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RESUMO

Neospora caninum é um protozodrio do filo Apicomplexa que causa doencgas
neuromusculares em caes e abortos em bovinos, acarretando significativas perdas
econdmicas. Estudos em modelos murinos t€m contribuido para caracterizar novos
antigenos e estratégias para procedimentos de vacinacdo. Oligodeoxinucleotideos
(ODN) com seqiiéncias CpG sdo considerados potentes imunoadjuvantes para varios
patégenos, mas hd limitada informagdo sobre sua utilizacdo em vacinacdo contra
neosporose. O objetivo deste estudo foi avaliar o potencial de antigenos de lisado total
(NLA) e de excre¢ao-secrecao (NCESA) de N. caninum combinados com ODN-CpG na
induc¢do de resposta imune e protecao contra infec¢dao por N. caninum em camundongos.
Seis grupos de camundongos C57BL6 foram imunizados subcutaneamente com NLA,
NLA+CpG, NcESA, NcESA+CpG, CpG (controle do adjuvante) ou PBS (controle da
infec¢do), com trés reforcos em intervalos de 2 semanas. Andlises soroldgicas
mostraram aumento na resposta de IgG2a anti-N. caninum em grupos de animais
imunizados com qualquer antigeno combinado com adjuvante CpG e niveis elevados do
isotipo IgG1 naqueles grupos contendo somente antigenos. Respostas proliferativas
apos estimulagdo antigénica in vitro foram mais elevadas nos grupos imunizados com
antigenos associados com CpG, com alta producdao de IL-12, mas camundongos
imunizados com NcESA ou NcESA+CpG exibiram maiores niveis de IFN-y e elevada
razdo IFN-y/IL-10. Apés desafio com 2 x 10’ taquizoitas de N. caninum, camundongos
vacinados com NLA+CpG ou NLA apresentaram os mais baixos escores de morbidade
e alteracdes de peso corporal em comparagdo aos outros grupos, € nenhum animal
sucumbiu a infec¢do. Em contraste, camundongos vacinados com NcESA+CpG ou
NcESA exibiram os mais altos escores de morbidade, alteracdes de peso corporal e
taxas de mortalidade apds desafio, associado com a maior carga parasitiria cerebral
determinada por PCR e imunohistoquimica. Pode-se concluir que ODN-CpG foi capaz
de induzir elevada resposta imune humoral e celular do tipo Thl pela producdo de
maiores niveis de IgG2a que IgG1 para qualquer antigeno, NLA ou NcESA, e uma forte
resposta imune celular associada com altos niveis de IFN-y foi relacionada mais ao
antigeno NcESA do que ao adjuvante utilizado. Vacinacdo com NLA+CpG ou NLA
resultou em total protecdo dos camundongos enquanto NcESA+CpG ou NcESA
induziram maior susceptibilidade dos animais apds desafio com N. caninum.

Palavras chave: Neospora caninum, ODN-CpG, adjuvante, vacinacao



ABSTRACT

Neospora caninum 1is an apicomplexan parasite that causes neuromuscular diseases in
dogs and abortion in cattle worldwide, leading to significant economic losses. Studies
using murine models have contributed to characterize novel antigens and strategies for
successful protocols of vaccination. CpG oligodeoxynucleotides (ODN) have shown to
be potent immunoadjuvants for several pathogens, but there is limited information
concerning its utilization in vaccination for neosporosis. This study aimed to evaluate
the potential of Neospora lysate antigen (NLA) or excreted-secreted antigen (NCESA)
combined with CpG-ODN in inducing enhanced immune response and protection
against N. caninum infection in mice. Six groups of C57BL6 mice were vaccinated
subcutaneously three times at 2-week intervals with NLA, NLA+CpG, NcESA,
NcESA+CpG, CpG (adjuvant control) or PBS (infection control). Serological assays
showed an increased IgG2a response in groups of animals immunized with either
antigen plus adjuvant and elevated levels of the IgG1 isotype in those presenting antigen
preparations alone. Splenocyte proliferative responses upon antigen stimulation in vitro
were higher in groups immunized with either antigen plus CpG, with increased 1L-12
production, but mice immunized with NcESA or NcESA+CpG exhibited higher IFN-y
levels and IFN-y/IL-10 ratio. After a month of the 3" booster and challenge with 2 x 10’
N. caninum tachyzoites, mice vaccinated with NLA+CpG or NLA alone had lower
morbidity score and body weight changes in comparison to other groups, and no animal
succumbed to infection. In contrast, mice vaccinated with NcESA+CpG or NcESA
exhibited the highest morbidity scores, body weight changes and mortality rates after
challenge, associated with a greater brain parasite burden determined by PCR and
immunohistochemistry. In conclusion, CpG-ODN was able to induce an increased Th1-
type immune response as determined by higher levels of IgG2a than IgG1 for either
antigen, NLA or NcESA, and a strong cellular immune response associated with high
levels of IFN-y was related to the NcESA antigen rather than the adjuvant used. Also,
vaccination with NLA+CpG or NLA alone resulted in total protection of mice, while
NcESA alone or combined with CpG became mice more susceptible to parasite
challenge.

Key words: Neospora caninum, CpG-ODN, adjuvant, vaccination
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1. INTRODUCAO

1.1. Parasito

Neospora caninum é um protozodrio intracelular obrigatério, pertencente ao filo
Apicomplexa e a subclasse Coccidia, apresentando caracteristicas morfoldgicas,
genéticas e antigénicas semelhantes a Toxoplasma gondii, porém com diferencas quanto
a biologia, intera¢do parasito-hospedeiro e caracteristicas da doenca que causam em
seus hospedeiros. N. caninum tem sido extensivamente estudado nos ultimos anos, por
causar doenca neuromuscular em cdes e aborto e mortalidade neonatal em bovinos,
ocasionando significativas perdas econdmicas para a bovinocultura de todo o mundo
(DUBEY; SCHARES; ORTEGA-MORA, 2007).

Historicamente, N. caninum foi primeiramente reconhecido em 1984 na Noruega,
em cdes com desordens neurolégicas, mas soronegativos para T. gondii (BIERKAS;
MOHN; PRESTHUS, 1984). Mais tarde, Dubey e colaboradores (1988a) encontraram
um parasito semelhante em cortes histoldgicos de ciaes com doenca fatal sugestiva de
toxoplasmose, mas trés caracteristicas diferenciavam do quadro de toxoplasmose: (1)
paralisia predominante dos membros posteriores; (2) cistos teciduais com paredes
espessas (1-4 wm) e restritos a tecidos neurais; (3) testes sorolégicos e
imunohistoquimicos negativos para 7. gondii. Assim, um novo género Neospora e
espécie Neospora caninum foram propostos para este novo protozodrio e, logo apds a
sua descri¢do, N. caninum foi isolado em cultura celular a partir de cistos teciduais de
cdes com infeccdo congénita (DUBEY et al., 1988b) e identificado em bovinos como

causa de aborto (THILSTED; DUBEY, 1989).

1.2. Hospedeiros intermediarios e definitivos

N. caninum estd amplamente distribuido e acomete vdrias espécies animais,
embora cause doenca clinica em bovinos e cdes. Evidéncia direta de infeccdo natural
por N. caninum foi demonstrada pela identificacdo do parasito em tecidos de carneiros,
cabras, veados, bufalos e cavalos (DUBEY, 2003). No Brasil, ja foram relatados na
literatura isolamento do parasito em um cdo (NC-Bahia) (GONDIM et al., 2001) e um
bezerro (BNC-PR1) (LOCATELLI-DITTRICH et al.,, 2003), ambos com sinais
neuroldgicos e a partir de cistos cerebrais, nos estados da Bahia e Parani,

respectivamente. Recentemente, os bufalos foram descritos como importantes



reservatorios naturais de N. caninum, com isolamento do parasito de cistos cerebrais
(NcBrBuf-1, 2, 3, 4 € 5) de bufalos da regido norte do Brasil (RODRIGUES et al., 2004,
2005).

Exposicdo a N. caninum evidenciada pela resposta de anticorpos foi relatada em
vérias espécies de animais domésticos e silvestres (raposas, coiotes, lobos, alpacas e
camelos) (DUBEY, 2003). Infec¢Oes experimentais foram realizadas com éxito em
bovinos, carneiros, cabras, porcos, cdes, gatos, camundongos, gerbis, macacos e
pombos (DUBEY et al., 2002).

Outros possiveis hospedeiros intermedidrios de N. caninum sdo os humanos,
levantando a questdo sobre o seu potencial zoonético. Embora nio haja relatos
comprovados sobre a infec¢do por N. caninum em humanos (GRAHAM et al., 1999;
PETERSEN et al., 1999) e nem a demonstracio de DNA do parasito em tecidos
humanos (DUBEY; SCHARES; ORTEGA-MORA, 2007), evidéncias soroldgicas de
exposicao ao parasito foram demonstradas em diferentes populagdes humanas (NAM;
KANG; CHOI, 1998; TRANAS et al.,, 1999). Em contraste, um recente estudo
retrospectivo realizado na Inglaterra com uma grande amostragem de soros da
populacdo geral e de um grupo de alto-risco ndo mostrou evidéncia de exposicao
humana a N. caninum (McCANN et al., 2008). Entretanto, nosso grupo demonstrou
maior soropositividade a N. caninum em pacientes infectados pelo virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) e com desordens neuroldgicas quando comparado a
individuos sauddveis, aludindo novas questdes sobre o papel de N. caninum em
pacientes imunocomprometidos (LOBATO et al., 2006).

A estreita relacdo de N. caninum com T. gondii levou a suspeita inicial de um
hospedeiro definitivo carnivoro para N. caninum. Além disso, estudos epidemioldgicos
indicavam associacdo entre a presenca de cades e o risco de aborto ou infeccdes
neonatais por N. caninum em bovinos (PARE et al., 1998; WOUDA et al., 1999). Em
1998, apds 10 anos de sua descricdo, foi descoberto seu hospedeiro definitivo, pela
demonstracdo de oocistos nas fezes de cdes alimentados com cistos teciduais de
camundongos experimentalmente infectados com N. caninum (McALLISTER et al.,
1998; LINDSAY; DUBEY; DUNCAN, 1999). Atualmente, coiotes (Canis latrans) sao
também considerados como hospedeiro definitivo adicional de N. caninum (GONDIM
et al., 2004) e é possivel que outros canideos silvestres possam exercer o papel de
hospedeiros definitivos para N. caninum. Neste contexto, varios estudos tém

demonstrado a presenca de anticorpos anti-N. caninum em vérias espécies de canideos



silvestres, incluindo o lobo-guard (VITALIANO et al., 2004; SILVA et al., 2005).
Recentemente, um estudo com infeccdo experimental de N. caninum em aves
demonstrou que caes eliminam oocistos nas fezes apds alimentacdo com ovos
embrionados de galinhas inoculados com taquizoitas de N. caninum, levantando a
questdo que as aves podem participar como reservatorios do parasito (FURUTA et al.,
2007). Logo ap6s, galinhas (Gallus domesticus), principalmente as galinhas caipiras ou
de criacdo extensiva, foram confirmadas como hospedeiros naturais de N. caninum
(COSTA et al., 2008). Estes achados tém grande importancia epidemioldgica, uma vez
que as galinhas sdo cosmopolitas e fontes de alimento para muitas outras espécies de

animais, incluindo os cées, os hospedeiros definitivos do parasito.

1.3 Ciclo biolégico

N. caninum possui ciclo de vida heteroxeno tipico de parasitos do filo
Apicomplexa, alternando entre hospedeiros definitivos (replicacio sexuada) e
intermedidrios (replicacdo assexuada). A fase assexuada ocorre em ampla faixa de
hospedeiros intermedidrios herbivoros ou onivoros (mamiferos domésticos e silvestres),
enquanto a fase sexuada € limitada a hospedeiros definitivos canideos (cdo e coiote)
(McALLISTER et al., 1998; GONDIM et al., 2004).

Embora os estdgios sexuados ainda ndo tenham sido completamente descritos, o
ciclo parece ser muito similar ao de 7. gondii e envolve trés formas infecciosas:
taquizoitas (livres ou em grupos), bradizoitas (em cistos teciduais) e esporozoitas (em
oocistos) (Figuras 1 e 2).

Taquizoitas e cistos teciduais sdo encontrados em hospedeiros intermedidrios,
onde ocorrem duas fases de desenvolvimento assexuado. Na primeira fase, taquizoitas
invadem as células e se multiplicam rapidamente por endodiogenia, levando a formagao
de pseudocistos que se rompem e liberam taquizoitas que disseminam para varios
tecidos (sistema nervoso central, olho, musculos esquelético e cardiaco). Os taquizoitas
causam forte resposta inflamatéria e destruicdo de tecidos e sdo responsdveis pela
manifestacdo clinica da doenca (fase aguda). Sob a pressdo da resposta imune do
hospedeiro, os taquizoitas se transformam em bradizoitas que iniciam a segunda fase de
desenvolvimento assexuado (DUBEY, 2003).

Bradizoitas se multiplicam lentamente por endodiogenia e vao formar os cistos
teciduais intracelulares, predominantemente em tecidos neurais e musculares, podendo

persistir por toda a vida do hospedeiro (fase cronica). Quando ingeridos por hospedeiros



definitivos, a parede dos cistos € digerida por enzimas proteoliticas, liberando
bradizoitas que invadem células epiteliais do intestino delgado e iniciam o
desenvolvimento da fase assexuada (esquizogonia) com formacdo de esquizontes e
liberacdo de merozoitas, os quais iniciam a fase sexuada (gamogonia) com a produgdo
final de oocistos ndo esporulados (imaturos ou ndo infecciosos) que sdo eliminados com
as fezes (DUBEY, 2003).

No ambiente, sob condi¢des 6timas de oxigenacao, temperatura e umidade, ocorre
a esporogonia entre 1 e 5 dias, levando ao desenvolvimento de oocistos esporulados
(infecciosos) que podem permanecer vidveis no solo por longo tempo. Apds a ingestdo
de oocistos esporulados por hospedeiros intermedidrios, os esporozoitas sdo liberados
no trato digestivo e invadem as células do epitélio intestinal, fibroblastos e leucdcitos,
multiplicando-se como taquizoitas que disseminam por todo o organismo. Apds alguns
ciclos de multiplicacdo, taquizoitas ddo origem a bradizoitas e formam novos cistos

teciduais (DUBEY, 2003).
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Figura 1. Ciclo biol6gico de Neospora caninum. Fonte: Dubey (2003).
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Figura 2. Formas infecciosas de N. caninum. (A) Impressdo de figado de camundongo infectado
experimentalmente com N. caninum, demonstrando numerosos taquizoitas (Coloracdo Giemsa).
Notar que os taquizoitas variam em dimensdo dependendo do estdgio de divisdo: (a) taquizoita
delgado, (b) taquizoita antes da divisdo, e (c) trés taquizoitas em divisdo e uma hemadcea (seta) para
comparagdo de tamanho. (B) Corte histoldgico de cisto tecidual dentro de um neurdnio do corddo
espinhal de bezerro infectado congenitamente (Coloracdo por Hematoxilina e Eosina). Notar a
espessura da parede do cisto (cabecas de setas opostas) e a quantidade de bradizoitas dentro do cisto
(triAngulo aberto), e o nucleo da célula hospedeira estd indicado pela seta. (C) Oocisto ndo
esporulado (seta) com uma massa central ndo dividida encontrado em fezes de um cado. (D) Oocisto

esporulado (seta) com dois esporocistos internos. Fonte: Dubey; Schares; Ortega-Mora, 2007



1.4. Transmissao

A transmissdo vertical foi demonstrada em vérios hospedeiros (bovinos, caes,
carneiros, cabras, gatos, camundongos, macacos e porcos) e € o principal modo de
transmissdo em bovinos (DUBEY, 2003).

Nos bovinos o parasito € transmitido da mae para o feto via placenta, durante
sucessivas gestacoes, indicando que este modo de transmissdo € altamente eficiente e
que bovinos nao desenvolvem boa imunidade protetora contra a transmissao vertical do
parasito, contribuindo significativamente para a persisténcia da infec¢do no rebanho
(DAVISON; OTTER, TREES, 1999).

Duas formas de transmissdo transplacentdria foram caracterizadas para melhor
definir a origem da infec¢do fetal em bovinos (TREES; WILLIAMS, 2005): (1)
infeccdo transplacentdria endogena, na qual o feto pode ser infectado como resultado
de reativacdo de infeccdo materna pré-natal, provavelmente devido aos efeitos da
progesterona e balango alterado do sistema imune por citocinas reguladoras, tais como
IL-10 e IL-4 (QUINN; MILLER; ELLIS, 2004). Bradizoitas contidos dentro de cistos
teciduais recrudescem e diferenciam, resultando em parasitemia de taquizoitas, que
entdo atravessam a placenta e infectam o feto, causando aborto ou infeccdo congénita,
dependendo do tempo de gestacdo em que o feto se torna infectado (WILLIAMS et al.,
2000; WILLIAMS et al., 2007); e (2) infeccdo transplacentdria exogena, na qual a
transmissdo fetal ocorre como resultado de infeccdo primdria materna durante a
gestacdo (TREES; WILLIAMS, 2005). A freqiiéncia relativa com que estas duas formas
de transmissdo ocorrem € critica para abordagem de medidas de controle da neosporose
bovina (WILLIAMS; TREES, 2006).

A transmissao horizontal pode ocorrer pela ingestdo de cistos teciduais presentes
em cérebro, medula espinhal, coracdo e musculos por hospedeiros intermedidrios, ou
pela ingestdo de oocistos, através de dgua ou alimentos contaminados. A ingestdo de
oocistos esporulados de N. caninum do ambiente € o tinico modo de infec¢cdo natural em
bovinos apds o nascimento (GONDIM et al., 2004).

A transmissdo heteroxena ciclica de N. caninum foi comprovada
experimentalmente entre cdes e vdrios hospedeiros intermedidrios (cabras, carneiros,
gerbis, cobaias, ratos e camundongos) (SCHARES et al., 2001). A transmissdo ciclica
de N. caninum entre caes e bovinos foi também demonstrada pela administracao oral de

oocistos a bovinos e subseqiiente administragdo de tecidos dos bovinos infectados a



cdes, com nova eliminagdo de oocistos, e assim sucessivamente (GONDIM; GAO;
MCcALLISTER, 2002).

Outras rotas secunddrias de transmissao horizontal como lactogénica, venérea ou
inseminacao artificial tém sido investigadas. A possibilidade de transmissao lactogénica
de N. caninum foi sugerida apds a demonstracdo de infec¢do oral em bezerros recém-
nascidos de vacas soronegativas através de colostro artificialmente contaminado com
taquizoitas (UGGLA et al., 1998) e recentemente pela deteccdo de DNA do parasito no
colostro e leite de vacas soropositivas (MOSKWA et al., 2007).

A presenca de DNA de N. caninum em sémen de touros com infec¢do
naturalmente adquirida (ORTEGA-MORA et al., 2003) e o encontro de taquizoitas de
N. caninum em 6rgaos genitais de camundongos machos imunodeficientes (MASUDA
et al., 2007) sugerem a possibilidade de transmissao venérea, mas o seu real papel na
transmissdo da neosporose bovina precisa ainda ser determinado.

A inoculagdo intra-uterina de s€émen contaminado com taquizoitas de N. caninum
em novilhas resultou em infeccdo materna e nimero reduzido de embrides vidveis,
embora DNA do parasito nao tenha sido detectado em nenhum embrido (SERRANO et
al.,, 2006). Entretanto, vacas inseminadas apds congelamento e descongelamento de
sémen contaminado com taquizoitas de N. caninum falharam em adquirir a infeccdo
(CANADA et al., 2006).

A transmissdo da neosporose por transferéncia de embrides parece também ser
pouco provavel, uma vez que a transferéncia de embrides de doador soropositivo em
receptor soronegativo resultou em feto negativo para N. caninum, enquanto a
transferéncia de embrides de doador soronegativo para receptor soropositivo resultou

em infeccao fetal (BAILLARGEON et al., 2001).

1.5. Patogénese e interacao parasito-hospedeiro

Na patogénese da infecc@o por N.caninum, a invasdo celular é o principal evento
de processos complexos e muito semelhantes entre os parasitos do filo Apicomplexa,
sendo um mecanismo ativo que requer energia do parasito e de seu proprio sistema de
actina/miosina (CARRUTHERS; SIBLEY, 1999). Os estdgios invasivos apresentam um
complexo apical composto por condide, anel polar, microtibulos e organelas secretorias
(micronemas, roptrias e granulos densos), que sdo utilizados pelo parasito durante um
processo orquestrado de adesdo e invasdo de células hospedeiras (BUXTON;

McALLISTER; DUBEY, 2002).



Desta forma, a invasao celular pode ser resumida em trés etapas:

(1) A interacdo inicial entre o parasito e a célula hospedeira ocorre sem qualquer
orientagdo e envolve antigenos de superficie imunodominantes do parasito
(NcSAG1 e NcSRS2). Os parasitos entdo se reorientam, posicionando a
extremidade anterior para a extrusdo do condide, seguida por invaginacdo da
membrana da célula hospedeira para formar o vactolo parasitéforo (VP), onde
vdrias proteinas de micronemas (adesinas) sdo secretadas e responsaveis pela
espessa zona de adesdo e juncdo entre o taquizoita e a membrana da célula
hospedeira. Apds a formacdo desta juncdo, inicia-se 0 movimento da jun¢do ao
redor do taquizoita, juntamente com o citoesqueleto do parasito, culminando
com a invasao do parasito dentro do VP. A membrana plasmética do hospedeiro
¢ utilizada para formar a membrana do vacuolo parasitéforo (MVP), resultando
em um vacuolo que ndo se funde com lisossomos.

(2) Proteinas de roptrias sdo entdo liberadas dentro do VP e estendem a MVP para
formar associacdo com organelas do hospedeiro, de modo que mitocOndrias e
reticulo endoplasmatico sao posicionados adjacentes ao VP.

(3) Proteinas de granulos densos modificam a MVP e contribuem para a
remodelacdo e maturacdo do VP com a formagdo de uma rede de membrana

intravacuolar metabolicamente ativa para o crescimento do parasito.

1.6. Resposta imune

Como parasito intracelular obrigatério semelhante a 7. gondii, a resposta imune
protetora é fundamentalmente mediada por células, mas tanto a resposta imune inata
como a resposta adaptativa participa dos mecanismos protetores contra N. caninum. A
primeira barreira fisica é representada pelos enterdcitos e as espessas jungdes
intercelulares da mucosa intestinal que tentam deter a invasdao do parasito pela via oral.
Quando enterdcitos sdao infectados eles podem secretar molélulas citotéxicas como o
oxido nitrico (NO), citocinas (IL-15) que ativam células natural killer (NK) para
produzir IFN-vy, e quimiocinas que recrutam leucécitos polimorfonucleares, macréfagos
e células dendriticas. Estas células recrutadas, quando estimuladas pelo parasito,
secretam IL-12 que ativa as células NK e células T CD4+, induzindo a diferenciacdo
para a subpopulacdo Th1l produtora de IFN-y, que por sua vez, ativa os macrofagos,
células dendriticas e enterdcitos que vao destruir o parasito, sendo critico para a

sobrevivéncia do hospedeiro (BUZONI-GATEL et al., 2006).



Células T CD8' também contribuem para controlar as infec¢des devido a
producdo de IFN-y e ativagdo de macréfagos. Células infectadas sdao destruidas por
células T CDS8" liberando taquizoitas, que ficam acessiveis a varios mecanismos
imunolégicos (anticorpos, macréfagos ativados e células NK). Assim, a formagao de
cistos € dependente primariamente de mecanismos imunes mediados por IFN-y que
representa o principal mediador de resisténcia através da ativagao de macréfagos. Estas
células inibem a replicacdo de parasitos pela producdo de intermedidrios reativos de
oxigénio e de nitrogénio que promovem a inativacdo de enzimas criticas para replicagao
do parasito. Portanto, os dois componentes criticos da resposta imune contra N. caninum
tanto em bovinos como em camundongos sdo as células T CD4" e IFN-y, que
influenciam o desenvolvimento de uma resposta inflamatéria, desenvolvem células
efetoras citotdxicas e mantém cistos teciduais contendo bradizoitas no animal imune
(WILLIAMS; TREES, 2006; KLEVAR et al., 2007).

Outra citocina que pode ser importante na regulacao da resposta imune celular a
N. caninum é 1L-10, que tem efeitos inibitérios sobre a atividade microbicida de
macréfagos ativados por IFN-v, a diferenciacd@o de clones Thl, a producao de IFN-y por
células NK e células T CD4" e CD8" e a produgio de IL-12 por células acessorias
(INNES et al., 2002).

A cinética da resposta imune humoral em animais naturalmente infectados €
pouco conhecida, mas sua participagdo direta na neutralizacdo e destruicdo de
taquizoitas extracelulares é importante para controlar a disseminagdo da infeccdo
(EPERON et al., 1999; INNES et al., 2002). Ha pouca informagdo sobre a producao de
anticorpos IgM especificos tanto em animais com infec¢do congénita como em infec¢do
pos-natal. Em infeccdo experimental com tecidos de bovinos infectados com N.
caninum, 0s caes parecem nao desenvolver respostas de anticorpo dentro das primeiras
3 a 4 semanas ap0s infeccao (GONDIM; GAO; McALLISTER, 2002). A imunidade
resultante de uma udnica exposicdo pode durar mais que 8 meses em cdes, como
demonstrada pela ndo eliminag¢do de oocistos apds re-exposi¢cdo. Entretanto, apds 18 e
20 meses da infeccdo primdria, a re-exposicdo induz nova eliminacdo de oocistos,
mesmo na presenca de um alto titulo de anticorpo (1:1600), indicando que a resposta
imune humoral por si ndo assegura que um cao seja refratario a producao de oocistos

(GONDIM; McALLISTER; GAO, 2005).
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1.7. Sinais clinicos

N. caninum causa aborto tanto em gado de corte como de leite, a partir do 3° més
até o final da gestacdo, sendo mais comum entre o 5° e 6° més de gestagdo. Vérios
eventos podem ocorrer, como morte, reabsor¢ao, mumificacdao ou autélise fetal dentro
do utero, natimortos, recém-nascidos com sinais clinicos ou clinicamente normais, mas
cronicamente infectados. Sinais clinicos sdo mais freqiientes em animais jovens (< 2
meses de idade) infectados congenitamente e predominantemente neurolégicos, como
ataxia, paralisia de membros posteriores (hiperextensao rigida), reflexos patelares
diminuidos e perda de consciéncia. Em animais adultos, o aborto € o tnico sinal clinico
observado, podendo ser esporddico, endémico ou epidémico (DUBEY, 2003).

Neosporose canina ocorre geralmente como infec¢do subclinica persistente que
pode sofrer reativacdo durante a gestacdo, resultando em parasitemia materna e
transmissdo transplacentdria (endégena) do parasito para o feto. Quando a infeccio
primdria ocorre durante a gestacao, pode haver a transmissdo transplacentaria (exdgena)
e infeccdo do feto. Assim, ninhadas sucessivas podem estar infectadas (BUXTON;
MCcALLISTER; DUBEY, 2002), embora em menor grau de transmissdo vertical,
sugerindo que a exposi¢do pds-natal € necessdria para manter o parasito na populacdo
canina (BARBER; TREES, 1998).

A doenca clinica em cdes pode ser localizada ou generalizada, com o
envolvimento de todos os 6rgdos, inclusive da pele causando a neosporose cutinea
(PERLE et al., 2001; ORDEIX et al.,, 2002). Nestes casos observa-se intenso
parasitismo com grande nimero de taquizoitas nas lesdes cutineas, sugerindo falha de
controle imune do hospedeiro sobre a multiplicacdo dos parasitos. Assim, algumas
condi¢des como terapia imunosupressora ou co-infeccao com outros agentes infecciosos
podem estar contribuindo para esta patogenia. Os casos mais graves da doenca
localizada ocorrem em cdes jovens com infec¢do congénita, que apresentam um quadro
de paresia inicial de membros posteriores que progride para a paralisia. Sinais
neuroldgicos sdo dependentes do local parasitado no SNC e os membros posteriores sao
os mais afetados e ficam em hiperextensao rigida. Outras disfun¢des que podem ocorrer
incluem dificuldade na degluticdo, paralisia da mandibula, flacidez muscular, atrofia

muscular, paralisia de nervos faciais e até faléncia cardiaca (DUBEY, 2003).
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1.8. Epidemiologia e prevaléncia

Neosporose bovina ja foi relatada em muitas partes do mundo, incluindo
Austrélia, Nova Zelandia, Europa, Coréia, Japao e Américas (DUBEY; SCHARES;
ORTEGA-MORA, 2007). Na América do Sul, aborto e mortalidade neonatal associados
com neosporose foram descritos na Argentina, Brasil, Chile, Paraguai, Perd e Uruguai,
mostrando que 12 a 42% de fetos abortados de bovinos de leite estavam infectados com
N. caninum. A soroprevaléncia em bovinos varia dependendo do pais, regido, tipo de
teste soroldgico utilizado e nivel de cut off para determinar a exposi¢ao ou infeccao,
chegando até a 87% de vacas soropositivas em algumas fazendas (MOORE, 2005). Na
regido do Tridngulo Mineiro, soroprevaléncia de neosporose em rebanhos com
problemas reprodutivos foi estimada em 17% (MINEO et al., 2006).

Infec¢des subclinicas por N. caninum em cdes tém grande importancia
epidemioldgica, porque os cdes domésticos sao os hospedeiros definitivos e podem
eliminar oocistos nas fezes, contribuindo para a contaminacdo ambiental. Inquéritos
soroepidemioldgicos foram realizados em vérias partes do mundo, mostrando ampla
varia¢do nas taxas de soroprevaléncia, de 0% no Kénia (BARBER et al., 1997) a 97%
na Nova Zelindia (ANTONY; WILLIAMSON, 2003). Ressalta-se a maior
soroprevaléncia em caes de drea rural (20% a 97%) que de drea urbana (7% a 26%),
sugerindo maior exposi¢do a N. caninum em caes de ambientes rurais e importante
associacdo epidemioldgica entre bovinos e cdes, ja que eles podem ter contato com
placentas e fetos abortados de bovinos (PATITUCCI et al., 2001; ANTONY;
WILLIAMSON, 2003; SANCHEZ et al., 2003; FERNANDES et al., 2004; LASRI et
al., 2004).

1.9. Impacto econémico

N. caninum € atualmente reconhecido como importante agente causal de doengas
neuromusculares em cdes e infec¢des congénitas em bovinos mundialmente, resultando
em abortos, natimortos € complicacdes neurolégicas em bezerros. Assim, este patdgeno
causa grande impacto econOmico tanto na industria pecudria devido a perdas de
animais, queda na producdo de leite e ganho de peso (DUBEY, 1999) bem como perdas
afetivas, quando se trata de animais de companhia.

Nao hd dados oficiais sobre as perdas econdmicas devido a neosporose para a
inddstria pecudria em todo o mundo, mas as perdas sdo estimadas em milhdes de

N

dolares, particularmente na América do Norte e Europa. Como abortos devido a
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neosporose podem ocorrer em torno de 42% das vacas leiteiras, o impacto econdmico
estd na dependéncia dos custos diretos e perdas de bezerros. Além disso, custos
indiretos também sdo contabilizados, incluindo auxilio profissional e custos associados
com o estabelecimento de diagndstico, reprodugdo, possiveis perdas na producdo de
leite, entre outros (DUBEY, 1999). Em geral, as perdas em rebanho de corte sdo menos
conhecidas devido a dificuldade de se encontrar fetos abortados, mas estudos tém
mostrado associag@o positiva entre soropositividade a N. caninum e queda no ganho de

peso (BARLING et al., 2000).

1.10. Medidas de controle e vacinacao

O controle da neosporose bovina é correntemente baseado na prevencao da
contaminacdo do ambiente com oocistos de cdes, restringindo o acesso destes animais
nas proximidades do rebanho, sacrificio dos animais infectados ou usando sistema de
transferéncia de embrides para prevenir transmissdo vertical do parasito a novas
geracoes (WILLIAMS; TREES, 2006). Para neosporose canina, as recomendacgdes sao
direcionadas no sentido de evitar colocar em reproducdo cadelas soropositivas para N.
caninum bem como, impedir alimentacdo com carne ou visceras cruas, principalmente
os cdes de areas rurais, além de medidas de controle da populacdo de caes dentro e ao
redor das fazendas (McALLISTER; WALLACE, 1999).

Vacinas disponiveis para o controle de doencgas causadas por protozodrios de
importancia veterindria como 7. gondii (aborto em carneiros) e Eimeria spp (coccidiose
avidria) consistem geralmente de organismos vivos atenuados e apresentam as
dificuldades inerentes as vacinas vivas, incluindo vida média curta, risco de reversao a
viruléncia e perigo de contaminantes com outros agentes patogénicos (WILLIAMS;

TREES, 2006).

Em relagdo a vacinacdo contra N. caninum, até o presente momento, nio hd
vacina capaz de induzir completa imunidade protetora em bovinos. H4 uma vacina
disponivel comercialmente (Bovilis NeoGuard®, Intervet/Schering-Plough Animal
Health, EUA), consistindo de taquizoitas de N. caninum inativados, mas ndo ha dados
assegurados sobre sua eficicia (ROMERO et al., 2004; WILLIAMS; TREES, 2006).

Alguns estudos mostram que a infeccdo de bovinos (INNES et al., 2001) e
camundongos (MILLER et al., 2005), antes da gestacdo, com taquizoitas vivos protege

contra o desafio durante a gestacdo e a transmissdo transplacentdria. Entretanto, a

possibilidade de contaminantes com agentes patogénicos nos isolados de N. caninum
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implica que novas formulacdes de vacinas sejam investigadas para prevenir sua
transmissdo e infeccdo, bem como reduzir a gravidade da doenca. Desta forma, o
desenvolvimento de formas alternativas de vacinas tem sido intensivamente pesquisado,
particularmente em modelos murinos que t€ém contribuido para a caracterizagdo de
novos antigenos protetores e estratégias inovadoras de administracdo das vacinas para a
obtencdo de procedimentos eficazes de vacinagao.

Virios tipos de vacinas contra N. caninum em modelos murinos tém sido
investigados, utilizando taquizoitas vivos (LUNDEN et al.,, 2002), tratados com
radiacio gama (RAMAMOORTHY et al., 2006) ou atenuados (BARTLEY et al.,
2008). Antigenos imunodominantes de superficie de N. caninum, especialmente
NcSAGI e NcSRS2, quer como proteinas nativas (HALDORSON et al., 2005) ou
proteinas recombinantes multiplas (CANNAS et al., 2003a; CHO et al., 2005), proteinas
recombinantes de organelas secretérias como NcMIC1 (ALAEDDINE et al., 2005),
NcMIC3 (CANNAS et al., 2003b), NcMIC4 (SRINIVASAN et al., 2007), NcROP2
(DEBACHE et al., 2008) e NcGRA7 (JENKINS et al., 2004) tém também sido
avaliados como candidatos potenciais de vacinas em modelos murinos. Todos estes
estudos mostram que a protecao conferida é, na maioria das vezes, parcial e dependente
do tipo de antigeno e adjuvante empregado, bem como das estratégias de administracdao
das vacinas.

Neste contexto, diferentes sistemas de administracio de vacinas tém sido
investigados, incluindo a utilizagdo de vetores virais como o virus da variola
recombinante carregando os genes das proteinas de superficie NcSAG1 ou NcSRS2
(NISHIKAWA et al., 2000; NISHIKAWA et al., 2001a,b; OTSUKA; MIKAMI, 2001),
vetores bacterianos como Brucella abortus RB51 expressando antigenos de N. caninum
(RAMAMOORTHY et al., 2007) e a incorporacdo de antigenos NcGRA7 em DNA
bacteriano (JENKINS et al., 2004). Deve ser ressaltado, entretanto, que a utilizacao
prética de vacinas de DNA recombinante para uso humano e animal € limitada, devido
as complicacdes envolvidas em licenciamento e o alto custo na geragdo de vacinas de
DNA livre de lipopolissacdrides, além do risco de incorporacdo do DNA vacinal no

genoma do hospedeiro (RAMAMOORTHY et al., 2006).

1.11. Adjuvantes e ODN-CpG
Adjuvantes t€m importante papel na eficicia de vacinas, contribuindo tanto para

aumentar a for¢a e a cinética da resposta imune bem como direcionar o tipo de resposta.
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Além dos adjuvantes experimentais tradicionais como o adjuvante completo (ACF) ou
incompleto (AIF) de Freund, a incorporacdo dos antigenos em particulas
submicroscopicas compostas de saponina, colesterol e fosfolipideos, formando
complexos imunoestimulantes (ISCOMS), tem mostrado aumentar a imunogenicidade,
resultando em respostas imunes humoral e celular de longa duragcdo. ISCOMS contendo
antigenos nativos (LUNDEN et al.,, 2002) ou proteinas recombinantes de NcSRS2
(PINITKIATISAKUL et al.,, 2005) tém sido avaliados e demonstrados induzir
imunidade protetora contra neosporose em camundongos.

Oligodeoxinucleotideos (ODN) contendo seqiiéncias CpGs ndo metiladas sdo
reconhecidos por receptores intracelulares Toll-like 9 (TLR9) expressos em vesiculas
endossomais de células apresentadoras de antigenos, incluindo mondcitos, macréfagos e
células dendriticas. Desta forma, ODN-CpGs atuam como um sinal de perigo para o
sistema imune de mamiferos, uma vez que estas seqiiéncias sdo freqiientemente
encontradas em DNA de bactérias, mas ndo de organismos vertebrados (KRIEG et al.,
2007). A interacdo de TLR9 com seqiiéncias CpG ativam uma cascata de eventos, tais
como as vias de sinalizagao intracelular (MAPKSs e NF-kB), resultando na ativacdo de
c€lulas B e células T helper (Thl), com subseqiiente secre¢do de citocinas (KLINMAN
et al., 2004).

Estudos in vitro e in vivo t€ém mostrado que ODN- CpGs sao potentes ativadores
do sistema imune em numerosas espécies, incluindo humanos, primatas, camundongos,
bovinos, ovinos, suinos, cavalos, caes, gatos, aves e peixes (MUTWIRI et al., 2004).
Portanto, ODN-CpGs estimulam o sistema imune inato € tém sido avaliados como
adjuvantes em vacinas contra varios patégenos, incluindo bactérias, virus e protozodrios
intracelulares, tais como 7. gondii (SPENCER et al., 2004; KRINGEL et al., 2004; EL-
MALKY et al., 2005), Leishmania sp (JAAFARI et al., 2007), Trypanosoma cruzi
(FRANK et al., 2003), Plasmodium falciparum (MULLEN et al., 2007), pela sua
capacidade de induzir potente resposta imune através da ativagdo preferencial de células
Thl e liberacdo de citocinas deste perfil, tais como IL-12, TNF-oo e IFN-y
(ZIMMERMANN et al., 2008). Em neosporose, entretanto, hd limitada informacao
sobre o uso de CpGs como adjuvantes em vacinagdo, exceto pelos relatos de Jenkins e
colaboradores (2004) que observarama aumento no nivel de protecdo contra a
transmissdo congénita de N. caninum em animais imunizados com vacinas de

DNA/NcGRA7 incorporadas com CpG.
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2. JUSTIFICATIVAS

N. caninum € um protozodrio Apicomplexa emergente no Brasil e no mundo, mais
comumente associado com abortos e mortalidade neonatal em bovinos, com acentuada
importancia econdmica devido as perdas incalculdveis na bovinocultura.

Embora seja desejavel estudar a imunidade a N. caninum em espécies de
hospedeiros naturais, os custos envolvidos e dificuldades na disponibilidade de animais
e reagentes especificos para andlise da resposta imune tornam-se fatores limitantes.
Assim, diferentes linhagens de camundongos isogénicos t€ém sido usadas como modelos
experimentais para o estudo da infec¢do por N. caninum, tanto na infeccdo cerebral para
comparar producgado de cistos teciduais em cérebros, carga parasitdria, lesdes e respostas
de citocinas, bem como na infeccao congénita e transmissao vertical do parasito.

Devido a prevaléncia e importancia econdmica da neosporose, o desenvolvimento
de vacinas seguras e efetivas contra N. caninum para prevenir abortos e transmissao
vertical em bovinos e cdes, bem como para controlar a disseminacdo de oocistos pelo
hospedeiro definitivo, tem sido prioridade em pesquisas cientificas e é crucial para
limitar a infec¢do por N. caninum nestes hospedeiros naturais.

No entanto, até o presente momento, ndo h4 relatos sobre o uso de antigenos de
excregdo-secrecao ou lisado total de N. caninum associados com o adjuvante CpG para
propoésitos de vacinagdo contra neosporose em modelos murinos. Desta forma, espera-se
que este estudo possa fornecer informacgdes de relevancia para um melhor entendimento
da resposta imune humoral e celular, bem como da protecdo contra a infeccao por N.
caninum conferida pela imunizacdo de camundongos com os antigenos e adjuvantes

aqui propostos, para potencial utilizacdo em vacinas comerciais contra a neosporose.
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3. OBJETIVOS

3.1. Geral
— Avaliar a atividade adjuvante de oligodeoxinucleotideos (ODN) CpG em
imunizacdo de camundongos com antigenos de lisado total (NLA) e de

excrecao-secrecao (NCESA) de N. caninum.

3.2. Especificos
— Analisar a resposta imune humoral dos camundongos imunizados pela
mensuragdo dos anticorpos séricos IgG e isotipos IgG1l e IgG2a contra N.

caninum.

— Analisar a resposta imune celular pela andlise de proliferacdo e padriao de
secrecdo de citocinas Thl (IL-12, IFN-y) e Th2 (IL-4, IL-10) sob

estimulagdo in vitro de células do bago dos camundongos imunizados.

— Avaliar o efeito protetor da imunizacdo com antigenos NLA ou NcESA,
associados ou ndo ao adjuvante CpG, contra o desafio letal de N. caninum
em camundongos quanto aos sinais clinicos, mortalidade e carga parasitaria

cerebral.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Manutencao e obtencao de parasitos

Parasitos do isolado Nc-1 (DUBEY et al., 1988b) de N. caninum foram mantidos
em cultura celular usando linhagem de mondcitos bovinos (M617) como descrito
anteriormente (SPEER et al., 1985). Monécitos bovinos foram cultivados em frascos de
cultura celular de 75 cm? em meio RPMI 1640 (Gibco, Paisley, Inglaterra)
suplementado com 25 mM de HEPES, 100 U/mL de penicilina G, 100 pg/mL de
estreptomicina , 2 mM de L-glutamina, 3 mM de bicarbonato de sédio (Sigma Chemical
Co., St Louis, EUA) e 10% de soro fetal bovino (SFB) (Cultilab, Campinas, Brasil) em
atmosfera de 5% CO, a 37°C até atingirem a confluéncia. As células hospedeiras foram
infectadas com taquizoitas de Nc-1 (1 x 10° taquizoitas/frasco de 75 cm?) que foram
mantidas por passagens seriadas em meio RPMI sem adi¢cdo de SFB, em intervalos de
48 a 72 horas. Parasitos foram coletados por descamacdo da monocamada celular (cell
scraper) e parcialmente purificados por passagens for¢adas através de agulha 25x7 mm
e centrifugacdo rdpida (45 x g, 1 minuto, 4°C) para remover restos celulares. O
sobrenadante foi coletado e lavado por duas vezes (720 x g, 10 minutos, 4°C) com
solucdo salina tamponada com fosfatos 0,01 M (PBS, pH 7,2). O sedimento final da
suspensao parasitdria foi utilizado para preparacdo de antigeno soldvel total ou lisado de
N. caninum (NLA), antigeno de excrecdo-secrecdo de N. caninum (NcESA) ou

taquizoitas integros formolizados.

4.2. Preparacao de antigenos de N. caninum

4.2.1. Antigeno de lisado de N. caninum (NLA)

Antigeno soldvel total ou lisado de N. caninum (NLA) foi preparado como
descrito anteriormente (SILVA et al., 2007), com algumas modificagdes. Os parasitos
foram ressuspendidos em PBS, contados em camara hemocitométrica e ajustados para
concentracdo final de 1 x 10® taquizoitas/mL. Suspensdes parasitdrias foram tratadas
com inibidores de proteases (fenil-metil-sulfonil-fluoreto [PMSF] a 1,6 mM, leupeptina
a 50 pg/mL e aprotinina a 10 pg/mL) e entdo submetidas a dez ciclos rapidos de
congelamento em nitrogénio liquido e descongelamento em banho-maria a 37°C,

seguido por seis ciclos de ultra-som durante 1 minuto a 60 Hz em banho de gelo. Apds
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centrifugagdo (10.000 x g, 30 minutos, 4°C), o sobrenadante foi coletado, filtrado em
membranas de 0,22 um (filtros Millex, Millipore, EUA) e a concentracdo protéica
determinada pelo método de Lowry (LOWRY et al., 1951). Aliquotas do antigeno NLA
foram armazenadas a —20°C até sua utilizacdo nos procedimentos de imuniza¢io de
camundongos, ensaios in vitro de proliferacio de linf6écitos e como antigeno em

reacdes imunoenzimaticas (ELISA).

4.2.2. Antigeno de excrecao-secrecao de N. caninum (NcESA)

Preparacdes de NcESA foram obtidas como anteriormente descrito
(NAGULESWARAN et al., 2001). Taquizoitas de Nc-1 recentemente liberados da
cultura celular foram lavados por duas vezes (720 x g, 10 minutos, 4°C) com PBS,
contados e ajustados para aproximadamente 1 x 10® taquizoitas/mL, e ressuspendidos
em solucdo salina de Hanks estéril. Ap6s incubagdo por 30 minutos a 37°C em banho-
maria sob agitacdo suave, parasitos foram centrifugados (720 x g, 10 minutos, 4°C), o
sobrenadante coletado e novamente centrifugado (10,000 x g, 30 minutos, 4°C). Apds a
centrifugacao final, o sobrenadante (NcESA) foi coletado, concentrado sob nitrogénio
gasoso e filtrado em membranas de 0,22 um (filtros Millex, Millipore). A concentragao
protéica do antigeno foi determinada (LOWRY et al., 1951) e aliquotas de NcESA
foram armazenadas a —20°C até serem utilizadas nos procedimentos de imunizac¢do de

camundongos.

4.2.3. Taquizoitas integros formolizados

Taquizoitas integros de N. caninum foram preparados como previamente descrito
(CAMARGQO, 1964). Suspensdes parasitdrias foram ajustadas para concentracdo de 1 x
10° taquizoitas/mL e tratadas com formaldeido a 1% em PBS por 30 minutos 2
temperatura ambiente sob agitacdo lenta. Apds centrifugacdo rapida (45 x g, 1 minuto,
4°C) para remover parasitos aglomerados, o sobrenadante foi lavado com PBS por duas
vezes (720 x g, 10 minutos, 4°C). O sedimento final foi ressuspendido em &4gua
destilada estéril até obter concentracdo de 20-30 parasitos por campo microscopico
(aumento 400X). Um volume de 10 pl. da suspensdo parasitdria foi adicionado em
areas demarcadas de laminas microscopicas para imunofluorescéncia (Perfecta Ind. e
Com. de Laminas de Vidro Ltda., Sdo Paulo, SP, Brasil) que foram mantidas a
temperatura ambiente por 3 a 4 horas para completa fixacdo dos parasitos. As laminas

com taquizoitas formolizados de N. caninum foram individualmente embaladas em
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lencos de papel e, posteriormente, em papel aluminio e armazenadas a -20°C até serem

utilizadas em reagdes de imunofluorescéncia indireta.

4.3. Oligodeoxinucleotideo CpG

O oligodeoxinucleotideo (ODN) CpG utilizado neste estudo foi ODN-CpG 1826
constituido pela seqiiéncia 5-TCCATGACGTTCCTGACGTT-3", contendo dois
motifs CpG e sintetizado com cadeia fosforotioato resistente a nucleases (Coley
Pharmaceuticals, Wellesley, EUA). ODN-CpG 1826 ja tem sido bem caracterizado pela
sua atividade adjuvante com antigenos protéicos (CHU et al., 1997) e demonstrado ser

efetivo em espécies murinas (CORRAL; PETRAY, 2001; JIANG, 2003).

4.4. Animais e imunizacao

Um total de 66 camundongos isogénicos C57BL/6, machos, com 8 al2 semanas
de idade, obtidos do Centro Multidisciplinar para Investigacdo Bioldgica (CEMIB,
Universidade Estadual de Campinas, Campinas, SP, Brasil) foram utilizados e alojados
no Centro de Bioterismo e Experimentacio Animal da Universidade Federal de
Uberlandia. Os animais foram mantidos sob condi¢cdes padroes em ambiente com
temperatura controlada (25 + 2°C) e ciclos de 12 h de luz e 12 h de escuro, com dgua e
racdo ad libitum. Todos os procedimentos foram conduzidos de acordo com os
principios éticos em pesquisa animal recomendados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA, 1996; MINEO et al., 2005).

Os animais foram aleatoriamente distribuidos em seis grupos de 11 camundongos,
individualmente identificados e imunizados por via subcutanea (s.c.) em intervalos de 2
semanas, com trés doses (200 puL/animal) das seguintes formulagdes:

I. NLA+CpG: 25 ug NLA + 50 ug ODN-CpG em PBS estéril;

II. NcESA+CpG: 25 nug NcESA + 50 pug ODN-CpG em PBS estéril;

III. NLA: 25 ug NLA em PBS estéril;

IV. NcESA: 25 nug NcESA em PBS estéril;

V. CpG: 50 ug ODN-CpG em PBS estéril;

VI. PBS: PBS estéril (controle néo tratado).

Amostras de sangue foram coletadas por puncdo retro-orbital nos dias 0, 14, 28,

42 e 56 dias apds imunizacdo e os soros obtidos apds centrifugacdo (720 x g, 5 minutos)
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foram armazenados a —20°C até serem utilizados em testes sorolégicos para andlise de

anticorpos.

4.5. Avaliacao da resposta imune humoral

4.5.1. Ensaios Imunoenzimaticos (ELISA)

O método ELISA indireto foi realizado para a detec¢ao de anticorpos IgG total,
IgG1 e IgG2a anti-N. caninum em amostras de soros individuais de camundongos
imunizados, segundo o protocolo anteriormente descrito (WELTER et al., 2007), com
algumas modificacdes. Placas de microtitulacio de poliestireno de alta afinidade
(Corning Incorporated Costar®, New York, EUA) foram sensibilizadas com antigeno
NLA (0.5 pg/well) diluido em tampao carbonato-bicarbonato 0,06 M (pH 9,6) durante
18 horas a 4°C. Apds trés lavagens com PBS contendo Tween 20 a 0,05% (PBS-T), as
placas foram bloqueadas com PBS-T contendo 5% de leite em p6 desnatado (Molico,
Nestlé, Sao Paulo) (PBS-TM) por 1 hora a temperatura ambiente. Apds novas lavagens,
as placas foram incubadas com amostras de soros diluidas 1:25 em PBS-TM por 1 hora
(IgG) ou 2 horas (IgG1 e IgG2a) a 37°C. Apés seis lavagens com PBS-T, as placas
foram incubadas com o conjugado IgG de cabra anti-IgG de camundongo marcado com
peroxidase (Sigma Chemical Co.) na diluicio 1:1000 em PBS-TM ou com os
anticorpos secundarios biotinilados (Caltag Lab. Inc., South San Francisco, EUA) anti-
IgG1 de camundongo diluido 1:4000 em PBS-TM ou anti-IgG2a de camundongo
diluido 1:2000 em PBS-TM. Apds incubagdo por 1 hora a 37°C, as placas foram
novamente lavadas seis vezes com PBS-T e incubadas com estreptavidina-peroxidade
(Sigma Chemical Co.) diluida 1:1000 em PBS-TM, quando apropriado (para deteccdo
de anticorpos IgG1 e IgGG2a). A reagdo foi revelada com 0.01 M 2,2'-azino-bis-3-ethyl-
benzthiazoline sulfonic acid (ABTS) e 0.03% H,0, (ambos da Sigma Chemical Co.) e
a densidade optica (DO) foi determinada a 405 nm em leitor de placas (Titertek
Multiskan Plus, Flow Laboratories, McLean, EUA). Soros controles positivos e

negativos foram incluidos em cada placa.

4.5.2. Reacao de imunofluorescéncia indireta (RIFI)
A reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) foi realizada para verificar o
padrao de marcagdo dos taquizoitas de N. caninum testados com amostras de soros de

camundongos dos diferentes grupos aos 42 dias apds imunizagao, segundo o protocolo
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anteriormente descrito (SILVA et al, 2007). Laminas contendo taquizoitas
formolizados de N. caninum foram incubadas com amostras de soros diluidos 1:50 em
PBS. Apés incubacdo durante 30 minutos a 37°C em cAmara dmida, as 1dminas foram
lavadas trés vezes durante cinco minutos com PBS e incubadas com o conjugado anti-
IgG de camundongo marcado com isotiocianato de fluoresceina (FITC; Sigma
Chemical Co.) na diluicdo 1:50 em PBS contendo 0.01% azul de Evans. Apds
incubac@o por 30 minutos a 37°C, as 1dminas foram novamente lavadas, montadas com
laminulas e glicerina tamponada com 0,5 M carbonato (pH 9,5) e examinadas em

microscopio epifluorescente (Olympus Mod. BH2, Tokyo, Japdo).

4.5.3. SDS-PAGE e Immunoblot

Antigenos NcESA e NLA (200 ug de proteina total) foram diluidos em tampao de
amostra (Tris-HC1 0,1IM pH 6,8, dodecil sulfato de sodio [SDS] a 4%, azul de
bromofenol a 0,2%, glicerol a 20%) e incubados por 5 minutos a 100°C para anélise
por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) a 12% sob condi¢des nao-
redutoras (LAEMMLI, 1970; TOWBIN; STAEHELIN; GORDON, 1979) utilizando
sistema de eletroforese vertical em mini-gel (Hoefer Pharmacia Biotech Inc., San
Francisco, EUA). Um volume de 150 pL (200 pg proteina) de cada amostra foi
aplicado em paralelo aos padrdes de pesos moleculares (Sigma Marker, Sigma
Chemical Co.). Apds a separagdo eletroforética, as amostras foram coradas por Nitrato
de Prata e o perfil de bandas protéicas dos diferentes antigenos foi analisado.

Immunoblot foi realizado para verificar o perfil de reatividade dos soros de
camundongos aos 42 dias ap6s imunizagdo com os antigenos NLA e NcESA de N.
caninum, segundo o protocolo anteriormente descrito (SILVA et al., 2007). Apds a
separacdo eletroforética, como descrito acima, as proteinas foram transferidas para
membranas de nitrocelulose (0,45 pm, Millipore, Bedford, EUA) utilizando sistema
semi-imido de transferéncia (Multiphor Novablot I, Pharmacia-LKB, Uppsala, Suécia)
por 2 horas (TOWBIN; STAEHELIN, GORDON, 1979). O sucesso da transferéncia foi
confirmado por visualizagao das fragdes do padrao de peso molecular sobre a membrana
de nitrocelulose por meio de coloracdo com soluciao de Ponceau a 0,5%.

As membranas foram cortadas em tiras de 3 mm de largura e bloqueadas com
PBS-T contendo leite desnatado (PBS-TM) a 5% por 2 horas a temperatura ambiente.
Subseqiientemente, as tiras foram incubadas com amostras de soros de camundongos

diluidas 1:50 em PBS-TM a 1% por 18 horas a 4°C sob agitagdo lenta. Soros controles
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positivos de camundongos experimentalmente infectados com N. caninum e soros
controles negativos (soros de camundongos nao imunes) também foram incluidos. Apds
seis ciclos de lavagens durante cinco minutos com PBS-T, as tiras foram incubadas com
o conjugado anti-IgG de camundongo marcado com peroxidase (Sigma Chemical Co.)
diluido 1:1000 em PBS-TM a 1% por 2 horas a temperatura ambiente. Apos novo ciclo
de lavagens, as tiras foram reveladas pela adi¢dao do substrato enzimdtico que consistiu
de H,O; a 0,03% e 10 mg/mL de 3,3"- tetrahidrocloreto de diaminobenzidina (DAB;
Sigma Chemical Co.) em salina tamponada com 0,02 M Tris-HCI (pH 7,4). As massas
moleculares aparentes das bandas antigénicas foram estimadas a partir dos cdlculos da

mobilidade relativa (Rf), segundo a curva do padriao de peso molecular de referéncia.

4.6. Avaliacao da resposta imune celular
Apés 15 dias da 3" dose de imunizacgdo, trés animais de cada grupo foram
sacrificados por deslocamento cervical e os bagos removidos assepticamente para

cultura e estimulagdo de células in vitro.

4.6.1. Analise de proliferacao

Os bagos coletados assepticamente foram individualmente macerados em meio
RPMI 1640 suplementado com HEPES (25 mM), penicilina G (100 U/mL),
estreptomicina (100 pg/mL), L-glutamina (2 mM), bicarbonato de sédio (3 mM), 2-
mercaptoetanol (50 WM) e suspensoes celulares foram lavadas (350 x g, 5 minutos, 4°C)
em meio RPMI. O sedimento de células foi ressuspendido com 2 mL de tampao de lise
(0.16 M NH4CI e 0.17 M Tris-HCI, pH 7.5) para eritrécitos e lavado por mais duas
vezes em meio RPMI. O sedimento final foi ressuspendido com 5 mL de meio RPMI
contendo 10% SFB e a suspensdo celular mantida em banho de gelo até a contagem de
células viaveis em camara hemocitométrica de Neubauer, usando o corante de exclusido
vital azul de Tripan a 0,4% em PBS.

Suspensdes celulares (2 x 10° células/poco/200uL) foram adicionadas, em triplicata,
em placas de cultura de 96 pogos (Corning Incorporated Costar®, New York, EUA) e
estimuladas com o mitégeno concanavalina A (ConA: 5 pg/mL) (Sigma Chemical Co.)
ou antigeno de lisado total de N. caninum (NLA:10 pg/mL). Como controle, células nao
estimuladas foram adicionadas de meio de cultura somente. As células foram incubadas

por 72 horas em incubadora com 5% de CO;a 37°C e pulsadas com 0,5 puCi de timidina
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tritiada [H’] (New England Nuclear, Bucknghamshire, Inglaterra) por poco durante as
ultimas 12 horas de cultura. As células foram coletadas em filtro de fibra de vidro por
meio de coletor de células (Cell Harvester - Cambridge Technology Inc., Cambridge,
EUA) e a quantidade de timidina incorporada foi analisada em contador B de cintila¢do
liquida (Packard, Downers Grove, EUA) em contagem por minuto (c.p.m.). Os
resultados foram expressos em Indice de Proliferacio (IP), calculado pela férmula: IP =
média da c.p.m. dos pocos com estimulo / média da c.p.m. dos pogos sem estimulo
(apenas meio de cultura). Valores de IP > 2 foram considerados positivos como

anteriormente descrito (FRANK et al., 2003).

4.6.2. Analise de citocinas

Suspensdes de células do baco (4 x 10° células/500 puL/poco) foram cultivadas, em
triplicata, em placas de cultura de 24 pocos (Corning Incorporated Costar®) e
estimuladas como descrito para andlise de proliferacdo. As células foram incubadas a
37°C e 5% de CO, e os sobrenadantes de cultura foram coletados de pocos
independentes apds 48 horas de estimulagcdo para deteccao de IL-12, ou apds 72 horas
de estimulacdo para as citocinas IFN-y, IL-4 e IL-10. Sobrenadantes foram armazenados
a -70°C para posterior andlise de citocinas.

A dosagem das citocinas IL-12, IFN-y, IL-4 e IL-10 foi realizada pela técnica ELISA
tipo sandwich, segundo os protocolos recomendados pelos fabricantes (IL-12 e IFN-y,
PeProtech Mexico, Veracruz, México; IL-4 e IL-10, R&D Systems, Minneapolis,
EUA). Em resumo, placas de poliestireno de alta afinidade (Corning Incorporated
Costar®) foram sensibilizadas com os respectivos anticorpos de captura por 18 horas a
temperatura ambiente. Apds lavagem com PBS-T e bloqueio com PBS contendo
soroalbumina bovina (BSA) (Sigma Chemical Co.) a 1% por 1 hora a temperatura
ambiente, os sobrenadantes de cultura foram adicionados em duplicata. Paralelamente,
curvas padrdes das respectivas citocinas murinas recombinantes foram realizadas em
diluicdes duplas seriadas. Apds incubagdo por 2 horas a temperatura ambiente, as placas
foram novamente lavadas e incubadas com os respectivos anticorpos de detec¢do
biotinilados por 2 horas a temperatura ambiente. Apds novas lavagens, foi adicionado o
conjugado estreptavidina-peroxidase (Sigma Chemical Co.) e incubado por 30 minutos
a temperatura ambiente. Apds o ultimo ciclo de lavagens, as placas foram reveladas

com a adi¢do do substrato enzimético (H,O, a 0,03% e tetrametilbenzidina [TMB]). A

24



densidade 6ptica (DO) foi determinada em leitor de placas a 450 nm e os valores de DO
obtidos foram convertidos em pg/mL de acordo com a curva padrdo, utilizando-se o
software Microplate Manager PC versdo 4.0 (Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules,
EUA). O limite de detec¢do obtido para cada andlise foi 31 pg/ml (IL-12), 39 pg/ml
(IFN-y), 15 pg/ml (IL-4) e 31 pg/ml (IL-10). Os coeficientes de variacdo intra-analise e

inter-andlise foram abaixo de 10% e 20%, respectivamente.

4.7. Desafio e avaliacao de parametros clinicos

Apo6s 4 semanas da 3* dose de imunizagdo (aos 56 dias apds a 1* imunizacao), os
animais de todos os grupos foram inoculados com 2 x 10’ taquizoitas do isolado Nc-1
de N. caninum recentemente coletados de cultura celular, num volume de 200 uL, por
via intraperitoneal. Os animais foram observados diariamente quanto a morbidade,
mortalidade e alteracdes de peso individual dos animais durante 32 dias apds o desafio.
A avaliagdo da morbidade foi estabelecida utilizando um sistema baseado em escores
como previamente descrito (BARTLEY et al.,, 2006), de acordo com os seguintes
critérios: (0) pélo brilhante, animal ativo; (1) pé€lo ourigcado, animal relutante a se
mover; (2) pélo muito arrepiado, animal apatico.

Apés 32 dias do desafio, os animais sobreviventes foram sacrificados e os
cérebros coletados e divididos longitudinalmente em duas partes, uma das quais foi
armazenada a —70°C para avaliar a quantidade de DNA do parasito por PCR em tempo
real. A outra metade do tecido cerebral foi fixada em formalina a 10% tamponada com

fosfatos 10 mM (pH 7,2) para posterior deteccao de parasitas por imunohistoquimica.

4.8. PCR em tempo real

A quantidade de DNA do parasito no cérebro de camundongos infectados foi
determinada por PCR em tempo real, através do sistema de detec¢do SYBR green como
anteriormente descrito (SRINIVASAN et al., 2007). Foram utilizados os seguintes pares
de primers (Forward: 5’-GCT GAA CAC CGT ATG TCG TAA A-3’; Reverse: 5’-
AGA GGA ATG CCA CAT AGA AGC- 3’) para deteccao da regido Nc5 de N.
caninum sintetizados pela Integrated DNA Technologies (Prodimol Biotecnologia S.A.,
Belo Horizonte, MG). A extragcdo de DNA foi realizada a partir de 20 mg de tecido
cerebral utilizando o kit de purificagio de DNA gendmico Wizard® (Promega Co.,

Madison, USA), segundo protocolo recomendado pelo fabricante. A concentragdo de
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DNA extraido foi determinada em espectrofotometro UV (260 nm) e ajustada para 100
ng/pL com 4gua estéril e livre de DNAse.

Ensaios para quantificar a carga parasitaria cerebral foram realizados no
equipamento de PCR em tempo real ABI 7000 (Applied Biosystems, Foster City, EUA)
e a contagem de parasitas foi calculada por interpolacdo de uma curva padrio com
quantidades equivalentes de DNA extraidos de 10’ taquizoitas de Nc-1 incluidas em

cada analise.

4.9. Analise imunohistoquimica

Amostras de tecido cerebral fixado em 10% de formalina tamponada por 24 horas
a temperatura ambiente foram incluidas em parafina de acordo com procedimentos
histolégicos de rotina. Cortes de 4 um de espessura foram obtidos e colhidos em
laminas microscépicas revestidas com cola (Cascorez®, Vargem Grande Paulista,
Brasil) e processados para a reagdo de imunohistoquimica como anteriormente descrito
(SILVA et al, 2002a). Em resumo, cortes foram desparafinizados em xilol,
rehidratados em concentragdes decrescentes de dlcool e incubados a temperatura
ambiente por 30 minutos com perdxido de hidrogénio a 3% para bloqueio da
peroxidase endogena. Apds uma lavagem rapida em PBS, foi realizado o resgate de
sitios antigénicos com tampao citrato 0.2 M (pH 6.0) por 7 minutos em microondas.
Para o bloqueio de sitios ndo-especificos foi utilizado soro normal de cabra a 2% em
PBS e, logo em seguida, os cortes foram incubados com anticorpo primdrio (soro de
camundongo experimentalmente infectado com N. caninum) diluido 1:100 em PBS
contendo BSA 1% por 18 horas a 4°C. Apds duas lavagens por 5 minutos em PBS, as
laminas foram incubadas com o anticorpo secunddrio IgG de cabra anti-IgG de
camundongo marcada com biotina (Sigma Chemical Co.) diluido 1:300 em PBS por 1
hora a 37°C. Apds novas lavagens, a reacdo foi amplificada pela incubag¢do com o
complexo estreptavidina-peroxidase biotinilada (ABC — Vector) diluido 1:250 em PBS
durante 30 minuots a 37°C. A revelagdo foi realizada com o substrato peréxido de
hidrogénio a 0,03% e DAB (Sigma Chemical Co.) e a contracoloracdo utilizou
hematoxilina de Harris. As laminas foram montadas e examinadas em microscopia

Optica comum.
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4.10. Analise estatistica

Para todos os célculos estatisticos e confeccao dos gréficos foi utilizado o software
GraphPad Prism versao 4.0 (GraphPad Software, Inc., San Diego, EUA). O método de
Kaplan-Meier foi aplicado para estimar a porcentagem de camundongos sobreviventes
apo6s o desafio e as curvas de sobrevida foram comparadas pelo teste log rank. A
comparacdo entre os dados obtidos nos diversos grupos foi analisada por testes
paramétricos (ANOVA) ou ndo-paramétricos (Kruskal-Wallis), apds a realizacdo do
teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov para avaliar o comportamento das
varidveis analisadas. Testes de comparacdo multipla de Tukey ou Dunn foram
aplicados, quando apropriado, para examinar todas as possiveis comparacdes entre pares
de grupos. O teste ¢ de Student foi utilizado para comparagao dos isotipos de IgG, niveis
de citocinas e indice de proliferacdo nos diferentes grupos. Todos os resultados foram

considerados significativos para um nivel de p < 0,05.

4.11. Normas de biosseguranca
Todos os procedimentos de coleta, manuseio de materiais biol6gicos e dos
reagentes, bem como a utiliza¢do dos equipamentos, foram realizados de acordo com as

normas de biosseguranca compativeis (MINEO et al., 2005).
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S. RESULTADOS

5.1. Resposta imune humoral apds imunizacio e desafio com N. caninum

A resposta imune humoral de anticorpos IgG total e isotipos IgG1 e IgG2a anti-N.
caninum, determinados por ELISA, em soros de camundongos imunizados com
antigenos NLA ou NcESA associados ou ndao com adjuvante CpG e respectivos grupos
controles (CpG e PBS) estd demonstrada nas Figuras 3,4 e 5.

Camundongos imunizados com NLA+CpG apresentaram niveis significantemente
maiores de IgG total anti-N. caninum do 14° ao 56° dia pés-imunizacdo (d.p.i) em
comparacdo com todos os outros grupos. O mesmo foi observado para o grupo
imunizado apenas com NLA em relacdo aos grupos restantes (p < 0,05) (Fig. 3). Niveis
de IgG total anti-N. caninum foram significantemente aumentados em camundongos
imunizados com NcESA+CpG somente a partir do 42° d.p.i, quando comparado com o
grupo NcESA e controles (CpG e PBS) (p < 0,05) (Fig. 3).

Na andlise da resposta do isotipo IgGl anti-N. caninum (Fig. 4), o grupo
imunizado apenas com NLA mostrou niveis significantemente aumentados deste isotipo
do 28° ao 56° d.p.i em comparagdo com os grupos imunizados com NcESA ou NcESA+
CpG (p < 0,05). O grupo NLA+CpG também apresentou niveis elevados de IgG1 aos
28° e 56° d.p.i em relagcdo aos demais grupos (p < 0,05), embora menores niveis foram
detectados no 42° d.p.i quando comparado ao grupo imunizado apenas com NLA (p <
0,05).

As respostas do isotipo IgG2a anti-N. caninum (Fig. 5) foram similares as
respostas de IgG total especifica, com niveis significantemente aumentados deste
isotipo aos 28° e 42° d.p.i em camundongos imunizados com NLA ou NLA+CpG em
relac@o aos outros grupos (p < 0,05). Antes do desafio, aos 56 d.p.i, niveis similares de
IgG2a foram encontrados nos grupos imunizados com NcESA+CpG e NLA, mas foram
significantemente mais elevados do que nos grupos imunizados apenas com NcESA e

grupos controles (p < 0,05).
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Figura 3. Niveis de IgG total anti-N. caninum, determinados por ELISA, em soros de
camundongos C57BL/6 imunizados subcutaneamente trés vezes (setas pontilhadas) com
antigenos NLA ou NcESA associados ou ndo com adjuvante CpG, CpG (controle do
adjuvante) ou PBS (controle da infeccdo). Camundongos foram desafiados com 2 x 10’
taquizoitas do isolado Nc-1 (seta continua). Amostras de sangue foram coletadas nos
dias 0, 14, 28, 42 e 56 apds imunizagdo.Valores de DO4osnm s@0 indicados como média
+ erro padrdo da média. * p < 0,05.
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Figura 4. Niveis de IgGl anti-N.caninum, determinados por ELISA, em soros de
camundongos C57BL/6 imunizados subcutaneamente trés vezes (setas pontilhadas) com
antigenos NLA ou NcESA associados ou ndo com adjuvante CpG, CpG (controle do
adjuvante) ou PBS (controle da infeccdo). Camundongos foram desafiados com 2 x 10’
taquizoitas do isolado Nc-1 (seta continua). Amostras de sangue foram coletadas nos
dias 0, 14, 28, 42 e 56 apds imunizagdo.Valores de DO4osnm s@0 indicados como media
+ erro padrdo da média. * p < 0,05.
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Figura 5. Niveis de IgG2a anti-N.caninum, determinados por ELISA, em soros de
camundongos C57BL/6 imunizados subcutaneamente trés vezes (setas pontilhadas) com
antigenos NLA ou NcESA associados ou ndo com adjuvante CpG, CpG (controle do
adjuvante) ou PBS (controle da infec¢do). Camundongos foram desafiados com 2 x 10’
taquizoitas do isolado Nc-1 (seta continua). Amostras de sangue foram coletadas nos
dias 0, 14, 28, 42 e 56 apds imunizagdo.Valores de DO4osnm s@0 indicados como media
+ erro padrdo da média. * p < 0,05.
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A soroconversdo e resposta de isotipos de anticorpos IgG anti-N. caninum foram
comparadas antes e apds desafio com taquizoitas de Nc-1 em todos os grupos
experimentais (Fig. 6). Apés o esquema de imunizagado e antes do desafio, os niveis de
IgG2a anti-N. caninum foram significantemente mais elevados do que IgGl em
camundongos imunizados com qualquer um dos antigenos (NLA ou NcESA)
combinados com CpG, enquanto que nos grupos imunizados apenas com os antigenos
houve uma resposta mais elevada do isotipo IgG1 em relacdo ao IgG2a (p < 0,05). Apds
o desafio, todos os grupos experimentais demonstraram um significativo aumento na
resposta de todos os anticorpos (IgG total, IgG1 e IgG2a), com niveis significantemente

aumentados de IgG1 em relagdo a IgGG2a em todos os grupos (p < 0,05).
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Figura 6. Soroconversido e resposta de anticorpos IgG total, IgGl e IgG2a anti-N.
caninum, determinados por ELISA, em soros de camundongos C57BL/6 imunizados
subcutaneamente trés vezes com antigenos NLA ou NcESA associados ou ndo com
adjuvante CpG, CpG (controle do adjuvante) ou PBS (controle da infec¢do). As
amostras de soros foram analisadas aos 56 dias apds imunizacao antes do desafio (AD)
e aos 32 dias pds-desafio (PD). Valores de DOu4gsnm sd@0 indicados como média + erro
padrao da média. * p < 0,05 na comparagao entre os niveis de IgG1 e IgG2a em cada
grupo experimental.
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O padrao de imunomarcacdo dos taquizoitas de N. caninum foi analisado com
amostras de soros de camundongos aos 42 d.p.i. em todos 0s grupos experimentais por
RIFI (Fig. 7). Foi observado um distinto padrao de imunomarcacao de taquizoitas de N.
caninum quando testados com soros de animais imunizados com NLA ou NLA+CpG
(Fig. 7A), apresentando fluorescéncia brilhante, linear e periférica na superficie dos
taquizoitas, quando comparado com os grupos imunizados com NcESA ou
NcESA+CpG (Fig. 7B), que mostraram apenas uma fraca coloragdo na por¢ao apical

dos taquizoitas.

Figura 7. Fotomicrografia de taquizoitas de N. caninum testados com soros de
camundongos C57BL/6 apds 42 dias de imunizag@o com antigenos NLA ou NLA+CpG
(A) e NcESA ou NcESA+CpG (B) em reagdo de imunofluorescéncia indireta. Aumento
de 400 X.
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O perfil de reatividade dos soros de camundongos aos 42 d.p.i. em todos o0s
grupos experimentais também foi analisado por immunoblot de antigenos NLA e
NcESA (Fig. 8). Os géis de SDS-PAGE corados por nitrato de prata mostraram
diferencas no perfil eletroforético dos antigenos NLA e NcESA (Fig. 8A), com uma
ampla faixa de componentes protéicos (14 a 97 kDa) visualizadas no antigeno NLA
comparado a uma faixa mais restrita (29 a 86 kDa) no antigeno NcESA.

Resultados de immunoblot mostraram nitido padrao diferencial de reatividade de
anticorpos IgG exibido por soros de camundongos imunizados com NLA ou
NLA+CpG, com forte marcacao e maior nimero de bandas antigénicas reconhecidas no
antigeno NLA (29-32, 35-37, 64-66 e 82-86 kDa) em comparacdo com menor
reconhecimento de componentes antigénicos (64-66 e 82-86 kDa) revelados por soros
de animais imunizados com NcESA ou NcESA+CpG (Fig. 8B).

Quando os soros foram testados frente ao antigeno NcESA em immunoblot,
bandas antigénicas de NcESA apresentaram maior reatividade com soros de
camundongos imunizados com NLA ou NLA+CpG em relagcdo aos grupos NcESA ou
NcESA+CpG, embora com intensidade visivelmente menor do que para o antigeno

NLA (Fig. 8B).
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Figura 8. Perfil eletroforético de antigenos NLA e NcESA de N. caninum em SDS-
PAGE a 12% corado com nitrato de prata (A) e Immunoblot (B) de antigenos NLA e
NcESA testados com soros representativos de cada grupo experimental: NLA+CpG
(linha 1); NLA (linha 2); NcESA+CpG (linha 3); NcESA (linha 4); CpG (linha 5); PBS
(linha 6). Soro controle positivo de camundongo infectado com N. caninum (linha 7).
Marcadores de massas moleculares (Mr) e antigenos imunodominantes de N. caninum
sdo expressos em kiloDaltons (kDa).
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5.2. Resposta imune celular apés imunizacao com antigenos de N. caninum
5.2.1. Resposta proliferativa

A andlise de proliferagdo foi realizada apds 15 dias da 3* dose de imunizag¢do com
as diferentes formulacdes de antigenos e adjuvante em todos os grupos experimentais. A
resposta proliferativa de células do bago foi determinada apds 72 horas de estimulacio
com o mitégeno ConA, antigeno NLA ou meio de cultura (controle) (Fig. 9).

Como esperado, o estimulo mitogénico provocou uma forte resposta proliferativa
de células do baco em todos os grupos experimentais. No entanto, apds estimulo
antigénico, os grupos de animais imunizados com NLA ou NcESA combinados com
CpG mostraram maior resposta proliferativa quando comparado com os grupos
imunizados apenas com antigenos (p < 0,05).

Todos os grupos imunizados com antigenos apresentaram indice de proliferacao

(IP) maior do que aquele encontrado para os grupos controles (CpG e PBS) (p < 0,05).
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Figura 9. Resposta proliferativa de células do baco de camundongos C57BL/6
imunizados subcutaneamente trés vezes com antigenos NLA ou NcESA associados ou
nao com adjuvante CpG, CpG (controle do adjuvante) ou PBS (controle da infecc¢do).
Células foram coletadas duas semanas apds a 3* dose de imunizagdo e cultivadas na
presenca de 5 pg/mL Concanavalina A (ConA), 10 pg/mL antigeno NLA, ou meio
somente. Indice de proliferacio (IP) foi determinado apds 72 horas de estimulagdo.
Valores sdo indicados como média + erro padrao da média. A linha pontilhada indica o
limite para valores positivos de IP (IP > 2). Letras diferentes acima das barras indicam
diferencgas estatisticamente significantes (p < 0,05).
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5.2.2. Producao de citocinas

A producdo de citocinas foi analisada em sobrenadantes de cultura de células do
baco apds estimulagdo com antigeno NLA (Fig. 10). Foram detectados altos niveis de
IL-12 em todos os grupos experimentais (Fig. 10A), embora os grupos NLA ou NcESA
combinados com CpG induziram niveis significantemente mais elevados de IL-12 em
comparacdo com os grupos imunizados apenas com antigenos (NLA ou NcESA) e
grupos controles (CpG e PBS) (p < 0,05). A producdo de IL-12 foi também mais
elevada no grupo NcESA+CpG do que no grupo NLA+CpG (p < 0,05).

Niveis de IFN-y foram significantemente maiores nos grupos NcESA+CpG e
NcESA do que nos grupos NLA+CpG e NLA (p < 0,05), e estes dois dltimos grupos
apresentaram niveis de IFN-y significantemente mais elevados do que os grupos
controles (CpG e PBS) (Fig. 10B).

Em relacdo a dosagem de IL-10, baixos niveis foram detectados em todos os
grupos experimentais e nenhuma diferenca significativa foi encontrada entre os grupos
(Fig. 10C). No entanto, quando a razdo IFN-y/IL-10 foi calculada (Fig. 10D), foi
observada uma significante maior propor¢dao de IFN-y em relacdo a IL-10 nos grupos
NcESA+CpG e NcESA (p < 0,05).

Niveis de IL-4 foram encontrados abaixo do limite de detec¢do da andlise em
todos os grupos experimentais e todas as citocinas analisadas exibiram niveis

detectaveis apos estimulacdo mitogénica em todos os grupos (dados nao mostrados).
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Figura 10. Producdo de citocinas por células de baco de camundongos C57BL6
imunizados subcutaneamente trés vezes com antigenos NLA ou NcESA associados ou
niao com adjuvante CpG, CpG (controle do adjuvante) ou PBS (controle da infeccao).
Células foram coletadas duas semanas apés a 3* dose de imunizagdo e cultivadas na
presenca de 5 ug/mL Concanavalina A (ConA), 10 ug/mL antigeno NLA, ou meio
somente. Sobrenadantes de cultura estimulados com antigeno NLA foram analisados
ap6s 48 horas para IL-12 (A) ou 72 horas para IFN-y (B) e IL-10 (C) por ELISA. A
razdo IFN-y/IL-10 foi também calculada (D). Valores indicam a média + erro padrio da
média. As linhas pontilhadas indicam o limite de detec¢do para cada ensaio de citocina.
Diferentes letras acima das barras indicam diferencas estatisticamente significantes (p <
0,05).
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5.3. Sinais clinicos e mortalidade apés desafio com N. caninum

ApGs desafio com 2 x 10’ taquizoitas do isolado Nc-1, os camundongos foram
observados diariamente quanto aos sinais clinicos e avaliados por escores de morbidade
e alteracdes do peso corporal (Fig. 11). Foi observado que os camundongos imunizados
com NLA+CpG apresentaram o menor escore médio de morbidade em comparagdo com
os outros grupos (p < 0,01). O grupo imunizado apenas com NLA também apresentou
escore médio de morbidade significantemente menor em relacdo aos outros grupos,
exceto para o grupo NLA+CpG (p < 0,01) (Fig. 11A).

Na anélise das alteragdes do peso corporal dos animais em relagdo ao tempo zero
do desafio, foi constatado que camundongos imunizados com NcESA, NcESA+CpG ou
PBS apresentaram significativa reducdo na média do peso corporal em relacdo aos
demais grupos (p < 0,01), com consideravel perda de peso do 10° ao 20° dia apds
desafio (Fig. 11B).

Os camundongos foram também observados diariamente quanto a mortalidade
ap6s desafio e curvas de sobrevida foram determinadas (Fig. 12). Todos os
camundongos imunizados com NLA+CpG ou NLA sobreviveram ao desafio enquanto
aqueles imunizados com NcESA+CpG ou NcESA apresentaram a mais baixa
porcentagem de sobrevivéncia, com diferencas significantes em relagdo aos grupos
NLA+CpG ou NLA (p < 0,05). Animais imunizados com PBS ou CpG apresentaram
porcentagens de sobrevida intermedidrias entre os outros grupos apds o desafio com

taquizoitas de Nc-1.
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Figura 11. Escores médios de morbidade (A) e alteragdes do peso corporal (B) de
camundongos C57BL6 imunizados com antigenos NLA ou NcESA associados ou ndo
com adjuvante CpG, CpG (controle do adjuvante) ou PBS (controle da infec¢do) e
desafiados com 2 x 10’ taquizoitas do isolado Nc-1. Camundongos imunizados com
NLA+CpG e NLA apresentaram os menores escores médios de morbidade e alteragcdes
do peso corporal, enquanto os grupos NcESA+CpG ou NcESA exibiram os mais altos
escores de morbidade e alteracdes do peso corporal em comparacdo com os demais
grupos (p < 0,05).
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Figura 12. Curva de sobrevivéncia de camundongos C57BL6 imunizados com
antigenos NLA ou NcESA associados ou ndo com adjuvante CpG, CpG (controle do
adjuvante) ou PBS (controle da infeccdo) e desafiados com 2 x 10’ taquizoitas do
isolado Nc-1. Camundongos imunizados com NLA+CpG ou NLA isoladamente
apresentaram a maior porcentagem de sobrevivéncia (100%) em relacdo aos grupos
imunizados com NcESA+CpG ou NcESA somente (< 50%) (p < 0,05).
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5.4. Carga parasitaria cerebral apos desafio com N. caninum

A carga parasitaria cerebral nos camundongos sobreviventes apds o desafio com 2
x 10’ taquizoitas de Nc-1 foi determinada por PCR em tempo real (Fig. 13).
Camundongos imunizados com NcESA+CpG demonstraram a mais alta carga
parasitdria em relagdo aos outros grupos, seguido pelo grupos NcESA e PBS (p < 0,05).
Em contraste, a carga parasitdria cerebral foi significantemente menor nos grupos de
animais imunizados com NLA+CpG, NLA isoladamente e CpG, quando comparado

com os outros grupos (p < 0,05).

2525+
2025+
1525+

1025-

525-

25-
5

Numero de taquizoitas/100ng DNA

NLA+CpG NLA  NcESA+CpG NcESA CpG PBS

Figura 13. Carga parasitaria cerebral, determinada por PCR em tempo real, em
camundongos sobreviventes de todos os grupos experimentais ap6s desafio com 2 x 10’
taquizoitas do isolado Nc-1 de N. caninum. Diferentes letras acima das barras indicam
diferencas estatisticamente significantes (p < 0,05).
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Anélise imunohistoquimica foi também realizada para determina¢do e confirmagao
do parasitismo cerebral apds o desafio com taquizoitas de Nc-1 (Fig. 14). Foi observado
um menor parasitismo cerebral nos grupos imunizados com NLA+CpG, NLA ou CpG
em contraste aos animais imunizados com NcESA+CpG, NcESA ou PBS que
mostraram intensa imunocoloracdo de taquizoitas e vacuolos parasitéforos de N.

caninum.

Figura 14. Fotomicrografias representativas da andlise imunohistoquimica de cérebros

de camundongos dos grupos NcESA+CpG (1, 4), NcESA (2, 5) e PBS (3, 6), mostrando

taquizoitas e vacuolos parasitéforos de N. caninum intensamente corados. As
preparagdes foram coradas com DAB e hematoxilina de Harris foi utilizada para

contracoloragdo. Aumentos de 400X (1, 2, 3) e 1000X (4, 5, 6).
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6. DISCUSSAO

O objetivo primordial do desenvolvimento de vacinas contra neosporose ¢
selecionar antigenos especificos de N. caninum que induzam imunidade protetora.
Vérios antigenos recombinantes de superficie do parasito, bem como proteinas
recombinantes de organelas secretdrias como roptrias, micronemas e granulos densos,
tém sido avaliados como potenciais candidatos a vacinacdo, associados com diferentes
formulacdes de adjuvantes e novas estratégias de administracdo de antigenos (INNES et
al., 2007; DEBACHE et al., 2008 ).

Preparacdes de vacinas contendo uma tnica proteina sdo consideradas menos
efetivas do que associacdo de vdarios antigenos protetores (CANNAS et al., 2003b).
Deste modo, vacinas multi-componentes contendo uma combinagdo de antigenos
parasitarios protetores, tais como taquizoitas vivos atenuados ou y-irradiados, bem como
antigenos de lisado total de N. caninum, poderiam constituir em uma escolha mais
racional para a formulacdo de vacinas efetivas contra neosporose (LINDSAY et al.,
1999).

Antigenos de lisado total de taquizoitas de N. caninum foram incorporados em
diferentes preparagdes de adjuvantes, tais como vesiculas surfactantes nao idnicas,
adjuvante completo de Freund (BASZLER; McELWAIN; MATHISON, 2000), Quil A
(derivado de saponina) ou ISCOMs (LUNDEN et al., 2002), para induzir imunidade
protetora em camundongos. Entretanto, pouco € conhecido sobre o uso de ODN-CpG
como imunoadjuvante no controle da neosporose, exceto em um estudo que avaliou a
incorporacdo de CpG em DNA de plasmideo codificando o antigeno NcGRA7 em um
modelo de transmissdo congénita, resultando em considerdvel aumento no nivel de
protecdo contra transferéncia congénita de N. caninum (JENKINS et al, 2004).

O papel dos antigenos de excrecao-secre¢do (ESA) de parasitos, como 7. gondii e
Leishmania sp, em estimular o sistema imune do hospedeiro através da inducdo de
resposta imune mediada por células e anticorpos, além de constituirem fatores de
viruléncia dos parasitos, tem sido bastante investigado. Estes antigenos desempenham
importante fun¢@o na interagao parasito-célula hospedeira e nos mecanismos de invasao
celular, influenciando na patogénese e no escape da resposta imune do hospedeiro
(DARYANI et al., 2003; HAFID et al., 2005; HOLZMULLER et al., 2005; CHENIK et
al.,, 2006;). Deste modo, a utilizacdo de antigenos de excregdo-secrecao tem sido

sugerida para o desenvolvimento de estratégias de vacinagdo contra parasitos
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intracelulares, particularmente 7. gondii (HAFID et al., 2005; COSTA-SILVA et al.,
2008).

Até o presente momento, nao existe nenhum estudo publicado avaliando o
potencial de antigenos excretados-secretados de N. caninum (NcESA) ou antigenos de
lisado total de N.caninum (NLA) combinados com CpG em induzir resposta imune e
protecdo contra infeccao com N. caninum em camundongos.

No presente estudo, as respostas soroldgicas avaliadas apds o esquema de
vacina¢do dos camundongos mostraram uma imunogenicidade consideravelmente maior
para o antigeno NLA do que NcESA, particularmente quando combinado com CpG,
como demonstrado pelos altos niveis de IgG total anti-N. caninum e o aumento na
producdo do isotipo IgG2a. Em contraste, vacinacdo com qualquer um dos antigenos
isoladamente, principalmente para NLA, induziu maior producdo do isotipo IgG1. Estes
resultados indicam que antigenos combinados com o adjuvante CpG foram capazes de
induzir uma resposta imune humoral direcionada para o perfil Thl, enquanto os
antigenos isoladamente induziram resposta imune humoral predominantemente do tipo
Th2. Estes achados sdo consistentes com varios estudos que demonstraram a mudanga
para o isotipo IgG2a em modelos de vacinas associadas ao adjuvante CpG contra
infecgdes parasitdrias, tais como Leishmania sp (JAAFARI et al, 2007), Trypanosoma
cruzi (FRANK et al., 2003), Plasmodium falciparum (MULLEN et al., 2007) e T.
gondii (EL-MALKY et al, 2005), refor¢cando a capacidade de ODN-CpGs em aumentar
a resposta imune mediada por células e anticorpos em vacinagdes através da ativacdao
preferencial de células Thl e do isotipo IgG2a em camundongos (ZIMMERMANN et
al., 2007).

Embora o antigeno NcESA tenha mostrado ser menos imunogénico que NLA, a
associacdo com o adjuvante CpG foi capaz de induzir resposta imune humoral com
mudanca para o isotipo IgG2a. Nao hd relatos na literatura sobre a utilizacdo de
antigenos de excregdo-secrecdo de N. caninum em procedimentos de vacinagdo, mas um
estudo utilizando antigeno ESA de T. gondii associado a toxina da célera como
adjuvante na imunizac¢do oral de camundongos demonstrou a indugdo de resposta imune
humoral sistémica e de mucosa, pela detec¢do de anticorpos séricos e fecais das classes
IgG, IgM e IgA anti-T. gondii (HAFID et al., 2005). Mais recentemente, antigenos ESA
de taquizoitas de 7. gondii foram também avaliados na imuniza¢do de uma nova
linhagem de camundongos (AS/n) susceptivel ao parasito, mostrando um aumento nos

niveis de anticorpos apds imunizacdo (COSTA-SILVA et al., 2008).
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A diferenca na imunogenicidade dos antigenos NLA e NcESA, associados ou ndo
com CpG, foi também demonstrada pelo padrdo diferencial de imunomarcacdo de
taquizoitas vistos em RIFI como também pelo distinto perfil de reconhecimento
antigénico em immunoblot por soros de camundongos apds 42 d.p.i., comprovando que
o tipo de antigeno influenciou mais na magnitude da resposta imune do que o adjuvante
utilizado, com uma maior resposta imune humoral induzida por NLA do que NcESA.
Resultados similares foram encontrados em um recente estudo com antigenos ESA de
taquizoitas de 7. gondii, demonstrando que anticorpos anti-ESA também reagiram com
antigenos totais de taquizoitas e se ligaram na superficie do parasito, com maior
intensidade na regido apical (COSTA-SILVA et al., 2008).

Foi também analisado se o tipo de resposta imune conferida pela imunizacao dos
camundongos com os antigenos NLA ou NcESA combinados com o adjuvante CpG
poderia ser mantida apds desafio com o parasito. No entanto, um considerdvel aumento
de ambos os isotipos IgG1 e IgG2a foi observado, indicando que o parasito foi capaz de
modular ambos os tipos de resposta imune, Thl e Th2, embora com predominante
resposta imune humoral direcionada para o perfil Th2. Isto provavelmente pode ser
explicado devido 2 alta dose (2 x 10 taquizoitas) de desafio com o isolado Nc-1, que
promoveu uma mudanga global da resposta imune direcionada para o isotipo IgGl.
Além disso, camundongos imunizados somente com CpG ou PBS também mostraram
uma alta soroconversdao e aumento dos niveis do isotipo IgG1 em resposta ao desafio,
refor¢ando a idéia que o isolado Nc-1 pode ser responsavel pelo direcionamento para
uma resposta imune humoral do tipo Th2. Achados similares foram encontrados em
camundongos imunizados com uma cepa mutante de 7. gondii sensivel a temperatura
(ts4) associada ao CpG e desafiados com a cepa RH de T. gondii (SPENCER et al.,
2004). Em contraste, estudos usando antigenos de 7. cruzi combinados com ODN-CpG
ndo demonstraram mudangas no tipo de resposta imune promovida pela imunizac¢io
apos desafio com o parasito (FRANK et al., 2003).

Respostas proliferativas de células do bago e producdo de citocinas confirmaram
que ambos os antigenos NLA e NcESA combinados com ODN-CpG induziram resposta
imune celular mais forte quando comparado aos grupos imunizados com os antigenos
isoladamente e grupos controles (CpG e PBS). Esta superioridade na resposta imune
celular foi evidenciada pelo alto indice de proliferacdo e niveis aumentados de IL-12
ap6s estimulacdo antigénica in vitro detectados em camundongos imunizados com

antigenos associados ao CpG. Foi observado também que o grupo imunizado apenas
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com o adjuvante CpG induziu um aumento dos niveis de IL-12, indicando que ODN-
CpGs estimulam a imunidade inata através da ligacdo ao TLR-9 e aumentam a resposta
imune a vacinacdo pela ativacdo de células do perfil Thl e liberagdo de citocinas
associadas a esse perfil, tais como IL-12, IFN-y e TNF-a (EL-MALKY et al., 2005;
ZIMMERMANN et al., 2007).

Além disso, grupos imunizados com NcESA+CpG ou NcESA isoladamente
exibiram maiores niveis de IFN-y quando comparado aos grupos NLA+CpG ou NLA,
refletindo uma vigorosa resposta imune celular direcionada para o perfil Thl. Embora
niveis de IL-10 foram baixos e similares em todos os grupos experimentais, uma alta
razdo IFN-y/IL-10 foi observada para os grupos imunizados com NcESA+CpG ou
NCcESA, reforcando a idéia que o tipo de antigeno foi mais responsdvel em induzir forte
resposta imune celular do tipo Thl do que o adjuvante. Além disso, foi demonstrado
que antigenos ESA de T. gondii sdo capazes de induzir maior resposta imune mediada
por células do que os antigenos soliveis (DARYANI et al., 2003).

Ap06s desafio com o isolado Nc-1, os grupos imunizados com NcESA+CpG ou
NcESA apresentaram surpreendentemente os mais altos escores médios de morbidade,
as maiores perdas de peso corporal e taxas de mortalidade, como também a maior carga
parasitaria cerebral, como determinada por PCR e imunohistoquimica. E possivel que
estes parametros clinicos observados nos grupos de animais imunizados com antigenos
NcESA, isoladamente ou combinado com CpG, estejam relacionados a inducdo
exacerbada de IFN-y com deficiente imunoregulacdo por IL-10, como observado pela
alta razdo IFN-y/IL-10 encontrada nestes grupos. Esse padrio de resposta imune
caracterizado por forte resposta celular em combinagdo com fraca resposta imune
humoral pode ter levado os animais a sucumbirem a infeccdo apds o desafio. Neste
contexto, um recente estudo com vacinas baseadas em proteinas recombinantes de
micronemas (NcMIC4) mostrou aumento da mortalidade e da infeccdo cerebral em
camundongos apds desafio com taquizoitas de N. caninum, associados também com
baixa resposta de anticorpos antes do desafio (SRINIVASAN et al., 2007).

Sabe-se que a maioria das proteinas de micronemas de parasitos Apicomplexa sdao
liberadas para o meio extracelular, seja por protedlise ou por secrecdo de formas
soliveis (NAGULESWARAN et al., 2001). Portanto, € possivel que os efeitos
deletérios da imunizacdo de camundongos com NcESA+CpG ou NcESA estejam

relacionados com a presenca de proteinas de micronemas nas preparacdes deste
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antigeno. Andlises posteriores serdo requeridas para caracterizar o perfil protedmico do
antigeno de excregdo-secrecdo de N. caninum utilizado no presente estudo.

Em contrapartida, os grupos de camundongos imunizados com NLA+CpG ou
NLA isoladamente exibiram os mais baixos escores médios de morbidade e alteracdes
do peso corporal, e nenhum animal sucumbiu a infeccdo apds o desafio. Estes
parametros clinicos foram também associados com a mais baixa carga parasitiria
cerebral determinada pelo PCR e imunohistoquimica. Deste modo, a alta protecao
observada em camundongos vacinados com NLA+CpG ou NLA parece estar associada
com uma efetiva resposta imune humoral, caracterizada pelos altos niveis de IgG total
especifica e resposta elevada do isotipo IgG2a, e uma resposta imune celular protetora
com adequado balanco de citocinas pré-inflamatdrias e regulatérias (razdo IFN-y/IL-
10). Neste contexto, ambas as respostas imunes mediada por células e anticorpos
parecem ser requeridas para imunidade a infeccdo por N. caninum (HEMPHILL et al.,
2006).

Em contraste, imunizacio de camundongos com antigenos de lisado de N.
caninum incorporados em vesiculas surfactantes ndo idnicas como adjuvante exacerbou
o quadro de encefalite e doenca neuroldgica em camundongos (BASZLER et al., 2000).
Por outro lado, a administracio do mesmo antigeno com o adjuvante Quil A ou
ISCOMs resultou em aumento na prote¢cdo de camundongos apds o desafio com o
parasito (LUNDEN et al., 2002). A utilizacio do adjuvante ImmunoMAXSR®
associado ao antigeno de lisado total de N. caninum induziu protecdo de fé€meas
gestantes contra transmissdo vertical de N. caninum (LIDDELL et al., 1999), mas a
imuniza¢do de camundongos utilizando parasitos vivos antes do acasalamento resultou
em nivel significantemente melhor de protecdo contra transmissdo vertical, quando
comparado com camundongos imunizados com preparacdes de lisado total (MILLER et
al., 2005). Desta forma, pode-se verificar que antigenos de lisados totais de N. caninum
com diferentes adjuvantes t€m mostrado resultados contraditérios, variando de parcial a
total protecdo contra transmissdo vertical em camundongos, ou até mesmo a
exacerbacdo da doenca neuroldgica.

Os grupos controles (CpG e PBS) apresentaram intermedidrios escores de
morbidade, alteracdes de peso corporal e porcentagens de mortalidade, mas a carga
parasitaria cerebral analisada por PCR foi maior em camundongos imunizados com PBS
em relacao aos animais do grupo CpG. Estudos prévios tém demonstrado que ha pouca

correlagdo entre a carga parasitaria no cérebro e a doenga cerebral, e que a ocorréncia da
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neosporose cerebral pode esta ligada a fatores adicionais como a localizacdo dos
parasitos no cérebro, resposta imune celular e humoral, pureza e composicdo dos
antigenos e o tipo de adjuvante utilizado (CANNAS et al., 2003a,b; ALAEDDINE et
al., 2005).

De uma forma global, os resultados do presente estudo mostraram que ODN-CpG
foi capaz de induzir elevada resposta imune humoral do tipo Thl pela producio de
maiores niveis de IgG2a que IgG1 quando associado a qualquer um dos antigenos (NLA
ou NcESA), mas uma forte resposta imune celular associada com altos niveis de IFN-y
foi relacionada mais ao antigeno NcESA do que ao adjuvante utilizado. Além disso, a
vacinagdo com NLA+CpG ou NLA resultou em total protecdo dos camundongos
enquanto o antigeno NcESA isoladamente ou combinado com CpG, induziu maior

susceptibilidade dos animais ap6s desafio com N. caninum.
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7. CONCLUSOES

e O adjuvante ODN-CpG foi capaz de aumentar a imunogenicidade de ambos
antigenos NLA e NcESA na imunizacdo de camundongos contra neosporose,
pela indug¢do de maiores niveis séricos de IgG total anti-N. caninum quando

comparado com os grupos imunizados apenas com antigenos;

¢ A imunizacdo de camundongos com antigenos NLA ou NcESA combinados
com o adjuvante ODN-CpG induziu resposta imune humoral direcionada para o
perfil Thl, com produ¢do de maiores niveis do isotipo IgG2a anti-N. caninum,
enquanto a imunizagdo apenas com antigenos direcionou a resposta imune

humoral para o perfil Th2, pela producao de maiores niveis do isotipo 1gG1;

¢ A imunogenicidade do antigeno NLA foi consideravelmente maior do que
NCcESA, principalmente quando associado com ODN-CpG, evidenciado por
maiores niveis séricos de IgG total anti-N. caninum, pelo padriao diferencial de
imunomarcag¢do de taquizoitas em RIFI e distinto perfil de reconhecimento

antigénico em immunoblot;

e O antigeno NLA induziu maior resposta imune humoral que o antigeno NcESA
na imuniza¢do de camundongos, associados ou ndo com ODN-CpG, indicando

que o tipo de antigeno influenciou na magnitude da resposta imune;

e A imunizagdo de camundongos com antigenos NLA ou NcESA combinados
com o adjuvante ODN-CpG induziu resposta imune celular caracterizada por
maiores indices de proliferacdo e niveis de IL-12 apds estimulacdo antigénica in
vitro de células do baco, quando comparado aos grupos imunizados apenas com

antigenos;

e A imunizacdo de camundongos com o antigeno NcESA ou combinado com
ODN-CpG induziu os mais altos niveis de IFN-y e elevada razao IFN-y/IL-10,

refletindo em forte resposta imune celular direcionada para o perfil Thl;
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Ap6s o desafio com taquizoitas do isolado Nc-1, os animais imunizados com o
antigeno NLA ou associado com ODN-CpG exibiram os menores escores de
morbidade, alteracdes de peso corporal e carga parasitdria cerebral quando

comparado aos grupos imunizados com NcESA ou NcESA+CpG;
A vacinacdo com antigeno NLA ou NLA+CpG resultou em total protecao dos

camundongos apds o desafio, enquanto o antigeno NcESA ou associado com

ODN-CpG induziu maior susceptibilidade dos animais a infecc¢ao.
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