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RESUMO

Toxoplasma gondii vs radiagdo ionizante: Imunidade humoral e celular em
baco e intestino de camundongos isogénicos imunizados com taquizoitos

irradiados por Cobalto 60

Andrés Jimenez Galisteo Jr.

Estudamos o desenvolvimento de uma vacina para toxoplasmose utilizando a
radiacdo ionizante como ferramenta. Aqui avaliamos o desenvolvimento da
imunidade sistémica e intestinal e a resisténcia a infeccdo, em diferentes
camundongos imunizados, por via oral e parenteral, com taquizoitos irradiados a 255
Gy e desafiados com cistos da cepa ME49. Camundongos C57Bl/6j, BALB/c e
C57BI/6j IFN-y"" foram imunizados com 10’ taquizoitos de T. gondii irradiados a
255Gy por diferentes vias. As preparacdes de taquizoitos irradiados, por via oral e
parenteral, induziram producdo de imunoglobulinas 1gG e IgA no soro de
camundongos, sendo predominante a subclasse de 1gG2b, determinadas por ELISA.
A producdo de IgM foi minima. Os animais imunizados pela via parenteral,
apresentaram uma maturacdo mais rapida da avidez de anticorpos IgG que os
animais imunizados por via oral. Houve excrecéo de IgG, IgA e IgM nas fezes dos
animais imunizados, mais intensa nos animais imunizados por via oral. No estudo da
imunidade celular induzida por antigeno e detectada for real-time PCR, houve uma
grande producado de IFN-y por células esplénicas, menor por células das placas de
Peyer intestinais, onde houve maior producéo de IL-2. Houve protecdo em todos 0s
nossos esquemas avaliados, maior nos animais BALB/c. Os animais deficientes de
IFN-y, ndo foram afetados pelo processo de imunizacédo e apresentaram producao
de IgG e IgA sérico e excrecdo de S-IgA e S-IgM nas fezes, com menor numero de
cistos cerebrais em animais imunizados por via parenteral. Todos nossos dados
apontam para a possibilidade do desenvolvimento de uma vacina oral para
toxoplasmose, utilizando taquizoitos irradiados, com aplicacao pratica na imunizagao

de felinos domésticos e selvagens.

Palavras chave: Toxoplasma gondii, radiagcdo ionizante, imunidade de mucosa,

vacina



ABSTRACT

Toxoplasma gondii vs ionizing radiation: Cell and humoral immunity in
spleen and gut of isogenic mice immunized with *°Co irradiated

tachyzoites.

Andrés Jimenez Galisteo Jr.

We are developing a vaccine for toxoplasmosis, using ionizing radiation as a
tool. Here we analyzed the production of sytemic and intestinal immunity, with
protection studies, in several strains of inbred mice, by oral or parenteral route, using
255 Gy irradiated tachyzoites of T. gondii RH strain, with challenge with cysts of ME-
49 strain. C57BI/6j, BALB/c and C57BI/6j IFN-y" mice were immunized with 10’
irradiated tachyzoites, be parenteral or oral route. Those preparations, both by
parenteral or oral routes, induced the production of specific IgG, mainly of the 1gG2b
subclass, and IgA immunoglobulins in serum, , as determined by ELISA. IgM
production was negligible. Parenteral immunized mice showed higher IgG avidity
maturation, as compared to oral immunized mice. Fecal excretion of IgG, IgA and
IgM was detected in stools of immunized animals, more intense in oral immunized
mice. In cellular immunity studies, induced by antigen, with detection of cytokine
production by quantitative real-time PCR, there are a great production of IFN-y by
spleen cells, with lower levels in Peyer patches cells, where there are a greater IL-2
production. Challenge studies in immunized mice demonstrated protection to
infection in all used schedules, greater in BALB/c mice. C57BI/6j IFN-y"' mice, when
immunized, showed no signs of disease and produced similar or greater levels of
antibodies than wild type mice. They also excreted S-IgA and S-IgM in stools, but
with low numbers of brain cysts in parenteral immunized mice, despite similar
mortality. Our data points to a fair possibility of use of those irradiated parasites as an
oral vaccine, devised to use for veterinary or wild felines vaccination, reducing the
production of oocysts by those hosts and interrupting the chain transmission of

human toxoplasmosis.

Keywords: Toxoplasma gondii, ionizing radiation, mucosal immunity, vaccine
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LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS?

y gama
®“Co Cobalto-60

cDNA DNA complementar

DMSO Dimethyl Sulfoxide

ELISA Ensaio imunoenzimético (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)
g RCF (relative centrifugal force)

Gy Gray (dose de radiacdo)

H,0, Agua oxigenada 30%

HBSS Hank’s Balanced Salt Solution

i.p Inéculo parenteral

IFN-y"' Camundongo geneticamente deficiente de IFN-y

IFN-y Interferon-gama

IL Interleucina

M Molar

mg Miligrama

mL Mililitros

mM Milimolar

mMRNA RNA mensageiro

NaCl Cloreto de Sédio

°C graus Celsius

OPD Orto-fenilenodiamina

PBS Salina tamponada com fosfatos

PCR Reacdo em cadeia pela polimerase (Polimerase Chain Reaction)
pH Potencial hidrogenibénico

PMSF Inibidor de proteases (phenylmethanesulfonyl fluoride)

Real-time PCR  Reacdo em cadeia pela polymerase em tempo real (Real-time Polymerase

Chain Reaction)

Th Linfécito T helper

V.0 In6culo oral

viv Volume a volume

B-actina Proteina constitutiva de camundongo
Mg Microgramas

ML Microlitros

! Devido ao uso consagrado na literatura técnica, algumas abreviaturas seguem as iniciais de sua grafia em
inglés.
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ANEXOS
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C57BI/6j e BALB/c, inoculados com 3 doses de 1x10’ taquizoitos de T.
gondii RH irradiados a 255 Gy.

- Excrecéo de anticorpos 1gG, IgA e IgM, nas fezes de camundongos

C57BI/6j e BALB/c, inoculados com 3 doses de 1x10’ taquizoitos de T.
gondii RH irradiados a 255 Gy.

Producéo de anticorpos IgG, IgA e IgM, no soro de camundongos IFN-
v, inoculados com 3 doses de 1x10’ taquizoitos de T. gondii RH
irradiados a 255 Gy.

Anexo 4 - Excrecdo de anticorpos IgG, S-IgA e S-IgM, nas fezes de

Anexo 5 -
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camundongos IFN-y”, inoculados com 3 doses de 1x10’ taquizoitos de
T. gondii RH irradiados a 255 Gy.
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PCR, em camundongos C57BI/6j e BALB/c, imunizados com T. gondii
irradiado a 255Gy.

Producéo cientifica no periodo

Anexo 7: Meireles, L.R.; Tsutsui, V.S.; Carmo, C.V.; Galisteo JR, A.J.; Hiramoto,

Anexo 8:

R.M.; Terentowicz, H.C.K. & de Andrade JR, H.F. Quantitative
Toxoplasma gondii oocyst detection by a modified Kato Katz test using
Kinyoun staining (KKK) in ME49 strain experimentally infected cats.
Revista do Instituto de Medicina Tropical de Séo Paulo, 50: 187-
190, 2008.

Leal, F.; Cavazzana, C.L.; de Andrade JR, H. F.; Galisteo JR, A.J.;
Mendonga, J.S. & Kallas, E.G. Toxoplasma gondii Pneumonia in
Immunocompetent Subjects: Case Report and Review. Clinical
Infectious Diseases, 44: e62-e66, 2007.




Anexo 9: Meireles, L.R.; Galisteo JR, A.J.; Pompeu, E. & de Andrade JR, H. F.
Environmental Toxoplasma gondii spreading in urban area evaluated
by seroprevalence in free living cats and dogs. TM & IH. Tropical
Medicine and International Health, 9(8): 876-881, 2004.

Anexo 10: Galisteo JR, A.J.; Zorgi, N.E.; Alves, J.B.; Hiramoto, R. M.
Nascimento, N. & de Andrade JR, H. F. Humoral immune response of
C57BL/6J and BALB/c mice immunized with irradiated tachyzoites of
Toxoplasma gondii RH strain and oral challenge with ME-49 strain. In:
International Nuclear Atlantic Conference (INAC 2007), 2007, Santos.

Anexo 11: Alves, J.B.; Vieira, D. P.; Galisteo JR, A.J.; Miyagui, C.Y.; Caproni, P.;
Casare, M.S.; Spencer, P.J. & Nascimento, N. Structure alteration and
immunological properties of Bothropstoxin-1 irradiated with 60Co
gamma rays. In: International Nuclear Atlantic Conference (INAC
2007), Santos.

Anexo 12: Galisteo JR, A.J.; Hiramoto, R.M.; Carmo, C. V.; Alves, J.B. & de
Andrade JR, H.F. 255Gy irradiated tachyzoites of Toxoplasma gondii
induce intestinal immune response in C57BL/6J mice immunized by
oral route. In: The International Nuclear Atlantic Conference (INAC
2005), Santos.

Anexo 13: 15° SIICUSP - Simpésio Internacional de Iniciacdo Cientifica da
Universidade de S&o Paulo, Ribeiréo Preto, 2007.

Anexo 14: XXXIV Annual Meeting on Basic Research in Chagas Disease & XXIII
Meeting of the Brazilian Society of Protozoology, 2007.

Anexo 15: XXXIII Annual Meeting on Basic Research in Chagas Disease & XXII
Annual Meeting of the Brazilian Society of Protozoology, 2006.

Anexo 16: XXXIII Annual Meeting on Basic Research in Chagas Disease & XXII
Annual Meeting of the Brazilian Society of Protozoology, 2006.

Anexo 17: XLI Congresso da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical e o |
Encontro de Medicina Tropical do Cone Sul, 2005.

Anexo 18: XLI Congresso da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical e o |
Encontro de Medicina Tropical do Cone Sul, 2005.

Anexo 19: XXI Annual Meeting of the Brazilian Society of Protozoology & XXXII
Annual Meeting on basic Research in Chagas Disease, 2005.

Anexo 20: XXI Annual Meeting of the Brazilian Society of Protozoology & XXXII
Annual Meeting on basic Research in Chagas Disease, 2005.

Anexo 21: XXXI Annual Meeting on Basic Research in Chagas Disease & XX
Annual Meeting of the Brazilian Society of Protozoology, 2004.



Anexo

Anexo

Anexo

Anexo

Anexo

22:

23:

24

25:

26:

XXXI Annual Meeting on Basic Research in Chagas Disease & XX
Annual Meeting of the Brazilian Society of Protozoology, 2004.

XXXI Annual Meeting on Basic Research in Chagas Disease & XX
Annual Meeting of the Brazilian Society of Protozoology, 2004.

XXXI Annual Meeting on Basic Research in Chagas Disease & XX
Annual Meeting of the Brazilian Society of Protozoology, 2004.

XXXI Annual Meeting on Basic Research in Chagas Disease & XX
Annual Meeting of the Brazilian Society of Protozoology, 2004.

XXXI Annual Meeting on Basic Research in Chagas Disease & XX
Annual Meeting of the Brazilian Society of Protozoology, 2004.



Andrés Jimenez Galisteo Jr.

| - INTRODUCAO

1.1 Radiacao ionizante

1.1.1 Conceitos Gerais

As radiacdes sdo ondas eletromagnéticas ou particulas que se propagam com
determinada velocidade, contém energia e carga elétrica. Podem ser geradas por
fontes naturais ou artificiais criadas pelo homem. As radiacbes eletromagnéticas
podem ser divididas em dois grupos, as nao ionizantes (ondas de radio e televiséao,
telefonia mdvel e microondas) e ionizantes, as quais sao subdivididas em
corpusculares (a, B, néutrons, elétrons e protons) e as eletromagnéticas como os
raios X e radiacdo gama.

A radiacdo ionizante além de muito empregada na esterilizacdo de alimentos
e produtos hospitalares, também apresenta um grande potencial de utilizacdo na
producédo de vacinas (WALES & KUSEL, 1992), pelo fato de produzir danos diretos
ou indiretos sobre as moléculas reprodutoras dos seres vivos. Esse tipo de radiacédo
apresenta alta energia e capacidade de promover ionizacao e excitagdo nos meios,
possuindo um alto poder de penetracdo (GROSH & HOOPYWOOD, 1979).

O possivel uso da radiagdo como uma tecnologia capaz de criar imunogenos
potencialmente Uteis como vacinas € descrita desde os anos 50 (TAYLOR et al.,
1986). Tanto a radiacdo gama, o0s raios-X e a radiacdo ultravioleta tém sido
convincentemente Uteis na atenuacdo ou esterilizacdo de agentes biolégicos dos

mais variados tipos. Em todos os modelos celulares estudados, a radiacdo promove
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essencialmente a perda da capacidade reprodutiva, mantendo o potencial
imunogénico adequado (WALES & KUSEL, 1992).

A radiacdo gama age por duas vias, na acdo direta que decorre da
transferéncia da energia para a molécula alvo, provocando ionizacdo e modificacédo
da estrutura quimica, gerando alteracdo na funcéo biologica. Indiretamente e mais
freqientemente, a radiacdo age pela interacdo com a agua do meio, molécula mais
encontrada nos sistemas bioldgicos, formando hidrogénio molecular (H,), peréxido
de hidrogénio (H,0), e varios radicais livres, como hidroxila (OH®), elétron aguoso
(€'aq), &tomo de hidrogénio (H") e peroxila (HO,"). Estes radicais interagem com
moléculas biologicas, afetando estruturas celulares e ampliando os efeitos da
radiacdo, devido ao seu potencial oxidante. (MICHAELS & HUNT, 1978).

Os acidos nucléicos e as proteinas sdo as principais moléculas afetadas, no
entanto a atividade enzimatica das proteinas e lipideos de membrana celular
somente podem ser alterados com doses mais elevadas de radiagdo (BUTLER et al.,
1984). A radiossensibilidade depende da linhagem celular, e da capacidade de
reparo dos danos provocados no DNA, que, quando irreversiveis, podem levar a
morte celular. Esse fendbmeno pode ser imediato, tanto por agressdo a genes
essenciais (SZUMIEL, 1994), como por inducéo de apoptose, via radical, em grupos
celulares especificos (HAIMOVITZ-FRIEDMAN, 1998). No entanto, o dano mais
frequente s6 sera evidenciado na proxima divisao celular, pela perda do contato das
cromatides irmas com o fuso mitotico (OKAZAKI, 1995).

Além da acdo sobre os processos reprodutivos dos agentes ou inducao de
morte fisioldgica, alguns fendmenos relacionados a alteragcbes de proteinas
induzidas pela acao direta da radiacéo ou através de radicais produzidos durante a
radiolise da agua séo sugestivos de uma melhor resposta imunolégica (PINHO et al.,
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1995). Tal fato provavelmente decorre da oxidacdo das proteinas, levando a uma
fagocitose preferencial por células imunes, através de receptores scavenger (CARDI
et al., 1998), sendo uma importante ferramenta para a producao de imundgenos.
Estudos com proteinas de venenos de serpentes, submetidas a acdo da
radiacdo gama, vém demonstrando a eficiéncia do método como ferramenta na
producdo e melhora na qualidade de imundgenos, somado a vantagem de nao
adicionar novas moléculas a amostra durante o processo, como no caso do uso de
agentes fisicos ou quimicos e a melhoria da antigenicidade de muitas proteinas

(BAPTISTA et al., 2006).

1.1.2 Radiacao em parasitoses

Usualmente, a radiacdo € usada em altas doses apenas para esterilizacdo de
alimentos contaminados, porém vem sendo utilizada como ferramenta na tentativa
de producdo de imundgenos, contra diversas doencas parasitarias (ERICKSON &
ORTEGA, 2006).

Candidatos vacinais utilizando parasitas irradiados ja foram utilizados com
bons resultados para helmintos (WALES & KUSEL, 1992). Ovos e miracidios de
Schistosoma mansoni, foram isolados e irradiados com Cobalto-60 com doses de 5
a 2000 Gy, tanto os ovos irradiados como os miracidios nas doses de 10 a 500 Gy,
nao conseguiram se desenvolver, porém quando foi utilizada a dose de 5 Gy, 3,2%
dos caramujos desenvolveram a infeccdo (ANTUNES et al, 1971). Quando
camundongos sao imunizados com cercarias irradiadas (150 a 200 Gy), ocorre uma
diminuicdo na carga de vermes de uma infeccdo desafio em até 90%, quando

comparados com grupos nao vacinados (RICHTER et al., 1995).
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Em protozoarios, ao estudar o efeito da radiacdo, na dose de 200 Gy, em
esporozoitos de Eimeria tenella (Protozoa;Coccidia), notou-se danos nos
mecanismos nucleares e celulares de reproducao, resultando em esterilizacdo do
agente (GILBERT et al., 1998).

Em outros modelos como Trypanosoma cruzi, a radiacdo apenas induziu a
perda de infectividade em um processo dose-dependente (MARTINEZ-SILVA et al.,
1969). Entretanto, outros autores observaram que nao houve protecdo quando
camundongos, que receberam parasitas irradiados, eram inoculados com formas
sanglineas virulentas nao irradiadas (SALATA et al., 1973). Camundongos
imunizados com 1x10® formas/animal (3 doses) de T. cruzi irradiados com °°Co,
foram desafiados com 1x10? parasitas metaciclicos isolados de Triatoma infestans e
em todos os animais houve uma diminuigao da parasitemia (OKANLA et al., 1982).
Outro estudo realizado em bovinos, utilizando Trypanosoma brucei, demonstrou que
esse animais imunizados com 10’ formas dos parasitas irradiados a 600 Gy (**'Cs),
conferiram protecdo completa contra desafio com 10° parasitas néo irradiados
(MORRISON et al., 1982).

Em plasmddios, parasitas pertencentes ao filo Apicomplexa, a imunizagédo de
voluntarios humanos, com esporozoitos irradiados, induziu protecéo parcial contra a
infeccdo, mas sem protecdo contra desafio com formas eritrociticas
(NUSSENZWEIG et al., 1969). Esporozoitos de Plasmodium berghei, irradiados e
criopreservados, foram inoculados em camundongos e apresentaram altos indices
de protecdo quando desafiados com as mesmas formas néo irradiadas (ORJIH &
NUSSENZWEIG, 1980). Foi possivel observar também que esporozoitos irradiados
foram capazes de invadir hepatdcitos e se transformar em trofozoitos, mas com

degeneracédo apos essa fase, gerando imunidade semelhante a doenca natural no
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hospedeiro (SCHELLER et al., 1995). Quando voluntarios humanos foram
submetidos a imuniza¢cdes com esporozoitos de P. falciparum irradiados a 150 Gy,
desenvolveram anticorpos e foram protegidos contra malaria transmitida através de
mosquitos (EGAN et al., 1993).

Em Toxoplasma gondii, a radiagcéo foi empregada inicialmente com o objetivo
de eliminar a infectividade de cistos em carnes contaminadas (DUBEY et al., 1986),
ou formas infectantes como oocistos (DUBEY et al., 1998; DUBEY et al., 1996a) em
alimentos contaminados, porém, quando taquizoitos foram submetidos a doses de
200 Gy, foi observado que os taquizoitos irradiados promovem uma resposta de
anticorpos similar a dos animais tratados, demonstrando que os parasitas irradiados
nessa dose preservam suas caracteristicas, além de inibir completamente a
reproducdo, sem danificar os processos de invasao celular e seu metabolismo basal,
fornecendo em animais uma imunidade semelhante a infeccdo natural (HIRAMOTO
et al., 2002).

Utilizando preparacgdes de taquizoitos irradiados por via oral, foi observada a
producdo de imunoglobulinas 1gG e IgA no soro de camundongos C57BI/6j, similar a
infec¢do cronica. Seu uso com adjuvantes anti-acidos induziu producao de IgA fecal
e menos significativamente de IgG fecal. Outro fato importante observado foi que as
preparacdes orais induziram protecdo quantitativa ao desafio dos animais
imunizados por cepa cistogénica, que foi semelhante a imunizacdo parenteral,
guando o hidréxido de aluminio foi usado como adjuvante (GALISTEO JR. et al.,
2005). Todos estes dados demonstram o potencial uso da radiacdo ionizante no
desenvolvimento de uma vacina para toxoplasmose, para uso em animais e

principalmente em felinos domeésticos e selvagens.
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1.2 Toxoplasmose

1.2.1 Histérico

A toxoplasmose é uma doenca de ocorréncia mundial causada pelo
protozoario Toxoplasma gondi (NICOLLE & MANCEAUX, 1908). Este parasita se
destaca por possuir uma estrutura propria ao filo chamada Complexo Apical, sendo
esta responsavel pela invasdo nas células dos hospedeiros. O T. gondii € um
parasita intracelular obrigatério, capaz de invadir e se multiplicar no interior de
qgualquer célula nucleada, sem distin¢do de tipo tecidual. A infec¢do se caracteriza
na maior parte dos casos por uma fase inicial aguda de intensa replicacdo do
parasita, seguida de uma fase crénica, assintomatica em que o parasita se reproduz
lentamente (DUBEY et al., 1998a).

Este parasita foi descoberto independentemente e simultaneamente, em
coelhos de laboratério no Brasil (SPLENDORE, 1908) e em roedores Ctenodactylus
gundi na Tunisia (NICOLLE & MANCEAUX, 1908). Em 1912, durante o | Congresso
de Patologia Comparada em Paris, Splendore dissertando sobre a toxoplasmose em
coelhos predisse: “...] nés ndo devemos ficar surpresos se esta doenca for
observada em seres humanos no futuro. [...] isto € o0 que indica nossas pesquisas e
observacoes.”

No inicio a toxoplasmose foi constantemente confundida com outras
parasitoses e apenas em 1923 ocorreu a primeira caracterizacdo de infeccdo em
humanos, com a descricdo de cistos oculares em uma criangca de 11 meses com
hidrocefalia em Praga (JANKU, 1923). Em 1954, devido a observagdo da alta

prevaléncia da infeccdo na populacéo, sugeriu-se que a transmissao ocorria atraves
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da ingestdo de carnes malcozidas, o que foi confirmado por outros pesquisadores,
0s quais demonstraram a resisténcia dos cistos teciduais as enzimas proteoliticas
dos sucos digestivos (JACOBS, 1967). Porem nao se conhecia a forma principal de
transmissdo. Estudos com modelos de Toxocara em gatos mostraram que o T.
gondii poderia ser transportado pelos ovos do verme (HUTCHISON, 1965). Apenas
alguns anos depois esse fato foi totalmente compreendido, podendo-se entéo,
dissociar a transmissdo da toxoplasmose do sistema de helminto (FRENKEL et al.,
1969; SHEFFIELD & MELTON, 1969), sendo o oocisto, forma encontrada nas fezes
do gato e a elucidacdo da fase sexuada do agente muito bem caracterizada em

seguida (DUBEY et al., 1970; MILLER et al., 1972).

1.2.2 Ciclo de vida

O T. gondii apresenta um ciclo de vida complexo (Figura 1), tendo os felinos
como hospedeiros definitivos e 0 homem e os demais animais de sangue quente
considerados hospedeiros intermediarios (DUBEY et al.,, 1998a). O protozoario
invade as células do intestino delgado dos felinos onde ocorre o ciclo enteroepitelial,
caracterizado por reproducdo sexuada do parasita, liberando oocistos nas fezes
(FRENKEL et al., 1970). O felino infectado pode excretar milhes de oocistos por
dia, nas fezes, por até 10 dias de excrecdo (MEIRELES et al., 2008).

A esporulagcéo dos oocistos ocorre no meio ambiente apds aproximadamente
cinco dias em contato com o solo e o oxigénio do ambiente, resultando na formagéao
de dois esporocistos, com quatro esporozoitos em cada um (WONG &
REMINGTON, 1993). ApGs a ingestdo de oocistos esporulados por hospedeiros

intermediarios ou novamente por felinos, através de agua ou alimentos
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contaminados, séo liberados os esporozoitos, que invadem as células intestinais e
se transformam em taquizoitos, forma assexuada do parasita e de proliferacédo
rapida, que serdo disseminados pela circulacédo aos outros tecidos onde invadirao as
células nucleadas, havendo proliferacdo e reativacdo (DUBEY et al., 1998a).

Outras formas menos freqlentes da aquisicdo da doenca sdo atraveés de
transplantes de 6rgdos, acidentes laboratoriais, transfusdo de sangue de individuos
na fase aguda da infeccdo e através da transmissdo congénita (WEISS & KIM,

2007), como pode ser observada no ciclo abaixo.

Figura 1 - Ciclo do Toxoplasma gondii, mostrando os hospedeiros definitivos (felinos),

hospedeiros intermediarios e suas varias vias de infeccdo (Foto: Andrés J. Galisteo Jr

& Roberto M. Hiramoto; Desenhos: Rodrigo Righetto Jimenez).
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Os taquizoitos apresentam diversas estruturas comuns as demais células
animais, como mitocéndrias, reticulo endoplasmatico e complexo de Golgi e também
apresentam organelas caracteristicas do filo, complexo apical ou condide, com anéis
polares, roptrias e micronemas e granulos densos. Estas formas de multiplicacédo
rapida atingem o restante do corpo dos hospedeiros intermediarios através do
sangue e da linfa, multiplicando-se assexuadamente no interior das células por
repetidas endodiogenias (WEISS & KIM, 2007).

As principais estruturas envolvidas na penetracdo sao a superficie do agente
e o0 complexo apical. Ao aderir-se a célula, através de receptores de superficie como
SAG-1, o agente orienta seu complexo apical de forma a criar uma juncao
intracelular e formar na célula um vacuolo confortavel para o agente (MAGNO et al.,
2005). Esta forma de invasdo usa um minimo de exposi¢cdo de antigenos, o que
dificulta o reconhecimento da resposta imune especialmente em vacinas com extrato
total de baixa eficacia (HIRAMOTO et al., 2002).

Alguns taquizoitos, ap0s a invasdo da célula hospedeira desenvolvem-se
mais lentamente transformando-se em bradizoitos, que preferencialmente vao
formar cistos em células mais estaveis como no tecido cerebral, musculo esquelético
e cardiaco (DUBEY et al., 1998a).

Os cistos intactos provavelmente ndo causam nenhum dano e podem persistir
por longos periodos ou por toda a vida do hospedeiro sem causar a este nenhuma
resposta inflamatoria ou despertar resposta tecidual significante (DUARTE &
ANDRADE Jr., 2006). O destino dos cistos teciduais n&o é totalmente conhecido,
mas se propde que as vezes estes possam se romper durante a vida, liberando os
bradizoitos que podem ser destruidos pelo sistema imune ou formar novos cistos

(WEISS & KIM, 2007).
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Estas formas ao serem ingeridas promovem uma nova infeccdo em uma via
alternativa do ciclo, através da ingestdo de carne crua e mal cozida, que contenha
tais cistos (SIBLEY, 2003). A parede do cisto € dissolvida por enzimas digestivas e
os bradizoitos liberados sdo capazes de penetrar nas células epiteliais do intestino,
disseminando-se por todo o individuo no caso dos hospedeiros intermediarios.
Porém no caso dos hospedeiros definitivos ocorre a formacdo de oocistos que séo
excretados nas fezes contaminando assim o ambiente e outros animais (DUBEY,

1993).

1.2.3 Toxoplasmose em humanos e aspectos epidemiolégicos

Em individuos imunocompetentes, a doenca geralmente causa perturbacdes
leves e temporarias, a toxoplasmose € uma infeccdo muito prevalente em inUmeras
regides do mundo com importancia médica (REMINGTON et al., 2005). A doenca é
geralmente controlada pela resposta imune do hospedeiro durante a fase aguda da
infeccdo, porém em alguns casos pode ocorrer 0 comprometimento ocular
(ROBERTS & McLEOD, 1999). Esse comprometimento pode ser adquirido tanto na
infeccdo congénita como na infec¢éo adquirida ap6s o nascimento (GLASNER et al.,
1992).

Em paises como os EUA, a retinocoroidite € responsavel por 30-50% de
todos os casos de danos visuais (McCANNEL et al.,, 1996). No Brasil, em estudo
realizado na cidade de Erechin, 17,7% das pessoas examinadas apresentaram
lesGes oculares, sendo que a maioria dos casos foi detectada em individuos adultos,

mostrando que a toxoplasmose ocular pode ser considerada uma sequela da

infeccdo aguda adquirida (GLASNER et al., 1992).
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Outro estudo realizado na cidade de Jaguapitd, no estado do Parana, 82,9%
dos individuos examinados apresentou positividade contra o T. gondii, e destes,
26,8% tiveram algum tipo de leséo ocular (GARCIA et al., 1999). No estado do Rio
de Janeiro, em Campos de Goytacazes, a prevaléncia de toxoplasmose ocular na
area rural foi de 14% e na area urbana 8% (PETERSEN et al., 2001).

Na comunidade indigena multiétnica em lauareté, situada na bacia do Alto Rio
Negro, a prevaléncia da reatividade foi de 73,5% da populacdo mais jovem,
aumentando com a faixa etaria e atingindo 95,7% em individuos maiores de 50 anos
(BOIA et al., 2008).

Um importante grupo afetado pela toxoplasmose e a de gestantes que nunca
tiveram contato com o parasita e passam a adquirir a infeccdo durante a gestacao,
podendo através da transmissdo transplacentaria, ocasionar graves lesdes ao feto
(SABIN, 1941). A maioria dos recém nascidos infectados ndo apresenta sinais
clinicos ao nascer, mas sédo frequentes sequelas da infec¢cdo congénita no decorrer
da vida como coriorretinite, causando grave lesdo ocular, a qual podera culminar em
cegueira, em casos extremos, além de epilepsia ou deficiéncia mental leve
(REMINGTON et al., 2005).

Nos EUA, ocorre cerca de 400 a 4000 casos por ano, acarretando enormes
gastos com servicos meédicos e uma queda na produtividade atribuivel a
toxoplasmose (HSU et al.,, 1992; ROBERTS & FRENKEL, 1990). Em paises da
Europa como Franca e Austria, estima-se que a cada 1000 nascimentos ocorram 3-4
casos de transmisséo congénita da toxoplasmose (GRAS et al., 2005).

No estado do Rio grande do Sul, foram analisados 140.914 recém nascidos,
sendo possivel determinar uma prevaléncia de 1 para cada 3000 nascidos vivos

(NETO et al., 2000). Em Campos de Goytacazes, no estado do Rio de Janeiro, as
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estatisticas sdo ainda maiores, sendo detectados 5 casos de toxoplasmose
congénita para cada 2550 recém nascidos (PETERSEN et al., 2001).

No estado de Séo Paulo (regido metropolitana), estima-se que devam nascer
cerca de 230 a 300 criancas infectadas por ano, cerca de uma a cada 1000 partos
(GUIMARAES et al., 1993). Recentemente em um grupo de estudantes de uma
escola em Jataizinho, no Parana, 46.4% das criancas analisadas apresentaram
positividade contra o T. gondii e estudos epidemiolégicos associaram esses indices
elevados a presenca de gatos dentro do convivio familiar (LOPES et al., 2008).

A toxoplasmose também pode afetar o grupo das pessoas que apresentam
uma queda do sistema imunoldgico, como os portadores de HIV, os transplantados e
os individuos em tratamento contra o cancer.

Em pacientes com AIDS, o parasita € responsavel pelo desenvolvimento de
uma variedade de sintomas, mas o mais frequiente € a encefalite, onde a rapida
multiplicacdo dos taquizoitos resulta na destruicdo dos tecidos neurais. Nestes
pacientes, um aspecto importante € a possivel reativacdo da infeccdo devido aos
cistos latentes, causada pela liberagcdo de bradizoitos, que se transformam em
taquizoitos provocando doenca grave, principalmente lesdes cerebrais (LUFT &
REMINGTON, 1992).

Em paises como a Africa, 50% dos individuos com AIDS desenvolvem
encefalite devido a toxoplasmose (CLUMECK et al., 1984). Nos EUA, dos pacientes
com AIDS, cerca de 18 a 25% podem desenvolver toxoplasmose e apresentar
alguma sequela (KASPER & BUZONI-GATEL, 1998), gerando um gasto estimado de
23 a 106 milhdes de ddlares por ano em tratamento (ROBERTS et al., 1994).

Em S&o Paulo, um levantamento realizado em 1988 e 1991 apresentou

respectivamente 21% e 46% de encefalite por toxoplasma em pacientes com AIDS
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(PASSOS et al., 2000), sendo que a toxoplasmose é uma das principais causas
associadas em mortes por AIDS, responsavel por 12,2% dos 6bitos (SANTOS et al.,
2000).

Pessoas que sofreram transplante de figado, coracdo e medula éssea,
também podem adquirir a toxoplasmose, podendo causar seérios problemas,
inclusive levando a oObito (MAYES et al., 1995). Na Europa, Vvarios casos de
pacientes que sofreram transplantes de células hematopoiéticas, apresentaram
severas lesdes e 6bito (MARTINO et al., 2000), em outro estudo com 655 pacientes
gue sofreram transplante de medula 6ssea, 24 pacientes apresentaram encefalite,
dos quais 74% foram devido a toxoplasmose (MASCHKE et al., 1999). No Brasil, no
periodo de 1996 a 1998, de 97 transplantados cardiacos, quatro casos
apresentaram infeccao por T. gondii. (COUTO et al., 2001).

A toxoplasmose também tem sido freqlientemente descrita em pacientes com
cancer que estdo sofrendo tratamento com quimioterapicos, onde se tem observado
0 aparecimento de coriorretinite associada com encefalite, bem como complicacdes
em outros 6rgaos (DAGHER & LUCAS, 1996; ISRAELSKI & REMINGTON, 1993).

Além de todos os comprometimentos envolvidos na toxoplasmose, outros
fatores devem ser levados em conta e se confirmados poder&o representar um
grande problema de saude publica. Alguns grupos estudando comportamento animal
(WEBSTER, 2007; HRDA et al., 2000) e outros estudando comportamento humano
(FLEGR et al.,2007; LINDOVA et al., 2006 ), notaram que 0s grupos infectados
cronicamente pelo T. gondii podem apresentar modificacdes comportamentais, como

alteracdes no superego e reducdo da performance psicomotora.
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1.2.4 Toxoplasmose em animais

Recentemente demonstramos que em animais destinados ao consumo
humano no Brasil, 9,6% dos suinos (SUAREZ-ARANDA et al., 2000), 11% dos
bovinos, 17% dos caprinos e 31% dos ovinos (MEIRELES, 2001), apresentaram
positividade para o T. gondii.

Especificamente na regido metropolitana, gatos apresentaram 40% e cées
errantes 50,5% de positividade para o T. gondii. Caes errantes apresentam um
potencial importante na deteccdo da prevaléncia da toxoplasmose, pois podem ser
considerados como sentinelas ambientais (MEIRELES, 2004).

Em outros paises também sédo encontrados altos niveis de infeccdo como
30,9% em suinos da Holanda (VAN KNAPEN et al., 1995) e 38,5% em ovinos no
Uruguai (FREYRE et al., 1999), o que demonstra a importancia do consumo de
carne como uma das fontes de contaminacdo humana, caso nao haja coccao
adequada do alimento (DUBEY, 1996b). Varios fatores estdo envolvidos nas
diferencas de positividades entre as espécies e regides estudadas, mas o principal
fator esta relacionado com a forma de criacdo e alimentacdo fornecida durante a
criacdo dos animais (SUAREZ-ARANDA et al., 2000).

Outra fonte possivel e importante de contaminacgéo € o leite e seus derivados,
onde os parasitas de T. gondii permanecem viaveis por 20 dias no leite a 4°C e
resistindo inclusive aos processos de manufatura do queijo, permanecendo viaveis
por um periodo de 10 dias nas mesmas condi¢ées (HIRAMOTO et al., 2001).

Os animais destinados ao consumo humano quando atingidos pela
toxoplasmose, além de servirem como fontes de contaminagdo, também

representam prejuizos econémicos aos seus criadores, devido a abortos e mortes
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neonatais (BUXTON, 1998). Estima-se no Uruguai perda de 1,4-3,9% dos ovinos em
fase gestacional, com um prejuizo em torno de US$ 1,4-4,7 milhdes de dolares

(FREYRE et al., 1999).

1.3 Imunidade na toxoplasmose

Os mecanismos de defesa do hospedeiro exercem um papel crucial no
controle da atividade do T. gondii. Na fase inicial da infec¢cdo ocorre o processo de
reconhecimento antigénico e ativacdo do sistema de defesa especifica. O
amadurecimento da resposta imunologica especifica inibe eficientemente a
replicacdo do T. gondii, porém nao é capaz de destrui-lo. O parasita por sua vez
apresenta mecanismos de escape do sistema imune, assumindo uma forma de
baixa imunogenicidade formando cistos em tecidos, 0s quais se mantém viaveis por
toda a vida do hospedeiro (LANG et al., 2006).

O papel das células B na infeccdo pelo T. gondii, ndo é totalmente
esclarecida. A resisténcia a infeccdo esta associada a um aumento na producao de
anticorpos especificos, principalmente da subclasse IgG2a em camundongos. Os
anticorpos persistem durante a vida do hospedeiro, mas seu papel permanece
controverso, devido ao carater intracelular do T. gondii. In vitro, anticorpos contra
proteinas especificas (SAG1l, GRA2 e GRAG6), demonstraram ser eficientes no
bloqueio da invaséo dos parasitas (CHA et al., 2001), sendo que o mesmo efeito nédo
foi observado in vivo, através da transferéncia passiva de anticorpos especificos,
demonstrando a pouca eficiéncia protetora dos anticorpos, nos modelos estudados
(PAVIA, 1986). Em modelos recentes, utilizando camundongos deficientes em

células B, mas produtores de IFN-y, foi possivel observar um aumento na
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sensibilidade a infeccdo aguda em relacdo aos animais selvagem (KANG et al.
2000). Neste mesmo modelo a transferéncia de linfécitos B sensibilizados (CHEN et
al., 2003a) ou anticorpos especificos (KANG et al., 2000) restaurou a resisténcia a
infeccéo.

O controle da infec¢do pelo T. gondii também é mediado por células, onde a
ativacdo dessa defesa estd relacionada com tipos celulares especializados que
interagem entre si através da expressao de antigenos de superficie, de mediadores
especificos (citocinas) e sua interagcdo com receptores especificos. Desta maneira, a
avaliacdo do perfil das citocinas produzidas durante a infeccao, fornece evidéncias a
respeito do grau e forma de ativacdo da imunidade celular.

Diferentes perfis na producao de citocinas sdo observados durante distintas
formas de infeccdo, resultando em diferentes respostas efetoras. A partir deste
comportamento, padronizou-se um conceito de paradigma das respostas do tipo Thl
e Th2. A resposta do tipo Thl envolve células T helper e citotoxicas mediadas por
citocinas como IFN-y, IL-2 e TNF-a que séo produzidas por infecgbes intracelulares.
J& a resposta do tipo Th2, com producao preferencial de IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13, é
dirigida a infec¢des extracelulares. As respostas Thl e Th2 sdo contrabalanceadas
por mecanismos de inibicdo, desta forma, citocinas Thl inibem a expressao de
citocinas Th2 e a auséncia da estimulagédo Thl levaria a producdo da resposta Th2
(JANKOVIC et al., 2001; SZABO et al., 2003).

Na toxoplasmose, a principal citocina envolvida na resisténcia da infecgéo é o
IFN-y, 0 que demonstra ser uma resposta preferencialmente voltada para o tipo Thl.
Sua producéo é realizada por células T CD4+ e NK, sendo principalmente regulada
pela producdo de IL-12. Esta citocina € responsavel pelo aumento da capacidade

fagocitica contra o T. gondii, aumento da expressao de MHC classe Il em células T e
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também tem um importante papel na inducdo da conversdo de taquizoitos para
bradizoitos (BOHNE, et al.,, 1993). Esse efeito protetor do IFN-y, apresenta
mecanismos regulatorios ainda desconhecidos, porém sabe-se que linhagens de
camundongos suscetiveis e resistentes a toxoplasmose, apresentam niveis séricos
diferentes, sendo mais elevados em animais suscetiveis (McLEOD et al., 1989).
Concentracdes mais exacerbadas de IFN-y estdo relacionadas com infecgdes letais
causadas por isolados de T. gondii altamente virulentos (MORDUE et al., 2001).

Dentre as citocinas regulatorias a IL-10 € uma das citocinas mais importantes
envolvidas no controle do efeito Thl durante a toxoplasmose aguda (GADDI & YAP,
2007). Sabe-se que a IL-10 tem papel inibitoério sobre outras citocinas como: IL-2,
IFN-y e TNF-qa, inibindo a resposta Th1, por supressédo da IL-12 (O"GARRA &
VIEIRA, 2007). Além das citocinas ja descritas, outras podem participar da resposta
imune contra o T. gondii, como IL-1, IL-2, GM-CSF (fator estimulador de colbnias de
granulécitos e mondcitos), IL-4 e IL-5 (BEAMAN et al., 1992).

IL-4 é uma citocina principalmente produzida por linfécitos Th2, e em menor
por basofilos e mastécitos. Seu principal papel é a diferenciacédo de células T para o
perfil Th2, bem como proliferacdo de linfécitos B. O seu papel é desfavoravel durante
a fase aguda da infeccdo, onde na auséncia de IL-4, ocorre uma maior
sobrevivéncia dos animais infectados e diminui¢do de lesdes intestinais (NICKDEL et
al., 2004). O papel da IL-4 é muito dependente do modelo usado, incluindo as
linhagens de camundongos naturalmente resistentes ou suscetiveis a infeccéo e

grau de viruléncia da cepa do parasita utilizada.
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1.3.1 Sistema imune das mucosas nha toxoplasmose

Os avancos feitos na area do estudo e o entendimento do sistema
imunologico das mucosas nos ultimos anos tem sido de extrema importancia para a
compreensao dos mecanismos responsaveis pelo equilibrio e relacédo entre saude e
doenca. A mucosa intestinal possui particularidades muito interessantes do ponto de
vista imunoldgico, onde, além das estratégias de defesa a entrada de patdégenos,
também apresenta um papel importante no reconhecimento e conseqiientemente na
tolerancia as proteinas alimentares e a microorganismos da flora comensal.

O sistema imune de mucosas ou MALT (mucosa-associated lymphoid tissues)
contribui com cerca de 80% de todas as células imunes, formando o maior sistema
linféide mamifero (HOLMGREN & CZERKINSKY, 2005). E composto de agregados
de linfocitos, macréfagos, e outras células acessorias localizadas abaixo do epitélio
mucoso, bem como linfécitos intra-epiteliais  difusamente  espalhados
(KRAEHENBUHL & NEUTRA, 2000). As placas de Peyer sao agregados
anatomicamente definidos de tecido linféide associado a mucosa, na lamina propria
do intestino delgado. O epitélio intestinal ao redor das placas de Peyer é
especializado de modo a permitir o transporte de antigenos para o tecido linfoide e
esta funcéo € realizada por células epiteliais, denominadas células M. Essas ultimas
sdo capazes de capturar e internalizar antigenos, permitindo posteriormente, que
células apresentadores de antigenos, processe esse material e apresente as células
linféides subepiteliais, desenvolvendo uma resposta imune local (BRAYDEN et al.,
2005).

A necessidade de permeabilidade da superficie das mucosas cria uma

vulnerabilidade a certas doencas e sua importancia como principal via de entrada,
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ainda ndo é totalmente entendida. As células intestinais entram em contato com o
parasita durante a penetracdo intestinal e fornecem a primeira linha de defesa contra
a invasao, envolvendo mecanismos celulares e humorais (KASPER et al., 2004).
Toda a caracterizacdo das estruturas e a dinamica de invasdo pode ser observada

na Figura 2.

Figura 2 — Representagdo esquematica da mucosa intestinal e as vias de

invasdo do T. gondii. GC - Centro germinativo; DC - Células dendriticas; FAE —
Epitélio associado ao foliculo (Foto: FAGARASAN & HONJO, 2003, modificado

por Andrés Jimenez Galisteo Jr.)

A infeccdo pelo T. gondii é iniciada pela invaséo dos enterdcitos pelo parasita
apos a ingestao de cistos ou oocistos. A resposta inflamatéria comeca localmente na
mucosa intestinal sendo, em seguida, disseminada por todo o corpo do hospedeiro.
A infeccdo dos enterdcitos pelo parasita desencadeia a produgcéo das quimiocinas
MCP-1, MIP-1a, MIP-1B, MIP-2 e RANTES que rapidamente recrutam ceélulas

inflamatorias como neutréfilos, macrofagos, células T, NK e células dendriticas para
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os sitios de infeccdo (DENKERS et al., 2004; KASPER et al.,, 2004). As células
inflamatorias ativadas passam a secretar citocinas, que ampliam o recrutamento
celular e produzem também citocinas pro-inflamatorias (TNF-a e IL-12). As células
inflamatorias, ativadas pelo IFN-y e TNF-a, empenham na toxoplasmose, um
controle na replicacéo parasitaria (SIBLEY et al., 1991), Muitos mecanismos para
esse controle sdo descritos, como mecanismos oxidativos (MURRAY & COHN,
1979), producéo de nitratos que interferem em enzimas metabdlicas esséncias do
parasita (SCHARTON-KERSTEN et al., 1997), ativacdo de indoleamina 2,3
deoxigenase, responsavel pela degradacdo do triptofano e essencial para a
sobrevivéncia do parasita (SILVA et al., 2002) e producdo de proteinas GTP, cujo
mecanismo de a¢do ainda é desconhecido (COLLAZO et al., 2001).

Evolutivamente a mucosa intestinal se adaptou também com outros
mecanismos muito particulares, como o peristaltismo, produ¢do de muco e producao
de anticorpos especificos que séo liberados na luz intestinal. A imunoglobulina
associada com o sistema de mucosas € a IgA secretora (S-IgA). No sangue, a IgA
aparece como mondémero, enquanto que nas mucosas ela € principalmente um
dimero. IgA secretora gerada por transporte mediado por p-IgR (receptor de Ig
polimérica) que blogueia a adesdo de microorganismos na mucosa, sendo a primeira
linha no reconhecimento e defesa contra os patégenos (WEINER, 2001).

A infeccdo pelo T. gondii provoca um aumento na producdo de anticorpos
especificos, preferencialmente S-IgA contra o parasita no intestino. Ensaios
demonstraram que essa imunoglobulina pode inibir a infeccédo de enterdcitos in vitro
(MACK & McLEOD, 1992). Os linfocitos intra-epiteliais (IEL) do intestino participam
da resposta imune através da liberacdo de varias citocinas como IL-2, IL-3, IL-5,

TNF-o e IFN-y. A transferéncia de IEL (CD8") de camundongos infectados protege
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animais desafiados por via oral, prevenindo a infeccdo aguda e a mortalidade
(BUZONI-GATEL et al., 1997) e induzindo protecédo por longos periodos (LEPAGE et
al., 1998).

Como podemos notar, a principal via de acesso de inUmeros parasita € a via
oral, portanto o epitélio intestinal, ao mesmo tempo em que serve como porta de
entrada, deve promover uma barreira fisiolégica e imunolégica contra
microrganismos e substancias estranhas, sendo o principal local de defesa do
organismo. Em geral, este sistema imune de mucosa € homeostatico, apesar da

consideravel carga antigénica presente no intestino (BUZONI-GATEL et al., 2006).

1.4 Vacinas para toxoplasmose

Até 0 momento ndo existe nenhuma vacina comercial para a toxoplasmose
humana, que previna a infeccdo congénita, ou a formacdo e reativagcdo de cistos
(GOTTSTEI, 1995). Foram testados diversos esquemas de imunizacao contra o T.
gondii em animais, como antigenos isolados, parasitas inativados e cepas mutantes
(ARAUJO, 1994), porém os resultados obtidos ndo apresentaram niveis de protecio
satisfatorios e até mesmo em alguns casos houve o comprometimento do sistema de
defesa do agente.

Pelas dificuldades de crescimento do parasita, muitos grupos direcionaram
seus estudos para o desenvolvimento de uma vacina utilizando proteinas
recombinantes. Tentativas utilizando apenas uma proteina recombinante nao
apresentaram resultados divergentes, provavelmente pela limitacdo da acdo dos
anticorpos gerados por essas imunizagbes (VELGE-ROUSSEL et al., 1994).

Camundongos BALB/c, imunizados por via intranasal, com proteinas recombinantes
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rROP2, rGRAS5 e rGRA7, associadas com toxina colérica, apresentaram protecao
parcial quando desafiados com cistos da cepa VEG (IGARASHI et al., 2008).
Experimentos utilizando SAG3 recombinante, na presenca de Quil A, também
apresentaram protecdo parcial quando BALB/c imunizados foram desafiados com
cepa ME49 (LEE et al., 2007). Até o0 momento todas as tentativas de imunizacfes
com proteinas hibridas ndo apresentaram resultados satisfatérios, sugerindo que a
eficiéncia da imunizacdo provavelmente esteja relacionada com uma apresentacao
mais semelhante dos antigenos do T. gondii.

Existe neste momento apenas uma Unica vacina comercial para uso em
ovelhas (TOXOVAX®), que esta disponivel na Gra Bretanha e Nova Zelandia, e
utiliza taquizoitos da cepa S-48, que nao persistem nos tecidos dos animais,
reduzindo a perda de fetos (BUXTON, 1993) e apresentando uma protecao de 70%,
porém com uma enorme dificuldade na logistica da entrega das unidades vacinais
em localidades mais distantes.

A vacina ideal contra a toxoplasmose deve prevenir a infeccdo humana, e os
alvos vacinais deverdo ser os felinos, que sdo os responsaveis pela disseminagéo
ambiental de oocistos que contaminam o homem e os animais de producéo, cuja
carne é fonte de contaminagdo. Este ciclo poderd ser interrompido se os gatos
puderem ingerir a vacina efetiva por via oral em iscas ambientais, protegendo de
qualquer infeccdo por presas contaminadas, interrompendo a rede causal da
toxoplasmose, além de ser a via mais facil de administragdo. No caso de animais
carnivoros o uso de iscas como veiculo para distribuicdo de imunégenos vem sendo
utilizada com sucesso ha alguns anos na vacinagéo contra a raiva (RABORAL VR-
G®). Esta vacina produzida nos Estados Unidos, utilizando um vetor viral ja é

utilizada a mais de dez anos. Estas iscas sdo produzidas com carne de peixe e
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distribuidas em grandes areas para a imunizacdo de caes, gatos, raposas entre
outros animais com efetiva seguranca e resultados eficazes, contribuindo com o
controle da raiva em muitos paises (MACKOWIAK et al., 1999).

Para este fim é fundamental entendermos o papel da imunidade de mucosa
na toxoplasmose e imunizacdes por via oral necessitam de estudos mais detalhados,
pois mimetizam a rota natural de entrada de diversos parasitas no hospedeiro,
principalmente T. gondii e o uso da radiagdo ionizante pode ser uma ferramenta
importante no desenvolvimento de uma vacina para uso comercial em animais,

principalmente gatos, diminuindo assim a transmisséo da toxoplasmose.
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I OBJETIVOS

Geral

Estudar a imunidade sérica e intestinal contra o T. gondii em camundongos,

induzida por taquizoitos irradiados com 255Gy, do ponto de vista celular e humoral.

Especificos

Avaliar a funcionalidade celular do parasita, ap0s o transito estomacal, em

camundongos imunizados por via oral.

Avaliar a producgéo de IgG, IgA e IgM sérica, em camundongos imunizados

por via oral ou parenteral

Determinar as diferencas na producdo de subclasses de IgG sérica em

camundongos imunizados por via oral ou parenteral

Avaliar a maturacdo e diferencas da avidez de IgG em camundongos

imunizados por via oral ou parenteral.

Avaliar a excrecao fecal de IgG, IgA e IgM em camundongos imunizados por

via oral ou parenteral.

Determinar as diferencas de expresséao das citocinas IFN-y, IL-2, IL-4 e IL-10,
em esplendcitos e células intestinais, de camundongos imunizados por via oral e

parenteral.
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Avaliar a diferenca de protecéo induzida em animais imunizados por via oral

ou parenteral, com desafio com cepa cistogénica.

Avaliar o comportamento e sobrevivéncia, em animais deficientes de IFN-y,

quando imunizados com taquizoitos irradiados de T. gondii.

Determinar e quantificar a producdo sérica das imunoglobulinas 1gG, IgA e

IgM, em animais IFN-y”, imunizados por via oral ou parenteral.

Avaliar e quantificar a excrecdo nas fezes das imunoglobulinas 1gG, IgA e

IlgM, em animais IFN-y”", imunizados por via oral ou parenteral.
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Il MATERIAL E METODOS

Todos os sais e demais reagentes utilizados foram de qualidade pro-analise
sendo a &gua deionizada purificada em sistema Milli-Q® (Millipore®), apresentando
resistividade de 18,2 megaQ). Reagentes especificos tém sua fonte citada ao longo

do texto.

3.1 Parasitas.

Os parasitas utilizados nos ensaios sao mantidos rotineiramente no
laboratério de Protozoologia do Instituto de Medicina Tropical de S&o Paulo (USP -

Universidade de Sao Paulo).

3.1.1 Cepa RH (virulenta).

Taquizoitos da cepa RH (ATCC n° 50174) sdo mantidos por meio de
passagens sucessivas em camundongos Swiss ou C57BI/6j. Os animais
previamente infectados sao sacrificados por asfixia em camara de CO; e o peritbnio
lavado com solucdo salina ou solucdo salina tamponada com fosfato — NaCl 0,15
M/tampao fosfato de sodio 0,01M pH 7,2 (PBS), contendo Penicilina Cristalina 2500
Ul/mL e Estreptomicina 10 mg/mL.

Apés quantificacdo em camara de Neubauer, os taquizoitos sdo inoculados

(i.p) em novos animais.
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3.1.2 Cepa MEA49 (cistogénica).

Cistos da cepa ME49 (ATCC n° 50611) utilizada no desafio dos animais
imunizados foram gentilmente cedidos ao laboratoério pelo Prof. Dr. Fausto Aradjo,
(UCLA - University of California, Los Angeles). Esta cepa € mantida através de
sucessivas passagens, com intervalos de 30 a 45 dias, em camundongos Swiss ou
C57Bl/6j. Cada animal foi inoculado por via oral (v.0), com uma suspensédo de 10
cistos/animal, obtida apdés macerado de cérebro de camundongos previamente
infectados, com 3,0 mL de PBS pH 7,2 estéril.

Para a quantificacdo dos cistos, 25 pL da suspensao cerebral foram
colocados entre lamina e laminula e observados ao microscopio de luz, sob objetiva

de 40X, com determinacdo do numero de cistos por cérebro analisado.

3.2 Animais experimentais.

Para os experimentos de imunizagcdo e desafio utilizamos camundongos
machos C57BI/6j e BALB/c (isogénicos), todos com peso variando entre 20 e 22g,
fornecidos pelo Biotério Central da Faculdade de Medicina/USP. Foram mantidos em
gaiolas de plastico com maravalha de pinho autoclavada, recebendo racdo comercial
Nuvital® e gua ad libitum.

Para alguns experimentos também utilizamos camundongos C57BI/6j IFN-y"',
cedidos gentilmente pelo Prof. Dr. Luiz Augusto Corréa Passos (CEMIB/UNICAMP)
ao biotério do IPEN.

Todos os animais utilizados foram eutanasiados em camara de CO; e a
manipulagdo dos mesmos foi conduzida de acordo com as normas de cuidados de
animais de laboratério (Clark, 1996) e com os “Principios de ética em
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experimentagdo animal” (COBEA — Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal).
Nosso projeto também foi submetido e recebeu a aprovacao pela Comisséao de ética

em pesquisa do Instituto de Medicina Tropical de S&o Paulo.

3.3 Irradiacao dos taquizoitos de T. gondii.

Para a obtencdo das preparacdes vacinais, utilizamos taquizoitos
previamente purificados de T. gondii da cepa RH. Esses parasitas foram retirados de
animais previamente infectados, através da lavagem peritoneal com meio de cultura
RPMI 1640 (Sigma®) e mantidos em banho de gelo durante todo o processo.

Esses parasitas foram entdo quantificados e submetidos a irradiacao, na dose
de 255 Gy com blindagem de 90%, pela exposicdo a raios y de uma fonte de ®°Co
(GAMMACELL®, Atomic Energy of Canada, Ltd.), de forma homogénea, com uma
taxa de dose de 3,84 KGy/h, em temperatura ambiente e na presenca de oxigénio
(HIRAMOTO et al., 2002).

O grupo controle permaneceu na parte externa da fonte durante todo o tempo
de irradiacdo, para avaliacdo das condicbes ambientais. Apdés a irradiacdo a
viabilidade das amostras foi determinada utilizando o corante Azul de Tripano, sendo
utilizados apenas lotes com viabilidade maior de 95%.

Apés a irradiacéo foi acrescentado, soro fetal bovino inativado (volume final
50%) e 5% DMSO volume final (Synth®), e em seguida aliquotados no volume de 1
mL (concentracéo final 1x10® taquizoitos/mL) em tubos plasticos de congelamento e
mantidos a temperatura de -70 °C durante 24 horas e apos transferidas para o

nitrogénio liquido (-196 °C), onde permaneceram até o momento do uso. O mesmo
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procedimento foi realizado com os parasitas nao irradiados e utilizados como

controle.

3.4 Imunizacao dos animais.

Camundongos C57BI/6j, BALB/c e C57BI/6j IFN-y” foram divididos em grupos
de 5 animais, imunizados com trés doses de 1 x 10’ parasitas/animal a cada 15 dias,
com taquizoitos irradiados a 255 Gy, por via parenteral ou por via oral utilizando
sonda gastrica e tendo como veiculo hidroxido de aluminio (anti-acido) (v/v). A
adicdo de hidréxido de aluminio foi empregada para aumentar a viabilidade dos
parasitas até a mucosa intestinal dos animais. Como grupos controle foram
utilizados animais infectados com parasitas nédo irradiados, que receberam a mesma

carga parasitaria pelas mesmas vias de inéculos.

3.5 Obtencéo do antigeno de Toxoplasma gondii.

Os parasitas obtidos do exsudato peritoneal de animais previamente
inoculados foram inicialmente filtrados em membrana de policarbonato de 3.0 um
(ISOPORE™, Millipore®) para remoc&o de outros tipos celulares presentes apds o
lavado.

Os parasitas purificados foram submetidos a sonicacdo (Sonic Dismembrator,
Quigley-Rochester Inc., USA), a 40 ciclos por 5-10 periodos de 30 segundos, em
banho de gelo, até a lise completa dos agentes. Em seguida, acrescentou-se

solucdo de NaCl 0,3 M para isotonizar a suspensdo, e apos, submetido a
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centrifugacdo a 10000g por 30 minutos a 4 ‘C, sendo o sobrenadante utilizado como
antigeno (CAMARGO et al., 1978).

A proteina total foi determinada utilizando o método de Bradford, tendo gama-
globulina humana como padrdao (BRADFORD, 1976). O antigeno foi aliquotado e

mantido a -80 ‘C até o momento do uso nos ensaios.

3.6 Microscopia eletrédnica da mucosa intestinal.

Animais previamente imunizados por via oral com 10’ parasitas com hidréxido
de aluminio, foram sacrificados em diferentes tempos apds inéculo. Segmentos
iniciais do intestino delgado foram retirados e adicionados em 1,0 ml de aldeido
glutérico a 1,5% com PBS e mantidas a 4 °C.

Em seguida as amostras foram misturadas a 20 yL de gelatina 2% diluida em
tampéo cacodilato de sédio 0,1 M e gelificados. O material foi novamente tratado
com aldeido glutarico 1,5% + paraformaldeido 1% diluido em tampéao cacodilato de
sédio 0,08 M pH 7,4 + 2,5% de sacarose por 2 horas a 4 °C com agitacdo de 5 em 5
minutos. As amostras foram contrastadas em tetréxido de 6smio 1% diluido em
tampéao fosfato 0,1 M pH 7,4 por 2 horas e posteriormente lavadas em solugéo
fisiologica e deixadas em acetado de uranila por 18 horas, sendo entdo desidratadas
e incluidas em resina Araldite®. Cortes ultrafinos foram observados em microscépio

eletrénico ZEISS® EM-10-9 e micrografados (DUARTE et al., 1992).
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3.7 Obtencéo das amostras de soro dos animais imunizados.

As amostras de sangue dos animais foram obtidas, semanalmente, por
seccdao leve da extremidade da cauda e coletadas em papéis de filtro, com diametro
de 5 mm (~5 pL) e estocadas secas a -20 ‘C. Antes do uso, o soro foi extraido com
100 pL de PBS sobre o papel por 18 horas a 4 ‘C, sendo o eluato do papel

considerado numa diluicdo 1/100 do soro.

3.8 Deteccédo de anticorpos IgG, IgA e IgM, no soro dos animais imunizados,

por ELISA.

Placas de 96 pocos de poliestireno foram sensibilizadas com 100 pL (10
png/mL) de antigeno salino de T. gondii, suspenso em tampdo carbonato de sédio 0,1
M pH 9,5, por 20hs & 4 ‘C em camara Umida. As placas foram lavadas trés vezes
com PBS contendo 0,02% de Tween 20 (PBST) por 5 minutos e bloqueadas com
PBST + 3% leite desnatado (Molico®), durante 1 hora em estufa a 37 °C.

ApoOs bloqueio, as amostras de soros (100 pL/poco), foram depositadas nas
placas e incubadas a 37 'C por 1 hora. Apés quatro novas lavagens com PBST,
foram aplicados 100 pL por poco de diluicbes de conjugado anti-lgG (1/20000), anti-
IgA (1/10000) ou anti-lgM (1/5000) de camundongo, conjugado a peroxidase
(Sigma®), com incubac&o por 1 hora a 37 “C. Apds lavagens, a revelacéo da reacédo
foi realizada pela adicdo de OPD (1 mg/mL, H,0, 0,03% em Tampao fosfato - citrato
0,2 M pH 5,0) e interrompida apos 30 minutos pela adicdo de HCI 4 N.

As leituras das densidades Opticas (D.O.) foram realizadas em leitor
automatico de microplacas (Labsystems Multiskan MS®) a 492 nm (VENKATESAN &
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WALKELIN, 1993). Os resultados foram expressos arbitrariamente em indice de

reatividade (IR) seguindo a férmula:

D.O da amostra

D.O. do animal negativo

3.9 Determinacéao das subclasses de IgG em camundongos C57BI/6j e BALB/c.

A andlise das subclasses nos soros dos animais imunizados foi realizada
através de ELISA, como ja descrito anteriormente. Para a determinacdo das
subclasses foram utilizados 100 pyL por poco de conjugado anti-lgG1, anti-lgG2a ou
anti-lgG2b de camundongo, conjugado a peroxidase (Southern Biotechnology
Associates®), diluido 1/2000 em PBS, e incubado por 1 hora a 37 ‘C. Apds seis
lavagens, a revelacédo da reacao foi realizada pela adicdo de OPD (1 mg/mL, H,O,
0,03% em tampao fosfato - citrato 0,2 M pH 5.0) e interrompida apds 30 minutos pela
adicao de acido citrico 0,2 M.

A leitura das densidades 6pticas foi feita em leitor automéatico de microplacas
a 450 nm (Dynatech MR4000®). Os resultados foram expressos arbitrariamente em

indice de reatividade (IR), como ja descrito anteriormente.

3.10 Obtencao da suspensao fecal dos animais imunizados.

Amostras de fezes dos camundongos, imunizados via oral e via

intraperitoneal, foram coletadas trés vezes por semana por todo o periodo da

imunizacédo, com determinacgéo prévia do peso das amostras.
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Os cibalos dos animais foram macerados e homogeneizados em 5 mL de
solugcéao de PBS + PMSF (2 mM). Em seguida foram centrifugadas a 12000 g por 15
minutos para a separacdo da fase solida. O sobrenadante foi entdo estocado e
mantido a -80 'C (Li et al., 2001).

Para concentracdo dos anticorpos o pool de extrato fecal, separado
semanalmente, foi mantido em banho de gelo e adicionado o mesmo volume de
tampéao borato de sédio (0,1 M pH 7,4) em seguida foi lentamente acrescido sulfato
de amoénia saturado (v/v). O material foi em seguida centrifugado por 20 minutos a
4000 g a 4 ‘C. Apbs esse processo 0 sobrenadante foi desprezado e o pellet
ressuspendido em PBS + PMSF (2 mM). As amostras permaneceram estocadas a -

80 'C até o momento do ensaio (HUDSON & HAY, 1989).

3.11 Deteccdao de anticorpos IgG, IgA e IgM, nas suspensdes fecais, por ELISA.

Placas de poliestireno foram sensibilizadas com 100 uL (10 pg/mL) de
antigeno salino de T. gondii, suspenso em tampao carbonato de sédio 0,1 M pH 9,5,
por 20hs & 4 °C em camara Umida. As placas foram lavadas trés vezes com PBS
contendo 0,02% de Tween 20 (PBST) por 5 minutos e bloqueadas com PBST + 3%
de leite desnatado (Molico®), durante 1 hora em estufa a 37 °C. Ap6s bloqueio, as
amostras de extratos fecais (100 pL/poco), foram depositadas nas placas e
incubadas a 37 °‘C por 1 hora. Apés quatro novas lavagens com PBST, foram
aplicados 100 pL por poco de diluicdes de conjugado anti-IgG (1/20000), anti-IgA
(1/10000) ou anti-IgM (1/5000) de camundongo, conjugado a peroxidase (Sigma®),

com incubacdo por 1 hora a 37 ‘C. Ap6s lavagens, a revelacdo da reacdo foi
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realizada pela adicdo de OPD (1 mg/mL, H,O, 0,03% em Tampao fosfato - citrato
0,2 M pH 5,0) e interrompida ap6s 30 minutos pela adicdo de HCI 4 N.

As leituras das densidades oOpticas (D.O.) foram realizadas em leitor
automatico de microplacas (Labsystems Multiskan MS®) a 492 nm (VENKATESAN &
WALKELIN, 1993). Os resultados foram expressos arbitrariamente em indice de

reatividade.

3.12 Avaliacdo da expressao relativa de IFN-y, IL-2, IL-4 e IL-10, em

esplendcitos e células intestinais de animais imunizados, por Real-Time PCR.

3.12.1 Obtencéao dos esplendcitos e células intestinais.

As células esplénicas e intestinais foram obtidas de camundongos imunizados
e ndo imunizados. As células foram retiradas de maneira estéril em fluxo laminar,
sendo as células esplénicas e intestinais (placas de Peyer) dissociadas em peneira
de aco inoxidavel (mesh 50) (Sigma®) na presenca de meio de cultura RPMI 1640
(Gibco®) suplementado com 100 U/mL Penicilina, 100 pg/mL Estreptomicina e 0,25
ug/mL Anfotericina B. No caso das células esplénicas, para remocdo das heméacias
foi utilizada uma solucdo de cloreto de amonio adicionado em igual volume, e entédo
centrifugados a 1500 g por 15 minutos a 4 'C, o sobrenadante foi desprezado e as
células ressuspensas em 1 mL de meio de cultura.

As células intestinais e os esplendcitos foram contados em camara de
Neubauer e ajustadas para concentracdo 2x10’ células/mL, em RPMI 1640 com
10% de SFB e antibioticos. As células foram entéo distribuidas em placas de cultura

sensibilizadas numa concentracdo de 2x10° células/poco e foram mantidas em
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estufa a 5% de CO, a 37 "C por 48 horas, na presenca de antigeno de T. gondii (10

pg/mL).

3.12.2 Extracdo e quantificacdo de RNA.

Ap6s esse periodo as células foram homogeneizadas no reagente Trizol®
(Invitrogen®) e mantidas até o momento da extracdo a -80 °C. O RNA foi extraido
seguindo as especificacfes do fabricante sendo suas concentracdes determinadas
por leitura da absorbancia a 260, 280 e 320 nm em espectrofotdmetro Ultrospec300®

(Pharmacia Biotech®).

3.12.3 Sintese de cDNA.

As bibliotecas de cDNA foram sintetizadas por transcricdo reversa a partir de
5 ug de RNA total utilizando M-MLV RT e Oligo(dT)12.1s (Invitrogen®). As amostras
de cDNA foram mantidas em freezer -20 °C até a realizacdo dos ensaios de real-

time PCR.

3.12.4 Confeccao dos primers e eficiéncia de deteccao.

Todos os primers utilizados foram desenhados utilizando o software Primer3
(http://frodo.wi.mit.edu/) e as sequéncias obtidas no banco de dados NCBI
Nucleotide Databases (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Para utilizacdo no ensaio de
real-time PCR, todos os primers foram testados e as rea¢des padronizadas, sendo a

eficiéncia da reacao determinada pela férmula:
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E = (105"°Pe)1) x 100

Todos os primers utilizados apresentaram eficiéncia igual ou superior a 90%,

como pode ser observado na tabela abaixo:

Tabela 1: Sequéncia dos primers para IFN-y, IL-2, IL-4, IL-10 e B-actina e respectiva

eficiéncia da reacao obtida na padronizacao do real-time PCR.

. A P A
Primers Sequéncias roduto Eficiéncia
(bp)
Sense 5-GTCCAGCGCCAAGCATTCAA-3
IFN-y i i 391 90%
Antisense 5-GTCCCCCACCCCCAGATACA-3
Sense 5 -TGGAGCAGCTGTTGATGGAC-3’
IL-2 363 93%
Antisense 5 -GAGGGCTTGTTGAGATGATGCT-3"
Sense 5"-ACCCCCAGCTAGTTGTCATC-3’
IL-4 307 94%
Antisense 5-CGAAAAGCCCGAAAGAGTC-3
Sense 5"-CTCAGTTCCCATTCTATTTATTCAC-3’
IL-10 336 92%

Antisense 5 -GGATCTCCCTGGTTTCTCTTC-3

_ Sense 5 -TGGAATCCTGTGGCATCCATGAAAC-3’
B-actina ) ) 349 91%
Antisense 5-TAAAACGCAGCACAGTAACAGTCCG-3

3.12.5 CondicOes da reacédo e analise dos resultados.

Os ensaios de real-time PCR foram realizados no ABI Prism 7300 Sequence
Detection System® (Applied Biosystems®), utilizando Power SYBR® Green PCR
Master Mix (Applied Biosystems®) seguindo protocolo do fabricante. O termociclador
foi programado para realizar 95 °C por 10 minutos, 40 repeticbes de 95 °C por 15
segundos e 60 °C por um minuto e seguido de um passo de denaturacdo. Os
resultados foram expressos em valores de Ct (cycle threshold — niamero de ciclos
necessarios para atingir o limiar de deteccdo). Todas as amostras foram testadas em

duplicatas. Para a analise quantitativa foi adotada a mesma quantidade de cDNA em
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todas as reacOes e utilizou-se a média dos valores de Ct obtidos das duplicatas.
Para o calculo da expresséo génica relativa foi utilizado o método 222!, onde o valor
do AACt foi obtido pela diferenga entre o ACt dos animais imunizados e o ACt dos

animais do grupo controle, como descrito por LIVAK et al., 2001.

3.13 Desafio dos animais imunizados e quantificacdo do numero de cistos.

Para a obtencdo dos cistos de T. gondii, foram utilizados camundongos
C57BI/6j cronicamente infectados com cepa ME49. Os cérebros dos animais foram
retirados e homogeneizados em Hank’s (HBSS) com 30% de dextran, centrifugados
a 3000 g a 4 °C por 10 minutos e o pellet re-suspendido em HBSS, a quantidade de
cistos foi verificada por microscopia optica convencional (BOOTH et al., 1996).

Os camundongos imunizados foram desafiados apos 15 dias da ultima dose
com 10 cistos (v.0). Grupos controles, com camundongos nao imunizados, foram
inoculados com as mesmas quantidades de cistos. A mortalidade dos animais foi
acompanhada diariamente e apds um periodo de 30 dias, os camundongos foram
sacrificados, por narcose com CO,, e 0s cérebros homogeneizados em solucdo
fisiologica (3mL), sendo uma aliquota (25uL) colocada entre Iamina e laminula. O
namero de cistos foi determinado por microscopia Optica convencional e o resultado

expresso em cistos/cérebro.
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3.14 Analise estatistica.

Todas as analises estatisticas foram realizados utilizando o software
GraphPad Prism 3.0.

A andlise de sobrevivéncia dos animais foi feita utilizando a curva de
sobrevivéncia de Kaplan-Meier, com comparacfes duas a duas.

A comparacdo do numero de cistos cerebrais entre 0s grupos de animais
imunizados foi feita utilizando o teste ANOVA (Analise de variancia), com

comparacao por Bonferroni, para identificacdo da diferenca entre os grupos.
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IV RESULTADOS

4.1 Microscopia eletrébnica da mucosa intestinal de camundongos imunizados

com taquizoitos irradiados de T. gondii.

Para o estudo da integridade do preparado vacinal, através do trato digestivo,
realizamos a avaliacdo por microscopia eletrénica, como descrita em métodos.

Podemos notar que apOs a administracdo por via oral dos parasitas
irradiados, nao foi observado comprometimento da integridade da mucosa intestinal
com total auséncia de focos de inflamacédo ou necrose. A integridade das micro-
vilosidades e dos enterocitos foi observada em todas as amostras, durante todo
periodo avaliado. Todos o0s parasitas observados no interior da mucosa
apresentaram estruturas preservadas como nucleo e principalmente a regido do
complexo apical, com suas estruturas caracteristicas. Podemos observar na Figura
3, que apdés 30 minutos do indculo dos taquizoitos irradiados, estes ja se
apresentavam no interior do epitélio intestinal.

No periodo de 4 horas e 30 minutos, notamos também o parasita muito bem
conservado no interior da mucosa intestinal e a formacdo de uma estrutura
caracteristica ao redor do parasita, o vacuolo parasitoforo, como pode ser observado

na Figura 4.
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Figura 3 - Micrografia eletrbnica da porcdo inicial do intestino delgado de
camundongo C57BL/6j. A seta mostra um taquizoito de T. gondii, no interior da
mucosa intestinal, ap6s 30 minutos do inéculo oral de parasitas irradiados a 255 Gy
com hidroxido de aluminio. (30000X).
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Figura 4 - Micrografia eletrbnica da porgdo inicial do intestino delgado de

camundongo C57BL/6j. A seta mostra um taquizoito de T. gondii, no interior da
mucosa intestinal, apos 4 horas e 30 minutos do indculo oral de parasitas irradiados a
255 Gy com hidréxido de aluminio. (50000X).
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4.2 Determinacdo dos anticorpos IgG, IgA e IgM, no soro de camundongos
C57BI/6j e BALB/c, imunizados com taquizoitos de T. gondii irradiados a 255

Gy

Grupos de 5 animais (C57BI/6j e BALB/c), foram imunizados com 10’
taquizoitos irradiados por via i.p (sem veiculo) e v.o (com hidréxido de aluminio), em
intervalos quinzenais. O sangue caudal foi utilizado para a determinacéo das classes
de anticorpos IgG, IgA e IgM por ELISA.

O ELISA para os camundongos C57BL/6j, mostrou que a producao de IgG
sérico foi maior nos animais imunizados por via parenteral. Quando avaliamos a
resposta de IgA sérica no mesmo grupo, notamos que apesar de menos intensa em
relacdo a resposta de IgG, o perfil de resposta foi semelhante em ambas as vias de
imunizacdo. ApGs as trés doses, 0 grupo imunizado por via parenteral também
apresentou a maior producéo da resposta para IgM, sendo insignificante a producao
dessa imunoglobulina nos animais imunizados por via oral (Figura 5).

Nos camundongos BALB/c, inoculados via oral e via parenteral, podemos
notar que, quando avaliamos a resposta IgG no soro desses animais, observamos
que novamente o grupo imunizado i.p apresentou 0s maiores niveis em relacdo aos
animais imunizados por via oral. Na avaliacdo da producédo de IgA foi possivel notar
gque o grupo imunizado por via oral apresentou niveis bem mais intensos em relagéo
a imunizacdo parenteral. Na producdo de IgM, houve uma resposta mais
evidenciada nos animais que receberam o inéculo parenteral, apesar dos animais
que receberam o inoculo por via oral apresentarem um peqgueno aumento na
producdo dessa imunoglobulina (Figura 5). Toda a evolu¢do da producédo dessas

imunoglobulinas pode ser observada no Anexo 1.
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Figura 5 — Comparacdo da producdo de anticorpos, no soro de camundongos
C57Bl/6j e BALB/c, detectados ap6s 3 doses de 1x10’ taquizoitos de T. gondii RH
irradiados a 255 Gy, imunizados por v.o (com hidréxido de aluminio) ou i.p (sem
veiculo), detectada por ELISA. Linha pontilhada representa a producdo basal das

imunoglobulinas.

4.3 Determinacao das subclasses de imunoglobulina G

Através do ELISA especifico de subclasses, foi possivel determinar a
proporcao das diferentes subclasses de IgG produzida nos soros dos camundongos
C57BI/6j e BALB/c, imunizados com taquizoitos irradiados, por via oral ou parenteral.

Nos grupos dos animais C57BI/6j, foi possivel notar a maior producdo dos
niveis da subclasse IgG2b, porém o grupo imunizado via oral apresentou niveis
menores quando comparados com o grupo intraperitoneal. Nos grupos dos
camundongos BALB/c, observamos um aumento na producdo das subclasses IgG1
e lgG2b em ambas as vias de inoculacdo, mas também com diferenca entre os

grupos que receberam inoculo oral e intraperitoneal (Figura 6).
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Figura 6 — Determinacdo das subclasses de IgG, IgG1(A), lgG2a(B) e 1gG2b(C),
produzidas no soro de camundongos C57BI/6j e BALB/c, imunizados com parasitas

irradiados T. gondii (3 doses), por diferentes vias.

44



Andrés Jimenez Galisteo Jr.

4.4 Avidez no soro ap0s imunizacao

Os resultados do ELISA para determinacdo da avidez de anticorpos IgG anti-
T. gondii em soro dos animais imunizados com parasitas irradiados, por via oral ou
parenteral, estdo demonstrados na Figura 7. Podemos notar que todos 0S grupos
imunizados apresentaram niveis de avidez semelhantes ou superiores aos animais
infectados agudamente com cistos de ME49. Os grupos imunizados por via
parenteral apresentaram maiores indices de avidez quando comparados com o
grupo que recebeu o in6culo por via oral, porém vale ressaltar que 0s animais
C57Bl/6j apresentaram uma maturacdo da resposta mais rapida em relacdo aos

grupos de animais BALBI/c.

30

20+

% Avidez

C

10

BALB/c i.p. BALBI/c v.o. C57BI/6j i.p. C57BI/6j v.o. ME-49 (15 dias) ME-49 (45 dias)

Figura 7 — Avidez sérica dos camundongos C57BI/6j e BALB/c, ap0s imunizag&do por

via oral ou via intraperitoneal, com parasitas irradiados de T. gondii.
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4.5 Determinacdo dos anticorpos IgG, S-IgA e S-IgM, nas fezes de
camundongos C57BI/6j e BALB/c, imunizados com parasitas irradiados a 255

Gy

Para o estudo da producao de anticorpos pela mucosa intestinal dos animais
imunizados (C57BI/6j e BALB/c), foi realizado ELISA das fezes dos camundongos
imunizados com 107 parasitas por via oral ou parenteral. Como podemos notar 0s
animais C57BI/6j, imunizados por via parenteral, ndo apresentaram excrecao
significante de IgG e S-IgA, sendo detectado apenas um pequeno aumento de S-
IgM. Nos animais C57BI/6j, imunizados por via oral, notamos uma excre¢cdo mais
intensa com relacdo a imunizacdo parenteral, com uma excrecdo mais intensa de
IgG e S-IgA (Figura 8).

Quando avaliamos a producédo dessas imunoglobulinas em animais BALB/c,
podemos notar que em ambas as vias de inoculagdo, ocorreu um aumento na
excrecdo de todas as imunoglobulinas estudadas e superiores nos animais
imunizados pela via parenteral. No entanto, os animais BALB/c imunizados por via
oral apresentaram 0s maiores niveis de excrecao de IgG e S-IgA. A evolugédo da
excrecdo fecal dessas imunoglobulinas, nos modelos estudados, pode ser

observada no Anexo 2.
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Figura 8 — Comparacdo da excrecdo de anticorpos, nas fezes de camundongos
C57Bl/6j e BALB/c, detectados apés 3 doses de 1x10’ taquizoitos de T. gondii RH
irradiados a 255 Gy, imunizados por v.o (com hidroxido de aluminio) ou i.p (sem
veiculo), detectada por ELISA. Linha pontilhada representa a producdo basal das

imunoglobulinas.

4.6 Quantificagdes relativas por real-time PCR, das citocinas (INF-y, IL-2, IL-4 e
IL-10), em esplendcitos e células intestinais, de camundongos imunizados com

taquizoitos de T. gondii irradiados

Para a deteccdo da expressdo de citocinas nas células esplénicas e
intestinais dos camundongos imunizados, foi realizado o real-time PCR para a
deteccado das citocinas IFN-y, IL-2, IL-4 e IL-10. Todos os valores foram obtidos em
curvas de determinacdo da qualidade de copias (Ct) e em seguida foi calculada a
variacao da expressao génica através da comparagdo com a expressao de -actina.

Como podemos observar, todos o0s grupos imunizados apresentaram
expressdo muito significativa de IFN-y, por estimulo do antigeno de T. gondii por
células esplénicas, expressdo esta menos intensa apenas no grupo C57BIl/6j

imunizado por via oral. Nos grupos imunizados por via intraperitoneal, observamos
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um aumento da expressdo de IL-4 e IL-10, sendo mais evidenciada no grupo
BALB/c, via oral, a producédo de IL-4 em relacdo aos demais grupos. Os grupos
imunizados por via oral apresentaram niveis de expressao de IL-4 e IL-10, inferiores
ao encontrado no grupo controle infectado com ME49 (Figura 9).

Quando avaliamos a expressdo dessas citocinas pelas células intestinais
(placas de Peyer), podemos notar que a maior producéo de IFN-y e IL-2 por estimulo
do antigeno foi encontrada nos grupos imunizados por via oral (Figuras 10B e 10D),
apesar do grupo C57BI/6j apresentar também um pequeno aumento na expressao
de IL-4 em relagcdo ao grupo BALB/c. Neste mesmo material, mas em grupos
imunizados por via parenteral, os camundongos C57BI/6j apresentaram um maior
aumento na expressao de IL-4 em relacdo as outras citocinas (Figura 10A), ja no
grupo BALB/c a maior expressédo foi de IL-10, com uma acentuada diminuicdo de
IFN-y (Figura 10B). O grupo infectado cronicamente com ME49 apresentou baixa
producdo em todas as citocinas estudadas, sendo um pouco mais significante a

expresséo de IFN-y (Figura 10E), menos que nos animais imunizados.
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Figura 9 — Quantificacdo relativa da expressdo de citocinas por esplendcitos de

camundongos imunizados com taquizoitos irradiados de T. gondii, apds 48 horas de
estimulacao in vitro com antigeno de T. gondii. (A) C57BI/6j i.p, (B) C57BI/6j v.o, (C)

BALB/c i.p, (D) BALB/c v.o e (E) camundongo cronicamente infectado com ME49.
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Figura 10 — Quantificacdo relativa da expressé@o de citocinas em células intestinais
(placas de Peyer) de camundongos imunizados com taquizoitos irradiados de T.
gondii, apés 48 horas de estimulagéo in vitro com antigeno de T. gondii. (A) C57BIl/6j
i.p, (B) C57BI/6j v.0, (C) BALB/c i.p, (D) BALB/c v.o e (E) camundongo cronicamente
infectado com ME49.
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4.7 Desafio com cistos da cepa ME49 nos animais imunizados com taquizoitos

irradiados

Os diferentes niveis de protecdo entre as diferentes linhagens de
camundongos, imunizados com taquizoitos irradiados a 255 Gy e inoculados por via
oral e por via parenteral foram determinados pela contagem de cistos cerebrais em
animais sobreviventes.

Nos grupos controles ap6s 15 dias do ultimo in6culo, os animais (n=10)
receberam cistos de ME49, por via oral. Ndo foi observada nenhuma morte em
nenhum grupo imunizado, apenas 2 mortes no grupo C57BL/6j (ndo imunizado) na
primeira semana do desafio, porém todos os demais animais apresentavam sinais
clinicos de infeccdo com maior atividade no micro-isolador e ericamento de pélos.

Em ambos os grupos imunizados, foi possivel notar eficientes niveis de
protecdo quando comparados com o grupo controle (P<0.05), além de niveis
semelhantes de protecdo entre eles, como pode ser observado na Figura 16. Os
camundongos BALB/c apresentaram o0s maiores niveis de protecdo. Apesar do
grupo BALB/c controle apresentar uma quantidade de cistos menor quando
comparado com o grupo controle dos camundongos C57BI/6j, o nivel de protecéo
chegou a mais de 90%, sendo observados raros cistos em alguns animais de cada

grupo imunizado, como mostra a Figura 11.
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Figura 11 — Numero de cistos cerebrais, identificados por microscopia de contraste de

fase, apds 30 dias do desafio oral com 10 cistos de ME49, em camundongos (A)

C57Bl/6] e (B) BALB/c, imunizados via oral e via intraperitoneal, com parasitas

irradiados de T. gondii.

4.8 Imunizacao e desafio dos animais geneticamente deficientes de IFN-y

Como forma de avaliarmos o processo de imunizacdo e a seguranca das

preparacdes vacinais, realizamos a imunizagdo por via oral e intraperitoneal em

camundongos IFN-y” (n=10), com parasitas irradiados de T. gondii. N&o foi
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observada nenhuma morte durante os 45 dias de imunizacdo dos animais, bem
como, nenhuma outra alteracdo comportamental em nenhum dos grupos,
independentemente das vias empregadas.

Apoés o periodo de imunizacdo dos animais, todos os grupos receberam 10
cistos de ME49 (via oral). Notamos que entre o periodo do 10° ao 12° dia ocorreu a
morte de todos os animais IFN-y” do grupo controle. Os demais grupos imunizados
também apresentaram algumas mortes entre o periodo do 10° ao 15° dia, mas em
ambos os grupos 20% dos animais sobreviveram até o final do experimento (30
dias), como podemos observar na Figura 12. Todos 0s grupos, imunizados e
posteriormente desafiados, apresentaram significancia (P<0.05) em relacdo aos

grupos controles.
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Figura 12 — Sobrevida dos camundongos C57BI/6j IFN-y”, imunizados por via oral ou
intraperitoneal, com parasitas irradiados de T. gondii (3 doses) e desafiados com 10

cistos de T. gondii da cepa MEA49.
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4.9 Determinacao dos anticorpos IgG, IgA e IgM, no soro de camundongos IFN-
v", imunizados com parasitas irradiados a 255 Gy.

Grupos de 10 animais (C57BI/6j IFN-y") foram imunizados com 10’
taquizoitos irradiados por via parenteral (sem veiculo) e por via oral (com hidroxido
de aluminio), em intervalos quinzenais. O sangue caudal foi utilizado para a
determinacao dos niveis de IgG, IgA e IgM por ELISA.

Como podemos notar na Figura 13, os animais C57BI/6j IFN-y”", imunizados
por via parenteral, apresentaram maiores niveis de IgG em comparacdo com 0S
animais imunizados por via oral. Esses niveis foram semelhantes ao grupo de
animais nao deficientes e imunizados pela mesma via e foram superiores aos
animais IFN-y” imunizados por via oral. Quando avaliamos a producdo de IgA no
soros dos animais, observamos uma producdo significante em todos os grupos
analisados, com uma menor producéo pelos animais IFN-y” imunizados por via oral.
Na avaliacdo da producéo de IgM nos soro dos grupos imunizados, notamos uma
producéo significante apenas nos animais imunizados por via parenteral, com uma
producdo mais acentuada nos animais IFN-y"' (Figura 13). Toda a evolucdo da

producdo dessas imunoglobulinas pode ser observada no Anexo 3.
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Figura 13 — Comparacdo da producdo de anticorpos, no soro de camundongos
C57BI/6j IFN-y" e C57BI/6j, detectados ap6s 3 doses de 1x10’ taquizoitos de T. gondii
RH irradiados a 255 Gy, imunizados por v.0 (com hidréxido de aluminio) ou i.p (sem
veiculo), detectada por ELISA. Linha pontilhada representa a producdo basal das

imunoglobulinas.

4.10 Determinacdo dos anticorpos IgG, S-IgA e S-IgM, nas fezes de

camundongos IFN-y"', imunizados com parasitas irradiados a 255 Gy

Para avaliarmos a producédo de imunoglobulinas excretadas nas fezes dos
animais C57BI/6j IFN-y"' imunizados com taquizoitos irradiados de T. gondii,
realizamos ELISA nas amostras de suspensoes fecais dos grupos.

Na avaliacdo da excrecdo de IgG nas fezes, notamos que todos 0S grupos
apresentaram excrecdo dessa imunoglobulina, sendo menos evidenciada no grupo
C57BL/6] imunizado por via parenteral e mais evidenciada no mesmo grupo
imunizado por via oral. A producdo de S-IgA e S-IgM apresentaram um aumento
substancial de excre¢do nos animais deficientes de IFN-y, apds as imunizacdes
(Figura 14). Toda a evolugéo, por todo o periodo da imunizacdo, da excrecédo dessas

imunoglobulinas pode ser observada no Anexo 4.
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Figura 14 — Comparacdo da excre¢cdo de anticorpos, nas fezes de camundongos
C57BI/6j IFN-y" e C57BI/6j, detectados ap6s 3 doses de 1x10’ taquizoitos de T. gondii
RH irradiados a 255 Gy, imunizados por v.0 (com hidroxido de aluminio) ou i.p (sem
veiculo), detectada por ELISA. Linha pontilhada representa a producdo basal das

imunoglobulinas.

4.11 Desafio com cistos da cepa ME49 dos animais IFN-y” imunizados com

taquizoitos irradiados

ApoOs o periodo de imunizacdo, os animais foram submetidos ao desafio oral
com 10 cistos de T. gondii da cepa ME49. Podemos observar que em ambos 0s
grupos houve um aumento na sobrevida dos animais, sendo levemente maior nos
animais imunizados pela via parenteral. Apés o 15° dia do desafio, 20% dos animais
nao apresentavam nenhum sinal da doenca e permaneceram vivos até o 30° dia
apos o desafio, onde foram sacrificados e o niumero de cistos em seus cérebros
determinados.

O grupo C57BI/6j IFN-y"" que recebeu a imunizacdo por via parenteral foi o
grupo com a menor quantificagdo de cistos no cérebro, apos o desafio (P<0.05). Os
animais que receberam o indculo por via oral apresentaram uma quantidade maior
de cistos cerebrais, semelhantes aos animais ndo imunizados e sem deficiéncia de

IFN-y, como podemos observar na Figura 15.
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Figura 15 — Determinacédo, por microscopia de contraste de fase, da quantidade de

cistos cerebrais em camundongos IFN-y”" imunizados e sobreviventes, ap6s 30 dias

do desafio com 10 cistos da cepa ME49.
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V DISCUSSAO

Como ja havia sido comprovado anteriormente pelo nosso grupo, ndo houve
alteracdo das caracteristicas de biologia celular do T. gondii, ap6s o processo de
radiacdo ionizante a 255 Gy, bem como houve preservacdo de sua capacidade de
invasdo “in vivo” das células intestinais. Esses achados confirmam os encontrados
por HIRAMOTO e col. (2002), onde os parasitas apresentavam suas caracteristicas
de invasao “in vitro” preservadas, mesmo apés irradiagao a 255 Gy, em células LLC-
MK2 e fibroblasto humano. Nossos dados séo importantes porque ainda ndo havia
sido confirmada a manutencéo dessas caracteristicas, durante o processo natural de
invasao “in vivo”.

Ha poucos estudos de imunidade utilizando parasitas de T. gondii por via oral,
porém algumas tentativas utilizando oocistos irradiados, na dose igual ou superior a
0,25 KGy, quando inoculados por via oral, apresentavam protecao contra a formacao
de cistos nos cérebros de camundongos desafiados com oocistos viaveis (DUBEY et
al., 1996b). Tentativas de imunizacdes orais, utilizando antigenos isolados de T.
gondii, ja foram realizadas no passado por nosso grupo, porém nao foi possivel
obter uma producédo de anticorpos satisfatdria, ou protecdo contra a formacdo de
cistos (dados ndo mostrados). Contudo, outros grupos utilizando imunizagcdes com
antigenos de T. gondii em associagdo com toxina colérica, induziram uma melhor
qualidade da resposta imune sistémica e de mucosa, mas sem protecdo quando
foram desafiados com cistos da cepa 76K, apresentando baixos niveis de protecéo
(BOURGUIN et al., 1993).

Em estudos anteriores, realizados por nos, com taquizoitos irradiados e

administrados por via oral, foi possivel observar uma intensa resposta seérica e
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intestinal contra o T. gondii, com protecdo parcial da formacdo de cistos em
camundongos C57BIl/6] (GALISTEO Jr et al.,, 2005), no entanto, essa resposta
poderia ser desencadeada por restos imunogénicos dos taquizoitos digeridos pelo
estbmago dos camundongos.

Pela observacdo por microscopia eletrénica, podemos notar a qualidade da
protecdo dos parasitas pelo hidréxido de aluminio, demonstrando que o uso desse
veiculo nédo interfere na penetracdo das células pelos parasitas e ainda mantém
todas as condicbes para que o0s taquizoitos ultrapassem as barreiras do trato
digestivo, da forma mais integra possivel. Essa abordagem é muito importante,
porque para 0 sucesso da imunizacdo oral, € necessaria uma efetiva apresentacao
dos antigenos nos sitios de inducdo imune na mucosa intestinal, como nas placas
de Peyer e epitélio intestinal (CRIPPS et al., 2001). A integridade do parasita e sua
capacidade de penetracdo em células intestinais sdo essenciais para a producdo de
uma resposta imune protetora adequada, sendo esta abordagem, a mais proxima do
gue ocorre na natureza (HIRAMOTO et al., 2002).

Todas as linhagens de camundongos imunizados apresentaram niveis
detectaveis e um aumento progressivo na producado de IgG sérica. Os niveis de IgG
detectados nos soros das diferentes linhagens de camundongos imunizados com
taquizoitos irradiados a 255 Gy, foram menores nos animais imunizados via oral.
Esses resultados foram observados anteriormente em camundongos C57BI/6j,
guando imunizados com taquizoitos irradiados e utilizada como via a inoculagéo oral
(GALISTEO Jr et al.,, 2005). Vale notar que a exposi¢cdo dos antigenos no trato
gastrointestinal € capaz de induzir uma resposta humoral sistémica, porém com
menor intensidade do que quando a exposicao é feita por via parenteral (OGRA &

METECKY, 1994). Este fato foi muito bem observado quando analisamos os niveis
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de 1gG produzidos em nosso modelos. Perfil semelhante de resposta foi observado
em outros modelos utilizando particulas de lipossomos contendo antigenos de
Escherichia coli, e quando administrado por via oral, apresentou niveis de 1gG
elevados no soro, e consequente diminuicdo da infecgcdo por E. coli (Tana et al.,
2003).

O mesmo padrao de resposta foi observado quando avaliamos a producédo de
IgA no soro das linhagens estudadas. Apenas nos animais da linhagem BALB/c,
imunizados por via oral, foram observados os maiores niveis, desde o primeiro
in6culo. Sabe-se que a IgA sérica tem um importante papel em bacteremias,
evitando a septicemia e a doenca (VAN EGMOND et al., 2001), € a segunda mais
abundante imunoglobulina produzida no soro, com cerca de 20% do total e
apresenta atividade pro-inflamatoria (VAN EGMOND, et al., 2001). Atualmente a
vacina comercial para Giardia (GiardiaVax®, Fort Dodge Animal Health),
desenvolvida com antigenos de trofozoitos, demonstrou uma alta imunidade
protetora em cées. Esse fato esta relacionado principalmente pelos altos niveis de
IgG e IgA presentes no soro e na mucosa dos animais vacinados, demonstrando
mais uma vez a importancia dessa imunoglobulina na protecdo sistémica contra
parasitas (OLSON et al.,1997; OLSON et al., 1996). Estudos recentes de imunizacao
com proteina recombinante rCWP2 de Giardia duodenalis, mostraram que altos
niveis de IgA sérica, também foram muito importantes na inibicdo da liberacdo de
cistos, diminuindo assim a transmissao da doenca (LAROCQUE et al., 2003). Esses
e nossos dados sugerem que a IgA sérica tem uma importante funcdo como uma
das linhas de defesa sistémicas do organismo contra o T. gondii, como ja descrito

pela inibicdo na invasdo de enterqcitos, pela S-IgA (MACK & McLEOD, 1992).
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Quando avaliamos a producao de IgM sérico nessas amostras, notamos que
apenas houve uma producdo mais significante nos animais imunizados por via
intraperitoneal, demonstrando mais uma vez a diferenca de resposta quando
utilizamos vias de imunizacdes diferentes. Dados ja comprovaram que altos niveis
de IgA e IgM no soro de ratos, auxiliam na resisténcia a infecgbes por T. gondi,
demonstrando dessa forma a importancia dessas imunoglobulinas no combate a
infeccdo (GODARD et al., 1990). Outros autores demonstraram que bons niveis de
IgM tem um importante papel no controle da disseminacédo sistémica de taquizoitos,
durante a fase aguda da infeccdo por T. gondii (COUPER et al., 2005). Em nossos
ensaios houve uma queda apos a terceira dose, este fato pode estar relacionado
com a sustentacdo dos niveis maiores de IgG e IgA, o que pode ocorrer através do
processo de switching de classes, onde no decorrer da maturacdo da resposta
imunoldgica, por rearranjos génicos, as células B passam a produzir anticorpos mais
especificos e com maior afinidade como IgA e IgG (CERUTTI, A., 2008).

O resultado das subclasses de IgG mostraram padrdes semelhantes entre os
grupos, porém 0s animais imunizados via parenteral apresentaram os maiores niveis
em todos os tipos de subclasses. Quando analisamos a rota oral de imunizacao,
notamos que a producdo de subclasses de IgG, apesar de presente, apresentou
niveis mais baixos, mas a diferenca esta apenas na intensidade e ndo na proporgao
das subclasses. Este fator esta relacionado com a via de estimulagdo onde
imunizagdes sistémicas refletem um maior sinal sérico quando comparado com uma
estimulacdo na mucosa intestinal. Outro fato observado é a baixa producdo de
IgG2a pelos animais C57BI/6], isso segue caracteristicas proprias desta linhagem
que apresenta deficiéncia no gene que controla a producdo dessa subclasse

(MARTIN & LEW, 1998; MORGADO et al.,, 1989), porém, podemos perceber
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claramente que a resposta tipo Thl € mais intensa nos animais C57BL/6j, a0 passo
que nos animais BALB/c a resposta tende para um balanco entre Thl1l/Th2.
Caracteristicamente os animais C57BIl/6j apresentam uma resposta tipo Thl e os
animais BALB/c apresentam uma resposta basal voltada para o tipo Th2 (PINCHUK
et al., 2008), com isso podemos notar que apds 0 processo de imunizacdo, 0s
animais do tipo BALB/c, adquirem um perfil voltado preferencialmente para uma
resposta Thl, mas ainda mantendo niveis aumentados de IgG1l. Este tipo de perfil
também foi encontrado em estudos de imunizacao utilizando vacina de DNA (AMA1)
onde os camundongos apresentaram, ap0s imunizacdo, um balanco na resposta
Th1/Th2, sendo encontrado em animais BALB/c, os melhores indices de protecéo na
fase aguda (DAUTU et al., 2007).

Avaliando a maturacdo dos anticorpos IgG no soros dos animais imunizados,
notamos que em todos 0s grupos, 0s anticorpos encontrados foram de baixa avidez,
porém os niveis foram iguais ou superiores aos animais infectados agudamente com
cistos de ME49. Este fato deve estar relacionado ao tempo da maturacdo da
resposta imune em camundongos. Nosso ensaio foi realizado apés 6 semanas, 0
que deve ter dificultado a obtencdo de maiores indices de avidez, ja que em outros
modelos, utilizando a maturacdo de virus, os indices de avidez demoram meses
para atingir niveis como os da infec¢ao natural (SOUZA et al., 1997). Alguns autores
descrevem indices de avidez iguais ou superiores a 40%, por volta da décima
semana do inicio da imunizacdo (CHEN et al.,, 2003a). As reacfes de avidez
apresentaram dificil padronizacdo dada a qualidade de antigeno e o tipo e
concentracdo do caotropico utilizado, dificultando comparagbes entre dados de
autores diferentes (HEDMAN et al., 1989) Podemos notar também que apesar da

imunizacdo oral apresentar menores niveis de IgG no soro, esses anticorpos

62



Andrés Jimenez Galisteo Jr.

apresentaram indices de avidez consideraveis quando comparamos com 0s niveis
encontrados na fase aguda da doenca. Isto pode ser explicado pelo tipo de
imunizacao utilizado, jA que em geral, os indices de avidez sdo determinados em
vacinas vivas atenuadas, que simulam os resultados de uma infeccdo natural e nédo
para antigenos com apresentacao ciclica, como os utilizados em nossos modelos.

Na infec¢do natural, T. gondii é normalmente adquirido por ingestdo de cistos
ou oocistos, proporcionando assim uma importante fonte de estimulo sistémico e
principalmente na mucosa, por esse motivo € muito importante saber o verdadeiro
papel das imunoglobulinas no bloqueio inicial da infeccdo. No estudo das
imunoglobulinas excretadas/secretadas, na mucosa intestinal, podemos observar
gue apenas o grupo C57BI/6j (i.p) apresentou os menores niveis de producédo dos
trés tipos de imunoglobulinas nas fezes, todos os demais grupos apresentaram altos
niveis de producéo, em especial as classes IgG e S-IgA.

Niveis significativos de 1gG j& haviam sido observados por outros autores em
estudos utilizando imuniza¢es orais com antigenos sonicados em associagcdo com
toxina colérica (BOURGUIN et al., 1991) e essa imunoglobulina, em conjunto com S-
IgA, produzidas em intestinos de gatos infectados, atuaram na diminuicdo da
penetracdo de T. gondii em fibroblastos, demonstrando a importancia da IgG fecal
na prevencao da infeccdo (OMATA et al., 1997). Como ja havia sido comprovado o0s
anticorpos IgA anti-T. gondii secretados no leite demonstraram ser muito eficientes
na protecdo contra a toxoplasmose quando o desafio ocorre de forma natural, por
via oral (McLEOD & MACK, 1986). Os mesmos autores também conseguiram
comprovar que a S-IgA, diminui a infecgdo de enterdcitos em 75% “in vitro” (MACK &
McLEOD, 1992), demonstrando mais uma vez a importancia dessa imunoglobulina

no bloqueio da invasédo do T. gondii, nas células intestinais. Os niveis de S-IgM séo
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substancialmente menores que a S-IgA, pela dificuldade de transporte da IgM, essa
imunoglobulina apresenta normalmente uma produ¢cdo menor nas mucosas de
maneira geral. Além disso, a S-IgM néo pode substituir totalmente S-IgA em termos
funcionais, devido a sua maior sensibilidade as enzimas proteoliticas, e sua
capacidade de ativar, em nivel tecidual, a cascata de complemento com potenciais
danos colaterais. Interessante notar que em pacientes deficientes em IgA, a IgM
pode substituir aquela imunoglobulina em suas funcdes secretoras na mucosa
(NORHAGEN, et al., 1989) Apesar da baixa afinidade, anticorpos de mucosa do
isotipo IgA e IgM exibem alta avidez devido a varios sitios de ligagcdes com antigenos
(quatro para dimeros de IgA e 10 para pentameros de IgM) resultando no reforco da
sua capacidade de interagir com antigenos inertes e para neutralizar biologicamente
antigenos ativos, sendo desta forma duas imunoglobulinas importantes na protecao
local contra patdgenos (WOOF & MESTECKY, 2005).

Para o estudo da expressao génica de citocinas esplénicas dos animais
imunizados, realizamos a avaliacao através do real-time PCR. Podemos notar uma
diferenca na expresséo de citocinas entre 0s grupos, com um aumento significante
de IFN-y e IL-10 nos grupos imunizados por via intraperitoneal. IL-10 j& demonstrou
ter um papel importante no controle da morte de animais infectados com T. gondii ou
T. cruzi, onde nesses modelos, apesar do controle da infec¢do, a morte é causada
pelo aumento descontrolado na producgéo de citocinas pro-inflamatérias. Em células
animais, células efetoras Thl produzem IL-10 como meio de prevencdo de danos
colaterais, como um mecanismo de autocontrole, porém esse mecanismo também
pode ser utilizado como escape por agentes patogénicos (TRINCHIERI, 2007).
Embora em células humanas a polarizacdo extrema da resposta tipo Thl, junto da

presenca de altos niveis de IL-12, induzirem o aumento dos niveis de IL-10 e IFN-y
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(GEROSA et al., 1996), em animais a IL-12 ndo apresenta esse papel em células
Thl de camundongos infectados por T. gondii, onde o préprio parasita durante a
infeccdo, controla a expressao de IL-10 (TRINCHIERI, 2007). Apesar do aumento de
IFN-y nos animais imunizados por via oral, ndo foi possivel observar o mesmo efeito
de aumento da IL-10 em células esplénicas.

A expressdo dessas citocinas na mucosa intestinal apresentou um
comportamento distinto do apresentado pelas células esplénicas. Na estimulacao
das placas de Peyer, podemos notar que ndo houve uma producéo tao intensa de
IFN-y. Isto pode ser devido a diferentes populagdes celulares encontradas nestas
placas, quando comparadas ao baco. As populacfes celulares intestinais estdo em
parte envolvidas com a tolerancia aos antigenos, quer seja por alteracdo na
apresentacao de antigeno por células dendriticas profissionais (FARIA & WEINER,
2005) quer pela presenca maior de subpopulag@es linfociticas com receptores tipo
yo, envolvidos em mecanismos de tolerancia imunolégica (MOWAT, 2003). A maior
producéo local de IL-10 em animais imunizados lembra este mecanismo de controle
da imunidade, ja que esta seria uma das principais citocinas envolvidas na inducao
de tolerdncia (MOWAT, 2003), mas € interessante notar que a producéo foi mais
intensa nos modelos de imunizacdo parenteral. Nas células linféides intestinais
estimuladas a producdo de IFN-y foi muito menos marcante que nas células
esplénicas, sugerindo que a populagdo que foi estimulada ndo pertencia ao grupo
CD8 de citotoxicidade classico (DEROUIN, 1992), talvez envolvida com a producao
local de plasmécitos e resposta do tipo Th2, evidenciada pela maior producdo de
anticorpos IgA e IgM para excrecao nas fezes.

Analisando as respostas em conjunto, podemos sugerir que uma imunizacao

parenteral resulta numa resposta imune voltada para proteger o hospedeiro contra
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agressores que ja invadiram o sistema, pela producdo de células CD8 e producéo
macica de IFN-y ativador de macrofagos. Ja a resposta imune induzida pela
imunizacdo oral também induz esta resposta em baco, embora de menor
intensidade, mas também induz uma imunidade intestinal voltada para a producéo
de citocinas de proliferacdo como a IL-2, que indica a producéo de células para a
resposta efetora como linfécitos B para producédo de anticorpos ou células CD8aa
especializadas na migracao luminal e combate externo ao agente. Estas células
CD8a. ndo estdo relacionadas com producdo de interferon na produgéo de
imunidade efetora em infec¢goes semelhantes (FRANCO et al., 1997) e tem sido uma
dificil tarefa elucidar sua funcdo (JIANG et al., 2008), embora seja a célula CD8 mais
produzida do organismo e muito efetiva (ROCHA, 2007).

Quando submetemos os diferentes grupos de animais imunizados aos
esquemas de desafio com a cepa ME49 de T. gondii, notamos que em todos o0s
grupos houve uma protecéo significante em relacdo ao grupo controle. Em todos os
esquemas vacinais, o nivel de resposta foi muito proximo dos ja encontrados
anteriormente por nés, utilizando camundongos C57BI/6j, tanto quando imunizados
i.p ou via oral (HIRAMOTO et al.,, 2002; GALISTEO Jr. et al., 2005). Porém, os
camundongos BALB/c foram o0s que apresentaram niveis mais elevados de
protecdo, com diminuicdo contra a formacdo de cistos, em cerca de 80% dos
animais apés o desafio com a cepa ME49, chegando a ndo detectarmos cistos por
microscopia convencional, na maioria dos casos. Imunizagfes utilizando uma
mistura de 3 adenovirus modificados, que expressam proteinas de superficie de T.
gondii (SAGs), apresentaram uma reducdo de 80% da carga parasitaria de cistos
apos o desafio com a cepa P-Br, porém nao foi observado a auséncia de cistos em
nenhum dos animais avaliados (CAETANO et al., 2006). Além dos animais BALB/c
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apresentarem naturalmente uma resisténcia genética aos cistos de ME49 (SUZUKI
et al.,1995), provavelmente essa maior protecédo esteja relacionada ao fato destes
apresentarem uma resposta mais voltada para um balanco entre Thl/Th2,
influenciada por uma maior producdo de IL-10 (HSIEH et al., 1995) e por
apresentarem também uma maior producdo de IgG e S-IgA nas fezes, promovendo
assim condi¢cdes mais favoraveis para uma melhor protecdo da mucosa intestinal.

Animais com deficiéncia de IFN-y foram submetidos a imunizacdo com os
parasitas irradiados, por via oral e intraperitoneal. Podemos observar que nao houve
nenhuma morte ou evidéncia da doenc¢a, em nenhum grupo, durante o processo de
imunizacdo. Animais com deficiéncia na producdo de IFN-y, ndo produzem uma
resposta sistémica completa e efetiva contra o T. gondii, fato que leva os mesmos a
morte em no maximo 10 dias apos serem infectados com cistos de ME49 (CARMO,
2006). Diversos autores demonstraram que apenas um parasita viavel € capaz de
instalar a infeccao, levando os camundongos a morte apos alguns dias. Em nossos
achados, os animais IFN-y”" sobreviveram por 45 dias, durante todo periodo da
imunizagcdo, sem qualquer comprometimento ou Obito de nenhum animal. Esses
resultados demonstram que nosso preparado vacinal apresenta excelente nivel de
seguranca, podendo ser utilizado como imundgeno em animais.

Apés o periodo de imunizacdo podemos notar uma producdo efetiva de
anticorpos no soro e nas fezes de todos os grupos estudados, mostrando que
mesmo na auséncia de IFN-y, os animais conseguiram produzir uma resposta
humoral contra nosso imundgeno. Fato semelhante foi observado em modelos
utilizando imunizagbes com esporozoitos atenuados geneticamente de P. berghei
em camundongos C67BI/6j IFN-y"', onde houve a produgédo de uma resposta

especifica de anticorpos (MUELLER et al., 2007). ApGs o periodo de imunizag&o, 0s
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animais receberam o desafio oral com cistos da cepa ME49 e em ambos 0s grupos
notamos um aumento na sobrevida dos animais, chegando a uma protecao de 20%
(n=4). Nesses animais sobreviventes, foi possivel observar, a presenca de cistos
cerebrais, sendo em maior quantidade, nos animais imunizados por via oral. Nossos
dados sugerem que em animais deficientes de IFN-y, apds imunizagdo prévia, a
protecao foi provavelmente sustentada por anticorpos especificos presentes no soro
e nas fezes, no entanto sua eficiéncia parece ser limitada, pelo fato desses animais
nao ficarem protegidos contra a formacéo de cistos cerebrais.

Como ja relatado por outros autores o IFN-y tem um importante papel na
protecdo da infeccdo e controle da proliferacdo do T. gondii (GAZZINELLI et al.,
1994), mas outros fatores podem estar presentes, evidenciado na auséncia dessa
guimiocina. Alguns autores reportam que a resisténcia em camundongos deficientes
de IFN-y, seja dada através da via CD40-CD154, onde ocorre o favorecimento da
ativacdo de células apresentadoras de antigeno e ativacdo de células T CD4+ e
CD8+, como um importante papel na resposta imunolégica a patdogenos
intracelulares (SUBAUSTE & WESSENDARP, 2006). Nossos dados de anticorpos
mostram que a producéo de S-IgA e S-IgM foi maior nestes animais, o que corrobora
esta afirmacdo, relacionada ao efeito de células T reguladoras, que dependem de
IFN-y para sua agao.

Interessante notar que, pelos resultados por nds obtidos, a resposta celular
apresenta um papel muito importante no controle da infeccdo e na diminuicdo da
formacéo de cistos, porém vale ressaltar a importancia da resposta humoral, tanto
sérica e principalmente a intestinal, no combate inicial do bloqueio da invasdo do
parasita no hospedeiro. Esses dados sugerem que esse tipo de abordagem favorece

muito imunizacdo de felinos, pois podemos iniciar o combate da infeccdo ja no
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momento da ingestao dos parasitas por esses animais, impedindo assim a aquisi¢ao
da infeccdo e num segundo momento a eliminagcédo de oocistos na natureza. Além do
mais, combate preventivo contra o parasita, impedindo que ele através de
mecanismos de escape se instale no hospedeiro, parece ser a forma de maior
sucesso contra a instalacéo da infeccdo no hospedeiro até o momento.

O uso de parasitas viaveis, mas bloqueados em seu mecanismo de
reproducdo, favorece a apresentacdo correta dos antigenos e deixa a abordagem a
mais proxima da forma natural da infeccdo, que induz protecdo eficiente em
imunocompetentes, pelo menos quanto ao desenvolvimento de doenca (HIRAMOTO
et al.,, 2002, REMINGTON et al., 2005). Outro fator adicional é o uso da radiacéo
ionizante, que age diretamente nas proteinas, promovendo a oxidagao e tornando-as
mais facilmente captadas por macrofagos, através de receptores scavengers
especificos, aumentando sua imunogenicidade (PINHO et al., 1995; CARDI et al.,
1998).

Outro aspecto pouco levantado em anos recentes é a eficiéncia da radiacédo
ionizante como ferramenta na producdo de parasitas viaveis, mas sem capacidade
de reproducéo, em especial para parasitas mais complexos, com divisdo sexuada,
como protozoarios do filo Apicomplexa (HIRAMOTO et al., 2002; NUSSENZWEIG et
al., 1969) e helmintos (WALES & KUSEL, 1992), ideais para vacinas. Helmintos
produzem uma imunidade concomitante, impedindo novas infestacbes apds a
instalacdo de um parasita em um hospedeiro. Esta imunidade é a ideal para prevenir
novas infestacbes e tem sido proposta com sucessO em esquistossomose
(McMANUS & LOUKAS, 2008). A ciéncia ndo deve esquecer 0s potenciais de
processos preconceituosamente considerados como perigosos e 0 uso cada vez

maior da radiacdo na esterilizacdo de materiais para uso humano e alimentos mostra
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este aspecto. A radiacdo € uma ferramenta poderosa e perigosa, mas temer nao
significa ndo estudar ou usar, se ndo ainda estariamos sem utilizar o fogo, que
gueima. O estudo, e 0 uso criterioso, da radiacdo ionizante em agentes bioldgicos
podem resultar em inumeras formas de producdo de insumos U(teis para a
humanidade. Cabe apenas a nds prover o conhecimento para este uso seguro da
radiacdo e ndo compartilhar do temor visceral do desconhecido.

Quando pensamos em animais com carne de consumo humano, como suinos
e ovinos, as formas de controle da infec¢do estédo relacionadas com as boas praticas
de manejo, como controle de roedores e felinos nas instalacdes, educacdo sanitaria
e vacinacdo. O desenvolvimento de uma vacina para imunizacdo desses animais,
principalmente de felinos domésticos e selvagens, € a estratégia de controle que tem
como objetivo reduzir as perdas econbmicas em animais de producado e o numero de
cistos teciduais na carne destes animais. Dessa forma, pode-se diminuir o risco de
infeccdo ao homem pela ingestao de cistos em carne crua ou mal cozida de animais
infectados e ainda prevenindo a eliminacédo de oocistos pelos felideos. Tentativas
utilizando uma cepa termo-sensivel de T. gondii (ts-4), demonstrou que animais
imunizados e desafiados com a cepa M-7741, apresentaram uma sobrevida de 88%,
porém nao se tem relatos da determinacéo do nimero de cistos e o grau de lesao no
cérebro desses animais (WALDELAND et al.,, 1983). Estudos apontam que a
imunizacdo com esse tipo de cepa apresentou alta viruléncia em animais jovens, 0
que dificulta seu uso como vacina, por perdas fetais e em animais jovens de
diferentes espécies (PINCKNEY et al., 1995; JUNGERSEN et al., 2001). Atualmente
a Unica vacina comercialmente utilizada é a Toxovax®, produzida a partir de
parasitas da cepa S48, isolada de membranas fetais de um aborto ovino e, apos

3.000 passagens em camundongos, perdeu a sua habilidade de desenvolver cistos
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teciduais. Esta vacina viva € amplamente utilizada no Reino Unido e Nova Zelandia,
prevenindo o abortamento ovino e garantindo uma protecdo durante 18 meses, mas
se recomenda a revacinacao anual (BUXTON, 1993). Porém a utilizacdo dessa
vacinas apresenta problemas de logistica, como transporte e conservacdo das
amostras. O uso limitado da Toxovax® deve-se ao fato da necessidade de
imunizacdo imediata de todo o rebanho no momento da chegada das amostras, 0
gue passa a ser inviavel sua utilizacdo e manipulacdo em outros paises.

Outro fator importante € a questdo do comprometimento ocular causado pela
toxoplasmose. O grau de lesdo e seu comprometimento variam muito de acordo com
a regiao atingida. Em estudos realizados por nosso grupo, podemos observar que
hamsters, previamente imunizados com taquizoitos irradiados, foram eficientes na
prevencdo do comprometimento ocular, com diminuicdo de focos de lesdes na retina
de animais desafiados (CURSINO, 2007), sugerindo que uma vacina sem cistos nao
induzird no futuro lesbes de imunidade cruzada ocular.

Além de todos os problemas causados pela toxoplasmose e aqui levantados,
existem estudos que sugerem que a infeccdo pelo T. gondii pode promover
alteracdo no comportamento do hospedeiro infectado. Diversos trabalhos, com
populacbes humanas, j& demonstraram alteracbes comportamentais entre grupos
soro positivos para o T. gondii entre grupos controles negativos, como maior
incidéncia de acidentes de transito e alteracdo de personalidade (FLEGR, 2007;
FLEGR et al., 1996). O mesmo estudo também j& foi realizado em animais, onde foi
possivel observar modificacdo da ansiedade e processo cognitivo (WEBSTER,
2007), o que os torna mais suscetiveis aos predadores (LAMBERTON et al., 2008).
Se confirmados, esses dados podem transformar a toxoplasmose em um grande

problema de saude publica no futuro, mas impedindo o uso de uma vacina humana,
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pois sera necessario esclarecer o mecanismo de desencadeamento destas
alteracdes de comportamento antes de permitir o uso de vacina em humanos.

Estudos realizados nos Estados Unidos, utilizando gatos vacinados com
bradizoitos livres da cepa mutante T-263, reduziram a exposi¢cdo do T. gondii em
suinos, demonstrando a importancia da vacinacdo dos gatos na prevencdo da
transmissao da doenca (MATEUS-PINILLA et al.,1999). A interrupcéo da cadeia de
transmissdo para animais de producdo, em geral herbivoros e dependentes da
ingestdo de oocistos produzidos por gatos, seria a melhor forma de evitar a
toxoplasmose humana. Esta seria bloqueada sem evitar a ingestdo de carne que
nao pode ser evitada por problemas nutricionais e também ocorreria uma diminuicao
progressiva da contaminacdo de aguas potaveis, pela menor disponibilidade de
oocistos produzidos por felinos livres. O tratamento da agua em grandes cidades
envolve processos de decantacdo e sedimentacdo, mas 0s oocistos sao flutuantes e
ndo sdo sensiveis a cloracdo habitual das aguas, mais voltada para agentes virais e
bacterianos (GAJADHAR et al., 2006; SMITH & NICHOLS, 2006).

Todos estes dados mostram a aplicacdo pratica de desenvolvimento de uma
vacina oral para toxoplasmose para uso em felinos. Esta vacina poderia ser utilizada
como iscas atrativas para os gatos livres do ambiente, como os de rua ou de vida
livre selvagem, promovendo uma diminuicdo da excrecdo de oocistos por eles e
assim reduzindo a transmissdo ambiental da toxoplasmose, sem 0s riscos de
intervencao direta nas populagdes humanas. No caso de animais carnivoros o uso
de iscas como veiculo para distribuicdo de imundégenos vem sendo utilizada com
sucesso ha alguns anos na vacinacdo da raiva (RABORAL VR-G®). Esta vacina
produzida nos Estados Unidos utiliza um vetor viral recombinante e farinha de peixe

ou comida para cdo como veiculos. Estas iscas séo distribuidas em grandes areas
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para a imunizacdo de cédes, gatos, raposas entre outros animais com efetiva
seguranca e resultados eficazes, contribuindo com o controle da raiva em muitos
paises (MACKOWIAK et al.,, 1999). Porém vale ressaltar que esse tipo de
abordagem néo favorece animais ruminantes, por apresentarem um sistema
digestivo compartimentado, sendo a imunizacdo intranasal uma alternativa para
imunizacdo de mucosas nesses modelos.

Estudos de conservacdo do parasita e distribuicdo das vacinas no ambiente
devem ser realizados com o objetivo de atingir o maior nimero de animais
selvagens, que seguramente em médio prazo, sera responsavel pela interrupcédo do
ciclo da doenca e consequentemente uma melhoria na qualidade de vida das

populacdes, reduzindo a transmissdo ambiental e perdas econdmicas.
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VI CONCLUSOES

Geral

Nossos resultados mostraram que a imuniza¢do, com taquizoitos irradiados a
255 Gy, induziu resposta imune protetora em camundongos, com producdo de

citocinas e anticorpos, com participacdo do IFN-y na protecéo a infeccao.

Especificamente, quanto ao uso de imunizagdo oral com taquizoitos deT.

gondii irradiados.

A funcionalidade celular do parasita irradiado é mantida no processo de
vacinacdo oral, mesmo ap0s a acdo das enzimas estomacais, com invasdo dos

enterdcitos e subseqlente morte do parasita.

Ha sempre producdo significante de IgG sérica especifica apds imunizacdo

oral, embora em niveis inferiores ao da imunizacao parenteral.

Houve sempre producao significativa de anticorpos IgA especificos no soro de
camundongos imunizados por via oral, sendo semelhante ou maior que a

imunizagao parenteral.

Houve menor producdo de IgM sérica apds imunizagdo por via oral nos

modelos estudados, diferentemente do que ocorreu na imunizacgéo parenteral.

A 1gG2b foi a subclasse mais produzida de IgG apds imunizacdo oral,

semelhante a imunizag&o parenteral.
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A maturacao da avidez de IgG foi mais lenta na imunizacdo por via oral que

na imunizagao parenteral.

Houve excrecao de IgG, IgA e IgM nas fezes dos animais imunizados por via

oral, em geral mais intensa que em animais imunizados por via parenteral.

Na imunidade celular envolvida na imunizacdo por via oral, houve um
aumento na producdo de IFN-y por células esplénicas, com niveis menores de

producao de IL-2, IL-10 e IL-4.

Na imunidade celular intestinal em animais imunizados por via oral, houve
padrao diferente de producdo de citocinas, com menor producdo de IFN-y e

producdo maior de IL-2.

Os animais imunizados e desafiados com agentes viaveis apresentaram
protecao significativa com diminuicdo de niumero de cistos cerebrais, em especial 0s

animais BALB/c.

Por estudos em animais geneticamente deficientes de IFN-y, a vacinacao oral
induz uma protecdo parcial com maior numero de cistos cerebrais e maior tempo de

sobrevivéncia dos animais.

Houve producéo de IgG e IgA especificos no soro dos animais IFN-y"‘,

sugerindo participacao destes anticorpos na protecao parcial utilizada.

Houve excrecéo de IgA e IgM nas fezes de animais IFN-y”~ imunizados.
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Anexo 1 — Producédo de anticorpos I1gG (A/B), IgA (C/D) e IgM (E/F), no soro de

camundongos C57BI/6j e BALB/c, inoculados com 3 doses de 1x10’ taquizoitos de T.

gondii RH irradiados a 255 Gy, v.o (com hidréxido de aluminio) ou i.p (sem veiculo),

detectada por ELISA. As setas indicam as datas dos inéculos.
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Anexo 2 — Excrecdo de anticorpos I1gG (A/B), IgA (C/D) e IgM (E/F), nas fezes de
camundongos C57BI/6j e BALB/c, inoculados com 3 doses de 1x10’ taquizoitos de T.
gondii RH irradiados a 255 Gy, v.o (com hidréxido de aluminio) ou i.p (sem veiculo),

detectada por ELISA. As setas indicam as datas dos inéculos.
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Anexo 3 — Producdo de anticorpos IgG (A), IgA (B) e IgM (C) no soro de
camundongos IFN-y”, inoculados com 3 doses de 1x10’ taquizoitos de T. gondii RH
irradiados a 255 Gy, v.o0 (com hidroxido de aluminio) ou i.p (sem veiculo), detectada

por ELISA. As setas indicam as datas dos indculos.
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Anexo 4 — Excrecdo de anticorpos IgG (A), S-IgA (B) e S-IgM (C) nas fezes de
camundongos IFN-y”, inoculados com 3 doses de 1x10’ taquizoitos de T. gondii RH
irradiados a 255 Gy, v.o (com hidréxido de aluminio) ou i.p (sem veiculo), detectada

por ELISA. As setas indicam as datas dos indculos.



Anexo 5 — Variacdo da expressdo génica de citocinas esplénicas por Real-Time

PCR, em camundongos C57BIl/6j e BALB/c, imunizados com T. gondii

irradiado a 255Gy, mensurado por Real-time PCR. Valores de Ct e

respectivas analises de expresséo pelo método

Grupos
C57BI6/j (i.p)
C57BI6/j (v.0)
BALB/c (i.p)
BALB/c (v.0)
ME49

Grupos
C57BI6/j (i.p)
C57BI6/j (v.0)
BALB/c (i.p)
BALB/c (v.0)
ME49

Grupos
C57BI6/j (i.p)
C57BI6/j (v.0)
BALB/c (i.p)
BALB/c (v.0)
ME49

Grupos
C57BI6/j (i.p)
C57BI6/j (v.0)
BALB/c (i.p)
BALB/c (v.0)
ME49

Ct IFN-y
2218 22.32
29.21 28.66
21.80 22.01
22.35 22.90
23.63 23.08

CtIL-2
26.13 26.53
28.88 28.75
26.41 26.34
27.18 26.83
27.19 27.82

CtIL-4
24.43 25.16
27.75 30.15
2141 21.52
25.98 26.12
23.55 24.12

Ct IL-10
21.11 20.95
27.57 27.59
19.45 19.71
23.95 24.06
2231 22.04

Média
22.25
28.94
21.91
22.63
23.36

Média
26.33
28.82
26.38
27.01
27.51

Média
24.80
28.95
21.47
26.05
23.84

Média
21.03
27.58
19.58
24.01
22.18

Ct B-actina
13.91 14.04
17.35 16.55
13.65 13.62
14.24 1391
13.82 14.04

Ct B-actina
1391 14.04
17.35 16.55
13.65 13.62
14.24 1391
13.82 14.04

Ct B-actina
1391 14.04
17.35 16.55
13.65 13.62
14.24 1391
13.82 14.04

Ct B-actina
1391 14.04
17.35 16.55
13.65 13.62
1424 1391

13.82 14.04

Média
13.98
16.95
13.64
14.08
13.93

Média
13.98
16.95
13.64
14.08
13.93

Média
13.98
16.95
13.64
14.08
13.93

Média
13.98
16.95
13.64
14.08
13.93

2-AACt.

ACt
8.28
11.99
8.27
8.55
9.43

ACt
12.36
11.87
12.74
12.93
13.58

ACt
10.82
12.00

7.83
11.98

9.91

ACt
7.06
10.63
5.95
9.93
8.25

AACt
-7.70
-3.99
-7.70
-7.42
-6.55

AACt
-1.33
-1.82
-0.94
-0.75
-0.10

AACt
-2.42
-1.24
-5.41
-1.27
-3.34

AACt
-4.18
-0.60
-5.29
-1.30
7.92

2-AACt

139.64
12.91
140.09
117.04
66.75

2-AACt

2.39
3.30
1.86
1.64
1.07

-AACt
2

4.97
2.27
36.06
2.31
9.12

2—AACt

15.23
1.48
31.42
2.34
7.01



Anexo 6 — Variacdo da expressao génica de citocinas intestinais por Real-Time

PCR, em camundongos C57BIl/6j e BALB/c, imunizados com T. gondii

irradiado a 255Gy. Valores de Ct e respectivas analises de expresséao pelo

método 2744,

Grupos Ct IFN-y

C57BI6/j (i.p) 28.96 28.36
C57BI6/j (v.0) 25.73 28.97
BALB/c (i.p) 38.87 38.86
BALB/c (v.0) 28.22 28.24
ME49 27.86 28.03
Grupos CtIL-2

C57BIl6/j (i.p) 27.97 27.84
C57BIl6/j (v.0) 26.24 25.92
BALB/c (i.p) 37.20 36.80
BALB/c (v.0) 27.48 28.08
ME49 27.76 27.85
Grupos CtlIL-4

C57BI6/j (i.p) 30.45 29.79
C57BI6/j (v.0) 29.05 27.56
BALB/c (i.p) 35.53 35.53
BALB/c (v.0) 28.6 30.52
ME49 30.13 30.77
Grupos Ct IL-10

C57BIl6/j (i.p) 27.04 26.65
C57BIl6/j (v.0) 25.19 25.38
BALB/c (i.p) 36.0 34.37
BALB/c (v.o) 28.49 28.6
ME49 26.34 26.18

Média
28.66
28.85
38.87
28.23
27.95

Média
27.91
26.08
37.00
27.78
27.81

Média
30.12
28.31
35.53
29.56
30.45

Média
26.85
25.29
35.19
28.55
26.26

Ct B-actina
16.90 16.67
15.57 15.38
23.84 23.37
1591 15.90
16.24 16.18

Ct B-actina
16.90 16.67
15.57 15.38
23.84 23.37
1591 15.90
16.24 16.18

Ct B-actina
16.9 16.67
15.57 15.38
23.84 23.37
15.91 15.9
16.24 16.18

Ct B-actina
16.9 16.67
15.57 15.38
23.84 23.37
1591 15.9
16.24 16.18

Média
16.79
15.48
23.61
15.91
16.21

Média
16.79
15.48
23.61
15.91
16.21

Média
16.79
15.48
23.61
15.91
16.21

Média
16.79
15.48
23.61
15.91
16.21

ACt
11.88
10.38
15.27
12.33
11.74

ACt
11.12
10.61
13.40
11.88
11.60

ACt
13.34
12.83
11.93
13.66
14.24

ACt
10.06
9.81
11.58
12.64
10.05

AACt
0.05
-1.45
2.08
-0.87
-0.09

AACt
0.46
-0.06
0.31
-1.22
0.93

AACt
-0.11
-0.61
0.30
2.03
0.80

AACt
0.85
0.60
-0.82
0.24
0.84

2-AACt

0.97
2.53
0.26
1.74
1.06

2-AACt

0.74
1.04
0.82
2.22
0.54

-AACt
2

1.07
1.50
0.82
0.26
0.59

2—AACt

0.57
0.68
1.71
0.86
0.58
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