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Resumo

Toxoplasma gondii € um protozoario intracelular que provoca a toxoplasmose e é
amplamente prevalente nos seres humanos e outros animais. Neste s
investigada a imunogenicidade e efeito protetor do antigeno solUvel gndii -

STAg, bem como das proteinas recombinantes SAG2A e BSR4. As psowma
combinag&o com lipossomos foram administradas via intraperitonesraomdongos
C57BL/6 e os niveis de anticorpos foram avaliados durante as imwszagbELISA
indireto. Apdés o desafio com cistos de gondii cepa ME-49, foram mensurados:
producdo de citocinas, lesdes inflamatérias cerebrais, Erasittotal, escore
inflamataorio e curvas de sobrevivéncia dos animais. Todos 0s camundongosados

com proteinas recombinantes ou STAg em combinag¢do com lipossomoganosina
aumento gradual dos niveis de IgG total e IgG2a. Os niveis de IgGifiespeara
BSR4 foram significativamente maiores que 0S outros grupos imunizados
Camundongos imunizados com STAg-Lip apresentaram 100% de sobrevivéncia,
engquanto que a imunizacdo com BSR4-Lip demonstrou o menor efeito déprobet
apenas 60 % de sobrevivéncia. Como esperado o grupo ndo imunizado (apgnas PBS
apresentaram a mais elevada taxa de mortalidade (44 %). ORB&papresentaram o0s
maiores niveis de producado de citocinas, ap0s o desafio com parasitogodéii da

cepa ME 49 enquanto o grupo imunizado com BSR4-Lip obteve os mais baixss nive
de producao de citocinas. Os camundongos imunizados com SAG2A-Lip apeseentar

o menor escore inflamatério e diferenca estatisticamentefisamte ndo pode ser
observada entre os outros grupos analisados. Assim, foi possivel cquelaiproteina
SAG2A ou STAg em combinagdo com lipossomos aumentou a protecdo nos
camundongos, enquanto a imunizagdo com BSR4-lipossomo levou a uma diminui¢do da

resposta imune contra o parasitagondii.

Palavras-chave Toxoplasma gondii, lipossomo, imunizacéo, STAg, SAG2A, BSR4.



Abstract

The Toxoplasma gondii is an intracellular parasite that causes toxoplasmosis and is
widely prevalent in humans and other animals. In this study we tigatsi the
immunogenicity and protective efficacy of soluble antige.ajondii- STAg and the
recombinant proteins SAG2A and BSR4. The proteins in combination with ligssom
were administered intraperitoneally in C57BL/6 mice and thebaay levels were
assessed during immunizations by ELISA. Following challenigfe eysts ofT. gondii
ME-49 strain were measured: brain inflammatory lesions, totalasfesm,
inflammatory score and animals survival curves. All animalsnumized with
recombinant proteins or STAg in combination with liposomes showed a gradua
increase in levels of total IgG and IgG2a. The levels of spdg@d to BSR4 were
significantly higher than the other immunized groups. Mice immuniaddLip-STAg
showed 100 % survival, whereas immunization with Lip-BSR4 showed tl® lea
protective effect with only 60 % survival. As expected the unimmdngreup (PBS
only) had the highest mortality rate (44 %). The PBS group showéerhigvels of
cytokine production, whereas the group immunized with Lip-BSR4 got thestow
levels of cytokine. The mice immunized with SAG2A-Lip showed lointammatory
score and statistically significant difference could not be rebgdeamong the other
groups analyzed. Then concludes that STAg or SAG2A protein in combination w
liposomes enhanced protection in mice, whereas immunization witlohEeBSR4 led

to a decrease in immune response against the paragaedii.

Keywords: Toxoplasma gondii, liposome, immunization, STAg, SAG2A, BSR4.
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1. INTRODUCAO

1.1. Etiologia e ciclo evolutivo

A toxoplasmose € causada por um protozoario intracelular obrigatério
pertencente ao filo Apicomplexa denominadoTa&oplasma gondii, que tem ampla
distribuicdo mundial. Embora tenha sido descoberto ha mais de um séestiodo do
ciclo de vida e importancia clinica deste parasito passou e@w#dado nos ultimos
quarenta anos (ROBERT-GANGNEUX; DARDE, 2012). Este parasito efiees
capacidade de infectar células nucleadas de todos os animasngige squente,
incluindo o homem (FLEGR; KODYM; TOLAROVA, 2000). Estima-se que
aproximadamente um ter¢co da populacdo humana ja entrou em contato gaii,
caracterizando esta infecgdo como cosmopolita (SIACHOQUE, €20816; TENTER,;
HECKEROTH; WEISS, 2000; BLADER; SAEIJ, 2009).

Seu ciclo de vida é heteroxeno facultativo e compreende uma fesggro@ucao
sexuada que ocorre no tecido enteroepitelial dos felideos, apésstamgle cistos
teciduais ou oocistos do parasito, sendo entdo considerados hospedeirogode imas
eventualmente podem se infectar com formas taquizoitas sendo hspedei
intermediarios (DUBEY, 2004; DUBEY, 2008; KIM et al., 2008).

O ciclo parasitario assexuado ocorre nos tecidos de aves ifenoamincluindo
o homem. Nesta fase observam-se predominantemente dois estagios de
desenvolvimento, sendo um de replicagdo rapida e outro de crescimempo lent
denominados taquizoitas e bradizoitas respectivamente. (KIM et &;, ROLLARD
et al., 2008). Estas duas formas evolutivas também se diferenoiafungdo da
resposta imunoldgica do hospedeiro. (LYONS; McLEOD; ROBERTS, 2B0X et

al., 2007).



O parasitoT. gondii apresenta morfologicamente trés formas infectantes:
esporozoito, bradizoito e taquizoito. O taquizoito é uma forma pralitem rapida
multiplicac@o e alta capacidade de invasdo responséavel pelagiade da infeccdo e
consequentemente pela sintomatologia. (BLACK; BOOTHROYD, 2000; DUBE
2008). O bradizoito possui metabolismo lento e € responsavel pela infxégéca,
estando presente em cistos teciduais no hospedeiro, incluindo tecidosteionasi
nervoso central e muscular. Geralmente, causam poucos danos para @uandivi
imunocompetente e persiste viavel por longos periodos no organismo em agit par
sendo a forma principalmente responsavel pela transmissao da zddd8gey( 1987;

DUBEY, 1998; FLEGR; KODYM; TOLAROVA, 2000).

1.2. Transmisséo

Existem trés modos principais da transmissdo da toxoplasmosepéeiees
humana. A principal da-se pela via oral através da ingestdo nescemuas ou mal
cozidas de ovinos, suinos e caprinos contendo cistos teciduais e psldoinde
oocistos contaminantes em alimentos e agua (TENTER; HECKERWHESS, 2000,
ROBERT-GANGNEUX; DARDE, 2012). Esta rota de transmiss&o resé&ionada a
habitos culturais, alimentares e ainda com precariedade no contr@andamento,
além disso, é de grande importancia por ser responsavel pelaaxaiole transmissao
da toxoplasmose, levando a diferencas significativas na preialénmdial deste
parasito (HUNTER; SIBLEY, 2012).
A transmissdo vertical ou transplacentaria esta associadéecdo ou reinfeccao
durante o curso gestacional (TENTER; HECKEROTH; WEISS, 2000;FRZARHERS,
2002), sendo a via de transmissdo que merece maior atencdo da sagde yuhklivez

que resulta na toxoplasmose congénita. Uma infeccdo pré-exiateateda gravidez



pelo parasitdl. gondii geralmente previne a transmissao vertical, devido a capacidade
destas mulheres, geralmente imunes, em induzir uma respostarprtaatbém para o

feto (FATOOHI et al, 2002). Porém, se a gestante apresentancadoe
imunodepressoras ou estiver sob uso de drogas imunossupressoras, pode ocorrer a
reativacao da infeccdo cronica a partir da conversédo de ditadizm taquizoitas, que
podem eventualmente atravessar a placenta (TREES; WILLIAMS, RIMBMAN et

al., 2006). Apesar de rara, tem sido relatada a transmisséanpataentacéo durante a

fase aguda da doenca, devem ser consideradas ainda, as transmissoes patdsatspl

orgéos e transfusdes sanguineas (EBRAHIM et al., 2014).

1.3. Infeccéo e patogénese

Quando um hospedeiro se infecta, ocorre a dissemina¢hagdidii por todo o
organismo, por meio das vias sanguinea e linfatica (MONTOVYIESENFELD,
2004). Ap6s o parasito ser ingerido por via oral, ocorre a invasao asveéhdas
epiteliais do intestino delgado, iniciando seu ciclo de reproducéc esteento central
da infeccao, sendo semelhante a todos integrantes do filo Apicon{pl@e&s et al.,
1994). Para facilitar a entrada nas células hospedeiras, o agasitsua forma
taquizoita disp6e de uma superfamilia de proteinas de superficieeda@am a adesao
e a invasao celular (LEKUTIS et al., 2001). Além disso, 0 processwasio envolve
também a participacdo de receptores especificos e de protidiesslas pelas
micronemas, roptrias e granulos densos (DUBEY; LINDSAY; SPEHES9S;
LALIBERTE; CARRUTHERS, 2011).

Durante a fase crbnica da toxoplasmose as proteinas exprdsshsagioita
estdo relacionadas com a manutencdo do parasito no hospedeiro. Esias for

encistadas, sdo responsaveis pelos titulos soroldgicos que geradmentmtém por



toda a vida do hospedeiro (KAWAZOE, 2002; CRAWFORD et al., 2009; KIM;
KARASOV; BOOTHROYD, 2007; VAN et al., 2007).

A patogénese do parasito e as consequéncias clinicas da infesté&o
associadas ao estado imunolégico, a predisposi¢do genética, bem @ommeso e a
viruléncia dos parasitos transmitidos (BLACK; BOOTHROYD, 200ENTER;
HECKEROTH; WEISS, 2000). A toxoplasmose adquirida em pacientestema
imunolégico competente geralmente tem curso benigno e auto limdentarater,
portanto assintomatico. Porém, individuos imunodeprimidos sob o efeito de drogas
imunossupressoras, portadores da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida
(SIDAJ/AIDS) ou mesmo transplantados podem apresentar as folimaasda doenca
(DUBEY; LINDSAY; SPEER, 1998). Nestes casos a toxoplasmose ganaia das
vezes, causada pela recrudescéncia ou reativacao de cisttesldien linhas gerais os
sintomas mais comuns incluem febre, confusdo mental, dor de cabegalstes,
nauseas, falta de coordenacdo motora e até coma, levando o pacieatte.aA
encefalite causada pel®. gondii € uma manifestacdo clinica mais comum da
toxoplasmose entre as pessoas infectadas pelo HIV e em quaseoto@dasos, €
resultado da reativacdo de infeccdo cronica iniciada por depréssamunidade
(DUBEY, 2008; LEWDEN et al., 2014).

Dentre os quadros clinicos da doenga a toxoplasmose ocular é gezalment
associada a retinocorioidites e pode ser resultado de infeccaayezaaongénita ou
adquirida. A infeccdo ocular leva a lesdes inflamatorias agudastida, deixando
cicatrizes e sintomas que incluem dor nos olhos, fotofobia, hiperemimnteali, visao
turva e até perda progressiva de visdo (COMMODARO et al., 2009).

A infeccao transplacentéria pode ser considerada a forma raaés dp doenca,

estando associada a transmissdo vertical, da mée infectadaopdeto em



desenvolvimento (TREES; WILLIAMS, 2005). Apdés a transmissdo, O parasit
multiplica-se na placenta e atinge tecidos fetais, resultaedodntemente em a morte
intrauterina, retardo mental, defeitos oculares, hidrocefalia owcei@lia, corioretinite

e calcificagdes intracranianas. (SABIN, 1949; KRAVETZ, 2010).

1.4. Resposta imune

Em individuos imunodeficientes o sistema imunolégico ndo pode controlar a
replicacdo do parasité. gondii e os resultados clinicos da doen¢ca (FUENTES et al.
2001). Porém, em hospedeiros mais saudaveis, apos a invasao rgarasitae o
desenvolvimento de uma resposta imunolédgica protetora mediada princifealpos
células que exerce um papel preponderante no controle da infecegéobémt ha
participacdo da resposta humoral em que anticorpos controlam a idess@mde
taquizoitas extracelulares (GAZZINELLI et al. 1993; HEGAR;-MUTAWA, 2003).
Enquanto a resposta adaptativa ndo é requerida, os componentes da inmoatdade
determinam a susceptibilidade inicial e resultado da infeccdo, pmd=drolar a
infeccdo independente da ativagdo de células T, através dooretefitlike 11 via
MyD88 produzindo IL-12 e IFNy (SCANGA et al., 2002; YAROVINSKY et al.,
2005; HOU et al., 2011; KOBLANSKY et al., 2013; STURGE et al., 2014).

Na imunidade inata h4 participacdo de células NK de linhagemitariaccom
funcéo citotdxica que ao secretarem INFtivam fagocitos que produzem por sua vez
interleucina-12 (IL-12) que estimulam a liberagcdo de {-Nontrolando assim a
infeccdo parasitaria (YAROVINSKY, 2014). Esta resposta precogeativacao inicial
das células NK e outras células imunitarias do hospedeiro vistarlian rapida
replicagdo das formas taquizoitas e também tem como papel direciosostagmune

para o tipo Thl mediado por células (DENKERS; GAZZINELLI, 1998; IABGAL-



MUTAWA, 2003; ALIBERTI, 2005). Isso acontece através do estabeletorde uma
rede de citocinas necessarias para responder a infeccab getulii, associada a acédo
de apresentacdo de antigenos, a ser realizada pelas céluldscdendnacrofagos e
células hospedeiras infectadas (BLISS et al.1999).

Os antigenos d&. gondii podem ser apresentados tanto para linfocitos TCD@D§',
quanto linfécitos B, com producdo de citocinas IL-1, IL-2, IL-12. TdNE-IFN- vy
(DENKERS; GAZZINELLI, 1998; BOPHALE, 2003). A citocina IFN tem papel
essencial na inducao e manutencdo da resposta imune nas fases aghnica; uma de
suas principais fun¢des € a inducdo da liberacdo de 6xido nitricoqroatativacdo de
macréfagos (SUZUKI et al., 1988; DENKERS; GAZZINELLI, 1998).

O sucesso dd@. gondii depende do balanco entre a resposta do hospedeiro e
imunomodulagéo do parasito. O sistema imune deve controlar a infeegdmesmo
tempo evitar danos teciduais, desta forma a producéo de citoniiaslamatérias é
essencial para minimizar os danos causados por processos imunopzsqidLLER
et al., 2009).

Na resposta humoral para a ativagdo de plasmécitos é necaspartipacao
dos linfécitos T CD4+ Th2 através da produgdo de citocinas tais como $ao
necessarios ainda, sinais acessorios de moléculas de supediieceeo ligante CD40
expresso nas células T, o qual se liga ao CD40 constitutivamgresso pelas células
B. Os linfécitos B humanos produzem cinco isotipos de anticorpos: IdM|d&, IgA
e IgE. Os anticorpos IgG e IgA podem ser subdivididos em subclakgsés:1gG2,
IgG3 e IgG4, IgAl e IgA2. Todas as classes, com excecdo de IgG4, ptdana via
classica do complemento (TOELLNER et al. 1998). Os anticorpos pduoduzi

combatem o parasito neutralizando ou opsonizando os taquizoitas extreselOis



anticorpos produzidos também podem utilizar como estratégia a atdagéa classica
do sistema complemento (HEGAB; AL-MUTAWA, 2003).

Os plasmdcitos produzem IgA precocemente a partir do contato ddgacas
a mucosa intestinal do hospedeiro e assim os linfocitos sensibdizaeste
microambiente podem levar a producdo desta classe de imunoglobulicateEs
regides que ndo de mucosa (HEGAB; AL-MUTAWA, 2003). Esta imunoglobélina
caracteristica de fase aguda de infec¢do e apesar deav@ssar a barreira placentaria,
pode ser detectada em recém-nascido quando a infec¢cdo congénita se da a0 pri
trimestre de gestacdo (KOTRESHA; NOORDIN, 2010).

O anticorpo IgM € produzido nos primeiros meses de infeccdo, sendo
considerado sinal de infeccéo recente, inclusive quando detectade&@mnascidos,
uma vez que este anticorpo ndo atravessa a barreira placent@&tase encontra no
colostro (REMINGTON; THULLIEZ; MONTQOYA, 2004).

A principal classe de imunoglobulina envolvida na resposta imune é ,a IgG
sendo esta caracteristica de uma fase mais cronica damféddgumas subclasses de
IgG também participam do combate ao parasito. Em humanos h4 a préacende
IgG1 na resposta humoral e niveis menores de IgG2, 1IgG3 e IgG4. Estespant
estdo presentes em baixos niveis em infec¢des recentes, mas com o érashstennpo
sua concentracao e sua avidez sdo aumentadas (CAMARGO et al.CAOMIOLFI

et al., 2007).



1.5. Imunoprofilaxia

Até o presente momento, ndo existem vacinas comerciais conapgasmose
em humanos. Apenas uma vacina comercial denominada "Toxovaxefucikda para
0 uso em ovelhas, sua composicdo é baseada em taquizoitas vidvgia §d4&e €
considerada patogénica para humanos (HISZCZYNSKA-SAWICKA et al., 2014).

Muitos estudos tém se concentrado na formulagdo de vacinas efioares o
T. gondii, que direcionem os antigenos a serem apresentados ao sistema iltminoldg
estimulando uma protecdo adequada a fim de controlar e eliminarasitpado
hospedeiro por inducdo de imunidade celular e humoral (BHOPALE, 2003;
YAROVINSKY, 2014).

O grande desafio estd na busca de imundgenos eficazes paraakfoes
vacinais. Diversos modelos de imunizagdes vém sendo estudados aaualide as
respostas imunoldgicas geradas aos diferentes antigenos. Pepopi€esn vacinas
contra a toxoplasmose que contenham antigenos expressos em difasmste® ciclo
de vida do parasito, podendo ser esses antigenos, parasitas vivos, orgaeisusmts
(WALDELAND; FRENKEL, 1983), antigenos particulados (INNES; VERMHEN,
2006), proteinas purificadas de membrana (GRIMWOOD; SMITH, 1996), lisélos
parasita, peptideos ou ainda proteinas recombinantes e materialicogenét
(BENMOHAMED et al., 2002; EL-MALKY et al., 2014; RODRIGUEZ-
GASCON; POZO-RODRIGUEZ; SOLINIS; 2014). De acordo comexdiura, todos
estes modelos vém sendo testados visando desenvolver um protocolo decawuniza
eficiente e aplicavel (LIU et al., 2012; VERMA; KHANNA, 2013).

E verdade afirmar que as vacinas com antigenos sollveis lisadosisitapsiio
as mais comuns devido a sua praticidade na confeccdo. O antjersd de taquizoito

é descrito em diversos estudos desde a década de 90 até amé¥Aénet al., 1998;



ELSAID et al., 1999; MA et al., 2009; BENEVIDES et al., 2013). Pesgquisan 0
antigeno soluvel de bradizoita ou cistos também vem sendo abordadcpafriente
em comparacdo ao antigeno soluvel de taquizoito (ELSAID et al., 19990-RO
MONTEJO et al., 2011).

Vacinas baseadas em peptideos e proteinas recombinantes apresetdgens
potenciais, quando comparadas as vacinas convencionais, em termos deepureza
especificidade na resposta imune. Letscher- Bru et al., (199&pr4ilh os antigenos
rSAG1 para a imunizacgédo, porém foi preciso a adi¢cdo de interée@2i para a inducao
de uma resposta de perfil Thl e portanto efetivamente protetoraetlLade (2007)
obtiveram como resultado protecdo parcial aos camundongos inoculaddSA¢a3n
recombinante em imunizagbes para toxoplasmose em modelos murinosesDea
forma, Yang et al., (2004) optaram por um protocolo de vacinacdo com asmasot
SAG1 e SAG2 produzidas pela tecnologia recombinante e ap6s a infeagh o
parasito foi possivel observar a protecao parcial induzida por estes antigenos.

A vacina de DNA, por sua vez possui a vantagem de ser direcionack uoiat
Gnica proteina e ainda induzir a producdo enddgena do imundgeno. Este tipo de
antigeno tem sido a escolha de muitos pesquisadores para a @alutragunizacdes
experimentais (LI et al., 2014). Martin e colaboradores em 2004auditiz 0 gene da
proteina de granulo denso GRA4 em seu protocolo de imunizacdo e cosequas
este imundgeno foi parcialmente protetor. Chen e colaboradores e @huA&sai em
2014 obtiveram protecado parcial ao empregarem os genes de TgROPB78, HS
respectivamente. No mesmo ano Cong et al., utilizaram aéggtrale imunizacdo com
DNA contendo multiplos epitopos e também constataram protecathaaieeg CONG

et al., 2014).



Além de vacinas de DNA, sao utilizados vetores atenuados vivos pateega
do antigeno. O primeiro relato de um vetor utilizado para a entrega de um antigeno de
gondii foi em 1999 quando Supply e colaboradores imunizaram ovelha com
Mycobacterium bovis expressando GRAL. Desde entdo diversos vetores com diferentes
antigenos dé. gondii sdo utilizados (CAETANO et al., 2006; MACHADO et al., 2010;
MENDES et al., 2013) induzindo também protecao satisfatoria.

Vale ressaltar que séo testados genes ou proteinas de divergmmentes do
parasito: granulos densos e roptrias como GRA4, ROP2, ROP9 (MAREIN 2004;
CHEN et al.,, 2014) e micronemas como a MIC8 empregada por Li, €2@14).
Alguns autores descrevem também imunizagcbes com receptorestei@mgs como o
receptor de ativacdo de proteina kinase 1 (rTgRACK1) utilizado Wdang e
colaboradores também em 2014.

Muitos estudos se concentram na superfamilia de proteinas SiRE&nEas
relacionadas SAG1), que constituem antigenos de superficie ancanadosbrana do
parasito por ancoras de GPI, alguns dos quais identificados contdatas a
imunégenos em estudos de vacinacdo (NAGEL; BOOTHROYD, 1989;
DZIERSZINSKI et al., 2000). Eles incluem antigenos de superficitagigizoitos e
bradizoitos: SAG1, SAG2A, SAG2C / D, BSR4, SRS2 e SRS9 envolvidos nespooc
de invasao celular e manutencdo no organismo (MINEO; KASPER, 103/ 6t al.,

1998; MACHADO et al., 2010; WANG,; YIN, 2014).

Recentemente, foi descrito SAG2A como uma molécula bastang@rant e
potencialmente imunogénica capaz de induzir resposta imune inataptatava no
hospedeiro, podendo ser promissora para o diagnéstico da toxoplasmoseACUNH
JUNIOR et al., 2010; MACEDO-JUNIOR et al., 2013) e eventualmenta par

confec¢do de vacinas. Os estudos na literatura com foco em antdgemogondii
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exclusivamente expressos na forma bradizoita sdo escassos. desqieyiores
mostraram que a proteina BSR4 estd provavelmente relacionadamamutencao do
parasita no hospedeiro (VAN et al., 2007; GRUJIC; GRIGG; BOULARGZ08). O
membro SRS9 da familia de proteinas de SRS desempenha um pagéhnte na
persisténcia do parasita no tecido cerebral e no controle da ¢éplida parasita no
intestino  (KIM; KARASOV; BOOTHROYD, 2007). BSR4 € considerada
filogeneticamente homoéloga a proteina SRS9 (CRAWFORD et d9)2@ortanto,
merece atencdo e mais estudos sdo necessarios visando entendedespapnolécula
em vacinas experimentais.

Além do antigeno utilizado, ao desenvolver um protocolo de imunizacdo, devem
ser consideradas outras questbes como: adjuvante, linhagem do parasit@odos
inoculo, via de administragdo e linhagem do camundongo. Em relagdo ao adjuvant
deve-se considerar a capacidade imunoestimulatéria da vacina cgoectoas
fundamental para o sucesso do procedimento, por isso é preciso levantamas
propriedades imunomodulatérias dos adjuvantes empregados
(WATSON; ENDSLEY; HUANG, 2012). Em vérias pesquisas em modelanmup
tradicional adjuvante completo de Freund ainda é utilizado (KASREBR 4985). Por
outro lado, muitos estudos tém optado pelo emprego de adjuvantes lipidicos e
combinacdo com antigenos diversos, inclusive antigenos purificadsgdedii que
encapsulados em vesiculas lipossomais demonstraram um aumentEspdatar

protetora ao parasito (ALEXANDER; ROBERTS; BREWER, 1993).

1.6. Lipossomos
Os lipossomos séo estruturas vesiculares esféricas constipaiddscamada

fosfolipidica separada por um dominio aquoso. Esta caracterigfifiica permite a
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encapsulacao de substancias hidrofilicas e lipofilicas nos liposgBANADE, 1989;
ARAUJO et al., 2003). Os lipossomos foram inicialmente produzidos pec A
Bangham na década de 60. Contudo, em 1965 essas estruturas ekiéaioas
denominadas como lipossomos por Weissman (ALEC; BANGHAM, 1995) arianct
se as pesquisas aplicadas destas estruturas lipidicas comadoses de drogas,
hidratantes e mais tardiamente como adjuvantes vacinais.

Na década de 80 nomenclatura dos lipossomos passou a considerar numero de
lamelas ou bicamadas lipidicas envolvidas na composicdo lipossomakooem) o
tamanho (SZOKA; PAPAHADJOPOQULOS, 1980). Assim, as vesiculagitddas por
varias bicamadas lipidicas e com diametro que varia de 400 a 350fdram
denominadas multilamelares (MLViulti lamelar vesicles). Ja, as vesiculas
classificadas como unilamelares grandes (LWWge unilamellar vesicles) constituem
apenas uma bicamada lipidica, com diametro superior a 100 nm. Poezuasv
vesiculas unilamelares pequenas (Savall unilamellar vesicles) variam de 20 a 50
nm de didmetro (SANTOS; CASTANHO, 2002; ARAUJO et al., 2003; BAR,;
CARVALHO; MAGALHAES, 2007).

Tanto o tamanho, lamelaridade quanto a carga influenciam na atividade
adjuvante e farmacocinética dos lipossomos, uma vez que podem aiterar
encapsulamento a biodistribuicio e a interacdo com as céluldstindef
conseguentemente na resposta biologica induzida no organismo (JIAO260%,
FOGED et al, 2004, KUWANA et al, 2005; BATISTA; CARVALHO;
MAGALHAES, 2007).

Os lipossomos podem ser administragogivo devido a sua baixa toxicidade e
alta biocompatibilidade, uma vez que séo preparados a partir de fosbsligiénticos

aos de membranas celulares de mamiferos (LETSCHER- BRI et1998;
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BASOMBA, et al, 2002). E comum a combinacg&o de fosfolipidios com estemino
colesterol, j& que estes sdo facilmente reconhecidos e elimipados fagocitos
mononucleares (VEMURI; RHODES, 1995; AKBARZADEH et al, 2013). Blest
contexto, a incorporacdo de colesterol nas preparacdes lipossomais ppadiemir
modificacdes nas propriedades fisico-quimica da bicamada lipidic@néando da
rigidez e da estabilidade da mesma (VEMURI; RHODES, 1995NLIAO, 2001,
ELSAYED et al., 2007).

As preparacgodes lipossomais podem variar na sua confeccéo e conseqotnte
na sua fungdo. Um estudo mostrou que LPD (cationic liposome-polycatidh iBduz
o aumento dos niveis de expressdo das moléculas coestimuladoras e
também relatou que DOTAP exibe atividade semelhante de indugéas deoléculas
nas células dendriticas (CUI; HAN; VANGASSERI; HUANG, 2008)utros trabalhos
demonstram ainda lipossomos inibindo a resposta inflamatoria a LP8& gcommaso do
Lipo F ao interferir na ligagéo com seu receptor TLR4 (LEGNPE et al., 2005). As
preparagdes lipossomais com diCl4-amidine podem ainda estar envolvidas na
prevencdo de alergias de acordo com Jacquet et al (2005). Além aigsos
lipossomos podem ser utilizados em terapias génicas, como o DOPEsti@wo por
Wasungu e Hoekstra em 2006.

Preparacdes a partir de 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfoetanota(®PPE) e
1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DPPC) tém sido utilizadasno adjuvantes
vacinais, no sentido de aumentar a imunogenicidade dos antigenos (FARHOOD
SERBINA; HUANG, 1995; LONEZ; VANDENBRANDEN; RUYSSCHAERT2008;
ZOHRA; CHOWDHURY; AKAIKE, 2009). Além disso, sabe-se que aasgao dos
lipossomos aos antigenos, permite o reconhecimento destes antigenoesptatdo

por moléculas de MHC de classe | como MHC de classe Il e@sAPodendo
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estimular respostas imunoldgicas tanto celulares como humora@UZHUANG,

1994; RAO; ALVING, 2000).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral
Avaliar a resposta imunoldgica aos antigenos STAg, SAG2A, BSRAG2A/
BSR4 em combinacdo com lipossomos em camundongos C57BL/6 postemorment

infectados com a cepa ME-49 do para$igoplasma gondii.

2.2. Objetivos Especificos
* Producédo de antigeno soluvel Tegondii e de proteinas recombinantes SAG2A e
BSR4,
» Produzir lipossomos oligolamelares a partir de 1,2-dipalmitoilieergl-3-
fosfoetanolamina (DPPE) e 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolinaROP
= Verificar a incorporagdo dos antigenos proteicos pelas vesiculas lipsssoma
» Determinar os niveis de anticorpos IgG e subclasses IgG1 e Ig@Reigios apds
imunizacao;
= Verificar o perfil de citocinas séricas ap0s imunizacdo ceprateinas de interesse
e desafio com o parasiio gondii da cepa ME-49;
» Analisar a sobrevida dos animais imunizados e posteriormenteasidectomT.
gondii;
= Avaliar o parasitismo cerebral e os danos teciduais causados pakitgp@m
camundongos imunizados com as proteinas do estudo em combinagdo com

lipossomos.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais e critérios éticos

Foram utilizados 72 camundongos da cepa C57BL/6 e 3 camundongos da
linhangem Swiss, sendo todos fémeas de oito semanas de idadenufermgao e
conservacdo dos camundongos foi realizada de acordo com o0s primtipdssem
Pesquisa Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de ExperimentAgémal
(COBEA) e todos os procedimentos foram realizados de acordo cafiretrizes

institucionais para a ética animal (nUmero de protocolo 042/2009).

3.2. Producédo de antigeno soluvel deoxoplasma gondii (STAQ)

Taquizoitos da cepa RH foram mantidos por passagens seriadas em
camundongos Swiss por 48 as 72h. Os exsudatos peritoneais dos camundongos
infectados foram coletados e lavados com PBS, em seguida foragsga@das na
presenca de inibidores de protease para obtencdo do antigeno solUvejoddlii

(STAg) como descrito por (SANTANA et al., 2012).

3.3. Expresséo e purificacdo das proteinas recombinantes SAG2A e BSR4
Brevemente, o DNA de taquizoito degondii da cepa RH foi utilizado como
molde para a amplificacdo dos genes: sequéncia de SAG1 relatethce 2- SAG2A
(Genebank: AAQ72427) ou Bradzoyte related sequence 4 -BSR4 (NReBl
XP_002369885). Para isto utilizou-se a reacdo em cadeia da polinlRCRg & partir
dos seguintes primers: 5- CAAGTTCGCTCATATGTCCACCACCG -39

ACTTTCGCAAAGCTTCTCCGAAAG- 3 para SAG2A e 5'-
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CAGGCTGTTGCTCATATGCT - 3/ 5- GGCGGCGGATCCCTAGGCT& para
BSRA4.

Foram utilizados 50 ng de DNA gendmico de taquizoitas da cepa RH,@0 pm
de cada primer; 0,25 mmol/L de dNTPs, 2,0 unidades de Tag DNA Patene
(Fermentas, Burlington, Canada), Tris-HCI 20 mmol/L pH 8,2, KGI mmol/L,
(NH4),SO4 6 mmol/L, Triton X-100 0,1% (v/v) e soro albumina bovina (BSA) 10
pg/mL, para um volume final de 100 pL. As condi¢Oes de reagdo adotadas P
minutos a 94 °C, seguido de 40 ciclos (45 segundos a 94 °C, 45 segundos a#48 °C e
minuto e 30 segundos a 72 °C) e extensdo final de 5 minutos a 72 °@g¢do re
procedeu-se em termociclador modelo MJ Research PLTC-200 (GMIStndaul.
USA). O fragmento amplificado de aproximadamente 607 pb foi pudicem o kit
Accuprep PCR purification (Bioneer Corporation, Daejeon, Coréia do Sul).

Os produtos SAG2A e BSR4 foram digeridos e inseridos nos sitios Ndel/
Hindlll e Ndel/ BamHI dos vectores pET28ae pET14b respectivameste/et@res
resultantes contendo as sequéncias codificando SAG2A (pET28a) e BSRApE
fundidos com a sequéncia his-tag, foram inseridos em badiscasichia coli da cepa
BL21 (DE). A bactéria BL21 (DE) transformada foi cultivada em meio l-Beatani
(LB) suplementado com 50 pg/ml de kanamicina para SAG2A e 50 pg/ml de arapicil
para BSR4, a 37 °C até atingir uma densidade 6ptica (DO) de 0,5 a 600 nm.

Para a expressao de proteinas, a cultura foi induzida com 0,5 mbpompid-
3-D-thiogalactopyranoside (IPTG; Sigma Chemical Co., St Louis,)Elusante 16 h a
20 °C. As células foram coletadas por centrifugacdo, o sedim@ntessuspenso em
tampao de lise (50 mM Tris-HCI, pH 8,0, 200 mM de sacarose, 0,2% da Xri00 e
1 mM de PMSF), e submetido a cridlise (seis ciclos) e sonicagdo (dez ci@oseg. a

90% da poténcia). Debris insollveis da proteina SAG2A foram removidos por
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centrifugacdo a 10.000g durante 20 min a 4 °C e o sobrenadante foi utilizado. Por
outro lado, o sobrenadante de proteina BSR4 foi descartado apls est& etapa
sedimento foi ressuspendido no tampédo de lise e novamente submetidbsa e
ultrassom, este passo adicional visou aumentar o rendimento daexraigica. Em
seguida, o extrato de cada proteina foi transferido para uma coltiaeNdi (Qiagen,
Dusseldorf, Alemanha) previamente equilibrada em tampéao fosfato 5@hrhig,0. As
proteinas nao ligadas foram removidas por tampao de lavagemR®4+H0 mM e
NaCl 300 mM, pH 8,0, Imidazol 10 mM). As proteinas de interesse folizinae da
coluna com o mesmo tampéo de equilibrio, suplementado com 250 mM de imAdazol.
fracOes coletadas de SAG2A e BSR4 foram dialisadas em(8BSTANA et al.,
2012).

A fim de eliminar a contaminacdo por endotoxinas, todas as proteinas
recombinantes purificadas passaram por cromatografia em [@siogi-gel (Thermo
Scientific, Rockford, EUA) de acordo com o protocolo do fabricante. Atglaale
proteica foi determinada pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976)peotsinas

foram avaliadas a partir de eletroforese (LAEMMLI, 1970).

3.3. Preparacéo do adjuvante lipossomal

O 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina (DPPE); 1,2-dipaitrgn-
glicero-3-fosfocolina (DPPC) (Lipoid, Ludwigshafen, Alemanha) e stelel
(Dishman,Veenendaal, Netherlands) foram dissolvidos em 50% de cloimf®rf9%
de metanol e, em seguida realizada uma preparacdo na raz&d:Hdgv:v). Os
lipossomos foram preparados pelo método de reidratacédo de filme, cevemante

descrito (BANGHAM, 1968).

18



Brevemente, o filme lipidico foi formado na superficie de vidrauotebaldo
volumétrico, desidratado com injecdo de gés nitrogénio e depoiatagidrcom PBS,
pH 7,2, contendo proteinas como: BSA conjugado com FITC, STAg ou com as
proteinas recombinantes (SAG2A, BSR4 ou SAG2A mais BSR4). Posteriormemte, a f
de formar lipossomos oligolamelares, a solucao lipidica foi subenatidez ciclos de
congelamento e descongelamento e também foi realizado um passmahdie
sonicacdo a 100 W durante 10 minutos, com intervalos de 30 seg. As preparacoe

lipossomais foram entdo analisadas por microscopia eletrénica de tsfitsmis

3.4. Microscopia eletrbnica

Os lipossomos foram fixados em solucdo de glutaraldeido a 2,5 por 19sninut
e, em seguida, pos-fixados com tetroxido de 6smio 2% por 1 h. Aposcadixa
preparagao lipossomal foi centrifugada a 808 o sedimento foi ressupendido em
agarose 3% a 50 °C. A preparacéo foi desidratada com diluic@es$aseem alcool por
2 horas, o bloco de agarose foi embebido em resina Epson como descritaoolgrot
do fabricante. Secgdes ultrafinas foram preparadas e arrdagesia micro telas para
posterior analise por microscopia eletronica. Todas as amdsteas analisadas em

microscoépio eletrénico de transmissao Seis EM 109.

3.5. Macroéfagos derivados de medula éssea

Macréfagos derivados de medula 6ssea foram produzidos a partituties-cé
tronco da medula 6ssea de camundongos C57BL/6, como anteriormente descrito
(MARIM; SILVEIRA; LIMA; ZAMBONI, 2010). As células foram gltivadas em
placas de poliestireno, por periodo de 7 dias em meio RPMI 1640 suplememiado

HEPES 15 mM, bicarbonato de sodio 23 mM, 1 mM, L-glutamina, 20% de sdrddeta
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bovino inativado pelo calor (SFB) e 30% meio condicionado de células L9290@TC
CCL-1™, NCTC clone 929 [L cell, L-929, derivative of Strain L] ).

Os macroéfagos diferenciados foram removidos das microplacas, ptageipe
utilizando solugéo gelada de salina tamponada com fosfato, contaddivadoslem
placas de cultura de 6 pocos para experimentos com soro albumina danpuga
isotiocianato de fluoresceina (BSA-FITC, 1mg/mL) incorporada emssiomos.
Alternativamente, as células foram tratadas com lipossomosnckinBSA-FITC foram
coradas com DAPI a 500 nM. Todas as imagens foram adquiridasseadsas no

sistema de imagem de células EVOS (Life Technology, Carlsbad, CA, EUA).

3.6. Imunizagéo utilizando proteinas em combina¢ao com lipossomos
Setenta e dois camundongos C57BL/6 fémeas de 8 semanas de idade, for
aleatoriamente divididos em seis grupos (n = 12) e submetidos entkfevacinas de
antigenos. Os animais foram imunizados trés vezes via intoapssit em intervalos de
15 dias de cada imunizagdo. Cada grupo recebeu uma determinada¢éom@rupo
1: PBS; Grupo 2: STAg- Lipossomo; Grupo 3: SAG2A- lipossomo; Grupo 44B8R
lipossomo; Grupo 5: SAG2A mais BSR4 em lipossomos; Grupo 6: lipossomos vazios.
A concentracdo antigénica de todas as preparacdes inoculada2f®oidede
antigeno/ camundongo em 100 mL de solucdo. Nas mesmas condicdegnmmas s
antigeno, o grupo 1 e 6 foram inoculados com 100 pL de PBS e lipossaimp va
respectivamente. As amostras de sangue de cada camundongo dtetadas por
puncao do plexo orbital anteriormente as imunizacdes e ao desafio, 10s tha 30 e
45. As amostras de soro foram armazenadas a -70 °C para futdisssat@ IgG e

isotipos IgG1 e IgG2a.
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3.7. Determinagédo dos niveis de anticorpos IgG e isotipos IgG1 e IgG2a

Os niveis dos anticorpos IgG, 1gG1 e IgG2a comtrgondii foram mensurados
por ELISA indireto. Resumidamente, placas de micro titulacdo t@e adinidade
(Costar, Corning Incorporated, 96 pocos) foram sensibilizadas com rbl dg/
antigenos em tampao carbonato 0,06 M , pH 9,6 e incubadas overnight a 4 °C. ApGs
lavagens com PBS- T (PBS + 0,05 % de Tween 20), as placas farqueédlas com
uma solucéo de (5% de leite desnatado em PBS- T) duranteeinpératura ambiente.
Posteriormente, 0os pocos foram lavados trés vezes e incubados amosass de soro
de seis camundongos de cada grupo, diluidas na propor¢cdo 1:64 em PBS- T
suplementado com leite desnatado a 1%, durante 2 h a 37 °C. Apés smadaeas
placas foram incubadas com anti- IgG de camundongo produzido emeaaimjgado
com peroxidase (1:1000, Sigma) durante 1 h a 37 °C. As placas fovadada
novamente e a reacéo foi revelada com o substrato da enzima (0,d3,% @0,01 M
de ABTS).

Diferentemente, para a detec¢cdo de subclasses de 1gG, apOs dobeque
incubacdo com amostras de soro, os pogos foram incubados com 0s v@specti
anticorpos secundarios (Sigma): anti- IgG1 (1:250) e anti- IgG28Q)L2 horas a 37°
C. As placas foram lavadas e incubadas com anticorpo anti- IgG nuendango
produzida em cabra marcado com peroxidase (1:5000) por 30 min a tenaperatur
ambiente. As placas foram lavadas e a reacgao foi revelada @eserito acima. As
densidades Opticas para todas as reacbes foram medidas a 405 nm,isoslenive
anticorpos foram expressos com o indice de ELISA (IE), de acordoacseguinte
férmula: IE = DO amostras/ DO cut-off, tal como descrito fanevinte (CARDOSO et

al., 2012). As amostras com valores>E,0 foram consideradas positivas.
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3.8. Desafio com cepa ME-49 deoxoplasma gondii

O desafio dos camundongos previamente imunizados foi realizado condeistos
T. gondii cepa ME-49. Os cistos utilizados foram coletados a partir dsbrosr de
Calomys Callosus como previamente descrito (RIBEIRO et al., 2009). Os camundongos
imunizados foram infectados por via oral com 10 cistos do parasito,sdu@nas
(quinze dias) apds o ultimo refor¢co da imunizacdo. A seguir, os angubimetidos a
imunizacdo e infectados com parasitos da cepa ME49 foram monitoradds qua

mortalidade por periodo de 40 dias.

3.9. Determinagédo de citocinas pos-infeccao

As amostras de soro de trés camundongos selecionados aleat@iamerdda
grupo de sobreviventes foram coletadas no 40° dia ap0s a infeccaaaglagilpara
determinacdo da producdo de citocinas. Os niveis de citocinas forasurados
utilizando o kit comercial de citometria- Cytometric Beada&r(CBA Th1/Th2/Th17),
de acordo com as instru¢cdes do fabricante (BD Biosciences, ®go,BTA), para
avaliacao da assinatura das citocinas (TNF, IL-6, IL-2, IL-4, IL10, Ie-I”MN<y).

No imunoensaio foram utilizadas microesferas com intensidadestatistie
fluorescéncia, acopladas a anticorpo monoclonal especifico paraitaciaa. Apos
incubacdo com as amostras, as citocinas capturadas pelas beadddtmetadas por
imunoensaio utilizando anticorpos monoclonais de deteccdo especificoxgoara
citocina e conjugados com ficoeritrina (PE). A partir da cai@fieale curvas padroes
com concentracdes conhecidas de cada citocina recombinate, foi jpdeséveninar,
por meio de citometria de fluxo, a concentracdo de citocinas danaraostra sérica
pela intensidade de marcacdo com PE. Os resultados gerados faigsadas pelo

software FCAP array e expressos em pg/mL.
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3.10. Ensaios histopatoldgicos e imunohistoquimica

Secc¢des obtidas dos tecidos cerebrais de animais sobreviventes digsasi@
foram coradas com hematoxilina e eosina, conforme descrito antemierm
(BENEVIDES et al., 2008) e, em seguida, analisadas por microspamadetectar
danos teciduais. Os escores inflamatérios foram representadosilpadmfde células
mononucleares no parénquima, nédulos gliais e meninges, como unidadasaabir
1: leve; 1-2: moderada; 2-3: grave e >3: muito grave. Foi rdaliaaanalise duplo-cega
por dois ou mais pesquisadores utilizando o microscépio Olympus com objetiva de 40x.

O parasitismo cerebral foi quantificado por imunohistoquimica, talocom
descrito (WELTER et al., 2007). Na reacdo as seccOes desga@dds foram
submetidas a tratamento de micro-ondas com citrato-fosfato (pH 6,0) panaeragéo
antigénica. As seccoes foram lavadas em PBS e, em seguigdaadas por 30 min a 37
°C com 5 % de leite desnatado diluido em PBS, a fim de redya@dies inespecificas.
As laminas foram incubadas em soros de camundongos contendo anticorpm3.cont
gondii a 4 °C overnight. Apés as lavagens, foram adicionados anticorpos secuddarios
cabra anti-lgG de camundongo biotinilados por 1 h a 37 °C.

As laminas foram submetidas a etapa de lavagem adicional e dasubam
avidina - peroxidase (kit ABC, PK- 4000; Vector Laboratories, Inc.|iigiame, CA,
EUA). A reacao foi revelada com 3,3-diaminobenzidina (DAB) (AmreSodgn, OH,
EUA). Foi realizada a contra coloracdo das laminas com hemiasoxie Harris,
lavadas em &gua por 10 min, desidratadas em solu¢fes de alcalalsseriam seguida,
diafanizadas em xilol. As laminas foram montadas em soluc@&otd&an e analisadas
no microscopio Olympus conforme ja descrito. O parasitismo tecakiattado por

imunohistoquimica foi pontuado de acordo com os escores (GAZZINEI4Ll, 4993),
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através da contagem do numero total de cistos e vacuolos parasiédfopgdo menos

97 campos microscopicos por corte histologico utilizando uma objetiva de 40x.

3.11. Andlise estatistica

O método de Kaplan-Meier foi utilizado para estimar a porcentadem
camundongos sobreviventes em cada ponto apés o desafio, e as curvas ddasobrevi
foram analisadas pelo teste de log rank. As diferencasséstai entre 0os grupos
imunizados em relacdo a producdo de anticorpos e de citocinas fahsadas pelo
teste ANOVA ou Kruskal-Wallis, quando apropriado, seguido pelo pées-tast
Bonferroni ou Dunn, respectivamente.

Em todas as mensuracdes, as diferencas foram consideraddEasivps
gquando p <0,05. A andlise estatistica dos dados obtidos foi realizadandtli o

software GraphPad Prism (GraphPad, La Jolla, CA, EUA).

24



4. RESULTADOS

4.1. Producdo de antigeno solivel déoxoplasma gondii (STAgQ) e das proteinas
recombinantes SAG2A e BSR4

Os antigenos foram produzidos e analisados paofdetse unidimensional. Na
figura 1 é possivel visualizar o0 STAg e as molé&cBAG2A e BSR4 produzidas como

proteinas recombinantes de 22 e 54 kDa, respeciviam
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Figura 1.Caracterizacao do perfil eletroforético de@ antigenos produzidos

Andlise eletroforética dos antigenos utilizadosimanizacdo de camundongos. Painel esquerdo - Réefitoforético do antigeno
soluvel deToxoplasma gondii (STAgQ). Painel do meio- SDS-PAGE da proteina rdmoemte BSR4 (Sequéncia 4 relacionada a
Bradzoitas) purificada d&. gondii Painel direito, SDS-PAGE da proteina purificadeaG2A recombinante (Sequéncia 2 relacionada a
proteina SAG1) de&. gondii.
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4.2. Lipossomos oligolamelares sdo capazes de incorporar BSA-FITC auair
fagocitose em macréfagos derivados de medula éssea murina

Os lipossomos foram preparados a partir de DPPE, DPPC e culgstko
método de hidratacdo de filme com um passo adicional de tratapmmtdtrassom
(Figura 1). A preparagédo foi analisada por microscopia eletrémicketectaram-se
multiplas vesiculas lipidicas com bicamada de caracteristigolamelar e tamanho
heterogéneo, variando de escala hanométrica a micrométrica (Fig@a 2A-

A fim de avaliar a incorporagdo de antigenos proteicos, o filpigido foi
reidratado com BSA conjugado com FITC e as formulac¢des foranoaaizds a cultura
de macréfagos derivados da medula 6ssea (Figura 2D-1). Como masirkapra 2E-
F e 21, a maioria das células foram capazes de incorporgossdmos fluorescentes, o
gue indica que as vesiculas oligolamelares produzidas neste estudo pidem
eficientemente antigenos proteicos ativando células fagocitidagurA G representa o
controle de BSA-FITC em macréfagos, mas sem lipossomos guia fl mostra a

marcacédo com DAPI.
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Figura 2.Caracterizagdo de lipossomos e proteinas.
Na microscopia eletrénica da preparacao dos lippssdoi possivel detectar maltiplas vesiculas ciazarhada lipidica com caracteristica oligolameltareanho heterogéneo,

variando o diametro de escala nanométrica a midrasagFigura 2A-C). Em (A) as setas pretas mostva@nios lipossomos numa escala de 2um. Na figuarBtangulo
mostra a formacao oligolamelar do lipossomo, enguam C as setas brancas demonstram claramenteamdnla da molécula numa escala de 200nm. Fagodose
lipossomos carreadores de BSA-FITC por macrofagosatinundongos (D, E, F) e BSA-FITC sozinho (G eohitrole). Em |, macréfagos fagocitando lipossoma@saados

com BSA-FITC (verde) e nlcleos corados pelo DARUla respectivamente.
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4.3. Resposta imune humoral ap6s imunizacdo com antigenos @egondii em
combinagao com adjuvante lipossomal

Todos os animais imunizados com proteinas recombinantes ou STAg em
combinacdo com lipossomos mostraram um aumento gradual dos niveisléotgs
paraT. gondii do 15° ao 45° dia apOs a imunizagao.

Animais imunizados com BSR4 - Lip ou BSR4/SAG2A- Lip apresentaram
niveis de IgG total significativamente mais elevados em cag@arcom todos os
outros grupos do 15° ao 45° dia apos a imunizacdo (p < 0,05). Os grupos imunizados

com SAG2A- Lip e STAg- Lip foram particularmente responsivos tirpy 3@ dia

(Figura 3A). Resposta imune humoral semelhante foi observada pamatiosrpos
IgG2a especificos para a STAg e SAG2A, em que estas imunoglaebafipaas foram
detectadas nos dias 30 e 45 apds a imunizacao (Figura 3C).

Como mostrado na figura 3B, no 15° apos o ultimo refor¢o vacinal, os déveis
IgG1 especifico para BSR4 foram significativamente maioresogueutros grupos
imunizados e manteve-se elevado até ao dia 45 (p < 0,01). Curiosamnienisizacado
com BSR4 + SAG2A - Lip também induziu uma forte resposta imune huprecace.
Os niveis de IgG1 especifico para BSR4 + SAG2A- Lip foram faigtivamente
superiores aos observados para o STAg ou SAG2A no dia 15 e 30 apdsza@do (p
< 0,05). Como esperado, 0s grupos controle PBS ou lipossomo por si s6 ndo produziram

uma resposta imune humoral a antigenos. gendii.
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Figura 3. Niveis de imunoglobulina antiT. gondii de camundongos C57BL / 6 imunizados.

Os camundongos foram imunizados via intraperitoneal STAg-Lip, SAG2A-Lip, BSR4-Lip, BSR4 + SAG2A4b Lip
(controle de adjuvante) e PBS (controle sem anbigeem trés doses em intervalos regulares de 13 ®mias. As
amostras de soro foram coletadas em 0, 15, 30dia45apos a imunizagdo. Os niveis de 1gG (A), I§Ble IgG2a (C)
foram determinados por meio de ELISA e expressos owdia + SEM. Letras diferentes (a-c) indicam réifgas
estatisticamente significantes entre 0s gruposasta momento analisac
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4.4. Protecdo gerada pelos imunogenos apos desafio com o para$igoplasma
gondii

Apds o desafio com 10 cistos de gondii cepa ME-49, a porcentagem de
sobrevivéncia de camundongos imunizados e infeccéo cerebral foraatdasaComo
demonstrado na figura 4, os camundongos imunizados com STAg - Lieradpram
100 % de sobrevivéncia, enquanto que o grupo que recebeu Lip sozinho ou BSR4+
SAG2A em combinagdo com lipossomo revelou 90 % e 80 % de sobrevivéncia,
respectivamente. A imunizagcdo com SAGZ2A - Lip produziu uma protecgéalpa
permitindo a sobrevivéncia de 70 % dos animais. Em contraste, a igamizam
BSR4- Lip mostrou um o efeito protetor menor, com apenas 60 % de sobreviésc
camundongos. Como esperado, 0 grupo ndo imunizado (apenas com PBS), apresentou a
mais elevada taxa de mortalidade (44 %), com 30 % dos animaisrdendo em fase
inicial de infecgao (Figura 4A).

O parasitismo cerebral dos animais sobreviventes da infeccalo gamdii foi
avaliado por imunohistoquimica (Figura 4B). O parasitismo cerebicil
significativamente inferior nos animais que imunizados com STAQ {p < 0,05),
SAG2A - Lip (p < 0,01) e BSR4 + SAG2A- Lip (p < 0,01) e Lip (p < 0,08) e
comparagdo com o grupo controle preparado apenas com PBS. O grupo BR4 -
apresentou o maior grau de parasitismo cerebral quando comparado conntooss
grupos imunizados utilizando outras proteinas como imundégeno. Embora, detectada
uma ligeira reducdo no parasitismo cerebral no grupo BSR4 em @gapacom o
controle PBS, né&o foi observada diferenca estatisticamenteicagief entre os dois

grupos.
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Figura 4. Curvas de sobrevivéncia e carga parasitéa cerebral de camundongos C57BL/6 apods desafio com

Toxoplasma gondii.

Seis grupos de camundongos (10 animais por grapainfimunizados com STAg-Lip, SAG2A-Lip, BSR4-LRSR4 +
SAG2A-Lip, Lip (controle do adjuvante) ou PBS (cai sem antigeno). Os animais foram desafiados kdweistos da
cepa ME-49 dd. gondii, 15 dias ap6s a ultima imunizacdo. A mortalidade grupos de camundongos foi analisada (A).
E a carga parasitaria no cérebro dos camundonafasitis com as diferentes composicdes e posteriterimdectados pelo

parasito, foi avaliada por ensaio de imunohistodedrmesultando na figura B.
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4.5. Assinatura de citocinas e lesdes inflamatoérias cerebrais ap@snfeccdo com
Toxoplasma gondii

A producéo de citocinas foi avaliada n® dita apés a infeccao com 10 cistos do
parasitoT. gondii cepa ME-49 por animal, utilizando amostras de soros de trés animai
por grupo (Figura 5A). O grupo PBS apresentou os maiores niveis de pratkica
citocinas com valores significativamente mais elevados em caggmrcom outros
grupos, sendo particularmente alto para as citocinas: TNF, &,IlL- 17 e IL - 10 (p
> 0,001). Moderada a alta producado de citocinas foi observada nos gnymzados
com lipossomos (LIP) ou STAg- Lip. Uma gradual reducéo foi obsemasgarupos
tratados com SAGA - Lip, BSR4 + SAG2A - Lip e BSR4 - Lipg(ia 5A) para todas
as citocinas analisadas. Embora estas diferencas tenhantasihoente observadas em
nossa analise, ndo foi considerada estatisticamente signifiegresentou diferenca
estatistica, o grupo imunizado com BSR4 — Lip que exibiu uma menor goodadL-

2, em comparac¢ao com os grupos PBS e Lip.

A andlise histopatoldgica foi efetuada no dia 40 apos a infeccan) def
determinar les@es inflamatorias cerebrais (Figura 6A e ®@)ag as amostras de tecido
apresentaram lesdes no cérebro que foram caracterizadasfijiado de células
mononucleares no parénquima, nédulos gliais e meninges. Os camundongos imunizados
com SAG2A- Lip mostraram menor escore inflamatorio em com@aragm 0S grupos
PBS e Lip. Nao foi observada diferenca estatisticamente isamé entre os outros

grupos analisados.
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STAg-Lip SAG2A-Lip BSR4-Lip BSR4+SAG2A-Lip Lip PBS

262.0 183.6 367.9 248.3 TNF

12252 189.4 2347 IL-6
81.4 449 58.7 IL-17
14.9 6.59 17.5 IL-2
21.6 12.4 15.7 IL-4
653.4 939.7 1116.1 IL-10

_ 227 118 192 IFN-gama
(pg/mL)

Figura 5. Producéo de citocinas séricas dos animadimunizados e desafiados com a cepa ME-49 @exoplasma gondii
Os animais imunizados com seis diferentes formelsic8TAg-Lip, SAG2A-Lip, BSR4-Lip, BSR4+SAG2A-Lip,ip (controle do adjuvante) e PBS (controle sem
antigeno), foram avaliados em relacdo a producaocitdeinas apds o desafio com 10 cistos da cepad®ido parasitdl. gondii. Os niveis de citocinas foram

mensurados utilizando o kit comercial de citomet@igtometric Bead Array (CBA Th1/Th2/Th17).
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Figura 6. Escore inflamatdrio de tecidos cerebraido cérebro de camundongos C56BL/6 apds desafio

Em A fotomicrografias representativas dos ensaigteligicos em tecidos cerebrais de camundongdemEntes aos seis grupos tratados. Coloracdo esnatdxilina e eosina.
Escala: 100 mm. Em B, escore inflamatério de camogds C57BL / 6 infectados com 10 cistos de T. gofd dados foram obtidos a partir de trés camogds por grupo
analisando pelo menos 97 campos microscopicos gumdes do cérebro utilizando uma objectiva de 49 Walores significativamente diferentes foram db8 nos grupos
lipossomo e SAG2A-lipossomo; lipossomo e STAg lgmrso (p <0,05; comparacéo multipla pos-teste AN@MBonferroni).
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5. DISCUSSAO

Aproximadamente um terco da populagdo mundial esta exposiogemii.
Este protozoario é considerado um dos parasitas mais importalatespde médica e
veterinaria, porém a toxoplasmose continua a ser uma doenca negtigenci
Considerando-se que, atualmente, ndo existem vacinas para toxoplgsesgsesas
que visem o desenvolvimento de imunizacOes eficazes contra esta d@nca
necessarias (LIU; SINGLA; ZHOU, 2012; VERMA; KHANNA, 2013).

Véarios estudos experimentais demonstram o0 uso potencial de proteinas
recombinantes para o desenvolvimento de vacinas contra a toxoplasmodeO(MI
KASPER, 1994; LETSCHER-BRU et al., 1998; MACHADO et al., 2010). Nardn{
pesquisas relatam que proteinas com sequéncias relacionadasGh (SRS)
recombinantes apresentam um efeito imunogénico inferior quando coapada
proteinas SRS naturais (STRIEPEN et al., 1997). Esta difepedgaser explicada pela
estrutura proteica associada a ancora de glicosilfosfatiditth@&iPl). Estas moléculas
com ancoras de GPI parecem desempenhar um papel importante na davasfida
hospedeira, na modulagcdo e evasdao da resposta imune (LEKUTIS €0Cd),
reforcando a importancia da por¢cdo GPI como adjuvante natural emagdasd
experimentais para o desenvolvimento de novas vacinas contra a toagsas
(NAGEL; BOOTHROYD, 1989).

Sendo assim, ao utilizar proteinas produzidas pela tecnologia recorapi@ant
recomendavel a associacdo com adjuvantes (LETSCHER- BRU £928; MARTIN
et al., 2004; LEE et al., 2007). Neste estudo utilizamos as proteioasbinantes
incorporadas a adjuvantes com base em lipossomos, visando increnaentar

imunogenicidade das formulagdes vacinais testadas e, assim, aumeotegc&opzontra
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a infeccao pofl. gondii (BADIEE et al., 2009; CHEN et al., 2009; TANAKA et al.,
2014)

Os lipossomos tém sido amplamente utilizados como carreadorestdimgs
ou peptideos uma vez que induzem o aumento da producdo de moléculas
coestimuladoras e citocinas caracteristicas do perfil ThVIRG, 1991; RONGEN;
BULT; BENNEKOM, 1997; COPLAND; RADES; DAVIES; BAIRD, 2009;0NEZ;
VANDENBRANDEN; RUYSSCHAERT, 2008). Além disso, sabe-se quesa@acao
de antigeno/ lipossomo pode ser apresentada pelas APCs tanto por Mid€sdd e |l
estimulando respostas imunes celulares e humorais, respectiviatéotd; HUANG,
1994;RA0; ALVING, 2000)

No presente estudo, foram utilizadas as proteinas STAg, SAG2/Ré &5T.
gondii em combinacdo com lipossomos. Um trabalho anterior identificou por
eletroforese bidimensional e espectrometria de massa, 11 tiposteimas antigénicas
em STAg, o que demonstra uma alta antigenicidade e possivel imundadaipara o
desenvolvimento de vacinas para toxoplasmose (MA et al., 2009). A capacidade
protetora de STAg tem sido elucidada, como no trabalho de Yamleocadlores em
1998 que foi demonstrada protecao parcial em modelos murinos imunizaol &TAg
e desafiados com a cepa RH Tegondii. Aléem disso, mecanismos de protecdo em
mucosa induzidos pelo pré-tratamento com STAg foram recentemestéeatios por
Benevides e colaboradores (2013), demonstrando recrutamento de TEMD&S para
compartimentos intraepiteliais e consequente diminuicdo das respasi&®yicas na
infeccdo porT. gondii. De maneira semelhante, Elsaid et al (1999) demonstraram uma
resposta protetora de STAg quando este foi utilizado como imunogemoodeios
murinos. Este fendmeno também foi confirmado pelo presente estudo qatatpbgae

0 grupo de animais imunizados com STAg em combinagcédo com lipossomssnamue
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100% de sobrevivéncia. Esta protecdo pode ser explicada pela alta pratbuca
imunoglobulinas e sintese moderada de citocinas induzida por STAg quesgrode
considerado promissor em modelos experimentais de imunizagées ao redposta
imune humoral e celular contra o parasito.

Além do lisado total del. gondii, foi avaliada neste trabalho a capacidade
protetora da proteina recombinante SAG2A. Em estudos anteriores gitapb de
pesquisa, foi possivel demonstrar a antigenicidade e potencizdgfi desta proteina
em ensaios de imunodiagnéstico para infeccdo Tpogondii (BELA et al., 2008;
SANTANA et al., 2012). Diante disso, visamos abordar a molécula 8Af&2relacéo
a imunogenicidade e possivel utilizacdo em experimentos de impdeszaem
camundongos.

Outros pesquisadores ja haviam desenvolvido estudos utilizando SAG2A como
um componente de vacina, especialmente em combinacdo com a prot&da SA
(YANG; CHANG; CHAO, 2004; LAU; THIRUVENGADAM; LEE; FONGR2011) e
obtiveram resultados satisfatorios na indugdo de resposta protetmigarmente
Machado et al (2010) utilizaram a estratégia genie and boost” com influenza e
adenovirus como vetores codificando SAG2, em um protocolo de imunizagdo que
induziu uma resposta protetora forte em modelos de camundongos. Nesstzslos
corroboram com a literatura, uma vez que camundongos imunizados comiaaprote
recombinante SAG2A em combinagcdo com adjuvante lipossomal, foram gostegi
parcialmente da infec¢ao por cistosTdgondii ao apresentarem taxa de sobrevivéncia
de 70%, carga parasitaria e escore inflamatorio baixos, produti&orpica alta e
niveis moderados de citocinas.

A proteina BSR4 aqui abordada se difere da molécula SAG2A ao@messx,

em maior quantidade na fase bradizoitd dgondii, uma vez que a codificacdo do gene

37



BSR4 é regulada positivamente nesta fase de desenvolvimento dtopgaasl et al.,

2007). Kim, Karasov e Boothroyd (2007) demonstraram que BSR4 desempenha um
papel importante na manutencdo do parasita no interior do cérelsia ¢ambém
relacionada com a replicacdo e reativacdo do parasita. Ag@saranco dos estudos
sobre funcéo e estrutura dessa molécula na biologia do protozoério, rélatbs da
proteina BSR4 utilizada como antigenos em abordagens vacinaigrexpais até o
presente trabalho.

Neste estudo, a proteina BSR4- Lip apresentou resposta humorala®feses
iniciais da infeccao e revelou um perfil distinto entre os isotlgGsl e 1gG2a, com
predominio de IgG1. Estes animais tratados com a proteina BSR4dsranicos que
apresentaram uma producéo ininterrupta de 1gG1 do dia 15 ao dia 45, gepeesna
polarizacdo da resposta para o perfil T herper 2. Apesar de indu&rrésposta
humoral, os camundongos imunizados com BSR4 n&o foram capazes de induzir
resposta celular eficiente, apresentando niveis muito baixos toenas. Estas
observacdes podem ser comparadas ao estudo de Di Cristina et al {@@02aliou a
resposta contra os antigenos MAG1 e BAGL1 e constatou que a réspustal contra
antigenos bradizoitas dE gondii ocorrem na fase inicial da infeccdo em seres
humanos.

Consideramos também avaliar o comportamento imunogénico da combinacao da
molécula BSR4 com a proteina de taquizoita SAG2A em lipossomos. Rmém
resultados nédo diferiram significativamente dos grupos imunizados apanaBSR4,
reproduzindo a alta resposta humoral e baixa produgéo de citocinasM&ugjo e
colaboradores (2011) avaliaram a protecao fornecida pela imunizagdantigenos de
taquizoitas ou taquizoitas em associacdo com bradizoitaNeaBpora caninum,

parasito filogeneticamente semelhantd agondii. De forma semelhante n&o obtiveram
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sucesso com proteinas de bradizoita como imundgenos, e 0s animaisdsitiam
antigenos de ambas as fases de desenvolvimento parasitariontapaesemaior
morbidade e mortalidade. Os autores sugerem que essa prioteig@ente pode ser
explicada pelo alto nivel de resposta humoral em detrimento a eespehdar gerada.
Elsaid et al (1999) investigaram a capacidade de protecao dgupds de imundgenos
em associacdo com lipossomos: antigeno solUvel de taquizoita; astt@rel cisto e
a mistura de taquizoita mais antigeno soluvel de cisto. Nestieloe os autores
demonstraram que, embora a combina¢do de ambos o0s antigenos provogqoenio a
da resposta humoral e reducdo do numero de cistos cerebrais, oslaesudia foram
estatisticamente significantes quando comparados com o0s outros dgss gr
imunizados com antigenos isolados.

Curiosamente, em nosso estudo, 0s animais imunizados com lipossomos vazios
apresentaram protecdo parcial a infeccdo parasitaria. Estacdy moderada é
provavelmente devido a respostas imunolégicas mediadas por célulasidmas
respostas humorais. Corroborando com Aramaki et al (1995), que demongjteram
lipossomos ndo elevam os niveis de IgM especificos a ovalbumina (@\8)podem
promover a producédo de IL- 12, ativando consequentemente o perfil Thl, com a
secrecdo de IFNy, e desta maneira induzindo uma resposta imunoldgica protetora
contra a infeccdo pof. gondii em camundongos. Badiee et al (2009) elucidaram a
capacidade dos lipossomos como adjuvante em vacina contra a Leishmidoicse!
estudo, os camundongos imunizados com lipossomos revelaram uma casiarjzar
significativamente menor em comparacdo ao grupo de animaiseqeberam PBS
como controle. Em contraste, em nosso estudo, ndo houve diminuicdo panaggaria

grupos tratados com lipossomos vazios, mas a redu¢do no niumerasi@paodde ser
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observada claramente no grupo imunizado com lipossomos em combinacé® com
proteina recombinante SAG2A.

Mais recentemente, Tanaka et al (2014) mostraram resultadosjadoes, ao
utilizarem profilina encapsulada em lipossomos revestidos por oligomaksta
composicao, quando utilizada como imundgeno, reforgou a imunidade protetoea contr
T. gondii em modelo murino. A taxa de sobrevivéncia dos camundongos imunizados
com a proteina encapsulada em lipossomos revestidos por oligomanose foi
significativamente maior do que a do grupo controle tratado apesras RBS,
mostrando o efeito imunomodulador dos lipossomos.

Em relacdo ao perfil de citocinas, vale ressaltar o yFNensiderado um
marcador de imunidade protetora na toxoplasmose, (SUZUKI;
ORELLANA; SCHREIBER; REMINGTON, 1988; BRANDAO et al., 200§)e atua
no controle de infeccdo aguda e cronica, diminuindo a disseminacéao dtopadase
aguda e evitando a reativacdo deste em fases tardiasgRIIB2005). A IL-2 por sua
vez pode induzir a producdo de IfNAuma resposta secundaria ao patégeno,
reforcando o papel de IFiNno controle deT. gondii (SA; WOODWARD; SUZUKI,
2013). Chen et al., 2009, observaram que os camundongos imunizados com pGRA4
encapsulada em lipossomo provocou o aumento nha producéo das citocinas IEN-

2, com esta resposta sendo modulada para o perfil Thl foi constatada caweyaor
parasitaria na imunizacdo composta por lipossomos como adjuvantes e
consequentemente houve maior porcentagem de sobrevivéncia destas apos o
desafio com o parasito.

De acordo com isso, no presente estudo foi possivel observar a iroodén
IFN-y e IL-2 na promoc¢ao de uma resposta protetora pelo hospedeiro. Oglossdia

producao de citocinas por parte dos grupos de animais aqui avaliadozatos com
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formulacdes diferentes, se refletem no parasitismo, e na rdadalde camundongos.

Os animais do grupo controle, inoculados com tampao PBS, e do grupo B§R4 -
tiveram um maior nivel de parasitismo por sec¢do de tecido e, consmyaste,
também apresentaram os menores indices de sobrevivéncia, corroborarmlestudo

de Elsaid e colaboradores (1999). Estes resultados séo, provavelmacienados ao

perfil de citocinas produzido, de modo que 0s animais tratados comprB&8&iram os

mais altos niveis de citocinas, em contraste ao grupo de ariimaiizados com a
proteina BSR4 em combinagdo com lipossomos, que obtiveram os niveis mais baixos de
citocinas apos o desafio com o parasito. Isto demonstra que a protecao é promovida com
mais éxito quando o antigeno induz uma resposta imunoldgica com producao
balanceada de citocinas, evitando producdo exacerbada de citofisaatdrias no
hospedeiro apds infec¢cdo com parasitas. gendii.

Em nosso protocolo de imunizagdo para toxoplasmose em modelo murino a
proteina SAG2A e o antigeno soltuvel @iexoplasma- STAg em combinacdo com
lipossomos exibiram um efeito imunoestimulatério reforcando a pErotedos
camundongos infectados por 10 cistos da cepa ME-49.dgondii, enquanto a
vacinagdo com BSR4-Lipossomo aparentemente induziu uma diminuicdo daarespos
imune protetora contra o parasito. Esta imunomodulacdo induzida pelangrdeei
bradizoita BSR4, nunca havia sido descrita e 0s mecanismos subjagentia
molécula podem ser alvo de futuras investigacbes a cerca da bidksia fase

desenvolvimental do parasitogondii.
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6. CONCLUSOES

= A confeccdo de lipossomos oligolamelares a partir dos fosfolipidi@s:
dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DPPC); 1,2-dipalmitoil-sneglio-3-
fosfoetanolamina (DPPE) e colesterol foi alcangada com sucesso;

= As vesiculas lipossomais produzidas foram capazes de incorp@ratedna
BSA conjugada com FITC e induziram fagocitose em macrofagosades de medula
0ssea murina;

» Foi realizada a preparacdo do antigeno soluverl.dgondii e producdo das
proteinas SAG2A e BSR4 pela tecnologia recombinante, para incompoesga
lipossomos e administracdo intraperitoneal em camundongos C57BL/6;

= Os animais imunizados com STAg e as proteinas recombinantsn#imacao
com lipossomos apresentaram aumento gradual nos niveis de IgGpattl do 15°
dia;

= Os grupos de camundongos imunizados com BSR4- Lip ou BSR4 + SAG2A-
Lip apresentaram resposta imune humoral precoce com predominio de IgG1;

= ApoOs do desafio com 10 cistos da cepa ME-49 dgondii, os camundongos
imunizados com STAg- Lip apresentaram 100% de sobrevivéncia, baixgtipara
cerebral e score inflamatério significativamente mais bajye o grupo controle
Lipossomo;

= Os animais tratados com SAG2A- Lip apresentaram protec@&mlpat0% de
sobrevivéncia, baixo parasitismo cerebral e o mais baixo scoftamatbrio
significativamente diferente dos grupos controle Lipossomo e PB$ipo gnunizado
com BSR4 + SAG2A- Lip, por sua vez apresentou alta taxa de sddmew, com

baixo parasitismo cerebral apesar de escore inflamatério alto;
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»= A producdo de citocinas 40 dias apos o desafio foi particularmentpaa#teo
grupo PBS; moderada para os grupos lipossomos (LIP) ou STAg- Liprangradual
diminuicao nos grupos tratados com SAGA - Lip, BSR4 + SAG2A - Lip e BSR4- Lip;

» Foi possivel concluir que o antigeno sollvel Texoplasma (STAg) em
combinagdo com lipossomos promoveu uma protecdo a toxoplasmose em modelo
murino, nas nossas condi¢cdes experimentais, enquanto que imunizacao cam prote
BSR4 em formulagéo lipossomas produziu uma diminuigcdo da resposta ionire c

infeccdo poiToxoplasma gondii.

43



7. REFERENCIAS

AKBARZADEH, A.; REZAEI-SADABADY, R.; DAVARAN, S.; JOO, S.W,;
ZARGHAMI, N.; HANIFEHPOUR, Y.; SAMIEI, M.; KOUHI, M.; NEJAT-KOSHKI.
K. Liposome: classification, preparation, and applicatioNsnoscale Research
Letters, v. 1, p. 102, 2013.

ALEC, D.; BANGHAM, M. D. Surrogate cells or Trojan horses. Thecalery of
liposomesBioEssaysv. 17, p. 1081-1088, 1995.

ALEXANDER, J.; ROBERTS, C.W.; BREWER, J.M. Progress towarde th
development of a vaccine against congenital toxoplasmosis: idahth of protective
antigens and the selection of the appropriate adjuv@ini®oplasmosis v. 78 p. 217-
229, 1993.

ALIBERT, J. Host persistence: exploitation of anti-inflammatgogthways by
Toxoplasma gondii. Nature Reviews Immunology v. 2, p. 162-170, 2005.

ALVING, C. R. Liposomes as carriers of antigens and adjuvanisurnal of
Immunological Methods, v. 1, p. 1-13, 1991.

ARAMAKI, Y.; Suds, H.; Tsuchiya, S. Interferoninductive effect of liposomes as an
immunoadjuvantVaccine, v. 13, p. 1809-1814, 1995.

ARAUJO, D. R.; PINTO, L. M. A.; BRAGA, A. F. A.; PAULA, E. Drudelivery
Systems for local Anesthetics: Therapeutic ApplicatioRgvista Brasileira de
Anestesiologiav. 53, p. 663-671, 2003.

BADIEE, A.; JAAFARI, M. R.; KHAMESIPOUR, A.; SAMIEI, A.; SORUSH, D.;
KHEIRI, M. T.; BARKHORDARI, F.; MCMASTER, W. R.; MAHBOUDI, FThe role
of liposome charge on immune response generated in BALB/c mioeniped with
recombinant major surface glycoprotein of Leishmania (rgp@&jperimental
Parasitology, v. 4, p. 362-369, 2009.

BANGHAM, A. D. Membrane models with phospholipidBrogress in Biophysics
Molecular Biology, v. 18, p. 29-95, 1968.

BASOMBA, A.; ROJAS, D. H. F.; ALAMAR, R.; PRADO, J. M. P. Atlgen
vaccination with a liposome encapsulated extradD@imatophagoides pteronyssinus:
A randomized, double-blind, placebo controlled trial in asthmatic patiémsnal of
Allergy and Clinical Immunology, p. 943-948, v. 109, 2002.

BATISTA, C. M.; CARVALHO, C. M. B.; MAGALHAES, N. S. S. Lipossaas e suas
aplicacOes terapéuticas: Estado da aBeazilian Journal of Pharmaceutical
Sciencesv. 43, p. 167-179, 2007.

BELA, S. R.; OLIVEIRA SILVA, D. A.; CUNHA-JUNIOR, J. P.; ROVANI, C. P.;
CHAVES-BORGES, F. A.; REIS DE CARVALHO, F.; CARRIJO DBLIVEIRA, T;
MINEO, J. R. Use of SAG2A recombinaifibxoplasma gondii surface antigen as a

44



diagnostic marker for human acute toxoplasmosis: analysitec and avidity of IgG
and IgG1 antibodiesDiagnostic Microbiology and Infectious Diseasev. 3, p. 245-
254, 2008.

BENEVIDES, L.; MILANEZI, C. M.; YAMAUCHI, L. M.; BENJAMIM, C. F.;
SILVA, J. S.; SILVA, N. M. CCR2 receptor is essential toiate microbicidal
mechanisms to contrdloxoplasma gondii infection in the central nervous systene
American Journal of Pathology, v. 3, p. 741-751, 2008.

BENEVIDES, L.; CARDOSO, C. R.; MILANEZI, C. M.; CASTRO-FICE, L. S;
BARENCO, P. V.; SOUSA, R. O.; RODRIGUES, R. M.; MINEO, J. RL\&\, J. S,;
SILVA, N. M. Toxoplasma gondii soluble tachyzoite antigen triggers protective
mechanisms against fatal intestinal pathology in oral infectiorb@BC/6 mice.PL0S
Oneg, v. 9, 2013.

BENMOHAMED, L.; URN, A.; WECHSLER, S. L.; NESBURN, A. B. Lipoptde
vaccines-yesterday, today, and tomorrbancet Infectious Diseasgv. 2, p. 425-431,
2002.

BHOPALE, G. M. Pathogenesis of toxoplasmosisComparative Immunology
Microbiology and Infectious Diseasev. 4, p. 213-222, 2003.

BHOPALE, G. M. Development of a vaccine fortoxoplasmosis: curréatus
Microbes and Infection, v. 5, p. 457-462, 2003.

BLACK, M. W.; BOOTHROYD, J. C. Lytic cycle ofToxoplasma gondii.
Microbiology and Molecular Biology Reviews v. 64, p. 607-623, 2000.

BLADER, I. J.; SAEIJ, J. P. J. Communication betw@@moplasma gondii and its
host: impact on parasite growth, development, immune evasion, and virulertae.
Pathological Microbiological and Immunological Scandinavav. 117, p. 458-476,
2009.

BLISS, S. K.; MARSHAL, A. J.; ZHANG, Y., DENKERS, E. Y. Human
polymorphonuclear leukocytes produce IL-12, TNF-alpha, and the chemokines
macrophage-inflammatory protein-1 alpha and -1 beta in respon3extplasma
gondii antigensJournal of Immunology, v. 162, p. 7369-7375, 1999.

BRADFORD, M. M. A rapid and sensitive method for the quantitatiommfogram
quantities of protein utilizing the principle of protein—dye bindingnalytical
Biochemistry, v. 72, p. 248-254, 1976.

BRANDAO, G. P.; MELO, M. N.; GAZZINELLI, R. T.; CAETANO, B.C;
FERREIRA, A. M.; SILVA, L. A.; VITOR, R. W. Experimental irdection of BALB/c
mice with different recombinant type I/Ill strains Tdxoplasma gondii: involvement of
IFN-gamma and IL-10Memorias do Instituto Oswaldo Cruz v. 2, p. 241-245, 20009.

CAETANQO, B. C.; BRUNA-ROMERO, O.; FUX, B.; MENDES, E. A.; PHDD, M.

L.; GAZZINELLI, R. T. Vaccination with replication deficientrecombinant
adenoviruses encoding the main surface antigengogbplasma gondii induces

45



immune response and protection against infection in rilaenan Gene Therapy v.
4, p. 415-426, 2006.

CAMARGO, M. E; DA SILVA, S. M.; LESER, P. G GRANATO, C. H Avidity of
specific 1IgG antibodies as markers of recent primary irdactaused byoxoplasma
gondii. Revista do Instituto de medicina tropical de Sao Paulg v. 3, p. 213-
218, 1991

CANDOLFI, E.; PASTOR, R.; HUBER, R.; FILISETTI, D.; VILLARD, OgG avidity
assay firms up the diagnosis of acute toxoplasmosis on the dingstn ssample in
iImmunocompetent pregnant womé&niagnostic Microbiology and Infectious Disease
v. 1, p. 83-88, 2007.

CARDOSO, M. R.; MOTA, C. M.; RIBEIRO, D. P.; NOLETO, P. G.; ARBDE, W.
B.; SOUZA, M. A.; SILVA, N. M.; MINEO, T. W.; MINEO, J. R.; SILX, D. A.
Adjuvant and immunostimulatory effects of a D-galactose- bindinginletom
Synadenium carinatum latex (ScLL) in the mouse model of vaccinagainst
neosporosisvVeterinary Research v. 29, p. 43-76, 2012.

CARRUTHERS, V. B. Host cell invasion by the opportunistic pathogen Toxoplasma
gondii. Acta Tropica, v. 81, p. 111-122, 2002.

CHEN, R.; LU, S. H.; TONG, Q. B.; LOU, D.; SHI, D. Y.;JIA, B. B.; HUS, G.
P.; WANG, J. F. Protective effect of DNA-mediated immunizatiothwiposome-
encapsulated GRA4 against infection Tdxoplasma gondii. Journal of Zhejiang
University. Science Bv. 7. p. 512-521, 20009.

CHEN, J.; ZHOU, D. H.; LI, Z. Y.; PETERSEN, E.; HUANG, S. Y.; SG, H. Q.;
ZHU, X. Q. Toxoplasma gondii: Protective immunity induced by rhoptry protein 9
(TgROPY9) against acute toxoplasmos&gperimental Parasitology, v. 139, p. 42-48,
2014.

CHU, D.; MORODA, M.; PIAO, L. X.; AOSAI, F. CTL induction by DNA eaine
with Toxoplasma gondii-HSP70 geneParasitology International, v. 2, p. 408-4016,
2014.

CONG, H.; YUAN, Q.; ZHAO, Q.; ZHAO, L.; YIN, H.; ZHOU, H.; HE, SWANG, Z.
Comparative efficacy of a multi-epitope DNA vaccine via inasal, peroral, and
intramuscular delivery against lethBdxoplasma gondii infection in mice Parasites &
Vectors, v. 1, p. 145, 2014.

COMMODARO, A. G.; BELFORT, R. N.; RIZZO, L. V.; MUCCIOLI, CSILVEIRA,
C.; BURNIER JR, M. N.; BELFORT JR, R. Ocular toxoplasmosen-update and
review of the literatureMemorias do Instituto Oswaldo Cruz v. 104, v. 2, p. 345-
350, 2009.

COPLAND, M. J.; RADES, T.; DAVIES, N. M.; BAIRD, M. A. Lipid based partiatd
formulations for the delivery of antigeimmunology and cell Biology, v. 2, p. 97-105,
2005.

46



CRAWFORD, J.; GRUJIC, O.; BRUIC, E.; CZJZEK, M.; GRIGG, M.;
BOULANGER, M. J. Structural characterization of the bradyzeiteface antigen
(BSR4) fromToxoplasma gondii, a unique addition to the surface antigen glycoprotein
1-related superfamilyThe Journal of Biological Chemistry, v. 14, p. 9192-9198,
20009.

CUI, Z.; HAN, S. J.; VANGASSERI, D. P.; HUANG, L. Immunastilation
mechanism of LPD nanoparticle as a vaccine cametecular Pharmaceutics v. 1,
p. 22-28, 2005.

CUNHA-JUNIOR, J. P.; SILVA, D. A.; SILVA, N. M.; SOUZA, M. A SOUZA, G.
R.; PRUDENCIO, C. R.; PIROVANI, C. P.; CEZAR M. CASCARDO BARBOSA,

B. F.; GOULART, L. R.; MINEO, J. R. A4AD12 monoclonal antibody recogn&Zzesw
linear epitope from SAG2Aoxoplasma gondii tachyzoites, identified by phage display
bioselectionlmmunobiology, v. 1, p. 26-37, 2010.

DENKERS, E. Y.;GAZZINELLI, R. T. Regulation and function of T-cell-
mediated immunity durinoxoplasma gondii infection. Clinical Microbiology
Reviews, v. 4, p. 569-588, 1998.

DI CRISTINA, M.; DEL PORTO, P.; BUFFOLANO, W.; BEGHETTO,;;ESPADONI,

A.; GUGLIETTA, S.; PICCOLELLA, E.; FELICI, F.; GARGANO, N.He Toxoplasma

gondii bradyzoite antigens BAG1 and MAGL1 induce early humoral and celiateel

immuneresponses upon human infectibhicrobes and Infection, v. 2, p. 164-171,
2004.

DUBEY, J.P. ToxoplasmosisThe Veterinary clinicals of North America, v. 17,
p.1389-1404, 1987.

DUBEY, J. P. Advances in the life cycle Bdxoplasma gondii. International Journal
of Parasitology, v. 28, p. 1019-1024, 1998.

DUBEY, J. P.; LINDSAY, D. S.; SPEER, C. A. Structures Taixoplasma gondii
tachyzoites, bradyzoites, and sporozoites and biology and development of tissue cyst
Clinical Microbiology Reviews, v. 11, p. 267-299, 1998.

DUBEY, J.P. Toxoplasmosis — a waterborne zoondsgterinary Parasitology. v.
126, p. 57-72, 2004.

DUBEY, J. P. The History ofoxoplasma gondii - The First 100 Yearslournal of
Eukaryotic Microbiology, v. 55, p. 467-475, 2008.

DZIERSZINSKI, F.; MORTUAIRE, M.; CESBRON-DELAUW, M. F.;OMAVO, S.
Targeted disruption of the glycosylphosphatidylinositol-anchoredigatigen SAG3
gene in Toxoplasma gondii decreases host cell adhesion and drastically reduces
Molecular Microbiology, v. 3, p. 574-582, 2000.

EBRAHIM  ZADEH, A.;BAMEDI, T.;ETEMADI, S.; SHAHRAKIPOUR,
M.; SARYAZDIPOUR, K. H. Toxoplasmosis as a complication of transfusn

47



hemodialysis patientstanian Journal of Pediatric Hematology and Oncology v. 1.
p. 22-25, 2014.

EL-MALKY, M. A.; AL-HARTHI, S. A.; MOHAMED, R. T.; EL BALI, M. A,
SAUDY, N. S. Vaccination with Toxoplasma Ilysate antigen and CpG
oligodeoxynucleotides: comparion of immune responsesin intranasal versus
intramuscular administrationBarasitology Research2014 [Epub ahead of print].

ELSAID, M. M.; VITOR, R. W.; FREZARD, F. J.; MARTINS, M. S. #tection
against toxoplasmosis in  mice immunized with different antigens of
Toxoplasma gondii incorporated into liposomedMemorias do Instituto Oswaldo
Cruz, v. 4, p. 485-490, 1999.

ELSAYED, M. M. A.; ABDALLAH, O. Y.; NAGGAR, V. F.; KHALAFALLAH, N.
M. Lipids vesicles for skin delivery of drugs: reviewing thréecades of research.
International Journal of Pharmaceutics, v. 332, p. 1-16, 2007.

FARHOOD, H.; SERBINA, N.; HUANG, L. The role of dioleoyl phosplkiti
ethanolamine in cationic liposome mediated gene tranBfechimica et biophysica
acta, v. 1235, p. 289-295, 1995.

FATOOHI, A. F.; COZON, G. J.; GREENLAND, T.; FERRANDIZ, J.; BIENVENU,
J.; PICOT, S.; PEYRON, F. Cellular immune responses to recombamiigens in
pregnant women chronically infected withxoplasma gondii. Clinical and Diagnostic
Laboratory Immunology, v. 9, p. 704-707, 2002.

FLEGR, J.; KODYM, P.; TOLAROVA, V. Correlation of duration of éat
Toxoplasma gondii infection with personality changes in womemBiological
Psychology v. 53, p. 57-68, 2000.

FOGED, C.; ARIGITA, C.; SUNDBLAD, A.; JISKOOT, W.; STORM, .G
FROKJAER, S. Interaction of dendritic cells with antigen-contejrliposomes: effect
of bilayer compositionvaccine, v. 22, p. 1903-1913, 2004.

FUENTES, I.; RUBIO, J. M.; RAMIREZ, C.; ALVAR, J. Genotypic chaterization of
Toxoplasma gondii strains associated with human toxoplasmosis in Spain: direct
analysis from clinical sampledournal of Clinical Microbiology, v. 39, p. 1566-1570,
2001.

FUX, B.; NAWAS, J.; KHAN, A.; GILL, D. B.; SU, C.;SIBLEY, L. DToxoplasma
gondii strains defective in oral transmission are also defective in developntagtl s
differentiation.Infection and Immunity . v. 75, p. 2580-2590. 2007.

GAZZINELLI, R. T.; ELTOUM, I; WYNN, T. A.; SHER, A. Acute cebral
toxoplasmosis is induced by in vivo neutralization of TNF- and cieelwith the
down regulated expression of inducible nitric oxide synthase and othders of
macrophage activatiothe Journal of Immunology, v. 151, p. 3672-3681, 1993.

48



GRIMWOOD, J.; SMITH, J. EToxoplasma gondii: the role of parasite surface and
secreted proteins in host cell invasibrternational Journal for Parasitology, v. 2, p.
169-173,1996.

GRUJIC, O. ; GRIGG, M. E.; BOULANGER, M. J. Insect-cell esgsion,
crystallization and X-ray data collection of the bradyzoite-i$jgeantigen BSR4 from
Toxoplasma gondii. Acta Crystallographica. Section F Structural Biology and
Crystallization Communications, v. 64, p. 425-527, 2008.

HEGAB, S. M.; AL-MUTAWA, S. A. Immunopathogenesis of toxoplasmoSimical
and Experimental Medicing v. 2, p. 84-105, 2003.

HISZCZYNSKA-SAWICKA, E.; GATKOWSKA, J. M.; GRZYBOWSKI, M. M.;
DLUGONSKA, H. Veterinary vaccines against toxoplasmaoBaasitology. v. 7, p. 1-
14, 2014.

HOU, B.; BENSON, A.; KUZMICH, L.; DEFRANCO, A. L.; YAROVINRY, F.
Critical coordination of innate immune defense agaliegbplasma gondii by dendritic
cells responding via their Toll-like receptoPsoc Natl Acad Sciv. 1, p. 278-83, 2011.

HUNTER, C. A.; DAVID SIBLEY, L. D. Modulation of innate immunity by
Toxoplasma gondii virulence effectorsNature Reviews Microbiology, v. 11, p. 766-
778, 2012.

INNES, E. A.; VERMEULEN, A. N. Vaccination as control strategyaiast the
coccidal parasites Eimeria, Toxoplasma and Neosfagasitology, v. 133, p. 145-
168, 2006.

JACQUET, A.; VANDERSCHRICK, J. F.; VANDENBRANDEN, M.; ELOAHABI,
A.; MAGI, M.; GARCIA, L.; RUYSSCHAERT, J. M. Vaccination i the
recombinant allergen ProDer p 1 complexed with the cationic lip@l®d-amidine
preventsallergic responses to house dust riMtdecular Therapy, v. 6, p. 960-968,
2005.

JIAO, X.; WANG, R. Y.; FENG, Z.; ALTER, H. J.; SHIH, J. W. Modulation of cellular
immune response against hepatitis C virus nonstructural proteirc&ibpic liposome
encapsulated DNA immunizatioHepatology, v. 37, p. 452-460, 2003.

KASPER, L.H.; CURRIE, K.M.; BRADLEY, M.S. An unexpected response to
vaccination with a purified major membrane tachyzoites antig@a) (8f Toxoplasma
gondii. Journal of Immunology, v. 134, p. 3436-3451. 1985.

KAWAZOE, U. Toxoplasma gondii. In: Neves, D.P. Parasitologia Humana. 10 ed.
S&o Paulo: Atheneu. p. 149-156, 2002.

KIM, S. K.; KARASOV, A.; BOOTHROYD, J. C. Bradyzoite- spkc surface antigen
SRS9 plays a role in maintainifigxoplasma gondii persistence in the brainand in host
control of parasite replication in the intestihgfection and Immunity, v. 4, p. 1626-
1634, 2007.

KIM, H. Y.; KIM, Y. A.; KANG, S.; LEE, H. S.; RHIE, H. G.; AHN, H. J.; NAM, H.

49



W.; LEE, S. E. Prevalence ®bxoplasma gondii in Stray Cats of Gyeonggi-do, Korea.
KoreanJournal of Parasitology. v. 46, p. 199-201, 2008.

KOBLANSKY, A. A.; JANKOVIC, D.; OH, H.; HIENY, S.; SUNGNAK,W.;
MATHUR, R.; HAYDEN, M. S.; AKIRA, S.; SHER, A.; GHOSH, S. Reagation of
profiling by Toll-like receptor 12 is critical for host resiste toToxoplasma gondii.
Immunity , v. 1, p. 119-130, 2013.

KOTRESHA, D.; NOORDIN, R. Recombinant proteins in the diagnosis of
toxoplasmosisActa Pathologica Microbiologica Immunologica Scandinavicav. 8,
p. 529-542, 2010.

KRAVETZ, J. Congenital ToxoplasmosiSlinical Evidence-BMJ, v. 6, p.906, 2010.

KUWANA, M.; MATSUURA, E.; KOBAYASHI, K.; OKAZAKI, Y.; KABUR AKI, J.;
IKEDA, Y.; KAWAKAMI, Y. Binding of beta 2-glycoprotein | to anionic
phospholipids facilitates processing and presentation of a cryptape that activates
pathogenic autoreactive T celBood, v. 105, p. 1552-1557, 2005.

LAEMMLI, U. K. Cleavage of structural proteins during the assgndflthe head of
bacteriophage TMNature, v. 227, p. 680-685, 1970.

LALIBERTE, J.; CARRUTHERS, V. B.Toxoplasma gondii toxolysin 4 is an
extensively processed putative metalloproteinase secretedrflrcnonemesMolecular
and biochemical parasitologyv. 1, p. 49-56, 2011.

LAU, Y. L.; THIRUVENGADAM, G.; LEE, W. W.; FONG, M. Y. Immunogeaqi
characterization of the chimeric surface antigen 1 and 2 (SAG1T2xoplasma gondii
expressed in the yeast Pichia past®aasitology Researchv. 3, p. 871-878, 2011.

LEE, Y. H.; SHIN, D. W.; LEE, J. H.; NAM, H. W.; AHN, M. H. Vaccitian against
murine toxoplasmosis using recombindokoplasma gondii SAG3 antigen alone or in
combination with Quil AYonsei Medical Journal v. 3, p. 396-404, 2007.

LEKUTIS, C.; FERGUSON, D. J.; GRIGG, M. E.; CAMPS, M.; BOORGYD, J. C.
Surface antigens ofoxoplasma gondii: variations on a theménternational Journal
of Parasitology, v. 12, p. 1285-1292, 2001.

LEON-PONTE, M.; KIRCHHOF, M. G.; SUN, T.; STEPHENS, T.; SINGB.;
SANDHU, S.; MADRENAS, J. Polycationic lipids inhibit the pro-snhmatory
response to LP$mmunology Letters, v. 1, p. 73-83, 2005.

LETSCHER-BRU, V.; VILLARD, O.; RISSE, B.; ZAUKE, M.; KLEINJ. P.; KIEN,
T. T. Protective effect of vaccination with a combination of recombinant suaiatigen
1 and interleukin-12 against toxoplasmosis in minéection and Immunity, v. 9, p.
4503-4506, 1998.

LEWDEN, C.; DRABO, Y. J.; ZANNOU, D. M.; MAIGA, M. Y.; MINTA,D. K,;

SOW, P. S.; AKAKPO, J.; DABIS, F.; EHOLIE, S. P. Diseasdepas and causes of
death of hospitalized HIV-positive adults in West Africa: a noalintry survey in the

50



antiretroviral treatment eraournal of the International AIDS Society, v. 7, p. 17-
18797, 2014.

LI, Z. Y.; CHEN, J.; PETERSEN, E.; ZHOU, D. H.; HUANG, S. Y.; 8G, H. Q.;
ZHU, X. Q. Synergy of mIL-21 and mIL-15 in enhancing DNA vaccine efficaarest
acute and chroni€oxoplasma gondii infection in miceVaccine v. 25:3058-65, 2014.

LIAN, T.; HO, R. J. Y. Trends and developments in liposome drug delsygstems.
Journal of the Pharmaceutical Sciences. 90, p. 667-679, 2001.

LIU, Q.; SINGLA, L. D.; ZHOU, H. Vaccines againStoxoplasma gondii: status,
challenges and future directiotduman Vaccines & Immunotherapeutics v. 9, p.
1305-1308, 2012.

LONEZ, C.; VANDENBRANDEN, M.; RUYSSCHAERT, J. M. Cationigpbssomal
lipids: From gene carriers to cell signaliRyogress in lipid research v. 47, p. 340-
347, 2008.

LYONS, R. E.; McLEOD, R.; ROBERTS, C. Woxoplasma gondii tachyzoite
bradyzoite interconversiofrends in Parasitology. v. 18, p. 198-201, 2002.

MA, G. Y.; ZHANG, J. Z.; YIN, G. R.; ZHANG, J. H.; MENG, X. L.; ZAD, F.
Toxoplasma gondii: proteomic analysis of antigenicity of soluble tachyzoite antige
Experimental Parasitology, v. 1, p. 41-46, 2009.

MACEDO-JUNIOR, A. G.; CUNHA- JUNIOR, J. P.; CARDOSO, T. IBILVA, M.
V.; SANTIAGO, F. M.; SILVA, J. S.; PIROVANI, C. P.; SILVA, D. AMINEO, J. R.;
MINEO, T. W. SAG2A protein fronToxoplasma gondii interacts with both innate and
adaptive immune compartments of infected hd3sasites & Vectors v. 6, p. 1-163,
2013.

MACHADO, A. V.; CAETANO, B. C.; BARBOSA, R. P.; SALGADO, A. P;
RABELO, R. H.; GARCIA, C. C.; BRUNA-ROMERO, O.; ESCRIOU, N,
GAZZINELLI, R. T. Prime and boost immunization with influenza adenovirus
encoding theToxoplasma gondii surface antigen 2 (SAG2) induces strong protective
immunity. Vaccine v. 18, p. 3247- 3256, 2010.

MARIM, F. M.; SILVEIRA, T. N.; LIMA, D. S. JR.; ZAMBONI, D. SA method for
generation of bone marrow-derived macrophages from cryopreservece rhong
marrow cellsPLoS One 5:€15263, 2010.

MARTIN, V.; SUPANITSKY, A.; ECHEVERRIA, P. C.; LITWIN, S.; ANOCS, T.;
DE ROODT, A. R.; GUARNERA, E. A.; ANGEL, S. O. Recombinant GRAR@P2
protein combined with alum or the gra4 gene provides partial piaterrt chronic
murine models of toxoplasmosi&linical and Diagnostic Laboratory Immunology,
v. 4, p. 704-710, 2004.

McLEOD, R.; KIEFFER, F.; SAUTTER, M.; HOSTEN, T.; PELLOUX,. Why

prevent, diagnose and treat congenital toxoplasmdsorias do Instituto Oswaldo
Cruz, v. 2, p. 320-244, 2009.

51



MENDES, E. A.; FONSECA, F. G.; CASERIO, B. M.; COLINA, J. PAZZINELLI,

R. T.; CAETANO, B. C. Recombinant vaccines agaihggondii: comparison between
homologous and heterologous vaccination protocols using two viral vectorssrgre
SAG1.PL0S One v. 5:63201, 2013.

MINEO, J. R.; KASPER, L. H. Attachment dbxoplasma gondii to host cells involves
major surface protein, SAG-1 (P3@&xperimental Parasitology, v. 1, p. 11-20, 1994.

MONTOYA, J. G.; LIESENFELD, O. Toxoplasmosishe Lancet v. 363. p. 1965-
1976, 2004.

NAGEL, S. D.; BOOTHROYD, J. C. The Major Surface Antigen, P30laxbplasma
gondii Is Anchored by a GlycolipidThe Journal of Biological Chemistry, v. 264, p.
5569-5574, 1989.

POLLARD, A. M.; ONATOLU, K. N.; HILLER, L.; HALDAR, K.; KNOLL, L. J.
Highly polymorphic family of glycosylphosphatidylinositol-anchoradface antigens
with evidence of developmental regulation Toxoplasma gondii. Infection and
Immunity , v. 76, p. 103-110, 2008.

RANADE, V. V. Drug delivery systems. 1. site-spceific drugdivkry using liposomes
as carriersThe Journal of Clinical Pharmacology, v. 29, p. 685-694, 1989.

RAO, M.; ALVING, C.R. Delivery of lipids and liposomal proteins to ttyoplasm
and Golgi of antigen-presenting celfsdvanced drug delivery reviews v. 41, p. 171-
188, 2000.

REMINGTON, J. S.; THULLIEZ, P.; MONTOYA, J. G. Recent developmefus
diagnosis of toxoplasmosis. Journal of Clinical Microbiology, v. 3, p. 941-945, 2004.

RIBEIRO, D. P.; FREITAS, M. M.; CARDOSO, M. R.; PAJUABA, &.; SILVA, N.
M.; MINEO, T. W.; SILVA, J. S.; MINEO, J. R.; SILVA, D. A. Cp@DN combined
with Neospora caninum lysate, but not with excreted-secretedeantienhances
protection against infection in micéaccing v. 19, p. 2570-2579, 2009.

ROBERT-GANGNEUX; DARDE M. L. Epidemiology of and diagnosticastgies for
toxoplasmosisClinical Microbiology Reviews, v. 2, p. 264-296, 2012.

RODRIGUEZ-GASCON, A.; DEL POZO-RODRIGUEZ, A.; SOLINISM. A.
Development of nucleic acid vaccines: use of self-amplifying RNA lipid
nanoparticleslnternational Journal of Nanomedicine, v. 9:1833-43, 2014.

ROJO-MONTEJO, S.; COLLANTES-FERNANDEZ, E.; RODRIGUEZ-RREOS, S.;
PEREZ-ZABALLOS, F.; LOPEZ-PEREZ, |.; PRENAFETA, A.; ORGEA-MORA, L.
M. Comparative efficacy of immunization with inactivated wholenjaoites versus a
tachyzoite-bradyzoite mixture against neosporosis in niegasitology, v. 11, p.
1372-1383, 2011.

RONGEN, H. A.; BULT, A, VAN BENNEKOM, W. P. Liposomes and
immunoassayslournal of Immunological Methods, v. 2, p. 105-133, 1997.

52



ROSS, D. S.; DONALD, R. G. K.; MORRISSETTE, N. S.; MOULTON, A.
Molecular tools for genetic dissection of the protozoan pardsixeplasma gondii.
Methods Cell Biology, v. 45, p.27- 63, 1994.

RORMAN, E.; ZAMIR, C. S.; RILKIS, I.; BEM-DAVID, H. Congenitabxoplasmosis
prenatal aspects dfoxoplasma gondii infection. Reproductive Toxicology v. 21, p.
458-472, 2006.

SA, Q.; WOODWARD, J.; SUZUKI, Y. IL-2 produced by CD8+ immune dlls can
aug-ment their IFN-gamma production independently from their praliter in
thesecondary response to an intracellular pathobea.Journal of Immunology, v.
190, p. 2199-2207, 2013.

SABIN, A. B.; FELDMAN, H. A. Chorioretinopathy associated wither evidence of
cerebral damage in childhood; a syndrome of unknown etiology separaite f
congenital toxoplasmosidournal of Pediatrics, v. 35, p. 296-309, 1949.

SANTANA, S. S,; SILVA, D. A.; VAZ, L. D.; PIROVANI, C. P.; BRROS, G. B,
LEMOS, E. M.; DIETZE, R.; MINEO, J. R.; CUNHA-JUNIOR, J. P. Aysis of IgG
subclasses (IgG1 and IgG3) to recombinant SAG2A protein Timmplasma gondii in
sequential serum samples from patients with toxoplasmiosisunology Letters, v. 2,
p. 193-201, 2012.

SANTOS, N. C.; CASTANHO, M. A. R. B. Lipossomas: A bala magicartou?
Quimica Nova, v. 25, p. 1181-1185, 2002.

SCANGA, C. A.; ALIBERTI, J.; JANKOVIC, D.; TILLOY, F.; BENNOWNA,

S.; DENKERS, E. Y.; MEDZHITOV, R.; SHER, A. Cutting edge: MyDi&8required
for resistance toroxoplasma gondii infection and regulates parasite-induced IL-12
production by dendritic celldournal of Immunology, v. 12, p. 5997-6001, 2002.

SIACHOQUE, H.; GUZMAN, F.; BURGOS, J.; PATARROYO, M. EGOMEZ
MARIN, J. E.Toxoplasma gondii: immunogenicity and protection by P30 peptides in a
murine modelExperimental Parasitology, v. 114, p. 62-65, 2006.

SILVA, N. M.; GAZZINELLI, R. T.; SILVA, D. A.; FERRO, E. A.; KSPER, L. H.;
MINEO, J. R. Expression dfoxoplasma gondii- specific heat shock protein 70 during
In vivo conversion of bradyzoites to tachyzoitésfection and Immunity, v. 8, p.
3959-3963, 1998.

STRIEPEN, B.; ZINECKER, C. F.; DAMM, J. B.; MELGERS, P. A.; BWIG, G. J,;
KOOLEN, M.; VLIEGENTHART, J. F.; DUBREMETZ, J. F.; SCHWARZR.T.

Molecular structure of the "low molecular weight antigen"Tokoplasma gondii: a

glucose alpha 1-4 N-acetylgalactosamine makes free glypbsgphatidylinositols
highly immunogenicJournal of Molecular Biology. v. 4, p. 797-813, 1997.

STURGE, C. R.; YAROVINSKY, F. Complex immune cell interplay in tHeN-

y response durin@oxoplasma gondii infection. Infection and Immunity, 2014 [Epub
ahead of print]

53



SUPPLY, P.; SUTTON, P.; COUGHLAN, S. N.; BILO, K.; SAMAN,;EHREES, A.
J.; CESBRON DELAUW, M. F.; LOCHT, C. Immunogenicity of recomdmt BCG
producing the GRAL antigen fromoxoplasma gondii. Vaccine v. 17, p.705-714,
1999.

SZOKA, F. Jr.; PAPAHADJOPOULOQOS, D. Comparative properties anthads of
preparation of lipid vesiclessnnual Review of Biophysics & Bioengineeringv. 9, p.
467- 508, 1980.

SUZUKI, Y.; ORELLANA, M. A.; SCHREIBER, R. D.; REMINGTON, JS.
Interferon-gamma: the major mediator of resistance againgoplasma gondii.
Sciencev. 4851, p. 516-518, 1988.

TAIT, E. D.; HUNTER, C. A. Advances in understanding immunityTtxoplasma
gondii. Memorias do Instituto Oswaldo Cruz v. 2, p. 201-210, 2009.

TANAKA, S.; KURODA, Y.; IHARA, F.; NISHIMURA, M.; HIASA, J.; KOJIMA, N;
NISHIKAWA, Y. Vaccination with profilin encapsulated in oligomannosated
liposomes induces significant protective immunity agaliegbplasma gondii. Vaccine,
v. 16, p. 1781-1785, 2014.

TENTER, A. M.; HECKEROTH, A. R.; WEISS, L. MToxoplasma gondii: from
animals to humansgnternational Journal for Parasitology, v 30, p. 1217-1258, 2000.

TOELLNER, K. M.; LUTHER, S. A.,; SZE, D. M.; CHOY, R. K,; TAYQR, D. R,
MACLENNAN, I. C.; ACHA-ORBEA, H. T helper 1 (Thl) and Th2 charaistcs
start to develop during T cell priming and are associated witimarediate ability to
induce. The Journal of Experimental Medicine, v. 187, p. 1193-1204, 1998.

TREES, A. J.; WILLIAMS, D. J. L. Endogenous and exogenous transplacental
infection in Neospora caninum afdxoplasma gondii. Trends in Parasitology, v. 21,
p. 558-561, 2005.

VAN, T. T.; KIM, S. K.; CAMPS, M.; BOOTHROYD, J. C.; KNOLL,. J. The BSR4
protein is up-regulated imoxoplasma gondii bradyzoites, however the dominant
surface antigenrecognised by the P36 monoclonal antibody is SR8fhational
Journal of Parasitology, v. 8-9, p. 877-885, 2007.

VEMURI, S.; RHODES, C. T. Preparation and characterization mpdsbmes as
therapeutic delivery systems: a reviddharmaceutica Acta Helvetiag v. 70, p. 95-
111, 1995.

VERMA, R.; KHANNA, P. Development offoxoplasma gondii vaccine: A global
challengeHuman Vaccines & Immunotherapeutics v. 2, p. 291-293, 2013.

WALDELAND, H.; FRENKEL, J. K. Live and killed vaccines againsxdéplasmosis in
mice.The Journal of Parasitology v. 1, p. 60-65, 1983.

54



WANG, H. L.; PANG, M.; YIN, L. T.; ZHANG, J. H.; MENG, X. L.; ¥, B. F.; GUO,
R.; BAI, J. Z.; ZHENG, G. P.; YIN, G. R. Intranasal immunisatiorth&f recombinant
Toxoplasma gondii receptor for activated C kinase 1 partly protects mice ag&ins
gondii infection.Acta Tropica, v. 9, p. 58-66, 2014.

WANG, Y.; YIN, H. Research progress on surface antigen 1 (SA®Ipxoplasma
gondii. Parasites & Vectors v. 1, p. 7:180, 2014.

WASUNGU, L.; HOEKSTRA, D. Cationic lipids, lipoplexes and intdhdar delivery
of genesJournal Control Release v. 116, p. 255-264, 2006.

WATSON, D. S.; ENDSLEY, A. N.; HUANG, L. Design considerations lippsomal
vaccines: influence of formulation parameters on antibody and eeliated immune
responses to liposome associated antigéascine v. 13, p. 2256-2272, 2012.

WELTER, A.; MINEO, J. R.; SILVA, D. A. O.; LOURENCO, E. V.; FERRO, E. A. V,;
ROQUE-BARREIRA, M. C.; SILVA, N. M. BALB/c mice resistartb Toxoplasma
gondii infection proved to be highly susceptible when previously infectéth w
Myocoptes musculinus furmitefternational Journal of Experimental Pathology,

v. 88, p. 325-335, 2007.

YANG, C. D.; CHANG, G. N.; CHAO, D. Protective immunity agaifxoplasma
gondii in mice induced by a chimeric protein rSAG1PArasitology Researchv. 1, p.
58-64, 2004.

YAP, G. S.; SCHARTON-KERSTEN, T.; FERGUSON, D. J. P.; HOWE,S)ZUKI,

Y.; SHER, A. Partially protective vaccination permits the developroé latency in a
normally virulent strain ofToxoplasma gondii. Infection and Immunity, v. 66, p.
4382-4388, 1998.

YAROVINSKY, F.; ZHANG, D.; ANDERSEN, J. F.;BANNENBERG, G.
L.; SERHAN, C. N.; HAYDEN, M. S.; HIENY, S.; SUTTERWALA, F. S.; FLALL,
R. A.; GHOSH, S.; SHER, A. TLR11 activation of dendritic cells byratozoan
profilin-like protein.Sciencev. 5728, p. 1626-1629, 2005.

YAROVINSKY F. Innate immunity toToxoplasma gondii infection. Nature Reviews
Immunology, v. 2, p. 109-121, 2014.

ZHOU, F.; HUANG, L. Liposome-mediated cytoplasmic delivery of @irtg: an
effective means of accessing the MHC class I-restriattidemn presentation pathway.
ImmunoMethods, v, 4, p. 229-235, 1994.

ZOHRA, F. T.;, CHOWDHURY, E. H.; AKAIKE, T. High performance RNA

transfection through carbonate apatite-cationic liposome conjudgitesaterials, v.
30, p. 4006-4013, 2009.

55



