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Figura 7: Expressdo da molécula co-estimuladora (CD80) em macro6fagos incubados
com taquizoitos de N. caninum. BMDM s selvagens (WT) e CLEC7A nocaute (CLEC7A™)
foram incubados por 24 horas com taquizoitos viaveis de N. caninum (MOI:1) e a expressdo

de CD80 foi avaliada por citometria de fluxo. Os resultados séo apresentados na forma de

graficos “Pseudocolor” de uma amostra representativa de trés experimentos independentes.
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Figura 8: Expressdo da molécula co-estimuladora (CD86) em macro6fagos incubados
com taquizoitos de N. caninum. BMDMs selvagens (WT) e CLEC7A nocaute (CLEC7A™)
foram incubados por 24 horas com taquizoitos viaveis de N. caninum (MOI:1) e a expressao

de CD80 foi avaliada por citometria de fluxo. Os resultados sdo apresentados na forma de

graficos “Pseudocolor” de uma amostra representativa de trés experimentos independentes.
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Figura 9: Expressdo da molécula do complexo principal de histocompatibilidade
(MHCII) em macrdéfagos incubados com taquizoitos de N. caninum. BMDMs selvagens
(WT) e CLEC7A nocaute (CLEC7A™) foram incubados por 24 horas com taquizoitos viaveis
de N. caninum (MOI:1) e a expressdo de MHCII foi avaliada por citometria de fluxo. Os
resultados s3o apresentados na forma de graficos “Pseudocolor” de uma amostra

representativa de trés experimentos independentes.
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Figura 10: Expressdo da molécula do complexo principal de histocompatibilidade
(MHCI) em macro6fagos incubados com taquizoitos de N. caninum. BMDMs selvagens
(WT) e CLEC7A nocaute (CLEC7A™) foram incubados por 24 horas com taquizoitos viaveis
de N. caninum (MOI:1) e a expressdo de MHCI foi avaliada por citometria de fluxo. Os
resultados sdo apresentados na forma de graficos “Pseudocolor” de uma amostra

representativa de trés experimentos independentes.
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5.1.4 Parasitismo in vitro

Com objetivo de avaliar o parasitismo celular in vitro, BMDMs WT e CLEC7A”
foram incubados por 24 horas com taquizoitos viaveis de N. caninum marcados com DDAO.
O parasitismo celular foi avaliado por citometria de fluxo através da quantificacdo da
marcagdo dos taquizoitos por DDAO. Os resultados apresentam que macréfagos CLEC7A™
sd80 menos parasitados que macrofagos WT, demonstrando uma menor susceptibilidade de
macrofagos deficientes em reconhecimento de glicanosna infeccdo por N. caninum (Figura
11).

5.1.5 Parasitismo in vivo

Apds observar uma maior producdo da citocina pro-inflamatoria IL-12p40 na
fase aguda da infeccdo por N. caninum em camundongos CLEC7A™ e também por BMDMs e
BMDCs CLEC7A™, o parasitismo agudo e cronico foi avaliado. Para tal, camundongos WT e
CLECT7A™ foram infectados com dose néo letal de taquizoitos de N. caninum marcados com
CFSE. Apos trés dias de infeccdo o lavado peritoneal foi realizado e células duplo positivas:
CD11b+/CFSE+ foram quantificadas. Observou-se entdo que macrdéfagos peritoneais de
camundongos CLEC7A™ apresentam menor parasitismo agudo, uma vez que a porcentagem
de células CFSE+ apresentou-se reduzida neste grupo (Figura 12). Outro lote de animais foi
separado em grupos de animais infectados ou ndo com taquizoitos de N. caninum néo
marcados e acompanhados diariamente por trinta dias. Apds este periodo os animais foram
eutanasiados e a quantificacdo da carga parasitaria foi avaliada pelo método de PCR em
tecido cerebral. Semelhante aos dados obtidos em relagdo ao parasitismo agudo,
camundongos CLEC7A™ apresentam carga parasitaria significantemente menor na fase

cronica da infecgdo (Figura 13).
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Figura 11: Parasitismo in vitro em macréfagos WT e CLEC7A™”. BMDMs selvagens
(WT) e CLEC7A nocaute (CLEC7A™) foram incubados por 24 horas com taquizoitos viaveis
de N. caninum (MOI:1) marcados com DDAO. (A-C) sdo fotomicrografias ilustrativas, em
que (A) apresenta macrofagos ndo infectados, (B) macréfagos WT, apresentando maior
quantidade de células infectadas — marcacio em vermelho, (C) macréfagos CLEC7A™ com
menor marcacdo — menor parasitismo. Em (D) observa-se dados adquiridos de ensaio de
citometria de fluxo, onde se tem uma menor intensidade média de fluorescéncia (menor

quantidade de parasitos) em macréfagos CLEC7A™. Os resultados foram apresentados em
média + SD. ** indica relevancia estatistica em que p< 0.01.
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Figura 12: Parasitismo agudo em macro6fagos peritoneais. Camundongos C57BL/6 WT e
CLEC7A™ foram infectados com dose ndo letal de taquizoitos viaveis de N. canium marcados
com CFSE. Apos trés dias de infecgdo foi realizado o lavado peritoneal e a quantificacdo das
células duplo positivas (CD11b+/CFSE+) por citometria de fluxo. Em (A) observa-se
macrofagos de animais WT com uma maior porcentagem de células CFSE+. (B) apresenta
macréfagos de animais CLEC7A” com menor porcentagem de células infectadas. Os
resultados sdo apresentados na forma de graficos “Pseudocolor” de uma amostra

representativa de trés experimentos independentes.
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Figura 13: Parasitismo cronico em camundongos CLEC7A™". Camundongos C57BL/6 WT
e CLEC7A™ foram infectados com dose néo letal de taquizoitos vidveis de N. canium. Apés
trinta dias de infeccdo os animais foram eutanasiados e a carga parasitaria quantificada por
PCR. Observa-se que animais CLEC7A” apresentam menor parasitismo cerebral. Os
resultados foram apresentados em média + SD. *** indica relevancia estatistica em que p<
0.001.



57

5.1.6 Sobrevida

Uma vez observado que o receptor CLEC7A apresenta papel importante na resposta
imune inata frente & infeccdo por N. caninum, onde células CLEC7A™ apresenta maior
producdo de citocinas pré-inflamatorias (IL-12p40, TNF-a e IL-1B), maior expressdo de
moléculas importantes nas sinapses imunoldgicas como CD80 e MHCII; e que animais
CLEC7A™ apresenta maior producéo de IL-12p40, menor parasitismo agudo e cronico. O
préximo passo foi avaliar a susceptibilidade de animais CLEC7A” frente & infecgdo por N.
caninum. Para isso, camundongos WT e CLEC7A” foram infectados com dose letal de
taquizoitos de N. caninum e acompanhados por trinta dias. Foi observado que animais
CLECT7A™ apresentam maior sobrevida que WT, demonstrando que a via de reconhecimento

de CLECTA esté envolvida na patogénese da infeccdo por N. caninum (Figure 14).
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Figura 14: Camundongos CLEC7A™ apresentam maior sobrevida frente & infeccdo por
N. caninum. Camundongos C57BL/6 WT e CLEC7A™ foram infectados com dose letal de
taquizoitos viaveis de N. caninum e acompanhados diariamente durante trinta dias. Resultado
representativo de trés experimentos independentes.* indica relevancia estatistica em que p<
0.05.
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5.2 CLEC7A como um alvo para o desenvolvimento de medidas terapéuticas na

infeccédo por Neospora caninum

Como observado nos resultados acima apresentados, onde CLEC7A apresenta funcéo
modulatoria da resposta imune frente a N. caninum, o uso de um bloqueador de CLEC7A

(Laminarina) como possivel agente terapéutico na infeccdo por este protozoario foi avaliado.

5.2.1 O tratamento com Laminarina induz maior producéo de IL-12p40 e espécies
reativas de oxigénio (ROS) na infecgdo aguda por N. caninum

Objetivando avaliar o papel de Laminarina na producdo de 1L-12p40, ROS e NO em
ensaios in vivo, camundongos C57BL/6 do tipo selvagem foram tratados ou ndo com
Laminarina por sete dias e infectados no terceiro dia de tratamento. Ap6s trés dias de infecgdo
foi realizado o lavado peritoneal para a quantificacdo da producéo de IL-12p40 pelo método
ELISA no fluido do lavado peritoneal, e a quantificacdo da producdo de ROS e NO através da
incubacdo de células advindas do lavado peritoneal com as sondas DHCF-2DA e DAF-2DA,
respectivamente. Os resultados apresentaram que animais tratados com Laminarina
apresentam maior producdo de I1L-12p40 no periténio (Figura 15), similarmente ao observado
em animais CLEC7A™ (Figura 6A). Em relacdo a producdo de ROS, foi verificado que
animais tratados com Laminarina apresentam maior porcentagem de células produtoras desta
molécula (Figura 16A) e maior intensidade de producdo de ROS por células do peritnio
(Figura 16B). Entretanto, outra molécula efetora também descrita como importante no
controle das infec¢des por protozoarios, o 0xido nitrico — NO, ndo apresentou diferencas em
relacdo a porcentagem de células produtoras de NO (Figura 16C), nem em relacdo a
intensidade de producéo desta molécula pelas células analisadas (Figura 16D).
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Figura 15: O tratamento com Laminarina aumenta a producéo de 1L-12p40 durante a
fase aguda da infecgdo por N. caninum. Camundongos C57BL/6 foram tratados ou ndo com
laminarina e infectados com dose ndo letal de taquizoitos de N. caninum. Apoés trés dias de
infeccdo foi realizado o lavado peritoneal e a quantificacdo de IL-12p40 por ELISA. Os

resultados foram apresentados em média + SD. * indica relevancia estatistica em que p< 0.05.



A
80
£ 60 e
+
S
40+
N ~
NG
=] o
= 201
c U L
0 15 30
Tempo (min)
C
40
= 30-
i3 B |
S 20 000 P
o~
“w
<
a 10- -o- PBS
-~ Laminarina
c M L) L)
0 15 30
Tempo (min)

DHCF-2DA (MIF)

@

2000,

1500+

1000+

8
e

O

DAF-2DA (MIP

61

900+

800+

700

600+

500+

400

15 30

Tempo (min)

15 30

Tempo (min)

Figura 16: O tratamento com Laminarina aumenta a producdo de ROS em células do lavado peritoneal de camundongos na fase aguda
da infeccdo por N. caninum. Camundongos C57BL/6 foram tratados ou ndo com Laminarina e infectados com taquizoitos viaveis de N.

caninum. Apos trés dias de infeccdo foi realizado o lavado peritoneal e a quantificacdo da produgdo de ROS e NO por citometria de fluxo. Em

(A) observa-se porcentagem de células produtoras de ROS e em (B) observa-se intensidade de produgdo de ROS por células de animais tratados

com Laminarina. Em (C) porcentagem e em (D) intensidade de producéo de NO por células peritoneais ndo difere quando tratado ou ndo com

Laminarina.
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5.2.2 O tratamento de macrdfagos com Laminarina reduz o parasitismo

Com o objetivo de avaliar a influencia de Laminarina no parasitismo celular in vitro,
macrofagos derivados de medula 6ssea de camundongos C57BL/6 foram tratados ou ndo com
Laminarina por 3 horas e incubados com taquizoitos viaveis de N. caninum por mais 24 horas,
posteriormente as células foram fixadas com formaldeido 3%, e coradas com Azul de
Toluidina. O parasitismo celular foi determinado por avaliacdo de dois microscopistas
independentes. Foi observadoque macrofagos tratados com Laminarina apresentam menor
guantidade de taquizoitos em seu citoplasma, refletindo uma menor susceptibilidade destas

células a infecgdo por N. caninum (Figura 17).

5.2.3 CLEC7A modula a producao de ROS, uma molécula importante no controle

da infeccdo por N. caninum

Objetivando avaliar o papel de ROS durante a infec¢cdo por N. caninum, camundongos
C57BL/6 selvagens (WT) e NOX2 nocaute (NOX2") — deficientes naproducdode ROS -
foram infectados com taquizoitos vidveis de N. caninum marcados com CFSE (N. caninum-
CFSE+) e o parasitismo agudo avaliado apds trés dias infeccdo pela quantificacdo de células
peritoneais CFSE positivas através de citometria de fluxo. Foi observado que animais NOX2™""
apresentam maior parasitismo, demonstrando a importancia de ROS no controle da infeccao
(Figura 18). Como o tratamento com Laminarina induz maior producdo de ROS no peritonio
de camundongos, o préximo passo foi avaliar se CLEC7A estd realmente envolvido na
modulacdo da producdo de ROS em animais ndo tratados com Laminarina. Assim,
camundongos WT e NOX2™ foram tratados com Laminarina e infectados com taquizoitos de
N. caninum-CFSE+. As analises de citometria de fluxo apresentaram uma reducdo no
parasitismo de camundongos WT tratados com Laminarina (Figura 19A e 19B), o que ndo é
observado em animais NOX2" (Figuras 19C e 19D), demonstrando que CLEC7A esta
relacionado com a modulacdo da producdo de ROS em células do peritdnio de camundongos

na fase aguda da infeccdo por N. caninum.



63

. o
. J,?’ g N 3 0 20 40 60
&7 ! ’x -y

e © e

b Células infectadas (%)

Figura 17: O tratamento com laminarina reduz o parasitismo in vitro. (A-C)
Fotomicrografias representativas de macrdéfagos derivados de medula 6ssea de camundongos
C57BL/6 (BMDMs), incubados por 24 horas com taquizoitos viaveis de N. caninum (MOI 3).
(A) macréfagos ndo infectados, (B) macréfagos ndo tratados com Laminarina, as setas
apontam células contendo grande numero de parasitos no citoplasma, (C) macréfagos tratados
com laminarina (1000 pg/ml) apresentam quantidade reduzida de taquizoitos intracelulares.
Em (D) grafico demonstrativo da reducdo do parasitismo em macrofagos tratados com
laminarina. Os resultados foram apresentados em média + SD. * indica relevancia estatistica

em que p< 0.05.
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Figura 18: A producéo de espécies reativas de oxigénio é crucial para o controle
do parasitismo na infeccdo por N. caninum. Camundongos C57BL/6 selvagens
(WT) e geneticamente deficientes de NOX2 (NOX2") foram infectados com
taquizoitos viaveis de N. caninum marcados com CFSE. Apds trés dias de infecgdo foi
realizado o lavado peritoneal e a quantificacdo de células CFSE+. Observa-se que
animais NOX2™, que apresentam auséncia da principal via de inducdo de ROS,
apresentam maior parasitismo agudo. Os dados foram expressos na forma de

histograma representativo de dois experimentos independentes.
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Figura 19: Neospora caninum modula a producao de espécies reativas de oxigénio
por meio de CLEC7A favorecendo sua proliferacdo. Camundongos C57BL/6
selvagens (WT) e deficientes na producdo de ROS (NOX2™) foram tratados ou néo
com laminarina e infectados com taquizoitos viaveis de N. caninum marcados com
CFSE. Apoés trés dias de infeccdo foi realizado o lavado peritoneal e a quantificacéo de
células CFSE+. (A) histograma representativo e (B) grafico demonstrando parasitismo
em animais WT tratados com Laminarina. (C) histograma representativo e (D) grafico
demonstrando o parasitismo em células peritoneais de camundongos NOX2". Os
resultados foram apresentados em média = SD. * indica relevancia estatistica em que
p< 0.05.
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5.2.4 Parasitismo e Inflamacéo in vivo apds tratamento com Laminarina

Visto que o tratamento com Laminarina induz maior producdo de IL-12p40 e maior
producdo de ROS no peritonio de camundongos infectados com N. caninum, a influéncia da
administracdo de Laminarina no parasitismo agudo foi entdo avaliado. Para tal, camundongos
C57BL/6 do tipo selvagem foram tratados ou ndo com Laminarina e infectados com
taquizoitos vidveis de N. caninum-CFSE+. Apos trés dias de infeccdo foi realizado o lavado
peritoneal seguido pela andlise das células obtidas por citometria de fluxo. Os resultados
revelam que animais tratados com Laminarina apresentam menor parasitismo agudo (Figura
20A e B), de forma semelhante aos dados obtidos com animais CLEC7A™” (Figura 12). Uma
vez observado a reducdo no parasitismo agudo em animais tratados com Laminarina, a analise
do parasitismo e inflamacé&o cronicos em tecido cerebral foram realizados por PCR e técnica
histolégica de H&E, respectivamente. Os resultados apresentaram que a reducdo no
parasitismo agudo observado anteriormente refletiu em uma menor carga parasitaria na fase
cronica da infec¢do por N. caninum, visto que animais tratados com Laminarina apresentam
quantidades infimas de DNA do parasito no cérebro, quando comparado com animais nao
tratados (Figura 21A). Como consequéncia de uma reduzida carga parasitaria no cérebro,

observou-se uma reducdo significativa da inflamacéo cerebral (Figura 21B).

5.2.5 Producdo de anticorpos especificos anti-Neospora caninum em camundongos

tratados ou ndo com Laminarina

Objetivando avaliar a influéncia da administracdo de Laminarina na producdo de
anticorpos especificos anti-N. caninum, camundongos C57BL/6 WT foram tratados ou ndo
com Laminarina durante sete dias e infectados com taquizoitos vidveis de N.caninum no
quarto dia de tratamento. Amostras de soro foram coletadas a cada dez dias apos a infec¢éo, e
a producéo de IgG total e suas subclasses (IgG1 e 1gG2a) foram avaliadas por ELISA. Os
resultados apresentam que existe uma predominancia da subclasse 1gG1 durante a infeccéo
por este protozoario em todos os grupos. No entanto, animais tratados com Laminarina
apresentam menor produgdo de IgGl (Figura 22),culminado em uma maior relagédo
IgG2a/lgG1, caracteristico das respostas imunes com predominancia de um padrdo Thil,

critico no controle da infeccdo por protozoarios intracelulares.
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Figura 20: O tratamento com Laminarina reduz o parasitismo agudo por Neospora
caninum.Camundongos C57BL/6 foram tratados ou ndo com Laminarina e infectados com
taquizoitos viaveis de N. caninum marcados com CFSE. Apo6s trés dias de infecgdo foi
realizado o lavado peritoneal e a quantificacdo de células CFSE+. (A) Parasitismo peritoneal
de camundongos tratados ou ndo com Laminarina (B) histograma representativo do
parasitismo em camundongos tratados com Laminarina (Azul) e ndo tratados (Branco). Os

resultados foram apresentados em média + SD. * indica relevancia estatistica em que p< 0.05.



68

>
w
o

DNA (pg/ng de tecido)

o

Escore Inflamatorio

Figura 21: O tratamento com Laminarina reduz o parasitismo cronico e
inflamac&o cerebral por Neospora caninum.Camundongos C57BL/6 tratados ou néo
com Laminarina e infectados com taquizoitos vidveis de N. caninum foram
acompanhados durante 30 dias. (A) animais tratados com Laminarina apresentam
reducdo na carga parasitaria cerebral. (B) Fotomicrografia ilustrativa do cérebro de
animal tratado com Laminarina e em (C) de camundongo ndo tratado. (D) Escore
inflamatdério de animais tratados ou ndo com Laminarina. (E) Fotomicrografia
ilustrativa de foco inflamatorio de cérebro de animal ndo tratado e (F) Tratado com
Laminarina. Os resultados foram apresentados em média + SD. * indica relevancia

estatistica em que p< 0.05.
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Figura 22: O tratamento com Laminarina reduz a producéo de anticorpos IgG1l durante a infeccdo por N. caninum. Camundongos
C57BL/6 foram tratados ou ndo com Laminarina e infectados com dose ndo letal de taquizoitos viaveis de N. caninum. Amostras de soro foram
obtidos nos dias 10, 20 e 30 pos-infeccao para quantificacdo da producédo de (A) IgG total, (B) 1gG1 e (C) 1gG2a por ELISA. Os resultados foram

apresentados em média + SD. * indica relevancia estatistica em que p< 0.05, e *** p<0.001.
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5.2.6 O tratamento com Laminarina aumenta a sobrevida de camundongos

infectados com N. caninum

Como demonstrado em nossos resultados, o tratamento com Laminarina induz
um aumento de citocinas pro-inflamatorias, assim como um aumento na producéo da
molécula efetora ROS e consecutivamente uma diminuicdo do parasitismo celular e
tecidual. Assim, nds procuramos elucidar se realmente o tratamento com Laminarina
induz protegdo em camundongos infectados com N. caninum. Para isso, camundongos
C57BL/6 foram tratados por sete dias com Laminarina e inoculados no quarto dia de
tratamento com uma dose letal de taquizoitos viaveis de N. caninum. Os animais
foram acompanhados diariamente por trinta dias para analise da curva de sobrevida.
Os resultados apresentam que o tratamento com Laminarina resgata 50% dos animais
desafiados com dose letal de N. caninum (Figura 23A). Adicionalmente, camundongos
sobreviventes deixaram de apresentar sintomas clinicos e voltaram a ganhar peso

corporal (Figura 23B).
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Figura 23: Camundongos tratados com Laminarina apresentam maior sobrevida
frente a infecc@o por N. caninum. Camundongos C57BL/6 selvagens foram tratados
ou ndo com laminarina e infectados com dose letal de taquizoitos vidveis de N.
caninum. Diariamente, durante trinta dias os animais foram acompanhados quanto a
sobrevida e peso corporal. Observa-se que o tratamento com laminarina resgata 50%
dos animais desafiados (A) e que os animais sobreviventes voltam a ganhar peso
corporal normalmente (B). Resultado representativo de trés experimentos

independentes. *indica relevancia estatistica em que p< 0.05.
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5.3 CLEC7A como um alvo para o desenvolvimento de medidas profilaticas na

infecgdo por Neospora caninum

5.3.1 Producao de anticorpos anti-Neospora caninum por camundongos

imunizados com NLA associado ou ndo a Laminarina

Com intuito de avaliar a capacidade adjuvante de Laminarina, camundongos C57BL/6
selvagens foram imunizados com trés doses de NLA ou NLA associado a Laminarina com
intervalo de 21 dias entre cada dose.Durante este periodo os animais foram acompanhados
sorologicamente por ELISA. Foi verificado que a imunizagdo com a associa¢do (Laminarina
+ NLA) ndo induz diferencas em relacdo a quantidade de anticorpos da classe 19G (Figura
24). Contudo, animais imunizados com NLA associado a Laminarina apresentam a
capacidade de reconhecer maior quantidade de fracGes antigénicas, especialmente as de alto
peso molecular, fato este ndo observado em animais imunizados apenas com NLA (Figura
25).

5.3.2 A imunizacdo com NLA associado a Laminarina resgata animais da infeccdo

por N. caninum

Como animais imunizados com a associacdo entre NLA e Laminarina apresentam
melhor capacidade de reconhecimento antigénico. O potencial de protecdo desta imunizacao
foi testado através do desafio de animais imunizados com NLA+Laminarina ou somente NLA
com dose letal de N. caninum. Foi observado que a associacdo entre NLA+Laminarina resgata
33% dos camundongos desafiados (Figura 26) mostrando prote¢cdo moderada conferida pela

simples administracdo de Laminarina em conjunto com NLA.
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Figura 24: A associacdo de Laminarina com antigeno lisadode N. caninum (NLA) em protocolo de imunizacdo nado influéncia na
producédo de anticorpos da classe 1gG.Camundongos C57BL/6 foram imunizados com trés doses de PBS, Lam, NLA ou Lam+NLA, com
intervalo de 21 dias entre cada imuniza¢do. Amostras sanguineas foram coletadas nos dias 0, 21, 42 e 59 apds a primeira imunizacdo para

deteccdo da producéo de (A) IgGtotal, (B) 1gG1 e (C) IgG2a por ELISA. Os resultados foram apresentados em média + SD.
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Figura 25: A associacdo entre Laminarina e antigenos lisadosde N. caninum (NLA) em
protocolo de imunizagdo aumenta a capacidade de reconhecimento antigénico por
anticorpos da classe 1gG. Camundongos C57BL/6 foram imunizados com trés doses de PBS,
Lam, NLA ou Lam+NLA, com intervalo de 21 dias entre cada imunizacdo. Amostras de soro
foram obtidas nos dias 0, 21, 42 e 59 ap6s a primeira imunizagdo para andlise do perfil de
reconhecimento antigénico. Imunoblotting ilustrativo de amostras obtidas de um animal de
cada grupo (NLA ou NLA+Lam). (-) Camundongo imunizado apenas com NLA e (+)

Camundongo imunizado com NLA associado a Laminarina.
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Figura 26: A imunizacdo com antigenos lisados de N. caninum (NLA) associado a
Laminarina aumenta a sobrevida de camundongos desafiados com N. caninum.
Camundongos C57BL/6 foram imunizados com trés doses de PBS, Lam, NLA ou Lam+NLA,
com intervalo de 21 dias entre cada imunizagdo. Quinze dias apds a ultima imunizacdo 0s
animais foram desafiados com dose letal de taquizoitos viaveis de N. caninum e
acompanhados diariamente por trinta dias. Observa-se que a associacdo entre NLA e
Laminarina resgata 33% dos animais desafiados. *indica relevancia estatistica em que p<
0.05.
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6. DISCUSSAO

O receptor CLECT7A é expresso principalmente por células de origem miel6ides como:
macrdfagos, células dendriticas e neutrofilos. No entanto, sua expressdo foi também
identificada em linfécitos B e T, sendo que nestas células de origem linfoide este receptor
aparentemente nao apresenta funcdes definidas (WILLMENT et al., 2005). O objetivo deste
trabalho foi avaliar o papel deste receptor na resposta imune frente a infeccdo por N.
caninum.Assim o primeiro passo foi avaliar a expressdo deste receptor em diferentes tipos
celularesdurante a infeccdo por este protozoario. Foi verificado que células dendriticas,
macrofagos, células Natural Killer e Polimorfonucleares apresentam maior expressdo deste
receptor em animais naive, sendo estes resultados concordantes com os dados ja descritos na
literatura. Curiosamente, foi observado que durante a infeccdo por N. caninum o perfil de
expressdo de CLEC7A nos diferentes tipos celulares é alterado, sendo que células dendriticas
passam a expressar maior quantidade de CLEC7A em sua superficie, diferentemente dos
demais tipos celulares. Ja macrofagos, de forma geral, apresentam uma reducdo na expressao
deste receptor, apenas uma pequena porcentagem da populacdo destas células apresentam
aumento na expressdo de CLEC7A. Assim, estes dados nos levam a inferir que CLEC7A

pode ter papel importante na resposta imune contra N. caninum.

Como macréfagos e células dendriticas sdo os principais tipos celulares que sofrem
alteracdes na expressdo de CLEC7A durante a infeccdo por N. caninum, a producdo de
citocinas por estes dois tipos celulares foi avaliado. Observou-se que macréfagos e células
dendriticas apresentam perfil de producdo de citocinas semelhante, sendo que células
dendriticas produziram maiores concentracdes de todas as citocinas, conforme esperado. A
presenca de CLEC7A em ambas as células apresenta a funcdo de modular para uma menor
producéo de todas as citocinas avaliadas (IL-1p, IL-6, IL-10, IL-12p40 e TNFa), uma vez que
macréfagos e células dendriticas CLEC7A™ apresentam maiores concentraces destas

citocinas.

O papel deste receptor na ativagédo celular e inducao de producéo de citocinas tém sido
avaliado na infeccdo por diferentes patdgenos e tem apresentado padrdes diferenciados para
cada um. Devido ao seu carater de reconhecer glicanos, CLEC7A é muito estudado nas
infeccbes causadas por fungos, principalmente Candida albicans, Paracoccidioides

brasiliensis e também nas infec¢bes causadas por micobactérias como Mycobacterium
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tuberculosis, por serem microrganismos com estrutura rica em glicidios (SAIJO et al., 2007;
WERNER et al., 2009).

Estudos que demonstrem a importancia deste receptor na resposta imune frente a
protozodarios ainda sdo pouco executados. Recentemente, Lefevre e colaboradores (2013)
demonstraram que CLEC7A é crucial na reposta imune de macrofagos contra Leishmania
infantum. Macréfagos CLEC7A™ apresentam menor producéo de IL-1B, ROS, e maior carga
parasitaria sanguinea e no baco. Mas a producao de IL-12p40, IL-6, TNFa e IL-10 ndo foi
avaliada. Os resultados com N. caninum aqui apresentados séo discordantes do estudo com L.
infantum, onde macréfagos e células dendriticas CLEC7A™ infectados com N. caninum
apresentam maior producdo de IL-1p, assim como maior produgdo de IL-12p40, IL-6, TNF-a
e também IL-10.

A producgéo de IL-6 e TNF-a foram avaliadas em outro estudo durante a infecgdo de
macrdfagos peritoneais e células dendriticas derivadas de medula 6ssea de camundongos
C57BL/6 com formas do fungo Coccidioides immitis. Foi verificado que estas células quando
deficientes em CLEC7A produzem menores concentragfes de IL-6 e TNF-a. Contudo,
quando camundongos WT e CLEC7A™ foram infectados com Coccidioides immitis, e a
producdo de citocinas foi avaliada em células do lavado broncoalveolar apés 14 dias de
infeccdo, observou-se que a producdo de IL-6 e TNF-a foi maior em células CLECTA™
(VIRIYAKOSOL et al., 2013). Perfil semelhante ao observado neste estudo, onde macréfagos
e células dendriticas CLEC7A™ quando infectados com N. caninum, apresentam maior

producdo destas duas citocinas.

As citocinas 1L-12p40 e IL-10 sdo citocinas chave na resposta imune frente a
diferentes patdgenos. Um estudo recente mostra que a producdo de IL-12p40 durante a
infeccdo de células esplénicas por Mycobacterium tuberculosis é prejudicada na auséncia de
CLECT7A, demonstrando que este receptor participa da indugdo desta citocina pro-
inflamatdria durante a resposta por esta bactéria (ROTHFUCHS et al., 2010). Diferentemente
do observado na infeccdo por M. tuberculosis a producéo de IL-12p40 é maior na auséncia de
CLECTA durante a infeccdo por N. caninum em macrofagos e células dendriticas. Dados
semelhantes foram observados quando se avaliou o papel de CLEC7A na indugéo de 1L-10
por Zymosam (agonista de CLEC7A) em macrdfagos derivados de medula 6ssea. Observou-
se que a auséncia de CLEC7A culmina com a reducdo de IL-10 (ELCOMBE et al., 2013),
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diferindo também dos dados aqui apresentados quando macrdfagos e células dendriticas

foram expostos a taquizoitos vidveis de N. caninum.

Visto as diferencas evidentes em relacdo a participacdo de CLEC7A na inducdo da
producdo de diferentes citocinas por patogenos distintos. Estudos vém apresentando que
dentro de uma mesma espécie de microrganismo, diferentes cepas sdo capazes de induzir
distintos padrfes de resposta imune via CLEC7A. Este fato fica evidente em um estudo
comparativo entre capacidade de duas cepas de Candida albicans na ativacdo da resposta
imune via CLEC7A. Observou-se que CLEC7A né&o foi envolvido na imunidade (producgéo de
citocinas, carga parasitaria e resisténcia a infeccao) contra a cepa ATCC18804 de C. albicans.
Em contraste, este receptor é critico para a inducdo de todos os parametros acima citados para
no controle da infeccdo pela cepa SC5314 de C. albicans (MARAKALALA et al., 2013), 0
que pode em parte explicar as diferencas entre os padrbes de resposta induzidos por N.
caninum via CLECT7A e diferentes patdgenos ja bem caracterizados na literatura como C.

albicans.

Durante a infec¢do por N. caninum foi observado que além da maior producdo de
citocinas pré-inflamatérias (IL-12p40, TNF-a, IL-1p), células CLEC7A™ apresentam maior
expressdo de moléculas importantes no processo de apresentacdo de antigenos (CD8O0,
MHCII), além de apresentarem menor carga parasitaria, sugerindo o papel imunomodulatorio
de CLEC7A. Para melhor estudar este papel imunomodulatério de CLEC7A, ensaios in vivo
foram realizados. Incialmente verificou-se a producdo de IL-12p40 em animais WT e
CLEC7A™. Semelhante ao observado in vitro, animais CLEC7A™ apresentam maior
producdo desta citocina pré-inflamatoria, além de menor parasitismo agudo e crénico, sendo
mais resistentes a infec¢do por N. caninum. Estes dados confirmam que CLEC7A apresenta

atividade modulatoria da resposta imune durante a infec¢do por N. caninum.

As diferencas observadas no padrdo de resposta imune induzida por CLEC7A contra
diferentes patdgenos pode ser devidamente explicadas pelas variacBes sutis no padréo
molecular associado aos diferentes géneros e até mesmo cepas de microrganismos
(MARAKALALA et al., 2013). Contudo, as caracteristicas da espécie hospedeira também
podem influenciar de forma significativa na resposta imune via CLEC7A, uma vez que
estudos tem apresentado que diferentes espécies de camundongos apresentam
expressamisoformas diferentes deste receptor, mostrando que o backgroud do hospedeiro
influencia resposta imune (CARVALHO et al., 2012; NETEA et al., 2010; HEINSBROEK et
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al., 2006; WHILEY et al., 2012), podendo ser estas possiveis explicacGes para os resultados
contraditorios em relacdo ao papel de CLEC7A encontrados na literatura e os dados aqui

apresentados.

Uma vez observado por nds que a auséncia de CLEC7A garante protecdo durante a
infecgdo por N. caninum, e que a literatura, ha décadas, mostra a atividade imunoestimulatoria
dos glicanos (CANNAS et al., 2003). Aqui nds avaliamos o potencial imunoestimulatério do
B-glucano laminarina, um bloqueador especifico de CLEC7A, durante a infeccdo por N.
caninum. Nossos resultados apresentam que a incubacdo de macréfagos com Laminarina e
posterior incubacdo com taquizoitos de N. caninum reduz o parasitismo celular.
Adicionalmente, a administracdo terapéutica do bloqueador reduz a carga parasitaria na
cavidade peritoneal de camundongos na fase inicial da infeccdo, bem como no cérebro na fase
cronica, sugerindo que o B-glicanolaminarina é efetivo na indugdo da contencéao da replicacao
do parasito. Resultados similares foram reportados por (MURAMATSU et al., 2012) com a
administracdo oral de glicanos obtido de sobrenadante de cultura da levedura Aureobasidium
pullulans, em modelo de infec¢do pelo virus da influenza A fim de determinar se Laminarina
apresenta efeitos citotoxicos diretos, experimentos in vitro em monocamadas de células
hospedeiras e parasitos extracelulares, foram realizados utilizando concentrages semelhantes
a dos experimentos in vivo. N&o foi observada alteracdo na viabilidade celular em ambos os
ensaios, confirmando que o efeito de Laminarina observado in vivo, € devido a modulagéo de

respostas imunologicas e ndo efeito de citotoxidade (dados ndo mostrados).

Tendo verificado a reduzida carga parasitaria nos cérebros de animais tratados com
Laminarina, a analise histoldgica por H&E foi realizada para determinar a inflamag&o.
Observou-se uma reducdo acentuada da inflamacdo cerebral nos animais tratados, o que
reflete a carga parasitaria reduzida neste grupo. Resultados semelhantes foram também
observados em modelo de infeccdo por N. caninum (MANSILLA et al., 2011) usando uma
lectina extraida de soja (Glycine max), onde o B-glucano foi utilizado como adjuvante
associado a extrato de taquizoitos de N. caninum e foi capaz de reduzir patologias cerebrais
como encefalite multifocal supurativa, manguito perivascular e meninoencefalite néo

supurativa apos a infec¢do dos animais imunizados com N. caninum.

A avaliacdo da cinética de producéo de anticorpos da classe 1gG especificos anti-N.
caninum apresenta um a predominancia de 1gG1 em todos os grupos e em todos os tempos

analisados. Diferencas foram observadas entre os grupos somente ap06s trinta dias de infeccdo,
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quando nds observamos a reducdo desta subclasse no grupo tratado com laminarina. Esta
reducdo pode ser sugestiva de uma tendéncia da resposta imune para um perfil Thil, no qual se

tem uma predominancia de anticorpos da subclasse 1gG2a.

Adicionalmente, para avaliar se Laminarina possui potencial adjuvante em protocolos
de imunizacdo contra N. caninum, o B-glucano foi associado a antigenos sollveis de N.
caninum e administrado repetitivamente em camundongos, os quais foram monitorados
quanto a producdo de anticorpos e perfil de reconhecimento antigénico, bem como o efeito
protetor desta imuniza¢do quando os animais imunizados ou ndo foram desafiados com dose
letal de taquizoitos de N. caninum. Embora a administragdo de Laminarina em conjunto com
NLA ndo promoveu diferencas significativas nos niveis de IgG e suas subclasses apos a
imunizagdo, o B-glucano reforgou a capacidade de reconhecimento antigénico de
camundongos imunizados com a associagdo entre Lam + NLA, os quais produziram
anticorpos 1gG especificos contra uma maior diversidade de fracbes antigénicas do parasito
apos o termino do protocolo de imunizacdo. Ap6s o termino do protocolo de imunizacéo,
observou-se que 0 mesmo resgata 33% dos animais desafiados com dose letal de taquizoitos.
Embora estes dados sugerem que o uso de Laminarina juntamente com antigenos parasitarios
gera protecdo parcial em protocolos de imunizacdo, fica claro que um padrdo de protecdo
similar pode ser observado pela simples administracdo do B-glucano durante a infeccéo ativa
por este protozodrio. Possivelmente, a geracdo de novas formas de administracdo do B-
glucano, como a conjugacao (XIE et al., 2009) com proteinas imunogénicas de N. caninum,

pode proporcionar maior eficacia aos protocolos de imunizagao.

De forma geral, os resultados apresentados neste estudo demonstram que CLEC7A
estd envolvido no mecanismo imunomodulatorio que N. caninum induz sobre o hospedeiro e
que Laminarina induz protecdo parcial contra a infeccdo por N. caninum, quando

administrada em infecgdes ativas ou como um componente na formulagéo de vacinas.
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7. CONCLUSOES

A infeccdo por N. caninum altera a expressdo de CLEC7A em células do
sistema imune inato de camundongos;

O receptor CLEC7A apresenta papel regulatério na producédo das citocinas in
vitro e in vivo;

CLECT7A estd envolvido em fendmenos de coestimulacdo e apresentacdo
antigénica durante a infecgcdo por N. caninum;

A presencga do receptor CLEC7A eleva o parasitismo agudo e crénico durante
a infeccdo por N. caninum, reduzindo por consequéncia a sobrevida de animais
infectados;

A administracdo de Laminarina, um bloqueador do receptor CLEC7A, induz
parametros imunoldgicos semelhantes aos observados em camundongos
genticamente deficientes;

Laminarina apresenta potencial terapéutico contra a infeccdo por N. caninum,
uma vez que a administragdo do mesmo a camundongos resgata 50% dos
animais desafiados com dose letal;

Laminarina apresenta potencial adjuvante em protocolos de imunizacao,
melhorando o perfil de reconhecimento antigénico e gerando modesta protecédo

em animais imunizadosdesafiados com N. caninum;
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ANEXO |

U'j Universidade Federal de Uberlandia

Pro-Reitoria de Pesquisa e Pos-Graduacéo
Comissao de Etica na Utilizacao de Animais (CEUA)
Avenida Jo&o Naves de Avila, n°. 2160 - Bloco J - Campus Santa Ménica -
Uberlandia-MG —
CEP 38400-089 - FONE/FAX (34) 3239-4131; e-mail:ceua@propp.ufu.br;
WWW.comissoes.propp.ufu.br

ANALISE FINAL N° 100/10 DO COMITE DE ETICA NA UTILIZAGAO DE
ANIMAIS PARA O PROTOCOLO REGISTRO CEUA/UFU 041/09

Projeto Pesquisa: “Avaliacdo dos receptores Toll 2 e 4 e moléculas
adaptadoras MyD88 na resposta imune inicial ao Neospora caninum”.

Pesquisador Responsavel: Tiago Wilson Patriarca Mineo

O protocolo n&o apresenta problemas de ética nas condutas de pesquisa com
animais nos limites da redacdo e da metodologia apresentadas.

SITUACAO: PROTOCOLO DE PESQUISA APROVADO.

OBS: O CEUA/UFU LEMBRA QUE QUALQUER MUDANCA NO PROTOCOLO
DEVE SER INFORMADA IMEDIATAMENTE AO CEUA PARA FINS DE
ANALISE E APROVACAO DA MESMA.
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