
49 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7: Expressão da molécula co-estimuladora (CD80) em macrófagos incubados 

com taquizoítos de N. caninum. BMDMs selvagens (WT) e CLEC7A nocaute (CLEC7A
-/-

) 

foram incubados por 24 horas com taquizoítos viáveis de N. caninum (MOI:1) e a expressão 

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

gráficos “Pseudocolor” de uma amostra representativa de três experimentos independentes. 
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Figura 8: Expressão da molécula co-estimuladora (CD86) em macrófagos incubados 

com taquizoítos de N. caninum. BMDMs selvagens (WT) e CLEC7A nocaute (CLEC7A
-/-

) 

foram incubados por 24 horas com taquizoítos viáveis de N. caninum (MOI:1) e a expressão 

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

gráficos “Pseudocolor” de uma amostra representativa de três experimentos independentes. 
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Figura 9: Expressão da molécula do complexo principal de histocompatibilidade 

(MHCII) em macrófagos incubados com taquizoítos de N. caninum. BMDMs selvagens 

(WT) e CLEC7A nocaute (CLEC7A
-/-

) foram incubados por 24 horas com taquizoítos viáveis 

de N. caninum (MOI:1) e a expressão de MHCII foi avaliada por citometria de fluxo. Os 

resultados são apresentados na forma de gráficos “Pseudocolor” de uma amostra 

representativa de três experimentos independentes. 
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Figura 10: Expressão da molécula do complexo principal de histocompatibilidade 

(MHCI) em macrófagos incubados com taquizoítos de N. caninum. BMDMs selvagens 

(WT) e CLEC7A nocaute (CLEC7A
-/-

) foram incubados por 24 horas com taquizoítos viáveis 

de N. caninum (MOI:1) e a expressão de MHCI foi avaliada por citometria de fluxo. Os 

resultados são apresentados na forma de gráficos “Pseudocolor” de uma amostra 

representativa de três 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 taquizoítos viáveis de N. caninum marcados com DDAO. 

O parasitismo celular foi avaliado por citometria de fluxo através da quantificação da 

marcação dos taquizoítos por DDAO. Os resultados apresentam que macrófagos CLEC7A
-/-

 

são menos parasitados que macrófagos WT, demonstrando uma menor susceptibilidade de 

macrófagos deficientes em reconhecimento de glicanosna infecção por N. caninum (Figura 

11). 

 

5.1.5 Parasitismo in vivo 

 

 Após observar uma maior produção da citocina pró-inflamatória IL-12p40 na 

fase aguda da infecção por N. caninum em camundongos CLEC7A
-/- 

e também por BMDMs e 

BMDCs CLEC7A
-/-

, o parasitismo agudo e crônico foi avaliado. Para tal, camundongos WT e 

CLEC7A
-/- 

foram infectados com dose não letal de taquizoítos de N. caninum marcados com 

CFSE. Após três dias de infecção o lavado peritoneal foi realizado e células duplo positivas: 

CD11b+/CFSE+ foram quantificadas. Observou-se então que macrófagos 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 não com taquizoítos de N. caninum não 

marcados e acompanhados diariamente por trinta dias. Após este período os animais foram 

eutanasiados e a quantificação da carga parasitária foi avaliada pelo método de PCR em 

tecido cerebral. Semelhante aos dados obtidos em relação ao parasitismo agudo, 

camundongos CLEC7A
-/-

 apresentam carga parasitária significantemente menor na fase 

crônica da infecção (Figura 13). 
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Figura 11: Parasitismo in vitro em macrófagos WT e CLEC7A
-/-

. BMDMs selvagens 

(WT) e CLEC7A nocaute (CLEC7A
-/-

) foram incubados por 24 horas com taquizoítos viáveis 

de N. caninum (MOI:1) marcados com DDAO. (A-C) são fotomicrografias ilustrativas, em 

que (A) apresenta macrófagos não infectados, (B) macrófagos WT, apresentando maior 

quantidade de células infectadas – marcação em vermelho, (C) macrófagos CLEC7A
-/-

 com 

menor marcação – menor parasitismo. Em (D) observa-se dados adquiridos de ensaio de 

citometria de fluxo, onde se tem uma menor intensidade média de fluorescência (menor 

quantidade de parasitos) em macrófagos CLEC7A
-/-

. Os resultados foram apresentados em 

média ± SD. ** indica relevância estatística em que p< 0.01. 
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Figura 12: Parasitismo agudo em macrófagos peritoneais. Camundongos C57BL/6 WT e 

CLEC7A
-/-

 foram infectados com dose não letal de taquizoítos viáveis de N. canium marcados 

com CFSE. Após três dias de infecção foi realizado o lavado peritoneal e a quantificação das 

células duplo positivas (CD11b+/CFSE+) por citometria de fluxo. Em (A) observa-se 

macrófagos de animais WT com uma maior porcentagem de células CFSE+. (B) apresenta 

macrófagos de animais CLEC7A
-/- 

com menor porcentagem de células infectadas. Os 

resultados são apresentados na forma de gráficos “Pseudocolor” de uma amostra 

representativa de três experimentos independentes. 
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Figura 13: Parasitismo crônico em camundongos CLEC7A
-/-

. Camundongos C57BL/6 WT 

e CLEC7A
-/-

 foram infectados com dose não letal de taquizoítos viáveis de N. canium. Após 

trinta dias de infecção os animais foram eutanasiados e a carga parasitária quantificada por 

PCR. Observa-se que animais CLEC7A
-/- 

apresentam menor parasitismo cerebral. Os 

resultados foram apresentados em média ± SD. *** indica relevância estatística em que p< 

0.001. 
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5.1.6 Sobrevida 

 

Uma vez observado que o receptor CLEC7A apresenta papel importante na resposta 

imune inata frente à infecção por N. caninum, onde células CLEC7A
-/-

 apresenta maior 

produção de citocinas pró-inflamatórias (IL-12p40, TNF-α e IL-1β), maior expressão de 

moléculas importantes nas sinapses imunológicas como CD80 e MHCII; e que animais 

CLEC7A
-/-

 apresenta maior produção de IL-12p40, menor parasitismo agudo e crônico. O 

próximo passo foi avaliar a susceptibilidade de animais CLEC7A
-/-

 frente à infecção por N. 

caninum. Para isso, camundongos WT e CLEC7A
-/-

 foram infectados com dose letal de 

taquizoítos de N. caninum e acompanhados por trinta dias. Foi observado que animais 

CLEC7A
-/-

 apresentam maior sobrevida que WT, demonstrando que a via de reconhecimento 

de CLEC7A está envolvida na patogênese da infecção por N. caninum (Figure 14). 
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Figura 14: Camundongos CLEC7A
-/-

 apresentam maior sobrevida frente à infecção por 

N. caninum. Camundongos C57BL/6 WT e CLEC7A
-/-

 foram infectados com dose letal de 

taquizoítos viáveis de N. caninum e acompanhados diariamente durante trinta dias. Resultado 

representativo de três experimentos independentes.* indica relevância estatística em que p< 

0.05. 
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5.2 CLEC7A como um alvo para o desenvolvimento de medidas terapêuticas na 

infecção por Neospora caninum 

 

Como observado nos resultados acima apresentados, onde CLEC7A apresenta função 

modulatória da resposta imune frente a N. caninum, o uso de um bloqueador de CLEC7A 

(Laminarina) como possível agente terapêutico na infecção por este protozoário foi avaliado.  

 

5.2.1 O tratamento com Laminarina induz maior produção de IL-12p40 e espécies 

reativas de oxigênio (ROS) na infecção aguda por N. caninum 

 

Objetivando avaliar o papel de Laminarina na produção de IL-12p40, ROS e NO em 

ensaios in vivo, camundongos C57BL/6 do tipo selvagem foram tratados ou não com 

Laminarina por sete dias e infectados no terceiro dia de tratamento. Após três dias de infecção 

foi realizado o lavado peritoneal para a quantificação da produção de IL-12p40 pelo método 

ELISA no fluido do lavado peritoneal, e a quantificação da produção de ROS e NO através da 

incubação 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 produção de IL-12p40 no peritônio (Figura 15), similarmente ao observado 

em animais CLEC7A
-/- 

(Figura 6A). Em relação à produção de ROS, foi verificado que 

animais tratados com Laminarina apresentam maior porcentagem de células produtoras desta 

molécula (Figura 16A) e maior intensidade de produção de ROS por células do peritônio 

(Figura 16B). Entretanto, outra molécula efetora também descrita como importante no 

controle das infecções por protozoários, o óxido nítrico – NO, não apresentou diferenças em 

relação à porcentagem de células produtoras de NO (Figura 16C), nem em relação à 

intensidade de produção desta molécula pelas células analisadas (Figura 16D). 
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Figura 15: O tratamento com Laminarina aumenta a produção de IL-12p40 durante a 

fase aguda da infecção por N. caninum. Camundongos C57BL/6 foram tratados ou não com 

laminarina e infectados com dose não letal de taquizoítos de N. caninum. Após três dias de 

infecção foi realizado o lavado peritoneal e a quantificação de IL-12p40 por ELISA. Os 

resultados foram apresentados em média ± SD. * indica relevância estatística em que p< 0.05. 
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Figura 16: O tratamento com Laminarina aumenta a produção de ROS em células do lavado peritoneal de camundongos na fase aguda 

da infecção por N. caninum. Camundongos C57BL/6 foram tratados ou não com Laminarina e infectados com taquizoítos viáveis de N. 

caninum. Após três dias de infecção foi realizado o lavado peritoneal e a quantificação da produção 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 produção de ROS por células de animais tratados 

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

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

 

Com o objetivo de avaliar a influencia de Laminarina no parasitismo celular in vitro, 

macrófagos derivados de medula óssea de camundongos C57BL/6 foram tratados ou não com 

Laminarina por 3 horas e incubados com taquizoítos viáveis de N. caninum por mais 24 horas, 

posteriormente as células foram fixadas com formaldeído 3%, e coradas com Azul de 

Toluidina. O parasitismo celular foi determinado por avaliação de dois microscopistas 

independentes. Foi observadoque macrófagos tratados com Laminarina apresentam menor 

quantidade de taquizoítos em seu citoplasma, refletindo uma menor susceptibilidade destas 

células à infecção por N. caninum (Figura 17). 

 

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

da infecção por N. caninum 

 

Objetivando avaliar o papel de ROS durante a infecção por N. caninum, camundongos 

C57BL/6 selvagens (WT) e NOX2 nocaute (NOX2
-/-

) – deficientes naproduçãode ROS - 

foram infectados com taquizoítos viáveis de N. caninum marcados com CFSE (N. caninum-

CFSE+) e o parasitismo agudo avaliado após três dias infecção pela quantificação de células 

peritoneais CFSE positivas através de citometria de fluxo. Foi observado que animais NOX2
-/- 

apresentam maior parasitismo, demonstrando a importância de ROS no controle da infecção 

(Figura 18). Como o tratamento com Laminarina induz maior produção de ROS no peritônio 

de camundongos, o próximo passo foi avaliar se CLEC7A está realmente envolvido na 

modulação da produção de ROS em animais não tratados com Laminarina. Assim, 

camundongos WT e NOX2
-/- 

foram tratados com Laminarina e infectados com taquizoítos de 

N. caninum-CFSE+. As análises de citometria de fluxo apresentaram uma redução no 

parasitismo de camundongos WT tratados com Laminarina (Figura 19A e 19B), o que não é 

observado em animais NOX2
-/-

 (Figuras 19C e 19D), demonstrando que CLEC7A está 

relacionado com a modulação da produção de ROS em células do peritônio de camundongos 

na fase aguda da infecção por N. caninum. 
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Figura 17: O tratamento com laminarina reduz o parasitismo in vitro. (A-C) 

Fotomicrografias representativas de macrófagos derivados de medula óssea de camundongos 

C57BL/6 (BMDMs), incubados por 24 horas com taquizoítos viáveis de N. caninum (MOI 3). 

(A) macrófagos não infectados, (B) macrófagos não tratados com Laminarina, as setas 

apontam células contendo grande número de parasitos no citoplasma, (C) macrófagos tratados 

com laminarina (1000 µg/ml) apresentam quantidade reduzida de taquizoítos intracelulares. 

Em (D) gráfico demonstrativo da redução do parasitismo em macrófagos tratados com 

laminarina. Os resultados foram apresentados em média ± SD. * indica relevância estatística 

em que p< 0.05. 
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Figura 18: A produção de espécies reativas de oxigênio é crucial para o controle 

do parasitismo na infecção por N. caninum. Camundongos C57BL/6 selvagens 

(WT) e geneticamente deficientes de NOX2 (NOX2
-/-

) foram infectados com 

taquizoítos viáveis de N. caninum marcados com CFSE. Após três dias de infecção foi 

realizado o lavado peritoneal e a quantificação de células CFSE+. Observa-se que 

animais NOX2
-/-

, que apresentam ausência da principal via de indução 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 produção de espécies reativas de oxigênio 

por meio de CLEC7A favorecendo sua proliferação. Camundongos C57BL/6 

selvagens (WT) e deficientes na produção de ROS (NOX2
-/-

) foram tratados ou não 

com laminarina e infectados com taquizoítos viáveis de N. caninum marcados com 

CFSE. Após três dias de infecção foi realizado o lavado peritoneal e a quantificação de 

células CFSE+. (A) histograma representativo e (B) gráfico demonstrando parasitismo 

em animais WT tratados com Laminarina. (C) histograma representativo e (D) gráfico 

demonstrando o parasitismo em células peritoneais de camundongos NOX2
-/-

. Os 

resultados foram apresentados em média ± SD. * indica relevância estatística em que 

p< 0.05. 
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5.2.4 Parasitismo e Inflamação in vivo após tratamento com Laminarina 

 

Visto que o tratamento com Laminarina induz maior produção de IL-12p40 e maior 

produção de ROS no peritônio de camundongos infectados com N. caninum, a influência da 

administração de Laminarina no parasitismo agudo foi então avaliado. Para tal, camundongos 

C57BL/6 do tipo selvagem foram tratados ou não com Laminarina e infectados com 

taquizoítos viáveis de N. caninum-CFSE+. Após três dias de infecção foi realizado o lavado 

peritoneal seguido pela análise 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 redução no parasitismo agudo em animais tratados com Laminarina, a análise 

do parasitismo e inflamação crônicos em tecido cerebral foram realizados por PCR e técnica 

histológica de H&E, respectivamente. Os resultados apresentaram que a redução no 

parasitismo agudo observado anteriormente refletiu em uma menor carga parasitária na fase 

crônica da infecção por N. caninum, visto que animais tratados com Laminarina apresentam 

quantidades ínfimas de DNA do parasito no cérebro, quando comparado com animais não 

tratados (Figura 21A). Como consequência de uma reduzida carga parasitária no cérebro, 

observou-se uma redução significativa da inflamação cerebral (Figura 21B).  

 

5.2.5 Produção de anticorpos específicos anti-Neospora caninum em camundongos 

tratados ou não com Laminarina 

 

Objetivando avaliar a influência da administração de Laminarina na produção de 

anticorpos específicos anti-N. caninum, camundongos C57BL/6 WT foram tratados ou não 

com Laminarina durante sete dias e infectados com taquizoítos viáveis de N.caninum no 

quarto dia de tratamento. Amostras de soro foram coletadas a cada dez dias após a infecção, e 

a produção de IgG total e suas subclasses (IgG1 e IgG2a) foram avaliadas por ELISA. Os 

resultados apresentam que existe uma predominância da subclasse IgG1 durante a infecção 

por este protozoário em todos os grupos. No entanto, animais tratados com Laminarina 

apresentam menor produção de IgG1 (Figura 22),culminado em uma maior relação 

IgG2a/IgG1, característico das respostas imunes com predominância de um padrão Th1, 

crítico no controle da infecção por protozoários intracelulares. 
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Figura 20: O tratamento com Laminarina reduz o parasitismo agudo por Neospora 

caninum.Camundongos C57BL/6 foram tratados ou não com Laminarina e infectados com 

taquizoítos viáveis de N. caninum marcados com CFSE. Após três dias de infecção foi 

realizado o lavado peritoneal e a quantificação de células CFSE+. (A) Parasitismo peritoneal 

de camundongos tratados ou não com Laminarina (B) histograma representativo do 

parasitismo em camundongos tratados com Laminarina (Azul) e não tratados (Branco). Os 

resultados foram apresentados em média ± SD. * indica relevância estatística em que p< 0.05. 
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Figura 21: O tratamento com Laminarina reduz o parasitismo crônico e 

inflamação cerebral por Neospora caninum.Camundongos C57BL/6 tratados ou não 

com Laminarina e infectados com taquizoítos viáveis de N. caninum foram 

acompanhados durante 30 dias. (A) animais tratados com Laminarina apresentam 

redução na carga parasitária cerebral. (B) Fotomicrografia ilustrativa do cérebro de 

animal tratado com Laminarina e em (C) de camundongo não tratado. (D) Escore 

inflamatório de animais tratados ou não com Laminarina. (E) Fotomicrografia 

ilustrativa de foco inflamatório de cérebro de animal não tratado e (F) Tratado com 

Laminarina. Os resultados foram apresentados em média ± SD. * indica relevância 

estatística em que p< 0.05. 
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Figura 22: O tratamento com Laminarina reduz a produção de anticorpos IgG1 durante a infecção por N. caninum. Camundongos 

C57BL/6 foram tratados ou não com Laminarina e infectados com dose não letal de taquizoítos viáveis de N. caninum. Amostras de soro foram 

obtidos nos dias 10, 20 e 30 pós-infecção para quantificação da produção de (A) IgG total, (B) IgG1 e (C) IgG2a por ELISA. Os resultados foram 

apresentados em média ± SD. * indica relevância estatística 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 pró-inflamatórias, assim como um aumento na produção da 

molécula efetora ROS e consecutivamente uma diminuição do parasitismo celular e 

tecidual. Assim, nós procuramos elucidar se realmente o tratamento com Laminarina 

induz proteção 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 taquizoítos viáveis de N. caninum. Os animais 

foram acompanhados diariamente por trinta dias para análise 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 clínicos e voltaram a ganhar peso 

corporal (Figura 23B). 
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Figura 23: Camundongos tratados com Laminarina apresentam maior sobrevida 

frente à infecção por N. caninum. Camundongos C57BL/6 selvagens foram tratados 

ou não com laminarina e infectados com dose letal de taquizoítos viáveis de N. 

caninum. Diariamente, durante trinta dias os animais foram acompanhados quanto à 

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 três experimentos 

independentes. *indica relevância estatística em que p< 0.05. 
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5.3 CLEC7A como um alvo para o desenvolvimento de medidas profiláticas na 

infecção por Neospora caninum 

 

5.3.1 Produção de anticorpos anti-Neospora caninum por camundongos 

imunizados com NLA associado ou não a Laminarina 

 

Com intuito de avaliar a capacidade adjuvante de Laminarina, camundongos C57BL/6 

selvagens foram imunizados com três doses de NLA ou NLA associado à Laminarina com 

intervalo de 21 dias entre cada dose.Durante este período os animais foram acompanhados 

sorologicamente por ELISA. Foi verificado que a imunização com a associação (Laminarina 

+ NLA) não induz diferenças em relação à quantidade de anticorpos da classe IgG (Figura 

24). Contudo, animais imunizados com NLA associado à Laminarina apresentam a 

capacidade de reconhecer maior quantidade de frações antigênicas, especialmente as de alto 

peso molecular, fato este não observado em animais imunizados apenas com NLA (Figura 

25). 

 

5.3.2 A imunização com NLA associado à Laminarina resgata animais da infecção 

por N. caninum 

 

 Como animais imunizados com a associação entre NLA e Laminarina apresentam 

melhor capacidade de reconhecimento antigênico. O potencial de proteção desta imunização 

foi testado através do desafio de animais imunizados com NLA+Laminarina ou somente NLA 

com dose letal de N. caninum. Foi observado que a associação entre NLA+Laminarina resgata 

33% dos camundongos desafiados (Figura 26) mostrando proteção moderada conferida pela 

simples administração de Laminarina em conjunto com NLA. 
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Figura 24: A associação de Laminarina com antígeno lisadode N. caninum (NLA) em protocolo de imunização não influência na 

produção de anticorpos da classe IgG.Camundongos C57BL/6 foram imunizados com três doses de PBS, Lam, NLA ou Lam+NLA, com 

intervalo de 21 dias entre cada imunização. Amostras sanguíneas foram coletadas nos dias 0, 21, 42 e 59 após a primeira imunização para 

detecção da produção de (A) IgGtotal, (B) IgG1 e (C) IgG2a por ELISA. Os resultados foram apresentados em média ± SD. 
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Figura 25: A associação entre Laminarina e antígenos lisadosde N. caninum (NLA) em 

protocolo de imunização aumenta a capacidade de reconhecimento antigênico por 

anticorpos da classe IgG. Camundongos C57BL/6 foram imunizados com três doses de PBS, 

Lam, NLA ou Lam+NLA, com intervalo de 21 dias entre cada imunização. Amostras de soro 

foram obtidas nos dias 0, 21, 42 e 59 após a primeira imunização para análise do perfil de 

reconhecimento antigênico. 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 à Laminarina.  
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Figura 26: A imunização com antígenos lisados de N. caninum (NLA) associado à 

Laminarina aumenta a sobrevida de camundongos desafiados com N. caninum. 

Camundongos C57BL/6 foram imunizados com três doses de PBS, Lam, NLA ou Lam+NLA, 

com intervalo de 21 dias entre cada imunização. Quinze dias após a última imunização os 

animais foram desafiados com dose letal de taquizoítos viáveis de N. caninum e 

acompanhados diariamente por trinta dias. Observa-se que a associação entre NLA e 

Laminarina resgata 33% dos animais desafiados. *indica relevância estatística em que p< 

0.05. 
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6. DISCUSSÃO 

O receptor CLEC7A é expresso principalmente por células de origem mielóides como: 

macrófagos, células dendríticas e neutrófilos. No entanto, sua expressão foi também 

identificada em linfócitos B e T, sendo que nestas células de origem linfoide este receptor 

aparentemente não apresenta funções definidas (WILLMENT et al., 2005). O objetivo deste 

trabalho foi avaliar o papel deste receptor na resposta imune frente à infecção por N. 

caninum.Assim o primeiro passo foi avaliar a expressão deste receptor em diferentes tipos 

celularesdurante a infecção por este protozoário. Foi verificado que células dendríticas, 

macrófagos, células Natural Killer e Polimorfonucleares apresentam maior expressão deste 

receptor em animais naïve, sendo estes resultados concordantes com os dados já descritos na 

literatura. Curiosamente, foi observado que durante a infecção por N. caninum o perfil de 

expressão de CLEC7A nos diferentes tipos celulares é alterado, sendo que células dendríticas 

passam a expressar maior quantidade de CLEC7A em sua superfície, diferentemente dos 

demais tipos celulares. Já macrófagos, de forma geral, apresentam uma redução na expressão 

deste receptor, apenas uma pequena porcentagem da população destas células apresentam 

aumento na expressão de CLEC7A. Assim, estes dados nos levam a inferir que CLEC7A 

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

Como macrófagos e células dendríticas são os principais tipos celulares que sofrem 

alterações na expressão de CLEC7A durante a infecção por N. caninum, a produção de 

citocinas por estes dois tipos celulares foi avaliado. Observou-se que macrófagos e células 

dendríticas apresentam perfil de produção de citocinas semelhante, sendo que células 

dendríticas produziram maiores concentrações de todas as citocinas, conforme esperado. A 

presença de CLEC7A em ambas as células apresenta a função de modular para uma menor 

produção de todas as citocinas avaliadas (IL-1β, IL-6, IL-10, IL-12p40 e TNFα), uma vez que 

macrófagos e células dendríticas CLEC7A
-/-

 apresentam maiores concentrações destas 

citocinas. 

O papel deste receptor na ativação celular e indução de produção de citocinas têm sido 

avaliado na infecção por diferentes patógenos e tem apresentado padrões diferenciados para 

cada um. Devido ao seu caráter de reconhecer glicanos, CLEC7A é muito estudado nas 

infecções causadas por fungos, principalmente Candida albicans, Paracoccidioides 

brasiliensis e também nas infecções causadas por micobactérias como Mycobacterium 
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tuberculosis, por serem microrganismos com estrutura rica em glicídios (SAIJO et al., 2007; 

WERNER et al., 2009).  

Estudos que demonstrem a importância deste receptor na resposta imune frente a 

protozoários ainda são pouco executados. Recentemente, Lefèvre e colaboradores (2013) 

demonstraram que CLEC7A é crucial na reposta imune de macrófagos contra Leishmania 

infantum. Macrófagos CLEC7A
-/-

 apresentam menor produção de IL-1β, ROS, e maior carga 

parasitária sanguínea e no baço. Mas a produção de IL-12p40, IL-6, TNFα e IL-10 não foi 

avaliada. Os resultados com N. caninum aqui apresentados são discordantes do estudo com L. 

infantum, onde macrófagos e células dendríticas CLEC7A
-/- 

infectados com N. caninum 

apresentam maior produção de IL-1β, assim como maior produção de IL-12p40, IL-6, TNF-α 

e também IL-10.  

A produção de IL-6 e TNF-α foram avaliadas em outro estudo durante a infecção de 

macrófagos peritoneais e células dendríticas derivadas de medula óssea de camundongos 

C57BL/6 com formas do fungo Coccidioides immitis. Foi verificado que estas células quando 

deficientes em CLEC7A produzem menores concentrações de IL-6 e TNF-α. Contudo, 

quando camundongos WT e CLEC7A
-/-

 foram infectados com Coccidioides immitis, e a 

produção de citocinas foi avaliada em células do lavado broncoalveolar após 14 dias de 

infecção, observou-se que a produção de IL-6 e TNF-α foi maior em células CLEC7A
-/-

 

(VIRIYAKOSOL et al., 2013). Perfil semelhante ao observado neste estudo, onde macrófagos 

e células dendríticas CLEC7A
-/-

,quando infectados com N. caninum, apresentam maior 

produção destas duas citocinas.  

As citocinas IL-12p40 e IL-10 são citocinas chave na resposta imune frente a 

diferentes patógenos. Um estudo recente mostra que a produção de IL-12p40 durante a 

infecção de células esplênicas por Mycobacterium tuberculosis é prejudicada na ausência de 

CLEC7A, demonstrando que este receptor participa da indução desta citocina pró-

inflamatória durante a resposta por esta bactéria (ROTHFUCHS et al., 2010). Diferentemente 

do observado na infecção por M. tuberculosis a produção de IL-12p40 é maior na ausência de 

CLEC7A durante a infecção por N. caninum em macrófagos e células dendríticas. Dados 

semelhantes foram observados quando se avaliou o papel de CLEC7A na indução de IL-10 

por Zymosam (agonista de CLEC7A) em macrófagos derivados de medula óssea. Observou-

se que a ausência de CLEC7A culmina com a redução de IL-10 (ELCOMBE et al., 2013), 
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diferindo também dos dados aqui apresentados quando macrófagos e células dendríticas 

foram expostos à taquizoítos viáveis de N. caninum.  

Visto as diferenças evidentes em relação à participação de CLEC7A na indução da 

produção de diferentes citocinas por patógenos distintos. Estudos vêm apresentando que 

dentro de uma mesma espécie de microrganismo, diferentes cepas são capazes de induzir 

distintos padrões de resposta imune via CLEC7A. Este fato fica evidente em um estudo 

comparativo entre capacidade de duas cepas de Candida albicans na ativação da resposta 

imune via CLEC7A. Observou-se que CLEC7A não foi envolvido na imunidade (produção de 

citocinas, carga parasitária e resistência à infecção) contra a cepa ATCC18804 de C. albicans. 

Em contraste, este receptor é crítico para a indução de todos os parâmetros acima citados para 

no controle da infecção pela cepa SC5314 de C. albicans (MARAKALALA et al., 2013), o 

que pode em parte explicar  as diferenças entre os padrões de resposta induzidos por N. 

caninum via CLEC7A e diferentes patógenos já bem caracterizados na literatura como C. 

albicans.  

Durante a infecção por N. caninum foi observado que além da maior produção de 

citocinas pró-inflamatórias (IL-12p40, TNF-α, IL-1β), células CLEC7A
-/- 

apresentam maior 

expressão de moléculas importantes no processo de apresentação de antígenos (CD80, 

MHCII), além de apresentarem menor carga parasitária, sugerindo o papel imunomodulatório 

de CLEC7A. Para melhor estudar este papel imunomodulatório de CLEC7A, ensaios in vivo 

foram realizados. Incialmente verificou-se a produção de IL-12p40 em animais WT e 

CLEC7A
-/-

. Semelhante ao observado in vitro, animais CLEC7A
-/- 

apresentam maior 

produção desta citocina pró-inflamatória, além de menor parasitismo agudo e crônico, sendo 

mais resistentes à infecção por N. caninum. Estes dados confirmam que CLEC7A apresenta 

atividade modulatória da resposta imune durante a infecção por N. caninum.  

As diferenças observadas no padrão de resposta imune induzida por CLEC7A contra 

diferentes patógenos pode ser devidamente explicadas pelas variações sutis no padrão 

molecular associado aos diferentes gêneros e até mesmo cepas de microrganismos 

(MARAKALALA et al., 2013). Contudo, as características 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 possíveis explicações para os resultados 

contraditórios em relação ao papel de CLEC7A encontrados na literatura e os dados aqui 

apresentados. 

Uma vez observado por nós que a ausência de CLEC7A garante proteção durante a 

infecção por N. caninum, e que a literatura, há décadas, mostra a atividade imunoestimulatória 

dos glicanos (CANNAS et al., 2003). Aqui nós avaliamos o potencial imunoestimulatório do 

β-glucano laminarina, um bloqueador específico de CLEC7A, durante a infecção por N. 

caninum. Nossos resultados apresentam que a incubação de macrófagos com Laminarina e 

posterior incubação com taquizoítos de N. caninum reduz o parasitismo celular. 

Adicionalmente, a administração terapêutica do bloqueador reduz a carga parasitária na 

cavidade peritoneal de camundongos na fase inicial da infecção, bem como no cérebro na fase 

crônica, sugerindo que o β-glicanolaminarina é efetivo na indução da contenção da replicação 

do parasito. Resultados similares foram reportados por (MURAMATSU et al., 2012) com a 

administração oral de glicanos obtido de sobrenadante de cultura da levedura Aureobasidium 

pullulans, em modelo de infecção pelo vírus da influenza A fim de determinar se Laminarina 

apresenta efeitos citotóxicos diretos, experimentos in vitro em monocamadas de células 

hospedeiras e parasitos extracelulares, foram realizados utilizando concentrações semelhantes 

a dos experimentos in vivo. Não foi observada alteração na viabilidade celular em ambos os 

ensaios, confirmando que o efeito de Laminarina observado in vivo, é devido à modulação de 

respostas imunológicas e não efeito de citotoxidade (dados não mostrados). 

Tendo verificado a reduzida carga parasitária nos cérebros de animais tratados com 

Laminarina, a análise histológica por H&E foi realizada para determinar a inflamação. 

Observou-se uma redução acentuada da inflamação cerebral nos animais tratados, o que 

reflete a carga parasitária reduzida neste grupo. Resultados semelhantes foram também 

observados em modelo de infecção por N. caninum (MANSILLA et al., 2011) usando uma 

lectina extraída de soja (Glycine max), onde o β-glucano foi utilizado como adjuvante 

associado à extrato de taquizoítos de N. caninum e foi capaz de reduzir patologias cerebrais 

como encefalite multifocal supurativa, manguito perivascular e meninoencefalite não 

supurativa após a infecção dos animais imunizados com N. caninum. 

A avaliação da cinética de produção de anticorpos da classe IgG específicos anti-N. 

caninum apresenta um a predominância de IgG1 em todos os grupos e em todos os tempos 

analisados. Diferenças foram observadas entre os grupos somente após trinta dias de infecção, 
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quando nós observamos a redução desta subclasse no grupo tratado com laminarina. Esta 

redução pode ser sugestiva de uma tendência da resposta imune para um perfil Th1, no qual se 

tem uma predominância de anticorpos da subclasse IgG2a. 

Adicionalmente, para avaliar se Laminarina possui potencial adjuvante em protocolos 

de imunização contra N. caninum, o β-glucano foi associado a antígenos solúveis de N. 

caninum e administrado repetitivamente em camundongos, os quais foram monitorados 

quanto à produção de anticorpos e perfil de reconhecimento antigênico, bem como o efeito 

protetor desta imunização quando os animais imunizados ou não foram desafiados com dose 

letal de taquizoítos de N. caninum. Embora a administração de Laminarina em conjunto com 

NLA não promoveu diferenças significativas nos níveis de IgG e suas subclasses após a 

imunização, o -glucano reforçou a capacidade de reconhecimento antigênico de 

camundongos imunizados com a associação entre Lam + NLA, os quais produziram 

anticorpos IgG específicos contra uma maior diversidade de frações antigênicas do parasito 

após o termino do protocolo de imunização. Após o termino do protocolo de imunização, 

observou-se que o mesmo resgata 33% dos animais desafiados com dose letal de taquizoítos. 

Embora estes dados sugerem que o uso de Laminarina juntamente com antígenos parasitários 

gera proteção parcial em protocolos de imunização, fica claro que um padrão de proteção 

similar pode ser observado pela simples administração do -glucano durante a infecção ativa 

por este protozoário. Possivelmente, a geração de novas formas de administração do -

glucano, como a conjugação (XIE et al., 2009) com proteínas imunogênicas de N. caninum, 

pode proporcionar maior eficácia aos protocolos de imunização.  

De forma geral, os resultados apresentados neste estudo demonstram que CLEC7A 

está envolvido no mecanismo imunomodulatório que N. caninum induz sobre o hospedeiro e 

que Laminarina induz proteção parcial contra a infecção por N. caninum, quando 

administrada em infecções ativas ou como um componente na formulação de vacinas.   
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7. CONCLUSÕES 

 

 A infecção por N. caninum altera a expressão de CLEC7A em células do 

sistema imune inato de camundongos; 

 O receptor CLEC7A apresenta papel regulatório na produção das citocinas  in 

vitro e in vivo; 

 CLEC7A está envolvido em fenômenos de coestimulação e apresentação 

antigênica durante a infecção por N. caninum; 

 A presença do receptor CLEC7A eleva o parasitismo agudo e crônico durante 

a infecção por N. caninum, reduzindo por consequência a sobrevida de animais 

infectados; 

 A administração de Laminarina, um bloqueador do receptor CLEC7A, induz 

parâmetros imunológicos semelhantes aos observados em camundongos 

genticamente deficientes; 

 Laminarina apresenta potencial terapêutico contra a infecção por N. caninum, 

uma vez que a administração do mesmo a camundongos resgata 50% dos 

animais desafiados com dose letal; 

 Laminarina apresenta potencial adjuvante em protocolos de imunização, 

melhorando o perfil de reconhecimento antigênico e gerando modesta proteção 

em animais imunizadosdesafiados com N. caninum; 
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