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RESUMO

Uma das principais causas de aborto em bovinos se deve a infeccdo por Neospora
caninum. Diversos receptores de reconhecimento de padrdo tém sido estudados na resposta
imune frente a infec¢do por este protozoario o qual apresenta ampla glicosilacdo proteica em
sua superficie. Desse modo, objetivou-se avaliar o papel do receptor imune inato do tipo C-
lectinico CLEC7A, um ligante de glicanos, durante a infec¢do por N. caninum. Observou-se,
por meio de infecches experimentais em camundongos C57BL/6 selvagens (WT) e
geneticamente deficientes de CLEC7A (CLEC7A™), que a auséncia do receptor induz maior
sobrevida, menor carga parasitaria aguda e crénica, além de aumentar a producéo de citocinas
pré-inflamatorias. Notou-se também menor parasitismo em Macréfagos Derivados de Medula
Ossea (BMDMs) infectados por N. caninum. Adicionalmente, constatou-se que tanto
BMDMs quanto Células Dendriticas Derivadas de Medula Ossea (BMDCs) CLEC7A™
apresentaram maior producdo de IL-1p, IL-6, IL-12p40, TNFa e IL-10. Visto a funcdo
imunomoduladora de CLEC7A, utilizou-se um bloqueador deste receptor (Laminarina) em
protocolos de imunizacdo e tratamento contra a infeccdo pelo protozoario em questdo.
Certificou-se que a administragdo de Laminarina induz maior produgéo de IL-12p40 e ROS
por células peritoneais, reduz o parasitismo agudo e crénico e consequentemente a inflamacéo
cerebral cronica em camundongos WT. Além disso, o tratamento com Laminarina reduziu a
producdo de IgGl e aumentou o reconhecimento antigénico pelos anticorpos. Durante a
administracdo de Laminarina em ensaios in vitro, observou-se menor parasitismo em BMDMSs
tratados com o blogueador e auséncia de atividade citotoxica pelo mesmo.Os resultados
demonstram que CLEC7A esta envolvido na resposta imune frente a infeccdo por N. caninum
e que este receptor é utilizado pelo parasito para modular a resposta imune. Assim
bloqueadores de CLEC7A, como Laminarina podem ser aplicados em protocolos profilaticos

e terapéuticos contra a infecgdo pelo parasito.

Palavras chave: CLEC7A, N. caninum, Laminarina, Neosporose



ABSTRACT

A major cause of abortion in cattle is due to infection with Neospora caninum. Several
pattern recognition receptors have been studied in the immune response against infection by
this protozoan which has extensive suface protein glycosylation. Thus, this work aimed to
evaluate the role of the innate immune receptor C-type lectin (CLEC7A), a binder of glycans,
during N. caninum infection. It was observed through of experimental infections in wild type
(WT) and CLEC7A deficient (CLEC7A™) C57BL/6 mice, that the absence of this receptor
induces increased survival, lower acute and chronic parasitism, and increase of the
proinflammatory cytokines production. It was also noted lower parasitism in Bone Marrow
Derived Macrophages (BMDMs) infected with N. caninum. Additionally, it was found that
both BMDMs as Dendritic Cells Derived from Bone Marrow (BMDCs) CLEC7A™ showed
increased production of IL-1pB, IL-6, IL-12p40, TNFa and IL-10. Due to CLEC7A
immunomodulatory function, it’s used Laminarin to block this receptor in protocol of the
immunization and treating against protozoan infection in question. It was observed that
Laminarin administration induces the higher ROS and IL-12p40 production by peritoneal
cells, reduces the acute and chronic parasitism and therefore chronic cerebral inflammation. In
addition, Laminarin-treatment reduced IgG1 production and increased antigen-recognition by
antibodies. During Laminarin administration in vitro assays, it was observed lower parasitism
in BMDMs treated with the blocker and the absence of cytotoxic activity of this. The results
demonstrate that CLEC7A is involved in the immune response to N. caninum infection and
this parasite use the receptor to modulate the immune response. Therefore CLEC7A blockers
like Laminarin can be applied to prophylactic and therapeutic protocols against infection by

the parasite.

Keywords: CLEC7A, N. caninum, Laminarin, Neosporosis
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1. INTRODUCAO

1.1 O protozoario Neospora caninum

Neospora caninum é um protozoario intracelular obrigatorio pertencente ao Filo
Apicomplexa, Familia Sarcocystiidae e subfamilia Toxoplasmatinae, composta por parasitos
pertencentes aos géneros Toxoplasma, Besnoitia, Isospora, Sarcocystis, Frenkelia e
Hammondia (DUBEY et al., 1988, 2011). As primeiras evidéncias sobre a existéncia deste
parasito foram descritas por Bjerkas et al. em 1984, na Noruega, em cdes sorologicamente
negativos para T. gondii e que apresentavam disturbios neurolégicos como paralisia dos
membros posteriores.Em 1988, Dubey e colaboradoresdescreveram N. caninum como uma
nova espécie e género, ao estudarem cortes histoldgicos de cdes com doenca fatal sugestiva de
toxoplasmose. Eles observaram que algumas caracteristicas histopatoldgicas e estruturais
como tamanho de cisto formado no sistema nervoso central, e a propria sintomatologia clinica
o diferenciava do quadro de toxoplasmose até entdo conhecido (DUBEY & LINDSAY,
1993). A partir de entdo, este parasito passou a ser cada vez mais estudado,sendo na década de

90 relacionado também a casos de abortos em bovinos (CONRAD et al., 1993)

Atualmente, este parasito é reconhecido mundialmente como uma importante causa de
aborto infeccioso em bovinos (DUBEY et al., 2011), o que gera grandes perdas econdmicas
para cadeia produtiva de leite e carne no pais (REICHEL et al., 2013), uma vez que a
transmissdo vertical deste parasito ocorre com grande eficiéncia, sendo estimada entre 70-
100% nas gestacdes em que as fémeas sdo previamente positivas (PARE, et al., 1996,
ANDERSON, et al., 1997, SCHARES, et al.,1998, BJORKMAN, et al., 2003, HALL, et al.,
2005).

1.2 Hospedeiros e ciclo de vida

A via de transmissdo horizontal ocorre quando se tem a ingestdo de cistos teciduais
presentes na musculatura dos hospedeiros intermediarios, e pela ingestdo de oocistos
liberados nas fezes dos hospedeiros definitivos. Contudo, a via de maior eficiéncia de
transmisséo é a vertical, demonstrada em varios espécies (bovinos, ovinos, caprinos, caninos,
felinos, murinos, suinos e primatas ndo-humanos), com alta eficiéncia, onde a fémea transmite
a infeccdo ao fetovia placenta, contribuindo de forma significativa para a persisténcia da
infeccdo na populagdo. (COLE et al., 1995; DUBEY & LINDSAY, 1993; MOSKWA et al.,
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2007). Outras rotas secundarias de transmissdo ja foram investigadas, contudo mostram-se
improvaveis de contribuir de modo significativo com a situacdo epidemioldgicada infeccdo
(UGGLA et al., 1998; ORTEGA-MORA et al., 2003; MOSKWA et al., 2007).

Os hospedeiros definitivos deste protozoario sdo os membros da familia dos canideos,
sendo oocistos isolados das fezes de cédes (Canis lapus familiaris), coiotes (Canis latrans),
dingos australianos, cachorros-do-mato e lobos-cinzentos, enquanto uma vasta gama de
animais ja foram identificados como hospedeiros intermediarios, tais como: gatos (Felis
silvestres catus), suinos (Sus domesticus), caprinos (Capra aegagrus), equinos (Equus ferus),
bovinos (Bos taurus), bubalinos (Syncerus caffer), raposas (Vulpes vulpes), coiotes (Canis
latrans), lobos-guara (Chrysocyon brachyurus), alpacas (Vicugna pacos), veados (Cervus
elaphus), camelos (Camelus sp) (DUBEY; SCHARES & ORTEGA-MORA, 2007),
psitacideos (MINEO et al., 2011), dentre outros.

N.caninum possui ciclo de vida heteroxeno (Figura 1), realizando replicacdo sexuada e
assexuada em hospedeiros definitivos e intermediarios, respectivamente. A replicacdo
assexuada pode ocorrer em todos 0s animais homeotermos, enquanto a reproducdo sexuada
ocorre somente nos canideos (GONDIM et al., 2004), que também podem se comportar como
hospedeiros intermediarios do parasito.Este protozoario apresenta trés formas evolutivas
descritas: taquizoitos,os quais encontram-se circulantes ou agrupados nos chamados vacuolos
parasitéforos, econtradosno citoplasma das células infectadas. Apresentam replicacdo rapida
por endodiogenia e capacidade de infectar diferentes tipos celulares como: neurénios,
fibroblastos, células do endotélio vascular, células musculares, hepatécitos e principalmente
células com potencial macrofagico (BARR et al., 1994; DUBEY et al., 2003). Os bradizoitos,
sdo formas de laténcia do parasito, replicam-se lentamente durante a fase cronica da infeccédo
e formam cistos teciduais, principalmente em tecidos musculares e do sistema nervoso
central. Os cistos teciduais sdo estruturas capazes de impedir a ativagdo do sistema
imunolégico do hospedeiro, uma vez que apresentam camada externa composta
principalmente por antigenos do préprio hospedeiro. Os esporozoitos encontram-se contidos
em oocistos e sdo resultantes da replicacdo sexuada do agente no trato gastrointestinal dos
hospedeiros definitivos. ApoOs replicacdo sexuada em células do trato digestivo dos
hospedeiros definitivos, 0os oocistos sdo liberados ainda na forma imatura nas fezes e,
posteriormente, em condigdes apropriadas de temperatura e umidade,esporulam-se e tornam-
se infectantes (DUBEY; SCHARES & ORTEGA-MORA, 2007).
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1.3 Patogénese

A invasdo celular é o principal evento na patogénese da infeccdo por N. caninum e
envolve processos complexos e muito semelhantes entre os parasitos do filo Apicomplexa,
por apresentarem o complexo apical composto por micronemas, roptrias e granulos densos,
que sdo usados pelo parasito durante a adesdo e invasdo de células hospedeiras (BUXTON;
MCcALLISTER & DUBEY, 2002). A invasao celular, dessa forma, € um mecanismo ativo que

requer energia do parasito e pode ser resumida em trés etapas:

Primeiramente ocorre a adesdo do parasito a célula hospedeira. Este evento ocorre sem
qualquer orientacdo do parasito, envolvendo proteinas de superficie como as proteinas das
familias SAG (GPl-anchored surfasse antigens: Antigenos de superficie ancorados por GPI)
eSRS (SAG1-related sequences: Sequéncias relacionadas a SAG1). Na infec¢éo por T. gondii,
as proteinas SAG e SRS tem sido alvo de pesquisas nos Ultimos 30 anos, sendo recentemente
relacionadas a mecanismos de viruléncia do parasito (WASMUTH et al., 2012; MACEDO-
JUNIOR, et al., 2013). Apos a adesdo inicial, os parasitos reorientam-se, posicionando a
extremidade anterior para a extrusdo do conoide, seguida por invaginacdo da membrana da
célula hospedeira para formar o vaclolo parasitoforo (VP), onde varias proteinas de
micronemas (MIC) sdo secretadas e funcionam como adesinas, sendo responsaveis pela
espessa zona de adesdo e juncao de forma irreversivel. Apds a formacdo desta juncao, inicia-
se 0 movimento da juncdo ao redor do taquizoito, que juntamente com o citoesqueleto do
parasito, forca-o para dentro do VP, culminando com a invasdo. A membrana plasmatica da
celula hospedeira é também usada para formar a membrana do vacuolo parasitéforo (MVP),

resultando em um vacutolo que ndo se funde com lisossomos.

A segunda etapa é caracterizada pela secrecdo de proteinas de roptrias (ROP), que sdo
liberadas dentro do VP e se estendem a MVP para formar associagdo com organelas do
hospedeiro, de modo que mitocdndrias e reticulo endoplasmatico sdo posicionados adjacentes
ao VP. Na ultima etapa, proteinas de granulos densos (GRA) modificam a MVP e contribuem
para a remodelacdo e maturacdo do vacuolo parasitéforo com a formacdo de uma rede de
membrana intravacuolar metabolicamente ativa para o crescimento e sobrevivéncia do
parasito. Os taquizoitos dentro do VP proliferam por endodiogenia, produzindo novos
parasitos em poucos dias apos a infecgdo e, subsequentemente, ha lise da célula hospedeira e
liberacdo dos taquizoitos que ficam livres para infectar uma variedade de tecidos e tipos
celulares (HEMPHILL; VONLAUFEN; NAGULESWARAN, 2006).
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1.4 Sinais clinicos

Dentre as diferentes espécies acometidas pela neosporose, 0 estabelecimento de
protocolos de tratamento e profilaxia levam em consideragdo os bovinos como principal
hospedeiro intermedidrio, e o0s cées como hospedeiros definitivos. Ambas as
espéciesapresentam na maioria das vezes uma infecgdo subclinica e persistente que pode
sofrer reativacdo durante a gestacao, resultando em parasitemia na fémea e consequentemente
transmisséo vertical para o feto (BUXTON; McALLISTER& DUBEY, 2002).

A neosporose canina clinica pode ser localizada em determinado ¢rgdo, ou
generalizada, com o envolvimento multiplos 6rgdos como: tecido epitelial, figado,
musculatura estriada esquelética, entre outros (PERLE et al., 2001; ORDEIX et al., 2002). Os
guadros mais graves ocorrem em cdaes jovens (idade inferior a um ano) que geralmente
adquirem a infeccdo pela via transplacentaria. Estes animais geralmente apresentam um
quadro inicial de paresia,principalmente de membros posteriores, que pode progredir para
quadros de paralisia com hiperextensdo do membro acometido. A sintomatologia neural pode
variar de acordo com a localiza¢do do parasito no sistema nervoso central, sendo observado
com frequéncia a fraqueza muscular (DUBEY et al., 2007), mialgia, hemiparesia, alteraces

de comportamento, cegueira, convulsdes e dificuldade de degluticdo (BASSO et al., 2005).

Bovinos quando adquirem a infeccdo na idade adulta geralmente ndo apresentam
manifestacdes clinicas. As fémeas apresentam sinais clinicosda infeccdo apenas na fase
reprodutiva, sendo estes representados pelo aborto, tanto em gado de aptidao leiteira, como de
corte. O aborto pode ocorrer em qualquer fase da gestacdo. Contudo, existe uma maior
incidéncia de aborto por N. caninumno periodo compreendido entre 0 3° e 6° més de

gestacéo.

Além do aborto, variosoutros eventos podem ser observados, como a morte de animais
recém-nascidos, reabsor¢cdo e mumificacdo fetal, natimortos, recém-nascidos com sinais

clinicos ou clinicamente normais, mas cronicamente infectados (DUBEY, 2003).

1.5 Epidemiologia e prevaléncia

A neosporose tem emergido como uma séria doenca em bovinos e cdes em todo o
mundo (DUBEY, 2003) e a infeccdo em bovinos por N. caninum j& foi relatada em todos os
continentes (DUBEY; SCHARES & OTEGA-MORA, 2007; SPILOVSKA et al., 2009; YU et
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al., 2009; PANADERQO et al., 2010). Abortos e mortalidade neonatal associados & neosporose
também foram descritos em diversos paises da América do Sul, como Argentina, Brasil,
Chile, Paraguai, Peru e Uruguai, mostrando que 12 a 42% de fetos abortados de bovinos de
leite estavam infectados por N. caninum (MOORE, 2005). Na regido do Triangulo Mineiro, a
soroprevaléncia de neosporose em rebanhos bovinos com problemas reprodutivos foi
estimada em 17% (MINEO et. al., 2006). As variagbes observadas na prevaléncia da
neosporose bovina dependem do pais analisado, bem como domanejoe da aptiddo zootécnica
dos rebanhos. Dentre os fatores de risco, pode-se listar: nimero de gestacdes, presenca e
namero de cdes na fazenda, idade do gado, entre outros.(GOODSWEN; KENNEDY & ELLIS
2013).

InfecgBes subclinicas por N. caninum em cées também tém grande importancia
epidemioldgica por serem os hospedeiros definitivos e poderem eliminar oocistos nas fezes,
contribuindo para a contaminacdo ambiental. Estudos mostramque existe uma maior
soroprevaléncia em cdes de area rural (20% a 97%) que de area urbana (7% a 26%), sugerindo
que cdes que vivem em ambientes rurais sofrem maior exposicdo ao parasito. Tais fatos
ressaltam a importante associagdo epidemioldgica entre bovinos e caes, ja que eles podem ter
contato com placentas e fetos abortados de bovinos (PATITUCCI et al., 2001; ANTONY &
WILLIAMSON, 2003; FERNANDES et al., 2004; LASRI et al., 2004).

1.6 Profilaxia e tratamento

A neosporose bovina é comumente negligenciada pelos profissionais da area e
proprietéarios rurais. Em contrapartida, alguns profissionais preconizam métodos radicais de
controle da infeccdo, como eliminagéo de todo o rebanho (GOODSWEN; KENNEDY &
ELLIS, 2013). O controle correto desta infecgdo é baseado na prevencao da contaminagéo do
ambiente com oocistos liberados por hospedeiros definitivos, restringindo o acesso destes
animais nas proximidades do rebanho, o descarte dos animais infectados e o uso de sistema de
transferéncia de embrides para prevencdo da transmissdo vertical do parasito para novas
geracbes (WILLIAMS & TREES, 2006).

A vacinacdo parece ser 0 meio mais vidvel economicamente para controlar a
neosporose, ja que o sacrificio de animais ou seus possiveis tratamentos demandariam
maiores despesas para os criadores dos rebanhos (REICHEL & ELLIS, 2009). No entanto, até

0 presente momento, ndo existe uma vacina comercial com protecédo satisfatoria (porcentagem
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significativa de animais protegidos ap6s imunizacdo), que seja capaz de induzir uma
imunidade protetora contra 0 parasito em bovinos. Uma vacina chegou a estar disponivel
comercialmente (BovilisNeoGuard®, Intervet/Schering-Plought Animal Health, EUA),
consistindo de taquizoitos inativados, contudo apresentou baixa eficdcia em ensaios de campo
e foi descontinuada (REICHEL & ELLIS, 2009; WESTEN, HEUER & WILLIAMSON,
2012). Em Costa Rica, esta vacina foi testada a campo e observaram uma eficécia inferior a
45%, conforme indicado pelo fabricante (ROMERO et al., 2004).Neste sentido, ha uma
concordancia entre diferentes grupos de pesquisa de que ainda restam desafios a serem
transpostos para que haja o desenvolvimento de uma vacina eficiente a campo e que seja
capaz de ganhar a aceitacdo de mercado (REICHEL & ELLIS, 2009; ROJO-MONTEJO, et
al., 2013).

Em casos de infeccdo ja estabelecida, o diagnostico clinico e laboratorial da parasitose
deve ser realizado e o tratamento implantado. Atualmente, as bases farmacoldgicas utilizadas
em modelos experimentais para o tratamento das infeccbes por N. caninum sdo
coccidiostaticos como o toltrazuril. Contudo, outros estudos com as mesmas bases sugerem
que estes compostos apresentamos efeitos desejaveis apenas em taquizoitos,ndo existindo
evidéncias de seu efeito em bradizoitos (REICHEL & ELLIS, 2009; WILLIAMS & TREES,
2006; DEBACHE et al., 2011). Outro grupo de quimioterapicos utilizados sdo as sulfas, como
a sulfadiazina, que em estudos com camundongos tem mostrado eficiéncia de 90% no
combate a N.caninum (DUBEY & LINDSAY, 1996).

1.7 Resposta Imune

A imunidade inata tem papel essencial na protecdo contra as infec¢fes causadas por
protozodarios. Os protozodarios induzem uma resposta baseada na producgéo de citocinas como
interferon-gama (IFN-y), produzidas por células natural killer (NK), as quais s&o dependentes
da producgdo de interleucinas pro-inflamatorias como IL-12 e, em menor grau, de fator de
necrose tumoral (TNF)-a e IL-18 por macrofagos, células dendriticas e neutrofilos
(ALIBERTI et al., 1996; GAZZINELLI et al., 1994; SCOTT, 2003). Além de conferir
resisténcia durante os estagios iniciais da infeccdo, a ativacdo dos componentes celulares da
imunidade inata é essencial para a diferenciacdo de linfécitos Thl e o estabelecimento da

imunidade mediada por células, os quais sdo responsaveis pela resisténcia a infeccdo cronica,
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bem como a reinfeccdo pelo mesmo parasito (BIRON; GAZZINELLI, 1995; MULLER et al.,
2001).

Durante os estagios iniciais da infeccdo, os protozoarios desencadeiam uma série de
eventos que levam macrofagos, células dendriticas e neutrofilos a sintetizar citocinas pro-
inflamatdrias e expressar moléculas co-estimulatérias como CD40, CD80 e CD86 (REIS e
SOUZA et al., 1999). Essa cascata de eventos leva por sua vez a uma forte ativagao de células
pertencentes & imunidade inata e adquirida. Esta ativacéo inicial do compartimento celular
inato é essencial para a inducdo da sintese de IFN-y por células NK. IFN-y é uma citocina
chave na ativacdo de macrofagos, com o intuito de se eliminar parasitos através de varios
mecanismos efetores, como a producdo de reativos intermediarios de nitrogénio e espécies
reativas de oxigénio (ROS) (SPOONER et al.,2011). Adicionalmente, a producdo precoce de
IL-12 € critica para direcionar a diferenciacdo de precursoras de células T auxiliares no
fendtipo Th1(ZHU et al., 2010). Os linfdocitos Thl diferenciados serdo a base de uma
imunidade efetora que controlara a replicacdo dos protozoarios durante os estagios cronicos
da infeccdo, principalmente com a producio de altos niveis de IFN-y (ALMERIA et al.,
2012). Outra propriedade dos linfocitos Thl € o auxilio no desenvolvimento e ativacdo de
linfécitos T CD8+, 0s quais estdo envolvidos no controle da replicacdo dos parasitos por meio
da producgdo adicional de IFN-y, além de apresentar atividade citotoxica (TANAKA et al.,
2000).Adicionalmente, os linfocitos Thl participam da inducdo de secrecdo de anticorpos
especificos por linfécitos B, os quais promovem a eliminacdo dos parasitos por meio de lise
mediada por complemento, favorecendo assim a opsonizacdo por macréfagos (GAZZINELLI
etal., 2004).

Especificamente na infeccdo por N. caninum, a participacdo efetiva das diferentes
classes de imunoglobulinas ainda é pouco entendida. Especula-se que os anticorpos tenham
um papel auxiliar no controle da infeccdo, participando da neutralizacdo e destruicdo de
taquizoitos extracelulares, podendo, assim, reduzir a disseminacéo do agente (INNES et al.,
2002). Em concordancia, foi observado que camundongos infectados com N. caninum
apresentam expansao clonal de linfécitos B periféricos e a sua auséncia leva a uma falha no
controle da infeccdo (AMMANN et al., 2004; TEIXEIRA et al., 2005).

Quando o hospedeiro é capaz de ativar uma resposta imune celular eficiente contra N.
caninum, este parasito passa a alternar a expressao de genes como NcSAG1 (taquizoita-

especifico) e NCcSAG4 (bradizoita-especifico), que desencadeiam eventos como a
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interconversdo de estagios, e a migracdo preferencial para o sistema nervoso central (HOWE
et al., 1999; COLLANTES-FERNANDEZ et al., 2006) onde o parasito permanece em estado
de laténcia. O estado de laténcia pode ser quebrado por diferentes estimulos que culminam em
imunossupressao (tratamento com glicocorticoides, estado de estresse, entre outros) ou
inducdo de resposta com perfil Th2 que predomina durante quadros de hipersensibilidade,
infeccbes por helmintos e no periodo gestacional das fémeas. Em tais situacdes, o parasito
sofre novas interconversdes de estdgio e volta a forma de replicacdo rapida (taquizoitos)
causando danosextensos ao hospedeiro. Este fato é relevante em fémeas prenhes, uma vez que
respostas imunes predominantemente Thl sdo incompativeis com o sucesso de uma gestacdo
(RAGHUPATHY, 1997). Para que o feto e seus anexos possam ser reconhecidos como
‘proprios’ durante o periodo gestacional, ha uma imunomodulagdo da resposta levando a
expressao de citocinas para um padrdo Th2 nos linfocitos T CD4+, sendo este perfil induzido
principalmente pelos altos niveis de progesterona mantidos durante a gestacdo. Esta
imunomodulacdo é realizada por IL-10, que possui efeitos inibitorios sobre a atividade
microbicida de macrofagos ativados por IFN-y, pela diferenciac¢ao de clones Thl, produgdo de
IFN-y por células NK e linfocitos T CD4+ e CD8+, além da producdo de IL-12 por células
acessorias (INNES et al., 2002).

1.8 Receptor lectinicodo tipo C, CLEC7A

Para que haja a ativacdo dos diferentes compartimentos do sistema imune, as células
imunolégicas devem reconhecer patdgenos por meio de seus receptores de reconhecimento
padrdo (PRRs). Dentre estes, podemos destacar a familia dos receptores do tipo Toll (TLRs),
que foram descritos como importantes na resisténcia a infeccdo por N. caninum (MINEO et
al., 2009; MINEO et al., 2010). Dentre as demais classes de receptores inatos, existem aqueles
pertencentes a grande familia de Lectinas do tipo-C, que apresentam capacidade descrita de

reconhecer glicanos.

CLECT7A, também conhecido como Dectina-1 (GOODRIDGE et al., 2011), foi o
primeiro receptor de reconhecimento padrdo ndo pertencente a familia dos TLRs estudado.
Analises estruturais de CLEC7A a classificam como uma proteina transmembrana do tipo I,
composta por um dominio lectinicodo tipo-C (C-terminal) na superficie externa da membrana
plasmatica, uma regido ‘“stalk”, um Ttnico dominio transmembrana, ¢ uma cauda

intracitoplasmatica de 40 aminoacidos (ARIIZUMI et al., 2000). Esse receptor é expresso
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principalmente por células de origem mieldide, incluindo macrofagos, células dendriticas e
neutréfilos. CLEC7A também foi identificado com sendo expresso em linfocitos B e
T,contudo é aparentemente afuncionalem células da imunidade adaptativa (WILLMENT et
al., 2005).

A ativacdo da sinalizacdo intracelular por este receptor assemelha-se a sinalizacdo
induzida por receptores de células T (TCRs), células B (BCRs) e receptores de Fc (FCR), que
induzem a ativagdo de proteinas baseadas em residuos de tirosina (ITAMs). Entretanto
CLECTA, diferentemente dos demais receptores baseados em tirosina, apresenta apenas uma
unica sequencia YXXL denominada de “hemITAM”, o que faz com este receptor necessite da
formacdo de dimeros para induzir a ativacdo da cascata intracelular. A formacdo destes
dimeros de receptor é facilitada pela flexibilidade dos constituintes da membrana plasmatica.
Apos interacdo receptor-ligante (B-glucanos), se tem a formacdo de um dimero de CLEC7A
que fornece duas regides com tirosina capaz de ativar a proteina Src (que apresenta dois sitios
de ligacdo com tirosina) e consequentemente ativa Syk, dando sequencia a cascata de
sinalizacdo via CLEC7A(GRINGHUSIS et al., 2009)(Figura 2).

Estudos recentes tem mostrado a habilidade de CLEC7A em ativar diferentes vias de
sinalizacédo intracelular. Atualmente, existem basicamente duas vias bem caracterizadas: As
vias dependentes e independentes de Syk. A primeira pode levar a ativacdo candnica de NF-
kB por ativar as subunidades p65 e c-Rel, bem como a ativa¢do da via ndo-candnica com
envolvimento da subunidade RelB (GRINGHUSIS et al., 2009; GEIJTENBEEK et al., 2009).
Alguns trabalhos ainda citam o envolvimento das proteinas que contem o dominio de
recrutamento de Caspase - como CARD9 - nesta via de sinalizacdo, contudo a participacéao
destas proteinasnesta via de reconhecimento ainda é controversa (Bl et al., 2010). CLEC7A
também pode induzir a ativacdo de Proteinas Kinases ativadas por Mitogenos(MAPKS), como
a p38, e fatores de transcricdo como NFAT (GOODRIDGE et al., 2007; LEIBUNDGUT-
LANDMANN et al, 2007). Quanto as vias de sinalizacdo independentes de Syk, aquela com
melhor descricdo ocorre através da ativacdo de Raf-1. No entanto, assemelha-se a via
dependente de Syk no ponto de ativacdo de NF-KB. Esta via Syk independente apresenta
papel importante no contexto das respostas a diferentes patdgenos, uma vez que ela esta
relacionada com “crosstalk” entre a sinalizagdo de CLEC7A e TLRs (TLR2 e TLR4)
(GRINGHUSIS et al., 2009).
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A sinalizagdo via CLEC7A é de extrema importancia para que as células imunes
desempenhem papéis na resposta imune contra patégenos, principalmente fungos tais como:
Candida albicans, Paracoccidioides brasiliensis, e também, micobactérias, agentes que
possuem parede celular rica em glicanos. Apos sua ativacdo e desencadeamento das cascatas
de sinalizacdo intracelular, diversas moléculas sdo expressas, dentre elas podemos destacar as
citocinas, quimiocinas, mediadores lipidicos da inflamacgdo, espécies reativas de oxigénio
(ROS) e reativos intermediarios de nitrogénio (NO), que recrutam e coordenam a ativacdo de
outras células da imunidade (SAIJO et al., 2007; WERNER et al., 2009).
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Figura 2: Sinalizacéo via CLEC7A. Adaptado de Mdcsai et al., 2010
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1.9 Betaglucanos

A propriedade imunomoduladorados glucanos tem sido reconhecidahd décadas.
Existem diferentes tipos de glucanos, porém a atividade imunomoduladoramelhor conhecida é
dos glucanos que possuem ligagdes do tipo B, usualmente extraidos de leveduras como
Sacharomyces cerevisiae, cogumelos como Sclerotium glucanicum, e bactérias como
Alcaligenes faecalis (GOODRIDGE et al., 2009). Além destes organismos, existem outras
fontes de glucanos como os polissacarideos boténicos que tem apresentado um grande numero
de propriedades terapéuticas, embora os mecanismos envolvidos neste efeito ainda sejam
pouco entendidos (SCHEPETKIN et al., 2006).

Da mesma forma que B-glucanos constituintes de patégenos possuem a capacidade de
ativar a resposta imune, estes glucanos também podem ser extraidos, purificados e tém sido
utilizados como agonistas ou antagonistas de determinadas vias de sinalizacdo buscando
potencializar respostas imunes em diferentes protocolos vacinais ou de tratamento. Isto foi
visto por Muramatsu e colaboradores (2012), onde a administra¢do por via oral do -1,3/1,6-
D-glucano extraido de Aureobasidium pullulans protege camundongos desafiados com a cepa
PR8-H1IN1 do virus da influenza. Outro estudo apresenta que a associacdo entre um [-
glucano extraido de soja (Glycine max) quando associado a antigenos de N. caninum em
protocolos de imunizacdo de camundongosapresenta resultados promissoresno controle da
infeccdo por N. caninum (MANSILLA et al., 2011).

A capacidade imunomodulatoria dos p-glucanos seja quando presente em
microrganismos patogénicos ou comensais, ou quando utilizadas em protocolos terapéuticos
ou profilaticos depende de varios fatores, dentre eles a propria estrutura do glucano: qualidade
de glicidios (Manose, Glicose); quantidade de glicidios; tipo de ligacdo quimica entre as
moléculas dos mesmos, entre outros (GOODRIDGE et al., 2011).

Neste trabalho foi utilizado Laminarina,um pequeno B-glucano(6-8 kDa ) de reserva
encontrado na alga marrom Laminaria digitata para avaliar o papel de CLEC7A na infecgéo
por N. caninum. Este glucano é formado por moléculas de glicose ligadas por ligagdes do tipo
beta entre os carbonos 1 e 3, e 1 e 6 de cada molécula (RIOUX et al., 2010)Atualmente
inimeras atividades biologicas tém sido atribuidas & Laminarina como: antitumoral,
imunomoduladora, antibacteriana, antiviral, regulacdo de lipideos no sangue, e antioxidante
(GAO et al., 2011; MENG et al., 2012). Laminarina é um glucanosoltvel que apresenta a

capacidade de ligar-se a CLEC7A. No entanto, ndo induz ativacdo de vias de sinalizagédo
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ativadas por CLEC7A. Por isso, ha décadas este pequeno B-glucano vem sendo utilizado com

um blogueador da via de sinalizacdo CLEC7A (CZOP et al., 1985) nos mais diversos estudos.
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2. JUSTIFICATIVA

No Brasil, o setor agropecuario é responsavel por 27% do Produto Interno Bruto (PIB)
direto, 42,5% das exportagdes totais em 2009 e mais de 17 milhdes de empregos. Além disso,
0 pais é o principal fornecedor de 25% do mercado mundial de alimentos (GOVERNO
FEDERAL DO BRASIL, 2009). Detém o segundo maior rebanho de bovinos do mundo, e 0
maior rebanho comercial com mais de 200 milhdes de cabegas (MINISTERIO DA
AGRICULTURA PECUARIA E ABASTECIMENTO, 2013). E o maior exportador de
carnes, faturando no ano de 2013, 1.153,289 reais (IBGE, 2013). Dentro deste contexto, a
bovinocultura vem sendo o expoente dentre as diversas areas da pecuaria. Neste sentido,
doencas infecciosas que afetam principalmente o sistema reprodutivo dos animais sdo
peculiarmente danosas, uma vez que podem condenar matrizes e quebrar o ciclo de expansédo
da industria que depende de produtos carneos e lacteos.

Neospora caninum é um protozoario potente causador de abortos em bovinos e que
pode também estar relacionado ao ganho de peso incipiente em novilhas e bezerros
sorologicamente positivos, resultando na perda média de 7,5 kg na idade de abate, e gerando
uma diminuicdo da eficiéncia na conversao alimentar (BARLING et al., 2000). Estudos
recentes estimam que as perdas econémicas globais causadas pela neosporose podem exceder
doishilhdes de dolares nos EUA (REICHEL et al., 2013).

De forma geral os mecanismos inatos relacionados com a resisténcia contra N.
caninum ainda sé@o desconhecidos. No presente momento, sabe-se do envolvimento dos
TLRsno reconhecimento do parasito (MINEO et al., 2009) como sendo crucial para a
resisténcia dos hospedeiros frente a infeccdo aguda pelo protozoario. Adicionalmente, estes
receptores inatos sdo responsaveis pela inducdo de um perfil de resposta do tipo Thl e
apresentaram grande potencial de adjuvancia em ensaios imunoprofilaticos para N. caninum
(RIBEIRO et al., 2009; MINEO et al., 2010). O papel das demais classes de receptores inatos
ainda ndo foi determinado para a infec¢do por N. caninum e ndo ha a descrigdo na literatura
vigente de reconhecimento de protozoarios por receptores da familia de receptores lectinicos
do tipo-C (CLRs) como CLEC7A.

Uma vez conhecido o padrao molecular capaz de se ligar em CLEC7A (1,3 e 1,6 B-
glucano) (GOODRIDGE et al., 2009), e que N. caninum apresenta sua superficie rica em
glicosilagcbes (BASZLER et al.,, 1996). A avaliagdo do papel desse receptor se torna
indispensavel para o desenvolvimento de medidas profilaticas e terapéuticas contra a infecgdo

por N. caninum.
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3. OBJETIVOS

Objetivo geral:

Caracterizar a participacdo do receptor imune inato CLEC7A na infec¢do por N.

caninum.

2

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

3.1. Avaliar,através da técnica de citometria de fluxo, a expressdo do receptor CLEC7A
nos diferentes tipos celulares durante a infeccdo in vivo por N. caninum;

3.2. Determinar em ensaios in vitro e in vivo a relacdo de CLEC7A com a producdo de
diferentes moléculas do sistema imune inato e adaptativo, tais como citocinas,
espécies reativas de oxigénio (ROS), éxido nitrico (NO) e imunoglobulinas;

3.3. Avaliar em macréfagos de medula dssea de camundongos selvagens e geneticamente
deficientes em CLECT7A a expressao de moléculas coestimuladoras e de apresentacao
antigénica (CD80, CD86, MHCI e MHCII) importantes no mecanismo de
apresentacdo de antigenos;

3.4. Avaliar, através da quantificacdo da carga parasitaria, determinacdo de inflamacéo
tecidual e analise de sobrevida, o papel de CLEC7A na resisténcia do hospedeiro
frente a infeccdo por N. caninum;

3.5. Avaliar o potencial de utilizacdo de inibidor competitivo especifico de CLEC7A em

protocolos de imunizagdo e terapéuticos contra a infeccdo por N. caninum;
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Camundongos C57BL/6 selvagens (WT) foram obtidos do Centro de Bioterismo e
Experimentagdo Animal (CBEA), da Universidade Federal de Uberlandia (UFU).
Camundongos C57BL/6 geneticamente deficientes em CLEC7A (CLEC7A™) foram
gentilmente cedidos pelo Prof. Gordon Brown (Universidade de Aberdeen, Escécia, Reino
Unido). Camundongos C57BL/6 geneticamente deficientes em NOX2 (GP91Phox™) foram
gentilmente cedidos pela Profa. Leda Quércia Vieira (Universidade Federal de Minas Gerais,
Belo Horizonte, Brasil). Todos os animais foram mantidos no CBEA em condigdes
padronizadas de cria¢do,sob condi¢des padrdes de ambiente com temperatura de 25°C e ciclos
de 12 horas de luz, com agua e racdo ad libitum. Todos os procedimentos foram realizados de
acordo com as normas recomendadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagédo
Animal (CONCEA, 1991). Os protocolos para utilizagdo dos animais foram previamente
aprovados pelo Comité de Etica na Utilizacdo de Animais da Universidade Federal de
Uberlandia (CEUA / UFU, protocolo nimero 100/10— Anexo ).

4.2 Ensaios de bloqueio de CLEC7A

O glicanoLaminarina foi utilizado como blogueador de CLEC7A em ensaios in vitro e
in vivo. Em ensaios in vitro foi utilizada a dose de 1mg/mL diluido em RPMI 1640,
suplementado com glutamina (2mM) e antibio6tico/antimicético (Gibco - penicilina 100 U/ml,
estreptomicina 100 g/ml e anfotericina B 0,25 g/ml). As células foram incubadas com
Laminarina por trés horas antes da incubag¢do com taquizoitos de N. caninum. Nos ensaios in
vivo foi utilizada a dose de 1mg/animal diluido em 0,2 mL de PBS estéril por via
intraperitoneal. Durante 0s ensaios in vivo foram adotados dois protocolos assim
denominados: Tratamento e Imunizagdo. Denominou-se tratamento quando 0s animais
receberam sete doses de Laminarina, durante sete dias consecutivos, sendo desafiados com
taquizoitos de N. caninum no quarto dia de tratamento, concomitante com a quarta dose de
Laminarina. Ja nos protocolos de imunizagéo, os animais receberam trés doses de Laminarina
associada ou ndo a antigenos de N. caninum com intervalo de vinte e um dias entre as doses.

Estes animais foram entdo desafiados quinze dias ap0s a ultima imunizagao.



33

4.3 Cultivo de taquizoitos de Neospora caninum

Monocamadas de células HelLa foram mantidas em garrafas de 75cm2 a 37°C com 5%
CO2 em meio RPMI 1640 com 2mM glutamina (Gibco) contendo 10% de soro fetal bovino
(Cultilab), antibidtico/antimicotico (Gibco - penicilina 100 U/ml, estreptomicina 100 g/ml e
anfotericina B 0,25 g/ml). Os taquizoitos de N. caninum foram mantidos em monocamadas de
células HelLa a 37°C com 5% CO,, com meio RPMI 1640, adicionado de glutamina (2mM) e
antibiotico/antimicético. Apos lise da monocamada de Hela, as garrafas foram lavadas e o
sobrenadante, contendo taquizoitos de N. caninum, foi transferido para tubo cénico e
centrifugado(800 x g, por 10 minutos, 4°C). O pellet, formado por parasitos, foi ressuspendido
e a contagem destes foi realizada em camara de Neubauer.

4.4 Diferenciacdo de macrofagos derivados da medula 6ssea (BMDMSs)

Ap0s a eutanasia, os camundongos foram pulverizados com élcool 70% e os fémures e
tibias foram obtidos e dissecados. Em uma cdmara de fluxo laminar, os ossos foram colocados
em éalcool 70% por 1 minuto e as epifises foram cortadas.Os ossos foram lavados com o
auxilio de uma seringa contendo meio RPMI 1640 incompleto e uma agulha de 26G de
didmetro. A suspensdo celular obtida foi centrifugada (400 x g, 10 minutos, 4°C)e
ressuspendida em meio R20/30, composto por meio RPMI 1640 suplementado com 20% de
soro fetal bovino, 100 U/ml de penicilina, 2700mg/ml de estreptomicina, 2mM de L-glutamina
e 30% de sobrenadante de células L929 (LCCM; MARIM, et al., 2010). A suspensdo celular
foi distribuida igualmente em placas de Petri e incubadas em estufa a 37°C e 5% CO,. Apés
noventa e seis horas de incubagao, foi adicionado igual volume do mesmo meio condicionado
R20/30, e as placas foram mantidas na estufa a 37°C e 5% CO, por mais setenta e duas horas.
O sobrenadante das placas de Petri foi descartado e PBS estéril a 4°C foi adicionado em cada
placa. As placas foram incubadas sobre camada de gelo por 10 minutos e 0os macrofagos
foram entdo removidos através de pressdo por pipetagem.Por fim, as células foram
centrifugadas a 400 x g por 10 minutos, a 4°C, e o pellet obtido foi ressuspendido em RPMI
1640, as células contadas em camara de Neubauer e plaqueadas em placas de cultura,

conforme o experimento a ser realizado.
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4.5 Diferenciacao de células dendriticas derivadas da medula 6ssea (BMDCs)

Procedimento igual ao utilizado para obtencdo de células de medula Ossea para
diferenciacdo em BMDMs foi realizado para diferenciagdo em BMDCs. Apds obtencdo das
células do lavado medular, as mesmas foram distribuidas em placas de Petri contendo meio de
diferenciacdo: RPMI 1640 suplementado com 20% de soro fetal bovino, 100 U/ml de
penicilina, 100 mg/ml de estreptomicina, 2mM de L-glutamina e 25 ng/mL de citocina
recombinante murina GM-CSF (Peprotech, EUA) e incubadas a 37°C e 5% CO, por setenta e
duas horas. Apds este periodo, foi adicionado igual volume do meio de diferenciacdo
contendo 50 ng/mL de citocina recombinante GM-CSF (Peprotech) e incubadas a 37°C e 5%
CO, por mais setenta e duas horas. Posteriormente, foi realizado a coleta do sobrenadante
contendo as células ndo aderentes, que foram contadas e plagqueadas em placas apropriadas
para cada ensaio.

4.6 Quantificacdo de citocinas

BMDMs e BMDC sobtidos de camundongos WT e CLEC7A™ foram cultivados em
placas de 96 pocos (1x10°élulas/ml) em quadruplicata em meio RPMI incompleto, e
incubados com taquizoitos viaveis de N. caninum por mais 24 horas. Apos este periodo o
sobrenadante coletado e armazenado a -70°C para posterior analise quantificacdo da producéo

de citocinas por ELISA. Foram realizados no minimo trés experimentos independentes.

Camundongos WT e CLEC7A™ foram infectados com dose ndo letal de taquizoitos
viaveis de N. caninum e apds trés dias de infeccdo foram eutanasiados para coleta de érgdos e
realizacdo do lavado peritoneal. Os 6rgdos foram utilizados para determinacdo de parasitismo
por PCR e em homogenatos de tecidos para quantificagéo de citocinas. O lavado peritoneal
foi utilizado para determinacdo do parasitismo agudo por citometria de fluxo nas células
obtidas no pellet apos centrifugacdo, e o sobrenadante foi armazenado a -70°C para posterior

quantificacdo de citocinas por ELISA.

Para quantificacdo de citocinas foram utilizados: sobrenadante de cultura celular,
homogenato de tecido e exsudato peritoneal de camundongos. As seguintes citocinas: IL-1j,
IL-6, IL-10, IL-12 e TNFa foram quantificadas pela técnica ELISA tipo sandwich, segundo os
protocolos recomendados pelos fabricantes (BD Biosciences, San Diego, EUA).

Resumidamente, placas de poliestireno de alta afinidade (Corning/Costar, EUA) foram
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sensibilizadas com os respectivos anticorpos de captura e incubadas overnight a 4°C. Apos
lavagem das placas com PBS adicionado de Tween 0,05% (PBS-T) e bloqueio com PBS
contendo 10% soro fetal bovino, as amostras foram adicionadas. Paralelamente, curvas
padrdes das respectivas citocinas murinas recombinantes foram realizadas em dilui¢6es duplo
seriadas. Apds incubacdo por 2 horas a temperatura ambiente, as placas foram novamente
lavadas e incubadas com os respectivos anticorpos de deteccdo biotinilados e conjugados com
estreptavidina-peroxidase por 1 hora a temperatura ambiente. Seguiu-se com o Ultimo ciclo de
lavagem, e as placas foram reveladas com a adicdo do substrato enzimatico (H2O, a 0,03% e
tetrametilbenzidina [TMB]). A densidade dptica (DO) foi determinada em leitor de placas a
450 nm e os valores de DO obtidos foram convertidos em pg/mL de acordo com a curva

padrdo, utilizando-se o software SoftMax Pro (Molecular Devices).

4.7 Citometria de Fluxo

A técnica de citometria de fluxo foi utilizada em diferentes ensaios: Fenotipagemde
BMDMs e BMDCs diferenciadas in vitro, ensaios de parasitismo celular, ensaios de
expressao de CLEC7A e moléculas CD80, CD86, MHCI e MHCII, e para deteccdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS) e NO. Para cada tipo de ensaio foi sequido um protocolo

previamente padronizado.

4.7.1 Expressdo de moléculas de superficie

Foram utilizados protocolos com anticorpos conjugados a fluorocromos (Tabela 1)
para ensaios de fenotipagem e expressdao de moléculas. Nestes ensaios, as células foram
previamente lavadas e ressupendidas em solucdo de bloqueio (PBS contendo 5% de soro
normal de coelho) e incubadas por 15 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente,
anticorpos especificos a cada molécula foram diluidos (1:100) e adicionados aos tubos
contendo as células em solugdo de bloqueio, incubados a temperatura ambiente por 30
minutos ao abrigo da luz. Seguido a este passo foram realizadas trés lavagens seguidas de
centrifugacgdes (450xg/10minutos/4°C) com PBS. O sobrenadante foi desprezado eo pellet em
ressuspendido em Formaldeido 4% para analise porcitometria de fluxo (BD FACSCantoll,
BD Biosciences, EUA). Os dados foram processadose analisados utilizando software
apropriado (FlowJo, TreeStar, EUA) (MINEDO, et al., 2009).



Tabela 1: Anticorpos conjugados

citometria de fluxo.
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com fluorocromos utilizados em ensaios de

Anticorpo Fluorocromo
Anti-CD11b APC-Cy7
Anti-CD11c V450
Anti-MHCI FITC
Anti-MHCII PE
Anti-CD80 APC
Anti-CD86 PE.Cy7

Anti-CLEC7A PE

Anti-CD19 APC-Cy7

Anti-CD3 Pacific Blue
Anti-CD49b APC

4.7.2 Avaliacéo de parasitismo agudo

Para utilizacdo em ensaios de citometria de fluxo os taquizoitos de N. caninum foram
contados e ajustados a 3 x 10" taquizoitos/mL. Posteriormente, foram incubados por 10
minutos a temperatura ambiente ao abrigo da luz com os ésteres CellTrace™ FarRed DDAO-
SE (Invitrogen) ou CellTrace™CFSE (Invitrogen) na concentragdo de 5 uM. Completou-se 0
tubo com RPMI 1640 com 2mM glutamina (Gibco) contendo 10% de soro fetal bovino
(Cultilab), antibiotico/antimicético (Gibco - penicilina 100 U/ml, estreptomicina 100 g/ml e
anfotericina B 0,25 g/ml). Centrifugou-se a 700 x g por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi
desprezado e o pellet ressuspendido em meio RPMI 1640, os taquizoitos foram contados

novamente e utilizados nos respectivos ensaios.

4.7.3 Quantificacdo de ROS e NO

Apos coleta e centrifugagdo do lavado peritoneal de camundongos tratados ou nédo
com Laminarina e infectados por trés dias com taquizoitos viaveis de N. caninum, as células
foram incubadas a 37°C por 30 minutos com as sondas de ROS e NO, 2’,7'-diclorofluresceina
diacetato (DCFH-DA) e 4,5-diacetato de diaminofluoresceina (DAF-2DA), respectivamente.
Apdbs este periodo, as células foram lavadas cinco vezes com PBS, o sobrenadante foi
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desprezado e o pellet ressuspendido em formaldeido 4% para analise por citometria de fluxo
(BD FACSCanto Il, BD Biosciences, EUA).

4.8 Determinacao do parasitismo in vitro por microscopia 6tica

BMDMs de camundongos WT foram plagueados na quantidade de 1x10° células sob
laminulas circulares dispostas em placas de poliestireno de 24 pocos. Posteriormente, as
células foram tratadas ou ndo com Laminarina (Img/mL) durante trés horas. Em seguida,
foram incubadas com taquizoitos viaveis de N. caninum por mais 24 horas. Apos este periodo,
as células foram fixadas com formaldeido 4%, coradas com Azul de Toluidina 0,1%e coladas
em laminas para contagem em microscopio éptico por dois observadores. O parasitismo foi

obtido através da média entre as leituras de dois observadores.

4.9 Avaliacdo da resposta imune humoral: Quantificacéo delgG e subclasses anti-

N. caninum

O método ELISA indireto foi realizado para a deteccdo de anticorpos IgG total, IgG1 e
IgG2a anti-N. caninum em amostras de soros individuais de camundongos imunizados,
segundo o protocolo anteriormente descrito (RIBEIRO et al., 2009). Placas de microtitulacédo
de poliestireno de alta afinidade (Corning Incorporated Costar®, New York, EUA) foram
sensibilizadas (50 pL/po¢o) com antigeno NLA (10 pg/mL) diluido em tampédo carbonato-
bicarbonato 0,06 M (pH 9,6) durante 18 horas a 4°C.

Apos trés lavagens com PBS-T, as placas foram bloqueadas com PBS-T contendo 5%
de leite em pd desnatado (PBS-TM) por 1 hora a temperatura ambiente. Novas lavagens
foram feitas e as placas foram incubadas com amostras de soros (50 pL/pogo) diluidas 1:25
em PBS-TM a 5% para IgG total e PBS-TM a 1% para IgG1 e 1gG2a, por 1 hora (IgG) ou 2
horas (IgG1 e 1gG2a) a 37°C. Soros controles positivos de camundongos experimentalmente
infectados com N. caninum e soros controles negativos (soros de camundongos nao imunes)
também foram incluidos. Em seguida, as placas foram lavadas seis vezes com PBS-T e
incubadas (50uL/poc¢o) com o conjugado anti-IgG de camundongo marcado com peroxidase
(Sigma ChemicalCo.) na diluigdo 1:1000 em PBS-TM a 5% ou com 0s anticorpos secundarios
biotinilados (Caltag Lab. Inc., South San Francisco, EUA) anti-lgG1 de camundongo diluido
1:4000 em PBS-TM a 1% ou anti-lgG2a de camundongo diluido 1:2000 em PBS-TM a 1%.
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Apbs incubagdo por 1 hora a 37°C, as placas foram novamente lavadas e incubadas (50
pL/poco) com estreptavidina-peroxidade (Sigma ChemicalCo.) diluida 1:1000 em PBS-TM a
1%, quando apropriado (para deteccdo de anticorpos 1gG1 e 1gG2a).A reacdo foi revelada
com 0,01 M 2,2'-azino-bis-3-ethyl-benzthiazoline sulfonicacid (ABTS) (BD Biosciences, San
Diego, EUA), e a densidade éptica foi determinada a 405 nm em leitor de placas (Titertek
Multiskan Plus, Flow Laboratories, McLean, EUA).

4.10 Western Blot

Membranas de nitrocelulose contendo antigenos transferidos por eletroforese foram
cortadas em tiras de aproximadamente 3 mm de largura e colocadas em canaletas apropriadas
para reacdo. As tiras foram bloqueadas com PBS-T contendo 5% de leite desnatado por 2
horas a temperatura ambiente e subsequentemente incubadas por 18 horas a 4° com amostras
de soros de camundongos imunizados com NLA associado ou ndo a Laminarina na diluicéo
de 1:100 em PBS-T contendo 1% de leite desnatado (PBS-TM). Posteriormente, as tiras
foram lavadas seis vezes de 5 minutos com PBS-T, e incubadas com os conjugados
enzimaticos anti-lgG de camundongo-peroxidase (diluicdo de 1:500). Ap6s incubacdo por
duas horas a temperatura ambiente e novo ciclo de lavagens como anteriormente descrito, as
tiras foram reveladas pela adicdo do substrato enzimatico 3,3’- tetrahidrocloreto de
diaminobenzidina em tabletes comerciais (Sigma Fast DAB, Sigma Chemical Co.). A reagdo

foi interrompida com &gua destilada quando bandas de coloragcdo marrom foram visualizadas.

4.11 Determinacao da inflamacéao tecidual in vivo

Apos trinta dias de infeccdo, camundongos tratados ou ndo com Laminarina foram
eutanasiados e amostras de sistema nervoso central foram colhidos em formol 10%
tamponado com fosfato e submetidos a procedimentos padréo de inclusdo em parafina, corte e
coloragédo com hematoxilina e eosina (CARDOSO, et al., 2011; RIBEIRO, et al., 2009) para
avaliacdo do dano tecidual através de microscopia Otica. Escores inflamatorios foram
atribuidos a cada corte histoldgico através de unidades arbitrarias: 0-2 leve, 2-4 moderado, 4-6
severo e acima de 6 muito severo (BENEVIDES et al., 2013). SeccGes de tecido cerebral de

animais néo infectados foram usados como controle negativo.
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4.12 Deteccéao de parasitismo cronico por PCR em tempo real

DNA de N. caninum no cérebro de camundongos desafiados foi quantificado por PCR
em tempo real, através do sistema de deteccdo SYBR green, como anteriormente descrito
(WAHAB et al., 2010; CARDOSO et al., 2011). Foram utilizados os seguintes pares de
primers: Forward: 5’-GCT GAA CAC CGT ATG TCG TAA A-3’; Reverse: 5’-AGA GGA
ATG CCA CAT AGA AGC- 3’ (Prodimol Biotecnologia S.A., Belo Horizonte, MG), para
deteccdo da regido Nc5 de N. caninum. A extracdo de DNA foi realizada a partir de 20 mg de
tecido cerebral utilizando o kit de purificacdo de DNA genémico (Wizard®, PromegaCo.,
Madison, EUA), segundo o protocolo recomendado pelo fabricante. A concentracdo de DNA
extraido foi determinada em espectrofotometro UV (260 nm) e ajustada para 200 ng/uL com
agua estéril e livre de DNAse. Os ensaios para quantificar a carga parasitaria cerebral foram
realizados no equipamento de PCR em tempo real (Step One Plus, Applied Biosystems, EUA)
e a contagem de parasitos foi calculada por interpolacdo de uma curva padrdo com
quantidades equivalentes de DNA extraidos de 10’ taquizoitos do isolado Nc-1, que foram

incluidas em cada analise.

4.13 Imunizagao e posterior desafio

Quatro grupos de 10 camundongos foram imunizados intraperitonealmente trés vezes
com intervalo de 21 dias entre as doses com volume de 200 pL/animal de acordo com as
seguintes formulagbes: PBS, Laminarina (LAM), Antigeno lizado de Neospora caninum
(NLA) e Laminarina associada a NLA (NLA + LAM). Amostras de sangue foram coletadas
dos diferentes grupos nos dias 0, 21, 42 e 59 pds-imunizacdo para analise da presenca de
anticorpos especificos no soro. Duas semanas ap6s a Ultima imunizacdo os camundongos
foram desafiados via intraperitoneal com dose letal de N. caninum e monitorados diariamente

por 30 dias para analise de sobrevida.

4.14 Ensaios de Imunoistoquimica

A marcacdo fluorescente do parasito foi realizada em laminas contendo secc¢des de
tecido cerebral. A titulagdo de anticorpos e demais reagentes foram previamente padronizadas
por MINEO et al., (2009) com modificagbes. As laminas foram marcadas com anticorpo

policlonal contra N. caninum (10 pg/ml) obtido de gema de ovo de galinhas imunizadas com
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antigeno lisado de N. caninum (FERREIRA-JUNIOR, et al., 2012). Posteriormente, as
laminas foram incubadas com anti-lgY conjugado com Fitic (Sigma-Aldrich) como anticorpo
secundario de acordo com as instrugcdes do fabricante (1:300). 4,6-Diamidino-2-Fenil Indol,
Diidroclorido - DAPI (2 pg/ml) foi utilizado para marcacdo de nucleos (Life Technologies).
As laminas foram montadas com glicerina tamponada (pH 9.0) e analisadas em microscopio
de fluorescéncia (FSX100, Olympus, Japédo). As amostras foram consideradas positivas
quando marcacao brilhante foi observada nos tecidos analisados, indicando agregados de
parasitos. Controles ndo infectados foram submetidos em paralelo para assegurar a

especificidade do teste.

4.15 Andlise de sobrevida

Camundongos WT e CLEC7A™, ou camundongos selvagens tratados ou ndo com
Laminarina foram infectados com dose letal de taquizoitos vidveis de N. caninum e
monitorados diariamente durante trinta dias em relacdo a sobrevivéncia epeso corporal. Apos
este periodo os animais sobreviventes foram eutanasiados seguindo as normas estabelecidas

pelo Guia Brasileiro de Boas Préticas de Eutanasia em Animais (CFMV, 2013).

4.16. Analise estatistica

A analise estatistica e a construcdo dos graficos foram realizadas utilizando o software
GraphPad Prism versdao 5.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, EUA). Dados foram
expressos em média e desvio padrao e analisados pelo teste One-way ou Two-way ANOVA,
conjuntamente com o post-test de comparacdo multipla de Bonferroni para comparar pares
selecionados de grupos. Todos os resultados foram considerados estatisticamente significantes
para um nivel de p < 0,05. Dados obtidos de citometria de fluxo foram analisados e 0s
gréficos/figuras foram construidos utilizando o software (FlowJo, TreeStar, EUA).
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5. RESULTADOS

5.1 Avaliacdo do papel do receptor CLEC7A na infeccdo in vitro e in vivo por

N.caninum

5.1.1 Expressado de CLEC7A em diferentes tipos de células do exsudato peritoneal

de camundongos C57BL/6 infectados com N.caninum

Buscando avaliar a expressdo do receptor CLEC7A durante a fase aguda da infecgédo
por N. caninum, camundongos WT foram infectados com dose néo letal de taquizoitos viaveis
de N. caninum e a expressdao de CLEC7A na superficie dos diferentes tipos celulares foi
avaliado por citometria de fluxo. Foi observado que os diferentes tipos celulares apresentam
expressao diferenciada deste receptor. Dentre os diferentes tipos celulares analisados no
exsudato peritoneal, a expressdo de CLEC7A apresentou-se alterada apds a infec¢do por N.
caninum apenas em macréfagos, células dendriticas e células polimorfonucleares. O Unico
fendtipo celular que demonstrou aumento na expressdo de CLEC7A mediante o desafio
infeccioso foram as células dendriticas (CD11b*CD11c", em gate de mondcitos), em que
praticamente toda a populacdo passou apresentar altos niveis de CLEC7A (Figura 3A). Ja em
macréfagos (CD11b"CD11c’, em gate de mondcitos; Figura 3B), de forma geral, houve uma
reducdo na expressao deste receptor, que apresentava-se com baixa expressao homogénea
nesta populacdo anteriormente ao desafio infeccioso. Mediante a infeccdo experimental,
apenas uma pequena parcela das células aumentaram a expressdo de CLEC7A, enquanto as
demais células tornaram-se negativas. Ainda em relacdo as células de origem mieldides, foi
observado que a populacdo de neutrofilos elicitados durante a infeccdo(CD11b+, em gatede
células polimorfonucleares) apresentou drasticareducdo na expressdo de CLEC7A (Figura
3C). As linhagens linfociticas, compostas por células Natural Killer (CD3'CD49b*, Figura
3D), linfécitos T (CD3"CD197; Figura 3E) e B (CD3'CD19"; Figura 3F),nd0 apresentaram
expressdao de CLEC7A em camundongos naive e infectados experimentalmente com N.

caninum.



Células (%)

A Células Dendriticas

Controles ndo marcados
Néo infectados (MIF = 1270)
Infectados (MIF = 3933)

Células NK

Controles nao marcados
Nao infectados (MIF = 174)
Infectados (MIF = 63)

= Macréfagos

Controles ndo marcados
Néo infectados (MIF = 614)
Infectados (MIF = 406)

Linfocitos T

Controles ndo marcados
Néo infectados (MIF = 87)
Infectados (MIF = 107)

C Polimorfonucleares

Controles ndo marcados
Néo infectados (MIF = 731)
Infectados (MIF = 261)

Linfécitos B

Controles ndo marcados
Né&o infectados (MIF = 72)
Infectados (MIF = 86)

CLECT7A(PE)
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Figura 3: Caracterizacdo da expressdao de CLEC7A em células do exsudato peritoneal de
camundongos. Camundongos da linhagem C57BL/6 foram infectados com dose néo letal de
N. caninum e a expressdo de CLECT7A avaliada ap06s trés dias de infeccdo por citometria de
fluxo. (A — E) sdo histogramas representativos de cada linhagem de células analisada. Em (A)
observa-se uma maior expressao de CLEC7A em células dendriticas (CD11c+, CD11b+)
durante a infeccdo; (B) representa uma reducdo na expressdao de CLEC7A em macrofagos
(CD11b+), contudo uma pequena parte destes macrofagos apresentam maior expressdo do
receptor, demonstrando uma heterogeneidade na expressdo do mesmo em macrofagos; (C)
representa uma maior expressdo de CLEC7A em células “Natural Killer” (CD49b+). Nos
demais tipos celulares: (D) Polimorfonucleares , (E) Linfocitos T e (F) Linfocitos B ndo se

tém diferengas na expressdo de CLEC7A durante a infec¢do por N. caninum.
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5.1.2 Producéo de citocinas por macrofagos e células dendriticas

Uma vez observado que macrofagos e células dendriticas apresentam alteracdes
expressivas na expressdo de CLEC7A durante a infeccdo aguda por N. caninum, estas células
foram adotadas como modelo experimental para andlise in vitro das diferentes moléculas

envolvidas na resposta imune inata contra este protozoario.

Com intuito de avaliar a relacdo de CLEC7A com a producédo de citocinas in vitro,
macréfagos(BMDM) e células dendriticas (BMDC) foram diferenciados de medula 6ssea de
camundongos WT e CLEC7A™ e incubadas ou n&o com taquizoitos viaveis de N. caninum
por 24 horas. A produgdo de citocinas foi quantificada pelo método de ELISA no
sobrenadante de cultura celular. Ao contrario do observado em relacdo a expressdo de
CLEC7A em células peritoneais durante a infeccdo por N. caninum, onde células dendriticas
apresentam maior expressao do receptor, a producdo diferencial das citocinas analisadas
mediante a infeccdo por N. caninum em animais WT e CLEC7A™ mostrou-se semelhante nos
dois tipos celulares(BMDM - Figura 4; BMDC - Figura 5).

Quando avaliado a influéncia de CLEC7A na producéo de citocinas, foi observado que
este receptor apresenta um papel imunomoduladordurante a infecgdo por N. caninum, uma
vez que células obtidas de camundongos CLEC7A™ apresentam maior producéo de IL-1p, IL-
6, IL-12p40, TNF-a e IL-10.

Com a intenséo de se confirmar os resultados obtidos in vitro, camundongos WT e
CLEC7A™ foram infectados com dose nio letal de taquizoitos viaveis de N. caninum e a
producdo de 1L-12p40 foi detectada pelo método de ELISA no fluido do lavado peritoneal e
em homogenato de bago realizados apds trés dias de infec¢do. Os resultados apresentam que a
concentragdo de IL-12p40 é significativamente maior tanto no lavado peritoneal (Figura 6A)
quanto no homogenato de baco (Figura 6B) de animais CLEC7A™".
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Figura 4: Macréfagos CLEC7A™ apresentam maior producédo de diferentes citocinas
guando incubados com taquizoitos de N. caninum. Macré6fagos derivados de medula 6ssea
de camundongos C57BL/6 selvagens e CLEC7A™ foram incubados por 24 horas com
taquizoitos viaveis de N. caninum (MOI: 1) e a producéo de citocinas avaliada por ELISA.
Observa-se que macréfagos CLEC7A™ apresenta producdo de (A) IL-12p40, (B) IL-10, (C)
IL-6, (D) TNFa, (E) IL-1B. Os resultados foram apresentados em média = SD. *** indica

relevancia estatistica em que p< 0.001.
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Figura 5: Células Dendriticas CLEC7A” apresentam maior producdo de diferentes
citocinas quando incubados com taquizoitos de N. caninum. Células dendriticas derivadas
de medula 6ssea (BMDC) de camundongos C57BL/6 selvagens e CLEC7A™ foram
incubados por 24 horas com taquizoitos vidveis de N. caninum (MOI: 1) e a producdo de
citocinas avaliada por ELISA. Observa-se que BMDC CLEC7A™ apresenta producdo de (A)
IL-12p40, (B) IL-10, (C) IL-6, (D) TNFa, (E) IL-1p. Os resultados foram apresentados em
média + SD. *** indica relevancia estatistica em que p< 0.001.
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Figura 6: Producdo de IL-12p40 durante a fase aguda da infecgdo por N. caninum.
Camundongos C57BL/6 WT e CLEC7A™ foram infectados com dose néo letal de taquizoitos
de N. caninum. Apds trés dias de infeccdo foi realizado o lavado peritoneal (A) e a retirada do
baco (B) para deteccdo de 1L12p40 por ELISA. Observou-se que tanto no lavado peritoneal
qguanto no homogenato de bago existe uma maior concentracdo de IL-12p40 em animais
CLEC7A™. Os resultados foram apresentados em média + SD. ** indica relevancia estatistica

em que p< 0.01.
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5.1.3 Expressdo de moléculas co-estimulatdriase de apresentacédo de antigenos em

macrdéfagos

Durante o processo de apresentacdo de antigenos, crucial para a inducdo de uma
resposta imune adaptativa adequada para o controle da infeccdo, as moléculas co-
estimuladoras s&o pecas-chave nesta importante sinapse imunoldgica. Assim, a expressdo de
CD80 e CD86 foi observada em BMDMs WT e CLEC7A™ ap6s 24 horas de incubacdo com
taquizoitos de N. caninum. Observou-se que constitutivamente BMDMs CLEC7A™
expressam menor quantidade de CD80, demonstrando uma correlacdo entre a expressao deste
receptor e a presenca de CD80 (Figura7). Observou-se também que BMDMs WT,quando
infectados por N. caninum, apresentam uma redugdo pouco significativa da expressdo de
CD80, podendo ser um mecanismo de modulacdo da resposta imune pelo protozoario. No
entanto, macréfagos CLEC7A™ quando incubados com taquizoitos de N. caninum apresentam
um aumento bastante expressivo da molécula CD80 em sua superficie, sugerindo uma maior
habilidade destes BMDMs na ativacéo da resposta imune. Quando se avalia a expresséo de
CD86, observa-se que constitutivamente ndo se tem diferencas expressivas na expressao desta
molécula nos diferentes tipos celulares aqui estudados. Apos incubacdo destas células com
taquizoitos de N. caninum, a expressdo de CD86 torna-se aumentada em BMDMs de ambas
as origens (WT e CLEC7A™), mostrando que CLEC7A néo esta diretamente relacionado com

a expressdo desta molécula co-estimulatoria (Figura 8).

Objetivando avaliar a influéncia de CLEC7A na expressdo de moléculas do complexo
principal de histocompatibilidade (MHCI e MHCII), BMDMs WT e CLEC7A™ foram
incubados por 24 horas com taquizoitos vidveis de N. caninum e a expressao destas moléculas
avaliadas por citometria de fluxo. Foi observado que em células ndo infectadas a expressédo
MHCII é semelhante em BMDMs WT e CLEC7A™. Apé6s a incubagdo com N. caninum,
observa-se que ambos os tipos de BMDMs apresentam um aumento na expressdao de MHCII.
No entanto, macréfagos CLEC7A™ apresentam um aumento um pouco mais expressivo desta
molécula apresentadora de antigenos (Figura 9). Quanto a expressao de MHCI em BMDMs
WT e CLEC7A™, foi observado que em células ndo infectadas a expressdo é semelhante em
ambos os tipos celulares. Entretanto, a incubacdo com taquizoitos de N. caninum induz uma
maior expresséo de MHCI tanto em BMDMs WT quanto em CLEC7A™. Contudo, BMDMs
WT apresentam um aumento ligeiramente superior de MHCI do que BMDMs CLEC7A™
(Figural0).



