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“A coisa mais bela que 0 homem pode experimentar é o mistério. E esta a razdo
fundamental que estd na raiz de toda ciéncia e arte. O homem que desconhece esse
encanto, incapaz de sentir admiracdo e estupefacéo, esse ja esta, por assim dizer,

morto e tem os olhos extintos.”
“Algo é s6 impossivel até que alguém duvide e acabe provando o contrario.”

Albert Einstein (1879-1955)
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ABREVIATURAS

A
. ABC: Complexo avidina-biotina
. AgNc: Antigeno soluvel de taquizoitas de N. caninum

B
. BSA: Soro-albumina bovina

Cc

. CA: Cavidade alantéide (Liquido, membrana)

. CD: Grupos de diferenciagcao presentes na superficie celular
. cDNA: Acido desoxirribonucléico complementar

. CO2: Gas carbbnico

. ConA: Concanavalina A

. CV-1:Fibroblastos renais de macaco verde africano

D

. DAB: Diaminobenzidina

. DNAse: Enzimas degradantes de acido desoxirribonucléico
. DO: Densidade optica

. Dpi: Dias pés-infecgéao

E
. EDTA: Acido etilenodiamino tetra-acético

. ELISA: Ensaio imunoenzimatico

E

. FA: Fosfatase alcalina

. FACS: Separador de células ativado por fluorescéncia
. FITC: Isotiocianato de fluoresceina



. FIV:Virus da imunodeficiéncia felina

G
. GALT: Tecido linf6ide associado a mucosa intestinal
. G3PDH: Gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase

H
. HE: Hematoxilina e Eosina
. HIV: Virus da imunodeficiéncia humana

. HRPO: Peroxidase extraida de rabanete

. IE: indice ELISA

. IFNy: Interferon gama

. Ig: Imunoglobulina

. IHQ: Imunoistoquimica

. IL: Interleucina

. Indice A/P: Raz&o entre a amostra-teste e o controle positivo da reacgéo

. INOS: Sintase de 6xido nitrico induzivel

J
. J774A: Linhagem de macrofagos murinos

K
. kDa: Kilo Dalton

I—=

M
. MALT: Tecidos linféides associados a mucosa
. MHC: Complexo principal de histocompatibilidade
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. mRNA: Acido ribonucléico mensageiro

N

. NaOH: Hidr6xido de sédio

. NC-1: Primeiro isolado de N. caninum, obtido a partir de tecidos caninos

. NcSAG1: Antigeno taquizoita-especifico de N. caninum

. NcSAG4: Antigeno bradizoita-especifico de N. caninum

. NcSRS2: Seqiiéncia 2 relacionada aos antigenos de superficie 1 de N. caninum
. NK: Células ‘natural killer’

()

P

. PA: Analiticamente puro

. PBMC: Células mononucleares de sangue periférico

. PBS: Salina tamponada com fosfato

. PBS-T: Salina tamponada com fosfato adicionado de 0,05% de Tween 20
. PCR: Reagédo em cadeia da polimerase

. PE: Ficoeritrina

. PNPP: p-Nitrofenil Fosfato

Q

R

. RIFI: Reacao de imunofluorescéncia indireta

. RNA: Acido ribonucléico

. RNAse: Enzimas degradantes de acido ribonucléico

. RPMI 1640: Meio de cultura (Roswell Park Memorial Institute)

. RT-PCR: Reacao em cadeia da polimerase utilizando transcriptase reversa
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. SFB: Soro fetal bovino
. 8IgA: Imunoglobulina A secretoria
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RESUMO

Neospora caninum € um protozoario do Filo Apicomplexa, que foi primeiramente
descrito como causa de encefalomielite em filhotes caninos sorologicamente negativos
para Toxoplasma gondii. Estudos anteriores neste importante hospedeiro da cadeia
epidemiolégica de N. caninum demonstram que as respostas de anticorpos IgG sao
tardiamente detectadas e que a infeccdo clinica é de dificil indu¢do. Desta forma, este
trabalho objetivou o estudo da imunidade de cées frente a infecgéo oral por N. caninum.
Os resultados obtidos a partir de analises de diversos animais experimentalmente
infectados indicam que os cées apresentam uma prolongada fase aguda da infeccéo,
com eliminacdo de oocistos associado a queda nos niveis de linfécitos T CD4+ e CD8+
e diminuicio de MHC de classe Il por células apresentadoras de antigeno.
Adicionalmente, os animais apresentam soroconversdo instavel durante o mesmo
periodo, sendo que somente IgGs e IgGs foram detectados em adultos e filhotes,
respectivamente, entre o 2° e 3° més de infecgdo. De forma concomitante, observa-se
uma predominéncia da expressao de citocinas imunomoduladoras como TGFB+4, IL-4 e
IL-10. Apds dois meses de infeccao, o perfil da resposta se inverte, sendo observado
picos de producdo dos marcadores CD4 e CD8 de linfécitos T e citocinas pro-
inflamatoérias como IFNy, IL-6 e IL-12, além do aumento nos titulos de anticorpos,
principalmente 19G1 e 1gG4 nos cées jovens. Com base nestes resultados, conclui-se
que os caes apresentam uma relagao de equilibrio com N. caninum, a qual induz nesta

espécie uma modulagao da resposta imunolégica durante a fase de merogonia.

Palavras-chave: Neospora caninum, caes, resposta mediada por células, resposta

imune humoral, expressao de citocinas.
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ABSTRACT

Neospora caninum is an Apicomplexan parasite firstly described as the cause of
encephalomyelitis in puppies serologically negative to Toxoplasma gondii. Previous
reports on the parasite’s definitive host indicate a late IgG antibody response and that
clinical disease is difficult to be induced. The aim of this study was to investigate canine
immunity during N. caninum oral infection. The results obtained from the analysis of
infected animal’s samples indicate that dogs present a protracted acute phase, with
oocyst shedding correlated to a drop in CD4+ and CD8+ T cell levels, and low MHC
class Il expression by antigen presenting cells. Additionally, the dogs presented an
unstable seroconversion pattern in the same period, with only IgGi and IgGs being
detected in adult dogs and puppies, respectively, between the second and third months
of infection. Concomitantly, dominant Th2 cytokine expression was observed, with peak
expression levels of TGFB4, IL-4 and IL-10. After 2 months of infection, the immunity
profile shifts towards a Th1 response, with high levels of CD4 and CD8 lymphocytary
marker production and pro-inflammatory cytokine expression (IFNy, IL-6 and IL-12),
besides of the raise in antibody levels, especially IgG1 and IgGs4 in puppies. Based in the
results presented herein, we may conclude that dogs present a balanced host-parasite
relationship, modulating the host immune response during N. caninum merogony.

Keywords: Neospora caninum, dogs, cell mediated immune responses, humoral

immune response, cytokine expression.



1. INTRODUCAO

1.1. Parasito

Neospora caninum € um protozoario do Filo Apicomplexa, Familia
Sarcocystiidae, subfamilia Toxoplasmatinae, composta por parasitos pertencentes aos
géneros Toxoplasma, Besnoitia, Isospora, Sarcocystis, Frenkelia e Hammondia
(DUBEY et al., 1988a).

Evidéncias da infeccao por Neospora foram primeiramente descritas na Noruega,
em uma infeccdo por um coccideo formador de cistos como causa de encefalomielite
em sete filhotes sorologicamente negativos para Toxoplasma gondii, originados de trés
gestacdes distintas de uma cadela da raca Labrador (BJERKAS et al., 1984). Quando
analisado por microscopia eletrbnica, notaram-se diferengas ultra-estruturais
significativas entre o protozodrio desconhecido e T. gondii (BJERKAS; PRESTHUS,
1988). Parasito com descricao semelhante também foi encontrado em tecidos fixados
de 10 caes que vieram a Obito com diagnédstico de toxoplasmose atendidos em um
hospital veterinario norte-americano, o que originou a descricdo de uma nova espécie,
N. caninum, criada pois que o parasito ndo se adequava aos géneros ja existentes
(DUBEY et al., 1988a).

Trés caracteristicas principais foram utilizadas para separar N. caninum de T.
gondii e outros coccideos relacionados: a.) sinais clinicos dispares, sendo que a
neosporose canina induzia principalmente paralisia dos membros posteriores, sintoma
este ndo presente na toxoplasmose clinica canina; b.) os cistos teciduais de ambas as
espécies apresentavam diferencas em relacao a parede externa: enquanto os cistos de
N. caninum apresentam paredes significativamente mais espessas, com até 4 um,
geralmente restrita a tecidos neurais, os de T. gondii podem ser encontrados em
diversos 6rgaos, e possuem uma parede delgada (mais fina que 0,5 uym); e c.) os caes
nos quais os parasitos haviam sido encontrados em seus tecidos eram sorologicamente
negativos para T. gondii, bem como seus tecidos se mostraram negativos em ensaios
imunoistoquimicos utilizando anticorpos anti-T. gondii especificos (DUBEY et al.,
1988a).
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Logo ap6s sua descricdo, N. caninum foi isolado em cultura de células a partir de
tecidos de cées infectados de forma congénita, os quais sofriam de sindrome similar
aquela descrita por BJERKAS e colaboradores (1984). Simultaneamente ao isolamento
em cultivo celular, tecidos neurais destes caes foram inoculados em camundongos
alogénicos imunocompetentes da linhagem Swiss-Webster, e estes apresentaram
cistos teciduais com paredes espessas no sistema nervoso central, semelhantes aos
encontrados nos tecidos incluidos em parafina (DUBEY et al., 1988b). A partir do
isolamento, ensaios sorolégicos e imunoistoquimicos foram desenvolvidos para auxiliar
no diagndstico diferencial das infec¢cdes por N. caninum e T. gondii (DUBEY et al.,
1988b; LINDSAY; DUBEY, 1989).

1.2. Hospedeiros

Com a possibilidade de se realizar ensaios sorologicos, outras espécies animais
se tornaram alvos de inquéritos soroepidemiolégicos. Além dos céaes, anticorpos
especificos contra N. caninum foram identificados em gatos, bovinos, bufalos, ovinos,
caprinos, equinos, camelideos, raposas, lobos, cachorros do mato, guaxinins, gambas,
capivaras, cervideos, e mamiferos marinhos (DUBEY et al., 1999; GENNARI, 2004;
VITALIANO et al., 2004). Adicionalmente, caes, bovinos, ovinos, gatos, camundongos,
ratos, gerbis, coelhos e aves carnivoras foram experimentalmente infectados (BAKER
et al,, 1995; DUBEY; LINDSAY, 1996; McALLISTER et al, 1998). A infeccédo
experimental em cées possibilitou a McAllister e colaboradores (1998) descreverem o
cao como hospedeiro definitivo do parasito, por liberarem oocistos em suas fezes apés
ingestdo de tecidos murinos infectados. Recentemente, foi relatado que coiotes (Canis
latrans) também realizam a reproducao sexuada de N. caninum (GONDIM et al., 2004),
sugerindo, portanto, que outros canideos possam também se comportar como
hospedeiros definitivos.

Devido ao fato de macacos rhesus (Macaca mulata) terem sido infectados
experimentalmente com sucesso (BARR et al., 1994), criou-se uma expectativa em
relacdo ao potencial zoondtico do recém descrito protozodrio. Primeiramente,
anticorpos contra N. caninum foram demonstrados, pela técnica de WB, em individuos

com ou sem reatividade soroldgica para T. gondii (NAM et al., 1998). Posteriormente,
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outros grupos de pesquisa investigaram soropositividade a N. caninum em diversas
subpopulagées humanas, como agricultores e mulheres com problemas reprodutivos,
porém sem sucesso (GRAHAM et al., 1999; PETERSEN et al., 1999). Entretanto,
TRANAS e colaboradores (1999) descreveram que aproximadamente 7%, de mais de
mil amostras de doadores de sangue do estado da Califérnia (EUA), eram
sororeagentes positivos ao teste de imunofluorescéncia indireta para N. caninum. Em
outro estudo, verificou-se uma baixa positividade sorolégica ao parasito em 500
amostras advindas de trabalhadores rurais e mulheres com abortos recorrentes
(HEMPHILL;GOTTSTEIN, 2000). Em um relato mais recente, observou-se que
pacientes imunocomprometidos devido a infec¢ao por HIV, ou apresentando desordens
neuroldgicas, apresentam taxas de positividade sorolégica para N. caninum até oito
vezes maiores que individuos normais (LOBATO et al., 2006). Estes relatos sugerem
que a populagdo humana possa entrar em contato com o parasito, apesar de nao ser
possivel até o momento inferir que possa haver problemas clinicos decorrentes,
indicando apenas que os individuos imunocomprometidos possam ser mais
susceptiveis a infec¢ao por N. caninum.

Da ampla gama de espécies com as quais o0 parasito entra em contato, os
animais que apresentam sinais clinicos mais importantes decorrentes da infeccao por
N. caninum sdo os caes e 0s bovinos. Nos cées, a neosporose esta geralmente
associada a encefalomielites ou infecgdes congénitas, porém o parasito pode acometer
todos os 6rgdos dos animais, podendo leva-los a desordens respiratérias, cardiacas,
digestérias e dermatoldgicas (ORDEIX et al., 2002; DUBEY, 2003; BASSO et al., 2005).
As taxas de soropositividade encontradas mundialmente em caes sdo muito variaveis,
uma vez que ha uma variagdo entre 0 e 97% nas diferentes populagdes caninas
estudadas (BARBER et al., 1997; ANTONY;WILLIAMSON, 2003). Caes presentes nas
areas rurais e regides periurbanas tendem a apresentar maiores taxas de positividade
quando comparados aos estritamente urbanos, possivelmente por estarem mais
expostos a fatores de risco para a infeccdo (PATITUCCI et al., 2001; SANCHEZ et al.,
2003).

No Brasil, alguns grupos de pesquisa tém trabalhado com o intuito de se

investigar a presenga do parasito no pais. Verificou-se que o agente esta disseminado
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por todo o pais, sendo que ja foram encontrados anticorpos em bovinos, caes, canideos
silvestres, gatos, bufalos, ovinos, caprinos, equinos, cervideos, gambas e capivaras,
conforme previamente revisado (GENNARI, 2004). Dentre as espécies mais estudadas,
0s bovinos apresentam positividade soroldgica variando entre 6,8 e 67,8% dos animais
nos diferentes estudos realizados (BELO et al., 1999a; COSTA et al., 2001). Dentre as
diferentes populagdes caninas brasileiras analisadas, observou-se grande diferenca
entre a reatividade sorolégica de cdes urbanos e rurais, sendo que 0s animais
amostrados em cidades apresentam positividade variando de 6,7 a 35,6% (BELO et al.,
1999b; MINEO et al.,, 2001), enquanto que cédes advindos de zonas rurais podem
apresentar quase 60% de animais positivos (HASEGAWA, 2000). Dentre as populagdes
urbanas, observou-se que nao héa diferencga significativa na taxa de soropositividade de
caes atendidos em diferentes clinicas e hospitais veterinarios, bem como em animais
errantes, fato este oposto a positividade sorolégica para T. gondii, onde os animais
errantes apresentam taxa de positividade bem superior aos demais grupos analisados
(MINEO et al., 2004).

Os bovinos tém sido intensamente estudados, ja que a bovinocultura representa
um importante valor econémico na pecuaria mundial (TREES et al., 1999). Desde a
década de 1980, pesquisadores americanos estdao atentos a uma série de
abortamentos ocorrendo em bovinos, cujas lesdes fetais sdo semelhantes aquelas
causadas por protozoarios. Em diferentes estudos, fetos bovinos foram observados com
encefalites multifocais, com a presenca de parasitos no cérebro, quadro este
semelhante ao aborto ovino provocado por T. gondii. Hoje, sabe-se que N. caninum
apresenta distribuicdo mundial, atuando como um importante agente causador de
abortamentos em rebanhos bovinos em todo o0 mundo (DUBEY, 1999). Os indices de
positividade sdo variaveis, podendo alternar entre 2 e 50% (WOUDA et al., 1999;
BJORKMAN et al., 2000). A neosporose é apontada como causa de aproximadamente
40.000 abortamentos de bovinos por ano no estado da Califérnia, EUA, gerando uma
perda econémica para os produtores de cerca de US$ 35 milhdes/ano (ANDERSON et
al.,, 1991; ANDERSON et al., 1995). Em relato semelhante, estimou-se o prejuizo de
US$ 85 milhdes/ano na industria leiteira na Australia (ELLIS, 1997).



1.3. Ciclo biolégico

N. caninum possui um ciclo de vida heteroxeno, realizando replicacdo sexuada e
assexuada em hospedeiros definitivos e intermediarios, respectivamente. A replicacao
assexuada pode ocorrer em todos os animais homeotermos, enquanto a reproducao
sexuada ocorre somente nos canideos (GONDIM et al., 2004), que também podem se
comportar como hospedeiros intermediarios do parasito.

N. caninum apresenta trés formas principais: a.) taquizoitas, presentes na
infeccdo ativa, sdo estagios intracelulares obrigatérios presentes em células
mononucleares, com maior afinidade por células com potencial macrofagico, de
replicagédo rapida, responsaveis pela disseminagao pelo organismo do animal afetado;
b.) bradizoitas, que sao formas de laténcia do parasito, replicando-se lentamente e
secretando proteinas que impermeabilizam as membranas dos vacuolos parasitéforos
formando cistos teciduais, estruturas estas que sdo capazes de impedir a ativagdo do
sistema imunol6gico do hospedeiro nestes microambientes, porém atuando como fonte
de infecgdo para predadores, no caso de carnivorismo; c.) esporozoitas, contidos em
oocistos, em numero de oito, resultam da replicacdo sexuada do agente no trato
gastrintestinal dos canideos, 0s quais sao responsaveis pela contaminacao ambiental e
subseqiiente dispersdo do agente. E possivel que outras formas participem do ciclo
sexuado do parasito, porém nao existem estudos até o momento relatando a
alternancia de estagios na replicagcdao sexuada, bem como o local onde esta possa
ocorrer nos canideos.

Na transmissao horizontal (heteroxena ciclica) de N. caninum, cistos presentes
nos tecidos de presas ou oocistos contidos na agua e alimentos sao ingeridos e sofrem
digestdo quimica e enzimética apdés passagem pelo estdmago e duodeno,
respectivamente, liberando as formas infectantes para a luz do intestino (DUBEY et al.,
1999). Os bradizoitas e esporozoitas, agora convertidos em taquizoitas, invadem as
células epiteliais intestinais e se multiplicam rapidamente por endodiogenia, levando a
formacgéo de vacuolos que, quando repletos de parasitos, rompem a célula hospedeira
liberando mais taquizoitas, que invadem novas células. Os parasitos mantém este ritmo
de replicacdo, migrando para o GALT. A partir desse momento, os taquizoitas sao
disseminados por todo o organismo do animal, por meio da circulacao linfatica e
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sanguinea, e via ascendente por tecidos nervosos periféricos, atingindo diretamente o
sistema nervoso central (SAWADA et al., 1997; SHIBAHARA et al., 1999).

Durante a fase aguda da infecgdo, N. caninum mantém seu rapido ritmo de
replicagdo nos diferentes tecidos, causando uma resposta inflamatéria devido a
destruicdo dos tecidos parasitados, principalmente no pulmdo (COLLANTES-
FERNANDEZ et al., 2006). Quando o hospedeiro é capaz de ativar uma resposta imune
celular eficiente contra N. caninum, este parasito passa a alternar a expressao de genes
especificos como NcSAG1 e NcSAG4, que desencadeiam uma cascata de eventos.
Dentre estes, a interconversdo de estagios (HOWE et al., 1998; FERNANDEZ-GARCIA
et al. 2006), e a migracao preferencial para o sistema nervoso central, onde ha a
formacao de cistos teciduais, tornando o hospedeiro intermediario em reservatério da
infecgé@o para predadores, como os canideos, hospedeiros definitivos. Neste contexto, a
maioria dos hospedeiros infectados nao apresenta mortalidade frente a infeccéo, apesar
destes animais apresentarem as formas latentes do parasito, que persistem por toda a
vida do hospedeiro (SHIBAHARA et al., 1999; COLLANTES-FERNANDEZ et al., 2006).
Em condigdes experimentais, caes excretam oocistos apés ingestdo de camundongos,
ratos, cobaias, ovinos e caprinos experimentalmente infectados, além de placentas
bovinas naturalmente infectadas (McALLISTER et al., 1998; DIUKSTRA et al., 2001). A
presenca de fezes caninas nos cochos de alimentagdo e bebedouros aumenta
significativamente a probabilidade de infeccdo do rebanho bovino a N. caninum
(DIJKSTRA et al., 2002).

Apesar de o parasito apresentar adaptacao evolutiva para a transmissao pela via
oral, a via de infeccdo transplacentaria apresenta-se como uma alternativa para a
manutencdo do parasito nas populagées animais ja infectadas (TREES; WILLIAMS,
2005). Esta modalidade de infecgao ja foi demonstrada em caes, gatos, camundongos,
ovinos, caprinos, macacos € suinos, € demonstra alto grau de importancia em bovinos,
espécie na qual pode ser transmitido por consecutivas geracoes, sendo desnecessaria
a presenca do hospedeiro definitivo para disseminar a doenga (DUBEY, 1999). Varios
autores tentaram estimar o sucesso da transmissao vertical pelo parasito, encontrando
valores que variaram de 81 a 95% (PARE et al., 1996; DAVISON et al., 1999). Ha duas
modalidades de infecgao vertical: a.) a fémea prenhe pode entrar em contato com o
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parasito pela via oral e, com a disseminacao do agente na fase aguda da infeccao, ha a
passagem de taquizoitas pela interface materno-fetal, deixando o feto exposto ao
desafio por N. caninum; b.) reativacdo de uma infecgao latente, que ocorre devido a
variagdo hormonal e conseqlente mudanga de padrdo de resposta imunolégica
materna, que tende a mudar o perfil de expressao de citocinas do padréao Th1 para o
padrao Th2, que é uma alternancia importante para a aceitacdo do concepto pelo
organismo materno (INNES et al., 2001; QUINN et al., 2002). Adicionalmente, a
replicagdo intensa do parasito em células binucleadas trofoblasticas bovinas in vitro
sugere a participacao destas na transmissao intra-uterina do protozoario; estas células
de linhagem macrofagica também sao responsaveis pela producdo de hormonios como
a progesterona, um potente indutor de resposta Th2 (MACHADO et al., no prelo).

1.4. Resposta imune

Nao foram encontradas na literatura informacdes sobre o perfil de resposta
imune inata estimulado por N. caninum, com o intuito de esclarecer estes fendmenos.
Porém, pode-se extrapolar eventos que ocorrem durante a infecgdo por outros
protozoarios, como T. gondii, para se ter uma no¢ao dos mecanismos inatos envolvidos
no reconhecimento e estimulo inicial do sistema imune dos hospedeiros infectados.

As respostas imunes, independentemente do perfil apresentado, sao iniciadas
por células sentinelas, que dentre suas varias atribuicdes, desempenham a funcgao
primordial de apresentagdo antigénica. Estas células apresentadoras de antigenos, do
mesmo modo que as células dendriticas, encontram-se normalmente em tecidos nao-
linféides. Quando estimuladas por antigenos, como os bacterianos, produzem citocinas
pro-inflamatdérias como TNFa e IL-12, que sdo importantes na diferenciacdo de linfocitos
T em células com perfil Th1 (KAISHO; AKIRA, 2001). Tais estimulos induzem uma
regulacdo positiva de moléculas co-estimulatérias nas células dendriticas como CD40,
CD80 e CD86, fazendo com que estas células entrem em maturacao, fator essencial
para a ativagdo de células T virgens (REIS e SOUZA et al., 1999). Adicionalmente, em
resposta ao estimulo antigénico, as células dendriticas migram para regides de células
T em tecidos linféides secundarios (DE SMEDT et al.,, 1996). Estas habilidades das

células dendriticas em reconhecer antigenos microbianos diversos e participar de
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respostas pré-inflamatérias sincronizadas sdo desempenhadas primordialmente por
meio de receptores de quimiocinas e TLRs.

Estudos indicam que a resisténcia aos protozoarios intracelulares, como N.
caninum, é dependente de respostas imunes mediadas por citocinas pré-inflamatérias
produzidas por linfécitos T CD4+ tipo 1 (Th1), com a imunidade mediada por células
exercendo papel fundamental no controle da infeccao (HEMPHILL, 1999;
HUNTER;REINER, 2000), principalmente em fun¢do da agao sinérgica entre linfécitos T
CD4+ e CD8+, macréfagos e células NK. Durante a infecgao aguda, IL-12 é produzida
por células fagocitarias infectadas, diferenciando linfécitos T CD4+ e CD8+ em
subpopulacdes produtoras de citocinas pro-inflamatérias e estimulando células NK a
produzirem IFNy, ativando macroéfagos e eliminando células infectadas pelo parasito,
através de mecanismos mediados por oxido nitrico (STASKA et al., 2003; BOYSEN et
al., 2006; WILLIAMS; TREES, 2006).

A importédncia das células T na resisténcia a infeccdo por N. caninum foi
demonstrada quando camundongos atimicos apresentaram 100% de mortalidade antes
de completar 30 dias de infecgdo. A maior susceptibilidade destes animais sugere que
as células T tém papel chave suprimindo a propagacao de taquizoitas. Estes animais
apresentaram uma elevada producdo de IFNy e IL-6 quando comparados a BALB/c
selvagens, indicando provaveis mecanismos compensatérios para o0 controle da
replicacdo de taquizoitas, na auséncia de funcao efetora de células T (SHIBAHARA et
al., 1999). PBMC de bovinos experimentalmente infectados com N. caninum proliferam
em resposta a antigenos do parasito e produzem IFNy (LUNDEN et al., 1998), o qual
inibe a multiplicagdo do parasito in vitro (INNES et al., 1995). Em camundongos,
demonstrou-se a importancia de IFNy e IL-12 no controle da infec¢do. De fato, animais
knock-out para ambos 0s genes, ou tratados com anticorpos que neutralizam a acao
destas citocinas, tornam-se vulneraveis a infeccao (KHAN et al., 1997; BASZLER et al.,
1999; DUBEY, 1999), animais deficientes para estas citocinas chaves tém as taxas de
mortalidades relacionadas as elevadas cargas parasitarias detectadas em todos os
orgaos (SHIBAHARA et al., 1999). YAMANE e colaboradores (2000) observaram que a
adicdo de IFNy e TNFa em culturas primarias de células cerebrais bovinas inibiram a
multiplicacdo de taquizoitas de N. caninum. Diversos grupos de pesquisa relataram
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proliferacdo de células antigeno-especifico e producdo de IFNy em bovinos infectados
natural ou experimentalmente (LUNDEN et al., 1998; MARKS et al., 1998; DEMAREZ et
al.,, 1999; WILLIAMS et al., 2000; ANDRIANARIVO et al., 2001; TREES et al., 2002).
Em contrapartida, a adicdo de IL-4 em culturas de macréfagos J774A.1 infectados com
N. caninum e tratados com IFNy aumentou a viabilidade dos taquizoitas, levando a crer
que o balango IFNy/IL-4 € crucial para o controle da infeccao (NISHIKAWA et al., 2003).

Este fato é relevante em fémeas prenhes, pois respostas imunes
predominantemente Th1 s&o incompativeis com o0 sucesso de uma gestagao
(RAGHUPATHY, 1997). Para que o feto e seus anexos possam ser reconhecidos como
‘préprios’ durante o periodo gestacional, ha uma imunomodulacdo da resposta levando
a expressao de citocinas para um padrao Th2 nos linfécitos T CD4+, sendo este perfil
induzido principalmente pelos altos niveis de progesterona mantidos durante a gestacao
(INNES et al., 2002). Estes eventos levam ao desenvolvimento de sinais paradoxais ao
sistema imune das fémeas, que é induzido a optar entre o comprometimento da
gestacao pela resposta imune ao parasito ou ao empenho na manutencao da gestacao,
que leva a consequente reativacao do agente (QUINN et al., 2002). Ambas as opc¢oes
podem levar a uma provavel perda fetal. Esta imunomodulagdo € mediada por IL-10,
que possui efeitos inibitdrios sobre a atividade microbicida de macréfagos ativados por
IFNy, diferenciagdo de clones Th1, produgdo de IFNy por células NK e linfocitos T
CD4+ e CD8+, além da producéao de IL-12 por células acessoérias, sendo altamente
expressa em astrocitos advindos de cultivo primério infectados por N. caninum (INNES
et al., 2002; PINHEIRO et al., 2006).

A participacao efetiva das diferentes classes de imunoglobulinas na resisténcia a
infeccdo por N. caninum é incerta. Especula-se que os anticorpos tenham um papel
auxiliar no controle da infeccdo, participando da neutralizacdo e destruicdo de
taquizoitas extracelulares, podendo, assim, reduzir a disseminacao do agente (INNES
et al.,, 2002). Porém, a auséncia de linfécitos B em camundongos geneticamente
deficientes leva a uma falha no controle da infeccdo, indicando que os anticorpos
possam ter papel relevante no controle da infecgcdo (EPERON et al., 1999; AMMANN et
al., 2004). Adicionalmente, foi observado que a infeccdo por N. caninum em

camundongos induz uma expansao clonal de linfocitos B periféricos, contudo gerando



10
uma deplecdo de células precursoras na medula 6ssea (TEIXEIRA et al.,, 2005).

Aparentemente, a soroconversao € parcial, uma vez que os titulos de anticorpos
apresentados por animais infectados sao geralmente baixos, principalmente em caes. A
maior parte destes ndo desenvolve resposta humoral frente ao desafio, sendo que os
animais que chegam a produzir anticorpos, o fazem de forma retardada, apresentando
anticorpos IgG especificos somente ap6s 4 semanas, prazo este que pode se estender
por quase 500 dias (SCHARES et al., 2001; GONDIM et al., 2003). As demais espécies
ja estudadas nao apresentam tal cinética tardia de resposta mediada por anticorpos da
classe 1gG, porém geralmente mantém baixos niveis séricos por curtos periodos de
tempo (McGUIRE et al., 1999; MINEO et al., 2005; COLLANTES-FERNANDEZ et al.,
2006). Os bovinos, excecao a este fendmeno, geralmente apresentam uma rapida
soroconversdo, com altos titulos, e tendem a manutengédo de positividade durante um
longo periodo (DIJKSTRA et al., 2003).

Considerando os trabalhos acima explicitados, podemos afirmar que existem
diversos mecanismos pelos quais 0os hospedeiros e parasitos interagem, sendo que
esta interacdo tende a uma maior complexidade devido a co-evolugcdo entre as
espécies. A imunidade do hospedeiro frente a infecgdo por N. caninum, bem como
contra outros protozoarios relacionados, é fortemente dependente de uma resposta
inflamatoria, que envolve principalmente a participacao da imunidade adaptativa celular

do hospedeiro.
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2. OBJETIVO GERAL
Estudar a relacao parasito-hospedeiro na infec¢ao por N. caninum em céaes, por
meio da avaliagao da imunidade celular, humoral e expressao de citocinas em animais

inoculados experimentalmente per os.

2.1. Objetivos especificos

- Observar a cinética da porcentagem e expressdo de linfocitos T CD4+ e CD8+

sanguineos durante a infeccao experimental por N. caninum em caes pela via oral

- Analisar as quantidades dos marcadores CD3, CD79, MHC de classe Il, CD163, iNOS,
TGFB1, 1gG1, 1gG2, IgM, IgA e IgE em linfonodos popliteos de caes durante a fase

aguda da infec¢ao experimental por N. caninum.

- Avaliar a imunidade humoral de caes por meio da cinética de producdo de anticorpos
IgM, 1gG e subclasses (IgGi, 1gGo, 1gGs, 19Gs), IgA e IgE durante a infecgcao

experimental oral por N. caninum;

- Analisar o perfil da expressao das citocinas IFNy, TNFa, TGFB4, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10
e IL-12 p40 em cées experimentalmente inoculados pela via oral, durante a fase aguda

da infeccao por N. caninum.
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CariTuLo |

Inoculacao de caes com tecidos de bezerro e com ovos embrionados

experimentalmente infectados com N. caninum
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I.1. MATERIAL E METODOS

I.1.1. Obtencao e manutencao de taquizoitas de N. caninum

Taquizoitas do isolado NC-1 de N. caninum foram cultivados em sistema de
cultivo celular, utilizando células CV-1 como hospedeiras (gentiimente cedidos pela
Profa. Solange Maria Gennari, VPS-FMVZ, USP, S&o Paulo, SP). As células
hospedeiras foram cultivadas a 37°C com injegao constante de 5% de CO,, em 5 ml de
meio RPMI 1640 com 10% de SFB até atingirem a confluéncia, quando foram
infectados com suspensdes parasitarias contendo de 5 x 10° a 1 x 10° taquizoitas. Apds
trés a cinco dias da infeccao das células, utilizando RPMI 1640 sem a adicao de SFB, a
quantidade de taquizoitas gerados foi entre 5 x 10’ e 1 x 10° por frasco de 25 cm? O
sobrenadante foi colhido, passado em seringa com agulha para a liberacdo dos
parasitos intracelulares, recolhidos em tubos coénicos, que foram centrifugados a 400 x
g, por 10 minutos, a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspenso
em 1 ml de PBS. A suspensdo de taquizoitas resultante do cultivo foi utilizada para
infeccdo de novos frascos de cultivo, infeccdo do bezerro, preparo de antigeno
formolizado para a confecgdo de laminas de Imunofluorescéncia Indireta, antigeno
soluvel para a sensibilizacdo de placas de ELISA, protocolos de WB e estimulacao de

linfécitos de caes in vitro.

1.1.2. Modelos experimentais utilizados como fonte de indculo para os caes
1.1.2.1. Bezerro

Foi utilizado neste experimento um bezerro da raca Holandesa Preta e Branca
(Holstein-Friesian, Bos taurus taurus), mantido em regime fechado em baias do
Departamento de Patologia Veterinaria, FCAV/UNESP, sorologicamente negativo para
N. caninum, T. gondii, Babesia bigemina, B. bovis e Anaplasma marginale. O animal foi
infectado pela via endovenosa com 5x108 taquizoitas de N. caninum, diluidos em meio
RPMI 1640 contendo 1% de estreptomicina/anfotericina B. Este animal foi mantido
infectado por um periodo de 200 dias, recebendo um novo inéculo aos 160 dpi, com
uma dose de 5x10° taquizoitas, pela via subcutanea. Amostras de soro foram colhidas
do animal a cada 15 dias para se verificar os titulos de anticorpos IgG especificos para

N. caninum. Avaliagbes clinicas e hematoldgicas foram realizadas durante todo o
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periodo experimental, apds o qual o animal foi abatido por meio de eletrochoque, tendo
seu SNC e fragmentos de musculatura esquelética colhidos e mantidos em gelo e em
formol tamponado a 10%, de forma pareada. Os tecidos colhidos foram repartidos de
forma igual, em 12 porgbes de 500g, para a administragdo oral a caes pré-
selecionados, conforme descrito por GONDIM e colaboradores (2002).

[.1.2.2. Ovos embrionados

Ovos embrionados de galinha foram submetidos a infecgcdo com taquizoitas de
N. caninum derivados de cultivo celular, conforme protocolo descrito anteriormente
(FURUTA et al., submetido para publicacdo). Brevemente, ovos embrionados foram
mantidos em incubadora com temperatura (37°C) e umidade (60%) controladas, tendo
sua viabilidade monitorada por meio de ovoscopia. Os embrides foram infectados no
décimo dia de incubacao, via cavidade alanto6ide, por meio de inoculacao direta de 0,1
ml de solucdo contendo 1x10° taquizoitas de N. caninum, diluidos em PBS estéril
contendo 1% de solucdo de estreptomicina/anfotericina B. Os ovos foram observados
diariamente durante 8 dias de incubacdo poés-infeccdo. Os embribes mortos
previamente ao periodo de incubacdo estabelecido foram descartados. Dos ovos
viaveis foram retirados os embrides, bem como seus anexos 0s quais foram mantidos
em gelo até serem administrados por via oral aos cdes sob experimentacdo. Cada cao

recebeu cinco embrides e anexos por dia, durante trés dias consecutivos.

1.1.3. Inoculacao de caes
1.1.3.1. Selegcédo dos cées a serem utilizados

Todos os cées foram previamente selecionados, por meio de triagem clinica e
sorologica, constatando-se serem todos os animais sauddveis e sorologicamente
negativos para N. caninum, T. gondii, B. canis, Leishmania chagasi e Ehrlichia canis.
Foram realizados também exames coproldgicos para se descartar a presencga de outros
patégenos intestinais. Os animais selecionados foram vermifugados e vacinados contra
0s principais agentes infecciosos virais e bacterianos. Os caes foram mantidos desde
seu nascimento no canil experimental do Departamento de Patologia Veterinaria desta
instituicdo, eliminando assim o risco de infestacao por ectoparasitos e outros agentes

que pudessem causar alteragdes nos parametros analisados.
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Todos os protocolos experimentais envolvendo animais foram procedidos de

acordo com os principios éticos em pesquisa com animais de laboratério, adotados pelo

Colégio Brasileiro de Experimentacdao Animal e com o artigo 2000 Report of the AVMA
Panel on Euthanasia (AVMA, 2001).

1.1.3.2. Animais infectados

Um total de oito cées, sem raca definida, distribuidos em trés grupos
experimentais distintos, foram experimentalmente inoculados com N. caninum pela via
oral durante a realizagédo deste trabalho. Primeiramente, quatro caes, divididos em dois
grupos (G1: 2 caes, irmaos, machos, de 1 ano de idade — 1A e 1B; G2: 2 caes, irmaos,
machos, de 60 dias de idade — 2A e 2B) ingeriram infectados tecidos de bezerro. Estes
animais foram destinados para experimentos de fenotipagem da resposta imune celular
e cinética da producao de anticorpos durante 250 dias, com datas de coleta de soro
sanguineo realizadas nos dias 0, 3, 5, 7, 10, 14, 20, 25, 30, 35, 42, 50, 58, 64, 75, 85,
92, 100, 110, 130, 140, 150, 160, 170, 180, 190, 225, 235 e 250 dpi. Ao final do
experimento, os caes foram eutanasiados com injecdo letal de T-61, para a observacao
de alteragdes post mortem. Apesar de o planejamento inicial contar com apenas os dois
grupos acima descritos, as amostras de PBMC cultivadas e armazenadas com o intuito
de se analisar a expressao de citocinas pelos caes do G1 e G2 sofreram com uma forte
degradacdo do mRNA. Para que estas informacdes fossem obtidas, utilizou-se um
grupo adicional de caes (G3: 4 caes, irmaos, machos, de 2 meses de idade — 3A, 3B,
3C e 3D), inoculados por meio da ingestao de ovos embrionados experimentalmente
infectados, com o objetivo de se observar a expressao de citocinas durante a fase
aguda da infeccdo (Periodo de observacao de 90 dias). As fezes de todos os caes
infectados foram colhidas entre dois dias pré-infeccao até 40 dpi para a identificacao de
oocistos de N. caninum liberados, por meio de técnica de flutuagdo por sacarose
(GONDIM et al., 2002). O delineamento experimental esta apresentado de forma
resumida na Figura 1.

1.1.3.3. Animais controles
O grupo controle foi constituido por um total de 17 cées, sendo 2 cdes de 1 ano

de idade, irm&os, acompanhados durante o mesmo periodo experimental e por
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amostras colhidas de 15 cédes, pertencentes a 4 diferentes ninhadas, com idades
variando entre 2 e 6 meses. Ambos os animais adultos, bem como amostras de 10 caes
jovens, constituiram o grupo controle nos ensaios soroldgicos e imunofenotipagem
celular. Para o experimento envolvendo a expressao de citocinas, cinco animais jovens
foram utilizados. Todas as amostras colhidas dos animais controles foram utilizadas
para a determinacdo de faixas de normalidade para os diferentes ensaios utilizados

neste trabalho.

I.1.4. Avaliacao histopatologica em tecidos do bezerro e ovos embrionados
infectados com N. caninum

Para observacédo da morfologia e histopatologia dos diferentes érgéos do bezerro e
ovos experimentalmente infectados, diversos tecidos do bezerro e dos embrides de
galinha e seus anexos foram submetidos a analise histopatolégica, por meio da
coloracdo de HE. Os tecidos musculares com alteragdes microscépicas visualizadas
foram posteriormente analisados utilizando a coloragao por tricrémio de Gomori, método
este que evidencia fibras musculares em necrose. Foram colhidos fragmentos de 3 cm
de comprimento por 3 cm de largura e 1 cm de profundidade e imersos em formalina
tamponada a 10% por 24 horas, e posteriormente em alcool 70%, até o momento da

emblocagem em parafina.
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1.1.5. Imunoistoquimica para a deteccao de N. caninum em tecidos do bezerro e
ovos embrionados experimentalmente infectados
Cortes ultrafinos de 4 um de espessura dos tecidos emblocados foram fixados
em lamina de microscopia revestida com poli-L-lisina. O ensaio foi realizado segundo
protocolo previamente descrito por CASTRO e colaboradores (2004). O anticorpo
primario utilizado consistiu de um pool de soros policlonais de camundongos infectados
com 5x10° taquizoitas do isolado NC-1 de N. caninum, apés 45 dpi, possuindo titulo de
anticorpos IgG-especificos de 1:800 por RIFI. A diluicdo 6tima de uso para o protocolo
de imunoistoquimica foi padronizado em 1:1000 por experimentos realizados
anteriormente (MINEO et al., submetido para publicacdo). O complexo ABC foi utilizado
como anticorpo secundério. As marcagdes foram reveladas com DAB e contra coradas
com Hematoxilina de Harris. As laminas foram cobertas por laminulas e analisadas
quanto a presenca de marcacao especifica para N. caninum. Ensaios controles foram
realizados na auséncia do anticorpo primario especifico, com o intuito de se observar

marcacoes inespecificas dos demais reagentes.

1.1.6. Ensaios sorolégicos para deteccao de anticorpos anti-N. caninum
1.1.6.1. Confeccéao de laminas para RIFI

Taquizoitas advindos de cultivo in vitro foram primeiramente submetidos a
centrifugagdo para retirada do meio de cultura, a 600 x g, por 10 minutos a 4°C. Em
seguida, o sobrenadante foi descartado e o precipitado contendo os parasitos foi lavado
por duas vezes em 10 ml de PBS. Posteriormente, o precipitado foi ressuspenso em 5
ml de PBS contendo 1% de formaldeido e incubado durante 30 minutos a temperatura
ambiente, sob agitacdo, com o intuito de se fixar e preservar os antigenos de superficie
dos taquizoitas. Apds este periodo, o substrato antigénico foi submetido a dois novos
ciclos de lavagens para se retirar o excesso de tampao fixador, sendo ressuspensos em
agua bi-destilada. Apds o estabelecimento da concentracao de taquizoitas nas laminas
em 20 parasitos por campo, 10 pl da suspensao foram adicionados por pogo de laminas
proprias para a RIFI, sendo o excesso retirado. As laminas foram secas a temperatura
ambiente e posteriormente acondicionadas individualmente em lengcos de papel e
embrulhadas com papel aluminio para o armazenamento a -20°C, até o momento do

uso.
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1.1.6.2. Detecgéao de anticorpos IgM e IgG especificos para N. caninum em amostras de
soros dos caes e bezerro

As reacOes foram padronizadas utilizando-se amostras de soro controles
positivos e negativos, advindas do servigo de diagnéstico de rotina do Laboratério de
Imunoparasitologia desta instituicdo, alternando-se dilui¢des iniciais dos soros,
concentragdo dos conjugados, tempo de incubagéo, além de métodos e solugcbes de
lavagens. Apds sucessivos testes, chegou-se ao seguinte protocolo base para a
deteccéao de anticorpos IgM e IgG especificos a N. caninum nos soros do bezerro e dos
caes experimentalmente infectados: 1.) Os soros foram diluidos em PBS (A descricao
da diluicdo utilizada para cada ensaio pode ser encontrada na Tabela 1), sendo
adicionado 10 pl de cada amostra diluida as cavidades das laminas, que foram
incubadas por 30 minutos a 37°C, em camara Umida. Em cada lamina foi adicionada
uma amostra controle positiva e outra negativa, sendo estas espécie e anticorpo
especificos; 2.) Ap6s o periodo de incubacdo das amostras de soro, foram realizados
trés ciclos de lavagem de cinco minutos em PBS; 3.) Apos secagem das cavidades, foi
adicionado 10 pl do conjugado de interesse, diluido em PBS com 0,01% de Azul de
Evans como contra-coloracdo e as laminas novamente incubadas por 30 minutos a
37°C; 4.) Apds a incubagdo do conjugado, seguiu-se um novo ciclo de lavagem como
anteriormente descrito. Utilizou-se IgG de cabra anti-IgM e 1gG de coelho anti-IgG para
0s ensaios de deteccao dos anticorpos bovinos, da mesma forma, os anticorpos
caninos foram detectados por meio de IgG de cabra anti-IgM e 1gG de coelho anti-lgG,
sendo todos com conjugados FITC. As diluigbes 6timas das amostras de soro e dos
diferentes conjugados utilizados estdo dispostas na Tabela 1; 5.) As laminas foram,
entdo, cobertas com laminulas utilizando-se glicerol tamponado com carbonato-
bicarbonato de sodio, pH 9.0, para que houvesse um aumento da intensidade de
marcacgao; 6.) Apds o término da reacdo, as laminas foram lidas em microscépio
equipado com luz fluorescente. As amostras foram consideradas positivas quando se
observava fluorescéncia completa da membrana dos taquizoitas, por toda a extensao
das cavidades analisadas. Pog¢os que apresentavam parasitos com reatividade apical,
de membranas internas ou com fluorescéncia parcial da membrana externa foram
considerados negativos.
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Tabela 1: Diluigcdes 6timas de amostras de soro e dos conjugados para a detecgao de
anticorpos IgM e IgG especificos a N. caninum, por meio de RIFI em caes e bovinos

experimentalmente infectados.

o Diluicao do soro Diluicao do conjugado
Espécie
IgM lgG IgM lgG
Cées 1:25 1:25 1:40 1:700
Bovino 1:25 1:200 1:50 1:350

I.2. RESULTADOS

1.2.1. Bezerro

O bezerro experimentalmente infectado apresentou sinais clinicos brandos da
infecgdo, sendo estes restritos ao aumento dos linfonodos cervicais nos primeiros 8 dpi.
Nao foi observado aumento de temperatura retal do animal, nem a presenca de sinais
clinicos compativeis com aqueles descritos para a infecgéo por N. caninum. Ap6s novo
desafio aos 160° dpi, o animal ndo demonstrou sinais de doenga, sem qualquer
alteracdao em seu estado clinico. Variagdes hematologicas sutis foram verificadas, como
o aumento de leucdcitos totais do animal nos primeiros 7 dias apds a primo infeccao,
seguida de uma queda progressiva até se estabilizar entre 60 e 70 dpi. As contagens de
linfécitos também aumentaram (Dia 0 = 35%; Dia 35 = 59%), porém o0s niveis
permaneceram dentro dos limites considerados normais durante quase todo o periodo
experimental (Dados n&o mostrados). Sorologicamente, o animal apresentou anticorpos
IgM e IgG especificos contra N. caninum a partir do 7 dpi (Figura 2). A producdo de
anticorpos IgM se mostrou baixa durante o periodo experimental, revelando um padrao
crescente até os 35 dpi, pico maximo mensurado, estabilizando-se no titulo 1:100 até o
novo inéculo, quando os titulos aumentaram novamente para 1:200 e permaneceram
inalterados até o sacrificio do animal. Quanto aos anticorpos IgG, o bezerro apresentou
titulos crescentes até os 50 dpi, onde os titulos atingiram 1:12800, permanecendo
inalterados durante 30 dias. Apdés os 80 dpi, e pelos préximos 80 dias, o animal

apresentou um declinio gradual na producgédo de IgG, chegando a produzir oito vezes
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menos anticorpos neste periodo. Porém, com o novo inoculo, a producdo de IgG
especifica ao parasito mostrou um forte aumento, com titulo estabelecido pela RIFI em
1:25600, um aumento de dezesseis vezes, titulo este que permaneceu inalterado até o
fim do periodo experimental.

O exame histopatolégico dos tecidos colhidos do bezerro apbés o sacrificio e
corados pelo HE revelaram areas com reagbes inflamatérias constituidas
predominantemente por células mononucleares, principalmente em cortes de musculo
esquelético, coragao e lingua. Nos cortes corados pelo Tricrémio de Gomori foi possivel
a visualizagdo de feixes musculares em necrose, evidenciadas pelo ‘arredondamento’,
diminuicdo de tamanho e coloracdo escura das fibras musculares. Observou-se
também a presenca de células mononucleares fagocitando fibras necroticas. Os
diversos tecidos colhidos do bezerro submetidos a reacdo de imunoistoquimica, para
verificagdo da presenga do N. caninum revelaram marcagdes especificas do parasito
em tecidos como cérebro, coracao, outros musculos esqueléticos, intestino e,
principalmente lingua. Os achados histologicos mais significativos estado ilustrados na
Figura 3.

1.2.2. Ovos embrionados

Os ovos embrionados infectados revelaram alto grau de parasitismo apds o
periodo de 8 dpi. Além da mortalidade de 15% encontrada nos embrides, pode-se
constatar macroscopicamente que as membranas CA estavam edemaciadas e
apresentavam pontos esbranquicados por toda sua extensdo (Figura 4A), os quais
continham altas concentracbes de parasitos quando analisados a fresco.
Histologicamente, vérios focos de replicacdo do parasito puderam ser evidenciados em
diversos tecidos como SNC, coracao, figado, bago, pulméo, musculos esqueléticos
diversos, além da membrana CA (Figura 4B). Os resultados observados por meio de
histopatologia foram posteriormente confirmados pela técnica de imunoistoquimica
(Figura 4C).
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Figura 2: Perfil da cinética de anticorpos IgM (A) e IgG (B) especificos anti-Neospora
caninum em amostras de soro de bezerro experimentalmente infectado, pela Reagao de
Imunofluorescéncia Indireta. As setas vermelhas indicam os dias dos in6culos e a faixa

cinza indica o ponto de corte da reacgéao.
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Figura 3: Fotomicrografia de tecidos musculares de bezerro experimentalmente
infectado com Neospora caninum, apds 200 dpi (A-C). A — Feixe muscular da lingua
com diversas fibras em necrose, representadas por ‘arredondamento’, diminuigcdo do
tamanho e escurecimento na coloragcdo por Tricrbmio de Gomori (40x); B — Fibra
muscular da lingua em necrose, ao redor de fibras normais (400x); C — Fibra muscular
da lingua em necrose, evidenciado pela presenca de células mononucleares realizando
fagocitose (1000x). Presenca de parasitos em tecidos do sistema nervoso central (D —
100x) e fibras de musculos esqueléticos (E — 400x), revelados por imunoistoquimica

especifica para N. caninum.
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Figura 4: LesGes macroscopicas na membrana corioalantéide de embrido de galinha
inoculado com 10° taquizoitas do isolado NC-1 de N. caninum (A - Seta).
Microscopicamente, a coloracao por HE (B) revelou a presenca de infiltrado inflamatério
misto (#) e focos de replicacdo parasitaria (*), também evidenciados por meio de

imunoistoquimica (C).



25
1.2.3. Caes
Os caes dos grupos G1 e G2, os quais ingeriram tecidos do bezerro infectado
experimentalmente, ndo apresentaram sinais clinicos classicos da infeccdo por N.
caninum, como convulsdes e paresia dos membros posteriores. Nao foram observadas
alteracOes significativas na temperatura retal dos animais. Foi observada diarréia nos
primeiros trés dias de infec¢do, porém supde-se que esta seja decorrente da ingestao
de tecidos musculares e do sistema nervoso central do bezerro, uma vez que os
animais sé haviam ingerido ragédo comercial até o momento da infecgdo. Durante os
primeiros 40 dpi, os animais apresentaram secrecdo mucosa sobre o bolo fecal
esporadicamente, com maior freqiéncia nos caes do G2 e concomitantemente a
presenca de oocistos. Porém, o animal 2B apresentou forte prurido na regidao ventral da
mandibula, pescogo e porgéo anterior do térax. Nao haviam lesdes focais ou exsudagao
evidente. Nao foi possivel o isolamento de N. caninum por meio do raspado de pele.
Quanto a eliminacao de oocistos, observou-se a presenca de oocistos ndo esporulados
e semi-esporulados nas fezes dos caes do G1 e G2 (Figura 5). Os animais do G2
apresentaram um periodo mais longo de eliminacao, iniciando-se na primeira semana
de infeccao, perdurando até 28 dpi. Oocistos também foram visualizados no bolo fecal
dos caes do G1, porém em um menor numero de dias e mais tardio, quando comparado
ao G2 (Tabela 2). Os caes do G3 nao apresentaram alteragdes clinicas e oocistos
detectaveis em suas fezes no periodo de 40 dpi.
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Figura 5: Oocisto semi-esporulado representativo encontrado nas fezes dos caes
pertencentes ao G1 e G2, inoculados com tecidos de um bezerro experimentalmente
infectado por taquizoitas de N. caninum. Barra = 10pym. 1000x.
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Tabela 2: Avaliagdo da eliminagao de oocistos pelos caes pertencentes aos grupos G1,
G2, G3 apds inoculacao experimental oral com diferentes tecidos infectados por N.

caninum

G1 G2 G3 Controles
1A 1B 2A 2B 3A 3B 3C 3D A B

=)
2

1 B - - - - B - - B -
2 - - - - - - - - - -
3 - - - - - - - - - -
4 - - - - - - - -
5 - - - - - - - -
6 - - - - - - - -
7 - - - - - - - -
8 - - - - - - - -
9 - - - - - - - -
10 - - - - - - - -
11 - - - - - - - -
12 - - - - - - - -
13 - - - - - - - -
14 - - - - - - - -
15 - - - - - - - -
16 - - - - - - - -
17 - - - - - - - -
18 - - - - - - - -
19 - - - - - - - -
20 - - - - - - - -
21 - - - - - - - -
22 - - - - - - - -
23 - - - - - - -
24 - - - - - - - -
25 - - - - - - - -
26 - - - - - - - -
27 - - - - - - - -
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Observando a cinética de anticorpos IgM anti-N. caninum produzidos pelos
animais infectados, pode-se observar que dentre os animais do grupo G1, apenas o cao
1B apresentou uma reatividade tardia revelada pela RIFI, com titulo limitrofe, dos 85
aos 225 dpi. O animal 1A ndo apresentou reatividade a RIFI-IgM (Figura 7A). Os
animais do grupo G2 apresentaram reatividade inicial para IgM entre 30-35 dpi, com
titulos de 1:25. Aos 130 dpi, titulos de ambos os animais apresentaram um aumento
para 1:50, permanecendo estavel no animal 2A até o final do periodo experimental. O
animal 2B manteve o titulo de 1:50 até 160 dpi, quando o titulo regrediu a 1:25 (Figura
6). Os caes pertencentes ao G3 nao apresentaram reatividade na RIFI para a deteccao
de anticorpos IgM contra N. caninum.

A producdo de anticorpos IgG por ambos os grupos revelou uma baixa
reatividade ao ensaio de imunofluorescéncia indireta. Porém, observou-se uma
reatividade ligeiramente superior dos cdes mais jovens em relagdo aos adultos. O G1
apresentou somente titulos no ponto de corte do ensaio, sendo que o animal 1B reagiu
ao ensaio positivamente dos 5 aos 14 dpi, quando voltou a ser negativo. O animal 1A
nao apresentou anticorpos detectaveis até o 85 dpi, seguido por uma nova reatividade
do cao 1B aos 92 dpi, ambos mantendo titulo estavel (1:25) até o final do periodo de
experimentacdo. Quanto aos animais do G2, observou-se um primeiro pico de
anticorpos entre 0 25° e o 352 dpi pelo cao 2B, soronegativando e voltando a produzir
anticorpos detectaveis aos 75 dpi, mantendo titulos de 1:25 até o 130 dpi, quando os
niveis de anticorpos subiram levemente para 1:50 até o 170 dpi, voltando a regredir
para os titulos basais observados até os 250 dpi. Quanto ao animal 2A, este apresentou
uma soroconversao mais tardia, de forma semelhante ao 1A, aos 64 dpi. Os titulos de
anticorpos permaneceram em 1:25 até o 110 dpi, quando subiram para 1:50,
permanecendo inalterados até o final do experimento (Figura 6). Dentre os caes do G3,
observou-se a soroconversdao somente do animal 3C, aos 64 dpi. Os demais animais
permaneceram soronegativos durante toda a avaliacao experimental.

Ap6s a eutandsia dos céaes, observou-se um espessamento proeminente da
mucosa duodenal do animal 1A, com a presenca de secrecdo muco purulenta (Figura
8A), sendo constatada também acentuada congestdo esplénica e endocardiose

moderada. De forma semelhante, o cdo 1B apresentou a mucosa do jejuno e ileo
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levemente espessadas, acompanhadas de hiperplasia de polpa branca no baco, quadro
este também observado no 2A, porém de forma mais intensa. Apesar de nao
apresentar alterac6es na mucosa intestinal dignas de nota, o cdo 2A apresentou uma
forte hiperemia da porg¢édo delgada do intestino (Figura 8B). Dentre todos os animais
analisados post mortem, o animal 2B foi aquele que demonstrou alteracdes patolégicas
mais graves. Notou-se a presenca de hemorragia no eséfago acompanhada de bolo
fecal escurecido. Quadros hemorragicos também foram observados na vesicula biliar
(Figura 8C) e linfonodos mesentéricos, 0s quais se apresentavam com volume

aumentado (Figura 8D).
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Figura 6: Cinética da deteccao de anticorpos IgM especificos a N. caninum em soros
dos cées dos grupos G1 (A) e G2 (B) por meio de RIFI. Sdo consideradas positivas as
amostras que obtiveram reatividade maior ou igual ao ponto de corte da reacdo (1:25 —
faixa cinza).
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Figura 7: Cinética da deteccao de anticorpos IgG especificos a N. caninum em soros
dos cées dos grupos G1 (A) e G2 (B) por meio de RIFl. Sdo consideradas positivas as
amostras que obtiveram reatividade maior ou igual ao ponto de corte da reacao (1:25 —
faixa cinza).
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I.3. Discussao

A infeccdo por N. caninum em caes tem sido aderegada em artigos cientificos por
meio de estudos soroepidemiologicos (CHEADLE et al., 1999; MINEO et al., 2001;
GENNARI et al., 2002), eliminagao de oocistos (McALLISTER et al., 1998; DIJKSTRA et
al., 2001; GONDIM et al., 2005) e métodos de diagnostico, principalmente aqueles
baseados em ensaios soroldgicos (HIGA et al., 2000; PINHEIRO et al., 2005; SILVA et
al., 2007). A resposta imune do cao frente ao protozoario ndo tem sido alvo de
investigacdes mais aprofundadas, o que ndo ocorre em outros modelos experimentais,
como bovinos e camundongos. Em um unico relato, SCHARES e colaboradores (2001)
descreveram de forma mais objetiva a auséncia ou aparecimento tardio de anticorpos
lgG especificos contra o parasito em cées, fato este previamente relatado
superficialmente (McALLISTER et al.,, 1998; GONDIM et al., 2002). Para que haja
subsidios que proporcionem um melhor entendimento da merogonia, epidemiologia e
diagnéstico desta parasitose faz-se necessario a obtencdo de informacdes mais
precisas sobre o comportamento do sistema imune dos caes quando desafiados pelo
parasito pela via oral.

Primeiramente, quanto as fontes de infeccao utilizadas nos diferentes grupos
experimentais, o bezerro experimentalmente infectado por taquizoitas de N. caninum
demonstrou uma alta soroconversao de anticorpos da classe IgG especifico ao parasito,
contando também com niveis detectaveis de anticorpos IgM por todo o periodo
experimental. Apds seu sacrificio, a presenca do parasito pode ser constatada no
sistema nervoso central do animal, bem como em diferentes tecidos musculares, com
maior concentracao detectada na lingua. As coloragdes de cortes de lingua do animal
com fibras em necrose indicaram que este seja o tecido muscular preferencial de
replicagdo do parasito. A alta concentragdo de anticorpos em bovinos natural e
experimentalmente infectados vao de encontro com relatos prévios na literatura (INNES
et al., 2001; DIJKSTRA et al., 2002; MINEO et al., 2006). A presenca de cistos teciduais
€ descrita principalmente no sistema nervoso central em bovinos (HEMPHILL et al.,
2006), porém um unico grupo de pesquisa relatou a presenca de formas latentes do
parasito em musculatura (PETERS et al., 2001). A confirmag&o da soroconversao e de
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estagios do parasito nos tecidos do bezerro inoculado, garantiu o sucesso da infecgéao
experimental no bovino e, principalmente, assegura que 0s caes experimentais
entraram em contato com N. caninum, por via oral. Porém, esta técnica ndo permite
estimar o indculo administrado aos caes do G1 e G2, uma vez que a distribuicdo do
parasito nos tecidos ndo € homogénea. Sendo assim, alternativas para a inoculagao de
quantidades conhecidas do parasito também foram aderecadas neste estudo.
Padronizou-se uma técnica de infeccdo de ovos embrionados de galinhas com
taquizoitas de N. caninum derivados de cultivo celular. Os experimentos conduzidos
para se padronizar esta técnica indicam a presenga do parasito de forma abundante no
liquido e membranas CA, além de diversos érgaos do embrido. Quanto a avaliacdo da
produgao, foi possivel recuperar as mesmas quantidades de parasitos inoculados
somente no liquido alantdide, indicando que a incubacédo de sete dias promove uma
multiplicagédo satisfatéria de N. caninum. Adicionalmente, informacdes obtidas através
da literatura mostram que h& expressao de mRNA codificando antigenos taquizoita- e
bradizoita-especificos, indicando que o parasito realiza interconversao de estagio neste
modelo (FURUTA et al., encaminhado para publicacao).

Apos a ingestéo dos tecidos do bezerro infectado, foram observadas amostras de
fezes positivas no G2 para oocistos de N. caninum por um periodo de vinte e oito dias
(entre 4 e 28 dpi), enquanto que no G1, o periodo de eliminagéo foi restrito a apenas
um dos animais (1B), de forma tardia e eliminagdo de menor numero de oocistos.
Quanto aos animais do G3, oocistos ndo foram detectados nas fezes durante a
avaliacdo de quarenta dias de experimento. A fase aguda da infec¢do oral por N.
caninum em caes € marcada pela eliminagdo de oocistos, os quais sdo detectados nas
fezes durante os primeiros 30-40 dias de infeccdo (McALLISTER et al., 1998; GONDIM
et al., 2002; FURUTA et al., encaminhado para publica¢ao).

Infecgbes experimentais tém sido realizadas com tecidos murinos e de
ruminantes, com o intuito de se estudar o ciclo sexuado de N. caninum no cdo, bem
como método de bioensaio (McCALLISTER et al., 1998; RODRIGUES et al., 2004).
GONDIM e colaboradores (2002) demonstraram maior produgdo de oocistos em caes
alimentados com tecidos bovinos em detrimento da utilizagdo de camundongos
infectados. Uma possivel explicacdo para este fato € a correlacdo entre o nimero de
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cistos teciduais ingeridos e a quantidade de oocistos eliminados pelos caes
experimentalmente infectados (McALLISTER et al., 1998). O estagio de bradizoita é
essencial para o sucesso da infecgao oral de carnivoros, principalmente, uma vez que
os cistos teciduais s&o resistentes a digestdo quimica estomacal e utilizam as enzimas
presentes no duodeno para romper suas paredes, como observado no modelo da
infecgéo oral de gatos por T. gondii (FREYRE et al., 2007). A baixa quantidade de cistos
teciduais presentes nos ovos embrionados, devido ao curto tempo para a realizagao de
interconversao de estagio, pode ter sido a causa da auséncia de formas sexuadas nas
fezes dos caes.

Como observado previamente, a infeccdo de caes com ovos embrionados,
utilizando o mesmo protocolo realizado neste estudo, leva a uma producéo de oocistos
relativamente baixa e tardia (p6s-40 dpi), porém assegura que 0s animais se infectem
pela abundancia de parasitos administrados (FURUTA et al., encaminhado para
publicagdo). De forma complementar, a maior eliminagdo de oocistos nos animais do
G2 ja era esperada, uma vez que caes jovens sao mais susceptiveis a realizacao do
ciclo sexuado do parasito, quando comparados a animais adultos (GONDIM et al.,
2005). Além disso, observou-se uma coincidéncia de eventos nos diferentes grupos
experimentais, o0 que indica que a infeccdo pelo parasito em caes apresenta
caracteristicas bem delimitadas, independentemente dos modelos de infecgdo oral
utilizados neste estudo, corroborando com resultados prévios sobre a utilizagcdo de ovos
embrionados como fonte de antigeno e infeccdao (FURUTA et al., encaminhado para
publicacdo). Também, pode-se observar que diferentes protocolos experimentais,
realizados em ensaios independentes, utilizando caes de diferentes parentescos,

indicam perfil semelhante de resposta imune ao parasito.
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CapiTuLo

Cinética da resposta imune humoral em caes inoculados com tecidos
infectados por N. caninum
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I.1. MATERIAL E METODOS

II.1.1. Animais utilizados
Para a realizacdo dos ensaios soroldgicos com o intuito de se acompanhar a
cinética da resposta imune humoral de caes pertencentes a diferentes faixas etarias,

utilizou-se os caes do G1, G2, dois caes controles adultos e 10 caes controles filhotes.

I.1.2. Ensaios imunoenzimaticos (ELISA) para a deteccao de anticorpos IgG, 1gG1,
IgGy, IgA e IgE séricos totais nos caes experimentalmente infectados

Para se observar a cinética de produgcao de anticorpos das classes IgG, IgA e
IgE, além das subclasses de IgG (IgG1 e 1gGy) totais durante o periodo experimental,
foram utilizados kits contendo anticorpos purificados contra a imunoglobulina alvo
purificada, amostras controle positivas e conjugados marcados com HRPO. Placas de
poliestireno de 96 cavidades (Immuno Plate Maxisorp) foram sensibilizadas com 100 pl
dos anticorpos purificados na concentracdo de 10 upg/ml em tampao carbonato-
bicarbonato de sddio 0,05M, pH 9,6, por 18 horas a 4°C em camara Umida. Apos a
sensibilizagao, as placas foram lavadas por trés vezes utilizando-se TBS-T. Realizou-se
o bloqueio contra reatividades inespecificas utilizando-se TBS adicionado de 1% de
BSA, no volume de 200 ul por pogo, durante 30 minutos a 37°C. Apds novo ciclo de
lavagens, 100 yl das amostras de soro diluidas em PBS-T + BSA 1% foram incubadas,
em duplicata, por duas horas, a temperatura ambiente. Paralelamente as amostras-
teste, foi adicionada a amostra positiva do kit, com concentracao estimada de 10.000
ng/ml da imunoglobulina desejada. Apo6s incubacdo das amostras de soro, as placas
foram lavadas cinco vezes e incubadas com 100 pl por cavidade dos conjugados,
diluidos em PBS-T + BSA 1%, por duas horas a temperatura ambiente. A diluicao
utilizada para os soros teste e conjugados, contra as diversas classes de
imunoglobulinas, esta descrita na Tabela 3. Em seguida, as placas foram novamente
lavadas por cinco vezes e reveladas com a adicdo de 100 pl por pogo de TMB,
incubadas por 15 minutos a temperatura ambiente, na auséncia de luz. A reagéo foi

interrompida com a adigéo de 100 ul de acido sulfurico 2M e a leitura foi realizada em
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leitor de placas em comprimento de onda 450 nm, sendo obtidas DO para cada amostra
analisada.

Tabela 3: Diluicbes dos soros e conjugados utilizados nos ensaios de dosagens de

anticorpos séricos totais produzidos por cades experimentalmente infectados com N.

caninum.
Imunoglobulina Diluigao
Soro Conjugado
lgG 1:32000 1:100000
lgG1 1:8000 1:50000
lgG2 1:32000 1:100000
IgA 1:8000 1:10000
IgE 1:200 1:10000

11.1.2.1 Analise das DOs obtidas

Para se corrigir os valores obtidos para cada amostra, primeiramente descontou-
se a leitura 6ptica de pogcos sem a presenca de soro (branco) de todas as DOs obtidas
(DO liquida). A partir das DOs liquidas, dividiu-se os valores das amostras teste pelo
valor obtido para o controle positivo do kit, obtendo-se assim os indices A/P individuais.
Amostras dos animais controles (filhotes e adultos) também foram submetidas a
andlise, com o intuito de se estabelecer uma média de normalidade para a produgao de
cada anticorpo alvo, em cada grupo etério (Tabela 4).

Tabela 4: Valores normais médios obtidos para cédes adultos e filhotes quanto a

concentragao de diferentes classes de anticorpos séricos totais

) Indice A/P

Anticorpo Adultos Filhotes
19G 0,818 0,651
19G1 0,648 0,289
19Go 0,644 0,581
IgA 0,407 0,103

IgE 0,775 0,372
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I1.1.3. ELISA para a deteccao de anticorpos IgM e IgG especificos a N. caninum em
amostras de soros dos caes experimentalmente infectados
Para a realizagdo de ensaios imunoenzimaticos com o intuito de se detectar
anticorpos IgM e IgG especificos a N. caninum, placas de poliestireno (Nunclon Delta
Surface) foram sensibilizadas com AgNc, conforme descricdo no Capitulo Il. As placas
foram bloqueadas com tampdo carbonato-bicarbonato de sédio adicionado de 5% de
leite em pd desnatado, utilizando-se 200 ul da solugéo por pogo, durante 1 hora a 37°C.
Apos este periodo, as placas foram submetidas a trés ciclos de lavagem com PBS-T.
Em seguida, os soros foram diluidos 50 vezes em PBS-T contendo 5% de soro normal
de coelho, tendo 100 ul da solucédo, em duplicata, adicionada por cavidade e incubada
por 2 horas a 37°C. Além das amostras advindas dos animais pertencentes ao G1 e G2,
amostras controles positivas e negativas foram inseridas em cada placa, para se
constatar o bom funcionamento dos ensaios e para se calcular posteriormente os
pontos de corte da reacdo. Apos a incubacdo das amostras teste, as placas foram
lavadas cinco vezes, e adicionou-se 100 ul por cavidade dos anticorpos secundarios,
para uma nova incubagdo de duas horas a 37°C. Quando o objeto de andlise eram
anticorpos IgM especificos, o conjugado utilizado foi IgG de cabra anti-lgM de céao
marcada com FA, diluido na proporcao de 1:100 e para a detecgao de IgG especifica ao
parasito, utilizou-se IgG de coelho anti-IgG de cdo também marcada com FA diluido
1:5000, em PBS-T contendo 5% de soro normal de coelho. Em seguida, as placas
foram novamente lavadas por 5 vezes e reveladas com a adi¢do de 100 ul por cavidade
de solugéo 1 mg/ml de pNPP, sendo incubadas por 30 minutos a temperatura ambiente,
na auséncia de luz. As reacdes foram lidas em leitor de placas em comprimento de

onda 405 nm, sendo obtidas DOs para cada amostra analisada.

11.1.3.1. Anélise das DOs obtidas

As leituras Opticas obtidas foram processadas conforme descricdo anterior
(SILVA et al., 2005). Brevemente, as amostras teste foram descontadas do branco,
obtendo-se as DOs liquidas. Para se estabelecer os pontos de cortes das reagdes, foi
realizada uma média dos cinco controles negativos de cada faixa etéria adicionados por
placa. A partir da média, adicionaram-se trés desvios padrbes as mesmas e
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delimitaram-se assim os pontos de corte das reac¢des. Os valores foram expressos em
IE, sendo esta a razao entre as DOs liquidas de cada amostra sobre o ponto de corte
da respectiva faixa etaria. Foram consideradas positivas amostras cujo valor de IE fosse

maior que 1.

I.1.4. ELISA para a deteccao de subclasses de anticorpos IgG (1gG1, 1gG2, 19Gs,
IgGs) especificos a N. caninum em amostras de soros dos caes
experimentalmente infectados

Para a deteccdo das subclasses de IgG, realizou-se um ELISA nos moldes
daquele descrito para a deteccao de anticorpos IgM e IgG especificos para N. caninum.
As diferencas neste ensaio foram os volumes utilizados para as varias etapas da reagao
(Sensibilizacao — 75 pul; Soros — 50 pl; Conjugado — 50 pl) e a insercdo de uma etapa de
incubacdo com anticorpos monoclonais. Apds a incubacdo das amostras teste, as
placas foram lavadas cinco vezes, e adicionou-se 50 pl por po¢o dos anticorpos
monoclonais produzidos a partir de esplendcitos de camundongos, especificos para
cada subclasse de IgG canina, nas diluicbes recomendadas pelo Prof. Dr. Michael J.
Day (Bristol University, Bristol, Inglaterra), o qual gentilmente cedeu os anticorpos para
este trabalho (Tabela 5). Apos a incubacao dos anticorpos secundarios, por duas horas
a 37°C, as placas foram novamente lavadas por cinco vezes e, em seguida, adicionou-
se 0 conjugado composto por IgG de coelho anti-IgG de camundongo marcado com FA,
na diluicdo de 1:5000, em PBS-T adicionado de 5% de soro normal de coelho, sendo
incubado por uma hora, a 37°C. O restante da reagdo e a andlise dos valores obtidos
foram realizados conforme descritos para os ensaios IgM e IgG especificos.
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Tabela 5: Anticorpos monoclonais utilizados para a detec¢cdo de subclasses de IgG

canina, por meio de ELISA, nos soros dos caes experimentalmente infectados por N.

caninum.
Anticorpo monoclonal Subclasse alvo Diluicao de uso
B6 l9G1 1:200
ES lgG2 1:50
A3G4 lgGs 1:50
A5 IgG4 1:50

I.1.5. Ensaios imunoenzimaticos (ELISA) para a deteccao de anticorpos das
classes IgA e IgE especificos a N. caninum nos caes experimentalmente
infectados

Placas “Nunclon Delta Surface” foram sensibilizadas e bloqueadas conforme as
descrigoes prévias. Os soros foram diluidos 1:50, e 100 ul da solugéo foi adicionado por
cavidade, em duplicata, e incubados por 1 hora a 37°C. Apds incubagédo das amostras
de soro, as placas foram lavadas cinco vezes e incubadas com 100 ul por cavidade das
diluicées étimas dos conjugados marcados com HRPO, IgG de cabra anti-IgA e anti-IgE
caninas (1:1000 e 1:500, respectivamente), por 1 hora a 37°C. Em seguida, as placas
foram novamente lavadas por 5 vezes e a seguir, foi adicionado 100 pl por pogo de
solugdo de TMB, seguido de incubagédo por 15 minutos a temperatura ambiente, na
auséncia de luz. A reacéo foi interrompida com a adicao de 100 pl de &cido sulfarico
2M. As reacdes foram lidas em leitor de placas em comprimento de onda 450 nm,
sendo obtidas DOs para cada amostra analisada. Os valores obtidos foram expressos
em indices ELISA, assim como descritos anteriormente neste capitulo.
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I.1.6. Western blotting das amostras de soro dos caes experimentalmente
infectados

Para se verificar o perfil de reatividade de anticorpos IgG especificos aos
antigenos de N. caninum, os soros dos cdes experimentalmente infectados foram
submetidos a andlise pelo WB. Para isto, 200 ug de AgNc, adicionado de tampao de
amostra e submetido a fervura durante 5 minutos, foi aplicado em pente Unico em géis
de poliacrilamida a 12%. Paralelamente ao AgNc, aplicou-se aos géis um padrdo de
peso molecular variando entre 6 kDa e 200 kDa. Em seguida, os géis foram submetidos
a corrida eletroforética, com corrente elétrica constante em 20 mA, durante uma hora.
ApOs a separagao por eletroforese, os geéis foram submetidos a transferéncia das
proteinas para membranas de nitrocelulose com poros de 0,45 pym, utilizando um
sistema semi-umido tipo ‘sanduiche’, onde o gel permaneceu em contato direto com a
membrana de nitrocelulose, sendo ambos envoltos em papéis de filtro umedecidos com
tampéao de transferéncia. A transferéncia ocorreu pela migragdo das proteinas do gel
para a membrana por meio de cargas elétricas, fornecida por uma fonte, sob
amperagem de 0,8 mA/cm? de membrana. Apds a transferéncia, as membranas foram
coradas com Vermelho de Ponceau, durante um minuto sob agitacdo, para se
evidenciar os antigenos e padrées moleculares transferidos. As membranas foram
entdo descoloridas com agua destilada, secas a temperatura ambiente e cortada em
tiras de 3 mm.

Para a realizacdo da técnica de WB propriamente dita, as tiras de membranas
foram submetidas ao bloqueio contra reatividades inespecificas utilizando-se PBS-T
contendo 5% de leite desnatado em po, por 2 horas, a temperatura ambiente. Para a
retirada do excesso de tampao de bloqueio, as tiras foram lavadas em PBS-T contendo
1% de leite desnatado. Em seguida, as tiras foram incubadas com os soros teste,
diluidos em PBS-T contendo 1% de leite desnatado na diluigdo de 1:50, perfazendo um
total de 500 ul por caneleta, durante 18 horas a 4°C sob agitagcdo. Apds a incubagao
com 0s soros dos cées, as tiras foram lavadas com PBS-T por seis vezes, tendo cada
lavagem 5 minutos, sob agitagdo. O préximo passo foi a adigdo do anticorpo secundario
constituido por IgG de coelho anti-IgG canina conjugado com HRPO, na diluicdo de
1:5000 em PBS-T + 1% de leite desnatado, por duas horas, a temperatura ambiente e
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sob agitacdo. Apds novo ciclo de seis lavagens, a reagado foi revelada por meio da
adicao de DAB com 0,02% de peroxido de hidrogénio, diluidos em TBS, sendo
adicionados 500 pl por canaleta. A reagao foi interrompida com agua destilada apés a
visualizagcao das bandas antigénicas, que foram posteriormente analisadas por meio de
fotodocumentador, utilizando-se o software Kodak 1D.

Il.2. RESULTADOS

11.2.1. Anticorpos IgM especificos

Quando os soros dos caes foram analisados pelo método de ELISA, detectou-se
a presenca de anticorpos IgM especificos a partir do 3° dpi em ambos os animais do
G1. A cinética apresentou alguns picos de reatividade ao AgNc, sendo que o animal 1A
apresentou positividade em cinco dias isolados (3, 14, 35, 92 e 110), enquanto o cao 1B
apresentou positividade inicial entre os dias 3 e 10 pés-infec¢do, se mostrando negativo
por mais de 50 dias, quando voltou a alternar entre IE superiores e inferiores a 1,0 até
os 190 dpi, novamente permanecendo ndo reagente até o fim do periodo experimental.
E importante ressaltar que ambos os cdes do G1 apresentaram baixa reatividade de
anticorpos detectaveis pelo ELISA-IgM, sendo IE sempre inferiores a 1,3 (Figura 9A).

Em contrapartida, os animais do G2 se mostraram proporcionalmente mais
reativos ao ELISA-IgM, com producdo superior de anticorpos, o animal 2A
apresentando pico com IE = 1,606 aos 100 dpi, enquanto o cdo 2B apresentou um IE =
1,792 com 50 dpi. Além dos picos de anticorpos, os animais do G2 também
apresentaram uma positividade sorolégica mais constante que o G1, apesar de manter
um perfil instavel de produc¢do de IgM. Ambos os animais se mostraram negativos ao
fim do experimento, sendo que o animal 2A se mostrou soronegativo a partir dos 180
dpi, enquanto que o animal 2B deixou de apresentar reatividade no ensaio aos 190 dpi
(Figura 9B).
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Figura 9: Cinética da deteccdo de anticorpos IgM especificos a N. caninum em
amostras de soros dos cades dos grupos G1 (A) e G2 (B) por meio de ELISA. Sao
consideradas positivas as amostras que obtiveram reatividade maior ou igual ao ponto
de corte da reacdo (indice ELISA > 1). A faixa cinza indica a zona de negatividade do
teste.
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11.2.2. Anticorpos IgA séricos totais e especificos

A producdo de IgA total nos animais do G1 manteve uma tendéncia a
estabilidade durante o experimento, porém apresentou algumas variagdes significativas
(Figura 10A). A maior parte destas flutuagbes de IgA n&o apresentaram
correspondéncia as dosagens de IgA especificas (Figura 11A), com exce¢ao do animal
1A, que apresentou picos nos dias 30 e 225 do experimento. Estes caes apresentaram
soroconversao rapida (1A — 5 dpi; 1B — 3 dpi), porém instavel, com positividade de IgA
especifica detectavel até 42 dpi no animal 1B, seguido de um periodo de auséncia de
anticorpos detectaveis até o pico de producdo maxima de anticorpos IgA especificos a
N. caninum, que ocorreu entre 100 e 160 dpi. Houve também uma producao discreta de
anticorpos dosados por ambos 0s ensaios por ambos os animais apés os 180 dpi. Os
indices encontrados no ELISA IgA especifico foram relativamente baixos, sendo que o
cao 1A apresentou produgcdo maxima aos 110 dpi, com IE = 1,877; e IE = 1,768 no 130
dpi pelo 1B (Figura 11A).

Quanto aos animais do G2, observou-se um aumento na producao de IgA total
em ambos 0s caes ao longo do periodo experimental, com maior intensidade apds 130
dpi. Apesar de apresentar a mesma tendéncia, o animal 2B revelou uma maior
variabilidade nas quantidades de IgA sérico detectadas (Figura 10B). Em relagdo ao
ELISA IgA-especifico, pode-se constatar que a infecgdo pelo protozoario causou um
maior reflexo nos niveis de IgA total produzida em relacdo aos cées do G1. O ELISA
IgA especifico no G2 mostrou um mesmo perfil de reatividade, com cinco picos de
producao, porém com valores até 60% maiores dos encontrados no G1. O primeiro
pico, correspondente a soroconversao dos animais, ocorreu entre 3 e 58 dpi, com titulos
mais baixos e perfil instdvel. Dos 100 aos 160 dpi, os animais, principalmente o 2A,
apresentou novo pico de producao de IgA especifica (IE = 2,707, 150 dpi). A producao
maxima detectavel de IgA contra N. caninum produzida no cao 2B ocorreu no terceiro
pico, aos 225 dpi, com IE = 2,827 (Figura 11B).
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Figura 10: Cinética da deteccao de anticorpos IgA séricos totais produzidos pelos caes
dos grupos G1 (A) e G2 (B), por meio de ELISA. As linhas pontilhadas coloridas,
adjacentes as curvas de anticorpos, representam a tendéncia linear da producao de IgA
para cada animal. A média de reatividade dos animais controles de cada faixa etaria
esta indicada pela linha pontilhada preta.



47

2,5 -

2,0

—1A
—1B

indice ELISA
.

0,5

0,0
0 25 50 75 100 125 150 175 200 225 250
Dias pés-infeccao

2,5 4

2,0 4

—2A
—2B

indice ELISA
-

0,5

o0 0 25 50 75 100 125 150 175 200 225 250
Dias pos-infecgdo
Figura 11: Cinética da deteccdo de anticorpos IgA especificos a N. caninum em
amostras de soros dos cées dos grupos G1 (A) e G2 (B), por meio de ELISA. Séo
consideradas positivas as amostras que obtiveram reatividade maior ou igual ao ponto
de corte da reacdo (indice ELISA > 1). A faixa cinza indica a zona de negatividade do
teste.
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11.2.3. Anticorpos IgE séricos totais e especificos
A producao de anticorpos IgE mostrou um padrdo muito diverso em ambos 0s
grupos, tanto nas dosagens de IgE total como na IgE especifica a N. caninum. Nos
ensaios que dosaram a produgdo de anticorpos totais, pode-se observar que o grupo
G1 revelou uma tendéncia estavel com os animais apresentando valores A/P ao redor
de 0,800 durante todo periodo experimental, com poucas e pequenas variagdes nos
niveis de IgE, sendo estas mais relevantes aos 42 dpi. Este padrao nao foi verificado
nos caes do G2, que apresentaram uma baixa reatividade inicial (2A — A/P = 0,086; 2B -
A/P = 0,120), porém com uma tendéncia de alta nas quantidades de IgE produzidas.
Além disso, houve uma grande variabilidade nas quantidades de IgE produzidas pelos
animais jovens, com diversos picos observados ao longo dos 250 dias de experimento,
com taxas A/P ultrapassando a marca de 0,900, no animal 2B, aos 150 dpi (Figura 12).
Analisando-se os ELISAs IgE especificos anti-N. caninum, pode-se constatar um
padrdo inverso, com maior presenca de anticorpos IgE produzidos pelos caes do G1 em
relacdo ao G2 (Figura 13). Os animais do G1 apresentaram trés picos nitidos de
reatividade de IgE ao parasito, sendo o primeiro entre 42 e 64 dpi, 0 segundo entre 100
e 110 dpi e o terceiro, entre 170 e 180 dpi. O animal 1A apresentou producao detectavel
maior em relacao ao 1B, com seu pico maximo de producao aos 42 dpi (IE = 1,917). Ja
o animal 1B apresentou sua producdo maxima de IgE especifica aos 180 dpi, com IE =
1,583. Apesar de o0 cao 2B apresentar valores semelhantes ao 1A em seu pico de
producao de IgE contra N. caninum (IE = 1,875, 50 dpi), os niveis de reatividade de IgE
no G2 se mostraram inferiores no geral. Houve uma similaridade nas datas de
aparecimento de anticorpos entre 0s grupos, com picos aos 50 e 100 dpi. O animal 2A
demonstrou uma reatividade inferior ao 2B, porém com padrdo similar. Adicionalmente,
quando se compararam o0s valores obtidos nos diferentes ensaios, pode-se constatar

que a curva de anticorpos parasito-especificos nao altera a quantidade de IgE total.



49
1,200 -
1,000 |

0,800 1 Ji

—1A
—1B

0,600

indice A/P

0,400 -

0,200

0,000 T T T T T T T T T T

0 25 50 75 100 125 150 175 200 225 250
Dias pos-infeccao

1,200 -

1,000 -

0,800 -
o
< —2A
8 0,600 -
2 ——2B
£

0,400 -

0,200 |

0,000

o 25 s 75 10 125 15 175 20 225 250

Dias pés-infeccio
Figura 12: Cinética da deteccao de anticorpos IgE séricos totais produzidos pelos caes
dos grupos G1 (A) e G2 (B), por meio de ELISA. As linhas pontilhadas coloridas,
adjacentes as curvas de anticorpos, representam a tendéncia linear da produgao de IgE
para cada animal. A média de reatividade dos animais controles de cada faixa etaria
esta indicada pela linha pontilhada preta.
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Figura 13: Cinética da deteccdo de anticorpos IgE especificos a N. caninum em
amostras de soros dos cées dos grupos G1 (A) e G2 (B), por meio de ELISA. Séo
consideradas positivas as amostras que obtiveram reatividade maior ou igual ao ponto

de corte da reacdo (indice ELISA > 1). A faixa cinza indica a zona de negatividade do
teste.



51
11.2.4. Anticorpos IgG totais e especificos

A cinética de producao total de anticorpos IgG revelou novamente uma maior
tendéncia a estabilidade nos animais adultos e de aumento nos filhotes.
Adicionalmente, os niveis de anticorpos dosados inicialmente no G1 eram, em meédia,
mais elevados, porém os niveis tenderam a se igualarem ou serem até superados pelos
animais do G2. Apesar da tendéncia de estabilidade, os caes do G1 apresentaram
certa quantidade de variagbes nos primeiros 60 dias de infeccdo e entre os 140 e 170
dpi. De forma oposta aos animais adultos, os filhotes apresentaram instabilidade no
perfil de producdo de IgG. Fortes alterndncias nos niveis de anticorpos detectaveis
foram observadas nos primeiros 70 dpi, € mais sutiimente entre os 130 e 180 dpi, de
forma semelhante ao observado no G1 (Figura 14).

Quando anticorpos IgG especificos a N. caninum detectados por meio de ELISA
foram analisados, observou-se que o0s grupos apresentaram reatividade inicial
semelhante, com um rapido aparecimento de anticorpos. Porém, ap6s os 100 dpi, os
perfis observados por ambos 0s grupos se mostraram muito diferentes, com os caes do
G2 produzindo titulos mais elevados de anticorpos, enquanto os caes do G1 se
mostraram soronegativos. Os cédes 1A e 1B soroconverteram aos 5 e 7 dpi,
respectivamente. O animal 1A apresentou em seguida um padrdo intermitente de
positividade, sendo observado alguns momentos em que o animal reagia positivamente
ao ensaio até os 100 dpi, ndo apresentando mais anticorpos detectaveis. O indice
ELISA maximo alcancado por este animal foi de 1,275, aos 35 dpi. J& o animal 1B
produziu um maior titulo de IgG especifico ao parasito durante o periodo de
experimentagao. Apds sua soroconversao aos 7 dpi, a quantidade de IgG mensurada
pelo ensaio subiu de forma rapida, até seu pico maximo de producdo aos 14 dpi (IE =
1,933). Logo apdbs, os niveis de anticorpos comecaram a declinar até os 50 dpi, quando
apresentaram certa estabilidade com baixos niveis de IgG detectavel até os 110 dpi,
soronegativando posteriormente (Figura 15A).

Em relacdo aos animais pertencentes ao G2, constatou-se que o animal 2A
apresentou uma maior produgao de IgG especifica ao parasito. Os primeiros anticorpos
foram detectados aos 5 dpi e a produgcdo permaneceu em patamares mais elevados até
0 42° dpi, quando decairam para niveis proximos ao ponto de corte. Apos os 100 dpi, 0
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animal voltou a apresentar niveis mais elevados de IgG, atingindo sua producao
maxima aos 150 dpi (IE = 2,239). Apos este pico, os niveis de anticorpos detectaveis
decairam de forma rapida e o animal apresentou resultados negativos no ensaio apés
os 190 dpi. O cdo 2B mostrou uma cinética mais constante, com produgcdo menor de
anticorpos especificos. Apés uma soroconversao rapida (3 dpi), o animal alternou
periodos de negatividade e positividade até os 85 dpi, quando os niveis de IgG
detectados aumentaram para seus patamares mais altos, entre 100 e 150 dpi, com pico
méaximo detectado de IE = 1,477 (150 dpi). ApGs este periodo, o animal voltou a
apresentar niveis de IgG proximos ao ponto de corte da reagdo, até o fim do periodo
experimental (Figura 15B).

Comparando os resultados do ensaio imunoenzimatico aqueles obtidos pela
RIFI, observa-se que o pico inicial de anticorpos IgG especificos produzidos pelo cao
1B é semelhante em ambos os ensaios, bem como os picos pds-100 dpi no G2 séo
comuns. Contudo, a produgéo inicial de anticorpos do cao 2A mensurada pelo ELISA
ndao é detectada pela imunofluorescéncia. De forma inversa, o periodo onde os
anticorpos inicialmente produzidos pelo animal 2B sdo detectados pela RIFI,
corresponde a um periodo de soronegatividade do cao pelo ELISA. Corroborando com
a discordancia das técnicas, todos os animais apresentaram IgG especificas contra N.
caninum por RIFI até o fim do experimento, enquanto que pelo ELISA, apenas o animal

2B ainda foi positivo no ensaio até os 250 dpi.
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Figura 14: Cinética da deteccao de anticorpos IgG séricos totais produzidos pelos caes
dos grupos G1 (A) e G2 (B), por meio de ELISA. As linhas pontilhadas coloridas,
adjacentes as curvas de anticorpos, representam a tendéncia linear da producao de IgG
para cada animal. A média de reatividade dos animais controles de cada faixa etaria
esta indicada pela linha pontilhada preta.
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Figura 15: Cinética da deteccado de anticorpos IgG especificos a N. caninum em
amostras de soro dos cées dos grupos G1 (A) e G2 (B), por meio de ELISA. Sao
consideradas positivas as amostras que obtiveram reatividade maior ou igual ao ponto

de corte da reacdo (indice ELISA > 1). A faixa cinza indica a zona de negatividade do
teste.
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11.2.5. Subclasses de IgG totais e especificas

Quando a producdo de IgG foi analisada individualmente por meio de cada
subclasse, pode-se constatar diferentes elementos que podem ser importantes na
explicacdo dos perfis de producao de IgG detectada anteriormente. No perfil da cinética
da subclasse IgGy, pode-se constatar novamente uma tendéncia maior a estabilidade
no G1 em relagdo ao G2, uma vez que 0s niveis de anticorpos apresentados no inicio
do experimento foram semelhantes aos observados apés 250 dias (Figura 16A). Em
relagdo a produgcdo de IgGy especifica a N. caninum, constata-se que houve uma
resposta significativa desta subclasse, principalmente pelo animal 1A. Este céo
apresentou sua soroconversdo aos 42 dpi, mantendo quantidades mais elevadas e
constantes de anticorpos detectaveis até o fim do periodo experimental. Pode-se inferir
também que alguns picos de producdo de IgGi observados apresentaram reflexos
diretos no ELISA-IgG, similar aos 100 dpi (IE = 3,290). Embora a cinética apresentada
pelo animal 1B ndo tenha apresentado a mesma intensidade, seus perfis se mostraram
semelhantes. Uma soroconversao inicial ocorreu dos 7 aos 25 dpi, de forma semelhante
aquela apresentada pela RIFI-IgG e ELISA-IgG. O animal ainda produziu anticorpos
desta subclasse entre os 58-85 dpi e 100-150 dpi, soronegativando posteriormente
(Figura 17A).

No G2, o perfil de anticorpos de 1gG1 se mostrou muito instavel inicialmente, o
que pode ser observado no grafico de anticorpos IgG séricos totais (Figura 16B).
Primeiramente, os caes apresentavam niveis muito baixos de IgG detectaveis, porém a
produgao de anticorpos subiu de forma rapida e manteve-se elevada durante o restante
do experimento, com muitas oscilacbes. Uma destas oscilagbes foi nitidamente
percebida no ensaio N. caninum-especifico, quando se detectou uma altissima
produgao de IgG pelo animal 2A, aos 150 dpi (IE = 8,690). Porém, este foi um fato
isolado, uma vez que 0s animais deste grupo apresentaram uma soroconversao tardia
pelo ensaio (100 dpi), com baixos titulos de anticorpos produzidos até os 190 dpi
(Figura 17B).

Em relagdo a subclasse 1gGg, observou-se uma tendéncia de alta da produgéo
de anticorpos totais em ambos os grupos, sendo mais acentuada no G2 de forma
concordante com os ensaios anteriormente descritos (Figura 18). Ja o ensaio para IgG>
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especifica apresentou uma grande instabilidade na reacdo com as amostras de soro ao
ensaio, com alguns picos de reatividade, quando detectada. No G1, o cdao 1A
apresentou reatividade ao ensaio do 25° dpi em diante, com pico de produ¢gdo maxima
aos 42 dpi (IE = 2,153). Houve reatividade sérica em outros periodos esparsos, com
maior importancia apds os 170 dpi, apresentando uma positividade constante do céo
detectada até os 250 dpi. Quanto ao outro animal do grupo, pode-se observar uma
menor reatividade ao ensaio, pois 0 cao 1B permaneceu a maior parte do tempo néao-
reativo. Destaca-se sua soroconversao inicial, entre os dias 58 e 64 de infeccdo, a qual
pode ter sido refletida no ELISA-IgG (Figura 19A).

A presenca de anticorpos IgG. foi ainda menor no G2, sendo que o cdo 2A
apresentou apenas uma amostra acima do ponto de corte estabelecido (IE = 1,025, 50
dpi). Ja o cdo 2B revelou uma rapida soroconversao, apresentando seu pico de
producdo maxima logo aos 3 dpi (IE = 2,327). Posteriormente, entre 25-35 dpi,
constatou-se uma producdo de IgG. com perfil semelhante aquela observada pelo
ensaio de imunofluorescéncia. Este animal voltou a reagir positivamente ao ensaio em
outras trés ocasides (50-58 dpi; 85-92 dpi; 170-180 dpi), terminando o periodo
experimental de forma positiva, com tendéncia de alta (Figura 19B).
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Figura 16: Cinética da deteccao de anticorpos IgGi séricos totais produzidos pelos
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Figura 17: Cinética da deteccdo de anticorpos 1gGy especificos a N. caninum em
amostras de soro dos cées dos grupos G1 (A) e G2 (B), por meio de ELISA. Sao
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teste.
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Figura 18: Cinética da deteccao de anticorpos IgG, séricos totais produzidos pelos
caes dos grupos G1 (A) e G2 (B), por meio de ELISA. As linhas pontilhadas coloridas,
adjacentes as curvas de anticorpos, representam a tendéncia linear da producédo de
lgG2 para cada animal. A média de reatividade dos animais controles de cada faixa
etaria estd indicada pela linha pontilhada preta.
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Figura 19: Cinética da detecgdo de anticorpos IgG. especificos a N. caninum em
amostras de soro dos cées dos grupos G1 (A) e G2 (B), por meio de ELISA. Sao
consideradas positivas as amostras que obtiveram reatividade maior ou igual ao ponto
de corte da reacdo (indice ELISA > 1). A faixa cinza indica a zona de negatividade do
teste.
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A produgdo de IgGs especifica a N. caninum mostrou caracteristicas
interessantes em ambos os grupos experimentais (Figura 20). No G1, apenas o animal
1B reagiu ao ensaio, sendo observado uma soroconversao aos 3 dpi em forma de pico,
apresentando maiores titulos de anticorpos produzidas entre 3 e 7 dpi (IE = 2,688; 5
dpi). A cinética voltou a apresentar picos de menor intensidade (14-25 dpi; 35-75 dpi;
170-180 dpi), sendo que a titulacao de anticorpos mensurada permaneceu ao redor do
ponto de corte do ensaio durante quase todo o periodo experimental. De forma
interessante, o cdo 1A apresentou indices ELISA muito préximos de zero em todas as
amostras analisadas. Foram observadas reatividades diferentes também entre os
animais do G2, onde o cao 2A apresentou baixos indices de IgGs nos 60 dias iniciais de
infeccao e entre 110-130 dpi.

Ja o animal 2B apresentou a reatividade mais forte a esta subclasse, dentre
todos os animais utilizados no experimento. Seu periodo de soroconversado foi
semelhante ao do outro animal do grupo, porém o titulo de anticorpo mensurado foi
muito superior e prolongado, uma vez que o animal permaneceu positivo durante os
250 dpi. O maior indice encontrado nas amostras deste cao foi aos 50 dpi (IE = 6,053),
mas vale a pena destacar uma forte queda nos niveis de anticorpos entre 58-100 dpi,
quando a producao de IgGs voltou a indices elevados. Ressalta-se que o pico de
anticorpos apresentado ao redor do 25° dpi possa também ser indicado como um dos
provaveis responsaveis pelo pico de positividade apresentado por este animal na RIFI-
lgG.
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Figura 20: Cinética da deteccao de anticorpos lgGs especificos a N. caninum em
amostras de soro dos cées dos grupos G1 (A) e G2 (B), por meio de ELISA. Sao
consideradas positivas as amostras que obtiveram reatividade maior ou igual ao ponto
de corte da reacdo (indice ELISA > 1). A faixa cinza indica a zona de negatividade do
teste.
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Em relagcdo a produgcdo de IgGs especifica a N. caninum pode-se notar
diferencas marcantes entre ambos os grupos experimentais. No grupo constituido pelos
animais adultos, a reatividade ao ensaio foi praticamente nula, em termos de amostras
reativas, bem como em relagédo aos indices ELISA observados (Figura 21A). O animal
1A apresentou reatividade soroldgica ao ensaio em apenas uma data de coleta (64 dpi)
com indice ELISA igual a 1,108. J& o cao 1B apresentou anticorpos logo no 3° dpi (IE =
1,144), voltando a apresentar positividade no 20° dpi (IE = 1,064), ndo apresentando
nova reatividade ao ensaio.

Ja no grupo dos animais jovens, observou-se grande semelhanca da cinética
detectada para 1gG4 em relacdo ao perfil gerado pelo ensaio ELISA-IgG (Figura 21B).
O céao 2A reagiu primeiramente ao ensaio no 3° dpi, voltando a se mostrar positivo entre
20-30 dpi. Porém, a maior producédo da subclasse IgGs ocorreu entre 110 e 170 dpi,
com indices ELISA superando o valor 4 (IE = 4,630, 140 dpi). O cédo ainda apresentou
outro pico de anticorpo, com menor intensidade entre 190 e 225 dpi, se mostrando
negativo ao final do periodo experimental. Quanto ao animal 2B, pode-se observar o
inicio de reatividade mais tardia em relagdo ao cao 2A, ocorrendo aos 25 dpi. O animal
voltou a reagir positivamente ao ensaio entre 75-85 dpi, porém os indices mais
elevados de producao de IgG4 foram encontrados entre 130 e 190, com pico maximo
aos 150 dpi (IE = 2,459). O animal terminou o experimento reagindo negativamente ao

ensaio.
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Figura 21: Cinética da deteccdo de anticorpos IgGs especificos a N. caninum e,
amostras de soros dos cées dos grupos G1 (A) e G2 (B), por meio de ELISA. Séo

consideradas positivas as amostras que obtiveram reatividade maior ou igual ao ponto

de corte da reacdo (indice ELISA > 1). A faixa cinza indica a zona de negatividade do

teste.
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11.2.6. Reconhecimento antigénico por anticorpos IgG especificos
Observam-se perfis de reconhecimento antigénico muito diferentes entre os
animais analisados por WB (Tabela 7). Primeiramente, constata-se que antigenos com
pesos moleculares de 75 e 68 kDa foram reconhecidos por todos os animais do
experimento, sendo que o reconhecimento da banda de 68 kDa foi imunodominante. As
demais bandas antigénicas foram marcadas pelo WB realizados nos caes foram: 1A, 1B
e 2B — 80 kDa; 1A, 2A e 2B — 35 kDa; 1B e 2B — 56 kDa; 1A — 64 kDa; 2A — 51 kDa; e
2B — 38 kDa. De modo geral, o G2 apresentou um reconhecimento mais prolongado do
AgNc imobilizado na membrana de nitrocelulose. O animal 2B apresentou uma
reatividade a um maior numero de bandas, bem como reconheceu os antigenos por
mais tempo, principalmente os de 38 e 35 kDa, apresentando reatividade desde o 5°
dpi, juntamente com a soroconversdo no ELISA-IgG, até o fim do experimento. As
demais bandas antigénicas comecaram a ser reconhecidas somente apds os 140 dpi.
Os demais animais apresentaram uma reatividade tardia ao ensaio, reconhecendo
antigenos somente apos os 35 dpi. Quanto ao outro animal do G2, o cao 2A apresentou
uma menor reatividade em relacdo ao numero de bandas reconhecidas, sendo a
reatividade ao ensaio iniciada aos 42 dpi, com o reconhecimento da banda de 68 kDa,
banda esta reconhecida até os 250 dpi. As demais bandas detectadas pelo ensaio
apareceram apds os 160 dpi e permaneceram presentes até o fim do experimento. Em
relacdo aos animais do G1, ambos apresentaram uma marcagao fraca as bandas
antigénicas, porém com caracteristicas diferentes. O cdo 1A apresentou a primeira
marcagao no 35° dpi, reagindo as bandas de 68 e 64 kDa, antigenos estes
reconhecidos até os 150 dpi. Entre os 92 e 110 dpi, este animal apresentou marcagao
em trés bandas adicionais, com pesos moleculares estimados em 80, 75 e 35 kDa. Ja o
cao 1B foi o ultimo animal a revelar reatividade aos antigenos parasitarios, iniciando o
reconhecimento apenas aos 92 dpi. Adicionalmente, a intensidade das bandas mostrou-
se fraca, sendo que algumas sO foram visualizadas com o uso do sistema de
fotodocumentagdo. Desta forma, pode-se constatar que o animal demonstrou
reatividade a quatro diferentes bandas do 92° ao 250° dpi, com exceg¢ao do antigeno de

80 kDa, que néo foi visualizada com a amostra de 250 dpi.
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11.3. Discussao

De um modo geral, os caes demonstraram baixas concentracées de anticorpos
especificos detectados por todas as técnicas realizadas neste estudo, sendo alguns
detectados de forma fugaz. Anticorpos IgM e IgG anti-N. caninum tornaram-se reativos
tardiamente pelas RIFls, porém demonstraram reatividade mais uniforme e prolongada
quando comparado ao ELISA para as mesmas classes de anticorpos, onde estas foram
detectadas precocemente. Os animais do G2 se mostraram mais reativos tanto para
IgM como para IgG em ambos os ensaios. A producao de IgG1 e IgA anti-N. caninum
mostraram maior reatividade nos caes do G1 e G2, respectivamente, onde os niveis de
IgA especificos se mostraram detectdveis em ambos os grupos, porém com um
incremento importante p6s-85 dpi. Ja os niveis de 1gG+ anti-N. caninum se mostraram
constantemente presentes no G1, porém praticamente ausentes no G2 durante o
periodo experimental.

Anticorpos das classes IgG., e IgE especificos foram detectados de modo
associado em picos ocasionais, com maior freqiéncia e intensidade no G1. Analisando
as concentragdes de IgGs e lgGs, notou-se maior reatividade dos animais do G2 em
relacdo ao G1, porém a producao destes anticorpos foi marcada pela alta variabilidade
entre os animais analisados. Por meio de WB, as proteinas do AgNc comecgaram a ser
reconhecidas tardiamente por IgG produzidas pelo caes infectados, com excecédo do
cao 2B, cujo soro reagiu de forma positiva a proteinas de 35 e 38 kDa durante quase
todo periodo experimental. A positividade a proteinas de baixo peso molecular, como as
quais o soro do animal jovem se mostrou reagente, foi demonstrada de maneira fraca
pelos demais animais, sendo a maior reatividade observada para proteinas com peso
molecular acima de 68 kDa em todos os animais.

Em relacdo a protegdo conferida pela imunidade humoral neste modelo de
infeccao, pode-se afirmar que a ativagéo de linfocitos B em hospedeiros infectados com
protozoarios se encontra envolvida em dois padrdes distintos de mecanismos: protecao
contra o patégeno ou evasdo imune do microorganismo. A cinética da resposta imune
humoral produzida pelos caes infectados oralmente neste experimento refletem a
modulagdo negativa inicial demonstrada nos experimentos de fenotipagem da resposta
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imune celular. A baixa producdo de anticorpos com perfil Th1 (principalmente IgM e
lgG, por meio das subclasses IgGi, 19Gs e 1gGs), e picos de produgdo de anticorpos
com perfil Th2 (IgA, 1gG2 e IgE), demonstram um perfil misto de resposta imune frente
ao protozodrio. Tais resultados podem ser comparados a camundongos geneticamente
deficientes de células CD4+ experimentalmente infectados com T. gondii, 0s quais se
apresentaram susceptiveis a infeccdo ao protozodrio principalmente pela auséncia de
subclasses de IgG relacionadas ao perfil Th1 de resposta (JOHNSON;SAYLES, 2002).

Na infeccao por N. caninum, as células B apresentam importancia vital para os
animais, uma vez que camundongos geneticamente deficientes apresentam altas taxas
de mortalidade po6s-desafio com o parasito (EPERON et al., 1999; AMMANN et al.,
2004; TEIXEIRA et al., 2005). Entretanto, o papel dos anticorpos produzidos contra o
parasito ndo esta claro, uma vez que altas concentracdes séricas de diferentes classes
de anticorpos sao incapazes de controlar a infeccao (INNES et al., 2002). As diferentes
classes de anticorpos apresentam caracteristicas distintas quanto a sua producao e
participacdo nas respostas imunes induzidas por agentes infecciosos. Na infecgdo por
N. caninum, a transferéncia de anticorpos especificos a camundongos apresentando
falhas de producdo de IFNy é capaz de reverter o quadro de susceptibilidade
(TEIXEIRA et al., 2005). Neste sentido, as alteracdes nos niveis de anticorpos,
relacionados aos diferentes padrées de imunidade, refletem diretamente o perfil de
producgao de citocinas durante a infeccao por N. caninum em camundongos (HEMPHILL
et al., 2006).

Enquanto anticorpos IgM especificos se mostram como importantes marcadores
de infeccdo aguda em diversos modelos experimentais, por ser a primeira classe de
anticorpos sintetizada, os anticorpos IgG séo considerados duradouros e de importante
papel na imunidade contra agentes intracelulares, participando de sua neutralizagdao no
ambiente extracelular (JANEWAY et al., 2005). A presenca de anticorpos IgM e IgG
anti-N. caninum sao descritos em varios relatos contidos na literatura (DUBEY et al.,
1991; MINEO et al., 2001;2006; BARTLEY et al., 2004; RETTINGER et al., 2004).
Bovinos apresentam alta conversédo soroldgica frente ao desafio com o protozoério,
conforme demonstrado no bezerro experimentalmente infectado neste estudo, porém

variagdes individuais nao refletem riscos de abortamento, sendo somente possivel a
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verificacdo do padrdo de avidez, que indica se o rebanho sofre com a transmissédo
vertical ou horizontal do parasito (INNES et al., 2002; MINEO et al., 2006). Em caes,
diversos trabalhos apresentam falha na producéo de IgG anti-N. caninum apés infecgao
primaria, sendo que a soroconversdo pode variar de 3 semanas a mais de 400 dias
(GONDIM et al., 2002; McALLISTER et al., 1998; SCHARES et al., 2001). Quanto as
suas subclasses, poucos grupos de pesquisa possuem 0s anticorpos monoclonais para
sua deteccdo, limitando o numero de informagdes disponiveis. Estima-se que as
subclasses 1gGsi, 19Gs e 1gGs sejam reflexos de um padrao Th1 de resposta celular,
enquanto que 1gG. seja o representante do padrdo Th2, divergindo assim dos
camundongos, que apresentam tendéncia inversa em relacédo a IgGy e 1gGo (MAZZA et
al., 1994). O perfil de producao das subclasses de IgG na infec¢do por L. chagasi em
caes demonstra que todas se mostram presentes durante todo o periodo de analise
(aproximadamente 500 dias), entretanto, aquelas com perfl Th1 sdo mais
predominantes (QUINNELL et al., 2003).

A producédo de IgA estéa correlacionada a estimulacéo antigénica do MALT, sendo
assim um importante marcador da infeccdo oral por diversos microorganismos, como
demonstrado neste trabalho, com modelos de infeccdo de caes por meio de
carnivorismo. Em camundongos, maiores concentracdes séricas e intestinais sao
observados em animais infectados com taquizoitas pela via gastrica em detrimento as
vias parenterais comumente utilizadas (TEIXEIRA et al., 2007). Contudo, a producao de
IgA sérica anti-N. caninum pode ser detectada através da infecgdo transplacentaria,
conforme demonstrado em fetos de primatas ndo-humanos abortados devido a infecgao
experimental pelo parasito (BARR et al., 1994). Além disso, bovinos naturalmente
infectados pelo protozoario produzem slgA contra isomerase protéica dissulfidica,
encontrada em antigenos excretados-secretados de N. caninum, configurando este
como um alvo potencial para tentativas de quimioterapia contra a infecgao (LIAO et al.,
2006). Quanto a IgE, seu papel durante a infeccdo por N. caninum ainda é obscuro.
Sabe-se que bovinos apresentam esta classe de anticorpos contra o protozoério (SHIN
et al., 2005), porém a cinética de sua producao nestes animais ndo é conhecida. Como
demonstramos nos caes infectados deste experimento, a presenca de IgE especifica se
mostra fugaz e sem valor de diagnéstico. De forma contréria, a detecgédo de IgE anti-T.



70
gondii é apontada como um dos métodos mais precisos de diagnéstico da infecgao
aguda humana (KODYM et al., 2007).

As informagdes contidas neste trabalho indicam as dificuldades encontradas no
sorodiagnéstico da infecgao por N. caninum em céaes. Técnicas soroldgicas com ampla
utilizacdo em outros modelos de infeccdo no proprio cao se mostram discordantes
quanto a positividade das amostras de caes sabidamente infectados pelo protozoario.
As médias das concentracdes de anticorpos detectados se mostraram baixas na
maioria dos ensaios realizados, e muito tardios quando realizados por meio de RIFI e
WB. Os resultados obtidos neste trabalho discordam totalmente de afirmacdes prévias,
em que se considerou a RIFI como técnica de referéncia para o diagnéstico da infeccéao
em caes (BJORKMAN;UGGLA, 1999). Observa-se que o ELISA se mostrou mais
sensivel para a deteccao dos isotipos anti-N. caninum especificos, principalmente na
fase aguda da infecgdo. Nesta linha, HECKEROTH e TENTER (2007) demonstraram
um fraco reconhecimento antigénico de caes infectados por via transplacentaria, sendo
que os filhotes acometidos pela doenga clinica apresentavam as menores reatividades
no ensaio de WB de duas dimensodes. Contrariamente, o reconhecimento antigénico em
bovinos se mostra abundante, além de varias classes de anticorpos reagirem de forma
sinérgica aos mesmos antigenos (SHIN et al., 2004;2005), o que facilita a busca por
alvos antigénicos.

Em relacdo as técnicas de ELISA, o uso de AgNc como agente sensibilizador
deve ser interpretado de forma critica. Homologias entre antigenos de alto peso
molecular de parasitos do mesmo filo resultam em reatividade soroldgica cruzada
(SILVA et al., 2007). Deste modo, os pontos de corte dos ensaios imunoenzimaticos
baseados em antigenos soluveis devem ser padronizados com o intuito de processar
amostras de rotina, utilizando soros sabidamente negativos e positivos para os
diferentes protozoarios. Além disso, pode-se constatar que a deteccdo de IgG é
comprometida em animais jovens, uma vez que a producao especifica deste isotipo é
principalmente limitada as subclasses IgGs e IgGs, de baixas concentragbes séricas.
Diferentemente, todas as subclasses de IgG foram detectadas de forma abundante em
soros de caes infectados por L. chagasi, utilizando ensaios imunoenzimaticos com os

mesmos anticorpos monoclonais (QUINNELL et al., 2003). Estas constatagcdes podem
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elucidar parcialmente a auséncia de reatividade de soros de canideos em ensaios
utilizando Proteina A como conjugado, a qual pode estar relacionada as subclasses de
lgG induzidas durante a infecgé@o por N. caninum nestes animais, diferentemente do que
se observa para T. gondii, onde o uso do conjugado de afinidade se mostrou mais
eficaz em comparacao aos anticorpos homoélogos e heterélogos (SILVA et al., 2005). A
busca por anticorpos das classes IgM e IgA podem auxiliar de forma importante o
diagnostico de infec¢des recentes por N. caninum, porém o uso destes ensaios
concomitantemente seria ideal. Para se aperfeigcoar a detecgdo de anticorpos IgM na
infecgdo canina por T. gondii, ensaios baseados em sistema de captura e utilizando
conjugados anti-lgM humana foram desenvolvidos e se mostraram mais eficazes do

que as técnicas convencionais (SILVA et al., 2002).
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CcapiTtuLo lll

Fenotipagem de linfécitos T de sangue periférico e células dos
linfonodos popliteos de caes inoculados com tecidos infectados por
N. caninum
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ll.1. MATERIAL E METODOS

lll.1.1. Imunofenotipagem de linfécitos T CD4+ e CD8+ do sangue periférico de
linfonodos popliteos por citometria de fluxo
I11.1.1.1. Obtengéo do antigeno soluvel de taquizoitas de N. caninum

O AgNc foi preparado a partir de taquizoitas derivados de cultivo celular. Os
taquizoitas coletados foram lavados 2 vezes em PBS, por centrifugacao a 600 x g,
durante 10 minutos. O sedimento de parasitos foi ressuspenso em 1 ml de PBS estéril e
submetido a 10 ciclos de congelamento a -80 °C e descongelamento em banho-maria a
37 °C. Logo apéds a suspensao foi centrifugada a 15000 x g durante 1 hora a 4 °C. O
sobrenadante foi coletado e a concentracdo de proteina determinada pelo kit “BCA
Protein Assay”. O AgNc foi entdo armazenado em freezer -80°C, em aliquotas de 100 pl

até o momento do uso.

I11.1.1.2. Estimulacdo de células de linfonodos popliteos in vitro

Os linfonodos popliteos dos caes do G1 e G2, além dos dois animais adultos
controles, foram retirados por meio de ato cirdrgico aos 30 dpi, sendo os animais
mantidos em analgesia e em condicbes assépticas. Apds a excisdo, uma parte dos
linfonodos foi macerado em PBS estéril e centrifugado por 10 minutos, 600 x g, a 4°C. A
seguir, o sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspendido em 10 ml de PBS
estéril, e submetido a nova lavagem. A separacao dos linfécitos foi realizada por meio
de gradiente de densidade com Histopaque 1077, na propor¢ao de 1:1 com PBS estéril,
sendo centrifugados a 400 x g, por 30 minutos, a 4°C. A fragdo contendo os linfdcitos foi
retirada e aproximadamente 1 x 10° células foram adicionados nos pogos de uma placa
de cultivo celular, que continham meio RPMI 1640 contendo 10% de soro fetal bovino e
submetidos a trés tratamentos distintos: 1.) sem estimulo ex6geno (Meio — controle
negativo); 2.) estimulados com ConA (2,5 yg/ml), uma lectina que se apresenta como
potente mitbgeno de células T (controle positivo); e 3.) com adi¢cdo de AgNc (25 pg/ml),
para se observar as respostas antigeno-especificas. Os linfécitos foram cultivados por

72 horas, a 37 °C, com injecdo constante de 5% de CO..
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I11.1.1.3. Determinagcdo das subpopulagdes de linfécitos T no sangue periférico e
linfonodos popliteos
Foi utilizada a técnica de imunofluorescéncia direta para a tipificacao e
quantificacdo de linfocitos T CD4+ e CD8+ em sangue total e nos linfécitos extraidos
dos linfonodos, por meio de ensaios de citometria de fluxo. Para a determinagao
sanguinea, duas aliquotas de 100ul de sangue periférico por animal foram colhidas com
EDTA nos dias 0, 7, 10, 14, 21, 30, 45, 60, 75, 100, 140 e 200 dpi, sendo colocadas em
tubos proprios para citometria de fluxo, logo ap6s a colheita. Quanto aos linfécitos
cultivados in vitro, 1x10° células/amostras/estimulo em duplicata foram lavadas duas
vezes com PBS, para retirada do meio de cultura, e ressuspendidas em 100ul de PBS
estéril. Uma das aliquotas foi incubada com 1ul do reagente comercial que consiste em
dois anticorpos monoclonais: IgG2a de rato anti-CD4 canino (FITC) e IgG1 de rato anti-
CD8 canino (PE). A outra aliquota serviu como controle isotipico negativo da reacao,
com a finalidade de eliminar fluorescéncias inespecificas no momento da leitura. Os
anticorpos monoclonais utilizados para esta finalidade foram IgG2a de rato anti-hapteno
de dinitrofenil (FITC) e IgG1 de rato anti-hapteno de dinitrofenil (PE). A incubacéo dos
anticorpos foi realizada durante 30 minutos a 4°C. Em seguida, as amostras de sangue
foram submetidas a lise de hemacias utilizando-se 2ml do tampao “FACS Lysing
Solution” na diluicao de uso, por 4 minutos a temperatura ambiente, na auséncia de luz.
Apos verificagdo da lise das hemé@cias, adicionou-se 2ml de PBS e centrifugou-se os
tubos a 300 x g por 10 minutos a 4°C. As amostras advindas do cultivo celular ndo
tiveram a necessidade de serem submetidas a hemdlise. Apés a centrifugacdo, o
sobrenadante foi desprezado e o botao de células ressuspendido em 2 ml de PBS, para
novo ciclo de centrifugacdo. O protocolo de lavagem das células marcadas foi realizado
por quatro vezes para todos os ensaios, com o intuito de eliminar anticorpos nao
ligados. Apbs as lavagens, o botdo de células foi ressuspendido em 300ul de PBS
adicionado de 1% de formaldeido, para a conservacao da reacao até o momento de sua
leitura, que foi realizada até 72 horas para que se obtenham resultados fidedignos. As
preparagdes celulares foram analisadas em citdbmetro de fluxo (10.000 eventos por
amostra). A selecao das subpopulacdes celulares encontradas nas diferentes amostras
analisadas foi possivel por meio de protocolos de aquisicao pré-estabelecidos (BYRNE
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et al.,, 2000). Brevemente, as células analisadas foram dispostas em um grafico de
tamanho por granulosidade, onde os linfocitos foram selecionados (Figura 22A), sendo
possivel assim analisar a marcacao especifica pelos fluorocromos FITC e PE, por meio
do numero de células marcadas em relagdo ao total adquirido (Porcentagem — Figura
22B) ou através da mediana do numero de marcacdes fluorescentes por célula
(Expressao — Figura 22C). Para se obter valores que associassem a porcentagem de
células marcadas com a expressdao dos marcadores analisados, foi estabelecido o
indice de producdo de CD4+ e CD8+, onde se multiplicou os valores de porcentagem e
expresséo de cada amostra analisada. A analise das amostras foi realizada por meio de
software e expressas por meio de média dos valores obtidos para cada grupo. As
populacdes de células foram compensadas a fim de evitar a interferéncia do canal de

fluorescéncia FITC no canal de fluorescéncia PE e vice-versa.

I11.1.1.4. Indices de normalidade calculados para a porcentagem, expressdo e Indice de
producéo de células T CD4+ e CD8+

A porcentagem, expressdo e indice de producdo de linfécitos T CD4+ e CD8+
presentes na circulagdo sanguinea de animais nao infectados foram determinados com
a intencdo de se estabelecer faixas de normalidade para os parametros analisados.
Com este objetivo, foram realizadas 20 leituras dos grupos controles adultos e de
filhotes. No grupo dos animais adultos controles, foram feitas 10 reagbes de citometria
para cada animal, com amostras colhidas em datas diferentes. Quanto aos filhotes
controles, realizaram-se duas reacées em dias diferentes, de cada um dos 10 animais
disponiveis. Com os valores obtidos em cada grupo, realizou-se uma média das 20
leituras para cada parametro, e obteve-se o desvio padrdo. A faixa de normalidade foi
estabelecida pelo intervalo entre a adicdo e subtracdo de um desvio padrdo sobre a
média obtida (Tabela 7).

lll.1.2. Imunofenotipagem de células contidas em linfonodos popliteos por
imunoistoquimica
Cortes parafinados dos linfonodos popliteos de cada animal foram submetidos a

incubacdo com um painel de anticorpos monoclonais, com o intuito de se observar o
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perfil de imunomarcacao de células positivas para CD3, CD79, CD163, MHC de classe
Il, INOS, TGFBy e para as imunoglobulinas IgGi, IgGz, IgM, IgA e IgE. O protocolo
utilizado para estas reacdes foi semelhante a aquele empregado para a detecgcédo de
parasitos nos tecidos do bezerro e ovos embrionados infectados por N. caninum
(conforme descrito no capitulo anterior). Como controles negativos da reagao, foram
utilizados os linfonodos popliteos dos céaes controles adultos. Os resultados foram
obtidos pela leitura das laminas utilizando-se microscépio Optico com uma objetiva
contendo um reticulo quadriculado, conforme previamente descrito (CASTRO et al.,
2004). Os valores foram expressos pela média da contagem de cinco campos aleatérios
por lamina para cada anticorpo primario utilizado, por grupo de animais analisados. A
média de células marcadas por grupo foi entdo multiplicada pelo valor 30,86,
correspondente ao calculo de correcao do reticulo, sendo assim possivel expressar os
valores em células marcadas por milimetros cubicos. Excecao feita para a marcagao
por CD79, em que se atribuiu escores para as marcag¢des levando-se em conta a
intensidade de marcacao.
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Figura 22: Demosntracao da analise de amostras de PBMC no aparelho de citometria
de fluxo. Primeiramente, analisada por meio de um grafico de tamanho por
granulosidade das células (A), onde R1 sdo linfécitos, R2 sédo neutrofilos e R3
mondcitos. A partir da selecao de R1, podem-se analisar as amostras pelo calculo de

porcentagem (B) ou intensidade (C) de marcacao.
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Tabela 7: Faixas de normalidade para porcentagem, expressio e indice de producao

de CD4+ e CD8+ calculados a partir de amostras de PBMC de animais n&o infectados.

R Célula Adultos Filhotes
Parametro
Média DP Intervalo Média DP Intervalo
CD4 27,57 8,42 19,15-35,98 16,77 8,17 8,60 — 24,94
Porcentagem

cDs 13,35 5,14 8,21-18,49 11,73 6,39 5,34 — 18,12

) CD4 36,76 7,09 2967-4385 42,76 16,37 26,39 -59,13
Expresséo

cD8 34,24 10,23 24,01 —44,47 59,16 22,50 36,66 —81,66

Indice de cb4 1,014 0,060 0,954—1,074 0,717 0,134 0,583 —0,851
producéao

(x10°) CcD8 0,457 0,053 0,404-0,510 0,694 0,144 0,550 -0,838
X
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lll.2. RESULTADOS

lll.2.1. Imunofenotipagem de linfocitos T por citometria de fluxo

Analisou-se a percentagem de linfocitos com a presenca de marcadores CD4 e
CD8 nos linfonodos popliteos, além da proliferacdo destes linfocitos frente a estimulos
(Figura 23A). Pode-se constatar que a porcentagem de linfécitos CD4+/CD8- nos
linfonodos dos caes pertencentes ao G2 se mostrou maior em relagdo ao G1, enquanto
que as quantidades de células CD4-/CD8+ foi ligeiramente superior no grupo dos
animais adultos. Ambos os grupos apresentaram uma elevacdo digna de nota nas
contagens de linfécitos CD4+ e CD8+ quando comparados aos animais controles.
Quando as células foram analisadas frente a estimulos, observa-se uma fraca
proliferagédo positiva dos linfécitos CD4+ de ambos os grupos quando estimuladas com
AgNc.

Quanto a expressao de moléculas de CD4 e CD8 (Figura 23B), notou-se uma
uniformidade no nimero de células CD4+ e CD8+ nas amostras dos caes do G1 e G2,
porém constatou-se novamente que ambos 0s grupos apresentavam quantidades de
marcadores bastante elevados quando comparados aos animais controles. Células
submetidas a diferentes estimulos nao apresentaram grandes diferencas de expressao
dos marcadores analisados, com excegao das células CD8+ submetidas a incubagao
com ConA, as quais apresentaram 2,5 vezes mais moléculas de CD8 em relacao
aquelas cultivadas sem estimulos exdgenos. Os dados fornecidos pelo indice de
producdo de ambos marcadores (Figura 23C) ressaltaram as diferencas previamente
descritas demonstrando que os caes do G2 produziram maiores quantidades de CD4,
enquanto que os animais pertencentes ao G1 apresentaram maior producdo de
moléculas de CD8, além de confirmar menores volumes de ambos marcadores em

células advindas de animais nao infectados.
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Figura 23: Porcentagem (A), expressao (B) e indice de producéo (C) de CD4 e CD8 em
células advindas de linfonodos popliteos dos caes do G1, G2 e controles frente a

estimulacao com meio de cultura, ConA e AgNc.



81

A reacao de citometria de fluxo para a fenotipagem de linfécitos T CD4+ e CD8+
sanguineos revelou uma variagao importante dentre os grupos na quantificacdo de cada
um dos fenétipos de linfocitos circulantes. Enquanto os animais do G1 apresentaram
algumas variagdes positivas, pode-se observar que os caes do G2 apresentaram um
maior aumento das contagens de células T CD4+ (Figura 24A). Este aumento foi mais
acentuado dentro dos primeiros 20 dias de infecgao, porém as contagens mantiveram
sua tendéncia de alta durante todo o periodo experimental, mantendo-se acima da faixa
de normalidade estipulada. E importante ressaltar que ambos os grupos apresentaram
altas nas porcentagens de marcagdo para CD4 entre 60 e 120 dpi. Em relagédo a
expressdao de CD4, pode-se observar que os dois grupos de caes infectados
apresentaram oscilagdes durante o periodo experimental, sendo observadas quedas
nas quantidades de marcadores nos dias 7 e 60 dpi, este ultimo sendo seguido de picos
de expressdo em ambos os grupos (Figura 24B). Estes resultados puderam ser
melhores visualizados pela associacdo dos parametros, observando-se que as
quantidades de CD4 produzidas foram maiores no grupo G2, porém evidenciou-se que
0s animais apresentaram um forte decréscimo na producdo deste marcador
especialmente aos 7 dpi (Figura 24C). Por meio do indice de producédo de CD4 pode-se
observar adicionalmente que houve um forte aumento nos niveis desta molécula a partir
dos 60 dpi e que os animais do G2 apresentaram maiores quantidades deste marcador
linfocitario.

As cinéticas da porcentagem de linfocitos T CD8+ circulantes (Figura 25A)
revelaram que os animais do G1 apresentaram um aumento nas contagens durante os
primeiros 30 dpi em relagcao aos cées do G2, apesar de se manterem dentro da faixa de
normalidade estabelecida. Foi observado também que todos os animais analisados
apresentaram quedas no numero de células marcadas entre 30 e 60 dpi e posterior
elevagcao nas contagens entre 60 e 140 dpi. Quando as amostras obtidas dos caes do
G1 e G2 foram submetidas a analise de expressdo deste marcador, observou-se que
ambos 0s grupos apresentaram fortes quedas na quantidade de marcadores por células
nos dias 7 e 60 dpi, de forma semelhante a descrita para CD4 (Figura 25B). Também
de forma semelhante, observou-se um pico de expressdao de CD8 apds os 60 dpi.
Adicionalmente, foi constatado que os animais do G1 apresentaram maiores quantidade
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de CD8 expressos, quando comparados ao G2, fato este que se demonstrou mais
evidente quando a producgéo desta molécula foi avaliada (Figura 25C). Notou-se que os
animais do G2 sofreram uma forte reducao de producao de CD8 nas primeiras semanas
de experimentagcdo, com os menores niveis sendo observados novamente aos 60 dpi,
quando ambos o0s grupos demonstraram um forte aumento de producdo desta
molécula, sendo que o G1 demonstrou niveis mais elevados durante os 250 dias de

anélise.
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ll1.2.2. Imunofenotipagem por imunoistoquimica

Através de ensaios de imunoistoquimica nos linfonodos popliteos excisados dos
cées dos grupos G1 e G2, observou-se que a intensidade das alteragdes foi maior nos
linfonodos dos animais jovens, sendo que os valores obtidos para os animais adultos se
mostraram sempre proximos ao dos animais controles. As contagens de CD3 revelam
que as quantidades de linfécitos T permaneceram inalteradas nos animais infectados,
quando comparados aos animais controles do experimento (Figura 26). Contudo, o
namero de células positivas para MHC de classe Il nos linfonodos dos animais do G1 e,
principalmente, G2 apresentaram-se inferior ao dos animais nédo infectados, apesar da
marcacao das células dos animais jovens ter se mostrado mais intensa do que a dos
demais grupos (Figura 27). Diferentemente, os linfonodos dos cées do G2
demonstraram uma maior imunomarcagcao para CD163 e iNOS, enquanto que os
animais do G1 demonstraram uma menor imunomarcac¢ao em relacao aos controles. De
forma interessante, observou-se um maior nimero de células imunomarcadas para
TGFBy no G1, ao passo que os demais animais analisados neste experimento
apresentaram contagens semelhantes.

Quando os linfonodos foram observados frente a imunomarcacgao para linfcitos
B e diversas classes de anticorpos, observou-se que nao houve diferencas entre as
quantidades de células positivas para CD79, marcador de células B, em todos os
animais analisados (dados ndo mostrados). Em relacdo aos anticorpos, constatou-se
novamente que as maiores diferengas foram encontradas para o G2, que
demonstraram maiores quantidades de células marcadas para IgA, porém se
mostraram menos reativos para IgM e IgG1, quando comparados aos animais controles
e do G1. Os niveis de IgGy e IgE se mostraram estaveis em todos os grupos de caes

analisados (Figura 28).
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Figura 26: Contagens de marcadores celulares (A) e anticorpos (B) associados a
membrana, revelados por imunoistoquimica em cortes de linfonodos popliteos dos

animais pertencentes ao G1, G2 e controles. (A)
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Figura 27: Fotos de ensaios imunoistoquimicos em linfonodos popliteos de caes
infectados experimentalmente com N. caninum. MHC de classe Il (G1 — A, 200x; G2 —
B, 400x; Controles — C, 100x), iNOS (G1 — D, 200x; G2 — E, 200x; Controles — F, 200x).
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Figura 28: Fotos de ensaios imunoistoquimicos em linfonodos popliteos de caes
infectados experimentalmente com N. caninum. 1gGy (G1 — A, 200x; G2 — B, 200x;
Controles — C, 200x) e IgA (G1 — D, 200x; G2 — E, 200x; Controles — F, 100x).
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I11.3. Discussao

Primeiramente, linfocitos T de sangue periférico, bem como células advindas de
linfonodo popliteo excisados aos 30 dpi, foram imunofenotipados por meio de reagdes
de citometria de fluxo e imunoistoquimica. Quantidades totais de moléculas de CD8
produzidas declinaram de forma significativa nos animais jovens neste periodo,
observando-se também uma queda nos niveis de células T CD4+ (em todos os caes) e
CD8+ (animais adultos) aos 7 e 60 dpi, obtidas a partir de PBMC. Apés os 60 dpi,
ambos os fendtipos de células T apresentam um salto em porcentagem e de expressao,
apresentando picos ente 75 e 90 dpi, com conseqlente retorno aos niveis pré-infeccao
no fim do experimento. Observou-se de forma concomitante nos linfonodos popliteos
analisados aos 30 dpi que as quantidades de células CD4+ (G1 e G2) e CD8+ (G1) se
encontravam elevadas em relagcdo aos animais controles. Outro achado interessante foi
a redugao substancial no numero de células MHC de classe Il positivas nos linfonodos
popliteos dos animais infectados, em relacdo aos controles, durante a fase aguda da
infecgdo. A maior expressédo desta molécula por célula foi identificada no G2, embora os
animais deste grupo tenham apresentado as menores quantidades de células positivas
para MHC de classe Il. Os caes deste grupo apresentaram também um aumento nas
contagens de células positivas para marcadores de macréfagos (CD-163) e iINOS em
relagdo aos demais grupos de animais analisados. Enquanto os nimeros de linfécitos T
se mostraram semelhantes em todos os grupos, a expressdo de TGFBy se mostrou
sutilmente elevada no G1 aos 30 dpi, em células do linfonodo popliteo.

Linfécitos T CD4+, ou células T auxiliadoras, sao responsaveis pela regulacao da
resposta imune. Apos a invasdo do organismo do hospedeiro por agentes infecciosos,
células apresentadoras de antigenos - como células dendriticas, macréfagos e linfocitos
B - apresentam o antigeno exdgeno aos linfécitos T CD4+ por meio de moléculas de
MHC de classe Il, evento este responsavel pelo inicio da resposta imune adaptativa. O
padrdo de resposta estimulado pela apresentacdo antigénica é dependente do
patdégeno. Agentes intracelulares, como N. caninum, induzem uma resposta do tipo Th1,
ao passo que organismos extracelulares estimulam a diferenciagdo dos linfocitos T
CD4+ virgens em células tipo Th2. A ativacdo destas células ira levar a uma
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estimulagéo de linfécitos T CD8+ e linfécitos B, os quais serao responsivos a antigenos
microbianos (TIZARD, 1998). Por sua vez, linfécitos T CD8+, ou linfcitos T citotdxicos,
sao células que tém a funcao primordial de vigilancia imune. Quando células somaticas
apresentam disfungdes, danos ou apresentam-se infectadas por microorganismos
intracelulares, estas apresentam peptideos antigénicos especificos ligados a moléculas
de MHC de classe |, que vao ser reconhecidos por células T CD8+. Assim que as
modifica¢gdes no MHC de classe | das células sométicas sé&o detectadas, os linfocitos T
CD8+ induzem apoptose destas, por meio de fragmentagcdo do DNA da célula alvos
promovido pela liberacdo de proteinas citotdxicas contidas em seus granulos liticos
(JANEWAY et al., 2005).

A resposta imune mediada por células é de extrema importancia para o controle
da infeccao por N. caninum, bem como para outros protozoarios do filo Apicomplexa
(INNES et al., 2005; HEMPHILL et al., 2006). Especificamente, a importancia das
células T CD4+ na imunidade a N. caninum foi demonstrada em diversos relatos
envolvendo bovinos e camundongos (TANAKA et al., 2000; STASKA et al., 2003;
QUINN et al., 2004). Camundongos tratados com anticorpos monoclonais anti-CD4
demonstraram 100% de mortalidade quando desafiados com N. caninum (TANAKA, et
al., 2000), sendo que esta linhagem celular, conjuntamente com a alta expressao de
MHC de classe Il, estdo envolvidos diretamente nos mecanismos imunes relacionados
a resisténcia do hospedeiro frente a infeccao pelo protozoario. Muito da importancia das
células CD4+ na resisténcia as infecgdes por protozoarios € dependente de moléculas
de MHC de classe Il. Esta sinergia pode ser observada em experimentos utilizando
animais geneticamente deficientes de IFNy, que possuem apresentacdo antigénica
deficitaria pela auséncia de MHC de classe Il, o que por sua vez leva uma baixa
proliferag@o de linfocitos T e aumento da susceptibilidade dos animais frente a infec¢éo
(NISHIKAWA et al., 2001a). Na infeccao por T. gondii, camundongos geneticamente
deficientes de MHC de classe |l demonstraram susceptibilidade ao protozoario,
semelhante a encontrada em ensaios utilizando animais infectados depletados de
células CD4+ (DENKERS et al., 1996). Antagonicamente, camundongos geneticamente
deficientes de MHC classe | previamente imunizados com cepa atenuada, se
mostraram resistentes ao desafio com taquizoitas de T. gondii (DENKERS et al., 1993).
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Experimentos in vitro demonstraram que durante o processo de invasado celular, T.
gondii regula de forma negativa a expressdao de MHC de classe Il, bem como impede 0
aumento de expressao de MHC de classe | por macrofagos (LUDER et al., 1998).

Macrofagos ativados apresentam marcadores de superficie regulados de forma
positiva, como o MHC de classe Il. Esta ativacdo € promovida por células T CD4+
efetoras, por meio de receptores de membranas e produgéo de citocinas. Em respostas
com perfil Th1, a ativacdo de macréfagos promove a eliminacdo de patégenos
intracelulares, porém estes necessitam regulacdo rigorosa para prevenir danos
teciduais (JANEWAY et al., 2005). Na infeccdo por N. caninum, a eliminacao dos
estagios intracelulares do parasito € realizada por vias efetoras dependentes de L-
arginina, as quais sao visualizadas por meio da ativagcdo de macréfagos e consequente
producao de 6xido nitrico (TANAKA et al., 2000). Por outro lado, o parasito desenvolveu
mecanismos de evasao que sao desencadeados por niveis crescentes deste reativo de
oxigénio, transformando-se de taquizoitas para bradizoitas ap6s a adicao de Oxido
nitrico exdégeno in vitro (VONLAUFEN et al., 2002; RISCO-CASTILLO et al., 2004).
TGFB € uma citocina regulatoria, que atua diretamente na proliferacdo de células
inflamatdrias, inibindo a sua expansdo (JANEWAY et al., 2005). A presenca desta
citocina esta relacionada a diminuigao de imunopatologias neuroldgicas na infecgao por
T. gondii por atuar decisivamente na regulacdo da resposta imune dos animais
infectados, inibindo a producao excessiva de IFNy e 6xido nitrico (ROZENFELD et al.,
2005). O papel desta citocina durante a infecgdo por N. caninum ndo esta definido,
porém tem sido demonstrada uma forte presenca de TGFB nos tecidos placentarios de
bovinos (ENTRICAN, 2003). Assim, estima-se que TGFB seja um dos fatores que
auxiliem a multiplicagéo e invasao dos parasitos nos tecidos fetais, por inibir a agéo de
células com potencial inflamatério (INNES et al., 2005).

Outros alvos de imunomarcagdo nos linfonodos popliteos dos animais
experimentalmente infectados por N. caninum foram os linfécitos B e as diferentes
classes de anticorpos associados a membranas das células. De forma geral, a
quantidade de linfécitos B (CD79) ndo apresentou diferengas entre os diferentes grupos
analisados, demonstrando uma baixa ativacdo deste fendtipo de linfocitos frente ao
desafio por N. caninum. Do mesmo modo, as contagens de células expressando IgM,
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lgG> e IgE né&o diferiram estatisticamente, porém variacbes significativas foram
demonstradas nas mensuragdes das células imunomarcadas por IgGi e IgA no G2. Os
caes do G2 apresentaram maiores proporcdes de células IgA+, embora uma redugao
significativa tenha sido detectada nos numeros de células IgGi+, em relacdo ao G1 e
controles. Estudos relacionados a imunomarcacao em linfonodos de animais infectados
por N. caninum nao foram encontrados na literatura. Os linfonodos popliteos, escolhidos
como alvo da andlise por imunoistoquimica, espelham a imunidade sistémica dos
animais, em detrimento aos linfonodos mesentéricos, por exemplo, que refletem de
forma mais clara um padrdo de imunidade do compartimento intestinal frente a agentes
de acao local. Sabe-se que a infeccao por N. caninum utiliza como via de entrada no
organismo de seus hospedeiros o trato gastrintestinal, porém, se distribui via corrente
sanguinea e drenagem linfatica por todos os érgdos dos animais (COLLANTES-
FERNANDEZ et al., 2006).
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CapPiTuLO IV

Perfil da expressdao de mRNA para a producao de citocinas durante a
fase aguda da infeccao experimental por N. caninum em caes jovens

inoculados pela via oral
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IV.1. MATERIAL E METODOS

IV.1.1. Animais utilizados
Para a visualizagao do perfil da expressédo de citocinas em caes jovens apds a
ingestdo de ovos embrionados infectados por N. caninum, utilizou-se os céaes

pertencentes ao G3 e 5 animais controles filhotes.

IV.1.2. Deteccao de anticorpos IgG anti-N. caninum no soro dos animais
infectados

Com a intengdo de se confirmar a soropositividade dos cdes do G3 inoculados
experimentalmente com ovos embrionados, realizou-se um ELISA das amostras de
soro para se contrapor aos fracos resultados obtidos pela RIFI. O protocolo utilizado foi
o mesmo daquele realizado para a detecgao de anticorpos IgG nos animais do G1 e G2

descrito no terceiro capitulo.

IV.1.3. Deteccao da expressao de mRBNA para citocinas em caes
experimentalmente infectados, por meio de Real time RT-PCR
1V.1.3.1. Obtengéo das amostras de PBMC e estimulagdo das células in vitro

Obteve-se sangue venoso dos caes utilizados neste experimento por meio de
puncao das veias jugulares, onde se utilizou como anti-coagulante solugcao de Alsever
estéril (v:v), sendo retirado 3 ml de sangue por animal. Os caes foram amostrados nos
dias 0, 7, 14, 21, 28, 45, 60, 75 e 90 pés-infeccado. Apos a retirada das aliquotas de
sangue, as seringas foram envolvidas em papel-toalha embebido em alcool 70% para
se manter a esterilidade das amostras. Mantendo a assepsia do material, as amostras
foram processadas para a separacdao de leucocitos e cultivadas com diferentes
estimulos, conforme descricdo anterior (Capitulo 1l). Contudo, o tempo de cultivo
utilizado neste experimento foi de 6 horas, periodo este estabelecido ap6s ensaios de
padronizagao utilizando-se 6, 12 e 24 horas de incubagéo. O periodo de incubagao de 6
horas foi escolhido, pois demonstrou maior homogeneidade e conservagcdo do mRNA.
Posteriormente, as células foram colhidas com a adigcdo de 2 ml de PBS estéril a 4°C,
para auxiliar na remocao de células aderidas nas placas de poliestireno. As amostras
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passaram entdo por trés ciclos de centrifugacdo, com a remoc¢do do sobrenadante e
adicao de 10 ml de PBS estéril em cada etapa, com o objetivo de se eliminar residuos
de meio de cultura. Apds as lavagens, as amostras foram ressuspendidas em 1 ml de
Trizol, adicionadas em microtubos plasticos e conservadas a -80°C até o momento da
extragcao.

1V.1.3.2. Extragcdo de RNA total

Para realizar a extragdo do RNA total das amostras de PBMC cultivadas, utilizou-
se um kit de extracdo com algumas adaptagbes para a retirada do Trizol. De forma
breve, as amostras foram descongeladas em gelo e adicionou-se 200 ul de cloroférmio
PA, homogeneizou-se a solugdo gentilmente com pipetador automatico, sendo as
amostras posteriormente incubadas por quinze minutos, a temperatura ambiente, com
homogeneizagdes manuais a cada trés minutos. Em seguida, as amostras foram
adicionadas em microtubos plasticos “Phase Lock Gel Heavy” de 2 ml e submetidas a
centrifugacdo a 14.000 RPM, por cinco minutos, para realizar a separacdo das fases.
Apos a separagdo, a fase limpida foi retirada e adicionada em mini-colunas, onde se
prosseguiu o restante do protocolo de extracdo do kit, a partir da etapa de adicao de
etanol 95%. Outra alteracdo realizada no protocolo original foi a eluicdo final das
amostras em 50 pl de agua livre de DNAse/RNAse, fornecida pelo fabricante, para se
obter amostras de maior concentragédo de RNA total, ao invés de realizar a eluigdo em
100 pl, conforme instrugcées do fabricante. Apds a extracdo, 3 ul das amostras foram
adicionadas a 597 pl de agua bidestilada estéril para a dosagem do RNA obtido em
biofotometro, utilizando comprimento de onda de 260 nm (Azs). Para se analisar a
presencga de contaminantes nas amostras, como DNA e proteinas, realizou se também
andlise diferencial das amostras com a relacao entre as leituras em comprimento de

onda de 260 e 280 nm (Azso/280), Onde valores entre 1,5 e 2,0 sdo considerados ideais.

1V.1.3.3. Real time RT-PCR
Para se observar o perfil da expressdo de citocinas pelos cées infectados,
realizou-se ensaios baseados em sondas tipo Tagman. Primeiramente, as seqiéncias

de mRNA para cada citocina alvo foram cruzadas com o genoma do cao, identificando



96
assim as juncdes exon-exon. Uma vez identificadas, sequéncias parciais de até 300
bases foram encaminhadas para o desenho dos oligonucleotideos e sondas
respectivos, por meio de “Assay by Design”. As sequiéncias dos oligonucleotideos e
sondas sintetizadas podem ser encontradas na Tabela 8. Utilizou-se para a reagéo de
“Real time RT-PCR” placas de 96 cavidades, onde foram adicionados 50 ng do RNA
das amostras teste diluidos em 5 pl, 12,5 pyl de Master mix, 0,625 ul de enzima
Multiscribe e mix inibidor de RNAse, 5,625 ul de agua bi-destilada estéril e 1,25 ul dos
oligonucleotideos e sondas desejados por reacdo de 25 pl. Todas as amostras
analisadas foram observadas em paralelo com ensaios sem a adicdo de RNA e quanto
a expressdo do gene normalizador G3PDH e em duplicata. Apds a pipetagem dos
diferentes reagentes, as placas foram seladas e submetidas a um ciclo inicial de
transcricdo reversa a 48°C por 30 minutos, uma segunda etapa para inativacdo das
enzimas utilizadas durante o RT-PCR e inicio da amplificagcdo do cDNA a 95°C durante
10 minutos, seguidos de 40 ciclos que compreendiam a desnaturagdo (95 °C por 10
segundos) e amplificacdo (60 °C por 1 minuto). Os resultados foram expressos de
acordo com a TC meédia individual, obtidos a partir de software especifico (Figura 29).

IV.1.3.4. Analise dos dados obtidos por meio do Real time RT-PCR

Os resultados obtidos pela amplificacdo das amostras de RNA extraidas de
PBMC dos caes infectados foram analisadas por meio da normalizacdo dos resultados
das amplificaces obtidas com as quantidades de mRNA das amostras teste, conforme
descrito por PFAFFL (2001). Para isto, utilizou-se do indice de expressdo, onde foi
descontado os valores do TC do gene constituinte G3PDH daqueles obtidos para cada

citocina analisada. Para o calculo, utilizou-se da seguinte féormula; 2 (T¢ AMOSTRA - TC

G3PDH)
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IV.2. RESULTADOS

Na deteccdo de anticorpos IgG anti-N. caninum pelo ELISA, nas amostras de
soro dos caes pertencentes ao G3, todos os animais apresentaram soroconversao,
apesar dos baixos niveis de anticorpos detectaveis (Figura 30). Pode-se constatar que
dois caes (3B e 3D) apresentaram soroconversao inicial dentro dos primeiros 30 dpi,
voltando a soronegativarem apés este periodo, porém apresentando amostras positivas
no decorrer do experimento. Quanto aos animais 3A e 3C, ambos apresentaram
soroconversao tardia, porém com niveis detectaveis durante todo o restante do periodo
experimental, com excec¢do do animal 3C, que se mostrou negativo aos 60 dpi. De
forma interessante, todos os animais demonstraram queda nos niveis de anticorpos
nesta data, seguidos de um aumento nas titulacdes de IgG detectaveis.

De forma geral, pode-se observar que o perfil da expressdo de citocinas nos
cées experimentalmente infectados alternou entre os padrées Th1 e Th2 durante o
periodo da andlise proposta, periodo este que compreendia a auséncia de reatividade
de linfécitos T, baixa soroconversao e diminui¢cao da expressao de MHC de classe Il em
caes do G1 e G2, conforme previamente descrito. Os picos de expressao de citocinas
tipo Th2, predominantes nas primeiras semanas de infecgdo, coincidiram com
momentos de auséncia de expressao de citocinas com padrao Th1, as quais foram
expressas de forma mais consistente apés os 60 dpi. Nesta data, conjuntamente com o
7° dpi, pode-se observar que todas as citocinas pré-inflamatérias (com excegéo feita ao
TNFa, cujas quedas foram observadas aos 14 e 60 dpi) apresentaram seus menores
niveis de expressao, enquanto que IL-10 e TGFB+ (7 dpi) e IL-4 (60 dpi) apresentavam

seus picos de expressao detectaveis.
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Figura 30: Cinética da deteccado de anticorpos IgG especificos a N. caninum em
amostras de soros dos cédes do grupo G3 por meio de ELISA. Sao consideradas
positivas as amostras que obtiveram reatividade maior ou igual ao ponto de corte da

reacdo (indice ELISA > 1). A faixa cinza indica a zona de negatividade do teste.
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Individualmente, pode-se observar que a cinética de expressdo de IFNy
apresentou queda nos niveis detectaveis de mRNA apds a primeira semana de
infeccao, seguido por um pico de producao aos 21 dpi, retornando a niveis iniciais,
permanecendo praticamente inalterados até os 45 dpi. Aos 60 dpi, uma nova queda foi
observada na expressdo de IFNy, sendo acompanhada de um forte aumento na
expressao desta citocina até o fim do periodo experimental (Figura 31A). Quando as
células foram estimuladas com ConA, pode-se observar um perfil semelhante de
producao de IFNy, porém com niveis detectaveis bem mais elevados. Vale ressaltar
que a estimulacdo nao foi capaz de reverter a queda de produgédo observada nos dias
sete e 60 dpi (Figura 31B). De forma complementar, a expressao desta citocina frente a
estimulacdo com AgNc se mostrou inalterada quando comparada as células sem
estimulo exo6geno (Figura 31C).

Quanto a IL-2, observou-se um intenso pico Unico de expressao desta citocina
aos 45 dpi (Figura 32A), diferentemente do observado quando o PBMC foi estimulado
com ConA e AgNc, os quais demonstraram pico de producéo aos 14 dpi (Figuras 32B e
32C). As células estimuladas apresentaram quedas nas expressdes detectaveis aos
sete e 60 dpi, conforme descrito para IFNy. A expresséo de IL-4 também apresentou
pico Unico nas células nao estimuladas, aos 60 dpi (Figura 33A). Porém, a adicdo de
estimulos levou a uma cinética irregular de expressdo em células tratadas com ConA
(Figura 33B) e a uma supressao da sinalizacdo quando tratadas com AgNc (Figura
33C). A expressao de IL-6 comega a se mostrar significante apds o 212 dpi em todos os
experimentos realizados, apresentando altos niveis apds os 30 dpi (Figuras 34). E
importante ressaltar que os niveis detectados sofreram uma queda aos 60 dpi, de forma
coincidente a expressao de outros genes de citocinas com padrdo Th1. Além disso, a
adicao de AgNc as células leva a uma redugao na expressao desta citocina aos 45 dpi,
fato ndo observado nos demais tratamentos, que expressaram quantidades
semelhantes de mRNA durante o periodo de observacgéao.

Os niveis de expressao de IL-10 nos animais infectados se mostraram baixos,
quando comparados as demais citocinas analisadas (Figura 35A). Contudo a analise da
cinética de IL-10 revela um aumento da expressao na fase inicial da infecgdo, seguida
de uma queda apds os 30 dpi. Pode-se observar ao final do experimento que os
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animais demonstraram uma tendéncia a elevacdo da expressao de IL-10,
correlacionada ao aumento IFNy. Quando analisando o PBMC tratado, pode-se
observar um perfil semelhante aquele descrito para IL-4, onde a adicao de ConA tornou
a cinética irregular (Figura 35B) e o tratamento com AgNc apresentou uma supressao
da sinalizagcado para a producao desta citocina (Figura 35C). A cinética obtida para a
expressao de IL-12 p40 se mostrou muito semelhante a obtida para IFNy, com queda
aos sete dpi, pico aos 21 dpi, redugcédo a niveis minimos aos 60 dpi, seguidos de uma
forte elevacéo na expressao (Figura 36A). O tratamento destas células também levou a
uma cinética semelhante de expressao aquela observada em células cultivadas sem
estimulos exdgenos (Figuras 36B e C). A cinética observada para a expressao das
citocinas TGFB+ (Figura 37) e TNFa (Figura 38) se mostraram praticamente inalteradas
com os diferentes tratamentos. TGFB1 apresentou seu pico de expressao aos sete dpi,
voltando a demonstrar alteragbes em seus niveis aos 60 dpi, enquanto que TNFa
apresentou altos niveis de expressdo durante todo o periodo experimental, com

excegdo dos dias 14 e 60 dpi.
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Figura 31: Expressdo de mRNA codificando IFNy em PBMC de cées infectados

experimentalmente com N. caninum pela via oral, cultivados sem estimulo exégeno (A),

com estimulagéo por ConA (B) ou AgNc (C).
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Figura 32: Expressdo de mRNA codificando IL-2 em PBMC de cées infectados
experimentalmente com N. caninum pela via oral, cultivados sem estimulo exégeno (A),

com estimulagéo por ConA (B) ou AgNc (C).
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Figura 33: Expressdo de mRNA codificando IL-4 em PBMC de cées infectados
experimentalmente com N. caninum pela via oral, cultivados sem estimulo exégeno (A),

com estimulagéo por ConA (B) ou AgNc (C).
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Figura 34: Expressdo de mRNA codificando IL-6 em PBMC de cées infectados

experimentalmente com N. caninum pela via oral, cultivados sem estimulo exégeno (A),

com estimulagéo por ConA (B) ou AgNc (C).
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Figura 35: Expressdao de mRNA codificando IL-10 em PBMC de cées infectados

experimentalmente com N. caninum pela via oral, cultivados sem estimulo exégeno (A),

com estimulagéo por ConA (B) ou AgNc (C).
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Figura 36: Expressdo de mRNA codificando IL-12 p40 em PBMC de cées infectados
experimentalmente com N. caninum pela via oral, cultivados sem estimulo exégeno (A),

com estimulagéo por ConA (B) ou AgNc (C).
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Figura 37: Expressdo de mRNA codificando TGFB1 em PBMC de caes infectados

experimentalmente com N. caninum pela via oral, cultivados sem estimulo exégeno (A),

com estimulagéo por ConA (B) ou AgNc (C).
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Figura 38: Expressdo de mRNA codificando TNFa em PBMC de céaes infectados

experimentalmente com N. caninum pela via oral, cultivados sem estimulo exégeno (A),

com estimulagéo por ConA (B) ou AgNc (C).
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IV.3. Discussao

A infecgao experimental do G3, utilizando ovos embrionados como indculo,
demonstrou uma fraca expressao de citocinas proé-inflamatérias como IFNy, IL-2, IL-6 e
IL-12 durante os primeiros 15 dias de infeccdo. Simultaneamente, a expressdao de
TGFB1 se mostrou mais elevada durante o mesmo periodo. A alternancia entre os
padrdes de resposta Th1 e Th2 pode ser visualizada de forma mais clara aos 7 e 60
dpi, onde podem-se observar as menores expressdes das citocinas proé-inflamatorias
IFNy, TNFa (14 e 60 dpi), IL-2, IL-6 e IL-12, enquanto que suas antagonistas
apresentavam picos de expressao (TGFB1 — 7 e 60 dpi; IL-4 — 60 dpi). Apesar de muito
baixos, os niveis de expressdao de IL-10 acompanharam as variagbes do IFNy, um
conhecido antagonista. De forma complementar aos baixos niveis de citocinas de
padrao Th1 expressos pelos caes, constatou-se que até o potencial de expresséao de
mRNA codificando estas citocinas foi reduzido, ja que mesmo as células tratadas com
ConA demonstraram quedas importantes de rendimento. O perfil da expressdo de
citocinas se altera radicalmente pds-60 dpi, quando sdo observados os picos de
producao de IFNy, TNFa, IL-6 e IL-12.

Citocinas pro-inflamatérias sdo consideradas chave na imunidade efetiva ao N.
caninum e outros protozoarios (KASPER;KHAN, 1998; INNES et al., 2005; KLEVAR et
al., 2007). Entre estas, IFNy e IL-12 sdo as maiores responsaveis pela resisténcia dos
hospedeiros frente a infecgao por N. caninum (BAZLER et al., 1999; INNES et al., 2002;
BOTELHO et al., 2007). IFNy € uma citocina chave na resposta imune com padréo Th1,
uma vez que atua na ativacdo de macrofagos, aumento da expressdao de MHC de
classe Il e outros componentes necessarios para a apresentagao antigénica, mudancga
de perfil de imunoglobulinas, além de suprimir a expansao clonal de células tipo Th2
(JANEWAY et al., 2005). Quanto a IL-12, suas func¢des principais estdo relacionadas as
células apresentadoras de antigenos, que sinalizam, apds o primeiro contato com o
patégeno, a sintese de IFNy por meio de células efetoras (KAGAN;MEDZHITOV, 2006).
Por sua vez, a sintese de TNFa por linfécitos T, células NK e macrofagos auxiliam na
inibicdo da replicacdo parasitaria nos diferentes tecidos, porém com menor eficacia
quando comparado com IFNy (YAMANE et al., 2000).
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Em relacdo a IL-2, esta citocina é indispensavel na diferenciacdo e expansao
clonal de linfocitos T, o qual s6 apresentou variagcdes positivas tardiamente nos caes
infectados com ovos embrionados. IL-2 se mostra presente normalmente apds o
contato de células T CD4+ com o complexo antigeno/MHC de classe I, induzindo a
proliferacédo celular. Para a producao desta citocina, a presenca da co-estimulagcado dos
linfécitos com CD28 € essencial, uma vez que esta molécula estabiliza o mRNA
expresso para sua producdo, modificando a instabilidade natural dos mRNAs que
codificam citocinas. A estabilizacdo do mRNA de IL-2 leva a um aumento de 20 a 30
vezes na sintese da citocina (JANEWAY et al., 2005). Nao existem relatos na literatura
indicando a participagéo de IL-2 na infecgdo por N. caninum, contudo sabe-se que o
desafio com T. gondii induz imunossupressao de camundongos apos 7 dias de
infeccao, devido a uma regulacdo negativa da sintese desta citocina (HAQUE et al.,
1994; KHAN et al., 1995). Além disso, modelos in vitro demonstram uma redugao na
expressao de IL-2 e seu receptor, associada com uma queda de proliferacao de
linfécitos T apds a infeccdo com o parasito, sendo estes eventos relacionados a um
aumento da sintese de IL-10 (HAQUE et al., 1995). Ja IL-6, um potente indutor de
respostas inflamatérias e um dos principais agentes participantes na inducdo de
quadros febris, participa efetivamente da proliferacao de linfécitos Th-17, os quais estao
envolvidos em quadros de auto-imunidade e inflamagdo excessiva. Estima-se que os
quadros de imunopatologia decorrentes da infeccdo por T. gondii tenham participacéao
crucial desta linhagem celular (GADDI;YAP, 2007).

No modelo estudado, demonstra-se que a modulacdo da resposta imune dos
caes é dependente principalmente de TGFB1 e secundariamente de IL-10. IL-10, um
potente supressor de fungbes macrofagicas, ja foi demonstrado em diversas
oportunidades como responsavel por estados imunosupressivos em animais infectados
por diversos protozoarios (HAQUE et al., 1995; BODAS et al., 2006; KELLER et al.,
2006; LANG et al., 2006; WU et al., 2007), sendo também relatado em infec¢cdes por N.
caninum (KHAN et al., 1997; EPERON et al., 1999; PINHEIRO et al., 2006). Em gatos
experimentalmente infectados com T. gondii, a presenga de niveis elevados de
expressao de IL-10 é um dos fatores determinantes para o sucesso da infecgdo pelo
protozoario, uma vez que suprime as respostas via células com fenétipo Th1 (LEVY et
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al., 2004). Quanto a IL-4, sabe-se que esta citocina € um dos maiores responsaveis
pela alternéncia de perfil Th1/Th2 durante diferentes infec¢des, principalmente por
suprimir respostas com padrdo Th1 por meio da producdo de anticorpos IgE e
subclasses de IgG com perfil Th2 (JANEWAY et al., 2005). O aumento desta citocina
durante a infec¢ao por N. caninum tem sido frequentemente relacionado a transmissao
transplacentaria em bovinos e camundongos (QUINN et al., 2004; INNES et al., 2005;
KANO et al., 2005).

Nos abortos bovinos decorrentes da (re-)infeccdo por N. caninum, fortes
respostas pro-inflamatérias mediadas por IL-2, IL-12, TNFa e IFNy, consequentes a
expansao clonal de células T CD4+ auxiliadoras e citotéxicas, levam a rejeicao do feto
(RAGHUPATHY, 1997; INNES et al., 2002; STASKA et al., 2003). Em uma gestacao
normal, o sistema imune das fémeas passa por uma imunomodulacdo fisiolgica,
envolvendo a alta producgéo de citocinas regulatérias de padrao Th2, como TGFp, IL-4,
IL-5 e IL-10, produzidas na interface materno-fetal por trofoblastos, com o intuito de
neutralizar os efeitos promovidos pelas citocinas de padrdao Th1 (ENTRICAN et al.,
2001; INNES et al., 2002). A alta concentracéo local de certos hormonios gestacionais,
como a progesterona e prostaglandina E,, levam a producgéo de citocinas por linfocitos
T para o fendtipo Th2, mesmo em células apresentando padrdo Th1 estabelecido
(PICCINNI et al., 1995; KALINSKI, et al., 1997). As células binucleadas trofoblasticas
bovinas podem desempenhar um papel importante na criagdo deste microambiente
propicio a infeccao transplacentaria por N. caninum, uma vez que migram entre as
porcbes maternas e fetais da placenta, produzem grandes quantidades de progesterona
e taquizoitas apresentam rapida multiplicagdo em cultivo primario destas células
(MACHADO et al., no prelo).
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3. DISCUSSAO GERAL

Os dados até aqui discutidos sugerem uma modulagdo da resposta imune dos
cdes durante a fase aguda da infecgdo pelo parasito (Figura 39). A diferenca
encontrada, em relagdo ao modelo de fémeas gestantes, é que esta imunomodulacao
aparentemente ndo € dependente de fatores fisiolégicos, como aqueles decorrentes da
gestacdo, mas sim causada pelo préprio N. caninum. O padrdo de cinética de células
CD4+ e CD8+, bem como a queda de expressdo de MHC classe Il nos linfonodos
popliteos, indicaram auséncia ou baixa resposta celular induzida pelo parasito nos
primeiros 60 dpi. KLEVAR e colaboradores (2007) observaram uma anergia inicial em
relagdo ao aumento de células com fenétipos CD4+ e CD8+, bem como um decréscimo
nas contagens de células NK, durante a fase aguda da infeccdo em camundongos.
Aparentemente a diferenca entre os modelos se refere ao periodo de duragédo da fase
aguda da infeccdo, provavelmente devido a realizagdo da reproducao sexuada do N.
caninum.

Nos diferentes grupos experimentais analisados, pode-se observar que o periodo
compreendido pds-60 dpi corresponde precisamente ao periodo de expansao clonal de
linfécitos T CD4+ e CD8+, demonstrando que realmente o0s caes apresentam
alternancias de perfil de resposta imune durante a fase aguda na infecgéo oral por N.
caninum, e que quantidades significativas de células efetoras e citocinas pré-
inflamatdrias s6 se elevam apds 2 meses de infecgdo. Da mesma maneira, picos de
producao de IgG> e, principalmente, IgE especificos ao parasito foram detectados ap6s
periodos de queda na produgdo de marcadores CD4+ e CD8+ e correspondente
expressao de citocinas pro-inflamatérias. Tal padrdo de producdo de anticorpos foi
observado ap6s a imunizacdo de camundongos com lisado de taquizoitas (LUNDEN et
al., 2002, TEIXEIRA et al., 2005), enquanto que a presenga de anticorpos com este
perfil pode estar relacionada a eliminagdo precoce de parasitos em camundongos
vacinados com NcSRS2 recombinante (NISHIKAWA et al., 2001b).

Apesar da importancia da resposta imune mediada por células para o controle de
uma infeccado, o envolvimento exacerbado de linfécitos com padrdo Th1 pode levar o
hospedeiro a desenvolver imunopatologias (JANEWAY et al., 2005). A infeccdo por N.
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caninum em camundongos geralmente apresenta um baixo nivel de comprometimento
clinico dos animais, porém a transferéncia de células T CD4+ e CD8+ ativadas para
camundongos desafiados com o protozoario precipitam o aparecimento de sinais
neuroldgicos (SPENCER et al., 2005). Este trabalho mostrou condigdes propicias para
que células com perfil Th-17 entrem em expansao clonal na infeccao subclinica canina.
Em camundongos, sabe-se que células T regulatérias, linfécitos importantes no controle
de inflamagdes excessivas, participam de forma ativa da infeccdo (TEIXEIRA et al.,
2006). Sendo assim, o envolvimento da exacerbagdo de respostas inflamatérias em
casos de neosporose clinica canina deve ser alvo de estudos futuros. Uma opgéo para
modelos de doencga clinica em cdo poderia ser a infeccdo de embrides de galinha.
Dentre os pintos originados de ovos infectados, 50% apresentaram sintomatologia
clinica como perda de coordenagdo motora, movimentos circulares e ataxia de
membros (FURUTA et al., encaminhado para publicacao).

A fase aguda da infecgdo oral por N. caninum em caes é marcada pela
eliminagdo de oocistos, os quais sdo detectados nas fezes durante os primeiros 30-40
dias de infeccdo (McALLISTER et al., 1998; GONDIM et al., 2002; FURUTA et al.,
encaminhado para publicacdo). Os resultados aqui obtidos sugerem que o parasito
induz um padrdo de imunidade tipo Th2 nos caes durante o periodo em que o N.
caninum realiza sua merogonia. De forma semelhante, a infecgdo por Eimeria papilata
induz uma imunossupressdo inicial no intestino de camundongos, mediada
principalmente por citocinas com padrdo Th2 (SCHITO et al., 1998), fato observado
também na infeccado de galinhas por E. maxima, onde o inicio da infeccao é marcado
por uma dualidade de padrao de respostas, com aumento na expressao de citocinas
pro-inflamatérias e antiinflamatdrias, queda de contagens de células CD4+ e CD8+,
além de uma queda na expressao de IFNy (HONG et al., 2006).

Diferentemente do periodo de liberagéo inicial de oocistos relatada na literatura,
h& uma escassez de informacdes na literatura sobre o comportamento do parasito no
cado p6s-30 dpi. Sabe-se que caes que apresentaram liberacdo de oocistos podem
voltar a eliminar as formas sexuadas do parasito ap6s alguns meses da primo-infecgao,
sendo re-infectados ou ndo (McGARRY et al., 2003; GONDIM et al., 2005). Até mesmo
durante este periodo inicial, ndo ha informacdes sobre a localizacao intestinal ou quais
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formas estdo envolvidas em seu ciclo sexuado. Estudos sobre o comportamento do
parasito em seus hospedeiros definitivos sdo necessarios para se elucidar os eventos
relacionados a infec¢do oral de caes por N. caninum. Adicionalmente, estudos sobre
infeccdes simultdneas podem esclarecer possiveis sinergias entre N. caninum e outros
agentes patogénicos. A interagdo de T. gondii com FIV gera uma reducdo da expressao
das citocinas IL-2, IL-6, IL-12 e IFNy em gatos co-infectados, porém o desafio somente
com T. gondii leva a um aumento das citocinas pro-inflamatérias, enquanto que os
gatos FIV+/T. gondii — apresentavam baixos niveis de IL-2 e IL-12 (LEVY et al., 2004).
Estes dados sugerem que FIV seja um agente primario, enquanto que T. gondii
demonstre um perfil potencializador e oportunista. Os dados descritos neste trabalho
indicam que N. caninum se assemelhe mais a um agente primario nos caes, por
modular a resposta do seu hospedeiro definitivo como a Eimeria spp durante a fase de
reproducado sexuada, enquanto que o T. gondii demonstra um perfil inverso (HONG et
al., 2006; LEVY et al., 2004; SCHITO et al., 1998).

Fatores imunes que poderiam justificar a maior resisténcia de caes adultos a
infecgdo por N. caninum, tendo como base a eliminagcdo de oocistos como fator de
susceptibilidade (GONDIM et al., 2005), também foram indicados neste estudo. Foi
identificado que a proépria ontogenia do sistema imunol6gico pode ser a origem desta
susceptibilidade, uma vez que todos os ensaios utilizados para mensurar a presenca de
anticorpos totais, ndo especificos ao parasito, se encontraram em baixos niveis nos
caes jovens, apresentando elevacdo gradual no decorrer do experimento. Em
contrapartida, a concentracao sérica dos mesmos isotipos mostrou-se mais constante
nos animais adultos durante os 250 dias analisados. O incremento nas concentracoes
de diferentes isotipos com o decorrer da idade no cdo tem perfil semelhante a aquele
observado para outras espécies de mamiferos, como o homem (PASTORET et al.,
1998). Neste aspecto, a diferenga mais marcante entre as faixas etarias analisadas se
mostra na producéo de IgGs. Esta subclasse responde por 46% da IgG produzida em
animais saudaveis e € um importante marcador de respostas imunes do tipo Thi
(MAZZA et al., 1994). Outros fatores que podem influenciar na susceptibilidade dos
animais jovens sao a menor porcentagem e expressdao de moléculas de CD8 em

linfécitos T, os quais demonstram niveis muito baixos durante os primeiros 60 dpi nos
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animais jovens, bem como uma maior queda na expressdo de MHC de classe |l
detectada no linfonodo popliteo durante a fase aguda da infeccao.

Com base nos resultados obtidos por este trabalho e a avaliacdo de resultados
presentes na literatura cientifica disponivel, podemos afirmar que N. caninum induz uma
imunossupressao dos caes durante a fase aguda da infeccdo, uma vez que varios
parametros responsaveis pela resisténcia de hospedeiros frente ao proprio parasito,
bem como outros modelos de protozoarios, se encontram diminuidos nos primeiros dois
meses de infec¢do. Apesar dos animais ndo apresentarem sinais clinicos decorrentes
da infeccdo experimental por N. caninum, o parasito foi capaz de se reproduzir
sexuadamente em seus hospedeiros definitivos. Pode-se inferir que esta baixa
viruléncia apresentada por N. caninum frente ao cdo, no que se refere a indugdo da
doenca clinica, se deva ao fato do parasito ter co-evoluido com seu hospedeiro
definitivo durante milhdes de anos. Em comparagdo ao T. gondii, N. caninum se
demonstra menos virulento, e uma das explicagdes plausiveis para este fato é seu
maior periodo de adaptacdo aos seus hospedeiros desde a separacdo de ambas as
espécies de um parente evolutivo comum (SU et al.,, 2003). Todos os modelos de
parasitismo estdo sujeitos a pressdo seletiva por parte dos agentes, bem como dos
hospedeiros. Estas pressbes seletivas sdo responsaveis por uma queda na viruléncia
dos parasitos que tendem a co-existir com seus hospedeiros. Pode-se constatar neste
trabalho que a interacao entre hospedeiros e parasitos ndo apresentou caracteristicas
deletérias para ambos. Porém, a producao de oocistos em caes por N. caninum induz
altas perdas econémicas na bovinocultura (TREES et al., 1999). Sendo assim, faz-se
necessario o controle da transmissao horizontal do parasito aos bovinos e sugere-se
que a producdo de vacinas seja destinada aos cées, uma vez que sao 0S maiores
responsaveis pela disseminacdo do agente. Com este intuito, € necessario que se
desenvolvam terapias capazes de eliminar o poder de evasdo do parasito sobre seu
hospedeiro definitivo, quebrando assim a dorméncia das respostas imunes do tipo Th1

durante a fase aguda da infec¢éo de caes por N. caninum.
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Figura 39: Proposta para os eventos desencadeados pela infec¢ao oral por N. caninum
em caes, com base nos dados obtidos com este trabalho. Apds a ingestdo de tecidos
experimentalmente infectados, cdes apresentam uma redugao drastica no padréo de
resposta Th1 (linha verde) e elevacdo nas respostas imunes de padrao Th2 (linha
vermelha), periodo em que estd compreendida a liberacdo de oocistos. Este padrdo de
resposta se mostra incapaz de inibir a replicacdo do parasito nos diferentes tecidos dos
animais. Esta imunomodulacdo é mediada principalmente por TGFB4, IL-10 e IL-4, os
quais inibem a expressao de IL-2, IL-12 e IFNy, que por sua vez levam a uma reducao
da expansao clonal de linfocitos T, baixa expressdo de MHC de classe Il e consequiente
auséncia de ativacao de macrofagos. Em contrapartida, apds as maiores quedas nos
parametros de resposta imune com padrdo Th1 serem registradas aos 60 dpi, ha uma
inversdo no padrdo de imunidade frente a infecgcdo, onde se observa picos de
proliferacdo de células T, expressdo de citocinas pro-inflamatérias e anticorpos IgG.
Esta mudanca é decorrente da alta expressao de IL-2, IL-12 e IFNy, sendo modulada
principalmente por IL-6 e lgGi. Além disso, esta alteracdo leva a um controle da
infeccao levando ao fim da fase aguda, por meio da inibicdo da replicagcdo dos
parasitos, que provavelmente realizam interconversdo de estagio e se mantém

quiescentes em forma de cistos teciduais.
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4. CONCLUSOES

- Conclui-se que ha uma maior susceptibilidade de caes jovens a infec¢ao oral por N.

caninum, em relagdo a animais adultos;

- O resultado da infeccado com diferentes fontes de in6culos administrados aos caes
diverge quanto a eliminagdo de oocistos, porém se mostram semelhantes quanto aos

perfis de imunidade induzidos;

- A infeccdo oral de caes por N. caninum leva a uma prolongada fase aguda,
demonstrando durante este periodo uma diminuigdo nos niveis de células T CD4+ e
CD8+, queda na expressdao de MHC de classe Il e momentos de anergia frente a
estimulos exdgenos, caracterizando uma resposta imunoregulatéria frente a infeccéao
pelo protozodrio. Houve uma mudanca de perfil da resposta imune celular somente
apos dois meses de infeccéo;

- A resposta imune humoral especifica contra N. caninum revela trés momentos
distintos: Uma primeira fase com fraca producao de anticorpos IgM, IgA, IgE, 1gG e
suas subclasses, producdo somente de IgGy (Adultos) e IgGs (Filhotes) entre 2 e 3
meses de infeccdo e, em uma terceira fase, picos de producédo de todos os isétipos

analisados, principalmente em cées jovens;

- A RIFI possui baixa sensibilidade para a deteccao de anticorpos produzidos na fase
inicial da infeccao, sendo por isso recomendavel que o diagnostico de caes com
suspeita clinica seja realizado também pelo ELISA. No entanto, a RIFI se mostra mais

sensivel na detecgédo de anticorpos produzidos tardiamente;
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- A expressao de citocinas em caes jovens infectados oralmente demonstra que os
animais apresentam uma resposta predominantemente imunoregulatoria durante a fase
aguda, modulada principalmente por TGFB4, porém com participacbes de IL-10 e,
tardiamente, de IL-4. Esta fase coincide com o periodo em que o parasito realiza sua

merogonia;

- A expressao de citocinas proé-inflamatérias como IFNy, IL-6 e IL-12, associados a
resisténcia frente a infecgdo pelo parasito, sé ocorre efetivamente apds os dois meses

de infeccéo;

- O pico de expressao de IL-2 se mostrou muito tardio e esta relacionado diretamente a

auséncia de expansao clonal de linfécitos T durante a fase aguda.
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6. APENDICE

6.1. Lista de reagentes e equipamentos utilizados

A

. Acido sulfdrico: Synth — Labsynth Produtos para Laboratério LTDA., Sdo Paulo, SP.
. Agulhas e seringas: BD — Becton, Dickson and Co., Franklin Lakes, NJ, EUA.

. Anti-helminticos: Petzi Plus — Vetbrands, Paulinia, SP.

. Aparelho de citometria de fluxo: FacSort — BD.

. Azul de Evans: Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha.

B

. BCA Protein Assay (Acido bicinquoninico): Pierce — ThermoFisher Co., Rockford, IL,
EUA.

. Bicarbonato de sdédio: Merck.

. Biofotometro: Eppendorf AG, Hamburgo, Alemanha.

. BSA: Gibco — Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA.

C

. Cloroférmio PA: Merck.

. Complexo ABC (Link biotinilado e Estreptoavidina-HRPO): Dakocytomation — Dako
Denmark A/S, Glostrup, Dinamarca.

. ConA: Sigma Aldrich Co., St. Louis, MI, EUA.

. Centrifuga de tubos cénicos: Fanem LTDA., Sdo Paulo, SP.

. Centrifuga de microtubos: Eppendorf.

D
. DAB (Diaminobenzidina): Sigma.



145
E
. Enzima Multiscribe e mix inibidor de RNAse: Applied Biosystems, Foster City, CA,
EUA.
. Eosina: Merck.

. Estreptomicina e Anfotericina B: Gibco.

I

. FACS Lysing Solution: BD.

. Formol: Synth.

. Fotodocumentador: Kodak — Eastman Kodak Co., Rochester, NY, EUA.

. Frasco de cultivo celular de 25 cm?: TPP — Techno Plastic Products AG, Trasadingen,
Suica.

G
H

. Hematoxilina de Harris: Merck.
. Histopaque 1077: Sigma.

. IgG de camundongo anti-iNOS: Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, EUA.
. 1IgG de camundongo anti-MHC de classe Il humano (HLA-DR): Dako.

. IgG de cabra anti-IgA canina-HRPO: Bethyl, Inc., Montgomery, TX, EUA.

. IgG de cabra anti-IgE canina-HRPO: Bethyl.

. IgG de cabra anti-IgGy canino: Bethyl.

. 1IgG de cabra anti-IgG> canino: Bethyl.

. 1gG de cabra anti-IgM bovina-FITC: KPL — Kirkegaard & Perry Laboratories, Inc., MA,
EUA.

. IgG de cabra anti-IgM canina-FA: KPL.

. IgG de cabra anti-IlgM canina-FITC: KPL.

. IgG de camundongo anti-CD163 humano: Dako.
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. I9G de camundongo anti-CD3 humano: Dako.
. I9G de camundongo anti-CD79 humano: Dako.
. 1gG de coelho anti-IgG bovinos-FITC: Sigma.
. 19G de coelho anti-IgG canina-FITC: Sigma.
. IgG de coelho anti-IgG canina-FA: Sigma.
. 1gG de coelho anti-IgG canina-HRPO: Sigma.
. 1IgG de coelho anti-lgG de camundongo-FA: Sigma.
. I9G de coelho anti-TGFB+: Santa Cruz.
. I9Gy de rato anti-CD8 canino-PE: AbD Serotec, Oxford, Inglaterra.
. IgGy de rato anti-hapteno de dinitrofenil-PE: Serotec.
. 19G24 de rato anti-CD4 canino-FITC: Serotec
. 19G2, de rato anti-hapteno de dinitrofenil-FITC: Serotec.
. Incubadora de ovos embrionados: IP-130 — Premium Ecoldgica LTDA., Belo Horizonte,
MG.

[

K

. Kit de extragdo de RNA total: SV Total RNA Isolation System — Promega Co., Madison,
WI, EUA.

. Kits de dosagem de anticorpos caninos totais (IgG, IgG1, 1gGz, IgA, IgE): Bethyl.

L

. Ldminas de Imunofluorescéncia: Perfecta, Sao Paulo, SP.

. Leite desnatado em pd: Molico desnatado — Nestlé S.A., Vevey, Suica.
. Leitor de placas: Dynex Technologies, Chantilly, VA, EUA.

M

. Master mix: TagMan One-Step RT-PCR Master Mix — Applied Biosystems.
. Meio de cultura RPMI 1640: Sigma.

. Membrana de nitrocelulose (poros de 45 ym): Sigma.
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. Microscdpio equipado com luz fluorescente: Modelo — Nikon Co., Téquio, Japéo.

. Microscopio dtico: E200 — Nikon.
N

(0]
. Ovos embrionados de galinha (Linhagem comercial de corte): Hy-line do Brasil, Nova
Granada, SP.

P

. Padréo de peso molecular: Wide range — Sigma.

. Peroxido de hidrogénio: Merck.

. Phase Lock Gel Heavy (2 ml): Eppendordf.

. Placa de cultivo celular: TPP.

. Placas de 96 cavidades para PCR: Greiner Bio-One Brasil, Sao Paulo, SP.
. Placas de ELISA Immuno Plate Maxisorp: Nunc A/S — Thermofisher Co., Roskilde,
Dinamarca.

. Placas de ELISA Nunclon Delta Surface: Nunc.

. PNPP: Sigma.

. Poli-L-lisina: Sigma

Q

R
. Reticulo quadriculado: Nikon.

S

. SFB: Gibco.

. Software Abi Prism 7000 SDS: Applied Biosystems.
. Software CellQuest: BD.

. Software Kodak 1D: Kodak.
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T
. T-61 (lodeto de mebezbnio, Embutramida, Cloridrato de tetracaina): Intervet, Akzo
Nobel, Arnhem, Holanda.

. Tagman Assay by Design: Applied Biosystems.

. Termociclador Real time PCR: Applied Biosystems.

. TMB: KPL.

. Trizol: Invitrogen.

. Tubos cbénicos de 15 e 50 ml: TPP.

. Tween 20: GE Healthcare Life Sciences, Gilles, Inglaterra.

U

\'A
. Vacinas para caes: Duramune Max — Fort Dodge, Fort Dodge, 10, EUA.
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