UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOMEDICAS

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM IMUNOLOGIA E PARASITOLOGIA
APLICADAS

Estudo de novos peptideos preditos in silico visando a inducéo de resposta
imune protetora contra a infeccao experimental de camundongos
C57BL/6 por Toxoplasma gondii

Heber Ledo Silva Barros

UBERLANDIA, 2015



UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOMEDICAS

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM IMUNOLOGIA E PARASITOLOGIA
APLICADAS

Estudo de novos peptideos preditos in silico visando a inducéo de resposta
imune protetora contra a infeccao experimental de camundongos
C57BL/6 por Toxoplasma gondii

Dissertacdo apresentada ao Colegiado
do Programa de Poés-graduacdo em
Imunologia e Parasitologia Aplicadas
como requisito parcial a obtencdo do
titulo de mestre.

Heber Ledo Silva Barros

Professor Doutor José Roberto Mineo

Uberlandia, 2015



Dados Internacionais de Catalogacdo na Publicag¢do (CIP)
Sistema de Bibliotecas da UFU, MG, Brasil.

B277¢
2015

Barros, Heber Ledo Silva, 1991-
Estudo de novos peptideos preditos in silico visando a indugdo de
resposta imune protetora contra a infeccdo experimental de

camundongos C57BL/6 por Toxoplasma gondii / Heber Ledo Silva
Barros. - 2015.

72 1. :il

Orientador: José Roberto Mineo.

Dissertagdo (mestrado) - Universidade Federal de Uberlandia,
Programa de P6s-Graduagdo em Imunologia e Parasitologia Aplicadas.
Inclui bibliogratia.

1. Imunologia - Teses. 2. Toxoplasma gondii - Teses. 3. Peptideos -
Teses. 4. Imunizacdo - Teses. I. Mineo, José Roberto. II. Universidade
Federal de Uberlandia. Programa de Pds-Graduag¢do em Imunologia e
Parasitologia Aplicadas. III. Titulo.

CDU: 612.017




@j SERVIGO PUBLICO FEDERAL

: > L7}

) MINISTERIO DA EDUCACAO \U/

S Tl UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA

b@|CB|M INSTITUTO DE CIENCIAS BIOMEDICAS PPIPA
Programa de Pés-graduagao em Imunologia e Parasitologia Aplicadas

Heber Leio Silva Barros

“Estudo de novos peptideos preditos in silico visando a indugao de resposta imune
protetora contra a infecgdo experimental de camundongos C57/BL6 por Toxoplasma
gondii”

Dissertagio apresentada ao Programa de
Pos-graduagdo em  Imunologia e
Parasitologia Aplicadas da Universidade
Federal de Uberlandia, para a obtengdo
do titulo de Mestre.

Area de concentragdo: Imunologia e
Parasitologia Aplicadas.

Banca Examinadora:

Uberlandia, 25 de setembro de 2015.

7T
Prof. Dr.(Hgitor Frdh drade Junior — IMT/SP-USP

dieacle Q)

Profa. Dra. Angelica de Oliveira 'm UFTM

S

Prof. Dr. José /f{oberto Mineo — ICBIM/UFU (orientador)

www.imunoparasito.ufu.br - E-mail: coipa@ufu.br - Telefax: (034) 3225-8672
Av. Amazonas, s/n - Bloco 4C, Sala 4C218 - Campus Umuarama
Uberlandia, MG, Brasil - CEP: 38.405-320



AGRADECIMENTO

A DEUS, por todas as dadivas e oportunidades alcangadas.

Aos meus pais, Harley e Helenilda, e irmdo, Hugo, cujo apoio, paciéncia, compreenséo,
amizade, amor e humor foram fundamentais durante toda a trajetéria, fazendo-a mais facil e
prazerosa.

A minha namorada, Lorraine, pela ajuda durante o planejamento dos experimentos e escrita
do texto, pelo apoio e sorriso nos momentos dificeis, pelo entusiasmo e interesse que
sempre me cativaram.

Ao meu orientador, prof. Dr. José Roberto Mineo, pela oportunidade concedida, confianca
depositada, ensinamentos transmitidos, pelo acompanhamento e orienta¢do durante todo o
trabalho.

Aos companheiros de bancada, Luis Carlos Gebrim de Paula Costa, Silas Silva Santana,
Fernando dos Reis de Carvalho, Vinicius Fernandes de Paiva, Patricio da Silva Cardoso
Barros e Ana Claudia Arantes Marquez Pajuaba pela amizade e ajuda essencial no
planejamento, execucdo e interpretacdo dos experimentos.

Aos técnicos do laboratdrio, Marley, Zilda e Cristina, pelo auxilio fornecido durante os
experimentos e pelo excelente convivio.

Aos colegas de laboratorio, Eliézer, Cristina, Lourenco, Marley, Zilda, Tamires, Leandro,
Vanessa Resende, Vanessa Miranda, Lydiane, Mylla, Maraisa e Flavia, pelos
conhecimentos compartilhados e momentos de convivio.

A familia Polloni, Luiz Sérgio, Aparecida, Luiz Paulo e Lorena, pela amizade e paciéncia.



“«

do se amoldem ao padrdo
deste mundo, mas transformem-
se pela renovacéo da sua mente,
para que sejam capazes de
experimentar e comprovar a
boa, agradavel e perfeita
vontade de Deus”

Romanos 12:2



RESUMO

A toxoplasmose é uma doenca parasitaria causado por Toxoplasma gondii, um protozoério
intracelular obrigatério capaz de infectar uma grande variedade de hospedeiros. A infeccao
normalmente ndo apresenta sintomas em individuos saudaveis, mas é especialmente severa
em pacientes imunocomprometidos ou durante a gestacdo, situa¢Ges nas quais o hospedeiro
é mais permissivo a multiplicacdo do parasito. Diversas espécies de animais também podem
ser infectadas por esse parasito, causando abortos e perdas econémicas em rebanhos. Os
tratamentos existentes consistem de drogas com alta toxicidade para o paciente, ndo sendo
apropriado para gestantes e fetos. Considerando essa dificuldade de tratamento, uma vacina
capaz de prevenir a doenga ou reduzir as sequelas causadas por ela seria extremamente
benéfico, tanto do ponto de visto medico como do veterinario. Até hoje, no entanto, ndo
existem nenhuma vacina, disponivel comercialmente, capaz de evitar a infec¢do pelo T.
gondii, exceto por uma vacina capaz de reduzir abortos causados por esse parasito em
rebanhos de ovinos. Considerando estes pontos, no presente estudo nds propusemos avaliar
a resposta imunoldgica induzida por peptideos sintéticos derivados de proteinas
imunodominantes (SRS, ROP, MIC e GRA) deste parasito. Primeiramente, 22 peptideos
foram selecionados, considerando os valores de predicao para epitopos de células B obtidos
por andlise in silico. Todos foram triados utilizando o soro de animais infectados, sendo que
11 peptideos foram selecionados de acordo com Vvarios critérios, entre eles a localizagdo da
organela da qual se originaram e a sororreatividade alcancada na triagem. Os peptideos
selecionados foram divididos em grupos e usados para imunizar camundongos C57BI/6. Os
animais imunizados foram infectados 45 dias ap0s a primeira imunizacdo com uma dose
subletal de 10 cistos da cepa ME49. Sangue e cérebro desses animais foram coletados, sendo
posteriormente utilizados para mensurar a producdo de citocinas, titulos de anticorpos a
quantificar a carga parasitaria. A analise de citocinas mostrou que todos grupos experimentais
tiveram niveis de IL-10, IL-4, IL-6, IL-2, IFN-y e IL-17 menores que 0 grupo ndo imunizado.
Além disso, os niveis de citocinas dos grupos SRS e MIC foram similares aos do grupo
imunizado com antigeno soltbel de T. gondii (STAQ). Os grupos imunizados com sequéncias
relacionadas aos antigenos de superficie (SRS) e micronemas (MIC) tiveram
significativamente menos DNA parasitario que o grupo ndo imunizado (PBS), similar aos
resultados obtidos do grupo imunizado com STAg. Outros grupos de animais foram
imunizados como descritos nesse trabalho e submetidos a desafio com 40 cistos. O grupo
SRS teve 0 maior tempo de sobrevivéncia, mas os resultados ndo foram estatisticamente
diferentes do grupo PBS. No presente trabalho, verificamos que peptideos derivados das
proteinas SRS e MIC demonstraram resultados promissores como antigenos vacinais no
modelo murinho C57BI/6, sendo que estudos adicionais sdo necessarios para confirmar seus
potenciais.

Palavras-chave: Toxoplasma gondii, imunoprofilaxia, peptideos, predicdo in silico.



ABSTRACT

Toxoplasmosis is a parasitic disease caused by Toxoplasma gondii, an intracellular protozoan
capable of infecting a wide range of hosts. The infection usually causes no disease in healthy
individuals, but it is especially severe for immunocompromised patients or during pregnancy,
situations when the parasite could have an environment more favorable for its multiplication.
Several species of animals also are infected by this parasite, causing abortion and livestock
economic losses as well. The existing treatment consists of drugs with high toxicity to patient,
being not appropriate particularly for the fetuses. Therefore, a vaccine capable of prevent the
disease or reducing the consequences would be extremely beneficial, both from medical and
veterinary point of view. So far, there is no vaccine available to prevent the disease and only
one vaccine capable of reducing abortion induced by this parasite is used currently only in
sheeps. Considering these points, we proposed to evaluate in the present study the immune
response induced by synthetic peptides derived from immunodominant proteins (SRS, ROP,
MIC and GRA) of this parasite. First, 22 peptides were selected considering the highest
scores for B cell epitope prediction by analysis in silico. All of them were screened, it was
selected 11 of them, according with their higher reactivity against serum samples from
infected animals, based on their organelle location and used to immunize C57BI/6 mice.
Afterwards, animals immunized were infected with a sublethal dose of 10 cysts of ME49
strain 45 days after the first step of immunization, blood and brains from immunized animals
were collected, being posteriorly used to measure cytokines production, antibody titers and
to quantify the parasite. Cytokines analysis showed that all experimental groups had 1L-10,
IL-4, IL-6, IL-2, IFN-y and IL-17 levels lower than non-immunized group. Also, the
cytokines levels from SRS and MIC immunized groups were similar to soluble Toxoplasma
antigen (STAQ) group. The immunized group with peptides from surface antigen proteins
related sequences (SRS) and micronemes (MIC) had significant lower parasite DNA than
non-immunized group (PBS), similarly to the results obtained from STAg immunized group.
Another groups of immunized animals were immunized with the same peptide groups and
submitted to challenge with 40 cysts. The group SRS had the longest survival time, but the
results were not statistically different from PBS group. In summary, peptides from SRS and
MIC proteins showed promising results as vaccine antigens in a murine model and further
studies are needed to confirm their potential.

Keywords: Toxoplasma gondii, immunoprophylaxis, peptides, in silico prediction.
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1 INTRODUCAO

Toxoplasma gondii é um protozodrio intracelular obrigatorio capaz de infectar uma
ampla variedade de hospedeiros, sendo importante tanto na medicina quanto na veterinaria
(OKADA et al., 2013). Foi descrito pela primeira vez por Nicolle e Manceaux em 1908, apds
a analise de tecidos obtidos de um pequeno roedor do norte da Africa, conhecido como gundi
(Ctenodactylus gundi). Logo, o0 novo parasito foi batizado de Toxoplasma (toxon, forma de
arco; plasma, vida) gondii (gundi) (DUBEY, 2008).

Toxoplasma gondii pertence ao reino Protista, sub-reino Protozoa, filo Apicomplexa,
ordem Eucoccidiida, familia Sarcocystidae, género Toxoplasma e espécie Toxoplasma
gondii. No filo Apicomplexa encontram-se ainda outros patdgenos de importancia médica e
veterinaria, como o Plasmodium spp., parasito responsavel por causar a malaria (KUMAR et
al., 2015); Cryptosporidium spp., responsavel por causar diarreias graves em individuos
imunocomprometidos (JACOB; LORBER, 2015); e o Neospora caninum, parasito causador
de patogenia em cées e bovinos (CIMINO et al., 2015; MOTA et al., 2014).

1.1 Toxoplasma gondii

O parasito possui ciclo biolégico composto por 3 estagios: o taquizoito, forma
circulante e capaz de intensa multiplicacdo; o bradizoito, encontrado no interior dos cistos
teciduais; e o esporozoito, encontrado no interior dos oocistos. Cada estagio € caracteristico
de uma fase da toxoplasmose (ROBERT-GANGNEUX; DARDE, 2012).

O taquizoito possui forma alongada e recurvado, assumindo forma de “meia-lua” ou
banana. As extremidades do parasito sdo diferentes: a extremidade anterior ¢é afilada e a
extremidade posterior arredondada (figura 1A). As dimensbes do taquizoito sdo de
aproximadamente 5 pm de comprimento e 2 um de largura. E capaz de se multiplicar
rapidamente (taquizoito vem de tachos, palavra grega para rapido), por endodiogenia, sendo
a forma parasitéaria encontrada durante a fase aguda da infeccdo. Esse estagio do parasito
possui diversas organelas, tais como anéis apicais, roptrias, micronemas, mitocondrias,
reticulo endoplasmaético, granulos densos, entre outros. O complexo apical chama a atencéo,

pois é peculiar ao filo Apicomplexa e responsavel por iniciar o processo de invasdo (BICHET
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et al., 2014; ROBERT-GANGNEUX; DARDE, 2012). Ele funciona como um canal,
atuando no direcionamento de proteinas e outras secrecdes durante o processo de invasdo
celular (DUBEY; LINDSAY; SPEER, 1998).

O bradizoito é a forma parasitaria encontrada dentro dos cistos em Vvarios tipos
celulares do hospedeiro. Esse estagio do parasito é caracteristico de infec¢Bes cronicas, pois
é capaz de produzir uma camada externa protetora que envolve centenas ou até milhares de
parasitos em um anico cisto (figura 1B). O numero de bradizoitos dentro de um cisto varia
com o tamanho dele, sendo que os cistos mais jovens normalmente sdo menores (10 um) e
eles podem aumentar de diametro até ficarem 10 vezes maiores (ROBERT-GANGNEUX;
DARDE, 2012). A estrutura do bradizoito € muito semelhante a do taquizoito, exceto por ele
ter maior comprimento e ser ligeiramente mais fino (7 um e 1,5 um, respectivamente.) e
possuir menor numero de roptrias, micronemas e outras organelas citoplasmaticas (DUBEY
etal., 1998).

O esporozoito pode ser encontrado dentro do esporocisto que, por sua vez, fica dentro
do oocisto. Cada oocisto maduro possui 2 esporocistos, que por sua vez possuem 4
esporozoitos cada, totalizando 8 esporozoitos por oocisto (figura 1C). E derivada da
reproducdo sexuada do parasito no Unico hospedeiro definitivo conhecido: membros da
familia felidae. Essa forma, dentro do oocisto, é a Gnica que pode ser encontrada no ambiente
(DUBEY et al., 1998).

Figura 1: Estagios infecciosos do T. gondii. (A): Taquizoitos de T. gondii corados com Giemsa. (B):
Cisto de T. gondii no tecido cerebral em corte corado com hematoxilina e eosina. (C): Oocisto
esporulado nédo corado. Fonte: Todas imagens foram obtidas do centro de controle e prevencédo de
doencas (center for disease control and prevention - www.cdc.gov).
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1.2 Ciclo bioldgico

Toxoplasma gondii € um parasito de ciclo heteroxeno, o que significa que ele possui
fases distintas em seu desenvolvimento: ele alterna entre as fases sexuada e assexuada de
acordo com o hospedeiro no qual se aloja. Os Unicos hospedeiros definitivos conhecidos
desse parasito sdo os membros da familia felidae, tais como o gato doméstico e outros felinos.
E somente nas células epiteliais do intestino desses animais que ocorre a reproducio sexuada.
O ciclo pode envolver diversos hospedeiros intermediarios, uma vez que o T. gondii é capaz
de infectar inimeros animais diferentes (GAZZINELLI et al., 2014).

O hospedeiro intermediario se infecta ao consumir alimentos ou agua contaminados
com o oocisto esporulado presente no ambiente ou carne malcozida que possua cistos. Ao
ser consumido pelo hospedeiro intermediario, as paredes do oocisto sdo destruidas pelo
conteddo estomacal, liberando os esporocistos que posteriormente liberam os esporozoitos
na altura do intestino. Os esporozoitos penetram nas células intestinais dos hospedeiros, onde
se diferenciam em taquizoitos e em seguida iniciam sua replicacdo. Esta ocorre de forma
assexuada e por endodiogenia, resultando numa quantidade de parasitos significativamente
maior gque a inicial. Uma vez que esse primeiro ciclo de replicacdo termine, os taquizoitos
destroem as células parasitadas e infectam quaisquer outras células nucleadas, resultando em
novo ciclo de multiplicacéo e lise, resultando em aumento da carga parasitaria, caracteristica
da fase aguda. Uma vez que a infeccdo aguda tenha sido controlada pelo hospedeiro, 0s
taquizoitos restantes se transformam na forma de bradizoito e formam os cistos intracelulares,
essenciais para a continuacao do ciclo (figura 2). Esses cistos ficam preferencialmente nos
tecidos musculares e no tecido nervoso. A partir desse ponto, hospedeiro e parasitos
convivem sem causar grandes danos um ao outro até o fim da vida do hospedeiro, exceto em
episddios de imunossupressdo (DUBEY et al., 1998; TENTER, 2009).

Uma vez que o animal parasitado, como roedores, passaros e outros pequenos
animais, é predado pelo felideo (ou ele consome os cistos de alguma outra forma), o ciclo
sexuado tem inicio. O cisto, assim como 0 oocisto, tem a parede destruida pelo conteudo
estomacal do felino, liberando os bradizoitos, que invadem as células do epitélio intestinal
do gato. Dentro destas células, os bradizoitos se multiplicam de forma assexuada. Em

seguida, os bradizoitos dentro das células se transformam em merozoitos através de um
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processo chamado esquizogonia. Os merozoitos rompem entdo as células do hospedeiro e

invadem outras, onde eles se transformam novamente, formando os gametas femininos e

masculinos através de um processo chamado de gamogonia. Gametas feminino e masculino

se unem, formando o oocisto. Esse oocisto é gerado dentro da célula e inicialmente néo é

esporulado. Apds sair da célula e ser expelido juntamente com as fezes do gato, esse oocisto

se torna esporulado (figura 2), pronto para recomecar o ciclo (DUBEY et al., 1998;
GAZZINELLI etal., 2014; TENTER, 2009).

A transmissdo pode ocorrer ainda sem a necessidade de oocistos: 0 hospedeiro

intermediario pode consumir a carne de algum outro animal parasitado, resultando na

liberagdo de bradizoitos no intestino, invaséo das células epiteliais intestinais, conversdo de

bradizoitos em taquizoitos e inicio da infec¢do aguda, como ja descrita (GAZZINELLI et al.,

2014).

Humanos podem ser
hospedeiros
intermedidrios
acidentais

Bradizoitos em cisto

tecidual y

Hospedeiro definitivo
consome alimento
contaminado com

Taquizoitos cistos

Oocisto ndo X 5
esporulado 7w %,

Oocisto esporulado no
ambiente

Cada oocisto maduro possui dois
esporocistos dentro dele, que por sua vez
possuem 4 esporozoitos cada

O hospedeiro intermediario se infecta ao consumir
alimentos ou dgua contaminadas com o oocisto maduro

Figura 2: Ciclo biol6gico do T. gondii. Este parasito possui ciclo heteroxeno, possuindo diferentes
estagios infecciosos, sendo capaz de infectar grande diversidade de hospedeiros intermediarios.
Fonte: imagem adaptada de Center for Food Security & Public Health, lowa State University
(http://www.cfsph.iastate.edu).
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1.3 Formas de transmissao

Toxoplasma gondii possui diversos estagios, sendo que a maiores deles sdo
infecciosos (taquizoitos, bradizoitos e esporozoitos). A alimentacdo normalmente € a maior
fonte de infeccdo, mas existem outras formas de transmissdo que surgiram com o0 avango da
medicina e atualmente ganham importancia (figura 3).

A via oral ¢ a mais comum e ocorre através da ingestdo de alimentos e &gua
contaminados com o oocisto ou carne malcozida contaminada com o cisto do parasito. Varios
fatores podem influenciar essa via de transmissao, sendo que boa parte deles é cultural: falta
de higiene, preferéncia por carne malcozida, possuir gatos como animais de estimacao e néo
restringir o acesso desses animais somente ao ambiente caseiro (DANTAS-TORRES;
OTRANTO, 2014; ESCH; PETERSEN, 2013). Um estudo europeu estimou que 30-63%
dos casos de toxoplasmose registrados no continente tiveram inicio com a infeccdo atraves
do consumo de carne inapropriadamente preparada, enquanto somente 6-17% dos casos
foram causados por contaminagdo ambiental (COOK et al., 2000). A contaminacéo por essa
via pode ser ainda maior em paises em desenvolvimento, tais como o Brasil, devido ao menor
acesso a saneamento e agua tratada (DANTAS-TORRES; OTRANTO, 2014).

Outra via de transmissdo é a congénita, ou vertical. Essa transmissdo ocorre quando
taquizoitos passam da mée para o feto através da placenta. A infeccdo em gestantes é uma
situacdo de risco, pois a toxoplasmose pode causar danos severos no tecido nervoso e até
morte do feto, tanto em humanos quanto em outros animais, sendo especialmente perigosa a
infeccdo priméaria (CAMARA,; SILVA; CASTRO, 2015; INNES et al., 2009). Essa
transmissao normalmente ocorre quando os taquizoitos, durante a replicacdo e disseminacao
intensa da fase aguda, colonizam a placenta e os tecidos fetais (ROBERT-GANGNEUX,
2014).

A transmissao via o0rgdos transplantados representa uma grave ameaca a saude dos
receptores dos Orgdos caso ele seja soronegativo para toxoplasmose, resultando em
toxoplasmose primaria e que sera ainda mais danosa devido ao ambiente imunossuprimido.
O risco de transmissdo aumenta significativamente quando o 6rgéo transplantado é o coracéo,
pois apesar do T. gondii parasitar quaisquer células nucleadas, ele possui preferéncia por

células do sistema nervoso e musculares (FERNANDEZ-SABE et al., 2012). Existem poucos
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casos registrados de transmissdo do T. gondii via transfusdo sanguinea (SIEGEL et al., 1971),
talvez pela implementagdo de politicas publicas de doagdo de sangue e pelo fato desse tipo
de transmissao ocorrer somente se o doador tiver o sangue colhido durante a fase aguda da
infeccdo, logo apds a infeccdo. Esse periodo ndo € constante, variando de acordo com a cepa
e status imunolégico do hospedeiro (SROKA et al., 2010).

A transmissdo pode ocorrer ainda de modo acidental, através do manuseio de
instrumentos perfuro cortantes contaminados com taquizoitos por profissionais da saide ou
pesquisadores. Existem poucos casos descritos de infeccdo dessa forma, sendo 14 deles com
infeccdo com a cepa RH através de agulha contaminada durante realizacdo de experimentos.
Nenhum dos casos resultou em parasitemia grave, visto que a quantidade “aplicada” foi
minima, mas houve a soroconversdo, indicando que realmente houve a infeccdo
(HERWALDT, 2001).
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Figura 3: Formas de transmissdo do T. gondii. Toxoplasma gondii pode ser transmitido pela via
oral, através da alimentacéo ou falta de higiene, pela via congénita, na qual a gestante é primariamente
infectada durante a gestacdo e pode transmitir o parasito para o filho (além da chance do feto ndo se
desenvolver normalmente). Outra via, menos frequente, é a transmissdo através de transplante de
Orgdos. Fonte: adaptado a partir de Esch e Petersen (2013).

1.4 Prevaléncia

Toxoplasma gondii € um parasito amplamente distribuido por diversas espécies de
animais, inclusive os humanos (SROKA et al., 2010). Acredita-se que um terco da populacéo
humana possui a forma cronica ou aguda da toxoplasmose, sendo que a prevaléncia pode
variar de 10-80% de acordo com a regido, condigdes socioeconémicas e aspectos culturais
analisadas (CARELLOS et al., 2014; TENTER, 2009). A prevaléncia da toxoplasmose é
associada a varios fatores socioecondmicos, culturais e climaticos. Regides proximas a linha
do Equador possuem clima mais favoravel (quente e imido) a persisténcia do oocisto no

ambiente, o qual pode se manter infeccioso por mais de um ano, aumentando a chance com
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que animais ou humanos possam ser infectados. Proximidade com animais de estimacao,
especialmente gatos e cées, pode aumentar a chance de transmissdo desse parasito
(DANTAS-TORRES; OTRANTO, 2014; TENTER; HECKEROTH; WEISS, 2000). A
alimentacdo, entretanto, é a maior responsavel pela disseminacdo do T. gondii devido ao
consumo de agua e alimentos contaminados com oocistos e consumo de carne malcozida
contaminada com cistos (TORGERSON; MASTROIACOVO, 2013).

Um estudo realizado no Brasil usou soros obtidos de gestantes com baixo poder
financeiro da cidade de Fortaleza, Ceard, para analisar a prevaléncia do parasito. O resultado
obtido mostrou que, de um total de 963 mulheres analisadas, 660 foram soropositivas para
toxoplasmose, tendo entdo uma taxa de aproximadamente 69% de gestantes infectadas com
esse parasito. Varios fatores foram analisados nesse trabalho, tais como condicGes de
infraestrutura bésica, rede de esgoto, pavimentacdo de vias publicas proximo ao domicilio
das gestantes, posse de cachorro ou gato como animais de estimacao, escolaridade, entre
outros, e os resultados demonstraram que comunidades em situagdes precérias apresentam
maior soroprevaléncia do T. gondii, além de relacdo positiva entre a presenca de animais de
estimacdo e T. gondii (SROKA et al., 2010). Outros estudos feitos em diferentes estados
brasileiros encontraram maiores soroprevaléncias: no estado de Maranhdo foi encontrada
sororreatividade de 78% das gestantes analisadas (CAMARA et al., 2015), enquanto na
populagéo carente do norte do estado do Rio de Janeiro 84% da populacdo de baixo poder
econémico foi soropositiva para o T. gondii (BAHIA-OLIVEIRA et al., 2003). Esses dados
revelam que diversas regides brasileiras sdo endémicas para toxoplasmose, atingindo altas
taxas de soropositividade, possivelmente motivadas pelo clima quente e umido de grande
parte do territorio brasileiro, ideal para a sobrevivéncia prolongada do oocisto no ambiente,
falta de conhecimento decorrente da educacdo deficiente, falta de saneamento basico,
convivio com animais criados soltos e consumo de alimentos e agua inapropriadamente
preparados.

A soroprevaléncia sistematica de T. gondii em animais ainda nao foi realizada, apesar
da importancia da transmissdo através de animais ser evidente, especialmente na
disseminacédo pela alimentagcdo com carne contaminada com cistos, como evidenciado por
estudos que demonstram a soroprevaléncia regional de determinadas espécies de rebanhos
usados na alimentacdo humana (BACCI et al., 2015; CORREIA et al.,, 2015;
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GEBREMEDHIN et al., 2015). Isso se deve a dificuldades propiciadas pelos diferentes tipos
de animais que podem agir como hospedeiros intermediarios, cada espécie com sua
resisténcia natural e também afetada pelo ambiente onde vive. Analises com rebanhos de
corte ja foram feitas, chegando a conclusao que porcos, ovelhas e bodes apresentam riscos
iminentes de transmissdo. Galinhas (e outras aves domeésticas dedicadas ao consumo),
coelhos, cavalos e vacas apresentam menores quantidades de cistos na carne (TENTER et
al., 2000). Medidas simples podem diminuir o risco de infeccdo desses animais, tais como
manter o rebanho sempre em ambientes controlados, ndo permitindo que outros animais,
especialmente roedores, gatos e cdes tenham acesso ao ambiente e tratamento da agua e
alimentos consumidos por esses animais, porém tais medidas atualmente estdo sendo
criticadas devido a preferéncia por animais criados de forma natural (ndo confinados)
(SCHLUTER et al., 2014). Quanto a prevaléncia de toxoplasmose em animais de estimacéo,
0 gato tradicionalmente representa um fator de risco para esse parasito, devido ao fato de ser
0 hospedeiro definitivo e liberar milhares ou milhdes de oocistos para 0 ambiente, mas outro
animal doméstico tem ganhado importancia com o avanco das pesquisas. O cdo, devido ao
comportamento de rolar em material em decomposicao e a coprofagia (uma pequena fracéo
dos oocistos que passam pelo intestino do animal sdo defecados pelo cdo da mesma forma),

pode veicular o0 oocisto para outros animais e ser humano (SROKA et al., 2010).

1.5 Relacdo parasito-hospedeiro

1.5.1 Invasdo da célula do hospedeiro

A invasdo da célula do hospedeiro é um ponto essencial para os integrantes do filo
apicomplexa, como o T. gondii, visto a obrigatoriedade de seu ciclo intracelular. A invasao
se divide em varios estagios e em cada um deles o parasito expressa diferentes proteinas, as
quais controlam fatores da célula hospedeira visando criar e manter um ambiente seguro,
além de garantir a disponibilidade de nutrientes necessarios para a replicacdo intensa
(DUPONT et al., 2014; HUNTER; SIBLEY, 2012).

O processo de invasdo se inicia com o contato e reconhecimento das células do
hospedeiro pelo parasito. Esse papel de reconhecimento é exercido pelos antigenos de

superficie do parasito (surface antigen — SAG) que recobrem sua membrana externa (LI1U et
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al., 2006). O proximo passo € a reorientacdo do parasito para que a sua extremidade apical
fique em contato direto com a membrana celular (uma vez que, durante o reconhecimento
promovido pelos antigenos de superficie, o protozoario pode estar com qualquer orientacao).
Essa reorientacéo é promovida pelos adesinas secretadas pelas micronemas (MIC), organelas
secretorias situadas proximas ao complexo apical, além de atuar também promovendo a
adesdo do parasito a célula (que se tornard) hospedeira (HUNTER; SIBLEY, 2012). Uma das
micronemas melhor estudadas é a MIC 2, essencial no adesdo e reorientacdo do parasito
(SIBLEY, 2011). Essas adesinas se ligam as proteinas alvo do hospedeiro com sua
extremidade extracelular, enquanto a extremidade intracelular fica ligada ao citoesqueleto do
parasito. A area de juncdo intima entre parasito e hospedeiro recebe o nome de jungédo de
movimento (SIBLEY, 2011). Juntamente com as adesinas, as micronemas secretam uma
proteina conhecida como antigeno de membrana apical (AMA) 1, que se espalha por toda
superficie do parasito, e proteinas das organelas roptrias, que se inserem na membrana
citoplasmatica da célula hospedeira (TYLER; TREECK; BOOTHROYD, 2011).

Uma vez que o parasito tenha se aderido a célula hospedeiro atraves das adesinas
secretadas pela MIC, o parasito comeca a invasao através de um processo conhecido como
gliding, no qual ele altera seu citoesqueleto rapidamente, de forma organizada e sucessiva, a
partir da juncdo de movimento. Nesse movimento, as adesinas secretadas pelas micronemas
e ligadas a proteinas da célula hospedeira sdo transportadas pela membrana do parasito, da
extremidade anterior até a extremidade posterior. I1sso fara com que haja uma invaginacao da
membrana citoplasmatica da célula a partir do ponto onde foi formada a juncdo de
movimento. Essa invaginacdo englobaré todo o parasito, resultando no vacuolo parasitoforo,
que o envolve durante quase toda sua estadia dentro da célula (TYLER et al., 2011).

Apds a invasao, o parasito estara alojado no compartimento citoplasmatico, dentro do
vacuolo parasitéforo, que o isola do resto do citoplasma da célula hospedeira. O vacuolo
parasitoforo é quase totalmente formado por componentes da membrana do hospedeiro, com
pequena participacao do parasito (cerca de 20%). Para que o0 vacuolo parasitario seja gerado
e mantido, as organelas ROP secretam proteinas diferentes que possuem diversas fungdes:
criar e manter a membrana do vacuolo parasitéforo, garantir que o hospedeiro ndo seja capaz
de fagocitar o parasito ao impedir que o vacuolo parasitoforo se funda com lisossomos e,

dependendo da viruléncia da cepa, regular a transcricdo de fatores proinflamatdrios pela
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célula, o que pode causar modulacdo da resposta imunolégica para um perfil permissivo a
infeccdo (DLUGONSKA, 2008; GAZZINELLI etal., 2014; HUNTER; SIBLEY, 2012).

Uma vez que o parasito esteja alojado no vacuolo parasitéforo e a célula tenha sido
controlada pelos fatores secretados pelo parasito, comeca a secrecéo de proteinas do granulo
denso (GRA). Essas proteinas possuem a capacidade de modificar a membrana do vacuolo
parasitoforo, tornando-a permeavel a nutrientes necessarios para a replicacao, além de agir
na célula hospedeira, mobilizando os nutrientes citoplasmaticos para serem usados pelo
parasito. Finalizados os preparativos, 0 parasito se divide por endodiogenia até atingir o
numero de 64 a 128 parasitos filnos. Nesse momento, os parasitos secretam moléculas que
facilitam o rompimento do vacuolo parasitéforo, que faz que fiquem livres no citoplasma,
em seguida provocam a lise da célula e caem no ambiente extracelular, onde recomegam o
ciclo (RAVINDRAN; BOOTHROYD, 2008).

1.5.2 Resposta imunoldgica

A resposta imunoldgica decorrente da infeccdo pelo T. gondii é caracterizada por um
conflito entre hospedeiro e parasito que se inicia no momento da infeccdo e termina somente
com a morte do hospedeiro, seja ela causada ou ndo pelo parasito.

A primeira etapa desse conflito ocorre com a infecgdo do hospedeiro. Ao consumir
alimentos contaminados com cistos ou oocistos de T. gondii, as formas infecciosas do
parasito sdo liberadas no intestino, onde os esporozoitos ou bradizoitos entram em contato
com as células do intestino. O reconhecimento inicial do parasito ocorre através de receptores
de reconhecimento de padrbes associados aos patdgenos (pathogen associated molecule
pattern — PAMP), notadamente através de receptores semelhantes a toll (toll like receptor -
TLR). Em murinos, o reconhecimento do T. gondii parece ocorrer principalmente através dos
TLRs 2,4, 7,9 e complexo TLR 11 e 12. TLRs 2 e 4 reconhecem a glicosilfosfatidilinosito
(glycosylphosphatidynositol-anchored proteins-GPI), uma proteina presente em toda
superficie do taquizoito e conservada entre as cepas (DEBIERRE-GROCKIEGO et al.,
2007); TLR 11 é capaz de reconhecer moléculas semelhantes a profilina (molécula
conservada entre parasitos protozoarios) e, juntamente com o TLR12, sinaliza o seu
reconhecimento para a molécula adaptadora MYD 88 (DUPONT; CHRISTIAN; HUNTER,
2012); TLR 7 e 9 reconhecem DNA e RNA parasitario que porventura sejam capturados nos
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endolisossomos da célula. (ANDRADE et al., 2013). Receptores de padrdo molecular
associado ao dano (damage associated molecular pattern - DAMP) também reconhecem
moléculas liberadas decorrentes do dano causado pelo parasito. O estimulo sofrido pelos
TLRs, DAMPs e PAMPs faz com que as células endoteliais infectadas e vizinhas a elas
liberem quimiocinas, que atraem células do sistema imunolégico (STURGE;
YAROVINSKY, 2014). Entre as células atraidas estdo os neutrdfilos, células dendriticas,
monocitos e, indiretamente, células NK (natural killer). Neutrofilos sdo importantes na
fagocitose de parasitos durante o estagio extracelular e na producéo das citocinas interferon
(IFN) y e fator de necrose tumoral (TNF) (STURGE; YAROVINSKY, 2014); mondcitos e
células dendriticas também exercem a fagocitose mas, diferente dos neutrofilos, elas séo
capazes de liberar IL-12, uma citocina capaz de ativar outras células do sistema imunoldgico.
As células dendriticas também tem a funcdo de apresentadora de antigenos para células T,
podendo facilitar a sua ativacdo e iniciar a fase adaptativa da resposta imune. As células NK
sdo ativadas por I1L-12 e produzem IFN-y, além de possuirem também funcdo citotdxica. A
partir desse ponto, comega um ciclo de feedback positivo onde o IFN-y liberado pelas células
NK estimula maior producéo de IL-12 pelas células dendriticas e mondcitos, que por sua vez
estimula o aumento da producdo de IFN-y (DUNAY; SIBLEY, 2010; STURGE;
YAROVINSKY, 2014; TAKEUCHI; AKIRA, 2010).

A imunidade adaptativa que se segue a imunidade inata é constituida de 2 pontos
principais: a imunidade humoral e a imunidade celular.

A imunidade adaptativa humoral é especifica ao estagio extracelular do parasito,
ocorrendo quando o taquizoito sai de uma célula infectada para infectar uma sadia ou em
eventuais situacBes nas quais algum cisto se rompa, liberando bradizoitos (MONTOYA;
LIESENFELD, 2004). Células APC (apresentadores de antigeno) iniciam a resposta
imunoldgica adaptativa ao apresentarem porc¢des do antigeno de T. gondii através do MHC
de classe | para células T CD4+ e, pelo MHC de classe IlI, para células TCD8+. A
apresentacdo de antigeno, juntamente com estimulos de citocinas e de moléculas co-
estimuladoras, ativa o linfécito TCD4+ presente nos 6rgdos linfoides secundarios que, por
sua vez, ativa linfécitos B dos o6rgaos linfoides secundarios (CORREA et al., 2007). Os
anticorpos produzidos contra o parasito possuem funcdes distintas: podem neutralizar

fragmentos chave do parasito, sem 0s quais a invasao e/ou replicacdo ndo possam acontecer;
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podem também opsonizar o patégeno, facilitando que células fagociticas possam captura-lo
e destrui-lo; e, por fim, anticorpos ligados a superficie do patdégeno sdo capazes de ativar a
via classica do complemento, resultando na destruicdo da membrana do parasito (DUPONT
etal., 2012).

A primeira classe de imunoglobulinas (lg), produzida por camundongos
imunocompetentes em resposta a infeccdo primaria com T. gondii, € a M, a qual j& pode ser
detectado entre 5 e 7 dias apds a infec¢do. Esses anticorpos sdo marcadores do inicio da fase
aguda da infeccdo por serem o0s primeiros a serem gerados e também o0s primeiros a
desaparecerem (exceto por raros casos em que seus niveis podem perdurar por meses).
Possuem menor capacidade neutralizante que o 1gG (CORREA et al., 2007; GRAS et al.,
2004; REMINGTON; THULLIEZ; MONTOYA, 2004). Observando o soro do animal, a
préxima imunoglobulina intensamente produzida é a 1gG, a qual ja comeca a ser detectada
antes mesmo do desaparecimento do IgM. Em camundongos, ela comeca a ser produzida 2
semanas apos a infeccdo e atingira niveis de producdo mais elevados que qualquer outra
imunoglobulina. Mesmo que o hospedeiro sobreviva a infeccdo cronica, niveis reduzidos
dessa classe de anticorpos perdurardo por toda a vida do hospedeiro, variando de acordo com
a estimulo fornecido pelos parasitos remanescentes. O IgG é o anticorpo mais eficiente no
combate ao parasito circulante (HEGAB; AL-MUTAWA, 2003; PALMEIRA et al., 2012).
Considerando que a infec¢do pelo T. gondii ocorre com o parasito penetrando através da
mucosa intestinal, IgA desempenha também um papel importante na protecdo das mucosas,
visto que este € 0 Unico anticorpo secretado em tais sitios, evitando que o hospedeiro seja
reinfectado com o parasito, ou pelo menos reduzindo a carga parasitaria da nova infeccéo.
Eventualmente essa classe pode ser encontrada em outros locais (MONTOYA;
LIESENFELD, 2004).

A imunidade celular é o aspecto mais importante da resposta imunoldgica contrao T.
gondii, pois o parasito € intracelular obrigatorio, o que significa que todo o seu ciclo
replicatorio, assim como as patogenias resultantes, ocorrem dentro da célula do hospedeiro.
A resposta adaptativa celular se inicia com a apresentacdo de moléculas fagocitadas pelos
MHC de classe Il de APCs que tenham fagocitado o parasito e pela exposi¢do da célula T a
citocina IL-12, resultando na diferenciacdo de células TCD4+ naive (virgem) em células da

subpopulacdo Thl (helper). Esse perfil de células Th € essencial para 0 combate a infeccéo.
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Células Thl diferenciadas e ativadas pela exposi¢do migram dos linfonodos para os tecidos
do hospedeiro, onde atuam secretando citocinas (especialmente IFN-y) que amplificam
mecanismos da resposta imune inata, tornando as células fagociticas mais eficientes
(SANECKA,; FRICKEL, 2012; STURGE; YAROVINSKY, 2014). O IFN- y produzido
pelas células TCD4+ (e outras células, tais como NKT, NK e neutréfilos) possui grande
importancia na imunidade contra o T. gondii, visto que sua funcdo é a de ativar diversas
células do sistema imune inato, especialmente o macréfago, fazendo com que eles fagocitem
mais parasitos que ndo estejam parasitando células e tornando-os também mais resistentes
aos parasitos que porventura ja os tenham invadido (MILLER, C. M. et al., 2009). Os
mecanismos de resisténcia a infeccao, induzidos pelo IFN- y, podem ocorrer pela expressao
aumentada de enzimas fagociticas, producdo de outras citocinas proinflamatérias e
diminuicdo da oferta de nutrientes necessarios para a replicacdo do parasito (ALIBERTI,
2005; DUPONT et al., 2012; MILLER, C. M. et al., 2009; STURGE; YAROVINSKY,
2014).

O IFN-y estimula a deplec&o de pelo menos dois nutrientes citoplasméticos essenciais
para a replicacdo do parasito: o aminoacido triptofano, o qual o parasito ndo é capaz de
produzir, é depletado através da maior expressdo da enzima indoleamina 3,2-dioxigenase
(IDO), responsavel por degradar esse aminoacido e, uma vez que a célula hospedeira ndo
possua 0s niveis minimos desse amino&cido, o parasito ndo conseguira se replicar (MILLER,
C. M. et al., 2009). O outro componente essencial para a replicacdo do parasito e que é
depletado pela agdo do IFN- y é o aminodcido L-arginina. Essa deplecdo ocorre
indiretamente, por acdo da enzima oxido nitrico sintase induzivel (iNOS), pois esta enzima
produz reativos intermediarios de nitrogénio (RNI) usando esse aminoéacido. Quando a
expressao de INOS é aumentada, a producdo de RNI também aumenta, diminuindo a
quantidade de L-arginina disponivel para replicacdo do parasito (MILLER, C. M. et al., 2009;
STURGE; YAROVINSKY, 2014).

O IFN-y estimula macrofagos a produzirem TNF, um potente estimulador de varias
células e mecanismos da resposta imune (ALIBERT], 2005).

Por fim, o IFN-y estimula a produgdo de vérias enzimas necessarias para a
amplificacdo da resposta imune. A iNOS € uma das enzimas estimuladas por essa citocina e

o efeito € 0 aumento da producdo de RNIs. Um dos RNIs produzidos é o 0xido nitrico (NO),
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que possui atividades microbicidas ao se combinar com varias proteinas presentes no vacuolo
parasitoforo e no prdprio parasito, modificando a estrutura e funcéo delas, o que acarreta a
perda de fungdo, culminando na inibicdo da replicacdo e morte parasitaria (MILLER, C. M.
et al., 2009). A producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) também é amplificada pelo
IFN-y. ROS sdo extremamente reativas e, uma vez que sejam liberadas no vacuolo
parasitoforo, promovem a destruicdo do parasito e eventualmente também destroem
componentes celulares (MUNOZ; LIESENFELD; HEIMESAAT, 2011).

As células TCD8+, conhecidas como linfocitos T citotdxicos, também participam na
imunidade contra o T. gondii. Quando sdo ativadas pelo IL-12, as células TCD8+ agem
lisando as células infectadas, importante para evitar que o parasito se multiplique, e produz
citocina IFN- y (DENKERS; GAZZINELLI, 1998; DUPONT et al., 2012).

1.5.3 Regulacéo da resposta imunolégica

A resposta imune dirigida contra o T. gondii é vital para a sobrevivéncia do
hospedeiro pois quando esse parasito ndo encontra obstaculos para sua replicacdo, como
observado em animais imunossuprimidos, a infeccéo leva a morte do hospedeiro ou resulta
em sequelas graves. Apesar de essencial, a resposta imune frequentemente € muito toxica ao
hospedeiro, como observado em modelos murinos susceptiveis como os da linhagem
C57BI/6, nos quais 0 excesso de ativacdo (induzida pelo IFN-y e TNF) leva a necrose da
mucosa intestinal e ao 6bito (EGAN; COHEN; DENKERS, 2012). Para limitar os efeitos
danosos causados pela resposta imune, o hospedeiro possui maneiras de regular a resposta
inflamatoria para que ela ndo cause mais danos que 0 necessario. A regulacdo da resposta
imune contra o T. gondii é exercida principalmente por duas citocinas, a IL-10 e o fator
transformador do crescimento B (TGF-B). A producdo dessas citocinas € feita por
subpopulacdes de células especificas, como as células T regulatdrias (Treg). O efeito da IL-
10 no ambiente inflamatdrio € a inibicdo da atividade microbicida de macrofagos, inibicao
da diferenciacdo de células T CD4+ para o perfil Thl e reducéo da produgéo de IFN-y por
células T e NK. O resultado é a inibicdo, ou reducéo, do feedback positivo entre IL-12 e IFN-
y, que leva & inibicdo da producdo dessas citocinas e regulacdo da resposta imune no sitio da
infeccdo, permitindo que o hospedeiro sobreviva a propria resposta imune durante a fase
aguda da infec¢do (BUTLER; HARRIS; BLADER, 2013; DUPONT et al., 2012).
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1.6 Diagnostico

O diagndstico da infecgdo por T. gondii hoje é feito, em humanos, preferencialmente
através de métodos indiretos que demonstram se o0 hospedeiro possui anticorpos especificos
ao patogeno e a classe de anticorpo detectado, demonstrando (nem sempre de forma precisa)
se a fase na qual a infeccdo se encontra é a aguda ou cronica (SENSINI, 2006). Existem ainda
outras formas de diagndstico, direto e indiretos.

As formas diretas de deteccdo buscam o parasito dentro dos tecidos do hospedeiro,
em tecidos como o sangue, ceérebro e outros tecidos. A deteccdo pode ser feita pelo
isolamento do parasito em cultura de células, inoculagdo de amostras bioldgicas com suspeita
de presenca do parasito em animais de laboratorio (bioensaio), reacdo em cadeia pela
polimerase (PCR) ou por outros métodos.

A PCR ¢é uma técnica capaz de detectar quantidades minimas do parasito na amostra
bioldgica, pois sequéncias gendmicas especificas do parasito sao amplificados através do uso
da enzima DNA polimerase. Essa técnica pode ser quantitativa ou qualitativa, de acordo com
0 método de deteccdo usado: o gel de agarose é usado para analises qualitativas, enquanto a
PCR em tempo real (com sondas que emitem fluorescéncia a cada sequéncia amplificada) é
usada para analises qualitativas. Quando aliada a um protocolo de extracdo do material
genético eficiente, essa técnica apresenta sensibilidade e especificidade altas, mas tem alto
custo e execucdo demorada, entdo ndo € usado na rotina hospitalar, exceto em casos de risco
nos quais a deteccdo da fase da infeccdo € essencial, como acontece em gestantes com
suspeita de toxoplasmose primaria (BIRADAR et al., 2014; BOURDIN et al., 2014;
SWITAJ et al., 2005).

O isolamento de parasitos em cultura de células ou em animais de laboratorio
(bioensaio) também sdo técnicas que visam identificar o parasito numa amostra bioldgica.
Nessas técnicas, as amostras biologicas em que (possivelmente) existam parasitos sao
inoculadas em cultura de células ou animal de experimentacdo, onde eles poderdo invadir
outras células. Caso haja algum parasito na amostra, ele migrara para as células da cultura ou
do animal, onde se replicaréo e, depois de alguns dias (varia de acordo com a carga parasitaria
presente na amostra inoculada) os parasitos serdo visiveis na cultura de células ou no material

colhido do animal infectado. Essa técnica ndo € usada para diagnostico hospitalar de rotina,
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ja que ela pode demorar até semanas para demonstrar algum resultado e na amostra devem
conter parasitos viaveis, o que afeta a sensibilidade do ensaio (FEITOSA et al., 2014;
MONTOYA,; LIESENFELD, 2004; ROBERT-GANGNEUX; DARDE, 2012).

Os métodos de diagnostico indireto se baseiam na deteccdo de anticorpos especificos
contra o parasito. Para isso, podem ser empregadas técnicas como a imunofluorescéncia
indireta, ensaios imunoenzimaticos (ELISA), reacBes de immunoblotting e outros. Essas
técnicas possuem boa sensibilidade e especificidade, mas ndo sdo capazes de diferenciar
estagios da infeccdo (aguda ou cronica), ou esses resultados sS40 menos precisos que 0S
métodos diretos (MARCOLINO et al., 2000; MCLEOD et al., 2009; SENSINI, 2006).

1.7 Tratamento

A fase aguda da toxoplasmose pode ser tratada através do uso de diferentes grupos
de drogas que agem diretamente sobre o parasito ou indiretamente, ao fazer com que 0s
taquizoitos ndo tenha acesso a nutrientes celulares (INNES, 2010). Drogas do grupo dos
folatos podem ser usadas para o tratamento da toxoplasmose, pois elas agem como
antagonistas do folato e inibem a sintese dele, resultando na reducdo da proliferacdo do
parasito. Os grupos de drogas dos macrolideos e das hidroxinaftoquinonas apresentam efeito
toxico ao parasito, inibindo moléculas que fazem parte da cadeia respiratdria do parasito. Por
fim, existem também as drogas do grupo das fluoroquinolonas, as quais impedem que o
parasito se multiplique ao inibir enzimas envolvidas na replicacdo de seu DNA (HEGAB;
AL-MUTAWA, 2003). Ainda nédo existe uma droga patenteada capaz de eliminar a forma
cronica da doenca (INNES, 2010)

1.8 Prevencao

A prevengdo da infecgdo pelo T. gondii € feita através da adogédo de medidas diversas,
especialmente alimentares, tais como ndo consumir carnes cruas ou malcozidas (sempre
submeté-las a temperaturas superiores a 70°C); lavar bem utensilios de cozinha que entrem
em contato com carne crua; somente beber agua filtrada ou fervida e lavar vegetais

consumidos crus com agua tratada; descascar vegetais e frutas consumidas cruas (quando
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possivel); lavar sempre as maos, especialmente apds manusear o solo em locais frequentados
por gatos; evitar contato com fezes de gatos. Com essas simples medidas, é possivel evitar a
infeccdo pelo T. gondii (BOJAR; SZY MANSKA, 2010; JONES; DUBEY, 2012; ROBERT-
GANGNEUX, 2014; SUKTHANA, 2006).

Atualmente, ndo existem vacinas contra o T. gondii para humanos e somente uma
para ovelhas, produzida a partir de taquizoitos vivos atenuados, usada para reduzir o nimero
de abortos em rebanhos (INNES, 2010). Pesquisas para desenvolver uma vacina contra esse
parasito enfrentam diversas dificuldades, como a diversidade de genotipos existentes no
ambiente (BOOTHROYD, 2009), os varios mecanismos de evasdo do parasito
(ZIMMERMANN et al., 2006) e a expressdo de proteinas distintas nas diversas fases do
parasito (VERMA; KHANNA, 2013). Buscando contornar essas dificuldades, diferentes
métodos de pesquisa sdo usados na tentativa de desenvolver uma vacina contra a
toxoplasmose, como parasitos inativados (ZORGI et al., 2011), imunizacdo com proteinas
do parasito (TAN et al., 2011; YUAN et al., 2011), vacinas com plasmideos contendo DNA
do parasito (ANGUS et al., 2000; XU et al., 2014) e, mais recentemente, imunizagdo com
peptideos derivados de proteinas imunodominantes do parasito (ZHANG, T. E. etal., 2015a).

Utilizar taquizoitos vivos e atenuados como antigenos vacinais € uma das estratégias
de vacinagdo mais antigas adotadas. Nela, o parasito inteiro é atenuado de alguma forma
como, por exemplo, a passagem dele em cultura de células ou exposicdo a materiais
radioativos (ZORGI et al., 2011). A Unica vacina veterinaria disponivel atualmente, toxovax,
¢ produzida dessa forma (VERMA; KHANNA, 2013). Essa técnica apresenta varias
desvantagens com relacgdo a outras, como o curto tempo pelo qual a vacina permanece viavel,
necessidade de produzir grandes quantidades do parasito e de manté-los sempre em
condicdes ideais de temperatura, o risco de acidentes que resultem em auto-infeccdo do
profissional envolvido na sua producao e na aplicacdo (VERMA; KHANNA, 2013).

Uma alternativa ao uso do parasito todo foi a utilizacdo de proteinas especificas dele
para imunizacdo. Para tanto, a escolha do antigeno torna-se um importante passo no
delineamento do estudo, pois é necessario escolher uma proteina que seja essencial para a
patogenia do parasito (AZZOUZ et al., 2012). Essa técnica apresenta vantagens quando

comparada com a utilizagdo do patdgeno atenuado, como a impossibilidade do profissional
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ser contaminado com o parasito e ndo necessitar de animais de experimentacao para a sua
producdo (AZZOUZ et al., 2012).

Por fim, surgiu uma nova estratégia para o desenvolvimento de vacina semelhante ao
uso de proteinas do parasito, exceto que o antigeno vacinal usado nesse método é bem menor.
A imunizagdo com peptideos derivados de proteinas imunodominantes do parasito € uma
estratégia nova, mas que ja apresenta resultados interessantes. Zhang e colaboradores (2015)
fizeram a predicao in silico de peptideos curtos (15, 30 e 32 aminoacidos) a partir do antigeno
da membrana apical-1, das roptrias 2 e 4.Utilizando esses peptideos para imunizar animais,
eles verificaram que houve producdo de anticorpos especificos aos antigenos, a resposta
imune celular foi amplificada pela imunizagdo, a carga parasitaria do cérebro foi reduzida e
a sobrevivéncia pos desafio foi aumentada. Torres-Morales e colaboradores (2014) também
observaram que peptideos sintetizadas a partir de roptrias obtiveram altos indices de

reconhecimento pelos soros de humanos infectados.
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2 JUSTIFICATIVA

A toxoplasmose é uma doenca que atinge um terco da populagdo humana e possui
prevaléncia desconhecida em boa parte dos animais, presumidamente tdo intenso quanto a
prevaléncia humana. Em humanos, a infecgdo por esse parasito € responsavel por extensa
morbidade e mortalidade em gestantes, fetos, neonatos e individuos imunocomprometidos e
responsavel por grandes perdas econdmicas na pecudria, causando aborto e morte em varias
espeécies de animais.

Toxoplasma gondii é um parasito capaz de empregar varios mecanismos para escapar
da resposta imunolégica do hospedeiro, possui ciclo heteroxeno no qual existem incontaveis
hospedeiros intermediarios acidentais e diferentes cepas do parasito no ambiente, entdo
desenvolver uma vacina que seja segura ao hospedeiro, capaz de combater a infeccdo aguda
e elimine, ou pelo menos reduza, os cistos teciduais na fase cronica € uma pesquisa que vem
sendo desenvolvida h& décadas e € considerada uma prioridade, visto a alta prevaléncia e
intensos danos sociais e econdmicos causados por esse protozoario. Tendo em vista esta
necessidade, no presente trabalho propusemos verificar a capacidade protetora de 22
peptideos sintetizados a partir de proteinas imunodominantes (SAG, ROP, GRA e MIC) e
que possuem fungdes essenciais na invasdo e/ou multiplicacdo do parasito, em modelo
murino de experimentacdo, buscando antigenos que possam diminuir os danos biolégicos,

sociais e econdémicos causados pela toxoplasmose.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral
o Avaliar a capacidade protetora de peptideos sintetizados a partir de proteinas

imunodominantes do parasito Toxoplasma gondii em modelo murino de infecgéo oral.

3.2 Objetivos especificos
e Verificar quais peptideos sdo mais reconhecidos pelos soros de animais infectados
e Analisar a resposta imune humoral em animais imunizados, antes e apos a infeccao
e Verificar se a imunizacdo com os peptideos induziu mudanga na producdo de citocinas
e Comparar a carga parasitaria cerebral de animais imunizados e ndo imunizados

e Desafiar animais imunizados e verificar a protecdo induzida pelos peptideos
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Predicdo, design e sintese dos peptideos
Para analisar a presenca de epitopos de célula B em antigenos imunodominantes de

T. gondii, sequéncias completas de proteinas desse parasito (SRS, ROP, MIC e GRA) foram
obtidas do banco de dados ToxoDB (http://www.toxodb.org/toxo). Os dados coletados foram

analisados usando recursos online de predicdo de epitopos de célula B, disponiveis no banco
de dados e recursos de analise de epitopos imunoldgicos (epitope database and analysis

resource — IEDB) (http://www.iedb.org). A predicdo dos epitopos lineares foi feita baseada

nos dados obtidos, através do método de predicdo de epitopos lineares Bepipred, usando o
score minimo de 1,5 (LARSEN; LUND; NIELSEN, 2006). Baseado nos resultados obtidos,
as sequéncias de 15 aminoacidos com maiores scores foram escolhidas como epitopos e
usados para desenhar os peptideos. A predicdo resultou num total de 22 peptideos que
satisfizeram todas condicdes (tabela 1). Esses peptideos foram submetidos a anélises de
BLASTP (Basic local alignment search tool for proteins), uma ferramenta capaz de comparar
se o trecho de interesse possui homdlogos com outros organismos. Os peptideos foram entéo
quimicamente sintetizados (GenScript EUA Inc., New Jersey, EUA), usando moléculas de
albumina bovina sérica (bovine serum albumin — BSA) como nlcleo aos quais as sequéncias
foram anexadas. Cromatografia liquida de alta performance (high-performance liquid
chromatography — HPLC) e espectrometria de massa foram realizadas para avaliar a pureza

e a sequéncia dos peptideos produzidos, servindo como controle da producdo dos peptideos.


http://www.toxodb.org/toxo
http://www.iedb.org/
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Tabela 1: Parametros da sintese dos peptideos. Os peptideos foram preditos in silico a partir de

proteinas imunodominantes do T. gondii, usando ferramentas de bioinformatica.

Peptideos Antigeno

Posi¢des de inicio e término

SCORE MAXIMO NA

PREDICAO
Pepl SRS16C-BSR4 336-350 aa 2,6
Pep2 SRS49A-SAG2Y 296-310 aa 3,0
Pep3 SRS49C-SAG2D 156-170 aa 26
SRS49D-SAG2C 324-338 aa !
Pep4 SRS52A 123-137 aa 2,7
Pep5 ROP7 528-542 aa 2,9
Pep6 MIC1 248-262 aa 3,2
Pep7 ROP2 100-114 aa 3,1
Pep8 MIC6 250-264 aa 2,7
Pep9 MIC8 27-41 aa 3,2
Pep10 MIC8 652-666 aa 3,0
Pepll MIC14 910-924 aa 2,9
Pep12 MIC14 946-960 aa 2,6
Pepl13 GRA4 40-54 aa 3,0
Pepl4 GRA4 176-190 aa 2,8
Pepl5 GRAG6 178-192 aa 2,8
Pepl6 GRA10 590-604 aa 4,1
Pepl7 GRA10 674-688 aa 2,8
Pepl18 GRA15 283-297 aa 2,8
Pep19 GRA15 370-384 aa 2,9
Pep20 GRA15 492-506 aa 2,7
Pep21 MIC2-associated 208-222 aa 29
protein-M2AP ’
Pep22 MIC2-associated 260-274 aa 31

protein-M2AP

4.2 Ensaio imunoenzimatico (ELISA)

ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) indireto foi feito para verificar a

presenca de imunoglobulinas G (IgG), como descrito em outro trabalho (MINEO;
CAMARGO; FERREIRA, 1980). Brevemente, placas de microtitulacdo de alta afinidade

(Corning Laboratories 3590 inc., New York, EUA) foram sensibilizadas com uma solucéo

de antigeno solivel de Toxoplasma gondii (STAg) em tampéo carbonato (pH 9,6) na

concentracdo de 10 pg/mL, 50uL por pogo, seguido por incubacdo de 18 horas a 4°C. Em

seguida, cada pogo foi lavado com 200 pL de PBS-Tween 0,05% (PBST) trés vezes. Entdo,

os sitios de ligagdo restantes dos pogos foram bloqueados com 100 pL de PBST-5% de leite

desnatado (PBSTD) por 1 hora a temperatura ambiente. A placa foi lavada novamente,
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amostras de soros dos camundongos foram diluidos em PBSTD na diluicdo de 1:50, e cada
poco recebeu 50 pL da dilui¢do do soro seguido por incubagéo de 1 hora a 37°C. Em seguida,
0s pocos foram novamente lavados e 50 pL de uma solugdo 1:2000 de anticorpos Fc
especificos anti-camundongos conjugados com enzima peroxidase (Sigma Chemical Co.,
Missouri, EUA), diluido em PBSTD, foi adicionado em cada po¢o, seguido por 1 hora de
incubacgéo a 37°C. Por fim, a reacéo foi revelada usando a solugéo comercial ABTS (0.03%
H202 e 0,01 M de crombgeno 2,2° -azin-bis-3-etil acido sulfonico benzotiazolina; Sigma
Chemical Co., Missouri, EUA). As placas foram lidas na faixa de 405 nm (Titertek Multiskan
Plus spectrophotometer, Flow Laboratories, McLean, EUA).

Para verificar a presenca de anticorpos especificos aos peptideos, foi utilizado o
protocolo descrito acima, com pequenas modificagdes. Antes de aplicar as amostras nos
pocos, cada soro foi incubado, por 2 horas a 37°C, com uma solucéo de BSA 0,5mg/mL em
PBST, seguido por centrifugacdo e coleta dos sobrenadantes, que foram posteriormente
usados como as amostras a serem aplicadas nos pogos. Com esse novo passo, anticorpos
especificos ao BSA foram neutralizados, garantindo que os anticorpos detectados na
conclusdo do experimento sdo especificos aos peptideos e ndo ao BSA. A placa foi
sensibilizada com uma solucdo de grupos peptidicos, com tampdo fosfato pH 6,5, na
concentracdo de 10 pg/mL. Nesse novo protocolo utilizamos somente PBST, tanto para
bloqueio dos sitios ndo sensibilizados das placas quanto para diluir os reagentes e amostras.
Por fim, pocos sensibilizados com BSA foram usados como controles. Tempo de incubacéo,

lavagem, temperaturas e demais reagentes foram 0os mesmos que 0s descritos anteriormente.

4.3 Animais e parasitos

Para realizar a triagem sorologica, utilizamos os soros de 10 camundongos fémeas
BALB/c, infectados com a cepa ME49 de T. gondii, cujas amostras foram coletadas nos dias
0, 7, 14, 21, 28, 49 e 60 pos infeccdo. As amostras faziam parte do banco de soros do
laboratorio.

Um total de 90 fémeas isogénicas de camundongos C57BI/6, tipo selvagem (wild type

— WT), foram fornecidas pelo centro de bioterismo e experimentacdo animal (CBEA) da
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Universidade Federal de Uberlandia (UFU). Os animais foram mantidos também no CBEA,
com agua e comida ad libitum e foram usados nos experimentos de imunizagao.

A cepa ME49 do parasito T. gondii foi usada para infectar os animais imunizados e a
cepa RH foi usada para produzir STAg.

4.4 Triagem soroldgica dos peptideos

Buscando selecionar os peptideos capazes de melhor estimular o sistema imunolégico
do modelo experimental, foi realizada uma triagem soroldgica com soros de camundongos
experimentalmente infectados com 10 cistos de ME49 de T. gondii. Amostras de sangue
foram coletados destes animais nos dias 0, 7, 14, 21, 28, 49 e 60 pds infeccdo para
acompanhar a producdo de anticorpos capazes de reconhecer o parasito e verificar se 0s
anticorpos produzidos por esses animais também seriam capazes de reconhecer os peptideos
sintetizados. A verificacdo da presenca de anticorpos foi realizada utilizando protocolo j&
descrito do método de ELISA. De acordo com os resultados obtidos, 11 peptideos foram
escolhidos e divididos em 4 grupos, separados de acordo com a proteina da qual derivaram
(SRS, GRA, MIC OU ROP) e um grupo no qual foram colocados os peptideos de melhor
performance de cada grupo, exceto pelo P10, escolhido para esse grupo devido a alta
sororreatividade precoce (MIX) (anexo 1). O peptideo 7 (grupo ROP) foi uma excecéo

devido ao pequeno numero de peptideos sintetizados daquela proteina (somente 2).

4.5 Producéo de STAg

STAGg foi necessario nos experimentos de ELISA e na imunizacdo de animais, agindo
como grupo controle em ambos casos.

STAg foi produzido como descrito em outros trabalhos (MINEO et al., 1980;
SANTANA et al., 2012). Brevemente, taquizoitos de T. gondii foram mantidos atraves de
passagens seriadas no peritdbnio de camundongos Swiss. O exsudato peritoneal de
camundongos infectados foi coletado e lavado em tampéo salina-fosfatado (phosphate-
buffered saline — pH7,2) e a suspenséo parasitaria foi ajustada para 1x108 taquizoitos/mL.

Entdo, a suspensdo foi submetida a ciclos de congelamento, aquecimento e sonicacao, na
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presenca de inibidores de protease, centrifugada, o sobrenadante coletado e o conteddo
proteico foi determinado pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976).

O método de produgdo in vivo de STAg foi preferido ao método in vitro devido ao
core utilizado na producdo dos peptideos, 0 BSA. Os meios de cultura utilizados na
manutencdo das células possuem BSA na sua composicdo, o que poderia influenciar nos
resultados de ensaios que comparassem resultados obtidos pelo grupo STAg e outros

imunizados com os peptideos.

4.6 Imunizacao, infeccéo e desafio

Os experimentos de imunizacgéo, infeccdo e desafio foram realizados usando um total
de 90 camundongos C57BL/6 isogénicas fémeas, com idades entre 6 e 8 semanas. 45 animais
foram imunizados inicialmente para posterior infeccdo subletal e o restante foi imunizado
posteriormente e usado no desafio. A imunizagao, em ambos casos, foi idéntica.

Os camundongos foram divididos em 9 grupos, cada grupo com 5 animais, sendo que
5 grupos foram imunizados com grupos de peptideos (grupos experimentais) e 0s outros 4
grupos foram imunizados com substancias necessarias para garantir a veracidade e melhor
andlise dos dados obtidos (grupos controle). Os grupos controles foram imunizados com
BSA+adjuvante (hidroxido de aluminio, Alhydrogen®, InVivoGen, California, EUA),
somente adjuvante, STAg ou PBS. Os animais foram imunizados 3 vezes com doses
idénticas, 10 pg de cada peptideo mais adjuvante (de acordo com instrucdes do fornecedor
do adjuvante), nos dias 0, 15 e 30.

Os peptideos usados na imunizagdo e os grupos controles foram descritos no quadro 1.

Quadro 1: Grupos de imunizagdo. Os grupos SRS, GRA, ROP, MIC e MIX sdo grupos
experimentais, enquanto STAg, BSA, adjuvante e PBS séo grupos controle.

SRS | GRA | ROP | MIC | MIX
Pep2 | Pep13 | Pep5 | Pep8 | Pep2 i
Pep3 | Pep15 | Pep7 | Pep 10 | Pep17 | STAg | BSA ?E{mae':]t)e PBS
Pep4 | Pep 17 - Pep21l | Pep5

- - - - Pep 10

Os animais do experimento de infeccdo subletal foram infectados via gavagem com

10 cistos da cepa ME49 de T. gondii, no dia 45. Amostras de sangue foram coletadas nos
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dias 0, 15, 30, 45 e 75 para avaliar a producao de anticorpos, e coletadas no dia 48 para avaliar
a producéo de citocinas. No fim do experimento, dia 75, os animais foram eutanasiados e 0s
cerebros coletados para posterior anélise da carga parasitaria (figura 4A).

A eficécia protetora dos peptideos foi verificada por outro experimento, realizado
com 45 C57BI/6 fémeas que foram imunizados em datas e com doses idénticas aos animais
do grupo de infecgéo subletal. Esses animais foram desafiados com 40 cistos de parasito da
cepa ME49, via gavagem, e foram usados para construir uma curva de sobrevivéncia (figura
4B).

A

Dia 0: primeira Dia 15: segunda Dia 30: terceira Dia 45: infecgdo. . Dia 75: Fim do
: o : T : o Dia 48: Coleta de .
imunizagdo. Coleta | imunizagdo. Coleta imunizagdo. Coleta Coleta de amostra experimento.
sangue. .
de amostra sangue | de amostra sangue W de amostra sangue sangue Coleta do cérebro

Dia O: primeira Dia 15: segunda Dia 30: terceira . . Dia 75: Fim do
: o : T : S Dia 45: Desafio. :
imunizagao. imunizagdo. imunizagdo. experimento

Figura 4: Delineamento dos experimentos de imunizagdo e infec¢cdo. Foram imunizados dois
grupos de camundongos C57BI/6 fémeas. O primeiro grupo (A) foi utilizado para estudar aspectos
das respostas imune inata, adaptativa e a morbidade induzida pela infecgdo (10 cistos) em animais
imunizados. O segundo grupo (B) foi imunizado de maneira idéntica ao primeiro e desafiado com 40
cistos de T. gondii, cepa ME49, visando observar se animais imunizados teriam uma sobrevivéncia
maior que animais ndo imunizados.

4.7 Anélise de produgcdo de citocinas

Para verificar a producdo de citocinas por animais imunizados e infectados, amostras
de sangue foram coletadas de todos animais 3 dias depois da infeccao, os soros foram obtidos

e armazenados a -70°C. As concentra¢Bes das interteucina (IL)-2, IL-4, IL-6, interferon
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(IFN)-y, fator de necrose tumoral (TNF), IL-17 e IL-10 foram mensuradas por citometria
(cytometric bead array™ — CBA, Th1/Th2/Th17 kit, BD Biosciences, San Jose, CA, EUA),
de acordo com as instrugdes do fornecedor. As amostras foram analisadas por citometria de
fluxo BD™ (FACSCantoll, BD Company, San Diego, CA, EUA) e os dados foram
interpretados utilizando um software especializado (FCAP Array — software version 3.0). As
concentracOes das citocinas foram determinadas atraveés de comparacdo com uma curva
padrdo construida com concentra¢fes conhecidas de citocinas murinas. Os limites de
deteccdo para as citocinas foi 0,1 pg/mL (IL-2), 0,03 pg/mL (IL-4), 1,4 pg/mL (IL-6), 0,5
pg/mL (IFN-y), 0,9 pg/mL (TNF), 0,8 pg/mL (IL-17) e 16,8 pg/mL (IL-10).

4.8- Carga parasitaria

A carga parasitaria foi mensurada através de uma relacdo da quantidade de DNA do
parasito pela quantidade de DNA do hospedeiro, usando dados obtidos através de reacéo em
cadeia pela polimerase quantitativa (quantitative polimerase chain reaction — qPCR). Para
obter esses dados, os cérebros dos animais foram primeiramente submetidos a extracdo do
DNA contido em amostras dos mesmos para posterior submissédo a qPCR.

O DNA foi extraido como descrito por MILLER, S. A.; DYKES; POLESKY (1988).
Uma amostra do cérebro de cada animal imunizado e infectado foi congelado em nitrogénio
liquido imediatamente apds a coleta e armazenados a -70°C. Entdo, o DNA destas amostras
foi extraido atraves do seguinte protocolo: 100 mg de amostra foi macerada usando
nitrogénio liquido e cadinho de porcelana. A amostra macerada foi pesada e todas as amostras
tiveram aproximadamente 20 mg. No préximo passo, 500 pL de tampdo NLB (tris-HCI, NaCl
e Na;EDTA), 16 pL de SDS 10% e 8 pL de solu¢do PK (20 mg/mL; Promega Corporation)
foram adicionados e as amostras foram incubadas por 12 horas a 50°C. Apds a incubacao,
150 pL de tampédo NaCl 6M foram adicionados e vortexados por 15 segundos. Entdo, as
amostras foram colocadas em gelo por 10 minutos e centrifugadas a 12000 RPM por 15
minutos. Apos a centrifugagdo os sobrenadantes foram coletados e 800 pL de etanol absoluto
(96%) foram adicionados e o tubo agitado por inversdo. Nesse ponto, 0 material genémico
formou uma nuvem de aparéncia viscosa no sobrenadante. O DNA foi coletado, 1 mL de

etanol 75% foi adicionado e centrifugado a 12000 RPM por 5 minutos. O sobrenadante entéo
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foi descartado. Por fim, os pellets obtidos foram ressuspendidos com 150-200 L de agua
destilada e estocados a -70°C. Antes de serem usados na gPCR, o DNA extraido foi
quantificado (NanoDrop® ND-1000 UV-Vis Thermo Scientific).

A gPCR foi realizada baseada no protocolo publicado por Collantes-Fernandez e
colaboradores (2002), com modificacdes. Brevemente, dois pares de primers foram usados
para amplificar o Tg529 (forward: 5° GCTCCTCCAGCCGTCTTG 3’; reverse 5’
TCCTCACCCTCGCCTTCAT 3%) e 0 GAPDH (forward:
5’GGAGAAACCTGCCAAGTATGATG; reverse: 5 CAGTGTAGCCCAAGATGCCC
3”), genes do parasito e hospedeiro, respectivamente. Foi preparada uma solugdo com DNA
polimerase, dNTPs, primers e tampdes de reacdes de acordo com as instrugdes do fabricante
(GOTAg gPCR mastermix; Promega Corporation, CA, EUA) e 5 pL de amostra, com
concentracdes de DNA ajustadas para 20 ng/uL ou 0,5 ng/uL para a amplificacdo com 0s
primers do parasito ou do hospedeiro, respectivamente. Em seguida, o DNA das amostras foi
amplificado usando 40 ciclos de aquecimento (95°C, 40 minutos) e resfriamento (60°C, 40
minutos) (Step One Plus, Life Technologies, CA, EUA) e os dados foram obtidos através do
sistema SYBR green de deteccdo. A analise foi feita usando o software especializado Step
One Plus gPCR (Life Technologies, CA, EUA).
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4.9 Etica e biosseguranca

Todos procedimentos com animais foram aprovados pelo comité de ética na
utilizacdo de animais (CEUA) da universidade federal de Uberlandia (UFU) (anexo 2).

Todos procedimentos que envolviam manuseio e/ou coleta de materiais bioldgicos,
reagentes e equipamentos foram realizados de acordo com normas de biosseguranca e
conduta laboratorial apropriadas (MINEO et al., 2005).

4.10- Andlises estatisticas

Todas anélises estatisticas foram realizadas usando o software Graph Pad Prism 4
(GraphPad Software, Inc., San Diego, EUA). Os dados obtidos foram submetidos ao teste de
normalidade Kolmogorov-Smirnov e, de acordo com o resultado obtido, foram classificados
em dados paramétricos ou ndo-paramétricos. Os dados ndo-paramétricos, dos experimentos
de citocinas, foram comparados utilizando o teste Mann-Whitney, enquanto as analises dos
dados paramétricos foram feitas usando o teste t ndo pareado para os resultados da carga
parasitaria e one-way annova para os resultados obtidos pela técnica de ELISA. Os resultados

foram considerados significativamente diferentes quando p<0,05.



42

5 RESULTADOS

5.1 Caracteristicas de peptideos sintetizados

Os peptideos usados nesse trabalho foram preditos a partir de dados obtidos em
bancos de dados e usando ferramentas de bioinformética, ambos disponiveis online. Para
verificar se as sequéncias preditas ndo possuiam homologia com sequéncias de outros
organismos, foram realizadas analises de BLASTP, confirmando que os peptideos nédo
apresentavam nenhum alinhamento significante com qualquer organismo além do T. gondii.
Com essa andlise, os peptideos foram sintetizados quimicamente, as sequéncias dos
aminoacidos foram correspondentes ao predito e a pureza obtida foi de 95%.

5.2 Sororreatividade de animais infectados com T. gondii

Os 22 peptideos foram triados usando o soro de camundongos experimentalmente
infectados. Utilizando a técnica de ELISA, varias placas foram sensibilizadas com diferentes
peptideos visando verificar se os anticorpos gerados pelos animais infectados seriam capazes
de fazer esse reconhecimento e também foi analisada a cinética de reconhecimento desses
anticorpos por um periodo de 60 dias. Os resultados obtidos foram representados no anexo
1. Os peptideos foram reconhecidos em intensidades distintas, mas em geral apresentaram 0s
mesmos comportamentos: aumento de absorbancia do 7° ao 49° dia, seguido por queda até
0 60° pods infeccdo. Os peptideos 2, 3, 4, 5, 8, 10, 13, 15, 17 e 21 se destacaram com
reconhecimentos mais intensos, alcangando absorbéancia liquida de até 0,6. O peptideo 10,
além de ser intensamente reconhecido a partir do dia 14 po6s infeccdo, apresentou alta
sororreatividade na fase mais aguda da infeccdo, com alto reconhecimento no dia 21 pds
infeccdo, observado somente nesse peptideo. Foi observado também que nenhum dos

peptideos atingiu as absorbancias liquidas alcancadas pelo STAg.
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5.3 Delineamento dos grupos de imunizacéo

Os grupos experimentais foram formados a partir dos peptideos cujos resultados de
reconhecimento foram mais intensos no 49° dia pos-infeccdo da triagem soroldgica (figura
4).
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Figura 5: Sororreatividade observada no dia 49 p6s infeccédo. Animais BALB/c foram infectados
com 10 cistos de ME49, via intraperitoneal, e amostras de sangue foram coletadas em varias datas.
Os resultados representados foram obtidos pela técnica de ELISA indireta, sensibilizando placas com
0s peptideos e usando os soros do 49° dia pos-infec¢do. As linhas tracejadas representam o cutoff de
cada grupo (elaborado especificamente para cada grupo visando destacar os peptideos de melhor
performance), sendo que os peptideos cujas médias excederam o cut-off foram considerados
candidatos para a vacinacao. (a): Grupo SRS: os peptideos 2, 3 e 4 foram selecionados para 0 grupo
de imunizacdo. (b): Grupo GRA: peptideos 13, 15 e 17 foram selecionados para o grupo de
imunizacdo. (c): Grupo ROP: os Unicos peptideos sintetizados foram selecionados. (d): Grupo MIC:
varios peptideos passaram o valor de cutoff entdo selecionamos os peptideos de maior
disponibilidade, que sdo os peptideos 8, 10 e 21.
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Os peptideos foram divididos em 5 grupos experimentais, sendo eles agregados de
acordo com as organelas parasitarias das quais foram preditas, e 4 grupos controle, conforme
descrito no material e métodos. Os peptideos escolhidos e os grupos controles foram

representados no quadro 1.

5.4 Imunizag&o dos animais

5.4.1 Resposta imunoldgica especifica aos peptideos

Os 90 animais foram divididos em 9 grupos. Cada animal foi imunizado com 10 pg
de cada peptideo do seu grupo mais adjuvante e, no 45° dia pos primeira imunizacgdo, 0s
grupos de animais foram divididos novamente, resultando em grupos de imunizagédo com 5
animais cada. Metade dos animais foram usados nos ensaios para avaliacdo de morbidade,
enguanto a outra metade foi usada no desafio letal.

O ensaio de morbidade foi feito infectando cada animal com 10 cistos via oral e foram
colhidas amostras de sangue desses animais em varios momentos durante a imunizacao, antes
e apos a infeccdo. Para verificar se os peptideos, juntamente com o adjuvante, seriam capazes
de estimular os animais a produzir uma resposta imunoldgica especifica aos antigenos
vacinais, foram realizados ELISAs indiretos com os soros dos animais imunizados (antes do
45° dia) e infectados (ap6s 0 45° dia pds primeira imunizagdo) em placas sensibilizadas com
0s peptideos de cada grupo (figura 5). Os resultados demonstraram que todos os grupos foram
capazes de induzir a producdo de anticorpos, havendo variagdes significativas entre eles,
sendo que o grupo ROP teve as menores médias em todas as datas quando comparado aos
outros grupos, que se mantiveram em niveis semelhantes a partir do 15° ou 30° dia. O grupo
MIC apresentou a maior producdo na data de 15 dias entre todos grupos, atingindo o pico de
producdo no 15° dia e se mantendo em niveis semelhantes nas datas seguintes. O grupo SRS
se manteve semelhante ao grupo MIC em todas datas, exceto no dia 15, quando sua producéo
foi significativamente menor. O grupo GRA néo apresentou diferengas significativas com o
grupo MIC. O grupo MIX teve a producgéo de anticorpos do dia 15 semelhante a produgéo

do grupo ROP, sendo a producéo das demais datas semelhantes ao grupo MIC.
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Figura 6: Producdo de anticorpos especificos aos peptideos por animais imunizados e
infectados. Os animais foram imunizados trés vezes com os peptideos designados para cada grupo.
Amostras de sangue foram coletados nos dias 0, 15, 30, 45 e 75 p0s primeira imunizacdo e uma fragéo
dos soros coletados dessas amostras foi utilizado para verificar a produgdo de anticorpos especificos
contra os peptideos usados na imunizagdo através da técnica de ELISA indireto para detecgdo de IgG.
Os resultados foram representados em média e desvio padrdo, sendo o simbolo * indicativo de
diferenca significativamente diferente, quando submetidos ao teste one-way annova. A linha tracejada
indica o cutoff da reacdo.

5.4.2 Resposta imunoldgica especifica ao STAg

Visando verificar se a imunizagdo com peptideos seria capaz de gerar resposta
especifica contra 0 STAg, foram realizados experimentos de ELISA indireto sensibilizando
placas com STAg e utilizando amostras de soro de animais imunizados, antes e depois da
infeccdo. Os resultados obtidos foram representados na figura 6. Nenhum grupo apresentou
reconhecimento ao STAg, exceto pelo grupo controle imunizado com STAg, cujas
absorbancias foram se elevando gradualmente até atingirem o pico, no dia 75. Somente apds
a infeccdo que foi verificado a producéo de anticorpos especificos ao STAg (dia 75) e a
producdo apresentou intensidades distintas entre os grupos. Os grupos SRS, GRA, ROP e
MIX apresentaram resultados significativamente diferentes dos grupos STAg e alimen,

enquanto os grupos MIC, BSA e PBS ndo foram significativamente diferentes de nenhum

grupo.
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Figura 7: Producéo de anticorpos especificos ao STAg por animais imunizados e infectados.
Amostras de sangue foram coletadas de animais imunizados, antes e apés a infecgdo, e aplicados em
placas de ELISA sensibilizadas com STAg. Os resultados foram expressos em média e desvio padrdo
e as letras colocadas no topo de cada barra indicam quais grupos foram diferentes (letra “a” indica
resultados significativamente diferentes da letra “b”, enquanto a sigla “n.s.” significa que aquele
grupo ndo foi estatisticamente diferente de nenhum outro grupo) pelo teste one-way annova. (a):
amostras foram avaliadas nos dias 0, 15, 30, 45 e 75 pds primeira imunizagdo, sendo que a infeccao
foi feita no dia 45. O STAg foi o Unico grupo que apresentou diferenca estatisticamente significativa
nas datas pré-infeccdo (anterior ao dia 45). (b): O dia 75 do gréfico anterior foi isolado para melhor
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visualizacdo. A linha tracejada representa o cutoff da reacéo.
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5.5 Producdo de citocinas na fase aguda da infeccao

Para avaliar se houve producdo diferenciada de citocinas nos grupos imunizados,
amostras de sangue de todos animais do ensaio de morbidade foram coletadas 3 dias apés a
infeccdo. Os soros coletados dessas amostras foram utilizados para verificar as concentracfes
das citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17, IFN-y e TNF. Para mensurar as concentragoes
séricas dessas citocinas foi usada a técnica da citometria. As concentragdes resultantes desse
experimento demonstraram que os grupos tiveram diferentes perfis de producéo de citocinas
(figura 7). O grupo PBS se sobressaiu na producéo de todas citocinas, exceto TNF. O grupo
MIC teve comportamento semelhante ao do grupo controle STAg, com todos niveis de
citocinas reduzidos. O grupo ROP apresentou quantidades medianas de citocinas, se
aproximando mais das concentracdes do grupo PBS que os outros grupos (experimentais ou
controle), exceto pelas citocinas I1L-2 e IL-4. Os grupos que mais produziram IL-2 e I1L-4
foram os SRS e STA(g, respectivamente.

A citocina que apresentou o resultado menos uniforme foi o TNF: os grupos ROP e
MIX foram responsaveis pelos maiores niveis dessa citocina, produzindo significativamente
mais que o grupo PBS. O grupo MIC apresentou a menor producdo de TNF, ainda que a

diferenga ndo tenha sido estatisticamente significativa.
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Figura 8: Expressdo de citocinas por animais imunizados 3 dias ap6s a infeccdo. As
concentragdes séricas das citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17, IFN-y e TNF foram mensuradas
através de citometria de fluxo, 3 dias ap0s a infeccdo dos animais imunizados. Os niveis de citocinas
obtidos foram representados como mediana. Os dados foram submetidos ao teste Mann-Whitney e o0s
grupos que apresentaram diferenca estatisticamente significantes (p<0,05) do grupo controle PBS
foram representados com o simbolo *.

5.6 Quantidade de DNA parasitario em animais infectados

Para avaliar a capacidade dos peptideos de influenciar na quantidade de parasitos
encistados no tecido cerebral do hospedeiro, os animais de todos grupos usados no ensaio de
morbidade foram sacrificados 30 dias pds-infeccdo (75° dia pds-primeira imunizagdo) e 0s
cérebros coletados. Amostras dos cérebros foram usados para quantificar o DNA parasitario
pela técnica de gPCR e esses dados foram representados na figura 8. Os resultados obtidos
demonstraram que, juntamente com o grupo MIX, os animais imunizados com peptideos
ROP possuiam as maiores quantidades de DNA parasitario. Os grupos MIC e STA(g, seguido
pelo SRS, obtiveram as menores contagens de DNA parasitario, sendo significativamente
menores que as contagens do grupo PBS. Os grupos GRA, MIX, BSA e alimen tiveram
quantidades intermediarias de DNA parasitario, ndo apresentando diferencas significativas

com o grupo PBS.
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Figura 9: Quantidade de DNA parasitario encontrado no cérebro dos animais imunizados, 30
dias apos infeccdo. Os animais usados no ensaio de morbidade foram sacrificados 30 dias apos a
infeccdo. Seus cérebros foram coletados e 0 DNA parasitario foi detectado através da técnica de
reacdo em cadeia pela polimerase quantitativa (quantitative polimerase chain reaction, gPCR). Os
resultados foram submetidos ao teste t ndo pareado e 0s grupos estatisticamente diferentes foram
representados com os simbolos *, quando p<0,05, e **, quando p<0,001.

5.7 Desafio letal e curva de sobrevivéncia

Os 45 animais ndo utilizados no ensaio de morbidade foram infectados com 40
cistos/animal da cepa ME49, via oral. Do 45° ao 75° dia p6s primeira imunizacao, esses
animais foram observados quanto a prote¢do induzida pelos peptideos frente a um desafio
letal, sendo que em nenhum momento foram colhidas amostras deles para ndo comprometer
0 experimento. Os resultados estdo representados na figura 9. O grupo PBS foi o primeiro no
qual todos animais morreram, sendo que o primeiro animal morreu no setimo dia e o ultimo
no nono dia pos-infecgdo. O grupo STAg foi 0 Unico no qual houveram sobreviventes, com
40% dos animais sobrevivendo até o fim do experimento (30 dias pés-infec¢do). Todos 0s
outros grupos, tanto controles como experimentais, ndo tiveram sobreviventes, variando os

dias nos quais os animais morriam. O grupo SRS foi o grupo experimental cuja sobrevivéncia



50

foi mais prolongada, com o ultimo ébito ocorrendo no dia 13. Os grupos MIC, GRA, ROP,

MIX, BSA e alimen tiveram Gbitos entre os dias 9 e 11 pos-infeccdo, sendo que nenhum

desses grupos teve sobreviventes.
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Figura 10: Desafio letal com 40 cistos por animal. Cada animal imunizado foi desafiado com 40
cistos no 45° dia pds primeira imunizagdo. Os grupos eram compostos por 5 animais e ambos graficos
representam um mesmo experimento que, para melhor visualizaco, foi dividido em duas partes.
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6 DISCUSSAO

Desenvolver uma vacina efetiva contra T. gondii tem sido um desafio por um longo
tempo e, durante as investigacOes feitas com este objetivo, varias ferramentas foram
utilizadas (JONGERT et al., 2009). Uma das ferramentas mais recentemente empregadas,
capaz de alcancar resultados significativos, é a utilizacdo de ferramentas de bioinformatica
na predicdo de epitopos imunodominantes (GOODSWEN; KENNEDY; ELLIS, 2014;
WANG, Y. et al., 2014). Dentre os diversos enfoques que tem sido utlizados, a predicdo de
estruturas, funcdes proteicas e epitopos imunodominantes tem se destacado (ROMANO;
GIUGNO; PULVIRENTI, 2011) e os resultados tem propiciado o esclarecimento de fungdes
bioldgicas e novos antigenos com potencial vacinal (LU et al., 2015; ZHANG, N. Z. et al.,
2014). No presente trabalho, foi realizada a predicao in silico de 22 peptideos, levando em
conta os scores de predicdo para epitopos de célula B. Neste sentido, 22 peptideos foram
triados, utilizando-se amostras de soros de animais infectados, e os resultados foram
utilizados para se analisar o perfil de reconhecimento de cada peptideo pelos soros dos
animais infectados. A partir dos valores obtidos nesta triagem, os peptideos que apresentaram
maiores graus de reatividades foram selecionados para serem utilizados em protocolos de
imunizacdo em diferentes grupos de camundongos C57BL/6. A partir desses grupos, foi
possivel mensurar aspectos da resposta imunoldgica humoral e celular dos animais, assim
como a protecdo induzida no experimento de desafio.

A investigacdo de proteinas, ou fragmentos delas, na busca por antigenos vacinais é
uma ferramenta extensivamente utilizada (CUPPARI et al., 2008; EL BISSATI et al., 2014;
PETERSEN et al., 1998; TAN etal., 2011). Escolher a proteina alvo é o primeiro passo para
a pesquisa de antigenos vacinais. Varios trabalhos publicados até hoje demonstraram que
utilizar proteinas imunodominantes (ou porcGes derivadas delas) do T. gondii para
imunizacdo resulta em diferentes niveis de protecdo. Zhang e colaboradores (2013)
investigaram a capacidade de proteinas recombinantes de ROP 5 e SAG (proteina de
superficie) 1, verificando que a imunizacdo aumenta significativamente a sobrevivéncia de
animais desafiados. Fang e colaboradores (2012) encontraram resultados ainda mais
expressivos usando proteinas recombinantes derivadas de SAG 1 e MIC 3. Observando esses
e outros resultados (PENG et al., 2009; PETERSEN et al., 1998), no presente trabalho foi



52

realizado um processo de predicdo, baseando-se em scores de célula B, tendo sido sintetizado
22 peptideos derivados de 4 familias proteicas de diferentes estruturas e organelas
importantes no processo de invasdo e replicacdo do T. gondii no interior da célula
hospedeiras, a saber: SRS, GRA, ROP e MIC.

Os 22 peptideos foram triados usando-se amostras de soros de animais
experimentalmente infectados e os resultados demonstraram que todos foram reconhecidos
pelos anticorpos presentes nos soros, apresentando potencial como ferramentas para
diagnostico. Os resultados da triagem foram utilizados ainda para selecionar os peptideos
com melhores reconhecimentos para os grupos de imunizagdo, uma vez que 0s peptideos
com maiores niveis de reconhecimento teriam uma maior chance de representar regido mais
imunodominantes das proteinas selecionadas, tornando-se candidatos potenciais para
investigacOes de antigenos vacinais.

Uma vez que os peptideos para imunizacdo foram selecionados, o protocolo de
imunizacéo foi iniciado e, antes e depois da infec¢do experimental, amostras de sangue foram
coletadas dos camundongos com o intuito de verificar a produgdo de anticorpos especificos
aos peptideos usados na imunizacao e especificos ao STAg. Foi observado que todos grupos
de imunizacdo foram capazes de estimular a producéo de anticorpos (IgG) especificos aos
peptideos em niveis significativos a partir do 15° dia pds imunizacdo. Observou-se variacdes
entre 0s grupos, com pior desempenho para ROP nos dias 15 e 30, mas mesmo esses
resultados foram significativamente diferentes dos resultados do dia 0 ou do negativo. Zhang
e colaboradores (2015) também investigaram peptideos preditos in silico e quimicamente
sintetizados e verificaram que houve um alto reconhecimento de 2 dos 3 peptideos utilizados.
Cuppari e colaboradores (2008) chegaram a resultados similares utilizando-se a proteina
inibidora de protease 1 do T. gondii (TgPI-1). No presente trabalho, os dados obtidos
comprovam que as ferramentas de bioinformatica utilizadas foram apropriadas para a
predicdo de epitopos.

No passo seguinte, amostras de sangue coletadas foram verificadas quanto a producao
de anticorpos especificos contra STAg. Os resultados indicam que os animais, enquanto
somente imunizados, ndo foram capazes de reconhecer o antigeno total do parasito. Tais
resultados foram divergentes de outros disponiveis na literatura. Fang e colaboradores (2012)

verificaram que animais imunizados com proteinas recombinantes derivadas de SAG 1 e
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MIC 3 séo capazes de produzir anticorpos que reconhecem o0s antigenos do parasito, nas suas
formas nativas, antes da infecgcdo. A capacidade de reconhecimento dos animais imunizados
pode ter sido afetada pelas diferencas de conformacéo e tamanho entre os peptideos usados
na imunizacdo e o antigeno total. O STAg € composto por todas estruturas do parasito,
submetido a ciclos de sonicacao, resfriamento extremo e aquecimento (MINEO et al., 1980).
Contrastando com o STAg, os peptideos possuem apenas 15 residuos de aminoécidos, cuja
epitopos podem ser considerados lineares e ndo conformacional, sendo, entdo, provavel que
as proteinas do parasito assumam conformacdes distintas das observadas in vivo, 0 que
possivelmente resulta na ocultacdo de epitopos semelhantes aos peptideos selecionados.

Durante a infecgdo pelo T. gondii, ha vérios fatores que sdo importantes para que 0
animal infectado sobreviva a fase aguda e que servem como indicadores para o progndstico
da infeccdo. Um deles é a producdo de citocinas pré-inflamatorias (perfil T helper 1),
especialmente IFN-y e IL-2 (HUNTER; SUBAUSTE; REMINGTON, 1994; TAN et al.,
2011; TORRES-MORALES et al., 2014). No presente trabalho, a producdo de citocinas foi
verificada durante a fase aguda (72 horas ap6s a infeccao) e os resultados demonstraram que
a imunizacdo, seja com 0s peptideos experimentais ou com os elementos dos grupos controle,
geraram niveis diversos e significativamente menores quando comparados com 0s niveis
obtidos pelo grupo PBS. Essa diminui¢éo ocorreu tanto em citocinas do perfil Th1l quanto do
Th2. Estes resultados se contrapdem aos encontrados por diversos grupos que utilizaram, ao
invés de peptideos sintéticos, proteinas recombinantes. Neste contexto, Tan e colaboradores
(2011) observaram que a imunizacdo com proteinas recombinantes derivadas da proteina
TgNTPASE-II (nucleoside triphosphate hydrolase-Il) estimulou o aumento de niveis de
citocinas dos perfis Thl e Th2. MENG et al. (2013) e MIN et al. (2012) encontraram IFN-y
aumentado em animais imunizados com proteinas recombinantes derivadas de GRA 4 e GRA
7, respectivamente, mas ndo observaram nenhuma alteracdo nos niveis de IL-4 e I1L-10.

A variagdo mais significativa foi vista na citocina TNF. Ela pertence ao perfil pro-
inflamatdrio Thl e é uma das responsaveis pela manutencéo do estado inflamatorio durante
a infecgéo por T. gondii, essencial para a reducéo da parasitemia durante a fase aguda e para
manter a pressao imunoldgica nos cistos, induzindo este processo infeccioso a cronificacéo.
Mas niveis exacerbados dessa citocina estdo associados com mau prognostico da doenga:

Mordue e colaboradores (2001) realizaram estudos buscando elucidar possiveis mecanismos
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da letalidade provocada pela infeccdo por T. gondii em murinos, e chegaram a concluséo que
parte significativa das apoptoses celulares (20%) eram provocadas pelo estimulo exacerbado
de TNF. Hashimi e colaboradores (2014) verificaram que os niveis de TNF se encontram
aumentados na placenta humana durante o aborto causado pela toxoplasmose em humanos.
No presente trabalho, foram encontrados niveis mais elevados de TNF nos grupos ROP, MIX
e PBS, os quais tiveram as maiores contagens de cistos cerebrais e sobreviveram por menos
tempo apds o desafio provando que, embora a citocina TNF seja essencial para o controle da
infeccdo do T. gondii, 0 excesso dela estd associado ao agravamento da doenca.

Apesar das variaces significativas observadas entre os grupos, um aspecto foi
comum entre o presente trabalho e outros ja publicados: a predominancia dos niveis de
citocinas pro-inflamatorias em relacdo as anti-inflamatérias. A imunizacdo influenciou a
producdo de citocinas, diminuindo os niveis em quase todos os casos, mas favorecendo a
relacdo entre pro-inflamatorias e anti-inflamatérias. A diminuicdo das concentracfes séricas
de citocinas pode resultar em diminuicdo dos danos infligidos ao hospedeiro pela resposta
imunolégica, enquanto a manutencdo da proporcdo entre citocinas pré e anti inflamatérias
assegura o combate satisfatorio a infeccao.

A toxoplasmose € uma doenga composta, essencialmente, por duas fases. A primeira
fase é a aguda, na qual os parasitos podem ser encontrados no sangue e tecidos do hospedeiro
na sua forma mdvel. A segunda fase da infeccdo € a cronica e ocorre ap6s 0 sistema
imunoldgico do hospedeiro reduzir a parasitemia a taxas minimas, com parte dos parasitos
formando cistos nos tecidos. Uma vez que o sistema imunoldgico do hospedeiro apresente
qualquer deficiéncia, temporaria ou ndo, a parasitemia pode se elevar novamente com
parasitos originados do cisto tecidual (DENKERS; GAZZINELLI, 1998). A cronicidade da
infeccdo € um aspecto importante da doenca, ja que a reativacdo do parasito representa um
perigo, especialmente para individuos imunossuprimidos (JONES; PARISE; FIORE, 2014).
Para verificar se os peptideos utilizados no presente trabalho seriam capazes de influenciar
na carga parasitaria durante a infeccdo cronica, grupos de animais imunizados foram
infectados com uma carga subletal de cistos de T. gondii. Apo6s 30 dias de infec¢do, amostras
dos cérebros desses animais foram coletadas e 0 DNA parasitario delas foi quantificado. Os
resultados obtidos demonstraram que 0s grupos de peptideos SRS e MIC, juntamente com o

adjuvante, sdo capazes de induzir intensa diminuicdo do DNA parasitario, quando
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comparados com o grupo de animais ndo imunizados. Ao utilizar subunidades de proteinas
do parasito, resultados semelhantes também foram observados por outros autores: Zhang e
colaboradores (2015) imunizaram animais com peptideos derivados de proteinas do T. gondii
e observaram reducdo 30-40% no numero de parasitos. Wang e colaboradores (2013)
encontraram também que a imunizacdo com TgPDI (Protein Disulfide Isomerase) resultou
em reducdo significativa no nimero de parasitos no cérebro e figado dos animais usados.
Nenhum desses trabalhos alcangou a reducdo observada nos grupos SRS e MIC do presente
trabalho, com aproximadamente 60% e 80% de reducéo da quantidade de DNA parasitaria.
Essa reducdo pode ter sido causada devido a escolha, para antigenos vacinais, de diferentes
peptideos derivados de proteinas envolvidas no processo de invasdo das células do
hospedeiro. Proteinas relacionadas ao SAG sdo importantes nos estagios iniciais da invasao,
no reconhecimento da célula do hospedeiro pelo parasito, e as proteinas do MIC exercem sua
funcdo logo em seguida, sendo secretadas pelo parasito e promovendo a adeséo entre parasito
e hospedeiro (SIBLEY, 2011). As reducdes observadas nos grupos SRS e MIC podem ser
fruto da neutralizacdo dessas proteinas, resultando na prevencdo da adesdo e invasdo das
células hospedeiras pelo parasito.

A infeccdo por T. gondii na espécie humana normalmente é assintomatica ou nao
resulta em consequéncias graves, salvo os casos de individuos imunossuprimidos ou
gestantes (CONTIERO-TONINATO et al., 2014). Rebanhos bovinos, ovinos e caprinos
também podem ser parasitados pelo T. gondii, resultando em perdas de gestacfes, animais
adultos e intensificando a transmissdo do parasito através de carne malcozida, gerando grande
prejuizo social e econdémico (INNES et al., 2009; TORGERSON; MASTROIACOVO,
2013). Visto que a imunizacdo foi capaz de alterar a producéo de citocinas e alguns grupos
tiveram reducdo na quantidade de cistos, 0 passo seguinte foi testar se animais imunizados
seriam capazes de resistir a infeccdo com doses letais do parasito. Para isso, 0s animais
imunizados foram desafiados com uma carga letal de cistos de T. gondii. Os resultados
indicam que nenhum grupo de peptideos foi capaz de aumentar significativamente a
sobrevida dos animais infectados ou de protegé-los até o 30° dia pos-infec¢do. Resultados
semelhantes foram encontrados em diversos outros trabalhos: Chen e colaboradores (2014)
imunizaram animais com uma proteina recombinante derivada de TgCDPK1 (T. gondii

calcium-dependent protein kinase 1) e, apesar de encontrar resultados de producédo
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diferenciada de citocinas, os animais imunizados também ndo sobreviveram até o fim do
experimento (30° dia). Zheng e colaboradores (2013), Tan e colaboradores (2011), Qu e
colaboradores (2013), entre outros grupos, chegaram a resultados semelhantes, nos quais
modelos experimentais murinos foram imunizados com diferentes proteinas recombinantes
ou peptideos derivados das proteinas dos parasitos. Apos a infec¢do, apresentaram mudancas
na producdo de citocinas e, em alguns casos, apresentaram também decréscimo da carga
parasitaria, mas em nenhum deles o antigeno vacinal foi capaz de garantir a sobrevivéncia
do hospedeiro. Um ponto em comum entre o presente trabalho e os outros listados é que a
imunizacdo foi feita de forma invasiva, subcutdnea ou intramuscular, 0 que acabada
estimulando de forma ineficiente a imunidade das mucosas. Zhang e colaboradores (2015)
trataram dessa tematica em seu trabalho: utilizando uma proposta de predigdo de epitopos
semelhante a usada no presente trabalho, gerando peptideos também com numeros de
aminoéacidos reduzidos, observaram um aumento de sobrevida que superou a duracdo do
desafio experimental. A maior diferenca metodoldgica entre ambos trabalhos foi a forma de
imunizagdo, sendo que no trabalho de Zhang os animais foram imunizados através da via
intranasal e, apesar da reducdo de carga parasitaria nao ter sido tdo expressiva quanto a obtida
no presente trabalho, parte dos animais do grupo experimental foi capaz de sobreviver ao
desafio letal. Isso indica que modificacdes no protocolo de imunizagdo poderiam melhorar a
sobrevivéncia dos animais imunizados com o0s grupos de peptideos descritos nesse trabalho,

assim como a utilizacdo de outros adjuvantes.
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7 CONCLUSOES

o Os peptideos sintetizados apresentaram potencial como marcadores de infeccdo, pois
todos os 22 peptideos foram reconhecidos pelo soro de animais infectados por T. gondii.

o A imunizacdo com os peptideos dos grupos SRS e MIC levou a alteragdes na
producdo de citocinas e diminuicdo da carga parasitaria, evidenciando que eles apresentam
potencial para serem utilizados como antigenos vacinais.

o Os peptideos dos grupos SRS e MIC apresentaram resultados mais significativos,
indicando claramente que estes peptideos possuem capacidade de induzir reducéo de carga
parasitaria.

o Estudos adicionais sdo necessarios para a definicdo do mecanismo responsavel pela
diminuicdo do numero de cistos dos animais imunizados com os peptideos derivados das

proteinas SRS e MIC frente o desafio experimental.
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Anexo 1: Sororreatividade de todos peptideos com soros de animais experimentalmente
infectados. Animais BALB/c foram infectados com cistos da cepa ME49 de T. gondii e
amostras de sangue coletados 7 vezes no intervalo de 60 dias. O soro desses animais foi
utilizado para triar a producdo de 1gG especifica a cada peptideo. STAQ representa um
controle para comparagdo, pois € o antigeno padrdo para esse tipo de reacdo. Absorbancia
liquida se refere aos valores das amostras obtidos apds subtrair deles os valores dos controles
negativos. Os resultados foram expressos em média e desvio padréo, sendo que o simbolo *
representa 0s grupos que apresentaram diferencas estatisticamente significantes quando
submetidos ao teste one-way annova. As linhas tracejadas sdo os cutoffs das reagoes.
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