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RESUMO 
 

Identificado em 1988, Neospora caninum é um parasito intracelular obrigatório, pertencente ao 

filo Apicomplexa. É o agente etiológico da neosporose, responsável por provocar abortos em 

bovinos e disfunções neuromusculares em cães. Seu ciclo de vida é heteroxênico, envolvendo 

a transmissão horizontal por meio da ingestão de oocistos não esporulados, liberados nas fezes 

de canídeos, bem como de cistos teciduais infectados, e a transmissão vertical por meio da 

passagem transplacentária de taquizoítos. Dentre dezenas de proteínas que participam do 

processo de invasão, destacam-se as proteínas de grânulos densos (GRAs), pois atuam no ciclo 

lítico do parasito, na aquisição de nutrientes e/ou na modulação da resposta imune do 

hospedeiro. Embora tenham reconhecida relevância, as GRAs de N. caninum ainda carecem de 

uma caracterização aprofundada, o que evidencia a necessidade de investigações adicionais 

com essa perspectiva. O objetivo deste trabalho foi identificar e caracterizar a proteína de 

grânulo denso 5 (GRA5) de N. caninum. Para identificar e localizar esta proteína pela primeira 

vez, realizamos uma modificação genética por meio de CRISPR/Cas9 na região codificadora 

de NcGRA5 que induziu a expressão de 3 epítopos de hemaglutinina viral na porção C-terminal. 

Com esta linhagem de parasitos modificados identificamos que NcGRA5 tem um padrão de 

distribuição no vacúolo parasitóforo típico de uma GRA. Além disso, nosso dados estimam que 

os dímeros de NcGRA5 possuem pesos moleculares de aproximadamente 32 kDa e 26 kDa. 

Com a intenção de estudar a função biológica desta proteína, geramos parasitos geneticamente 

deficientes para NcGRA5. Avaliamos a capacidade de replicação de parasitos gra5 em 

comparação com a linhagem parental, por meio de ensaios de placas em fibroblastos HFF. A 

deleção do gene NcGRA5 reduziu significativamente a replicação do parasito in vitro, pois 

houve uma diminuição no número de placas de lises formadas nas monocamadas de 

fibroblastos, em comparação aos parasitos parentais. Nesse cenário, nossa pesquisa amplia o 

conhecimento sobre as proteínas de grânulos densos de N. caninum, demonstrando que a 

proteína está envolvida na capacidade replicativa do parasito, tornando NcGRA5 um possível 

alvo para estudos futuros voltados ao controle da infecção. 

 

PALAVRAS CHAVES: CRISPR/Cas9, Neospora caninum, GRAs. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

ABSTRACT  

 

Identified in 1988, Neospora caninum is an obligate intracellular parasite belonging to the 

phylum Apicomplexa. It is the etiological agent of neosporosis, a disease responsible for 

causing abortions in cattle and neuromuscular disorders in dogs. Its life cycle is heteroxenous, 

involving horizontal transmission through the ingestion of non-sporulated oocysts shed in the 

feces of canids, as well as infected tissue cysts, and vertical transmission via the transplacental 

passage of tachyzoites. Among the dozens of proteins involved in the invasion process, dense 

granule proteins (GRAs) stand out due to their roles in the parasite’s lytic cycle, nutrient 

acquisition, and/or modulation of the host immune response. Although they are of recognized 

relevance, the GRAs of N. caninum still lack in-depth characterization, highlighting the need 

for further investigations from this perspective. The aim of this study was to identify and 

characterize the dense granule protein 5 (GRA5) of N. caninum. To identify and localize this 

protein for the first time, we performed a genetic modification using CRISPR/Cas9 targeting 

the NcGRA5 coding region, which induced the expression of three viral hemagglutinin epitopes 

at the C-terminal portion of the protein. Using this genetically modified parasite line, we 

demonstrated that NcGRA5 displays a distribution pattern within the parasitophorous vacuole 

that is typical of dense granule proteins. In addition, our data estimate that NcGRA5 dimers 

have approximate molecular weights of 32 kDa and 26 kDa. In order to investigate the 

biological function of this protein, we generated parasites genetically deficient in NcGRA5. The 

replication capacity of Δgra5 parasites was evaluated in comparison with the parental strain 

using plaque assays in HFF fibroblasts. Deletion of the NcGRA5 gene significantly reduced 

parasite replication in vitro, as evidenced by a decrease in the number of lytic plaques formed 

on fibroblast monolayers compared with parental parasites. In this context, our findings expand 

current knowledge on dense granule proteins of N. caninum, demonstrating that this protein is 

involved in the parasite’s replicative capacity and highlighting NcGRA5 as a potential target 

for future studies aimed at infection control. 

 

KEYWORDS: CRISPR/Cas9, Neospora caninum, GRAs. 
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1. INTRODUÇÃO  

1.1. Neospora caninum 

 

Bjerkås e colaboradores descreveram, em 1984, por meio de um relato de caso, a 

existência de um protozoário não identificado em uma ninhada de 6 filhotes, nascidos de uma 

cadela boxer na Noruega, infectados congenitamente, que apresentavam miosite e encefalite 

(DUBEY et al., 2017). Após alguns anos, dada a ausência de respostas concretas do relatório 

de (BJERKÅS et al., 1984), Jitender Prakash Dubey tomado por sua curiosidade, examinava 

junto de James Carpenter milhares de lâminas de cães e de gatos que morreram de doença 

semelhante a toxoplasmose, minunciosamente registradas nos arquivos do Angell Memorial 

Animal Hospital (AMAH) em Boston (EUA), e concluíram que o protozoário não identificado 

por Bjerkås não se tratava de Toxoplasma gondii. Além dos sintomas neuromusculares, 

cardíacos, pulmonares e a não reação a testes imuno-histoquímicos contra anticorpos de T. 

gondii, a presença de cistos teciduais de parede espessa com até 4 µm foi característica 

identificadora, inspirando na nomeação do organismo como Neospora caninum, um novo 

gênero e espécie (DUBEY et al., 1988). 

A descoberta de N. caninum foi um marco, pois até 1988 a neosporose era 

equivocadamente diagnosticada como toxoplasmose, dada a grande semelhança estrutural, 

molecular e antigênica com T. gondii (DUBEY et al., 2017). N. caninum é um protozoário 

intracelular obrigatório, que pertence ao filo Apicomplexa e à família Sarcocystidae, desde a 

sua descoberta esse parasito tem se destacado como um patógeno de relevância veterinária, 

principalmente em bovinos, onde está associado a perdas econômicas significativas na indústria 

pecuária, uma vez que ele é responsável por indução de abortos e morte nesses animais 

(IBRAHIM; SANDER, 2022).  

1.2. Ciclo biológico  

 

Esse parasito possui um ciclo heteroxênico (Figura 1), portanto, precisa de mais de um 

hospedeiro para completar seu ciclo de vida, que envolve formas parasitárias sexuadas e 

assexuadas, e a transmissão pode ser horizontal e/ou vertical. N. caninum tem como 

hospedeiros definitivos espécies da família Canidae, como Canis familiaris, C. lupus e C. 

latrans, que podem albergar a forma sexuada do parasito em seu intestino. Em contrapartida, 

existe uma infinidade de hospedeiros intermediários, como: felinos, suínos, bovinos, ovinos, 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Bjerk%C3%A5s+I&cauthor_id=6426185
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Bjerk%C3%A5s+I&cauthor_id=6426185
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Bjerk%C3%A5s+I&cauthor_id=6426185
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caprinos, entre outros, em que o parasito se replica exclusivamente de forma assexuada 

(GOODSWEN; KENNEDY; ELLIS, 2013). 

Resumidamente, o ciclo de transmissão horizontal inicia-se com oocistos não 

esporulados de parede espessa, liberados nas fezes de canídeos infectados por N. caninum. Sob 

condições ideais de umidade, temperatura e oxigênio, esses oocistos passam por um processo 

de esporogonia, dando origem a um oocisto esporulado, que contém, em seu interior, dois 

esporocistos, compostos por quatro esporozoítos (GOODSWEN; KENNEDY; ELLIS, 2013). 

Nesse estágio, os hospedeiros intermediários ao ingerir esses oocistos esporulados por meio de 

água ou alimentos contaminados servirão de reservatórios de parasitos em estágio de latência 

até serem predados por canídeos, que iniciarão novo ciclo sexuado (GOODSWEN; 

KENNEDY; ELLIS, 2013).  

Os taquizoítos se replicam rapidamente para invadir a célula hospedeira, estabelecendo 

um primeiro contato de baixa afinidade com a membrana da célula hospedeira, por meio de 

glicoproteínas de superfície (SAGs), destacando-se principalmente SAG1 e SRS2 (Hemphill 

et al., 2013). Uma vez estabelecido esse primeiro contato, organelas especializadas como 

Micronemas (MICs) secretam proteínas que estabelecerão a adesão do parasito à célula. Em 

sequência, Roptrias (ROPs) irão liberar proteínas relacionadas com o processo de invasão, e 

proteínas de grânulos densos (GRAs) serão secretadas para a formação do vacúolo parasitóforo 

(VP), onde os taquizoítos de N. caninum se multiplicarão por um processo chamado de 

endodiogenia, até causarem a lise celular, completando assim o ciclo lítico. Essa forma 

evolutiva tem potencial de infectar vários tipos celulares, desde células musculares e hepáticas 

até células neuronais, sendo uma forma de disseminação sistêmica rápida (GOODSWEN; 

KENNEDY; ELLIS, 2013; Hemphill et al., 2013; DUBEY et al., 2017).  

Para evadir das pressões causadas pelo sistema imune do hospedeiro mediadas 

principalmente por IFN-γ, estresse metabólico e oxidativo, N. caninum faz uma muda de 

taquizoíto para bradizoíto, essa é uma forma evolutiva de replicação lenta, que se aloja em 

tecido nervoso e musculoesquelético dos hospedeiros, nesses podendo existir por longos 

períodos sem causar qualquer manifestação clínica garantindo a persistência crônica do parasito 

(GOODSWEN; KENNEDY; ELLIS, 2013; DUBEY et al., 2017). Esses cistos teciduais podem 

ser ingeridos por hospedeiros definitivos, resultando na liberando desses bradizoítos no 

intestino, os quais ao invadir as células epiteliais se diferenciam em esquizontes, esses originam 

os merozoítos que, posteriormente, se diferenciam em microgametas (masculinos) e 

macrogametas (femininos). Após a fecundação ocorrerá a formação do zigoto, esse 

desenvolverá uma parede espessa originando assim os oocistos não esporulados que serão 
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eliminados nas fezes dos canídeos (DUBEY et al., 2002; GOODSWEN; KENNEDY; ELLIS, 

2013; DUBEY et al., 2017).  

A transmissão vertical de N. caninum ocorre principalmente em vacas, cadelas, ovelhas, 

cabras, porcas, gatas e outros animais. Nesse tipo de transmissão, os taquizoítos transpassam a 

placenta e infectam o feto. Essa transmissão pode ocorrer em infecções adquiridas no pós-natal, 

por meio da ingestão de oocistos (exógena) ou pela reativação da infecção em um animal 

cronicamente infectado (endógena) (GOODSWEN; KENNEDY; ELLIS, 2013; DUBEY et al., 

2017). 

 

         Figura 1 - Ciclo geral da neosporose 

 
             Fonte: Adaptado de GOODSWEN; KENNEDY; ELLIS, 2013. 

 

1.3. Proteínas de grânulos densos 

 

Embora já se tenha na literatura a identificação de algumas GRAs de N. caninum, há 

ainda inúmeras proteínas originárias desta organela que precisam ainda ser descritas. Além 

disso, a elucidação quanto às suas funções biológicas foi pouco explorada até o momento (Yang 

C et al., 2021). Hoje, sabe-se que das poucas GRAs conhecidas e descritas, a maioria estão 

relacionadas ao VP, desempenhando um papel importante na biogênese e maturação do mesmo, 

além de atuar na troca/transporte de nutrientes, como é o caso de NcGRA17 que foi descrita 

como uma proteína determinante para a regulação da morfologia do VP, ou ainda GRA5 de 

Toxoplasma gondii, proteína que está intimamente relacionada com a manutenção estrutural do 

VP (Yang C et al., 2018; Panas e Boothroyd, 2021; Lecordier et al., 1999).  Algumas GRAs 
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têm a capacidade de se transportar para o citoplasma ou para o núcleo do hospedeiro por meio 

da membrana do vacúolo parasitóforo (MVP) como ocorre com GRA16 de T. gondii que, ao 

ser exportada e atingir o núcleo da célula hospedeira, modula positivamente genes envolvidos 

no ciclo celular e na via tumoral p53 (Bougdour A et al., 2013). Ainda, existem GRAs que 

desempenham um papel na modulação imunológica, como NcGRA14 e TgGRA5, sendo a 

primeira descrita como uma proteína capaz de induzir respostas imunes estimulando a 

expressão de citocinas que ativam vias de sinalização MAPK, AKT e NF-KB, enquanto a 

segunda tem a capacidade de reduzir a virulência e elevar a produção de anticorpos, citocinas, 

e infiltrados leucocitários in vivo (Li S et al., 2019; CHEN et al., 2023).  

 Das GRAs descritas para N. caninum, desatacam-se algumas: NcGRA7 é uma proteína 

cuja ausência em N. caninum reduz a virulência em camundongos, além de desempenhar uma 

modulação na produção de citocinas e quimiocinas em cultura de macrófagos (Nishikawa Y et 

al., 2018); NcGRA9 é liberada no interior do VP após a invasão na célula hospedeira, contudo 

associa-se posteriormente à rede intravacuolar; NcGRA27, NcGRA61 e NcGRA85, 

recentemente descritas e caracterizadas funcionalmente por Lu et al. (2024), que apontaram 

para uma associação de NcGRA27 com o papel de replicação e virulência in vitro e in vivo, ao 

passo que NcGRA61 e NcGRA85 não afetaram a replicação in vitro, tão pouco a virulência in 

vivo. 

Dada a importância das GRAs na manutenção do parasitismo intracelular, é importante 

identificar novas proteínas e determinar suas funções no crescimento e patogênese de N. 

caninum. Sendo assim, tais proteínas tornam-se alvos atrativos para o desenvolvimento de 

vacinas, uma vez que podem estar diretamente relacionadas ao processo de sucesso do 

parasitismo. Dessa forma, a caracterização das proteínas de grânulos densos, bem como a 

compreensão de suas funções biológicas são fundamentais como possíveis alvos de 

desenvolvimento para terapêuticas e controle.  

Ainda, diante do contexto apresentado no qual TgGRA5 se destaca como uma proteína 

envolvida na manutenção estrutural do vacúolo parasitóforo, associada à redução da virulência 

in vivo e à ativação da resposta imune, evidenciando seu potencial como alvo vacinal, tornou-

se relevante investigar seu ortólogo NcGRA5 em Neospora caninum (CHEN et al., 2023). 

Além de permitir verificar potenciais erros de anotação presentes na base de dados do ToxoDB, 

onde o gene codificante de NcGRA5 é anotado como NcLiv_014150, essa abordagem pode 

revelar mecanismos conservados na interação parasito-hospedeiro, contribuindo para a 

identificação de NcGRA5 como um alvo promissor para desenvolvimento de estratégias 

imunoprofiláticas, à semelhança do seu ortólogo em T. gondii. 
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2. JUSTIFICATIVA  

 

A neosporose é uma doença de caráter global, que gera grandes impactos na saúde 

animal e, principalmente, no setor econômico, onde essa doença causa transtornos reprodutivos 

em bovinos, tendo relação com a morte do feto infectado ou na substituição de vacas 

soropositivas e a diminuição da produção de carne e leite. Estima-se que as médias de perdas 

econômicas anuais globais ultrapassam a casa dos bilhões de dólares, sendo dois terços 

associados à indústria do laticínio. No Brasil, o prejuízo causado pela neosporose varia de US$ 

63,6 a US$ 111,7 milhões na indústria de carne, enquanto na indústria do laticínio fica entre 

US$ 35,8 e US$ 111,3 milhões (Reichel et al., 2013), contudo o senso comum sugere que o 

impacto econômico é subestimado pela falta de diagnóstico corriqueiro. 

Entender os mecanismos biológicos que estão por trás da interação parasito-hospedeiro, 

como a secreção de proteínas de grânulos densos e regulação da resposta imune do hospedeiro, 

principalmente aspectos relacionados aos mecanismos inatos e adaptativos, podem fornecer 

informações fundamentais para a compreensão dessa patologia, nos aproximando de soluções 

que minimizem o impacto causado sobre a indústria de carnes e laticínio.   

Nesse sentido, a investigação do papel dessas proteínas de grânulos densos secretadas 

pelo N. caninum na infecção se faz extremamente necessária para a compreensão da biologia 

do parasito, podendo assim elucidar mecanismos de invasão, replicação e controle. Esses, 

associados ao entendimento dos mecanismos imunológicos podem ser fundamentais para o 

desenvolvimento de protocolos vacinais ou profilaxia contra este parasito, tornando a 

compreensão da neosporose mais robusta. 
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3. OBJETIVOS   

3.1. Objetivo geral 

 

Determinar a localização e caracterizar funcionalmente a proteína de grânulo denso 5 

(NcGRA5) codificada pelo gene NcLiv_014150 em N. caninum, por meio de ferramentas de 

bioinformática, técnicas de edição genômica como CRISPR/Cas9 e ensaios em cultivo celular. 

3.2.  Objetivos específicos  

 

a. Predizer por meio de algoritmos e análise de bioinformática, características estruturais 

da proteína NcGRA5, comparando com seu ortólogo TgGRA5 em T. gondii por meio 

de bases de dados livres; 

b. Fusionar ‘etiqueta endógena’ na porção C-terminal da proteína NcGRA5, utilizando 

CRISPR/Cas9; 

c. Caracterizar a localização subcelular e peso molecular da proteína NcGRA5; 

d. Desenvolver parasitos geneticamente deficientes para NcGRA5 por meio de 

CRISPR/Cas9; 

e. Avaliar o impacto da ausência de NcGRA5 na replicação de parasitos geneticamente 

modificados por meio de ensaios in vitro. 
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4. METODOLOGIA 

4.1. Análises in sílico 

 

Trabalhos prévios do Laboratório de Imunoparasitologia “Dr. Mário Endsfeldz 

Camargo” identificaram erros e ausências de anotação de algumas proteínas na base de dados 

do ToxoDB. Dentre estas inconsistências, consta nesta base de dados que o N. caninum não 

possui ortólogo do gene GRA5 de T. gondii. Nesse sentido, baseado no mapa de sintenia 

comparativo entre N. caninum e T. gondii disponível no ToxoDB, desconfiamos que o gene 

NcLiv_014150 pudesse ser o ortólogo de GRA5 em N. caninum. Com a intenção de 

confirmarmos essa hipótese, desenvolvemos a série de experimentos abaixo. 

Para caracterização in sílico de GRA5 em N. caninum, bem como identificar possíveis 

semelhanças com a respectiva proteína ortóloga em T. gondii, fizemos alinhamentos das 

sequências através da plataforma MUSCLE (Multiple Sequence Comparison by Log 

Expectation - https://www.ebi.ac.uk/jdispatcher/msa/muscle?stype=protein) (Edgar, 2004). 

Para avaliação e comparação entre as estruturas terciárias preditas, utilizamos modelos 

AlphaFold (https://alphafold.ebi.ac.uk/) (Varadi, M. et al., 2023), que foram alinhados por meio 

da ferramenta Aligned framet pairs allowing Twist  (FATCAT) (https://fatcat.godziklab.org/) 

(Li et al., 2020), para determinar o grau de semelhança entre as estruturas tridimensionais (3D) 

entre as duas espécies.  

Ainda, realizamos buscas utilizando o InterProScan 

(https://www.ebi.ac.uk/interpro/search/sequence/) (McDowall J & Hunter S., 2011) para 

determinar domínios conservados, domínios transmembrana por meio do TMHMM 2.0 

(https://services.healthtech.dtu.dk/services/TMHMM-2.0/), peptídeos sinais através da 

ferramenta SignalP 6.0 (https://services.healthtech.dtu.dk/services/SignalP-6.0/), e âncora GPI 

utilizando NetGPI 1.1 (https://services.healthtech.dtu.dk/services/NetGPI-1.1/) com a 

finalidade de entender como GRA5 se estrutura em N. caninum, comparando com seu ortólogo 

em T. gondii, e além disso verificar se esses dados estão de acordo com os dados 

disponibilizados no ToxoDB. 

4.2. Cultura de parasitos 

 

O cultivo de N. caninum Liverpool duplo-deficiente para hipoxantina-guanina 

fosforibosiltransferase e ku80 (NcLiv ΔhΔk) (MINEO et al., 2022), bem como as linhagens 

https://www.ebi.ac.uk/jdispatcher/msa/muscle?stype=protein
https://alphafold.ebi.ac.uk/
https://fatcat.godziklab.org/
https://www.ebi.ac.uk/interpro/search/sequence/
https://services.healthtech.dtu.dk/services/TMHMM-2.0/
https://services.healthtech.dtu.dk/services/SignalP-6.0/
https://services.healthtech.dtu.dk/services/NetGPI-1.1/
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geneticamente modificadas através da realização dessa iniciativa foram mantidas em 

monocamadas confluentes de fibroblastos de prepúcio humano (HFF), com passagens seriais 

de 500 µL a cada 2 dias. Essas culturas foram mantidas utilizando o meio Eagle Modificado 

por Dulbecco (DMEM), suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS), 2 mM de L-

glutamina e antibióticos (100 U/mL de penicilina e 100 µg/mL de estreptomicina) a 37°C em 

uma atmosfera com 5% CO2. 

4.3. Geração de parasitos geneticamente modificados 

4.3.1. Desenho, Anelamento de gRNAs e Ligação ao vetor 

 

Para elaborar as sequências forward e reverse de RNA guia (gRNA) com a sequências 

scaffold para cada gene do estudo (Tabela S1), utilizou-se a plataforma Eukaryotic Pathogen 

CRISPR guide RNA/DNA Desing Tool (EuPaGDT) (http://grna.ctegd.uga.edu/). Realizou-se 

o anelamento dos gRNA por meio da adição de cada primer à dH2O, aquecendo por 5 minutos 

em termociclador à temperatura de 100°C. Realizamos a ligação por meio da incorporação do 

vetor linear pU6-Universal (Addgene:52694), gRNA anelado, T4 DNA ligase (ThermoFisher-

Scientific), T4 ligase buffer, e dH2O.  

4.3.2. Transformação de bactérias termocompetentes  

 

O produto anteriormente ligado foi adicionado a bactérias E. coli DH5α. Para isso, 

incubou-se em gelo bactérias tratadas com CaCl2 e o resultado da ligação. Depois, as bactérias 

foram submetidas a um choque térmico, posteriormente, essas bactérias foram levadas ao gelo, 

em seguida colocamos meio para transformação SOC (Invitrogen) para, depois submetê-las a 

agitação durante 1 hora sob temperatura de 37°C. Seguido a incubação, as bactérias recém 

transformadas foram semeadas em placas com meio Luria-Bertani (LB) suplementado com 

ampicilina (Sigma) e incubadas a 37°C por 18 horas. Dado o tempo, selecionamos colônias 

isoladas que foram incubadas por 18 horas em tubos contendo 5 ou 50 mL de meio LB líquido 

suplementado com ampicilina.  

4.3.3. Purificação de vetores 

 

Os plasmídeos contendo os gRNA foram purificados utilizado o Kit GeneJET Plasmid 

MiniPrep (Thermo Fisher Scientific), conforme as orientações do fabricante. Primeiramente, 

http://grna.ctegd.uga.edu/
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centrifugou-se a suspensão de bactérias anteriormente inoculadas a 3.500 x g por 30 minutos a 

4°C. Depois, descartou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se o Pellet em tampão de 

ressuspensão com RNAse, em seguida colocou-se tampão de lise, fazendo a homogeneização 

por inversão. Seguindo, adicionou-se tampão de neutralização, homogeneizou-se por inversão 

até a formação de um precipitado, para então submeter as suspensões à centrifugação, o 

sobrenadante obtido foi transferido para as colunas do Kit, essas colunas foram submetidas a 

uma centrifugação de 12.000 x g por 1 minuto. Adiante, essas colunas foram lavadas duas vezes 

com tampão de lavagem, com centrifugação de 1 minuto entre cada lavagem. Finalmente, os 

plasmídeos retidos na coluna foram eluidos em tampão de eluição, esse previamente aquecido 

a 60 °C, seguido de centrifugação de 12.000 x g por 2 minutos. 

4.3.4. Preparação do DNA de reparo com braços de homologia 

 

Para o DNA de reparo utilizamos a PCR convencional com vetores pLIC:3xHA:DHFR 

para realizar uma marcação endógena com três etiquetas de hemaglutinina (3xHA) no gene 

alvo. Para a realização do nocaute do mesmo gene, utilizou-se o vetor 

pJET1.2:pNcGRA7:TgHXGPRT seguindo o protocolo determinado por Mineo et al., (2022). 

Para permitir a recombinação com a região de interesse, os braços de homologia foram 

desenhados com uma sequência de 40 pb (Tabela S2). Realizou-se a PCR com a enzima PFU, 

tampão da enzima 10X, 10 mM de dNTPs, 100 ng de vetor, primer forward e reverse 10 μM, 

completando com dH2O para um volume final de 100 μL por reação, fez-se 4 reações por DNA 

de reparo, totalizando 400 μL. Utilizou-se os seguintes parâmetros de amplificação: 

desnaturação inicial 94°C por 5 minutos, 35 ciclos de desnaturação 94°C por 40 segundos, 

anelamento 60°C por 40 segundos, extensão 72°C por 5 minutos, e extensão final 72°C por 10 

minutos. Após o término da PCR, confirmou-se as sequências amplificadas por eletroforese em 

gel de agarose 1% com 1,5 μL de SyberSafe (ThermoFisher Scientific) a 80 V durante 1 hora. 

4.3.5. Purificação do DNA de reparo por Fenol-Clorofórmio 

 

Para a realização da purificação do produto gerado pela PCR utilizou-se a técnica de 

Fenol-Clorofórmio. Inicialmente, adicionou-se fenol a amostra de DNA de reparo com 

posterior vórtex. Essa solução foi centrifugada 12.000 x g por 3 minutos, coletou-se a fase 

aquosa para um novo eppendorf de 1,5 mL. Depois, adicionou-se clorofórmio, seguido com 

vórtex, fez-se uma nova centrifugação. Recuperou-se a fase aquosa e um novo eppendorf de 

1,5 mL, e adicionou-se acetato de sódio 3M, aguardando por 5 minutos para reação de 
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neutralização das cargas do DNA ocorrer. Em seguida, adicionou-se etanol P.A gelado até um 

volume final de 1000 μL, homogeneizou-se por inversão até se observar a precipitação do DNA 

em forma de “nuvem”. Seguindo, centrifugou-se a 12.000 x g por 10 minutos o DNA de reparo, 

depois fez-se o descarte do sobrenadante, e o Pellet formado foi reidratado com etanol 70% por 

10 minutos sob agitação. Por fim, realizou-se uma nova centrifugação a 12.000 x g por 10 

minutos, o sobrenadante formado foi descartado e o Pellet foi seco e ressuspendido em dH₂O 

em cabine de fluxo.  

4.3.6. Eletroporação de parasitos 

 

Utilizou-se taquizoítos de NcLivΔhΔk como linhagem parental para a realização da 

transfecção de parasitos, com o gRNA guia e o DNA de reparo anteriormente purificado. 

Inicialmente, coletou-se 1x107 taquizoítos extracelulares que foram centrifugados a 800 x g por 

10 minutos para retirar o meio suplementado com 10% de SFB. Em seguida, o Pellet contendo 

os taquizoítos foi ressuspendido e lavado duas vezes com solução Cytomix (120 mM KCl, 0,15 

mM CaCl2, 10 mM KPO4 [pH 7,6], 25 mM HEPES, 2 mM EGTA [pH 7,6], 5mM MgCl2). 

Posterior a última lavagem, o Pellet foi ressuspendido em 720 μL de Cytomix, 40 μL de vetor 

pU6 com gRNA e 40 μL de DNA de reparo (75-100 μg de DNA Total), essa solução foi 

colocada em cubeta de eletroporação de 4 mm no Gene Pulser Xcell Electroporator. Por fim, 

os parasitos transfectados foram acomodados em garrafas com confluente monocamada de 

células HFF por 24 horas. 

Dado o período de incubação, adicionou-se a droga de seleção por um período de 10 

dias. Para o DNA de reparo que contém o gene DHFR, utilizado para fazer o etiquetamento 

endógeno, adicionou-se pirimetamina 7,5 mM, enquanto para o DNA de reparo com o gene 

HXGPRT, utilizado para fazer os parasitos nocaute para NcGRA5, adicionou-se ácido 

micofenólico 25 µg/mL com xantina 50 µg/mL (MX). Uma vez terminado o tempo de seleção, 

realizou-se a clonagem desses parasitos através de diluição limitante, colocando 4 parasitos por 

poço, em placas de 96 poços. Por fim, checou-se os organismos geneticamente deficientes para 

GRA5 por meio de PCR convencional, utilizando as sequências dispostas na Tabela S3. A PCR 

foi realizada com a enzima PFU, tampão da enzima 10X, 10 mM de dNTPs, 100 ng DNA 

genômico, primer forward e reverse 10 μM, completando com dH2O para um volume final de 

10 μL. Utilizou-se os seguintes parâmetros de amplificação: desnaturação inicial 94°C por 5 

minutos, 35 ciclos de desnaturação 94°C por 40 segundos, anelamento 60°C por 40 segundos, 

extensão 72°C por 1 minutos, e extensão final 72°C por 10 minutos. Após o término da PCR, 
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confirmou-se as sequências amplificadas por eletroforese em gel de agarose 1% com 1,5 μL de 

SyberSafe (ThermoFisher Scientific) a 80 V durante 1 hora. 

4.4. Imunofluorescência  

 

Localizou-se subcelularmente a proteína GRA5 por meio da técnica de 

imunofluorescência indireta, marcando os epítopos de hemaglutinina (HA) previamente 

inseridos na GRA de interesse. Simplificadamente, semeou-se células HFF em placas de 24 

poços contendo lamínulas circulares, essas foram mantidas em meio DMEM suplementado 

com 10% de SFB a 37°C e 5% de CO2 até que ocorresse a confluência total sobre as lamínulas. 

Uma vez confluentes, infectou-se as células com taquizoítos de N. caninum geneticamente 

modificados com 3xHA, incubando durante 18-24 horas sob as condições anteriores de 

temperatura e atmosfera. Posteriormente, retirou-se o meio do poço e lavou-se duas vezes as 

lamínulas com solução salina tamponada com fosfato (PBS) 1X, em seguida, fixou-se as 

lamínulas com solução de fixação (Formol 4% em PBS 1X) por 15 minutos a temperatura 

ambiente. Seguido a fixação, lavou-se cinco vezes as lamínulas com PBS 1X, depois, fez-se a 

permeabilização com tampão de bloqueio (0,2% de Triton X-100, 3% Albumina Sérica Bovina 

(BSA) em 1X PBS, e Azida Sódica 1%) durante 30 minutos a temperatura ambiente. Seguindo, 

as lamínulas foram incubadas por 1 hora com os anticorpos primários, α-HA-Rabbit 

(ThermoFisher Scientific), α-4C1-Mouse (marcador de proteínas do complexo de membrana 

interna) (SOHN et al., 2011). Dado o período de incubação, retirou-se os anticorpos primários 

e lavou-se as lamínulas cinco vezes com PBS 1X, que seguidamente foram incubadas por 40 

minutos com os anticorpos secundários conjugados com Alexa Fluor 488 e 546 (Thermo Fisher 

Scientific). Em tempo, fixou-se as lamínulas em lâminas para microscópio utilizando solução 

de montagem contendo DAPI ProLong. A análise e os registros fotográficos foram feitos 

utilizando o microscópio de fluorescência OLYMPUS FSX100. 

4.5. Western Blotting  

 

Por meio de eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sódio (SDS-

PAGE) a uma concentração de 12%, fez-se a separação dos extratos brutos dos parasitos 

geneticamente modificados com 3xHA e nocaute. Brevemente, para a separação dos extratos 

coletou-se todo o conteúdo da garrafa, centrifugou a 800 x g por 10 minutos, em seguida 

descartou-se o sobrenadante e lavou-se o Pellet em tampão fosfato salino 1X (PBS), 

https://wazobiaenterprise.com/products/olympus-fsx100-inverted-fluorescence-microscope
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centrifugou-se novamente e descartou-se o sobrenadante deixando o Pellet secar, em seguida 

ressuspendeu-se o Pellet em tampão de desnaturação suplementado com inibidores de protease 

(ROCHE cOmplete™), seguidamente adicionou-se tampão de carregamento de amostra, à 

mistura foi levada para banho-seco a uma temperatura de 100 ºC durante 5 minutos, dado o 

tempo as amostras foram pipetadas no gel para separação. Feito a separação, transferiu-se as 

proteínas para uma membrana de nitrocelulose. Em seguida, corou-se a membrana com solução 

de Ponceau 5% para avaliação do sucesso da transferência, depois, bloqueou-se a membrana 

com PBS-Tween 0,05% e Molico 5% por 1 hora, em temperatura ambiente e agitação 

constante. Posteriormente, lavou-se cinco vezes a membrana com PBS-Tween 0,05%, 

deixando-a incubar overnight, a temperatura de 4ºC em agitação constante, com os anticorpos 

primário α-HA-Rabbit (Thermo Fisher Scientific) e α-4C1-Mouse (marcador de proteínas do 

complexo de membrana interna), em solução de bloqueio Albumina Sérica Bovina (BSA) 1%. 

No outro dia, lavou-se cinco vezes com PBS-Tween 0,05%, adicionou-se os anticorpos 

secundários, Goat anti-Rabbit IgG HRP e Goat anti-Mouse IgG (H+L) HRP (Thermo Fisher 

Scientific), deixando incubar por 1 hora a temperatura de 4ºC em agitação constante, ambos 

anticorpos conjugados com peroxidase, α-IgG-Rabbit e α-IgG-Mouse (Thermo Fisher 

Scientific) em solução de bloqueio Albumina Sérica Bovina (BSA) 1%. O Western Blotting 

foi revelado usando o Kit ECL Western Blotting Substrate (Promega), no sistema de captura 

de imagens ChemiDoc MP Systems (BioRad), onde se utilizou do Software Image Lab para 

confirmar se a modificação nos parasitos com 3xHA e nocaute foi bem-sucedida e, determinar 

o peso em kilodaltons (kDa) da proteína. 

4.6. Ensaio de placa  

 

Para esse ensaio utilizou-se placas de seis poços com monocamadas de células HFF 

confluentes mantidas com meio Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM), suplementado com 

10% de soro fetal bovino (FBS), 2 mM de L-glutamina e antibióticos (100 U/mL de penicilina 

e 100 µg/mL de estreptomicina) a 37°C em uma atmosfera com 5% CO2. 

 As células foram infectadas com aproximadamente 500 parasitos por poços e deixadas 

para formar placas de lise por 7 dias em incubadora a 37°C e 5% de CO2. Ao fim desse período, 

lavou-se duas vezes as monocamadas com PBS 1X, fixou-se com metanol 100% gelado e 

corou-se com cristal violeta 4% por 15 minutos. Ao final, lavou-se as monocamadas dH2O 

deixando secar a temperatura ambiente por 24 horas, seguido de registro fotográfico. Os 

experimentos foram realizados em triplicata e as placas de lise formadas foram quantificadas 
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utilizando a ferramenta multiponto presente no software ImageJ (SCHNEIDER; RASBAND; 

ELICEIRI, 2012).  

4.7. Análise estatística 

 

A elaboração dos gráficos e a realização das análises estatísticas foram feitas utilizando 

o software GraphPad Prism 9 (GraphPad Software, Inc., San Diego, EUA). Fez-se análises de 

distribuição de normalidade para determinar se os conjuntos de dados são paramétricos ou não. 

Para as análises de comparação múltipla fez-se Two-Way ANOVA. Os resultados foram 

expressos em média e desvio padrão, e a significância estatística será determinada com limiar 

de valor p<0,05.  
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5. RESULTADOS 

5.1.  Predição in silico: o que revela os ensaios de bioinformática 

 

Como mencionado anteriormente, trabalhos prévios desenvolvidos pelo Laboratório de 

Imunoparasitologia “Dr. Mário Endsfeldz Camargo” evidenciaram erros de anotação para 

determinadas proteínas presentes na base de dados do ToxoDB. Nesse cenário, a análise do 

mapa de sintenia disponível nessa base de dados levantou a hipótese de que o gene 

NcLiv_014150 correspondesse como ortólogo de GRA5 em T. gondii. Vale mencionar que até 

a elaboração desse trabalho NcGRA5 não foi caracterizada, permanecendo apenas identificada 

como NcLiv_014150 na base de dados do ToxoDB. Ressalta-se que esse gene ocupa posição 

genômica muito semelhante a posição de GRA5 em T. gondii como demonstrado na Figura 2. 

Mediante aos ensaios de bioinformática realizados, pudemos obter um número 

considerável de informações sobre características desta proteína:  a análise dos alinhamentos 

de sequências feitos pela plataforma MUSCLE, sugere uma porcentagem de identidade de 

38,14% entre as sequências de aminoácidos de TgGRA5 e NcGRA5, como observado na 

Figura 3A. Quanto as estruturas terciárias baseadas nos modelos AlphaFold (Figura 3B, 3C e 

3D) foi demonstrado através da ferramenta FATCAT usando o alinhamento flexível, que 

TgGRA5 e NcGRA5 possuem similaridades estruturais estatisticamente significativas com p 

value = 1,37 x 10-4, identidade de 28,83%, similaridade de 47,75%, e um Desvio Quadrático 

Médio (RMSD) entre os átomos de 2,55 Å (Figura S1), demonstrando que as estruturas são 

globalmente muito semelhantes, como indicado na Figura 3D. 

Seguindo essa perspectiva, foi observado por meio do SignalP 6.0, ferramenta de 

previsão de peptídeos sinalizadores e seus sítios de clivagem, a existência de um peptídeo sinal 

de caráter hidrofóbico (Sec/SPI h) na porção N-terminal de NcGRA5 que se localiza entre o 1-

30 aminoácido, sendo a sua região de clivagem (CS) entre os aminoácidos 30 e 31 (Figura 4A). 

Quando olhamos os mesmos parâmetros para TgGRA5 também identificamos a presença de 

um peptídeo sinal de caráter hidrofóbico (Sec/SPI h) na porção N-terminal com presença de 

sítio de clivagem, divergindo apenas a região em que se localiza esse sítio que fica entre os 

aminoácidos 26 e 27 como demonstra a Figura 4B. 

Ainda, foi caracterizado por meio da ferramenta TMHMM 2.0 que analisa a presença 

de domínios transmembrana, há existência de dois desses domínios em NcGRA5, um na porção 

N-terminal entre os aminoácidos 7 ao 29, e outro na porção C-terminal entre os aminoácidos 

88-105 (Figura 4C). Para TgGRA5 observou-se a existência de dois domínios transmembrana 
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nas mesmas regiões, N-terminal e C-terminal, no entanto com posições diferentes estando 

localizados entre os aminoácidos 7-26 e 71-93, respectivamente, como pode ser observado na 

Figura 4D. 

No que se refere a possibilidade de existência de predição de ancoragem por 

glicosilfosfatidilinositol (âncora GPI), a ferramenta NetGPI - 1.1 demonstrou a ausência dessa 

estrutura tanto em NcGRA5, quanto para TgGRA5, com pode ser observado na Figura 5A e 

5B abaixo. 

Em tempo, as análises de domínios conservados realizadas pela ferramenta 

InterProScan corroboraram com os algoritmos anteriormente utilizados, demonstrando a 

presença de dois domínios transmembrana, do peptídeo sinal com a região dos sítios de 

clivagem, e a inexistência de âncora GPI, tanto para NcGRA5 quanto para TgGRA5, como 

demonstra a Figura 5C e 5D abaixo, o que esclarece ainda mais a similaridade das sequências 

e conservação estrutural entre as espécies.  
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Figura 2: Mapa de ortologia e sintenia adaptado da base de dados do ToxoDB, mostrando que 

NcLiv_014150 (NcGRA5) ocupa posição genômica muito semelhante a TgGRA5 

(TgME49_286450). 
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Figura 3: Predições de bioinformática das proteínas NcGRA5 e TgGRA5. A. Porcentagem de identidade sugerida pelo MUSCLE. B. 

AlphaFold NcGRA5. C. AlphaFold TgGRA5. D. Alinhamento via FATCAT das estruturas 3D AlphaFold NcGRA5 e TgGRA5. *Magenta e 

Cinza: Domínios transmembranas; Azul: Sítios de Clivagem; Verde e Preto: Porção citoplasmática; Ciano e Marrom: Porção extracitoplasmática*. 
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Figura 4: Predições de bioinformática das proteínas NcGRA5 e TgGRA5. A. Peptídeo sinal 

apontado em NcGRA5 por SignalP 6.0. B. Peptídeo sinal apontado em TgGRA5 por SignalP 6.0. 

C. Domínios transmembranas em NcGRA5 sugerido por TMHMM 2.0. D. Domínios 

transmembranas em TgGRA5 sugerido por TMHMM 2.0.  
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Figura 5: Predições de bioinformática das proteínas NcGRA5 e TgGRA5. A. Ausência de 

âncora GPI em NcGRA5 por NetGPI - 1.1. B. Ausência de âncora GPI em TgGRA5 por NetGPI 

- 1.1. C. Domínios conservados em NcGRA5 por InterProScan. D. Domínios conservados em 

TgGRA5 por InterProScan. 
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5.2.  Caracterização proteica e análise de seu papel no ciclo lítico do parasito 
 

Para localização subcelular de NcGRA5 realizou-se uma fusão de uma ‘etiqueta’ contendo 

três epítopos de hemaglutinina (3xHA) na porção C-terminal da região codificadora do gene 

NcGRA5, utilizando a técnica de edição genômica CRISPR/Cas9 Figura (6A). Mediante a 

elaboração dessa linhagem de parasitos geneticamente modificados (NcLivΔhΔk_GRA5-3xHA), 

realizamos o ensaio de imunofluorescência para determinar a localização e padrão de distribuição 

dessa proteína. Este ensaio revelou uma perceptiva secreção de NcGRA5 no vacúolo parasitóforo 

(VP), demonstrando distribuição da proteína de grânulo denso ao longo de todo o VP (Figura 6B), 

bem como sua distribuição dentro do taquizoíto onde aparenta estar em maior concentração. 

Em sequência, com a intenção de determinar o papel de NcGRA5 no ciclo lítico do parasito, 

geramos uma linhagem de parasitos geneticamente deficientes para essa proteína a partir da 

linhagem NcLivΔhΔk_GRA5-3xHA anteriormente gerada. Nessa, por intermédio da ferramenta de 

CRISPR/Cas9, removeu-se toda a região codificadora de NcGRA5 juntamente com a etiqueta 

inserida contendo 3xHA e o cassete de resistência a pirimetamina, substituindo por um cassete de 

resistência contra o ácido micofenólico e xantina (MX, Figura 6C). Após clonagem, a depleção do 

gene foi confirmada na linhagem nocaute para NcGRA5 (NcLivΔhΔkΔgra5) por meio da ausência 

de amplificação da região codificadora de NcGRA5 por PCR (Figura 6D).  

Realizamos o ensaio de western blotting a fim de conjecturar o tamanho de NcGRA5, que 

inicialmente foi predita no ToxoDB com um tamanho de aproximadamente 13,6 kDa. Nosso ensaio 

revelou um tamanho de aproximadamente 32 kDa com a presença, mesmo que discreta, de uma 

banda subjacente por volta de 26 kDa, indicando que essa proteína pode sofrer um processamento 

após a sua tradução, como observado na Figura 6E. 

Através do ensaio de placa constatou-se que os parasitos geneticamente deficientes para 

NcGRA5 possuem redução significativa no número de placas de lise formadas durante 7 dias de 

infecção em células HFF, quando comparado com organismos parentais NcLivΔhΔk (Wild Type - 

WT), o que sugere que NcGRA5 é uma proteína necessária para replicação in vitro, afetando 

consequentemente sua virulência (Figura 6F).
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6. DISCUSSÃO  

 

As proteínas de grânulos densos (GRAs) são fundamentais na biologia de parasitos do filo 

Apicomplexa, estando essas diretamente envolvidas na formação, manutenção e modulação do VP, 

o que influencia diretamente na replicação e virulência do parasito (DUBEY et al., 2017). Nesse 

sentido, TgGRA5 tem sido descrita em T. gondii como uma proteína de 120 aminoácidos, com 

uma região N-terminal hidrofóbica, seguida de uma região C-terminal hidrofílica. Em T. gondii é 

atuante no VP auxiliando na manutenção estrutural, e sendo uma proteína associada a MVP com 

características transmembranicas, onde seu domínio N-terminal fica direcionado ao citoplasma da 

célula hospedeira, enquanto o C-terminal é projetado ao lúmen do vacúolo (LECORDIER et al., 

1999). Adicionalmente, nossas predições revelam NcGRA5, composta por 130 aminoácidos, com 

regiões N-terminal e C-terminal caracteristicamente semelhantes às de TgGRA5 descrita por 

Lecordier et al. (1999), sugerindo que NcGRA5 possa ter um papel funcional semelhante, 

relacionado a MVP, como TgGRA5. Esses achados associados ao mapa de sintenia reforçam a 

existência de GRA5 em ambas as espécies, principalmente, considerando a proximidade 

filogenética entre T. gondii e N. caninum, cujos genomas e expressões gênicas são 

consideravelmente conservados, nesse sentindo, a caracterização de NcGRA5 torna-se muito 

relevante para compreender os mecanismos de patogenicidade conservados entre essas espécies, 

especialmente no que se refere à funcionalidade do VP (REID AJ et al., 2012).  

 As análises de alinhamento de sequência realizadas nesse estudo sugerem uma identidade 

de 38,14% entre NcGRA5 e TgGRA5, faixa ligeiramente acima da zona cinzenta, sendo assim com 

maior probabilidade de conservação estrutural (Rost B, 1999; Olivella M et., 2013). Ainda, a 

elevada similaridade estrutural observada a partir dos modelos AlphaFold e comparados pelo 

alinhamento flexível via FATCAT, com valor de RMSD de 2,55 Å indicam que a conformação 

tridimensional dessas proteínas é significativamente conservada (Olivella M et., 2013). Esse 

achado reforça a noção de que por vezes a estrutura terciária tende a ser mais conservada do que a 

identidade de sequência primária, especialmente em proteínas que atuam em processos essenciais 

à sobrevivência intracelular como as proteínas transmembranicas. (CHOTHIA & LESK, 1986; D 

LEVY et al., 2006; ILLERGÅRD et al., 2009; OLIVELLA M et., 2013). 

 A existência de peptídeos sinais semelhantes nas porções N-terminais de NcGRA5 e 

TgGRA5, sugere que ambas as proteínas são secretadas pela via clássica mediada pelo reticulo 

endoplasmático e complexo de Golgi, característica comum e amplamente descrita para proteínas 

de grânulos densos em Apicomplexos (Lecordier et al., 1999; Mercier et al., 2005). Quanto a 

divergência observada na localização dos sítios de clivagem dos peptídeos sinais em ambas as 

proteínas, essas não são inesperadas, refletindo adaptações específicas, sem impacto significativo 
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na secreção, como postulado na literatura para proteínas ortólogas (VON HEIJNE, 1984, 1986; 

TEUFEL et al., 2022). Em tempo, a inexistência de âncora GPI em NcGRA5 e TgGRA5 reforça 

sua classificação como proteínas secretadas e associadas ao VP, visto que proteínas com a presença 

de âncora GPI são tipicamente ancoradas a superfície do parasito, e no geral desempenham funções 

diferentes das GRAs, como SAG1 que é conhecida e descrita na literatura (LECORDIER et al., 

1999; ZINECKER et al., 2001; MERCIER et al., 2005). 

 A localização subcelular de NcGRA5 por meio de imunofluorescência representa um 

avanço relevante, visto que a caracterização dessa proteína em N. caninum era inexistente até o 

presente. O padrão de distribuição evidenciado ao longo do VP é compatível com o clássico perfil 

de GRAs, principalmente pelo fato de existir um peptídeo sinal N-terminal hidrofóbico que por 

vezes é associado a secreção das GRAs para o VP (Cesbron-Delauw, 1994; Mercier & Cesbron-

Delauw, 2015), o que gera concordância com as predições in silico que foram realizadas, isso 

destaca a importância de se associar bioinformática e validação experimental na caracterização de 

proteínas (JUMPER et al., 2021). 

 A diminuição significativa do número de placas de lise formadas em células HFF observada 

nos parasitos geneticamente deficientes para GRA5, sugere que essa proteína em N. caninum 

exerce um papel importante para a replicação in vitro, o que pode interferir na sua virulência. 

Fenótipos semelhantes já foram descritos na literatura para o nocaute de outras proteínas de 

grânulos densos como é o caso da NcGRA27, cuja deleção do gene refletiu na redução da 

replicação do parasito in vitro (Lu et al., 2024). Um contraponto interessante é o fato do nocaute 

de TgGRA5 não apresentar redução significativa na proliferação in vitro, mas apresentar enorme 

avirulência e elevada capacidade de estimular a produção de anticorpos, citocinas, e infiltrados 

leucocitários in vivo, sugerindo que mesmo havendo semelhança entre as sequências de NcGRA5 

e TgGRA5, uma robusta semelhança estrutural e uma localização subcelular coincidente, o papel 

de ambas as proteínas in vitro são diferentes entre T. gondii e N. caninum (CHEN et al., 2023). 

 Ainda, TgGRA5 tem sido descrita como uma proteína de peso molecular de 21 kDa, sendo 

secretada dos grânulos densos exclusivamente na forma solúvel, e sofrendo uma mudança 

conformacional pós-secreção da forma solúvel para a forma membranosa, para se associar a 

membrana do vacúolo parasitóforo (MVP) onde se agrega principalmente a parte limitante da 

membrana, e em menor extensão no lúmen do vacúolo, essa associação se deve a existência do seu 

domínio N-terminal (LECORDIER et al., 1999). Em nossos experimentos de western blotting, 

detectamos duas bandas reativas para o anticorpo voltado contra os peptídeos de hemaglutinina no 

extrato de parasitos da linhagem NcLivΔhΔk_GRA5-3xHA, com tamanho predominante de 

aproximadamente 31,9 kDa e uma discreta banda subjacente de 25,9 kDa. Estas bandas detectadas 
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diferem do tamanho predito na base de dados do ToxoDB, de 13,6 kDa (Figura S2), sugerindo que 

essa discrepância de peso molecular possa estar associada a fenômenos de processamento pós-

traducional como clivagens e dimerizações. Neste sentido, predizemos que esta proteína possui um 

peptídeo sinal de 30 aminoácido que, quando clivado, dará origem a uma proteína madura de 10.6 

kDa. Considerando que fusionamos uma etiqueta contendo 3 vezes um peptídeo de hemaglutinina 

de 12 aminoácidos ao final da proteína, soma-se ao peso do antígeno nativo 3,3 kDa. Assim, 

teríamos GRA5 imaturas fusionadas com 3xHA com peso molecular aproximado de 17 kDa, 

enquanto a proteína madura (após clivagem do peptídeo sinal) com aproximadamente 14 kDa.  

Neste sentido, interpretamos que as bandas aproximadas de 32 e 26 kDa observadas em nosso 

western blotting na realidade correspondem aos pesos preditos para dímeros de NcGRA5 

precursoras ou maduras. É necessário considerar que existem variações na migração em SDS-

PAGE, como a utilização ou não de agentes redutores, que podem influenciar ligeiramente nos 

pesos moleculares, bem como as regiões hidrofóbicas helicoidais e domínios transmembrana 

presentes em NcGRA5 (RATH et al., 2009). O interessante que mesmo com essas divergências de 

peso moleculares a secreção e dispersão de GRA5 ao longo do vacúolo parasitóforo é coincidente 

entre T. gondii e N. caninum. 

Por fim, nossos resultados fornecem evidência consistente sobre a relevância de NcGRA5, 

agregando ativamente no entendimento da biologia do parasito. As abordagens, in silico e in vitro, 

utilizadas são grandes aliadas na investigação molecular de proteínas, contribuindo solidamente 

para criação de hipóteses. Nesse cenário, estudos já estão sendo desenvolvidos para aprofundar a 

caracterização dessa proteína no contexto in vivo, incluindo sua participação em mecanismos 

imunológicos e patogênicos. 
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7. CONCLUSÃO  

 

Este estudo realizou a caracterização funcional e subcelular da proteína de grânulo denso 5 

de Neospora caninum, em comparação ao seu ortólogo TgGRA5 de Toxoplasma gondii, integrando 

abordagens in silico e in vitro com ferramentas de bioinformática e edição genômica mediadas por 

CRISPR/Cas9. Demonstramos que NcGRA5 está presente no parasito, apresenta características 

estruturais bem conservadas com seu ortólogo TgGRA5, além de padrão de distribuição típico de 

GRAs, localizando-se no vacúolo parasitóforo. É funcionalmente relevante para o ciclo lítico e 

para a replicação intracelular, e possivelmente sofre processamento pós-traducional. Ainda, 

embora sua importância biológica tenha sido evidenciada in vitro, estudos in vivo são necessários 

para elucidar seu papel na modulação da resposta imune do hospedeiro, bem como seu impacto na 

patogenicidade e virulência associadas à neosporose. 
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8. ANEXOS 
 

 

Tabela S2. Oligonucleotídeos usados como braços de homologia para a incorporação do DNA de reparo 

GENE PRIMER SEQUÊNCIA TIPO DE MODIFICAÇÃO 

GRA5 

FWD 
CGAGAAGAAGGCGGCGACAGAAGAAGCAGGAGA

GGAAGAGGGAAGTGGAGGACGGGAATT 
TAG 

REV 
GTACCAGCGATACGCGTGAACGTCCACGCATCCA

GTTTCGACGGCCAGTGAATTGTAATA 

FWD 
TTGGACGTTTTTATCACCAACTGTTTTTTACACATC

AAACCACTCCATGGAACCTGACTG 
NOCAUTE 

REV 
CGTCAGCCGGGTGACTTTCTGCAAGTAAACGGTCT

ATACCCTGCAAGTGCATAGAAGGAA 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

 

 

Tabela S1. Lista de gRNA desenhados no EuPaGDT das GRAs alvo 

GENE PRIMER SEQUÊNCIA TIPO DE MODIFICAÇÃO 

GRA5 

FWD AAGTTGCAGTTTCATGTTCTCACCGG 
 

TAG 
REV AAAACCGGTGAGAACATGAAACTGCA 

FWD AAGTTGTACATGGTGTAGATAATGGG 
 

NOCAUTE 
REV AAAACCCATTATCTACACCATGTACA 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

Tabela S3. Lista de gRNA desenhados para PCR de checagem  

GENE PRIMER SEQUÊNCIA TIPO DE MODIFICAÇÃO 

GRA5 

FWD CHECK GCTACCATCCCTTCGTTTGC 
TAG 

REV CHECK AAGGCAATGATAAGCGCTGC 

FWD CHECK GCTACCATCCCTTCGTTTGC 

NOCAUTE 
REV CHECK GAACTGCTTGCGAGACCTG 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Figura S1: Dados oriundos do alinhamento flexível feito através da ferramenta FATCAT. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura S2: Dados anotados no ToxoDB com informações como ID da proteína, ponto isoelétrico, peso molecular, peptídeo sinal, domínio 

transmembrana e comprimento da proteína. A. NcLiv_014150 (NcGRA5); B. TgME49_286450 (TgGRA5). 
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