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RESUMO

da Costa A. Mecanismo de reconhecimento e processamento imune de antigenos
aprimorados por radiagdo gama na toxoplasmose (Tese). Sao Paulo: Instituto de
Medicina Tropical da Universidade de Sao Paulo; 2019.

A toxoplasmose, causadas por protozoario Apicomplexa, Toxoplasma gondii, €
amplamente disseminada e pouco sintomatica. A infeccdo crénica mantém cistos
residuais por toda a vida, mas protege da reinfecgdo. Neste cenario complexo, vacinas
com cistos residuais nao sao factiveis e vacinas de subcomponentes resultam em baixa
protegdo. A radiagao ionizante foi usada para aprimoramento de imunogenos tanto vivos
ou de subcomponentes. O uso da radiagao gama em extratos soluveis de taquizoitos de
T. gondii foi eficiente na protecdo de camundongos contra a infecgao utilizando diferentes
cepas, sem adjuvantes e de facil conservacgao. O antigeno irradiado passa por alteragdes
fisicas sem adigdo de novas moléculas, com agregacao de proteinas, quebras de cadeias
e reacgOes oxidativas, que podem melhorar seu direcionamento a receptores celulares em
células apresentadoras de antigeno (APC). Os extratos irradiados apresentaram
alteragdes estruturais minimas afetando 60% das proteinas, mas com manutengéo das
caracteristicas antigénicas e imunogénicas. O extrato irradiado a 1500Gy (STag 1500Gy)
induziu maior protecdo e maior resposta humoral que o extrato nativo (p<0.05), mais
evidente na dose de 10ug/animal, com altos indices de anticorpos IgG especificos e
maior maturagédo da afinidade de IgG especifica, com eficiéncia similar ou inferior em
doses maiores. Animais imunizados com STag 1500Gy apresentaram maiores
proporgdes de linfécitos B e T CD4" de memoria, enquanto que a imunizagdo com
taquizoitos integros irradiados mostrou aumento de linfécitos T CD8*, ambas muito
maiores que a induzida por STag nativo. Construimos STag marcados por via
biossintética ou por acoplamento a diferentes marcadores n&o-oxidativos. STag®H
1500Gy apresentou captagao maior e mais duradoura por macrofagos, sem degradagao
como STag®H nativo. O uso de STags fluorescentes, mostrou que a maior ligagdo do
STag 1500Gy nao € relacionada a susceptibilidade a proteases, dada a mesma
sensibilidade dos extratos para as peptidases testadas, além de permanecer na célula
por muito mais tempo. Na presencga de bloqueadores de receptores Scavengers Dextran
sulfato (SRA) e Probucol (CD36), a ligagao e captagao por macrofagos do STag 1500Gy
foi mais afetada por inibidores de radicais oxidados (CD36) do que por inibidores de
radicais negativos (SRA). Em macréfagos peritoneais de camundongos deficientes do
receptor Scavenger CD36 (KOCD367), observamos uma cinética inversa a que foi obtida
em macrofagos normais, com menor incorporagdo do STag 1500Gy, fato comprovado
tanto por ensaios quantitativos como por ensaios em células individuais por citometria de
fluxo. Os animais KOCD36" ndo mostram produgdo significativa de IgG especifica em
todos os imundgenos usados, e foram altamente suscetiveis ao desafio com cepas
viaveis de T. gondii agressivas ou cistogénicas. O transplante de macrofagos peritoneais
normais “primados” com STag 1500Gy em animais KOCD36™ mostrou aumento de IgG
especifica em soro de animais recipientes. A melhor imunogenicidade dos antigenos
irradiados deve ser relacionada a captacao de proteinas oxidadas via CD36, que dirige
estes antigenos para via intracelular favoravel a sua apresentacao para resposta imune
adaptativa. Nossos resultados mostram que a radiagao ionizante foi capaz de modificar
proteinas dos STag tornando seu processamento por células imunes mais eficiente, sem
a adigao de adjuvantes ao processo.

Descritores: Toxoplasma gondii. Vacinas. Antigenos. Receptores de Antigenos.
Radiagao ionizante. Proteinas



ABSTRACT

da Costa A. Mechanism of recognition and immune processing of antigens enhanced by
radiation gamma in toxoplasmosis (Thesis). Sdo Paulo: Instituto de Medicina Tropical da
Universidade de Sao Paulo; 2019

Toxoplasmosis, caused by the protozoan Apicomplexa, Toxoplasma gondii, is widely
disseminated and little symptomatic. Chronic infection maintains residual cysts
throughout life, but protects from reinfection. In this complex scenario, vaccines with
residual cysts are not feasible and vaccines of subcomponents result in low protection.
lonizing radiation was used for enhancement of either live or subcomponentimmunogens.
The use of gamma radiation in soluble extracts of T. gondii tachyzoites was efficient in
protecting mice against infection using different strains, without adjuvants and easy
management. The irradiated antigen undergoes physical changes without addition of new
molecules, with protein aggregation, chain breaks and oxidative reactions, which can
improve its targeting to cellular receptors in antigen-presenting cells (APCs). The
irradiated extracts showed minimal structural alterations affecting 60% of the proteins, but
with maintenance of the antigenic and immunogenic characteristics. The extracts
irradiated at 1500Gy (STag 1500Gy) induced greater protection and higher humoral
response than the native extract (p <0.05), more evident at a dose of 10ug/animal, with
high specific IgG antibody levels and increased maturation of specific IgG affinity, with
similar or lower efficiency at higher doses. Animals immunized with STag 1500Gy
presented higher proportions of memory lymphocytes B and CD4" while immunization
with irradiated intact tachyzoites showed an increase in CD8* lymphocytes, both much
larger than that induced by native STag. We construct STag labeled by biosynthetic
pathway or by coupling to different non-oxidative markers. STag®" 1500Gy showed
greater and longer uptake by macrophages, with no degradation as STag*" native. The
use of fluorescent STags showed that the greater binding of the STag 1500Gy is not
related to the loss of protease susceptibility, given the same sensitivity of the extracts for
peptidases, besides remaining in the cell for much longer time by fluorescence. In the
presence of Scavengers receptor blockers Dextran sulfate (SRA) and Probucol (CD36),
binding and uptake of STag 1500Gy in macrophages was more affected by oxidized
radical (CD36) inhibitors than by negative radical inhibitors (SRA). In peritoneal
macrophages of Scavenger receptor CD36 deficient mice (KOCD36™), we observed an
inverse kinetics, with less incorporation of STag 1500Gy, as evidenced by both
quantitative assays and individual cells by cytometry flow, compared to wild type
macrophages. KOCD36 animals did not show significant production of specific IgG in all
immunogens used, and were highly susceptible to challenge with viable strains of
aggressive or cistogenic T. gondii strains. Transplantation of normal peritoneal
macrophages “primed" with STag 1500Gy induced increase of specific IgG in sera from
CD36"recipient animals. The best immunogenicity of the irradiated antigens should be
related to the uptake of oxidized proteins via CD36 in APCs, which directs these antigens
to the intracellular route favorable to their presentation for adaptive immune response.
Our results show that ionizing radiation was able to modify STag proteins, making its
processing by immune cells more efficient without the addition of adjuvants to the process.

Key words: Toxoplasma gondii. Vaccines. Antigens. Antigens receptors. lonizant
radiation. Proteins.
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1 INTRODUGAO

1.1 Toxoplasmose e Toxoplasma gondii.

O parasito Toxoplasma gondii foi descrito pela primeira vez em 1908, por Nicolle
e Manceaux, em tecidos dos 6rgaos do roedor, Ctenodactylus gundi, utilizado na
pesquisa de leishmaniose no laboratério Charles Nicolle, no Instituto Pasteur na
Tunisia. No Brasil, o parasito foi descrito por Splendore nos tecidos dos érgaos de
um coelho'. O T. gondii apresenta uma vasta variedade de hospedeiros
intermediarios, tais como aves e mamiferos, incluindo o homem, e tem como
hospedeiro definitivo os felideos 2. A toxoplasmose pode ser adquirida pela ingestao
de alimentos contaminados por oocistos esporulados, que sdo eliminados junto as
fezes dos felinos, ou de carnes malcozidas contendo cistos teciduais®. Embora seja
uma infeccdo benigna em pacientes imunocompetentes, em individuos
imunodeprimidos, como portadores de HIV ou transplantados, a toxoplasmose pode
causar graves complicagdes®. A infecgdo aguda materna durante a gravidez pode
atingir o feto (infecgéo congénita) podendo levar a cegueira, aborto, retardo mental,
hidrocefalia ou até mesmo a morte fetal®.

O T. gondii apresenta trés estagios infecciosos: taquizoitos (Figura 1A), de
rapida divisao; bradizoitos (Figura 1B) de divisdo mais lenta no interior de cistos
teciduais (Figura 1C); e um estagio ambiental, os esporozoitos, no interior de oocistos
(Figura 1E). Taquizoitos (Figura 1A), sdo a forma de disseminagéo e sdo capazes de
invadir qualquer célula nucleada de vertebrados, se multiplicando em um vacuolo
parasitoforo®. Os bradizoitos (Figura 1B), resultam da convers&o de taquizoitos para
o estagio de divisdo mais lenta formando cistos teciduais (Figura 1C). Encontrados
em tecidos cerebrais ou musculares, os cistos teciduais, apresentam um
metabolismo latente adaptado a sobrevivéncia a longo prazo °. Durante sua vida util

os cistos permanecem intracelulares e a morte da célula hospedeira desencadeia o
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rompimento da parede do cisto com a liberacdo de bradizoitos®>. Por serem
resistentes a pepsina acida, sdo transmitidos através da ingestdo’. Os esporozoitos
(Figura 1D) sao estruturas de 12 a 13 um, que apos a esporulagao apresentam dois
esporocistos contendo quatro esporozoitos® (Figura 1E). O oocisto apresenta uma
parede robusta que protege o parasito de danos mecanicos e quimicos, o0 que
permite sua sobrevivéncia por longos periodos®. Em areas quentes, Umidas e de
baixa altitude a infecgéo é frequentemente mais alta, ja que os oocistos sobrevivem

em ambientes que apresentam estas caracteristicas®.

30



Da Costa, A., 2019

Figura 1- Estagios infecciosos de T. gondii. A- Taquizoitos no interior de
macrofagos peritoneais; B- Bradizoitos; C- Cistos tecidual, contendo
centenas de bradizoitos; D- Oocisto ndo esporulado; E- Oocisto nao
esporulado, indicando dois esporocistos (cabega das das setas) e um
esporozoitos (setas menores). Figura adaptada®

1.2 Ciclo de vida.

O T. gondii apresenta um hospedeiro definitivo no qual ocorre a reprodugao
sexuada (felideos), e um intermediario no qual ocorre a replicagdo assexuada
(animais de sangue quente, incluindo o homem)'®. Apés a ingestéo dos cistos e
destruicdo de sua parede, os bradizoitos se estabelecem no interior de enterécitos

onde sofrem multiplicacdes assexuadas?. Nesta etapa do desenvolvimento sexual,
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ha a formag&o de gametas masculinos e femininos''. Apds a fertilizagéo os oocistos
no interior dos enterécitos, sao liberados e excretados como formas nao esporuladas
nas fezes dos gatos'2.

No ambiente externo ha o processo de esporogonia, com redugdo meiotica e
alteracdes levando a formagao de um oocisto esporulado contendo dois esporocistos
com quatro esporozoitos haplodides''. A liberagdo dos oocistos ocorre de 3 a 7 dias

apos a ingestdo de cistos teciduais®'".

No ambiente, os oocistos infectam os
hospedeiros intermediarios por ingestdo de comida ou agua contaminados. No
interior das células dos hospedeiros intermediarios, o parasito desenvolve-se
assexuadamente. Apds a ingestdo de oocistos, os esporozoitos sdo liberados,
penetrando no epitélio intestinal se diferenciando em taquizoitos®. Os taquizoitos se
replicam por endodiogenia no interior de células nucleadas e se disseminam no
hospedeiro™. Quando os taquizoitos se diferenciam para bradizoitos, surgem ent&o
os cistos teciduais que podem permanecer por toda a vida no hospedeiro, no cérebro
ou musculatura’. Com a ingestao destes cistos pelo hospedeiro intermediario, em
carnes cruas ou malcozidas, ha a liberagdo de bradizoitos®>. Se a fase aguda da

infecgdo ocorre na gravidez, o parasito atravessa a placenta causando danos ao

feto®.
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Figura 2- Ciclo de vida do Toxoplasma gondii. Biologia, infec¢ao e replicagao dos
estagios infectantes do parasito em seus hospedeiros. Figura
adaptada’.

1.2.1 Aspectos epidemiolégicos da Toxoplasmose.

1.2.1.1 Toxoplasmose em humanos.

A toxoplasmose tem uma ampla distribuicdo e uma taxa humana global de
25-30%"4. Em imunocompetentes a toxoplasmose é controlada pela resposta imune
do hospedeiro na fase aguda da infecgdo, porém em alguns casos pode levar ao
comprometimento ocular, tanto na fase congénita (na primo-infecgédo materna), como
ap6s o nascimento. Estima-se que um terco da populagcdo mundial possa ter

anticorpos para toxoplasmose. Os indices de soropositividade podem ser
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relacionados a fatores climaticos®, socioecondmicos, culturais, geogréaficos e habitos
alimentares®.

Na América Latina a prevaléncia para toxoplasmose pode variar de 40% a
70%®. No Brasil, estima-se que 60% da populagdo adulta da Grande Séao Paulo seja
soropositiva para o T. gondii'®, porém esses indices podem ser diferentes em
populagdes do Norte e Sul do pais, devido aos diferentes habitos alimentares™®. A
prevaléncia da infec¢do foi estudada desde regides como Amazonas até a Regido
Sul do pais, mostrando que a soroprevaléncia alcanca de 50% a 83%, e que esse
aumento varia de acordo com idade, nivel sécio cultural e consumo de agua nao
tratada. A prevaléncia da infecgdo em 5 populagdes diferentes na regido Amazdnica,
variou de 56,2% a 73,9%, e em estudo realizado em 3 diferentes populagbes
indigenas brasileiras, constatou-se uma prevaléncia de 55,6% a 80,4%'". Em paises
tropicais como Colédmbia e Venezuela, a prevaléncia é maior em relagdo a locais
aridos ou regides frias, e em regides com maior altitude a prevaléncia € menor
comparada a regiées sob o nivel do mar®.

A prevaléncia de toxoplasmose congénita, varia entre as regides. Estudos
mostraram uma prevaléncia de 91,6% de toxoplasmose congénita no Estado do Mato
Grosso do Sul'®, enquanto no Parana'®, essa prevaléncia foi de 49,2%. Em
contrapartida no Rio Grande do Sul, estudos mostraram que a cada 1.000
nascimentos no estado, 1,2 s&o afetados pela toxoplasmose congénita®®. De acordo
com o trimestre da gravidez a infecgao pode levar a danos oculares e até cegueira.
Os recém-nascidos infectados podem nao apresentar sinais clinicos ao nascer, e
posteriormente a infecgdo pode se manifestar com corioretinite, lesées oculares, e
em casos extremos a toxoplasmose pode levar a calcificagdes cerebrais e até mesmo
retardo mental com comprometimento sensorial, ou até mesmo aborto?'. Em paises
como os EUA, cerca de 400 a 4000 casos de toxoplasmose congénita foram

documentados?, enquanto em paises europeus como Franca e Austria, estima-se
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que a cada 1000 nascimentos, 3 a 4 nascimentos sejam afetados pela toxoplasmose
congénita®®. No Estado de Sao Paulo, estima-se que cerca de 230 a 300 criangas
sejam infectadas por ano®.

A reativagao da infecgao latente em pacientes imunocomprometidos tem alta
relagdo com a toxoplasmose®®. Em pacientes portadores da AIDS, o parasito
desenvolve uma série de sintomas, sendo encefalite 0 mais frequente, com a rapida
multiplicacéo dos taquizoitos ha a destrui¢do de tecidos neurais®. Nestes individuos
pode ocorrer a reativagdo da infeccdo pela presenga de cistos latentes, com a
liberacao de bradizoitos, que se transformarao em taquizoitos levando a um quadro
grave da infecgdo (principalmente lesdes cerebrais)?®. Na Africa, 50% dos individuos
portadores de AIDS desenvolvem encefalite relacionada a toxoplasmose?’. Nos EUA,
cerca de 20% a 25% dos pacientes portadores de AIDS, desenvolvem a doenga e
apresentam algum agravante?. Nos anos de 1988 e 1991 em S&o Paulo, 21% a 46%
dos casos de encefalite em pacientes com AIDS estavam relacionadas a

toxoplasmose, mostrando uma prevaléncia de 12,2% dos casos™.

1.21.2 Toxoplasmose em animais.

Animais destinados ao consumo humano quando infectados por T. gondii, além
de serem fontes de contaminagéo, representam prejuizos econdmicos aos seus
criadores, devido a abortos e mortes neonatais?. Estima-se que no Uruguai ocorra
perda de 1,4-3,9% dos ovinos em fase gestacional, com um prejuizo em torno de
US$ 1,4-4,7 milhdes de ddlares®®. No Brasil a presenca do parasito em animais
destinados ao consumo é de cerca de 9% dos suinos®, 11% dos bovinos, 17% dos
caprinos e 31% dos ovinos®. Quando se trata da prevaléncia da infecgdo em
caprinos, que sao uma importante fonte de carne e leite em paises subdesenvolvidos,

a soropositividade alcanga 77%. A soroprevaléncia de T. gondii em ovinos em paises
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europeus alcangam 92%, ja que a carne de cordeiro crua e malcozida é considerada
uma iguaria, sendo uma importante fonte de infecgéo nos paises®. Em paises como
a Holanda 30,9% dos suinos e 38,5% dos ovinos apresentam positividade para
infecgao, reafirmando a importancia do consumo de carne como uma das fontes de

contaminacdo humana®.

1.3 Imunidade na Toxoplasmose.

O processo de invasao inicia a partir do contato do taquizoito com a célula
hospedeira. H4 uma reorientacado do parasito, que se posiciona perpendicularmente
a superficie celular através de seu polo apical®®. No momento de sua adesdo, o
parasito secreta a partir das roptrias e micronemas, vesiculas que irdo se fundir com

a membrana do vacuolo®**®

(Figura 3). ApOs a invasao do parasito na célula
hospedeira, ocorre a formagdo do vacuolo parasitéforo, que evita fusbes com
elementos de vias celulares da célula hospedeira, para que nao aconteca fusdes aos
lisossomos®. O T. gondii pode ser caracterizado como um excelente imundgeno
capaz de induzir uma resposta imune inata e adaptativa. A invasdo do parasito na
célula, desencadeia uma ativagao nao especifica de macrofagos e células natural
killer (NK), esta ativacéo limita a proliferagéo do parasito®. Em camundongos, a
ativagdo de macrofagos ocorre pela produgao de IFN-y na presenga de TNF-a, dando
origem a atividade citotdxica dos macréfagos contra o T. gondii *’. A inibigdo da sua
replicacao e sua destruicao, é resultado de mecanismos efetores como mecanismos
oxidativos e nao oxidativos, pela produgao de o6xido nitrico (NO) por macréfagos
ativados por IFN-y, envolvendo NO durante a fase crdnica, inibindo a proliferagéo
cerebral do parasito*®(Figura 3).

Durante a fase tardia da infecgdo, a combinagido da acdo de células NK e

macrofagos ativados por IFN-y, exercem a imunidade inata restrita ao complexo
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principal de histocompatibilidade (MHC)®. Neste estagio, macrdfagos diferenciam-se
em células apresentadoras de antigenos (APC). Neutrofilos, eosindfilos e mastoécitos
também agem no local da infecgéo, e também estdo envolvidos com a resposta
imune inata através da producéo de fatores pré-inflamatérios como a IL-12%. Células
como os fibroblastos, células epiteliais e endoteliais também sdo capazes de diminuir
a proliferagao do parasito a partir de mecanismos ferro dependentes, iINOS, IFN-y e
TNF-a®. Células efetoras estdo envolvidas na resisténcia a infecgéo por T. gondii,
por isso exercem suas fungdes através de atividades citotdxicas e ou/secrecdo de
citocinas envolvidas na regulagéo da reposta imune®. Linfocitos T CD4* e T CD8*
s&o as principais células envolvidas na resisténcia do hospedeiro a infecgao*'. Em
camundongos, linfécitos T CD4" maduros séo divididos em subpopulagdes Th1 e
Th2. Esta divisdo é baseada de acordo com a citocina secretada apos estimulo.
Células Th1 produzem IL-2 e IFN-y, e células Th2 produzem IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10.
Linfécitos T CD4" desenvolvem resisténcia durante a fase inicial da doenca e
imunidade durante a vacinacdo®?. A resisténcia é relacionada a resposta Thf1
induzida pelo IFN-y e pela IL-12, ativando células NK e macréfagos®. Contudo, o
controle da infecgao por T. gondii é relacionado ao resultado da agao entre linfécitos
T CD4" e T CD8". Linfocitos T CD8" sdo ativados por proteinas da superficie do
parasito*', e parecem ser essenciais durante a fase ativa da infecgdo, sendo
relacionado a imunidade protetora®’. Linfocitos T CD8" ativados pela IL-2 excretados
por células T CD4", exercem uma atividade citotoxica contra taquizoitos ou células
infectadas pelo T. gondii *.

A producéo de IFN-y é observada em humanos na toxoplasmose aguda e em
recém-nascidos infectados durante a gravidez. Em camundongos, a secregédo de
IFN-y aumenta a atividade fagocitaria de macréfagos e a atividade citotdxica de
linfocitos T CD8"4. Entretanto, o IFN-y provoca a conversdo de taquizoitos em

bradizoitos ao mesmo tempo em que impede sua ruptura®. A IL-12 desempenha um
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papel importante na toxoplasmose, durante a fase aguda da infecgéo, ativando IFN-
y por células NK e células T CD4" e T CD8". A IL-12 também é essencial durante a
fase crénica da infecgdo mantendo a resposta imune durante muito tempo*®. Estudos
utilizando a combinagao de IL-12 e a proteina recombinante SAG1, demonstraram
resposta imune do tipo Th1 com alta produgéo de IFN-y'". O TNF- a exerce a ativacdo
de macrdéfagos e inibigao da replicagéo do parasito associado ao IFN-y, esta agéo é
observada em camundongos, tanto na fase aguda como na fase crénica da doenga®’.
O TNF-a assim como a IL-12, também estimulam a produgéo IFN-y por células NK,
que desempenham um papel crucial no inicio da resposta inata durante a

toxoplasmose*®.
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Figura 3- Imunidade na toxoplasmose. Esquema demonstrando a invasdo de
taquizoitos na célula hospedeira e as respostas imunes, inata e
adaptativa, na infecgao por T. gondii.

1.4 Vacinas para Toxoplasmose.

Como anteriormente descrito, a transmiss&o da toxoplasmose para humanos,

ocorre a partir da ingestdo de agua ou alimentos contaminados com cistos teciduais,
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ou ingestao de oocistos presentes nas fezes dos gatos. Com isso, ha a necessidade
de medidas profilaticas que agiriam em sua prevengao, o que poderia ocorrer a partir
da imunizagdo. Uma vacina poderia agir na prevengdo da doenga clinica em
humanos; prevengédo da infecgdo em animais destinados ao consumo humano,
evitando a sua transmissdo; a imunizacdo de felinos domésticos, interromperia o
ciclo, e consequentemente a contaminacdo ambiental com oocistos.

A imunizagdo de animais com antigenos isolados, parasitos inativados ou
cepas mutantes, sdo extensamente testadas, porém com niveis de protecdo pouco
satisfatérios. Atualemte a unica vacina comercial para toxoplasmose € a Toxovax®,
de uso exclusivo veterinario, utilizada na Nova Zelandia, para imunizacéo de ovinos,
produzida a partir de taquizoitos da cepa S-48%. A imunizagédo de ovelhas, com
posterior desafio com oocistos, mostrou eficiéncia parcial na protegdo, com
aproximadamente 70% dos fetos livres da infec¢ao, protegendo estes animais de
aborto por até 18 meses. Contudo, essa vacina viva apresenta vida util curta e
demanda cuidados com sua administragdo por se tratar de um patégeno zoonético*.
Além disso modelos vacinais utilizando cepas atenuadas podem apresentar
recuperagao da viruléncia em animais jovens, promovendo a infecgdo com formacgao
de cistos teciduais®.

Até o momento nao existem vacinas destinadas a toxoplasmose capazes de
prevenir infecgbes congénitas ou a formagao de cistos. Com o advento da biologia
molecular, a tecnologia da proteina recombinante e as dificuldades de se obter o
crescimento de parasitos em larga escala, diversos antigenos de T. gondii produzidos
em bactérias foram testados em vacinas. Vacinas baseadas nas proteinas
recombinante SAG1 pareciam ser um alvo na protegao contra toxoplasmose aguda®’,
porém a protegdo completa contra a doenca aguda ou toxoplasmose cronica em
camundongos so foi obtida pelo uso de fortes adjuvantes, como o completo de

Freund’s e QuilA%2. Vacinas de DNA apresentam dificuldades em relacdo a sua
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imunogenicidade®**. Os melhores resultados com vacinas de DNA obtidos para
toxoplasmose, foram obtidos da imunizacdo com a combinacdo de SAG1 com
ROP2%. Diante disso, o uso de vacinas produzidas a partir de um maior espectro de
proteinas antigénicas, e ndo s6 a partir de um unico epitopo, nos leva a crer que o
uso da radiacdo ionizante poderia induzir uma melhor apresenta¢do de antigenos na
auséncia adjuvantes.

A irradiagdo de parasitos como T. gondii, foi utilizada inicialmente com o
objetivo de eliminar a infectividade dos cistos em carnes contaminadas®, ou de suas
formas infectantes, oocistos®’. Nosso grupo demonstrou que taquizoitos da cepa RH
de T. gondii irradiados a 200Gy®?, induziam uma resposta imune humoral similar aos
tratados, demonstrando que a essa dose os parasitos preservam suas caracteristicas
bioquimicas, integridade celular e processos invasivos mas sem reprodugado apos a
invasao celular, induzindo uma imunidade similar a infecgédo natural, que é protetora

de reinfecgdes®'.

1.5 Radiagao ionizante.

A radiagdo como ferramenta util na produgdo de imundgenos vacinais é

586061 rajos-X®? e radiagdo

descrita desde 1950 *°. Estudos com radiagdo gama
ultravioleta®®, agem na atenuacgéo e esterilizagdo dos agentes, e ensaios celulares
mostram que a sua acdo € na maioria das vezes relacionada a perda de sua
capacidade reprodutiva, mas com manutengao das caracteristicas imunogénicas. A
radiagado ionizante age de diversas formas sobre os agentes, além do seu efeito
esterilizante também foi associada ao aprimoramento de imundgenos em
hanseniase® ou na produgédo de antissoros contra venenos®.

Os efeitos da radiagdo gama ionizante podem causar danos diretos ou

indiretos sobre as moléculas dos seres vivos®®. Nos danos diretos, ocorre a
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transferéncia de energia para a molécula alvo, provocando ionizagéo e alteragbes
nas estruturas quimicas e bioldgicas. Nos danos indiretos, ocorre a interagcdo da
radiacdo gama com moléculas do meio, principalmente agua, molécula mais

encontrada nos sistemas bioldgicos formando hidrogénio molecular (H,), peréxido de

hidrogénio (H,0,), radical livre como hidroxila (OH®), que parece ser o principal
responsavel pela agregacao das proteinas, devido a formagéo de ligagdes cruzadas
entre elas®’, elétron aquoso (e.q), atomos de hidrogénio (He) e peroxila (HO2)%.
Acidos nucleicos e proteinas sdo as principais moléculas afetadas, e os fenémenos
relacionados a alteragcbes de proteinas induzidas pela radiacdo diretamente ou
decorrentes da radidlise da agua, demonstraram-se como responsaveis por uma

melhor resposta imunoldgica®’.

1.6 Vacinas e radiagao ionizante.

Um breve histérico do uso da radiagdo gama ionizante, mostra o seu o seu
potencial como ferramenta no aprimoramento de vacinas. O uso da radiacéo foi
satisfatério para helmintos. A irradiagdo de ovos e miracidios de Schitosoma
mansoni®® com doses de 5 a 2000Gy com Co-60, mostrou que ovos e miracidios
irradiados ndo se desenvolveram. A imunizagdo de camundongos com cercarias
irradiadas de 150 a 250Gy, diminuiu a carga de vermes pos-desafio em até 90%%.
Em protozoarios, esporozoito de Eimeria tenella, um protozoario coccidio, foram
observados danos nos mecanismos reprodutivos, resultando em esterilizacdo dos
mesmos’®. Na toxoplasmose, inicialmente a irradiagao foi utilizada como ferramenta
esterilizante de carnes, para prevenir a infectividade de cistos®® ou oocistos®’.

Organismos nucleados tem sido um desafio na produgao de vacinas. Vacinas

para fungos’", protozoarios’? e metazoarios’® tém sido tentadas de inimeras formas,
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mas o melhor resultado induz imunidade semelhante a infecgéo natural, o que nem
sempre € efetivo, ja que estes agentes produzem multiplas infecgdes como no caso
da malaria™. O uso de vacinas atenuadas com cepas menos virulentas n&o é viavel
nestes agentes, e a infecgao residual causada pela vacinagéo, pode ser reativada
em condi¢des clinicas como imunossupressao por infecgdes ou tratamentos, tendo
sua aplicacéo voltada apenas ao uso veterinario em animais ndo destinados para
producdo de carne®. A Unica vacina estéril existente contra protozoarios do filo
Apicomplexa foi produzida pela radiacdo ionizante’®, representando a primeira
geracdo de vacinas esterilizadas pela exposicdo a radiagado’®. Desde 1970, estudos
em humanos’’” demonstraram que esporozoito atenuados pela radiacéo sdo potentes
indutores de imunidade protetora e sdo imundgenos seguros pois ndo dao origem as
infeccdes eritrocitarias na fase assexuada na infecgéo por malaria’®.

Na maioria dos estudos de irradiagéo de parasitos como T. gondii*®*°

, outros
protozoarios’ ou helmintos®, observa-se a acdo da radiacdo ionizante a nivel
gendmico, metabdlico ou fisioldgico do agente ndo levando em conta também a agéo
da radiagdo sobre as proteinas do agente, e quais os mecanismos envolvidos na
melhor captacdo e apresentacdo de antigenos apoés a irradiagdo por raios gama.
Sabe-se que o efeito da radiagdo sobre proteinas em solugdo aquosa é
extremamente dependente dos efeitos da radidlise da agua, o que causa a liberagao
de fatores oxidantes ou formacdo de pontes moleculares®®. Estudos utilizando
crotoxina irradiada, mostraram que proteinas irradiadas eram preferencialmente
processadas por macrofagos®'. Estes resultados mostraram que as alteragbes
induzidas nas proteinas de um antigeno, poderiam resultar no aprimoramento de sua
apresentacdo, melhorando sua resposta imune, permitindo a exclusdo do uso de
adjuvantes, o que seria importante em vacinas destinadas para o uso humano.

O uso de vacinas produzidas a partir de um maior espectro de proteinas

antigénicas, e ndo so a partir de um unico epitopo, nos leva a crer que o uso da
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radiacdo ionizante pode induzir uma melhor apresentacéo destes antigenos. Apesar
das vacinas produzidas a partir de parasitos irradiados serem eficazes e promissoras,
as mesmas ainda apresentam dificuldades de cultivo em larga escala e na logistica
da conservacéo das doses vacinais®®. Sendo assim, o uso de proteinas associadas
aos efeitos da radiagdo ionizante em proteinas, poderia ser uma ferramenta

importante no desenvolvimento alternativo de modelos vacinais.

1.7 Adjuvantes.

Adjuvantes foram descritos pela primeira vez por Ramon (1924)% como uma
substancia utilizada em combinagdo a um antigeno especifico que produz uma
resposta imune mais potente que o antigeno desacompanhado. Diversos compostos
foram avaliados como adjuvantes incluindo sais minerais, produtos antimicrobianos,
emulsées, saponinas, citocinas, polimeros, microparticulas e lipossomas®.

Para desencadear respostas imunes, os adjuvantes apresentam mecanismos
de agcédo como: liberacdo gradual do antigeno no local da imunizagdo, aumento na
regulacdo de citocinas e quimiocinas desencadeando respostas de células T,
recrutamento de células imunes até o sitio de imunizagdo, aumento da absorcao de
antigenos e apresentagédo para células apresentadoras de antigeno (APCs)®. Apds
o reconhecimento do antigeno as células ativadas irdo migrar até 6rgaos linfoides
locais onde ira ocorrer o desenvolvimento da resposta imune especifica®. De acordo
com a sua classificagdo adjuvantes podem ser: imunoestimulantes ativos,
caracterizados por aumentar a resposta imune ao antigeno®; transportadores
apresentando as proteinas imunogénicas com ajuda de células T%; adjuvantes de

veiculo, como 6leo emulsdes ou lipossomas, servindo de matriz para estimulo da

resposta imune pelo antigeno®’.
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Apesar do aumento nos estudos para o desenvolvimento de formulagdes
adjuvantes potentes nos ultimos 80-90 anos, compostos de aluminio ainda sdo mais
comumente usados para vacinas humanas de rotina®. Uma questdo amplamente
discutida no desenvolvimento de adjuvantes para vacinas humanas séo as reagoes
adversas® e a dosagem administrada, para evitar a eventual toxicidade do aluminio
adsorvido®. Adjuvantes podem ou n&o agir a certos antigenos®. Compostos de
aluminio ndo mostraram efeito adjuvante quando utilizado na vacina para febre
tiféide®, ou junto ao antigeno hemaglutinina da gripe conjugado ao toxdide tetanico®’.
Proteinas como a ovalbumina (OVA) e hemaglutinina de influenza, também sao
extensamente estudados como imunoestimulantes®. Contudo, estudos em animais,
mostram que para induzir alguma resposta imune, ha a necessidade do uso de altas
concentracdes de OVA, concentragdes estas que ultrapassariam as doses maximas
permitidas, e dificultariam detectar uma diferenca significante entre antigeno e
adjuvante®.

A acao da radiagdo parece transformar a resposta imune a proteina como um
adjuvante, mas este esclarecimento € complexo. Alguns adjuvantes funcionam como
insolubilizadores das proteinas, como o alumen® e a radiacdo também promove a
formacgao de agregados proteicos, as vezes poucos soluveis®. O dano gendmico da
radiacdo sobre parasitos integros pode gerar uma associagdo semelhante, com
relativa precipitacdo e agregacao de proteinas em restos do agente apos a morte
mitotica®®. A radiagdo oxida as proteinas a partir da radidlise da agua e isto é
semelhante a oxidacdo que ocorre nos tecidos apds a inflamacdo® ou com o uso de
alguns adjuvantes, que também geram inflamagéo local, como o adjuvante completo
de Freund's®. Um antigeno irradiado passa por alteragdes como agregagdo de
proteinas, quebras de cadeias e reacdes oxidativas. Estas alteracbes séao

reconhecidas por receptores presentes em células de “limpeza” dos tecidos, os
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macroéfagos, que por sua vez também podem vir a ser as células responsaveis pela

apresentacéo de antigenos.

1.8 Vacinas.

Vacinas representam um grande triunfo da medicina moderna sendo um
ponto importante na luta entre patogenos e humanos®. Apesar do saneamento
basico e antibiotico terem salvado vidas, vacinas ainda sdo as formas mais rentaveis
com este intuito. As vacinas podem ser classificadas como: vacinas vivas atenuadas,
vacinas inativadas, vacinas de subunidades (recombinantes, polissacarideos e
conjugadas) e vacinas de toxoide.

Vacinas vivas sao produzidas a patir da forma enfraquecida (atenuada) do
organismo causador da doenga. Sua agao é semelhante a infecgao natural, induzindo
uma resposta imune forte e duradoura *. Vacinas vivas sdo usda na protegéo contra:

190 \/acinas

sarampo, caxumba, rubéola (vacina combinada MMR), rotavirus e variola
inativadas sdo produzidas a partir do organismo causador da doenca morto.
Geralmente ndo sao fortes indutoras de protegcdo, assim ha a necessidade de
diversas doses de reforgo ao longo do tempo para se obter imunidade contra a
doenca alvo. Fazem parte deste grupo vacinas contra Hepatite A, vacinas contra

influenza, Polio e raiva'’

. Vacinas de subunidade (recombinantes, polissacarideos e
conjugadas), utilizam epitopos especificos do organismo, como proteinas e
polissacarideos conjugados. Apresentam algumas limitagdes, havendo a
necessidade de doses de reforco para uma protecdo duradoura, assim em suas
formulagdes ha a presenga de adjuvantes, para ampliarem a qualidade da resposta

imune. Estdo neste grupo, vacinas contra a Haemophilus influenzae tipo B'%

Hepatite B, Vacina contra pneumococo e meningococo'®. Por fim, vacinas toxoide,
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utilizam a toxina proveniente do organismo, o que significa que a resposta imune

104 Vacina

induzida sera direcionada para a toxina e ndo para o organismo causador
toxoide s&o usada para protecéo contra, difeteria e tétano'®.

Fungdes imunoldgicas sdo de extrema importancia para se observar as
respostas especificas ao agente induzidas pela vacina'®. Essas fungdes s&o
divididas em resposta humoral, respostas por células B de meméria, respostas por
células T CD4" auxiliares ou células T CD8". Na resposta humoral ha a secregéo de
anticorpos (IgG, IgM e IgA secretora). Células T CD4" auxiliam células B e células T
CD8"a combater células infectadas'®. Na sua maioria, as vacinas induzem produgéo
de anticorpos no soro ou na mucosa bloqueando a adesao dos agentes patogénicos
as células epiteliais ou interferindo a invasdo microbiana a corrente sanguinea'®.
Para que ocorra protecdo os anticorpos induzidos devem ser funcionais contra o
agente e devem auxiliar o sistema imune a partir de opsoninas, ou se o agente
exercer efeitos por alguma toxina os anticorpos devem ser capazes de neutraliza-
la'®”. Para que ocorra a produgdo de células B de memodria é necessario que

aconteca um processo de selecéo caracterizado por afinidade e maturacéo'®

. Ap6s
a vacinagao, ocorrem hipermutag¢des nos genes de imunoglobulinas das células B e
as que expressarem anticorpos de alta afinidade em sua superficie para o antigeno
da vacina sao selecionadas para persisténcia como células B de memobria

especificas'®

. Vacinas induzem a producao de células de memodria, para que numa
nova infeccdo ocorra rapida producdo de resposta imune, tanto com anticorpos
circulantes ou com a ativagéo de células CD8, combatendo a infecgdo com muito
mais eficiéncia'’.

A medida da eficiéncia de uma imunizacdo depende da medida da imunidade
produzida, ja que a alternativa seria medir a prote¢do ao desafio do vacinado com a
doenca. A produgao isolada de anticorpos é uma medida factivel e simples, mas nem

111

sempre €& proporcional a imunidade protetora desejada’'’. A medida de anticorpos
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pode ser feita por técnicas simples como ELISA, aperfeicoada pela mensuracdo da
maturagdo da afinidade dos anticorpos, medida pela avidez dos anticorpos®. A
qualidade de um anticorpo depende tanto de sua especificidade, mas também da
afinidade com que o anticorpo reage com seu epitopo especifico, o que é uma
medida indireta da qualidade da imuniza¢do. Em geral, a maturagdo de um anticorpo,
depende de sinapses mais complexas no centro germinativo que envolve uma maior
cooperacdo celular, que vai além da ativacédo de células B antigeno especifica'’?. A
vacinagdo deve gerar respostas celulares de memoaria, tanto efetora via CD8" como
para o lado de células CD4" auxiliar e células B de memodria.

Para que ocorra a imunidade adaptativa os antigenos devem ser processados
e apresentados as células do sistema imune''®. Esta apresentacéo é mediada por
moléculas MHC de classe | e classe |l presentes na superficie de APCs. Moléculas
de MHC sao responsaveis pela apresentacdo de peptideos na superficie celular,
permitindo que estes sejam reconhecidos por células T CD8" e T CD4'®°. Um
peptideo de origem exdgena sera apresentado via MHC de classe Il, enquanto um
peptideo de via enddgena ou intracelular é apresentado via MHC de classe 1'%, Ha
ainda um processo pelo qual antigenos exdgenos podem ser apresentados via MHC
de classe |, e peptideos exdgenos degradados por autofagia sdo apresentados via
MHC de classe 11%. Neste processo, APCs estimulam células T néive, induzindo uma
resposta citosélica'’*, e além de processos conhecidos como a fagocitose e
macropinocitose, o antigeno pode ser endocitados por receptores Fcy'' e receptores

Scavenger''®, e posteriormente apresentados para células T CD8 pelas APcs.

1.9 Receptores Scavenger.

Receptores Scavenger foram inicialmente identificados por sua capacidade

de reconhecer e remover lipoproteinas modificadas''’. Porém, estudos recentes
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mostram que eles realizam diversas fungdes, incluindo a eliminagdo de patégenos,
transporte lipidico e o transporte de cargas no interior celular'’®. Devido ao amplo
repertério de ligantes, estes receptores sdo capazes de se associar a diferentes co-
receptores, tornando sua capacidade de resposta extremamente versatil. Estes
receptores foram descritos pela primeira vez por Goldstein e Brown em 1979'"°.
Suas atividades foram relacionadas a sua capacidade de se ligar e internalizar
lipoproteinas de baixa densidade oxidadas (oxLDL). Sua afinidade por lipidios e
patégenos modificados parecem estar ligadas no metabolismo de processos
inflamatérios. De acordo com sua funcao esses receptores foram classificados
seguindo seus determinantes estruturais (Figura 4). Assim, receptores Scavenger de
classe A, apresentam um dominio de colageno, e também podem ter um dominio
rico em cisteinas (SRCR) ou de lectina C (CLEC)'?. Os receptores de classe B, com
o CD36 apresentam dominios glicoproteicos associados a lisossomos''®. Existem
ainda os receptores da classe E, com um dominio de lectina, e os de classe F, que

s&o ricos em dominios do fator de crescimento epidérmico’’.
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Figura 4- Representacdao dos membros da familia de receptores Scavenger,
indicando seus dominios. Figura adaptada'®.

Receptores Scavenger apresentam vasta literatura, descrita para suas
fungdes na aterosclerose'®, e sua ligagdo com a imunidade ainda é recente,
mostrando que estes receptores podem estar relacionados a imunidade inata e
adaptativa e no estudo voltados para fagocitose de moléculas'®. Estudos mostram
que a captacdo de antigenos associados a corpos celulares apoptoticos sao

complemento'®:126,

realizados por receptores Scavenger como, CcD91, a,v
integrinas'®’ e pelo CD36'%.

A apresentacdo de antigenos ainda é um assunto controverso, principalmente
no que se diz respeito a forma como os peptideos antigénicos irdo se ligar na cadeia
nascente do MHC, via vesiculas celulares para finalmente serem expostos como
complexos montados na superficie celular. Evidentemente nestas etapas o fator
principal para que ocorra a apresentacao € a selegdo do antigeno, que deve ser um

processo seletivo e lucrativo. A digestao celular ocorre todo o tempo, por processos
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de autofagia ou fagocitose. A maioria das proteinas presentes na célula hospedeira
nao apresentam células imunes responsivas pela delecdo clonal na vida fetal, o que
resultaria na inutilidade do MHC'®. Diante disso receptores especializados, como o
SR-A ou o CD36, descritos como moléculas capazes de reconhecer ligantes
negativos, apoptéticos ou oxidados'®, seriam moléculas importantes na etapa de
selecao e apresentagao de peptideos ao MHC.

Assim que um peptideo é internalizado pelo fagossomo inicial, essa vesicula
podera se fundir com vesiculas vindas do reticulo endoplasmatico (RE) e do

130131 Essas vesiculas

Complexo de Golgi, formando um fagossomo intermediario
sdo uma forma de entrada para produtos extracelulares e para reciclagem de
produtos da membrana. APCs ativadas migram para 6rgaos linfoides e apresentam
o antigeno para células T, dando inicio a resposta imune adaptativa’2. Processos
como estes dependem de actina e proteinas reguladoras, que durante a endocitose
produzem “forcas” para internalizarem vesiculas da membrana plasmatica':.
Existem dois revestimentos principais das vesiculas endociticas, que geram
diferentes vias intracelulares (Figura 5). Quando a vesicula é revestida por clatrina,
esta vesicula adquire a propriedade de fusdo com lisossomos e extensa digestdo do
seu conteudo. Em geral, esta vesicula é decorrente de absorcdo de proteinas

134 A caveolina é uma proteina semelhante a clatrina,

externas ligadas a receptores
mas que parece estar envolvida na circulagcéo de estruturas da célula, em processos
autofagicos'. Estes dois sistemas tém ligagdo com peptidases e causam muita
degradacao proteica, gerando eventualmente peptideos maiores em seu vacuolo
digestivo, e agem como estradas para o transporte de vesiculas para o RER onde os
peptideos serdo processados e entregues a moléculas do MHC e expostos na
superficie celular para células T'¢. Um terceiro sistema de vesiculas seria o sistema

de rafts de membrana, ou de lipidios, decorrente da circulacéo de lipidios e acidos

graxos livres no interior da célula™’. Por sua constituico lipidica e auséncia de
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receptores especificos, ele ndo tem a ligagao de lisossomos, mas seu conteudo € de

livre transito intracelular, com pouca acidificagédo e pouca digestéo proteica'.
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Figura 5 - Esquema (A) das diferentes vias intracelulares e (B) os principais
revestimentos de vesiculas endociticas.

Este sistema de vesiculas de transporte lipidico esta intimamente ligado ao
CD36'*°. Cada receptor Scavenger tem a sua especificidade quimica e, portanto,
também deve ter sua especificidade de via de trafico intracelular'®. Esta molécula
apresenta um canal interno de passagem de acidos graxos livres, com um receptor
de produtos lipidicos oxidados na sua entrada. Assim, o CD36 funciona muito bem
na formagao de acumulos lipidicos para a célula, patologicamente expressos como

aterosclerose'’

. A auséncia de digestao proteica dentro deste sistema de vesiculas
torna pouco provavel a apresentagéo de antigeno via MHC, mas as vesiculas tém
fusdo como o RER e seu conteudo poderia alcancar facilmente as cadeias nascentes
de MHC"'810 A classe A de receptores Scavenger reconhecem estruturas com

carga negativa e tem por fungdo reconhecer células mortas do hospedeiro que

precisam ser reprocessadas'!’. Esta classe de receptores reconhece as células
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apoptéticas e seus restos, fagocitando o material e internalizando em vesiculas
recobertas de clatrina provavelmente ou mesmo caveolinas para digestdo
lisossomal'?. Uma vez digeridos, estes peptideos poderiam chegar ao RER e se ligar
ao MHC. De todos os sistemas de vesiculas, o que parece mais atrativo para a
apresentacdo seria o de rafts de lipidios via CD36, apesar da pouca presenca de
proteases, este sistema apresenta um receptor mais especifico que os receptores da
Classe A, mostrando a possibilidade da entrega de um antigeno praticamente intacto
para a ligagao com o MHC, imaginando-se que o processamento proteolitico possa

ocorrer apos a ligagao com o MHC.
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2 JUSTIFICATIVA

A toxoplasmose é uma parasitose de ciclo evolutivo complexo, apresentando
felideos como hospedeiros definitivos, no qual ocorre a reproducdo sexual e
produgao de oocistos infectantes, e mamiferos de sangue quente incluindo o homem,
onde ocorre a replicagdo assexual, que resulta em cistos residuais em tecidos
estaveis. O agente induz imunidade protetora na doenga crénica, e sua vacinagao
nao deve resultar em doenga aguda grave ou cistos teciduais viaveis. Inicialmente,
as vacinas mais estudadas para toxoplasmose foram voltadas para a protecéo de
animais de producdo em veterinaria, usando agentes vivos atenuados, ou vacinas
comerciais utilizando cepas que produzem menor numero de cistos, resultando em
uma infecgdo com cistos latentes que previnem as perdas fetais, mas inutilizam a
carne para o consumo humano. Atualmente o alvo das pesquisas em vacinas para
toxoplasmose tem sido o uso de proteinas recombinantes, isoladas ou associadas,
porém os resultados de protecdo mostram a necessidade do uso de multiplos
epitopos cooperantes para se induzir uma imunidade efetiva. Estas vacinas
propostas com proteinas isoladas, recombinantes ou sintéticas sédo testadas por
ensaios de desafio utilizando cepas viaveis ou somente mostrando a reatividade de
anticorpos especificos.

O uso de taquizoitos RH integros irradiados, com dose esterilizante de
radiagdo gama, foi capaz de proteger animais previamente imunizados e desafiados
com diferentes cepas do agente, além de induzir anticorpos e imunidade celular
especifica, estabelecendo padrées de determinacgéo da carga de cistos no animal®.
Esta eficiéncia depende da conservagao das unidades vacinais em nitrogénio liquido,
0 que inviabiliza seu uso em campo. Neste modelo, o efeito da radiag&o ionizante
parece ocorrer a nivel genémico, agindo na quebra do DNA do agente e impedindo

58,60

sua divisdo apds a invasdo na célula hospedeira®®". Outro efeito pode estar
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associado a melhor exposicdo de antigenos irradiados que se mostraram
imunogenos potentes®. Este tipo de vacina oferece os mesmos antigenos que a
infecgdo, sem sintomas e sem a formagao de cistos nos tecidos, atingindo assim os
objetivos de vacina para toxoplasmose.

A acao da radiagao ionizante vai além das modificagdes fisioldgicas do agente
e sua morte, com exposi¢do adequada de antigenos®®. Sabe-se que a radiagdo
ionizante age sobre proteinas, e que proteinas irradiadas séo eficientes na indugao
de imunidade®, assim seria importante definir quais as diferencas bioquimicas e
estruturais que ocorrem nas proteinas de STags irradiados, que poderiam justificar
esta imunidade aprimorada.

Um antigeno irradiado passa por alteracbes como agregacdo de proteinas,
quebras de cadeias e reagdes oxidativas. Estas alteragbes sao reconhecidas por
receptores presentes em células de “limpeza” dos tecidos, os macrofagos, que por
sua vez também podem vir a ser as células responsaveis pela apresentacdo de
antigenos. Estas células precisam identificar o tipo de antigeno exposto, se é oriundo
de uma célula apoptética e dever ser digerido e ndo processado para apresentagao,
ou se tem modificagdes que sugerem reagdes inflamatdrias, e deve ser direcionado
para apresentacado de antigenos. Receptores do tipo Scavenger sdo responsaveis
pela “limpeza” tecidual e sao classificados de diversos tipos: como o SR-A destinados
a limpeza e reutilizagdo de restos de células mortas nos tecidos; ou relacionados a
resposta inflamatéria como o CD36, que leva a um processamento intracelular
diferente e ligagdo as moléculas do MHC dirigidos para a apresentagdo imune
adaptativa. Adjuvantes usados em imundgenos tentam promover este tipo de selegéo
e direcionamento para a resposta imune adaptativa tornando vacina mais
eficientes®®. Sua acdo parece estar relacionada parte a insolubilizagéo de misturas
antigénicas e parte por permitir a atragao de neutrofilos, cuja potente mieloperoxidase

extracelular promove alteragbes oxidativas em proteinas. A radiagdo ionizante

54



Da Costa, A., 2019

poderia simular esta oxidacdo e alterar as proteinas para seu direcionamento a
receptores celulares especializados em APCs, com maior captagdo e apresentagao
seletiva na resposta imune adaptativa. Trabalhos com crotoxina irradiada mostraram
uma captagéo seletiva in vitro por macréfagos, inibida por probucol®' um bloqueador

%30 estudo da captagéo dos STags

de captacao de produtos oxidados, como lipidios
irradiados por estas células in vitro poderia elucidar sua captacao tecidual e mostrar
qual o destino que o macréfago poderia dar para as proteinas, na dependéncia do
seu reconhecimento pelas vias de captagao do macrofago, desde que criassemos
sistemas que permitissem o acompanhamento e a quantificagdo de sua captacao.
Uma melhor compreensdao destas etapas permitiia demonstrar se estas
modificagbes podem ser a chave para produgdo de uma vacina segura para
toxoplasmose, de processamento eficiente sem o uso de adjuvantes, capaz de

prevenir a doenca humana ou veterinaria uma vez que nao inviabilizaria carnes para

o0 consumo humano.
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3 OBJETIVOS

3.1.1 Gerais

Avaliar os mecanismos de reconhecimento e processamento imune de antigenos

soluveis de taquizoitos da cepa RH de T. gondii (STag) aprimorados por radiagéo

gama de Cobalto-60 (Co-60) em modelos experimentais da Toxoplasmose.

3.1.2 Especificos

a.

d.

Avaliar os efeitos estruturais (estrutura primaria), antigénicos e imunogénicos
induzidos em antigenos soluveis de taquizoitos de T. gondii (STag) irradiados
com radiagao gama por fonte homogénea de Co-60;
Definicdo da massa de proteina efetiva para ensaios de imunizagdo e
comparacao da resposta imune humoral, celular e protetora induzida por
STag nativo e irradiados a 250Gy e 1500Gy comparados a taquizoitos
integros de T. gondii irradiados a 255Gy (RH 255Gy);
Identificar a cinética de ligagdo e processamento dos STag nativo ou
irradiados a 250Gy e 1500Gy em macréfagos J774 ou macrofagos
peritoneais.
v"Avaliar a interferéncia de bloqueadores de receptores Scavenger na
ligagdo dos STag nativo ou irradiados em macrofagos J774 ou
peritoneais.
Avaliar a participagcao do receptor Scavenger CD36 no processamento de
STag irradiados e sua imunogenicidade em camundongos wild type C57BI/6j

(WTCD36""*) e knockouts C57BI/6j CD36™- (KOCD36™-).
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4 MATERIAL E METODOS

Todos os sais e reagentes utilizados foram de qualidade pro-analise, com
agua deionizada purificada em sistema Milli-Q (Millipore®, Burlington,
Massachussets, EUA), apresentando reatividade de 18,2 mega Q. A fonte de

reagentes é citada ao longo do texto.

41 Parasitos.

Os parasitos utilizados foram mantidos rotineiramente no Laboratério de
Protozoologia do Instituto de Medicina Tropical de Sdo Paulo — Universidade de Sao

Paulo.

411 Cepa RH virulenta (ATCC n° 50174).

Taquizoitos da cepa RH de T. gondii, foram mantidos por passagens
sucessivas em camundongos Swiss ou C57BI/6j. Os animais previamente infectados
foram sacrificados por narcose em camara de CO, seguido da lavagem do periténio
com solucéo salina ou solugéo salina tamponada com fosfato NaCl 0,15M/Tampao
fosfato de sodio 0,01M pH7,2 (PBS), contendo Penicilina cristalina 2500U/mL e
Estreptomicina 10mg/mL. Apds, os taquizoitos sdo contados em cémara de

Neubauer e inoculados via intraperitoneal (i.p) em novos animais.

41.2 Cepa ME-49 cistogénica (ATCC n° 50611).

Cistos da cepa ME-49 utilizadas nos ensaios de desafio dos animais

previamente imunizados, foram gentilmente cedidos pelo Prof. Dr. Fausto Araujo
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(UCLA — University of California, Los Angeles). As cepas foram mantidas através de
passagens sucessivas, com intervalos de 30 a 45 dias, em camundongos Swiss ou
C57BI/6j. Cada animal recebe por via oral (v.0) uma suspensao de 10 cistos/animal
em 3mL de PBS pH 7,2 estéril, obtida do macerado de cérebros de camundongos
previamente infectados. A quantificagdo dos cistos € realizada pela contagem de

20uL da suspensao cerebral em lamina, em microscépio de luz sob objetiva de 40x.

4.2 Animais Experimentais.

Para os experimentos de imunizagao e desafio foram utilizados camundongos
machos Balb/c ou C57BI/6j (isogénicos), com peso variando de 20 a 22g, fornecidos
pelo Biotério Central da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo e
camundongos knockouts C57BI/6jCD36™ obtidos no The Jackson Laboratory. Todos
os animais foram mantidos em gaiolas de plastico com maravalha de pinho
autoclavadas, recebendo ragdo comercial Nuvital e agua ad libitum. Os animais
utilizados foram eutanasiados em camara de CO2, com manipulagao conduzida de
acordo com as normas de cuidados animais de laboratério'** e com os “Principios de
ética em experimentagao animal” (COBEA — Colégio Brasileiro de Experimentagéo
Animal). O projeto foi submetido e aprovado pela Comiss&o de Etica em Pesquisa do

Instituto de Medicina Tropical de S&o Paulo (Projeto n° 000274A).

4.3 Obtencao de antigeno soluvel de taquizoitos de Toxoplasma gondii para

ensaios imunoenzimaticos e de imunizagao (STag).

Parasitos obtidos do exsudato peritoneal dos animais previamente infectados
foram filtrados em membranas de policarbonato de 3,0um (ISOPORE, Millipore®)

para remoc¢ao de outros tipos celulares presentes no lavado. Os parasitos purificados
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foram submetidos a sonicacgao (Sonic Dimembrator, Quigley-Rochester Inc. USA) em
40 ciclos por 5-10 periodos de 30 segundos, em banho de gelo, até a lise completa
doas agentes. Apds, acrescentou-se solugdo de NaCl 0,3M para isotonizar a
suspensao que foi submetida a centrifugagédo a 10000g por 30 minutos a 4°C. O
sobrenadante soluvel obtido foi aliquotado e utilizado como antigeno'® para os
ensaios imunoenzimaticos e como amostras vacinais para os ensaios de

imunizagbes (STags).

4.4 Irradiagdao das Amostras de STag.

Os antigenos soluveis de taquizoitos de T. gondii (STag) obtidos como
descrito anteriormente em 4.3, foram submetidos a irradiagdo, nas doses de 250,
500, 1000, e 1500 Gy com blindagem de 90%, pela exposigao a raios-y por uma fonte
de Cobalto-60 (Gamacell, Atomic Energy of Canada), de forma homogénea, com um
taxa e dose de 1,03 kGy/h, em temperatura ambiente na presenga de oxigénio.
Amostras controle permaneceram na parte externa da fonte durante todo o tempo de

irradiacdo, para avaliacdo de condigbes ambientais.

4.5 Caracterizagdao das amostras de STag nativo ou irradiados.

4.5.1 Eletroforese - EGPA-SDS.

Amostras contendo de 5-10ug de proteinas, foram adicionadas em 10uL de
tampao de amostra (glicerol 10%, B-mercaptoetanol 5%, SDS 2%, Tris-HCI pH 6.8
0.0625M, azul de Bromofenol 0.001% 50%), aquecidas por 5 minutos a 100 °C e
aplicadas no gel. A analise de mobilidade eletroforética em sistema descontinuo e
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denaturante foi realizada segundo Laemmli'®, em sistema Mini-Protean Il (BIO-
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RAD®, Hercules, California, EUA, Inc.). O gel de empilhamento foi composto por
Acrilamida-Metileno Bisacrilamida (30/0.8) 5% em tampao Tris-HCI 0,125M pH 6,8,
SDS 0,1% e gel de resolugéo contendo Acrilamida/Bisacrilamida 12.5%, tampao Tris-
HCI 0.375M pH 8.8, SDS 0,1%. A polimerizagao quimica ocorreu pela adicao de
TEMED e persulfato de amoénio. A corrida eletroforética ocorreu na presenca de Tris
0.025M-Glicina 0.192M pH 8.3, a 100 V (20-30mA). Apds a corrida o gel foi corado
com Coomassie Blue G-250 0.25%/metanol 45%/acido acético glacial 5%. Apds, os
géis foram descorados em solugédo de metanol 10%, acido acético glacial 5% e
fotografados para posterior analise utilizando os softwares de analise de imagens,
ImageJ® (instituto Nacional de Saude, EUA; http://imagej.nih.gov/ij/docs/guide) e

Image Lab™ (BIO-RAD®).

4.5.2 Densitometria.

Para avaliar o efeito estrutural da radiagdo sobre as proteinas dos STag
irradiados utilizamos softwares de anélise de imagens ImageJ® (instituto Nacional de
Saude, EUA) e Image Lab™ (BIO-RAD®). Apds a calibragdo das imagens, as
mesmas sao convertidas para escala de 8-bits (Image-Type_8-bit), e assim
mensuramos a area de corrida das proteinas detectaveis. Essa detecg¢ao fornece a
massa molecular de cada banda detectavel, representada por histogramas. Os
valores das massas foram adquiridos e submetidos a analise estatistica para o
célculo de correlagdo (r?) entre as bandas detectaveis no do STag nativo (ndo

irradiado) e as bandas detectaveis nos STag irradiados.
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4.5.3 Western Blot.

Amostras dos STag nativo ou irradiados, foram separadas por EGPA-SDS
como descrito anteriormente e transferidas para membranas de nitrocelulose, em
sistema de transferéncia semi-seco Trans-Blot RD (BIO-RAD®). Apds a eletroforese
o gel foi retirado e colocado sobre membranas de nitrocelulose (Millipore®, Burlington,
Massachussets, EUA), envoltos por folhas de papel filtro embebido em tampéao de
transferéncia Towbin™” (25Mm Tris, 192Mm glicina, 20% metanol, pH 8.5). A
transferéncia foi conduzida a uma amperagem de 10mA por 40 minutos. Apds, os
sitios de ligagao livres foram bloqueados por imersao da membrana de nitrocelulose
em solucéo bloqueadora (PBSTL=leite Molico® 5% e Tween-2- 0,02%) por 1 hora
sob agitagédo a 4°C. A seguir, a membrana contendo o antigeno foi incubada com
anticorpo primario em diluicdo adequada seguido de 3 lavagens de 3 minutos em
PBS contendo Tween-20 0,02% (PBST). Os anticorpos ligados foram revelados por
incubagdo com conjugados a peroxidase especificos em diluigdes adequadas. A
revelagdo do conjugado foi realizada utilizando a solugao cromogena TMB (tetra-

metilbenzidina) para membranas (KPL).

4.5.4 MALDI-TOF.

As amostras de STag nativo ou irradiados a 250Gy e 1500Gy foram
gentilmente analisadas por espectrometria de massas no laboratério DEMPSTER,
localizado na Universidade de Sao Paulo, com o auxilio da Dra. Maria Anita Mendes.
Aliquotas de 1uL de cada amostra foi aplicado na placa de MALDI. As amostras sédo
secas em temperatura ambiente, e cobertas com 1uL da solugdo matriz, composta
por acido alfa-ciano-4-hidroxicindmico saturado em solugdo de acetronila 50% e

acido trifluoracético 2.5%. Apds a secagem em temperatura ambiente, foi realizada
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a analise e identificagdo das amostras através do método MALDI-TOF. A analise foi
realizada em um espectdmetro de massa UltrafleXtreme MALDI-TOF (Bruker
Daltonics, Germany), operando no modo linear e no modo reflectron, modo ion
positivo (dependendo da faixa de massa). Os espectros de massa foram adquiridos
numa gama de massa de 600 a 5000 Da (modo de reflectron) e de 5 a 30 KDa (modo
linear) com ions formados por irradiagdo de feixe inteligente utilizando uma
frequéncia de 2.000 Hz, 100 PIE, lente 7kV. A voltagem para a primeira e segunda

fontes de ions foi de 25kV e 23kV, respectivamente.

4.6 Avaliacao da resposta imune humoral de camundongos imunizados.

4.6.1 Imunizagao dos animais.

Os ensaios iniciais de imunizagdo foram realizados com grupos de 5
camundongos Balb/c que receberam trés doses quinzenais de STag nativo ou
irradiados a 250Gy, 500Gy, 1000Gy e 1500Gy por via subcuténea

(10ug/0,1mL/animal), diluidos em salina tamponada com fosfato estéril (PBS 1x).
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4.6.2 Avaliagao quantitativa da eficiéncia na resposta humoral induzida pela
imunizagao de camundongos Bab/c com STag nativo ou irradiados a
250Gy e 1500Gy e a diferenca entre a resposta imune humoral induzida
com a imunizagao por STag ou taquizoitos da cepa RH irradiados a

255Gy.

Para avaliar os efeitos da radiagdo sobre a massa de proteina usada e a
diferenga na produgéo de anticorpos entre as imunizagbes com STag e taquizoitos
integros irradiados, grupos de 5 camundongos Balb/c receberam trés doses
quinzenais com massas de 2, 6, 10 e 20ug-0,1ml/animal, dos STag nativo, STag
irradiados e taquizoitos da cepa RH irradiados a 255Gy por via subcutanea, diluidos
em PBS 1x estéril. As amostras de taquizoitos irradiados foram adquiridas do

estoques existente no laboratorio®'.

4.6.3 C57BI/6j (WTC57) e C57Bil6jCD36" (KOCD36™).

Ap6s definicdo das doses utilizadas para os demais estudos os ensaios de
imunizagdo passaram a ser realizados em grupos de camundongos wild type
C57BI/6j (WTCD36"*) e knockouts C57BI/6jCD36"(KOCD36™). Devido as
dificuldades na estabilizacdo das col6nias dos animais CD36™ o numero amostral
variou de 4-5 animais/grupo, que receberam trés doses quinzenais de STag nativo

ou irradiados a 250Gy e 1500Gy por via subcutanea (10ug/0.1mL/animal).

4.6.4 Imunizagao utilizando Albumina de soro bovino (BSA).

O primeiro grupo de camundongos C57Bi/6jCD36™ imunizados n&o

apresentou produgéo significante de anticorpos IgG apés as imunizagdes. Com isso
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realizamos imunizagdes utilizando albumina de soro bovino (BSA, diluida em PBS
1x) como uma proteina “controle”. Assim, grupos de 5 camundongos WTCD36""* ou
KOCD36™ foram imunizados com trés doses quinzenais por via subcutanea com

10pg (0,1mL/animal) de BSA.

4.6.5 Imunizagio de camundongos C57Bi/6jCD36™ com macréfagos
peritoneais transplantados de camundongo C57Bi/6jCD36"* “primados”

com STag nativo ou irradiado a 1500Gy.

Macrofagos peritoneais foram coletados da cavidade peritoneal de
camundongos wild type C57BI/6j, a partir do in6culo de 5mL de PBS estéril, pH 7,2.
As células obtidas foram contadas em camara de Neubauer e ajustadas para uma
concentragdo de 2x10° macrofagos/mL. Os macrdfagos peritoneais foram
transferidos para tubos falcons de 15mL e incubadas sobre agitagéo, por 1h a 37 °C
na presenca de STag nativo ou irradiado a 1500Gy. Apds, os macrofagos “primados”
com STag foram transplantados em animais C57Bi/6jCD36™ por via subcutanea.
Quinze dias ap6s a primeira dose de macréfagos+STag, os animais transplantados

receberam mais trés doses quinzenais dos STag nativo ou irradiado.

4.7 Obtencao de amostras do soro de animais imunizados.

As amostras de sangue dos animais foram obtidas, por secgéo leve da
extremidade final da cauda dos camundongos imunizados e controle, coletados em
papel filtro, estocadas e secas a -20 °C. A eluicdo foi realizada pela adicao de 300uL
de tampao contendo Tris/HCI 10mM pH 7,5, NH4CI 150 mM e NaN3; 10mM para lise

148

de eritrocitos e conversdo da hemoglobina para ciano-hemoglobina'*®. Apés a eluigao

as amostras foram lidas em espectrofluorimetro Multi-mode Microplate Reader
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FilterMAX F5 (Molecular Devices®, Califérnia, USA) a um comprimento de onda de

540nm para ajuste das dilui¢des (1:100).

4.8 Ensaio imunoenzimatico para detecc¢ao de anticorpos especificos (ELISA).

Para os ensaios de antigenicidade e imunogenicidade, placas de 96 ou 384

pocos de poliestireno (Cornig®): foram sensibilizadas com antigeno de extrato total
de taquizoitos de T. gondii (10ug/mL), suspenso em tampao carbonato de sédio 0,1M
pH 9,5, over night a 4° C em camara umida. As placas foram lavadas 5 vezes com
PBS contendo 0,2% de Tween 20 (PBST) em lavadora de microplacas (Tecan®,
Mannedorf, Switzerland), seguidas de bloqueio com PBST, contendo 3% de leite
desnatado Molico® (PBSTL), durante 1 hora em estufa a 37° C. Apds o bloqueio,
amostras de soro de camundongos infectados por diferentes cepas de T. gondii ,
animais controle (ndo imunizados) ou o soro de animais imunizados na diluicao
adequada, foram depositados nas placas, e incubados a 37° C por 1 hora. Apds
novas lavagens foram aplicados o conjugado anti-IgG de camundongo, em diluicao
adequada, conjugado a peroxidase (Sigma®, St. Louis, MO, Estados Unidos), com
incubacao de 1 hora a 37° C. A revelacao da reacéo foi realizada pela adicao de TMB
(Sure blue Microwell Peroxidase substrate KPL) e interrompida ap6s 30 minutos pela
adicao de HCL 4 N. As leituras das densidades opticas (D.O) foram realizadas em
leitor de microplacas Multimode Microplate Reader FilterMax F5 (Molecular Devices®)
no filtro de absorbancia de 450nm. Os resultados formam expresso arbitrariamente
por indices de reatividade (IR) seguindo a formula mostrada abaixo.

IR= Abs da amostra (450nm)

Média Abs da amostra negativa (450nm)
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4.8.1 Porcentagem da avidez de anticorpos IgG.

A avidez dos anticorpos avidez foi realizada da mesma forma como descrito
acima, exceto pela adi¢gao de solugao caotrépica (Uréia 6M, enquanto o restante dos
pocgos foi mantido em PBSTL), apds a lavagem da etapa do soro, com periodo de
incubagao de 15 minutos a 37 °C. Os valores foram expressos em porcentagem da

avidez, obtidos seguindo a formula abaixo.

Q=100 — Abs. (450nm) sem uréia x 100

Abs.(450nm) com uréia

4.9 Avaliagdo daresposta imune protetora de animais imunizados - Desafio de
camundongos imunizados por via subcutidnea com STag nativo ou
irradiados a 250Gy e 1500Gy por taquizoitos de T. gondii da cepa RH, tipo

| virulenta ou cepa ME-49, cistogénica tipo II.

491 CepaRH.

Parasitos obtidos do exsudato peritoneal de animais previamente inoculados
e filtrados em membrana de policarbonato de 3,0 um (ISOPORE™, Millipore®) para
remocao de outros tipos celulares presentes, foram ressuspendidos em solugéo
salina e quantificados em camara de Neubauer, para ajuste da concentragdo de
parasitos para 10° células/mL. Os animais imunizados foram desafiados com 100uL
de salina contendo 10° taquizoitos de T. gondii viaveis por via intraperitoneal. Um
grupo controle de camundongos nao imunizados foram inoculados com a mesma

quantidade de taquizoitos. A mortalidade foi acompanhada diariamente.
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49.2 Cepa ME-49.

Animais cronicamente infectados pela cepa ME-49, foram eutanasiados para
obtencdo dos cérebros que sdo homogeneizados em solugédo salina. Em seguida
20uL da suspensado foi verificada por microscopia Optica convencional e
camundongos imunizados foram desafiados 15 dias apds a ultima dose de
imunizacdo com 10 cistos por via oral. Grupos controles de animais ndo imunizados
foram inoculados com as mesmas quantidades de cistos. A mortalidade foi
acompanhada diariamente e apos 30 dias, os camundongos foram eutanasiados por
narcose com CO- e os cérebros homogeneizados em salina (3mL) para quantificagao

por microscopia optica.

410 Avaliagao da resposta imune celular de animais imunizados.

4.10.1 Marcagao da superficie celular do sangue periférico de camundongos

imunizados.

Células do sangue periférico eram realizadas pela pungao cardiaca onde os
animais eram sacrificados. Optamos entdo pela sangria via plexo retro-orbital, isso
passou a diminuir o nUmero de grupos necessarios para os ensaios imunoldgicos, ja
que nessa técnica nao ha a necessidade do sacrificio dos animais. Células do sangue
periférico foram obtidas de camundongos imunizados por via subcutanea com STag
nativo ou irradiado a 250Gy, 1500Gy e taquizoitos RH 255Gy e camundongos nao
imunizados. As células mononucleadas foram separadas por Ficoll-PaqueTM
Premium 1084 (GE Healthcare®, Little Chalfont, UK) de acordo com as instrugbes do
fabricante. Apds a separacao celular, as células foram ressuspendidas em 1mL de

meio de cultura, contadas em camera de Neubauer e ajustadas para uma
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concentracdo de 2x10° células por mL. Apds um periodo de incubacdo de 72h na
presenca de antigeno de extrato total de T. gondii (10ug/mL/pogo), em estufa a 37°C
e CO; a 5%, as células foram submetidas a marcacido de superficie celular, para
fenotipagem das populagées celulares. Para a marcagao foram utilizados anticorpos
monoclonais anti-mouse como: anticorpos anti-CD3 BV421 (BD Biosciences®), anti-
CD4 BV605 (BD Biosciences®), anti-CD8 APC-Cy7 (BDBiosciences®); anti-CD44
APC (BD Biosciences®); anti-CD45RB FITC (BD Biosciences®); anti-CD19 PE-Cy7
(BD Biosciences®), anti-CD23 PE (BD Biosciences®) e anti-CD27 PerCP-Cy5-5 (BD
Biosciences®). A mix anticorpos foi preparada em uma diluigdo de 1:50 em solugéo
ISOTON®. 20uL da mix foi adicionada em cada amostra seguida da incubagéo por
30 minutos a 4°C na auséncia de luz. Apds o periodo de incubacido as amostras
foram adquiridas em citdmetro de fluxo (LSRFortessa BD Biosciences®). A
compensagdo foi realizada com CompBeads® anti-Rato e anti-Hamster (BD
Biosciences®). Os dados foram coletados em BD FACSDIVA® (BD Biosciences®)

software e analisados em Flowjo X® software.

4.10.2 Estratégia de analise para determinar as populagdes celulares do
sangue periférico de camundongos imunizados com STag nativo,
STag 250Gy, STag 1500Gy e taquizoitos da cepa RH, irradiados a

255Gy por fonte de Co-60.

Para analisar as populagbes de linfécitos T e B no sangue periférico dos
animais previamente imunizados utilizamos a estratégia de analise esquematizada
abaixo (Figura 6). As populagbes celulares foram expressas por porcentagem de

células em relagao a populacao do gate principal.
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Figura 6- Estratégia de analise de linfocitos T e B no sangue periférico de
camundongos imunizados com STag nativo ou irradiado e taquizoitos
de T. gondii irradiados a 255Gy, por via subcuténea. Analise realizada
no software FlowJo V10.

411 Linhagens celulares para obtencdo de taquizoitos de T. gondii

incorporados com prolina-3H tritiada, ou ensaios ligagao e captacgao

dos STag nativo ou irradiados.

4.11.1 Cultura de células da linhagem Vero.

Culturas de células vero obtidas da Colecdo Americana de Cultura de Células
(ATCC American Type Culture Colection, Rockville, MD, USA) foram cultivadas e
expandidas em garrafas de cultura celular (Cornig® cell culture, New York, USA) em
meio DMEM (GibcoTM, Life Technologies®, Carlsbad, Califérnia, USA) contendo
10% de soro fetal bovino (SFB) a temperatura de 37° C em estufa umidificada
contendo 95% de ar e 5% de CO,. Apds a formagdo da monocamada celular o meio

DMEM foi descartado e as células lavadas pela adicdo de 20mL de DMEM, em
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seguida foram adicionados 15mL de DMEMCc e entado as células foram “destacadas”
pela adigdo de ftripsina versene (Sigma®). As células obtidas foram contadas
utiizando contador automatico, Scepter 2.0 (Millipore®) para o ajuste da
concentracao celular. Apés a expansdo, as células ficam em repouso por 1h e
mantidas em atmosfera de 5% de CO; até sua confluéncia, que ocorria no periodo

de 3 dias.

4.11.2 Macroéfagos J774.

Macrofagos J774 (ATCC - American Type Culture Collection, Manassa, VA),
foram mantidos em Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM), suplementado

com 10% de soro fetal bovino inativado (SFB) em atmosfera umida com 5% CO- a

37 °C em garrafas de cultura pequenas (Cornig® Nova lorque, EUA). A cada trés
dias foram realizadas as trocas de meio e garrafas confluentes foram ampliadas para

novas garrafas.

4.11.3 Macroéfagos Peritoneais.

Macréfagos peritoneais foram coletados da cavidade peritoneal de
camundongos C57BI/6j e C57B/6jCD36" em meio DMEM, suplementado com 10%
de SFB e posteriormente aplicados em placas de cultura (Cornig®) de maneira estéril.
As células foram incubadas por um periodo de 2 h a 37 °C em atmosfera umida com
CO2 5% para adesao a placa. Células ndo aderentes foram removidas através da
lavagem utilizando meio pré-aquecido e posteriormente incubadas nas mesmas

condi¢des por um periodo de aproximadamente 18h.
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412 Obtencdo de antigenos soluveis (STags) marcados de forma nao-

oxidativa para ensaios de ligagao e captagcao em macrofagos.

4121 Biotinilagdo de STag nativo ou irradiado para ensaios de ligagao

(STags).

Para a biotinilagdo dos STag nativo ou irradiados, utilizamos o agente cross-

ligante “Sulfo-NHSLC-biotin” (Sigma®) seguindo o manual de instru¢cdes do
fabricante. A etapa de incubagao em temperatura ambiente foi feita por 1 hora, com
homogeneizagdo da solugdo a cada 20 minutos. Apds a etapa de acoplamento

covalente da biotina realizamos a purificagéo por passagem em coluna de excluséo

contendo gel SEPHADEX® G-10 para eliminagao da biotina. Os testes para avaliar
o acoplamento da biotina as amostras foram realizadas em fase sélida pela adigao
das amostras diluidas em diferentes concentracdes, em placas de ELISA (Grafico 1)

de 96 pocos seguidos do bloqueio, lavagem e adicdo de avidina conjugada a

peroxidase (Sigma®) e por western blot (Figura 7).
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Grafico 1- Otimizagéo da concentragao de STag nativo e irradiados a 250 Gy, 500
Gy, 1000 Gy e 1500 Gy conjugados a biotina e revelados pela adigéo
de avidina conjugada a peroxidase (1:10.000). A- Curva analitica
ajustada usando o modelo de regressdo linear. R>=STag nativo
(0.990), STag 250Gy (0.991), STag 500Gy (0.982), STag 1000Gy
(0.977) e STag 1500Gy (0.992). B- Crescimento exponencial da curva
mostrando a atividade especifica das amostras e a taxa de marcagao
de biotina em cada produto.
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Figura 7- Western blot mostrando o acoplamento covalente de biotina aos STag. 1-
STag nativo; 2- STag 250Gy; 3- STag 500Gy, 4- STag 1000Gy; 5- STag
1500Gy. Revelagao pela adigao de avidina conjugada a peroxidase
(1:5.000) e substrato cromogeno TMB.

72



Da Costa, A., 2019

4.12.2 Marcacgao biossintética de taquizoitos de T. gondii por incorporagao

de prolina tritiada para obtengio de STag 3-H (STag*").

4.12.2.1 Infecgao das culturas Vero por taquizoitos de cepa RH de T. gondii.

Os parasitos obtidos do exsudato peritoneal de animais previamente
inoculados foram filtrados em membrana de policarbonato de 3.0 um (ISOPORE™,
Millipore®) para remocado de outros tipos celulares presentes apds o lavado as
garrafas de confluéncia adequada foram infectadas pela adigéo de 5 taquizoitos por
nucleo celular. A cultura infectada foi deixada incubando por 2h para penetragao dos
parasitos. 2h apds o periodo de incubag¢ao adicionamos as culturas o meio DMEM
completo contendo SFB a 2% que diminuiu o crescimento celular. No dia seguinte
observamos em microscopio invertido os taquizoitos no interior das células. Se a
infecgdo ocorresse de forma adequada todo meio era retirado e entdo eram
adicionados DMEM sem SFB na presenga de prolina (L- (2,3-3H) com atividade
especifica de 2uCi/mL (Amersham International plc/Amersham UK). As amostras
entdo foram incubadas por 3 dias até a destruicdo total da camada celular pelos
parasitos. Os parasitos obtidos foram recuperados a partir da centrifugagdo da
suspensdo a 3000 x g por 10 minutos a 25 °C. O sobrenadante foi descartado de
forma segura em recipiente adequado na sala de radioativos. Os parasitos
previamente marcados com prolina 3-H foram sanicados da mesma maneira
realizada para obtencdo do antigeno soluvel, originando proteinas
biossinteticamente marcadas. Apds a centrifugagdo o sobrenadante antigénico foi
quantificado no fluorimetro Qubit® 3.0 (Thermo Fisher Scientific/Life Technologies)
para estabelecer a relagdo cpm/ug de proteina e as aliquotas mantidas em geladeira

até o momento do uso para posterior irradiagao.
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412.3 Marcacdao das amostras de STag, nativo ou irradiados a 250Gy e

1500Gy com fluoresceina isotiocianato (FITC —STagg).

Aliquotas de FITC foram dissolvidas em solugdo anidro dimetilsulfoxido
(DMSO) a 1mg/mL. Para cada 1mL de proteina, foram adicionados 50uL da solu¢édo
de FITC. As amostras foram homogeneizadas e a reagao incubada por 8 horas no
escuro a 2 °C. Apos, foram adicionados 50 mM de cloreto de aménio (NH4CI) e as
amostras foram incubadas por mais 2 horas no escuro a 2 °C para neutralizacido de
fluoresceina excedente. A purificacdo das amostras foi realizada em sistema
automatizado LPLC (Low pressure Liquid Cromatography), AKTAprime (GE
Healtchare®), sob o fluxo de 0.5 mL por minuto e fragdes de 0.5 mL, utilizando como
tampao de corrida, solugdo de borato de sddio a 0.1M, pH7.5. A solucédo de cada
tubo foi recuperada, aplicada em cubatas de UV para leitura em espectrofluorimetro
em filtros de absorbancia de 280nm e a 485-488nm para determinar a concentragao

de fluoresceina.
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Grafico 2- Cromatografia de exclusdo molecular de amostras de STag conjugadas
a isotiocianato de fluoresceina (FITC) em coluna Sephadex G-25-40,
sob o fluxo de 0.5 mL por minuto e fragées de 0.5 mL. A. STagg nativo.
B. STagr 250Gy. C. STagr 1500Gy. Taxa média molar da quantidade
de fluorocromo por proteinas (F/P) = 2.74 mols de FITC por mol de
proteina.

4.12.3.1 Calculo da razdao molar fluoresceina x proteina (F/P).

v E= coeficiente de extingdo molar da proteina (ex. para o STag = 30.000 kDa);
v' Amax = Absorbancia (A) da solugdo marcada medida no comprimento de

onda do fluoroforo (480nm);

v' FC=Fator de corregao; ajuste para a absorbancia a 280nm;

75



Da Costa, A., 2019

v' Fator de dilui¢ao.

Concentracdo de proteina (M) = Azso-Auso X FC x fator de diluicéo
E

413 Acao das peptidases, tripsina, papaina e pepsina sobre os STagr nativo

e irradiados a 250Gy e 1500Gy.

Com a obtencdo de proteinas conjugadas ao FITC, realizamos ensaios de
acao proteolitica sobre substrato extratos totais (STagg). Os substratos foram
ajustados para uma concentragdo de 100ug/mL. Amostras de STagr nativo e
irradiados foram adicionados em quadruplicatas em placas de 96 pogos pretas em
H,0 MilliQ®. Em seguida foram adicionadas as peptidases em uma concentragéo de
5ng/pogo. Para cada protease, foram preparados seus respectivos tampdes de

ativacao.

Tabela 1- Peptidases e tampdes de acgao.

Protease Tampao pH

Tripsina 0.046 M Tris HCI, 0.0115 M de Cloreto de calcio. 8.1

Papaina 1mM EDTA, 0.067mM mercaptoetanol, 5.5mM Cisteina-HCI. 6.0-7.0

Pepsina 0.1M Tris HCI, pH1.0-4.0 1.0-4.0

As amostras de STagr nativo e irradiados, foram incubadas por 30 minutos a
37°C na presenga das proteases e seus respectivos tampdes (100uL). Apds este
periodo foram adicionados aos pogos 100uL de acido tricloroacético (TCA) 5%, para
precipitacdo do substrato por 30 minutos em banho de gelo. Para recuperar o
precipitado, as placas foram centrifugadas a 2000g por 20 minutos a 4°C. O

sobrenadante foi recuperado e o precipitado das placas ressuspendidos em 100uL
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de bicarbonato 5%. Amostras de sobrenadante e precipitado foram lidos a 488 nm

em espectrofluorimetro.

414 Ensaios de ligacao e captagcao dos STag nativo ou irradiado em

macroéfagos.

4141 Ensaios da cinética da ligagcdo dos STag nativo ou irradiado em

macrofagos a partir do modelo biotina-avidina (STagg).

Culturas macrofagicas da linhagem J774 ou macréfagos peritoneais foram
cultivados em placas (Cornig®) de 96 pogos. As células obtidas foram contadas e

ajustadas para uma concentragédo de 2x106 células/pogo (em 100uL) em DEMEM
contendo 10% de SFB. Apds o periodo de 18h os pocos foram cuidadosamente
lavados para retirada das células ndo aderentes e do SFB, pela adicdo de DEMEM
sem soro pré-aquecido a 37 °C. Apds as lavagens realizamos o bloqueio pela adigao
de PBS 1x pré-aquecido contendo BSA 0.1% por 1h a a 37 °C. Os pogos foram
novamente lavados pela adigdo de DEMEM pré-aquecido, sem soro, e entdo foram
adicionados aos pogos as amostras de STag nativo ou irradiados em uma
concentragao de 1ug/100uL/pogo (octoplicatas). As amostras foram incubadas junto
as células por diferentes periodos de tempo (0, 15, 30, 60, 120 e 240 minutos). Apos,
os pocos foram novamente lavados e realizamos a fixacdo das células pela adigao
de paraformaldeido 1%, durante 10 minutos com posteriores lavagens (5 vezes) com
PBS 1x. Apds a fixagdo, foram adicionados aos pogos avidina conjugada a
peroxidase na diluicdo de 1:10.000 em PBS1x, e as culturas incubadas por 1 hora a
37 °C. Apos novas lavagens a revelagao da reagéo foi realizada pela adigdo de TMB
e interrompida apds 30 minutos pela adigcao de HCL 4 N. As leituras das densidades

opticas (D.O) foram realizadas em leitor de microplacas Multimode Microplate Reader
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FilterMax FS5 (Molecular Devices®, Sunnyvale, Califérnia) no filtro de absorbancia

de 450nm.

414.2 Ensaio de ligagao e cinética dos STagr nativo ou irradiados a 250Gy
e 1500Gy em macréfagos J774, por microscopia Optica de

fluorescéncia.

Macrofagos J774 (2x106 células/pogo/1mL) foram cultivados em laminulas de
0,13mm, adicionadas em placas de 24 pocgos contendo DEMEM mais soro fetal
bovino 10% por aproximadamente 18h. Apds este periodo os pogos contendo as
laminulas foram cuidadosamente lavados pela adicdo de DEMEM sem soro, pré-
aquecido e as células incubadas na presenga dos STagr nativo ou irradiados a 250Gy
e 1500Gy por 0, 15, 30 e 60 minutos (1ug/pogo/UAF+£1000000). Apds este periodo,
os pogos foram cuidadosamente levados, e as células fixadas pela adigdo de
paraformaldeido 1% pH 7,5-8,0, durante 10 minutos com posteriores lavagens (5
vezes) com PBS 1x. As células fixadas contendo os STag marcados por fluoresceina
(FITC-verde) foram marcadas por um segundo marcador, o Hoechst 33342 (Sigma®-
azul), conhecido por marcar DNA de células viaveis, por um periodo de 10 minutos,
seguidos de novas lavagens, com PBS 1x. As laminulas foram cuidadosamente
retiradas dos pogos e montadas em meio adequados (90% de glicerol, 0,86M
Tris/HCI pH8,6 e 0,1% de p-fenilenodiamina como anti-fading, reduzindo a
fotodestruicao). Apdés a montagem as laminas foram observadas em microscépio,
Olympus® BX-51 com sistema fotogréafico Optomics. Para a marcagéo com FITC, foi
utilizado o filtro com emissdao de 490nm e excitacdo de 525nm e para o Hoechst

33342 (Sigma®) o filtro de emisséo foi de 355nm e o de excitagdo de 465nm.
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415 Interferéncia dos bloqueadores de receptores Scavenger, dextran
sulfato ou probucol na ligagdao dos STags nativo ou irradiado em

macroéfagos.

Para os ensaios de inibigdo da ligagdo dos STags ou STagsH, culturas de
macrofagos obtidas como descrito anteriormente foram mantidas por 30 minutos em
banho de gelo. Apds este periodo amostras dos bloqueadores (Sigma®) dextran
sulfato (0,14uM) e probucol (0,77uM) diluidos em DEMEM, em uma concentragao de
0.4pg/100uL/pogo foram adicionados aos pogos por um periodo de 30 minutos a
temperatura de 37 °C. Apds estes periodos os pogos foram lavados 2 vezes com
DMEM pré-aquecido sem soro e entdo foram adicionadas as amostras de STag
nativo ou irradiados em uma concentragédo de 1ug/100uL/pogo. As culturas foram
incubadas por 1h a 37 °C. Apds, os pogos foram novamente lavados e realizamos a
fixagdo das células pela adicdo de paraformaldeido 1%, durante 10 minutos com
posteriores lavagens (5 vezes) com PBS 1x, como descrito acima. Apos a fixagao,
foram adicionados aos pogos avidina conjugada a peroxidase na diluigao de 1:10.000
em PBS1x, e as culturas incubadas por 1 hora a 37 °C. Apds novas lavagens a
revelagao da reacao foi realizada pela adigdo de TMB e interrompida apds 30 minutos
pela adigdo de HCL 4 N. As leituras das densidades 6pticas (D.O) foram realizadas

em leitor de microplacas Multimode Microplate Reader FilterMax FS5 (Molecular

Devices®, Sunnyvale, Califérnia) no filtro de absorbancia de 450nm.
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416 Caracterizagbes imunes e estruturais do receptor Scavenger CD36
presentes em macroéfagos peritoneais de camundongos knockouts

C57BI/6jCD36™ (KOCD36™).

4.16.1 Histologia.

Orgaos imunes de animais KOCD36" (Baco, timo e figado) foram enviados
para analise histolégica para posterior verificagdo por microscopia Optica. As
amostras foram processadas na sessao de histologia do Departamento de Patologia
da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo. Os cortes corados por
hematoxilina e eosina foram observados e fotografados em microscopio Olympus®

BX-50, com sistema fotografico Optomics (Camera C-Mos).

4.16.2 Deteccado da proteina correspondente ao receptor Scavenger CD36
em lisados de macréfagos peritoneais de camundongos WTCD36"*ou

KOCD36™.

4.16.2.1 Western blot.

Para detectar a presenca da proteina correspondente ao receptor CD36,
amostras de macréfagos peritoneais de camundongos WTCD36™* ou KOCD36™
obtidas como descrito no item 4.11.3, foram lisadas por sonicacdo, 5 ciclos por
periodos de 2 minutos em banho de gelo. Apés a lise as amostras foram
centrifugadas e o sobrenadante previamente separado por EGPA foi transferido para
membranas de nitrocelulose, como descrito em 4.5.3. A reacao foi revelada pela
adicdo do anticorpo anti-CD36 (BD Biosciences®) conjugado a biotina como descrito

em 4.5.3.

80



Da Costa, A., 2019

4.16.3 Reacao em fase solida para detecgdao da proteina correspondente ao

receptor Scavenger CD36 em lisados de macroéfagos peritoneais.

Apoés a quantificagdo de proteinas presentes no lisado celular, as amostras
foram adsorvidas em placas de ELISA de 96 pocos. Os lisados foram dissolvidos em
tampao carbonato de sdédio 0.1 M pH 9.5, over night a 4° C em cémara umida
(10pg/mL). As placas foram lavadas 5 vezes com PBS contendo 0.2% de Tween 20
(PBST) em lavadora de microplacas (Tecan®, Mannedorf, Switzerland), seguidas de
bloqueio com PBSB, contendo 1% de BSA, durante 1 hora em estufa a 37° C. Apds
o bloqueio a placa foi lavada novamente e foi adicionado o anticorpo anti-CD36
acoplado a biotina. Apds 1 hora de incubacgéao a 37° C a placa foi lavada e foi aplicado
a avidina conjugada a peroxidase (Sigma®) seguida de outra incubagéo de 1 hora a
37° C. A revelagao da reagao foi realizada pela adicao de TMB (Sure blue Microwell
Peroxidase substrate KPL) e interrompida apds 30 minutos pela adigdo de HCL 4 N.
As leituras das densidades opticas (D.O) foram realizadas em leitor de microplacas
Multimode Microplate Reader FilterMax F5 (Molecular Devices®) no filtro de

absorbancia de 450nm.

417 Ensaio de ligagdo dos STag® nativo ou irradiado em macréfagos
peritoneais de camundongos wild type C57BIl/6j ou de camundongos

knockouts C57BI/6jCD36™".

4.17.1 Reconhecimento inicial a frio.

Macrofagos peritoneais obtidos como descrito anteriormente, foram

cultivados em de 96 pogos em uma concentracao de 2x100 células/poco durante 24

horas. Apds este periodo os pogos foram lavados com PBS 1x gelado. As placas
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foram mantidas em banho de gelo durante todo o processo. As amostras de STag*"
nativo ou irradiados a 250Gy e 1500Gy foram diluidas para uma concentragao de
1ug/mL (0.1mL/pogco) em PBS 1x, e entdo adicionadas aos pogos em ftriplicatas, e
incubadas em banho de gelo por 30 minutos. Apds, os pogos foram lavados pela
adicao de 300uL de PBS 1x por 3 vezes, e as células desprendidas pela adicdo de
tripsina versene Sigma® (ATV). A contagem de prolina-3H, foi realizada por cintilagao
liquida, na qual o radionuclideo € distribuido uniformemente em meio liquido capaz
de converter energia cinética das reagdes nucleares em energia luminosa. Todas as

amostras foram contadas 2 vezes por 600 segundos.

4.17.2 Ligagao especifica.

O ensaio de ligagao especifica foi realizado seguindo os mesmos passos
descritos anteriormente, com a diferenga do tempo de incubacgéo dos STag®", que
foram de: 0, 30, 60, 120 e 240 minutos, com o objetivo de avaliar a cinética de

processamento de cada antigeno.

4.18 Ensaio de incorporacao de STagr nativo e irradiado a 250 e 1500Gy em

macréfagos CD36"* e CD367 por citometria de fluxo.

4.18.1 Tratamento e obtengio de macréfagos peritoneais CD36"* e CD36™ para

ensaios de citometria.

Macrofagos peritoneais obtidos de camundongos CD36"* e CD36™ foram
obtidos como descrito em 3.14.2. Apds obtengdo dos macrofagos as suspensdes
celulares forma mantida em banho de gelo durante todo o processamento antes dos

periodos de incubagao. As amostras foram centrifugadas a uma velocidade de 1000
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x g por 8 minutos a 20 °C para obtengado do pellet celular. Apds os pellets foram
ressuspendidos em solugdo de Cloreto de aménio 0.1M para lise de hemacias e
novamente centrifugadas, seguido da lavagem do pellet pela adigdo de PBS 1x e
nova centrifugagao. Apods as células foram contadas em camara de Neubauer para o
ajuste a uma concentragdo de 2x10° células/mL. Aliquotas de 2x10° células/mL foram
adicionadas em tubos de citometria e incubadas a 37 °C na presencga de STagr nativo
e irradiado a 250 Gy e 1500 Gy com. Todos STag foram ajustados para uma
concentragdo de 1ug/mL com UAF de 1x10°6. As amostras foram incubadas a 37 °C
em agitacdo por 1 hora. Apds o periodo de incubagédo, as amostras foram
centrifugadas a uma velocidade de 1000 x g por 8 minutos a 20 °C e lavadas pela
adicao de 2mL de PBS 1x e novamente centrifugadas. Entdo, apos a fixagdo com
paraformaldeido 4%, realizamos a permeabilizagcdo das células pela adigdo de
solugdo contendo Triton X-100 por 10 minutos. Em seguida as células foram

novamente centrifugas e lavadas com PBS 1x.

4.18.2 Marcacao celular.

Para a marcagdo celular foram utilizados os seguintes anticorpos
monoclonais anti-mouse: anti-CD68 APC (Biolegend®) e anti-CD36 PE (Biolegend®).
A mix anticorpos foi preparada em uma dilui¢éo de 1:100 em solucéo ISOTON®. 20uL
da mix foi adicionada em cada amostra seguida da incubagao por 30 minutos a 4°C
na auséncia de luz. Apds o periodo de incubacdo as amostras foram adquiridas em
citdmetro de fluxo (LSRFortessa BD Biosciences®). A compensagcéo foi realizada com
CompBeads® anti-Rato e anti-Hamster (BD Biosciences®). Os dados foram
coletados em BD FACSDIVA® (BD Biosciences®) software e analisados em Flowjo

X® software.
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4.18.3 Estratégia de analise para determinar as populagées de macroéfagos

peritoneais que incorporaram STagr nativo ou irradiados a 250Gy e

1500Gy.

Para analisar as populagbes de macréfagos peritoneais que incorporam as

amostras de STagr marcadas com FITC utilizamos a estratégia de analise

esquematizada abaixo (Figura 8). As populagdes celulares foram expressas por

porcentagens de células em relagdo a populagao do gate principal.
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Figura 8- Estratégia de analise de populagdo de macrofagos peritoneais que
incorporados com STagr nativo ou irradiados. Analise realizada pelo

Flowing software.
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4.19 Analise Estatistica.

Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando o software
GraphPad Prism® 6.0. Foram consideradas significantes as comparagbes cuja
probabilidade de igualdade foi menor que 5% (p<0.05). A comparagao entre
imunizagdes, fenotipagem, resisténcia e proteases foi feita utilizando teste-t e
ANOVA para comparacdes multiplas e teste Bonferroni aplicado para comparacao
entre os grupos selecionados. Para padronizagbes das marcagdes e ensaios de
ligagédo foram aplicados testes de regressao linear. Para ensaios de sobrevida apés

o desafio foi aplicado o teste Log-Rank.
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5 RESULTADOS DISCUTIDOS

5.1 Avaliacdo dos efeitos estruturais, antigénicos e imunogénicos
induzidos em antigenos soluveis de taquizoitos de T. gondii (STag)

irradiados com radiagdao gama por fonte homogénea de Co-60.

a. Efeitos nas estruturas primarias.
i. Modificagdes do perfil eletroférético das proteinas dos STags
submetidos a diferentes doses de radiagédo gama por fonte de Co-
60;

ii. Porcentagem de agao da radiagéo sobre as proteinas dos STag.

b. Efeitos imunolégicos
i. Avaliacdo da acao da radiag&o sobre as propriedades antigénicas
e imunogénicas dos STag irradiados;
i. Comparar arespostaimune humoral e protetora induzida por STag

nativo (n&o irradiado) e STags irradiados.
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5.1.2 Efeitos estruturais induzidos em antigenos soluveis de taquizoitos de
T. gondii (STag) irradiados a 250Gy, 500Gy, 1000Gy e 1500Gy por

fonte homogénea de Cobalto-60 (Co-60).

513 EGPA (Eletroforese em gel de Poliacrilamida).

Amostras de STag foram submetidas a diferentes doses de irradiagdo com
raios-y por fonte homogénea de Co-60 (250Gy, 500Gy, 1000Gy e 1500Gy). Apds a
irradiagédo dos STag, avaliamos o perfil eletroforético das amostras em gel de
resolucao de 12,5% (Figura 9). No lane 1, apresentamos o perfil eletroforético do
STag nativo (ndo irradiado). O STag 250Gy (lane 2) ndo apresentou modificagcdes
em seu perfil eletroforético quando comparado a amostra de STag nativo (ndo
irradiado). A partir da dose de 500 Gy (lane 3) observamos a presenga de um arraste
em proteinas de alto peso que ficou mais evidente com o aumento das doses.
Amostras irradiadas a 1000Gy (lane 4) e 1500Gy (lane 5) evidenciam ainda mais o
arraste sugerindo quebras e possiveis jungdes de alguns epitopos. Na figura 7B,
mostramos proteinas estruturais importantes presentes no STag nativo (Lane 1) que
foram preservadas ap6s a irradiagéo dos extratos, tais como SAG1 (31 kDa); GRA6

(32kDa); ROP (35 kDa, 38 kDa, 42 kDa e 95 kDa) e GRAZ2 (34 kDa).
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Figura 9- EGPA (12,5%) dos STag nativo e irradiados a diferentes doses de
radiagao-y por fonte de Co-60. A- Lane 1- STag nativo; Lane 2- STag
250Gy; Lane 3- STag 500Gy; Lane 4- Stag 1000Gy. Lane 5- STag
1500Gy. B- STag nativo.

5.1.4 Densitometria das bandas dos STag nativo e irradiados a 250Gy,

500Gy, 1000Gy e 1500Gy.

A caracterizagao estrutural dos extratos por EGPA nos forneceu uma
avaliagao qualitativa das proteinas dos STag nativo e irradiados. Com o uso do
software ImageJ®, realizamos a quantificagdo relativa das modificagbes induzidas
nos extratos apos a irradiacao, representada pela area da corrida de cada extrato
(Figura 10). Apresentamos a seguir, o perfil da area de corrida do STag nativo (linha
verde) em comparagao ao perfil das amostras irradiadas a 250Gy, 500Gy, 1000Gy e
1500Gy (magenta). Como observado por EGPA, o STag nativo e o STag 250Gy

(Figura 10A) nao apresentam diferencas significantes, exceto pelo discreto
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alargamento da area de corrida correspondentes a proteinas de massa molecular
mais altas no STag 250Gy. Na figura 8B, apresentamos a comparagao entre STag
nativo e STag 500Gy. Observa-se uma diminuicdo na altura dos picos e uma
aparente jungao de areas. Essa modificagao fica mais evidente no perfil de area dos
STag irradiados a 1000 Gy e 1500Gy (Figuras 10C e 10D). Doses mais altas de
irradiacdo apresentaram um aumento no fundo de deteccgéo, representada pelo
alargamento dos picos, sugerindo quebras e o aparecimento de picos nao

observados no STag nativo.

?;,"~ 3

Figura 10- Densitometria da area de corrida das amostras de STag nativo e
irradiados detectadas no EGPA por software ImagedJ. A- STag nativo
x STag 250Gy; B- STag nativo x STag 500Gy; C- STag nativo x STag
1000; D- STag nativo x STag 1500Gy. STag nativo (verde); STag
irradiados (magenta).
O uso do software Image Lab 6.0.1 (BIO-RAD®) possibilitou a identificagéo
estimada da massa molecular de cada banda detectada no gel. Assim, avaliamos o
a diferenca (r?) entre as bandas presentes no STag nativo e irradiados (Gréfico 3).

Os pontos fora da reta sugerem que a radiagdo gama agiu em proteinas de alta

massa molecular, enquanto as de menor massa, pareceram nao sofrer modificagbes
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mantendo-se semelhantes entre todos STag analisados. A agéo sobre as proteinas
de massa molecular mais alta modificou a inclinacdo da reta de correlagao,
mostrando que a radiacdo tem um efeito dose resposta sobre as proteinas de alta

massa molecular.

300+~ STag nativo
280~ STag 250 Gy

2604 STag 500 Gy

2404 STag 1000 Gy
2204 STag 1500 Gy

200
180
160+
140+
1204
100

STag irradiados (Co-60) - Massa Molecular (KDa)

c T L) T T T T T T T L) T L} T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300

STag nativo - Massa Molecular (KDa)

Grafico 3- Regresséo linear mostrando a diferenca (r?) entre as bandas do STag
nativo e irradiados identificadas no EGPA pelo software Image Lab
6.0.1 (BIO-RAD®): STag nativo x STag 250Gy r>= 0.9943; STag nativo
x STag 500Gy r? = 0.9886; STag nativo x STag 1000Gy r? = 0.9842;
STag nativo x STag 1500Gy r“ = 0.9602).

A partir da média do valor das bandas detectadas nos STag, calculamos a
porcentagem da integridade das proteinas dos STag apds serem submetidos a
irradiagao (Grafico 4). A irradiagao agiu em 39% das proteinas do STag 250Gy, 58%
das proteinas do STag 500Gy, 60% das proteinas do STag 1000Gy e 70% das

proteinas do STag 1500Gy.
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Grafico 4- Porcentagem (%) da integridade das proteinas dos STag irradiados a
250Gy, 500Gy, 1000Gy e 1500Gy por fonte de Co-60. Linha pontilhada
mostra a média das proteinas detectadas no STag nativo (ndo
irradiado).

5.1.5 MALDI-TOF - Espectrometria de massa dos STag nativo ou irradiados a

250Gy e 1500Gy.

As amostras de STag nativo (Figura 10A), STag 250Gy (Figura 10B) e STag
1500Gy (Figura 10C) foram submetidas a analise de espectrometria de massa e
MALDI-TOF em sua forma liquida pos-irradiagéo (Figura 11). Houve uma discreta
diferenga na massa molecular em alguns picos quando comparamos a analise de
STag nativo (Figura 11A) e STag 250Gy (Figura 11B). Ja a analise da massa do
STag 1500Gy (Figura 11C) apresentou maiores modificagbes caracterizadas pelo
aparecimento de picos nao detectados no STag nativo e STag 250Gy. Também foi
possivel observar que alguns picos diminuiram sua participagao relativa no perfil, o

que pode sugerir a presenga de fragmentagdes ou comprometimento de algumas
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estruturas, caracterizada pela presenga de fracoes peptidicas de menor massa
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Figura 11- Espectrometria de massa (MALDI-TOF) das proteinas dos STag: A-
nativo; B- STag 250Gy; C-STag 1500Gy.

Com base nos dados apresentados podemos afirmar que a radiagao ionizante
pouco afetou as proteinas dos extratos antigénicos. O EGPA mostrou que a dose de
250 Gy nao afeta significantemente o perfil de proteinas do STag, mas a partir da
dose de 500Gy e mais evidente em doses maiores, 1000Gy e 1500Gy, notamos o
aparecimento de um arraste em proteinas massa molecular mais alta. Esse efeito foi
semelhante aos encontrados em albumina bovina irradiada, aonde os autores
descrevem que doses mais elevadas de irradiacdo podem causar modificacbes
significativas na estrutura das proteinas'®. Em trabalho realizado por nosso grupo,
mostramos que doses superiores a 1500Gy induziram maior degradagédo das
proteinas do STag'®. Por densitometria, foi possivel confirmar que com o aumento
da dose de irradiacao, ocorrem discretas modificagoes no perfil de area das proteinas
em relagdo ao controle de STag nativo (ndo irradiado). Essas modificagdes foram

caracterizadas pelo aumento do fundo de area da corrida e alargamento dos picos,
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fato ja observado em venenos irradiados''. Ainda a partir da densitometria,
realizamos uma abordagem de quantificagéo da integridade individual das proteinas.
Os resultados demonstrados por EGPA mostraram que ha manutengdo da
integridade geral das proteinas e que estas podem ser quantificadas
adequadamente, apesar das discretas modificagdes individuais.

A espectrometria de massa (MALDI-TOF) das amostras de STag nativo e
STag irradiados a 250 Gy e 1500 Gy, mostra que os efeitos anteriormente citados
puderam ser confirmados por uma abordagem diferente. A técnica de MALDI-TOF

intervém minimamente sobre a molécula'®?

, diferentemente do tratamento das
proteinas para os ensaios de EGPA, e confirmou a manutencdo relativa da
integridade dos antigenos. Essas alteracdes podem estar relacionadas ao fato de
que amostras irradiadas em solugdo aquosa sofrem com o efeito indireto da
radiagdo'®. A interacdo da radiagdo gama com a agua origina espécies reativas
COmo, € aq, O2, H* e OH*, estas moléculas sdo associadas a modificagbes na proteina
como, cross-linking, fragmentagéo, agregacdo e oxidagéo'**. Fica claro que ha a
necessidade de se refinar os protocolos de caracterizacdo dos extratos totais

irradiados por MALDI-TOF, para futuramente ser possivel concluir se, pequenas

moléculas como radicais hidroxila possam ter se incorporado a proteinas aceptoras.
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5.1.6 Efeitos antigénicos e imunogénicos induzidos em antigenos soluveis
de taquizoitos de T. gondii (STag) irradiados a 250Gy, 500Gy, 1000Gy

e 1500Gy por fonte homogénea de Cobalto-60 (Co-60).

5.1.7 Western Blot — Avaliagao da antigenicidade.

Apos avaliar o efeito da radiagéo sobre as propriedades estruturais primarias
das proteinas dos extratos, as amostras separadas no EGPA foram transferidas para
membranas de nitrocelulose e reveladas pela adigdo de anticorpos especificos 1gG
anti-T. gondii, presentes no soro de camundongos infectados pela cepa ME-49. Na
figura 12, mostramos o perfil de reconhecimento destes anticorpos especificos as
proteinas do STag submetidas a diferentes doses de radiagdo gama. O
reconhecimento dos anticorpos especificos foi semelhante em todos os STags
estudados. Nao houve diferenga de reatividade entre STag nativo (lane 1) ou
irradiados a 250Gy (lane 2) e 500Gy (lane 3). Mesmo em doses mais altas, 1000Gy
e 1500Gy (lanes 4 e 5), houve manutengao das caracteristicas antigénicas, com
algumas modificagbes, sugerindo uma possivel jungéo de alguns antigenos, assim
como a perda de intensidade no reconhecimento de bandas com massa entre 32 e
35 KDa. Na figura 10B indicamos a partir do lane 1, contendo STag nativo, proteinas

estruturais antigénicas preservadas apés a irradiacéo.
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Figura 12- Perfil do reconhecimento de anticorpos IgG especificos presentes no
soro de camundongos infectado pela cepa ME-49 de T. gondii (Diluigao
1:100) as proteinas de STag nativo e irradiado por Western blot. A. 1.
STag nativo; 2. STag 250Gy; 3. STag 500Gy; 4. Stag 1000 Gy. 5. STag
1500Gy. B. Lane STag nativo, setas indicam proteinas estruturais
preservadas.

5.1.8 ELISA - Avaliagao da imunogenicidade.

Para avaliar a imunogenicidade, grupos de 05 camundongos Balb/c foram
imunizados por via subcutanea (10ug, 0,1mL/animal) com trés doses quinzenais dos
STag nativo ou irradiados a 250Gy, 500Gy e 1500Gy. O grafico 5, mostra a produgao
de anticorpos séricos IgG anti-T. gondii por ELISA, 15 dias apds a ultima imunizagéo.
Todas as imunizagdes induziram a produgdo anticorpos especificos. Quando
comparamos a producdo de anticorpos entre os grupos estudados, ndo houve
diferencga significativa no titulo de anticorpos entre as imunizagbes com STag nativo

e STag irradiados a 250Gy e 500Gy. O grupo imunizado com STag irradiado a

95



Da Costa, A., 2019

1500Gy apresentou maiores niveis de anticorpos IgG especificos quando comparado

aos grupos imunizados com STag nativo e irradiados a 250Gy e 500Gy (p<0.05).

! *k ]
l . kK Il
121 ' l *okk )
S ' .
S Tede
u.’ 10- _.Tl?._ ° L ] [ \d
: —— = S T
= L] °
8 g o .
(C)
=
[}
-
]
2
gV
3
o 24
O
2
£
0 T T T T
STag nativo STag 250 Gy STag 500 Gy STag 1500 Gy

Grafico 5 - Comparagao da produgao de anticorpos IgG especificos anti-T. gondii
no soro de camundongos Balb/c imunizados por via subcutanea com
trés doses quinzenais de STag nativo ou STag irradiado a 250Gy,
500Gy e 1500Gy, detectados por ELISA. Linha tracejada representa a
producgdo basal de IgG. Barras representam a média e o erro padrao
da média. Asteriscos representam a diferenga significativa entre os
grupos (**, *** = p<0.05).

As mesmas amostras foram ensaiadas para detec¢do da porcentagem de
avidez de anticorpos IgG por ELISA com lavagem do pogo apds reagéo do soro com
agente caotrépico ureia (6M) e no grafico 6, vemos a porcentagem da avidez de
anticorpos IgG apos as trés imunizagdes. Nao observamos diferenga significante
entre a maturagédo de anticorpos dos grupos imunizados com STag nativo e
irradiados a 250Gy e 500Gy. A imunizagao com STag irradiado a 1500Gy induziu
maiores niveis de maturagéo de anticorpos que o STag nativo e os STag irradiados

a 250Gy e 500Gy (p<0.05).
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Grafico 6 — Comparagéao da porcentagem (%) de avidez de anticorpos IgG no soro
de camundongos Balb/c imunizados por via subcutanea com 3 dosese
STag nativo ou STag irradiados a 250Gy, 500Gy e 1500Gy detectados
por ELISA. Barras representam a média e o erro padrao da média.
Asteriscos representam a diferencga significativa entre os grupos (**=
p<0.05; ****=p<0.0001).

Com base nos resultados apresentados mostramos claramente a
antigenicidade e imunogenicidade especifica do STag irradiados, abrindo a
possibilidade do uso de extratos antigénicos como imundgeno vacinal eficiente na
indugdo de anticorpos especificos para toxoplasmose. A radiacdo ionizante foi
descrita como ferramenta eficiente na eliminagdo da toxicidade de venenos com
manutengdo de suas caracteristicas antigénicas e imunogénicas'®®. Estudos com
irradiacdo de ovalbumina mostraram mudanc¢a na antigenicidade apenas com doses

superiores a 1000Gy'*

, assim como a antigenicidade (resposta imune de IgG) e
alergenicidade (resposta imune de IgE) de ovomucdide irradiada a 10 KGy''. O
STag irradiado na dose de 1500Gy, foi mais eficiente na indugdo da resposta

humoral, com maiores concentracbes de anticorpos especificos e de alta avidez.

Resultados semelhantes foram demonstrados apds a irradiagdo de crotoxina.
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Venenos geralmente s&o epitopos pouco imunogénicos e apos serem irradiados se
mostraram mais imunogénicos que a forma nativa'®®. Este aprimoramento da
imunogenicidade foi relacionado pelos autores com a formagao de agregados™’.

A radiacdo ionizante oxida as proteinas a partir de radicais oriundos da
radidlise da agua'®®, o que seria semelhante ao tipo de oxidagdo causada pela
mieloperoxidase extracelular liberada por neutréfilos em tecidos com inflamagéao
aguda®. Esse processo seria equivalente & agdo de alguns adjuvantes, como o
completo de Freund'’s, que geram inflamagéao local atraindo neutréfilos ao local de
imunizac&o®®. Nossos dados mostram que as modificacdes da radiacéo sobre as
proteinas as direcionam para um processamento por células imunes mais eficiente,
de acordo com os dados observados de maior avidez de anticorpos induzindo
imunidade celular adaptativa mais intensa e eficiente, ja que a avidez de anticorpos

depende da selecdo de células mais especificas no centro germinativo'®®

.Aacao dos
radicais livres pode ser reconhecida por macrofagos residentes via receptores
especializados do tipo Scavenger de varios tipos e responsaveis por captagédo e
processamento de antigenos ambientais®’. Estes receptores também estdo
presentes em células apresentadoras de antigenos, um grupo celular responsavel
pela primeira sinapse imunoldgica da resposta imune adaptativa'?. Estudos
anteriores, utilizando crotoxina irradiada demonstraram sua captacdo e
processamento preferencial por macrofagos. Essa captagéo foi parcialmente
bloqueada por bloqueadores de receptores Scavenger para produtos oxidados

(probucol) ou para produtos negativamente carregados (dextran sulfato)'.

98



5.2

Da Costa, A., 2019

Definicao da massa de proteina efetiva para ensaios de imunizacao e
comparacgao da resposta imune humoral, celular e protetora induzida
por STag nativo e irradiados a 250Gy e 1500Gy comparados a

taquizoitos integros de T. gondii irradiados a 255Gy (RH 255Gy).

a. Avaliagdo da massa efetiva de proteinas dos STag, necessaria para
induzir a produgao de anticorpos IgG anti-T. gondii semelhantes aos
produzidos pela imunizagdo com taquizoitos RH integros irradiados;

b. Avaliagdo da protegdo induzida em animais imunizados com STag
nativo ou irradiado e taquizoitos RH integros irradiados e desafiados
com a cepa RH viavel,

c. Diferenga do perfil celular induzido pela imunizagdo com STag nativo ou
irradiado e taquizoitos RH integros irradiados. da resposta imune celular

induzida apds a imunizagdo com STag.
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5.2.1 Avaliagao quantitativa da eficiéncia na resposta humoral induzida pela
imunizagcao de camundongos Balb/c com STag nativo e irradiado a
STag 250Gy e STag 1500Gy comparados a taquizoitos integros da cepa

RH de T. gondii irradiados a 255Gy.

Para compararmos a eficiéncia de diferentes massas de proteinas dos STag
nativo e irradiados e taquizoitos de T. gondii integros irradiados a 255Gy (RH 255Gy),
imunizamos grupos de 05 camundongos Balb/c com trés doses quinzenais de
diferentes massas (2ug, 6ug, 10ug e 20ug/ animal) de STag nativo ou irradiado a
250Gy e 1500Gy, comparados a 107 taquizoitos integros irradiados a 255Gy O
grafico 7A, apresenta a produgéao de anticorpos IgG anti-T. gondii detectados no soro
de animais imunizados com 2ug de STag nativo, STag 250Gy, STag 1500Gy e RH
255Gy. Nesse tipo de imunizagdo, houve baixa produgdo de anticorpos IgG
especificos. O grupo imunizado com STag 250Gy apresentou maior concentragao de
IgG especifica que os grupos imunizados STag nativo, STag 1500Gy e RH 255Gy
(p<0.05). O grafico 7B, apresenta a produgdo de anticorpos IgG anti-T. gondii
detectados no soro de animais imunizados com 6ug de STag nativo, STag 250Gy,
STag 1500Gy e RH 255Gy. Com o0 aumento da massa de proteina, a produgao de
anticorpos foi maior, mas a produgéo de IgG anti-T. gondii nas imunizagbes com
STag 1500Gy foi mais elevada em comparagao aos demais grupos analisados
(p<0.0001), com diferengas menores entre outros antigenos (STag nativo vs STag
250Gy, p<0.05). No grafico 7C, apresentamos a produgao de anticorpos IgG anti-T.
gondii detectados no soro de animais imunizados com massa de 10ug de
imunogenos. Podemos observar que nesta concentracdo a produgao de anticorpos
IgG anti-T. gondii foi mais intensa em todos os grupos analisados. O grupo com
maiores indices de anticorpos IgG anti-T. gondii foi imunizado com STag 1500Gy.

STag nativo induziu maiores indices de anticorpos IgG especificos que o grupo
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imunizado com 10" RH 255Gy (p<0.05). Maiores concentragdes de anticorpos IgG
especificos ocorreram com STag 250Gy e STag 1500Gy em comparagao ao grupo
imunizado com 10" RH 255Gy (p<0.05). No gréafico 7D, mostramos a producéo de
anticorpos IgG anti-T. gondii detectados no soro de animais imunizados com 20ug
de imundégenos. Esta massa de proteina ndo s6 ndo induziu maiores concentragoes
de anticorpos IgG especificos nos grupos imunizados, como houve queda nos
indices de anticorpos, apesar de manter-se o perfil de maiores indices de anticorpos
com STag irradiados a 250 e 1500Gy, sempre mais elevados que o induzido por
taquizoitos integros (p<0.005). O STag nativo induziu maiores indices de anticorpos

que o observado no grupo imunizado com RH 255Gy.
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Grafico 7- Comparagao entre a produgédo de anticorpos IgG especificos anti-T.
gondii no soro de camundongos Balb/c imunizados com 3 doses
quinzenais de STag nativo ou STag 250Gy, STag 1500Gy e RH 255Gy
com diferentes massas de proteina, detectados por ELISA. A- 2ug; B-
6ug; C- 10ug; D- 20ug. Linha tracejada representa a produgao basal de
IgG. Barras representam a média e o erro padrdo da média. Asteriscos
representam a diferenga significativa entre os grupos (*=p<0.01;
**=p<0.05; ***, ****=p<0.0001).
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As mesmas amostras foram ensaiadas para detecg¢ao da avidez de anticorpos
utilizando ureia 6M como agente caotropico, (Grafico 8). O grafico 8A, mostra a
porcentagem de avidez de IgG induzida pela imunizagdo de camundongos com
massas de 2ug de imundgenos, que foi baixa (<40%) em todos, indicando pouca
maturagao de anticorpos. Os grupos imunizados com massa de 6ug de imunégenos
(Grafico 8B), mostraram uma avidez intermediaria, enquanto a imunizagédo com 10ug
(Grafico 8C) induziu anticorpos de alta avidez (=40%) em todos os imundgenos,
exceto em RH 255Gy. Quando analisamos a avidez dos anticorpos induzidos pela
imunizagdo com 20ug de STag nativo, STag 250Gy, STag 1500Gy e RH 255Gy,
observamos menor avidez que com a massa anterior de imunizagdo, embora maior

no grupo imunizado com STag 1500 Gy (Grafico 8D).
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Grafico 8 — Detecgao da porcentagem (%) de avidez de anticorpos IgG no soro de
camundongos Balb/c detectados por ELISA apds a imunizagédo com 3
doses quinzenais por via subcuténeas de STag nativo ou STag 250Gy,
STag 1500Gy e RH 255Gy com diferentes massas de proteina. A- 2ug;
B- 6ug; C- 10ug; D- 20ug. Barras representam a média e o erro padrao
da média. Asterisco representam a diferenga significativa entre os
grupos (*=p<0.01; **=p<0.05; ***, ****=p<0.0001).
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Este tipo de ensaio demonstrou que mesmo quantidades menores de
antigenos podem induzir a formagao de anticorpos, embora insuficientes para induzir
avidez dos mesmos. E evidente que a resposta humoral induzida por RH 255Gy é
bastante diferente da induzida por vacinas de componentes como a STag, com
auséncia de maturagao de avidez independente da massa utilizada. Baseado nos
resultados, confirmamos que o STag irradiado a 1500Gy foi o imundégeno mais
eficiente na indugao da resposta imune humoral, quando utilizamos a concentragao
de 10ug/animal, com maiores indices de anticorpos especificos anti-T. gondii e maior
maturagdo de anticorpos em comparagao aos outros antigenos. Em relagédo a dose
de radiacdo, demonstramos que extratos antigénicos necessitaram de doses mais
altas de radiacdo para obter a mesma resposta observada pela imunizagdo com
taquizoitos integros irradiados, que apresentou resultados semelhantes ao STag
250Gy. Este resultado supbe que ha uma semelhanga para a produgao de anticorpos
entre estes dois imundgenos, que necessita da mesma dose de radiagédo, o que
poderia mostrar que a radiagdo estaria afetando as proteinas dos taquizoitos
integros, e esta seria a responsavel pela imunizacdo e protecdo relatada na
literatura®®®".

Como em todo imundégeno vacinal, baixas concentragdes ndo sao capazes
de desencadear uma boa resposta imune, e doses muito altas podem induzir
disturbios no sistema imune'®, como encontramos em nossos modelos. Nossos
dados mostram que a resposta imune obtida parece depender de uma dose ideal e
nao esta vinculada ao excesso de massa do imundégeno, uma vez que alcangamos
melhor resposta imune utilizando 10ug/animal, e a imunizagao com 20ug/animal foi
menos eficiente na indugdo e maturagado de anticorpos especificos. Este fenbmeno
de dose maior menos eficiente, pode ser explicado pela indugdo do fenébmeno de
tolerancia imunoldgica, associada a um excesso de antigeno em relagdo ao numero

)161

de células responsivas ou a indugéo de célula T reguladoras (Treg)'™®" ou destruicao
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de células B'%2. Como reviséo, o reconhecimento de um antigeno pelo receptor de
células T é a primeira etapa para se iniciar a resposta de células T'®3. Durante
infecgbes, células T CD4 discriminam a afinidade do antigeno e a dose, resultando
em células efetoras e selegdo e amplificacdo de células de memoria. Células B de
memoria tem receptores especificos que permitem sua ativagdo semelhante a
primaria na presengca dos antigenos, induzindo uma resposta secundaria ativa
amplificada'®. A afinidade de um antigeno pelo seu receptor na célula imune tem
papel essencial na diferenciagao de células T e B. Como o numero destas células

especificas & limitado, isto ndo esta relacionada a altas doses de antigeno'"".

5.2.2 Protecao induzida em camundongos Balb/c imunizados com diferentes
massas de STag nativo, STag 250Gy, STag 1500Gy e RH 255Gy e
desafiados com 10° taquizoitos viaveis da cepa RH virulenta de T.

gondii.

Os grupos imunizados com diferentes massas e antigenos foram desafiados
com 103 taquizoitos vidveis da cepa RH de T. gondii, 30 dias apés a ultima dose
vacinal, para avaliacido da resposta protetora induzida apds as imunizacdes. No
Grafico 9, apresentamos a sobrevida induzida em camundongos onde independente
da massa de proteina usada, todas as imunizagdes foram capazes de aumentar a
sobrevida dos animais em comparagdo ao grupo controle ndo imunizado, que
sobreviveu por trés dias pds-desafio. O grafico 9A, mostra a sobrevida dos grupos
imunizados com 2ug de imunégeno, onde os grupos imunizados com STag nativo,
STag 250 Gy e RH 255 Gy sobreviveram por 5 dias apds o desafio, com uma discreta
e insignificante protegdo maior por 7 dias em imunizados com STag 1500 Gy. Os
grupos imunizados com 6ug de imunégeno, apresentado no grafico 9B, mostraram

sobrevida de 6 dias em STag nativo, menor que 10-11 dias observado em animais
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imunizados com STag 250Gy, 1500 Gy e RH 255Gy. Nos animais imunizados com
10ug de imunogeno, notamos maior aumento na sobrevida dos animais imunizados
em comparagao a demais massas de proteina estudadas (Grafico 9C), semelhante
aos imunizados com 20ug de imundgeno. Nesses grupos, a imunizagao com STag
nativo aumentou para seis dias a sobrevida, enquanto que os grupos imunizados
com STag 250 Gy e RH 255 Gy sobreviveram por 12 dias. A sobrevida do grupo
imunizado com STag 1500 Gy foi maior de 14 dias apds o desafio. Alguns grupos
apresentaram animais (1 animal/grupo) que sobreviveram por mais de 20 dias apos

o desafio.
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Grafico 9- Porcentagem (%) da sobrevida de camundongos Balb/c controle (e) e
imunizados com diferentes massas de proteinas de STag nativo (m),
STag 250Gy (A), STag 1500Gy (V) e RH 255Gy (¢) e desafiados com
10° taquizoitos viaveis da cepa RH virulenta 30 dias apds a ultima dose
de imunizagdo. A- 2ug; B- 6pg; C- 10ug; D- 20upg. Asteriscos
representam a diferenga entre as curvas de sobrevivéncia entre grupo
controle e imunizado pelo teste Log-Rank (Mantel-Cox).
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Ensaios de desafio com cepa virulenta sdo de analise complexa, ja que
estamos acompanhando dois processos conjuntos, a invasdo do parasito na células
hospedeira e a doenga, definidos anteriormente em modelos vacinais de
toxoplasma®®'%°. Assim, um imunégeno pode ser eficiente para prevenir a infecgéo
induzindo protecao via anticorpos protetores e outros podem ser mais importantes
para a prevencdo da doenca por induzir células CD8*, que eliminam as células
hospedeiras infectadas e previnem a doenca sem interferir na infecgéo**. O modelo
de desafio que apresentamos, utiliza a infec¢ao intraperitoneal, o que implica que
estamos observando principalmente a inibicdo da doenca, aqui representada como
a morte do hospedeiro. Embora o anticorpo possa cooperar para a morte do parasito
por induzir sua fagocitose por macréfagos'®, a protegdo encontrada descrita na
literatura € mais associada a imunidade celular e a produgdo de células CD8"
responsivas ao agente®’.

Ainda assim, a principal conclusdo € que todos os imunogenos irradiados
induzem protecao se estiverem em dose suficiente, ja que a prote¢ao induzida no
grupo imunizado com 2ug foi muito baixa e todos os animais morreram. Todas as
doses de STag nativo induziram baixa protegdo, como usualmente reportado na
imunizagdo na auséncia de adjuvantes, similar ao encontrado em inumeros modelos
vacinais(Casciotti et al. 2002; Guiton et al. 2009). Usualmente, é reportado que uma
resposta imunolégica elevada e duradoura com menor concentragdo de antigeno
implica na adigéo de adjuvantes imunolégicos. A maior dificuldade com o uso destes
adjuvantes é a toxicidade e os efeitos colaterais, sendo assim ha o requisito de se
ter um nivel aceitavel de efeitos®''®®. Em nosso modelo, todo o processo foi realizado
sem nenhuma adigédo de adjuvantes ao imunégeno, com niveis satisfatorios de
anticorpos especificos e protecdo, tanto para os antigenos livres como para os

taquizoitos integros irradiados. Interessante notar que todos os imundgenos
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irradiados ofereceram uma protecdo maior, mas sem relagdo com a quantidade de
anticorpo detectado no soro.

Até o momento, os resultados obtidos em vacinas de subcomponentes para
toxoplasmose foram pouco promissores devido a baixa imunidade induzida, diferente
da infeccdo natural ou devido a epitopos pouco seletivos'®®. Nossa opgédo pelo uso
de extrato total foi bem-sucedida, com protecao satisfatéria quando comparado aos
estudos utilizando uma ou algumas proteinas recombinantes que se mostram
indutoras de menos imunidade, com baixa imunogenicidade e dependéncia de
adjuvantes externos®. A protegao induzida apos o desafio dos animais imunizados
utilizando a cepa viavel RH de T. gondii (virulenta), mostrou que o STag 1500Gy
induziu protecdo semelhante a protecdo induzida por taquizoitos integros irradiados,
e ambas foram maiores que a protegéo induzida em animais imunizados com STag
nativo. Modelos cistogénicos permitem uma melhor dissecgéo da protecdo, avaliando
contra infecgao, com auséncia do agente, ou contra a doenga, diminuindo o nimero
de agentes no hospedeiro®. Em estudo anterior, mostramos que animais imunizados
com STag irradiado a 1500Gy e desafiados com a cepa ME-49 (cistogénica)
apresentaram protecgao eficiente, com diminuigdo do numero de cistos cerebrais, o
que é promissor no teste de uma eventual vacina®'. O uso de proteinas em vacinas
de subcomponentes apresentam maior facilidade em sua conservagao e transporte,
enquanto vacina com parasitos integros apresentam uma intrinseca problematica de
durabilidade apds descongelamento tanto usando taquizoitos irradiados *° ou mesmo

agentes atenuados usados comercialmente para ovelhas(Booth et al. 1996).
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5.2.3 Perfil da resposta imune celular induzida apés a imunizacao de
camundongos Balb/c com STag nativo, STag 250Gy, STag 1500Gy e

taquizoitos integros da cepa RH de T. gondii irradiados a 255Gy.

Para esclarecer a disparidade de correlagao entre niveis séricos de anticorpos
e a protegao obtida entre STag e taquizoitos integros, decidimos analisar as células
imunes em grupos de animais imunizados com estes modelos, usando apenas duas
doses de radiagao 250Gy, para STag e taquizoitos integros, e 1500Gy para STag,
para permitir a correta comparagdo entre os imunogenos. A pesquisa de células
antigeno-reativas foi feita em linfécitos de sangue periférico de plexo orbital dos
grupos imunizados com trés doses quinzenais de 10ug dos imundgenos (STag
nativo, STag 250Gy, STag 1500Gy e 10" RH 255Gy), colhidos 30 dias apds a ultima
imunizagdo. Apo6s purificagcdo de linfocitos do sangue periférico, estes foram
cultivados estimulados com antigeno de T. gondii (10ug/ml) por 72hs, para
proliferagéo de células responsivas. A seguir, a suspensao celular foi marcada com
anticorpos de fendtipo CD19" (linfécitos B), e fendtipos CD3™ (Linfécitos T totais),
CD4" (linfocitos auxiliares ou helper) e CD8" (linfocitos citotdxicos), e submetidos a
citometria de fluxo, com controle adequados como detalhado em Métodos. O perfil
celular da proporgédo de células responsivas ao antigeno apresentado no sangue
periférico de animais submetidos as imunizagées pode ser visto no grafico 10.
Linfécitos de grupo controle ndo imunizado nao apresentaram proliferagao
significativa ao antigeno de T. gondii (p<0.05), nem de linfécitos B (CD19%) ou T
auxiliares (CD3"CD4",) ou citotéxicos (CD3*CD8") quando comparados aos demais
linfécitos de animais imunizados. O grafico 10A, mostra a porcentagem de linfocitos
B (CD19") detectados nos grupos imunizados. Observamos uma proporgdo de
linfécitos B (CD19%) de 14% nos animais imunizados com STag nativo, menor que

19% nos imunizados com STag 250 Gy; e ambas menores que a proporgao de 24%
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nos imunizados com STag 1500 e 23% nos imunizados com RH 255 Gy. No grafico
10B, mostramos a porcentagem de linfécitos T (CD3"CD4") auxiliares detectados nos
linfécitos dos grupos imunizados estimulados com antigeno de T. gondii. Linfocitos
de animais imunizados com STag nativo tinham 7% de linfécitos T (CD3"CD4"), maior
que 4% encontrados nos linfocitos de animais imunizados com STag 250Gy, mas
muito inferior aos 23% de linfécitos de animais imunizados com STag 1500Gy. Em
linfécitos de animais imunizados com RH 255Gy, havia uma proporgao de 10% de
células (CD3"CD4"), discrepante dos modelos imunizados com STag. O grafico 10C,
apresenta a porcentagem de linfécitos T (CD3"CD8") onde observamos 10% de
linfécitos T (CD3*CD8%) nos linfocitos de animais imunizados com STag nativo, 13%
nos de imunizados com STag 250Gy e 14% nos de imunizados com STag 1500Gy
com efeito aparente dose resposta, mas sem significancia estatistica. Em linfécitos
de animais imunizados com RH 255 Gy, havia uma proporgéo de 28% de células

(CD3*CD8"), maior e discrepante dos modelos imunizados com STag.
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Grafico 10 - Porcentagem (%) de linfocitos B e T presentes no sangue periférico
de camundongos Balb/c imunizados com 10ug de STag nativo, STag
250Gy, STag 1500Gy e 10" RH 255Gy por via subcutanea. A-
Linfocitos B (CD19%); B- Linfocito T CD3"CD4"; C- Linfocitos T
CD3*CD8". Barras representam a média e o erro padrao da média.
Asteriscos representam a diferenga significativa entre os grupos
(*=p<0.01; **=p<0.05; ***, ****=p<0.0001).

Demonstramos que as imunizacdes utilizadas induzem uma proporcao de

linfécitos responsivos ao antigeno de T. gondii com diferengas quantitativas e
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qualitativas na resposta. Evidentemente, quando o STag € usado na imunizagéao
temos uma indugao para linfocitos B e CD4* enquanto a imunizagdo com taquizoitos
integros irradiados privilegia a resposta CD8*. Na toxoplasmose, células T CD4" e T
CD8* s&o essenciais no controle da infecgao latente?. Linfocitos T CD8* participam
na resposta imune do hospedeiro durante a infecgdo limitando a multiplicacdo de
parasitos intracelulares como o T. gondii*?, atacando as células infectadas. A
resposta por células CD4" e CD8" também induzem a producgédo de INF-y na infecgéo
intracelular, sendo que esta resposta por células CD4" é essencial para ativagao de
macréfagos'”". Nossos dados mostram pontos importantes dos quais uma vacina
destinada para uma infecgéo de ciclo complexo necessita abordar, que seriam: (a)
protecao contra a doenga, impedindo a propagacao de parasitos intracelulares e (b)
protegdo contra a infeccdo, impedindo a invas&o de novas células, por anticorpos'’2.
Nossa imunizagdo com taquizoitos integros irradiados induz maior producéo de
células CD8", relacionada a manutencdo do potencial de penetragdo celular deste
imunogeno® e portanto seus derivados intracelulares poderiam ser apresentados via
MHC da classe | mais eficientes para as células CD8" e menos para as células CD4*
e B. Outro fato que poderia explica a presenca de maior proporgao de células CD8"
em linfocitos de animais imunizados com STag 1500Gy comparadas aos demais
imundégenos STag, € a informagao de que proteinas alteradas por oxidagao
(radiagao) ou carbonilagéo tendem a ser apresentadas por células via MHC classe
I o que poderia resultar numa resposta associada de linfocitos CD8* e n&o
somente CD4" e B. Esta produgdo balanceada parece agir no controle contra a
infecgdo, com maiores concentragdes de anticorpos e percentagens balanceadas de
células CD4* e CD8". Antigenos apresentados para células T CD4" via MHC de
classe Il podem ser derivados do meio extra ou intracelular da célula hospedeira'”®.
Neste contexto, antigenos irradiados parecem ser apresentados e processados por

células B e macrofagos e apresentados via MHC de classe Il para células T CD4",
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que induziria células efetoras e anticorpos que preveniriam a infeccao e a doenga,
fato claramente identificado na imunizagédo com STag 1500Gy. Em nosso modelo de
desafio com cepas viaveis nao utilizamos o modelo de transmissao oral, um modelo
que pode sofre a interferéncia de anticorpos secretores quer sejam IgA ou IgM.
Estudos com imunizagcdo de parasitos integros irradiados mostraram protecéo
significante contra a infecgdo com aumento na produgéo de IgA especifica secretada,
0 que bloquearia a infecgdo no hospedeiro'?. Essa prote¢do por IgA também foi
descrita em trabalhos com IgA humana, mostrando protegéo contra a infecgdo em
células in vitro'™®. Estes dados confirmam que uma vacina deve contemplar a
protecao para ambos os segmentos da imunidade.

Os resultados obtidos tanto pela vacina de taquizoitos integros irradiados
como com STag irradiado, mostram que independente das vias como cada um
parece ser apresentado, a radiagdo ionizante é uma ferramenta Gtil no melhoramento
de imunogenos. Com o advento da biologia molecular, a literatura demonstra
inumeros trabalhos utilizando proteinas recombinantes na produg¢do de vacina para
toxoplasmose. A oferta de antigenos livres soluveis e de baixo massa molecular, ou
de epitopos unicos como no caso de vacinas recombinantes talvez ndo sejam
captadas e processadas via receptores endociticos gerando uma resposta imune

174

mais fraca, geralmente apenas determinada por anticorpos'*®. Vacinas produzidas a

partir de proteinas encontradas na superficie de taquizoitos de T. gondii , a SAG1,

demonstram que poderiam ser protetoras contra a toxoplasmose aguda'”

, porém a
protecao total contra a doenga aguda ou crénica em camundongos s6 foi obtida pela
adicdo de adjuvantes potentes como o adjuvante completo de Freund’s e QuilA®2. Em
nosso modelo, todo o processo foi realizado sem a adicdo de adjuvantes ao
imunogeno, e assim obtivemos resposta imune humoral, celular e protetora tanto nos

extratos proteicos quanto nos taquizoitos integros irradiados. Nossos dados

demonstram que as modificagbes causadas nas proteinas apos a irradiagdo gama
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ionizante conferem uma maior imunogenicidade permitindo que sejam reconhecidas
de maneira mais eficiente pela resposta imune, gerando tanto a produgéo de
anticorpos como a de células citotoxicas, sem problemas de conservagdao ou

adjuvantes.
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Demonstracao da cinética de ligagdao e processamento dos STag
nativo ou irradiados a 250Gy e 1500Gy em linhagem macrofagica J774

e avaliagdo da agdo de inibidores de receptores especificos.

a. A partir da obtengédo de STags acoplados a diferentes moléculas nao
oxidativas, passiveis de quantificacdo em sistemas celulares in vitro,
avaliar a ligacao e cinética dos STag marcados em macrofagos J774;

b.  Avaliar o efeito de bloqueadores de receptores Scavenger, dextran
sulfato (SR-A) e probucol (CD36), na ligacao e cinética dos STag
marcados em macrofagos J774;

c. Observar s distribuicdo intracelular dos STags acoplados a
fluoresceina (FITC) em macréfagos J774;

d. Avaliar se ha diferenga na suceptibilidade dos STag nativo ou

irradiados a acao das peptidases: tripsina, papaina e pepsina.
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Para que pudéssemos avaliar o reconhecimento dos STags nativo e

irradiados, precisavamos de formas de marcacao que permitissem sua quantificagdo

e se possivel localizacdo subcelular. O processo de radiagdo como descrito no

capitulo | promove a oxidacdo das proteinas e portanto processos oxidativos de

marcacao deveriam ser evitados®**. Optamos por utilizar precursores radiativos em

células infectadas in vitro por taquizoitos da cepa RH de T. gondii, como descrito em

Métodos. Além disso, apos a irradiagao dos STag, optamos pela adigdo de biotina

ou marcadores fluorescentes, usando produtos precursores comerciais com pontes

éster-N-Hidroxisuccinimida (NH-S). A seguir, apresentamos a atividade especifica de

cada composto na tabela 2.

Tabela 2- Caracteristicas e atividade especifica dos diferentes métodos de
marcagao dos STags utilizados posteriormente em ensaios de captagao
e cinética em macrofagos.

STag™ STag-Biotina STag-FITC
Fluoresceina
Marcador Prolina L-[2,3,4,5-*H] Biotina (<10% de (<10% de variacéo entre
variagdo entre STags) STags)

Método de ligagao

Biossintese por célulase
posteriorirradiagéo

Reagdo NHS com aminas
no STag nativo ou
irradiado

Reagdo NHS com aminas
no STag nativo ou
irradiado.

Detecgao Contagens pormin Avidina-peroxidase Fluorimetria ou
(CPMs) microscopia fluorescente.
3200000 UFAo0u238
Atividade especificalug 11128 cpm >1000.D de TMB em 1 h | moléculas Fluoresceina/

proteina 30 KDa.

Como pode ser observado na tabela 2, a maior atividade especifica foi obtida

com os antigenos biotinilados, que tem a adicdo de biotina em sua molécula e

revelagdo com avidina peroxidase e TMB, um processo muito amplificado. A

atividade com a fluoresceina foi muito boa e semelhante. A marcagéao biosintética foi
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a menos eficiente, mas € a que menos altera a molécula original antes da irradicagéo.
A marcagao biosintética ndo adiciona moléculas ao antigeno, portanto € a perfeita
marcacao para estudos quantitativos de cinética de captacédo, mas pela sua baixa
atividade especifica, ndo permite estudos de inibicido de captacdo ou mesmo de
localizagéo subcelular, Para isto os antigenos marcados por via NHS tem mais
atividade especifica, e embora os antigenos biotinilados também permitam sua
identificacdo subcelular, o sistema de revelagédo que usa produtos insoluveis de DAB
€ mais qualitativo que quantitativo, portanto, pela sua alta atividade especifica,
utilizamos a detecgéo de antigeno biotinilado fixado no interior de células nos ensaios
quantitativos em geral, e usamos o antigeno fluoresceinado para os ensaios de

localizagao subcelular.

5.3.1 Avaliagao da diferenga na ligagao de STag biosinteticamente marcados
com 3H-prolina (STag® nativo e irradiados a STag® 250Gy e STag*"

1500Gy) em cultura macrofagicas da linhagem J774 (MQ@J774).

Demonstramos nos capitulos | e Il que antigenos irradiados parecem ser
reconhecidos e processados de maneira diferenciada por células apresentadoras de
antigeno. Assim, o préximo passo foi avaliar se ha diferenga da ligagéo e captagéo
dos STag nativo ou irradiado em células macrofagicas da linhagem J774, que é
originaria de uma célula apresentadora de antigeno, tem facilidade de cultivo e é
originada do mesma espécie animal onde os ensaios de protegdo foram
realizados'®""’. As amostras de STag®" foram adicionadas as células previamente
resfriadas em banho de gelo, para diminuir o metabolismo celular, seguidos de
incubagéo a 37° C em estufa de CO, como descrito em Métodos. Assim, avaliamos
a diferenca na ligagéo dos STag®" nativo e irradiado a 250Gy e 1500Gy incubados

por diferentes periodos (0, 15, 30, 60, 120 e 240 minutos). A contagem de
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radioatividade (cpm) foi obtida por cintilagéo liquida por duas contagens de 600s,
com erro de 2% na medida. No grafico 11, podemos observar a incorporagao dos
STag®" nativo e irradiados & camada de células J774. A incorporagdo do STag®"
nativo nos macrofagos J774 foi crescente até 60 minutos, mas notamos decaimento
da incorporacgao, provavelmente associado a protedlise intracelular e liberagcdo de
produtos de degradacdo para o meio de cultura, o que diminui a radioatividade
medida na camada celular. O STag®" 250Gy apresentou incorporagdo similar ao
STag®" nativo até 30 minutos, a seguir com uma incorporagéo mais lenta e crescente.
A incorporagdo dos STag®" 1500Gy nos macrofagos J774 se mostrou mais lenta e
crescente em comparagéo aos STag® nativo e 250Gy nos primeiros periodos, mas
de forma crescente e acumulativa, sugerindo uma diferente via de captagédo e
processamento, captacdo mais lenta, mas sem processamento posterior. A partir da
regressao nao linear destes valores foi possivel estimar o numero de sitios de ligagao
especifica maxima (Bmax) de cada STag*" na camada celular, que foi de 51,4+4,0 no
STag®" nativo, 58,3+4,3 no STag®" 250Gy e 96,14+13,7 no STag*" 1500Gy. Este
valor € independente da velocidade de processamento intracelular do antigeno e

mostrou que o STag 1500Gy tem mais sitios de ligagéo na célula (p<0.005).
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Ly P STag®! nativo

-~ STag3M 250 Gy
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Ligagdo STag3" em M@J774 (cpm)
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Grafico 11- Diferenga na incorporagdo de STag®" nativo ou irradiados a STag*"
250Gy STag®™ 1500Gy (1pg/pogo) em macrofagos J774 em
diferentes periodos de exposigéo (0, 0.5, 1.0, 2.0 e 4 horas). Dados
apresentados por contagem de radioatividade (cpm).

A partir da massa de proteina utilizada no ensaio (1ug/pogo) e a contagem de
radioatividade de cada amostra, calculamos a porcentagem de incorporacao de cada
STag®" aos macrofagos J774 (Gréfico 12). Houve uma incorporagéo crescente em
massa nos tempos inicias em todos os antigenos, mas os antigenos irradiados
apresentaram incorporagao de massa crescente nas células a partir de 60 minutos,

enquanto que o STag nativo apresentou decaimento da massa de antigeno na

camada celular.
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Grafico 12- Proporgdo da incorporagdo de STag® nativo ou irradiados a STag®"
250Gy STag®" 1500Gy (1ug/pogo) em macrdfagos J774 em diferentes
periodos de exposigao (0, 15, 30, 60, 120 e 240 minutos).

5.3.2 Capacidade inibitéria do bloqueador de Scavenger, Dextran sulfato e

Probucol na ligagdo dos STag® nativo ou irradiados a 250Gy e 1500Gy

em culturas macrofagicas da linhagem J774.

Os ensaios iniciais de avaliagao do efeito do dextran sulfato ou probucol na
captagcao de STag foram feitos utilizando o mesmo antigeno radioativo biossintético
em modelos de placas de 96 pocos, para permitir um maior numero de replicatas. No
entanto, apesar de quantitativos, o menor volume de antigeno e consequente menor
quantidade de radiagdo detectavel, gerou resultados de dificil quantificagdo. Apesar
disso, para avaliar se ha a participacdo de receptores especializados no
processamento de antigenos irradiados, pogos contendo macrofagos J774 (2x10°
céls/pogo) foram previamente incubados na presencga dos bloqueadores de receptor

Scavenger dextran sulfato (0.04ug/100uL pogo/0,14 uM) e probucol (0.04ug/100uL
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poco/0,77 uM), antes da adicdo dos STag®" nativo ou irradiados para avaliarmos a
captacdo dos antigenos, como descrito em Métodos. Apresentamos a seguir, 0s
resultados em cpm, da incorporagédo de STag® nativo e irradiados em macrofagos
J774 incubados na presenga ou auséncia dos bloqueadores dextran sulfato (Grafico
13A) e probucol (Gréafico 13B). Na auséncia dos bloqueadores o STag®*! 1500Gy foi o
mais incorporado pelos macréfagos J774 em comparagéo aos STag®" nativo e STag®"
1500 Gy (p<0.05). O bloqueador dextran sulfato ndo interferiu na incorporagcéo dos
STag®" nativo e STag® 250 Gy em macréfagos J774. O bloqueador dextran sulfato
interferiu significantemente na incorporagéo do STag*" 1500Gy aos macréfagos J774
em comparagao a contagem detectada na auséncia do bloqueador (p<0.0001). Assim
como observado com o bloqueador dextran sulfato, o STag®*" nativo néo foi afetado
pelo bloqueador probucol (Grafico 13B). Os STag® irradiados apresentaram menor
incorporagao aos macrofagos J774 na presenga de probucol (Grafico 13B), sendo o

STag*" 1500 Gy mais inibido (p<0.0001) que o STag®*" 250 Gy (p<0.05).
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Grafico 13- Ensaio de incorporagdo de STag®" nativo ou irradiados a 250Gy e
1500Gy em macrofagos da linhagem J774 na presenga ou auséncia
dos bloqueadores de receptores Scavenger. A- Dextran sulfato
(0.04pg/100uL pogo); B- Probucol (0.04ug/100uL pogo). Barras
representam a média e o erro padrdao da média. Asteriscos
representam diferenga significativa na presenga ou auséncia dos
bloqueadores (**=p<0.05; ****p<0.0001).

A seguir apresentamos a porcentagem de inibigdo da incorporacgéo dos STag®"
nativo ou irradiados em macréfagos na presenga dos bloqueadores dextran sulfato

(Grafico 14A) e probucol (Grafico 14B). O bloqueador dextran sulfato, inibiu 32% da
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incorporacgéo do STag® 1500 Gy. Na presenca do bloqueador probucol, observamos
inibicdo de 27% da incorporacgéo do STag*' 250 Gy e 41% da inibigdo do STag*" 1500

Gy aos macrofagos J774.
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Grafico 14- Porcentagem de inibicdo da incorporagdo de STag® nativo ou
irradiados a 250Gy e 1500Gy em macréfagos da linhagem J774
na presenca ou auséncia dos bloqueadores de receptores
Scavenger. A- Dextran sulfato (0.04ug/100uL pogo); B- Probucol
(0.04ug/100uL pogo). Barras representam a média e o erro padrao
da média. Asteriscos representam diferenca significativa na
presenga ou auséncia dos bloqueadores (**=p<0.05;
***=p<0.0001).
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A obtencédo de um antigeno marcado de forma biosintética ndo-oxidativa garantiu a
veracidade da captagao preferencial do antigeno irradiado por células macrofagicas,
mas sua baixa sensibilidade interfere nos resultados de uso de inibidores, por sua
baixa atividade especifica. A dificil definigdo de qual o limiar inferior detectavel deste
antigeno, dificulta a quantificagdo das reagbes e aumenta a variagéo das replicatas.
Assim, apesar de confirmarmos nossos resultados quantitativos de captacgdo
preferencial de antigenos irradiados, este tipo de antigeno apresentou uma atividade
especifica insuficiente para prosseguimento os estudos com inibidores. Outro
problema importante € a forma de mensuragado em tubos individuais, com reagentes
complexos de biosseguranga elevada e sistemas de leitura individual e longa,
resultando em pelo menos 24 horas entre o fim do experimento e a primeira
quantificagdo, com 6 horas de trabalho técnico individual de extrema atencdo. A
experiéncia com o dextran sulfato foi extensiva e trabalhosa, com dois experimentos
demorando quase 3 semanas para produgao e analise completa em cada experimento.

Com isso padronizamos ensaios de ligagéo utilizando STag acoplados a biotina.

5.3.3 Diferenca na ligagao dos STag nativo e irradiados a 250Gy e 1500Gy

acoplados a biotina (STags) em culturas macrofagicas da linhagem J774.

Com a obtencdo de moléculas marcadas pelo acoplamento covalente a
biotina, realizamos ensaios com o objetivo de avaliar a diferenga na ligagdo dos
extratos nativo e irradiados em células J774 e compararmos os resultados com os
obtidos com STag®. Para tal, células macrofagicas da linhagem J774, foram
cultivadas em placas de 96 pogos (2x10° células/pogo), como descrito em Métodos e
incubados na presenca dos extratos nativo e irradiados por 0, 15, 30, 60, 120 e 240
minutos. No grafico 15, apresentamos a diferenga de ligagao entre os STagg nativo e

irradiados na camada celular. Apesar da diferenga no perfil de cinética de ligagéo entre
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os ensaios com STag® e STags, em ambos foi possivel demonstrar uma maior
detecgao do STag 1500 Gy no final do ensaio com uma cinética diferente dado o tipo
de reagdo enzimatica envolvida. E possivel observar que o padréo de ligag&o foi similar
ao observado com o uso dos antigenos incorporados a prolina-3H, seguindo o padrao
de decaimento do STags nativo apos certo periodo e de crescimento linear do STags
1500 Gy. Os trés antigenos se ligaram de maneira semelhante aos macréfagos J774
até o periodo de 30 minutos. Ap6s 60 minutos, STags nativo alcanga seu maior pico e
comega a decair em seguida, como ja determinado no STag®". O STags 1500 Gy,
apresentou um perfil de ligagao crescente e com maior ligagao aos macrofagos J774
apos de incubagao. O STags 250 Gy, manteve uma resposta hibrida entre os dois

como ja visto no STag®".
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Grafico 15- Ligagdo dos STags nativo e irradiados a 250Gy, e 1500Gy
(1x10%pg/pogo) em células macrofagicas da linhagem J774 (2x10°
céls/pogo) por diferentes periodos (0, 15, 30, 60, 120 e 240 minutos).
Ensaios realizados em octoplicatas. Barras representam a média e o
erro padrao da média.
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A partir da normalizagdo, apresentamos no grafico 16, a porcentagem (%) de
ligagdo dos STage nativo ou irradiados aos macrofagos na cinética temporal de
associagdo, o que permitiu a aplicagdo de uma curva de ligagdo ndo linear e a
determinagéo da capacidade maxima de associagado (Bmax), como calculado para a

cinética da captacgédo utilizando antigeno radioativo.
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Grafico 16 - Porcentagem de ligagao dos STagg nativoou irradiados a STags 250Gy
e STags 1500Gy (1x10°pg/pogo) em células macrofagicas da linhagem
J774 (2x10° células/pogo) por diferentes periodos (0, 15, 30, 60, 120 e
240 minutos). Ensaios realizados em octoplicatas. Barras representam
a média e o erro padrdo da média.

Ainda a partir dos valores de Bmax, foi possivel estimar uma regresséo nao linear
(Grafico 14) com diferenga significante entre o padrao da ligagéo dos STagg nativo ou
irradiados na camada celular com Bmax de: 0,5271+0,019 para STags nativo,
0,8414+0,033 para STags 250Gy e 1,466+0,085 para STags 1500 Gy (p<0.001). Estes

dados de analise da curva se correlacionaram com os dados obtidos com o antigeno

radioativo (r>=0.96). Como anteriormente observado, a maior ligacdo especifica aos

125



Da Costa, A., 2019

macrofagos J774 foi observada com STags 1500 Gy em comparacgéo aos STagg nativo
e STags 250 Gy (p<0.0001). Utilizando os valores normalizados e a capacidade de
ligagéo, foi possivel identificar a quantidade de antigeno ligado por pogo ao final de
quatro horas de incubagao, um dado individual que permite a avaliacdo da dispersao
dos valores de ligagdo, embora sem levar em conta a cinética da captacao de antigeno.
Por se tratar de um valor isolado, eventualmente poderia ser utilizado como medida
Unica de captagao e, portanto, apresentar um resultado mais simples de acdo de um
inibidor. Além disso, a padronizacdo do uso da normalizacdo dos valores diminui o
efeito exponencial da reagéo enzimatica da avidina-peroxidase e da densidade ¢tica,
gue nao sao lineares como a medida da radiacdo. Observando as curvas estimadas
dos dados normalizados (Grafico 16), observamos que ha uma grande discriminagao
em pontos isolados com 1 hora de incubacgao, e que esta incubacido nao apresenta o
decaimento encontrado em alguns STags nativo e 250 Gy, portanto estamos medindo
a captacéo, mas nado a degradagao do antigeno que poderia estar ocorrendo e poderia
interferir na medida da inibigdo do receptor como exemplo apresentamos no grafico

16, os valores de captacdo obtidos no modelo de antigeno biotinilado.
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Grafico 17- Estimativa da captagdo dos STaggs nativo ou irradiados a 250Gy, e
1500Gy (1x10°pg/pogo) em células macrofagicas da linhagem J774
(2x10° células/pogo) apds 1h de incubagdo. Barras representam a
média e o erro padrdo da média. Asteriscos representam diferenca
significativa entre STags nativo e irradiados (****=p<0.0001).

5.3.4 Localizagao dos STagr nativo e irradiados em culturas macrofagicas da

linhagem J774 (M@J774) por microscopia 6ptica em diferentes periodos

de tempo (0, 15, 30 e 60 minutos).

Os ensaios de ligagdo dos STag em M@J774 mostraram que ha diferenga em
relagdo ao tempo de processamento dos STag. A partir do acoplamento dos STag
nativo e irradiados a fluoresceina (STagr), incubamos os STagr por diferentes
periodos em culturas de M@J774 para observar em microscopio 6ptico qual seria sua
localizagédo. Nossos resultados mostram que no tempo 0 (incubagéo dos STagr por 3
minutos, seguidos da lavagem e fixagao das células), ha uma maior intensidade de
fluorescéncia do STagr irradiado a 1500Gy (Figura 13C-T0O) em comparagéo aos

STagr nativo (Figura 13A-TO) e irradiado a 250 Gy (Figura 13B-T0). Apds 15 e 30
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minutos, observamos que a intensidade da fluorescéncia foi similar para os trés STagr
avaliados. No periodo de 60 minutos, notamos que a fluorescéncia do STagr nativo
(Figura 13A-T60) era praticamente imperceptivel e a do STagr 250Gy (Figura 13B-
T60) havia diminuido gradativamente. O perfil observado na microscopia dos M@J774
junto ao STagr 1500 Gy (Figura 13C-T60) mostrou que apds 60 minutos a intensidade
de fluorescéncia era semelhante as dos tempos iniciais. Este resultado pode sugerir
uma maior permanéncia do STagr 1500 Gy nas células e confirmam morfologicamente

os dados cinéticos quantitativos obtidos.
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STagr nativo A STagr 250 Gy B

STagr 1500 Gy C

: ; ; TS

Figura 13- Microscopia 6tica de fluorescéncia indicando a localizagéo dos STagkr.
A- nativo; B- 250Gy; C- 1500Gy em culturas macrofagicas da linhagem
J774 por diferentes periodos de incubagao (0, 15, 30 e 60 minutos).
Verde = STag nativo e irradiados conjugados ao FITC; azul =

marcacgao do nucleo celular pelo corante Hoechst. Aumento de 40x.
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5.3.5 Capacidade inibitéria de bloqueadores de Scavengers Dextran sulfato e
Probucol na ligagao dos STags nativo ou irradiados a 250Gy e 1500Gy

em culturas macrofagicas da linhagem J774.

Nesta etapa avaliamos a participagdo de receptores do tipo Scavenger no
processamento de antigenos irradiados em macréfagos J774 utilizando STags
acoplados a biotina. Culturas macrofagicas (2x10° células/pogo/100ul) resfriadas (para
evitar a internalizagao das proteinas), foram incubadas na presenga de STags nativo
ou irradiado (1ug/100ul/pogo), apds o bloqueio prévio dos receptores, dextran sulfato
e probucol (0.04ug/100ul/pogo). Podemos observar que a ligagdo do STags nativo aos
macrofagos nao foi inibida por nenhum dos bloqueadores usados quando
comparamos aos pogos controle, sem bloqueador (Graficos 18A). O STags 250 Gy foi
inibido significantemente (p<0.05) na presenga do bloqueador probucol, mas nao pelo
bloqueador dextran sulfato (Grafico 18B). O STags 1500 Gy foi significantemente
(p<0.0001) inibido de se ligar aos macrofagos J774 tanto na presenga de dextran

sulfato quanto na presenga de probucol (Grafico 18C).
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Grafico 18- Ensaio de ligagdo dos STags nativo ou irradiados em macréfagos
linhagem J774 (2x10° células/pogo) na auséncia ou presenca de
bloqueadores de receptores Scavenger (0.04 ug/100ul). A- STags
nativo + Dextran sulfato ou Probucol; B- STags 250Gy + Dextran
sulfato ou Probucol; C- STags 1500Gy + Dextran sulfato ou Probucol;
Barras representam a média e o erro padrdo da media. Asteriscos
representam diferenga significativa na presenga ou auséncia dos
bloqueadores (**=p<0.05; ****=p<0.0001).
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A partir dos valores obtidos do ensaio apresentado em absorbancia (450nm),
ajustamos os valores de cada D.O para constante de ligagdo de cada STags para
estimar a porcentagem de inibigdo de cada bloqueador. O STags nativo ndo sofreu
inibicdo de sua ligagdo na camada celular independente da concentragdo ou do
bloqueador testado (Graficos 19A). O bloqueador probucol inibiu 30% da ligagéo do
STags 250 Gy aos macréfagos J774 (Grafico 19B). Na presencga do bloqueador dextran
sulfato, observamos uma inibi¢cao de ligagao de 60% das proteinas do STags 1500 Gy.
A ligacao do STags 1500 Gy foi ainda mais inibida na presenga do bloqueador
probucol, que interferiu em 75% da ligagdo das proteinas aos macrofagos J774

(Gréfico 19C).
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Grafico 19- Porcentagem da inibi¢cdo (%) dos STags nativo ou irradiados em
macrofagos linhagem J774(2x10° células/pogo) na auséncia ou
presengca de bloqueadores de receptores Scavenger. A- STags
nativo + Dextran sulfato ou Probucol; B- STags 250Gy + Dextran
sulfato ou Probucol; C- STags 1500Gy + Dextran sulfato ou Probucol.
Barras representam a meédia e o erro padrdo da média. Asteriscos
representam diferenga significativa na presenga ou auséncia dos
bloqueadores (**p<0.05; ****p<0.001).
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A partir da conjugagéo dos STag nativo e irradiados a biotina avaliamos a
diferenga de ligagcdo dos STag nativo e irradiados em culturas macrofagicas. Para
quantificar a diferenga da ligagédo entre os STag nativo ou irradiados em macréfagos,
adaptamos um tipo de ensaio in vitro, onde macrofagos cultivados em placas de 96
pocgos foram incubados por diferentes periodos de tempo na presenga dos STags e
posteriormente revelados por conjugados enzimaticos ou STag*" a partir da leitura
da radioatividade em contador-beta (cpm). A partir disso demonstramos que a ligagao
do STag nativo ocorre de forma linear, seguido de decaimento apds o aumento do
tempo, enquanto o STag irradiado. 1500Gy apresenta uma cinética linear e
crescente. Estes resultados nos permitiram sugerir a participacdo de uma via
alternativa na captagéao dos STag irradiados.

Células apresentadoras de antigenos (APCs) iniciam uma resposta imune
adaptativa, a partir da degradacao de proteinas intracelulares gerando peptideos que
irdo se ligar ao complexo principal de histocompatibilidade (MHC) e seréo expostos
na superficie da APC para o reconhecimento de células T'"®, Estas etapas requerem
a acgao conjunta de moléculas acessoérias, dentre elas proteases para degradagao
destes antigenos. A estabilidade de um antigeno é essencial para uma apresentacao
eficiente. Tradicionalmente vacinas empregam patdgenos atenuados ou mortos e
com o advento da biologia molecular, vacinas de proteinas recombinantes, que
carregam somente componentes  considerados relevantes'’®.  Proteinas
recombinantes, geralmente apresentam imunogenicidade limitada, induzindo uma
resposta imune menos robusta tornando necessario o uso de adjuvantes nas
formulagbes'. A radiagdo gama ionizante promove a formagdo de agregados
proteicos pouco sollveis®, que podem ser comparados a adjuvantes do tipo Alimen
que funcionam como insolubulizadores®. Para aumentar imunogenicidade das
proteinas presentes em uma vacina, adjuvantes induzem um tipo de inflamagao

aguda com influxo de neutréfilos ativados®. Neutréfilos induzem produtos oxidantes
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potentes como o acido hipocloroso e induzem oxidacédo de proteinas presentes no
local da inflamac&o®. Em estudos utilizando neutréfilos, foi possivel observar que a
oxidagdo de proteinas por via enddgena em neutrofilos derivados do acido
hipocloroso sdo capazes de aumentar a imunogenicidade de proteinas que passam
a ter a capacidade de se ligar a um classe de receptores endociticos presentes em
APCs'®', como receptores Scavenger do tipo A (CD206) e CD36. Este parece ser o
efeito principal dos adjuvantes.

Em virtude dos resultados mostrando uma maior ligagado do STagg irradiado
decidimos entao, utilizar bloqueadores de Scavenger em nosso modelo de “ELISA in
cell’. Utilizamos o bloqueador dextran sulfato um sal polianidnico conhecido por ser
um ligante especifico de Scavenger'® para anions e o probucol, um anti-oxidante
capaz de se ligar em mondcitos impedindo a ligagdo de proteinas oxidadas em
células endoteliais'®®. A partir deste ensaio observamos que a ligagdo do STag
1500Gy foi mais afetada pelo bloqueador probucol do que pelo dextran sulfato.
Nossos ensaios de bloqueio mostraram que a ligagdo de antigenos irradiados em
macrofagos sofreu queda significante na presenga de bloqueadores de Scavenger,
principalmente probucol. O mesmo perfil foi observado em ensaios utilizando
crotoxina irradiada que atribuiu a presenga aumentada do produto irradiado em
macréfagos a uma menor degradagéo por peptidases'. Estudos utilizando células
endoteliais progenitoras mostraram que o probucol foi capaz de reverter os efeitos
do LDL-oxidado sobre células mononucleares do sangue sem a producdo de
espécies reativas de oxigénio pela célula receptora’®*, o que sugere que a via de

captacao de produtos oxidados é diferente e menos rica em peptidases.
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5.3.6 Susceptibilidade dos STagr nativo e irradiados a 250Gy e 1500Gy a

acado das peptidases, tripsina, papaina e pepsina.

Por microscopia 6tica observamos diferenga na ligagao dos STagra camada
celular de M@J774. Uma das etapas do processamento de antigenos é sua
fragmentagéo para peptideos. A partir da marcagao dos STag por isotiocianato de
fluoresceina (FITC) e posterior precipitagéo pela adigdo de acido tricloroacético 5%
(TCA), avaliamos a susceptibilidade dos STagr nativo ou irradiados a 250 Gy e 1500
Gy a agao das peptidases, tripsina, papaina e pepsina. Apresentamos os resultados
em unidades arbitrarias de fluorescéncia (UAF; grafico 20A) e porcentagem de
susceptibilidade dos STagr as peptidases (Grafico 20B). Quando comparamos as
UAF das amostras de STagr nativo ou irradiados a 250Gy e 1500Gy na presenga ou
auséncia das peptidases estudadas, houve diferenga significante dos produtos
insoluveis fluoresceinados detectados (p<0.05), demonstrando a agao de todas as
peptidases, em principal da peptidase pepsina, em comparagao as amostras controle
(sem peptidase). Porém ndo identificamos diferenca estatisca entre a
susceptibilidade dos STagr nativo e irradiados a 250Gy e 1500Gy a agédo das
peptidases estudadas. A peptidase tripsina, agiu em 17% das proteinas do STagr
nativo, 22% das proteinas do STagr 250 Gy e em 28% das proteinas do STagr
1500Gy. Observamos agéo da peptidase papaina em 20% das proteinas do STagr
nativo, 23% das proteinas do STagr 250Gy e em 29% das proteinas do STagr
1500Gy. A peptidase pepsina agiu em 32% das proteinas dos STagr nativo e STagr

250 e em 37% das proteinas do STagr 1500Gy.
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Grafico 20- Susceptibilidade dos STagr nativo e irradiados a 250Gy e 1500Gy a
acao das peptidases: tripsina, papaina e pepsina, apds incubacgao por
30 minutos a 37 °Cs. A- UAF de produtos insoluveis dos STagr nativo
e irradiados a 250Gy e 1500Gy em TCA 5% B- % de susceptibilidade
dos STagr nativo e irradiados a 250 Gy e 1500Gy a agdo das
peptidases. Barras representam a média e o erro padrao da média.

A partir da marcagao dos STag com isotiocianato de fluoresceina (FITC) e

posterior precipitagdo utilizando acido tricloroacético (TCA), foi possivel avaliar
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diferenga da agao de peptidases sobre os STagr nativo ou irradiados, pelo aumento
da fluorescéncia pela exposigdo de fluoréforo a partir da clivagem proteolitica.
Observamos que o STag 1500 Gy apresentou a mesma sensibilidade a peptidases
que o STag nativo fato que demonstra que ndo ha uma indugao de resisténcia a
peptidases pela agdo da radiagcédo nos extratos. Um estudo utilizando toxina tetanica,
mostrou que apds a eliminagcdo de locais de processamento de asparagina
endopeptidases no fragmento C da toxina, tornou o antigeno altamente resistente a
protedlise, afetando sua apresentagéo'®, isto sugere que em extratos antigénicos
totais a radiagdo o modifica de maneira que ao invés de o tornar suscetivel a agao
proteolitica 0 mesmo se torna habil a ser apresentado por diferentes vias. Em APCs
as peptidases sado responsaveis por gerar fragmentos peptidicos de antigenos
proteicos que se ligam em moléculas MHC durante a resposta imune, principalmente
as mediadas por linfocitos T'®. Em extratos antigénicos multiplas enzimas e multiplos
locais de processamento devem ser necessarios para liberacéo dos epitopos'®, mas
a susceptibilidade a peptidases dos extratos irradiados mostra que mais do que
resisténcia a protedlise em nosso caso, uma via intracelular diferente pode ter sido
utilizada pelos extratos irradiados, ao menos parcialmente e em dose resposta,
mostrando que esta via € menos processada e ao mesmo tempo gera peptideos de
tamanho adequado para a sinapse imunolégica inicial, que envolve produtos de peso
molecular consideravel, por exigir a reagdo a multiplos receptores espacialmente'®.

Existem diversas vias para internalizacdo de nutrientes em macrofagos,
células dendriticas e outras células nucleadas. A maioria dos processos de
endocitose envolve a ligacdo em receptores de membrana como receptores de

células B, receptores Fc e receptores Scavenger'®®

. Alligacdo de um antigeno em um
receptor de célula B (BCR) ocorre a partir de diversos eventos de sinalizagédo. Estes
incluem a endocitose de complexos ligantes- receptor, via vesiculas revestidas de

clatrina®®, a partir de lisossomos'®, a partir da degradacéo de proteinas associadas

138



Da Costa, A., 2019

a peptideos e a apresentacdo de peptideos as células via MHC-I1"'. A via utilizada
para internalizagdo do antigeno depois da ligacdo ao receptor depende da

conformacéo do epitopo apresentado e do tipo de receptor envolvido'®?

. Antigenos
mais soluveis frequentemente séo internalizados via vesiculas que se formam sobre
as membranas celulares revestidos por clatrina'®®, assim proteinas mais soluveis e
de baixa densidade s&o transportadas por compartimentos endossémicos de
digestdo mas sem a participacdo de receptores, esse processo chamado de

micropinocitose'%*

. Isso explica a resposta imune obtida também pela imunizagao
com proteinas nativas, e a captacao que ocorreu tanto das proteinas nativas quanto
irradiadas mesmo na presenga de bloqueadores especificos. Antigenos que
apresentam modificagbes em seus epitopos, como presenga de agregados, cross-
links ou até mesmo uma degradacéo seletiva, em nosso caso induzidos apds a
irradiacdo em solugcdo aquosa, seriam internalizados via receptores e uma
internalizagdo via macropinocitose'®®. Esta apresenta vias endociticas que
complementam o processo de apresentagcédo de antigenos via receptores como, foll-
like receptors (TLR), receptores de reconhecimento padrdo (PRR) ou receptores do
tipo Scavenger em vesiculas contendo MHC'®. Assim acreditamos que neste
contexto a irradiagdo em dose ideal promove a oxidagao de proteinas, gerando sua
maior captagao por macrofagos por receptores de proteinas oxidadas. Esta captagao
especifica simula a oxidagao por polimorfonucleares (PMNs) induzida por adjuvantes
e promove uma melhor apresentagéo dos antigenos oxidados por um processamento
intracelular diferenciado, vesicular e menos ricos em peptidases, levando a uma
perfeita associagéo dos peptideos gerados pela digestédo parcial as moléculas MHC

intravesiculares'®.
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54 Avaliagdo da participacdo do receptor Scavenger CD36 no
processamento de STag irradiados e imunogenicidade em
camundongos wild type C57BI/6j (WTCD36"*) e knockouts C57BI/6j

CD36" (KOCD36™).

Nesta etapa, visamos demonstrar a participacdo de CD36 na internalizagao
preferencial de STags irradiados por células apresentadoras de antigenos. Iniciamos
mostrando o perfil imunoldgico destes animais, através da histologia de érgaos
linfoides, seguida de comprovagéo da existéncia de imunoglobulinas séricas e

finalmente pela confirmagao da auséncia do antigeno CD36 em seus macrofagos.

a. Caracterizagéo dos aspectos imunoldgicos de animais KOCD36", através
da histologia de 6rgaos linféides, imunoglobulinas 1gG, IgA e IgM séricas
e pesquisa de presenga de CD36 em macroéfagos;

b. Comparar a cinética e a ligagdo dos STag nativo ou irradiados em
macrofagos peritoneais de animais WTCD36"* e KOCD36™, utilizando
STag®" ou STagr por citometria de fluxo;

c. Comparagdao da imunidade humoral e celular induzida em animais
WTCD36"* e KOCD36™, imunizados com STag nativo ou irradiado a 250
Gy e 1500 Gy;

d. Comparagédo da imunidade protetora induzida por STag nativo ou
irradaiado a 250 Gy e 1500 Gy em animais KOCD36", desafiados por
duas cepas disitintas de T. gondii (cepas RH e ME-49);

e. Resposta imune humoral induzida em animais KOCD36™, transplantados
com macréfagos peritoneais de animais WTCD36**, “primados”com STag

nativo ou STag irradiado a 1500 Gy.
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5.4.1 Andlise histologica de bacgo, timo e figado de camundongos

C57BI/6jCD36" .

Ensaios iniciais de imunizagéo e desafio, mostraram que animais KOCD36™
nao produziram anticorpos IgG e foram altamente suscetiveis a infec¢cao por T.
gondii, em ambas as cepas testadas. Com isso antes de realizarmos novos grupos
de imunizagdes, realizamos a histologia de 6érgaos imunes como, bago, timo e figado,
com o objetivo de evidenciar diferengas morfoldgicas significativas. Na figura 14,
podemos observar que o bago apresentou morfologia normal, sendo possivel
observar, capsula, polpa vermelha com bainhas periarteriais, veias trabeculares
tipicas e vasos sanguineos. Na polpa branca mostramos presenc¢a do seio marginal
revestindo os nddulos linfoides e arteriolas centrais com endotélio alto. A amostra
analisada parece apresentar poucos centros germinativos caracteristicos da
resposta imune adaptativa, mas é possivel observar que a populacéo linfocitaria é

abundante.
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Figura 14- Histologia de bago de camundongo knockout C57BI/6jCD36™; Aumento

de 20x. (Coloragao por Hematoxilina e Eosina).

O timo também apresentou histologia normal, com presenga de células
reticulares epiteliais, importantes para a maturagao de linfocitos no 6rgéo, embora
em pequeno numero (Figuras 15Ae 15B), vasos sanguineos (Figura 15A),
trabéculas, medula e cortex (Figuras 15B), com estruturas lembrando corpusculos de

Hassal (Figura 15C).
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Figura 15- Histologia de timo de camundongo knockout C57BI/6jCD36™; A e B-
Aumento de 20x; C- Aumento de 40x (Coloragédo por Hematoxilina e
Eosina).

Também observamos normalidade na histologia do figado (Figura 16),
mostrando manutengado da estrutura do acino hepatico, distribuicdo usual de artérias
e vasos portais, sistemas biliares e hepatécitos, distribuicdo usual das células de

Kupffer, ou seja, presenga normal de macrofagos residentes.
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Figura 16- Histologia de figado de camundongo knockout C57BI/6jCD36"; Aumento

de 40x. (Coloragao por Hematoxilina e Eosina).

5.4.2 Comparacgao da quantidade de imunoglobulinas séricas (IgG, IgA e IgM)
em camundongos wild type C57BI/6j (WTCD36"*) e knockouts

C57BI/6jCd36™ (KOCD36") por ELISA direto.

Além das analises histolégicas, que demonstraram normalidade nos 6rgaos
imunes dos animais KOCD36™", realizamos também a determinacdo da concentragéo
sérica das principais classes de imunoglobulinas, IgG, IgA e IgM, através de um ELISA
direto, sensibilizando placas de 96 pocos com soro de animais WTCD36"* ou
KOCD36™ reveladas pela adi¢do de anticorpos anti: 1gG, IgA e IgM conjugados a
peroxidase, para avaliar a possibilidade da auséncia ou menores concentracdes de
anticorpos nos animais KOCD36”. Podemos observar no grafico 21, que as

concentragdes de IgG no soro dos animais WTCD36"" ou KOCD36™” néo
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apresentaram diferenga significativa, dado confirmado pela eletroforese em gel de
agarose (Figura 17). Maiores concentragdes de IgA e IgM foram detectados no soro
dos animais KOCD36” em comparagdo aos animais WTCD36"* (p<0.001). Esses
dados mostram que a auséncia de CD36 n&o interferiu nos niveis de imunoglobulinas

séricas destes animais.
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Grafico 21- Comparagédo das concentragées de imunoglobulinas IgG, IgA e IgM
detectadas no soro de animais wild type C57BI/6j (WTCD36"") e
knockouts C57BI/6jCD36" (KOCD36™7) por ELISA direto. Barras
representam a média e o erro padrdo da média. Asteriscos
representam a diferenga significativa (***=p<0.05; ****=p<0.0001)
entre os grupos analisados. Figura 17- Gel de agarose das proteinas
do soro de animais WTCD36"* (lanes1-4) e KOCD36™ (Lanes 5-8).
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5.4.3 Deteccao da proteina correspondente ao receptor Scavenger CD36, em
lisado de macréfagos peritoneais de animais wild type C57BI/6JCD36""

(M@CD36**) e de camundongos knockouts C57BI/6JCD36” (M@CD36™).

5.4.3.1 Western blot.

A obtencgao de animais deficientes deste receptor foi um passo importante para
avaliarmos a participagao de receptores especializados no melhor processamento de
produtos irradiados. Para confirmar a auséncia do antigeno nos animais, procedemos
diferentes abordagens de pesquisa do antigeno CD36 em células ou materiais
derivados destes animais. Na primeira abordagem, que usa nossa célula alvo,
pesquisamos a presenga de CD36 em lisados de macrofagos peritoneais separados
por EGPA-SDS e transferidos a membranas de nitrocelulose (Western blot; figura 18).
Para isso, conjugamos anticorpo anti-CD36 comercial a biotina, como descrito em
Métodos, seguido da reagdo com a membrana contendo as proteinas dos lisados
separadas em diferentes tampdes denaturantes. Isto foi feito para aumentar a solugao
das proteinas de membrana, tentando solubilizar completamente estas estruturas.
Detectamos qualitativamente a presenca da proteina de aproximadamente 75kDa em
lisados de macrdfagos M@CD36"* (lanes 3) e a sua auséncia em lisados de
macréfagos M@CD36™ obtidos para nosso estudo (Lanes 4) usando o tampao menos
denaturante. O tampao mais denaturante (Lanes 1 e 2) afetou o reconhecimento do
anticorpo em todos os ensaios provavelmente por alterar drasticamente a conformacgao
da proteina na denaturacdo anterior a eletroforese. Este resultado comprova que o
efeito de nocaute do gene resultou na inexisténcia da proteina € ndo em uma

modificagao estrutural que a tornasse nao funcional, mas reagente ao anticorpo.
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Figura 18- Detecgéo da proteina correspondente ao receptor Scavenger CD36 em
M@CD36"" e M@CD36" por Western blot. 1-2 M@CD36"* tratado com
tamp&o de amostra com e sem uréia. 3-4 Lisado de M@CD36"" tratado
com tampao de amostra com e sem uréia. Seta indica proteina
correspondente ao receptor.

A presenga da proteina CD36 também foi identificada quantitativamente no
lisado utilizando o anticorpo biotinilado. Avaliamos a deteccdo da proteina
correspondente ao receptor a partir da adsorgao das proteinas dos lisados celulares
em placas de ELISA, seguida de reagdo com o conjugado especifico e revelagao pelo
sistema biotina-avidina. Para minimizar as ligagdes inespecificas diluimos o anticorpo
e 0 conjugado avidina-peroxidase em soro de camundongos normais, uma vez que o
anticorpo utilizado se trata de um isotipo de IgA. Podemos observar diferenga (p<0.05)
entre a ligagéo do anti-CD36g as proteinas dos lisados de M@CD36"* e M@CD36™
(Grafico 22). Houve uma ligagao inespecifica do anticorpo ao imunosorvente,
provavelmente devido a ligagao inespecifica a outros fatores contidos no lisado como

receptores FC e proteinas de membrana.
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Grafico 22— Reconhecimento de anti-CD36 conjugado a biotina a proteinas
presentes em lisado de macrofagos CD36"* e macrofagos CD36™".
Ensaio realizado em triplicatas e revelados pela adicdo de avidina
conjugada a peroxidase (1:10.000). Barras representam o desvio
padrao da média.
5.4.4 Diferenca na ligagcdo de STag biossinteticamente marcados com
prolina tritiada (STag® nativo ou irradiados a STag*" 250Gy e STag*"
1500Gy) em cultura de macréfagos peritoneais de camundongos wild

type C57BI/6jCD36"* (M@CD36**) ou knockouts C57BI/6JCD36™

(M@CD36™).

5.4.41 Reconhecimento inespecifico (Ensaio de ligagao a frio).

Como demonstrado anteriormente, a incorporagdo de aminoacidos
radioativos proporcionou a obtengdo de um antigeno especifico mais estavel. Com a

obtengdo de camundongos deficientes do receptor Scavenger CD36, avaliamos a
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diferenga da ligacdo dos STag® nativo ou irradiado a 250 Gy e 1500 Gy em
macrofagos peritoneais obtidos de camundongos WTCD36"* ou KOCD36™. Como
passamos a utilizar macréfagos peritoneais e ndo mais a linhagem macrofagica J774,
realizamos inicialmente um ensaio a frio para tentar observar diferenga na ligagao
dos STag® aos macréfagos peritoneais e se essa ligagdo poderia ser associada a
auséncia do receptor CD36. Para isso realizamos um ensaio mantendo os
macréfagos peritoneais resfriados, e apés 30 minutos de incubagéo dos STag®
nativo ou irradiado a 250 Gy e 1500 Gy junto aos macrofagos realizamos as
contagens de radioatividade (cpm). No grafico 23, observamos diferenga significativa
entre a incorporagdo dos STag® nativo ou STag®" 250 Gy e STag*" 1500 Gy em
macréfagos peritoneais M@CD36™* ou M@CD36". O STag® nativo foi mais
incorporado em M@sCD36™ do que por M@sCD36"* (p<0.0001), enquanto o STag*"

1500 Gy foi mais incorporado por M@CD36"* do que por M@CD36" (p<0.0001).
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Grafico 23- Ensaio de incorporagéo a frio dos STag® nativo ou irradiados a
250Gy e 1500Gy em macréfagos peritoneais M@CD36"* ou
M@CD36". Barras representam a média e o erro padréo da média.
Asteriscos representam a diferenga significativa entre a ligagao dos
STag*" aos macréfagos (*=p<0.05; ****=p<0.0001).

5.4.5

Cinética da captacgio e internalizagdo de STag*" nativo ou irradiados a

250Gy e 1500Gy por macrofagos peritoneais de camundongos

KOCD36" ou WTCD36"".

Os resultados obtidos em M@s peritoneais resfriados, sugerem que o

processamento de antigenos irradiados pode ocorrer por diferentes vias além da via

CD36. Apds o ensaio de ligagao inespecifica, o passo seguinte foi observar o

processamento dos STag®™ nativo e irradiados em M@CD36"* ou M@CD36™,

mantidos a 37 °C e em diferentes periodos de incubagao:0, 30,60, 120 e 240 minutos.

A contagem de radioatividade (cpm) foi realizada como descrito anteriormente. No
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grafico 24A, podemos observar que a mesma cinética observada em macréfagos
J774, foi obtida em macréfagos peritoneais CD36"*, mostrando crescimento da
incorporacéo do STag®" nativo até 60 minutos e decaimento apds 120 minutos. Ja
os STag® irradiados, mostraram uma cinética linear de incorporagdo com
crescimento da ligagdo com o aumento do tempo, esse perfil foi ainda mais evidente
na incorporagéo do STag® 1500 Gy em M@CD36"*. Em macréfagos peritoneais
CD36™ (Gréafico 24B) observamos maior incorporacdo do STag®™ nativo, que
apresentou uma cinética de ligacédo crescente e linear com o aumento do tempo,
enquanto a incorporagao do STag* 1500 Gy foi menor e decaiu apés com aumento
do tempo de incubagdo. Assim como mostramos anteriormente em macrofagos J774,
observamos diferenca significativa na ligagdo maxima especifica (Bmax) dos STag®"
nativo ou irradiados aos macréfagos peritoneais (p<0.0001). O Bmaxdo STag® nativo
em M@CD36"* foi de 61,855,7 e em M@CD36" foi de 293+30,36. Para o STag*"
250 Gy 0 Bmaxem M@CD36""* foi de 141,2+16,4 e em M@CD36™" foi de 195+25,7. Por
fim, 0 Bmax do STag*" 1500 Gy em M@CD36""* foi de 569,4+12,6 e em M@CD367" foi

de 66,13+6,7.
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Grafico 24- Diferenca na incorporagéo de STag® nativo ou irradiados a STag*"
250Gy STag® 1500Gy (1ug/pogo) em macrofagos peritoneais A-
M@CD36""* ou B- M@CD36” em diferentes periodos de exposigéo (0,
0.5, 1.0, 2.0 e 4 horas). Dados apresentados por contagem de
radioatividade (cpm).
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Uma vez que assumimos o fato de as trés amostras apresentarem a mesma
massa de proteina, realizamos o célculo da proporgédo da incorporagdo do STag®"
em M@CD36"* ou M@CD36™ (Gréaficos 25A e 25B). Os resultados obtidos neste
estudo mostram que apos 240 minutos o STag® nativo foi detectado em menor
quantidade nos macrofagos M@CD36"* (Grafico 25A), apds o periodo de 240
minutos (5%), sugerindo que sua forma mais soluvel foi processada mais
rapidamente que os STag®" irradiados, ou ainda que este possa ser mais sensivel a
atividades proteoliticas. Os STag®" irradiados foram detectados em maior proporgéo
em relacdo ao STag® nativo, o que sugere que sua forma menos soluvel os torne
processados por mais tempo. Apds 240 minutos de incubacgédo, detectamos 15% do
STag®" 250 Gy e 30% do STag*" 1500 Gy na superficie dos macréfagos M@CD36*.
Quando calculamos a proporgéo da quantidade de STag®" nativo ou irradiados em
M@CD36™, observamos que apos 240 minutos de incubagéo haviam 41% de STag®"

nativo, 24% do STag*'250 Gy e 6% de STag®" 1500 Gy (Gréfico 25B).
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Grafico 25 - Porcentagem de incorporagdo de STag® nativo ou irradiados a STag*"
250Gy STag® 1500Gy (1pg/pogo) em macrdfagos peritoneais A-
M@CD36""* ou B- M@CD36" em diferentes periodos de exposicdo (0,
0.5, 1.0, 2.0 e 4 horas).
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5.4.6 Deteccao da incorporagcao de STagr nativo ou irradiados a 250Gy e
1500Gy por citometria de fluxo em macrofagos de camundongos

WTCD36"* ou KOCD36™".

Avaliamos nesta etapa a proporgéo individual de incorporagao dos STagr nativo
e irradiados a 250 Gy e 1500 Gy em macrofagos CD36"* e CD36™ incubados por 1
hora com STag marcados com FITC para fixagdo e subsequente fenotipagem de sua
superficie. A partir da marcagao utilizando marcadores especificos para macrofagos,
anti-CD68 APC e marcadores especificos para o receptor CD36, anti-CD36 PE, seria
possivel selecionar as populag¢des celulares macrofagicas quantificar a captagéo dos
STagr marcados por fluoresceina na mesma célula. A fenotipagem via CD36 foi
eficiente para qualificar as células de andalise como macrdfagos CD36"* de animais
wild type, mas nao era aplicavel nos macrofagos de animais CD36™. A fenotipagem
do marcador CD68 foi complexa, apresentando 03 faixas de trabalho, CD68N®,
CD68°", CD68"'9". Assim assumimos que macréfagos deveriam ser qualificados com
negativos (CD68"®°), inespecificos (CD68-°"), e especificos (CD68™") de acordo com
a expressao quantitativa de CD68. A fluorescéncia detectada no citbmetro para o
antigeno foi medida e gerou um histograma com duas populagbes préximas, uma
negativa cujo nivel de deteccao de STag fluorescente era muito préxima do limiar de
resolugao do citdmetro e outra fracamente reagente ao antigeno como esperado, dada
a baixa atividade especifica. Usando o limiar de corte da populagdo fracamente
reagente, estabelecemos a positividade para o STag nas varias populagbes
selecionadas para CD68, sem a necessidade de selecionar pelo CD36 e assim
comparar os dois tipos de animais utilizados.

No Grafico 26, apresentamos a captagao e internalizagéo dos STagr nativo ou
irradiados nas populagdes de macréfagos peritoneais de camundongos normais

CD36"* ou CD36™ determinada por citometria de fluxo em células individuais
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selecionadas pela fenotipagem com CD68"9"CD36" e CD68""CD36
respectivamente. As células CD68°" apresentaram uma menor captagdo que o
CD68"9" e as células CD68"*Y ndo apresentaram captagdo de STage. Assim como
apresentado em dados anteriores em ensaios de ligacao coletivos, podemos observar
que em macréfagos CD36""* houve maior proporgédo de células especificas marcadas
com os STag testados, sendo que o STagr 1500 Gy foi mais incorporado do que os
STagr nativo ou irradiado a 250 Gy. Quando observamos a incorporacao dos STagr,
a proporgao de macréfagos CD689" incorporando STagr nativo (12%), foi menor do
que a encontrada em macréfagos CD36"* (18%). Analisando os STags, observamos
que houve uma menor propor¢do de macrdfagos CD367CD68H9" incorporando os
STags. O STagr 250 Gy em macrdfagos CD36™* foi incorporado por 23% das células,
e em macrofagos CD36™ apenas 1%. Este fendmeno foi mais intenso na incorporagéo
de STagr 1500 em macréfagos CD367 onde a incorporagéo foi de 3% enquanto em
macréfagos em CD36"* a incorporagéo foi de 30%, o que mostra a importancia do
CD36 na incorporagéo dos STags irradiados. Interessante notar que macréfagos
normais também mostraram maior incorporagao de STags irradiados em relagéo ao

STag nativo quando analisado em células individuais por citometria de fluxo.
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Grafico 26- Porcentagem de incorporagao de STag nativo ou irradiado a 250 Gy e
1500 Gy conjugados ao FITC em macréfagos peritoneais obtido de
camundongos: A- C57BI/6jCD36"* (M@WTCD36"*; CD68Md"
CD36""); B- C57BI/6jCD36" (M@WTCD36™; CD68""" CD36"N).

Com base nos resultados apresentados demonstramos o envolvimento do
receptor CD36 na captagdo de proteinas irradiadas, com vasta bibliografia em
arteriosclerose, que é causada pela absor¢do e nao degradagdo de lipideos
oxidados'®”. Usando animais deficientes geneticamente do receptor CD36,
demonstramos que STag 1500 Gy foi menos captado por macrofagos peritoneais de
animais CD367, fendmeno observado também por citometria de fluxo em células
isoladas. Isto demonstra que o CD36 dirige seus aceptores a uma via diferente das
usuais, como os dos receptores Scavenger tipo | ou receptores de manose'®, que
sao receptores voltados para a reutilizagdo de mondmeros pela célula, envolvidos na
captacdo de proteinas de vitelo ou de produtos de células apoptéticas'®® que ndo

devem ser apresentados para resposta imune, o que seria prejudicial. A via do CD36

de produtos oxidados, levaria por macropinocitose'”® os produtos ao mesmo
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compartimento onde estdo os MHC que se ligariam aos peptideos dos produtos e os
levariam para superficie celular para sua apresentacdo. Nossas observacdes por
microscopia demonstram que os antigenos irradiados permanecem muito mais
tempo integros dentro dos compartimentos celulares de células macrofagicas. Esses
dados sugerem que a captagdo via receptor CD36 pode ter sido utilizada pela
resposta imune como um marcador de antigenos, assim como ocorreria no combate
de inflamagao aguda, auxiliando na sele¢cdo e montagem de uma resposta adaptativa

mais seletiva e lucrativa.

5.4.7 Resposta imune humoral induzida em camundongos C57BI/6j
(WTCD36**) e camundongos knockouts C57BI/6jCD36” (KOCD36™),
imunizados por via subcutanea com STag nativo ou irradiado a 250Gy

e 1500Gy por fonte homogénea de Co-60.

Apresentamos o0 ensaio de imunizagdo de camundongos knockouts
C57BI/6jCD36" (KOCD36™; Grafico 27) com trés doses quinzenais de STag nativo
ou irradiado a 250 Gy e 1500 Gy, e albumina de soro bovino (BSA) como um
imundgeno controle, por via subcuténea (10ug/0,1mL/animal). Em camundongos
WTCD36"", a imunizagdo com STag 250 Gy e STag 1500 Gy induziram maiores
concentragdes de anticorpos IgG anti-T. gondii do que o STag nativo (p<0.05). Os
animais KOCD36" apresentaram baixas concentragdes de anticorpos IgG anti-T.
gondii independente do STag utilizado, sendo possivel identificar um discreto
aumento de anticorpos em animais imunizados com STag nativo em comparagao
aos imunizados com STag irradiados (p<0.05). O imundgeno controle, utilizado (BSA
nativa), ndo se mostrou eficiente na produgdo de anticorpos IgG anti-BSA nos
animais WTCD36"*, o que pode ser explicado por suas caracteristicas antigénicas.

Trata-se de uma proteina com poucos epitopos reagentes, além disso, € uma
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proteina sérica de mamifero, e provavelmente tenha sido eliminada na selecao clonal

da vida fetal, restando poucos epitopos para uma estimulagcao efetiva. Em animais

KOCD36" a proteina BSA nativa, também nao induziu produgéo significante de

anticorpos IgG anti-BSA, mas independentemente do resultado, este ensaio foi capaz

de demonstrar que a menor producdo de anticorpos pela via da resposta imune

adaptativa em animais KOCD36"", é um fenémeno caracteristico nestes animais, o

que era nosso objetivo.
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Grafico 27 - Comparagao da produgao de anticorpos IgG especificos anti-T. gondii

ou anti-BSA no soro de camundongos C57BI/6jCD36"*(WTCD36"*) e
C57BI/6jCD36” (KOCD367) imunizados com trés doses quinzenais
por via subcutdnea com STag nativo ou STag irradiados a 250Gy e
1500Gy e BSA nativa, detectados por ELISA. Linha tracejada
representa a produgéo basal de IgG. Barras representam a média e o
erro padrao da média. Asteriscos representam a diferenga significativa
entre os grupos (*=p<0.01; **, ***=p<0.05; ****=p<0.0001).
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As mesmas amostras foram submetidas a agao de reagente caotrépico (uréia
6M) para deteccdao da avidez dos anticorpos IgG (Grafico 28). Em animais
WTCD36""*, o STag nativo induziu menor maturagdo de anticorpos em comparagao
aos grupos imunizados com STag 250 Gy (p<0.05) e 1500 Gy (p<0.001). A proteina
BSA nativa ndo induziu maturagdo dos anticorpos IgG. Os animais KOCD36" néo

apresentaram maturagao significativa de anticorpos, independente do imundgeno

estudado.
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Grafico 28- Comparagao da porcentagem da avidez de anticorpos IgG especificos
em camundongos WTCD36"* e KOCD36™, imunizados por via
subcutanea com STag nativo ou irradiados a 250Gy e 1500Gy ou BSA
nativa detectados por ELISA. Asteriscos representam diferenca
significativa entre os grupos imunizados (**= p<0.05, *** = p<0.01, ****
= p<0.001).

Nos animais KOCD36" detectamos baixas concentragdes de anticorpos 1gG
especificos comparadas as concentragdes demonstradas nos animais WT. Além

disso ndo houve maturacdo da avidez destes anticorpos, independente do antigeno
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utilizado (Figuras 26). O antigeno controle utilizado (BSA) foi menos eficiente que o
STag nativo na produgao de anticorpos em animais normais, provavelmente por suas
caracteristicas antigénicas. Animais KOCD36" imunizados apresentaram produgao
minima ou ausente de anticorpos, sem nenhuma maturacédo de avidez, mostrando
que o fendmeno de baixa produgéo de anticorpos especificos em animais CD36” foi
um fendbmeno que independe do imundgeno utilizado e deve ser caracteristico da
imunidade destes animais. E interessante notar que apesar das baixas
concentragdes de anticorpos, algum anticorpo foi produzido, o que sugere que outras
vias de apresentagdo de antigenos independentes do CD36 possam estar
funcionando nestes animais. Estudos utilizando a cepa atenuada R36A de
Streptococcus pneumoniae, mostraram diminuicdo nas concentragbes de IgG
especificas nesses animais®®, assim como demonstrado em nosso estudo com a
imunizagéao utilizando os STag. O alto nivel de IgM encontrado em seu soro (Grafico
19) sugere que parte desta imunidade pode estar relacionada a ativagéao direta de

linfocitos B em uma resposta T independente?®

. A auséncia de maturacao de avidez
nesses animais sugere que o brago principal de selecdo de anticorpos também esta
sendo afetado pela auséncia de CD36. A segunda e a terceira sinapses imunolégicas
dependem da selecao inicial das células CD4 responsivas por APCs e na auséncia

desta o ciclo seria interrompido impedindo a maturagéo da avidez, sugerindo outras

vias de ativagéo de célula B
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5.4.8 Desafio de camundongos C57BI/6jCD36"* e C57BI/6jCD36™
imunizados com STag nativo e irradiados a 250 Gy e 1500 Gy de Co-60,
com cepa RH (Tipo |) virulenta e cepa cistogénica M-49 (Tipo Il) de T.

gondii.

5.4.8.1 CepaRH.

Os grupos imunizados foram desafiados com 10° taquizoitos 15 dias apds a

terceira dose de imunizagdo. Apresentamos no grafico 29 a sobrevida de
camundongos WTCD36"* (Grafico 29A) e KOCD36™- (Grafico 29B) imunizados com
STag nativo e STag irradiados a 250 Gy e 1500 Gy. Camundongos WTCD36""*
(Grafico 29A) imunizados apresentaram aumento significante de sobrevida em
comparagao a sobrevida do grupo controle ndo imunizado que sobreviveu por 3,5
dias apds o desafio (p<0.0001). Animais imunizados com STag nativo sobreviveram
por 10 dias. A imunizagao com STag 250 Gy e STag 1500 Gy aumentou a sobrevida
dos animais por 12 e 15 dias, sendo que 1 animal imunizado com STag 1500 Gy
sobreviveu por mais de 20 dias sem manifestagdes aparentes da infecgéo. No grafico
29B, podemos observar que a sobrevida dos animais KOCD36™ imunizados néo
apresentou diferenga em relagéo a sobrevida do grupo controle ndo imunizado. A
imunizagdo com STag nativo aumentou a sobrevida dos animais por 5 dias. Enquanto

os STag irradiados a 250 Gy e 1500 Gy sobreviveram somente por 4 e 3,5 dias.
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Grafico 29- Porcentagem (%) da sobrevida de camundongos. A- C57BI/6jWtCD36"*

e B- C57BI/6jKoCD36" imunizados com STag nativo ou STag 250 Gy e
STag 1500 Gy e desafiados com 10° taquizoitos viaveis da cepa RH
virulenta 30 dias ap6s a ultima dose de imunizagdo. Asteriscos
representam a diferenga entre as curvas de sobrevivéncia entre grupo
controle e imunizado pelo teste Log-Rank.

5.4.8.2 Cepa ME-49.

O desafio utilizando a cepa virulenta RH mostrou uma alta susceptibilidade

dos animais KOCD36" ao desafio. 3 dias apés o desafio mesmo os animais

imunizados Morreram apresentando sinais caracteristicos da infecgdo. Diante disso,
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grupos KOCD36™ imunizados com STag nativo, STag 250Gy e STag 1500Gy foram
desafiados com a cepa cistogénica ME-49. Animais normais imunizados mostram
protecao significativa com diminuigdo do numero de cistos cerebrais e sobrevida até
o momento de sacrificio para a retirada do cérebro para contagem dos mesmos (30
dias apos o desafio). Apds o desafio de camundongos KOCD36”" com 10
cistos/animal, os camundongos sobreviveram por no maximo 5 dias, apresentando
fortes sinais da infecgdo. Outro ponto interessante foi em relagao ao numero de cistos
observados na microscopia otica e o tamanho dos cistos que em animais

previamente imunizados costumam sem menores.

-

Figura 19- Microscopia 6tica de macerado de cérebro de camundongos KOCD36
imunizados com STag nativo ou irradiado a 250 Gy e 1500 Gy
demonstrando a presenca de cistos da cepa ME-49 de T. gondii
indicados pelas setas. Aumento de 40x.

Do ponto de vista da imunizacdo e desafio com cepas viaveis, animais
KOCD36" nao foram passiveis de imunizagéo contra toxoplasmose por STag nativo
ou irradiado a 1500 Gy, sem produgao significativa de anticorpos e totalmente
suscetiveis ao desafio com cepas viaveis, o que poderia ser explicado pela
participacao do CD36 nos passos iniciais da resposta imune, ja que animais com
outras deficiéncias imunologicas da resposta inata sédo resistentes a infecgéo e
somente animais com deficiéncia na resposta adaptativa sido suscetiveis a

toxoplasmose®®. Outra explicagdo, seria pelo fato de que o sensoriamento da

resposta imune pelo agente, ou via interferon ou via 6xido nitrico, induz sua
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conversdo para formas de resisténcia em cistos e controle da infecgdo aguda'*®

, O
que nao ocorreria em animais CD36™, gerando uma infecgéo aguda descontrolada.
Interessante notar que a histologia dos orgaos linfoides destes animais se mostrou
pouco alterada, em especial no timo e bago, dois 6rgaos linféides importantes para a
resposta adaptativa. Existem vias alternativas para a resposta imune adaptativa af§
classica, como linfécitos B12%2, linfécitos da linhagem v52%° e outras vias de produgéo
de imunidade especifica menos variavel, como células NK, mas estas vias nao
induzem a producao de anticorpos IgG especificos para o T. gondii , nem a produgao
significativa de ativagao tissular pelo IFN produzido por células T CD4 e CDS8

especificas, permitindo o escape da infecgéo aguda®.

5.4.9 Perfil celular observado em linfécitos do sangue periférico de
camundongos knockouts C57BI/6jCD36", imunizados por via

subcutanea com STag nativo ou irradiado a 250Gy e 1500Gy.

O préximo passo foi avaliar o perfil da resposta celular de camundongos
KOCD36" imunizados com STag nativo e irradiado a 250 Gy e 1500 Gy, por
citometria de fluxo. Apresentamos a seguir os resultados expressos em porcentagem
(%), a proliferagédo de células B (CD19%), células B ativadas (CD19°CD23"), células
B de memdria (CD19°CD27%), linfécitos T auxiliares (T CD3'CD4%), linfécitos T
citotoxicos (T CD3'CD8"), linfécitos T ativados (CD19°CD44) e linfécitos T de
memoria (CD19°CD45RB") por estimulo especifico na presenga de extrato antigénico
total de T. gondii. Em animais KOCD36" a porcentagem de linfocitos T CD3* foi de
6% em animais imunizados com STag nativo, 4% em animais imunizados com STag
250 Gy e 2,4% em animais imunizados com STag 1500 Gy (Grafico 30A). A
porcentagem de linfécitos T auxiliares (T CD3*CD4"; grafico 30B) foi de 0,17% em

animais imunizados com STag nativo, 0,13% em animais imunizados com STag
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250Gy e 0,10% em animais imunizados com STag 1500Gy. A porcentagem de
linfécitos T citotoxicos (T CD3*CD8"; grafico 30C), foi de 0,18% em animais
imunizados com STag nativo, 0,16% em animais imunizados com STag 250Gy e
0,14% em animais imunizados com STag 1500Gy. A porcentagem de células B
(CD19%; grafico 30D) foi de 10% em animais imunizados com STag nativo, 7,5% em

animais imunizados com STag 250Gy e 6% em animais imunizados com STag
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Grafico 30- Proporgao (%) de linfécitos T, A- totais; B- CD3"CD4"; C- CD3*CD8"
e D- células B (CD19") obtidos no sangue periférico de camundongos
knockouts C57BI/6jCD36™, imunizados com STag nativo ou irradiado
a 250 Gy e 1500 Gy de Co-60. Asteriscos representam diferenga
estatistica entre os grupos (*=p<0.01; **, ***=p<0.05; ****=p<0.0001).

No grafico 29, apresentamos a porcentagem de proliferagdo de células B
(CD19%) ativadas (CD19°CD23"; grafico 31A) e de memodria (CD19°CD277; grafico
31B), e linfocitos T ativados (CD19°CD44"; grafico 31C) e de memoria (CD19

CD45RB"*; grafico 29D). Animais KOCD36™7, imunizados com STag nativo
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apresentaram 1,8% de células B ativadas e 2,5% de células B memodéria. Para o STag

250 a porcentagem de células B ativadas foi de 1,4% e 1,2% de células B de

memoria. O STag 1500 Gy induziu 1,2% de célula B ativadas e 0,7% de células B de

memodria. A ativacdo de linfécitos T em animais KOCD36™ imunizados com STag

nativo foi de 0,9% e 1,2% de memoria. Animais imunizados com STag 250 Gy

apresentaram 0,6% de linfocitos T ativados e 1,1% de linfécitos T de memaria. Em

animais imunizados com STag 1500 Gy foram observados 2% de linfocitos T ativados

e 0,7% de linfocitos T de memoria.
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Grafico 31- Proporgéo (%) de linfécitos B e T ativado e de memoria obtidos no
sangue periférico de camundongos knockouts C57BI/6jCD36™,
imunizados com STag nativo ou irradiado a 250Gy e 1500Gy de Co-
60. A- Células B ativadas (CD19°CD23"); B- células B de memodria
(CD19°CD27"); C- Linfécitos T de memdria (CD19°CD44%); D-
Linfocitos T de memdéria (CD19°CD44RB"). Asteriscos representam
diferenga estatistica entre os grupos (*=p<0.01; **, ***=p<0.05;

**xx=0<0.0001).

Nossos dados mostram que animais KOCD36” apresentaram baixas

porcentagens de células T auxiliares (TCD3*CD4) e T citotéxicas (TCD3*CD8"),
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ativadas ou de memdria no sangue, com um discreto aumento em comparag¢ao ao
grupo controle ndo imunizado, somente no grupo imunizado com STag nativo. A
porcentagem de células B (CD19") foi maior nos grupos imunizados em comparagéo
ao grupo controle, com maior proliferagao de células CD19* em animais imunizados
com STag nativo, porém com baixissimas porcentagens de ativagao e memoria. A
proliferacdo de linfécitos T induzem uma resposta imune protetora. Apds a
imunizagéo APCs, absorvem os antigenos que devem ser apresentados para célula
T naives, que serao estimuladas a proliferar e se diferenciar em células efetoras e de
memoria. A baixa porcentagem de ativagdo e memoria de células T e B obtidas em
animais KOCD367, pode ser relacionada a alta suscetibilidade dos animais apds o
desafio com diferentes cepas de T. gondii. Estudo utilizando animais CD36™,
mostraram que estes animais apresentam normalidade da zona marginal de células
B, porém aprestam bloqueios nos estagios de transicdo para células B maduras,
interferindo na resposta inata inicial e no reconhecimento de anticorpos primarios, o
que resultaria em produgdo de células do plasma, porém de curta duracéo?®'.
Antigenos livres sdo em sua maioria processados por acado de proteassomas, que
sao transportados para o reticulo endoplasmatico por um transportador associado ao
processamento de antigenos (TAP), seguido da apresentagdo para MHC do tipo 12%°.
Estes dados mostram que a participagcdo do CD36 pode estar relacionada ao
transporte intracelular diferencial de antigenos, aumentando a apresentagéo via
MHC de classe |, e sua deficiéncia afetou a montagem da resposta de células T para
antigenos que seriam selecionados por CD36, mas néo tanto os apresentados por

outras vias de apresentagao de antigenos.
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5.4.10 Avaliagio da resposta imune humoral induzida em animais KOCD36™
transplantados com macréfagos peritoneais de animais WTCD36"*

“primados” com STag nativo ou irradiado a 1500Gy.

A resposta imune humoral, protetora e celular de camundongo KOCD36™
mostraram que estes animais produzem niveis basais de anticorpos IgG especificos e
sdo extremamente suscetiveis a doenca, pds-desafio e apesar de apresentarem
células B, estas ndo apresentaram porcentagem de memodria e ativagao significante.
Neste contexto, resolvemos avaliar se o transplante de células imunes (macréfagos
peritoneais de animais WTCD36"* “primados” com STag nativo e STag 1500 Gy),
induziriam uma cooperagao celular com aumento de anticorpos anti-T. gondii. O
desenho experimental foi baseado no conceito das sinapses imunolégicas, sendo que
a primeira sinapse imunolégica envolve a cooperagéo entre uma APC e linfocitos T
CD4 ou CD8, gerando o crescimento de células responsivas especificas. Apos estas
sinapses, uma nova exposi¢do de antigenos deve apenas resultar no crescimento
(segunda sinapse) e selegao (terceira sinapse) das células linfoides responsivas.
Entao, se substituirmos os macrofagos envolvidos na primeira sinapse por macréfagos
contendo CD36 e primados com o antigeno, um animal CD36™ pode responder com
anticorpos especificos a novos desafios com o antigeno por ter ja selecionado as
células T responsivas na primeira sinapse.

No grafico 32, apresentamos a resposta imune humoral induzida em
camundongos KOCD36™" transplantados com macrdfagos peritoneais M@CD36*,
primados com STags nativo ou irradiado a 1500 Gy e imunizados por mais duas ou
trés doses somente com STags, por via subcutdanea. Nao observamos diferenca
significativa entre as concentragbes de anticorpos IgG anti-T. gondii detectadas nos
animais KOCD36" imunizados somente com trés doses de STag nativo ou

transplantados com STag nativo+M@CD36"*. Quando comparamos a concentragéo
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de anticorpos IgG especificos em animais imunizados somente por STag 1500 Gy e
em animais imunizados com STag 1500 Gy+M@CD36"*, podemos observar um
aumento significativo na produgéo de anticorpos nos grupos recipiente M@CD36"*

mais STag 1500 Gy (p<0.0001).
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Grafico 32- Comparagao da produgéo de anticorpos IgG anti-T. gondii no soro de
camundongos knockouts C57BI/6jCD36™ imunizados com trés doses
subcuténeas de STag nativo ou STag 1500Gy ou transplantados com
macréfagos peritoneais de camundongos normais “primados” com
STag nativo ou STag 1500Gy. Barras representam a média e o erro
padrao da média. Asteriscos representam a diferenga significativa entre
os grupos (****=p<0.0001).
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Demonstramos que o transplante de animais CD36™ com células APCs
“primadas” compativeis da mesma linhagem e MHC gerou a produgao de anticorpos
IgG em animais deficientes de CD36. Esses resultados sugerem que o passo
limitante para a produgédo de IgG nestes animais pareceu ser solucionado pela
substituicdo de APCs apesentando o receptor CD36. Apesar de se tratar de um
experimento preliminar os resultados nos abre novas perspectivas em relagcéo ao
processamento de antigenos, desde sua selecao até seu processamento intracelular
diferencial que é determinado pela sequéncia de eventos subcelulares apés sua
captacdo via CD36. Esta captacdo parece promover uma distribuicdo celular
diferente e vantajosa para resposta imune, embora possa causar efeitos colaterais
como a arteriosclerose. O CD36 é uma molécula ubiqua e seu uso pela resposta
imune adaptativa deve ter sido um fendmeno a posterior ao de sua existéncia no
sistema imune, que utiliza sua especificidade receptora e metabolismo celular para
promover a selecdo de antigenos e assim resultar em uma produc¢ado econémica de
células responsivas sem a necessidade de um grande volume de células APCs que
seria incompativel com uma resposta imune eficiente. Pensar em imunologia hoje,
deve ser diferente e este o pensamento deve se basear na observacgio. A radiagao
ionizante foi uma ferramenta que mostrou uma nova faceta da interface das
respostas inata e adaptativa que mostramos em nosso trabalho e que nada mais € a

verdade da natureza “nada se perde, tudo se utiliza”.
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6 DISCUSSAO GERAL

O uso da radiagao ionizante em extratos antigénicos de T. gondii permitiu a
construgao de um imundgeno acelular eficiente para a protegdo de camundongos
contra a infecgao apds o desafio com cepas viaveis. As alteragdes foram minimas nos
extratos, 0 que nos sugeriu que estas alteragdes modificavam seu destino celular,
indicando um segmento saturavel de atuagdo, dada a perda de efeito com doses
maiores de antigenos. O efeito da radiagao foi dose dependente e sempre na auséncia
de adjuvantes, com uma resposta diferente da observada com o uso de taquizoitos
esterilizados por radiagdo, com ativagdo de uma resposta imune de perfil Th2.
Mostramos que ocorre uma ligagao e captagao especificas em macréfagos, nao
degradativa, provavelmente via CD36, demonstrada pelo uso de bloqueadores de

receptores Scavenger. Em animais CD36™

, mostramos que os antigenos irradiados
sem o reconhecimento destes receptores perdem sua imunogenicidade e ndo sao
preferencialmente captados por macrofagos destes animais. O transplante destes
animais com macrofagos normais primados com antigeno irradiado promoveu uma
recomposi¢ao de sua capacidade de produzir anticorpos especificos. Neste contexto
podemos sugerir que a radiagdo ionizante induz a oxidagdo do extrato antigénico
levando o seu reconhecimento preferencial por CD36, resultando num direcionamento
intracelular que favorece sua apresentagéo na resposta imune adaptativa, gerando o
aumento de sua imunogenicidade, o0 que vem a ser um processamento ideal para
vacinas de subcomponentes.
Uma vacina para toxoplasmose deve ser capaz de contemplar a protecao
contra a infecgéo e contra a doenga. Nossos dados mostraram que o STag irradiado
a 1500Gy foi capaz de aumentar as concentragdes de anticorpos IgG especificos e

sua afinidade, protegendo animais imunizados apés o desafio com cepa viavel de T.

gondii, induzindo resposta imune celular com células B (CD19%) e células T CD4" e
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CD8*, mostrando um direcionamento para a produgédo de anticorpos especificos
capazes de conter a infecgdo, com menor producdo de linfocitos T CD8" que a
imunizagdo com taquizoitos integros irradiados. A imunizagdo com taquizoitos
integros irradiados mostrou ser maior indutora de células T CD8" e menor indutora
de anticorpos, o que mostra uma tendéncia a eliminar células infectadas®® e,
portanto, controla a doenca apés a infeccédo, como descrito em outros modelos*.

A imunizagdo com STag irradiado mostrou ser eficiente na indugao de células

BZO?

T CD4*, que sdo responsaveis em induzir respostas via células , cOmo o

encontrado em nossos dados. Trabalhos com animais deficientes de células T CD4*
mostram que estes animais exibem menores titulos de anticorpos especificos®’2%,
As células T CD4" responsivas cooperam com as células B e as células T CD8", mas
estas também tém uma via alternativa de selecéo direta via APCs?%, que parece ser
a mais ativa na imunizagdo com taquizoitos. Entdo, podemos sugerir que nosso
extrato irradiado foi preferencialmente direcionado para células T CD4", resultando
indiretamente na cooperacgéo para a produgéo de células T CD8". Isto implica em que
apenas um receptor precisa estar envolvido nesta ativagdo imune, diferente do
mecanismo de ativacdo do parasito irradiado, onde tanto a via de APC para T CD4"
como a via de APC para T CD8" parecem estar ativadas. Este processo de ativagao
depende do MHC envolvido na ativagdo, sendo que o MHC de classe | ativa
diretamente células T CD8* e o MHC de classe Il ativa células T CD4"'°, Os
mecanismos intracelulares de selegcao destes antigenos devem ser diferentes e o
MHC de classe | por ser ativado via antigenos particulados de restos dos taquizoitos
irradiados, enquanto que o MHC de classe Il € envolvido na ativagao de células CD4
que irdo ativar células B e CD8. Isto sugere que o STag irradiado deve ativar
preferencialmente o MHC de classe Il.

Mostramos que a imunizagcdo com massa de 10ug de proteina por

camundongos, induziu maiores titulos de anticorpos especificos e quantidade
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substantiva de células T CD8*, podendo cooperar tanto para a prote¢do contra a
infeccdo como com a protegdo contra a doenca?'!, mais do que o observado na
imunizagdo com taquizoitos integros irradiados ou com doses maiores de STag
irradiado que mostraram valores semelhantes de ativacdo imune. Maiores
quantidades de antigenos podem induzir tolerancia imunoldgica'® ou ndo aumentam
a resposta imune, sugerindo que a resposta imune pode ser limitada a um numero
de células responsivas ou a um repertorio fixo de células imunes?'2.

Uma vez que a havia a chance de uma unica via de captagdo do STag
irradiados e a literatura descreve a captacdo preferencial de toxina irradiada via
receptores Scavenger®!, realizamos o estudo da ligagdo e captagdo de STag,
marcados por diferentes formas, em macréfagos. Neste estudo, ensaios de ligagao
utilizando células macrofagicas J774 ou macrofagos peritoneais de camundongos,
mostraram que o STag irradiado a 1500Gy apresentou uma cinética de ligagao linear
e crescente, e com maiores indices de ligagbes especificas que o STag nativo (ndo
irradiado). A curva de captagdo nao apresentava decréscimo sugerindo que os
antigenos irradiados ndo estavam sendo degradados intracelularmente como o
antigeno nativo. Isto sugere diferentes vias citoplasmaticas de processamento, ja que
a susceptibilidade a protedlise externa foi igual entre os antigenos. Existem diferentes
vias de processamento de proteinas internalizadas pelas células, a maior parte delas
envolve lisossomos e rapida degradacgéo do produto captado'®. Em nossos estudos
utiizando marcagbes fluorescentes, mostramos que os antigenos irradiados
permanecem nas células por mais tempo que o antigeno nativo, assim como

43 mostrando ser um

demonstrado em ensaios realizados com crotoxina irradiada
processo conservado para proteinas irradiadas.
A captacéo da crotoxina irradiada foi bloqueada por probucol®!, e em nossos

ensaios a ligagao dos STag irradiados foi afetada na presenga de bloqueadores de

receptores Scavenger, dextran sulfato e probucol. O dextran sulfato foi menos
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eficiente e também afetou a ligagdo do STag nativo nos macréfagos. O SR-A € um
receptor de cargas negativas como a superficie de células apoptéticas'’' ou vacutolos
autofagicos das células e promove a sua ligagao intracelular a lisossomos
promovendo uma rapida degradagdo dos produtos fagocitados até mondémeros
reutilizaveis?'®, portanto ndo parece ser a via envolvida na imunogenicidade pois
resultaria na degradagdo completa e ndo seletiva dos antigenos, resultando em
auséncia de imunogenicidade. O probucol, esta envolvido no bloqueio da captagao
de produtos oxidados e funciona para arteriosclerose diminuindo a formacgao de
placas por produtos oxidados?™. Este bloqueador foi o mais eficiente no bloqueio da
captacao do STag irradiado em macrofagos normais e ja havia sido descrito como
mais eficiente no bloqueio da captacéo de crotoxina irradiada®’. A radiac&o ionizante
induz a oxidagao de proteinas via radicais hidroxila (OHe), induzido pela radidlise da
agua semelhante ao produto produzido por peroxidases®. A producéo e retirada de
radicais hidroxila ocorre principalmente intracelularmente em peroxissomos,
organelas especializadas®'®. A Unica peroxidase extracelular em mamiferos é a
mieloperoxidase de neutrdfilos que é liberada no local da inflamagéo aguda na netose

dos neutréfilos?'®

. A mieloperoxidase apresenta uma reagao muito eficiente e por se
ligar a rede de fibras de DNA geradas na netose, promove uma oxidagao via haletos
das proteinas que estdo no local da inflamacéo?'’. Esta oxidacdo de proteinas foi
sugerida como uma forma de aumentar a apresentacéo de antigenos® e a radiagéo
ionizante pode mimetizar esta reagao biolégica. Entdo por sua hidrossolubilidade e
oxidagao, as proteinas irradiadas devem ser reconhecidas pelo receptor Scavenger
CD36 das células, pela oxidacado e pelo bloqueio pelo probucol. Baseados nisso,
optamos por estudar a captagdo dos STag irradiados em animais geneticamente
deficientes deste receptor.

Existem relatos que animais deficientes de CD36 apresentam alguns

disturbios imunolégicos, porém pouco estudados'. Em nosso estudo
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demonstramos normalidade histolégica em bago, timo e figado bem como niveis
habituais de imunoglobulinas circulantes com um aumento discreto de IgM.
Macroéfagos provenientes desses animais apresentaram um comportamento inverso
na cinética de ligagdo dos STag, sendo o STag nativo mais captado que o STag
irradiado, praticamente sem captagéo por estes macréfagos quando comparado ao
macrofago de animais normais. A imunizacdo destes animais mostrou baixas
concentracdes de anticorpos especificos e uma alta suscetibilidade ao desafio com
cepas viaveis de T. gondii, tanto virulentas (cepa RH, tipo I) como cistogénicas (cepa
ME-49, tipo Il), com morte precoce dos animais imunizados. Estes resultados
mostram a ineficiéncia dos STag nativo na produgdo de imunidade ja que sua
captacao foi afetada pela auséncia de CD36. Estes animais apresentaram baixas
concentragdes de anticorpos séricos IgG especificos quando estimulados por outros
antigenos, como o STag nativo ou BSA, mostrando um defeito na produgéo de
anticorpos via resposta imune adaptativa, mas ndo em outros tipos de repostas
humorais. Os niveis séricos de anticorpos devem ser mantidos por outras vias de

producdo como imunidade inata'"®

, Ou outros tipos de apresentagao de antigenos via
APCs alternativas ou células B2'®. Os maiores niveis de IgM sérica demonstrados em
nosso trabalho, comprovariam a participacdo dessa via alternativa na producéo de
anticorpos, uma vez que anticorpos IgM s&o mais produzidos para manter a
homeostase tecidual devido sua capacidade de se ligar a antigenos como os
expressos por células apoptoticas?'®.

A molécula CD36 na resposta imune é amplamente relacionada como auxiliar
no metabolismo de linfocitos por sua captacéo de acido graxos livres?®, e algumas
vezes citado como cooperante indireta na resposta imune'®®, apenas com a finalidade
de aumentar a energia e a eficiéncia das células imunes. A captagéo de acidos

graxos por CD36 segue vias citoplasmaticas endociticas e n&o lisossomais®?’,

sugerindo a possibilidade da participagdo de caveolinas ou de rafts de membranas
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na construgdo de vesiculas endociticas do trafego intracelular de lipidios para o
reticulo endoplasmatico liso'°. A reciclagem das vesiculas citoplasmaticas envolve
um transito sequencial pelo reticulo endoplasmatico liso, reticulo endoplasmatico
rugoso e aparelho de Golgi*?. Moléculas de MHC séo sintetizadas no reticulo
endoplasmatico rugoso e liberadas por vesiculas a partir do trans-golgi'*®. Se as
vesiculas endociticas geradas pelo CD36 forem recicladas pelas células na auséncia
de protedlise, o produto ligado ao CD36 transportado sem ser degradado no interior
da vesicula pode alcangar o reticulo endoplasmatico rugoso e se ligar ao MHC de
classe Il recém-sintetizado, sendo transportado para superficie celular apds
protedlise parcial. As vias intracelulares de apresentagdo de antigeno ainda séo
controversas e é devem existir diversas vias para este fim. O rendimento do processo
imune depende de uma selecdo de proteinas para apresentagao, evitando uma
apresentacdo genérica e custosa de proteinas internas que devem ser degradadas
e reutilizadas. Uma forma de selegao logica seria a apresentagao preferencial de
proteinas que foram expostas a inflamagao. O CD36 como receptor multiespecifico
especial, por ndo ter dominios intracitoplasmaticos ou ligagdo com o sistema clatrina-
lisossoma'?', parece ser um candidato para esta finalidade, por reconhecer produtos
oxidados, um tipo de radical que é produzido na inflamagao aguda pela agdo da
mieloperoxidase extracelular. Assim, o uso de um receptor multiespecifico com
afinidade para produtos oxidados e uma via intracelular especifica sem protedlise,
pode resultar numa selecdo de alvos mais adequado processamento de

apresentacao e criacdo de uma resposta imune adaptativa.
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A-Vias preferenciais intracelulares de antigenos nativos e soliiveis B- Vias preferenciais intracelulares de antigeno com carga negativa  C- Vias preferenciais Intracelulares de antigeno oxidado ou Irradiado
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Figura 20- Esquema de processamento intracelular de antigenos hidrossoluveis
em relagcao ao tipo de receptor celular utilizado em sua captacéao pelo
sistema de vesiculas de APCs. A- Antigenos nativos e soluveis; B-
Antigenos oxidados ou irradiados; C- Antigenos oxidados ou
irradiados. Tabela 3- Intensidade sugerida para cada um dos
processos.

Outro aspecto importante deste processo é a que a densidade de CD36 na
superficie das células que nado deve ser elevada, sugerida por algumas
caracteristicas deste receptor. Ele esta relacionado ao manejo de acidos graxos
livres e seu transporte para dentro da célula, portanto sua afinidade por esse
substrato deve ser menor que a dos receptores intracelulares, provavelmente
FAPBs'°. Como ele é transportado para o interior vias rafts de lipidios'®, e ndo sofre
protedlise neste processo, ele pode ser recolocado na superficie celular sem a
necessidade de nova sintese, garantindo o transporte dos acidos graxos livres, e
economizando sintese de receptores pela célula. Sua estrutura molecular apresenta
um tunel onde passam os acidos graxos livres para o interior celular'*, e a parte de
entrada deste tunel deve ser o receptor multiespecifico de moléculas maiores que

acidos graxos, que se ligam a esta entrada, bloqueando o tunel de transporte, assim

essas moléculas seriam endocitadas para a célula quando o CD36 faz seu ciclo
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celular. As vesiculas envolvidas seriam as vesiculas endociticas revestidas de
lipidios'!, e sem moléculas caracteristicas de vesiculas de diferentes fungdes na
célula, como as revestidas por clatrina ou caveolinas'®.

Nossos ensaios preliminares de transplante de macréfagos normais
“primados” com STag nativo ou irradiado para animais CD367, mostraram aumento
significante na produgéo de anticorpos especificos induzido por macréfagos normais,
mais expressivo na imunizagao com STag irradiado. Estes resultados foram essenciais
para demonstrar a participacdo do receptor CD36 no melhor processamento e
apresentacdo de proteinas modificadas pela radiacdo, e que estas modificacbes
podem aprimorar a cooperagao celular induzindo o crescimento de células responsivas
mais especificas. Antigenos exdgenos sédo endocitados por APCs e apresentados em
MHC da classe 1I'*". Células dendriticas s&o um exemplo de um tipo celular capaz de
transportar os antigenos internalizados para o citosol celular. Estudos utilizando
ovalbumina (OVA) carregada negativamente por succinilacdo, maleilacdo e cis-
acetinilagdo, mostraram uma maior apresentagdo em células dendriticas da OVA
maleilada (um tipo de oxidagéo catalitica) mediada entre receptor Scavenger e vias

citosdlicas'"’

. Ao invés da maleilagdo e do processo quimico agressivo utilizado nesta
sintese, a radiagdo processa o antigeno com melhor reconhecimento e
processamento, sem a adicdo de nenhum processo quimico as proteinas.

A fagocitose inicialmente foi relacionada a um mecanismo da imunidade inata,

capaz de eliminar agentes exdgenos??

. Atualmente com a caracterizagao de células
dendriticas como APCs e bragos da resposta imune inata para resposta imune
adaptativa, sabe-se que ha uma interagao entre as estas vias e que estas necessitam

de diferentes rotas para a apresentagéo de antigenos®*

. O mecanismo de maturagao
de lisossomos via receptores especializados, presentes em APCs profissionais como
célula dendriticas, macrofagos e neutréfilos mostram que a fagocitose em condigdes

inflamatdrias sdo capazes de aumentar a apresentagdo de um antigeno'’®. As vias
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pelas quais um antigeno endocitado é transportado, podem ser mediadas por clatrinas,
ou caveolinas ou ainda por rafts lipidicos, que vao auxiliar sua internalizagdo em
vesiculas especializadas para o processamento e apresentacdo para moléculas
MHC?%,

A irradiagdo de uma proteina ou extrato mimetiza a passagem por um local
de inflamagao aguda com liberagéo de produtos de neutrdfilos, para direcionamento
de um antigeno para uma melhor resposta imune adaptativa. Isto é provavelmente
similar ao efeito produzidos pelos varios tipos de adjuvantes que sao utilizados em
imunizagdes, quer seja o alumen ou emulsdes lipidicas, que retém o antigeno com
uma suspensdo de baixa solubilidade em um local, com uma intensa reagao
inflamatdria com neutrofilos pelo dano local®?. A radidlise da agua induzida pela
radiagdo funciona como uma “chuva” de energia, que promove os mesmos tipos de
radicais que sdo produzidos pela mieloperoxidase e haletos®, transformando a
proteina sem adi¢do de novas moléculas ou reacdes quimicas drasticas'?’.

A selecao natural € um fendbmeno complexo que tem o tempo a seu favor,
mas também sabe utilizar todos os sistemas disponiveis para o fim desejado. A
utilizagao da via endocitica do CD36 para uma melhor apresentagao de antigeno é um
destes exemplos. Neste trabalho, utilizamos diferentes ferramentas para provar a
participacdo destes receptores e medimos a imunidade produzida com diferente
abordagens e fins, mas o mais impressionante € o relativo pequeno numero de
personagens em nosso quadro, tdo diverso de antigenos e imundégenos. Assim, a
criagdo de um radical oxidativo inesperado em uma grande molécula faz com que ela
se ligue a um receptor multiespecifico de afinidades lipidicas, bloqueando seu tunel de
transporte e portanto se ligando a um receptor que tem um transporte intracelular sem
protedlise, adentrando um sistema onde a protedlise controlada possa ocorrer e ao
mesmo tempo esta ocorrendo a sintese e montagem da molécula de apresentagéo

para a resposta imune, o MHC da classe Il, que sera transportado para fora da célula
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ja com o peptideo que foi clivado e ndo contem o radical que serviu para seu transporte
para dentro da célula. E uma perfeita camuflagem de toda a reagdo. A resposta
induzida é contra um antigeno que n&o contem o radical de internalizac&o, portanto
nao permite descobrir seu receptor, que € transportado por um sistema de vesiculas
sem marcadores classicos como clatrina e caveolinas e a protedlise ocorre em um
segmento ndo especializado da célula, distante dos lisossomos classicos. Por ser mais

econdmico, acreditamos que esta etapa possa estar ocorrendo.
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CONCLUSOES

Geral

O uso da radiagao ionizante em extratos antigénicos de T. gondii permitiu a

construgao de um imundgeno acelular eficiente para a protegdo de camundongos

contra a infecgao apds o desafio com cepas viaveis, por dirigir o antigeno para

receptores CD36 em células apresentadoras de antigenos na resposta imune

adaptativa semelhante a doenca usual.

711

a.

Especificas

A radiagdo ionizante promove alteragbes minimas nas estruturas primarias
dos STag com caracteristicas de dose resposta, afetando um maximo de 60%
das proteinas presentes no extrato, mas com manuteng¢ao das caracteristicas

antigénicas e imunogénicas;

O STag 1500Gy foi mais eficiente que o nativo na indugéao de imunidade, em
especial quando utilizamos uma massa de 10ug de proteina/animal, com
maiores indices de IgG e melhor maturagéo de anticorpos em comparagao
ao antigeno nativo ou taquizoitos integros irradiados, porém com diferenca
da proporgéo de linfécitos CD8" que foi maior na imunizagdo com taquizoitos

integros irradiados;

A protecao induzida apdés o desafio com cepas viaveis de T. gondii em
animais imunizados com STag 1500Gy foi semelhante a induzida por
taquizoitos integros irradiados e ambas maiores que as induzidas pela

imunizagdo com STag nativo;
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. Apo6s o acoplamento utilizando diferentes marcadores ndo oxidativos foi

possivel demonstrar que o STag 1500Gy apresenta uma cinética de captagao

em macréfagos, maior e mais duradoura que a do STag nativo;

. A captagdo do STag 1500Gy foi mais afetada por inibidores de radicais
oxidados (Probucol) do que por inibidores de radicais negativos (Dextran-

sulfato);

O STag 1500Gy apresentou a mesma sensibilidade as peptidases que o

STag nativo;

. A captagdo e a cinética do STag 1500Gy em macrofagos peritoneais de
camundongos CD367 foi inversamente proporcional a observada em
macréfagos normais, sendo o STag nativo o que apresentou maior ligagao

nas células. Efeito observado também por citometria;

. Animais CD36” ndo foram passiveis de imunizagcdo, sem producéo
significante de anticorpos IgG anti-T. gondii e altamente suscetiveis a

infecgado pos-desafio;

O transplante de macréfagos peritoneais de camundongos normais (CD36"")

“primados” com STag 1500Gy para animais CD36™ resultou na produgéo de

anticorpos IgG nos animais receptores.
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