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RESUMO

A toxoplasmose, zoonose causada pelo protozodrio intracelular obrigatério Toxoplasma gondii,
€ um parasita virtualmente capaz de infectar qualquer hospedeiro homeotérmico, possuindo
casos registrados em diversas espécies de aves e mamiferos, incluindo humanos. Essa doenca
apresenta relevancia ndo somente para os seres humanos, uma vez que a infeccdo por este
protozodrio estd associada a perdas financeiras substanciais na pecudria, principalmente na
ovina e caprina. Humanos infectados podem ser assintomédticos ou apresentar diversos sintomas
diferentes, sendo que os mais graves usualmente sdo observados em individuos que pertencem
aos grupos de risco para essa doenca, como os pacientes imunocomprometidos ou gestantes
cujos conceptos podem ser infectados. Na hipdtese da transmissao vertical da gestante para o
concepto, a toxoplasmose pode causar diversos sintomas, que podem ser menos graves, como
casos de coriorretinite brandas, até as manisfestacdes mais severas, caracterizados por mal-
formagdes do sistema nervoso central do feto e até mesmo morte intra-uterina e aborto. Para
individuos imunocomprometidos, a toxoplasmose também representa riscos significativos, uma
vez que os cistos parasitarios latentes no sistema nervoso central podem reativar o processo
inflamatoério, causando neurotoxoplasmose, que pode ser fatal. Ainda que seja capaz de causar
grande dano ao hospedeiro, possivelmente levando a 6bito ou causando sequelas que
prejudiquem a qualidade de vida do individuo afetado pelo restante de sua vida, essa doenca
continua a ser negligenciada. Fruto da falta de vigilancia e conscientizacao sobre essa doenca,
tanto por parte de profissionais da saide como da populacdo em geral, acontecem anualmente
diversos surtos em nosso pais e em todo o mundo, sendo sempre caracterizada pela demora em
chegar ao diagnéstico correto. No presente trabalho, estudamos uma alternativa que possa
amenizar os efeitos dessa doenca por meio do principio da imunoprofilaxia. Para atingir esse
objetivo, foi realizada a predi¢cao de trés peptideos contendo 15 residuos de aminoécidos cada,
por meio de ferramentas de predi¢do disponiveis com potencial para atuarem como epitopos
para células B. Os trechos foram analisados a partir de duas sequéncias mais imunodominantes
da proteina 8 secretada pela organela Micronema (MIC8) e 1 da sequéncia relacionada a
antigenos de superficie 52A (SRS52A). Aos peptideos sintetizados foram adicionados
compostos imunoadjuvantes, como hidréxido de aluminio, ou lectina derivada de Synadenium
carinatum (ScLL), ou propranolol, os quais foram utilizados para imunizar camundongos.
Foram realizados ensaios para quantificar os niveis de anticorpos e de citocinas produzidos, em
adi¢do aos parametros de sobrevivéncia e da carga parasitdria apos 30 dias de infeccdo.

Observou-se que todos os animais imunizados com peptideos produziram anticorpos



especificos a proteina original, exceto pelos grupos imunizados com propranolol. Em relacio a
andlise de citocinas produzidas, os grupos imunizados com peptideos + ScLL tiveram menores
concentragdes de citocinas, comparados ao grupo ndo imunizado, porém a razio de citocinas
do perfil Th1 por Th2 foi mais alta nos grupos em que o ScLL esteve presente como adjuvante.
Além disso, os animais imunizados com peptideos e ScLL sobreviveram um tempo maior do
que os ndo imunizados, ainda que a diferenca ndo tenha sido estatisticamente significativa. Por
fim, a carga parasitdria, nos grupos de animais imunizados com formulac¢do na qual ScLL esteve
presente, foi significativamente menor, ficando em cerca de 25% da carga observada nos
animais ndo imunizados. Em sintese, os resultados obtidos demonstram que os peptideos
preditos conservaram suas caracteristicas imunodominantes e juntamente com ScLL, foram
capazes de induzir uma resposta de maior eficicia contra a infec¢do, particularmente em relagao
a fase cronica, apresentando-se, portanto, como uma ferramenta potencial em estudos futuros

de prevencdo na cadeia epidemiolégica da toxoplasmose.

Palavras-chave: Toxoplasma gondii; micronema MICS8; antigeno SRS52A; peptideos

sintéticos; novos adjuvantes; protocolos vacinais.



ABSTRACT

Toxoplasmosis, a zoonosis caused by the mandatory intracellular protozoan Toxoplasma
gondii, is a disease virtually capable of infecting any homeothermic host, with cases recorded
in several species of birds and mammals, including humans. This disease is relevant not only
for humans, since infection with this protozoan is associated with substantial financial losses in
livestock, especially in sheep and goats. Infected humans can be asymptomatic or have several
different symptoms, the most serious of which are usually seen in individuals who belong to
the groups at risk for this disease, such as immunocompromised patients or pregnant women
whose concepts can be infected. In the hypothesis of vertical transmission from the pregnant
woman to the fetus, toxoplasmosis can cause several symptoms, which can be less severe, such
as cases of mild chorioretinitis, even the most severe manifestations, characterized by
malformations of the central nervous system from fetus and even intrauterine death and
abortion. For immunocompromised individuals, toxoplasmosis also constitutes significant
risks, since latent parasitic cysts in the central nervous system can reactivate the inflammatory
process, causing neurotoxoplasmosis, which can be fatal. Although it is capable of causing great
damage to the host, possibly leading to death or causing sequelae that impair the quality of life
of the affected person for the rest of his life, this disease continues to be neglected. As a result
of the lack of vigilance and awareness about this disease, both by health professionals and the
population in general, several outbreaks occur annually in our country and around the world,
always being characterized by the delay in reaching the correct diagnosis. In the present work,
we studied an alternative that can mitigate the effects of this disease through the principle of
immunoprophylaxis. To achieve this goal, three peptides were predicted containing 15 amino
acid residues each, using available prediction tools with the potential to act as epitopes for B
cells. The regions were analyzed looking for the two most immunodominant sequences of the
secreted protein 8 by the Micronema organelle (MIC8) and one of the sequences related to 52A
surface antigens (SRS52A). The synthesized peptides were added immunoadjuvant
compounds, such as aluminum hydroxide, or lectin derived from Synadenium carinatum
(ScLL), or propranolol, which were used to immunize mice. Tests were carried out to quantify
the levels of antibodies and cytokines produced, in addition to the parameters of survival and
parasitic load after 30 days of infection. It was observed that all animals immunized with
peptides produced specific antibodies to the original protein, except for groups immunized with

propranolol. Regarding the analysis of produced cytokines, the groups immunized with ScLL



had lower concentrations of cytokines than the non-immunized group, however the ratio of
cytokines of the Thl profile to Th2 was higher. In addition, the animals immunized with
peptides and ScLL survived longer than those not immunized, although the difference was not
statistically significant. Finally, the parasitic load, when the ScLL group was present, was
significantly lower, being around 25% of the load observed in the non-immunized animals. In
summary, the results obtained demonstrate that the predicted peptides retained their
immunodominant characteristics and, together with ScLL, were able to induce a more effective
response against infection, particularly in relation to the chronic phase, thus presenting itself as

a potential tool in future prevention studies in the epidemiological chain of toxoplasmosis.

Keywords: Immunization; peptides; novel adjuvants; plant extract; toxoplasmosis;

Toxoplasma gondii.
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APRESENTACAO

A toxoplasmose € uma zoonose causada por um protozodrio intracelular obrigatério
chamado Toxoplasma gondii. Esse parasita, pertencente ao filo Apicomplexa, € oportunista e
amplamente disseminado por diversas espécies de animais, virtualmente todas aves e
mamiferos. Além de ndo apresentar predilecio por qualquer espécie de hospedeiro, essa espécie
parasitdria também € pouquissimo seletiva com relacao as células em que irdo penetrar, sendo
necessario apenas que aquela célula seja nucleada. Com relacdo a infeccdo em humanos, as
estimativas atuais indicam que cerca de 2/3 da populacdao humana estd infectada por esse
parasita. O motivo dessa doenga ndo estar nos holofotes mundiais € a sua incapacidade de gerar
sintomas severos em individuos imunocompetentes, ou pelo menos na maioria deles, mas ainda
assim essa doenca € extremamente maléfica para determinados grupos de risco. Fetos de
gestantes, individuos imunossuprimidos constituem a populacdo humana que a toxoplasmose
se desenrola nos sintomas mais severos. No caso dos fetos das gestantes, atualmente acredita-
se que a infec¢do congénita mais frequentemente acontece com mais frequéncia quando a
primoinfeccdo acontece durante a gestacdo. Os possiveis sintomas variam de acordo com o
trimestre em que a infec¢do acontece e podem ter diferentes graus de severidade. Os sintomas
mais comuns sdo aborto espontaneo, morte fetal intrauterino, nascimento de criancas com uma
série de comprometimentos visuais e/ou neuroldgicos, como coriorretinite, cegueira,
hidrocefalia, déficit cognitivo ou calcificagdes cerebrais, apresentando sequelas para o restante

de sua vida.

A toxoplasmose, atualmente, pode ser diagnosticada de diferentes maneiras, sendo que
boa parte delas envolve algum tipo de andlise soroldgica, pois € um método de facil realizagdo
e também de facil obtencdo de amostra, apresentando especificidade e sensibilidade
normalmente aceitdveis, mas que tendem a variar de acordo com a metodologia utilizada.
Porém, mesmo com especificidade e sensibilidade, essa doenca tende a ndo ser corretamente
diagnosticada. A falta de conhecimento a respeito dessa doenca fica evidente nos diversos
surtos que aconteceram recentemente no mundo, nos quais diversos individuos desenvolveram
a doenca e dela padeceram, inclusive com Obitos e abortos, antes do diagndstico ser
corretamente executado e tratada. Considerando que essa € uma doenca oportunista € que
normalmente preda uma parcela da populacdo socialmente mais vulnerdvel, visto que essa
parcela da populagdo recorre mais frequentmente a agcougues clandestinos e a d4gua ndo tratada,
seria interessante desenvolver uma ferramenta capaz de fornecer protecdo em larga escala a

todas as pessoas, tanto aquelas do grupo de risco quanto o restante da populacdo. Essa
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ferramenta poderia ser a imunoprofilaxia, um conceito que ja tem centenas de anos e que ainda

nao foi satisfatoriamente aplicado contra a toxoplasmose.

A presente tese de doutorado, realizada no Laboratério de Imunoparasitologia “Dr.
Mario Endsfeldz” da Universidade Federal de Uberlandia, teve como objetivo pesquisar a
capacidade de uma série de novos antigenos vacinais, associados com adjuvantes
experimentais, em induzir protecao contra essa doenca em modelos murinos. Varios parametros
foram mensurados, caracterizando a resposta imunolégica de animais imunizados e ndo

imunizados, possibilitando a comparacao de uma infeccdo com ou sem a imunizagdo prévia.
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1. INTRODUCAO

1.1. Parasita

Toxoplasma gondii é um protozodrio parasita intracelular obrigatério ubiquitério, capaz de
infectar diversas espécies de animais. Foi inicialmente identificado por Nicolle e Manceaux
(1908) em tecidos de um pequeno roedor da Africa, conhecido como Gundi (Ctenodactylus
gundi). Esse animal foi usado para criar o nome da espécie de protozoario nele identificada,
que recebeu esse nome devido ao seu formato de arco (Toxo, que quer dizer formato de arco, e
plasma, que significa forma de vida) e pela espécie do hospedeiro na qual foi identificada
(gundi, que foi erroneamente grafada como gondii) (DUBEY, 2008). Interessante ressaltar que,
também no ano de 1908, esse parasita foi identificado no Brasil, por Splendore (1908). Apds
sua descoberta, este protozodrio foi registrado parasitando diversas outras espécies, sendo que
atualmente todos estes isolados estdo categorizados dentro da espécie Toxoplasma gondii
(DUBEY, 2008). Este parasita € tinico em seu género e pertence também ao reino Protista, sub-
reino Protozoa, filo Apicomplexa, classe Conoidasida e familia Sarcocystidae (BLADER;

SAEIL, 2009).
1.2. A toxoplasmose

A infeccdo por Toxoplasma gondii resulta na toxoplasmose. As manifestacdes clinicas
dessa doenca podem variar intensamente, de acordo com o status imunoldgico do hospedeiro,
viruléncia da cepa, carga parasitdria adquirida e também pela forma que a infecc@o € contraida

(ROBERT-GANGNEUX; DARDE, 2012).

Nos individuos imunocompetentes, normalmente a infeccdo é assintomdtica ou apresenta
uma série de sintomas brandos, inespecificos e autolimitiados que frequentemente sdao
confundidos com outras doengas. Entre os sintomas mais comumente vistos durante a fase
aguda, nesses individuos, estdo a linfadenopatia cervical com linfonodos aumentados por até
45 dias ap6s a infeccdo, febre, dores musculares, astenia e cefaleia. Eventualmente sao relatados
casos de inflamacdo do tecido cardiaco, pneumonia, hepatite e encefalite nesses individuos,
mas esses relatos sao extremamente raros (ROBERT-GANGNEUX; DARDE, 2012). Uma vez
que o sistema imunoldgico do individuo consiga controlar a fase aguda da toxoplasmose, ele
exercerd uma pressao que exterminard os taquizoitos até que nao mais sejam detectados, porém
ndo sdo capazes de extinguir os bradizoitas inseridos nos cistos, logo a toxoplasmose passa para

a sua fase cronica, cuja sintomatologia ainda ndo esté totalmente caracterizada, mas vem sendo
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relacionada a diversos distirbios neuroldgicos e psicolégicos (FLEGR, 2013; COCARO et al.,
2016; ESSHILI et al., 2016; MAHMOUDVAND et al., 2016).

A doencga muda completamente de progndstico quando os individuos infectados pertencem
a algum dos grupos de risco. Em pessoas imunodeficientes e fetos, o parasita encontra um
ambiente rico para sua nutri¢ao e replicacdo descontrolada, uma vez que o sistema imunolégico
ndo € capaz de barrar o aumento da carga parasitdria. A infeccio se dissemina e atinge diversos
6rgaos do hospedeiro, incluindo sistema nervoso central, onde causa os sintomas mais graves
da toxoplasmose, podendo levar ao 6bito ou aborto, por exemplo (MONTOY A; LIESENFELD,
2004). Além das manifestacdes do encéfalo, outras podem ser verificadas, como coriorretinite
de diversos graus de comprometimento da membrana cordide e retina, pneumonia e patologias
em outros orgaos (MONTOY A; LIESENFELD, 2004; MAENZ et al., 2014). No caso dos fetos,
os sintomas variam de acordo com a idade gestacional na qual ocorre a infec¢do primaéria.
Durante o primeiro trimestre da gestacdo, o que pode ser observado € aborto espontaneo, morte
do feto dentro do utero ou o desenvolvimento de lesdes graves no sistema nervoso central € nos
olhos, porém o . Se a infec¢do ocorrer durante o segundo ou terceiro trimestre de gestacdo, as
chances de acontecer as manifestacdes acima descritas sdo mais reduzidas, mas o que pode
acontecer € 0 nascimento prematuro de criancas que apresentem uma série de ma-formacdes,
como alteragdes de volume craniano (hidrocefalia e microcefalia), problemas de
desenvolvimento neurolégico (retardamento mental e motor), manifestagdes oculares centradas
nos danos gerados a retina e até mesmo a cegueira. O parasita pode produzir ainda outros
sintomas, de acordo com o 6rgdo parasitado Importante ressaltar que a probabilidade de
passagem do taquizoita para o feto € diretamente correspondente a idade gestacional, sendo que
se a primo-infec¢ao acontecer nos primeiros meses de gestacdo, a probabilidade de transmissao

¢ substancialmente menor do que nos meses finais. (MONTOYA; ROSSO, 2005).

A maioria dos casos de toxoplasmose grave podem ser evitados, ou a0 menos terem suas
manifestacdes clinicas amenizadas, se o diagndstico for realizado de maneira precoce e correta.
Essa afirmagcdo vale tanto para gestantes, recém-nascidos e individuos adultos,
imunocomprometidos ou ndo, que porventura venham a desenvolver essa doenca (SANFELICE
et al., 2017). Atualmente, existe uma série de técnicas de diagndstico que utilizam de diferentes
principios para o diagndstico da infeccao causada por esse parasita e podem ser divididas em
diagnoéstico direto ou diagndstico indireto. Pode ser feito ainda, através da andlise de

determinados componentes da amostra, a determina¢do do tempo aproximado de infeccdo e
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também se a infeccdo foi originada a partir de consumo de cistos ou oocistos (SANTANA et

al., 2015).

No caso dos métodos de diagndstico direto, procura-se evidenciar o parasita em alguma
amostra colhida do paciente, como sangue, tecido proveniente de bidpsia ou mesmo liquido
amnidtico. Essa metodologia possui vantagens importantes, como a extrema improbabilidade
de falsos positivos, visto que boa parte desses métodos € baseado na identificacdo do parasita
dentro do tecido, e a especificidade muito alta que pode ser obtida ao utilizar técnicas
avancadas, como reacdo em cadeia pela polimerase (PCR). Nessa metodologia, a amostra
utilizada € um fragmento de tecido ou fluido corporal no qual se suspeita que o parasita possa
estar. Frequentemente, essa metodologia € utilizada para testar amostras de liquido amnidtico
em suspeitas de casos de toxoplasmose congénita (EL BISSATI et al., 2018). A amostra €
preparada através de diferentes metodologias que permitam realizar a extracdo do DNA
presente na amostra, tanto do hospedeiro quanto de qualquer outro organismo ali presente. Uma
vez que este DNA tenha sido extraido e purificado, ele € amplificado e visualizado em gel ou
em tempo real, em um aparelho que permite essa visualizacdo. Seja através de uma PCR
tradicional ou uma em tempo real, um dos elementos essenciais para a amplificacio do DNA
parasitdrio presente na amostra e que também garante extrema sensibilidade e especificidade a
metodologia é a escolha dos primers corretos. Esses sdo sequéncias de pares de bases
complementares a determinada regido do genoma que somente aquela espécie parasitaria
possui. Esse método possui a vantagem de, quando bem executado, ser extremamente sensivel
e especifico, detectando baixissimas quantidades de parasita na amostra, porém nao ¢
frequentemente utilizado devido ao seu alto custo, necessidade de mao de obra altamente
qualificada e ser executado somente em centros de pesquisa/diagndstico que disponham de

maquindrio adequado (EL BISSATI et al., 2018).

Outra forma de detec¢do direta do 7. gondii € a utilizacdo da imunohistoquimica. Essa
metodologia € realizada através do tratamento da amostra, que pode ser amostra tecidual
proveniente de bidpsia, com anticorpos especificos contra 7. gondii, conjugados a enzimas que,
juntamente com um substrato, evidenciem se um taquizoita/bradizoita estd ou ndo presente

naquele tecido (GONDIM; MINEO; SCHARES, 2017).

Uma terceira metodologia de detec¢do direta, que atualmente é muito pouco utilizada, mas
no passado recente era considerada a forma padrdo de diagnéstico direto, € a inoculacao de
tecido suspeito de conter parasitas em animais de laboratério, como camundongos. Esses

animais eram acompanhados por um determinado tempo, podendo chegar até 30 dias, quando



19

amostras de sangue eram coletadas para verificar se houve soroconversao.
Complementarmente, podiam ser eutanasiados e seus 6rgaos pesquisados em busca de cistos
de T. gondii. Essa metodologia € dispendiosa, tanto de modelos animais como de tempo, além
de ter a grande desvantagem de que a amostra inoculada nos animais deve possuir parasitas
vidveis. Atualmente € utilizado também o isolamento em cultura de células, principalmente na

rotina de laboratdrios de pesquisa (LIU et al., 2015).

A deteccdo indireta é baseada na visualizagdo de sinais de resposta do hospedeiro a
infeccdo. No caso da toxoplasmose, as imunoglobulinas especificas contra o T. gondii fornecem
essas informacdes e diversas metodologias sdo utilizadas para evidenciar a presenga do
anticorpo em amostras do hospedeiro. Interessante ressaltar também que, normalmente, a classe
de anticorpo que € pesquisada € a imunoglobulina G (IgG), pois este anticorpo comega a ser
produzido depois de 2 semanas do primeiro contato com o antigeno e depois é produzido por
um prazo indeterminado (SENSINI, 2006). As metodologias mais frequentemente sao teste de

imunofluorescéncia indireta, immunoblotting e os diversos tipos de ensaios imunoenzimaticos.

A imunofluorescéncia indireta possui um embasamento semelhante a imuno-histoquimica,
exceto que agora ndo utilizaremos anticorpos de afinidade conhecida para verificar se ha
parasitas em determinada amostra, e sim amostras de soro do paciente serdo adicionadas a uma
lamina em que tenham parasitas fixados. Dessa forma, se o paciente doador da amostra tiver
anticorpos contra o T. gondii, essas proteinas se ligardo ao parasita presente na lamina e
posteriormente serdo reconhecidas por anticorpos conjugados especificos as imunoglobulinas
da espécie do doador da amostra. Esse método € extensivamente utilizado, porém possui a
importante desvantagem de necessitar de aparelhos especificos e de alto custo para o seu

funcionamento (ROSTAMI; KARANIS; FALLAHI, 2018).

Outra metodologia que permite a visualizac¢do de anticorpos na amostra de soro do paciente
€ o immunoblotting. Nessa metodologia, € realizada a eletroforese do antigeno total do parasita
e posteriormente transferido para uma membrana de nitrocelulose. A essas membranas de
nitrocelulose sdo adicionadas as amostras de soro, sendo que, se houver anticorpos especificos
contra o parasita na amostra, eles se ligardo a membrana, no ponto onde seu alvo se encontra,
e posteriormente serdo reconhecidos por anticorpos conjugados a enzimas que, juntamente com
o substrato, provocardo a emissao de sinal naquele local. Essa metodologia € bastante versatil
e pode ser utilizada tanto para deteccao de diferentes classes de anticorpos como para verificar
diferencas de reconhecimento antigénico provenientes de infec¢cdes com diferentes cepas de

parasitas (ROSTAMI; KARANIS; FALLAHI, 2018).
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Por fim, os ensaios imunoenzimadticos representam os métodos de triagem populacional
mais frequentemente utlizados atualmente, uma vez que permitem a verificacao de dezenas de
amostras simultaneamente e também a automatizacdo do processo. A metodologia € baseada
na evidenciag@o da interacdo antigeno-anticorpo realizada em pocos de microtitulagdo, sendo
que é possivel verificar diferentes classes de anticorpos, quantificagcdo da positividade ou
negatividade das amostras, boa especificidade e sensibilidade, além de extrema versatilidade,
como demonstrado nos diferentes objetivos que podem ser alcangados ao realizar mudangas
pontuais, como o antigeno usado para sensibilizacdo da placa ou a especificidade do conjugado
utilizado na reacdo (MINEO; CAMARGO; FERREIRA, 1980; (ROSTAMI; KARANIS;
FALLAHI, 2018).

Uma vez que a toxoplasmose tenha sido corretamente diagnosticada, € iniciado o
tratamento. O tratamento deve ser escolhido de acordo com o estdgio atual da infeccdo e

também observando as caracteristicas do hospedeiro (DUNAY et al., 2018).

Individuos imunocompententes, imunodeficientes recém nascidos e outros individuos ndao
gestantes normalmente podem ser tratados com drogas do grupo dos antagonistas dos folatos,
que agirdo reduzindo a proliferacdo do parasita ao inibir a atividade de enzimas envolvidas na
sintese do folato; macrolideos, que possuem um efeito téxico direto ao parasita ao inibir a sua
sintese proteica; e fluoroquinolonas, que atuam inibindo a producao de DNA pelo parasita. As
gestantes, devido a alta toxicidade aos fetos que a maioria das classes de drogas aqui listadas
apresenta, normalmente sdo tratadas com espiramicina, uma droga do grupo dos macrolideos
menos toxica e capaz de impedir a transmissdo vertical deste parasita. Nos casos de
toxoplasmose aguda, pode ser utilizado ainda combinacdes desses medicamentos, resultando
na eliminacao mais eficaz desse parasita (MONTOYA, LIESENFELD, 2004; DUNAY et al.,
2018; SANFELICE et al., 2017).

Com relacao a distribuicao epidemioldgica da toxoplasmose, € necessario citar que se trata
de uma infec¢do extremamente prevalente em todo o globo, com estimativa de que 2/3 da
populacdo global encontra-se infectada (SHAPIRO et al., 2019). No entanto, a prevaléncia nao
€ distribuida uniformemente pelo mundo, existindo paises e regides que concentram um grande
nimero de casos. A soroprevaléncia (uma medida que indica o nimero de pessoas que possuem
anticorpos contra 7. gondii sem que necessariamente tenham exibido sintomas dessa doenga) é
influenciada por uma série de fatores, sendo os mais importantes deles: clima, oferta de dgua
tratada e habitos culturais. No caso do clima, € verificado que ele influencia no desenvolvimento

do oocisto nao esporulado em oocisto esporulado, sendo importante também a manutencdo de
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um clima com de temperatura relativamente alta (acima de 25°C), com pouca oscilagdo e
umidade alta para que esse oocisto permaneca vidvel no ambiente por mais tempo. Oferta de
dgua tratada € importante para garantir que a populacdo faca o consumo de 4gua ndo
contaminada com oocistos, visto que surtos ja foram atribuidos a fontes de dgua ndo tratadas
contaminadas como oocistos. Por fim, existem as caracteristicas sociais, culturais e religiosas
dos diferentes segmentos da sociedade, sendo que o consumo de carne crua ou mal-cozida esta
entre os hédbitos que mais disseminam a toxoplasmose (PINTO-FERREIRA et al., 2019;
SHAPIRO et al., 2019). A combinacdo destes resultam em diferencas intensas de
soroprevaléncia, como observado em algumas regides do norte da Europa e América do Norte

que registram até 10% de individuos soropositivos para T. gondii (AREFKHAH et al., 2019) e

acima de 60% em outras regides, como América do Sul e Africa tropical (MORAIS et al., 2020).
1.3. Ciclo biolégico

O protozodrio Toxoplasma gondii é um Apicomplexa e, semelhante a outras espécies desse
filo, € um parasita intracelular obrigatdrio de ciclo heteroxénico. Esse parasita alterna fases em
que executa a reproducdo sexuada (hospedeiro definitivo) e a reproducao assexuada (demais
hospedeiros) e, durante todo o seu ciclo biolégico, podem ser vistas 3 formas infecciosas
distintas: taquizoita, bradizoita e esporozoita (TENTER; HECKEROTH; WEISS, 2000;
WILHELM; YAROVINSKY, 2014). O seu ciclo biolégico s6 foi desvendado em 1969, seis
décadas apds a descoberta desse parasita. Essa demora se deve a complexidade do ciclo e

também pela demora em associar o parasita a doenca por ele causada.

Antes de tratar propriamente do ciclo, é necessdrio fornecer algumas informacdes. As trés
formas infecciosas desse parasita podem ser adquiridas de fontes diferentes. A forma alimentar
pode envolver dois tipos de fontes distintas: infec¢ao por esporozoitas, presentes nos 0ocistos,
ao consumir vegetais consumidos crus ou dgua contaminada; e infec¢do por cistos, presentes
em carnes consumidas cruas ou incorretamente preparadas. Ambas formas resultaram na
penetracdo dos parasitas nas células intestinais e posterior invasdo sistémica do hospedeiro
(VON KLITZING et al., 2017). Existe ainda a infeccao por taquizoitas, bem menos frequente.
Ela pode acontecer por meio da transmissdo congénita, no qual o parasita migra da mae para o
feto, ou por outras formas que envolvam a transferéncia de tecidos, como transplante de 6rgaos,
transfusdo de sangue contaminados ou mesmo acidentes laboratoriais com amostras infectadas
(PINTO-FERREIRA et al., 2019; HERWALDT, 2001). Nesses casos, 0 parasita nao passa pela
etapa de penetragdo e proliferacdo nas células intestinais, ja tendo acesso direto ao sistema de

seu novo hospedeiro (HERWALDT, 2001).
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Outra informagdo que € interessante ressaltar € que esse protozodrio possui diversas
espécies de hospedeiros intermedidrios, que virtualmente sdo todas espécies de aves e
mamiferos, porém somente espécies de felideos sdo hospedeiros definitivos. Outra
peculiaridade interessante € que, ainda que os felideos infectados liberem milhdes de oocistos
com as fezes durante 10 a 15 dias da infeccdo, a esse taxon pertencem as espécies melhor
adaptadas a esse parasita, sendo capazes de controlar a carga parasitdria da maneira mais efetiva

dentre todas espécies até agora analisadas (GAZZINELI et al., 2014).

O ciclo bioldgico se inicia com a infec¢do do hospedeiro intermedidrio, que normalmente
ocorre pela via alimentar. Apds ingeridos, os cistos e oocistos recebem o estimulo do suco
gastrico para eliminarem as suas paredes, derramando as células infecciosas no intestino
delgado. As primeiras células parasitadas sdo aquelas que recobrem a superficie intestinal.
Bradizoitas ou esporozoitas penetram nessas células, se multiplicam assexuadamente por um
processo chamado de endodiogenia e se transformam em taquizoitas, forma de vida de
replicacdo rapida e metabolismo também rapido. Os taquizoitas emergem das células infectadas
e ja penetram em outras. Eventualmente as células infectadas ganham a corrente sanguinea e,
dessa forma, a infec¢c@o passa a ser sist€émica (ZHU et al., 2019). Desde o primeiro contato do
parasita com o hospedeiro, a resposta imune é acionada por meio de reconhecimento do
patdgeno e do dano por ele causado por meio dos receptores de padrdo molecular associados a
patdgeno (PAMP - pathogen associated molecular patterns) e outros de padrdo molecular
associados ao dano (DAMP — damage associated molecular patterns), respectivamente. L.ogo
apos a infeccdo, concomitante ao aumento da carga parasitdria e invasio dos diversos tecidos
pelo T. gondii, ocorre uma forte resposta inflamatéria do hospedeiro, inicialmente realizada
somente com elementos da resposta imunoldgica inata. Decorridos 10 a 15 dias da infeccao, os
titulos de IgG contra o T. gondii comecam a atingir valores detectdveis e, coincidindo com este
momento, a resposta imune celular se torna mais efetiva. A partir destes eventos o hospedeiro
se torna mais apto a combater o parasita, eliminando as suas formas livres e deixando somente
os bradizoitas, encistados dentro de c€lulas (ZHU et al., 2019). O hospedeiro intermedidrio
infectado, independente da espécie, possuira cistos desse parasita em seu corpo por toda a vida

(ZHU et al., 2019).

Uma vez que o parasita tenha se encistado, pode acontecer de seu hospedeiro ser predado
por um felideo, que consumira os tecidos contaminados com cistos. De forma muito semelhante
a observada nos hospedeiros intermedidrios, esses cistos liberardao seu contetiido na luz intestinal

do novo hospedeiro, seguido pela penetracdo dos bradizoitas nas células intestinais e
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transformac¢do do produto do primeiro ciclo de multiplica¢do assexuada em taquizoitas. A partir
desse ponto, o parasita pode seguir por dois caminhos: penetrar em outra célula e repetir o ciclo
assexuado, ou penetrar em outra célula intestinal e passar por um processo diferenciado de
replicagdo, chamado de esquizogonia. Esse processo resultard na formacao de merozoitas, uma
forma precursora dos gametdcitos. A formacdo deste serd dependente da penetracdo dos
merozoitas em uma nova célula, onde terminardo o processo de diferenciacdo por um processo
chamado de gamogonia. Gametas masculinos fertilizardo gametas femininos, resultando na
formacdo de oocistos dentro das células intestinais. As células se rompem, liberando oocistos
na luz intestinal, que sdo carregados para o ambiente externo juntamente com as fezes do
felideo. Os oocistos liberados sdo ndo esporulados, que quer dizer que as células internas ainda
nao se diferenciaram em células infecciosas, sendo necessario que 0 0ocisto seja exposto aos
fatores ambientais por um periodo de 2 a 5 dias para que ocorra a esporulacdo e esse 0ocisto
produza os 4 esporozoitos infectantes. Essas células estdo presentes aos pares, dentro de
vesiculas chamadas de esporozoitos. Interessante realcar que oocistos, em condi¢des ideais de
temperatura, abrigo do sol e umidade, podem ficar vidveis por meses no ambiente. Uma vez
que se torne esporulado, esse oocisto devera ser consumido por um novo hospedeiro para que

o ciclo reinicie (TENTER; HECKEROTH; WEISS, 2000).
1.4. Morfologia do parasita

Os trés estdgios infecciosos do parasita possuem uma série de semelhancas e diferencas

quando analisados quanto as suas morfologias, expressdo de moléculas e comportamento.

O taquizoita possui forma de meia-lua e estd mais presente durante a fase aguda da
toxoplasmose, sendo caracterizado por ser capaz de penetrar rapidamente nas células
hospedeiras e também realizar seu ciclo rapidamente. Essa forma é capaz de se disseminar pelo
corpo do hospedeiro juntamente com as células em que estdo hospedadas, sendo entdo
responsaveis pelo cardter sist€tmico da infeccdo. Essas formas possuem as dimensdes
aproximadas de 4 a 8 um de comprimento por 2 a 4 um de largura, com a extremidade apical
(anterior) afilada e a posterior mais arredondada. Essa forma parasitdria € revestida por uma
associacdo de membranas: a mais externa € continua, seguida por outras duas membranas que
apresentam falhas, sendo que estas membranas mais internas estdo associadas a elementos do
citoesqueleto do parasita e sdo responsdveis, juntamente com outros elementos do
citoesqueleto, pelos movimentos de gliding, essenciais para a penetracdo desse parasita
(HALONEN; WEISS, 2013). Essa forma apresenta ainda o complexo apical, que € uma

associacao de diversas organelas responsdveis por secretar proteinas que atuaram nas diversas
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etapas da invasdo da célula hospedeira. As organelas mais conhecidas, presentes nesse
complexo apical, sdo as roptrias, micronemas e granulos densos (MERCIE; CESBRON-

DELAUW, 2015; PITTMAN; KNOLL, 2015; WANG et al., 2016).

O bradizoita é a forma presente dentro do cisto tecidual. Morfologicamente, € extremamente
semelhante ao taquizoita, tanto no formato de arco ou meia-lua quanto nas suas dimensdes. As
diferengas entre as duas formas residem nas moléculas expressas, distribuicdo de organelas e
também na velocidade de replicagao. Um exemplo das diferengas observadas € que esta forma
parasitdria apresenta um nuimero maior de organelas roptrias e também a expressdo de
moléculas associadas a resisténcia contra a acdo da pepsina (ROUGIER; MONTOYA;
PEYRON, 2017). Outra diferenca importante € o comportamento destas formas dentro dos
cistos. Diferentemente dos taquizoitas, os bradizoitas se replicam muito lentamente, podendo
permanecer por anos dentro da mesma célula hospedeira (ROUGIER; MONTOYA; PEYRON,
2017).

Por fim, existem os esporozoitas. Esta forma é extracelular e incapaz de se replicar, e além
disso apresenta maior nimero de organelas envolvidas com penetrac@o nas células hospedeiras,
como roptrias, micronemas e granulos densos. Uma caracteristica importante € que esta € a
unica forma vista no ambiente, fora do hospedeiro. Nesses ambientes, 0s esporozoitos sao
recobertos por duas vesiculas: a primeira, € que estd em contato mais intimo com o parasita, €
o esporocisto. A segunda, que recobre dois esporocistos, € o oocisto. Ambas paredes sdo
resistentes a agentes fisicos e quimicos, dando resisténcia as variagdes climéticas e mantendo o

oocisto vidvel por vdrias semanas e até meses (WESLEY et al., 2018; SHAPIRO et al., 2019).
1.5. Interacao hospedeiro e parasita

Talvez um dos aspectos mais estudados a respeito da toxoplasmose é a capacidade do T
gondii de invadir os diferentes tipos de células e manipular células parasitadas e a resposta
imunolégica do hospedeiro, mantendo-se incégnito nos cistos por todo o restante da vida do
hospedeiro. O que ja foi caracterizado € que essa relagdo se trata de um processo de manipulacdo
muito refinado, desenvolvido pelo parasita, no qual diversas organelas, proteinas de superficie
e substancias excretadas possuem fungdes especificas. O processo € composto por diferentes
etapas: reconhecimento da célula hospedeira, penetracio, que ocorre concomitante a formagao
do vacuolo parasitéforo, inicio da etapa de nutricdo e replicagdo parasitdria, que leva ao
esgotamento da célula hospedeira e sua lise, liberando os parasitas resultantes no meio

extracelular (ZHU et al., 2019). Por parte do hospedeiro, normalmente o que acontece é uma
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resposta imunoldgica cldssica, com envolvimento da resposta imunoldgica humoral e,

principalmente, a celular (WILHELM; YAEOVINSKY, 2014).

O primeiro contato entre parasita e hospedeiro € realizado pelas diferentes moléculas que
os recobrem. No caso do parasita, os antigenos de superficie, proteinas e outras moléculas
bioldgias que recobrem externamente o parasita, realizam esse reconhecimento inicial. Além
do reconhecimento, essas moléculas sdo também responsdveis por ancorar inicialmente parasita
e hospedeiro. Importante notar que nesta fase o parasita ainda ndo se encontra na posi¢ao correta
para que realize a penetracdo na célula hospedeira. Essa reorientacdo, colocando a porcao apical
do parasita em contato direto com a superficie da célula hospedeira, ¢ mediada por proteinas
secretadas pelas micronemas (SHARMA; CHITNIS, 2013). Essas proteinas, secretadas por
organelas de mesmo nome, sdo adesinas capazes de ligar a superficie celular do parasita, em
filamentos do citoesqueleto, e a do hospedeiro, ao se ligar a receptores especificos. Essas
proteinas, que ancoram firmemente o parasita e a célula hospedeira, formam a juncdo de
movimento (SIBLEY, 2011). Essa estrutura € o primeiro passo para que ocorra a penetracao
ativa do parasita, por meio de uma movimentacdo especifica conhecida como gliding. Este €
um processo complexo, no qual o parasita utiliza a motilidade dos filamentos de seu
citoesqueleto, aos quais estdo ligadas as por¢des intracelulares das micronemas descritas
anteriormente, movimentando esses filamentos da regido apical (anterior) até a posterior. Dessa
maneira, as micronemas ali ligadas acabam empurrando o parasita em direcio a célula
hospedeira, de forma helicoidal, forcando a membrana celular da célula hospedeira a se
invaginar, sendo que o parasita se aloja dentro dessa invaginacao. Essa bolsa é conhecida como
vacuolo parasitéforo (HUNTER; SIBLEY, 2012). Nas etapas seguintes, o parasita precisa
manipular a célula hospedeira para que ela ndo o destrua e estabeleca uma forma de conseguir
acessar os nutrientes necessdrios para a sua nutricdo e replica¢do. Entdo, logo apds o parasita
forcar a criagdo do vacuolo parasitéforo, ele secreta proteinas de organelas chamadas roptrias
no citoplasma da célula hospedeira, que serdo responsdveis por garantir a integridade do
vacuolo parasitéforo e também por manipular determinados eventos celulares que, se ndo
fossem inibidos, poderiam resultar na lise do parasita. Quando o ambiente ja estd protegido da
acdo da célula hospedeira, € necessario que o vacuolo parasitéforo modifique sua composigao,
de forma a se tornar seletivamente permedvel aos nutrientes necessarios aos seus ocupantes.

Essa func¢do € desempenhada pelas proteinas secretadas pelas organelas granulos densos (NAM,

2009).
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Essa sequéncia de eventos é o observado pelo lado do parasita. J4 pelo hospedeiro, é
possivel também descrever uma série de eventos que resultam na fase cronica da infecgdo.
Iniciando do momento em que o parasita penetra na primeira célula do hospedeiro, este é capaz
de sentir a presenca do parasita através de PAMPs e DAMPs. Dentre os receptores que mais
desempenham essa fun¢do durante a infeccdo por 7. gondii, pode-se destacar os receptores
semelhantes a toll (toll-like receptors — TLR) 11 e 12, que reconhecerdo a profilina, molécula
continuamente expressa pelo parasita (PLATTNER et al., 2008; ANDRADE et al., 2013;
RAETZ et al., 2013).

Uma vez que o parasita seja reconhecido, uma série de eventos € desencadeada por células
residentes e também por células imunoldgicas, como a liberacdo de quimiocinas e citocinas
pro-inflamatorias, capazes de recrutar e ativar células com capacidade fagocitica
(YAROVINSKY, 2014). Dentre as citocinas de maior importancia durante essa fase de combate
inicial realizado pela resposta imune inata, o interferon-y € uma das citocinas mais produzidas
e utilizadas, pois entra no processo de ativacao de diversos grupos celulares diferentes, como
linfocitos assassinos naturais (natural killers — NK), células dendriticas e outras
(ZIMMERMANN et al., 2006). Normalmente, a resposta inata ndo € suficiente para fazer com
que a carga parasitdria pare de se elevar, entdo a resposta imunoldgica adaptativa é ativada,
sendo que uma das células que mais exerce a fun¢do de estimular linfécitos especificos a se
diferenciar sdo as células dendriticas, com sua funcdo de apresentadora de antigeno (APC)
profissional (YAROVINSKY, 2014). Os linfécitos mais importantes durante a infeccao por 7.
gondii sdo os linf6citos TCD4™, gragas ao seu papel de ativar e estimular outros tipos celulares,
e os TCD8", responsaveis por reconhecer células infectadas e induzi-las a apoptose, destruindo
também os parasitas intracelulares no processo (GAZZINELI, 1998). Importante ressaltar que,
ainda que se trate de um parasita intracelular, a resposta humoral é importante por ser capaz de
atuar no momento em que o parasita estdi no meio extracelular, sendo que os anticorpos
produzidos sdo capazes de neutralizar o taquizoita aos quais se ligaram e também de causar a
lise deles por meio do sistema complemento ou marcando-os para fagocitose, por exemplo

(DUPONT; CHRISTIAN; HUNTER, 2012).
1.6. Prevencao

A toxoplasmose € uma doenca contraida, basicamente, por deficiéncia de medidas
higi€nicas, higieniza¢do incorreta de verduras consumidas cruas e preparo incorreto de carnes.
Todas essas formas de transmissdo podem ser evitados por meio de praticas adequadas de

higienizacdo, como lavar as maos periodicamente e, especialmente, antes da refeicdo, lavar
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verduras corretamente e preparar bem as carnes (em temperatura de pelo menos 67 °C), evitando
o consumo delas cruas ou mal-passadas (ROUATBI et al., 2019). Essas formas de prevencao,
aparentemente simples, esbarram em uma série de problemas sérios em diversas regioes,
especialmente em paises em desenvolvimento ou em regides carentes. No primeiro caso,
existem diversos comportamentos, seja de origem religiosa ou mesmo culindria, que estimulam
individuos a consumir carne mal-cozida, ou mesmo crua, onde os cistos podem estar ainda
vidveis (ROUATBI et al., 2019). Além desses fatores, que sdo enraigados no comportamento
humano, muitas vezes tradicionais e dificilmente alterados, existem ainda a falta de informagao
e de infra-estrutura bésica, que podem acabar acarretando a infec¢do por meio de oocisto
presente em dgua ndo tratada contaminada, uma vez que a determinada parcela da populacao
pode ndo ser fornecida agua potavel para consumo (SHAPIRO et al., 2019). Vérios outros
cuidados devem ainda ser tomados para que a transmissdo possa ser evitada: ndo utilizar, em
verduras consumidas sem cozimento, utensilios de cozinha que tenham sido previamente
utilizados para o manejo de carne e que ndo tenham sido higienizados e higienizar

adequadamente a superficie em que os alimentos sdo preparados (JONES; DUBEY, 2012).

A histéria mostra que implementar um padrao de comportamento em grandes populagdes é
uma batalha perdida, visto que € de conhecimento popular que as préticas de higiene sdo
necessdrias para a saiude e ainda assim existem grandes nimeros de individuos que ndo as
seguem, por diversas razdes. Considerando o interesse de combater ou, melhor ainda, evitar
essa doenca de forma mais eficiente, é necessario buscar alternativas que contornem todas essas
dificuldades ha muito conhecidas e nao sanadas. Uma alternativa, ja utilizada ha séculos e com

grande sucesso em combater outras doengas, € a imunoprofilaxia.
1.7. Imunoprofilaxia

A busca por uma medida imunoprofilética ja possui um extenso histérico, quando se trata
da tentativa de prevenir a toxoplasmose. Os primeiros trabalhos publicados neste sentido
normalmente tratam de vacinas de tecnologia de primeira geracao, na qual o parasita € utilizado
inteiro de forma atenuada ou inativada (CUTCHINS; WARREN, 1956). Nas décadas que se
passaram desde a primeira publicacio de tentativa de criacdo de vacina contra a toxoplasmose,
muito progresso ja foi realizado, mas, ainda assim, atualmente somente 1 vacina estéd disponivel
comercialmente, sendo que a sua utilizacdo € restrita a ovelhas e busca atenuar a infec¢@o para
diminuir o nimero de abortos nessa espécie (HISZCZYNSKA-SAWICKA et al., 2014). Esse
unico sucesso modesto obtido pode ser explicado devido a diversos fatores relacionados a

caracteristicas inerentes desse parasita: a diversidade genotipica, que se traduz em subespécies
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extremamente diversas existentes no ambiente (BOOTHROYD,2009), os varios mecanismos
de evasdo de que esse parasita dispdem (ZIMMERMANN et al., 2006) e a capacidade de
expressar proteinas distintas nas diversas fases de seu ciclo de vida (VERMA; KHANNA,
2013). Ainda assim, vdrias tentativas foram feitas para tentar contornar essas dificuldades,
utilizando diversas estratégias diferentes. Como ressaltado anteriormente, a pesquisa para
desenvolvimento da vacina contra a toxoplasmose foi iniciada utilizando formulagdes que
continham o parasita inteiro, sendo este atenuado ou inativado. Ao longo das décadas, essa
metodologia se aprimorou e ainda nos dias atuais gera trabalhos interessantes, nos quais os
parasitas agora sdo atenuados por manipulacdo genética (WANG et al., 2020), irradiacdo com
materiais radioativos (ZORGI et al., 2011), entre outras abordagens. Seguindo o sucesso
observado no estudo e imunoprofilaxia de outras doengas, foram também utilizadas as
estratégias de segunda e terceira geragdo na producdo de vacinas, sendo que estas estratégias
envolvem a utilizacdo de proteinas do parasita ou da sequéncia genética que codifica proteinas
importantes a biologia do parasita, respectivamente (ARAB-MAZAR et al, 2016;
GHAFFARIFAR et al., 2019; WANG et al., 2019). Ambas abordagens renderam resultados
interessantes nos diversos trabalhos em que foram utilizados, contribuindo também para a

descoberta das fun¢des das proteinas desse parasita (WANG et al., 2019).

Uma das abordagens mais recentemente utilizadas para a identificacdo de possiveis
antigenos vacinais é a predicao de regides imunodominantes e func¢des proteicas a partir de
andlises computacionais que observam diversas caracteristicas da sequéncia analisada
(ROMANO:; GIUGNO; PULVIRENTI, 2011). Essa abordagem permite uma aproximag¢ao mais
racional do problema, possibilitada pelos dados obtidos a partir de estudos extensos a respeito
das moléculas do parasita, que caracterizam sua morfologia, fun¢do e outros aspectos
(ROMANO; GIUGNO; PULVIRENTI, 2011; ZHOU! et al., 2016). A partir dessa ferramenta,
€ possivel estimar quais estruturas sdo primordiais para a biologia do parasita e também ficam
expostas, sendo facilmente reconhecidas por anticorpos, receptores ou outras moléculas de
defesa do hospedeiro (ROMANO; GIUGNO; PULVIRENTI, 2011). Uma vez que regides com
essas caracteristicas sdo identificadas, elas podem entdo ser produzidas quimicamente ou
expressas em algum modelo bioldgico, purificadas e estudadas quanto a capacidade de agirem
como antigenos vacinais, especialmente se associadas a adjuvantes imunolégicos (WANG et

al., 2016).

A formulacdo vacinal normalmente é composta pelo antigeno vacinal associado a um

adjuvante, sendo que a fun¢do deste ultimo € intensificar a imunogenicidade do composto a ele
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associado (HE et al., 2015). A escolha do adjuvante deve ser pautada no tipo de resposta
imunoldgica que € mais interessante de ser gerada contra o antigeno vacinal associado. No caso
de Toxoplasma gondii, ja foi demonstrado que, durante a fase aguda da infeccdo, € interessante
que o perfil da célula TCD4" helper 1 Thl seja o mais ativo e ele serd responsavel por eliminar
os taquizofitas intracelulares (SONAIMUTHU et al., 2016). Naturalmente, o adjuvante ao qual
o antigeno vacinal contra esse parasita deveria ser associado é um capaz de ativar esse tipo de
resposta. Dentre os indmeros compostos que ja foram descritos na literatura, compostos
derivados de plantas aparecem entre os mais promissores (TRIER et al., 2019). Um composto,
obtido por um processo relativamente facil e barato, derivado de Synadenium carinatum é a
lectina extraida do latex dessa planta (ScLL). Essa lectina ja foi demonstrada como capaz de
ativar o perfil Th1 quando inserida no sistema de animais, promovendo também diferentes graus
de protecdo contra toxoplasmose (SOUZA et al., 2016), além de ja ter sido testada como
antigeno vacinal contra Neospora caninum (CARDOSO et al., 2012) e Leishmania

(Leishmania) amazonensis (AFONSO-CARDOSO et al., 2011).
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2. JUSTIFICATIVA

A toxoplasmose é um mal que aflinge humanos, registrando prevaléncia altissima, e outras
espécies, cuja prevaléncia é desconhecida em sua maioria, mas que € presumidamente tao alta
quanto a humana. Na espécie humana, essa infec¢do € assintomdtica na grande maioria dos
hospedeiros, pois o sistema imunoldgico € capaz de combater a fase aguda da infeccao de
maneira eficaz e manter os bradizoitas encistados. J4 na parcela da populagdo que apresenta
algum tipo de disttirbio imunoldgico, deixando-os imunossuprimidos ou imunodeficientes, e
também nos fetos das gestantes, essa doenca apresenta uma face muito mais grave, com
sintomas extremamente debilitantes e possibilidade de 6bito, aborto ou nascimento prematuro
acompanhado de ma-formacdo. J4 na pecudria, estima-se que as perdas causadas por esse
parasita, em rebanhos bovinos, ovinos e caprinos, sejam imensas. Um parasita como este,
virtualmente capaz de infectar qualquer animal homeotérmico e quaisquer células nucleadas,
certamente ndo recebe a atencdo devida, atitude evidenciada pelos diversos surtos que vem
atualmente sendo registrados. A prevencgao € simples, pois esta € uma doenca prioritariamente
contraida por vias alimentares, porém esbarra em diversos problemas, que vao desde a falta de
conscientizacio e saneamento basico até habitos culturais e culindrios, entdo uma alternativa se
faz necessaria. Uma vacina poderia ser essa alternativa. Tendo em vista essa necessidade, no
presente trabalho propusemos realizar a predi¢do de peptideos imunodominantes das proteinas
MIC8 e SRS52A. Esses peptideos foram posteriormente associados aos adjuvantes
imunoldgicos experimentais ScLL, propranolol e ao hidréxido de aluminio. Dessa forma,
buscamos iniciar a caracterizacdo dessas associacdoes como possiveis formulacdes vacinais

contra a toxoplasmose.
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral

Avaliar a capacidade protetora das combinacgdes de trés peptideos sintetizados a partir da
predicao de epitopos de células B para proteinas imunodominantes de Toxoplasma gondii e

diferentes adjuvantes em dois modelos murinos de infec¢do oral.

3.2. Objetivos especificos

e Realizar a predicdo dos peptideos para serem utilizados em protocolos vacinais;

e Triar, por meio de amostras de soros de animais imunizados, os peptideos sintetizados para
verificar se as caracteristicas imunodominantes da proteina original foram mantidas;

e Imunizar animais de experimentacao e verificar, por meio de amostras de soro, a capacidade
da formulag¢do induzir a producdo de imunoglobulinas G;

e Analisar se os animais imunizados apresentaram alteracdes nos niveis de citocinas
produzidas, a partir da cultura ex vivo de células dos bagos desses animais e verificando-se
se houve alteracdes frente a diferentes estimulos;

e Comparar a carga parasitaria cerebral apos 30 dias de infec¢do nos animais imunizados e
experimentalmente infectados;

e Realizar o desafio experimental para se avaliar se houve alteragdes nos indices de sobrevida

dos animais imunizados.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Etica na experimentaciio animal

A utilizagdo de animais no presente trabalho, assim como todos experimentos neles
realizados, foram aprovados previamente ao inicio dos experimentos pelo comité de ética de
utilizacdo de animais (CEUA) da Universidade Federal de Uberlandia (UFU), sendo aprovado

com o nimero de protocolo de aprovacdo 109/16.
4.2. Delineamento experimental

Este trabalho foi dividido em 3 etapas, a saber: 1%.) a etapa de preparagdo dos insumos
principais, na qual foi realizada a predi¢do e sintese dos peptideos, além da obtengdo dos
adjuvantes; 2%.) a etapa da realizacdo do protocolo de imunizacdo, na qual os animais foram
imunizados e amostras de soros foram coletadas em intervalos regulares, sendo utilizadas para
se monitorar o progresso da imunizagdo por meio de immunoblotting, e também 1 animal de
cada grupo foi eutanasiado apds as imunizagdes para obtengdo de esplendcitos, posteriormente
utilizados para verificar a producdo de citocinas frente a estimulo; e 3*.) etapa em que foi
realizada a infec¢ao/desafio dos animais imunizados, e também conduzida a coleta e anélise
das amostras que possibilitaram a obten¢do dos resultados sobre a mensuragdo dos niveis IgG,
bem como a determinagdo dos indices de sobrevida de animais desafiados e a quantificagdo do

numero de cistos cerebrais ap6s 30 dias do desafio (Figura 1).

Figura 1: Representacdo esquemadtica das etapas deste trabalho.
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4.3. Selecao e Sintese de Peptideos

Para analisar a presenca de epitopos de célula B em antigenos imunodominantes de 7.
gondii, sequéncias completas das proteinas MICS8 (secretadas pelas organelas micronemas
presentes nas formas infecciosas desse parasita) e SRS52A, presente na superficie do parasita
durante sua fase extracelular, foram obtidas do banco de dados ToxoDB

(http://www.toxodb.org/toxo). Os dados coletados foram analisados utilizando recursos de

predi¢do de epitopos de células B, disponiveis on line no banco de dados e recursos de andlise de

epitopos imunoldgicos (epitope database and analysis resource — [EDB) (http://www.iedb.org).

A predicdo dos epitopos lineares foi feita baseada nos dados obtidos, por meio do método de
predi¢do de epitopos lineares Bepipred, usando o score minimo de 1,5 (LARSEN; LUND;
NIELSEN, 2006). Uma vez que o aplicativo utilizado ranqueou os segmentos da proteina,
selecionamos duas sequéncias, de 15 residuos de aminodcidos, que apresentaram os melhores
scores de predi¢ao (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 homologia com outros organismos. Neste trabalho também foi utilizado um
terceiro peptideo, predito a partir da MICS utilizando ferramentas experimentais desenvolvidas
pelo grupo do professor Dr. Ricardo Toshio Fujiwara, da Universidade Federal de Minas

Gerais.

Tabela 1. Caracteristicas dos peptideos sintetizados.

Proteinas Identificacdo do peptideo Sequéncia do peptideo
SRS52A PepB3 APTGDPSQNSDGNRG
MICS PepB5 IPSAPAPPPSGGIWS
MICS Pep42 LAKLKEPPDPDDENS

Os peptideos foram, entdo, quimicamente sintetizados pelo mesmo grupo da UFMG.
Cromatografia liquida de alta performance (high-performance liquid chromatography — HPLC)
e espectrometria de massa foram realizadas para avaliar a sequéncia e a pureza dos peptideos

produzidos, servindo como controle da producao dos peptideos.


http://www.toxodb.org/toxo
http://www.iedb.org/
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4.4. Producao de Antigeno Solivel de 7. gondii (STAg)

Com o objetivo de Células HelLa (ATCC, Manassas VA, EUA) foram cultivadas usando
meio de cultura RPMI01640 (Thermo Scientific Inc., Waltham MA, EUA) suplementado com
HEPES 25mM, 100 U/mL de penicilina, 2 mM de L-glutamine, 100 pg/mL de estreptomicina
e 10% de soro fetal bovino. Uma vez que a monocamada celular atingiu confluéncia de de 80%-
90% da superficie da garrafa, foi adicionado taquizoitas da cepa RH a garrafa. Esses parasitas
entao penetraram nas células e, no processo de sua replicacao, destruiam a monocamada celular.
Ao ser possivel visualizar destrui¢do intensa, o conteido da garrafa era coletado em tubos de
15 mL, centrifugados a 400 xg por 8 minutos. O sedimento foi ressuspendido em meio RPMI,
sem adicdo de soro fetal bovino, e uma fracao era transferida para uma nova garrafa de cultivo

celular, reiniciando-se o processo. O restante do material coletado foi estocado em a -20°C.

O processo acima descrito foi repetido até que uma quantidade adequada de parasitas foi
coletada. A produc¢do de STAg (soluble antigen of Toxoplasma gondii a partir dos pellets de
parasitas foi realizada como descrita em outros trabalhos (SCOTT et al., 1987; CUNHA-
JUNIOR et al., 2010; SANTANA et al., 2012). Ele € iniciado com a adi¢do de uma solugdo
inibidora de proteases (cOmplete; Roche, Suica), concomitante a uma sequéncia de mudancgas
bruscas de temperatura, através da imersao do tubo contendo a solucao rica em taquizoitas em
nitrogénio liquido até seu completo congelamento, seguido por imersao em banho maria a 37°C
até seu descongelamente. Esse ciclo é repetido 10 vezes. Apds os ciclos de congelamento e
descongelamento, a solu¢do foi submetida a ciclos de sonicacdo. O liquido resultante foi
centrifugado e o sobrenadante, rico em proteinas integras e outros elementos do parasita, €
STAg. Essa solugdo foi posteriormente utilizada como antigeno de sensibilizacdo para

mensurar a concentracdo de imunoglobulinas no soro de animais utilizados nesse estudo.
4.5. Adjuvantes

Para o presente trabalho, escolhemos os seguintes adjuvantes imunolégicos: hidroxido de
aluminio (Alhydrogen®, InVivoGen, California, EUA), a lectina extraida do latex de
Synadenium carinatum (ScLL) e o Propranolol (PRP, TEUTO, Goiés, Brasil).

4.5.1. ScLL

A lectina do Synadenium carinatum foi purificada a partir do latex total, como descrito por
Cardoso e colaboradores (2012). O latex foi coletado do caule da Synadenium carinatum através

de ranhuras cuidadosamente feitas no caule com o auxilio de um bisturi. O latex foi entdo
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diluido em 4gua destilada, na proporcao de 1 mL de latex para 9 mL de dgua destilada, sendo a
solucdo posteriormente submetida a agitac@o lenta por 48 horas, a 4°C. Apds esse periodo de
agitacdo, a mistura foi centrifugada (3500 x g, 30 minutos, 4 °C), o sobrenadante foi coletado
e posteriormente filtrado usando membranas com poros de 0,45 um de diametro. O extrato
aquoso (liquido resultante da filtragem) foi submetido a cromatografia de afinidade a D-
galactose imobilizada em agarose (Pierce, Illinois, EUA), utilizando o tampao salina-borato
(BBS) 5mM, pH 8,0. A amostra foi submetida 6 vezes a coluna de afinidade, sendo que ao final
desse processo o ndo ligado foi descartado, o material ligado a coluna foi eluido utilzizando
uma solucdo de D-galactose 0,4 mM (Sigma Chemical Co., St. Louis, EUA) e dializado contra

dgua deionizada.

A purificacdo foi confirmada por meio de eletroforese em gel de policacrilamida em
presenca de dodecil sulfato de soédio (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel
electrophoresis; SDS-PAGE), também sob condi¢des redutoras, como descrito anteriormente
(LAEEMLI, 1970; BELA et al., 2008). Resumidamente, as amostras de ScL] foram diluidas e
incubadas, a 100 °C por 5 minutos, com um tampao composto por Tris-HCI (0,1 M e pH 6,8),
SDS 4%, azul de bromofenol 0,2% e glicerol 20%. A mistura tampao e amostra foi submetida
a eletroforese vertical em mini-gel (Hoefer Pharmacia Biotech Inc., Sdo Francisco, EUA). Apés
o processo acima descrito, as bandas migraram para alturas distintas, permitindo visualizar as

duas bandas da ScLL, em 30 e 28 KDa.

Além das andlises acima descritas, o material purificado foi testado quanto a sua capacidade
de promover hemaglutinagdo, pois esta € uma caracteristica das lectinas. O protocolo utilizado
foi descrito por Souza e colaboradores (2005), com algumas modifica¢gdes. Resumidamente,
sangue humano recém coletado foi utilizado para preparar um concentrado de hemécias de um
doador de sangue tipo O negativo. Essa separacdo de hemécias do restante dos elementos
sanguineos foi realizado por meio de centrifugacdo a 500 xg por 10 minutos. As hemdcias foram
retiradas e transferidas para um novo tubo, no qual foi adicionado NaCl 0,15 M e a solucdo foi
centrifugada, dessa vez a 1000 xg por 10 minutos. A ScLL purificada foi adicionada a placas
de microtitulagdo de fundo em formato de “V”, em concentragdes seriadas de denominador 2
(a concentragdo “B” ¢ metade da concentracdo de “A”, por exemplo), sendo posteriormente

adicionado uma suspensao de 2% de hemdcias, diluida em soluc¢do de NaCl 0,15 M.

Uma vez que as amostras foram consideradas suficientemente puras e demonstraram ser
capazes de promover a hemaglutinacdo, a concentracdo proteica foi determinada pelo método

descrito por Bradford (1976) e estocadas a -70 °C até o momento de uso.
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4.5.2. Propranolol

O propranolol (PRP) foi obtido através de formulagao comercialmente disponivel. Cada
comprimido possui a massa total de 220 mg, confirmado individualmente em cada um dos
comprimidos usados, e a massa de propranolol era de 40 mg (informac¢do extraida da bula).
Para preparar uma solucdo homogénea e estéril que pudesse ser utilizada em animais de
experimentacao, foi retirado um comprimido, macerado e diluido em 1 mL de PBS. A solugao
foi homogeinizada até adquirir aspecto mais uniforme possivel. Foi feita a filtragem em
membranas com poros de 0,22 um de didmetro, em ambiente estéril. Foram usadas 3
concentracdes diferentes na imunizagdo dos diferentes grupos de animais: 120 pg de PRP, por
animal, para o primeiro grupo de camundongos imunizados com esse composto, sendo o grupo
seguinte imunizado com 60 pg/animal e o seguinte com 30 pg/animal. A solu¢do de PRP foi

preparada logo antes de todas imunizagdes.
4.6. Modelos experimentais

Para produzir os cistos da cepa ME49 de Toxoplasma gondii que foram posteriormente
utilizados nesse trabalho, camundongos da linhagem BALB/c foram intraperitonealmente
infectados com 107 taquizoitas, diluidos até o volume maximo de 200 uL de PBS, por animal.
Ap6s 30 a 45 dias, foram eutanasiados, seus cérebros coletados, liquefeitos em PBS (1 mL por
cérebro) com auxilio de seringas e agulhas de diferentes calibres e o nimero de cistos foi
contado por microscopia Optica. Os cistos foram posteriormente utilizados no desafio dos
animais imunizados. Nessa etapa, foram utilizadas 20 fémeas, separadas em grupos de 4

individuos, sendo que a infec¢do ocorreu no intervalo de 6 a 8 semanas de vida.

Com o intuito de verificar se as formulagdes vacinais propostas neste trabalho foram
capazes de induzir qualquer nivel de protecdo, realizamos diferentes ensaios utilizando 2
modelos murinos diferentes, sendo o camundongo C57BL/6 mais susceptivel a toxoplasmose,
especialmente durante a fase em que o comprometimento intestinal € mais intenso (até o décimo

dia de infeccdo) (LIESENFELD, 2002).

O outro modelo murino que utilizamos foi o camundongo BALB/c, que é um animal menos
susceptivel a toxoplasmose que o C57BL/6. Todos experimentos aqui descritos foram
realizados com ambas linhagens de camundongos, exceto que a linhagem BALBc ndo teve

grupos imunizados com o adjuvante Propranolol.
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Todos animais utilizados neste trabalho foram mantidos no Biotério Central da
Universidade Federal de Uberlandia, com ciclos diurno e noturno de 12 horas, cada, em

microisoladores, sendo fornecido alimentacdo e dgua ad libitum.
4.7. Imunizacao

Os camundongos foram divididos em 10 grupos, cada um com 10 animais, e foram
imunizados, por via intradérmica, com diferentes combinacdes vacinais (Tabela 2). A
imunizagdo foi realizada em trés momentos distintos, com intervalos de 15 dias entre elas.
Amostras de sangue foram coletadas nas mesmas datas. A partir das amostras de soro, foram
realizados ensaios de Western blotting para verificar se a imunizagao foi capaz de estimular os

animais a produzir anticorpos com afinidade a proteina da qual os peptideos foram preditos.

Tabela 2. Grupos de imunizacio e a composi¢do da imunizagao.

Identificacdo do grupo Antigeno Adjuvante
PBS - -

ScLL - ScLL

Al(OH)3 - Al(OH)3
PRP - PRP
Pep+ScLL Peptideos ScLL

Pep+Al(OH);3 Peptideos Al(OH);3
Pep+PRP Peptideos PRP
STAg+ScLL STAg ScLL

STAg+Al(OH);3 STAg Al(OH)3
STAg+PRP STAg PRP

No trigésimo dia apds a primeira imunizagao, foi realizada a terceira e tltima imunizacao.
No 45° dia, cada grupo foi dividido em dois e infectados com concentragdes diferentes de cistos,
sendo o primeiro subgrupo, com 4 animais, infectado com 10 cistos (chamado grupo de
acompanhamento de infec¢do cronica), enquanto o segundo, com 5 camundongos, infectado
com 20 cistos (chamado de grupo desafio). Ambas infeccdes ocorreram via gavagem. Todos
animais foram acompanhados por 30 dias, sendo observados diariamente quanto a sintomas que
demonstrassem sofrimento excessivo e, uma vez que qualquer animal ultrapassasse o limite do
aceitdvel (PASTOR-FERNANDEZ et al., 2015; SANCHEZ-SANCHEZ et al., 2019), foram

eutanasiados.
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O animal restante de cada grupo ndo foi infectado. Eles foram eutanasiados no 48° dia de

imunizacgdo, foram coletados o sangue e o baco desses animais.

Ao final do 75° dia de experimento (30° dia de infec¢do), todos animais sobreviventes foram

eutanasiados e deles foram extraidos cérebro e o sangue.
4.8. Analises sorologicas

Para verificar se houve ou ndo produ¢do de anticorpos especificos contra o peptideo usado
durante a imunizacao e se a infec¢do ocorreu de maneira correta nos animais imunizados, foram
realizadas coletas de amostras de sangue dos animais imunizados. De posse desse material,
empregamos duas técnicas: immunoblotting, como descrito por Béla e colaboradores (2008), e
reacdo imunoenzimdtica (Enzyme Linked Immunosorbent Assay - ELISA) indireta (COSTA et

al., 2016).

O immunoblotting foi iniciado com a eletroforese de amostras de STAg em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE). O contetddo do gel foi entdo transferido para uma membrana de
nitrocelulose (Transblot Semi-Dry Transfers Cell, Bio-Rad, California, EUA). A membrana foi
entdo recortada em tiras finas e estocadas em ambiente seco, a 4°C até o momento de uso. Para
iniciar o immunoblotting, a fita teve seus sitios de ligacdo inespecificos bloqueados através de
uma solugdo composta por 1% de leite em p6 em PBS (PBSTM), acrescida por 0,05% de
detergente tween por 2 horas a temperatura ambiente. As fitas foram entdo lavadas com PBS
acrescido de tween, na concentragdo de 0,05% (PBST). Apds a lavagem, amostras de soro
foram diluidas, na propor¢do 1:100, em PBSTM e acrescidas a fita, no volume de 500 uL/fita.
As fitas ficaram em contato com esse liquido, sob agitacdo leve, por toda a noite, a 4 °C. Apds
essa etapa, a fita foi lavada novamente e foi adicionada uma solu¢cdo com anticorpos conjugados
a enzima peroxidase e que possuem especificidade contra o anticorpo murino. Esses anticorpos
foram diluidos em PBST. A solucdo de anticorpos conjugados ficou em contato com as fitas
por 2 horas, a temperatura ambiente, também sob agitacdo constante, na propor¢ao de 1:2000.
A seguir, foi feita nova lavagem das fitas, como descrito anteriormente, seguida pela adicdo de
um composto capaz de reagir com os complexos antigenos-anticorpos € que gera um sinal de
quimioluminescéncia (Promega, Wiscosin, EUA) no local onde houve essa interacdo, de forma
que foi possivel visualizar as bandas onde ocorreu tal interacdo. A visualizacdo e também o
registro dos resultados foi feito através do fotodocumentador Chemidoc MP Imaging System

(Bio-Rad).
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O ELISA indireto foi iniciado com a adi¢do de uma solucdo de STAg, a 10 ug/mL, diluida
em tampao carbonato/bicarbonato (pH 9,6). Foram adicionados 100 uL dessa solu¢do em cada
poco da placa de 96 pogos e a placa foi incubada a 4°C por 16 horas. Apds esse periodo, os
pocos foram lavados com PBST, 200 uL/pocgo, e a seguir foi adicionada a amostra, diluida em
PBSTM, na propor¢ao de 1:50, 50 uL/poco, e incubado por 1 hora, a 37°C. Apds a incubagdo
com as amostras, foi realizada nova lavagem com PBST e adicionado anticorpos conjugados
com peroxidase, especificos a cadeia pesada de IgG, sendo entdo capaz de reagir com todas as
subclasses de IgG. Novamente, a placa foi incubada por 1 hora a 37°C e lavada com PBST ao
final desse periodo. A visualizacdo do resultado foi feita por meio do kit comercial de revelagao
ABTS (2,2"-azino-di-(3-ethylbenzthiazoline sulfonic acid); Roche) e a leitura foi realizada na

faixa de 405 nm (M2e, Molecular Devices). O resultado foi expresso em forma de indice ELISA

(IE), cuja férmula € a seguinte: IE = onde A € o valor da leitura, B € o valor da média

(3+xC)+B’

da leitura dos controles negativos e C € o valor de desvio padrao.

O valor de 1,2 LE. € o cut-off que definiu as amostras negativas, inferiores a esse valor, e

as positivas serao aquelas acima de 1,2.
4.9. Infeccao e Desafio

As infec¢des, tanto letal quanto subletal, foram realizadas utilizando os cistos da cepa ME49
produzidos em BALB/c. Antes de realizarmos os ensaios, a quantidade de cistos foi definida a
partir de um estudo de triagem para definirmos quais eram as doses de parasitas letal e ndo letal.
Para ambas linhagens, foram duas infecgdes diferentes: 10 e 20 cistos. Para os C57BL/6, essas
foram as doses de infeccd@o para a infeccdo cronica e desafio letal, respectivamente. J& para os
BALB/c, ambas infecgdes foram usadas para estimar a quantidade de cistos apds 30 dias de

infeccdo (Figura 2).
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Figura 2: Representacio da utilizagdo de animais neste trabalho. *: A representacdo aqui
feita € de animais C57BL/6, sendo que para a linhagem BALB/c houve uma diferenca
importante: ambas infec¢gdes foram realizadas para fazer a andlise de aspectos cronicos. Na

linhagem BALB/c néo houve infecg¢do letal.

1 camundongo/grupo eutanasiado
para coleta de esplendcitos

I a istos: . .
nfecc;aq com 10 cistos —> Analises cronicas™®
4 animais/grupo
Camundongos
10 animais/grupo
Infecqao_ com 20 cistos: N Mortalidade
5 animais/grupo

4.9.1. Infeccdo cronica

Os grupos de infec¢do cronica foram infectados, via oral, e acompanhados por 30 dias.
No 30° dia, os animais foram eutanasiados e os seus cérebros e sangue coletados. Os cérebros
foram utilizados para contabilizar a carga parasitdria no final dos 30 dias de infec¢do, que
corresponde a infec¢do cronica no animal, e o soro retirado do sangue foi utilizado nos ensaios
de immunoblotting e ELISA indireto. Importante ressaltar que esse experimento foi repetido

com os animais BALB/c (ambos grupos imunizados foram utilizados para infec¢do cronica).
4.9.2. Grupo desafio

Experimento realizado somente com animais da linhagem C57BL/6, devido a sua maior
susceptibilidade a toxoplasmose aguda. Os grupos de desafio foram infectados também por via
oral. Desses animais ndo foram coletadas nenhuma amostra durante a infec¢do, visto que isso
poderia afetar o estado de saide do animal, debilitando e deixando-o mais susceptivel a
toxoplasmose experimentalmente induzida. Esses animais foram acompanhados por 30 dias e

as datas de 6bito foram anotadas e usadas para montar uma curva de sobrevivéncia.
4.10 Citocinas

Um animal de cada grupo de imunizag@o ndo foi infectado e, 48 dias apds o inicio das
imunizagdes, eles foram eutanasiados e seus bacos coletados em condi¢des assépticas. Ainda
em condigdes assépticas, o 6rgdo foi fragmentado com o auxilio de um filtro com péros de 70

um de didmetro (Cell strainer, Falcon, New York, EUA). Dessa forma, a cdpsula fibrosa do
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orgdo foi retida, permitindo j4 um inicio de separagdo das células desse 6rgdo e a solucao rica
em células foi adicionado um tampao de lise de eritrécitos. Esse tampao ficou em contato com
a solugdo por 5 minutos, numa temperatura de 37°C, e ao final desse tempo as hemdcias haviam
sido rompidas. Foi adicionado 10 mL de meio RPMI e a solu¢do foi centrifugada. O
sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em 5 mL de meio RPMI suplementado
com 10% de soro fetal bovino. O pellet, rico em esplendcitos, foi entdo plaqueado na
concentragio de 2 x 10° células/mL, sendo adicionado 100 uL/poco. As células foram colocadas
numa estufa com 5% de tensao de CO», a 37°C e com umidade estavel por 24 horas. Ao final
desse periodo de adaptacdo das células, elas foram estimuladas com STAg (50 pg/mL) ou 5
pg/mL de Concanavalina A. Outros pocos ndo foram estimulados, recebendo o mesmo volume
(100 uL) de RPMI. Novamente, as células repousaram por 24 horas na estufa de cultivo celular.
Ao final desse periodo, 100 uL do sobrenadante foi coletado. Por fim, 48 horas apds o estimulo
foi coletado o restante do sobrenadante dos pocos. As amostras coletadas foram
cuidadosamente identificadas e estocadas a -70°C, sendo descongeladas somente no momento

de mensurar as citocinas ali presentes.

O sobrenadante coletado pelo método acima descrito foi utilizado para mensurar o
Interferon y (IFN-y) e a Interleucina 10 (IL-10). As quantificacOes dessas citocinas foram
realizadas por meio de um kit comercial de ELISA (BD, New Jersey, EUA), conforme instruido

pelo manual do produto.
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4.11 Contagem de cistos

Os animais dos grupos de infec¢do cronica foram eutanasiados 30 dias apds a infecg¢do e
seus cérebros removidos. O método de quantificagao de cistos cerebrais utilizado é o mesmo
descrito por (ZHOU'! et al., 2016). O processo foi iniciado com passagem de tecido cerebral e
PBS através de uma seringa acoplada a agulhas de diferentes calibres, auxiliado pela adicao de
I mL de PBS. Dessa forma, o tecido foi se tornando mais fragmentado e mais solivel no PBS.
Ap6s a solugdo ficar homogénea, foi aliquotado 25 uLL em uma ldmina comum de microscopia.
Essa amostra foi integralmente observada e os cistos contabilizados. O processo foi realizado
com 3 amostras diferentes de cada macerado de cérebro e contado por 3 pessoas diferentes. Os
valores obtidos de cada cérebro foram usados para formar uma média da quantidade de cistos
em 25 pL de solucdo de macerado. Essa média foi multiplicada por 40 para chegar a

concentracao de cistos/mL.
4.12 Anadlise estatistica

Os dados gerados nesse trabalho foram analisados utilizando o software Graph Pad Prism
6 (GraphPad Software, Inc., San Diego, EUA). Os resultados tiveram um comportamento nao
paramétrico, entdo o teste utilizado foi o Kruskal-Wallis, seguido pelo p6és-teste utilizado foi o

Dunns. Os resultados foram considerados significativamente diferentes quando p<0,05.
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S. RESULTADOS

5.1. Delineamento e sintese dos peptideos

Foram selecionados trés peptideos diferentes, sendo dois deles originados da proteina MIC8
e o altimo originado de SRS52A (Tabela 1). A sequéncia correta de aminodcidos e a pureza dos

peptideos foram verificadas por meio de espectrometria de massa e HPLC.
5.2. Obtencao de ScLL

A ScLL foi extraida a partir do latex da Synadenium carinatum, por um processo que
utilizou a afinidade dessa lectina a D-galactose para separéd-la das demais fracdes presentes
naquela amostra. O processo de purificacdo, como demonstrado no SDS-PAGE, resultou em
amostras ricas em ScLL (Figura 3). Varias amostras de ltex foram coletadas e purificadas ao
longo de 6 meses, sendo que todas elas foram purificadas, caracterizadas quanto a capacidade

de promoverem hemaglutinagdo.

Figura 3 — Lectina do latex de Synadenium carinatum purificada. Foi realizada a
purificacdo de ScLL e, como forma de comprovar a pureza do produto final, amostras do
extrato bruto (fita 1) e da ScLL purificada (fita 2) foram analisadas em gel de poliacrilamida
com dodecil sulfato de sédio a 12%. Nessas condi¢des a ScLL apresenta bandas em 30 e 28

KDa. A primeira fita € o padrdo de peso molecular.
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5.3. Acompanhamento da imunizaciao

Os animais imunizados foram monitorados e dados como peso e comportamento foram
observados, além da producdo de anticorpos especificos contra o antigeno vacinal, que foi
verificada a partir de amostras de sangue coletados quinzenalmente. Essas amostras foram
utilizadas em ensaios de immunoblotting, utilizando membranas sensibilizadas com STAg da
cepa RH. Os resultados demonstram que a maior parte dos animais, especialmente dos grupos
pep+ScLL e pep+Al(OH)3, geraram anticorpos capazes de reconhecer as proteinas MICS8 (34
KDa) e SRS52A (74 KDa) também € importante ressaltar que os grupos imunizados com
formulagdes nas quais o PRP esteve presente, ndo houve producio detectdvel de anticorpos
contra os antigenos vacinais, como demonstrado na Figura 4. Esses resultados foram

observados para ambas linhagens de camundongos.

Figura 4 — Acompanhamento da imunizacio.

MW PBS ScLL AKOH); PRP Pep+ScLL  Pep+AKOH); Pep+PRP  STAg+ScLL  STAg+AlOH); STAg+PRP
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Amostras de soro foram coletadas dos animais 15 dias apds a udltima imunizacdo. Essas
amostras foram utilizadas em ensaios de immunoblotting, com membranas sensibilizadas com
STAg.

Ao final dos 75 dias do experimento (45 dias de imunizacdo somados a 30 dias de
infeccdo), sangue dos animais foi coletado € o soro foi utilizado em novos experimentos
sorolégicos. ELISA indireto foi realizado para verificar o titulo de IgG total (Figura 5). Em
ambas linhagens, houve a produg¢do de IgG contra antigenos do STAg, indicando que a infec¢do

ocorreu como esperado.



Figura 5 — Andlises soroldgicas de animais imunizados e infectados. Apds a infec¢do, os
animais sobreviventes foram eutanasiados e novas amostras de soro foram coletadas. Elas
foram usadas na verificacio da produ¢do de imunoglobulinas G totais em animais da
linhagem C57BL/6 (A) e BALB/c (B), através de um ensaio imunoenzimético indireto,
usando STAg como antigeno de revestimento dos pocos.
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5.4. Producio de citocinas

A producgdo de citocinas em resposta ao estimulo foi realizada utilizando-se os esplendcitos
provenientes de animais imunizados ou aqueles do controle que havia recebido somente PBS.

Estas células esplénicas foiram homogeinizadas e adicionadas em placas de cultura, sendo

45



46

tratadas com os seguintes estimulos: a.) Concanavalina A, como controle positivo ndo
especifico, por ser um potente mitégeno; b.) STAg, como controle positivo 7. gondii especifico;

c.) RPMI, como controle negativo.

Os resultados observados, a partir de esplendcitos da linhagem C57BL/6 (Figuras 6A-C),
indicam que o estimulo com ConA resultou em elevada produgdo de citocinas em todos os
grupos, especialmente quando observado a citocina IFN-y. Ainda observando o estimulo do
ConA, vemos que a IL-10 teve um comportamento diverso, com varios grupos de células
provenientes de animais imunizados produzindo menos desta citocina que os animais nao
imunizados. Interessante notar que, ainda que tenha registrado baixas concentracdes de ambas
citocinas, o grupo PEP+ScLL apresentou as maiores razdes IFN-y/IL-10 em dois estimulos,

sendo também o segundo grupo com maior razao no estimulo com ConA.

Janalinhagem BALB/c (Figura 6D-F), foi observado também aumento na razao IFN-y/IL-
10, no grupo Pep+ScLL, quando comparado ao grupo PBS, no estimulo de STAg.

Figura 6 — Andlise da produgdo de citocinas por esplendcitos de animais imunizados. No 48°
dia apds a primeira imunizacdo, 1 animal de cada grupo foi eutanasiado, seus bacgos coletados
e as c€lulas individualizadas e colocadas em cultura. As células provenientes de cada um dos
animais foram separadamente estimuladas com diferentes compostos: Concanavalina A,
antigeno soluvel de Toxoplasma gondii e ndo imunizado (meio). Apds 24 horas de estimulo,
foram mensuradas a citocina IFN-y (grafico “A” para C57BL/6; “D” para BALB/c). Apds 48
horas, a IL-10 (grafico “B” para C57BL/6; “E” para para BALB/c). Foi feita ainda a razdo IFN-
v/IL-10 (grafico “C” para C57BL/6 e “F” para BALB/c).
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A contagem de cistos foi realizada a partir de amostras de tecido cerebral coletadas de

5.5. Contagem de cistos
camundongos imunizados e infectados, 30 dias apds a infeccdo. O método de contagem
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escolhido foi a contagem a fresco, realizada em microscopia 6ptica. Os resultados obtidos na
linhagem C57BL/6, representados na Figura 7A, indicam que, comparados ao grupo ndo
imunizado, os grupos ScLL, Pep+ScLL, Pep+AlI(OH)s, STAg+PRP, STAg+ScLL e
STAg+Al(OH)s tiveram redugdo significativa do nimero de cistos. Essa diferenca tem maior
nivel de significancia nos grupos STAg+PRP e STAg+ScLL, seguido pelos grupos Pep+ScLL,
Pep+Al(OH)3. Os tnicos grupos que ndo reduziram significativamente a quantidade de cistos
no periodo crénico da toxoplasmose foram os grupos imunizados somente com AI(OH)s e
Pep+PRP.

Figura 7 — Carga parasitaria no cérebro de animais imunizados e infectados. Os animais
imunizados e infectados foram acompanhados por um periodo de 30 dias. Os sobreviventes

foram eutanasiados, seus cérebros removidos e preparados para contagem dos cistos por
microscopia Optica. O grafico “A” se refere aos C57BL/6, enquanto os graficos “B” e “C” aos

BALB/c infectados com 10 e 20 cistos, respectivamente.
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Os camundongos BALB/c foram inoculados com duas quantidades distintas de parasitas,
ambas subletais: 10 e 20 cistos. Nos animais infectados com 10 cistos, o que pode ser observado
foi a diminuicdo significativa do nimero de cistos nos grupos Pep+ScLL e
STAg+Al(OH)s.(Figura 7B). J4 com relacdo a infeccdo com 20 cistos (Figura 7C), foi

registrada uma reducao significativa do nimero de cistos nos animais imunizados com ScLL,
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ainda que diversos outros grupos tivessem reducdo aparente, como o grupo de animais

imunizados com peptideos e ScLL. que registrou reducio de 75% do ntiimero de cistos.
5.6. Sobrevivéncia

O teste de sobrevivéncia foi realizado ao infectarmos os animais imunizados, do grupo
desafio, com 20 cistos/animal. Ao longo de 30 dias, as datas de 6bitos (ou scores de morbidade)
foram registradas e posteriormente representadas (Figura 8). O ensaio em animais C57BL/6
ndo demonstrou diferengas significativas entre os grupos. Houveram, no entanto, diferengas
aparentes na sobrevivéncia de determinados grupos. Os grupos que receberam antigeno (seja
STAg ou peptideos) acrescido de adjuvante, ou somente adjuvante, tiveram um aumento ndo
significativo de sua sobrevivéncia, com um nimero variado de animais sobrevivendo até o 30°
dia de infecgdo. Trés excec¢Oes importantes foram observadas quando utilizado o PRP como
adjuvante. Os grupos que foram imunizados com esse composto ndo apresentaram animais
sobreviventes, mesmo sendo imunizados juntamente com STAg ou peptideos.

Figura 8 — Curva de sobrevivéncia de C57BL/6 imunizados e desafiados. Apds todo o
protocolo de imunizagdo, 5 animais de cada grupo de C57BL/6 foram desafiados com 20 cistos,
via oral. Para facilitar a visualizagdo dos resultados, a figura foi dividida em 3, sendo que “A”
apresenta os resultados dos grupos PBS e dos animais imunizados somente com adjuvantes;
“B” apresenta os resultados dos animais que foram imunizados com peptideos, associados aos

diferentes adjuvantes; “C” apresenta o que foi observado nos animais imunizados com STAg
associado aos diferentes adjuvantes.

A
100 Sttt
'l' ! -e- PBS
— 801 | | -= PRP
2 -I | -+ ScLL
o |
a 60+ : - AI(OH)3
= n-—-—r—-—-—-—-—-i
g 401 | .
Q@
20+ I-——-i
0 B A T 1
0 10 20 30

Days after infection



Percent survival

Percent survival

52

Days after infection

B
100 -~ PEP+PRP
80- -~ PEP+SclLL
-8~ PEP+AI(OH);
60
40 ¢ ®
20+ » |
0 T * T 1
0 10 20 30
Days after infection
C
100 H -4 STAg+PRP
80- ¥ STAg+ScLL
-¢ STAgG+AI(OH);
60 ——
|
40 R e v
l
20- L TETE LTI -
0 i T 1
0 10 20 30



53

6. DISCUSSAO

O protozoario Toxoplasma gondii € capaz de infectar uma ampla variedade de espécies de
animais homeotérmicos, incluindo humanos (ZHU et al., 2019). A doenca causada pela
infeccdo por esse protozodrio intracelular € chamada de toxoplasmose. Essa moléstia foi
suficientemente caracterizada a ponto de esclarecer aspectos de sua transmissdo, sintomas da
fase aguda e alguns da fase cronica (LIMA; LODOEN, 2019). O tratamento atualmente é
facilmente realizado em individuos imunocompetentes, porém € extremamente pernicioso para
os individuos dos grupos de risco (DUNAY et al., 2018). Uma alternativa interessante para
sanear, ou a0 menos amenizar esse problema, seria o desenvolvimento de uma vacina, capaz de
evitar ou minimizar a toxoplasmose nesses individuos dos grupos de risco. Existe ainda a
possibilidade de aplicagdo desse conhecimento para gerar vacinas que possam abranger outras

espécies, como bovinos, galindceos e demais animais usados para o consumo humano.

Uma das ferramentas recentemente desenvolvidas, e que j4 mostrou ser capaz de gerar
resultados interessantes, sdo as ferramentas de bioinformatica usadas na predi¢dao de epitopos
imunodominantes (GOODSWEN; KENNEDY; ELLIS, 2014; WANG et al., 2014). Estas
ferramentas podem ser utilizadas com diversos enfoques, como a predicdo de estruturas,
funcdes de proteinas e epitopos imunodominantes (ROMANO; GIUGNO; PULVIRENTI,
2011). Os dados obtidos a partir dessas andlises tem propiciado o esclarecimento de fungdes
bioldgicas e a identificacao de novos antigenos com potenciais diversos, inclusive vacinais (LU
et al., 2015; ZHANG et al., 2014). Neste trabalho, o objetivo foi pesquisar uma alternativa
imunoprofildtica que possa auxiliar a diminuir o nimero de casos de toxoplasmose, ou amenizar
a doenca. Para atingir esse objetivo, utilizamos um sistema de escolha e delineamento de
antigenos vacinais baseado em andlises de bioinformatica. Foram selecionados 3 pequenos
peptideos, com 15 residuos de aminodcidos, 2 deles derivados da proteina MIC8 e 1 derivado
da proteina SRS52A. Ha trabalhos recentes que vém demonstrando a validade das ferramentas
de bioinformadtica e a necessidade de se escolher um alvo adequado, especialmente quando se
trata de trabalhos de imunizacdes (ZHANG et al., 2014; ZHOU? et al., 2016; SHADDEL;
EBRAHIMI; TABANDEH, 2018). Os trabalhos publicados até hoje demonstraram que utilizar
proteinas imunodominantes (ou por¢des derivadas delas) do T. gondii para imunizagao resulta
em diferentes niveis de prote¢do. Fang e colaboradores (2012) verificaram que antigenos
produzidos a partir de utilizando proteinas recombinantes de SAGI e MIC3. Zheng e
colaboradores (2013) investigaram a capacidade de proteinas recombinantes, obtidas a partir da

sequéncia da roptria 5 e SAGI, atuarem como antigenos vacinais, ficando evidente que a
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abordagem por eles utilizada aumentou significativamente a sobrevivéncia dos camundongos

desafiados.

Os peptideos foram triados quanto a capacidade de serem reconhecidos por anticorpos
IgG produzidos por animais imunizados. Essa verificacdo foi realizada utilizando a
metodologia de immunoblotting, e os resultados demonstraram que houve o reconhecimento
especifico por parte dos anticorpos desses animais, gerados em resposta a infec¢do. A triagem
foi essencial para confirmar o que havia sido predito in silico: a especificidade e a

imunodominancia dos peptideos selecionados neste trabalho.

Concomitante a sintese e triagem dos peptideos, foi feito o preparo dos adjuvantes
imunolégicos. No presente trabalho, foram utilizados 3 substancias diferentes como adjuvantes
imunolégicos: o hidréxido de aluminio, um adjuvante extensivamente usado em formulacdes
vacinais aplicadas em humanos (HE; ZOU; HU, 2015); a ScLL, cuja capacidade de atrair
diferentes elementos da resposta imunoldgica ja haviam sido previamente descritas
(CARDOSO et al., 2012; SOUZA et al., 2016) e, por fim, o propranolol, cuja capacidade de
agir como adjuvante imunolégico também foi recentemente demonstrada por Minaei e
colaboradores (2018). Foi feito também a imunizagdo de grupos de animais com STAg,
associados com diferentes adjuvantes, com o intuito de usar os dados obtidos a partir desses
animais como um controle de maior prote¢do, uma vez que outros trabalhos demonstraram que
esse conjunto de moléculas do parasita, rico em antigenos, foi capaz de induzir alta protecdo
em camundongos desafiados (KHORSHIDVAND et al., 2016). Dessa forma, foi possivel
comparar os grupos nao imunizados, imunizados somente com adjuvante, imunizados com
STAg e adjuvante e, por fim, os grupos experimentais deste trabalho, que foram imunizados
com peptideos associados aos demais adjuvantes imunoldgicos. Além dessas comparacoes,
foram utilizadas duas linhagens distintas de camundongos, C57BL/6 e BALBc, sendo a
primeira mais susceptivel e a dltima mais resistente a toxoplasmose, ampliando assim a anélise
para animais com caracteristicas diferentes. Utilizando-se todos esses grupos, foi possivel
verificar a prote¢do gerada pela imunizacdo e compara-la as demais situacdes, possibilitando
discernir quais efeitos eram causados somente pelos adjuvantes e quais eram gerados a partir

da interag@o antigeno e anticorpo.

Os camundongos foram imunizados, sendo amostras de sangue coletadas antes e durante
o processo. Essas amostras foram importantes para realizar o acompanhamento do processo de
imunizagdo e checar se o antigeno vacinal foi capaz de produzir anticorpos especificos. Por

meio de immunoblotting, foi verificado que os grupos experimentais foram capazes de
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reconhecer os antigenos nativos presentes no STAg, correspondentes as proteinas das quais os
peptideos foram sintetizados. A producgdo de IgG especifica contra antigeno vacinal é uma

caracteristica vista em diversos trabalhos (NABI et al., 2017; KHORSHIDVAND et al., 2016).

Para que uma resposta imunoldgica contra a toxoplasmose seja considerada como
protetora, € necessdrio que ela tenha determinadas caracteristicas. Um dos parametros que pode
informar o estado geral da infeccdo € a producdo de citocinas, especialmente os niveis de
producdo de citocinas mais associadas aos perfis Thl ou Th2, como IFN-y ou IL-10,
respectivamente (SASAI et al., 2019). No presente trabalho, a producdo de ambas citocinas foi
vista ex-vivo, por meio de células do bago retirados de animais que passaram por todo o ciclo
de imunizagdo, porém nao foram infectados. Uma vez que estes grupos celulares, ricos em
linfdcitos, foram acondicionados em placas de cultura de células, foi realizado o estimulo delas
com concavalina A, STAg ou ndo estimulado. Os esplendcitos de cada um dos animais foram
separados em trés grupos, sendo que os grupos receberam estimulos diferentes. Essa andlise foi
importante para podermos comparar o efeito da ativagdo por um composto conhecido, bem
caracterizada, como aquela promovida pela ConA (MA et al., 2019), a resposta celular quando
estimulado pelos antigenos presentes no STAg, que € um composto rico em antigenos do
parasita e, portanto, um estimulo mais semelhante ao que seria observado durante a infeccao,
e, por fim, a auséncia de estimulo, necessdria para fornecer informacdes a respeito da
concentragdo de producao basal dessas citocinas. Em camundongos da linhagem C57BL/6, as
concentracdes de citocinas resultantes dos estimulos acima mencionados indicam que ndo
houve um padrao claramente definido pela imunizacdo com peptideos, adjuvantes ou STAg.
Para melhor visualizar o resultado, e também destacar a diferenga observada entre os grupos,
foi feita a propor¢do das concentracoes de IFN-y/IL-10 para cada um dos grupos do presente
trabalho. A partir dessa andlise, foi possivel evidenciar diferencas de producdo de citocinas
entre os grupos. Entre os grupos experimentais, pdde-se destacar o grupo peptideos + ScLL.
que, apesar de apresentar concentracdes baixas de ambas citocinas, teve a maior propor¢do entre
os grupos experimentais. Essa informag¢do é importante, uma vez que, para esta linhagem de
camundongos, a fase inicial da infeccao frequentemente leva o animal a 6bito devido a intensa
resposta imunolégica que acontece no intestino, local em que o parasita inicia a infec¢do, sendo
que o 6bito € resultado de uma intensa inflamagao que resulta na necrose de diversos pontos do
intestino (LIESENFELD, 2002). Uma citocina fortemente ativa e presente durante essa etapa €
o IFN-y, sendo que niveis exacerbados desta estdo associados com morte precoce em C57BL/6

(LIESENFELD, 2002). No entanto, a auséncia dessa citocina também leva o animal a 6bito
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durante a infec¢do, como ja demonstrado em camundongos geneticamente modificados, para
terem producdo deficitdria desta citocina, e infectados (CORREA et al., 2017). A partir do
exposto, e também com dados disponiveis na literatura, € possivel concluir que € necessario
que citocinas do perfil Thl sejam mais expressas durante a fase aguda da toxoplasmose. No
entanto, citocinas do perfil Th2, como IL-10, também sdo necessdrias para que o animal
sobreviva a fase aguda, como demonstrado em outros (LAO et al., 2015). Logo, um balango
entre Th1l e Th2, aqui representados por IFN-y e IL-10, respectivamente, com dominancia do
primeiro perfil, é o desejado para uma resposta imunoldgica protetora e que ndo va resultar em
uma imunopatologia fatal para o hospedeiro, fazendo assim com que a infeccc¢ao progrida para
a sua fase cronica. Nos animais BALB/c, houve também um predominio de producdo de IFN-
v sobre a IL-10. Nesses animais, a imunizacdo com peptideos e ScLL apresentou um aumento
discreto, quando comparados aos esplendcitos extraidos de camundongos pertencentes ao grupo

ndo imunizado e estimulados com a mesma substancia.

A toxoplasmose é uma infeccdo que pode ser dividida em duas fases distintas, que
diferem uma da outra tanto no comportamento do parasita quanto na resposta imunoldgica do
hospedeiro. A fase cronica da toxoplasmose é caracterizada pelo aumento da afinidade de
imunoglobulinas da classe G, mudanga na producgdo de citocinas, ja assumindo um perfil mais
reparador e menos inflamatério (LUDER; RAHMAN, 2017), entre outras alteragdes
importantes. Ja por parte do parasita, o que se observa € a extingdo de taquizoitas livres e criagdao
e manutencao de cistos com bradizoitas em diversos tecidos do hospedeiro, como cérebro e
musculatura (ROBERT-GANGNEUX; DARDE, 2012). Essa fase, anteriormente considerada
assintomdtica, € hoje um objeto de estudo intenso, sendo relacionada a possiveis complicacdes
psicossomdticas e/ou médicas associadas a presengca do cisto em determinados tecidos,
especialmente tecido nervoso central (KHADEMVATAN et al., 2016). Além dessas possiveis
novas complicagdes causadas pela toxoplasmose cronica, essa fase também pode resultar em
uma nova reativacio da infeccdo, decorrente de uma depressdo da imunidade do hospedeiro,
sendo que a auséncia da resposta imunolégica sauddvel leva a saida dos bradizoitas dos cistos,
sua transformac@o em taquizoitas e o consequente aumento intenso da parasitemia (DARD et
al., 2018). Com o intuito de verificar, no presente trabalho, se as formula¢des vacinais foram
capazes de influenciar a infec¢do cronica, foi feita a contagem de cistos de parasitas presentes
nos cérebros de todos animais imunizados e infectados que sobreviveram até o 30° dia de
infeccdo. Os resultados indicaram que, comparado ao grupo ndo imunizado, o grupo

experimental que exibiu o menor nimero de cistos foi o de animais imunizados com peptideos
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+ hidréxido de aluminio ou associados com ScLL. A redugdo, em ambos grupos, foi de
aproximadamente 75%. Na linhagem BALB/c, foram visualizados resultados semelhantes no
grupo ScLL, em ambas situagdes de infec¢do, com reducdo de cerca de 75%. Outros autores
relataram chegar a resultados semelhantes utilizando outras formulag¢des vacinais. Zhang e
colaboradores (2015) estudaram como peptideos preditos a partir de proteinas
imunodominantes do 7. gondii alterariam a resposta de camundongos imunizados contra a
toxoplasmose experimentalmente realizada, e encontraram que houve uma redugao de 30 a 40%
na carga parasitdria destes animais. Picchio e colaboradores (2018), usando um coquetel multi-
antigénico como antigeno vacinal, encontrou que essa combinac¢do foi capaz de reduzir em
torno de 20 a 30% da carga parasitdria. Proteinas originadas do antigenos superficiais e de
micronemas sdo importantes, na dindmica da infeccdo, ao atuarem no primeiro contato entre
parasita e hospedeiro, promovendo o reconhecimento e a primeira ligacio entre ambos (SAG),
e logo apds essa etapa, fortalecendo a ligacao e iniciando o processo de invasao (WANG et al.,
2016). Ao utilizar peptideos vacinais que representem regides cruciais para a acao dessas
proteinas, possivelmente o animal foi capaz de produzir anticorpos mais efetivos na
neutralizacdo do parasita, combatendo-o mais efetivamente, como evidenciado pela baixa

quantidade de cistos nos animais imunizados.

A toxoplasmose € uma doenga que raramente leva um humano sauddvel a 6bito durante
a fase aguda. Ainda que individuos sauddveis ndo desenvolvam patologias graves causadas por
este protozodrio, individuos imunossuprimidos e fetos de gestantes podem sofrer consequéncias
mais severas (CONTIERO-TONINATO et al., 2014). Rebanhos ovinos e caprinos também
fazem parte dos possiveis hospedeiros de 7. gondii, possivelmente resultando em perdas de
gestacdes, animais adultos e intensificando a transmissdo do parasito através de carne
malcozida, gerando grande prejuizo econdomico (INNES et al., 2009; TORGERSON;
MASTROIACOVO, 2013). No presente trabalho, foi feita a verificacdo da capacidade das
formulacdes vacinais em proteger os animais dos grupos desafio, que receberam um nimero de
cistos maior do que aqueles do grupo subletal, com um numero de parasitas suficiente para
causar 6bito em todos animais da linhagem mais susceptivel usada nesse trabalho (C57BL/6)
O desafio foi realizado utilizando a via natural de infecc@o por esse parasita, que € a oral com
cistos. Ap6s acompanhar os animais da linhagem C57BL/6 por 30 dias, o que pode ser visto
dos resultados € que nenhum grupo de imunizagdo foi capaz de aumentar significativamente a
sobrevida dos animais imunizados, ainda que alguns grupos tenham um indice de sobrevida

aparentemente maior. Dentre os grupos que apresentaram a sobrevida maior (ainda que ndo



58

estatisticamente significativa), os 3 grupos imunizados com ScLL se destacam, exibindo o
maior nimero de animais vivos no final do periodo. Estas diferencas registradas nos grupos
ScLL podem ter ocorrido devido a capacidade desse adjuvante em estimular a producdo de
citocinas pré-inflamatérias e, consequentemente, preparar mais adequadamente o animal para
a fase aguda da doenca (SOUZA et al., 2016). Resultados semelhantes foram vistos em outro
trabalho: Chen e colaboradores (2014) realizaram ciclos de imunizacdo com uma proteina
recombinante obtida a partir de TgCDPK1 (Toxoplasma gondi calcium-dependent protein
kinase 1) em camundongos, que posteriormente foram submetidos ao desafio. Os animais do
trabalho mencionado ndo sobreviveram até o 30° dia. Vdrios outros trabalhos tiveram
abordagens e resultados semelhantes (TAN et al., 2011; ZHENG et al., 2013), registrando
diferentes tempos de sobrevivéncia, variados graus de protecdo cronica também foram vistos
nestes trabalhos, porém em todos eles os animais ndo sobreviveram até o final do experimento.
No presente trabalho, foi possivel ainda verificar a sobrevivéncia de uma parcela dos grupos
experimentais de animais susceptiveis a fase aguda, sugerindo que a utilizacdo do ScLL e
peptideos pode ser um auxilio para aprimorar a resposta do animal durante essa fase da
toxoplasmose. Em outro estudo do nosso grupo (SOUZA et al., 2016), foi verificado que a
ScLL, usada com fins terapéuticos em camundongos infectados, também aumentou a sobrevida

destes, além de levar a uma mudanca em diversas citocinas, favorecendo o perfil Thl.

No presente trabalho, apresentamos dois peptideos, preditos a partir de um freeware
disponivel online, e outro originado de software experimental de um colaborador. Esses
peptideos foram preditos a partir de proteinas imunodominantes do parasita, e que ja haviam
sido alvo de estudo em outros estudos do nosso grupo. Sabendo da possivel capacidade de
protecdo que esses peptideos poderiam garantir ao animal imunizado, resolvemos estudar mais
a fundo essa questdo, utilizando duas linhagens de camundongos distintas: os C5S7BL/6 e os
BALB/c. A primeira linhagem, como j4 mencionado anteriormente, ¢ mais susceptivel a
imunopatologia intestinal resultante das etapas iniciais de infec¢do do parasita, momento em
que os bradizoitas penetram nas células da superficie intestinal, se transformam em taquizoitas
e, a partir dessa porta de entrada, penetram no sistema do hospedeiro. Por meio dessa linhagem,
foi possivel verificar o que a imunizacdo pode realizar em animais susceptiveis, fornecendo
dados importantes para estudos futuros que estudem formas de evitar e/ou combater a infeccao
por T. gondii. Adicionalmente, acrescentamos uma série de informagdes que podem ser
essenciais para trabalhos de imunizagdo futuros, que s@o os parametros normalmente

observados em camundongos C57BL/6 imunizados com a soluc@o de antigenos soltveis de 7.
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gondii. Essas informagdes sdo fundamentais por serem pouco vistas na literatura, visto que
esses animais sdo pouco utilizados em trabalhos dessa natureza. Os animais da linhagem
BALB/c foram utilizados para ampliar a significancia dos nossos resultados ao verificar
resultados semelhantes em modelos diferentes. Além de utilizarmos uma abordagem recente
para a selecdo e delineamento dos antigenos vacinais, selecionamos dois adjuvantes que ja
haviam sido outrora descritos, mas que ainda nao haviam sido associados com peptideos de
proteinas imunodominantes derivadas de 7. gondii. Ao longo do trabalho, o que foi possivel
observar é que a imunizag¢do foi capaz de provocar algumas mudangas no animal, como
demonstrado nas citocinas e, principalmente, na diminui¢do intensa do nimero de cistos no
cérebro, apos os 30 dias de infeccdo. Acreditamos ainda que o resultado ndo estatisticamente
significativo no experimento de desafio letal em C57BL/6 pode ser alterado utilizando
diferentes metodologias de imunizag¢do, como a imunizacdo através de mucosas, pela via
nasofaringea, ja descrita em outros trabalhos e que alcancou resultados interessantissimos. Por
fim, o presente trabalho contribuiu para o aumento do conhecimento a respeito da
imunoprofilaxia contra toxoplasmose em diferentes linhagens de camundongos, entregando a
comunidade académica e cientifica de todo o mundo informacdes importantes de modelos de
predicao de antigenos vacinais, comprovacdes de uma nova substancia como adjuvante e uma
formulacdo vacinal capaz de estimular o sistema imunoldgico dos animais imunizados,
tornando-os capazes de combater mais efetivamente a infec¢io e, consequentemente, causando

o estabelecimento de menor nimero de cistos ao final de 30 dias de infecc¢ao.
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7. CONCLUSOES
. Os trés peptideos sintetizados a partir da predi¢do de epitopos de duas sequéncias da
molécula de micronema MICS8 e de uma sequéncia relacionada ao antigeno de superficie
SRS52A apresentaram potencial como marcadores de infeccdo, uma vez que foram

reconhecidos por amostras de soros de animais infectados por 7. gondii,

. O protocolo de imunizacdo com os peptideos juntamente com o adjuvante ScLL
resultou em alteracdes relevantes na producdo de citocinas associadas a uma diminui¢do
significativa da carga parasitéria, evidenciando que hé potencialidade para estes peptideos e

adjuvante serem utilizados como antigenos vacinais.
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