frente as infecgdes em células selvagens e Myd88”~ e Caspl™. Além disso, o perfil
de expressdo dos genes difere dependendo da infec¢do, sendo que 7. gondii induz um leve aumento
na expressao de genes associados a oxidagdo de NAPDH, principalmente Nox/ e Nox2, ao passo
que inibe a expressao de Sods . Em relagdo a infec¢do por N. caninum, observamos maior expressao
de Nox1, um dos genes relacionados a produgdo de superoxido, bem como houve incremento da

superoxido dismutase 1 (Sod1), que induz a sintese de enzima com ag¢do catalisadora nesta via. .

Quanto a relagdo desta via com Caspl/11 observou-se que, na sua auséncia, ocorreu uma
alteragao significativa na expressdo de Nox3 para ambos os parasitos, enquanto que a infe¢do por
T. gondii também induziu aumento na a expressao de Sod./ Nao foram observadas alteragdes na

expressao dos genes analisados em macrofagos geneticamente deficientes para MyD88.
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Figura 4. Heatmap da expressdo diferencial dos genes envolvidos na producio de ROS em
macréfagos murinos. A analise de RNAseq foi feita em macrofagos derivados de medula ossea de
camundongos C57BL/6 (Wild Type) assim como geneticamente deficientes para Caspasel/11 e Myd88,
infectados com 7. gondii RH e N. caninum Liverpool (MOI 3), por um periodo de infecdo de 6 horas. Os
dados apresentados ressaltam a razio das células infectadas comparados com as células ndo infectadas,
sendo representadas com a escala de cor, vermelho para o aumento de expressao, azul para redugdo da
expressdo e sem alteracdo em branco.

Para validar os dados obtidos a partir da anélise por bioinformatica do RNAseq, foram
infectados BMDMs Wild Type, Caspase-1/1"" ¢ Myd88” com T. gondii e N. caninum, em
condi¢des idénticas aquela realizada para o ensaio de sequenciamento de nova geracdo do
transcriptoma (Figura 5). Observou-se diferencas em relagdo aos dados obtidos pelo RNAseq,

sendo possivel detectar alteracdes mais significativas na expressao dos genes quando analisados.

Pontualmente, ressalta-se que os genes Duox/ e Duox2 aumentam sua expressao durante a
infecdo por N. caninum e na auséncia de Caspasel/I1 (Figura 5A e 5B). A expressao de Nox/
também se mostrou significativamente alterado em células Caspasel/l1” frente as duas infeccdes

(Figura 5C).

Conforme anteriormente observado no ensaio de RNASeq, 7. gondii induziu a expressao
de Nox2 em células Wild Type, contudo a expressdo deste gene se mostrou dependente de
Caspasel/11 e Myd88 (Figura 5D). Quanto ao gene Nox3 (Figura 5E), este mostrou-se alterado

principalmente na infeccdo de macréfagos Caspase-1/117" por T. gondii. Em contrapartida, estas
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células demonstraram um aumento da expressdo de Nox4 durante a infeccdo por N. caninum
(Figura 5F). . Por outro lado, quanto aos genes das superoxidos dismutases, observou-se que a
expressao de Sodl foi reduzida em todas as condigdes analisadas (Figura 5G), enquanto Sod2
aumentou sua expressao de modo mais robusto em células MydS88-/- infectadas por N. caninum
(Figura 5H). Quanto ao gene Mpo, novamente notamos o padrdo de aumento significativo da

expressdo em células Caspasel/11” (Figura 5I).
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Figura 5. Caspase-1/11 e Myd88 regulam a expressdo dos genes associados a producio de ROS.
Macroéfagos derivados de medula 6ssea de camundongos C57BL/6 (Wild Type) e knockout para Caspasel/11
e Myd88 foram infectados com 7. gondii RH e N. caninum (MOI 3) por um periodo de 6 horas. Os dados
apresentados ressaltam a razdo das células infectadas comparadas com as ndo infectadas, sendo
representadas em Fold Change (27**"). A linha pontilhada é a referéncia das células ndo infectadas. *
Diferenca significativa entre as células e entre as infecdes. (p values 0,0332(*),0,0021(**), 0,0002(***),
<0.0001(****))

5.2 Os genes da via ROS expressam diferencialmente ao longo do tempo da infecgio.

Para elucidar o comportamento ao longo do tempo da expressdo dos genes associados as
espécies reativas de oxigénio, macroéfagos derivados de medula 6ssea de camundongos C57BL/6
foram infectados com T. gondii RH e N. caninum Liverpool (MOI 0,5) por trés tempos diferentes
de infeccdo (1 hora, 6 horas e 18 horas; Figura 6). Como esperado, o gene Duox! nio exibiu
mudangas na sua expressdo ao longo do tempo em nenhuma das infeccdes (Figura 6A) e pelo
contrario, Duox2 aumentou gradualmente a expressdo na infec¢do por 7. gondii € ndo mostrou
mudangas na infec¢do por N. caninum (Figura 6B). Quanto aos genes das NAPDH oxidases,
observou-se que com exce¢do de Nox2, a maior expressdo genica foi nas 18 horas de infeccao,
sendo que Nox! e Nox4 apresentaram maior expressao na infe¢do por N. caninum e Nox3 na
infeccdo por 7. gondii (Figuras 5C 5D SE e 5F). Para os genes das Superoxido dismutases,
encontrou-se que o gene da Sod! se expressa gradualmente na infecao por N. caninum (Figura 5G)
e para Sod2, observou-se que na infeccao por 7. gondii teve uma maior expressdo sendo as 6 horas
o maior pico de expressao (Figura SH). Finalmente, o gene da mieloperoxidase teve uma maior

expressao na infec¢ao frente a N. caninum as 18 horas.
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Figura 6. Cinética da expressiao de genes de ROS ao longo do tempo da infecdo por 7. gondii e N.
caninum. Macréfagos derivados de medula 6ssea de camundongos C56BL/6 foram infectados com 7.gondii
RH e N. caninum (MOI 0,5) por periodos de 1, 6 ¢ 18 horas. Os dados representam a expressao relativa dos
genes respeito a expressdo de GAPDH. A linha pontilhada ¢ a referéncia das células nao infectadas.

5.3 Nox/ e Nox2 sao necessarios para a producio de ROS em macrofagos

imortalizados infectados com 7. gondii.

Para dar continuidade ao estudo, foram selecionados genes NoxI, Nox2 ¢ Mpo a partir das
analises previamente feitas com a finalidade de se compreender o papel destes na ativagcdo do
inflamassoma. Estes genes foram selecionados pois observou-se que possuem expressao alterada
na auséncia de Caspasel/11. Utilizando-se a técnica Crispr/Cas9, os genes foram deletados em
macrofagos derivados de medula 6ssea de camundongos C57BL/6, imortalizados com lentivirus,

sendo clones destas células posteriormente caracterizados genotipica e fenotipicamente (Figura 7).

Inicialmente, determinou-se por PCR que a delecdo dos genes foi realizada de modo
adequado, pois as c¢lulas modificadas nao apresentam regidao gendmica correspondente (Figura 7A
e 7B). Os clones destes macréfagos, juntamente com células WT, foram infectados por um periodo
de 18 horas com 7. gondii RH e N. caninum Liverpool (MOI 0,5). Como esperado, houve uma
redugdo significativa na producdo de ROS, quando comparado com os macrdéfagos parentais

(Figura 7C-E).

5.4 A atividade da mieloperoxidase ¢ mediada por Nox2 na infec¢io por 7. gondii.

Com a finalidade de se caracterizar o fendtipo das células geneticamente deficientes, foi
mensurada a atividade da mieloperoxidase intracelular em células infectadas por 7. gondii e N.
caninum (MOI 0,5) por um periodo de infec¢ao de 18 horas (Figura 8). Primeiramente, observou-
se que a atividade da mieloperoxidase foi completamente abolida em macrofagos geneticamente
deficientes de Mpo (Figura 8C). Em contrapartida, observou-se que células Nox2”" apresentaram
uma diminui¢do significativa na atividade de MPO durante a infec¢do por 7. gondii (Figura §B).

Nio foram encontradas alteracdes na atividade de MPO em macréfagos Nox 17~ (Figura 8A).
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Figura 7. Caracterizacdo genotipica e fenotipica das células Knockout para os alguns genes da via
ROS. Foram deletados os genes NoxI, Nox2 e Mpo usando a técnica de Crispr/Cas9 em macrofagos
imortalizados derivados de medula 6ssea de camundongos C57BL/6 (iMo) e foi avaliada a delegdo dos
genes mediante PCR convencional e feito um analise do fenotipo mediante a quantificacdo de ROS. A.
Caracterizagio por PCR de clones C9 para Nox!” e C4 para Nox2”" que ndo apresentam expressio do gene
respetivamente quando comparado com os macrofagos parentais B. Caracterizacdo por PCR de varios
clones para Mpo™, unicamente o clone C11 nio apresentam expressio do gene quando comparado com os
macréfagos parentais. C. Produgdo de ROS do clone C9 de NoxI”" comparado com os macrofagos parentais.
D. Produgio de ROS do clone C4 de Nox2”" comparado com os macrofagos parentais. E. Producio de ROS
do clone C11 de Mpo” comparado com os macrofagos parentais. (p values 0,0332(%),0,0021(*%),
0,0002(**%), <0.0001(***%)).
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Figura 8. Atividade intracelular enzimatica da mieloperoxidasa. Macrofagos imortalizados de medula
6ssea de camundongo C57BL/6 (iMo) e knockout para NoxI”, Nox2"" e Mpo™ foram infectados com
taquizoitos de 7. gondii e N. caninum (MOI 0,5). A. Atividade enzimética da MPO em células Nox/™". B.
Atividade enzimatica da MPO em células Nox2”. C. Atividade enzimatica da MPO em células Mpo™. (p
values 0,0332(%*),0,0021(*%*), 0,0002(***), <0.0001(***%*))
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5.5 A ativagdo da Caspase-1/11 em macrofagos imortalizados depende da atividade de

Nox1, Nox2 e Mpo.

Para elucidar se existe uma correlacdo na atividade de Caspasel/11 com as espécies reativas
de oxigénio, foram infectadas células Nox/”", Nox2”" e Mpo™ com taquizoitos de T. gondii RH e
N. caninum Liverpool (MOI 0,5) por 18 horas de infec¢ao e mensurada a atividade da proteina por
meio de sonda fluorescente (Figura 9). Percebeu-se um comportamento homogéneo na atividade
da Caspasel/11 em macréfagos NoxI”" e Nox2”", onde observou-se uma diminui¢do similar na
atividade da enzima para ambos os parasitos, com maiores diferencgas sendo observadas em células
infectadas por T. gondii (Figura 9A e 9B). Por outro lado, as células Mpo” apresentaram a

diminuicdo da atividade de Caspasel/11 somente perante a infec¢ao por 7. gondii (Figura 9C).

5.6 ROS regulam a expressao de genes associados ao Inflamassoma.

Quanto a relagdo das ROS com outras proteinas referentes ao complexo inflamassoma, foi
feito um analise de expressdo genica por PCR em tempo real dos genes envolvidos, para isso,
macrofagos imortalizados knockout para os genes de ROS, foram infectados com taquizoitos de 7.
gondii € N. caninum (MOI 0,5) e analisadas as expressoes relativas dos genes IL-1R, NLRP3 e
ASC (Figura 10). Ressalta-se inicialmente que a expressao relativa do gene que expressa para o
IL-1R ndo teve alteragdes significativas relacionadas com a auséncia dos genes da via ROS (Figura
10A). Por outro lado, a expressdao do NLRP3 viu-se comprometida principalmente na auséncia de
Nox1, onde na infegdo por N. caninum foi a que apresentou a maior queda, porém, na auséncia de
Mpo observou-se também uma diminui¢do na expressao do gene, sendo a expressao similar nas
duas infecgdes (Figura 10B). Finalmente, a expressao de ASC foi a maiormente comprometida,
sendo que na auséncia de Nox! e Mpo, ndo houve expressdo do gene quando comparado com as
células parentais, e pelo contrario, as células Nox2”" apresentaram uma maior expressio do gene

quando comparado com as células controle (Figura 10C).

59



NoxI™"

A.

100_ * * * ok ok K * %
E —_ | | _
=
& 80
N
; 60
n
a 4
< 40
>
0 20
=
<
59}

0- T T
Niao infectado T. gondii N.caninum
-/-

B Nox2

100_ * ok * ok ok * *
E — — —
=
&80
N
M
2 60
n
a 4
< 40
>
0 20
=
<
=5}

0- T T T
Nao infectado T. gondii N.caninum
/-
Mpo
. P
10017 s
g
=
&80
N
M
= 60
n
A 4
< 40
>
0 20
=
<
=
0- T T T
Niao infectado T. gondii N. caninum

Hl Mo
(| Mpg’/’

Figura 9. Atividade da Caspase 1/11 em macroéfagos imortalizados knockout para genes da via ROS.

As células foram infectadas com taquizoitos de 7. gondii RH e N. caninum (MOI 0,5) por um periodo de
infecgdo de 18 horas, ap6s disso, foi usado o Kit fluorescente para mensurar a atividade da Caspasal/11. A.
Atividade da Caspasal/11 em células Nox/”". B. Atividade da Caspasal/11 em células Nox2”. C. Atividade
da Caspasal/11 em células Mpo™. (p values 0,0332(*),0,0021(**), 0,0002(**%), <0.0001(***%*))
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(ASC). (p values 0,0332(%*),0,0021(*%*), 0,0002(**%*), <0.0001 (***%*))
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5.7 NoxI regula a piroptose induzida por N. caninum.

Para avaliar se existe uma relagdo entre a producao de ROS com a piroptose, mensurou-se
a atividade extracelular da lactato desidrogenase (LDH) como marcador indireto desse processo de
lise celular, e para isso foram infectadas células com taquizoitos de 7. gondii RH e N. caninum
Liverpool com MOI 0,5 por um periodo de infec¢ao de 18 horas (Figura 11). De modo marcante,
observou-se que os niveis de atividade de LDH foram negativamente alterados em células Nox /™"
(Figura 11A). As outras células (Nox2”" e Mpo™) nio apresentaram mudangas significativas para

ambos os parasitos (Figura 11B e 11C).
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Figura 11. Atividade da Lactato Desidrogenase em macréfagos imortalizados
murinos. Foi avaliada a atividade extracelular da enzima como marcador indireto de piroptose em
sobrenadante de cultura celular de macrofagos imortalizados de medula 6ssea de camundongo
C57BL/6 (iMo) e de macrofagos Nox1™", Nox2”" e Mpo™" infectados com taquizoitos de 7. gondii e
N. caninum (MOI 0,5) por um periodo de 18 horas. A. LDH em células Nox/”". B. LDH em células
Nox2”" e C. LDH em células Mpo”. Os resultados estio expressos em Unidades de atividade
enzimdtica por Litro de sobrenadante (U/L) (p values 0,0332(%*),0,0021(*%*), 0,0002(**%),
<0.0001(***%))
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6. DISCUSSAO

Os parasitos do filo apicomplexa sao importantes indutores de afec¢des de importancia
clinica e economica (ARISUE; HASHIMOTO, 2015). Tal ¢ o caso do parasito Toxoplasma gondii,
agente etiologico da toxoplasmose que ¢ capaz de afetar a populagdo imunocomprometida assim
como também a populacdo gestante (DUBEY, 2016); e o caso do parasito Neospora caninum,
causante da neosporose que gera perdas econdmicas importantes na industria veterinaria e pecuaria
pois ¢ uma doenga mundial que produz abortos nos bovinos e alguns outros organismos

relacionados (DUBEY et al., 2017).

Por outro lado, tem emergido uma necessidade de estudar as espécies reativas de oxigénio,
j& que tem sido descoberta sua importancia do seu papel em diversos processos nos organismos e
pode resultar chave no controle de patégenos dada sua toxicidade para os parasitos ou sua
intervengdo na resposta imune dos hospedeiros (KOHCHI et al., 2009). Consequentemente, sabe-
se que ROS apresenta um rol especial na ativacdo do inflamassoma, um mecanismo de associa¢ao
de vérias proteinas que intervém no controle parasitario assim como em multiplas doengas

inflamatorias (ABAIS et al., 2015).

Sabe-se que os parasitos sdo capazes de modular a resposta imune dos hospedeiros com
diversos mecanismos de evasdo, tal ¢ o caso de 7. gondii que € capaz de regular a producao de
ROS em cé¢lulas epiteliais de retina humana reduzindo a expressao de Nox2 e Nox4 (ZHOU et al.,
2013). Outro estudo in vivo revelou que quando os hospedeiros sdo infectados por 7. gondii a
producdo de ROS em células mieloides inflamatorias diminuiu quando comparado com animais
ndo infectados (SHRESTHA et al., 2006) assim como também neutrdfilos felinos infectados com
T. gondii ap6és de 30 minutos de infeccdo sdo capazes de produzir ROS por um aumento

significativo de aniones superdéxido (LACERDA et al., 2019).

Por outro lado, pouco se sabe do efeito indutor de ROS quando os hospedeiros sdo infetados
por N. caninum, mas ja se tem relatado que ¢ capaz de induzir um aumento na produgdo de ROS
sérico em gado leiteiro (GLOMBOWSKY et al., 2017). Em gerbilos (Meriones unguiculatus) a
neosporose experimental inibe a atividade das creatinas quinases, mitocondrial e citosolica, nos

figados e cérebros dos animais que posteriormente leva a um aumento na produg¢do de ROS apds
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de 18 dias de infe¢do (DA SILVA et al., 2020). Também, um estudo em macrofagos derivados de
medula 6ssea bovinos, no qual foi comparada a resposta diferencial de isolados de N. caninum de
alta e baixa viruléncia, demonstrou-se que N. caninum intracelular vivo ¢ capaz de reduzir a
producao de ROS dos macrofagos infectados na infecgao precoce, mas apenas o isolado altamente
virulento Nc-Spain7 mantém a producio revogada de ROS ao longo do tempo (GARCIA-
SANCHEZ et al., 2019).

O presente estudo revelou que 7. gondii € capaz de modular positivamente a expressao dos
genes associados & ROS em macrofagos derivados de medula 6ssea de camundongos C57BL/6,
principalmente aqueles associados a produgdo de superdxido de tais como Duox2 e Nox2 e Sod2
associado a producao de peroxido. De forma similar, contrario ao esperado, N. caninum estimulo

negativamente expressao de genes associados a produgdo de ROS.

Diferentes estudos demostram que as ROS sdo necessarias para a ativacdo das caspasas.
Tem se observado que ROS regula a via do fator de crescimento transformador 1 TGF B1- bcL-
xL que leva a apoptose em hepatdcitos de rato, sendo necessarias para a ativagao da caspase -3, -8
e -9 (HERRERA, 2001). Em células epiteliais de pulmao, a presencia de ROS reduz a producao de
Bcl-2 o que desencadeia a ativacdo das caspasas (MOUNGJAROEN et al., 2006). Além disso,
estudos revelaram o papel no controle parasitario dos genes Nox/ e Nox2 em camundongos, onde
cepas nao virulentas como a CTG conseguem sobreviver em camundongos geneticamente
deficientes para es genes mencionados, demonstrando que o complexo de NAPDH oxidases ¢
necessario para o controle parasitario de 7. gondii pela producdao de ROS e posterior ativacao do

inflamassoma NLPR3 (MATTA et al., 2018)

Neste trabalho, encontrou-se que existe uma possivel relagdo mediadora, onde a presenga
da Caspasel/11 € necessaria para o controle da expressdao dos genes Duox1, Duox2, NoxI, Nox2,
Nox4 e Mpo na infecgdo por N. caninum e necessaria para o controle da expressao dos genes Nox1,
Nox3 e Mpo na infec¢do por 7. gondii. De forma interessante, a auséncia de genes associados a
producado de ROS tais como Nox/ e Nox2 diminui a ativagdo de Caspasel/11 na infeccdo pelos
dois parasitos € nas cé€lulas ndo infectadas, no entanto, a auséncia de mieloperoxidase na célula
inibe a ativagdo de Caspasel/11 unicamente na infecg¢do por 7. gondii. De fato, pode-se sugerir na
infeccdo por 7. gondii que a regulagdo feita pela Caspasel/l11 nos macrofagos a expressdo dos

genes, encontra-se relacionada com o controle inflamatorio que tem a proteina e que ¢ capaz de
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atenuar a patogénese da infeccdo (COUTERMARSH-OTT et al., 2016). Similarmente, tem sido
observado que a Caspasel/11 tem um papel importante na protecdo do hospedeiro frente a infeccao

por N. caninum, onde a eliminagao do parasito depende da atividade da Caspasel/11 e por tanto da

producao de ROS (WANG et al., 2018).

A ativag¢do do complexo proteico inflamassoma requer a montagem de diferentes proteinas
e dominios proteicos, tais como NLRP3 ¢ ASC (MARTINON; BURNS; TSCHOPP, 2002).
Estudos comprovaram o rol de algumas isoformas de NOX, como a NOX4, sdo capazes de regular
a atividade da carnitina palmitoyltransferase 1A (CPT1A), uma enzima mitocondrial chave na
oxidacdo de acidos graxos, resultando posteriormente na baixa ativagdo do inflamassoma NLRP3
(MOON et al., 2016). Quanto aos parasitos, 7. gondii ¢ um efetor de ativagdo do inflamassoma
NLRP1 (EWALD; CHAVARRIA-SMITH; BOOTHROYD, 2014) embora ja tem se observado
que a infecgdo por 7. gondii também regula a expressao dos genes sensor como incluindo NLRP1,
NLRP3, NLRC4, NLRP6, NLRPS, NLRP13, AIM2, e NAIP, de maneira dependente do tempo. A
infeccdo também regulou positivamente os niveis de proteina ASC, adaptadora do inflamassoma e
da caspase-1 (CHU et al., 2016). Tem sido estudado que a ativagdo do receptor P2X7 por ATP
extracelular contribui na eliminagdo de 7. gondii em macrofagos pela produgdo de ROS dependente
de NAPDH oxidases e a fusdo dos lisossomos com o vacuolo parasitdforo, consequentemente o
inflamassoma NLRP3 ¢ ativado aumentado a producdo de IL-1P pela via de Caspasel/lle

induzindo um aumento da produ¢@o de ROS mitocondrial (MOREIRA-SOUZA et al., 2017).

Quanto a infeccao por N. caninum, tem se demonstrado que o parasito induz a ativagdo do
inflamassoma NLRP3 acompanhado com a produgdo de IL-1B e IL-18 em macrofagos de
camundongo derivados de medula 6ssea ( WANG et al., 2018). Neste estudo, foi possivel observar
que Nox! intervém na expressao de mRNA de NLRP3, sendo necessario para a expressao do gene
principalmente na infec¢do por N. caninum, o mesmo fendmeno ocorre em menor escala quando

Mpo ¢ deletado.

De forma interessante, a expressao de ASC ¢ regulada por ROS de forma diferencial, pois
baseados nos resultados, € necessaria a presenca de Nox/ e de Mpo para que expresse 0 gene e
Nox2 para regular a sua expressdo, isso na infec¢do por 7. gondii tanto como por N. caninum.
Finalmente, como o reportado por Wang e colaboradores em 2018, onde ressalta-se que N. caninum

induz a apoptose em macrofagos de camundongo, neste trabalho se encontrou que as 18 horas pos-
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infeccdo, o parasito ¢ capaz de induzir piroptose nos macréfagos infectados, indicando de forma
indireta que existe um processo apoptotico na célula associado ao inflamassoma e que, além do
anterior, ¢ regulado de maneira negativa por Nox/ pois na célula geneticamente deficiente a

atividade de LDH induzido por N. caninum viu-se comprometida.
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Figura 12. Modelo proposto da participa¢io dos genes da via de indu¢io de ROS na
ativacdo do inflamassoma. A. A infeccdo por 7. gondii induz a producdo de superoxido pela
intervengdo da proteina NOX2 que sera processado posteriormente pela SOD2 para produzir
peroxido e acido hipocloroso pela MPO. Simultaneamente, a presenga de NOX2 contribui na
ativacdo da Caspasal/l1 e a presenga de MPO na producao de ASC que levardo posteriormente a
montagem do inflamassoma. B. Na infecdo por N. caninum, pelo contrario a produgdao de ROS
nao foi especificamente dilucidada, porém a ativacao da Caspasal/l1 depende da presenca de
NOXI1, além disso, a produgdo de NLRP3 e ASC ¢ dependente também dessa proteina assim como
também da MPO.
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7. CONCLUSAO

Baseados nos resultados obtidos no presente estudo, pode-se concluir que genes da via de
inducdo de espécies reativas de oxigénio sao mediadores importantes da ativagdo do Inflamassoma
em macrofagos murinos infectados com 7. gondii € N. caninum. Acredita-se que o mapeamento
dos pontos de regulacdo destas vias possa ser importante na busca por alvos de intervengao

terapéutica contra estas infecgoes.
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