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RESUMO

Lectinas sdo proteinas que se ligam especificamantearboidratos e possuem
importantes papéis na modulacdo da resposta inkiMé. e Jacalina (JAC) sdo lectinas da
semente da jaca\tocarpus integrifolia) e ScLL é uma lectina do latex da plaBy@adenium
carinatum. Neospora caninum é um parasito do filo Apicomplexa que causa doenca
neuromuscular em caes e desordens reprodutivas @nimob, causando sério impacto
econdmico na industria agropecuaria. O papel imgtiraalador de lectinas de plantas tem sido
investigado em diversas infec¢gbes parasitarias,mdasa neosporose. Esse estudo teve como
objetivo avaliar o efeito adjuvante e o potencialimoestimulador de KM JAC e ScLL na
imunizagdo de camundongos contra a neosporoseo&idgp camundongos C57BL/6 foram
imunizados subcutaneamente por trés vezes, envatderde quinze dias, com o antigeno de
lisado total deNeospora (NLA) associado com as lectinas (grupos NLA+KM, ALJAC,
NLA+ScLL), NLA somente, lectinas somente (KM, JAGelLL), além do grupo PBS (controle
da infeccdo). Os animais foram desafiados comdsobc-1 (2x10 taquizoitas) e avaliados
qguanto aos escores de morbidade, mortalidade,staspoune humoral especifica, producéo de
citocinas por células do bago, carga parasitaniabcal e lesbes histopatoldgicas. Resultados
sorolégicos demonstraram maiores niveis de IgGNardaninum produzidos pelos animais dos
grupos NLA+KM e NLA+ScLL que NLA+JAC e NLA soment@ grupo NLA+KM induziu
maiores niveis do isotipo IgG2a, enquanto NLA+Sahdluziu maiores niveis do isotipo 1gG1.
Em todos os grupos, a resposta de IgG1l foi maiogudd de IgG2a antes e apds o desafio,
porém a razao IgG2a/lgG1l aumentou apos o desadigmpos NLA+KM, NLA+ScLL e KM.

A producdo de citocinas ap6s o estimulo antigéimeitro demonstrou que NLA+KM induziu
altos niveis de IFN-e IL-10, apresentando a maior razdo NfN-10, seguido pelo grupo
NLA+ScLL, indicando um padréo de resposta imunedaiimado ao perfil Thl. NLA+JAC
induziu baixos niveis destas citocinas e menororéZ&8-y/IL-10 em relacdo aos demais grupos,
indicando um padrdo de resposta imune do tipo W@s o desafio com o parasito,
camundongos do grupo NLA+KM apresentaram a maibresida com baixa carga parasitaria
cerebral e moderada inflamagéo tecidual, enquantmads imunizados com NLA+ScLL
apresentaram sobrevida intermediaria com baixeagaagasitaria cerebral e baixos escores de
morbidade e inflamac&do. O grupo NLA+JAC exibiu sofigta intermediaria, mas com alta
carga parasitaria cerebral e suave inflamacgao.darlusdo, as lectinas KM ScLL mostraram
ser adjuvantes satisfatorios por aumentar a imuniogede do NLA e apresentaram efeito
imunoestimulador por conferir protecéo parcial dasundongos imunizados e desafiados com
dose letal déN. caninum, enquanto a lectina Jacalina ndo produziu efaifavante suficiente

na imunizacdo contra a neosporose.

Palavras-chave: Neospora caninum, imunizacdo, lectinas, KM Jacalina, ScLL



ABSTRACT

Lectins are proteins that bind specifically to cdrydrates and have important role in
modulation of the immune response. Kiaind Jacalin (JAC) are lectins from the seeds from
jackfruit (Artocarpus integrifolia) and ScLL is a lectin from th8ynadenium carinatum latex.
Neospora caninum is an apicomplexan parasite that causes neurotanstisease in dogs and
reproductive disorders in cattle, with serious eroit impact on the livestock industry. The
immunestimulatory role of plant lectins has beerestigated in several parasitic infections, but
not in neosporosis. This study aimed to evaluageattjuvant effect and the immunestimulatory
potential of KM, JAC and ScLL in immunization of mice against newssis. C57BL 6 mouse
groups were subcutaneously immunized three timebatay intervals wittNeospora lysate
antigen (NLA) associated with lectins (NLA+KM, NLAAC and NLA+ScLL groups), NLA
alone, lectins alone (KM, JAC and ScLL groups), &85 group (infection control). Animals
were challenged with Nc-1 isolate (2XAchyzoites) and evaluated for morbidity, mortality
specific antibody response, cytokine productionspieen cells, cerebral parasite burden and
histopathological lesions. Serological assays detnated higher levels of IgG fd. caninum
for NLA+KM and NLA+ScLL than NLA+JAC and NLA groupsNLA+KM group induced
higher levels of IgG2a isotype whereas NLA+ScLLuodd higher levels of IgG1 isotype. In all
groups, IgG1l response was higher than lgG2a respbefore and after challenge, but the
IgG2a/IgG1 ratio increased after challenge in NLAAKNLA+ScLL and KM groups. Cytokine
production afterin vitro antigenic stimulation showed that NLA+KM inducedylmilevels of
IFN-y and IL-10, presenting the highest IFNE-10 ratio, followed by NLA+ScLL group,
indicating a pattern of immune response toward fypgk. NLA+JAC induced low levels of
these cytokines and the lowest IFNL=-10 ratio in relation to other groups, indicajia profile
of Th2 type immune response. After parasite chgeNLA+KM mice showed the highest
survival with low brain parasite burden and modetetsue inflammation, whereas NLA+ScLL
mice presented intermediate survival with low brgiarasite burden and low scores of
morbidity and inflammation. NLA+JAC group exhibitédtermediate survival, but with the
highest brain parasite burden and mild inflammatimnconclusion, KM and ScLL lectins
showed suitable adjuvant effect by increasing Nimiunogenicity and immunostimulatory
role by conferring partial protection of mice imniegd and challenged with lethal doseMof
caninum, while the JAC lectin showed no adequate adjueffiect in the immunization against

Neosporosis.

Keywords: Neospora caninum, immunization, lectins, KM Jacalin, ScLL
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1 INTRODUCAO

1.1 Parasito

Neospora caninum € um parasito protozoario intracelular obrigatépertencente
ao filo Apicomplexa, estreitamente relacionado emiqzoarioToxoplasma gondii, que
tem sido extensivamente estudado nos ultimos grmes;ausar doenga neuromuscular
em caes e aborto em bovinos em todo o mundo (DUBBY3; REICHEL; ELLIS,
20009).

HistoricamenteN. caninum foi reconhecido em 1984 na Noruega, em caes com
distlrbios neuroldgicos, mas soronegativos paragondii (BJERKAS; MOHN;
PRESTHUS, 1984). Mais tarde, em um estudo retréispedubey e colaboradores
(1988a) encontraram um parasito semelhante emoteeebral de cdes com doenca
fatal sugestiva de toxoplasmose, mas trés carsiited diferenciavam do quadro de
toxoplasmose: (1) paralisia predominante dos mesnposteriores; (2) cistos teciduais
com paredes espessas (lu#) e restritos a tecidos neurais; (3) testes sgité e
imunohistoquimicos negativos paifa gondii. Assim, um novo génerdleospora e
espécieNeospora caninum foram propostos para este novo protozoario e, ks a
sua descricad\. caninum foi isolado em cultura celular a partir de cistesiduais de
cées com infeccdo congénita (DUBEY et al., 1988lgeatificado em bovinos como
causa de aborto (THILSTED; DUBEY, 1989).

1.1.2 Hospedeiros intermediarios e definitivos

N. caninum estd amplamente distribuido em muitos animais, ceantaté o
presente momento, cause doenca clinica importpeteaa em bovinos e caes. Infec¢cao
natural porN. caninum, evidenciada pelo isolamento do parasitofogjademonstrada
também em outros animais domésticos (carneirosragsalravalos e bufalos) e
exposicdoao parasito, evidenciada pela deteccdo de antisappecificos, tem sido
relatada em varias espécies de animais silvestegmdas, coiotes, lobos, veados,
alpacas e camelos) (DUBEY, 2003). Infec¢cOes expmarias tém sido realizadas com
éxito em bovinos, cées, carneiros, cabras, pogaiss, camundongos, gerbis, macacos
e pombos (DUBEY et al., 2002).

Outros possiveis hospedeiros intermediariosNdecaninum sdo os humanos,

levantando a questdo sobre o seu potencial zoonOEmbora ndo haja relatos
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comprovados sobre a infeccdo parcaninum em humanos (GRAHAM et al., 1999;
PETERSEN et al., 1999), evidéncias sorologicas xj{@o®¢do ao parasito foram
demonstradas em diferentes populacbes humanas (NRMIG; CHOI, 1998;
TRANAS et al., 1999). Além disso, ja foi demonstrastha maior soropositividadeNa
caninum em pacientes infectados pelo virus da imunodefiééhumana (HIV) e com
distarbios neurolégicos quando comparado a indoddsaudaveis, aludindo novas
guestdes sobre o papel Mecaninum em pacientes imunocomprometidos (LOBATO et
al., 2006).

A estreita relacdo dd. caninum comT. gondii levou a uma suspeita inicial de um
hospedeiro definitivo carnivoro paka caninum. Além disso, estudos epidemioldgicos
indicavam uma associagao entre a presenca de adese de aborto ou infecgdes
neonatais poN. caninum em bovinos (PARE et al., 1998; WOUDA et al., 199
1998, apds 10 anos de sua descricdo, foi descobesén hospedeiro definitivo, pela
demonstragdo de oocistos nas fezes de cées aldosntm cistos teciduais de
camundongos experimentalmente infecta(MsALLISTER et al., 1998; LINDSAY;
DUBEY; DUNCAN, 1999) Coiotes Canis latrans) foram considerados como um
hospedeiro definitivo adicional dé caninum (GONDIM et al., 2004) e é possivel que
outros canideos silvestres possam exercer o papbbspedeiros definitivos para o

parasito.

Mais recentemente, foi demonstrado que caes elmioacistos nas fezes apos
alimentacdo com ovos embrionados de galinhas iadosl com taquizoitas ds.
caninum, levantando a questdo que as aves podem participao reservatorios do
parasito (FURUTA et al., 2007). Em seguida, gaknlf@allus domesticus) foram
confirmadas como hospedeiros naturais do paraS§ioSTA et al., 2008). Estes
achados tém grande importancia epidemiologica, wea que as galinhas séo

cosmopolitas e fontes de alimento para outras e&spée animais, incluindo os caes.

1.1.3 Ciclo bioldgico e transmissao

Assim como acontece com outros protozoarios @goApicomplexa,N. caninum
possui um ciclo de vida heteroxeno. A fase assexuacbrre em hospedeiros
intermediarios herbivoros ou onivoros (aves e menwsf domésticos e silvestres),
enquanto a fase sexuada € limitada a hospedeifstides canideos (cdo e coiote)

(GONDIM et al., 2004). O ciclo envolve trés formagecciosas, como ocorre e€m
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gondii: taquizoitas (livres ou em grupos), bradizoitasn (eistos teciduais) e
esporozoitas (em oocistos), sendo que todas aagoestao envolvidas na transmissao
do parasito.

Os taquizoitas causam forte resposta inflamatanma destruicdo de tecidos e sdo
responsaveis pela manifestacdo clinica da doems® @guda). Para sobreviver em
condi¢des fisiolégicas e imunoldgicabl. caninum desenvolveu um conjunto de
mecanismos reguladores que direcionam varias respadaptativas. O parasito utiliza
a conversao de taquizoitas para bradizoitas comgrocesso adaptativo para lidar com
o ambiente hostil dentro do hospedeiro e asseguar continuidade na natureza
(EASTICK; ELSHEIKHA, 2010). Bradizoitas se multipim lentamente por
endodiogenia e vao formar os cistos teciduais detudares, predominantemente em
tecidos neurais, podendo persistir por toda a dahospedeiro (fase cronica). Quando
0s cistos sdo ingeridos por hospedeiros definitiboadizoitas sao liberados, invadem
células epiteliais do intestino delgado e culminemm o desenvolvimento da fase
sexuada (gamogonia) com producdao final de oocrgiosesporulados (imaturos ou nao
infecciosos) que séo eliminados com as fezes. Nuemte, sob condicbes Gtimas de
oxigenacéao, temperatura e umidade, ocorre a esmpuiegdevando ao desenvolvimento
de oocistos esporulados. Apds a ingestdo de oscesporulados por hospedeiros
intermediérios, 0s esporozoitas séo liberadosato tligestivo e invadem as células do
epitélio intestinal, fibroblastos e leucdcitos, tiplicando-se como taquizoitas que
disseminam por todo o organismo. Apoés alguns cidtéomultiplicacéo, taquizoitas déao
origem a bradizoitas e formam novos cistos tecdd(iZAUBEY, 2003).

Dessa forma, a transmissdo horizontal pode ocqedast ingestdo de cistos
teciduais (cérebro, medula espinhal, coracdo e uagcou pela ingestdo de oocistos,
através de agua ou alimento contaminados (DUBE®3R@®utras rotas secundarias de
transmissdo horizontal como lactogénica, venéreinseminacdo artificial tém sido
investigadas. A possibilidade de transmisséao |&cticg deN. caninum foi sugerida
apos a demonstracdo de infeccdo oral em bezerrgdmseascidos de vacas
soronegativas através de colostro artificialmentgaminado com taquizoitas (UGGLA
et al., 1998) e pela deteccdo de DNA do parasitocolostro e leite de vacas
soropositivas (MOSKWA et al., 2007), mas até o emés momento, ndo ha evidéncias
de que esta transmissao ocorra naturalmente.

A presenca de DNA do parasion sémen de touros com infec¢cdo naturalmente
adquirida (ORTEGA-MORA et al.,, 2003) sugere a puldade de transmisséo
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venérea, mas o seu real papel na transmissdo daanese bovina precisa ainda ser
determinado. A inoculacéo intra-uterina de sémentarninado com taquizoitas de
caninum em novilhas resultou em infeccdo materna e numedazido de embrides
viaveis, embora DNA do parasito ndo tenha sido cied® em nenhum embrido
(SERRANO et al., 2006). Entretanto, vacas insendasadpdés congelamento e
descongelamento de sémen contaminado com taqgizodtaparasito falharam em
adquirir a infeccao (CANADA et al., 2006).

A transmissdo da neosporose por transferéncia deid@a parece também ser
pouco provavel, uma vez que a transferéncia deiéeshde doador soropositivo em
receptor soronegativo resultou em feto negativoa gdr caninum, engquanto a
transferéncia de embribes de doador soronegatixep neaeptor soropositivo resultou
em infeccao fetal (BAILLARGEON et al., 2001).

A transmissdo vertical ainda parece ser o principatlo de transmissdo em
bovinos. O parasito € transmitido da méae para Vi placenta durante sucessivas
gestacbes, devido ao desequilibrio da resposta eimeausado pelas citocinas
regulatorias do feto como IL-10 e IL-4, que levameerudescéncia e diferenciacédo de
bradizoitas em taquizoitas com subsequente pargsif@UINN; MILLER; ELLIS,
2004). Assim, a transmissdo transplacentéria dutrsignificativamente para a
persisténcia da infec¢cdo no rebanho, sendo a fnegliéelativa com que ela ocorre é
critica para abordagem de medidas de controle dapoeose bovina (WILLIAMS;
TREES, 2006).

1.1.4 Patogénese
A invasdao celular € o principal evento na patogémsinfeccao paX. caninum,

e envolve processos complexos e muito semelhantee s parasitos do filo
Apicomplexa, por apresentarem um complexo apicamposto por roptrias,
micronemas e granulos densos, que sdo usadosgrakitp durante a adesao e invasao
de células hospedeiras (BUXTON; McALLISTER; DUBEXQ02). A invaséao celular,
dessa forma, € um mecanismo ativo que requer @ngogparasito e pode ser resumida
em trés etapas:

A primeira etapa é caracterizada pela adesd@irdoi parasito a célula hospedeira
e ocorre sem qualquer orientagdo do parasito, eewdb antigenos de superficie

imunodominantes (NCSAG1 e NCSRS2). Apés a adeséaliros parasitos reorientam-
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se, posicionando a extremidade anterior para aus&dr do condide, seguida por
invaginacdo da membrana da célula hospedeira pangaf o vacuolo parasitéforo

(VP), onde vérias proteinas de micronemas (MICB,&4) sdo secretadas e funcionam
como adesinas, sendo responsaveis pela espessale@adesao e juncdo de forma
irreversivel. Apés a formacéo desta juncéo, indga® movimento da juncdo ao redor
do taquizoita, que juntamente com o citoesquelsistefna de actina-miosina) do

parasito, forca-o para dentro do VP, culminando camnvasdo. A membrana

plasmatica do hospedeiro é também usada para foamarembrana do vacuolo

parasitéforo (MVP), resultando em um vacuolo que s&ifunde com lisossomos.

A segunda etapa é caracterizada pela secrecaoténps de roptrias (ROP1 e 2),
que sao liberadas dentro do VP e estendem a MVR foamar associagdo com
organelas do hospedeiro, de modo que mitocondriestieulo endoplasmatico sao
posicionados adjacentes ao VP.

Na ultima etapa, proteinas de granulos densos (GR2e 7) modificam a MVP e
contribuem para a remodelagédo e maturacdo do vapaohsitoforo com a formagéo de
uma rede de membrana intravacuolar metabolicamenta para o crescimento do
parasito.

Os taquizoitas dentro do VP proliferam por endoeia, produzindo novos parasitos
em poucos dias apds a infeccdo e, subsequententeéntiéise da célula hospedeira e
liberacdo dos taquizoitas que ficam livres paradtair uma variedade de tecidos e tipos
celulares (HEMPHILL; VONLAUFEN; NAGULESWARAN, 1999)

1.1.5 Resposta imune

Tanto a resposta imune inata como a resposta &daptparticipam dos
mecanismos protetores coniMacaninum, semelhantemente aos mecanismos descritos
para o parasito estreitamente relacion@idgondii (BUZONI-GATEL et al., 2006). A
primeira barreira fisica € representada pelos @cites e as espessas juncdes
intercelulares da mucosa intestinal que tentanr @eitevasédo do parasito pela via oral.
Quando enterdcitos sao infectados eles podem aeeretiéculas citotdxicas como o
oxido nitrico (NO), citocinas (IL-15) que ativamlw@s natural killer (NK) para
produzir IFNy, e quimiocinas que recrutam leucdcitos polimortdeares, macrofagos
e células dendriticas. Estas células recrutadaandgu estimuladas pelo parasito,
secretam IL-12 que ativa as células NK e célulaBD®", induzindo a diferenciacéo

para a subpopulacdo Thl produtora de {i-Nue por sua vez, ativa os macréfagos,
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células dendriticas e enterdcitos que vao destruparasito, sendo critico para a
sobrevivéncia do hospedeiro (BUZONI-GATEL et aQ08).

Células T CD8 contribuem para controlar as infeccées agudasideviprodugdo
de IFNy e ativacdo de macrofagos. Células infectadas edtvuddas por células T
CDS8' liberando taquizoitas, que ficam acessiveis a gamecanismos imunologicos
(anticorpos, macrofagos ativados e células NK).tdDdsrma, IFNy representa o
principal mediador de resisténcia atravées da d@ivalg macréfagos, os quais inibem a
replicacdo de parasitos pela producdo de intermeslideativos de oxigénio e de
nitrogénio que promovem a inativacdo de enzimdgasi para replicacdo do parasito.
Assim, os dois componentes criticos da respostaénoontraN. caninum tanto em
bovinos como em camundongos sédo as células T CDUN+g, que influenciam o
desenvolvimento de uma resposta inflamatéria, dedesm células efetoras
citotoxicas e mantém cistos teciduais contendo ipo#ds no animal imune
(WILLIAMS; TREES, 2008).

Como controle destas atividades microbicidas eostappro-inflamatoria que
podem causar lesdo intestinal, alguns linfocittsiapiteliais atuam produzindo TG-
que limita a producdo de IF)y-e outros atuam na destruicdo de enterdcitostades
(BUZONI-GATEL et al., 2006). Outra citocina que oser importante na regulagéo da
resposta imune celular B. caninum € IL-10, que tem efeitos inibitdrios sobre a
atividade microbicida de macrofagos ativados pd-f-a diferenciagéo de clones Thi,
a producéo de IFN-por células NK e células T CD4 CDS e a producéo de IL-12
por células acessorias (INNES et al., 2002). Aléssal uma resposta do tipo Thl pode
afetar a gestacao e levar ao aborto ou reabsoetdlp énquanto uma resposta do tipo
Th2 é protetora, com a producéo de IL-4, IL-5 é@_pelos tecidos fetais e placentarios
(QUINN et al., 2004).

As células B também séo ativadas para secretaogmtis, principalmente IgG2a
em camundongos, que podem participar diretamenteentralizacdo e destruicdo de
taquizoitas extracelulares e assim, controlar sedithacéo da infeccdo (INNES et al.,
2002). Em infeccao experimental de caes pela iagéol oral de tecidos de bovinos
infectados comN. caninum, os primeiros parecem nao desenvolver respostas de
anticorpo dentro das primeiras 3 a 4 semanas ap@ésciao (GONDIM; GAO;
MCALLISTER, 2002). Entretanto, apos 18 e 20 mesasindeccdo primaria, a re-

exposicao induz nova eliminacdo de oocistos, imdicaque a resposta imune humoral
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por si ndo assegura que um cao seja refratariom@dugdio de oocistos (GONDIM;
MCALLISTER; GAO, 2005).

1.1.6 Sinais clinicos

N. caninum causa aborto tanto em gado de corte como de defiartir do 3 més
até o final da gestacdo, sendo mais comum entreotbmés de gestacido. Varios
eventos podem ocorrer, como morte, reabsorc¢éo, ficagéo ou autolise fetal dentro
do utero, natimortos, recém-nascidos com sinamscol$ ou clinicamente normais, mas
cronicamente infectados (DUBEY, 2003).

Sinais clinicos sao mais freqlientes em animaisn@menor que 2 meses de
idade) infectados congenitamente e predominant@meetirolégicos, como ataxia,
paralisia de membros posteriores (hiperextens@a)igeflexos patelares diminuidos e
perda de consciéncia. Em animais adultos, o algodainico sinal clinico observado,
podendo ser esporadico, endémico ou epidémico (DAJBEO3).

A neosporose canina ocorre geralmente como infesgBdlinica persistente que
pode sofrer reativacdo durante a gestacdo, reduolt@m parasitemia materna e
transmissao transplacentaria endégena do paraam @ feto. Quando a infeccao
priméria ocorre durante a gestacdo, pode havesriigasdo transplacentaria exégena e
infeccdo do feto. Assim, ninhadas sucessivas podstar infectadas (BUXTON;
MCALLISTER; DUBEY, 2002), embora em menor grau dantsmissdo vertical,
sugerindo que a exposicao pos-natal é necessadar@amter o0 parasito na populacao
canina (BARBER; TREES, 1998).

Neosporose canina clinica pode ser localizada onergkzada, com o
envolvimento de todos os oOrgaos, inclusive da pelgsando a neosporose cutanea
(PERLE et al., 2001; ORDEIX et al., 2002). Uma cteeistica nestes casos € o intenso
parasitismo com um grande numero de taquizoitaseséss cutaneas, sugerindo uma
falta de controle imune do hospedeiro sobre a pligiicdo dos parasitos. Os casos
mais graves da doenca localizada ocorrem em cédesga@om infeccdo congénita, que
apresentam um quadro de paresia inicial de menpgwsteriores que progride para a
paralisia. Sinais neuroldgicos sao dependentesa parasitado no Sistema Nervoso
Central (SNC) e os membros posteriores sdo osafetsdos e ficam em hiperextenséo
rigida. Outras disfuncdes que podem ocorrer includifituldade na degluticéo,
paralisia da mandibula, flacidez muscular, atrofigscular, paralisia de nervos faciais e
ate faléncia cardiaca (DUBEY, 2003).
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1.1.7 Epidemiologia e prevaléncia

Neosporose bovina ja foi relatada em muitas padesmundo, incluindo
Australia, Nova Zelandia, Europa, Coréia, Japaomneéricas (DUBEY; SCHARES;
ORTEGA-MORA, 2007). Na América do Sul, aborto e talidade neonatal associados
com neosporose foram descritos na Argentina, Br@kile, Paraguai, Peru e Uruguai,
mostrando que 12 a 42% de fetos abortados de ®uméeite estavam infectados com
N. caninum. A soroprevaléncia em bovinos varia dependendo @ pegido, tipo de
teste soroldgico utilizado e nivel det off para determinar a exposicdo ou infeccao,
chegando até a 87% de vacas soropositivas em adgiarendas (MOORE, 2005). Na
regido do Triangulo Mineiro, a soroprevaléncia @@sporose em rebanhos bovinos
com problemas reprodutivos foi estimada em 17% @®ONet. al., 2006). Achados
mais recentes confirmam a importancia epidemioglo parasito em rebanhos da
Eslovaquia (SPILOVSKA et. al., 2009), China (YU al., 2009) e Espanha
(PANADERO et. al., 2009), revelando a distribuigd® N. caninum nos diferentes
continentes.

Infeccbes subclinicas poN. caninum em caes tém grande importancia
epidemiolégica por serem os hospedeiros definiterggderem eliminar oocistos nas
fezes, contribuindo para a contaminacdo ambieRtdsalta-se a maior soroprevaléncia
em caes de éarea rural (20% a 97%) que de areaau(lBé a 26%), sugerindo maior
exposicdo aN. caninum em cdes de ambientes rurais e importante associacao
epidemiolégica entre bovinos e céaes, ja que eleempoter contato com placentas e
fetos abortados de bovinos (PATITUCCI et al., 20BNTONY; WILLIAMSON,
2003; SANCHEZ et al., 2003; FERNANDES et al., 2004SRI et al., 2004).

1.1.8 Controle

O controle da neosporose bovina é baseado na g@vela contaminacdo do
ambiente com oocistos de caes, restringindo o acksstes animais nas proximidades
do rebanho, sacrificio dos animais infectados cands sistema de transferéncia de
embrides para prevenir transmissdo do parasitvasrgeracdes (WILLIAMS; TREES,
2006). Porém, a vacinacdo parece ser um meio ni@ielveconomicamente para
controlar a neosporose, ja que o sacrificio de aisimu seus possiveis tratamentos
demandariam maiores despesas para os criadoreselomshos (REICHEL; ELLIS,
2009). Para neosporose canina, as recomendacOesd@mirecionadas no sentido de

evitar colocar em reproducdo cadelas soroposipaasN. caninum bem como impedir
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alimentacdo com carne ou visceras cruas, princgrakmnos cées de areas rurais, além
de medidas de controle da populacdo de cées dentam redor das fazendas
(MCALLISTER; WALLACE, 1999).

Em relacéo a vacinagao contrparasito, até o presente momento, ndo ha vacina
capaz de induzir completa imunidade protetora emdinbs. Existe uma vacina
disponivel comercialmente (Bovilis NeoGuard®, Iae#fSchering-Plought Animal
Health, EUA), consistindo de taquizoitas inativadosas com eficacia de apenas
aproximadamente 50% (REICHEL,; ELLIS, 2009).

A possibilidade de contaminantes com agentes paitmmg® nos isolados dN.
caninum implica que novas formulacdes de vacinas sejarestiyadas. Antigenos de
lisados totais com diferentes adjuvantes tém nuastreesultados contraditérios,
variando desde 100% (LIDDELL et al., 1999) a pdrcjaotecdo (LUNDEN et al.,
2002) contra transmissao vertical em camundongesnafoorthy e colaboradores
(2006) demonstraram que taquizoitas Nlecaninum tratados com radiacdo gama
protegem camundongos contra a infe¢gcpodendo ser utilizados como vacinas
atenuadas e efetivas contra neosporose.

Desta forma, o desenvolvimento de formas alteraatide vacinas tem sido
intensivamente pesquisado, na busca de novos @aosigprotetores e modos de
administracdo das vacinas. Neste contexto, variugemos imunodominantes de
superficie deN. caninum, especialmente as proteinas NCSAG1 e NcSRS2 (seqi&nc
relacionada a SAG1) tém sido avaliados como catwlidpotenciais de vacinas em
modelos murinos, quer como proteinas nativas (HARSON et al., 2005) ou como
proteinas recombinantes multiplas (CANNAS et &102 CHO et al., 2005).

Além disso, diferentes sistemas de administracdo vdeinas tém sido
investigados, incluindo a utilizacdo de vetores \deus recombinante, como a
imunizacdo de cdes com um vetor de herpesvirumaagxpressando a proteina
NcSRS2 (NISHIKAWA et al., 2000) ou a imunizagdoaenundongos com o virus de
vaccinia recombinante carregando os genes dasinastde superficie NCSAG1 ou
NcSRS2 (NISHIKAWA et al.,, 2001a,b; OTSUKA; MIKAMI2001). Todas essas
formulacdes tém demonstrado que a protecao € nueias parcial e depende do tipo
de antigeno e de adjuvante utilizados, assim coa® abtratégias de vacinagéo.
Recentemente, Ribeiro e colaboradores (2009) andim como adjuvante o
oligodeoxinucleotideo CpG, associado com antigentisddo total (NLA) e antigeno

de excrecédo-secrecdo (NCESA)Nlecaninum. Este estudo demonstrou que a vacinacao
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com o antigeno NLA associado com CpG resultou ¢at ppotecdo dos camundongos
apos o desafio, enquanto o antigeno NCESA assoc@muoo adjuvante induziu maior
susceptibilidade dos animais a infec¢do. Dessagdpomostra-se de grande importancia
a escolha do antigeno utilizado na imunizacdomasemo do adjuvante administrado,
para que a resposta imunologica seja protetoracaesar danos ao organismo.

Assim, o desenvolvimento de formas alternativagat#nas tem contribuido para
a caracterizagdo de novos antigenos protetordsagéggas inovadoras de administracédo

das vacinas para a obtencao de procedimentosedidazvacinacao.

1.2 Lectinas como adjuvantes e imunomoduladores

Adjuvantes tem um importante papel na eficacia atd@nas, contribuindo tanto
para aumentar a forca e a cinética da respostaeirbeam como direcionar o tipo de
resposta. Além dos adjuvantes experimentais ti@uits como o adjuvante completo
(ACF) ou incompleto (AIF) de Freund, a incorporagms antigenos em particulas
submicroscépicas compostas de saponina, colesterdbsfolipideos, formando
complexos imunoestimulantes (ISCOMS), tem mosti@doentar a imunogenicidade,
resultando em respostas imunes humoral e celullemge duracédo. ISCOMS contendo
antigenos nativos (LUNDEN et al., 2002) ou proteimacombinantes de NcSRS2
(PINITKIATISAKUL et al., 2005) demonstraram induzimunidade protetora contra
neosporose em camundongos.

O reconhecimento proteina—carboidrato € cruciah e processos celulares,
assim como para interagcfes entre células ou estas e a matriz extracelular para a
diferenciagdo celular, adesao, migracdo, embricgggndesenvolvimento e respostas
imunologicas (VASTA, 2009). Lectinas sao proteimmntes de carboidratos e
glicoproteinas que podem ser encontradas em pot@syricorais marinhos, algas,
fungos, animais vertebrados e invertebrados, etgda(FRANCOIS; BALZARINI
2010).

A maioria das lectinas € organizada como homo derdeoligdmeros de
subunidades polipeptidicas ligados nédo covalent@mapresentando dominios que se
ligam especificamente aos acucares (CRDs), freqmarite um monossacarideo ou
oligossacarideo ndo terminal. Muitas delas formateptores de reconhecimento
padrao (RRPs), incluindo as lectinas soltveis, camoolectinas (por exemplo, lectinas
ligantes de manose e as surfactantes pulmonaiagnds e pentraxinas (por exemplo,

as proteinas C-reativas) e lectinas integrais, casdectinas do tipo C, incluindo
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receptores de manose de macréfagos e receptoredludas dendriticas (DC-SIGN)
(VASTA, 2009).

Lectinas soluveis e associadas a membrana medeigaragdes com
microorganismos que podem levar a interagcbes mstigals (comensalismo ou
simbiose), colonizac&o ou invasdo do hospedeiecenhecimento imune. Embora as
interacOes entre lectinas animais e seus ligaatesnsis fracas comparadas com outras
moléculas de reconhecimento como 0s anticorpos, awidez alta pelo alvo é
alcancada quando multiplos CRDs interagem simudiaieate com o ligante, como
observada nas colectinas e outras lectinas oligoasgerUma atencdo maior é voltada
paras as lectinas tipo C, ficolinas, pentraxinastjnas do tipo F e galectinas, pois estas
tem importantes fungées imunoldgicas (VASTA, 2009).

As interacdes das lectinas com glicanas sao ubmeasenciais para os sistemas
bioldgicos, ndo somente para a adesdo das célwmias, como iniciadores de um
“crosstalk” funcional que modula a fisiologia da@anismo e seu balango homeostético,
tendo papéis na simbiose, colonizacdo de patdgeneosspostas imunologicas do
hospedeiro (VASTA, 2009). Por exemplo, varias fedido tipo C, como as DC-SIGN
nas células dendriticas, o receptor de manose @gsofagos, e as lectinas solaveis
ligantes de manose (MBL), ligam-se a oligossacaddea superficie de virus e
bactérias para remové-los do organismo, ou no daseélulas apresentadoras de
antigeno (APCs), apresentam os epitopos estramisoinéocitos T CD4, para evocar
uma resposta imunolégica mais eficiente contratogesmo (FRANCOIS; BALZARINI
2010).

O rendimento das lectinas animais, porém, é gerdbrigixo comparado com o
das lectinas vegetais que sao investigadas em faamien¢cdes, como em atividades
antitumorais, imunomodulatorias, antifungicas, itdiflas da transcriptase reversa do
virus da imunodeficiéncia humana (HIV)-1, atividadegrotéxicas, antibacterianas e
antinematoide.(LAM, 2011). Algumas lectinas aprésen ainda aplicacbes préticas
como as lectinas Concanavalina A (ConA), aglutirdoagerme do trigo (WGA) e a
fitohemaglutinina (PHA) que sédo extensamente atilis em pesquisas cientificas por
conterem atividade mitogénica (FRANCOIS; BALZARIRD10).

A maioria das lectinas vegetais bem caracterizaglaisolada das familias
Leguminosae, Euphorbiaceae e Moraceae (KABIR, 199&}inas de plantas tém sido

utilizadas em varios estudos devido ao seu alta deaespecificidade por aclcares e
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pelo seu potencial imunoestimulador, induzindo @iferacéo celular e a producao de
perfis especificos de citocinas (PANUNTO-CASTELOQ2; TOLEDO, 2009).

1.2.1 Lectinas KM' e Jacalina QArtocarpus integrifolia)

A lectina KM, também conhecida como Artocarpina e recentemanteeada
Artin M (PEREIRA-DA-SILVA; et al., 2008), é derivadda semente d&rtocarpus
integrifolia (Moraceae) e se liga especificamente a monossaoadeD-manosep-D-
glucose, ex-metil manoside, mas ndo demonstra afinidadeapbrgalactose (ROSA;
et al., 1999). A lectina KMja é reconhecida por induzir macréfagos a produoziil_-
12 p40, estimulando a secrecdo de WNer linfécitos e induzir uma mudanca do
padréo de secrecédo de citocinas de Th2 para THYURAO-CASTELO; et al., 2001).
Além disso, KM é capaz de induzir uma potente ativacdo de nédagoflemonstrando
sua capacidade de conferir resisténcia contragfieec(TOLEDO,; et al., 2009). O papel
de KM" como adjuvante foi analisado em modelos murinos @ antigeno de
Leishmania major (SLA), resultando na prote¢do dos camundongos &antidesafio
posterior (TEIXEIRA; et al., 2006).

A lectina Jacalina (JAC), a mais abundante protéénsemente d&. integrifolia,

é caracterizada como uma lectina ligante de Ig8l® blém de ter afinidade por D-
galactose (ROQUE-BARREIRA; et al.,, 1985; KABIR, B899 Ela induz células
monociticas da linhagem U937 a secretarem altagsdle IL-6, a partir de sua ligacao
com a molécula CD4 da célula (TAIMI, 1994). Essetifea também € descrita como
uma poderosa molécula carreadora para a estimutc@ooducdo de anticorpos anti-
TNP (hapteno trinitrofenil) e anfirypanosoma cruzi (ALBUQUERQUE; et al., 1999).
Achados mais recentes demonstraram que Jacalin®@tarmduz a producédo de IL-2
por células T em resposta a ligagcdo do TCR e eoekitdo do CD28, contribuindo
para a producdo tanto de citocinas do perfil Thhaao perfil Th2 (BABA; et al.,
2007). Além disso, a proteina foi capaz de indselietivamente respostas mitogénicas e
bloquear a infeccédo pelo HIV do tipo 1 em linfositdCD4 (PINEAU, et al., 1990;
CORBEAU, et al., 1994).

1.2.2 Lectina ScLL Synadenium carinatum)
Synadenium carinatum (Euphorbiaceae) é geralmente encontrada como planta

ornamental popularmente conhecida como “leiteirinbhafolha santa” e a preparacao
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aquosa do seu latex tem sido utilizada na medipmular para o tratamento de
doencas infecciosas e cancer. A lectina do late® @arinatum (ScLL) foi isolada e
purificada através de cromatografia de afinidade Brgalactose imobilizada em
agarose, exibindo potente atividade hemaglutinpata diferentes grupos sanguineos
humano e animal (SOUZA et al., 2005).

O potencial imunoestimulador da ScLL bem como oefeito adjuvante em um
modelo de vacinacédo contra leishmaniose cutaneariexgntal foram investigados
(AFONSO-CARDOSO et al., 2007), mostrando que Scédoaiada ou ndo ao antigeno
soltuvel delLeishmania amazonensis na imunizacdo de camundongos induziu uma
potente resposta do tipo Thl caracterizada peleg@r de IL-12 e IFN-bem como
reducdo da taxa de infec¢do apoOs o desafiolcaamazonensis. Porém, achados mais
recentes sugerem que a administragdo oral dessmalecibe o extravasamento de
neutroéfilos e eosindfilos na inflamacao crénicageda de modelos murinos de asma,
além de reduzir niveis de IL-4, IL-5, aumentandamiyeis de IFNy e IL-10, sugerindo

possuir um papel imunorregulador (ROGERIO, et241Q7).



34

e %M%ﬁ//‘///ﬂ//




35

2. JUSTIFICATIVA

Neospora caninum causa grande impacto econbmico tanto na industria
agropecuéria devido as perdas de animais, quedeodacédo de leite e ganho de peso,
bem como as perdas afetivas quando se trata plmepte de cdes. Embora seja
desejavel estudar a imunidadéNacaninum em espécies de hospedeiros naturais, 0s
custos envolvidos e dificuldades na disponibilidddeanimais e reagentes especificos
para analise da resposta imune tornam-se fatonéarites. Assim, diferentes linhagens
de camundongos isogénicos sao rotineiramenteadd®z como modelos experimentais
para o estudo da infeccdo per caninum, tanto na infeccdo cerebral para comparar
producdo de cistos teciduais em cérebros, cargasiffia, lesbes e respostas de
citocinas bem como na infeccdo congénita e trarssmigertical do parasito. Devido a
prevaléncia e importancia econdmica da neospomsggsenvolvimento de vacinas
seguras e efetivas contha caninum para prevenir abortos e transmissao vertical em
bovinos e cées, bem como para controlar a disseaonde oocistos pelo hospedeiro
definitivo, é prioridade em pesquisas cientificas rucial para limitar a infeccdo pelo
parasitonestes hospedeiros naturais.

Vérios tipos de vacinas contié caninum utilizando parasitos vivos, irradiados,
antigenos de lisados de células totais ou protegwsnbinantes, assim como vacinas
com virus vaccinia recombinante tém sido avaliadasestrando que a protecédo
conferida é, na maioria das vezes, parcial e degmeddos adjuvantes utilizados.
Lectinas de plantas também tém sido investigadasocadjuvantes em modelos de
infeccdo como leishmaniose, mas até o presente ntomeio ha relatos na literatura
sobre 0 uso de lectinas associadas a antigends. daninum com propdsitos de
vacinacao contra neosporose em modelos murinosdwspedeiros naturais.

Assim, foram avaliados o efeito adjuvante e o motd imunoestimulador das
lectinas KM e Jacalina da semente Agtocarpus integrifolia e da lectina ScLL do
latex deSynadenium carinatum na imunizagdo de camundongos contra a infecgdo por

N. caninum.
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

— Avaliar o efeito adjuvante e potencial imunoestiagar das lectinas de
Artocarpus integrifolia (KM™ e Jacalina) &ynadenium carinatum (ScLL) na

imunizacdo de camundongos contra a infeccadNpocaninum.

3.2 Especificos

— Analisar a resposta imune humoral dos camundongasizados com
antigeno de lisado total d& caninum associado ou ndo com as lectinas, por
meio de mensuracdo dos anticorpos séricos IgGtpasolgGl e IgG2a
contraN. caninum;

— Analisar a resposta imune celular dos camundonguognizados com
antigeno de lisado total d& caninum associado ou ndo com as lectinas, por
meio da andlise de citocinas (IfNe 1L-10) produzidas por células do baco

apos estimulacdo mitogénica e antigémicdtro;

- Avaliar o efeito protetor da imunizacdo de camumgencom antigeno de
lisado total deN. caninum associado ou ndo com as lectinas, contra o desafio
letal deN. caninum por meio da determinacdo dos escores de morbidade,
porcentagem de sobreviventes, alteracfes histdgatak e carga parasitaria
cerebral.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Obtengéo de parasitos

Os parasitos do isolado Nc-1 (DUBEY et al.,, 1988B)N. caninum foram
mantidos em cultura celular, usando linhagens dalase VERO como descrito
anteriormente (RIBEIRO et al., 2009) e utilizad@sgpa preparacdo de antigenos e no
desafio de camundongos. Células VERO foram culésasin frascos de cultura celular
em meio RPMI 1640 (Gibco, Paisley, Inglaterra) sagntado com HEPES (25 mM),
penicilina G (100 U/mL), estreptomicina (100g/mL), L-glutamina (2 mM),
bicarbonato de sddio (3 mM) e 10% de soro fetalifmoyYSFB) (Cultilab, Campinas,
Brasil) em atmosfera de 5% ¢@ 37C até atingirem a confluéncia.

As células foram infectadas com taquizoitasNdeaninum que foram mantidos
por passagens seriadas em meio RPMI com 2% de &kiada 48-72 horas. Os
parasitos livres foram coletados por descamac&oarecamada celulacdl scraper)

e parcialmente purificados por passagens forcattagéa de agulha 13 x 4 mm e
centrifugacdo rapida (45 g, 1 minuto, 4C) para remover restos celulares. O
sobrenadante foi coletado e lavado por duas vei® X g, 10 minutos, %C) com
solugéo salina tamponada com fosfatos 0,01 M (RB57,2). O sedimento final da
suspensao parasitaria foi ressuspendido em PBS marasitas foram contados em
camara de Neubauer, utilizando o corante de exxlugal azul de Tripan a 0,4%
(Sigma Chemical Co., St. Louis, EUA).

Os parasitos foram armazenados a’G24té a preparacdo do antigeno sollvel de
N. caninum ou foram imediatamente utilizados para o desad® ahimais ou tratados

com formol para preparacao de laminas para imuogicéncia indireta.

4.2 Preparacao do antigeno soltvel de lisado to@dé N. caninum

O antigeno soluvel de lisado total Be caninum (NLA) foi preparado como
descrito anteriormente (RIBEIRO et al., 2009), cigumas modificacbes. Suspensdes
parasitarias (1xfOtaquizoitas/mL) foram descongeladas, tratadas icdpidores de
proteases (fenil-metil-sulfonil-fluoreto [PMSF] g61mM, leupeptina a 5@g/mL e
aprotinina a 1Qug/mL) e submetidas a 10 ciclos r4pidos de congeitorem nitrogénio
liquido e descongelamento em banho-maria®& 3&pds centrifugacédo (10.000gx 30

minutos, 4C), o sobrenadante foi coletado, filtrado em memdsade 0,22im (filtros
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Millex, Millipore, EUA), a concentragao protéicai fiteterminada pelo método do acido

bicinconinico (BCA, Sigma Chemical Co.).

Aliquotas de NLA foram armazenadas a %70 até serem utilizadas na
imunizacdo de camundongos, estimulagéuitro de células do bago e como antigeno
em reacOes imunoenzimaticas (ELISA) na analise efposta de anticorpos de

camundongos imunizados.

4.3 Preparacao dos taquizoitas para reacdo de imunofloescéncia indireta

Taquizoitas déN. caninum foram preparados para a reacdo de imunofluorescénci
indireta como previamente descrito (CAMARGO, 19&l)spensdes parasitarias foram
ajustadas para concentracdo de 1%dduizoitas/mL e tratadas com formaldeido a 1%
em PBS por 30 minutos a temperatura ambiente stdzag lenta. Apos centrifugacao
rapida (45 xg, 1 minuto, 4°C) para remover parasitos aglomerag@®brenadante foi
lavado com PBS por duas vezes (700, XL0 minutos, 4°C). O sedimento final foi
ressuspendido em &gua destilada estéril até obbeentracdo de 20-30 parasitos por

campo microscopico (aumento de 400X).

Um volume de 10uL da suspensdo parasitaria foi adicionado em areas
demarcadas de laminas microscoépicas para imunefiuéncia (Perfecta Ind. e Com. de
Laminas de Vidro Ltda., Sdo Paulo, SP, Brasil) fpram mantidas a temperatura
ambiente por 3 a 4 horas para completa fixacdo p#vasitos. As laminas com
taquizoitas formolizados d¢ caninum foram individualmente embaladas em lencos de
papel e, posteriormente, em papel aluminio e amaales a -20°C até serem utilizadas

em reacgoes de imunofluorescéncia indireta.

4.4 Lectinas deArtocarpus integrifolia (KM * e Jacalina) eSynadenium carinatum
(ScLL)

As lectinas deArtocarpus integrifolia (KM* e Jacalina) foram gentilmente
cedidas pela Dra. Maria Cristina Roque-Barreira Laddoratorio de Glicobiologia,
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Univedgdde Sao Paulo, Ribeiréo Preto,
SP. A preparacao do extrato total de sementeirtearpus integrifolia e a obtencéo

das lectinas ligantes de manose (KM D-galactose (Jacalina) foram realizadas como
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anteriormente descrito (ROQUE-BARREIRA et al., 198BUNN-MORENO;
CAMPOS-NETO, 1981).

A lectina deSynadenium carinatum (ScLL) foi obtida a partir do extrato aquoso
do latex da planta como descrito por Souza e cadalooes (2005), com algumas
modificacdes. O latex extraido da planta foi honmegeado com agua destilada (1:10) a
4°C por 48 horas, centrifugado (3.500Qx30 minutos, 2C) e filtrado em membrana
clarificante (0,45um; Merck, Goéttingen, Alemanha), originando o extrafu@so total.
Este extrato total foi submetido a cromatografiafieidade em coluna de D-galactose
imobilizada em agarose (Pieré&ckford, IL, EUA e a fracdo ligante foi eluida com D-
galactose (Sigma Chemical Co.) a 0,4 M em solugdioas tamponada com borato
(BBS) a 0,05 M (pH 8,0) e, em seguida, concentraddialisada contra BBS. A
concentracdo protéica foi determinada pelo mét@&B@A (Sigma Chemical Co.) e a
sua atividade hemaglutinante foi confirmada poramssde hemaglutinacdo, segundo
protocolo descrito anteriormente (SOUZA et al., §0Rliquotas das lectinas foram
armazenadas a —ZDaté a utilizacdo nos protocolos de imunizacacadasais.

4.4.1 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDSARE)

A homogeneidade e pureza das lectinas {KMcalina e ScLL) foram analisadas
por eletroforese em gel de poliacrilamida a 12%._($ou 15% (KM’ e Jacalina), em
presenca de dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGH)csadicdes nio-redutoras (KM
e Jacalina) ou redutoras (ScLL), utilizando 2-mgtwetanol a 10% (LAEMMLI,
1970).

Amostras de lectinas foram diluidas em tampéao destren (Tris-HCI 0,1 M pH
6,8, SDS a 4%, azul de bromofenol a 0,2%, glicard0%) e incubadas por 5 minutos
a 100 °C para analise por SDS-PAGE, utilizandeesiat de eletroforese vertical em
mini-gel (Hoefer Pharmacia Biotech Inc., San Fracmj EUA). Um volume de 151
de cada amostra (aproximadamenteugOde proteina total) foi aplicado em paralelo
aos padrées de peso molecular (Sigma Marker, Sighsmical Co.; BenchMafk¢
Protein Ladder, Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA). Amdseparacao eletroforética, o gel
foi corado porCoomassie blue ou Coomassie blue coloidal (G250; Sigma Chemical
Co.).
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4.5 Animais e imunizacao

Um total de 144 camundongos isogénicos C57BL6, &meom 8 a 12 semanas
de idade foram obtidos do Biotério da FaculdadeMdmlicina de Ribeirdo Preto,
Universidade Estadual de Sdo Paulo (USP), Ribér@&to, SP, Brasil e mantidos no
Centro de Bioterismo e Experimentacdo Animal (CEBEA Universidade Federal de
Uberlandia (UFU), sob condi¢des padrbes em ambgmntetemperatura controlada (25
+ 2°C) e ciclos de 12 h de luz e 12 h de escuro, cam éagacaad libitum. O projeto
foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica philizacdo de Animais (CEUA) da
Universidade Federal de Uberlandia (ANEXO A).

Para os procedimentos experimentais, os animasnfalistribuidos a principio,
em trés grandes grupos de acordo com a lectingagil como adjuvante para a
imunizacdo (KM, Jacalina e ScLL). Esses grupos foram divididos guatro

subgrupos, com 12 animais em cada grupo, conforseguinte formulacao:

Grupo
Subgru KM * Jacalina ScLL

1 NLA(25ug)+KM*(1pg) | NLA(25pg)+Jac(100g) | NLA(25pg)+ScLL(50ug)
2 NLA(25uQ) NLA(25uQ) NLA(25ug)

3 KM *(1ug) JAC(10Qug) ScLL(50ug)

4 PBS estéril PBS esteéril PBS esteéril

Os animais foram aleatoriamente distribuidos, tiieados e imunizados por via
subcutanea (s.c) com trés doses das formulacéestdescima, em um volume de 200
puL por animal, em intervalos de 15 dias. As con@aites dos antigenos e lectinas
foram determinadas com base em estudos anterREQWE-BARREIRA et al., 1986;
SANTOS-DE-OLIVEIRA et al.,, 1994; ALBUQUERQUE et al1999; AFONSO-
CARDOSO et al., 2007).

Os animais foram submetidos a sangria préviaQdeamostras de sangue foram
coletadas aos 15, 30, 45, 60 e 90 dias apoés aimimeinizacao. Os soros obtidos apos
centrifugacéo (720 g, 5 minutos) foram armazenados a °@té serem utilizados em

testes soroldgicos para analise de anticorpos.
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4.6 Avaliacao da resposta imune humoral

4.6.1 Ensaios imunoenzimaticos (ELISA) para IgG aubclasses antiN. caninum

O meétodo ELISA indireto foi realizado para a defecge anticorpos IgG total,
IgG1l e IgG2a antN. caninum em amostras de soros individuais de camundongos
imunizados, segundo o protocolo anteriormente ded&IBEIRO et al., 2009). Placas
de microtitulacdo de poliestireno de alta afinidéderning Incorporated Costar®, New
York, EUA) foram sensibilizadas (54L/po¢o) com antigeno NLA (1Qg/mL) diluido
em tampao carbonato-bicarbonato 0,06 M (pH 9,6mter18 horas &@.

Apos trés lavagens com PBS contendo Tween 20 &0(@BS-T), as placas
foram bloqueadas com PBS-T contendo 5% de leitp@mesnatado (PBS-TM) por 1
hora a temperatura ambiente. ApGs novas lavagenplagas foram incubadas com
amostras de soros (p/poco) diluidas 1:25 em PBS-TM a 5% para IgG tet&BS-
TM a 1% para IgG1 e 1gG2a, por 1 hora (IgG) ou tab@lgG1l e IgG2a) a 3Z. Soros
controles positivos de camundongos experimentaknigéctados conN. caninum e
soros controles negativos (soros de camundongosmaéanes) também foram incluidos.
Em seguida, as placas foram lavadas seis vezed®8S¥I e incubadas (50L/poco)
com o conjugado anti-lgG de camundongo marcado peroxidase (Sigma Chemical
Co.) na diluigdo 1:1000 em PBS-TM a 5% ou com o$icarnpos secundarios
biotinilados (Caltag Lab. Inc., South San Frangid€dA) anti-lgG1 de camundongo
diluido 1:4000 em PBS-TM a 1% ou anti-lgG2a de cadomgo diluido 1:2000 em
PBS-TM a 1%. Apds incubacao por 1 hora 8C3as placas foram novamente lavadas e
incubadas (5QuL/poco) com estreptavidina-peroxidade (Sigma Chahi@n.) diluida
1:1000 em PBS-TM a 1%, quando apropriado (paracdatede anticorpos IgG1 e
IgG2a).

A reacéo foi revelada com 0,01 M 2,2'-azino-big8/ebenzthiazoline sulfonic
acid (ABTS) e 0,03% kD, (Sigma Chemical Co.¢ a densidade optica foi determinada
a 405 nm em leitor de placas (Titertek MultiskansPIFlow Laboratories, McLean,
EUA).
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4.6.2. Reacao de imunofluorescéncia indireta (RIFpara IgG anti-N. caninum

A reacao de imunofluorescéncia indireta (RIFI) fealizada para verificar o
padrdo de marcacdo dos taquizoitas Ndlecaninum com amostras de soros de
camundongos dos diferentes grupos aos 45 diasimpdizacdo, segundo o protocolo
anteriormente descrito (SILVA et al., 2007).

Laminas contendo taquizoitas formolizadosNdeaninum foram incubadas com
amostras de soros (1/poco) diluidos 1:50 em PBS contendo 0,1% de touvoaina
bovina (BSA; Sigma Chemical Co.). Apés incubacdcadte 30 minutos a 3¢ em
camara umida, as laminas foram lavadas trés vemasité cinco minutos com PBS e
incubadas (1QuL/po¢o) com o conjugado anti-lgG de camundongo adwyccom
isotiocianato de fluoresceina (FITC; Sigma Chemf{al) na diluicdo 1:50 em PBS
contendo azul de Evans a 0.01%. Apds incubacd@@aninutos a 3T, as laminas
foram novamente lavadas, montadas com laminuldgeriga tamponada (pH 9,5) e
examinadas em microscopio epifluorescente (EVOSX1B8™ Bio Imaging

Navigator, Olympus, Center Valley, PA).

4.6.3.lmmunoblot

O antigeno NLA (200 pg de proteina total) foi dilmiem tamp&o de amostra
(Tris-HCI 0,1 M pH 6,8, SDS a 4%, azul de bromotead,2%, glicerol a 20%) e
incubado por 5 minutos a 100°C para analise por-BBSE a 12% sob condicfes
nao-redutoras (LAEMMLI, 1970), utilizando sistema eletroforese vertical em mini-
gel (Hoefer Pharmacia Biotech Inc., San Franci&tdd). Um volume de 15@L da
amostra de NLA foi aplicado em paralelo ao padiipeso molecular (BenchMatk
Protein Ladder, Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA). Amdseparacao eletroforética, o gel
foi corado porCoomassie blue ou eletrotransferido para membranas de nitrocgdulo
paraimmunoblot.

Immunoblot foi realizado para verificar o perfil de reativitta dos soros de
camundongos aos 45 dias ap0s imunizacao com enatigLA associado ou ndo com
as lectinassegundo o protocolo anteriormente descrito (RIBEKR al., 2009). Apds a
separacdo eletroforética como descrito acima, ateipas foram transferidas para
membrana de nitrocelulose (0,45 um, Millipore, Bedf EUA), utilizando sistema

semi-umido de transferéncia (Multiphor NovablotAharmacia-LKBUppsala, Suécia)
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por 2 horas (TOWBIN; STAEHELIN, GORDON, 1979). Ccesso da transferéncia foi
confirmado por visualizacao das fracdes do padedmedo molecular sobre a membrana
de nitrocelulose por meio de coloracdo com solwWg&donceau a 0,5%.A membrana
foi cortada em tiras de 3 mm de largura e blogueadan PBS-T contendo leite
desnatado (PBS-TM) a 5% por 2 horas a temperatnbgeate. Subsequentemente, as
tiras foram incubadas com amostras de soros denthongos diluidas 1:50 em PBS-
TM a 1% por 18 horas &@ sob agitacido lenta.. Apds seis ciclos de lavadarente
cinco minutos com PBS-T, as tiras foram incubada®m © conjugado anti-lgG de
camundongo marcado com peroxidase (Sigma Chemaald@uido 1:1000 em PBS-
TM a 1% por 2 horas a temperatura ambiente.

Apds novo ciclo de lavagens, as tiras foram rewasgokela adicdo do substrato
enzimatico que consistiu de;® a 0,03% e 10 mg/mL de 3,3"- tetrahidrocloreto de
diaminobenzidina (DAB; Sigma Chemical Co.) em saiamponada com 0,02 M Tris-
HCI (pH 7,4). As massas moleculares aparentesaladals antigénicas foram estimadas
a partir dos calculos da mobilidade relativa (Rgundo a curva do padrdo de peso

molecular de referéncia.

4.7 Avaliacéo da resposta imune celular: analise dgtocinas

Apds 45 dias de imunizacdo (15 dias ap68 do3e), trés animais de cada grupo
foram sacrificados por deslocamento cervical eag®$ removidos assepticamente para
cultura celular e estimulacdo de célulasvitro. Os bacos foram individualmente
macerados em meio RPMI 1640 suplementado com HEEERM), penicilina G (100
U/mL), estreptomicina (10@g/mL), L-glutamina (2 mM), bicarbonato de sédian(®1)

e 2-mercaptoetanol (50M). Suspensdes celulares foram lavadas (3§05 minutos,
4°C) em meio RPMI e o sedimento de células foi rgssdido com 2 mL de tampé&o
de lise (0.16 M NHECI e 0.17 M Tris-HCI, pH 7.5) para eritrocitos, ut@ando-se por 5
minutos a 37C. Apoés lavagens por mais duas vezes em meio R&stdimento final

foi ressuspendido com 5 mL de meio RPMI suplementashtendo 10% SFB e a
suspensao celular foi mantida em banho de gela atihtagem de células viaveis em
camara hemocitométrica, usando o corante de exchitdl azul de Tripan a 0,4% em
PBS. As suspensdes celulares foram cultivadas,uamrgplicata, em placas de cultura
de 96 pocos (2 x P@élulas/poco/20QL) e estimuladas com o mitdgeno concanavalina

A (ConA: Sigma Chemical Co.) a 2/5/mL ou antigeno de lisado total Necaninum
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(NLA) a 10 pg/mL. Como controle, células ndo estimuladas foaditionadas de meio
de cultura somente. As células foram incubadagl@droras em incubadora com 5% de
CO,a 37C. Os sobrenadantes de cultura celular foram clideta armazenados a 20
para posterior analise de citocinas.

A dosagem das citocinas IFNe IL-10 foi realizada pela técnica ELISA tipo
sandwich, segundo os protocolos recomendados pelo fabed#i-y, R&D Systems,
Minneapolis, EUA; IL-10, BD Biosciences, San Die@dJA). Em resumo, placas de
poliestireno de alta afinidade (Corning IncorpodaBostar®) foram sensibilizadas com
0S respectivos anticorpos de captura por 18 horasmgperatura ambiente. Apés
lavagem das placas com PBS-T e bloqueio com sdugldgueadoras especificas para
cada andlise, os sobrenadantes de cultura foracoiaios. Paralelamente, curvas
padrbes das respectivas citocinas murinas recomtem&ram realizadas em diluicbes
duplas seriadas. ApOs incubacéo por 2 horas a tatnpe ambiente, as placas foram
novamente lavadas e incubadas com os respectitiosrans de detecgao biotinilados
por 2 horas a temperatura ambiente. Apds novagdéaga foi adicionado o conjugado
estreptavidina-peroxidase e incubado por 30 minattsmperatura ambiente. Apds o
altimo ciclo de lavagens, as placas foram reveladam a adicdo do substrato
enzimético (HO, a 0,03% e tetrametilbenzidina [TMB]).

A densidade ¢éptica (DO) foi determinada em leiter placas a 450 nm e o0s
valores de DO obtidos foram convertidos em pg/mLaderdo com a curva padrao,
utilizando-se csoftware Microplate Manager PC verséo 4.0 (Bio-Rad Labarasanc.,
Hercules, EUA). O limite de deteccdo obtido pardacanalise foi 31 pg/mL e os

coeficienteglevariacao intra-analise foram abaixo de 15%.

4.8 Desafio

Apo6s 30 dias da ultima imunizacao (60 dias da imagéo inicial), os animais de
todos os grupos foram inoculados com 2 X fahuizoitas do isolado Nc-1 dé
caninum, em um volume de 20QL, por via intraperitoneal. Os animais foram
observados diariamente quanto a morbidade, maatidie alteracdes de peso corporal
durante 30 dias apods o desafio. A avaliacado dainemb foi estabelecida utilizando um
sistema baseado em escores como previamente d€8&RTLEY et al., 2006), com

algumas modificacdes, de acordo com os seguini&sias: (0) pélo normal, animal
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ativo; (1) pélo ouricado; (2) pélo muito arrepiadnjmal apatico, (3) animal relutante a
se mover, (4) animal apético, com o pélo muitopado.

Ap6s 30 dias do desafio, os animais sobrevivefiesm sacrificados e 0s
cérebros coletados e divididos longitudinalmente deras partes, uma das quais foi
armazenada a —70 para avaliar a quantidade de DNA do parasitonpeip da reagdo
em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real. Aaonatade do tecido cerebral foi
fixada em formalina a 10% tamponada com fosfatosnM (pH 7,2) para analises

histopatoldgica e imunonohistoquimica.

4.9 PCR em tempo real

DNA de N. caninum no cérebro de camundongos desafiados foi quartdiger
PCR em tempo real, através do sistema de deteBB §reen, como anteriormente
descrito (RIBEIRO et al., 2009). Foram utilizados seguintes pares d&imers:
Forward: 5-GCT GAA CAC CGT ATG TCG TAA A-3; Reverse: 5-AGA GGA
ATG CCA CAT AGA AGC- 3’ (Prodimol Biotecnologia S.A., Belo Horizonte, MG),
para deteccao da regido Nc5Nlecaninum. A extracdo de DNA foi realizada a partir de
20 mg de tecido cerebral utilizando o kit de poafido de DNA gendémico (Wizakd
Promega Co., Madison, EUA), segundo protocolo resatado pelo fabricante. A
concentracdo de DNA extraido foi determinada eneaspfotdmetro UV (260 nm) e
ajustada para 200 nd/ com agua esteril e livre de DNAse.

Os ensaios para quantificar a carga parasitanabd foram realizados no
equipamento de PCR em tempo real (7500 Real tinfie $Gtem, Applied Biosystems,
Foster City, CA, EUA) e a contagem de parasitasdtgulada por interpolacdo de uma
curva padrdo com quantidades equivalentes de DN¥aidrs de 1Dtaquizoitas do
isolado Nc-1 que foram incluidas em cada analisereSultados foram expressos em
picogramas de DNA/200 ng de tecido cerebral.

4.10 Andlises histopatoldgica e imunohistoquimica

Amostras de tecido cerebral fixadas em 10% de fiimengoor 24 horas foram
incluidas em parafina e processadas para anatis@dgica de rotina. Cortes deu
de espessura foram depositados em laminas micioasép corados por hematoxilina-
eosina para analise histoldgica, avaliando-se iirag&o de leucdécitos no SNC, por

meio de escores inflamatérios como previamenterii@dSILVA et al., 2010). Para
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obter o escore do infiltrado inflamatorio no SNGytonero total de focos inflamatérios
locais ou difusos foi quantificado em secdes sagéana bainha dos vasos sanguineos
(manguito perivascular). A infiltragdo de célulaiamatodrias nas meninges foi também
analisada. Os escores inflamatérios foram repradeat como unidades arbitrarias
como sendo: 0 — 1, suave; 1- 2, moderado; 2,1ra8epe acima de 3, muito gravs
alteracdes histolégicas no SNC foram avaliadas ems dseccdes cerebrais nao
contiguas (4um de distancia entre elas) de cada animal, emrpefws quatro animais

por grupo, utilizandobjetiva de 40 x de aumento, em ensaio duplo cego.

Alternativamente, o0s cortes foram processados para reacdo de
imunohistoquimica para quantificar o parasitismaidigal, segundo protocolos
anteriormente descritos (SILVA et al., 2002a; RIBEI et al., 2009), com algumas
modificagbes Os cortes foram desparafinizados em xilol, rehatlas em
concentracdes decrescentes de alcool e incubadesngeratura ambiente por 30
minutos com peroxido de hidrogénio a 3% para blmgda peroxidase enddgena. Apds
a realizacdo do resgate de sitios antigénicos eompéo citrato 0.2 M (pH 6,0) por 5
min em microondas, o0s sitios ndo-especificos fasbogqueados com soro normal de
cabra a 2% em PBS e, logo em seguida, os cortashfarcubados com anticorpo
primario (soro de camundongo experimentalmenteciatko comN. caninum) diluido
1:100 em PBS contendo BSA 186r 18 horas a 4°C. Ap0s duas lavagens de 5 minutos
em PBS, as laminas foram incubadas com anticorpandario de cabra anti-IgG de
camundongo marcada com biotina (Sigma Chemical diolido 1:200 em PBS por 1
hora a 37°C. Ap0Os novas lavagens, a reacao foiifawagha pela incubacdo com o
complexo estreptavidina-peroxidase biotinilada (es@in® ABC system, Vector
Laboratories, Peterborough, Inglaterra) diluido50:2m PBS durante 30 minutos a
37°C. A revelacao foi realizada com o substrai®+h 0,03% e DAB (Sigma Chemical
Co.) e a contracoloracao foi realizada com hemhitaxde Harris. As laminas foram
montadas e examinadas em microscopia éptica (FSX1B@® Imaging Navigator,

Olympus, Center Valley, PA).

4.11 Analise estatistica

Para todos os calculos estatisticos e confec¢agrdtisos foi utilizado ®oftware
GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, Inc., San Diego, EUA). Otoch& de
Kaplan-Meier foi utilizado para estimar a porceetagde camundongos sobreviventes
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em cada ponto apds o desafio e as curvas de stériram comparadas usando os
testeslog rank e x°. Diferencas entre os grupos na andlise de antispgosagem de
citocinas, escores de morbidade, alteracdes decoegoral e carga parasitaria cerebral
foram analisadas pelo teste paramétrico ANOVA atetedo paramétrico de Kruskal-
Walllis, quando apropriado, utilizando o teste degaracdo multipla de Bonferroni ou
Dunn, respectivamente, para examinar comparacesmares de grupos selecionados.
O testet de Student foi utilizado para comparagéo entrepigstigG1 e IgG2a dentro de
cada grupo. Todos os resultados foram considesigo#icativos para um nivel de p <
0,05.

4.12 Normas de biosseguranca e manipulacao de anisa

Todos os procedimentos de coleta, manuseio de iaiatdriol6gicos e dos
reagentes, bem como a utilizacdo dos equipamedntas) realizados de acordo com as
normas de biosseguranca compativeis (MINEO eR@05). Os procedimentos com 0s
animais foram conduzidos de acordo com 0s pringi@icos em pesquisa animal
recomendados pelo Colégio Brasileiro de Experinggrt@nimal (COBEA, 1996).
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5. RE

SULTADOS

5.1. Homogeneidade e pureza das lectinas KMJacalina e ScLL

A homogeneidade e pureza das lectinas estdo dé&aubens na Figura 1. A lectina
KM™ esta representada na figura 1A, apresentando amdalfortemente corada com
massa molecular aparente de 16 kDa. As lectinadidagFigura 1B) e ScLL (Figura

1C) apresentam duas bandas de tamanho e colaliagiitos, com massas moleculares

aparentes de 14-16 kDa para Jacalina, e 28-32 &f2aSzLL.
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Figura 1. Perfil eletroforético das lectinas KMA) e Jacalina (JAC)) de Artocarpus integrifolia
e ScLL ) deSynadenium carinatum em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato deic§8DS-
PAGE) a 15% (KM e JAC) e 12% (ScLL), corado coBoomassie blue (A) ou Coomassie blue
coloidal B e C). PM: marcadores de peso molecul&} Sigma Marker (Sigma Chemical Co.); (B
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5.2 Resposta imune humoral apés imunizacdo e desatiomN. caninum

A cinética da resposta imune humoral de anticoig@stotal e isotipos IgG1l e
I[gG2a antiN. caninum, determinados por ELISA, em soros de camundongos
imunizados com o antigeno NLA associado ou ndoa®iactinas KM, Jacalina (JAC)

e ScLL, e respectivos grupos controles (lectinasese e PBS) esta demonstrada nas
figuras 2, 3 e 4.

Camundongos imunizados com NLA+KM apresentaramissignificantemente
maiores de IgG total anh: caninum do 15° ao 60° dia pds-imunizagcdo (d.p.i.) em
comparacdo com 0s animais imunizados apenas com éNcAntroles (KM e PBS)
(Figura 2A). Um perfil cinético similar foi obsema para os animais imunizados com
NLA+ScLL em relacdo aos grupos NLA, ScLL e PBS (ffeg2C). Para o grupo JAC
(Figura 2B), foi observada resposta imune humoraisnbranda, porém com maior
producao de IgG total do 1%0 453 d.p.i. nos animais imunizados com NLA+JAC em
relacdo aos grupos NLA, JAC e PBS (p < 0,05). Nbdf.i., 0os animais imunizados
apenas com NLA produziram niveis semelhantes detig@ em relacdo ao grupo
NLA+JAC (Figura 2B). Na comparacao dos niveis dicarpos entre os trés grupos de
lectinas associadas com NLA (Figura 2D), obsern®uwmaior producgéo de IgG total do
15° ao 60 d.p.i. no grupo NLA+KM em relacéo aos demais gaufo< 0,05).

Na andlise da cinética do isotipo IgG1 awticaninum (Figura 3), 0 grupo
NLA+KM demonstrou maiores niveis de IgG1 dd 86 45 d.p.i. em comparagdo com
o grupo NLA (p < 0,05), com niveis semelhanteseeeBtes grupos somente nd 60
d.p.i. (Figura 3A). Os animais imunizados com NLA€Indo apresentaram nenhuma
diferenca significante nos niveis de IgG1 d6 at o 30 d.p.i. quando comparado aos
animais do grupo NLA (Figura 3B). A partir do°48.p.i., 0 grupo imunizado apenas
com NLA mostrou maior producéao de IgG1l em comparagin NLA+JAC e com 0s
grupos controles, JAC e PBS (p < 0,05). Para ogfgd L (Figura 3C), a cinética de
anticorpos foi semelhante a do grupo KM, com maimigeis de IlgG1 produzidos pelo
grupo NLA+ScLL do 18 ao 48 d.p.i. (p < 0,05) e, a partir do 64.p.i., sem diferenca
significante com o grupo NLA. Comparando os tréspgs imunizados com NLA
associado as lectinas (Figura 3D), foi possiveéotas maior producao de IgG1 do°15
ao 30 d.p.i. no grupo NLA+ScLL em comparacdo com os dser(a< 0,05). No 45
d.p.i., os niveis de IgG1l foram similares nos gauphA+ScLL e NLA+KM, porém

maiores em relacdo aos demais (p < 0,05). Nadgfi., maiores niveis de IgG1 foram
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detectados nos grupos NLA+ScLL e NLA em comparagéin 0Ss outros grupos (p <
0,05).

A cinética do isotipo IgG2a ani- caninum (Figura 4) apresentou um padrao
distinto daquela observada para o isotipo IgGl. @alongos imunizados com
NLA+KM apresentaram maiores niveis de IgG2a entgésaaos demais grupos do’15
ao 45 d.p.i. (p <0,05), assemelhando ao grupo NLA nbdbf.i. (Figura 4A). Para os
grupos JAC (Figura 4B) e ScLL (Figura 4C), os amsmmunizados com NLA ou
associado com as lectinas apresentaram niveisasgsitle IlgG2a até o 48.p.i.. No
60° d.p.i. 0 grupo NLA produziu maiores niveis de lg@G@mparado com os demais (p
< 0,05) (Figuras 4B e 4C). Na comparacdo dos nieianticorpos produzidos pelos
trés grupos de lectinas, foi observado que os siideilgG2a produzidos pelo grupo
NLA+KM foram maiores do que os demais grupos dbdd45 d.p.i. (Figura 4D). No
60° d.p.i., entretanto, niveis de IgG2a foram sire entre todos os grupos, embora 0s
grupos NLA+JAC e NLA+ScLL apresentaram niveis d&2g inferiores ao grupo
NLA (p < 0,05).
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Figura 2. Niveis de IgG total antN. caninum, determinados por ELISA, em soros de camundon§a8LJ/6 imunizados
subcutaneamente trés vezes (setas cinzas ponsijhamta antigeno NLA associado ou ndo com as &H#M' (A), JAC
(B), ScLL (C) e respectivos controles. A comparagao entre @sogrde animais imunizados com NLA+KM, NLA+JAC,
NLA+ScLL e NLA é também demonstracD). Camundongos foram desafiados com 2 %dfuizoitas do isolado Nc-1
(seta preta continua). Amostras de sangue forastactsls aos 0, 15, 30, 45 e 60 dias ap0s imunizazores de
densidade optica (D) s&0 indicados como média + erro padrdo da mé8fhetras diferentes indicam diferencas
estatisticamente significantes<®,05; ANOVA e teste de comparacdo multipla defBaoni).
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Figura 3. Niveis de IgG1l antN. caninum, determinados por ELISA, em soros de camundond@BIlJ6 imunizados
subcutaneamente trés vezes (setas cinzas ponsijiaata antigeno NLA associado ou ndo com as &c#iM' (A), JAC
(B), ScLL (C) e respectivos controles. A comparacao entre @sogrde animais imunizados com NLA+KM, NLA+JAC,
NLA+ScLL e NLA é tamlém demonstradaD). Camundongos foram desafiados com 2 %dfuizoitas do isolado Nc-1
(seta preta continua). Amostras de sangue fordetadas aos 0, 15, 30, 45 e 60 dias ap0s imuni2égidoes de
densidade 6ptica (D@, sdo indicados como média * erro padrdo da médfaetras diferentes indicam diferencas
estatisticamente significantes<®,05; ANOVA e teste de comparacdo multipla defBaoni).
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Figura 4. Niveis de IgG2a anti¥. caninum, determinados por ELISA, em soros de camundongdBLi6 imunizados
subcutaneamente trés vezes (setas cinzas ponsi)iaaia antigeno NLA associado ou ndo com as &M (A), JAC
(B), ScLL (C) e respectivos controles. A comparacéo entre @sogrde animais imunizados com NLA+KM, NLA+JAC,
NLA+ScLL e NLA é também demonstracD). Camundongos foram desafiados com 2 &tdduizoitas do isolado Nc-1
(seta preta continua). Amostras de sangue foraetadas aos 0, 15, 30, 45 e 60 dias apds imunixéalaces de
densidade 6ptica (Digkny) S@0 indicados como média + erro padrdo da mé8fhetras diferentes indicam diferencas
estatisticamente significantes<{®,05; ANOVA e teste de comparagdo multipla defBooni).
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A soroconversdo e a resposta de isotipos de Ig&Nantaninum foram
comparadas antes, com 60 d.p.i., e apos o des#diocbm taquizoitas do isolado Nc-1
em todos os grupos experimentais (Figura 5). Adtedesafio, os niveis de IgG1 anti-
N. caninum foram significantemente mais elevados do que Ig&f8aodos os grupos
experimentais imunizados com o antigeno associad@o com as lectinas (p < 0,05).
Apoés o desafio, o padrdo de resposta se manted®mieantemente para o isotipo
lgG1 nestes grupos (Figura 5A). Foi também obsensadoroconversdo de todos os
animais dos grupos controles (KM, JAC, ScLL e PBf)Ys o desafio com taquizoitas
Nc-1. Porém, notadamente, o grupo imunizado apeoss a lectina KM mostrou
soroconversao predominante para IgG2a, enquantap gmunizado apenas com a
lectina ScLL apresentou resposta predominante fiEEd (p < 0,05). Os grupos
imunizados somente com JAC ou PBS apresentararosomersao similar entre ambos
isotipos (Figura 5A).

Para verificar se houve alteracao no perfil deastspdos isotipos IgG1l e IgG2a
apos o desafio, foi calculada a razdo lgG2a/lgGésae apos o desafio para todos os
grupos experimentais (Figura 5B). Foi observadcomaiimento da razdo 1gG2a/lgG1
apos o desafio somente nos grupos NLA+KM, NLA+Sd,Lnotadamente, no grupo

KM em relagéo aos demais (p < 0,05).
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Figura 5. (A) Soroconversdo e resposta de anticorpos IgG1 8al@atiN. caninum, determinados por
ELISA, em soros de camundongos C57BL/6 imunizadb&aneamente trés vezes com antigeno NLA
associado ou ndo com as lectinas'KBAC e ScLL. As amostras de soros foram analisada$0 dias ap6s
imunizacdo antes do desafidlf) e aos 30 dias depois do desab®]. A razdo lgG2a/lgG1l antes e depois
do desafio em cada grupo é também demonstB)ddados sdo expressos como média + erro padréo da
média.’p < 0,05 (teste de Student).
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O padrdao de imunomarcacdo dos taquizoitasNdecaninum e o perfil de
reatividade dos soros de camundongos imunizadés espresentados na Figura 6. O
padrédo de imunomarcacao foi analisado com amadtrasros de camundongos aos 45
d.p.i. em todos os grupos experimentais por imuodscéncia indireta. Soros de
animais imunizados com NLA+KM apresentaram um padréistinto de
imunomarcacdo quando comparados com os demaissyrap@sentando fluorescéncia
mais brilhante na superficie dos taquizoitas (EigbiA). Animais imunizados com
NLA+JAC mostraram uma marcacao intermediaria eniguanimais imunizados com
NLA+ScLL e NLA apresentaram um padrdo semelhanteind@gnomarcacédo, com
fluorescéncia brilhante e linear na superficie @aogiizoitas, comparado a auséncia de
marcacgao no grupo controle PBS (Figura 6A).

O perfil de reatividade dos soros dos animais iragos aos 45 d.p.i. em todos os
grupos experimentais foi analisado pomunoblot. O gel de SDS-PAGE corado por
Coomassie blue mostrou o perfil eletroforético do antigeno NLAnt uma ampla faixa
de componentes protéicos (20 a 160 kDa) (Figura &&pultados démmunoblot
mostraram um padrédo de reatividade similar de amuos 1gG exibido por soros de
camundongos imunizados com NLA+KM, NLA+JAC, NLA+3ck NLA, porém com
marcacdo diferenciada de alguns antigenos entrgriggos. Os soros dos grupos
imunizados apenas com as lectinas KM, JAC, ScLLgeupo PBS ndo apresentaram

qualquer reatividade de anticorpos (Figura 6C).
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Figura 6. (A) Fotomicrografiade taquizoitas dd. caninum com soros de camundongos C57BL/6 apds 45
dias de imunizacdo com antigeno NLA associado oucoé as lectinas KM JAC e ScLL em reacgédo de
imunofluorescéncia indireta. Aumento de 400 B) Perfil eletroforético do antigeno NLA dé¢ caninum

em SDS-PAGE a 12% corado por Comassie Blu€)arfnunoblot do antigeno NLA testado com soros
representativos de cada grupo experimental: NLA+#litha 1); NLA+JAC (linha 2); NLA+ScLL (linha
3); NLA (linha 4); KM (linha 5); JAC (linha 6). SdL (linha 7) e PBS (linha 8). Marcadores de pesos
moleculares (MW) e antigenos imunodominantebl.d&ninum sao expressos em kiloDaltons (kDa).
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5.3 Resposta imune celular: producéo de citocinas

A resposta imune celular foi analisada a partipaaiucéo das citocinas IFNe
IL-10 em sobrenadantes de cultura de células do bBpds estimulagdo mitogénica e
antigénica (Figuras 7, 8 e 9).

A resposta das células do baco estimuladas coniogemo ConA foi evidenciada
pelos altos niveis de producéo de IFEm todos os grupos quando comparado com o
meio, notadamente para os grupos NLA+ScLL, ScLLLA& KFigura 7).

Apés estimulacdo antigénica, células dos camundonigounizados com
NLA+KM secretaram maiores niveis de IfNem relacéo aos grupos NLA, KM e PBS
(p < 0,05), sendo que estes ndo apresentaramraiéeyesignificativas entre si (Figura
7A). O grupo imunizado com NLA+JAC ndo apresentderenca significativa nos
niveis de IFNy quando comparado com os grupos NLA e PBS. Sonwegtapo JAC
mostrou menores niveis de IFNem relacéo aos outros grupos ( p < 0,05) (FigBja 7
A producdo de IFNtfoi significativamente menor nos animais imunizagmmente
com a lectina ScLL quando comparado com os grugos+HScLL e NLA (p < 0,05)
(Figura 7C). Na comparagéo entre os animais imdogz&om NLA associado ou nao
com as trés lectinas (Figura 7D), foi possivel olemeque apenas o0 grupo NLA+KM
produziu significativamente maiores quantidadesFiey em relacdo aos demais (p <
0,05).

Na analise de IL-10, a estimula¢do mitogénica indoeis moderados de IL-10
em todos 0s grupos, em relagcdo ao meio, e maisrgeighara o grupo ScLL (Figura 8).
Apobs estimulacdo antigénica, o grupo NLA+KM apréseraltos niveis desta citocina,
porém sem diferenca significativa em relacdo agp@miLA, mas ambos 0s grupos
apresentaram maiores niveis de IL-10 comparadogyapos KM e PBS (p < 0,05)
(Figura 8A). Para o grupo da lectina Jacalina, apengrupo NLA mostrou maiores
niveis de IL-10 em relacdo aos demais (NLA+JAC, $AEBS) (p < 0,05) (Figura 8B).
Por outro lado, o grupo NLA+ScLL apresentou baixgseis de IL-10 quando
comparado com os grupos NLA e ScLL isoladamente (905), assemelhando-se ao
grupo PBS (Figura 8C). Comparando-se os trés grd@dactinas, foi observado que os
grupos NLA+KM e NLA apresentaram o mais alto nidellL-10, seguido pelos grupos
NLA+JAC e NLA+ScLL (p < 0,05) (Figura 8D).

A razdo IFNy/IL-10 também foi analisada em cada grupo (Figyra®® grupo

NLA+KM (Figura 9A) apresentou a maior razdo quacdmparado com os demais (p
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< 0,05), seguido pelos grupos KM e PBS, enquami@or razéo foi observada para o
grupo NLA (p < 0,05). Os animais imunizados com NIAC, NLA e JAC (Figura
9B) apresentaram razéo IRNL-10 menor do que o grupo PBS (p < 0,05), sendo a
menor razdo também observada para o grupo NLA Qp0S). O grupo NLA+ScLL
obteve a maior razdo em relacdo aos grupos NLAL 8cPBS (p < 0,05) (Figura 9C),
com a menor razdo sendo observada para o grupo §cklL0,05). Na comparacao
entre os trés grupos de lectinas, o grupo NLA+KMstrow a mais alta razao 1RMH.-

10, seguida pelo grupo NLA+ScLL (p < 0,05) e NLA€Ifp < 0,05) (Figura 9D).



IFN-y (niveis relativos)

IFN-y (niveis relativos)

63

A [ NLAKM &8 NLA 3 KM B PBS B 32 NLA+IAC &% NLA E=m JAC EE PBS
200+ 200+
1504 150
100+ /g 100+
=
504 < 504
©

| = |
10 ‘o 10

9 = 9

- < 3

6 T

5 i 5

4 - 4

3 3

2 2

1-- 14

0 0

C BB NLA+ScLL == NLA E= ScLL B PBS NLA+SCLL &5 NLA

200+ 200+

1504

100+

IFN-y (niveis relativos)

9
8
7
6
5
4
3
2
1--
0

ORPNWAUIIONDOO

ConA NLA

Figura 7. Producdo de IFN-por células de bago de camundongos C57BL6 imuog&zadbcutaneamente
trés vezes com antigeno NLA associado ou ndo cdectisas KM (A), JAC B), ScLL (C) e respectivos
controles. A comparacao entre os trés grupos dmdsctambém é demonstradd).( As células foram
coletadas duas semanas apoés a 32 dose de imunizaglivadas na presenca do mitdgeno Concanavalina
A (ConA, 2,5 pg/mL), antigeno NLA (10 pg/mL), ou imesomente. Sobrenadantes de cultura foram
analisados apds 48 horas por ELISA. Dados sdo &sgseomo média * erro padrdo da média dos niveis
relativos ao meio e a linha pontilhada indica mwéasal (meio)**Letras diferentes indicam diferencas
estatisticamente significantes<®,05; ANOVA e teste de comparagdo multipla defBononi).
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Figura 8. Producdo de IL-10 por células de baco de camundongb7BL6 imunizados
subcutaneamente trés vezes com antigeno NLA adsoziando com as lectinas KNR), JAC @),
ScLL (C) e respectivos controles. A comparacdo entre & grupos de lectinas também é
demonstradalY). As células foram coletadas duas semanas apbdas8 de imunizagdo e cultivadas
na presenca do mitbgeno Concanavalina A (ConAug/iL), antigeno NLA (10 pg/mL), ou meio
somente. Sobrenadantes de cultura foram analisgfiss48 horas por ELISA. Dados sdo expressos
como média + erro padrdo da média dos niveis velato meio e a linha pontilhada indica o valor
basal (meio).**Letras diferentes indicam diferencas estatisticaenesignificantes (p< 0,05;
ANOVA e teste de comparacdo multipla de Bonferroni)
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Figura 9. Razdo IFNy/IL-10 da producdo de citocinas por células de bagocamundongos C57BL6
imunizados subcutaneamente trés vezes com antijeh@ssociado ou ndo com as lectinas K@), JAC

(B), ScLL (C) e respectivos controles. A comparacao entreéssgirupos de lectinas também é demonstrada
(D). Dados s&o expressos como média + erro padriédi.’p < 0,05 (ANOVA e teste de comparacéo
multipla de Bonferroni).
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5.4 Morbidade e mortalidade ap6s desafio com. caninum

Ap6s desafio letal con? x 10 taquizoitas do isolado Ng-bs camundongos
foram observados diariamente e avaliados por esabeemorbidade (Figura 10) e
alteracOes do peso corporal (Figura 11).

Observou-se que o0s camundongos imunizados com NM\+K KM
apresentaram a maior meédia dos escores de mortedademparacdo com 0s animais
que foram imunizados apenas com NLA ou PBS (R05), mostrando sinais clinicos a
partir do 2 dia até o final do periodo de observacéo (30 dia@scores maximos aos 10-
12 dias ap6s o desafio (Figura 10A). O grupo imasigz com NLA+JAC né&o
apresentou diferencas significativas na média dosres de morbidade em relacdo aos
respectivos grupos controles, embora todos os grapcesentassem sinais clinicos a
partir do 4 dia e escores maximos aos 6-8 dias apo6s o déBajiora 10B). Na andlise
do grupo da lectina ScLL, a média dos escores dbidaale foi significativamente
menor apenas para os camundongos que receberanzagdmcom NLA em relagao
aos respectivos controles (p < 0,05) (Figura 1O0EMtretanto, todos 0S grupos
mostraram sinais clinicos a partir dd dla e escores maximos aos 6-8 dias apos o
desafio. Nao houve diferenca significativa dos e=cade morbidade entre os trés
grupos de lectinas associadas ao NLA, diferindmapentre os grupos NLA+KM e
NLA (Figura 10D).

A anadlise das alteracbes do peso corporal dosasiem relacdo ao tempo zero
do desafio estd ilustrada na Figura 11. Os aniimaimizados com NLA+KM e KM
perderam maior quantidade de massa corporal emacelaos grupos NLA e PBS,
notadamente de 2 a 10 dias apds o desafio (p ¥ (FQ@ra 11A). Para os grupos das
lectinas JAC (Figura 11B) e ScLL (Figuira 11C), n@oam observadas diferencas
significativas entre os grupos. Na comparacdao ensetrés grupos de lectinas
associadas ao NLA, foram observadas diferencagfisgjivas somente no grupo
imunizado com NLA+KM, mostrando significativa perd® peso em relacdo aos
demais (p < 0,05) (Figura 11D).

Observou-se diariamente a mortalidade dos camundosmgds o desafio e foram
determinadas as curvas de sobrevida (Figura 12)olbservada maior sobrevivéncia
dos animais imunizados com NLA+KM (87%), com difega significativa em relacéo
ao grupo PBS (40%) (p < 0,05). Os demais gruposssaptaram sobrevida
intermediaria, entre 50% e 70%, porém sem apreaseifiéaencas significativas entre si

e em relagdo ao grupo controle PBS.
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Figura 10. Escores de morbidade de camundongos C57BL6 imwszedm antigeno NLA associado ou néo
com as lectinas KM(A), JAC B), ScLL (C) e respectivos controles. Camundongos foram dekaficom 2 x
10" taquizoitas do isolado Nc-1. A comparacéo entreéssgrupos de lectinas também é demonsti@jieDados
sdo expressos em média e erro padrao da médiarébifa significante em relacdo aos demais grupeQ(p5;
ANOVA e teste de comparagédo multipla de Bonferroni)
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Figura 11. Alteracbes de peso corporal (em média) de camumdo@p7BL6 imunizados com
antigeno NLA associado ou ndo com as lectinas g8, JAC B), ScLL (C) e respectivos controles.
Camundongos foram desafiados com 2 &td@uizoitas do isolado Nc-1. A comparac&o entreéss
grupos de lectinas também é demonstr&ja*Diferenca significante em relacdo aos demaigpgs
(p < 0,05; ANOVA e teste de comparagao multipl@daferroni).
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Figura 12. Curva de sobrevivéncia de camundongos C57BL6 imadoiz com antigeno
NLA associado ou ndo com as lectinas K(d), JAC B), ScLL (C) e respectivos controles.
Camundongos foram desafiados com 2 X thQuizoitas do isolado Nc-1. A comparacéo
entre os trés grupos de lectinas também & demdasf. *Diferenga significante em
relacso ao grupo PBS (p < 0,05; tesagsrank e x?).
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5.5. Carga parasitaria cerebral

Apoés o desafio letal com taquizoitas do isoladolNde N. caninum, a carga
parasitaria cerebral nos camundongos sobrevivesppés 30 dias de infeccdo foi
determinada por PCR em tempo real (Figura 13) entagem de taquizoitas livres ou
vacuolos parasitoforos foi realizada por imunolgsimica (Figura 14).

Camundongos imunizados com NLA+KM, NLA e KM demeoastm menor
carga parasitaria cerebral em relacdo ao grupo (BBS0,05) (Figura 13A). Para a
lectina JAC, observou-se alta carga parasitarieanosais imunizados com NLA+JAC,
que foi significativamente maior em relacdo aopgsuNLA e JAC, mas semelhante ao
grupo PBS (p < 0,05) (Figura 13B). Os animais irmados com a lectina ScLL,
associada ou ndo com NLA, demonstraram a menomra cpagasitaria cerebral em
relacédo ao grupo PBS (p < 0,05) (Figura 13C). Naparacao realizada entre os grupos
de lectinas associadas ao NLA, foi observado queamimais imunizados com
NLA+KM e NLA+ScLL apresentaram a menor carga paéaisi cerebral, enquanto
animais imunizados com NLA+JAC tiveram a maior ditde de parasitos no tecido
cerebral em relacdo aos demais (p < 0,05) (Figsiy.1

A analise de imunohistoquimica para deteccdo dasgamo cerebral mostrou
um padrao muito semelhante ao observado pelo PCBdwrs os grupos (Figura 14).
Os animais imunizados com NLA+KM, NLA e KM demomr—sam menor parasitismo
tecidual em relacdo ao grupo PBS (p < 0,05) (Figl4A). Foi detectado maior
parasitismo nos camundongos imunizados com NLA+&ACrelacdo aos respectivos
grupos controles, exceto para o grupo PBS, querawstaior quantidade de parasitos
no tecido cerebral em relacdo aos grupos NLA e (A€ 0,05) (Figura 14B). Para o
grupo da lectina ScLL, o mais baixo parasitismoelsl foi observado nos
camundongos imunizados com ScLL e NLA+ScLL em #@a@os respectivos
controles, sendo o maior parasitismo encontradcanosais do grupo PBS (p < 0,05)
(Figura 14C). Na comparacao realizada entre osogruje lectinas associadas com
NLA, observou-se ainda que o grupo NLA+JAC apremend maior parasitismo
tecidual em relacdo aos demais (p < 0,05), enquargupo NLA+ScLL mostrou o
mais baixo parasitismo, embora sem diferenca stgtifa com NLA+KM (Figura
14D). A figura 15 ilustra fotomicrografias repretsivas dos grupos imunizados com
NLA associado ou ndo com as lectinas e o grupo p&88 fins de comparacéo. Nos
grupos NLA+JAC e PBS, principalmente, nota-se isg#enmunocoloracdo de

taquizoitas e vacuolos parasitoforod\deaninum.
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Figura 13. Carga parasitaria cerebral, determinada por PCReemo real, em camundongos sobreviventes apos
desafio com 2 x T0taquizoitas do isolado Nc-1 dé caninum dos grupos imunizados com o antigeno NLA
associado ou ndo com as lectinas 'K), JAC B), ScLL (C) e respectivos controles. A comparac&o entreéss tr
grupos de lectinas também esté represenf@fiaDados sdo expressos como media + erro padréwéda. *p <
0,05 (testes de Kruskal-Wallis e de comparacaoiphidle Dunn).
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Figura 14. Parasitismo em tecido cerebral, determinado poamnahistoquimica, em camundongos sobreviventes
ap6s desafio com 2 x 1@aquizoitas do isolado Nc-1 d caninum dos grupos imunizados com o antigeno NLA
associado ou ndo com as lectinas 'K), JAC B), ScLL (C) e respectivos controles. A comparac&o entreéss tr
grupos de lectinas também esta representafiaDados sdo expressos como meédia + erro padriwédaa. *p <
0,05 (ANOVA e teste de comparagao multipla de Boofe).
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Figura 15. Fotomicrografias representativas da analise imistequimica de cérebros de camundongos dos
grupos NLA+KM @), NLA+JAC (b), NLA+ScLL (c), NLA (d) e PBS ¢, mostrando taquizoitas e vacuolos
parasitoforos deéN. caninum corados. As preparacdes foram coradas com DABneatoilina de Harris foi
utilizada para contracoloragdo. Aumentos de 40@¥édop maior) e 1000X (quadro menor).
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5.6 Andlise histopatologica

Apods 30 dias do desafio letal com taquizoitas dtadd Nc-1 deN. caninum,
andlise histopatoldgica de tecido cerebral foiizadha para determinacdo dos escores de
inflamacéo tecidual (Figura 16) e fotomicrografrapresentativas de cada grupo estao
demonstradas na figura 17. As lesbes foram caizatias por infiltrados de células
mononucleadas organizadas em focos (nodulos ghaisyNC, presenca de manguito
perivascular e infiltrados inflamatorios focais masninges de alguns animais. Infiltrados
inflamatorios difusos também foram verificados amificados.

Os camundongos imunizados com NLA+KM nédo apresamtadiferencas
significativas nos escores de inflamacao tecidoalcemparagdo com o0s grupos NLA,
KM e PBS (Figura 16A). O grupo NLA+JAC apresent@cages de inflamacao mais
baixos em relacdo ao grupo NLA (p < 0,05) e este mfresentou diferencas
significativas em relacdo aos demais grupos (JAEBBS) (Figura 16B). Os animais
imunizados com o grupo da lectina ScLL ndo apresamt escores inflamatorios
significativamente diferentes entre si (Figura 1683 analise dos grupos imunizados
com NLA associado ou ndo com as lectinas, obseseows maiores escores de
inflamacdo para o grupo NLA+KM, seguido pelos gmupNLA, NLA+ScLL e
NLA+JAC, com diferencas significativas apenas magaupo NLA+KM em relacao aos
grupos NLA+JAC e NLA+ScLL, e para o grupo NLA emagdo ao NLA+JAC (p <
0,05) (Figura 16D).
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Figura 16. Escores de inflamagcéo tecidual de cérebros derm@ongos apds desafio com 2 X équizoitas do
isolado Nc-1 deN. caninum dos grupos imunizados com o antigeno NLA assodidndo com as lectinas KM
(A), JAC B), ScLL (C) e respectivos controles. A comparacdo entre &s dgrupos de lectinas também esta
representadal). Dados sdo expressos como média + erro padramédiéa. Os escores de inflamacédo sao
representados como unidades arbitrarias: 0 — Yesda 2, moderado; 2,1- 3, grave; e acima de &omu
grave.*p < 0,05 (ANOVA e teste de comparagdo multipleBdaferroni).
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Figura 17. Fotomicrografias representativas da analise fastdogica de cérebros de camundongos dos grupos
NLA+KM (a), NLA+JAC (b), NLA+ScLL (c), NLA (d) e PBS ¢), mostrandoinfiltrados de células
mononucleadas organizadas (*) e presenca de adfids inflamatérios focais na meninge (setas)
preparagdes foram coradas com hematoxilina-eoc&uraentos de 100X.
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6. DISCUSSAO

Neospora caninum € reconhecido como importante causa de doenca
neuromuscular em caes e aborto em bovinos em tedonolo. A neosporose provoca
um sério impacto econdmico nas industrias de certie leite (REICHEL; ELLIS,
2009). Existem trés principais op¢0es de contrat@a peosporose no rebanho:

1. tratamento ainda hipotético com parasiticida coofpaotozoario;

2. abordagem de “teste e abate”, onde animais infestaédo identificados e
eliminados do rebanho;

3. estratégia de vacinacao.

A partir dessas opc¢des, analises econdmicas suggrera vacinacdo pode ser a
abordagem mais efetiva e benéfica em termos de® @ast controlar a neosporose
(REICHEL; ELLIS, 2009). Até o presente momentofgéam realizados varios estudos
sobre o assunto enfocando diferentes estratégiactieacao.

Estudos prévios tém utilizado taquizoitas vivos IREN et al., 2002), gama-
irradiados (RAMAMOORTHY et al., 2006), atenuados ptias passagens em cultura
celular (BARTLEY et al., 2008) ou proteinas reconaites, como NCSRS2 e NcSAG1
(CANNAS et al., 2003; NISHIKAWA et al., 2000), Nc&A e NcGRA7 (AGUADO-
MARTINEZ et al., 2009), GRA1, GRA2 e MIC10 (HALDORM et al., 2005), entre
outros. Entretanto, essas estratégias de vacimag@oem ser menos efetivas do que o
esperado, mostrando eficacia relativamente baixg@rotecdo parcial, ou sdo pouco
viaveis financeiramente para utilizacdo como esffias de vacinacao de rebanho.

Outros estudos tém empregado diferentes antigeatogs, como o lisado total
de taquizoitas d&l. caninum (LIDDELL et al., 1999; LUNDEN et al., 2002; ROJO-
MONTEJO et al., 2011) ou antigenos excretados-sswe deN. caninum (NCESA),
mostrando niveis variados de protecdo de camundgodgeafiados com o parasito
(RIBEIRO et al., 2009). Em nosso estudo préviodemonstrado que NLA combinado
com o adjuvante ODN-CpG aumenta a protecao conimgeacdo pom. caninum em
camundongos, enquanto a imunizacdo com NCESA aesult forte resposta imune
celular associada a altos niveis de NBl4nflamacao, tornando os camundongos mais
susceptiveis ao desafio letal com o parasito (RREEkt al., 2009). Dessa forma, a
natureza do antigeno candidato tem importanteéndiia no éxito da imunizacéo.

Além da natureza do antigeno, uma vacinacdo efetmge protetora também

depende de sua via de administragcdo. Um recenidcegemonstrou que a via intra-
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nasal foi mais efetiva do que a intraperitonealaparadministracdo de apenas um
determinado antigeno recombinante, recNcPDI, paratacdo de camundongos contra
a infeccéo poN. caninum (DEBACHE et al., 2009).

E importante ressaltar também, além do antigendidaio e da via de
administracdo adotada, que o adjuvante utilizadadifarentes estratégias de vacinacéo
pode acelerar, prolongar e aumentar as respostaggrespecificas ao antigeno. Nesse
contexto, alguns estudos ja utilizaram adjuvantshecidos como o adjuvante de
Freund, ISCOMS, toxinas da colera, ODN-CpG, denirteos (DEBACHE et al., 2009;
RIBEIRO et al., 2009). Porém, estudos utilizandmtginas de plantas como adjuvantes
na imunizagdo contra infecgcbes, particularmente easporose, Sao escassos na
literatura, apesar do reconhecimento proteina-tdndio ser extremamente necessario
para varios processos intracelulares, incluindaespostas imunologicas (VASTA,
2009). Lectinas sao proteinas ligantes de carbioglm potencial papel para este fim,
ja que elas possuem uma acao crucial na protegdivacearios parasitos e virus
(ALBUQUERQUE et al.,, 1999; PANUNTO-CASTELO et ak001; FRANCOIS,
2010). No presente estudo, o efeito adjuvante etenpial imunoestimulador de trés
lectinas de plantas, Kive Jacalina dértocarpus integrifolia, € ScLL deSynadenium
carinatum, foram avaliados na imunizacdo de camundongos a&@infeccao poN.
caninum.

A lectina KM possui afinidade por manose e ja € conhecidanpozir resposta
imune do tipo Thl, com producdo de IL-12p40 por ndiagos (PANUNTO-
CASTELO et al., 2001) e inducdo da ativacao deraélas, com liberacdo de seus
mediadores inflamatoérios e aumento de suas fureféésras (TOLEDO et al., 2009).
Recentemente, foi sintetizada uma forma recombéndat proteina KMe ambas as
formas (nativa e recombinante) tém sido extensamienestigadas na infeccao pelo
fungo Paracoccidioides brasiliensis em camundongos BALB/c (COLTRI et al., 2008).
Nesse modelo experimental, tanto a forma recomtenaymo a nativa contribuem para
a obtencao de resposta imune do tipo Thl, conpadducéo de IL-12, IFN; TNF-a e
6xido nitrico (NO). Dessa forma, camundongos tragadrofilaticamente com KM
apresentaram niveis mais baixos de parasitismouhmdo e menor incidéncia de
granuloma (COLTRI et al., 2008).

Apesar de ter sido originada da mesma planta dé, KMectina Jacalina possui
afinidade por GalNAc (N-acetil galactosamina) eeapnta acdes imunoreguladoras.

Um estudo mostrou que na infeccao por HIV, inteeagdependentes de glicosilacdo da
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Jacalina com o receptor CD45 nas células TCB4 TCD8, elevam a sinalizagdo
mediada pelo TCR, induzindo a secrecao de IL-2,ppuesua vez, aumenta a ativagcao
dos linfécitos T e secrecdo de citocinas tantoigo Thl como Th2 (BABA et al.,
2007).

A lectina ScLL, ao contrario das demais, é origmmadb latex da planta
Synadenium carinatum e possui afinidadgor D-galactose, assemelhando-se a Jacalina.
Entretanto, ela apresenta diferentes atividadggerttendo do modelo experimental em
estudo. Primeiramente, ela foi descrita como uncéinieg que possui atividade pro-
inflamatoria, com habilidade de induzir respostanm do tipo Thl em camundongos
BALB/c imunizados contra_eishmania amazonensis (AFONSO-CARDOSO et al.,
2007). Ja em modelos murinos de asma, a admiréstraal de ScLL foi capaz de
inibir significativamente o extravasamento de na&ulos e eosindfilos na inflamacgao
aguda e crbnica, aumentar a producdo de JIFN{L-10, e diminuir os niveis das
citocinas IL-4 e IL-5, sugerindo que ScLL pode mladw trafego e a atividade de
leucocitos através da producéo de citocinas (ROGERAEI., 2007).

No presente estudo, a imunizagdo de camundondizsutio a lectina KM como
adjuvante associada ao NLA, induziu a producaolis aiveis de IgG total anhk-
caninum pelos animais, quando comparados com 0 grupo ddinkae ScLL como
adjuvantes. A lectina KMassociada ao NLA também foi capaz de aumentasdupéo
de 1gG total em relacdo ao grupo imunizado apeopas antigeno, demonstrando sua
capacidade de sinergismo com o antigeno, aumentaodo imunogenicidade e
oferecendo um maior efeito adjuvante em relac&deasis lectinas. Por outro lado, os
camundongos imunizados com NLA associado com Sapkesar de produzirem IgG
total em menor quantidade que o grupo da lectind,Kkmbém apresentaram niveis
mais elevados desse anticorpo em relagdo ao aotigefadamente, em todos os
tempos analisados. Além disso, os animais imungzadm NLA+ScLL apresentaram
0S mais altos niveis do isotipo IgG1l na maior pddetempo, e ainda maiores que
aqueles produzidos pelo grupo NLA+KM, embora o ipeihético da producdo de
lgG1 foi semelhante para ambos os grupos. A Jacfdina Unica lectina associada ao
NLA que ndo induziu producdo de IgG1l mais elevaga @ antigeno isoladamente,
demonstrando que o antigeno NLA pode ser capazalteoper um tipo de resposta
humoral relacionado ao perfil Th2.

Analisando o isotipo 1gG2a, foi nitida a difereregdre as respostas dos animais

imunizados com NLA+KM comparado com os demais gsuge lectinas, mostrando
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que KM" foi capaz de induzir resposta imune humoral refsia ao tipo Thil
(PANUNTO-CASTELO et al., 2001; TOLEDO et al., 2009)

Comparando os isotipos IgG1 e IgG2a &htcaninum antes e apds o desafio letal
com o parasito, foi possivel observar que a reapbstigG1 é significativamente maior
do que a de IgG2a, em todos os grupos imunizadosocantigeno, associado ou nao
com as lectinas. Dessa forma, a resposta humdaaioeada ao perfil Th2 parece ser
mais dependente do antigeno do que das lectinagmP@pds o desafio, foram
observados niveis significativamente maiores de2&gg@m soros de camundongos
imunizados apenas com KMsugerindo seu papel imunomodulador para resposta
humoral relacionada ao tipo Thl. De forma intemsgsafoi verificado um aumento
significativo na razdo 1gG2a/lgG1 apos o desafie gaupos NLA+KM e NLA+ScLL
e, mais notadamente, no grupo KM, demonstrando ten@encia dessas lectinas para
uma resposta imune humoral associada ao tipo Thg aplesafio conN. caninum,
enquanto o antigeno NLA isoladamente tende a cdnchara resposta humoral
associada ao tipo Th2. Esses achados estdo de amyndum estudo prévio utilizando
NLA associado com o adjuvante ODN-CpG que mostroucansideravel aumento de
ambos os isotipos IgG1 e IgG2a depois do desafitodos os grupos imunizados com
0 antigeno, indicando que o parasito também foazage induzir tanto respostas
imunes humorais associadas ao tipo Thl como Thxjoemo tipo de resposta
predominante seja do tipo Th2 (RIBEIRO et al., 2009

Embora a Jacalina seja originada da mesma plastaad(M" e tenha a mesma
especificidade que a ScLL, ela ndo demonstroudatilé adjuvante significativa, ja que
0 grupo imunizado com NLA+JAC apresentou niveidgigl e IgG2a semelhantes ou
ainda menores do que o grupo NLA, além de ndo atamsignificativamente os niveis
de IgG2a apds o desafio. Em outro estudo, poréeieito adjuvante da Jacalina, na
mesma dose utilizada no presente estudo (@§@nimal), foi demonstrado pelo
aumento da producdo de anticorpos especificosTeyganosoma cruzi gerados em
camundongos imunizados com formas epimastigostgmdisito associadas a Jacalina
(ALBUQUERQUE et al., 1999).

A imunocoloracéao diferencial vista nos ensaiosnaieniofluorescéncia indireta e o
padrdo antigénico exibido nammunoblot reforcam esses resultados sorologicos,
sugerindo que a escolha do adjuvante influencimagnitude da resposta imunolégica.
Assim, uma resposta imune humoral mais forte irddupor NLA associado com KM
seguido pelos grupos NLA+ScLL, NLA e NLA+JAC foi idenciada por RIFI
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enquanto diferentes padrfes antigénicos exibidosimmounoblot sugerem que a
magnitude de reconhecimento dos antigenos é diéegara cada grupo, sendo que
NLA+KM reconhece mais fortemente antigenos de pewdecular intermediario,
enquanto NLA+ScLL e NLA reconhecem mais fortememtdgenos de peso molecular
mais alto.

A andlise da producdo de citocinas por células dgobdos camundongos
imunizados ap0ds a estimulagéo antigéimocétro mostrou que a lectina Kvassociada
com NLA induziu os mais altos niveis de IFNenquanto as lectinas JAC e ScLL
associadas ao NLA nédo foram capazes de produzisnéle IFNy diferentes daquele
produzido pelo antigeno isoladamente. Um estudeigp@emonstrou que KMinduz
grande producdo de IL-12p40 por macréfagos e \Fpbr células do baco de
camundongos BALB/c, sendo capaz de alterar o tpoedposta imune do tipo Th2
para Thl contra antigenos deishmania major, resultando em potente resposta
mediada por células e, consequentemente, no oenttal infeccdo (PANUNTO-
CASTELO et al., 2001).

Surpreendentemente, os niveis de IL-10 produziétsspcélulas estimuladas
vitro com o antigeno NLA foram ainda maiores do que aguaioduzidos pelas células
estimuladas com o mitégeno ConA. Estes dados déraon® potencial do antigeno
NLA em exercer um papel imunoregulador. Estudosipseé entretanto, relataram que
na imunizagdo de camundongos com NLA ou com praseiecombinantes d.
caninum associados ou ndao com diferentes adjuvantes, dugio de IL-10 foi
relativamente baixa com nenhuma diferenca sigmfeeaentre os grupos analisados
(RIBEIRO et al., 2009; AGUADO-MARTINEZ et al., 20p%Estas diferencas podem
estar relacionadas com variagdes no tipo de amtigeraté mesmo na preparacao dos
antigenos soluveis totais & caninum. De maneira interessante, células do baco de
animais imunizados com apenas ScLL produziram altoss de 1L-10, assemelhando-
se ao grupo NLA, sendo que ScLL foi a lectina quesnmduziu a producédo de IL-10
sem estar associada ao antigeno NLA. Estudos grévistraram que ScLL foi capaz
de inibir a degradacdo deBa, um regulador negativo do fator de transcricdo pré
inflamatorio NFKB, sugerindo assim possuir um papel imunorregul@GERIO et
al., 2007).

Quando a razdo IFMIL-10 foi analisada, observou-se que a lectina "KM

associada ao NLA induziu os maiores niveis de yFN4L-10, alcancando a maior
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razao IFNyY/IL-10 em relacdo aos demais grupos de lectinat A iSloladamente. Por
outro lado, a lectina ScLL associada ao NLA induamiveis intermediarios dessas
citocinas, mas levando a uma razado NfN-10 maior do que aquela dos grupos
NLA+JAC e NLA, os quais apresentaram a mais baezdo IFNy/IL-10. Esses
resultados sugerem que a lectina Kddmo adjuvante associada ao antigeno é capaz de
modular a producéo de citocinas apos a imunizatjéexionando a resposta imune para
um perfil pro-inflamatorio do tipo Thl, ja que otigeno NLA, isoladamente, tende a
produzir uma resposta anti-inflamatoria ou imungutadora, o que também foi
observado para a lectina Jacalina.

Um padrao de resposta do tipo Thl parece ser rpaiprégado para o éxito da
imunizacdo contraN. caninum, apesar de estudos prévios demonstrarem que a
vacinacdo com o antigeno NCESA sozinho ou associd@djuvante ODN-CpG
resultou em uma forte resposta imune celular, &$@com altos niveis de IFjNe
inflamacédo, levando os camundongos a se tornarem smusceptiveis ao desafio
(RIBEIRO et al., 2009). O padrao de resposta imabservado no presente estudo pode
ter influenciado na sobrevivéncia, alteracfes d# e morbidade dos animais, carga
parasitaria cerebral e inflamacdo tecidual apds esafib com N. caninum.
Camundongos do grupo NLA+KM apresentaram a maixa e sobrevivéncia em
comparacdao com os demais, e baixa carga parasigredral, indicando que maiores
niveis de anticorpos IgG2a antes do desafio, maiio 1gG2a/lgG1l apds o desafio, e
maior resposta de IFM-podem ser responsaveis pela protecdo contra acéde
Entretanto, esses animais apresentaram os magweses de morbidade, alteracdes de
peso corporal e escores de inflamacao tecidual aadps com o0s grupos de animais
imunizados com NLA+JAC, NLA+ScLL e NLA. Um estudaeagavaliou o potencial da
lectina KM" na imunizacg&o contrleishmania amazonensis mostrou que a associagio
de KM" com o antigeno solvel de amazonensis (SLA) induziu a produc&o de IFiX-
diminuindo assim a carga parasitdria, mas sem dimio tamanho da leséo
(TEIXEIRA et al., 2006). Portanto, é possivel r@aar o padrdo de resposta pro-
inflamatorio apos o desafio no grupo NLA+KM com aian razdo IFNyIL-10,
conduzindo a forte resposta imune celular na fgselaa da infeccdo. Porém, apos o
desafio, os animais desse grupo ainda apreseniagaon producdo de IgG1 em relacéo
a lgG2a, apesar da razao lgG2a/lgGl aumentar ayaselmente. Esses resultados

sugerem que a resposta imune tendendo ao perfifollptotetora contra o desafio letal
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por N. caninum. Estudos futuros deverdo ser conduzidos paraaavalipadrao de
secre¢do de citocinas e 0 parasitismo tecidual et 6rgdos, como o figado e o
pulmé&o de camundongos desafiados, na fase agudiedgéo.

Animais imunizados com NLA+ScLL apresentaram soli@vintermediaria,
escores moderados de morbidade e alteracfes debpesocarga parasitaria cerebral e
baixos escores de inflamacgéo tecidual em relacdalamais grupos. Além disso, eles
apresentaram alta razao IRNE-10, embora menor em relacdo ao grupo NLA+KM e
maior em relacdo aos grupos NLA+JAC e NLA. Os caongos imunizados com 0
antigeno NLA associado a lectina ScLL apresentaaamento da razdo lgG2a/lgG1l
apos o desafio com. caninum, apesar de apresentarem 0s maiores niveis deagi1
N. caninum em relacdo aos demais. Esses resultados sugergmapehda ScLL com
tendéncia a um perfil Thl, porém com atividade nsénflamatéria que a KR e estéo
de acordo com estudos prévios que demonstram mliésr@apéis para a lectina ScLL,
dependendo do modelo experimental a ser pesqu{deONSO-CARDOSO et. al.,
2007; ROGERIO et al., 2007).

Por outro lado, camundongos imunizados com NLA+XgGesentaram baixos
escores de morbidade e alteracdo de peso corpmal, taxa de sobrevivéncia
intermediaria como observado para o grupo NLA wataente. Além disso, o grupo
NLA+JAC apresentou a mais alta carga parasitanebcal e os mais baixos escores de
inflamacéo tecidual. Esses resultados podem sdicaaps pela baixa razdo IFH.-

10 desse grupo, direcionando a resposta para dihipemorregulador, como também
pela baixa razéo IgG2a/lgG1l apds o desafio, jaoguanimais desafiados desse grupo
nao foram capazes de aumentar significativamentesposta de IgG2a contra o
parasito. Em estudos prévios, porém, o efeito danibacdo de camundongos com
Jacalina associada a epimastigotasTderuzi foi avaliado e a carga parasitaria dos
animais vacinados foi reduzida em relagédo ao gmmumizado apenas com o parasito,
quando estes foram desafiados com tripomastigslaBYQUERQUE et al., 1999). O
grupo controle JAC apresentou escores intermediate morbidade, perda de peso
corporal e de sobrevivéncia e maior carga parasi@erebral, porém com baixos
escores de inflamacao, sugerindo que a respostalbgica nesses animais conhia
caninum ndo foi efetiva.

Surpreendentemente, os animais imunizados com dimase KM e ScLL
isoladamente apresentaram baixas cargas parasit@miabrais, menores ou similares

aquelas detectadas quando em associacdo com Nlbdramapresentassem moderados
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escores de inflamacao tecidual apds o desafio.sEeseiltados sugerem que essas
lectinas podem conter efeito imunoestimulador sesmsessidade da presenca do
antigeno, demonstrando possuirem um papel tambérmuaidade inata. Outros
trabalhos indicam que o tratamento com Kiécruta e ativa células da imunidade inata,
como os neutrofilos, possibilitando um efeito imestimulador (TOLEDO et al.,
2009), como também confere protecdo coRtrarasiliensis, sendo bom alvo de estudo
para novas terapias (COLTRI et al., 2008). Ambosstgdos indicaram um mecanismo
de acdo de KM dependente do receptor Toll-like 2 para producéoldl2. Mais
recentemente, a administracdo profilatica de *KNanto na forma nativa como
recombinante, mostrou protecao corRrdrasiliensis, com redugéo da carga fangica e
da incidéncia de granuloma em associacdo com aand@st niveis de IL-12, IFN-
TNF-a e NO, promovendo uma resposta imune protetorapdoTihl (COLTRI et al.,
2010).

Estudos também demonstraram a possibilidade diagflo de ScLL como
terapia em doencas alérgicas, como a asma, ja waeadministracdo reduziu a
patologia associada a doenca por mecanismos indepis de NO (ROGERIO et al.,
2007). Por outro lado, um estudo recente mostr@eu3pLL reduziu o crescimento de
formas amastigostas de. amazonensis em macr6fagos murinos, por mecanismo
independente de NO, induzindo a expressao dasimamdL-12, IL-1 e TNFa
(AFONSO-CARDOSO et al., 2011). Como esperado, pgrontrole PBS apresentou
a mais baixa sobrevida associada com alta cargait@ia, semelhantemente ao grupo
NLA+JAC, com escores intermediarios de morbidaddéteracoes de peso e moderada
inflamac&o apos desafio letal cdincaninum.

Dessa forma, as lectinas KM ScLL induziram protecéo parcial contra o desafio
letal porN. caninum e reducdo na carga parasitaria cerebral, emboranpoanismos
distintos. Enquanto KMinduziu uma resposta imune pro-inflamatoria doeada para
o perfil Thl, com maiores escores de morbidadeflanmacéo tecidual nos animais
desafiados, ScLL induziu um perfil de resposta menftamatdrio, com baixos escores

de morbidade e inflamacéo tecidual.
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. CONCLUSOES

As lectinas KM e ScLL foram capazes de aumentar a imunogenicidade
antigeno NLA na imunizagdo de camundongos conwapuose, pela inducéo
de maiores niveis séricos de IgG total &htcaninum quando comparado com
0S grupos imunizados apenas com o antigeno e colt+MC. A lectina KM

induziu maiores niveis do isotipo IgG2a, enquartbLSnduziu maiores niveis

do isotipo IgG1 em relagcdo aos outros grupos;

A imunizacdo de camundongos com o antigeno NLAcsg0 as lectinas KM
ou ScLL induziu resposta imune celular caractedazpdr alta razdo IFNAL-
10, direcionando para um perfil de resposta prddimdtoria do tipo Thi,
enquanto a imunizagcdo apenas com NLA ou com NLA+J#dDziu resposta
com baixa razdo IFNAL-10, direcionando para um perfil de respostai-ant

inflamatoéria;

As lectinas KM e ScLL promoveram reducdo na carga parasitariebcay

embora com um perfil de resposta mais inflamat@roon maiores escores de
morbidade e inflamacéo tecidual nos animais dedadia& imunizados com a
lectina KM, e um perfil de resposta mais anti-inflamatérimndoaixos escores

de morbidade e inflamacéo tecidual nos animais inaglos com a lectina ScLL.

As lectinas KM e ScLL mostraram ser adjuvantes satisfatorios ratgeno
NLA e apresentaram efeito imunoestimulador por eanprotecdo parcial aos
camundongos imunizados e desafiados com doselkkalcaninum, enquanto
a lectina Jacalina ndo produziu efeito adjuvanfieisate na imunizacéo contra

a infeccao poN. caninum.
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