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Resumo

Neospora caninum, parasito causador da neosporose, é conhecido mun-
dialmente como um dos principais responsdaveis por abortos em rebanhos
bovinos, causando prejuizos econémicos a pecudria. As infeccdes e trans-
missdes do parasito entre os animais sao de dificil combate, assim, métodos
de diagnéstico e controle devem ser aplicados para reduzir a disseminacao
do patégeno nas propriedades. A vacinacao de rebanhos seria uma alternati-
va para o controle, contudo, a falta de uma vacina segura e eficaz impede a
aplicacdo deste método de controle. O parasito possui importantes proteinas
estruturais que auxiliam no processo de infeccdo como proteinas de super-
ficie, proteinas dos micronemas, antigenos dos granulos densos e proteinas
das réptrias. Antigenos dessas organelas e da superficie do parasito estao
sendo atualmente estudados como imundégenos, aplicados isolados ou em
associacdes, com o objetivo de avaliar a resposta imunolégica induzida em
modelos animais. No estudo de vacinas experimentais, diferentes aborda-
gens sdao utilizadas nas formulacées, como vacinas vivas, vacinas de DNA,
vacinas utilizando vetores bioldgicos e vacinas de subunidades recombinan-
tes, geralmente desenvolvidas com o auxilio da vacinologia reversa. O con-
traste observado nos niveis de citocinas e taxas de protecado da transmissao
vertical em animais de laboratério vacinados e, posteriormente, desafiados
com N. caninum, revela a complexidade em torno de seus mecanismos de
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invasdo e que muito mais deve ser estudado na busca de uma vacina eficaz
com capacidade de proteger a bovinocultura. Dessa forma, o objetivo desta
revisdo é abordar os alvos vacinais e estratégias experimentais empregadas
atualmente no controle da infec¢do por N. caninum.

Palavras-chave: neosporose, antigenos, imundgenos, vacinas, perspectivas

Abstract

Neospora caninum, a parasite that causes neosporosis, is known worl-
dwide as one of the main responsible for abortions in cattle herds,
causing economic losses to livestock. Infections and transmissions of
the parasite between the animals are difficult to combat, so methods

of diagnosis and control should be applied to reduce the spread of the
pathogen on the properties. Vaccination of herds would be an alterna-
tive to control, however, the lack of a safe and effective vaccine pre-
vents the application of this control method. The parasite has important
structural proteins that assist in the infection process such as surface
proteins, microneme proteins, dense-granules proteins and rhoptries
proteins. Antigens of these organelles and the surface of the parasite are
currently being studied as immunogens, applied alone or in associations,
with the objective of evaluating the immune response induced in animal
models. In the study of experimental vaccines, different approaches are
used in formulations, such as live vaccines, DNA vaccines, vaccines
using biological vectors and recombinant subunit vaccines, generally
developed with the aid of reverse vaccinology. The observed contrast in
cytokine levels and protection rates of vertical transmission in laboratory
animals vaccinated and subsequently challenged with N. caninum reveals
the complexity surrounding their invasion mechanisms and that much
more must be studied in the search for a Vaccine capable of protec-

ting bovine animals. Thus, the objective of this review is to address the
vaccine targets and experimental strategies currently employed in the
control of N. caninum infection.

Keywords: Neosporosis, antigens, immunogens, vaccines, look out.
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Introducao

Neospora caninum, agente causador da neosporose, € um protozodrio
intracelular pertencente ao filo Apicomplexa, identificado inicialmente em
doencgas neuromusculares em caes (BJERKAS et al., 1984) e, posteriormen-
te, descrito por Dubey et al. (1988). E reconhecido mundialmente como um
dos principais causadores de abortos em bovinos (DUBEY et al., 2006), sen-
do responsavel por perdas econémicas globais em torno de US$ 2 bilhdes/
ano na industria leiteira e de gado de corte (REICHEL et al., 2013).

Além dos custos com a perda de animais no rebanho, sao relatados prejui-
zos econdmicos com a diminuicdo da producao de leite (HERNANDEZ et al.,
2001) e menor ganho de peso apés o desmame (BARLING et al., 2001). A
neosporose estd amplamente distribuida, com relatos de casos em paises
como Argentina, Australia, Brasil, Espanha, Estados Unidos, Nova Zelandia,
entre outros paises produtores de bovinos (REICHEL et al., 2013).

O Brasil possui o segundo maior rebanho bovino comercial do mundo,
contando com mais de 209 milhées de cabecas, o que o torna um dos
maiores produtores de leite e carne bovina (IBGE, 2011). Estima-se que,
no pais, as perdas relacionadas a neosporose na industria leiteira atinjam
em torno de US$ 50 milhées/ano enquanto que, na producao de carne,
este valor pode chegar até US$ 100 milhGes/ano (REICHEL et al., 2013).

Barros et al. (2011) avaliou as perdas resultantes da neosporose crian-
do cendrios com o software Gerenpec Embrapa Beef Cattle para siste-
mas de producao com diferentes niveis tecnolégicos e comparando-os
com um sistema livre da doenca, destacando como resultado a possi-
bilidade de perdas econémicas de até 34% no intervalo de 10 anos em
propriedades que apresentam nos seus rebanhos animais soropositivos.

O parasito, em seu ciclo biolégico, possui como hospedeiros definitivos
o cao (Canis familiaris) (DUBEY et al., 2002; DUBEY et al., 2006) e o
coiote (Canis latrans) (GONDIM et al., 2004) e como hospedeiros inter-
medidrios, principalmente, ovinos, equinos, cervideos, caninos, bubali-
nos e bovinos (DUBEY; SCHARES, 2011).

9
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Em humanos, ja foi evidenciada a soropositividade e possibilidade de
infeccdo em individuos infectados pelo virus da imunodeficiéncia (HIV)
e pacientes com desordens neurolégicas, revelando o parasito como
um patégeno oportunista e demonstrando o potencial zoondtico em
individuos imunocomprometidos (LOBATO et al., 2006).

Nos caninos, ocorrem as fases sexuadas e assexuadas do ciclo de vida de

N. caninum (DUBEY et al., 2002). Sendo hospedeiros definitivos, os caes
infectam-se por ingerir cistos teciduais, liberando em suas fezes oocistos nao

esporulados no ambiente, os quais esporulam para dois esporocistos (figura 1).
Infec¢dao aguda Infecgdo persistente

Hospedeiro mtermedidno

Rota horizontal Rota verdea) t?{r,\'
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Figura 1. Ciclo de vida heteréxeno de N. caninum. A) No hospedeiro intermediério (ex: bovinos,
ovinos, equinos...), a infeccdo pode ocorrer horizontalmente, por meio da ingestdo de comida
ou agua contaminadas com oocistos, liberados anteriormente por canideos (ex: cées e coiotes)
infectados pelo parasito. Ou B) verticalmente, da mée para o feto, através da placenta. Esse
tipo de transmissé@o pode ocorrer de forma exdgena, quando hé a ingestéo de oocistos durante
a gestacao, ou de forma enddgena, quando ocorre a recrudescéncia da infeccao persistente.
Células altamente infectadas rompem-se, liberando taquizoitos, os quais se multiplicam de
forma intracelular protegidos pelo vacuolo parasitéforo, gerando uma parasitemia aguda que
atinge diversos tecidos, como nervoso, linfatico e vascular. C) apds a rapida proliferacéo do
parasito, ha a diferenciacdo em bradizoitos, resultando em uma infeccdo de longa duracdo na
forma de cistos teciduais. D) Durante a gestacé@o, modificacdes no balanco da resposta imune
estimulam a reativacdo em taquizoitos, podendo acarretar na transmissao transplacentéria para
o feto. E) a transmissao vertical pode ocorrer com a recrudescéncia de infecgoes persistentes,
impactando em gestacdes consecutivas que resultardo em abortos (principal manifestacéo
clinica da neosporose em bovinos) ou em bezerros sadios porém congenitamente infectados.
F) o ciclo se completa quando o hospedeiro definitivo ingere cistos com bradizoitos em tecidos
de hospedeiros intermediarios, o que pode ocorrer, por exemplo, quando caes alimentam-se da
carcaca de animais infectados descartada a campo. Adaptado de: Guido et al. (2016).
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Cada esporocisto contém quatro esporozoitos. Dessa forma, hospedei-
ros intermedidrios ingerem oocistos esporulados e, por acdao quimica,
ocorre a liberacdo de esporozoitos que invadem a parede intestinal.
Nesse momento ocorre a conversao para o estagio de taquizoitos
(GOODSWEN et al., 2013), os quais se multiplicam de forma intra-
celular e, apés o rompimento das células parasitadas, provocam uma
parasitemia aguda que atinge diversos tecidos, como nervoso, linfatico
e vascular (MONNEY; HEMPHILL, 2014). Protegidos em vacuolos pa-
rasitéforos (VP) nos citoplasmas de células infectadas, mantém-se em
franca multiplicacdo (DUBEY et al., 2002).

Para obter sucesso na invasao da célula hospedeira, o N. caninum faz

uso de organelas e conjuntos de proteinas especializadas no desempenho
desta funcao. Antigenos de superficie (SAGs), proteinas dos micronemas
(MICs), proteinas das réptrias (ROPs) e proteinas dos granulos densos
(DGs) sao alguns dos componentes da maquinaria celular que sdo especia-
lizados neste processo de invasao (figura 2) (HEMPHILL et al., 2013).

Antigenos dos Granulos Densos
(GRAs)

Proteinas dos Micronemas

. = (MICs)
Proteinas de Superficie

(SAGs)

Proteinas das Roptnias
(ROPs)

Figura. 2. Taquizoito de N. caninum e proteinas envolvidas no processo de invasdo da
célula hospedeira. As proteinas pertencentes aos micronemas (MICs), réptrias (ROPs),
granulos densos (GRAs) e que circundam a superficie do parasito (SAGs) sdo conhe-
cidas como os principais componentes envolvidos na adeséo, invasao e protecdo do
parasito em células hospedeiras, possuindo padrées de expressao que variam de acordo
com o estdagio do ciclo de vida e condicdo ambiental em que N. caninum se encontra.
Imagem adaptada de Reid et al. (2012).
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Conhecendo a localizagdo destes antigenos e a sua importante partici-
pacao durante o processo, entende-se que possuem aspectos funda-
mentais nesta interacdo parasito-hospedeiro (como a inducdo de uma
resposta imune celular ou humoral, modulada pelo estagio gestacional
do hospedeiro), garantindo suas escolhas como imundgenos no desen-
volvimento de vacinas (HECKER et al., 2012).

Uma vacina comercial, composta por taquizoitos inativados, teve sua
eficacia analisada em diferentes paises. Entretanto, além de resultar na
reducdo de taxas de aborto acima de 50%, foi verificada uma possivel
relacdo com o aumento no risco de morte embrionaria, fazendo com
que a vacina fosse retirada do comércio em determinados mercados
(WESTON et al., 2012; MONNEY; HEMPHILL, 2014).

Com o propésito de disponibilizar ao setor agropecudrio uma alternativa
mais eficaz, segura e econbémica para controlar a neosporose, vacinas
recombinantes sdao amplamente estudadas em centros de pesquisa pelo
mundo, com os mais diversos alvos e formulagcdes (NISHIKAWA et al.,
2002; HECKER et al., 2012; HEMPHILL et al., 2013; OJO et al., 2014).

Discussao analitica

Mecanismos de invasdo de N. caninum

Sendo pertencente ao filo Apicomplexa, N. caninum é um paras’io obrigato-
riamente intracelular que possui diferentes mecanismos direcionados ao pro-
cesso de invasdo, como o “complexo apical” caracteristico e que dd nome
ao filo, o qual é composto por uma colecado de filamentos proteicos e orga-
nelas secretdrias (COWPER et al., 2012). A literatura disponivel que aborda
padrées de expressao relacionados a fatores de viruléncia pertencentes ao
N. caninum revela alteracdes ao longo dos seus estagios do ciclo de vida e
em diferentes condicdes ambientais, evidenciando a importancia do conhe-
cimento destes padrdes para o desenvolvimento de vacinas de subunidades
e das respostas que esta podera induzir no sistema imune (WASTLING et
al., 2009; REID et al., 2012; GOODSWEEN et al., 2014).
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Taquizoitos movimentam-se na matriz extracelular e buscam o reconhe-
cimento do melhor local para a invasao celular. No momento inicial da

relacdo entre N. caninum e a célula hospedeira, ha um contato de baixa
afinidade com a membrana superficial da célula-alvo, seguido por um
processo de adesdo mais estavel entre as partes (figura 3).

Figura 3. Processo de invasdo da célula hospedeira pelo taquizoito de N. caninum. a) Ane-
xacdo: o parasito é orientado randomicamente no momento inicial de ligacdo a superficie
da célula. b) Inicio da invasao: o taquizoito reorienta-se para que sua extremidade apical
esteja em contato com a célula. Nesse momento o contelido das organelas é liberado
espaco que antecede a formacédo do vacuolo parasitéforo (VP). c) Ingresso: a membrana
do vacuolo parasitéforo (MVP) é criada pela inversdo da membrana plasmatica da célula
hospedeira, formando-se paralelamente uma rede tubulo-vesicular de lipideos, conside-
rada como a matriz do VP. d) Estabilizacdo do VP: a MVP é separada da membrana da
célula hospedeira, enquanto proteinas do parasito expandem-se através da membrana do
vacuolo e criam uma associacdo com organelas da célula. Abreviacées: A, anel apical;
(, conoide; D, granulos densos; M, micronemas; N, nucleo; P, anel polar; R, réptrias.
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Adaptado de: Buxton et al. (2002).

Nesta etapa destacam-se as proteinas do tipo SAG, que mantém este
contato de forma reversivel (BUXTON et al., 2002). Para que haja a
invasdo da célula, os taquizoitos reorientam-se perpendicularmente a
membrana superficial da célula, onde organelas secretdrias pertencen-
tes ao complexo apical, micronemas e roptrias liberam, por exocitose,
proteinas adesivas na superficie celular que irdo se ligar a receptores de
glicanos para estabelecer um contato forte e especifico. Neste momen-
to ha um aumento de Ca?* citosdlico no parasito, responsavel por este
e outros eventos importantes na relacdo parasito-hospedeiro (BUX-
TON et al., 2002; POLLO-OLIVEIRA et al., 2013). Proteinas dessas
organelas tem a capacidade de mediar interacdes proteina-proteina ou
proteina-carboidrato, pois possuem dominios como lectin-like, integrin
(l)-like, thrombospondin (TSP)-like e epidermal growth factor (EGF)-like
(POLLO-OLIVEIRA et al., 2013).

ROPs e MICs inserem-se na membrana plasmatica possibilitando a for-
macao do receptor para AMA-1, proteina conservada dos micronemas
que esta relacionada com a montagem da “juncdo motora”, responsa-
vel pelo transito de N. caninum até o interior do citoplasma (COWPER
et al.,, 2012; Ll et al., 2015).

A juncdo motora é translocada por meio da superficie do parasito até o
polo posterior enquanto proteinas MIC sao liberadas via atividade prote-
asica romboide, o que acaba forgcando o engolfamento do parasito pela
célula. Nesta invasao ha a formacao do Vacuolo Parasitéforo (VP), que
protege o parasito de acdes externas de defesa da célula e que possui
a Membrana do Vacuolo Parasitéforo (MVP) constituida pela prépria
membrana da célula hospedeira resultante da entrada do patégeno
(BUXTON et al., 2002).

O VP é responsavel por impedir a acao de lisossomos, permitindo assim
que N. caninum se multiplique até alcancar uma massa critica intracelu-
lar que acaba provocando a ruptura da célula hospedeira. Proteinas dos
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Granulos Densos (GRA) modificam a MVP e participam da formacéao de
uma rede tubulo-vesicular intravacuolar, considerada a matriz do VP e
formada por lipideos. Mitocondrias e reticulo endoplasmético da célula
hospedeira encontram-se adjacentes ao vacuolo parasitéforo (HEM-
PHILL et al., 2006; POLLO-OLIVEIRA et al., 2013).

Proteinas de superficie (SAGs)

O contato inicial na interacao parasito-célula é mediado, em partes, por
dois antigenos imunodominantes principais: NcSAG1 (surface anti-
gen-1) e NcSRS2 (SAG1-related sequence) (HEMPHILL, 1996). Estas
familias de proteinas possuem papel fundamental na viruléncia do
parasito. A familia de proteinas SAG1 é constituida de componentes
cruciais para a viruléncia, sendo caracterizada pela presenca de dois
dominios SRS dissulfidicos unidos (SOLTANI et al., 2013a). NcSRS2
estéd localizada tanto na membrana externa como também na membra-
na interna de taquizoitos de N. caninum (HEMPHILL, 1996), além de
estar associada aos granulos densos e roptrias, o que a relaciona ao
processo de ligacdo e entrada na célula hospedeira. A partir de analises
in silico, a proteina é predita com 43 kDa, contendo 401 aminoéacidos
e o sitio Arg-Gly-Asp (RGD) essencial na interagcdo com receptores da
superficie celular (SOLTANI et al., 2013a).

NcSAG1 é um dos antigenos mais estudados e comprovadamente imu-
nogénico, é expresso por taquizoitos e sofre uma diminuicdo nos niveis
de expressao durante a conversao do parasito para bradizoito (TAKASHI-
MA et al., 2013). Dentre os antigenos expressos de forma heteréloga e
testados em formulagdes vacinais, INcCSAG1 destaca-se como um dos
que induzem maiores niveis de protecdo (RAMAMOORTHY et al., 2007).

Ncp29 e Ncp35, similares a NcSAG1 e NcSRS2, respectivamente, foram
demonstrados por Howe et al. (1998) como dois antigenos exclusiva-
mente associados a membrana de taquizoitos do parasito, possuindo alta
imunogenicidade e sendo bem conservados, caracteristicas que os tor-
nam interessantes na busca por novos imundgenos para vacinas e testes
de diagndstico. Supde-se que antigenos de superficie expressos pelos
bradizoitos, como NcBSR4, atuam como barreiras protetoras, sendo
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receptores que auxiliam na invasdo dos mais diferentes tipos celulares ou
como mediadores da evasao da resposta imune, permitindo a propaga-
cao do parasito e sua sobrevivéncia (RISCO-CASTILLO et al., 2007).

Proteinas dos Micronemas (MICS)

Micronemas sao organelas fusiformes ou em forma de “charuto”,
presentes em grande niumero na parte apical, responsavel, juntamen-
te com as réptrias, pela adesao a célula hospedeira, desestruturagao
localizada na membrana desta célula, entre outros processos (BLA-
CKMAN; BANNISTER, 2001). Suas proteinas, as chamadas “MICs”,
contém ao menos um dominio que as confere propriedades adesivas,
que normalmente esta relacionado a receptores de superficies (car-
boidratos) ou outras MICS (proteinas), além de poderem possuir sitios
transmembrana, citoplasmaticos ou associados a enzimas (COWPER
et al., 2012).

Dentre as MICs ja estudadas, é possivel destacar NcMIC1, proteina
secretada pelo parasito como molécula soltvel capaz de interagir com
a superficie celular da célula hospedeira, através da ligacdo com glico-
saminoglicanos especificos, fazendo parte de uma “ponte molecular”
onde participam diferentes MICs, estando relacionada com o inicio do
processo de invasdo (KELLER et al., 2002; ALAEDDINE et al., 2005;
BLUMENSCHEIN et al., 2007).

Além desta, outra proteina, NcMIC2, foi analisada por Lovett et al.
(2000) em cultivos celulares infectados pelo parasito, cujo estudo
demonstrou um aumento gradual na inducdo da secrecao da proteina
durante a elevacao de temperatura de cultivo (25°C para 37°C) e,
quando utilizados agentes que promovem o aumento de calcio in-
tracelular, também foi observada uma maior expressdao de NcMIC2.
Essa pertence a uma familia de proteinas que possui sitios integrin-
like e TSP (trombospondina) tipo |, relacionados a ligagcdo parasito-
célula.

A proteina imunodominante NcMIC3 esta distribuida pela superficie do
parasito com a funcao de ajustar a interacdo com moléculas da super-
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ficie da célula hospedeira e, por meio de sua possivel interacao fisica
com actina/miosina, oferece ao parasito a maquinaria e forca motora
para invadir a célula de forma ativa (NAGULESWRAN et al., 2001).

Antigenos dos Granulos Densos (GRAs)

Granulos Densos sdo vesiculas delimitadas por membranas que contém
grande quantidade de conteuddo granular armazenado, variam de tama-
nho, forma e nimero entre os apicomplexas, sendo algumas vezes con-
fundidos com micronemas e réptrias em seccoes de microscopia eletré-
nica (SOLTANI et al., 2013b). Possuem antigenos que sao secretados
para o VP durante o desenvolvimento intracelular de taquizoitos de N.
caninum, que estao relacionados com a absorcado de nutrientes e excre-
cao de residuos e, ainda, com a estimulacao da imunidade humoral pelo
hospedeiro (WALSH et al., 2001). Como exemplo destas proteinas, Nc-
GRAZ2 ¢é encontrada associada com a rede tubular do VP em taquizoitos
e fazendo parte da parede celular de bradizoitos (STROHBUSCH et al.,
2008). Tao importante quanto, NcGRA7 é altamente imunogénica, re-
lacionada inicialmente ao desenvolvimento parasitario intracelular, mas
também tem sua importancia reconhecida durante o processo inicial de
invasdo da célula hospedeira (SOLTANI et al., 2013b).

A proteina NcMAG1 foi descrita por Guionaud et al. (2010), princi-
palmente em bradizoitos, inserida nos granulos densos, compondo a
parede do cisto ou dispersa em sua matriz, destacando-se por conter
porcdes altamente imunogénicas, que estao relacionadas com a estimu-
lacdo de resposta por células B.

Proteinas das Roéptrias (ROPs)

As réptrias sdao organelas presentes em numero superior as demais,
com formato de “clava”, que possuem ductos que as conectam ao
polo extremo do parasito (ALAEDDINE et al., 2013). As proteinas das
roptrias, tendo como base estudos utilizando 7. gondii, N. caninum e
outros parasitos apicomplexas, foram divididas em: grupo das proteinas
rhoptry necks (RONs), conservadas no filo Apicomplexa, que auxiliam
na formacao do VP; grupo de quinases, fosfatases e proteases, co-
muns a células eucaridticas; e grupo de proteinas do bulbo das réptrias
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(ROPs), que apresentam homologia apenas em géneros estritamente
relacionados, como Neospora, Toxoplasma e Sarcocystis (ALAEDDINE
et al., 2013; TALEVICH; KANNAN, 2013).

Um complexo RONs é responsavel por localizar pontos estratégicos
para formacao e ancoragem estavel da “juncao motora” durante a
invasao da célula hospedeira a partir da interacdao com componentes do
citoesqueleto da célula e, ainda, impedir a destruicdo lisossomal do VP
(BECK et al., 2014).

Sugere-se que as ROPs participam do processo da biogénese do VP e
na modulacdo de propriedades funcionais da MVP. Apds a secrecao,
estas podem permanecer no liumen do VP, associadas a MVP, ou entao
serem liberadas no citoplasma da célula hospedeira, com a intencao de
que atinjam diferentes pontos, como, por exemplo, o nucleo. Na familia
das ROPs, todos precursores possuem peptideos sinais e grande parte
depende da clivagem de uma pré-regiao durante a maturacao, possivel-
mente estando relacionadas a migracao do parasito e a localizacdo do
VP préximo ao ntcleo da célula infectada (HAKANSSON et al., 2001;
ALAEDDINE et al., 2013).

Semelhante a familia das ROPs de 7. gondii (TgROPs), a familia das
NcROPs de N. caninum é um grupo de proteinas das roptrias com
alguns homodlogos de quinases, os quais possuem todos os residuos
necessarios para desempenhar esta funcdo (DEBACHE et al., 2008).
Além disso, possui sitios expostos ao citosol da célula hospedeira
que estdo relacionados a interacao do VP com elementos do reticulo
endoplasméatico (NOLAN et al., 2015). NcROP2 é altamente conser-
vada, imunodominante, desempenha papel fundamental durante a
invasdo e manutencao de taquizoitos e ja teve, a partir de diferentes
estudos, a sua capacidade de induzir protecdo demonstrada (DEBA-
CHE et al., 2008; DEBACHE et al., 2009). Sendo assim, a mesma
apresenta-se como um antigeno com grande potencial de utilizacao
para o desenvolvimento de vacinas contra N. caninum e testes de
imunodiagndstico.
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Neospora caninum e Imunidade

O aborto é a principal manifestacao clinica da neosporose em bovinos,
tanto em rebanhos leiteiros quanto de corte (DUBEY et al., 2006; Gl-
BNEY et al., 2008). Nao hda momento especifico da gestacao para que
ocorra o aborto, porém, em sua maioria, ocorrem entre o quinto e o
sexto més de gestacdo (DUBEY; SCHARES, 2011).

As consequéncias aos embrides e fetos podem ser variadas, como a
morte, a reabsorcdo, a mumificacdo e o nascimento clinicamente normal
com a persisténcia da infeccao (DUBEY et al., 2006; DUBEY; SCHARES,
2011). As consequéncias mais severas surgem quando a gestacao ainda
estd nos seus primeiros meses, o que pode ser explicado pela imaturida-
de do sistema imune do feto que é incapaz de combater com eficacia a
infeccdo, visto que apenas aos 100 dias de gestacdo ha o inicio do de-
senvolvimento de imunocompeténcia fetal e somente depois de 150 dias
que o feto é capaz de reconhecer e desenvolver uma resposta imune a
antigenos (HADDAD et al., 2005; DEBACHE et al., 2009).

Sugere-se que linfécitos T citotdxicos e citocinas pré-inflamatérias do
tipo Th1, gerados por uma exacerbada resposta imune na defesa contra
o parasito, sao capazes de impedir a distribuicdo vascular de nutrientes,
provocar danos a placenta e, principalmente, as células do trofoblasto
levando ao aborto (ROSBOTTOM et al , 2011; CANTON et al., 2014).

Uma das razoes do aborto estd na relacdo entre o sistema imune da
mae e do feto no combate a N. caninum. Por ser um parasito intrace-
lular, a resposta imune pela regulacao de citocinas é de grande impor-
tancia. Citocinas pré-inflamatérias como o interferon-y (IFNy), fator de
necrose tumoral (TNF-a) e interleucina 12 (IL-12) podem, dependendo
dos niveis, provocar uma resposta imunolégica prejudicial ao feto, po-
rém necesséria para limitar a proliferacdo de N. caninum (INNES et al.,
2002).

IFNy é responséavel por aumentar a expressao de MHC de classe |,
favorecendo a apresentacao de antigenos e aumentando a chance de
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que as células infectadas sejam reconhecidas por uma resposta cito-
téxica. De modo sinérgico pode atuar TNF-a, ativando macréfagos e
células Natural killer (NK) (GOODSWEEN et al., 2014). Neste processo
ha também um aumento na expressao de IL-12, que induz um aumento
na proliferacdo e producdo de IFNy por linfécitos T e células NK estimu-
ladas por antigenos do parasito (BASZLER et al., 1999).

IFNy também apresenta funcao regulatéria na producao de IL-17, cito-
cina importante no combate a infeccado por N. caninum. Peckham et
al. (2014) demonstraram que linfécitos Tyd17 promovem a morte de
células em coculturas infectadas com N. caninum, corroborando com
Flynn; Marshall (2011), que relacionaram o aumento de expressao de
IL-17A com a imunopatologia encontrada durante a neosporose.

A importancia da resposta imune baseada nesta citocina foi observada
em camundongos IL17R-deficientes infectados por 7. gondii, onde foi
detectado o aumento da carga parasitaria e a diminuicao do nimero de
neutréfilos. De modo geral, a presenca exacerbada de células produto-
ras de IL-17 aumenta o dano tecidual, revelando seu papel na protecao
e efeitos patolégicos da doenca (MATSUSAKI; UMEMURA, 2007).

No entanto, durante a prenhez, o sistema imune é modulado para que
haja uma tolerancia materna ao feto (ENTRICAN, 2002). A interface
materno-fetal mantém citocinas como a interleucina 10 (IL-10), inter-
leucina 4 (IL-4) e o fator transformador do crescimento beta (TGF-f3)
que atuam a partir de uma resposta imunolégica direcionada a Th2 e
participam da diminuicao da producéao de citocinas pré-inflamatérias do
tipo Th1 (figura 4) (INNES et al., 2001; INNES et al., 2002).

Um dos principais hormdénios da gestacao, a progesterona (LIANG

et al., 2006), que tem seus niveis aumentados progressivamente no
decorrer da gestacao, inibe, durante a segunda parte da gestacao, a
secrecdo de TNF-a e de fator de transcricdo pré-inflamatério NF-xB
(fator nuclear kappa B), induz o aumento de expressao de seus préprios
receptores e estimula a producao de IL-10 em linfécitos T, além de
favorecer o desenvolvimento de células do tipo Th2, responséaveis pela
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Figura 4. O balanco das respostas imunes Th1 e Th2 durante a gestacdo em bovinos in-
fectados por N. caninum. Com o aumento da resposta Th1, citocinas pré-inflamatdérias
como o IFNy e TNF-a provocam uma resposta imunoldgica necesséria para limitar a
proliferacdo do parasito, sendo responsaveis por aumentar a expressdo de MHCI e ati-
var macréfagos e células NK, o que favorece a apresentacado de antigenos por células
infectadas e a sua destruicdo. Ainda, ha a estimulacéo de células B para secrecdo de
anticorpos opsonizantes, que “marcam” os taquizoitos circundantes para serem destru-
idos. Porém, essa resposta pode também levar ao impedimento da distribuicdo vascular
de nutrientes, provocar danos a placenta e, principalmente, as células do trofoblasto,
acarretando em abortos [54-57]. Durante a gestacdo, o sistema imune é modulado
para que haja uma tolerancia materna ao feto [61], momento no qual horménios (ex:
progesterona) e citocinas (ex: IL-10, IL-4 e TGF-B) estimulam uma resposta imunolégica
Th2, provocando a diminuicdo da producdo de citocinas pré-inflamatérias do tipo Th1
[56,62]. A diminuicdo da resposta Th1 acaba permitindo que infeccdes latentes sejam
reativadas. Adaptado de Goodswen et al.

producao de IL-5 e IL-4, contribuindo para a polarizacdo de uma respos-
ta do tipo Th2 (DORIA et al., 2006; ENNINGA et al., 2014).

Em camundongos, foi observada a participacdo da progesterona na
modulacdo da diferenciacdo, da maturacao e das funcdes de células
dendriticas, levando a producao maior destas células na forma imatura,
as quais expressam em niveis menores ligantes de receptores de linfo-
citos T e moléculas coestimulatérias (LIANG et al., 2006). Logo, este
tipo de imunomodulacéao nao é eficiente na protecao contra a infeccao
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exdgena e transmissao vertical, favorecendo a invasao pelo parasito
e a infeccdo do feto (ENTRICAN, 2002; INNES; VERMEULEN, 2006;
KANO et al., 2007).

Medidas de controle baseadas em vacinacao

Procurando obter uma resposta imune que proteja e seja duradoura
contra N. caninum, capaz de estimular de forma correta um balanco
entre Th1/Th2, diferentes protétipos de vacinas ja foram e estdo sendo
testados (figura 5). Como descrito por Monney et al. (2011), uma
vacina eficiente é dependente de alguns requisitos, como: 1) prevenir
a proliferacao de taquizoitos e sua disseminacao no rebanho durante a
gestacao, 2) prevenir/reduzir a excrecao de oocistos pelos hospedeiros
definitivos e 3) impedir a formacao de cistos teciduais em hospedeiros
intermediarios. Ao longo de mais de 15 anos, protétipos de vacinas
inativadas, vivas atenuadas, recombinantes, de DNA, em vetores bio-
l6gicos e com diferentes adjuvantes, ja foram testados (INNES et al.,
2002; HECKER et al., 2012; WESTON et al., 2012; MONNEY; HEMP-
HILL, 2014; Ll et al., 2015).

Adrianarivo et al. (1999) realizaram experimentos com taquizoitos ina-
tivados em formulagcées com diferentes adjuvantes, como Havlogen®,
Polygen®, Havlogen + Bay R-1005 e Montanide ISA 773, apresen-
tando assim um dos primeiros trabalhos relacionados ao controle do
parasito a partir da vacinacao.

A Unica vacina ja disponivel no mercado era composta por lisado de ta-
quizoitos e apresentou resultados como a diminuicdo em torno de 50%
dos casos de aborto em estudo na Costa Rica (ROMERO et al., 2004).
No entanto, em estudos subsequentes, esta vacina apresentou au-
mento da chance de morte embrionéria e ndo impediu a infeccao fetal
ou placentaria em vacas vacinadas (WESTON et al., 2012; MONNEY;
HEMPHILL, 2014).

Com base nestes e outros estudos, a vacina foi removida do mercado
em alguns paises (MONNEY; HEMPHILL, 2014; LI et al., 2015). Os
problemas relacionados a uma vacina contendo o patdgeno inativado
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Medidas de controle da infec¢io por N. caninum baseadas em vacinagao:

Vacinas Vacinas Vetores Plasmideos Subunidade
atenuadas inativadas biolégicos (DNA) recombinante

Figura 5. Medidas de controle da infeccao por N. caninum atualmente em estudo, base-
adas na imunizacdo de modelos animais. A constante busca de novos alvos vacinais e
formas de apresentacdo dos imunégenos de N. caninum representa a necessidade de
desenvolver uma alternativa eficaz, segura e econdmica capaz de proteger rebanhos
bovinos ao redor do mundo, os principais hospedeiros intermedidrios do parasito. Para
a agropecudria, a disponibilidade de uma vacina confidvel representa a diminuicdo de
perdas que somam mais de US$ 1.3 bilhdo ao ano na economia mundial [4], as quais
estdo relacionadas ao aborto, custos de tratamento veterinario, e ao menor rendimento
no ganho de peso e producédo de leite pelos animais infectados.

podem ser explicados pela variedade de antigenos presentes em M.
caninum e, ainda que alguns antigenos sejam responsaveis por modular
uma resposta imune protetora, outros possuem efeito contrério, favore-
cendo a invasdo pelo parasito e causando danos ao hospedeiro (HEM-
PHILL et al., 2013).

Este fato foi evidenciado quando vacinas experimentais utilizando

a proteina NcMIC4 nativa (purificada do parasito) e recombinante
demonstraram-se incapazes de induzir protecao e, além disso, foram
responsaveis pelo aumento da susceptibilidade em camundongos a
infeccao por N. caninum (SRINIVASAN et al., 2007).
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Apéds imunizacao de novilhas com taquizoitos inativados, sem a obten-
cao de uma resposta imune protetora, foi sugerido que epitopos mantive-
ram-se ausentes ou modificados devido a alteracdes provocadas durante
o processo de inativacao e, dessa forma, sendo apresentado ao sistema
imune uma variedade de epitopos nao tao relevantes para o desenvolvi-
mento de uma imunidade protetora (ADRIANARIVO et al., 1999).

Vacinas vivas

Na busca por vacinas contra a neosporose, sao estudadas também
vacinas vivas, as quais apresentam cepas menos virulentas do parasito
ou geneticamente modificadas em sua formulacdo. Como destacado
por Hecker et al. (2012), a protecao fornecida por este tipo de vacinas
as tornam importantes ferramentas no combate a doenca, contudo,
encontram-se limitacdes pela possibilidade de gerarem infeccoes créni-
cas com posterior transmissao vertical.

A dificuldade e o risco no cultivo de determinados microrganismos,

a possivel diferenca nos padrdes de expressao in vitro e in vivo e as
diferencas dos perfis de expressao de proteinas dos diferentes estagios
do ciclo de vida do patégeno sdo algumas das dificuldades e limitagcdes
encontradas nos laboratérios para o desenvolvimento de vacinas efica-
zes (GOODSWEEN et al., 2012). Na utilizacdo de vacinas atenuadas, ha
uma grande preocupac¢do com as cepas utilizadas e com os métodos de
atenuacao, pois pode haver o risco de transmissao de N. caninum para o
feto, resultando no nascimento de um animal congenitamente infectado
(INNES et al., 2011). Ainda, estas vacinas tendem a ser instaveis e pos-
suir tempo de prateleira relativamente curto (KNOX; REDMOND, 2006).

Dois isolados, Nc-Nowra (MILLER et al.,2002) e Nc-Spain 1H (ROJO-
-MONTEJO et al., 2009), foram identificados como menos virulentos e,
quando testados em camundongos, ndo foram observados sinais clini-
cos ou mortes resultantes da doenca (ROJO-MONTEJO et al., 2009;
HECKER et al., 2012). A cepa naturalmente atenuada Nc-Spain 1H foi
analisada por Rojo-Montejo et al. (2012) como vacina experimental,

na prevencao da transmissdo congénita da cepa Nc-Liv em fémeas de
camundongos BALB/c. Enquanto o grupo de animais ndo vacinados
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apresentou uma taxa de 84 % para mortalidade pés-natal nas ninhadas, o
grupo imunizado com duas doses de Nc-Spain 1H (na concentracéo de 5
x 10° taquizoitos vivos) apresentou uma taxa de 2,4%. Na avaliacdo por
reacdo em cadeia da polimerase (PCR), ndo foi detectada a presenca de
DNA do parasito no cérebro dos animais imunizados. Em relacdo a trans-
missdo vertical, o grupo de animais nao imunizados apresentou uma taxa
de 89,1%, enquanto que o grupo de animais que receberam as doses da
cepa atenuada, apenas 2,3% (ROJO-MONTEJO et al., 2012).

Outras abordagens como o isolamento de mutantes sensiveis a tem-
peratura, a irradiacdo de taquizoitos por raios gama, a atenuacao por
sucessivas passagens em cultura celular e a manipulacdo genética do
parasito, resultam em candidatos ao seu controle (RAMAMOORTHY et
al., 2006; MARUGAN-HERNANDEZ et al., 2011a).

N. caninum cepa NC-1 foi atenuada por radiagao y e inoculada em duas
doses na concentracdo de 1 x 10° taquizoitos para imunizagdo de ca-
mundongos C57BL6. Estes foram posteriormente desafiados com taqui-
zoitos na concentracdo de 2 x 107. Na sorologia dos animais vacinados
foi detectada resposta de anticorpos tanto do isotipo IgG1 quanto IgG2a,
sugerindo um equilibrio entre Th1/Th2. Na cultura de esplenécitos, fo-
ram observados niveis significativamente aumentados de IFN-y e IL-10,
enquanto IL-12 e IL-4 ndo foram detectados. Acompanhados por 25 dias
apés o desafio, nenhum camundongo do grupo vacinado havia morrido
ou apresentado sinais de neosporose, enquanto no grupo controle isto ja
ocorrera aos 7 dias pds desafio (RAMAMOORTHY et al., 2006).

Utilizando engenharia genética, Marugan-Hernandez et al. (201 1b) apre-
sentaram uma abordagem interessante, na qual obtiveram taquizoitos que
expressam constitutivamente NcSAG4, um importante e especifico antige-
no de bradizoitos. Dessa forma, obtiveram uma cepa com baixa persistén-
cia no cérebro de ratos e capaz de induzir resposta imune contra NcSAG4
anteriormente ao estagio encistado do parasito (MARUGAN-HERNANDEZ et
al., 2011b). Mesmo assim, as desvantagens das vacinas vivas atenuadas,
como o alto custo e a dificuldade para producao de taquizoitos, assim como
a persisténcia de infeccao cronica nos animais vacinados, ainda existem.
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Vacinas utilizando vetores bioldgicos

Vetores biolégicos como Herpesvirus e Vacciniavirus carreadores de
sequéncias proteicas recombinantes despertam o interesse de pesqui-
sadores por terem demonstrado eficacia contra infeccdes por protozoa-
rios (HECKER et al., 2012).

Nishikawa et al. (2001a) construiram vetores (Vacciniavirus) expressan-
do NcSRS2 e NcSAGH1, utilizados para a vacinacdo de camundongos
BALB/c, os quais apresentaram altos niveis de anticorpos IgG1 antes e
durante o desafio com N. caninum (concentracdo de 4 x 10* taquizoitos
vivos). Os mesmos foram sacrificados aos 5, 8 e 10 dias pés-infeccao
para a deteccao, pela técnica de PCR, de DNA do parasito no DNA total
extraido de cérebros e figados. Nao foi detectado DNA de N. caninum
nos cérebros de animais vacinados com o vetor expressando NcSRS2,
diferentemente do observado naqueles vacinados com o vetor expres-
sando NcSAG1 e na anaélise dos figados, em que ambos os vetores uti-
lizados ndo foram capazes de promover diferenca significativa do grupo
controle (NISHIKAWA et al., 2001a; NISHIKAWA et al., 2001b).

Brucella abortus atenuado (cepa RB51) também foi utilizado como
vetor expressando cinco antigenos imunodominantes de N. caninum:
NcMIC1, NcMIC3, NcGRA2, NcGRA6 e NcSRS2. Naquele estudo,

com a vacinacao e posterior desafio de camundongos C57BL/6, estas
proteinas testadas individualmente ou em associagcdo apresentaram
resultados satisfatérios, como a protecao a niveis de 90% com RB51-
-SRS2 e 100% para RB51-GRA6 (RAMAMOORTHY et al., 2007). Foi
evidenciada, também, a capacidade de induzir uma resposta imune
predominantemente celular e considerada uma abordagem interessante,
pois associa antigenos de N. caninum e B. abortus, objetivando o con-
trole de duas doencas bovinas abortivas importantes (RAMAMOORTHY
et al., 2007). Porém, para a utilizacao de vetores bioldgicos, principal-
mente os virus, é necessario um alto nivel de seguranca bioldgica e que
estes vetores tenham sua patogenicidade eliminada ou reduzida, sendo
incapazes de desenvolver danos ao organismo imunizado (URA et al.,
2014).
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Vacinas de DNA

Vacinas baseadas em plasmideos contendo sequéncias génicas de an-
tigenos de patégenos se unem a lista de alvos para o desenvolvimento
de um método de controle de neosporose. Monney et al. (2011) mon-
taram associacoes (quimeras) de sequéncias génicas parciais de trés
diferentes proteinas, NcMIC1, NcMIC3 e NcROP2, utilizando regides
preditas como mais imunogénicas e construindo quatro diferentes sequ-
éncias para expressao: NcMIC3E-NcMIC1E, NcROP2E-NcMIC3E-Nc-
MIC1E, NcMIC3E-NcROP2E-NcMIC1E, NcMIC3E-NcMIC1E-NcROP2E.
Mesmo contendo as mesmas partes destes antigenos, a associacado na
forma NcMIC3E-NcMIC1E-NcROP2E apresentou uma resposta imune
capaz de proteger 100% dos animais apés o desafio com N. caninum,
a qual ndo foi alcancada da mesma forma pelas outras quimeras, que
nao induziram protecdo acima de 70%. Ambas as construgbes estimu-
laram uma resposta baseada em IL-4 com baixos niveis de IFN-y (tipo
Th2) durante a vacinacao e, posteriormente ao desafio com o parasito,
os niveis de IL-4 foram menores que aqueles para IFN-y, semelhante ao
encontrado no grupo controle (MONNEY et al., 2011).

Cannas et al. (2003), a partir da vacinagcdo de camundongos com vaci-
nas de DNA contendo NcSRS2 ou NcSAG1, seguidos de um boost com
SRS2 (rSRS2) e SAG1 (rSAG1) recombinantes obtiveram protecdao com
niveis de 60% e 75% de camundongos desafiados com N. caninum,
respectivamente. Em outra pesquisa, também foi desenvolvida uma
vacina de DNA contendo a sequéncia génica de NcSRS2 para imuni-
zacao de camundongos BALB/c com posterior cultivo de esplendcitos
(ZHAO et al., 2009). Nesta ultima, os pesquisadores relatam uma baixa
resposta especifica para a proteina em ELISA, porém, observaram um
aumento nas concentracdes de 6xido nitrico, IL-2 e IFN-y nos cultivos
celulares estimulados com NcSRS2 recombinante.

Liddell et al. (2003) construiram plasmideos para expressdo de duas
diferentes proteinas: NcGRA7, pertencente aos granulos densos de
taquizoitos, e NcsHSP (small heat shock protein), ambas relativamente
pouco estudadas, porém com expressao altamente regulada duran-
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te o desenvolvimento do parasito. Testes /n vitro utilizando células

de fibroblastos humanos transformadas com os plasmideos pCMVi-
-NcGRA7 e pCMVi-NcsHSP comprovaram a expressao destas protei-
nas, enquanto a vacinacao realizada com as proteinas recombinantes
em camundongos BALB/c fémeas gestantes conferiu protecao parcial
para a transmissao congénita do parasito. Os animais vacinados com
os plasmideos foram posteriormente desafiados com N. caninum e, em
comparagdo com os controles, deram origem a ninhadas que possuiam
em torno de 50% menos filhotes PCR positivos para o parasito.

Vacinas de subunidades recombinantes

A expressao de peptideos/proteinas recombinantes em sistemas de
expressao tais como plantas, virus, fungos, bactérias, células de inseto
e de animais, desperta o interesse de pesquisadores para sua utilizacao
como vacinas de subunidade (DINIZ; FERREIRA, 2010).

A utilizacdo de peptideos isolados (que contenham epitopos importan-
tes para a resposta imunolégica) em vacinas pode estimular a protecao
sem efeitos ou reagcdes imunes antagbnicas causadas por outras estru-
turas do patégeno, havendo uma resposta de acordo com cada pepti-
deo testado. Quando associados (fracdes peptidicas fusionadas), estes
podem levar a respostas melhores na protecdo de determinada doenca
ou dirigir a imunizacao para mais de um tipo de cepa ou sorotipo de
patégeno (HANSSON et al., 2000; MONNEY et al., 2011; HEINSON et
al., 2015). A imunizacao de animais de experimentacdao com peptideos
do parasito expressos de forma recombinante tornou-se uma das prin-
cipais ferramentas para anélises de protecdo e soroconversao a partir
destas fracdes (HECKER et al., 2012; MONNEY; HEMPHILL, 2014).

Trés diferentes proteinas recombinantes de N. caninum foram expres-
sas em E. coli: rNcPDI, rNcROP2 e INcMAG1. Estas proteinas foram
inoculadas pelas vias intranasal e intraperitoneal em camundongos
C57B1/6, buscando avaliar qual destas seria a melhor para estimular
uma resposta protetora frente ao desafio. A andlise destes dados suge-
re que a via de imunizacao exerce um papel importante na inducao de
imunidade especifica, pois aos 28 dias apés a infeccao, rNcPDI admi-
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nistrada pela via intraperitoneal apresentou 20% de protecao, enquanto
que a via intranasal, conferiu protecdo de 90%. De maneira inversa,
rNcMAG1 apresentou neste mesmo periodo protecdo de 10% quando
inoculada via intranasal e 50% quando aplicada via intraperitoneal.
Independente da via de administracdo, a proteina rNcROP2 conferiu
niveis de protecdo que se mantiveram acima de 60% apds 28 dias do
desafio (DEBACHE et al., 2010).

Foram desenvolvidas vacinas experimentais utilizando as proteinas
recombinantes rNcROP2, rNcROP40, rNcGRA7, rNcNTPase e asso-
ciacoes destas, expressas em E. coli, para avaliar a resposta imune
humoral e a protecao conferida no processo de transmissao vertical
em fémeas de camundongos BALB/c. Os animais foram vacinados com
estes antigenos e desafiados com a cepa Nc-Liverpool, anteriormente
ao periodo de gestacao, possibilitando a avaliacdo da transmissao con-
génita do parasito. A proteina rNcROP2 representou um aumento de
6,3% na taxa de sobrevivéncia da prole, enquanto a quimera rNcROP2/
NcROP40 exibiu 16,2% de aumento, contrastando com os demais
grupos vacinados com rNcROP40, rNcGRA7, rNcNTPase e rNcGRA7/
NcNTPase, que, até os 30 dias do periodo pds-natal, apresentaram
100% de mortalidade nas ninhadas. Todos os grupos de camundongos
exibiram uma resposta imune baseada em IgG1 e, a partir de esplené-
citos dos animais dos grupos vacinados, o grupo inoculado com rN-
cROP2 apresentou producao significativamente maior de IFN-y quando
comparado aos demais (PASTOR-FERNANDEZ et al., 2015).

A partir de bibliotecas de fagos, foram isoladas e expressas duas prote-
inas de ligagdo com a célula hospedeira, NcGRA7 e, pela primeira vez
descrita, NcP78, uma proteina de 78 kDa, as quais foram inoculadas
separadamente em camundongos BALB/c em 3 doses com 2 semanas
de intervalo. Apds a primeira imunizagao, niveis de IgG1 eram signifi-
cativamente maiores em ambos os grupos vacinados com NcGRA7 e
NcP78, enquanto os niveis de IlgG2a aumentaram significativamente
apo6s a 3° imunizacao nestes grupos. Além disso, utilizando soros dos
animais imunizados, foi avaliado o efeito inibitério na invasao de células
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Vero por N. caninum, demonstrando que soros do grupo imunizado
com NcGRA7 foram mais eficazes neste processo de inibicdo in vitro
(LV et al., 2015).

O mesmo sistema de expressao (E. coli) foi utilizado para obter quatro
proteinas recombinantes de bradizoito: rNcBAG1, rNcBSR4, rNcMAG1
e rNcSAG4. Camundongos foram vacinados com duas doses em
grupos separados com formulagdes contendo a proteina testada mais
adjuvante 6leo-em-agua e, apds cinco semanas, foram desafiados com
taquizoitos de N. caninum. Os grupos vacinados com rBAG1, rMAG1 e
rNcSAG4 demonstraram poucos ou moderados sinais clinicos da doen-
ca, enquanto aqueles vacinados com NcBSR4 desenvolveram a doenca
de forma severa (UCHIDA et al., 2013).

Vacinologia reversa

Uma abordagem in silico para a busca por fracoes imunogénicas de
subunidades pode ser mais interessante do que a busca de efetivida-
de em vacinas tradicionais atenuadas ou inativadas. Com este tipo de
analise é possivel predizer quais proteinas, dentre as diversas presentes
no parasito, serao capazes de estimular uma atividade desejada pelo
sistema imune a partir de epitopos de linfécitos T que possam se ligar
ao complexo de histocompatibilidade (MHC) ou a partir de proteinas de
superficie ou secretadas que contenham epitopos de linfécitos B (figura
6) (GOODSWEEN et al., 2014).

O sequenciamento do genoma e transcriptoma de taquizoitos de N.
caninum cepa Liverpool auxiliaram no estudo de novos peptideos-alvo
para sintese ou expressao recombinante a partir da comparacao com
sequéncias de 7. gondii em busca de similaridades e diferencas (REID
et al., 2012). A vacinologia reversa pan-genémica analisa diferentes
genomas de uma mesma espécie de patdgeno buscando padrdes de
variabilidade genética que possam ser levados em consideracao durante
a construcao de uma vacina. O pan-genoma pode ser definido como
um repertorio global genético pertencente a espécie, dividido em partes
como “core-genome”, aquele que concentra genes invaridveis e con-
servados, “dispensable genome”, para genes que estao presentes em
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Epitopo linfécito T Epitopo linfécito B

EGJ KXY

Figura 6. Identificacdo de proteinas antigénicas que possuam epitopos para linfécitos B e T. A busca
por epitopos em imundgenos para o controle da neosporose tem sido abastecida por inimeros
estudos de predicdo in silico [22] e resultados disponiveis na literatura, que abordam proteinas e
seus determinantes antigénicos de forma isolada, frente a inducéo de protecéo contra a infeccao
por N. caninum em modelos bioldgicos [68,69]. Adaptado de Goodswen et al. (2014). MHCII, Major
Histocompatibility Complex II; TCR, T cell receptor; APC, Antigen-Presenting Cell.

algumas, mas ndo em todas as cepas, e genes “strain-specific”, aque-
les presentes em um Unico isolado (SERRUTO et al., 2009).

A disponibilizacao de sequéncias génicas de microrganismos em ban-
cos de dados possibilitou a utilizacdo da “Vacinologia Reversa” que,
utilizando anélises in silico, pode predizer proteinas-alvo que contenham
epitopos importantes para a inducdo de uma resposta imune protetora
pelo hospedeiro, demonstrando-se como uma alternativa a aplicacao de
vacinas atenuadas ou inativadas (RAPPUOLI, 2001).

O potencial dos “—omas” (genoma, transcriptoma, proteoma e metabo-
loma) é reconhecido e utilizado como ferramenta no entendimento de
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patégenos e na busca de vacinas e alvos para medicamentos. As infor-
macodes disponiveis sobre o parasito revelam que cepas de N. caninum

sdo extremamente similares, contudo possuem diferencas significativas
no comportamento do parasito, principalmente relacionadas a viruléncia
(GOODSWEEN et al., 2013).

No entanto, nao foi encontrado, até o momento, relato sobre a utili-
zacao de peptideos desenhados e sintetizados por vacinologia reversa
com o objetivo de estimular uma resposta imune contra N. caninum em
bovinos.

Consideracoes finais

A principal problematica da neosporose em bovinos é sua manutencao
pela transmissdo vertical em animais assintomaticos, principalmente na
auséncia do hospedeiro definitivo. Além disso, o impacto econémico da
neosporose se da, principalmente, em funcdo desta doenca provocar
abortos em consequéncia desta caracteristica (CANTON et al., 2014).
Isso porque ainda nao existem outros prejuizos considerados, como
despesas com programas de controle, o descarte de fémeas infectadas
dos rebanhos de matrizes, nem com o préprio tratamento da mesma.

Buscando um método que controle a infeccdo e a transmissao do
patégeno nos rebanhos bovinos, diversas vacinas experimentais estao
sendo desenvolvidas com formulacées contendo o parasito vivo (ROJO-
-MONTEJO et al., 2009; WEBER et al., 2013), vacinas utilizando ve-
tores bioldgicos (JIA et al., 2013; PENARETE-VARGAS et al., 2010),
vacinas de DNA (ZHAO et al., 2009; MONNEY et al., 2011) e vacinas
compostas por subunidades recombinantes, geralmente proteinas rela-
cionadas ao processo de invasao da célula hospedeira (UCHIDA et al.,
2013; LV et al., 2015).

Ensaios baseados na imunizacdao de modelos animais — normalmente
camundongos — concluem sobre a capacidade de estas vacinas indu-
zirem uma resposta protetora que impeca a infeccao pelo parasito e,
principalmente, sua transmissao vertical através da sua capacidade de
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estimular a producao de citocinas fundamentais para a resposta imu-
ne mediada por células (por exemplo IFN-y e TNF-a) e para a resposta
imune humoral (por exemplo: IL-4 e IL-10).

Na literatura, é possivel observar diferentes niveis de protecao induzi-
dos pela vacinacao. Algumas vacinas conferem até 100% de protecao,
em que todos os animais de um grupo desafiado permanecem sem
apresentar sinais clinicos da doenca (MONNEY et al., 2011). No entan-
to, outras ndo sao capazes de estimular o sistema imune a impedir de
forma eficaz a infecgdo e transmissdo congénita de taquizoitos (ADRIA-
NARIVO et al., 1999).

Contudo, é importante destacar que estes estudos diferem quanto a
concentracao de proteina por dose, ao niumero de imunizacdes, a via
de inoculacao, ao adjuvante vacinal, ao modelo animal, a cepa de de-
safio e a concentracdo de taquizoitos, entre outros fatores relevantes
ao processo de andlise de eficacia de uma vacina para o controle da
neosporose. Assim, ha uma dificuldade na comparacao entre os niveis
de protecao conferidos pelas vacinas testadas, demonstrando que
este tipo de estudo deve ser feito de forma criteriosa e considerando
as variaveis citadas (GOODSWEEN et al., 2014). Além disso, mesmo
que uma vacina testada em modelos murinos apresente eficacia na
protecao contra a neosporose, essa ainda devera ser testada e validada
em modelos animais bovideos. Sendo assim, entende-se que hd uma
grande lacuna entre os protétipos vacinais pesquisados hoje e a dispo-
nibilizacdo de um produto capaz de controlar a neosporose bovina.

A busca de candidatos para vacinas experimentais por meio da vacino-
logia convencional, baseada na cultura de patégenos e posterior purifi-
cacao de suas estruturas proteicas, ainda é um campo ativo na pesqui-
sa (HEINSON et al., 2015). No entanto, a disponibilizacdo de anotagées
de sequéncias genémicas, protedmicas e transcriptébmicas em bancos
de dados possibilitou, por meio de bioinforméatica, a predicdo de an-
tigenos com maior potencial imunogénico, iniciando uma abordagem
chamada de vacinologia reversa (SERRUTO et al., 2009).
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Andlises in silico foram executadas por Monney et al. (2011) para
predicao de peptideos importantes para indugcdo de uma resposta imune
protetora e, apds definicdo das sequéncias aminoacidicas, os autores
desenvolveram quimeras para imunizacao de modelos murinos. Assim
como esses cientistas, o grupo de pesquisa do Laboratdério de Biologia
do Carrapato da Embrapa Gado de Corte, em parceria com o grupo do
Laboratério de Microbiologia do Centro de Desenvolvimento Tecnolé-
gico da Universidade Federal de Pelotas, estuda vacinas experimentais
e testes de imunodiagndstico que utilizam regides imunodominantes e
quimeras de proteinas como NcROP2 e NcSRS2 (LIMA et al., 2007,
GONCALVES et al., 2008; PINHEIRO et al., 2013), cujos envolvimen-
tos no processo de infeccdo da célula hospedeira ja estao descritos,
associadas a proteinas moduladoras de resposta imune, como LTB
(subunidade B da enterotoxina termolabil de E. coli) e Oprl (lipoproteina
da membrana externa de Pseudomonas aeruginosa).

A LTB é uma alternativa valida para a funcao de molécula carreadora
jd que é composta por cinco polipeptidios idénticos (com peso molecu-
lar de 11,6 kDa cada), sendo capaz de modular a resposta do sistema
imunolégico e caracterizada como um potente adjuvante de mucosas
(DA HORA et al., 2011). Oprl é um ligante TLR2, com caracteristicas
de modulacao da resposta imune humoral e celular, com potencial uso
como adjuvante de mucosas (CORNELIS et al., 1996; LOOTS et al.,
2008; BASTO et al.,, 2012; BASTO et al., 2014).

Na busca por uma diminuicdo do impacto econémico, € comum se
fazer referéncia a diminuicao de casos de aborto no rebanho como uma
resposta positiva da vacina. Porém, é preciso considerar que o aborto
impede a propagacao de N. caninum e que a diminuicdo da taxa de
aborto nado significa, necessariamente, que a transmissao vertical nao
ocorreu, mas sim que esta vacina influenciou na infeccao do feto, po-
dendo ter inibido a acdo de alguma molécula responsavel por sua pato-
genicidade durante esta infeccao, reduzindo o seu potencial infeccioso.

A vacinacao via mucosas poderia ser uma solucéao, inibindo a invasao
intestinal pelos esporozoitos, pela atuacado do sistema imune de mu-



Situacdo atual das estratégias para desenvolvimento de antigenos para o controle d
neosporose em bovino

cosas com a participacao de células e IgAs secretoras. Porém, mesmo
que se consiga uma vacina capaz de proteger os bovinos contra a
infeccao por esporozoitos, os animais infectados teriam que ser descar-
tados da reproducao e ir para abate. S6 assim se teria uma reducao na
disseminacao do parasito.

Alternativas simples como a utilizacdo de diferentes adjuvantes tam-
bém poderiam auxiliar nesta busca. Com a utilizacdo de Montanide, que
sdo microemulsdes de dgua em 6leo composta de esqualeno estabili-
zado com surfactante (XU et al., 2009), teriamos, possivelmente, uma
alta secrecao de anticorpos, alta proliferagcdo de células T e um perfil
equilibrado de citocinas Th1/Th2, estimulando-se uma resposta imune
eficiente contra a propagacao de N. caninum. Esse adjuvante também
é conhecido por aumentar o recrutamento, a atividade e a migracao de
células apresentadoras de antigenos para os linfonodos, além de intera-
gir com as membranas celulares, favorecendo a captacado de antigenos
(MATA et al., 2013).

Dessa forma, uma vacina eficaz deverd ndo somente diminuir o abor-
to, mas sim, inibir a infeccao e reduzir a propagacao de N. caninum.
Como consequéncia, a doenca seria controlada e os casos de aborto
por neosporose reduzidos sem impacto nos plantéis de fémeas bovinas
reprodutoras.

Mais pesquisas sdo necessarias para se aumentar o leque de opg¢des de
antigenos hoje existentes. Além disso, se faz necessario testar vaci-
nas promissoras diretamente em bovinos. Porém, antes de se testar, é
preciso que haja a determinacdo de um sistema seguro para tal, com a
padronizacao dos desafios, tornando os estudos comparaveis entre si e
possibilitando interpretacées mais conclusivas.

A lacuna existente pela falta de vacinas de alta eficacia e confiabilidade
no mercado pode ser preenchida com o desenvolvimento de produtos
biotecnoldgicos de caracteristicas comerciais atrativas que possam
atender a cadeia produtiva da bovinocultura como alternativa eficaz no
combate a neosporose.
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