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RESUMO

Zorgi NE. Imunidade humoral de camundongos BALB/c e C57BI/6j imunizados com
taquizoitos de Toxoplasma gondii irradiados. [dissertacdo (Mestrado em
Parasitologia)]. Sdo Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade S&o
Paulo; 2010.

A toxoplasmose é uma doenca altamente disseminada, afetando um quinto da
populacdo humana. T.gondii apresenta um ciclo de vida complexo que envolve os
gatos e 0s hospedeiros de sangue quente, incluindo o homem. Vacinas de
componente sdo imundgenos geralmente pobres e vacinas viva atenuada causam a
doenca crbnica no hospedeiro. Taquizoitos de T. gondii irradiados a uma dose de
255Gy ndo causam infeccdo no hospedeiro e induzem uma imunidade similar da
infeccdo natural. Desafio de animais imunizados resultou em protecdo parcial, sem
estudos sobre memdéria imunoldgica. Neste trabalho nés estudamos a producao in
vitro de IgG por células do baco e medula 6ssea de camundongos isogénicos
imunizados por via intraperitoneal ou por via oral com taquizoitos irradiados,
comparando com 0s animais cronicamente infectados. Celulas do baco e medula
Ossea foram isoladas dos animais e, ap0s crescimento in vitro, a producédo total de
anticorpos especificos por ELISA ou a producdo de anticorpos de alta afinidade,
apos tratamento caotrépico. A protecdo foi medida pelo nimero de cistos cerebrais,
um més apds o desafio com trés cepas diferentes. Todos os modelos imunizados
apresentaram anticorpos IgG especificos no soro. Apds quatro dias de cultivo in
vitro, as células da medula 6ssea e baco claramente produziram anticorpos
especificos semelhante a infec¢do crénica em camundongos imunizados por via
intraperitoneal, superior aos animais imunizados por via oral. A medula O6ssea
contém um maior niamero de células produtoras de anticorpos IgG especificos do
gue o baco. A maioria dos anticorpos especificos sao de alta afinidade em todas as
imunizacgdes, diverso do soro que apresentaram baixo percentual de avidez de 1gG
elevados. Os resultados preliminares mostram também a presenca de anticorpos
especificos IgA nas fezes. Todas as vacinas indutoras de protecao parcial contra o
desafio, que foi mais evidente em alta patogenicidade da cepa ME-49. A proteccao
evidenciada foi proporcional tanto a quantidade de anticorpos IgG no soro ou
produzidos pelas células da medula éssea, apds longos periodos de cultura. Nossos
dados demonstram claramente que a quantidade de anticorpos de alta afinidade
esta relacionada com a sobrevida especifica de memdaria celular, principalmente na
medula 0ssea. A imunizacdo com taquizoitos irradiados € um bom modelo de
vacinacgao contra a toxoplasmose experimental, independentemente do desafio cepa
do parasita.

Palavras chave: Toxoplasma gondii. Radiacdo ionizante. Memoria imunoldgica.
Anticorpos de alta avidez. Bago. Medula 6ssea.



ABSTRACT

Zorgi NE. Humoral immunity in BALB/c and C57BI/6j mice immunized with irradiated
tachyzoite of Toxoplasma gondii. [Master Thesis (Parasitology)]. S&o Paulo: Instituto

de Ciéncias Biomédicas da Universidade Sao Paulo; 2010.

Toxoplasmosis is a highly disseminated infection, affecting one fifth of the human
population. T.gondii presented a complex life cycle involving cats and warm blood
hosts, including man. Component vaccines are usually poor immunogens and living
attenuated vaccines cause chronic disease in the host. 255Gy irradiated tachyzoites
do not cause infection in the host and induce the same immunity as natural infection.
Challenge of immunized animals resulted in partial protection, without studies on
immunological memory. Here, we studied in vitro production of specific IgG by cells
from spleen and bone marrow of isogenic mice immunized parenterally or per os with
irradiated tachyzoites, comparing with chronically infected animals. Spleen and bone
marrow cells were isolated from those animals and, after in vitro growth, the
production specific antibodies were measured by ELISA, total or high affinity, after
chaotrope treatment. Protection was measured by numbers of brain cysts, one month
after challenge with three different strains. All immunized models presented specific
IgG in their serum. After four days in vitro growth, bone marrow and spleen cells
clearly produced specific IgG similar as chronic infection in parenterally immunized
mice, higher than per os immunized animals. Bone marrow contains larger numbers
of specific 1gG producing cells than spleen. Most of the specific antibodies were of
high affinity in all immunizations, diverse from serum which presented low proportion
of high avidity IgG. Preliminary results show also presence of specific IgA antibodies
in stools. All immunizations induce partial protection against challenge, which was
more evident in highly pathogenic ME-49 strain. The protection evidenced was
proportional both to the amount of IgG antibodies in serum or produced by bone
marrow cells, after longer culture periods. Our data clearly shows that the amount of
high affinity antibodies is related to specific memory cell survival, especially in bone
marrow. Immunization with irradiated tachyzoites is a good vaccination model for
experimental toxoplasmosis, regardless of challenging parasite strain.

Keywords: Toxoplasma gondii. lonizing radiation. Immunologic memory. Antibodies
high avidity. Spleen. Bone marrow.
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Nahiara Esteves Zorgi 20

1 INTRODUCAO

7

Toxoplasma gondii € o agente causador da toxoplasmose, um protozoario
intracelular obrigatorio de alta significancia que infecta uma variedade de animais de
sangue quente, como as aves e 0s mamiferos, incluindo o homem (Dubey et al.,
1998). Aproximadamente 40% da populacdo mundial apresentam anticorpos para T.
gondii, mas geralmente, nos individuos imunocompetentes, a toxoplasmose é uma
doenca assintomética (Montoya e Liesenfeld, 2004). Quando sintomatica, a
toxoplasmose pode ser dividida em dois estagios: a fase aguda, onde ha uma rapida
proliferacdo de taquizoitos, e a fase crbnica, onde os parasitas formardo os cistos
teciduais e podem permanecer por toda a vida no hospedeiro (Dubey et al., 1998). A
infecc@o cronica é similar em humanos e animais que desenvolvem uma protecado
imune ao longo da vida contra uma reinfecgéo (Parker et al., 1991).

Em individuos imunodeprimidos, essa doenca pode ser devastadora, como
em pacientes portadores do virus HIV (Antinori et al., 2004), transplantados em
tratamento com imunosupressores (Derouin e Pelloux, 2008) ou ainda naqueles com
neoplasias (Alvarado-Esquivel et al., 2010), sendo que a encefalite € a principal
causa de Obito desses individuos. A transmissdo congénita ocorre numa infeccao
primaria materna durante a gestacao, onde pode ocorrer a transmissao vertical dos
parasitas via placenta para o feto, podendo causar aborto, hidrocefalia, corioretinite
ou danos no sistema nervoso central (Petersen, 2007).

Na pecuaria, a infeccdo por T. gondii tem uma importancia econémica, devido
a perda neonatal por infeccdo congénita, principalmente em carneiros e cabras
(Dubey, 1990). Os animais de consumo infectados com o parasita desenvolvem
cistos teciduais contaminando sua carne (Dubey e Jones, 2008). A ingestdo de
carnes cruas ou mal cozidas é considerada a principal fonte de transmissédo da
toxoplasmose para os humanos (Kijlstra e Jongert, 2008). Outra via de infecgao
importante é a ingestdo de verduras, legumes, frutas ou agua contaminada com
oocistos de T. gondii (Dubey, 2006).

Muitos estudos tém avaliado vacinas para a toxoplasmose, utilizando cepas
atenuadas (Gigley et al., 2009), proteinas recombinantes (lgarashi et al., 2008) ou
subunidades de DNA de T. gondii (Liu et al., 2009), com varios graus de sucesso.

Uma vacina (TOXOVAX®, Schering-Plough, Walton, Greater London, Inglaterra)
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7

baseada em parasitas atenuados vivos é atualmente usada comercialmente para
imunizar rebanhos de ovelhas lanigeras na Nova Zelandia (Buxton, 1993). Contudo,
essas vacinas, que utilizam parasitas vivos atenuados, podem recuperar a
viruléncia, gerando doenca ou morte em animais jovens, portanto de uso pouco
adequado fora dos animais de producdo (Bhopale, 2003). Proteinas recombinantes
tém sido recomendadas como candidatos a vacina, mas com resultados conflitantes
(Dziadek et al., 2009).

A utilizacdo da radiacdo ionizante, com intuito de produzir vacinas com
parasitas irradiados, apresentou bons resultados tanto em helmintos (Wales e Kusel,
1992) como em protozoérios (Hoffman e Doolan 2000). Em nosso grupo, taquizoitos
de T. gondii irradiados na dose de 255Gy com Cobalto-60 nao apresentam
alteracdes bioldgicas, como a sintese de proteinas, metabolismo e invaséao celular. A
radiacdo ionizante, no entanto, induz dano no DNA do parasita, resultando no
blogueio da multiplicacdo no interior das células hospedeiras, num processo de
morte mitética (Hiramoto et al., 2002).

Para avaliar a eficiéncia de um modelo vacinal, podem ser realizados diversos
ensaios imunologicos indiretos para a deteccdo da protecdo desenvolvida, além dos
ensaios classicos de protecdo apls desafio. Estes ensaios devem refletir a
imunidade produzida sem a necessidade de se desafiar o hospedeiro. A infeccao
pelo T.gondii gera uma imunidade especifica, produzindo varios produtos
mensuraveis, tanto da imunidade celular (Yamamoto et al., 2000) como da
imunidade humoral (Carvalho, 2008).

Como a imunidade é importante para a protecdo e ainda permanecem
indefinida, as duas faces da resposta imune devem ser analisadas para se avaliar
um modelo vacinal (Jongert et al., 2009). A maioria dos estudos avalia apenas um
dos segmentos da imunidade. Na vacinacdo com a TOXOVAX® (Schering-Plough,
Walton, Greater London, Inglaterra), foi analisada nos animais a presenca de
anticorpos 1gG especificos por Western Blot (Wastling et al., 1994). Os estudos com
produtos recombinantes geralmente avaliam a producdo de anticorpos especificos
(Dlugonska, 2008). Outra forma de avaliar uma resposta imune humoral é verificar a
qualidade dos anticorpos especificos produzidos apos a imunizacdo. A maturacao
dos anticorpos ocorre durante uma resposta primaria com producdo de anticorpos
de baixa afinidade e no decorrer dessa resposta imunoldgica torna-se de alta

afinidade com o antigeno (Lappalainen e Hedman, 2004).
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A memodria imunolégica é de grande importancia para sucesso das vacinais
atuais, sendo que células B de memaria sao localizadas estrategicamente em locais
onde ocorre a drenagem de antigenos, como baco, epitélio de mucosas e medula
0ssea (Tangye e Tarlinton, 2009). A imunidade humoral ap6s vacinacdo ou infec¢ao
€ derivada principalmente por dois tipos celulares: plasmécitos, que mantém a
producdo basal de anticorpos, e células B de memodria, que podem proliferar na
presenca de estimulo antigénico (Amanna e Slifka, 2010).

Os tecidos linféides secundarios, como baco, linfonodos, tecido linféide
associado a superficies das mucosas, fornecem um ambiente importante para o
desenvolvimento da resposta imune. Nesses locais ocorrem a migracdo e as
interacOes entre células apresentadoras de antigeno, células T, células B e outras
células acessoérias. A cooperacdo entre essas ceélulas resulta em uma efetiva
resposta imune humoral (Cariappa et al., 2005). A medula éssea, embora seja um
orgao linféide primario, pode servir como um o6rgao linféide secundario, sendo de
grande importancia na inducéo da resposta imune humoral (Pillai e Cariappa, 2009),
gue depende da cooperacao entre diversas células imunes (Tumanov et al., 2010). A
circulacdo dessas células de memoria especificas e a presenca de anticorpos que
neutralizam a infecgcdo constituem a primeira linha de defesa do hospedeiro para
diversos patégenos (Manani-Matsuda et al., 2008).

Existem ensaios que permitem identificar a cooperacédo celular em um mesmo
teste, envolvendo a proliferacdo de células a um determinado antigeno (memdria
imunoldgica) e a consequente producdo de produtos especificos por estas células,
como anticorpos ou linfocinas (Oliveira et al., 2003). A avaliacdo da quantidade ou
da capacidade de producao destes produtos pode ser relacionada com ensaios de
protecdo, avaliando a relacdo de eventos e identificando produtos de maior
relevancia.

Nesse trabalho, comparamos a inducdo de memaria imunologica na infeccao
natural e na imunizacdo com taquizoitos de T. gondii irradiados. Avaliamos as
células produtoras de anticorpos totais e anticorpos de alta afinidade no baco e na
medula 0ssea, comparando com a producdo de anticorpos do soro. Estudamos,
ainda, a producéo de IgA nas fezes dos animais imunizados para ,finalmente, avaliar
a protecao induzida pela imunizacdo apos o desafio com diferentes cepas do agente

gue apresentam perfis genéticos distintos.
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2 OBJETIVOS

Gerais

Avaliar a memdéria imunoldgica em populacdes de células produtoras de
anticorpos do bac¢o e da medula 6ssea de camundongos imunizados com taquizoitos
de T. gondii irradiados com uma dose de 255Gy e sua relagdo com a quantidade e
avidez dos anticorpos séricos.

Especificos

Em camundongos infectados pela cepa ME-49 de T.gondii ou imunizados com
taquizoitos irradiados da cepa RH, avaliamos:

A producéao e a afinidade de anticorpos IgG anti-T. gondii no soro;

e A producao de anticorpos IgA anti-T. gondii no soro;

e A producao de anticorpos IgA anti-T. gondii nas fezes;

e As células produtoras de anticorpos IgG anti T. gondii em baco e

medula 6ssea através da técnica de IVIAP;

e A afinidade dos anticorpos IgG anti-T. gondii produzidos por células do
baco e da medula 6ssea;

e Nivel de protecdo em animais imunizados e desafiados com diferentes

cepas de T. gondii.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Resposta imune induzida por vacinas

As fungbes imunolégicas tém sido estudadas atualmente para verificar a
resposta especifica ao agente induzida por vacina (Plotkin, 2008). Essas funcbes
podem ser divididas em varios tipos: resposta humoral, resposta por células B de
memodria, células T CD4" auxiliadoras ou células T CD8". A resposta humoral pode
ser subdividida na secrecdo de anticorpos IgG, IgM ou IgA secretoras. Células T
CD4" sdo necessarias para fornecer a ajuda para as células B e células T CD8" tem
como funcao principal combater células infectadas (Plotkin, 2001). Anticorpos IgG e
IgM em soro podem se difundir sobre a superficie da mucosa e agir sinergicamente
com anticorpos IgA secretoras para prevenir a invasao e a infeccao (Kaul e Ogra,
1998). Quase todas as vacinas atuais induzem anticorpos no soro ou ha mucosa
para bloquear a invasao do agente nas células hospedeiras (Robbins et al., 1995).
Os anticorpos induzidos sao funcionais diretamente contra o agente patogénico,
ajudam o sistema imunolégico com a opsonizacdo por células ou neutralizam
produtos e toxinas liberadas pelo agente (Pichichero, 2009). Isto demonstra a
importancia dos anticorpos na protecdo induzida pela vacina, indiscutivel para a
protecdo do individuo contra o agente.

A producéo de células B de memdria é um processo complexo que ocorre nos
linfonodos, baco e medula 6ssea, envolvendo interacfes celulares complexas.
Inicialmente a fagocitose do antigeno por células apresentadoras leva ao contato e
reconhecimento de células T responsivas e consequente ativacdo para a producao
de anticorpos e resposta imune efetora (Batista et al., 2001). Apés a fase aguda,
ocorre um processo de selecdo das células produtoras de anticorpos, chamada de
maturacdo da afinidade, onde s&o produzidos anticorpos de alta afinidade ao
antigeno (Andersson et al., 1998). Isto é possivel pela mutacdo aleatoria dos genes
da imunoglobulina e selecdo de ceélulas B que expressam anticorpos na sua
superficie com alta afinidade ao antigeno da vacina. Ha também formacdo de
células de memdria especificas ao agente, o que pode rapidamente amplificar um
novo desafio. Existe uma forte relacdo entre anticorpos funcionais e anticorpos de
alta afinidade (Pichichero, 2009).
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A resposta imunoldgica especifica € complexa e redundante, de modo que as
vacinas podem proteger por induzir uma variedade de mecanismos efetores (Plotkin,
2008). A producéao de anticorpos induzida por vacinacdo para hepatite B diminui com
o tempo, de tal forma que em 10 anos apos a vacinacao, apenas cerca de um terco
dos vacinados ainda apresentam niveis detectaveis de anticorpos (Lin et al., 2003).
Apés a introducdo da vacinacdo, ndo houve evidéncia de novas infec¢cdes em
vacinados, sendo esse sucesso atribuido as respostas de anticorpos de memdria
gue ocorrem em tempo suficiente para se protegerem apos a exposicao (Lu et al.,
2008).

A producdo de anticorpos no soro induzidos pela vacinacao € importante na
protecdo de algumas doencas, como difteria, tétano e poliomielite (Plotkin, 2001).
Outras doencas, como rubéola, caxumba e sarampo, tem a importancia da
qualidade dos anticorpos induzidos pela imunizagdo, que permite a avaliacdo da
eficiéncia da imunizagdo em uma Unica amostra pos vacinal (Panutti et al., 2004).
Para a hepatite B, a deteccéo da presenca de células de memoria € importante para
a definicdo da protecédo para a doenca (Plotkin, 2001).

Esta é uma breve demonstracdo da relevancia das vacinas e dos seus
métodos de deteccdo antes de um desafio. Sugerimos a leitura de algumas revisfes
para maior detalhamento (Pichichero, 2009; Tangye e Tarlinton, 2009; Plotkin, 2008;
Roush e Murphy, 2007; Plotkin, 2001).

3.1.1 Vacinas

As vacinas estdo entre as maiores conquistas da ciéncia biomédica e da
saude publica. Atualmente existe uma série delas contra diversas doencas
infecciosas agudas e cronicas. Elas sdo responsaveis por estimular a resposta
imune protetora no hospedeiro e as imunizagdes ocorrem principalmente nos
primeiros meses de vida para a prevencao dessas doencgas a longo prazo. As
campanhas de vacinacdo sao de grande importancia, mostrando uma diminuicdo de
mortes relacionadas as doencgas infecciosas (Roush e Murphy, 2007).

Para a vacinacdo contra a poliomielite, existem duas vacinas diferentes, a
vacina inativada, desenvolvida por Jonas Salk, e a vacina oral, desenvolvida por
Albert Sabin, licenciadas, respectivamente, em 1955 e 1963 (Chumakov e Ehrenfeld,

2008). Ambas sdo efetivas no fornecimento de protecdo individual contra a
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poliomielite, mas a facilidade da administracdo oral e a reducdo de seus custos
levou seu uso a maioria dos paises (Chumakov et al., 2007). No entanto, a
vacinacdo oral da poliomielite apresenta um problema, pois o virus da poliomielite
atenuado usado € geneticamente instavel e em raras incidéncias pode estar
associado a neuroviruléncia e poliomielite clinica (Minor, 2009).

A vacina combinada de sarampo, caxumba e rubéola (MMR), que utiliza virus
vivos atenuados, pode causar trombocitopenia (Mantadakis et al., 2010) e orquite
(Clifford et al., 2010) apdés a vacinacdo. Vacinas para a prevencdo do sarampo,
caxumba e rubéola estéo disponiveis desde década de 1960 e, na década seguinte,
foi desenvolvida outra para previnir a varicela (Vesikari et al., 2007). A vacina de
rotina, utilizando um esquema de duas doses da vacina contra MMR, é hoje
fundamental para o controle dessas trés doencas. A vacinacdo da varicela de rotina
foi implementada de forma mais limitada, no entanto, nos EUA, esta foi licenciada
em 1995 e recomendada para a administracao universal de criangas maiores ou de
12 meses de idade (Davis et al., 2004). Para controlar as quatro doencas, atraves
de uma vacina combinada com virus atenuados de sarampo, caxumba, rubéola e
varicela (MMRYV), mostram que duas doses da vacina MMRV foram consideradas
uma opc¢do melhor do que a administracdo separada da vacina da triplice viral
(MMR) e a vacina contra varicela (Davis et al., 2004). Uma das vantagens da
vacinacdo MMRV ¢é proporcionar a facilitacdo da execucdo da rotina de vacinacéo
contra a varicela, além de vacinas combinadas geralmente apresentarem uma
adesd@o maior do que a administracdo de vérias vacinas monovalentes (Czajka et al.,
2009).

Doencas como poliomielite, sarampo, caxumba e rubéola apresentam
imunidade permanente apds a infeccdo natural (Pichichero, 2009) e os programas
de vacinagdo nos Estados Unidos com vacinas atenuadas levaram a uma redugéo
de mais 95% na incidéncia dessas doencgas (Roush e Murphy, 2007).

Na vacinagao contra hepatite B s&o utilizadas vacinas recombinates. A
revisdo realizada por Stibgen (2010) mostra a ocorréncia e importancia de varias
doencas imunomediadas associadas com a administracdo na vacina recombinante
da hepatite B. Neste trabalho, relata estudos epidemiolégicos, relatos de casos com
miopatia, neuropatia ou doengas neuromuscular apés a vacinacdo. Atualmente nao
€ possivel identificar os individuos mais propensos a desenvolver essas

complicagcBes imprevistas apds a imunizacéo, indicando que os beneficios globais da
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administracdo da vacina superam seus riscos, especialmente em adultos com estilos
de vida ou ocupagfes que aumente o risco de exposi¢cado ou infec¢do pelo virus da
hepatite B (Stibgen, 2010).

A vacinacao contra febre amarela foi implantada no final da Il Gerra Mundial
(Frierson, 2010). Ela € composta por virus vivo atenuado (17D) e induz a uma ampla
e potente resposta de células T contra varias proteinas virais (Mudd et al., 2010).
Existem relatos iniciais, na Nigéria, em 1953, apontando que apoés a introducédo da
vacina com reacdes neuroldgicas os casos de encefalite foram associados com a
vacinacdo da febre amarela (Macnamara, 1953).

Doencas como difteria e tétano sdo causadas pela toxina produzida pela
bactéria, ndo propriamente pelo agente. Dessa maneira, o desenvolvimento de
vacinas para esse tipo de doenca precisa induzir uma resposta especifica a toxina
liberada pelo agente (Parkins et al., 2009). Vacina para difteria, baseada em toxina
diftérica tratada com formalina, esta disponivel desde 1926 e a partir de sua
introducdo na América do Norte houve uma diminuicdo de 99% de mortes
relacionadas a doenca (Roush e Murphy, 2007). Vacinas contra o tétano estdo
inalteradas na formulagdo praticamente desde 1940. Esta € composta por toxina
tetanica inativada com formalina e associada com sais de aluminio. Desde sua
introdugcdo nos Estados Unidos, a incidéncia de tétano diminuiu 93% (Roush e
Murphy, 2007).

3.2 Resposta imunoldgica

3.2.1 Resposta imune inata e adaptativa

As células do sistema imune inato sdo essenciais no inicio da resposta (Lee e
Ratajczak, 2009), sendo inicialmente composta pelas células epiteliais, a primeira
linha de defesa do hospedeiro contra uma infeccdo oral (Buzoni-Gatel e Werts,
2006). A ligagéo celular complexa entre enterdcitos, presenca de muco e o proprio
movimento peristaltico, estabelecem barreiras fisicas contra a penetracdo de
microorganismos intestinais (Woof e Mestecky, 2005). Esta ligacdo entre as células
é formada pelas juncdes celulares, com as proteinas claudinas e ocludinas, que se

associam as membranas plasmaticas de células vizinhas, formando uma z6nula
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oclusiva e tornando o meio interno impermeavel, evitando, assim, a entrada de
microorganismos (Kasper et al., 2004).

A producéao de IL-12 contribui para a ativacao do tecido linféide associado ao
trato intestinal (GALT), além disso, essa citocina participa no desenvolvimento da
resposta inflamatdria e esta relacionada com a ativagcdo das vias apoptoticas
(Gavrilescu e Denkers, 2003). Varias populagbes de células inatas tém sido
implicadas como fonte de IL-12, com evidéncias experimentais de sua producao por
neutrofilos, macréfagos e células dendriticas e papel proeminente para esses
eventos (Liu et al., 2006). Esta citocina € secretada durante a estimulacdo
antigénica, sendo encontrada em maiores niveis durante a fase aguda da infeccao
(Filisetti e Candolfi, 2004). Os neutréfilos sdo as primeiras células-resposta que
liberam citocinas pro-inflamatérias e varias quimiocinas em resposta da infecgéo
causada por T. gondii (Buzoni-Gatel et al, 2006).

Os macrofagos também apresentam uma grande importancia para a
imunidade inata, pois essas células também podem ser um componente importante
na ponte de ligacdo entre a imunidade inata e adquirida, sendo capazes de produzir
grandes quantidades de IL-12 e apresentar peptideos antigénicos em associacdo
com complexo do MHC (Hsieh et al.,1993).

A resposta imune inata fornece mecanismos essenciais para rapida deteccao
e eliminacdo do patégeno (Stevenson e Riley, 2004). A imunidade adaptativa tem
evoluido para oferecer uma resposta mais ampla de reconhecimento antigénico
(Pancer e Cooper, 2006). A imunidade adaptativa envolve uma interagcdo entre
células apresentadoras de antigenos, linfocitos T e B (Cooper e Alder, 2006). Além
da especificidade da resposta a imunidade adaptativa, apresenta outra
caracteristica, a geracdo da memdria imunoldgica, ou seja, ap0s 0 primeiro contato
com o antigeno, os conjuntos de células T e B séo ativados e, consequentemente,
ocorre a formacao de células de memaria, onde permanecerao por longo tempo. Se
houver um segundo contato com o0 mesmo patdgeno, as células de memodria sao
ativadas rapidamente, ocorrendo uma resposta mais rapida contra o agente (Bonilla
e Oettgen, 2010).

3.2.2 Resposta imune adaptativa celular e humoral
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Células do sistema imune adaptativo incluem células efetoras, da resposta
imune celular, como ativagéo de linfécitos T e a resposta imune humoral com células
produtoras de anticorpos, os linfécitos B (Yap e Sher, 1999). Os linfocitos sdo
altamente moveis e apos seu desenvolvimento nos orgaos linfoides primarios, timo
para maturacao de linfocitos T (Hedrick, 2008) e a medula 6ssea para maturagéo de
linfécitos B (LeBien e Tedder, 2008), migram para 6rgaos linféides secundarios,
incluindo linfonodos e baco, onde ocorre a resposta imune adaptativa (Bonilla e
Oettgen, 2010). Essa resposta muitas vezes € influenciada pelo sistema imune inato,
através da ativacdo de células apresentadoras de antigenos (APC), considerando
que esses linfocitos podem percorrer véarios locais do corpo para exercer funcdes
efetoras (McHeyzer-Williams, 2003).

A resposta imune celular e humoral € encadeada por gerar uma resposta
efetora adequada para qualquer estimulo externo. Essa resposta ao agente invasor
tem como principal funcéo elimina-los, poupando o hospedeiro de danos colaterais
excessivos (Good-Jacobson e Shlomchik, 2010).

Durante a resposta imunolégica adaptativa, as citocinas, proteinas que
medeiam as reacfes imunoldgicas e inflamatérias, sdo produzidas por diferentes
tipos celulares do sistema imunolégico. As citocinas induzem proliferacdo ou
ativacao celular (Abbas et al., 2007), a producéao de IFNy por células “natural killer”,
linfocitos T CD4" e CD8" (Filisetti e Candolfi, 2004), apresentam numerosas
atividades biologicas, incluindo a ativacdo de macrofagos, inducdo do complexo
MHC de classe Il e inibicdo da resposta TH2 (Gazzinelli et al., 1991). Outra citocina
inflamatéria € o TNF-a, produzida por macrofagos, mondécitos, linfocitos T e
mastocitos, exercendo efeito de protecdo inicial quando hd um aumento de
macréfagos infectados com patégenos. A IL-10 é secretada por linfécitos T CD4" do
tipo TH2, macréfagos e linfocitos B, e inibe a proliferacéo de linfocitos T CD4" do tipo
TH1. Sua secrecdo também inibe a producdo de nitratos e radicais oxigenados,
induzidos por citocinas pré-inflamatérias de macrofagos (Filisetti e Candolfi, 2004). A
IL-4 também € secretada por linfocitos T CD4" do tipo TH2, basdfilos, mastdcitos e
determinadas populacées de linfocitos T CD8" (Sansoni et al., 2008). A resposta
imune humoral é mediada por producéo de anticorpos por linfocitos B, a medida que
€ o principal mecanismo de defesa contra microrganismos extracelular e toxinas
(Goins et al., 2010).
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Para uma resposta humoral especifica ao agente, 0 processo se inicia pela
inducéo de células produtoras de anticorpos, os plasmdcitos, que tem o periodo de
vida curto, porém com uma explosdo inicial de anticorpos menos especificos,
provavelmente desempenhando um papel inicial importante na protecao.
Simultaneamente, outro lado da resposta é freqientemente desencadeado, a funcao
efetora tardia, mas com uma protecdo em longo prazo, gerando células de memaria
(Good-Jacobson e Shlomchik, 2010). O aumento da eficacia da resposta humoral
ocorre devido a producdo de niveis amplificados de anticorpos antigenos

especificos. Isso se deve provavelmente a ativacdo seletiva de células de longa
duracdo, as células B, antigenos especificos de memdéria (Goins et al., 2010).

3.2.3 Memdéria imunoldgica

Memoria imunoldgica € uma marca do sistema imunoldgico dos vertebrados.
As células B de memoria estdo associadas a resposta especifica ao agente,
resultando em producdo de imunoglobulinas, IgG e suas subclasses, IgM e IgA
(Rajewsky, 1996). A primeira exposi¢cao antigénica leva a uma resposta imune lenta
e modesta, enquanto que a exposicao repetida, mesmo muitos anos depois, leva a
uma resposta rapida e exagerada, duas a trés vezes maiores do que a exposi¢ao
primaria (Goins et al., 2010).

A afinidade e maturacdo da resposta imunol6gica ocorrem apds uma extensa
proliferacdo e selecdo clonal de células B. Essa maturacdo é desencadeada pela
ativacdo das sinapses imunoldgicas, ou seja, cooperacdo entre duas células da
resposta imune. Na primeira sinapse (), ocorre a interacdo entre as células
apresentadoras, contendo antigenos (APCs) com as células T, através do receptor
de células T. Esse reconhecimento do MHC-II e antigeno pelas células T
auxiliadoras é a fase central do desenvolvimento da resposta imune adaptativa. Na
sinapse I, ocorre a interacdo das células T com as células B ou células CD8,
direcionando uma resposta especifica ao antigeno com proteinas e células
especificas ao antigeno. Na sinapse lll, que € uma fase de grande importancia,
ocorre a selecao dos clones de maior especificidade no centro germinativo, que leva
ao desenvolvimento de células B de memodria, ativando o centro germinativo,
proporcionando uma rapida expansao dessas células, assim como sua maturacao e

afinidade com os anticorpos (McHeyzer-Williams e McHeyzer-Williams, 2005).
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A maturacdo dos anticorpos ocorre durante uma resposta primaria com
produgdo de anticorpos de baixa afinidade e, no decorrer dessa resposta
imunologica, estes sdo substituidos progressivamente por anticorpos de alta
afinidade com o antigeno (Lappalainen e Hedman 2004). Estudos com a proporcéo
de anticorpos especificos de alta afinidade, ou avidez de anticorpos, tém sido
avaliados no diagnostico de doencgas. Na toxoplasmose e em outras doengas, essa
técnica permite a diferenciacdo entre uma infeccdo primaria ou secundaria, sendo
muito utilizada em mulheres gravidas com suspeita de toxoplasmose (Elyasi et al.,
2010).

A maioria dos estudos sobre memaria imunolégica € abordado em imunizacao
sistémica, sendo poucos os dados disponiveis sobre os mecanismos da "memaoria”
em imuniza¢Bes nas mucosas. No entanto, sdo de especial importancia a inducéo e
manutencdo da memaria imunoldgica em superficies mucosas, pois é a entrada da
maioria dos patdgenos (Gallichan e Rosenthal 1996). A memoria imunolégica em
superficies mucosas apresenta uma maior complexidade, pois a inducdo da
imunidade e sua selecdo séo feitas através de proteinas sollveis com auséncia de
adjuvante (McGhee et al., 1999).

3.2.4 Imunidade de mucosas

As superficies de mucosa dos mamiferos sdo fisiologicamente ativas e
interagem com uma diversidade de microrganismos patogénicos e ndo patogénicos,
incluindo diversos antigenos presentes no ambiente. A principal resposta adaptativa
a este desafio tem sido a evolucdo das barreiras fisicas, quimicas, humorais e
celulares que protegem as superficies da mucosa, sem comprometer a sua fisiologia
(Strugnell e Wijburg, 2010).

O sistema imune das mucosas consiste em agregados de linfocitos,
macrofagos e outras células acessoérias localizadas abaixo do epitélio mucoso, como
linfécitos intraepiteliais difusamente espalhados, as placas de Peyer e o tecido
linféide, associado a mucosa na lamina propria do intestino delgado (Wijburg et al.,
2006). O epitelio intestinal ao redor das placas de Peyer € especializado de modo a
permitir o transporte de antigenos para o tecido linfide, fungéo realizada por células

epiteliais, denominadas células M (microfold cells). Essas células M séo capazes de
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absorver, transportar e possivelmente processar e apresentar 0s antigenos as
células linféides sub-epiteliais (Debard et al., 2001).

Uma das adaptacdes desse sistema imune de mucosa € o transporte ativo de
imunoglobulina secretora (Slg) para o espaco luminal. Essas imunoglobulinas sao
transportadas para a superficie da mucosa por um receptor celular conhecido como
0 receptor de imunoglobulina polimérica, que interage com 0s anticorpos
responsaveis pelo transporte da cadeia J (cadeia ‘joining’), especialmente IgM
pentameérica ou IgA dimérica (Johansen et al., 2000). Essa imunoglobulina secretora
(SIlgA) é a primeira linha de reconhecimento antigénico e de defesa contra os
patégenos intestinais, tendo também células efetoras CD8 e neutréfilos como
auxiliares. Apesar disso, a necessidade de permeabilidade da superficie das
mucosas cria uma vulnerabilidade as doencas, que resulta na complexibilidade e

extensao do tecido linféide associado ao trato intestinal (Buzoni- Gatel et al., 2006).

3.3 Radiacao ionizante e producao de vacinas

A radiacdo gama, os raios X e o0s raios ultravioletas tém sido Uteis para a
atenuacdo de agentes de diversas espécies de parasitas. Em muitos casos, 0S
parasitas irradiados induzem um alto nivel de imunizacdo e estudos demonstraram
gue a radiacdo sera ideal se promover a incapacidade do parasita de reproduzir-se
no hospedeiro, mantendo a viabilidade e a acdo imunogénica adequada (Wales e
Kusel, 1992). A utilizagao da radiagao ionizante como uma ferramenta capaz de criar
imunogenos é descrita desde os anos 50 (Taylor et al., 1986).

Em T. gondii, a radiagéo ionizante foi empregada inicialmente por Dubey e
colaboradores (1986) com o objetivo de eliminar a infectividade de cistos em carnes
contaminadas ou oocistos presentes em alimentos contaminados (Dubey et al.,
1998).

A radiagdo ionizante consiste em ondas eletromagnéticas que se formam a
partir de transicdes nucleares, apresenta alta energia, auséncia de massa e a
capacidade de promover ionizagdo e excitacdo nos meios, possuindo um alto poder
de penetracdo (Grosh e Hoopywood, 1979). Os feitos dessa radiacdo podem ser
diretos, em consequiéncia da interagdo imediata da energia com o alvo molecular, ou
indiretos, pela interacdo secundaria de espécies reativas produzidas pela radiacéo

em outras moléculas do meio, principalmente pelo efeito conhecido como radidlise
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da agua, formando hidrogénio molecular (H,), peréxido de hidrogénio (H,O,) e varios
radicais livres, como hidroxila (OH®), elétron aquoso (e'ag), &tomo de hidrogénio (H")
e peroxila (HO,") (Wallace, 1998).

As lesdes da radiacdo nas células é em grande escala causada pelo estresse
oxidativo, sendo que espécies reativas de oxigénio e radicais livres reagem com a
macromolécula celular, como, por exemplo, acidos nucléicos, lipidios e proteinas,
provocando alteracdes nessas moléculas e ampliando os efeitos da radiacdo (Wales
e Kusel, 1992).

Nos &cidos nucléicos podem ocorrer alteracées, como formacao de dimeros e
rupturas de cadeias uUnicas de DNA, capazes de serem reparados pelos sistemas
enzimaticos associados ao reparo desta molécula (Upton, 2001). Além disso, a
radiacdo pode promover quebras na fita dupla do DNA, impedindo a sua re-
associacado adequada e o consequente reparo do erro. Nesse caso, ocorre um efeito
clastogénico, no qual sdo separadas grandes partes do genoma das regides
centroméricas, responsaveis por orientar a divisao celular, levando a efeitos minimos
na sobrevida do individuo irradiado e impedindo sua divisédo celular adequada. Essa
ocorréncia gera a morte de suas células-filhas por meio da perda de material
genético desassociado aos centrdbmeros somente no momento da divisdo celular,
denominada de morte mitética (Leonard et al., 2005).

Os lipidios também sao atingidos pela radiacao ionizante, principalmente
pelos radicais livres, que interagem com as membranas biol6gicas fazendo uma
desagregacao com os lipidios, alterando a estrutura das membranas e tornando-a
mais rigida, consequentemente resultando em morte celular por apoptose (Lizard et
al., 1995). O efeito da radiacdo pode estar relacionado ao inicio da peroxidacdo de
lipidios por esses radicais, onde 0 processo ocorre principalmente dentro da
membrana celular, que apresenta alta concentracdo de acido graxo poli-insaturados,
como as membranas microssomais e mitocéndrias, sendo assim mais suscetiveis a
peroxidacdo lipidica, tendo como conseqiéncia a perda de sua integridade e a
diminuicao no funcionamento celular (Manzi et al., 2003).

As alteracbes em proteinas sdo oriundas principalmente da interagcdo dos
produtos da radiélise da agua com aminoacidos das cadeias protéicas, promovendo
uma desaminagdo (Butler et al.,, 1987). A destruicdo dos aminoacidos e o
rompimento de cadeias peptidicas, com alteracfes de ligacdes intramoleculares (H—

H e S-S) e reorganizacdo da molécula protéica por agregacao, sdo algumas das
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alteracdes estruturais que podem ocorrer, levando a modificacdo das propriedades
biolégicas das proteinas (Adams et al., 1972).

Os efeitos da radiacdo nas células relacionadas com essas alteracOes
induzidas pela acao direta ou indireta da radiacdo sédo sugestivos para uma melhor
resposta imunologica (Pinho et al., 1995), devido a oxidagéo das proteinas, levando
a uma fagocitose preferencial por células imunes através de receptores scavengers
(Cardi et al., 1998), sendo uma importante ferramenta para a producdo de
imundgenos.

Taquizoitos de T. gondii, irradiados na dose de 255 Gy com Cobalto-60,
mantém todas as caracteristicas bioldgicas, como sintese protéica e invasao celular,
perdendo apenas o poder de multiplicacdo dos parasitas no interior das células

através do processo de morte mitotica (Hiramoto et al., 2002).

3.4 Toxoplasma gondii e toxoplasmose

O Toxoplasma gondii foi descoberto independentemente por Splendore
(1908) em coelhos, no Brasil, e pouco depois por Nicolle e Manceaux (1908) em
roedores do norte da Africa. E um parasita intracelular obrigatério que pertencente
ao filo Apicomplexa, afetando animais homeotermos, como as aves e 0s mamiferos,
causando a toxoplasmose. Os protozoarios desse filo caracterizam-se por possuirem
uma estrutura chamada complexo apical, responsavel pela invasdo celular, onde
apresentam diversas organelas caracteristicas do filo: anéis polares, condide,
roptrias, micronemas, além das estruturas comuns as demais células animais, como
mitocbndrias, reticulo endoplasméatico e complexo de Golgi (Dubey et al., 1998).
(figura 1).
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Figura 1 - Morfologia esquematica de T. gondii. Fonte: Acervo do Laboratério de
Protozoologia do IMTSP.

A toxoplasmose atinge cerca de meio bilhdo de pessoas do mundo todo,
sendo sua maior incidéncia nas areas tropicais (Cong et al.,, 2005). O soro
prevaléncia na Europa é alto, com 54% nos paises do sul Europeu e cerca de 10%
nos paises do norte (Welton e Ades, 2005). Um estudo realizado nos EUA, em 1999
e 2000, relatou que 15,8% das pessoas apresentavam soro positivo para T. gondii
(McQuillan et al., 2004). Na America do Sul, a infeccdo causada por T. gondii é
comum, sendo que no Brasil foi encontrado soro prevaléncia alta em regides que
apresentavam condi¢cdes socio-econdmica inferiores, onde a principal via de
transmissao e por agua contaminada (Bahia-Oliveira et al., 2003).

A toxoplasmose é uma doenca que ndo apresenta sintomas especificos e

raramente provoca doenca grave no seu hospedeiro, com consequéncia de
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formacdo de cistos que pode permanecer na forma latente por toda a vida do
hospedeiro em muitos 6rgaos, principalmente no sistema nervoso central, musculo
estriado esquelético, liso e cardiaco (Mozzatto e Procianoy, 2003). A infeccéo por T.
gondii pode atingir a regido ocular, sendo que a toxoplasmose ocular € a causa mais
comum de identificacdo de uveite, o que pode levar a perda de visdo (Escoffier et
al., 2010). Devido a sua alta prevaléncia, resulta em numero significativo de
pacientes afetados. E uma doenca de grande importancia médica e veterinaria, pois
causa a infeccdo congénita e abortos, tanto em humanos como em animais (Zou et
al., 2009).

A incidéncia de toxoplasmose congénita humana € de 1-6/1000 nascimento.
Embora muitos recém-nascidos ndo apresentassem sintomas ap0s o nascimento,
algumas sequelas podem se desenvolver durante a vida do paciente (Remington e
Desmonts, 1973). Se mulheres gravidas adquirir uma infeccdo primaria por T. gondii
durante a primeira (25%), segunda (54%) ou terceira (65%) semana de gestacao,
podem transmitir o parasita por contato do sangue via placenta para o feto,
causando les@es inflamatoérias que acarretam danos neurolégicos permanentes, com
ou sem hidrocefalia e microcefalia, ou corioretinite, que podem ocasionar a
diminuicao da viséao (Petersen, 2007).

Em individuos com o sistema imune deficiente, a encefalite € a mais
frequente, caracterizada pela rapida proliferacdo do parasita. Devido a ineficiéncia
do sistema imunoldgico do paciente, ocorre a destruicdo dos tecidos neurais,
podendo levar o individuo a morte (Luft e Remington, 1992).

Em pessoas portadoras do Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV), foram
relatados casos de toxoplasmose (Luft e Remington, 1992). Na década de 80, a
prevaléncia de encefalite causada pelo parasita foi similar a prevaléncia de
anticorpos anti-T. gondii em cerca de 10% dos pacientes com AIDS nos Estados
Unidos. Na Europa, o indice foi de quase 50% (Luft et al., 1993) e na ltalia a
prevaléncia de 26% em pacientes com AIDS (Antinori et al., 2004).

Em pacientes transplantados, a toxoplasmose pode resultar a partir de um
orgao transplantado de um doador soropositivo para T. gondii para um receptor
soronegativo, e também de uma reativagcdo da doenca, devido a ineficiéncia do
sistema imune do transplantado. Foi relatada a presenca de encefalite causada por

T. gondii em pacientes que sofreram transplante de figado, coracdo e medula 0ssea,
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entretanto, nos casos de transfusdo sanguinea a transmissdo do parasita é
extremamente rara (Derouin e Pelloux, 2008).

Pacientes que apresentam doencas neoplasicas, tanto hematolégicas como
tumores sélidos, também podem adquirir a toxoplasmose e estdo sujeitos a uma
reativacdo da doencga, devido ao tratamento que diminui o funcionamento do sistema
imunoldgico (Israelski e Remington, 1993).

A principal via de contaminacdo da toxoplasmose, tanto para humanos como
para animais, esta relacionada, na maioria das vezes, com o consumo de alimentos
contaminados, como carnes contendo cistos de T. gondii, verduras, legumes ou
agua contaminada com oocistos de T. gondii (Forbes et al., 2009). Um estudo sobre
fontes de contaminacdo para toxoplasmose mostrou que uma estimativa de 30-60%
das gestantes com toxoplasmose aguda apresentou consumo de carne mal passada
como fonte de contaminacgéo dessa infecgcédo (Cook et al., 2000). No entanto, o fato
de que os vegetarianos também sao infectados com T. gondii demonstra que
contaminacdo de oocistos ainda desempenha um papel importante na infeccao
(Roghmann et al., 1999).

InfecgBes experimentais de animais destinados a alimentacéo, tais como
bovinos, suinos, ovinos e caprinos, mostraram que esses animais sdo suscetiveis a
contaminacdo pelo T. gondii por infeccdo de oocistos ou cistos de tecido (Dubey e
Thulliez, 1993). Além da contaminacdo da carne, a toxoplasmose pode causar
abortos nesses animais, ocasionando perdas econbmicas consideraveis para a

industria agricola (Dubey et al., 2005).
3.4.1 Ciclo de vida do Toxoplasma gondii

O agente apresenta um ciclo complexo, sendo os felinos os hospedeiros
definitivos, com reproducdo sexuada nas ceélulas epiteliais do intestino delgado. A
formacdo de oocistos resulta dessa reproducdo e tem como hospedeiros
intermediarios animais de sangue quente, incluindo o homem, que apresentam a
forma assexuada do parasita e cistos teciduais (Dubey et al., 1998).

A ingestdo do parasita, tanto nos felinos como nos hospedeiros
intermediarios, pode ocorrer na forma de esporozoitos, dentro de cistos teciduais e
de oocistos, taquizoitos ou bradizoitos. Apos a ingestdo de cistos teciduais ou de

oocistos, ocorre a degradacdo da parede cistica no estdbmago e intestino delgado



Nahiara Esteves Zorgi 38

por enzimas proteoliticas, liberando os bradizoitos ou esporozoitos que penetram
nas células epiteliais do intestino delgado, iniciando a multiplicacdo do parasita por
endodiogenia, que originardo 0s taquizoitos, ocorrendo a sua rapida proliferacdo e
disseminando-o por todo o corpo do hospedeiro (Dubey et al., 1998).

Nas células epiteliais do intestino delgado dos felinos, encontram-se cinco
estagios diferentes do T. gondii antes de iniciar a gametogénese. A formacéo de
gametas se inicia logo apO6s o ciclo assexuado por diferenciagdo em
macrogametocito (gameta feminino), que permanece nha célula epitelial, e
microgametécitos (gameta masculino), produzindo de 10 a 21 microgametas
biflagelados. Estes saem para o meio externo, indo fertilizar o macrogametocito. A
fecundacdo dard origem aos odcitos, responsaveis pelo desenvolvimento de uma
membrana cistica, formando os oocistos imaturos que séo liberados no meio
ambiente através das fezes desses animais. No meio externo, os oocistos sofrem a
esporulacdo, resultando na formacdo de dois esporocistos e quatro esporozoitos
cada. Os oocistos esporulados sao resistentes e podem sobreviver de meses a um
ano em condi¢cdes ambientais usuais (Dubey et al., 1998). Outras formas mais raras
de contaminacdo da toxoplasmose podem ser adquiridas pela transfuséo sanguinea,
doacéo de 6rgdos ou ainda pelos acidentes laboratoriais (figura 2).
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Figura 2 - Ciclo de vida do T. gondii, com suas formas de infeccdo para o homem.
Fonte: Acervo do laboratério de Protozoologia do IMTSP

3.4.2 Invaséo celular e resposta imunoldgica para Toxoplasma gondii

Os mecanismos de invasdo do parasita na célula hospedeira € calcio
dependente e extremamente rapido, de 15 a 40 segundos (Caldas et al., 2007).
Esses mecanismos sao regulados por varios fatores, tais como movimento do
condide e a seqUéncia de secrecao de proteinas das organelas do complexo apical,
como micronemas, réptrias e granulos densos (Hoff e Carruther, 2002). O processo
de invasédo celular € complexo e de grande importancia para sobrevida do parasita
no hospedeiro (Caldas et al., 2009). O vacuolo parasitéforo é formado apds a
penetracdo do parasita, onde ocorre uma associacdo com a membrana plasmatica
da célula hospedeira e torna-se irreconhecivel para os sistemas citoplasticos de
membranas, ndo ocorrendo a fusdo de lisossomos. Dentro do vacuolo, o parasita faz
a captacéo de nutrientes, energia e ainda ocorre a reproducao (Mordue et al., 1999).

A infeccéo por T. gondii ocorre principalmente por via oral nos hospedeiros,
sendo assim a mucosa intestinal o primeiro contato com o parasita (Buzoni-Gatel et

by

al., 2006), que consegue cruzar o epitélio intestinal. Devido a sua mobilidade e
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viruléncia, durante a sua migracdo a integridade da barreira celular ndo é alterada
(Barragan e Sibley, 2002). O T. gondii utiliza mais de um ligante para penetrar em
diferentes células hospedeiras, sendo que a proteina SAG 1, entre os outras, estédo
associadas ao processo de adesdo desse parasita (Buzoni-Gatel et al.,, 2006). A
infeccdo por T. gondii em enterdcitos pode dar inicio a uma série de eventos do
sistema imunoldgico inato, conduzindo a um processo inflamatério no tubo digestivo.
Estes primeiros eventos estabelecem condicdes de longo prazo da imunidade
protetora contra a re-infeccdo e talvez uma reativacdo da doenca (Kasper et al.,
2004).

O T. gondii € um excelente imundégeno, produzindo uma resposta organizada
gue resulta na producédo de uma resposta imune inata e adaptativa (Dunay e Sibley,
2010). A infeccao intracelular do parasita nos macrofagos estimula a producéo de IL-
12 e TNF-a (Gazzineli et al., 1996). A IL-12 é responsavel pela ativacdo de células
‘natural killer” e células T para estimular a producdo de IFN-y, que s&o cruciais para
a resisténcia. O TNF-a é essencial na inibicdo da replicagdo do parasita, mas esta
acdo somente pode ser exercida em sincronia com a producdo de IFN-y
(Langermans et al., 1992). A infeccdo por T. gondii induz a uma forte e duradoura
protecdo imunoldgica para o hospedeiro (Denkers e Gazzinelli, 1998). A imunidade
protetora é caracterizada por uma forte resposta TH1 centrada na producado de IFN-y
(Gazzineli et al., 1991). Essa resposta imune limita a expanséo do parasita e induz a
sobrevida do hospedeiro, mas, em contradicdo, estimula a conversdo do parasita
para bradizoitos, formando os cistos teciduais, principalmente no tecido muscular e
sistema nervoso central (Filisetti e Candolfi, 2004). Essa forma do parasita é
resistente a resposta imune e pode sobreviver por longo tempo, ou até mesmo por
toda a vida do hospedeiro (Cong et al., 2005).

Entre a populacdo de células T, as células T CD8" sdo consideradas as
principais células efetoras responsaveis pela protecao contra T. gondii. As células T
CD4" desempenham um papel sinérgico e, além disso, a baixa producdo de células
T, tanto CD8 como CD4, diminui a prote¢cdo imunolégica em animais imunizados e
desafiados com cepa TS-4 de T. gondii (Gazzineli et al., 1991). As células T CD4" do
tipo Th1l exercem seu efeito protetor por meio da producao de IFN-y e IL-2. Por outro

lado, as citocinas produzidas pelas células T CD4" do tipo Th2, como IL-4, IL-5 e IL-
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10, estdo associadas a baixa regulacdo da protecdo mediada por células, portanto
estas citocinas ajudam as células B na producgéo de anticorpos (Bhopale, 2003).

A producé@o de IFN-y é encontrada em humanos durante a fase aguda da
toxoplasmose e em bebés recém-nascidos infectados durante a gravidez (Raymond
et al., 1990). Em camundongos, a secrecdo de IFN-y aumenta a atividade de
fagocitose em macréfagos e a atividade citotoxica de linfécitos T CD8" (Ely et al.,
1999). TNF-a é responsavel pela indugao de proteinas inflamatdrias durante a fase
aguda da infeccdo e na toxoplasmose (Langermans et al., 1992). Em modelos
experimentais com toxoplasmose, a IL-10 induz a imunossupressao na proliferacao
de células esplénicas (Candolfi et al., 1995). A IL-4 sozinha nédo influencia o
crescimento intracelular do T. gondii in vitro (Appelberg et al., 1992), entretanto, in
vivo, a IL-4 em camundongo € importante na resisténcia durante a infeccdo por T.
gondii (Villard et al., 1995).

3.4.3 Vacinas para toxoplasmose

Atualmente a Unica vacina comercial para toxoplasmose é utilizada na Nova
Zelandia para imunizacdo de ovinos, realizadas com taquizoitos vivos de uma cepa
S48 “incompleta” (Buxton, 1993). Outro modelo de vacinacdo para toxoplasmose
utilizando taquizoitos vivos de T. gondii da cepa TS-4 em suinos mostraram uma
protecdo quando esses animais sao desafiados com oocistos por via oral (Pinckney
et al., 1994). Estudos mais recentes mostraram que ovinos vacinados com cepa RH
mutante de T. gondii reduziram o niumero de abortos (Mevelec et al., 2010). Esses
modelos vacinais, utilizando cepas atenuadas, ndo apresentam uma eficiéncia
adequada, podendo recuperar a sua viruléncia, principalmente em animais jovens, e
ainda pode promover a infeccdo com formacdo de cistos teciduais e,
consequentemente, uma carne impropria para o consumo humano (Alexander et al.,
1996).

A maioria dos estudos atuais sobre as vacinas para toxoplasmose foca nas
proteinas recombinantes de facil obtencdo com o avanco da biologia molecular,
como as proteinas de superficie (SAGSs), consideradas o principal antigeno para o
hospedeiro (Letscher-Bru et al., 2003). Estas imuniza¢ges provocam diferentes tipos
de protecdo de acordo com a linhagem isogénica do camundongo desafiado.

Vacinas com DNA, codificando esta proteina, protegem camundongos BALB/c
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adultos contra a toxoplasmose adquirida, mas ndo protege da infecgcdo congénita
(Couper et al., 2003). Além das proteinas de superficie, aquelas que estao presentes
no processo da invasao celular sédo consideradas importantes imundgenos vacinais,
como ROPs, RONs, MICs e GRAs, localizadas respectivamente nas organelas
caracteristicas do parasita que sdo as Roptrias, Micronemas e Granulos Densos
(Dlugonska, 2008).

Uma vacina para prevencdo da toxoplasmose para uso em humanos é
brevemente discutida, mas ndo esta disponivel uma que seja efetiva na diminuicao
da infeccdo em animais de consumo humano, ou até mesmos em felinos
domésticos, que bloquearia a principal via de transmissdo para o homem (Bhopale,
2003).

Nosso grupo tem avaliado uma vacina para toxoplasmose utilizando
taquizoitos de T. gondii irradiados. Hiramoto et al. (2002) mostraram que
camundongos imunizados com parasitas irradiados apresentaram altos niveis de
protecdo contra desafios com cepas cistogénicas. Em estudos mais recentes, foi
possivel atingir indices semelhantes de protecdo utilizando esses parasitas
irradiados, mas administrados por via oral com hidréxido de aluminio, fornecendo em
animais uma imunidade semelhante a infec¢éo natural (Galisteo, 2004).

Uma vacina por via oral seria de grande importancia, pois € através desta que
ocorre a contaminacao tanto nos hospedeiros definitivos como nos intermediarios.
Seu uso, destinado principalmente aos felinos, seria uma rota importante para
impedir a transmissdo da doenca para outros animais, evitando a contaminacao
ambiental.

Nosso desenvolvimento de uma vacina para a toxoplasmose, utilizando
taquizoitos esterilizados por radiacdo gama, permite ainda mais um tipo de
interacdo, uma vez que a imunizacao por estes agentes ndo promove infeccdo, mas
induz a um padrdo de resposta similar a infeccdo natural, sem cistos residuais,

permitindo a dissecc¢do da imunidade contra a doencga e contra 0s cistos.

3.4.4 Avaliagéo de vacinas na toxoplasmose — uma viséo critica.

A maioria dos autores procura avaliar a vacinacdo da toxoplasmose pela

producdo de anticorpos especificos ou pelo desafio com o agente. Inicialmente, a
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maioria dos estudos trabalhava com a cepa RH, do tipo I, de altissima viruléncia
para camundongos. Assim, estudos iniciais apenas mediam a producdo de
anticorpos especificos por varios métodos e tentavam avaliar a sobrevida dos
animais desafiados pela cepa RH, que é considerada letal numa dose resposta de
10 taquizoitos por animal (Hiramoto et al., 2002). Nesta fase, a meta era a procura
da protecdo total, ou seja, a capacidade de evitar completamente a infeccdo, mas as
vacinas testadas apenas resultavam em protecao parcial ou aumento de sobrevida,
ou, no caso de vacinas atenuadas, acabavam causando mortalidade significativa
nos vacinados (Waldeland e Frenkel, 1983). A partir destes estudos e de outros
conflitantes com vacinas recombinantes, passou-se a utilizar no desafio apenas uma
cepa de menor viruléncia e produtora de cistos, avaliando quantitativamente a
infeccdo pelo numero de cistos cerebrais, sendo esta a abordagem mais utilizada
atualmente. Esta protecdo na realidade € dirigida apenas contra a doenca, ndo
contra a infecgdo (Hiramoto et al., 2002). Este conceito adquiriu maior importancia
gquando o uso comercial de vacinas atenuadas em ovelhas resultou em impacto
econdmico em animais lanigeros (TOXOVAX®, Schering-Plough, Walton, Greater
London, Inglaterra), onde ndo € importante o consumo posterior das carnes dos
animais.

Mais recentemente, tentativas esporadicas de vacinas orais ou nasais tem
tido resultados promissores (Galisteo, 2008; lIgarashi et al., 2008), mas estes
estudos sempre usam um desafio uniforme com cepa mais benigna. A avaliacéo
ideal de uma vacina para a toxoplasmose deveria ser feita sobre diferentes desafios
e visando avaliar tanto a imunidade protetora contra a infeccdo como contra a
doenca. Uma abordagem integrada destes aspectos é mandatoria, jA que o vacinado
devera encontrar diferentes cepas desafiantes de T. gondii e precisa estar protegido
contra todas elas. Nao existem estudos com esta abordagem sistematica, nem com
uma visdo global da resposta imune do animal imunizado, utilizando todos os
segmentos desta, como a imunidade mediada por anticorpos ou a cooperacao entre

células.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Parasitas

Foram utilizados taquizoitos de T. gondii cepa RH, mantidos rotineiramente no
Laboratério de Protozoologia do Instituto de Medicina Tropical de Sdo Paulo, por
passagens sucessivas e com intervalos de 3 a 4 dias, em camundongos Swiss (nao-
isogénicos) ou C57BL/6J (isogénicos). Os animais previamente infectados foram
sacrificados por asfixia em camara de CO,, e o peritbnio do animal foi lavado com
5mL de solucdo salina ou salina tamponada com fosfato - NaCl 0,15M/tampé&o
fosfato de sodio 0,01M pH 7,2 (PBS). Ap6s a contagem em camara de Neubauer, os
taquizoftos foram diluidos apropriadamente e cada animal recebeu 10’ taquizoitos,
por inoculo intraperitonial (i.p.).

As cepas cistogénicas de T. gondii ME-49 (gentilmente fornecida pelo Prof.
Dr. Fausto Araudjo - UCLA) e as P e VEG (gentilmente cedidas pelo Prof. Dr. Hélio
Langoni - UNESP), foram mantida no Laboratorio de Protozoologia (IMTSP/USP),
por passagens sucessivas e com intervalos de 30 a 45 dias em camundongos Swiss
e C57BL/6J. Animais cronicamente infectados foram rapidamente sacrificados por
asfixia em camara de CO;, e os cérebros macerados em solucdo salina ou PBS
0,01M pH 7,2 estéril. Uma aliquota da suspenséo cerebral (20uL) foi examinada
para contagem do numero de cistos em microscopia optica convencional e cada
camundongo recebeu 10 cistos em diluicdo apropriada em solugdo salina por via

oral.

4.2 Animais Experimentais

Para os experimentos de imunizacgéo, foram utilizados camundongos machos
isogénicos C57BL/6J e BALB/c, todos com peso entre 20 e 22g, fornecidos pelo
Biotério Central da Faculdade de Medicina/USP. Os animais foram mantidos em
gaiolas de plasticos com maravalha de pinho autoclavada, receberam ragéo
comercial Nuvital® (Nuvital Nutrientes S/A, Colombo, PR, Brasil) e agua ad libitum. A
manipulagdo dos animais foi conduzida de acordo com as regras de cuidados de

animais de laboratérios (Clark, 1996) e com os "Principios de Etica em
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Experimentacdo de Animal" - Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de
Laboratorio (SBCAL).

4.3 Obtencao de antigenos de T. gondii

Taquizoitos de T. gondii foram obtidos do exsudato peritoneal de animais
previamente infectados e foram submetidos a sonicacdo (Sonic Dismembrator,
Quigley-Rochester®, Rochester Inc., New York, USA), a 40 ciclos por 5-10 periodos
de 30s em banho de gelo, até lise completa dos agentes. Em seguida, foi
acrescentado solucédo de NaCl 0,3M para isotonizar a suspensao e, ap0s, submetido
a centrifugacdo a 10.000g por 30min a 4 °C, sendo o sobrenadante utilizado como
antigeno (Camargo et al., 1978). A proteina total foi determinada por método de
Bradford, utilizando gama-globulina humana como padrdo (Bradford, 1976). As
aliguotas foram mantidas a —80 °C até o momento dos ensaios de ELISA.

4.4 Irradiacao

Para obtencdo das preparacfes vacinais, foram utilizados taquizoitos de T.
gondii obtidos de animais previamente infectados, em meio de cultura, mantido em
banho de gelo e submetidos a irradiacdo, na dose de 255Gy com blindagem de
70%, pela exposicdo a raios-y de uma fonte de ®°Co (Gammacell®, Atomic Energy of
Canada, Pinawa, Canada), de forma homogénea, com presenca de O, e uma taxa
de dose de 2,31kGy/h.

Foi acrescentado nas amostras irradiadas um volume de meio de cultura
contendo 50% de soro fetal bovino inativado e 10% de DMSO. As amostras foram
aliguotadas em tubos plasticos de congelamento numa concentragéo final de 108
taquizoitos/mL e foram mantidos por 24h a temperatura de —80 °C e em seguida
foram transferidos para nitrogénio liquido (=196 °C), permanecendo até o0 momento

do uso (Hiramoto et al., 2002).
4.5 Imunizagao dos animais

Camundongos C57BL/6J e BALB/c foram imunizados por via oral (v.0.)

utilizando sonda gastrica e tendo hidroxido de aluminio (Al (OH)3) como veiculo (v/v)
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para preservar os parasitas do trato digestorio (Galisteo Jr, 2004), ou intraperitoneal
(i.p.), sem veiculo. Esses animais receberam trés doses a cada 15 dias com 10’
taquizoitos de T. gondii irradiados a 255Gy.

4.6 Coleta do extrato fecal dos camundongos imunizados

O extrato fecal dos camundongos BALB/c, C57BL/6J foi coletado trés vezes
na semana durante o periodo de imunizacdo. Os animais foram mantidos por 40
minutos em gaiolas plasticas sem maravalha para a obtencéo das fezes. ApOs esse
periodo, as fezes foram pesadas, colocadas em 5mL de PBS com 0,2% de PMSF
100mM e mantidas em banho de gelo por 15 minutos. Em seguida, foram
homogeneizadas e mantidas por mais 15 minutos em banho de gelo. Apds essa
etapa, foram novamente homogeneizadas e centrifugadas a 2800RPM por 20
minutos. Concluida a centrifugacéo, foi recolhido o sobrenadante e armazenado a -
80 °C. Antes do uso, o extrato fecal dos camundongos imunizados foi precipitado

com sulfato de amonia saturado antes da realizacédo do ensaio imunoenzimatico.

4.7 Deteccdo por ELISA de anticorpos especificos no soro e nas fezes dos

camundongos imunizados

Foram utilizadas placas de poliestireno de 96 pocos e sensibilizadas com
100uL de antigeno salino de T. gondii (1ug/mL), suspenso em tampdao carbonato de
sédio 0,1M pH 9,5, overnight a 4 °C em camara Umida. Em seguida, as placas foram
lavadas cinco vezes com PBS contendo 0,05% de Tween-20, 0,3% de leite
desnatado (PBSTL) e bloqueadas com solu¢cdo PBSTL durante 1h em estufa a 37
°C. Ap6s o bloqueio, foram depositados na placa 100uL de soro numa diluicdo 1/100
ou 100uL da solucédo das fezes precipitadas com sulfato de amonio saturado dos
camundongos imunizados e incubados a 37 °C por 1h. As placas foram lavadas
cinco vezes com PBSTL e foram aplicados 100uL/poco de diluicbes de conjugado
anti-lgG de camundongo (1:20.000) para o soro ou anti-lgA de camundongo
(1:10.000) para as fezes, marcado com peroxidase (Sigma®, Sigma-Aldrich Co., St.
Louis, MO, USA), com uma incubacdo de 1h & 37 °C. ApdOs novas lavagens (cinco

vezes), a revelacdo da reacéo foi realizada pela adicdo de 100uL/poco de OPD (O-
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fenilenodiamina 1mg/mL, H,0O, 0,03% em tampé&o fosfato-citrato 0,2M, pH 5,0) por
30min e interrompida pela adicdo de 50uL de HCI 4N. A absorbancia de cada poco
foi determinada em leitor automatico de microplacas (Multiskan MS® Labsystems,
Vienna, USA) a 492nm.

4.8 Deteccao da avidez de anticorpos especificos IgG sérico por ELISA

O ELISA foi realizado da mesma forma como descrito acima, exceto por
adicionar 100ul/poco em metade das amostras de solucéo caotrépica. A Uréia 6M e
o restante foram mantidos em PBSTL, com incubag&o por 15min a 37 °C. A sequir,
apos cinco lavagens, foram aplicadas em cada poc¢o 100uL de conjugado anti-IgG
de camundongo (1/20.000) marcado com peroxidase e as placas mantidas por 1h a
37 °C. Apoés novas lavagem (cinco vezes), a revelacdo foi feita pela adicdo de 100uL
de OPD (O-fenilenodiamina 1mg/mL, H,O, 0,03% em tamp&o fosfato-citrato 0,2M,
pH 5,0) por 30min, seguida a estabilizacdo pela adicdo de 50uL de HCI 4N. A
absorbancia de cada poco foi determinada em leitor automatico de microplacas a
492nm.

4.9 In vitro induced antibody production (IVIAP) das células esplénicas e da

medula 6ssea

Placas de cultura de 96 pocos (Costar®, Corning Inc, Lowell, USA) foram
sensibilizadas com 100uL de antigeno de T. gondii (10uL/mL) em tamp&o carbonato
de sdodio 0,1M pH 9,5, em camera umida overnight a 4 °C. Em seguida, as placas
foram lavadas trés vezes com PBST e bloqueadas com 300uL de PBS com 2% de
BSA por 1 hora na estufa 37 °C, ap0s esse periodo as placas foram novamente
lavadas trés vezes com PBST. As células esplénicas e da medula 6ssea foram
obtidas de camundongos imunizados com taquizoitos de T. gondii irradiados,
camundongos cronicamente infectados com a cepa ME-49 de T. gondii e
camundongos ndo imunizados. Os 6rgdos foram dissociados de maneira estéril em
fluxo laminar, em meio de cultura RPMI 1640 com drogas (Anfotericina B - 5mg/mL,
Penicilina — 500.000UI/mL, Estreptomicina — 200mg/mL e p-Mercaptoetanol). As

células isoladas foram centrifugadas 2800rpm por 15 minutos e as células do bago
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foram centrifugadas com solugéo de lise v/v (Cloreto de Amoénio 015M, Bicarbonato
de Sédio e EDTA 0,5M pH 7,4). Ap6s a centrifugacdo, o sobrenadante foi
desprezado, as células ressuspensas em 1mL de meio de cultura, contadas em
camera de Neubauer e, por fim, ajustadas numa concentracéo de 10’ células/mL em
meio de cultura RPMI 1640 com drogas. As células foram distribuidas nas placas de
cultura sensibilizadas e bloqueadas numa concentragdo de 10° células/pogo. Em
seguida, acrescentou-se em cada poco 100uL de meio de cultura com 10% de soro
bovino fetal e 10ug/mL de antigeno de T. gondii. As placas foram mantidas em
estufa com 5% de CO? a 37 °C por 3 horas, 4 dias e 6 dias para a adsor¢éo dos
anticorpos produzidos. Apés esse periodo, as placas foram lavadas oito vezes com
PBST e, em seguida, aplicaram-se 100uL/poco de diluicdes de conjugado anti-lgG
(1: 20.000) de camundongo marcado com peroxidase, com uma incubacdo de 1h a
37 °C. Apo6s novas lavagens (oito vezes), a revelacdo da reacao foi realizada pela
adicdo de 100uL/poco de cromégeno TMB (100uL — 1mg/mL em DMSO, em tampao
acido citrico 0,1M e fosfato de sédio dibasico 0,2M) por 30 minutos. A reacédo foi
interrompida com acido sulfdrico 1M. A absorbancia de cada poco foi determinada

em leitor automético de microplacas a 450nm.

4.10 Avidez em In vitro induced antibody production (IVIAP) das células

esplénicas e da medula 6ssea

As células foram isoladas e cultivadas como descrito acima, exceto pela
incubacdo por 24 horas para a absorcdo dos anticorpos produzidos. Apds esse
periodo, as placas foram lavadas oito vezes com PBST e, em seguida, adicionou-se
Uréia 6M em metade das amostras e o restante foram mantidos com PBST por 15
minutos. ApOs esse periodo, as placas foram lavadas oito vezes e aplicados
100uL/poco de diluicbes de conjugado anti-lgG (1: 20.000) de camundongo marcado
com peroxidase, com uma incubacdo de 1h a 37 °C. ApGs novas lavagens (oito
vezes), a revelacdo da reacdo foi realizada pela adicdo de 100ulL/poco de
cromégeno TMB (100uL — 1mg/mL em DMSO, em tampao acido citrico 0,1M e
fosfato de sédio dibasico 0,2M) por 30 minutos. A reacao foi interrompida com acido
sulfirico 1M. A absorbéancia de cada poco foi determinada em leitor automatico de

microplacas a 450nm.
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4.11 Desafio dos camundongos BALB/c e C57BL/6J imunizados com

taquizoitos de T. gondii com diferentes cepas cistogénicas do parasita

As imunizac¢des foram realizadas em trés grupos de camundongos BALB/c e
C57BL/6J, desafiados ap6s 15 dias do ultimo inéculo com 10 cistos das cepas
estudadas, ME-49, P e VEG por via oral. Os animais-controle também foram
desafiados com a mesma quantidade de cisto. Apos 30 dias, esses animais foram
sacrificados e os cérebros retirados e macerados em salina. A contagem de cistos
no cérebro foi realizada por microscopia Optica convencional. Apds a contagem de
cistos de cada animal, foi calculada a proporcédo de infeccdo causada pelo agente,

(nimero de cistos do animal imunizado/média de cistos do animal infectado).

4.12 Anélise estatistica

A comparacdo entre valores quantitativos, como porcentagem de avidez,
quantidade de anticorpos, numero de células produtoras de anticorpos nos diversos
grupos, foi feita pelo teste de ANOVA, verificando-se a homogeneidade de
variancias. Na auséncia desta, foi utilizado o teste ndo paramétrico de Kruskal
Wallis. Utilizaram-se as comparacdes pos-teste de Bonferroni e de Dunn,
respectivamente. Foram consideradas significantes as comparacfes cuja
probabilidade de igualdade for menor que 5% (p<0.05). As relacbes entre 0s
diversos valores quantitativos foram feitas pela correlacdo de Pearson. Todas as
estimativas estatisticas foram feitas utilizando o pacote estatistico GraphPad Prism
5.0%° (GraphPad Software, inc., San Diego, CA, USA).
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5 RESULTADOS

5.1 Resposta imune humoral sérica em camundongos BALB/c e C57BL/6J
imunizados por via oral e por via intraperitoneal com taquizoitos de T. gondii

irradiados

5.1.1 IgG total anti-T.gondii em soro

Para verificar a resposta imune humoral induzida pela imunizacdo com
taquizoitos de Toxoplasma gondii irradiados, analisamos a producéo e a avidez dos
anticorpos especificos séricos por ELISA. Os modelos experimentais seguiram o
desenho experimental mostrado em Métodos e foi feita coleta de sangue por puncéo
cardiaca no momento do sacrificio, 15 dias ap0s a terceira dose, para a producédo de
soro. Apresentamos o resultado de um dos 05 ensaios realizados em grupos de 05
animais, com resultados similares. A producéo de anticorpos IgG especificos no soro
dos animais imunizados, que pode ser vista na figura 3, mostrou que o0s
camundongos BALB/c imunizados por via intraperitoneal apresentaram maiores
niveis de producdo de anticorpos IgG e semelhante aos animais infectados pela
cepa ME-49. Nestes animais imunizados por via oral, a producdo de IgG sérica foi
presente e acima dos controles, porém com niveis baixos. Camundongos C57BL/6J
imunizados por via intraperitoneal apresentaram niveis séricos menores de IgG
especifica, intermediérios entre controle e infectados. Neste modelo de camundongo
iISogénico, 0s animais imunizados por via oral ndo mostraram producgao significativa
de anticorpos séricos, quando comparados aos controles. Estes dados mostram
uma produgédo significativa de 1gG nos animais imunizados por via parenteral, com

variacOes dependentes de cada linhagem.
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Figura 3 - Deteccdo de anticorpos IgG total em soro dos animais imunizados com 10’
taquizoitos da cepa RH de T. gondii irradiados a 255Gy de Cobalto 60 por via
intraperitoneal e por via oral. Barras representam a média e o erro padrdo da
média, sendo que a presenca de um asterisco indica diferenca (*p<0,05)
significante quanto a infeccdo sem imunizacao.

5.1.2 IgG anti T. gondii de alta afinidade ou avidez

As mesmas amostras ensaiadas para IgG especifica total também o foram
para a deteccdo de anticorpos de alta afinidade, que sédo determinadas pela
resisténcia a um agente caotrépico. Este € o resultado de um de dois experimentos
similares, com 05 animais em cada grupo, sendo o0 mesmo experimento apresentado
anteriormente. A producéo de anticorpos IgG especifica de alta afinidade nos grupos
imunizados pode ser observada na figura 4. Camundongos BALB/c e C57BL/6J
imunizados por via intraperitoneal apresentaram niveis significativos de anticorpos
de alta afinidade quando comparados a controles, diferente de animais que
receberam a imunizacéo por via oral, onde esta producdo nao foi evidente. Animais
infectados com a cepa ME-49 apresentaram niveis elevados de IgG de alta afinidade
no soro. Isto mostra que a producgéo de anticorpos de alta afinidade ndo é eficiente

na imunizagao por via oral.
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Figura 4 - Deteccdo de anticorpos IgG de alta afinidade no soro dos animais imunizados com
10’ taquizoitos da cepa RH de T. gondii irradiados a 255Gy de Cobalto 60 por via
intraperitoneal e por via oral. Barras representam & média e o erro padréo da média,
sendo que a presenca de um asterisco indica diferenca (* p<0,05) significante
guanto a infeccdo sem imunizacao.

5.1.3 Producéao de IgA anti T. gondii no soro

Para verificagdo da producdo de outras classes de imunoglobulinas,
procedemos a pesquisa dos niveis séricos de IgA especifica contra T.gondii em
modelos experimentais de imunizacdo com taquizoitos irradiados, conforme o
desenho experimental. A presenca de IgA especifica foi determinada em ELISA,
como o sistema de deteccdo disponivel era de baixa eficiéncia, os resultados sédo
apresentados em média da producdo e pode ser visto na Figura 5. Camundongos
BALB/c imunizados apresentaram niveis mais elevados de IgA sérica especifica
guando comparamos com os camundongos C57BL/6J, com producdo semelhante
tanto por via de imunizag&o parenteral ou oral. Animais infectados com a cepa ME-
49 apresentaram 0s niveis mais elevados desses anticorpos no soro. A imunizagao

induz a producéo de IgA no soro de forma independente da via de inoculagéo.
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Figura 5 - Deteccdo de anticorpos IgA no soro dos animais imunizados com 10’ taquizoitos
da cepa RH de T. gondii irradiados a 255Gy de Cobalto 60 por via intraperitoneal
e por via oral.Barras representam a média e o erro padrao da média.

5.2 Resposta humoral secretora em fezes dos camundongos BALB/c e
C57BL/6J imunizados por via oral e por via intraperitoneal com taquizoitos de

T. gondii irradiados

Para a avaliacdo da imunidade induzida em nivel de mucosas, procedemos a
pesquisa de S-IgA nas fezes. Estas foram coletadas de dois grupos experimentais
de animais imunizados como descrito em Métodos, durante as varias fases da
imunizacdo. As fezes coletadas foram processadas e a suspensdo soluvel foi
precipitada com sulfato de aménio para concentrar S-IgA e permitir o ELISA
guantitativo. A quantificacdo de S-IgA nas fezes de camundongos imunizados pode
ser vista na Figura 6. Foi efetuada também uma analise da evolu¢do da quantidade
de S-IgA, através de uma analise de regressdo nao linear, o que permite estabelecer
a quantidade e o patamar de producdo. Camundongos BALB/c imunizados por via
oral apresentaram maiores niveis de secre¢cdo nas fezes de anticorpos S-IgA
guando comparamos com a mesma linhagem imunizada por via intraperitoneal, com

rapido estabelecimento de patamar de producdo. Camundongos C57BL/6J



Nahiara Esteves Zorgi 54

apresentaram menor secrecdo de S-IgA e retardo no alcance do patamar de
estabiizacdo quando comparados a camundongos BALB/c, sem distincao
significativa quanto a via de inoculacdo do imundgeno.

Notamos também que a medida de S-IgA nas fezes apresenta inUmeras
variacbes experimentais, causadas principalmente pela dependéncia do volume
fecal, composicéo, aspectos referentes a excrecdo e por degradacao intraintestinal
por proteases de bactérias. Apesar destas limitacdes, € evidente a maior capacidade

de instalar este tipo de resposta nos camundongos BALB/c.
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Figura 6 - Producdo de anticorpos S-IgA nas fezes dos animais imunizados com 10’

taquizoitos da cepa RH de T. gondii irradiados a 255Gy de Cobalto 60 por via
intraperitoneal e por via oral. As setas representam as imunizagfes e a barra
representa o desvio padrdo da medida. Este € um experimento tipico de 03
experimentos executados.
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5.3 Producao de anticorpos IgG anti T. gondii por células da medula 6ssea e
por células esplénicas em camundongos BALB/c e C57BL/6J imunizados por

via oral e por via intraperitoneal com taquizoitos de T. gondii irradiados.

A producéo de anticorpos IgG anti T. gondii por células esplénicas e na medula
0ssea nos camundongos imunizados e infectados foi avaliada por ensaios de IVIAP.
Essa técnica permite a abordagem da producdo de anticorpos por células de
memoria em cultura induzidas por antigeno. O ensaio foi realizado em diferentes
tempos, sendo 3 horas de incubacdo para avaliar a producdo de plasmadcitos
comprometidos com o antigeno sem cooperacao celular e por mais tempo, 4 e 6
dias, para avaliar o compromisso de células de memoéria existentes nesses 6rgaos.

Os camundongos BALB/c e C57BL/6J imunizados foram sacrificados 15 dias
apos a terceira dose, 0 baco e a medula 6éssea foram removidos e processados em
fluxo laminar estéril. Os resultados apresentados representam a associacao de 10
experimentos realizados da mesma maneira. Para normalizacdo, todos o0s
experimentos foram ajustados para a producdo por numero fixo de células,
expressado em absorvancia do ELISA por milh&o de células originais.

Em camundongos BALB/c e C57BL/6J imunizados por via intraperitoneal e por
via oral, observamos na figura 7 que houve uma producdo imediata de anticorpos
anti T. gondii por células da medula 6ssea e células esplénicas no inicio (3 horas),
mostrando que ha uma producdo de anticorpos independente da cooperacdo ou
crescimento celular.

A producao de anticorpos IgG por células da medula 6ssea e por células
esplénicas em camundongos BALB/c que receberam o imunbégeno por via
intraperitoneal apresentaram elevados niveis de deteccdo desses anticorpos quando
comparados aos animais imunizados por via oral (Figura 7A e B).

Em camundongos C57BL/6J, notamos que 0s animais imunizados por via
intraperitoneal e por via oral apresentaram niveis semelhantes de producédo de
anticorpos IgG especificos por células de medula éssea (Figura 7C). Quando
observamos a producéao de anticorpos por células esplénicas, notamos que houve
uma producdo maior de anticorpos nos animais imunizados por via intraperitoneal
(Figura 7D).

Nas células do baco, diferentemente da medula éssea, observamos maior

producdo de anticorpos no 6° dia, mostrando que houve uma necessidade de
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cooperacao celular para um maior niumero de células comprometidas nesse 6rgao.
Em camundongos C57BL/6J imunizados, houve uma resposta similar com os
animais infectados mostrando um numero de células de memodria semelhante

induzidas por imunizacéo ou infeccéo (Figura 7).
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Figura 7 - Deteccdo de anticorpos IgG por células da medula 6ssea (A e C) e por células
esplénicas (B e D) em camundongos BALB/c (A e B) e C57BL/6J (C e D) imunizados
com 10’ taquizoitos da cepa RH de T. gondii irradiados & 255Gy de Cobalto 60 por via
intraperitoneal e por via oral. Os simbolos representam cada medida isolada de
producdo de anticorpos por células da medula 6ssea e esplénicas. Simbolo sdlido:
imunizacao i.p.; Simbolo vazio: imunizagdo v.o.; Simbolo com ponto sem imunizagao.
As barras representam a média e o erro padrao da média.
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5.3.1 IgG anti T. gondii de alta afinidade ou avidez produzidos por células da

medula éssea e por células esplénicas

Realizamos novos ensaios de IVIAP com o objetivo de avaliar a avidez dos
anticorpos IgG anti T. gondii produzidos por células da medula 6ssea e células
esplénicas e analisar a resisténcia dos anticorpos ao antigeno apos tratamento com
solucéo caotrépica. O experimento foi executado da mesma maneira que o anterior,
exceto pelo tempo de incubacédo, onde as células da medula O0ssea e células
esplénicas foram incubadas por 24 horas para a absor¢céo dos anticorpos produzidos
e, apOs esse periodo, os anticorpos foram tratados com solucado caotropica.
Utilizamos a mesma técnica de normalizacao.

Como descrito anteriormente, obtivemos o mesmo tipo de resposta de
producdo de anticorpos totais nos experimentos. Assim, células da medula éssea
dos animais imunizados por via intraperitoneal, tanto camundongos BALB/c (figura
8A) quanto C57BL/6J (Figura 8C) produziram maiores niveis de anticorpos
especificos IgG quando comparados com 0s animais imunizados por via oral.

A mesma producao de anticorpos IgG por células esplénicas foi equivalente
nos camundongos BALB/c e C57BL/6J, independente da via de indculo (figura 8A e
C). Nos animais infectados houve um nivel maior de producédo de anticorpos IgG por
células da medula 6ssea do que a producdo de anticorpos por células esplénicas
(Figura 8C).

Esses anticorpos, IgG anti T. gondii, que foram produzidos por células da
medula éssea e do baco em camundongos BALB/c e C57BL/6J imunizados por via
intraperitoneal e por via oral, apresentaram uma alta afinidade com o antigeno,
sendo que na infeccdo apresentaram significativo nivel de producdo de anticorpos

IgG de alta avidez (Figura 8B e D).
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Figura 8 - Detecgdo de anticorpos IgG total (simbolos abertos — A e C) e de alta afinidade
(simbolos fechados — B e D) por células da medula 6ssea e do bagco em camundongos
BALB/c (A e B) e C57BL/6J (C e D) imunizados com 10’ taquizoitos da cepa RH de T.
gondii irradiados a 255Gy de Cobalto 60 por via intraperitoneal e por via oral e animais
infectados com a cepa ME-49. Barras representam a média e o erro padrdo da média.

5.4 Protecdo dos camundongos imunizados por via oral e por via
intraperitoneal com taquizoitos de T. gondii irradiados, apés desafio com

diferentes cepas cistogénicas.

5.4.1 Protecao quantitativa em camundongos BALB/c imunizados

Os numeros de cistos de cada cepa encontrados nos camundongos BALB/c
imunizados por via oral e por via intraperitoneal pode ser observado na figura 9A.
Em camundongos desta linhagem, imunizados e desafiados independente da cepa,
houve uma protecéo parcial quando comparados aos animais que nao receberam a

imunizacgao.
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Foi calculado para cada grupo a proporcdo de infeccdo de cada cepa
cistogénica de T. gondii utilizado para o desafio dos animais imunizados, como
descrito anteriormente em Métodos.

Observamos que na proporcao de infeccdo pela cepa ME-49 tanto os animais
imunizados por via oral como por via intraperitoneal apresentaram uma menor
infeccdo comparados aqueles que ndo receberam o imunogeno (Figura 9B).

A proporcédo de infeccdo em animais desafiados com 10 cistos da cepa P
mostrou que 0s camundongos BALB/c imunizados por via intraperitoneal
apresentaram menor infeccdo quando comparado aqueles imunizados por via oral
(Figura 9C). O desafio com 10 cistos da cepa VEG nos animais imunizados
mostraram uma proporcdo quantitativa de infeccdo similar na imunizacéo oral e na

imunizacao intraperitoneal (Figura 9D).
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Figura 9 - Numeros de cistos teciduais (A) de camundongos BALB/c imunizados com 10’
taquizoitos da cepa RH de T. gondii irradiados a 255Gy de Cobalto 60 e desafiados
com 10 cistos de cada cepa. Proporcdo de infeccdo em cepa ME-49, (B), cepa P (C)
e cepa VEG (D). Os simbolos representam cada medida isolada de cistos em
cérebro apos 30 dias do desafio. Simbolo sdlido: imunizagdo i.p.; Simbolo vazio:
imunizacdo v.0.; Simbolo com ponto sem imunizagdo. As barras representam a
média e o erro padrao da média, sendo que a presengca de um asterisco indica
diferenca (* p<0,05) significante quanto a infecgdo sem imunizagéo.
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5.4.2 Protecao quantitativa em camundongos C57BL/6J imunizados

Na figura 10 observamos a protecdo quantitativa em camundongos C57BL/6J
imunizados por via intraperitoneal e por via oral. Ap0s a contagem de cistos
cerebrais, observamos na figura 10A que essa linhagem apresentou uma quantidade
maior de cistos, principalmente nos animais controles que n&o receberam o
imunégeno. Camundongos C57BL/6J imunizados tanto por via intraperitoneal como
por via oral também mostraram uma protecao parcial nas trés cepas utilizadas para
o desafio.

A proporcao de infeccéo foi calculada também para os camundongos C57BL/6J
imunizados, do mesmo modo como acima descrito.

Na analise da propor¢cdo quantitativa de infeccdo da cepa ME-49, observamos
na figura 10B que tanto camundongos C57BL/6J imunizados por via oral como por
via intraperitoneal apresentaram uma menor infecgéo que os animais infectados sem
a imunizacdo. Também observamos uma menor infeccdo nos camundongos
desafiados com 10 cistos da cepa P (Figura 10C) e cepa VEG (Figura 10D), tanto na

Imunizacgao por via oral como na imunizagéo intraperitoneal.
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Figura 10 - Nimeros de cistos teciduais (A) de camundongos C57BL/6J imunizados com 10’

taquizoitos da cepa RH de T. gondii irradiados a 255Gy de Cobalto 60 e
desafiados com 10 cistos de cada cepa. Proporcdo de infecgcdo em cepa ME-49,
(B), cepa P (C) e cepa VEG (D). Os simbolos representam cada medida isolada de
cistos em cérebro apés 30 dias do desafio. Simbolo sdlido: imunizagdo i.p.;
Simbolo vazio: imunizacdo v.o.; Simbolo com ponto sem imunizacdo. As barras
representam a média e o erro padrdo da média, sendo que a presenca de um
asterisco indica diferengca (* p<0,05) significante quanto a infeccdo sem
imunizacao.

5.5 Protecdo qualitativa contra desafio em camundongos ap6s imuniza¢do com

taquizoitos de T. gondii irradiados.

A protecdo contra o desafio pode ser avaliada como numeros de cistos em
cérebro, de forma quantitativa como apresentado no item 5.4, mas também como
protecdo qualitativa a infecgédo, pela determinacdo da freqiiéncia de animais com
auséncia de cistos em cérebros pesquisados. A analise desta resposta qualitativa
pode ser vista na tabela 1.

Como podem ser observados, 0s ensaios de protecdo qualitativa mostram
resultados diferentes da protecdo quantitativa, expressos pela porcentagem de
animais livres de infeccdo. Camundongos BALB/c imunizados por via oral e por via
intraperitoneal mostram protecdo significativa nesta analise, independente da cepa
desafiante, exceto pelo desafio da cepa VEG nos animais imunizados por via oral.
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Nestes animais, houve protecado de 80% quando foram infectados com a cepa ME-
49 em ambas as imuniza¢gfes. No desafio com a cepa P na imunizagéo oral, os
camundongos apresentaram uma protecdo de 40% e na imunizacgao intraperitoneal
uma protecdo de 84%. No entanto, quando esses animais foram infectados com a
cepa VEG, apresentaram uma protecdo de 53% na imunizacdo por via
intraperitoneal.

Os camundongos C57BL/6J mostraram suscetibilidade quando desafiados
com a cepa ME49, com protecéo obtida apenas de forma quantitativa, ndo havendo
animais protegidos da invasao cerebral por cistos. Nas demais cepas, nesta
linhagem de camundongos, a imunizagdo peritoneal induz uma significativa
protecdo, em média 85% dos animais a invasdo por cistos da cepa P e entre 75%
dos camundongos desafiados com cepa VEG. A protecdo pela imunizacdo oral ndo
foi muito efetiva, mas ainda assim mostrou-se marcante nos animais desafiados com

a cepa P, obtendo uma protecéo de 53%.

Tabela 1 - Distribuicdo da protecdo qualitativa, ou seja, auséncia de infeccdo no desafio, em
camundongos imunizados com taquizoitos irradiados e desafiados com 03 diferentes
cepas de T.gondii.

Cepa Imunizacgéo Protecéo (no infectados/ total desafiado)
BALB/c C57BL/6J
------------ 0(5/5) 0(4/4)
ME-49 Via oral 80%(1/5)* 0(3/3)
Via intraperitoneal 80%(1/5)* 0(5/5)
------------ 0(15/15) 8%(11/12)
VEG Via oral 25%(9/12) 40%(9/15)
Via intraperitoneal 53%(7/15)* 75%(3/12)*
------------ 0(15/15) 13%(13/15)
P Via oral 40%(9/15)* 53%(7/15)*
Via intraperitoneal 84%(2/12)* 80%(3/15)*

*p<0.05 pelo teste exato de Fisher, quando comparado ao mesmo animal ndo imunizado.

5.6 Correlacdo entre eventos imunologicos e a protecdo contra desafio em

camundongos apo6s imuniza¢gdo com taquizoitos de T. gondii irradiados

Avaliamos a relacdo positiva (r) da média dos resultados da producdo de

anticorpos IgG anti T. gondii total e de alta afinidade no soro, anticorpos IgA anti T.
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gondii no soro e nas fezes dos camundongos imunizados tanto por via oral como por
via intraperitoneal. Também utilizamos os resultados obtidos do IVIAP, calculando a
média de producdo de anticorpos IgG anti T. gondii total e de alta afinidade
produzidos por células da medula 6ssea e por células esplénicas desses animais
imunizados.

Esses resultados foram correlacionados com a meédia de cistos encontrados
no cérebro dos camundongos imunizados e desafiados com as cepas cistogénica
ME-49, P e VEG, sendo que analisamos a relacdo contra todos os desafios, em
relacdo a cepa ME-49 e as cepas VEG e P reunidas, como apresentado na tabela 2.
Os mesmos avaliadores imunoldgicos foram também relacionados com a protecéo
gualitativa, expressdo em porcentagem de animais livres de infec¢do, e podem ser
vistos na tabela 3.

Na tabela 2, analisando as rela¢des contra eventos imunoldgicos estudados e
a protecdo quantitativa, notamos que a analise pelas 03 cepas ndo mostram indices
significativos de relacdes entre os eventos imunoldgicos e protecdo. Avaliando cada
desafio isoladamente, observamos que a protecdo quantitativa contra a cepa ME49
apresentou uma relacao significativa com a quantidade de IgA em soro, sem outros
eventos imunoldgicos relacionados. Os desafios com cepas P e VEG apresentaram
resultados similares e foram reunidos, mostrando uma relagdo significativa com a
guantidade de IgG total e de alta afinidade em soro e com sua producao por células
isoladas de baco e medula 6ssea, mas sem relacdo com a protecdo de mucosas,
evidenciada pela auséncia de associacdo com a quantidade sérica ou em fezes de
IgA especifica.
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Tabela 2 - Correlacdo quantitativa preliminar entre eventos imunol6gicos e o grau de protecao obtido
nos experimentos de desafio. Correlagdo de Pearson estimada e seu intervalo de
confianga, para significancia unicaudal do modelo. Eventos significantes foram marcados
em negrito, NS — ndo significativo.

Evento Desafio > ME'4?I;/)EG+P VEG+P(8) ME-49(4)
: 20,375 0.757 20,553
IgG no soro IC95% -0,736-0,153 | 0,112-0953 | -0,988 0,871
D NS 0,0148 NS
IgG de alta avidez no ! -0,290 0,880 0,325
e ¢ IC95% 20,690 — 0,244 | 0,461-0978 | -0.980 0,925
0 NS 0,002 NS
r 20,409 20,079 20,904
IgA no soro IC95% 0.754-0114 | -0.742—0,663 | -0,998 — 0,433
0 NS NS 0.048
r 20,167 20,538 20.548
IgA nas fezes IC95% 0615-0362 | -0.901—0.268 | -0.988-0873
0 NS NS NS
r 0,152 0.844 20,034
'V'Apéesr;‘eged”'a IC95% 0,606 — 0,375 | 0,343-0,971 ~0,963 — 0,958
b NS 0,0042 NS
. r ~0.060 0.789 0.146
'V'Ampegle" :'gas S"j‘;’fez IC95% 20543 - 0453 | 0,190 — 0,96 20,962 — 0,960
0 NS 0,0099 NS
r 70,134 0.793 20,000
IVIAP em baco IC95% 20,594 —0,391 | 0,201—0,961 | -0.962— 0,960
0 NS 0,009 NS
. r 0.064 0.675 0374
'V'Apedrﬁ %':‘; c‘;’“"dez IC95% 0449 — 0546 | -0,056—0935 | -0.916— 0,982
0 NS 0,033 NS

A tabela 3 apresenta as rela¢des contra eventos imunolégicos estudados e a
protecdo qualitativa, sendo que a analise da associacdo das 3 cepas do desafio
também mostrou a auséncia de relacdo de protecdo com os eventos imunoldgicos
estudados. A andlise isolada do desafio com a cepa ME49 mostrou apenas uma
relacdo com a quantidade de IgA em soro. A analise conjunta do desafio com as
cepas P e VEG apresentou as mesmas relacdes encontradas com a protecao
guantitativa para os eventos celulares. Houve também relacdo com a quantidade de
slgA em fezes. Na protecdo qualitativa ndo houve relagdo com a quantidade sérica
de IgG em soro, embora mantivesse com a quantidade sérica de IgG de alta

afinidade.
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Tabela 3 - Correlacao qualitativa preliminar entre eventos imunolégicos e o grau de protecao obtido
nos experimentos de desafio. Correlagdo de Pearson estimada e seu intervalo de
confianca, para significAncia unicaudal do modelo. Eventos significantes foram marcados
em negrito, NS — nao significativo.

Evento Desafio > ME'4S2I;/)EG+P VEG+P(8) ME-49(4)
T 0,472 0,619 0,418
IgG no soro IC95% -0,139-0,823 | -0,152-0,922 | -0,908 — 0,984
D NS NS NS
IgG de alta avidez no ' 0,405 0.812 0.076
o IC95% -0,220— 0,794 | 0,251 — 0,965 ~0,955 — 0,966
D NS 0,007 NS
r 0,324 -0,287 0,999
IgA no soro IC95% 0,307 - 0,757 | -0,825— 0,524 0,939 — 1,000
D NS NS 0,0012
r 0,063 -0,689 0,8280
IgA nas fezes IC95% 20,530 — 0,614 | -0,938—0,031 | -0,652— 0,996
D NS 0,029 NS
r 0,252 0,869 20,317
'V'Apéesr;‘eged”'a IC95% 0,376 - 0,721 | 0,425-0,976 ~0,979 — 0,926
D NS 0,0025 NS
) R 0,166 0,854 20,490
'V'Ampega:'gas:gfez 1C95% -0,451 0,676 | 0,376-0,973 ~0,986 — 0,890
P NS 0,0035 NS
R 0,212 0,837 20,372
IVIAP em baco IC95% 0,412-0,701 | 0,322-0,970 -0,982 — 0,017
P NS 0,0048 NS
. R 0,045 0,789 -0,690
'V'Apedrf] ﬁ':‘; c‘;’“"dez IC95% 20,542 — 0,604 | 0,189-0960 | -0,993— 0,805
P NS 0,01 NS
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6 DISCUSSAO

Nesse trabalho estudamos a memoéria da resposta imune humoral em
camundongos BALB/c e C57BL/6J imunizados com taquizoitos de Toxoplasma
gondii irradiados com uma dose 255Gy de Cobalto 60 por duas vias de inéculo, por
via intraperitoneal e por via oral e sua relagdo com a protecdo com desafios de
diferentes isolados do agente. A utilizacdo da radiacéo ionizante para a esterilizacao
do T. gondii faz com que a estrutura do parasita permaneca integra e suas proteinas
inalteradas (Hiramoto et al., 2002). Esse tipo de imundgeno expde o hospedeiro ao
agente com uma imunidade similar a infeccdo natural. A radiacdo é uma fonte
importante para esterilizar o agente e induzir uma alta imunidade durante sua vida
atil no hospedeiro que, desse modo, ndo consegue chegar a fase de maturidade,
associada a doenca. A imunizacao por radiacao ionizante ja foi utilizada com outros
parasitas, como Schistosoma mansoni, onde cercarias irradiadas induziram uma
imunidade eficiente no hospedeiro (Wales e Kusel, 1992). Em Giardia Lamblia, a
radiacdo inativa os cistos, perdendo a sua viruléncia (Sundermann e Estridge, 2010).
Nosso modelo, utilizando parasitas irradiados, apresenta caracteristicas ideais para
0 estudo de imunidade sem agentes viaveis.

Houve uma resposta imune humoral especifica utilizando ensaios
imunoenziméticos, com uma resposta especifica ao agente com producdo de
anticorpos IgG e IgA anti T. gondii no soro dos camundongos BALB/c e C57BL/6J
imunizados com taquizoitos de T. gondii irradiados. Camundongos BALB/c
imunizados por via intraperitoneal apresentaram maiores niveis de producdo de
anticorpos IgG anti T. gondii. Quando comparados com outra via de indéculo, esses
animais imunizados apresentaram uma producao de anticorpos similar aos animais
infectados com a cepa cistogénica ME-49. Camundongos C57BL/6J também
imunizados por via intraperitoneal produziram niveis significativos de IgG séricos,
embora em menor quantidade. A resposta humoral sérica foi avaliada também com
imunoglobulinas de outras classes, como a IgA anti T. gondii, e a producéo desses
anticorpos no soro dos animais imunizados foi similar nos camundongos BALB/c e
C57BL/6J, independentemente da via de inoculo do imundgeno. A maioria dos
estudos de resposta imune humoral sdo avaliados em camundongos imunizados
com proteinas recombinantes de facil obtencdo com o avango da biologia molecular,

como as proteinas de superficie, denominadas de SAGs (Letscher-Bru et al., 2003),
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ou proteinas associadas a invasdo celular, denominadas ROPs, RONs, MICs e
GRAs (Dlugonska, 2008), consideradas os principais antigenos para o hospedeiro.
Estas imunizacbes provocam diferentes tipos de protecdo, de acordo com a
linhagem isogénica do camundongo desafiado (Jongert et al.,, 2009) e, as vezes,
com protecdo parcial (lgarashi et al.,, 2008). Camundongos imunizados com
proteinas recombinantes isoladas apresentam baixa prote¢éo contra uma reinfeccao
e ndo ha reducédo do numero de cistos cerebrais (Jongert et al., 2008). Além disso,
proteinas recombinantes geralmente precisam estar associadas a adjuvantes, que
ativam o sistema imunoldgico (Golkar et al., 2007) e, consequentemente, a producao
de anticorpos especificos para determinada proteina. Nosso modelo de imunizagéo
ndo utiliza adjuvantes, sendo que taquizoitos de T. gondii irradiados induzem uma
imunidade ao hospedeiro similar a infeccdo (Hiramoto et al., 2002) e uma protecao
contra diferentes cepas apés desafio. Esses fatos corroboram os achados por outros
autores, onde a administracdo oral ou intraperitoneal de taquizoitos de T. gondii
irradiados promove uma resposta especifica contra o parasita, com producdo de
anticorpos especificos IgG e IgA no soro e uma protecdo ao animal imunizado
(Galisteo Jr., 2004).

Nossos dados mostraram que além da producédo de anticorpos IgG séricos
especificos, estes apresentavam uma alta afinidade ao antigeno. Nos modelos de
imunizacdes utilizadas nesse trabalho, encontramos niveis significativos de
producdo de anticorpos IgG de alta afinidade no soro de animais que receberam o
imundgeno por via intraperitoneal, tanto camundongos BALB/c como C57BL/6J,
sendo que a qualidade dos anticorpos séricos foi semelhante a infeccdo. A producéo
de anticorpos de alta afinidade induzidos pela exposicdo a um antigeno é importante
para a protecdo contra uma reinfeccdo e para a imunidade do hospedeiro por longo
tempo (Brink et al.,, 2008). Estudos realizados com individuos HIV positivos
apresentaram uma dificuldade e uma deficiéncia em caracteristicas qualitativas da
resposta imune humoral a vacinacdo ou infec¢do pelo virus do Sarampo (MV) (Nair
et al., 2009). A presenca de anticorpos de alta afinidade no nosso modelo vacinal
sugere a indugéo de imunidade eficiente contra o patdgeno.

Nossos estudos preliminares de imunidade intestinal mostraram uma resposta
imune especifica nesta regido, com secrecdo de anticorpos IgA anti T. gondii nas
fezes dos camundongos imunizados com taquizoitos irradiados. Houve um aumento

da producéo desses anticorpos nos camundongos BALB/c imunizados por via oral. A
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imunizacao por via oral é de grande importancia para estudos de vacinagdo para
toxoplasmose, sendo a principal via de infeccdo pelo agente, e a mucosa intestinal o
primeiro contato com o hospedeiro (Buzoni-Gatel et al., 2006). Foi descrito por Mack
e McLeod (1992) que anticorpos S-IgA humanos reduziram a infeccdo em
enterocitos in vitro. A secrecdo de anticorpos IgA é uma das principais vias de
reconhecimento antigénico, sendo importante na defesa contra a entrada de
patdgenos na mucosa intestinal (Cerutti e Rescigno, 2008). Estudos de imunidade
de mucosa relatam que a administracdo de antigenos isolados néo € suficiente para
induzir uma resposta imune humoral eficaz, porém, com a utilizacdo de adjuvantes,
essa imunidade pode aumentar significamente (Debard et al.,, 1996). A toxina
colérica (CT) e enterotoxina termoldbil sdo consideradas fortes adjuvantes da
mucosa e, portanto, necessarias para a ativacao da resposta imunologica (Reed et
al., 2009). Bonenfant et al. (2001) mostraram que camundongos imunizados por via
nasal com proteinas SAG1 purificadas associadas a enterotoxina termolabil ndo
toxica, induziu uma resposta especifica tanto na mucosa como sistémica, com
producado de anticorpos IgG e IgA especificos. Nosso modelo de imunizagéo por via
oral com o hidréxido de aluminio mantém a imunogenicidade do antigeno (Ulanova
et al., 2001) e protege os parasitas do pH gastrico para chegar a mucosa intestinal
preservados. Essa imunizacdo ja foi mostrada em camundongos que receberam
taquizoitos de T. gondii irradiados desenvolveram uma resposta imune na mucosa
intestinal e a presenca desses parasitas manteve-se intacta nessa regido (Galisteo
Jr., 2008). Nosso ensaio de imunizacdo mostrou a presenca de uma resposta imune
na mucosa intestinal com producéo de anticorpos especificos nas fezes dos animais
imunizados em ambas via de indculo.

No modelo de imunizacéo estudado, avaliamos a producao de anticorpos anti
T. gondii por células esplénicas de memoria por IVIAP. Camundongos BALB/c e
C57BL/6J imunizados com taquizoitos T. gondii irradiados por via oral e por via
intraperitoneal, produziram niveis significativos de anticorpos IgG especificos por
células esplénicas, com maiores niveis de anticorpos em animais imunizados por via
intraperitoneal. Outros autores relataram a presenca de producdo de anticorpos
especificos por células B de memoria no baco de pacientes vacinados com virus
vaccinia. Essas células produziram anticorpos especificos mesmo apés décadas da
vacinagdo, com reducdo de células de memoria em pacientes esplenectomizados,

mas nao perda total de circulacdo dessas células e producdo de anticorpos
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especificos (Mamani-Matsuda et al., 2008). Nossos dados mostraram que ambas as
linhagens de camundongos imunizados, independentemente da via do indculo,
apresentaram ceélulas esplénicas de memoria com producdo de anticorpos anti T.
gondii ap6s 15 dias da ultima dose. Foi possivel notar essa producdo de anticorpos
em 3 horas de ensaio, mostrando que a imunizagcdo induz uma memdria nesse
orgdo com células comprometidas e com o antigeno, demonstrando que no decorrer
dos dias essa producao de anticorpos IgG especificos aumentam significamente.

Nossos dados também indicaram que na medula 6ssea ocorre uma resposta
especifica ao agente, sendo que células dessa regido em camundongos BALB/c e
C57BI/6, imunizados tanto por via oral como por intraperitoneal, apés 15 dias da
ultima dose, apresentaram niveis significativos de anticorpos anti T. gondii. A
resposta imune humoral na medula éssea pode ser observada em camundongos
esplenectomizados e camundongos deficientes de linfotoxina-alfa (ndo apresentam
linfonodos e nem placas Peyer). Esses animais foram desafiados com Salmonella
typhimurium e detectaram-se células produtoras de anticorpos especificos em sua
medula 6ssea (Cariappa et al., 2007). Outros autores discutem que 0s eventos
imunolégicos para induzir uma memoéria se localizam em o6rgdos linfoides
secundarios, mas também ocorre uma recirculacao dessas células para a medula
0ssea, sendo considerada de grande importancia na inducdo da resposta imune
humoral (Pillai e Cariappa, 2009). Nossos dados sugerem que a medula 6ssea, além
de ser um 6rgao linféide primario, pode ser um importante 6rgao linféide secundario
com presenca de células B de memadria com producao de anticorpos especificos.

A gqualidade dos anticorpos mostrou uma alta afinidade com o antigeno por
células da medula 6ssea e esplénicas por IVIAP de camundongos BALB/c e
C57BL/6J imunizados por via oral e por via intraperitoneal. A producéo de anticorpos
por essas células foram similares a producéo de anticorpos por células do baco e da
medula 6ssea de camundongos infectados com a cepa ME-49, mostrando que a
resposta imune humoral na vacinagcdo é semelhante com a resposta da infeccéo,
sendo que a producdo de anticorpos de alta afinidade € encontrada em maiores
niveis em animais infectados. A presenca de células de memadria € um componente
importante para imunidade humoral a longo prazo (Mamani-Matsuda et al., 2008). A
afinidade dos anticorpos depende da ativacao das sinapses imunoldgicas durante a
maturacdo da resposta do antigeno especifico, sendo de grande importancia no

processo de producéo de células B de memoria e células produtoras de anticorpos
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especificos de alta afinidade (McHeyzer-Williams e McHeyzer-Williams, 2005). A
capacidade de um imundgeno ativar a cascata de processos imunoldgicos, gerando
a producédo de células de memoéria e de células produtoras de anticorpos por longa
vida, explica o sucesso das vacinas utilizadas atualmente (Goins et al., 2010). Nosso
modelo vacinal induz uma resposta imune humoral de memadria com producdo de
anticorpos de alta afinidade por células da medula 6ssea ou esplénicas em
camundongos BALB/c e C57BL/6J em ambas as vias de in6culo utilizadas.

Outra forma de elucidar essa resposta de memdria € através da técnica do
ELISPOT, que permite determinar o numero de células responsivas a um antigeno
(Baxendale et al., 2010).0 ELISPOT depende da homogeneidade de epitopos para
a deteccdo do numero de células ao nivel da resolucédo atual (Kalyuzhny, 2009),
sendo que para avaliar uma resposta especifica ha necessidade de purificacdo de
uma determinada proteina especifica ao agente (Sedgwick, 2005). Nossos ensaios
de ELISPOT com extratos antigénicos totais e células esplénicas e de medula 6ssea
nao mostraram resultados identificaveis no nivel de deteccéo atual. Isto se deve a
multiplicidade de epitopos no extrato total, ndo havendo densidade de um epitopo
suficiente para permitir a identificacdo da producédo de IgG especifica por células
isoladas. Para a realizacdo dessa técnica, ha necessidade do uso de proteinas
purificadas ou recombinantes do agente para obter uma resposta especifica por
ELISPOT (Tuaillon et al., 2006). Estudos recentes utilizam essa técnica para avaliar
uma resposta com producdo de anticorpos a proteinas especificas, como resposta
de células B de memodria para Toxoide Tetanico em células de amigdalas humanas,
avaliando a resposta imune de memdria com uma variedade de antigenos
relacionados (Cao et al.,, 2010). Nesse mesmo estudo, 0s autores comparam 0S
resultados achados no ELISPOT com o ELISA do sobrenadante da cultura, de certa
forma um IVIAP, utilizando a producdo de anticorpos com mesmo tipo celular,
mostrando uma alta similaridade nos resultados. O IVIAP permite verificar células
responsivas ao antigeno com producao de anticorpos in vitro em cultura celular de
curto ou em longo prazo na presenca do antigeno. Alguns autores avaliaram essa
técnica para deteccdo de anticorpos IgG especificos produzidos por linfocitos do
sangue periférico de pacientes com estado indeterminado de infeccdo por HIV-1,
pois o IVIAP permite analisar o estado soroldgico real do paciente. Essa técnica é
facilmente reproduzida e mostra uma melhoria no diagnostico precoce (Bellei et al.,

1996). Estudos mais recentes mostraram a eficacia do IVIAP em pacientes com
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infeccdo cronica por virus da hepatite C (HCV) e determinam, eventualmente,
informagdes complementares sobre a atividade da doenca, a resposta do paciente
ao tratamento e o monitoramento da infecgcdo ndo s6 por HCV como para outros
patogenos. A producdo de anticorpos por IVIAP reflete a estimulacdo antigénica
persistente do sistema imunoldgico, provavelmente induzida pela infeccdo ou
imunizacao (Oliveira et al., 2003). A utilizacdo do IVIAP em dois 6rgdos centrais da
resposta imune humoral mostra que a imunizacdo com taquizoitos T. gondii
irradiados em camundongos induzem uma memoria celular que caracteriza uma
circulacdo de células de memdria produtoras de anticorpos especificos tanto na
medula 6ssea como no baco.

Para verificar a protecdo induzida pela imunizacdo com taquizoitos de T.
gondii irradiados, desafiamos os camundongos imunizados com diferentes cepas
cistogénicas do parasita. A protecdo pode ser medida na toxoplasmose contra a
infeccdo de forma qualitativa (auséncia do agente) ou contra a doenca de forma
guantitativa (menor nimero de agentes no hospedeiro), como descrito (Dziadek et
al., 2009). Avaliando a protecdo quantitativa, camundongos BALB/c, imunizados
tanto por via oral como por via intraperitoneal com taquizoitos T. gondii irradiados e
desafiados com a cepa ME-49, apresentaram uma menor quantidade de cistos no
cérebro, quando comparamos com o0s camundongos que nao receberam a
imunizacdo, podendo ser normalizada para uma proporcédo de infeccdo menor em
relacdo ao animal controle. Na protecdo quantitativa dos camundongos BALB/c
imunizados e desafiados com a cepa P e VEG também houve uma protecdo em
relacdo ao animal infectado. Camundongos infectados com a cepa ME-49 (tipo Il)
apresentam uma viruléncia maior em relacdo as outras cepas, tanto VEG como P
(tipo III). Podemos observar que essas cepas VEG e P apresentam uma resposta
similar e caracteristicas semelhantes, pois a infeccdo por cepa do tipo Il apresenta
uma patologia e mortalidade maior em camundongos do que animais infectados com
as cepas do tipo lll (Sibley, 2009). Nossos ensaios mostram que a cepa ME-49
apresenta maior viruléncia em relacdo as outras cepas estudadas, como foi
demonstrado por outros autores (Pena et al., 2008).

Nos camundongos C57B/6j imunizados tanto por via oral como por via
intraperitoneal e desafiados com a cepa ME-49 também houve uma protecédo
quantitativa de menor intensidade. A protecdo quantitativa também é observada em

camundongos C57BL/6J imunizados e desafiados com cepas P e VEG,
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independentemente da via do in6culo. Camundongos C57B/6j apresentam maiores
nameros de cistos cerebrais, devido a sua suscetibilidade a infec¢cdo por T. gondii,
no entanto, camundongos BALB/c apresentam menores numeros de cistos devido a
resisténcia a infeccao (Williams et al., 1978). Outros autores também relataram que
camundongos C57BL/6J sdo mais suscetiveis a infeccdo pelo parasita com namero
maior de cistos cerebrais do que camundongos BALB/c (Fux et al., 2003).
Takashima et al. (2008) mostraram que camundongos C57BL/6J infectados com
taquizoitos marcado com fluoresceina foram detectados cistos no cérebro desses
animais no quarto dia, enquanto nos camundongos BALB/c ndo foram encontrados
cistos marcados.

Na protecdo contra a infeccdo, apesar da alta viruléncia causada pela
infeccdo por cepa ME-49, os camundongos BALB/c imunizados tanto por via oral
como por via intraperitoneal apresentaram 80% de protecdo, semelhante a cepa P.
Os camundongos C57BL/6J imunizados e desafiados mostraram uma
suscetibilidade total a infeccdo por cepa ME-49, com protecdo parcial nos
camundongos imunizados por via intraperitoneal e desafiados com cepa P e VEG,
que apresentam 80% e 75% de protecdo, respectivamente. Ha varios estudos sobre
vacina para toxoplasmose que avaliam uma protecdo induzida pela imunizacdo
atraves de desafios. Na revisdo realizada por Jongert e colaboradores (2009), foram
comparados diferentes modelos vacinais e desafios, reunindo os trabalhos sobre
vacinas para toxoplasmose utilizando diversos modelos, como parasitas vivos ou
atenuados (Buxton et al., 1991), inativados (Pettersen, 1988), antigenos brutos ou
purificados (Brinkmann et al., 1993), antigenos recombinantes (Jongert et al., 2008),
plasmideo (Xue et al., 2008) ou a até mesmo utilizacdo de vetores vivos ou
atenuados (Cong et al., 2005). A maioria dos estudos usa apenas uma forma de
definir a protecdo sem avaliar a protecdo qualitativa em camundongos, mas
apresentam diferentes graus de imunidade e reducdo da carga parasitaria no
cérebro. Para preparacdo de um modelo vacinal para toxoplasmose € necessario
visar pontos estratégicos, ndo apenas a sobrevivéncia ou menor infeccdo, mas
abordar uma imunidade protetora de forma total. O desafio oral simulando a
infeccdo, o uso de mais de um tipo de cepa do parasita para o desafio e diferentes
linhagens de camundongos devem ser preconizadas para verificar a eficacia da
imunizacdo em situacdes genéticas distintas (Jongert et al., 2009). Nosso modelo

vacinal, com a utilizagdo de taquizoitos de T. gondii irradiados, além de induzir uma
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imunidade protetora contra diferentes cepas cistogénicas do agente, mostra a
reducdo de numeros de cistos cerebrais e, em alguns casos, como em
camundongos BALB/c imunizados e desafiados com a cepa ME-49, a reducao total
de cistos pela microscopia convencional, induzindo uma resposta imune de memoaria
em dois orgdos do sistema imunoldgicos estudados, com producdo de anticorpos de
alta afinidade e uma resposta similar a infecgéo natural.

Através de correlacdes estatisticas, procuramos elucidar quais dos eventos
imunologicos estudados se relacionavam com os tipos de protecdo encontrados.
Segundo Plotkin, a determinagcdo da correlagdo entre protecdo e eventos €,
frequentemente, a primeira etapa para o desenvolvimento de uma vacina contra uma
doenca. Geralmente as vacinas atuais sao avaliadas pela inducdo de anticorpos no
SOro ou na mucosa, onde o objetivo é bloquear ou interferir na infec¢cdo, com poucos
estudos funcionais no sentido da neutralizagdo do agente (Plotkin, 2008). A maioria
dos estudos sobre vacinas para toxoplasmose ndo fazem esse tipo de analise
(Jongert, 2009), baseando-se geralmente na producdo de anticorpos especificos,
tanto sistémicos como na mucosa, mas nao verificam se estes apresentam
realmente uma eficacia durante o desafio. Em nosso trabalho, apds verificar a
resposta induzida pela imuniza¢cdo com taquizoitos irradiados, correlacionamos com
a protecdo tanto quantitativa como qualitativa dos animais imunizados para verificar
0S eventos responsaveis pela protecao.

Quando analisamos a correlacdo da protecdo quantitativa com as trés cepas
cistogénicas utilizadas no desafio com todos os eventos imunolégicos, observamos
gque ndo houve significancia dos eventos pela viruléncia da cepa ME-49. A
correlagcdo quantitativa entre as cepas do tipo Il (cepa P e VEG) utilizadas no
desafio mostra uma significante producédo de anticorpos no soro e por células da
medula 0ssea e do baco, e a producéo de anticorpos de alta afinidade tanto no soro
como por células da medula 6ssea e do baco. Quando analisamos a correlagéo
guantitativa somente com os animais imunizados com a cepa do tipo Il (ME-9) com
0s eventos imunolégicos, houve significancia na presenga de anticorpos IgA no soro.
Esses resultados sugerem que a presenca de anticorpos € importante para impedir a
doenca, mas ndo a infeccdo. Plotkin (2001) descreveu algumas vacinas que
protegem o hospedeiro, principalmente através de anticorpos séricos, como vacinas

contra tétano (Dokmetjian et al., 1998), doenca de Lyme (Steere et al., 1998),
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hepatite A (Conrad e Lemon, 1987), raiva (Turner, 1978) e febre amarela (Mason et
al., 1973).

A correlacédo da protecdo qualitativa mostrou resultados similares a protecéo
correlacdo quantitativa, exceto por apresentar o IgA nas fezes significante no desafio
com as cepas do tipo lll, além da producéo de anticorpos de alta afinidade no soro e
a producdo de anticorpos por células da medula 6ssea e do baco. Nossos dados
sugerem que a presenca de IgA na mucosa intestinal impede a infeccdo do parasita
no hospedeiro, diminuindo a carga parasitaria e, consequentemente, a doenca. A
presenca de células B intestinais produzindo IgA mantém uma relagdo mutualistica
com as bactérias. A baixa atividade inflamatéria da IgA impede a entrada néo s6 de
bactérias como de outros patégenos, sem causar nenhum dano inflamatério no local
(Cerutti, 2010). Outros autores também avaliaram a importancia da IgA presente na
superficie de mucosa em outras doengas como poliomielite (Ogra e Karzon, 1969),
rotavirus (Matson et al.,1993) e influenza (Ennis et al., 1982).

Além disso, a producéo de anticorpos anti T. gondii por células de memoria do
baco e medula 6ssea mostrou uma relacdo importante tanto na protecdo quantitativa
como na protecdo qualitativa. Outros estudos mostraram que camundongos
vacinados com taquizoitos de T. gondii ndo virulentos, apresentaram uma maior
sobrevida apds o desafio com cepa virulenta, sugerindo que a producdo de
anticorpos especificos por células B protegem “in vivo” a infeccdo, bloqueando a
entrada dos taquizoitos nas células hospedeiras (Sayles et al., 2000). A importancia
de células B de memdéria também foi demonstrada com a vacinagdo contra hepatite
B (West e Calandra, 1996). O sistema imunoldgico é complexo e redundante, sendo
gue uma vacina para proteger o individuo deve induzir uma variedade de
mecanismos para defender contra o agente invasor. As vacinas atuais mostram
principalmente a acédo de anticorpos na circulacao que impedem a infec¢ao (Plotkin,
2001), mas é de grande importancia o estudo de imunidade de mucosas para
agentes patogénicos gastrointestinais, como T. gondii.

Vacinas para toxoplasmose devem visar a protecdo do hospedeiro contra a
infecgdo, impedindo a entrada do parasita nas ceélulas hospedeiras, evitando a
formacdo de cistos teciduais e, consequentemente, a doenca (Martinez-Gomes et
al., 2009). A infeccao por T. gondii pode implicar em alteragdes comportamentais do
hospedeiro, o que ja foi relatado em estudos realizados com camundongos

infectados que apresentam uma alteracdo comportamental, sendo afetada a
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coordenacdo motora e sensorial (Gulinello et al., 2010). Cabe ressaltar que esses
animais tém uma afinidade com os felinos, e essa alteragédo faz com que o parasita
entre em contado com seu hospedeiro definitivo para ocorrer a reproducdo sexuada
(Webster e McConkey, 2010). Essa alteracdo comportamental também é relatada
em pacientes com infeccdo por T. gondii, onde alguns casos apresentaram uma
deficiéncia de reflexo maior que o grupo nado infectado (Alvarado-Esquivel et al.,
2010). Uma vacina para toxoplasmose nao deve induzir este tipo de alteracdo. Esta
restricdo € lembrada em estudos de vacinais para humanos, mas nao € pertinente
em modelos de vacinas para animais, especialmente os felinos.

Nosso estudo, utilizando um modelo de imunizacdo para toxoplasmose,
evidenciou uma protecdo parcial contra desafios com diferentes cepas cistogénicas
do agente. Na imunizacdo com taquizoitos irradiados ndo ha formacdo de cistos
teciduais nos animais e ha uma inducdo da resposta imune similar a infeccdo. Na
toxoplasmose, os felinos sédo responsaveis em contaminar o ambiente (Dubey,
2004), e o desenvolvimento de uma vacina oral para esses animais é de grande
importancia para ndo ocorrer a transmissdo da doenca para humanos ou outros
animais. A vacinacdo de gatos domésticos ndo seria dificil. O problema maior da
toxoplasmose esta nos felinos selvagens, presentes em ambientes de dificil acesso,
tornando-se importantes na disseminacdo da doenca. Para vacinar também esses
felinos, a vacina poderia ser produzida e distribuida como iscas atrativas. Esse
modelo ja € empregado com sucesso para a imunizacdo da raiva (RABORAL VR-
G®, Rhone Merieux, Inc., Georgia, USA) e sdo eficientes na imunizacdo de caes,
raposas, gatos e outros animais que se localizam em grandes areas de dificil acesso
(Mackowiak et al., 1999). Nossos estudos mostram que a imunizagdo com
taquizoitos de T. gondii irradiados pode ser uma vacina efetiva por via oral para uso
em felinos e outros animais, diminuindo a contaminagcdo ambiental e
consequentemente a contaminagcao do homem e dos animais de criacao.

Os ensaios realizados neste trabalho foram feito com técnicas relativamente
simples e de baixa complexidade, apresentando resultados significativos. Essas
técnicas poderiam ser utilizadas em uma Unica coleta do individuo vacinado para
avaliar a resposta imune humoral com producéo de anticorpos séricos, assim comoe
a memoria imunoldgica, analisando a producao de anticorpos por IVIAP.

Em conclusdo, a abordagem aqui utilizada mostrou-se efetiva na

determinacdo da memoria imunolégica em seus varios aspectos, abrindo
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perspectivas para o uso de vacinas com taquizoitos de T. gondii irradiados em

modelos de prevencao da toxoplasmose animal e quem sabe humana.
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7 CONCLUSAO

Camundongos BALB/c e C57BL/6J imunizados por via oral e por via
intraperitoneal com taquizoitos de Toxoplasma gondii irradiados com uma dose de
255Gy induziram uma memoria imunologica com producdo de anticorpos anti-T.
gondii por células do baco e da medula 6ssea com producdo de anticorpos

especificos séricos.

Especificas

e Camundongos BALB/c e C57BL/6J imunizados por via oral ou por via
intraperitoneal com taquizoitos de Toxoplasma gondii irradiados induziram
uma resposta imunolégica com producdo de anticorpos IgG anti-T. gondii

séricos, mais com baixa afinidade;

e Camundongos BALB/c e C57BL/6J imunizados induziram uma resposta

imunolégica com producéo de anticorpos IgA anti-T. gondii séricos;

e Camundongos BALB/c e C57BL/6J imunizados induziram uma resposta
imunolbgica na mucosa, com secrecdo de anticorpos anti-T. gondii IgA nas

fezes;

e Células da medula 6ssea e do baco de camundongos BALB/c e C57BL/6J

imunizados produziram anticorpos anti-T. gondii in vitro;

e Anticorpos de alta afinidade foram produzidos em ambos 0s grupos

imunizados por células da medula éssea e do baco;

e Camundongos BALB/c e C57BL/6J imunizados induziram uma protecao
contra desafios, independentemente do genotipo da cepa.
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