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RESUMO

A toxoplasmose, em suas varias formas clinicasn @mwblema de saude publica e o
estudo de antigenos (Ags) com potencial uso emnd@gigo e composi¢cao de vacinas,
um desafio. Culturas de células vém sendo usadasudstituicdo a animais na
producédo destes antigenos. O presente estudo bpsicm@iramente avaliar e otimizar a
producao de dois antigenos provenientes de tatpsz@ntigeno lisado de taquizoitos
(ALT) e antigeno excretado/secretado (ESA) obtelmscélulas VERO sem adicdo de
soro fetal bovino (SFB). Foram analisadas condig@eais de cultura, infectividade,
presenca de mutacdes genomicas e imunogenicidadeaterial obtido durante 30
passagens em cultura. Para tanto foram usadasdéae inoculacaim vivo e in vitro,
biologia molecular (PCR e sequenciamento) e ensaimoenzimatico (ELISA). Os
resultados obtidos mostraram mesma eficiéncia Warawcelular em relacdo a animais
e culturas com adicao de SFB para a producdo déggesAinda, ndo houve alteracao
na composicao antigénica comprovada pela auséaaiauthcdes durante as passagens
em cultura. Para avaliar a capacidade de ESA enrindesposta imune humoral e
celular e proteger os animais de desafio com cepdenta deT. gondii, foram
utilizados camundongos A/Sn divididos em trés gsuffoanimais cadajp: imunizado
com 4 doses de ESA (20pg com ALUMB,infectado com a cepa ME-49 (controle
positivo) e C, inoculado com ALUM (controle negativo). Usando BBl foram
dosados nos soros desses animais anticorpos éasntéfs classes de imunoglobulinas
e com células de baco estimuladas com Ags e mitdgedosadas citocinas em
sobrenadante de cultura. Os resultados obtidosranast uma producdo aumentada de
anticorpos da classe IgG1l e de citocinas F&I-TNFa e baixa producdo de IgM e
IgG2a, IL10 e IL4 em animais imunizados com ESA matacdo ao grupo controle
positivo. Este mostrou maior produgcédo de anticommslasse 1gG2a, IL -4 e IL-10.
Estes resultados indicam que ESA induziu respokfa€el Th2. Houve diminuicdo de
parasitemia e retardo na mortalidade de animaisayaen desafiados com taquizoitos
opsonizados com anticorpos anti-ESA, mostrando apelpprotetor desses anticorpos.
Os resultados ressaltam a importancia de ESA ngasigéo de kits diagndstico e

como imundgeno.



ABSTRACT

Toxoplasmosis, in its various clinical forms, ipablic health problem. The study of
antigens (Ags) with potential use in diagnosis &adcine composition, a challenge.
Cell cultures have been used to replace the animalee antigens production. The
present study first evaluated and optimized twagans production from tachyzoites:
tachyzoite lysate antigen (TLA) and antigen exastecreted (ESA) in VERO cells
obtained without addition of fetal bovine serum §B We analyzed ideal culture
conditions, infectivity, genomic mutations preseracel immunogenicity of parasites
obtained during 30 passages in culture. For babulation techniques were used
vivo and in vitro, molecular biology techniques (PCR and sequencamg) enzyme
linked immunosorbent assay (ELISA). The resultamiatd showed the same efficiency
in cell culture in relation to animals and cultulesadding FBS to produce such Ags.
Furthermore, no change in antigenic composition easlenced by the absence of
mutations in the passages in culture. To assess d&&pAcity to induce humoral and
cellular immmune response and protect animals froballenge with virulent strain of.
gondii were used A/Sn mice divided into three groupsnimals): A: immunized with

4 doses of ESA (3@ ESA plus ALUM), B infected with the strain ME-4Positive
control) and C, received only ALUM (negative cotmtrdJsing ELISA were measured
in serum of these animals antibodies of differéasses of immunoglobulins and spleen
cells stimulated with mitogens and Ags, cytokingsaged in culture supernatant of
these spleen cells. The results showed an incrgasediction of IgG1 antibodies and
cytokines IFNy and TNFe. and low production of IgM and 1gG2a, IL10 and Ii#
animals immunized with ESA in relation to the cohtgroup. It showed increased
production of antibodies of class 1gG2a, IL -4,10: These results indicate that ESA
induce Thl and Th2. There was a parasitemia dexagasdelayed mortality of animals
that were challenged with opsonized tachyzoite aiiti-ESA, showing a protective
role of these antibodies. The results underscad&®A importance in the composition
of diagnostic kits like as immunogen.

Vi



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AIDS - “Acquired Immunodeficiency Syndrome” (Sindrome ghaunodeficiéncia
adquirida)

ALT - Antigeno Lisado de Taquizoitos

CDC - “Centers for Disease Control and Prevention"ni@epara controle e prevencao

de doencas)

CD4+ - “Cluster of Differentiation 4” (Grupamento ddetienciagao 4)
CD8+ - “Cluster of Differentiation 8” (Grupamento de diégiciacao 8)
CTL — Cytotoxic T lymphocythes

NK — Células'Natural Killer”

VERO - Células de rim de macaco verde africano

COBEA - Cdlegio brasileiro de Experimentagédo Animal

DNA - “Deoxyribonucleic Acid” (Acido desoxirribonuclé)

D.O. - Densidade otica

EDTA - Acido etilenodiamino tetra - acético

ELISA - “Enzyme-linked immunosorbent assay” (Teste Inemmmatico)
ESA- Excreted/secreted Antigens (Antigenos Excretadosétados)

g - Aceleracéo da gravidade

Glicosilfosfatidilinositol - GPI
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HAART - “Highly Active Antiretroviral Therapy” (Terapianti-retroviral altamente
eficaz)

HIV — Human immunodeficiency virus (Virus da imunodéficia humana)

HCI - Acido cloridrico

IL- Interleucina

IFN-vy — Interferon gamma

IgG - Imunoglobulina da classe G

IgM - Imunoglobulina da classe M

IgA- Imunoglobulina da classe A

IgE- Imunoglobulina da classe E

LCR - Liquido cefalorraquidiano

MHC Major Histocompatibility complex (Complexo de Histmmpatibilidade principal

de classe)
MOI - multiplicidade de infeccéo
MIC — Micronemal proteins (Proteinas dos micronemas)
NaCl - Cloreto de Sodio
NaHCO3;— Bicarbonato de Sodio
OPD - Orto-fenilenodiamina
PAMPs - pathogen-associetad molecular patterns
PBS—- “Phosphate Buffer Solutior(solucao fisiolégica tamponada)

pb - Pares de base
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PCR - “Polymerase Chain Reaction” (Reacdo em cadepotaerase)

PCR RFLP - “Restriction fragment length polymorphisms” (Pabrfismo de

comprimento de fragmentos de DNA gerados por endenastricao)
PV — Vacuolo Parasitéforo
grtPCR - “Quantitative real-time PCR” (PCR quantitativa &ampo real)
RIFI - Reacdo de imunofluorescéncia indireta
ROP — Roptry proteins (proteinas das roptrias)
SAG —Surface antigen (antigeno de superficie)

SDS-PAGE - Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel eletraopb® (Eletroforese
vertical em gel de poliacrilamida contendo dodsaifato de sodio).

SFB- Soro Fetal Bovino

SNC - Sistema nervoso central

SRS- Sequéncias relacionadas a SAG
TH1 — resposta cellular do tipo 1

TH2 — resposta cellular do tipo 2

TLR- Toll-like receptors

TNF- a — fator de necrose tumoral
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1. INTRODUCAO

1.1. Historico

Toxoplasma gondié um parasitantracelular obrigatorio pertencente ao filo
Apicomplexa, classe Sporozoa, subclasse Coccidideno Eucoccidia e Familia
Sarcocystidae (Ravdin, 1995), capaz de infectar ampla variedade de animais de
sangue quente (Dubey et al., 1998; Pereira-Chiaatoal., 2009). O nomBoxoplasma
(toxon = arco, plasma = forma) refere-se a formafohgica de meia lua encontrada
no estagio de taquizoito (Hill et aR005). Os integrantes do filo Apicomplexa s&o
caracterizados por estagios diferenciados altamewésivos e possuem uma estrutura
subcelular chamada complexo apical com papel iraptet na invasédo celular
(Dubremetz, 1998).

O parasito foi descrito por Splendore em 1908 |fared0 um coelho de
laboratério em Sao Paulo, Brasil. Simultaneamewt®, pesquisadores Nicolle e
Manceaux do Instituto Pasteur da Tunisia, descaeverm microorganismo similar ao
descrito por Splendore em células mononucleardémde e figado de um roedor norte-

africano denominadGtenodactylus gundi

A transmissdo do parasita era um mistério desdm alascoberta nos roedores.
Chatton e Blanc (1917) constataram que o hospedgiemodactylus gundihdo havia
sido infectado naturalmente, mas que havia adquaidnfeccdo em cativeirdstes
roedores vivem no sopé das montanhas do sul daidunforam usados em pesquisas
sobre Leishmaniose no Instituto Pasteur da TuniSge mesmos pesquisadores
suspeitaram qué&. gondii havia sido transmitido por artropodes porque faoatrado
sangue no hospedeiro. Desta forma Chatton e Blaf8d7§, bem como outros
pesquisadores nos EUA investigaram a possivelmige8o por varias espécies de
artropodes, porém com muitos insucessos (Frenkatl, €970, 1973).

No ano de 1923 foi descrito o primeiro caso de ptamose em humanos
pela observacdo de cistos na retina de uma criemgatoxoplasmose congénita que
apresentava hidrocefalia (Jankd, 1923). Em 1954jddea observacdo da alta
prevaléncia da infeccdo na populacdo, sugeriu-seaquansmissao ocorria através da

ingestédo de carnes mal cozidas, o que foi confionpent outros pesquisadores, 0s quais
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demonstraram a resisténcia dos cistos teciduaisnasnas proteoliticas dos sucos
digestivos (Jacobs, 1967).

A elucidacéo da importancia do felino como hospedgefinitivo do parasita no
ciclo de transmissdo s6 foi comprovada anos adrettm a descoberta do ciclo
sexuado culminando na formacao dos oocistos eldosmaas fezes dos felinos (Dubey
et al., 1970).
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1.2. Epidemiologia

Toxoplasma gondiipossui a capacidade de infectar diversas espéaes d
vertebrados como aves e morcegos, herbivoros,voansi mamiferos marinhos e o
homem (Carruthers, 2002; Montoya e Liesenfeld, 208dmente nos felinos observa-
se a multiplicacdo parasitaria por processo sexu@ 0s mesmos sd0 0s Unicos
hospedeiros definitivos. Os demais animais, inekiso homem, sdo considerados
hospedeiros intermediarios, onde ocorre somenteltiptitacdo parasitaria assexuada
(Bushrod, 2004).

A toxoplasmose € uma zoonose de ampla distribigeagrafica, afetando cerca
de um terco da populacdo mundial (Montoya e Lieddn®004; Pereira-Chioccola et
al., 2009). Acomete aproximadamente dois bilhdepedsoas no mundo (Tenter et al.,
2001; Montoya e Liesenfeld, 2004; Pappas et aQ9PA infeccdo humana geralmente
€ assintomatica, e é adquirida pela ingestao ae @aua ou mal cozida contendo cistos
teciduais, pela agua ou alimentos contaminados ameistos eliminados nas fezes de
felinos. Estas caracteristicas biologicas, somadashabitos de alimentacéo e higiene,
padrbes culturais da populacdo, faixa etaria e go@mcia urbana ou rural estdo
estritamente relacionados com a variabilidade dapsevaléncia da doenca nas
diferentes regides, assim como a rota de infecc@logoe se constitui na maior forma
de contaminacdo (Contreras et al.,, 1996; Tente.e2001; Montoya e Liesenfeld,
2004; Santos et al., 2009; Pereira-Chioccola g2@09).

Essa grande dispersao do parasita pode ser dedelanpela possibilidade deste
apresentar varios mecanismos de transmissdo, cogestdo de cistos presentes em
carnes cruas ou mal cozidas, ingestdo de oocisezeqes em fezes de felinos que
contaminam alimentos e agua, manipulacdo de temtaminada com oocistos, entre
outros (Frenkel e Dubey, 1972; Remington et al012@enci-Goga et al., 2011). Estes
fatores podem ser as causas das altas preval&@wiasticorpos anti . gondiiem
grupos humanos com habitos, costumes e etnias lherandes, sendo dependentes do
grau e da frequéncia de exposicdo aos referidoerefat (Jamra, 1964). A
soroprevaléncia estimada varia de 11% no EUA (Jehed., 2007) a 70% no Brasil

(Cantos et a).2000; Pappas et. al, 2009). Dados de Pinon €@01) mostram que na
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Europa a soroprevaléncia varia de menos de 20%ode @ mais de 60% ao sul. Em
Sado Paulo 57,10% das mulheres atendidas na redaude publica de S&do Paulo no
periodo de 2001 a 2005 eram positivas para a tagoulse (Kawarabayashi et al.
2007).

A doenca surge na auséncia de resposta imuneatiihospedeiro e a forma
ocular acomete pelo menos 2-3% dos pacientes satita (Roberts e Mcleod, 1999).
A toxoplasmose devastadora do sistema nervosocateatrrre em fetos de maes com a
infeccdo aguda, em pacientes com AIDS e os subosetidiransplantes. Os sinais e
sintomas sdo tdo graves, que se nao tratados magdke, podem levar os pacientes a
morte ou a sequelas significantes (Remington etl8P5). Segundo Ravel (1998)
gondii nos individuos com AIDS infecta o sistema nervosat@l em 12-31% dos
pacientes, sendo responsavel por 25-80% das irdea® sistema nervoso central na
AIDS. A infeccdo porT. gondii ¢ a maior causa de morbidade e mortalidade em
criangas infectadas congenitamente e pacientes otoumprometidos incluindo
pacientes com AIDS (Luft e Remington, 1992; Hibebey, 2002).

Nos animais, a toxoplasmose causa abortos, natimjgoerdas neonatais em
todos os tipos de criacdo, especialmente em oveheabras, promovendo grandes

perdas econémicas no mundo (Buxton, 1998).

1.3. Morfologia
1.3.1. Taquizoitos

Os taquizoitos possuem forma de lua crescente réFigjy com 2 a fgim de
comprimento, como uma célula sanguinea (Hill et 2005). Apresentam varias
organelas tais como anéis apicais, anéis polamside, roptrias, micronemas,
microporos, mitocondrias, microtubulos subpelicedar complexo de Golgi,
ribossomos, reticulo endoplasmatico liso e rugngoleo, granulos densos, granulos de
amilopectina (podem estar presentes ou nao) e @psto. Como integrantes do filo
Apicomplexa, também apresentam uma camada peliculpla, formada pela
plasmalema intimamente associada ao complexo teen membrana (Soldati e
Meissner, 2004).
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O complexo apical € composto por elementos dosoeleto e pelas organelas
secretorias especializadas chamadas roptrias, meitras e granulos densos (Baum et
al., 2006), citadas acima. O anel polar serve camaentro microtibulo-organizador
para os microtubulos subpeliculares (formato ddagesonferindo a forma de lua

crescente do parasita (Soldati e Meissner, 2004).

O condide € uma estrutura em forma de cone, compgmst um polimero de
tubulina que é saliente durante a invasdo. Estatest se associa aos microtubulos e ao
citoesqueleto de actinomiosina promovendo a foeg@ssaria para a movimentacédo do
parasita (Hu et al., 2002).

Dense granule Golgi body
Fough endoplasmic Apicoplast

rcnc

Mitochondrion

Ultrastructure of a Toxoplasma gondii tachyzoite
Expert Reviews in Molecular Medicine ©2001 Cambridge University Press

Figura 1 Esquema representativo de taquizoito deToxoplasma gondii.
Fonte:http://journals.cambridge.org/fulltext_cortBERM/ERM3_01/S1462399401002204sup013.gif

1.3.2. Cistos e bradizoitos

Os cistos teciduais (Figura 2) variam de 5 aub®( possuem poucos ou
milhares de bradizoitos em seu interior (Dubey attde 1988; Dubey et al., 1998; Hill
et al., 2005). Sdo achados mais freqlentemente énebro, coracdo e mausculo
esquelético. Representam um estagio quiescenteadisifa dentro do hospedeiro
(Dubey e Beattie, 1988). O termo bradizoito (bradyevagar em Grego) foi definido

por Frenkel (1973) e descreve a forma de multipiodenta dentro do cisto.

Os bradizoitos se dividem como os taquizoitos pdodiogenia (Dubey et al.,
1998), medem aproximadamentaun¥ x 1.5um. Diferem morfologicamente de
taquizoitos por serem mais delgados, pela locd@alp nucleo na parte posterior do

parasita e pelo seu alto indice de micronemas rulgre de amilopectina (Hill et al.,
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2005). Persistem dentro dos cistos por toda adad@ospedeiro e sdo mais resistentes a
tripsina ou a pepsina que os taquizoitos (Grosal.efl996; Montoya e Liesenfeld,
2004).

Figura 2: Cisto proveniente de macerado de cérebro de cangndFonte: Hill et al., 2005

1.3.3. Oocistos

Durante a infec¢cdo aguda dos felideos, alguns eslite oocistos (Figura 3)
(10x12um) séo encontrados nas fezes dos gatos por 7-2 Mantoya e Liesenfeld,
2004). Os oocistos se tornam infectantes dentrol-&e dias no meio ambiente
dependendo da aeracao e temperatura. Esporuladéntdois esporocistos elipsoidais
e, cada esporocisto possui quatro esporozoitos & 8um) em seu interior (Hill et al.,
2005).

Menos de 50% dos gatos liberam oocistos nas fareslq ingerem taquizoitos
ou oocistos, mas todos os gatos liberam oocist@mdp ingerem cistos teciduais
(Dubey e Frenkel, 1976).

Figura 3: Oocisto esporulado (A) e ndo esporulado (B) destras de fezes de gatdi{l et al., 2005)
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1.4. Ciclo bioldgico

No hospedeiro definitivo (Figura 4A): depois daéstfio dos cistos teciduais

pelos felinos, as paredes cisticas sdo dissolydasnzimas proteoliticas do estdmago
e do intestino delgado. Os bradizoitos sdo entderddos, penetram nas células
intestinais (intestino delgado) e iniciam o desdviazento de numerosas geracoes de
ciclos assexuais e sexuais @le gondii (Dubey e Frenkel, 1972Neste estagio, as
formas sé@o conhecidas como esquizontes. Dos esteszedo liberados 0os merozoitos,
que apos varias geracdes transformam-se em ganasteulino (microgametoécito) e
feminino (macrogametocito). Apos a fusdo do garfatanino e do gameta masculino
ocorre a formacgéo dos oocistos ndo esporulados@ueliminados nas fezes do gato
contaminando o meio ambiente. Os oocistos levarh deés dias para esporularem no
meio ambiente e tornarem-se infectantes (Hill et 2005; Pereira-Chioccola et al.,
2009).

No hospedeiro intermediario (Figura 4B): a entradaélula € iniciada pelo

contato entre o apice e a superficie da céluladumsm e, imediatamente seguida pela
progressiva internalizacdo do sitio apical (Dubriemé&998). Ao aderir na célula,
através de receptores de superficie (SAG-1) (Hwinhl., 2003) e pelas proteinas
adesivas da micronema (MICs), que depois da adespenetracdo migram para a
regido posterior final do parasita (Sutan et @97), o agente orienta seu complexo
apical de forma a criar uma juncdo intracelularoemfar na célula um vacuolo
confortavel para o agente (Huynh et al., 2003).a®0wlo parasitéforo € envolto pelo
reticulo endoplasmatico e mitrocondrias da ceélwapkdeira, acreditando-se que o
parasita recruta seus metabdlicos dessas orgatelagspedeiro (Sinai et al., 1997), e
ai se multiplica por endodiogenia (duas célulabdf’ se formam dentro da célula
‘mae’). A multiplicagdo continua até que ocorra uptara da célula quando os
taquizoitos séo liberados para parasitar outragase{Dubey e Beattie, 1988; Hill et al.,
2005). Este processo continua até que o hospedesenvolva imunidade ao parasita.
Depois que a infeccdo é estabelecida e os parasdimseliminados para o meio
extracelular, a multiplicacdo intracelular dimirelios parasitas (agora em estigio de

bradizoito) acumulam-se em cistos teciduais (DwbBgattie, 1988).
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1.5. Formas da doenca

1.5.1. Toxoplasmose congénita

A infecgdo congénita se caracteriza pela transmisii parasita ao feto via
placenta. Esta forma de infeccdo ocorre somentedgua mulher desenvolve infeccéao
primaria durante a gestacdo, que apesar da panasitemporaria, raramente tem
sintomas (Hill et al., 2005).

A gravidade da toxoplasmose congénita esta reladeorcom o periodo de
infeccdo. Quando a infeccdo materna ocorre no pomMau segundo trimestre de
gestacdo pode causar no feto a infeccdo cong@vitaiasresultando em morte no Utero
ou aborto espontaneo. Cerca de 1% dos recém—naspidoadquiriram toxoplasmose
congénita morrem e 2% apresentam problemas newograves. Em contraste,
quando a infeccdo materna tardia (terceiro trimegstisualmente resulta em recém-
nascidos aparentemente normais. A frequéncia absdki infec¢cdes subclinicas em
recém-nascidos com toxoplasmose congénita é de(Bd¥feld et al., 1994; Gilbert,
2004).

A presenca da imunoglobulina materna G (IgG) emsaras de soros de recém-
nascidos ndo garante infeccdo do feto. Porém, exgéb pode ser confirmada pela
persisténcia dos anticorpos IgG por mais de 8 miésédade (Remington et al., 2001).
Em contraste, a deteccdo de anticorpos IgM, IgAgEe ho soro da criangca, que
normalmente ndo cruza a barreira placentaria,irooafa infeccdo (Altcheh et al.,
2006).

A deteccdo de anticorpos IgG na mulher antes deagiEs indica infeccéo
anterior e portanto elimina o risco de transfer@mtingénita de taquizoitos (Kravetz e
Federman, 2005). O teste de avidez para anticdg@$oi introduzido para discriminar
a infeccao recente da infeccdo tardia e tém sidlgpata o diagnéstico de gestantes.
Normalmente, € utilizado como teste confirmatégoando usado em associacdo com

outros testes sorologicos (Hedman et al.,1989¢hiiedd et al., 2001A).
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1.5.2. Toxoplasmose em imunodeprimidos

Individuos com toxoplasmose albergdmgondiiem forma de cistos nos seus
tecidos. Quando apresentam algum tipo de imunosss§o podem ter reativacdo da
infeccdo causando doenca neuroldgica grave. Noremén as imunossupressées sao
causadas pelo uso de drogas como em transplantpdogntes com doencas
linfoproliferativas ou, com deficiéncia na imuni@adelular como os portadores do

virus da imunodeficiéncia humana (HIV) (Burg et 4888; Ferreira, 2000).

Em pacientes com AIDS, a toxoplasmose do sistemas@ central é a causa
mais frequente de lesdo cerebral focal (Vidal et 2005), principalmente quando a
contagem de linfécitos T CD4+ é menor que 100 aslaim3 (Hoffmann et al., 2007),
e a retinocoroidite toxoplasmica, uma das mais naptes inflamacdes oculares
secundarias (Nussemblatt e Belfort Junior, 1996gBa, 2001).

Os linfécitos T CD4 CD8" sdo as células mais importantes responsaveis pela
imunidade protetora contf gondii.Secreta IFNy e desenvolve a atividade citotoxica
contra as células parasitadas (Brown et al., 1988zzinelli et al., 1991). Em
camundongos H-2d linfécitos T CD8CTL) medeiam a resisténcia a encefalite
toxoplasmica (Brown et al., 1995).

1.5.3. Toxoplasmose Ocular

A doenca ocular causada pobrgondiifoi primeiramente descrita em 1923, em
crianca com infeccdo congénita (Janku, 1923) e 889,1a toxoplasmose congénita
com envolvimento ocular foi amplamente aceita cama doenca humana (Wolf et al.
1939).

A toxoplasmose ocular é a causa mais comum deocetiaidite em pacientes
imunocompetentes, sendo responsavel por 30% a ®08bdds as uveites posteriores
(Copeland e Phillpotts, 2006). Pode ser de origeng@&nita com manifestacdes clinicas

precoces ou tardias, ou ainda ser adquirida apésscimento como resultado da
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infeccdo aguda ou reativacdo. A manifestacdo oculs comum € a retinocoroidite
granulomatosa necrotizante que pode vir acompantdadautras alteracbes oculares,
pela ruptura de cistos latentes na retina que poldeenar parasitas que induzem
necrose e inflamacéao. (Glasner et al, 1992; Mon&gR&mington, 1996; Vallochi et al.,
2008; Commodaro et al., 2009). Mais recentemesta, gido discutido que a maior
parte dos casos de toxoplasmose ocular sdo caysadivgeccdes pos —natal (Holland
1999, 2003, 2004; Gilbert e Stanford 2000). O altice de envolvimento ocular em
criancas recém-nascidas esta relacionada a imadierido sistema imune. Em alguns
pacientes com infeccbes documentadas ao nascimastdesbes oculares podem

aparecer anos apos o nascimento (Koppe et al.).1986

1.6. Diagnostico laboratorial da toxoplasmose

A evidéncia do parasita no sangue ou em outrogldtuicorporais € um
indicativo de uma possivel infeccdo aguda (Monteydesenfeld, 2004). Técnicas de
deteccédo direta do parasita sdo complexas de se@imadas, além de apresentarem
baixa sensibilidade (Wong e Remington, 1993). Rear @m parasita intracelular
obrigatorio, o isolamento em cultuna vitro € dificil de ser mantido, oneroso e por
necessitar de muito tempo para se obter um resultguiesenta efetividade em menos
de 50% dos casos. O isolamento do parasita podeisemediante a inoculagdo em
camundongos, sendo mais sensivel, porém exigindotr&ke a seis semanas e
manutencado dos animais em biotérios (Lin et alD02&upferschmidt et al., 2001). A
deteccado de parasitos também pode ser obtida d¢es ¢vstologicos do cérebro, ou por
esfregacos de liquidos corporeos, porém a biégsiebral € um procedimento muito
invasivo para uso em rotina (Dupouy-Camet et 8931 Montoya e Liesenfeld, 2004).

Em relacdo a testes sorologicos titulos baixogklesédo detectados em muitos
pacientes, ap0s a fase aguda da infeccdo. Portantdeterminacdo no soro destes
anticorpos ndo é indicada como marcador de fagdetdo (Liesenfeld et al., 2001B).
Da mesma forma anticorpos IgA ndo sdo marcadorpeciéEos de fase aguda
(Gutiérrez et al., 1997), porém os anticorpos fy€sentes no soro diferem em suas
caracteristicas de maturacdo, sendo portanto, tenger ferramenta diagnostica de
infeccdo aguda (Villavedra et al, 1999; Marcolinale 2000).
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Dentre os métodos imunoldgicos, os de deteccaotimepos, geralmente das
classes 1gG e IgM destacam-se a RIFI (Reacdo denditmorescéncia Indireta),
considerada o teste padrédo ouro, e 0 ELISA. Amippssantam boa especificidade e
sensibilidade nas fases aguda (pesquisa de ard&cdgpclasse IgM) e crbnica (pesquisa
de anticorpos da classe IgG) (Montoya e Lisenf2)4). A RIFI utiliza taquizoitos
integros tratados com formalina (Shaapan et ab8R®\ sensibilidade e especificidade
varia de acordo com a cepaegondiiempregada e a subjetividade da interpretacdo da
fluorescéncia, torna o método de dificil comparagéte laboratorios. Por esta razao,
inimeros dados na literatura mostram extrema vldale em uma mesma regiao
(Shaapan et al., 2008; Macri et al.,, 2009). O teteELISA pode demonstrar o
diagnostico de infeccdo ativa com anticorpos IgGn BE989 Hedman et al.,
introduziram o teste ELISA-avidez de IgG com obetde diagnosticar uma infeccéo
recentemente adquirida. Esta técnica baseia-ser¢ede interacdo entre o antigeno e o
anticorpo (Hedman et al., 1989; Joynson et al.01@Dbzon et al., 1998). Durante a
resposta imune, o processo de maturacdo de amttcdgs € acompanhado pelo
aumento de sua afinidade. Anticorpos de baixa aJi8@% ou menos) sdo produzidos
em estagio precoce da infeccdo enquanto que gmieate alta avidez (60% ou mais)
refletem infeccdo cronica. Apesar de uma baixa eavidem sempre permitir a
identificacdo de um caso recente de infeccéo, aaalidez de 1gG exclui infecgdes
primarias com menos de 3 meses de duracao (Jowtsdnl1990; Gutierrez e Maroto,
1996). Para a avaliacdo da avidez verifica-se @muai menor facilidade com que os
anticorpos séo dissociados de complexos antigérespecificos. Essa dissociagdo
resulta da acdo de agentes desnaturantes de peoteimlesestabilizantes de ligacdes de
pontes de hidrogénio. Estes agentes séo utilizaalasdiluir o soro teste ou adicionadas
apos a formacdo do complexo antigeno-anticorpo. r&darhento com uréia €
considerado o mais simples e eficiente na medideavddez dos anticorpos 1gG
(Holliman et al., 1994). E um método altamente s@he especifico na identificagéo de

infeccdo primaria aguda p®r gondiidurante a gravidez (Jenum et al., 1997).

Nas Ultimas décadas o surgimento de novas metadslogpoleculares,
principalmente a reacdo em cadeia da polimerasR)(P€rmitiu a deteccdo com alta
sensibilidade do DNA dd. gondii em amostras clinicas como liquido aminiotico,

liquor, sangue, humor aquoso e medula 0ssea (¥iddl, 2004; Colombo et al., 2005;
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Edvinsson et al, 2008; Pereira-Chioccola et ab92Mesquita et al., 2010; Vidal et al.,
2011).

Muitos pacientes apresentam reativacao da infecgéio,altos titulos de 1gG e
alta avidez, ap0s a queda da imunidade (Colomhb,e2005; Vidal et al., 2005; Vidal
et al.,, 2011). Neste contexto, os métodos moleesllg&m se mostrado eficientes na
deteccdo dd. gondiiem pacientes com AIDS, ja que estes métodos naafetamos
pelo status imunologico do paciente. Sao rapidassigeis e especificos, aléem de evitar
o procedimento de biopsia cerebral que é extremi@mewasivo (Dupon et al., 1995;
Cingolani et al., 1998; Colombo et al., 2005). gexjiiéncias mais utilizadas para a
deteccdo do parasito tém como alvo o gene Bl, gssupuma regido repetitiva de 35
copias no genoma de gondii(Burg et al., 1989; Brindley et al., 1993; Filisedt al.,
2003; Chabbert et al., 2004; Okay et al., 2009ceRtemente, com a descricdo da
sequéncia de 529 pb (Homan et al., 2000), que eqieese repetida de 200 a 300 vezes
no genoma doT. gondii gerou uma série de publicacbes afim de se comparar
marcadores provenientes desta nova sequéncia cormmavsadores ja em usoO
provenientes do gene B1. Os resultados encontpamiosstes autores demonstram uma
sensibilidade que varia de 10 a 100 vezes maioroggene Bl (Hierl et al., 2004,
Calderaro et al., 2006; Cassaing et al., 2006; risdan et al., 2006; Mesquita et al.,
2010).

1.7. Proteinas de superficie do parasito

A superficie celular externa dos taquizoitos € lvseda com proteinas de peso
molecular variando de 22 a 43 kDa. Todas ancoradasmnembrana por pontes de
glicosilfosfatidilinositol (GPIs) (Tomavo et al., 993). Essas proteinas s&o
estruturalmente relacionadas ao antigeno de scigerfiais abundante e altamente
imunogénico SAG1 (p30), fudamentalmente importgmdea 0 sucesso da invasao
(Grimwood e Smith, 1992). Sdo expressas em tadagainas ndo em bradizoitos ou

esporozoitos (Lekutis et al., 2000).

Coletivamente estes antigenos sdo conhecidos copefamilia de proteinas
SRS (sequéncias relacionadas a SAG1) (Jung €2(fl4). Este grupo de antigenos
promove a interacdo entre a membrana do parasatacéula hospedeira através de
moléculas ligantes ou receptores celulares qudiamxo parasita na entrada da célula
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(Kasper e Mineo, 1994; Grimwood e Smith, 1995) e@ienciamento dos genes da p30
a partir de trés cepas diferentes Tegondii mostra que ela é bastante conservada
(Bulow e Boothroyd, 1991).

E importante salientar que a expressdo de protéinegulada de acordo com a
fase do desenvolvimento biol6gico do parasita. Adginas SAG1 e SAG3 (P43) séo
exclusivamente produzidas por taquizoitos (Grosd.e1996), bem como a SAG2A.
Em contraste, SAG2 (P22) é expressa tanto porzaijos quanto por bradizoitos, ja
SAG2C/D, BSR4 e SRS9 séo encontradas apenas eimditasl (Lekutis et al.2000).
As proteinas SAG4 e BSR4/p36 sao proteinas defttipdigadas a proteina do citosol
BAGL, expressa especificamente em bradizoitos (8ehal., 1995). Em contrapartida,
todos os membros da familia SAG5 sao transcritogaguizoitos e bradizoitos de
gondii (Spano et aJ 2002).

1.8. Organelas secretorias e invasao celular

Os estagios invasivos da maioria dos apicompledtascélulas polarizadas que

usam seus sistemas de motilidade “gliding motilityi’ "glideosomo” para passar por
superficies, migrar através de barreiras biolégicasdir e deixar células hospedeiras.
O processo central para a invasdo é a desativac@ecdptores especificos que agem
sobre a liberacdo regulada de proteinas apicaepientes de organelas secretoras

(micronemas, roptrias) (Carruthers e Tomley, 2008).

Pela auséncia de qualquer organela locomotora coftagelo, os apicomplexas
sdo incapazes de “nadar’, mas exibem um modo (mecaleslocamento substrato-
dependente, chamadgtinding motility (Soldati e Meissner, 2004). gondiipossui um
citoesqueleto de actinomiosina (Dobrowolski e $1pIE996), que permite desenvolver
o movimento em trés formagliding circular, “rodopio vertical” e rotagdo em hélice
(Hakansson et al., 19993linding motilitydirige a invasédo ativa da célula hospedeira, 0
que é assessorado pelas proteinas secretorias@uevem a adesdo e formacao do
vacuolo parasitéforo, onde se prossegue a repbcdgdparasita (Roiko e Carruthers,
2009). A invasao celular é um processo ativo qumpe a inclusdo de componentes da

membrana plasmatica do hospedeiro na formacéo dast®lo. Os parasitas secretam
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uma variedade de proteinas que séo cruciais dusanteasao e replicacao intracelular
(Carruthers e Sibley, 1997; Dubremetz, 1998).

A motilidade e invasdo eficiente dEé. gondii dependem da liberacdo de
proteinas das organelas secretodrias (micronematsiaoe granulos densos) localizadas
na proeminéncia apical do parasita. Tais caratiter$sdefinem a estrutura do Filo
Apicomplexa. Estas organelas secretam proteinagslitpe direcionam o contato dos
parasitas com as células hospedeiras, a invasaoestabelecimento do vacuolo
parasitéforo (Baum et al., 2006). Estas proteind® slenominadas antigenos
excretados/secretados (ESA) e possuem papel importea estimulacdo do sistema
imune. Sao expressos tanto por taquizoitos quatdnadizoitos (Cesbron-Delauw e
Capron, 1994; Prigione et aR000) e sdo apresentados na literatura, em suaiajaio
pela abreviacdo das trés primeiras letras da olaaleeorigem. Estes antigenos seréo

mais detalhados nos itens a seguir.

1.8.1. Micronemas

Micronemas sao as menores organelas localizadeegi@ apical dos parasitas
(Carruthers e Tomley, 2008). Tém papel fundamenialestagios precoces do processo
de invasao celular ao promoverem a descarga deipastadesinas capazes de interagir
com receptores da célula hospedeira, destacanelotgeelas a proteina MIC2 (Wan et
al., 1997; Carruthers et al, 2000; Meissner et24lQ2; Huynh et al., 2003; Huynh e
Carruthers, 2006), que parece ser a pivO na cooedgh sistema motor de
actina/miosina a superficie do parasita, bem comauperficie da célula hospedeira
(Huynh et al., 2003; Huynh e Carruthers, 2006). dnishio citolitico localizado na
porcao C-terminal de MIC2 se liga a aldolase eeseomo ponte aos filamentos curtos
de actina (Jewett e Sibley, 2004) podendo interagmm miosina e ancorando ao
complexo de membrana interna do parasita (Meissradr, 2002).

As proteinas AMA1, MIC2, MIC6, MIC8 e MIC12 d&. gondiisao clivadas
durante a invasdo no dominio transmembrana (DTMja ividade rombdide
(Carruthers et al., 2000; Donahue et al., 2000; éloet al., 2005) e liberadas na

superficie do parasita. A invasdo ativa é prece@ila ligacdo apical do parasita na
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célula hospedeira, que coincide com a polarizacdderacdo de proteinas pelas
micronemas. A secrecdo destas proteinas por egfasetas é regulada pela elevacao
dos niveis de Ca+ no parasita, que € estimulada afhtato do parasita com a
superficie da célula hospedeira. Este processo gpadestimulado experimentalmente

pela adicdo de etanol ou acetaldeido (Carrutheats, €1999).

1.8.2. Roptrias

As roptrias sdo organelas secretorias em forma akeafg, eletrodensas,
delimitadas por membranas (Perkins, 1992) liberaas proteinas durante a invasao
celular. Produzem as proteinas excretadas/secsetamta o tamanho variando de 42-68
kDa, e codificadas pelo gene da familia da RopR@P 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 (Beckers et
al., 1996) e ROP 9 (Park e Nam, 1999). O papebhdgsbteinas deve estar relacionado
com a invasao, biogénese, manutencao do vacusifidoro e replicacdo (Sinai et al.
1997; Nakaar et al., 2003).

A secrecdo de proteinas das roptrias e dos micEmemassociam a superficie
do parasita para formar o movimento de juncéo (Mg, consta de circulos em forma
de anel. Tal estrutura € composta pela aposiciadsita e a membrana plasmatica do
hospedeiro. O movimento é visivel quando a membpamasitaria entra em contato
com a célula hospedeira onde os parasitas deslmdom sistema actina-miosina. A
formacao do vacuolo parasitoéforo (VP) € realizasa © movimento de jungcédo. Assim
ocorre uma invaginacao e encapsulacéo do parasitdPnno citosol do hospedeiro
(Martin et al., 2004; Sinai, 2008). AMA-1 (apicalembrane _antigen) é a proteina do
micronema que contribue para o MJ (Marshall etl®89; Alexander et al., 2005). As
proteinas secretadas das roptrias derivam do “pesdesta organela (Alexander et al.,
2005; Lebrun et al., 2005), por este motivo sdanadas de RONs (Bradley et al.,
2005).
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1.8.3. Granulos Densos

Os granulos densos liberam suas proteinas depadisvdsdo, sendo que essa
liberacdo continua dentro do hospedeiro (Carrutke8bley, 1997). Estas organelas
sdo encontradas no interior do vacuolo parasitoffibobremetz, 1998) e sdao
relacionadas a sobrevivéncia intracelular e replioa(Carey et al., 2000; Neudeck et
al., 2002). Foram descritas até agora 16 proteiosagranulos densos, GRA1-GRA10,
GRA12, GRA14, 2 isoformas de nucleotideo trifosfaidrolase (NTPasel e II) (
Johnson et al., 2003) e dois inibidores de prot€agll 1 e 2) (Morris et al., 2002;
Pszenny et al., 2002). Estas proteinas (GRAs) digamonformacdo da rede de
membranas tubular intravacuolar caracterizando tautesa caracteristica de roseta

destes parasitas (Mercier et al., 2002; Magno. e2@05).

1.9. Resposta imune humoral e celular

A resposta imune na toxoplasmose varia considererde dependendo da
apresentacao clinica da doenca. Respostas imwaes ésistémicas podem variar entre
individuos, e dependem fortemente dtatus imune do hospedeiro (Suzuki e
Remington, 1990). dquizoitos podem estar presentes na circulacdaiseagdurante
toda a fase aguda da toxoplasmose, mesmo quetéalse instalado a resposta imune
protetora. Apés duas a trés semanas de infeccdo, a combindgdproducdo de
citocinas, junto com a producao de anticorpos Ig®l, IgA e IgE contra as proteinas
do parasito, levam os parasitos a se encistarentrarssformarem na forma intracelular
de bradizoito (Pereira-Chioccola et al., 2009; &&tva e Pereira-Chioccola, 2010).

Entre 3 a 10 dias de infeccao plargondiianticorpos IgM aparecem no soro,
independentemente da cepa do parasito, espécieosigedeiro, sexo ou idade.
Inicialmente pensava-se que anticorpos IgM eramlusxms da fase aguda, mas
posteriormente foi observado que estes anticon@os achados meses ou até anos mais
tarde, especialmente em gestantes envolvendo diefmgatia (Del Bono et al., 1989;
Gorgievski-Hrisoho et al., 1996). A reativacdo @gas € uma hipotese que ndo pode
ser excluida bem como a geracdo de reacdo crupadawuto ou heteroanticorpos. A

producao de IgM é seguida pela de IgA, que perdisté a 7 meses, embora variando
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consideravelmente no grau e duracdo tanto em adgil@anto em recém-nascidos
congenitalmente infectados (Francis e Joynson, ;1898gievski-Hrisoho et al., 1996;
Sensini, 2006).

Os anticorpos IgA aparecem antes dos 1gG, porémobassse é regulada pelas
citocinas interleucina 10 (IL-10) e o fator betansformador de crescimento (TGJ-
citocinas da resposta Th3 (Defrance et al., 1982ps anticorpos IgE séo induzidos por
interleucina 4 (IL-4), porém sdo detectados durantase aguda. Estes anticorpos sao
produzidos por poucos recém-nascidos com infecoagénita ndo sendo Uteis como
marcadores diagndsticos (Foudrinier et al., 200&ns®i, 2006). Ao contrario de
humanos, camundongos n&o desenvolvem anticorpo®ngEesposta a infeccédo ou
imunizacdo com antigenos de gondii(Godard et al., 1990). Sendo assim, o modelo
murino para regulacdo de isotipos tém se baseaslsuizxlasses de IgG, seguido de
IgM e IgA. Durante a fase aguda, 1gG2a e IgG2b,m@duzidos principalmente pelo
estimulo de IFNr enquanto que IgG1 é regulado por IL-4 e IL-13dseconsiderado
um marcador de fase crénica (Godard et al., 1990yBh et al., 1998). A relacdo entre
o perfil de citocinas na inducéo da subclasse @eclgnais complexa em humanos. Tém
se observado que IgG1 e IgG3 sé&o induzidas porylENeforcada por IL-10 e TGF-
IgG2 esta ligado ao aumento de IL-2 e IL-6, enquaypte IgG4 é induzido por IL-4 e
IL-13. Alguns estudos de cinética de subclassegd® mostram que IgGl aparece
primeiro e € dominante no soro, enquanto que a&icas observadas para 1gG2, IgG3 e
IgG4 sdo muito variaveis (Ee et al., 1989; Huskinsbal., 1989).

Em relacdo a resposta imune celular, durante a ifasel da infeccédo, a
resisténcia d. gondiiesta relacionada com a producéo inicial de inteneul2 (IL-12)
e IFN«y por células natural killer (Buzoni-Gatel et al.0B). Na infeccdo crénica,
caracterizada pela presenca de cistos tecidudissigalmente cerebrais, células T
citotoxicas, CD4 e CD8 sio essenciais na producdo da imunidade protetota T
mantendo os cistos quiescentes (Gazzinelli e1292). O efeito protetor dessas células
é explicado pela capacidade de producdo de ylFN-atividade citotdxica contra
taquizoitos ou células infectadas (Suzuki et aP89] Subauste et al.,, 1991).
Toxoplasma gondiinduz uma potente resposta immune. Taquizoitasngistn os
macrofagos a produzir interleucina 12 (IL-12) eofade necrose tumoral{TNF- a)

(Gazzinelli et al., 1996A; Sher e Souza, 1998).-{N&-TNF-0 agem sinergeticamente
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para eliminar os taquizoitos pelos macrofagos ((Baltzet al., 1996A). A combinacdo
destas duas citocinas resulta na producédo de imdia@s e 6xido nitrico (NO), que
também atuam na morte do parasita (Sibley et at1)19

Nas ultimas duas décadas foi estabelecida a imqmdatéla citocina IL-12 como
direcionadora da imunidade polarizada a resposth para o controle da infeccao
(Gazzinelli et al., 1994; Aliberti et. al., 200a auséncia de IL-12 camundongos
podem rapidamente sucumbir a infeccdo devido a ralphicacdo parasitaria e a
destruicao tecidual. Esta citocina permite a eera sobrevivéncia até a fase crénica
(Yap et al, 2000) e é produzida mais proeminentéenpelas células dendriticas, mas
também por macrofagos e neutrofilos (Gazzineltilgtl994; Reis e Sousa et al., 1999;
Bliss et al., 2000). Contudo a producéo de IL-12c{a ser controlada para prevenir

uma patologia pro-inflamatoéria (Denkers, 2010).

A infeccdo primaria pofT. gondii conduz uma imunidade de longa duracéo,
evitando re-infeccbes do hospedeiro (Filisetti endodfi, 2004). No entanto, foram
relatados alguns casos de toxoplasmose congénitanelimeres imunocompetentes
cronicamente infectadas, indicando a possibilidéeleeinfeccdo em humanos (Dollfus
et al., 1998; Silveira et al., 2003; Kodjikian €t 2004; Elbez Rubinstein et al., 2009).

Células Th2 participam da regulacdo da respostaenpela secrecdo de IL-4 e
IL-10 que modula a sintese tanto de IL-12 quanid-yKRoberts et al., 1996). Assim,
podem ser evitadas respostas imunes excessivazepispdem a sérias inflamacdes e
a les@es teciduais (Neyer et, 4997). Camundongdaiockoutpara IL-10 sucumbem a
infeccdo com uma cinética notavelmente semelhamrieiraais com genes suprimidos
para IL-12 e IFNy (Gazzinelli et al., 1996A). No entanto, a morte a&mais
deficientes em IL-10 esta relacionada com baixoardnde parasitas e aos altos niveis
de IL-12, TNFe e IFN+ (Gazzinelli et al, 1996B; Suzuki et al., 2000)r Batro lado,
TGF$ e IL-10, produzida também pelas células T regukdo(Th3) e células
dendriticas podem diminuir a atividade de macrda$ago células NK, levando a

exacerbacédo da infeccao (Hunter et18195; Nguyen et al., 1998; Dawson et al., 2005).
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1.10. Estudos de imunizagcbes

A vacina ideal contra a toxoplasmose para humareg@garia incluir antigenos
gue possam estimular uma resposta protetora Thdgtedazada pela geragcao de IfFN-
produzido pelas células T CD4+ e CD8+ (Tan et2410). Dentro deste contexto, a
Gnica vacina comercial é a “Toxovax” baseada emitaffos vivos atenuados da cepa
mutante S48, usada na veterinaria para limitarcadémcia de aborto em ovellhas
(Buxton e Innes, 1995).

Ao longo dos ultimos 15 anos tém se observado gmifgiativo progresso no
desenvolvimento de vacinas contra a toxoplasmogdalaos avangos tecnologicos em
biologia molecular (Kur et al., 2009). Um dos pipais desafios no desenvolvimento
de novas vacinas é a selecdo de antigenos alvia dendii e sua apresentacdo ao
sistema imune do hospedeiro, de tal forma que srduzma imunidade protetora e de

longa duragéo.

Diversos estudos mostraram que ESA de gondii conferem alta
imunogenicidade nos hospedeiros (Potasman et 888;1Decoster et al., 1988;
Bessiéres et al., 1992; Meira et al., 2008; Co#tex<t al., 2008) e que podem ser
detectadas logo no inicio da infeccdo (Hughes ekivamen, 1982). As pesquisas tém
se concentrado com antigenos de superficie (SAG)ne proteinas recombinantes
provenientes das ESAs das roptrias, granulos demsogronemas, que agem como
antigenos reconhecidos pelos linfécitos T de camgaos (Liu et al., 2006 A; Golkar
et al., 2007; Costa-Silva 2008; Rosenberg et 8092 Dziadek et al., 2009). Dentre os
antigenos candidatos a vacina pargondij destacam-se antigeno de superficie SAG1,
induzindo tanto resposta humoral quanto celulael@én et al., 1999; Liu et al., 2006
A; Siachoque et al., 2006) e a proteina da MIC& gwm antigeno particularmente
promissor, visto que é uma proteina adesival dgondii expressanos 3 estagios
infectantes do parasistimulando uma boa resposta imune em camundoigjoad]
et al., 2003). Hiszcaska-Sawicka et al.,, 2012 demonstrou que a imunizaca
intramuscular de ovelhas com plamideos contendo3Mil@uziu resposta significante
nestes animais com producéo de ENgG2 e IgG1.
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Recentemente, Eissa et al.,, 2012 mostraram quenavadm Toxoplasma
autoclavado (ATV) quando combinado com BCG comoua)te foi efetivo na
estimulagcdo da imunidade mediada por células comeato de células T CD8+
esplénicas e retardando a mortalidade em noveqdiasdo comparado com 0 grupo
controle e no estudo de Scorza et al., 2003 a magao de camundongos C3H com
plasmideos expressando GRAL atingiu uma protecas5eH0% dos camundongos

quando desafiados com cistos, o que também o tonrentigeno promissor.

Nos ultimos anos tém aumentado o interesse emasdea DNA para induzir
imunidade duradoura em animais e humanos. O pahaipativo desta tecnologia é a
possibilidade de induzir uma ampla gama de respogiae sem o0 uso de adjuvantes
convencionais. Entretanto a maioria dos estudos $€nfocado em camundongos e
embora tenham tido éxito em induzir uma respostanemprotetora neste modelo, &
menos eficaz na indugdo da imunidade em animaigralede porte e seres humanos
(Babiuk et al., 1999). Um bom exemplo desse problém diferenca entre as respostas
de anticorpos em camundongos e macafotus contra uma proteina da forma
circunsporozoitale Plasmodium yoell{(CSP). Apds a imunizacdo de DNA através da
via intramuscular, os camundongos desenvolveram excalente resposta humoral
enquanto macacos ndo tém uma resposta efetivaizZagdo com a mesma vacina de
DNA por via intradérmica da titulos de anticorpodlitm elevados, tanto em
camundongos e macacos (Gramzinski et al., 199hddassim, varios fatores podem
influenciar no desempenho de um candidato a imur@g®mo modelo animal, rota de
inoculacdo em conjunto com o “background” genétloocamundongo (Munoz et al.,
2011).

Neste contexto, em estudos anteriores de nosso fpupelecionado o modelo
A/Sn para imunizagdes com ESA, o qual apresentdtépade resposta parecido com
C57BL/6 (Costa-Silva et al., 2008). Porém, durant@rocesso de obtencdo deste
antigeno necessario as imunizacdes, apesar de der@a® lavagens nas culturas
celulares com meio sem SFB, antes da infec¢do aquizbitos, a andlise eletroforética
por SDS-PAGE sempre detectou tragos do mesmo, gaeqie era necessario para o
cultivo deste tipo celular (Meira et al., 2008; @eSilva et al., 2008). Portanto, na
concentracdo de cada lote de ESA sempre haviaicessjide SFB. Diante desta

problematica, os experimentos do presente trabatiizaram células VERO que
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crescem sem adicdo de SFB. Embora estudos présibmrh demonstrado que a
producdo de parasitas neste sistema é ligeiramexhteida na auséncia de SFB (Diab e
El Bahy, 2008), as vantagens do usoldgondiiem linhagens celulares que crescem
sem SFB n&o estdo totalmente estabelecidas. O eisord nas culturas celulares
apresenta certas desvantagens, como potencialinmiuair a hipersensibilidade em
vacinas, bem como a possibilidade de ter possbamitaminantes (bactérias, fungos,
mycoplasma, virus bovinos, etc.) e o alto custamesoro de boa qualidade (Fishbein
et al., 1993; Froud, 1999; Frazatti-Gallina et 2004). Sendo assim, além do antigeno
ESA produzido em culturas celulares na auséncie&SEB também foi produzido
antigeno lisado de taquizoitos (ALT), necessaatgans experimentos. Normalmente a
cepa RH utilizada para a producdo de ALT € mangioacamundongos, e o ALT
produzidoin houseapresenta alta especificidade e sensibilidade edatdo a kits
comerciais. No entanto, quando a demanda de exarfbasexperimentos é grande
necessita-se de biotério e grande nimero de camgasloLogo, a producéo antigénica
é trabalhosa exigindo sacrificio de elevado nanderanimais. Diante disto, a primeira
parte deste trabalho foi dedicada a producdo dgemus, necessarios aos ensaios de

imunizacao e avaliacao da resposta imune.

Como ja destacado neste mesmo estudo de Costa28D&a foi verificado que
0s anticorpos anti-ESA séo importantes no contlalénfeccdo. Experimentas vitro
demonstraram que estes anticorpos reconhecem wgd#gs e que participam da lise
do parasito mediada pelo complemento. Sendo assm, estes dados iniciais do
trabalho anterior avaliamos a imunizagdo de camugm® A/Sn com ESA através da
observacdo da resposta imune celular através @ayelmsde citocinas (IFN- TNF-a,
[I-4, IL-10 e IL-12 p70) e humoral comparando cormfeccdo natural e com animais
livres de infeccdo. Visto que diante da alta coxigkxde de vérios fatores envolvidos
na resposta imune da toxoplasmose, o estudo mamnfagado de antigenos
alternativos de facil producdo pode ajudar no nreimendimento da doenca gerando

novas perspectivas.
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2. OBJETIVO GERAL

Estudar o papel da ESA excretada/secretadal pgondii na estimulacéo das

respostas imune humoral e celular na toxoplasmose.

2.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

®=  Produzir antigeno lisado (ALT) a partir de tagui@asiadaptados as culturas apos

a otimizacao da producéo dos parasitos

®=  Produzir antigeno excretado/secretado (ESA) armhrtiaquizoitos adaptados as

culturas celulares

Imunizar camundongos A/Sn com ESA e investigar:

® O desafio e mortalidade

®m A producéo das citocinas IBNTNFa, IL10, e IL4 apos estimulo de linfocitos

de baco dos camundongos imunizados com os antigS®e ALT

® A classe de imunoglobulina IgM e as subclasseg@qligG1 e 1gG2a)

envolvidas na imunoprotecéo

®m A opsonizacdo de taquizoitos com anticorpos IgGE®A e antiT.gondii
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Delineamento Experimental
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3.2. Animais experimentais

Para a manutencdo da cepa RH e ME-49Tdegondii foram utilizados
camundongos Swiss, de ambos 0s sexos, com ida@e2&na 30 dias. Nos ensaios de
imunizacao foram utilizados camundongos isogénif@seas com idade entre 25 e 30

dias da linhagem A/Sn conforme descrito previam@deesta-Silva et al., 2008).

Todos os animais foram provenientes do Biotério Edg@erimentacdo do

Instituto Adolfo Lutz de S&o Paulo.

Este estudo foi realizado seguindo as recomendat@éSociedade Brasileira
de Ciéncia em Animais de Laboratério/ Colégio bearsi de Experimentacdo Animal”
(SBCAO/COBEA) e foi aprovado no comité de éticaFdauldade de Medicina de Séo
José do Rio Preto (anexo 1).

3.3. Cultura de células

Conforme a problematica apresentada no ultimo darmtroducéo, as culturas
celulares utilizadas neste estudo foram VERO (ATCCL-81), obtidas da Secao de
Raiva do Instituto Butantd. Foram mantidas no latiwio de cultura de células do
Centro de Parasitologia e Micologia do Institutdofo Lutz em meio VPM SFM AGT
contendo 4mM I-glutamina, 2.5 pg/ml gentamicinab@skInvitrogen). As culturas
mantidas neste meio foram lavadas uma vez comiR8#adas com 0.25% de tripsina
(Invitrogen) por 5 min a temperatura ambiente. &astmente a tripsina foi aspirada e
as ceélulas suavemente descoladas da parede déagafabsequentemente uma nova
aliquota de meio foi adicionada as células e estatadas em camara de Neubauer. Os
subcultivos foram feitos a cada 3-4 dias, sendou#tsiras mantidas em estufa 5% de
CO, a 37°C.

39



3.4. Manutencao e obtencado dos parasitos
3.4.1. Cepas dd. gondii

Foram utilizadas duas cepas de referénagapa RH, do tipo I, altamente
virulenta e de multiplicacdo rgpida (Sabin e FeldmE48; Dubey, 1993; Howe e
Sibley, 1995) e a cepa ME-49 do tipo lll produtdeacistos teciduais (Howe e Sibley,
1995).

As duas cepas foram gentilmente cedidas pelo batmiw de Protozoologia do
Instituto de Medicina Tropical da Universidade d® $aulo e mantidas no biotério de

experimentacdo do Instituto Adolfo Lutz.

3.4.2. Cepa RH -taquizoitos peritoneais

Os parasitas da cepa RH foram mantidos por passagecessivas em
camundongos da linhagem Swiss, por via intrapesdbncom cerca de 1x10
parasitas/animal. Apés quatro dias de infeccammsaas foram sacrificados em camara
de CQ e foram feitas lavagens intraperitoneais com Samibial de NaCl 0,85% estéril
para a retirada dos taquizoitos. Posteriormentanfdeitas contagens dos parasitas em
camara de Neubauer e acertadas a concentracfgaddeseOs taquizoitos foram
utilizados para a manutencdo da cepa através dagem para um novo grupo de
animais, para a preparacéo dos antigenos e infeegaculturas de células.

3.4.3. Cepa ME-49 - cistos teciduais

Cistos da cepME-49 foram mantidos através de sucessivas passagens, com
intervalos de 30 a 45 dias, em camundongos Swada @nimal recebeu, por via oral,
uma suspensdo de 10 cistos/animal obtida de maceladtérebro de camundongos
previamente infectados em 3 mL de solucao fisicgamponada 0,01M pH 7.2 (PBS)
estéril. Para quantificacdo dos cistos, cerca dg #1& suspenséo cerebral foi colocada
entre lamina e laminula e observada ao microsadituz, sob objetiva de 40X. Esta

infeccdo teve como objetivo a obtencdo de soratipogjanti-T. gondi) para uso nas
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reacdes soroldgicas, experimentos de opsonizapacaeobtencao de linfécitos para os

experimentos de dosagem de citocinas.

3.5. Otimizagdo da producéo in vitro da cepa RHTegondii em células VERO

Garrafas de cultura de 25-trioram incubadas com 1x3,05x10, 1x1¢ e

5x1¢ células/garrafas. Cada grupo foi composto porrgafgs e incubado com 5 mL
de meio a 37°C em estufa de £06%. As células foram observadas por 24, 48962,

e 120 horas, utilizando um microscopio invertideé @& completa formacdo da
mocamada celular. Os resultados foram expressgsoerentagem. O total de células
escolhido para ser utilizado nas infeccées foi B8Pl pois foi o que teve melhor
desempenho para a formacdo da monocamada. A dedéedoni do numero de
taquizoitos por célula foi realizada infectandagaerafas em duplicata contendo 1%10
células com 7x17) 1.5x16 e 3x16 parasitos da cepa RH de gondiiprovenientes de
lavado peritoneal de camundongos previamente adest As garrafas foram incubadas
em estufa de C£OA 5%. A liberacdo dos taquizoitos nos sobrenadatds culturas foi
observada diariamente por 10 dias, contados emraéeaNeubauer. Apds observacao
das garrafas foi definido que para todos os exparios seria utilizada a proporcéo de 3
parasitas/célula. Os taquizoitos foram mantidas3fgpassagens nas culturas e a cada
5 passagens {15°, 10, 15, 20°, 25" e 30), os parasitas foram coletados e utilizados
para infectar mais 2 garrafas de cultura de célatam a intencdo de avaliar os

experimentos de infectividade vitro e in vivo, bem como, producao de antigeno.

3.5.1. Infectividade deT. gondiiin vitro ein vivo

As primeiras infec¢cdoes foram feitas a fim de deteama multiplicidade de
infeccdo (MOI), que € o numero médio de parasitasessario para se obter uma boa
infeccdo por célula hospedeira. O MOI é determinddadindo-se o numero de
parasitas acrescentado pelo numero de célulagad@s. Em seguida, foi testada se a
infectividade do parasita em camundongos diminoia © nimero de passagens do

parasito nas culturas celulares.
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Para comparar a infectividade dos parasitos limsraths células VERO em
meio VP SFM AGT, fontes diferentes de taquizoitosain utilizadas para infectar
camundongos Swiss divididos em 4 grupos. Taquigoile culturas de células
(coletados na 1%, 52, 102, 152, 202, 252 e 30agmss foram utilizados para infectar
camundongos divididos em dois grupos (1A e 1B). @pg 1A recebeu 1x%0
taquizoitos/animal e o grupo 1B recebeu ZPxfaquizoitos/animal. Dois grupos
controles (2A e 2B) receberam 0 mesmo esquemaocdelatdo utilizando taquizoitos
provenientes de peritdnio de camundongos. Apogad difluido peritoneal foi coletado
de cada camundongo e os niveis de infeccado foraahadws pela contagem dos
parasitos em camara de Neubauer. Estes experimimton feitos duas vezes para
confirmar os resultados (dois experimentos indepetas)

3.5.2. Purificacdo de DNA e PCR dos taquizoitos pdazidosin vitro

Suspensdes de 1€aquizoitos/mL, coletadas em cada 5 passagensukunas
de células VERO, foram utilizadas para extracdo Do kit Qiagen, conforme as
instrucdes do fabricante. Concentracdes de DNAIreza foram determinadas pela
razdo de D.O a 260 e 280 nm em um espectofotomizrmDrop ND100 (Thermo
Scientific). Os experimentos de PCR e sequenciamfaram feitos utilizando dois
pares de primers SAG2 F4/R4 (5-GCT ACC TCG AGG AAEC AC-3' e 5-GCA
TCA ACA GTC TTC GTT GC-3'), que amplificam um prdadude aproximadamente
300bp. E o segundo foi o marcador SAG2 F2/R2 (FBTCATGCCTCCGCTTC3’

e 5’ AACGTTTCACGAAGGCACACS), que amplificam um pratb de 240pb do
outro lado 3’ do gene SAG2 (Howe et al., 1997; Klearal., 2007). Cada PCR foi
realizada em um termoaciclador Long Gene Thermale€ym um volume final de 25
ul.  As amostras de DNA (2 pl) e 15 pmol de cadengr foi adicionado a um kit
Promega (Go Tag Master Mix Green). O mix do PCR512) foi composto de 1
unidade de Tag DNA polimerase, 10 mM Tris-HCI, pt%,80 mM KCI, 1,5 mM
MgCl, e 200 mM de cada dNTP. Cada ciclo de amplificag@tinha dois controles
negativos (agua ultra pura e um DNA negativo paxaplasmose) e um positivo para
T. gondii As condi¢cfes termais foram feitas com um cicloi@h de desnaturacéo de 5
minutos a 95°C, 35 ciclos de denaturacdo por 5 tasna 94°C por 30 segundos,
anelamento a 55 °C por 1 minuto, e extensdo a f@PO0 segundos. O procedimento
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foi completo por um ciclo final de extensdo por $utos. Depois das ciclagens,
produtos de PCR foram submetidos a eletroforesgetmie agarose 2% e corados com
brometo de etidio. Os fragmentos de DNA foram \ligados sob luz UV. As imagens
foram analisadas por uma camara de gel MiniBlSemsiat de documentacdo e
(BioSystematica). O tamanho dos fragmentos foirdeteada com base na comparacao

de um marcador molecular de 100 pb (Ferreira g2@08).

3.5.2.1. Sequenciamento de DNA dos taquizoitos pumdosin vitro

Cada produto de PCR, foi utilizado para o sequemmmo do DNA, apos
purificagdo com um kit especifico de acordo comnatru¢cdes do fabricante (PCR
Clean-up kit System - Promega). Os fragmentos fasagquenciados com 0s primers
citados anteriormente, para obter ambas sequéfioimard” e “reverse” para os dois
marcadores. O sequenciamento foi feito no Centr&/idgogia do Instituto Adolfo
Lutz, usando o kit ABI Prism BigDye Terminator Cgcbequencing e as eletroforeses
foram feitas em um aparelho ABI Prism 377 DNA Semee. As sequUéncias
nucleotidicas foram analisadas manualmente, mantaddinhadas para a comparacao
utilizando Bio-Edit Sequence Alignment Editor. FRorafeitos alinhamentos com
sequéncias publicadas no GenBank em"NCBI BLAST AUcleotideo-
nucleotideo" (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST).

3.5.3 Producgé&o de antigenos e ensaios imunoldgicos
3.5.3.1. ALT

Foram testados 2 protocolos para a producdo dgeaot utilizando 1x10
taquizoitos/mL em PBS coletados nas 12, 523, F)2?2AF, 25% 302 passagens em
culturas de célula VERO livre de soro fetal bovifprimeiro método testado foi o
método convencional previamente descrito (Colontbal.e 2005; Costa- Silva et al.,
2008; Meira et al., 2008). Os taquizoitos foramicmos por 10 ciclos a 1.0 A/min, por
5 minutos com 2 minutos de intervalo. No segundugoolo, os taquizoitos foram

lisados utilizando pérolas de vidro (SIGMA -150:2h&rons) por vortex por 8 ciclos
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de 4 minutos com 2 minutos de intervalo. Em amb®pmcedimentos o ALT foi
dissolvido em 0.3M NaCl e as concentragfes praiéiicmam determinadas em
espectrofotdmetro NanoDrop ND100 (Thermo Scientifis porcentagens de lise dos

taquizoitos foram calculadas pela contagem de ip@sagaveis por microscopia.

ALT foi avaliado por ELISA utilizando os seguintgaipos de soros: i. 10 soros
de pacientes crénicos; ii. 10 soros de pacientgstives para toxoplasmose; iii. 2
“pools” de soros positivos (5 de camundongos cdminfectados com a cepa ME-49);
e iv. 2 “pools” de soros negativos (5 camundongoa sifeccdo). As reacbes foram
realizadas em placas de poliestireno (fundo cHate, binding, Corning) utilizando
ALT na concentracdo de 2ug/mL. Cada placa foibada overnight a 4°C com o
antigeno dissolvido em 0.1 mL NaHg®.1 M pH 8.5. Os antigenos néao ligados a
placa foram removidos com lavagens com PBS Twee{® 26%), pH 7,2. Os sitios
inespecificos foram bloqueados com PBS- leite dadna(Molico) 5%. Ap6s uma
hora, 50ul de cada amostra de soro diluida 1:50 (camund9regghs200 (humanos) em
PBS-leite 5% foram incubadas por 60 min a 37 *@sApsta incubacéo, foram feitas 5
lavagens com PBS—Tween 20 e as amostras incubamaescanticorpos conjugados a
peroxidase por 60 min a 37 °C. Imunoglobulina Gi-eatundongo (1:4000) e
imunoglobulina G anti-humano (1:20000) (Sigma) uidib em PBS-leite 5%. Apds
novo ciclo de lavagens com PBS—Tween 20 foi adadona solucédo substrato (0.1 M
acido citrico, 0.2 M Na&HPQ,, 0.05%0-phenylenediamine, 0.1%,8,) a cada poco da
placa e deixado a temperetura ambiente no escur@@anin. A reacdo foi parada
adicionando-se 50 pl de,80, 4N. A absorbancia foi mensurada em um leitor de
ELISA (Multiscan; Labsystems) com o filtro 492 niks reacdes foram previamente
padronizadas (Costa-Silva et al., 2008; Meira gt2808). Cada amostra de soro foi
ensaiada em duplicata. Os valores de absorbé&eim fsubtraidos do “background” e
a média aritmética de cada grupo foi calculada. v@leres de cada grupo foram
representados pelas médias e desvio padrdao ddbabsiar de cada amostra de soro. As

amostras foram feitas duas vezes para confirmagsiocedultados.
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3.5.3.2. ESA

Os sobrenadantes das culturas celulares infectaata$. gondii (preparados
como descrito por Meira et al., 2008; Costa-Silvale 2008 foram retirados apos 48
horas de infec¢éo, passados para tubos de 15 nthi(@p A seguir, 0s parasitas foram
removidos por duas centrifugacdes de 2§@or 10 minutos e filtrados em membranas
com poros de 0,22 um de diametro (MILLIPORE - US@).sobrenadante livre de
taquizoitos, contendo as ESAs, foi suplementado adipdo de 10 pg/mL de um
coquetel de inibidores de protease contendo por AHBSF 20um; EDTA 10um;
Bestatin 1,3um; E-64 0,14um; Leupeptin 10 nm e Apio 3 nm (Sigma) e
concentrado enspeed VagRC 10.09 - Jouan) por 4 horas. O concentradd fma
colocado em saco de dialise com poros que reténécmlas com massa molecular
superiores a 12 kDa (Sigma) e dialisado contra piB3.2 a 4°C por aproximadamente
18 horas.

3.6. Experimentos de resposta imune - grupos expentais

3.6.1. Grupos de animais imunizados

As imunizacbes foram realizadas como descrito pregnte por Pereira-
Chioccola et al. (1999) e Costa-Silva et al (20@3)upos de 5 camundongos A/Sn
fémeas foram imunizados por via intraperitoneal dodoses quinzenais (0; 2; 4; 6) de
20 pg/animal de ESA acoplado ao adjuvante ALUM (fh§ de hidréxido de
aluminio/animal — J. T. Baker).

3.6.2. Grupos controles
3.6.2.1. Controle negativo

O grupo controle negativo recebeu por via intrapeeal 4 doses quinzenais de
adjuvante ALUM (0,5 mg de hidréxido de aluminiofaal — J. T. Baker) dissolvido em
200 pl de solugéo salina estéril. Este grupo tamtoérmonstituido de 5 camundongos

A/Sn, sendo as doses administradas no mesmo petdogiaipo imunizado.
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3.6.2.2. Controle positivo

O grupo controle positivo foi constituido de 5 cahongos A/Sn infectados

com a cepa ME-49, conforme descrito no item 3.4.3.

Uma semana apos a ultima imunizacdo, amostrasngeiesdoram coletas pela
via caudal dos grupos de camundongos imunizadosordgrote negativo para
determinacdo de anticorpos especificos, bem com@ ps experimentos de
opsonizacdo. Soro proveniente do grupo de animdectados (positivos), foram
coletados 50 dias pés-infecgcdo. Para os ensaiosodénas, baco de trés camundongos

foram coletados dentro de condicBes asseépticas.

3.6.3. Grupos de animais- experimentos de opsoniZac

Trés grupos de 5 camundongos A/Sn receberamvieelmtraperitoneal 1gG
provenientes de animais imunizados, IgG antgondiie IgG de animais livres de
infeccdo incubados com 1xX1@aquizoitos da cepa Rdendo observados os niveis de

parasitemia e o indice de sobrevida. Conforme desw item 3.9.1.

3.7. Desafio dos camundongos imunizados com T. giond

Realizadas as imunizagfes, uma semana apoés a dibisea prosseguiu-se com
o desafio dos grupos de camundongos (imunizad@steotes: positivos e negativos)
com 1x1Gtaquizoitos da cepa RH/animal. Apds o primeiroddianfeccao, diariamente
foi observada a mortalidade em todos os grupos.4Dao 7° dia pos-desafio foi
coletado sangue pela via caudal de cada grupo ideaian(soros enpool). Deste
sangue, o DNA foi extraido, conforme descrito remit3.7.1.2., com a finalidade de
estimar os niveis de parasitemia nos camundongogrfRCR. Os indices de sobrevida

foram observados diariamente e 0 experimento egllizluas vezes.
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3.7.1. Determinacao dos niveis de parasitemia portBCR (Quantitative real-time

PCR) dos animais desafiados

3.7.1. 2. Extracdo de DNA de taquizoitos da cepa Rphara confeccdo de curva

padrao

Para a determinacdo dos niveis de parasitemiajefm@ssaria a construcao de
uma curva padrao de DNA, sendo utilizados taguwzodla cepa RH d€. gondii.Os
parasitas foransontados em camara de Neubauer e acertados a tragéende 1x10
parasitas. Os parasitas foram diluidos em sérig plter os pontos da curva padrao,
variando a concentracdo de 1%&010 parasitas (Mesquita et al., 2010; Reiméo.gt al
2012). As diversas concentracfes foram centrifug@das sedimentos dissolvidos em
uma solugcéo contendo 10mM tris-HCI pH8,0; 10mM EDT3%% SDS; 0,01% N-
laurilsarcozyl; 100ug/mL de proteinase K. Foramtoredos e incubados a 56°C até a
completa lise. O DNA foi extraido usando o PureL{Bgnomic DNA (Qiagen), de

acordo com as instrucdes do fabricante. Os pomtasitva foram testados em triplicata.

3.7.1.3. Extracdo de DNA de sangue e grtPCR

As amostras de sangue provenientes dos camunddogogrupos desafiados
(tem 3.7.) e dos grupos de camundongos que fonai@ctados com parasitas
opsonizados (item 3.9.1) foram coletadas do 4°Cadi& pds infeccdo e adicionadas
(pool/grupo) em um tubo contendo 2@0de tampéao de lise (10 mM Tris— HCI, pH 8.0;
10 mM EDTA; 0.5% SDS; 0.01% N-laurilsarcozyl, 10@/mL proteinase K). As
extracOes de DNA foram feitas pelo kit PureLink Gaic DNA (Qiagen), de acordo
com as instrucdes do fabricante. Os pellets de DdtAm dissolvidos em agua ultra
pura. As concentracdes e a pureza do DNA foi detaicha pela razdo da D.O de 260 e
280 nm em NanoDrop ND100 (Thermo Scientific). Cqd&CR foi feita como descrito
anteriormente por Mesquita et al., 2010 com o dipar&pplied Biosystems 7300 Real
Time PCR System em um volume final de 20ul. As daraeou DNAs controles (3 pl)
foram adicionadas a uma mistura contendo 10 pMd€a2jMan Universal PCR Master
Mix e 1pl do“Assay Mix” que inclui o iniciador foravd, 18 pM (5'-
CAAGCAGCGTATTGTCGAGTAGAT-3); o iniciador reverse, 18 uM (5'-
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GCGTCTCTTTCATTCCCACATTTT-3’); e a sonda TagMan MGBarcada com o
fluoréforo FAM, 5 uM (5’- CAGAAAGGAACTGCATCCGTT -3. As amplificagcbes
continham 2 controles negativos (agua ultrapura e DNA negativo para
toxoplasmose) e um controle positivo (DNA extraitho cepa RH dd. gondi). As
amplificacbes foram realizadas com uma temperaticzal de 50°C por 2 minutos
para a atividade 6tima da enzima AmpliErase UNG¥®C9por 10 min. Em seguida
foram realizados 40 ciclos compostos de’ @5por 15 segundos e 6G por 1 minuto.

O sistema ABI 7300 verifica o sinal fluorescente a cada segundo eulzl
automaticamente onean baselingou baseline fluorescenfeou seja, o “sinal de
fundo” da fluorescéncia gerado durante os ciclogais (3-15) da qrtPCR. Com base
nesta “fluorescéncia de fundo” pode-se detecthraescéncia gerada pelo acimulo de
DNA amplificado, denominado Cthfeshold cycle com acuracia. O Ct € definido
como o ciclo em que a fluorescéncia excede estatisénte omean baselinesendo
proporcional ao niumero de DNA alvos presentes nasti e representando a mesma
guantidade de produtos amplificados presentesbw tu

3.8. Experimentos de resposta celular

Os experimentos de resposta celular foram realszaddnstituto Butantan, no
laboratério de Bacteriologia.

3.8.1.0btencéo de linfécitos

Bacos de 3 camundongos A/Sn divididos nos grupasnizados e controles
(positivo e negativo) foram retirados de forma mstém o auxilio de tesoura e pinca.
Posteriormente o baco foi dissociado em PBS (PHéh2uma placa de petri e com
ajuda de duas laminas com extremidade esmerilhdnEco foi comprimido entre as
duas extremidades. O conteudo da placa de peatniasacélulas em PBS, foi transferido
para um tubo falcon, adicionado PBS até complédamP e centrifugado em 1000 g
por 10 min a 4° C. Sobre o pellet foi adicionadogdo ACK pH 7,2 (NECI 0,15M,;
KHCO; 10mM; NaEDTA 0,1M) e deixado agir por 5 minutos em repouso.

Posteriormente as células do baco foram lavadas vkees com PBS e ressuspensas
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em meio RPMI + 10% SFBp-Mercapto e antibiéticos (penicilina: 50 U/mL ou
estreptomicina: 50 mg/mL) em placa de 24 pocos (Hpdco - 5x16/poco mL).

3.8.2 Cultura de Linfdcitos para dosagem das citatas

Os linfécitos obtidos como descrito no item anteedalistribuidos em placas de
24 pocos foram incubados com ESA e ALT em difeentcentragdes (0,5, 1, 5, 25 e
50ug/ poco) a fim de se padronizar a concentracéo jatkse Para controle dos
experimentosn vitro, em todos os ensaios realizados com espleno@®s&s grupos
de camundongos (imunizados, controle positivo extivm) foram incluidos, dois pocos
controles em duplicata (positivo e negativo). Oggsoque ficaram sem estimulo,
apenas com o meio de cultura foi considerado negafds outros dois pog¢os foram
estimulados com proliferadores mitéticos (ConA &8), sendo considerados controles
positivos. ConA - Sigma (2 pg/mL) foi utilizado contontrole de producdo das
citocinas: IL-10, IL-4 e IFN¢ e LPS deEscherrichia coliO11 B4 (2ug/mL) - Sigma
para TNFe. ConA e LPS sé&o indutores da formacao destasr@®cOs sobrenadantes
das culturas de esplendcitos foram coletados aPpdss 2ara dosar TNé&- 48hs para
IL-10 e IL-4 e ap0s 72 h para IFN+oram feitos pelo menos trés experimeiriostro

para cada grupo de animal (imunizados e contrplestivo e negativo).

ApOs o0s experimentan vitro descritos acima as citocinas IFNH.-4, TNF-o e

IL-10 foram dosadas nos sobrenadantes colhidos @asmxilio de kits especificos
(Ebioscience) por ELISA, sendo seguida as instsuciiefabricante. A absorbancia foi
mensurada em um leitor de ELISA (Multiscan; Labsyst) com o filtro 450 nm. Os
resultados expressos em D.O (densidade oOpticanfooamvertidos em pg/mL a partir
de uma curva de concentracdo feita com um anticogeombinante sabidamente
conhecido que integrava o kit. O limite de deteqgdia cada teste foram 0s seguintes:
IFN-y 62,5 pg/mL, IL-4 7,8 pg/mL, IL-10 foi de 62,5 pdlme TNFu 31,25 pg/mL.
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3.9. Padronizacéo e determinacao dos niveis de lbubclasses de 1gG: IgG1 e
IgG2a por ELISA

ESA ou ALT foram utilizados como antigenos nas @Geaccom objetivo de
avaliar os anticorpos dos camundongos imunizadesné&oles (positivo e negativo).
Ambos antigenos foram diluidos em 0,1M bicarbond® sodio pH 8.5 nas
concentracdes desejadas (ESAgMmL e ALT- lug/mL) e colocados 50l por orificio
em placas escavadas de fundo chato com 96 orifiCiesing). Apos a incubacgéo por
18 horas com os respectivos antigenos a 4°C, féedas 5 lavagens com PBS Tween
(0,05%). As placas foram entdo bloqueadas comulL® PBS-Leite desnatado 5% por
30 minutos em temperatura ambiente. As padronizafgiam realizadas com 5 soros
por grupo em duplicata. Para cada grupo os sorasfdiluidos seriadamente a partir
de 1:16 a 1:512 em PBS-Leite desnatado 5% e fodiomionados nos orificios em
duplicata num volume de 50 e incubados por uma hora a 37°C. ApOs novas 5
lavagens com PBS Tween 0,05% foram adicionadosl/bificio de IgM, IgG1l e
IgG2a de camundongo conjugada a peroxidase (Sigrag)diluicbes de (1:1000;
1:2000; 1:8000). As placas foram incubadas por maia hora a 37°C. Apds novas
lavagens, ocorreu a revelacdo da reacdo em casmareapos 30 minutos, e posterior
interrupgdo com FBO: 4 N. A absorbéncia foi mensurada em um leitor de ELISA
(Multiscan; Labsystems) com o filtro 492 nm. As g&s foram previamente
padronizadas (Costa-Silva et al., 2008; Meira gt2808). Cada amostra de soro foi
ensaiada em duplicata. Os valores de absorbé&eim fsubtraidos do “background” e
a média aritmética de cada grupo foi calculada.v@lsres de cada grupo foram
representados pelas médias e desvio padrdao ddabsiar de cada amostra de soro. As
amostras foram ensaiadas duas vezes para confordagsaesultados e estes analisados

conforme descrito no item 3.10.

3.9.1. Purificacao de anticorpos e experimentos @@sonizacao

Soros empool foram coletados de cada grupo de camundongos iiados,
cronicos e normais) e utilizados para purificacéo awluna de proteina A. Os soros
foram diluidos separadamente em fosfato de s6@0 M e passado em coluna de

proteina A (HiTrap- 1 mL, Amersham Biosciencesv@mente equilibrada no mesmo
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tampédo. Apds a lavagem da coluna com 10 volumesmpao, os anticorpos foram
eluidos com &cido citrico a 0.1 M (pH 3.6). Cadacdio eluida (500 uL) foi
imediatamente neutralizada pela adicéo de 50 |iLridelCl (pH 8.8) 1.5M e o material
eluido dializado contra um litro de PBS. A quan&fido de proteina foi estimada pela

absorbancia a 280nm em NanoDrop ND100.

Os anticorpos purificados de cada grupo, na coregd de 2.5ug foram
incubados com 1x£Gaquizoitos (cepa RH) & 37°C por 90 minutos. Enuiseg os
parasitas foram utilizados para infectar outrosrigpgs de 5 camundongos A/Sn. O
primeiro grupo recebeu parasitas incubados com pg@ficada de camundongos
imunizados. O Segundo grupo recebeu os parasitabados com IgG purificada anti-
T. gondii (camundongos infectados crbnicos); e o Ultimo d&urelongos normais
(livres de infeccdo). Todos os animais receberanmoéoulo pela via intraperitoneal

contendo os anticorpos (0.5pg) e taquizoitos (£)x10

Aliquotas de sangue dos camundongos foram coletang®, 5°, 6° dias pos-
infecc@o para determinacgdo dos niveis de parasitpariqrtPCR, conforme descrito no
item 3.7.1.2 e os indices de sobrevida observa@dosmente. Os experimentos foram

realizados duas vezes para confirmar os resultados.

3.10. Analise estatistica

As andlises estatisticas deste trabalho foramsfeiben o auxilio do software
GraphPad Prism 5.0. Os resultados foram calculpélustestel deStudentpor analise
bicaudal ndo pareada. Os dados foram considerastasisecamente significantes
quando p<0,05. Todas as analises correspondem rpefms trés experimentos e

representam os valores médios com desvio padréo.
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4. RESULTADOS

4.1. Otimizagéo da producdo in vitro da cepa RHTegondii em células VERO
(ATCC- CCL-81)

As padronizag@es das culturas de células VERO eim Vtie para infeccdo com
T. gondii foram feitas em dois passos. O primeiro foi pares@belecer o inodculo
otimo de células para a formacdo da monocamadtacela garrafa de cultura. Quatro
diferentes concentracdes foram testadas Clx@x10, 1x1F ou 5x16 células) em
garrafas de 25 chem um volume total de 5 mL de meio VPM SFM AGT.Adturas
de células foram avaliadas diariamente. A tabefaoitra que a melhor concentracao
foi de 1x16 como inéculo inicial e a formagéo total da monoadanfoi de 96 horas. A
concentracdo de 5x1@omo indculo inicial resultou em uma rapida conikié para
formacdo da monocamada (48hs); porém apds 72 ba-gerum excesso de células e

ocorréncia de morte celular.

A segunda etapa foi feita para estabelecer o nudgterm de taquizoitos para a
infeccdo das culturas. Trés garrafas de 25 (em triplicata) contendo 1xi@élulas
VERO livre de SFB foram infectadas com 7%10.5x10 e 3x16 taquizoitos em um
volume final de 5 mL. Como mostra a tabela 2, ahoretoleta de taquizoitos foi de
2.1x10/mL utilizando um inéculo inicial (1.5xf@aquizoitos/garrafa) apés 7 dias de
infecg@o. Entretanto resultados similares foramoetrados com as infec¢des de 0.7

e/ou 3.0 x10apds 8 a 7 dias de infeccdo respectivamente.
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Tabela 1 Formagdo de monocamada celular em garrafas dg’2%en diferentes concentragdes por indculo de EMERO (ATCC- CCL-81)" excesso de células

ou morte celular

Percentual de formacdo da monocamada de células

Concentracéo inicial de

Tempo de incubacéo (hs)

célulasVERO(x10)
(adicionadas a garrafas 24 48 72 96 120
de 25-crf)
0.1 20 30 50 60 *
0.5 50 70 80 90 100
1 70 90 95 100 100
5 80 100 100 * *
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Tabela 2 Quantidade de taquizoitos viaveis obtidos deestdatante de culturas de células VE@DCC- CCL-81) ap6s infecgdo com a cepa RHIdgondii®. Os

resultados foram expressos pela contagem de tdmsizubtidos de 5 mL de meio das culturas infectatlaante 10 dias. (média de trés culturas de Z5-crds
experimentos foram feitos em duas vezes para ooenfios resultados. * Parasitas inviaveis.

Numero de Quantidade de taquizoitos viaveis liberados {4iD)
taquizoitos Dias poés-infeccdo (multiplicacdo dos taquizoitodsapdculo inicial)
adicionados em

garrafas de 25-

cnt (x10°)? 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
0.7 0 0 0.1 0.2 1.3 11.2 20 20 11 *
1.5 0.01 0.05 0.05 0.1 0.5 1.2 21 10 10 *
3.0 0.01 0.02 0.08 0.2 0.9 6.2 20 17 * *
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4.2. Infectividade de T. gondii in vitro e in vivo

A infectividade dos taquizoitos liberados das calucelulares foi avaliada
durante 30 passagens em cultura. Dois grupos danthingos Swiss foram infectados
com 1x16 e 1x16 parasitas provenientes de culturas de células a@mgo-se com
outro grupo que foi infectado com a mesma quanéiddd parasitas, porém com
taquizoitos provenientes de camundongos (grupaalehitcomo descrito em Materiais e
métodos. A Figura 5A mostra a quantidade de taquizoitos do fluido qeedl de
camundongos infectados 4 dias antes com taquizpitaenientes de culturas celulares
(a cada 5 passagens) e a FigurB Bom taquizoitos provenientes de outro grupo de
camundongos. Os resultados foram expressos congédissre desvios padrdo de dois
camundongos por grupo. A andlise estatistica (Tekt Student’s e test F) foram feitos
para determinar se a infectividade com parasitasepientes de culturas de células
(Figura 5A) e de camundongos Swiss (Figura5B) foemtatisticamente diferentes. A
anélise de variancia feita pelo teste F revelou gsiegrupos infectados com 1x10
parasitas, 1A e 2A (1.348, P= 0.2520) nao forammtisstmente diferentes, bem como os
grupos 1B e 2B (1.199, P=0.2520), que receberam®pdrasitas. Embora tenha sido
observado variacfes de infectividade por grupordara mesmo periodo de inoculagéo,
estes resultados mostraram que as concentracdésquieoitos recolhidas no fluido
peritoneal apos 4 dias de infeccdo foram similames camundongos infectados com
taquizoitos provenientes de culturas de células @WE&1 de outros grupos de
camundongos. Tanto os dados dos experimentaisro e in vivo mostrou que ao menos
até a 302 passagem em cultura, os parasitas mantivee mesma infectividade que

Vivo.
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Figura 5: Experimentos de infectividade viva NUmero de taquizoitos de gondiicolhidos de lavado
peritoneal de camundongos apds 4 dias de infeéc&rupo 1A, barras pretas; e 1B, barras brancas
receberam 1xT0e 1x16 taquizoitos/animal, respectivamente. Estes pasafitam provenientes de
sobrenadantes de culturas de células VERO previantgiectadas sem SFB. Grupos controles 2A
(barras pretas) e 2B (barras brancas) receberamesmo dia o mesmo esquema de taquizoitos,
porém com parasitas coletados de outro grupo asinmdéctados. Os taquizoitos das culturas
celulares foram coletados das passagens indicad&sgara. Os valores expressam as medias e 0s
desvios padrdo de dois camundongos por grupo. @erimentos foram feitos duas vezes em
periodos diferentes e os resultados foram simil@e®st T Student's e revelou que os grupos 1A e

2A, bem como 1B e 2B foram estatisticamente simdg? > 0.05).

4.2.1 Caracteristicas genéticas e antigénicas das|tiizoitos ap6s varias passagens

em culturas celulares

Os experimentos de sequenciamento foram feitos gestimar se apds varias
passagens em culturas celulares, os parasitasnimamtia mesma homogeneidade
genética. Diferentes regides do gene SAG2 tém sitlizadas em estudos de
genotipagem (Howe et al., 1997; Khan et al., 20@#reira et al., 2008). Assim, duas
regibes diferentes do gene SAG2 foram utilizadaa pasequenciamento. As analises
foram feitas nos produtos de PCRs amplificados ®&A Rextraido de taquizoitos

coletados nas culturas celulares a cada 5 passddengroduto de PCR foi de uma
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regido de 300-pb do gene SAG2 localizado proximpoegdo final 5. O segundo
produto de PCR foi de 240-pb, localizado na porgaosta final 3'.Primeiramente a
gualidade do sequenciamento foi verificada comphrae as sequéncias obtidas com
outras descritas anteriormente no GenBank. Ostaglsl confirmaram a identidade
completa com o gene SAG2 e a proteina SAG2. O p@xasso foi o alinhamento
como mostrado na Figura 6, de todas as amosttas’,(1CF, 15, 20" e 3G passagens)
que apresentaram a mesma sequéncia de nucleotldenbuma modificacdo foi

observada durante 30 passagens, mostrando identi@aética conservada.

Em seguida as caracteristicas antigénicas forafimdaa por ELISA utilizando-
se soro imune. Um protocolo adicional para a liss thquizoitos foi testado. Os
taquizoitos foram lisados com pérolas de vidro émex. O método convencional de
lise inclui a sonicacdo dos parasitas. Como mostraa tabela 3, a lise utilizando

pérolas de vidro em vortex foi mais rapida e efitdéado que a com sonicador.

Os diferentes lotes de ALT provenientes de taqtogotoletados de 5 em 5
passagens em cultura de células foram testadosEpIBA (coating 2g/mL de
ALT/pérolas de vidro). Os resultados estdo aprasestna Figura 7. Soros humanos e
de camundongos negativos para a toxoplasmose mawsts®e negativos nos diferentes
lotes (f ao 3@ passagem em cultura), bem como todos os lotes foapazes de
detectar anticorpos anti¥. gondii provenientes de soros positivos humanos e de

camundongos.
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Figura 6: Cepa RH d€l. gondii Sequéncia de nucleotideos localizada na regi&®2Sgréximo a extremidade 5’ (A) e na extremidadestg 3’ (B). Analise do
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20, 25" e 30).
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Tabela 3: Producao de ALT. Comparacao entre o método comwealc(sonicacdo) e com pérolas de
vidro (vortex). A metodologia foi ensaiada utilizkn 1x107 taquizoitos de cultura de células/mL

conforme descrita no item Materiais e métodos.

Protocolo para lise de taquizoitos

Producéo de ALT Sonicagao Pérolas de vidro
Periodol/lise 10 ciclos/5 minutos 8 ciclos/4 minutes
Interval de lise (min) 2 2
% lise 80-90 100
= 1.0 1
=
o 'S ':I) ‘;’ ‘i’ é Ci)
=t .:, H L4
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i
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Passagens em cultura de T. gondii

Figura 7. Reatividade imunoldgica determinada por ELIS#izsndo como antigeno ALT (2g/mL)
provenientes de taquizoitos coletados &b’ 10, 15, 2C%, 25" e 3C passagens em cultura de células
VERO. Os resultados representam os valores médiosbdorbancia de cada amostra de soro na
densidade optica de 492 nm (ELISADP obtidas de: 10 soros de pacientes cronicamafaetados
(circulos vazios); 10 soros de individuos normais goxoplasmose (quadrados vazios); 3 “pools” de
soros de camundongos positivos infectados com a lgEp49 (circulos pretos); e 3 “pools” de soros de

camundongos negativos (quadrados pretos).
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4.3. Padronizacao da PCR tempo real (qrt-PCR)
4.3.1. Determinacao do limite de deteccao

Para determinar o comportamento e o limite decgéteda reacao foi realizada
uma curva padrao com diluicbes seriadas de DNAamldrdas formas taquizoitos da
cepa RH deT. gondii provenientes de cultura de células VERO. Os podéosurva
variaram entre concentracdes de Ixd0l0 taquizoitos. Os “Cycle Threshold”JC
obtidos foram plotados contra as diferentes conaetés de parasitas. O numero de
parasitas foi calculado pelo valor da,(ela equacdo de regressao linear, y=ax+b,
onde: y = G; a = inclinacdo da curva (slope); x= numero degitas; b= onde a curva
intercepta o eixo do y (y intercept) (Reimédo ef 2012), obtendo-se assim a curva
padréo expressa na Figura 8.

Deste modo foi possivel estimar o nUmero de pasagiresentes em cada
amostra. Como mostra na Figura 8, a curva aprasedtona linearidade e
reprodutibilidade, sendo o seu’=R0,9856 indicando grande correlacdo entre as
variaveis P<0,0001. Foi determinado o limite deedgdio da curva correspondendo ao
Cr de 37,91.

Cycle threshold
N
o

C I I I I I I I L}

0 1 2 3 4 5 6 7 8
Taquizoitos (log)

Figura 8: Curva padrédo obtida do log das diluicdes seriala®NA deT. gondiie seus respectivos
valores de &
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4.4. Desafio dos grupos imunizados e controles

A partir da curva padréo realizada anteriormenteguteu-se com o desafio dos
animais, a fim de determinar a efetividade da r&tspomune produzida apds a
imunizacdo. Foi observado que os grupos imunizada®ntrole positivo e negativo
desafiados com 1xiaquizoitos da cepa RH uma discreta protecdo ddafeela
imunizacao, retardando a morte dos camundongosizados por 2 dias em relacdo o
grupo controle negativo. O grupo controle positvmstrou que a infeccdo prévia
protegeu o organismo do desafio posterior, ndocsehdervada morte destes animais
gue foram acompanhados por 3 meses (Figura 9).eQdtados de parasitemia por
grtPCR confirmam os de mortalidade. Podemos natafigura 10 que no desafio
(reinfeccéo) do grupo controle positivo, houve agse de parasitemia quantificavel e

gue no grupo imunizado a parasitemia foi menorrgugrupo controle negativo.
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Figura 9: indice de sobrevida ap6s desafio com £xa@uizoitos da cepa RH dos grupos camundongos

imunizados (verde), controle positivo (vermelho) negativo (preto). Resultados expressos em

porcentagem acumulativa.
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Figura 10: qrtPCR de amostras de sangue coletados via caoddP éo 7° pés-desafio com 1X10
taquizoitos da cepa RH de gondiidos grupos de camundongos imunizado (verde), aentregativo

(branco).

4.5. Experimentos de Resposta Celular: deteccaoitteinas
4.5.1 Testes de proliferacéo linfocitaria, padroniacdes

Apbs os experimentos de desafio deu-se continuidadeos experimentos de
resposta celular. Os linfécitos provenientes deobvagos trés grupos de animais:
imunizados e controles (positivos e negativos)noestimulados com ESA e ALT nas
concentracdes de 0,5; 1; 5; 25 e&Opoco. Para IFN-e TNFa a concentracdo 6tima de
ambos os antigenos para estimulo foi gg/fdoco. Para IL-4 e IL-10 a concentracédo foi

de 25ug/poco. Estas concentracdes foram as utilizada®@ns os experimentos.

Os mitégenos utilizados (ConA ou LPS) foram satisfas quanto a
proliferacdo linfocitaria em todos os grupos estioda funcionando como controle
positivo para a deteccao de citocinas. Sendo agsim, cada experimento os linfocitos
provenientes de baco de camundongos imunizadosnolss (positivo e negativo)
foram estimulados separadamente com ConA ou LP& @aaliacdo da viabiliadade
celular. Em relac&o a producéo de lffNas células de camundongos imunizados quando
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estimuladas com ConA tiveram uma producdo medid2d®,2 pg/mL, as de animais
controle positivo e negativo 3313 pg/mL e 3574,81igrespectivamente. Quanto a
producdo de IL-4, os linfocitos do grupo de camungds imunizados quando
estimulados com ConA produziram uma meédia de 1&#8nlp, de camundongos
positivos foi 23,7 pg/mL. Células provenientes dgemuandongos controle negativos
sintetizaram 4,2 pg/mL. ConA também foi efetivo praducdo de IL-10, produzindo
7609,3 pg/mL em células de camundongos imunizaBé$6 pg/mL em células de
camundongos controle positivo e 8919,3 pg/mL emlaglde camundongos controle
negativo. Em relag@o a producado de TaNFes linfécitos provenientes de camundongos
imunizados quando estimulados com LPS induziramradygdo de 858,6 pg/mL.
Linfocitos de camundongos controle positivo e nggaproduziram 1107,4 pg/mL e

657,2 pg/mL de TNFerespectivamente (Figura 11).
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Figura 11. Producgéo de IFN-(A); TNF-a (B); IL-4 (C) e IL-10 (D) em linfocitos proveniezs
de bago de camundongos A/Sn imunizados com ESAciassoa ALUM (verde) e controles: positivo
(vermelho) e negativo (branco) estimuladositro com proliferador mitético ConA para IFN-IL-4 e IL-

10 ou LPS para TNE= As citocinas foram dosadas por ELISA nos sobrantes de cultura de linfécitos.
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4.5.1.2. IFNy

Linfocitos provenientes de animais do grupo imuesiizaom ESA e do controle
negativo e estimuladas vitro com ESA ndo produziram IFN-{Figura 12A), porém
guando estas mesmas células foram estimuladastro com ALT, foi observada a
sintese desta citocina com uma producdo média4le&pg/mL (Figura 13A), a qual foi

maior do que as células provenientes do grupo @enpiositivo (1398,4 pg/mL).

As células do grupo de animais controle positivoragadasin vitro com ESA
produziram IFNy com um total de 3632 pg/mL (Figura 12A). Este®isiforam maiores
e estatisticamente significantes (*** p< 0,0005) gite quando estimuladas com ALT
como citado no paragrafo anterior. Os valores obtigelas diferencas de producgéo de
IFN-y das células do grupo controle positivo estimulaztas ALT quando comparado
aos outros grupos estudados (imunizado e contre{ativo) estimulados com ALT
foram estatisticamente significantes *** p< 0,0008) grupo controle negativo

apresentou uma producao de 1134,2 pg/mL para ESA& pg/mL para ALT.

4.5.1.3. TNFe

ESA foi capaz de induzir a sintese de Té vitro nos linfécitos dos grupos
de animais imunizados (350 pg/mL) e animais coatrpbsitivos (397 pg/mL)
similarmente (Figura 12B). O mesmo resultado fatomtrado para o estimulo ALT,
porém em niveis maiores (511,3 pg/mL e 535 pg/ndpeetivamente) (Figura 13B).
Ambos os antigenos foram capazes de induzir nideisTNFe estatisticamente
significantes (*** p< 0,0005) quando comparados sobrenadantes provenientes de
linfocitos do grupo controle negativo que produtf0,11 pg/mL para ESA e 178,378
pg/mL para ALT (Figura 12B e 13B).

65



45.1.4.1L-4

O estimuloin vitro ESA foi mais eficiente do que ALT em produzir ILrds
linfcitos provenientes dos camundongos imunizads controle positivo (9 pg/mL e
9,3 pg/mL respectivamente) (Figura 12C). ALT n&@o dficiente em produzir esta
citocina nas células dos animais imunizados, pfrodoz niveis muito baixoq2,3
pg/mL). (Figura 13C). Os linfocitos dos animais troles e estimuladom vitro com
ambos antigenos (ESA ou ALT) ndo produziram IL44fFa 12C e 13C).

4.5.1.5. IL-10

Altos niveis de IL-10 foram observados nos sobranges de linfocitos dos
animais imunizados e controle positivo (Figura ¥ D3D) estimulados com ESA (8608
pg/mL e 9480 pg/mL respectivamente) e ALT (8096&nmd e 10009 pg/mL
respectivamente), apresentando diferencas estatiwnte significantes  quando
comparados as células provenientes do grupo centregativo (***p< 0,0005), que
apresentou uma sintese de 3492,5 pg/mL para ES8&8Bpg/mL para ALT.

Ambos o0s antigenos induziram maiores niveis desteita nas células do

grupo controle positivo.
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Figura 12. Producgéo de IFN-(A); TNF-a (B); IL-4 (C) e IL-10 (D) em linfocitos proveniess
de bago de camundongos A/Sn imunizados com ESAciassoa ALUM (verde) e controles: positivo
(vermelho) e negativo (branco) estimuladositro com ESA. Todo experimento como controle utilizou
um poco com proliferador mitético ConA para IFNH.-4 e IL-10 ou LPS para TNE; bem como um
poco sem estimulo. As citocinas foram dosadas |8A nos sobrenadantes de cultura de linfocitos.

Comparacao das reatividades entre os grupos per Te€95% de intervalo de confianga * p<0,05; **
p<0,005; *** p<0,0005).
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Figura 13. Producéo de IFN-(A); TNF-a (B); IL-4 (C) e IL-10 (D) em linfécitos proveniezg de baco de
camundongos A/Sn imunizados com ESA associado aM\(derde) e controles: positivo (vermelho) e
negativo (branco) estimuladas vitro com ALT. Todo experimento como controle utilizou oo com
proliferador mitético ConA para IFN- IL-4 e IL-10 ou LPS para TNE; bem como um pogo sem
estimulo. As citocinas foram dosadas por ELISA smisrenadantes de cultura de linfécitos. Comparagéo

das reatividades entre os grupos por teste T (9% %tdrvalo de confianca * p<0,05; ** p<0,005; ***
p<0,0005).
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4.4.Concentracdes de anticorpos IgM, IgG1 e IgG2a
4.4.1. Padronizacdes

Apéds a verificagdo da resposta celular, o proxirassp foi estudar a resposta
imune humoral. Os experimentos iniciais foram gEdronizar as concentracdes de soro
e de IgM, IgG1l e IgG2a de camundongo conjugadar@xjolase na reacdo de ELISA.
Foram utilizados para as padronizagfes os antigeBAse ALT. As reagOes foram feitas
conforme descrito no item 3.8. de Materiais e mgso€omo mostra as Figuras 14A, B e
C os titulos dos soros para os conjugados IgM, lg&j§G2a, quando se usa ESA como
antigeno foi de 1:32 (Figura 14A), 1:128 (FiguraBl4e 1:512 (Figura 14C)
respectivamente. Com o antigeno ALJS titulos dos soros para os conjugatipd,
IgG1, e IgG2a foram 1:64 (Figura 15A); 1:512 (Feyu5B) e 1:512 (Figura 15C),

respectivamente.
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Figura 14: Determinacao do titulo do soro para IgM (A), IgBJLé IgG2a(C) em soros de camundongos
A/Sn imunizados (ESA + ALUM) (verde), controle pog (vermelho) e controle negativo (preto). Em
placas sensibilizadas com o antigeno ESA. Titutss sbros: 1:32 para IgM, 1:128 para IgG1 e 1:512

para lgG2a. Os experimentos foram realizados caorés em “pool” provenientes de 5 camundongos

por grupo em duplicata
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Figura 15: Determinac¢édo do titulo do soro para IgM (A), IgGLEBlgG2a(C) em soros de camundongos
A/Sn imunizados (ESA +ALUM) (verde), controle posit (vermelho) e controle negativo (preto). Em
placas sensibilizadas com o antigeno ALT. Titule sloros para IgM (A), IgG1 (B) e IgG2a (C). Titulos
dos soros: 1:32 para IgM, 1:512 para IgG1l e lgG2aefperimentos foram realizados com soros em

“pool” provenientes de 5 camundongos por grupo aplichta.

4.5. Producao de anticorpos

A imunizacdo com ESA em camundongos A/Sn induzia aroducédo de
anticorpos IgM e IgG1, quando comparado ao grupoateundongos positivos. Estes
achados foram verificados por ELISA utilizando-seeno antigenos: ESA (Figura 16A)
e ALT (Figura 16B). Quanto a producdo de IgG2a emultados foram inversos. O
grupo de camundongos positivos produziram altoslott desta subclasse de
imunoglobulina (Figura 16A e B), em ESA e ALT. Aumzacdo com ESA, por sua
vez, induziu fracamente a producdo destes antisorpe reatividades contra ESA
(16A) e ALT (16B) foram estatisticamente signifites (teste T- 95% de intervalo de
confianca * p<0.05 e ** p<0,005).

70



0.0- IgM IgG1 lgG2a

A
*%

1.04 1.04
E _
g *k
g - 05
o 0.54 el -
G _l H_l = _

A|=|J:|.l I_I - I =] 0.0-——J:|-
IgM

IgG1 IgG2a

Figura 16: Comparacao da producao das imunoglobulinas (IglQaD; IgG1, 1:2000 e IgG2a, 1:8000)
em soros de camundongos A/Sn imunizados (ESA + A)Wbtde, controle positivo (vermelho) e
controle negativo (branco) contra ESA (A) e ALT (Bjtulo dos soros: IgM, 1:64; IgG1 e IgG2a,1:512.
Os experimentos foram realizados com soros em *poamvenientes de 5 camundongos por grupo:

controle, imunizado e infectado em duplicata.

4.5.1. Experimentos de opsonizagdo e analise dagggmia pela grt-PCR

Para avaliar o efeito dos anticorpos anti-ESA rmagemia e na mortalidade,
1x10 taquizoitos (cepa RH) foram incubados com IgG matifa de soros provenientes
de camundongos imunizados, cronicos e livres dec@difo. Estes parasitas opsonizados
foram utilizados para infectar 3 grupos de camugdenA/Sn e a parasitemia e a
mortalidade foram monitoradas diariamente. Pardiaava parasitemia amostras de
sangue foram coletadas para avaliacao pela qrtRCR do 7° dia. No 7° dia apenas foi
coletado sangue dos camundongos imunizados, vistwrialidade antecipada dos grupos
controles. Camundongos desafiados com taquizofissnizados com IgG anti-ESA ou
IgG anti- T. gondiitiveram menor parasitemia (Figura 17) do que quasaoparados
com IgG de camundongos livres de infeccdo. Aléraajia opsonizacéo de parasitas com
IgG anti-ESA foi mais efetiva, pois a mortalidade &trasada em 48 horas quando
comparada com os animais que foram desafiados aquizbitos incubados com IgG

anti- T. gondii(crénicos) ou normal (Figura 18).
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Figura 17: qrtPCR de amostras de sangue coletados via canddlab 7° pds-transferéncia transferéncia
de parasitas opsonizados, 1000 taquizoitos da Repde T. gondiiincubados com IgG coletadas de
camundongos imunizados (verde), controle negativanCo) e controle positivo (vermelho). No 7° dia
apenas foi coletado sangue dos camundongos imwsizaéto a mortalidade antecipada dos grupos

controles.
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Figura 18: indice de sobrevida pos-transferéncia de paraspasnizados (0,5ug de IgG/animal em
grupos de 5 camundongos com anticorpos proveniafgegrupo imunizado (verde), grupo controle
negativo (preto) e grupo controle positivo (verro@lh Resultados expressos em porcentagem

acumulativa.
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5. DISCUSSAO

Na toxoplasmose estudos de imunizacdo e pesquiseowss antigenos sao
muito importantes para o melhor entendimento danghbbee aperfeicoamento das
ferramentas de diagnostico disponiveis. A manutendé cepas e a producdo de
antigenos dd. gondiisao de primordial importancia na pesquisa cieatifle resposta
imune na toxoplasmose. Centros de referéncia nodomunteiro usam as formas
taquizoitos, derivados de cultura de células, conte antigeno para testes sorolégicos
(Hughes et al., 1986; Chatterton et al., 2002; Ashket al., 2003; Buddhirongawatr et
al., 2006). A principal vantagem de se utilizareesistema reside nos aspectos éticos,
uma vez que ndo sdo utilizados animais experingeptia a producdo antigénica, além
do custo e rapidez (Evans et al., 1999; Ashbuial.e2000). No entanto, outros centros
de referéncia ainda utilizam antigenos proveniedeetaquizoitos da cepa RH mantida
somente por indculos em camundongos (Ware e Kd§8&; Colombo et al., 2005; Lee
et al., 2008; Costa-Silva et al., 2008; Meira et 2008; Macre et al., 2009; Ferreira da
Silva et al., 2009; Lynch et al., 2009).

A primeira parte deste trabalho foi dedicada asfag®amento da producédo de
taquizoitos em culturas de células VERO sem adigd8FB, visto que os dois antigenos
(ESA e ALT) utilizados durante o estudo de respastane celular e humoral foram
feitos a partir de taquizoitos da cepa RHTdegondii Em estudos anteriores de nosso
grupo foi constatado contaminacdo do antigeno E8A @ SFB, mesmo apoés lavagens
sucessivas das garrafas de culturas de célulasnmeim sem SFB antes da infeccao
celular com os parasitas (Meira et al., 2008; C8dia et al., 2008). Dentro desta
proposta avaliamos se taquizoitos mantidos emresltde células VERO que crescem
sem adicdo de SFB, sdo capazes de manter as spasgades antigénicas, mesmo apos
varias passagens, em relacdo a antigenos mantidosanemais experimentais. Os
resultados ndo mostraram diferencas entre os t#tpszprovenientes de culturas de
células em relacdo com os de camundongos. A otjdiizda producdo de gondiiem
células VERO que néo necessitam da adicdo de S&@hcau bons resultados e
demonstrou que este antigeno € capaz de detedieorpos IgG anti -T. gondii
mantendo sua imunogenicidade e antigenicidade #ppassagens em culturas.
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Ja foi relatado anteriormente que a manutencgdo ntigeao em continua
passagem em cultura de células produz taquizoiéweis com coletas regulares, sendo
uma alternativa relevante (Evans et al., 1999).adigdo, linhagens celulares séo faceis
de serem mantidas, confiaveis e de baixo cusigoplasma gondiiém sido cultivado
em diferentes linhagens de células com grandeagés$ na qualidade e quantidade de
antigeno produzido. Os principais tipos celulargizados sdo Hep-2 (Hughes et al.,
1986), VERO (Costa-Silva et al., 2008, Meira et 2008; Saadatnia et al., 2010) e HelLa
(Hughes et al., 1986; Ashburn et al., 2000; Chiatteet al., 2002; Dgrmenci et al.,
2011). A otimizagdo da produgdo em massa requafitegr fatores como taxa de
multiplicagéo da linhagem celular e dos parashias; como, as condi¢des da cultura nas

diferentes geracdes (Hughes et al., 1986).

A melhor coleta de taquizoitos nas culturas cedsldoi 2.1x10ap6s7 dias de
infeccdo, utilizando um inéculo inicial de 1.5X1farasitas. Foi conseguida uma boa
producdo de antigeno com infeccdo de 3 parasitokicél.10), diferente de
Degirmenci et al., 2011 que utilizaram infeccdesatie 8 parasitas/ célula e obtiveram
producdo na ordem de ®@aquizoitos. Estes resultados mostraram que acédedas
células VERO sem SFB foi bem sucedida na propagdQdoarasitan vitro mesmo
apos varias passagens, sem nenhuma perda davidisdé ou decréscimo na taxa de

multiplicacéo.

No que diz respeito a viabilidade dos taquizoitas culturas celulares nossos
dados estdo de acordo com Ashburn et al. 2000uais gmostraram que taquizoitos
produzidos em células Hela por varias passagensvaam viabilidade aceitavel sem
diferencas significantes entre coletas iniciaisasntardias, o que confirma a utilidade

deste tipo de producgao antigénica.

Uma das maiores questdes em relacdo as continssageas de parasitas em
culturas celulares, é que estas poderiam levarrdapenunogénica e/ou antigénica
progressiva. O estudo das sequéncias de nuclestjmlesenientes de amostras das
diferentes passagens ndo mostraram alteracéegntamdio mais uma vez a viabilidade
do antigeno. Embora estes resultados sejam pramssgoanto a substituicdo do uso de
animais por culturas celulares na producdo de emiigy algumas desvantagens podem
ser notadas. Protocolos para prevenir a contanonaé® necessarios, e técnicas

assépticas em cabines de classe Il sdo as mammerdadas. Estoques de culturas de
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células devem ser mantidos separadamente dasscilfdatadas, além da necessidade
de um sistema de estoque em nitrogénio liquido gen@mecar o0 processo caso ocorra
contaminacgdes ou alguma outra falha no sistemaatkipdo de taquizoitos em cultura
(Harmer et al., 1996).

Em suma a producéo dos antigenos ALT e ESA no mes@balho corrobora
com outros estudos. Hughes et al.,, 1986; Ashbural.et2000 mostraram que a
producao antigénica em cultura de células posswaslvantagens éticas e beneficios
financeiros. Adicionalmente o0 uso de meio de caltdiormulado sem qualquer
componente derivado de humanos ou animais foi beoedsddo na producdo de

taquizoitos, minimizando interferéncias nos ensaios

Padronizados os antigenos, partiu-se para o paincbjetivo deste estudo:
investigar a participacdo da ESA no desenvolvimelgigesposta imune e controle da
infeccdo porT. gondiia partir dos antigenos produzidos com os taquiaitiaptados
ao tipo de cultura celular citado anteriormenteariié do fato que os sintomas clinicos
na toxoplasmose sao diversos, ndao ha um modeloahmjoe apresente todos o0s
sintomas clinicos que podem ser observados nosrfogan&m adicdo, o tipo de cepa
utilizada, a dose do inoculo, o estagio do parasigarota de inoculacdo em conjunto
com o “background” genético do camundongo tém uamag impacto no curso clinico
da infeccdo. A selecdo do modelo apropriado pardeacdo é uma das coisas mais
importantes para se obter conclusdes apropriadasegaltados obtidos (Munoz et al.,
2011). Dentro deste contexto, o modelo C57BL/6 plamente utilizado em estudos de
toxoplasmose, mostrando-se susceptivel a infed¢gi@anioto et al., 2002; Martin et al.,
2004; El-Malky et al., 2005; Lee et al., 2007) enodelo A/Sn € conhecido como
susceptivel para infecgbes comypanosoma cruz{Franchin et al., 1997; Pereira-
Chioccola et al., 1999; Vasconcelos et al., 20030 et al., 2005).

Em camundongos C57BL/6 infectados pela via oral &6Mcistos da cepa ME-
49 deT. gondii,observa-se letalidade de 100% dos animais, enggastcamundongos
BALB/c sobrevivem a este mesmo inoculo (Liesenfetdal., 1996). A alteracéo
patolégica causada pela infeccdo compartilha gliesa morfoldgicas e histologicas
como as doencas inflamatorias intestinais (IBD, idglés “Inflamatory Bowel
Disease”) em humanos. Essa resposta inflamatoracedxada resulta em uma

mortalidade precoce dos hospedeiros susceptivEseifeld, 2002). Sendo assim, em
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estudo anterior de nosso grupo, Costa-Silva eR@08, antes da escolha do modelo
murino para as imunizagdes efetuaram uma selecaandanodelo murino ideal

comparando as linhagens C57BL/6 e A/Sn. Neste esticconstatado que a cinética
de parasitemia e a mortalidade nestas duas lineateecamundongos foram similares,
quando submetidas ao mesmo indculo (¥x1Desta forma foi escolhida a linhagem
A/Sn ja que ndo haviam trabalhos anteriores naplagmose com esta linhagem, além

da facilidade de manipulacao.

Com estes parametros iniciais avaliados, mantewe-ghagem A/Sn e o perfil
de resposta celular e humoral de camundongos ieméz com ESA associada a
ALUM foi comparado ao de camundongos infectados eocepa ME-49 dé&. gondii
(controle positivo) e com camundongos que apenasbezam ALUM com PBS
(controles negativos)Foi considerado como grupo de camundongos positoss
infectados pela via oral com a cepa ME-49, viste gsta rota de infeccdo é a mais
proxima do que ocorre na natureza, com a integeiddparasita preservada, o que €
necessario para que a capacidade de penetracaceélngass intestinais ocorra com
sucesso para a producado de uma resposta imungoprotedequada induzindo a
cronicidade (Hiramoto et al 2002). Os experimentos de desafio dos grupos de
camundongos A/Sn imunizados com ESA, controlest(pos e negativos) observou-se
0s niveis de parasitemia, determinados por qrtPER, indice de sobrevida. Foi
constatado que a imunizagdo com ESA contribuiu pa@ntrole da infec¢do reduzindo
a parasitemia e atrasando a mortalidade em relagagrupo controle. O grupo
infectado crénico com a cepa ME-49 (controle pes)ti quando re-infectado com a
cepa RH (desafio) ndo apresentou parasitemia emertalidade, durante o periodo
estudado. Estes dados sugerem que a resposta pmoiemra gerada pela infecgcao foi
eficiente em controlar uma infec¢cdo causada paraaépa d&. gondiie que a ESA
participa deste processo incluindo a respostaaretuhumoral, por ser liberada durante
0 processo de penetracdo celular (Carruthers ee\Sildl997; Dubremetz, 1998;
Carruthers e Tomley, 2008), atrasando a mortalidadeduzindo a parasitemia no

grupo imunizado.

A imunidade desencadeada pela infeccdo orgondii € estritamente
relacionada a producdo de IFNpelos linfocitos T CD8+, células NK e células T
CD4+ (Werk, 1985; Hunter et al., 1995). Emboraautamento dos linfécitos T CD8+
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nao serem completamente compreendidos, uma padsitgl € o reconhecimento pelo
MHC de classe | de células ndo hematopoiéticastadas, que levam a inibicdo do
crescimento do parasita, pela secrecdo deylfSuzuki et al., 1990; Denkers et al.,
1997). A habilidade de sobreviver a infeccdo € ddpete da producdo de IRN-
(Suzuki et al., 1988, 1989, 1990; Scharton-Kersteal., 1996). Interessante notar que
as células dos camundongos imunizados com ESA e§pomdem ao antigeno
homologo quando reestimuladasvitro para a producao de IFN{porém os linfocitos
provenientes destes mesmos camundongos imunizesiosndem para outras proteinas

presentes no antigeno ATL induzindo elevados niles$a citocina.

Tanto ESA quanto ALT foram capazes de induzir pcddude TNFa nos
linfécitos dos grupos de animais imunizados e odatpositivo em niveis similares e
com resultados estatisticamente significantes quamm@mparados as células
provenientes de camundongos do grupo controle inegdtambém foi observado que
0s niveis de IFN-e TNFo foram produzidos em concentracdes similares péyditos
de camundongos imunizados e de camundongos canpaditivos quando estimulados
in vitro com ALT. Estes dados sugerem que durante a infecc@a, ajuando os
taquizoitos estdo circulantes e consequentemeb&Aaé liberada, o sistema imune do
hospedeiro é estimulado a produzir Iir-TNFw. Estas duas citocinas sao envolvidas
no controle da infeccdo. IFN- induz a sintese TNé&-em células infectadas com a
intencdo de controlar a infeccdo pargondii (Suzuki et al, 2000). Entretanto IFNé
necessario tanto na resisténcia da fase agudaogg@ardse cronica (Suzuki et al., 1989;
Gazzinelli et al.,, 1993; Denkers e Gazzinelli, 19980 recrutamento de TNk-
manifesta-se primariamente na fase crénica, quanglarasita reside no SNC (sistema
nervoso central) (Gazzinelli et al., 1993; Schalt@nsten, 1996; Deckert-
Schluter,1998). Como as duas citocinas agem so@erginte durante a infeccao, é
possivel que clones especificos de linfocitos Tmesgados pela ESA e anticorpos anti-
ESA possam ajudar no controle da infeccdo. BTNfem um papel importante na
geracao de reativos intermediarios de oxigénio comdiadores para a resisténcia do
hospedeiro na infeccao inicial pdr gondii(Denkers e Gazzinelli 1998; Vercammen et
al., 2000; Leng et al., 2009; Dziadek et al, 20R8semberg et al, 2009). Logo uma boa
Imunizagao na resposta protetora da toxoplasmoseidduzir a producdo de citocinas

que tenda a um balanco Th1/Th2.
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Como apresentado, linfécitos de camundongos imdagz& de camundongos
controle negativos que sO receberam ALUM ndo preauzFNy em resposta ao
reestimulo com ESA, porém produzem IL-4. Os linf@&i provenientes de baco de
camundongos controle positivos, produziram IL-4 @nbos estimulos ALT ou ESA. Ja
as células de camundongos imunizados apenas zangati IL-4 quando o reestimulo foi
ESA. Em relagdo a IL-10 tanto os linfécitos de aigrimunizados com ESA quanto os
de controle positivos responderam igualmente amemd ESA e ao ALT sintetizando
altos niveis desta citocina. Apesar das célulagaeundongos negativos produzirem
valores altos desta citocina, esta producéo foiosela metade produzida pelos linfocitos
de camundongos imunizados e controle positivo. &.14-10 sdo citocinas que modulam
a sintese de IL-12, IFM-e TNF« permitindo que ndo haja uma resposta imune exeessi
gue possa causar inflamacéo e dano tecidual (IL(G8@zzinelli et al. 1996; Anderson et
al., 2007; Jankovic et al, 2007; Sun et al., 20@Multaneamente IL-4, é produzida
pelas células Th2 e também suprime a secrecaoNde pielas células Thl (Swain et al.,
1990; Brinkmann et al, 1993).

De acordo com Wilson et al. (2005), IL-10 tém urpglamportante no balancgo
entre imunidade protetora e desenvolvimento ddgmtona toxoplasmose. Estes autores
e Gazzinelli et al.,, 1996 (B), demonstraram que watongos deficientes em IL-10
desenvolvem uma resposta aguda inflamatoria k&th que esta citocina controla os
niveis de IL-12, IFNy e TNF+¢, sendo assim a morte dos animais associadasaadfalt
IL-10, é relacionada com baixa parasitemia e aftogis de IL-12, IFNy e TNF«
(Jankovic et al., 2007). Logo, a resposta encoateqlii tende ao equilibrio, visto que
produz citocinas da resposta Thl, Th2 e Th3, jallqu® € citocina pertencente tanto a
resposta Th2 quanto Th3 (Defrance et al., 1992hchieri, 2007, também ressalta que
em células animais, células efetoras Thl produdedDlcomo meio de prevencdo de
danos colaterais, como um mecanismo de autoconpoiém esse mecanismo também

pode ser utilizado como escape por agentes patmgeni

Em relacdo a producdo de IL-Z@R NO (dados ndo mostrados) ndo foram
detectados nas células estimuladas, provavelmentgepem os linfocitos as células alvo
do estudo, os quais produzem estes mediadoresvem haixos, ao contrario das células
dendriticas que sdo a maior fonte de IL-12 em m#apa infeccdo pof. gondiie sdo
vitais para a resisténcia contra a infecigéatro (Liu et al., 2006 B).
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Quanto a resposta imune humoral, a imunizacdo aositdongos A/Sn induziu
alta producao de anticorpos IgM e IgGl em relagés @amundongos controle
positivos, utilizando tanto ALT quanto ESA comoigahos. Ja na producéo de IgG2a
os resultados foram inversos. O grupo de camundoaogwtrole positivos produziram
altos titulos desta subclasse de imunoglobulinteratite dos animais imunizados.
Sendo assim, pela producao de imunoglobulinasrfd ga imunizacéo foi direcionado
a uma resposta Th2 e o da infeccdo predominiosgesea Thl, o que ja € amplamente
divulgado na literatura (Gazzinelli et al, 1992yrdd@a-Chioccola et al., 2009; Costa-
Silva e Pereira-Chioccola, 2010; Tan et al., 200@)ando observamos a producéo de
IgM sérica nos grupos estudados, observamos querupo gimunizado (via
intraperitoneal — 45 dias de imunizacdo) sintetizoiveis mais altos dessa
imunoglobulina em relacédo ao grupo controle posi{ia oral — 50 dias de infeccéo).
Dados da literatura comprovam que a exposicao rtdgesos no trato gastrointestinal é
capaz de induzir uma resposta humoral sistémiganmpoom menor intensidade do que

quando a exposicéo é feita por via parenteral (@dvietecky, 1994).

Antigenos diferentes, rotas de inoculacdo e alierae modelos experimentais
podem induzir respostas imunes diferentes. No estiedimunizagcdo em ovelhas de
Hiszczynska-Sawicka et al., 2011, utilizando a moteamuscular para as imunizacdes
com o antigeno de DNA ROP1 associado a CD154, erhiiv elevados titulos de IgG1
e 1gG2, com producdo de IFNMmostrando uma resposta com balanco Th1l/Th2. Ja
Dziadek et al, 2009 elucida que as vacinas de DiNlizem resposta tipo Thl e que
vacinacdo com antigenos recombinantes leva a uspast& mista Th1/Th2 com altos
titulos de anticorpos antigenos-especificos IgGRg54, com sintese predominante do
isotipo 1gG1. Neste estudo os quais utilizaram @naarecombinante aplicada pela via
subcutdnea de ROP2 e ROP4 com camundongos C3H fibidos altos titulos de
anticorpos IgG1 e IgG2a, com producdo predominalgelgGl, caracteristica de
resposta tipo Th2. Ja no estudo Levya et al 200uaizacdo com vacina de DNA
ROP2 em camundongos CBA/J geraram resposta hetécagie 1IgG com altos niveis
de IlgG2a e baixos de IgG1, tendendo a Thl.

Finalizando, os experimentos de opsonizagcdo suggreEmos anticorpos anti-
ESA participam do inicio da resposta imune atrazativacao do sistema complemento,
a fim de facilitar a fagocitose, e consequentememteliminuicdo da parasitemia
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observada pela qrtPCR e no atraso da mortalidadelagéo aos grupos controles, sendo
0s anticorpos anti-ESA mais efetores que osangendii

Em conclusao, todos estes dados sugerem que ESMdagando um perfil
misto Th1/Th2. A imunizacdo induziu producéo de JgMunoglobulina presente nos
dois perfis de resposta celular (Thl e Th2), pdiahou na producdo de IFNguando o
estimulo foi ESA. Contudo os linfocitos dos camumgios imunizados sintetizaram esta
citocina quando o reestimulo foi ALT. Em contramat ESA estimulou a producdo em
niveis significativos de TNl; IL-4, IL-10 e IgG1. Como esperado, animais dopgr
controle positivo (cronicos) desenvolveram o pérhil/Th2, com dominancia de Thl e

producdo predominante de IgG2a e I=N-
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6. CONCLUSOES

1. Antigenos obtidos de taquizoitos cultivados emlagélWERO sem adicdo de
soro fetal bovino (SFB) séo tao eficientes quarsd@imtigenos provenientes de

camundongos e de culturas celulares com SFB.

2. Imunizagdo com ESA reduziu a parasitemia e retardertalidade de animais
infectados com cepas virulentas letaisTdgondii.

3. Antigenos excretados/secretados (ESA) obtidos dtaras de células VERO
sem SFB séo importantes na identificacdo de inteeti@a deT. gondiie sao
responsaveis, em modelo experimental murinho, akdaproducdo de IgG1l e
das citocinas IFN; TNF-u e baixa producgao de IgM, 1gG2a, IL-10 e IL-4

4. ESA induz resposta imune mista com perfil Thl e.Th2

5. Um dos mecanismos de diminuicdo da parasitemia oweoplasmose € a

producao de anticorpos opsonizantes anti-ESA.
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1. Introduction

ABSTRACT

Vero cells have been used successfully in Texopiosma gondii maintenance. Medium supplementation for
culture cells with fetal bovine serum is necessary for cellular growth. However, semum in these cultures
presents disadvantages, such as the potential to mduce hypersensitivity, variability of serum batches,
possible presence of contaminants, and the high cost of good quality serum. Culbure media formulated
without any animal derived companents, desigined for serum-free growth of cell lines have been used
successfully for different virus replication. The advantages of protozoan parasite growth in cell line cul-
tures using serum-free medium remain poorly studied. Thus, this study was designed to determine
whether T. pondd tachyzoites grown in Vero cell cultures in serum-free medium, after many passages,
are able to maintain the same antigenic proprieties as those maintained in experimental mice. The stan-
dardization of Vero cell culture in serum-free medium Forin viem T, gondii tachy zoite production was per-
formed establishing the optimal initial cell concentration for the confluent monolayer formation, which
weas 1w 107 Vero cell culture as initial inoculum. The total confluent monolayer formatted after 96 h and
the best amount of harvested tachyzoites was 2.1 =107 using parasite inoculum of 1.5 = 10% after 7 days
poast-infection. The infectivity of tachy zoltes released from Vero cells maintained in serum-free medium
was evaluated using groups of Swiss mice infected with cell-culture tachyzoites. The parasite concentra-
tions were similar to those for mice infected with tachyzoites collected from other infected mice. The
data from both in vive and in vitro experiments showed that in at least 30 culture cell passages, the par-
asites main@ined the same infectivity as maintained in vive. Another question was to know whether in
the several continued passages, immunogenic progressive loss could occur. The nucleotide sequences
studied were the same between the different passages, which could mean no change in their viability
inthe lysate antigen. Thus, the antigen production by cell culture has clear ethical and cost-saving advan-
la ges, Moreover, the use of culture media formulated without any human or animal derived companents,
designed for serum-free growth of cell lines, successfully produced tachyzoites especially for antigen
production.

@ 2012 Elsevier Inc. All rights reserved.

The laboratorial diagnosis of toxoplasmosis is based on serolog-
ical and maolecular methods, and rarely, on the isolation of 7. gondii

Toxoplasma gondii is an obligate intracellular protozoan parasite
capable of infecting humans, warm-blooded domestic and wild
animals, It is geographically widespread, and is thought to infect
approximately one<third of the world's human population,
although the prevalence of the parasite varies from country to
country (Dubey, 1998, Tenter et al, 2000; Bojar and Szymanska,
2010; Elmere et al., 2010%
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(Ahn et al, 1997 Pereira-Chioccola et al., 2009, Thus, the use of
in vivo or in vitro tachyzoites is essential for different procedures
such as experimental models, genetic studies and antigen produc-
tion {Sibley and Boothroyd, 1992; Roos et al, 1984; Chatterton
et al, 2002; Buddhirongawatr et al., 2006).

The RH strain has been used routingly in the majority of T, gon-
dii studies. From the first isolation, from an infected human tissue
in 1939 (Sabin, 1941), this strain has been maintained in vivo and
i vitro by continuous passage in either mouse peritoneal cavities
or in cultured cells (Mavin et al., 2004 ),

The maost common antigen used in immunclogical assaysis a ly-
sate of T. gondii tachyzoites from the RH strain, which has been
maintained via intraperitoneal passages in mice (Leg et al, 2008;
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Costa-Silva et al., 2008; Degirmenci et al,, 2011). Antigen produc-
tion via mouse passages is considered an expensive methoed since
mice survive only 4-6 days after infection, yvet tachyzoite suspen-
sions normally contain large numbers of mouse peritoneal cells.
Additionally, the development of these procedures reguires an
extensive infrastructure for antigen production such as a vivarium,
specialized professionals, and a great deal of animals. Thus, the
propagation of tachyzoites in cell culture is more economical.

Since in witro culture of T gondii has been possible for many
years, a variety of cell lines and culture methods have been devel-
oped to produce antigens for: immunological tests (Warren and
Russ, 1948; Verhofstede et al, 1988: Hass and Aspock, 1950;
Ashburn et al, 2000; Meira et al., 2008), parasite isolation { Derouin
et al., 1287; Calico et al, 1921; Domzig et al., 1923 Diab and El-
Bahy, 2008), therapeutic (Bunetel et al, 1985; Fichera et al,
1585; Fichera and Roos, 1997) and vaccination studies (Garcia
et al., 2005; Costa-Silva et al., 2008; Xue et al., 2008).

Typically there are two fundamental reasens for doing parasite
cultivation in vitro. The first is that it provides long-term preserva-
tion of strains without having to resort to laboratory mammals.
The second is the cheap production of a large number of parasite
cells, especially for applications such as antigens, since it is possi-
ble to produce a large quantity of pure, extra-cellular, or recovered
intact parasites. The goal of a mass production technigue is usually
rapid growth of intact tachyzoites. However, small amounts of host
cell remnants such as serum proteins, and long-term maintenance
of strains and regular provision of fresh viable tachyzoites still re-
lies on culture in animals, wsually rats or mice, In addition, cur-
rently, cell culture systems are replacing animal models because
of ethical issues, infrastructural deficiencies such as the lack of
experienced personnel and/or standardized vivariums in most re-
search centers. In addition, the cost of in virro culture is one-third
to one-half of the cost of animal culture, which could justify the
use of this system in routine procedures (Harmer et al, 1996;
Evans et al., 1999; Ashburn et al., 2000 Chatterton et al., 2002 ).

Among the different cell lines, Vero cells have been used suc-
cessfully in T gondii maintenance (Costa-Silva et al,, 2008; Saadat-
nia et al, 20010} Originally, Vero cells were established in Japan
from the kidney of a normal adult African green monkey (Cercopi-
thecus aethiops). Previous studies showed that Vero cell lines were
free of oncogenic properties, not presenting risks to humans when
used as substrate in the production of vaccines (Furesz etal, 1282),
These cells have been used extensively for production of human
virus vaccines in large-scale production as microcarriers or cul-
tures in bioreactors. These procedures have also been recognized
by the WHO (Frazatti-Gallina et al., 2004 ).

Medium supplementation for culture cells with fetal bovine ser-
um, human or bovine albumin is necessary for cellular growth
However, the use of serum in culture presents disadvantages, such
as the potential to induce hypersensitivity, variability of serum
batc hes, possible presence of contaminants (bacteria, fungi, myco-
plasma, bovine viruses, etc.), and the high cost of a good guality
serum (Fishbein et al, 1993; Froud, 129%; Frazatri-Gallina et al,
2004), Previous studies showed that culture media formulated
without human or animal derived components (VP-SFM AGT med-
ium = GIBCO), designed for serum-free growth of cell lines have
been used successfully for different virus replications, such as ra-
bies virus, Japanese encephalitis virus, vellow fever virus and oth-
ers (Frazatri-Gallina et al., 2004; Toriniwa and Komiya, 2011;
Momnath et al., 2011).

Previous studies of our group showed, even after culture cell
washing with medium wit hout fetal bovine serum before tachyzo-
ite infection, serum traces were still detected in polyvacrylamide gel
(Meira et al., 2008; Costa-Silva et al.,, 2008 ). Although, a previous
study demonstrated that recovery of tachyzoites is slightly lower
in the absence of fetal calf sera (Diab and El-Bahy, 2008), the
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advantages of using T. gondii growth in cell line cultures using ser-
um-free medium were not totally established. Thus, the present
study was designed to determine whether tachyzaoites grown in
Vero cell cultures in medium serum-free, after many passages
are able to maintain the same antigenic proprieties as those main-
tained in experimental mice.

2. Materials and methods
2.1, Mice, cell culrures and T. gondii strain

Four-week-old female Swiss mice were used in experiments
and to maintain T. gondii (RH strain) experiments. Groups of four
mice were selected for in vive infectivity experiments. All mice
used in these experiments were housed in the pathogen-free
mouse colony and obtained from the Laboratory Animal Center
of Instituto Adolfo Lutz. During the experiments, the mice
were equally maintained in the Laboratory Animal Center in
Experimentation.

Verocell monolayers (ATCC-CCL-81 ) obtained from the working
Vero cell bank (WCB) from Rabies Laboratory ( Instituto Butantan -
SP-Brazil) were used in this study. This WCB was prepared with
Vero cells maintained in serum-free medium and were tested
according WHO requirements for cell lines: tests to determine
the absence of fungi, bacteria, mycoplasma and other adventitious
agents. To maintain the Vero cells in 25 cm? T-flasks, serum-free
medium (VP S AGT-Gibeo-Life Technologies) supplemented
with 4 mM of L-glutamine and 2.5 pg/mL of gentamicin was used.
The Vero cells in the T-flasks were washed once with PES, incu-
bated with 0.25% trypsin (Life Technologies) for Smin at room
temperature and tapped sharply to release the cells from the bot-
tom of the flasks. Subsequently a new medium aliquot was added
to the trypsinized cells. The cells were counted with a hasmocy-
tometer. An appropriate amount of cells were subcultured every
3-4 days into new flasks with medium and then incubated at
37°C in 5% COy atmosphere to form the confluent mono layer.

T. gondii RH tachyzoites were grown and maintained in Swiss
mice ascites by intraperitonial inoculation or in Vero cells. Every
3 or 4 days after infection, the periteneal fluids from infected mice
were collected in phosphate-buffered saline, pH 7.2 (PBS), pooled
and centrifuged at 3000g for 10 min. Tachyzoites from both mice
and cell cultures were washed twice, counted, suspended in PES,
at different concentrations for infecting other cell cultures or
groups of mice. The same procedure was followed to prepare anti-
gens for ELISA or the other experiments. This study was performed
according recommendations of the “Colegio Brasileiro de Experi-
mentacac Animal” {COBEA), and the institutional review board of
the Ethics Committee of both institutions approved this study.

22 Srudy of Vero cell groweh in T-flask to T. gondil production in vitro

Different Vero cell concentrations of 1 = 10%, 5 x 10% 1 x 10°
and 5 = 10% cells per 25-cm? T-flasks were used. Two T-flasks of
each cell concentration were incubated with 5 mL serum free med-
ium at 37 °C in 5% C0: atmosphere. The amount of cells/flask after
24,48,72,596 and 120 h were determined using an inverted micro-
scope until forming a complete confluent monolayer (100%). The
results were expressed in percent of confluent monolayer.

23, Invitro and in vive T. gondii infectvity

T. gondii production was tested after establishing the optimal
Vero cell concentrationT-flask and the best time of incubation.
Six 25 cm? T-flask (with initial inoculum of 1 = 10% Vero cells)
were infected, after 96 h, with 7 = 107, 1.5 = 10% and 3 = 108
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tachyzoites (Dwo T-flask/each tachyzoite concentration). The final
volume of each T-flask was 5 mL of new VP 5FM ACT medium ali-
quot. These parasites were harvested from previously infected
Swiss mice peritoneums. The cultures were incubated at 37 °Cin
5% (0, atmosphere. The release parasites in supernatants were
counted daily with a hemocytometer for 10 days.

MNext, tachyzoites released from Vero cells in WP SFM ACT med-
ium were maintained for 30 passages. Each five passages [ 1st, 5th,
10th, 15th, 20th, 25th and 30th ), parasites were collected to infect
another two new T-tlasks with intention to evaluate in vitro and
in vivo infectivity as well as, antigen production.

To compare the infectivity of parasites released from Vero cells
in VP SFM AGT medium and Swiss mice, both sources of tachyzo-
ites were used to infect eight Swiss mice divided in four groups
Cell culture tachyzoites (collected at 1st, 5th, 10th, 15th, 20th,
25th and 30th passages)were used to infect four mice that were
divided in two Groups (1A and 1B). Group 1A received 1 = 107
tachyzoitesianimal and Group 1B, 1= 10% tachyzoites/animal
Twocontrol groups (2A and 2B) received the same scheme of infec-
tion using tachyzoites collected from another group of mice. After
4 days, peritoneal fluid was collected from each mouse, and the
infection levels were evaluated by parasite counts in a hemocy-
tometer. These experiments were done twice to confirm the results
(two independent experiments).

2.4 DNA purification, PCR, primer selection and seguencing

Tachyzoites (1 = 10° parasites/mL) obtained in each five pas-
sages in Verocell culture were used for DNA extraction by PureLink
Cenomic DMA Kits (Qiagen), according to the manufacturer's
instructions. DMA pellets were dissolved in ultra-pure water.
DMA concentrations and purity were determined by the ratio of
0.D.at 260 and 280 nm in a NanoDrop ND100 { Thermo Scientific ).
The experiments for PCR and sequencing were made using the two
primer sets. The first was a SAG2 F4/R4 marker [5CCTACCT-
CCAACACCAACACY and 5'GCATCAACAGTCTTCCGTTGCS), which
amplified a product around 300-bp from the 5 end side of SAGZ
gene located in T. gondii chromoseme VI The second was a
SAG2F2/R2 marker (¥ATTCTCATCGCCTCCGCTTCY and 5 AACGTTT-
CACCAACCCACACT ), which amplified a 240-bp product from an-
other side (3end) of the SAG2 gene (Howe et al, 1997 Khan
et al., 2007

Each PCR was carried out in a LongGene Thermal Cycler in a fi-
nal volume of 25 pl. The DMA samples (2 pl) and 15 pmol of each
primer were added to a kit purchased from Promega (Go Tag Green
Master Mix ). The PCR mix (12.5 pl) was composed of 1 unit of Tag
DMA polymerase, 10 mM Tris-HCl, pH 8.5; 50 mM KCl; 1.5 mM
MeCl.: and 200 mM of each of each dNTP. The amplification runs
contained two negative controls (ultrapure water and a negative
DMA for toxoplasmosis). The thermal cycle conditions were made
by one initial denaturation cycle for 5 min at 85°C 35 cycles of
denaturation at 94 °C for 305, annealing at 55°C for 1 min, and
extension at 72 *C for 90 5. The procedure was completed by a final
cycle extension for 3 min. PCR products were analyzed under UV
illumination after electrophoresis in 2% agarose gel and staining
with ethidium bromide. The images were analyzed by a Mini Bis
Cel Imager and Documentation (BioSystematica). The size of frag-
ments was based on comparison with a 100-bp ladder (Ferreira
et al., 2008).

Each PCR product was used for DMA sequencing after purifica-
tion according to the manufacturer's instructions (PCR Clean-up
System kit-PROMECGA). The fragments were sequenced with both
primers to obtain forward and reverse sequences for both markers.
The sequencing analysis was done using an ABI Prism BigDye Ter-
minator Cycle Sequencing reaction kit and electrophoresis was
made in an ABI Prism 377 DMNA Seqguencer (Applied BioSystems,
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Foster City, CAUSA). The nuclectide sequences were analyzed
and manually assembled and aligned for comparison using a
Bio-Edit Sequence Alignment Editor. The alignments with the Gen-
bank published sequences were made using the "NCEl/nuclectide-
nucleotide BLAST" [http: | fwww.ncbinlm.nih.gow/BLAST).

2.5. Antigen production and immunological tests

Two different protocols for antigen production were made using
1 107 cell culture tachyzoites/mL in PBS collected at 1st, Sth,
10th, 15th, 20th, 25th and 30th passage in Vero cell culture in ser-
um-free medium. The first was the conventional method as previ-
ously described (Costa-Silva et al., 2008; Meira etal., 2008). Briefly,
tachyzoites were sonicated for 10 cycles of L.OA/min, for 5 min
with 2 min intervals. In the second protocol, tachyzoites were
lysed using glass beads (SIGMA —150:212 microns) by vortex for
eight cycles per 4 min with 2-min intervals. In procedures, Toxo-
plasma lysate antigen (TLA) was dissolved in 0.3 M Na(l, and the
protein concentration was determined in a MNanocdrop ND 100
(Thermo Scientific). The percentage of tachyzoite lysis of each
batch was calculated after viable parasite counts by microscopy.

Mext TLA were evaluated by ELISA using the following serum
groups: (i) 10 sera from chronically infected patients; (i) 10 sera
from normal individuals without toxoplasmaosis; (iii) two pooled
positive sera (five chronically infected mice with ME-49 strain);
and (iv) two pooled negative sera (five healthy mice). Reactions
were performed with polystyrene microtiter plates (flat bottom,
low binding, Corning) using TLA at a concentration of 2 pg/mL
Each plate was incubated owvernight at 4 *C with the antigen dis-
solved in 0.1 mL of 0.1 M NaHCO,, pH 8.5, Unbound antigens were
removed by washing the plates with PBS, pH 7.2 containing 0.05%
Tween 20, The free binding sites were blocked by treating the wells
with 5% skimmed millk/PES. After 1 h, 50 pl of each serum sample
diluted 1:50 (mouse sera) and 1:200 (human sera) in 5% skimmed
milk-PBS was incubated for 60 min at 37 *C After five washes with
PES-Tween 20, the wells were incubated for a further 60 min at
37 *C with a horseradish peroxidase-conjugated goat anti-mouse
(1:4000) and anti-human immunoglobulin G (1:20000) (Sigma ) di-
luted in 5% skimmed mil k/PBES. After a new wash cycle with PBS-
Tween 20, substrate solution (0.1 M citric acid, 0.2 M NasHPO,,
0.05% o-phenylenediamine, 0.1% H,05) was added to each well
and the plates were left to stand at room temperature in the dark
for 30min. Color development was stopped by adding 50 pl of 4 M
H,50,4. The absorbance was measured with an ELISA reader (Mul-
tiscan; Labsystems) with a 482 nm filter. The reactions were prewvi-
ously standardized (Costa-Silva et al, 2008; Meira et al, 2008}
Each serum sample was assayed in duplicate. The absorbance val-
ues were subtracted from the background, and the arithmetic
mean was calculated. The values of each group were represented
by the mean and standard error (SE) of the absorbance of each
serum sample. The reactions were done twice to confirm the
results.

2.6. Data analysis

The comparisons between the infectivity from parasites re-
leased from Vero cells and Swiss mice were statistically evaluated
by the computer program GraphPad Prisma 5.0 (San Diego, CA)L
Differences between means of number of tachyzoites recovered
per mL of mouse peritoneal fluids of Groups 1A and 2A and 1B
and 2B were tested for significance by using the variance analyses,
calculated by F test. The coefficient of similarity between both
groups was calculated by Unpaired Student's t-test (two-tailed).
Ditterences or similarities were considered statistically significant
when P value was «0.05.
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3. Results

3.1, Vero cell inoculum and optimization of T. gondil production
in vitro

The standardization of Vero cell culture in serum free medium
for T. gondii tachyzoite production was performed in two stages.
The first was to establish the optimal inoculum for the confluent
monolayver formation. Four different concentrations of cell inocu-
lum were tested (1 = 10°, 5 = 10°, 1 = 10 or 5 = 10° cells) using
25-cm? T-flasks and 5 mL of VP SFM AGT medium per T-flask.
The culture cells were evaluated every day. As shown in Table 1,
the best Vero cell initial concentration was 1 = 10% The total con-
fluent monolayer was formatted after 96 h. The concentration of
5 » 10° cells as initial inoculum resulted in a rapid cell total conflu-
ent monalayer (in 48 h): howewver, after 72 h an excess of cell con-
fluence and cell death occurred. The excess of host cells hampers
the parasite penetration.

The second step was to establish the aptimal T. gondii infection.
Six 25-cm? T-flasks received 1 = 10% Vero cells as inoculum and VP
SA AGT medium. After 96 h, in each two T-flasks, the cells were
infected with 7 = 10%, 1.5 = 10% and 3 = 10* tachyzoites in a final
volume of 5 mL of new medium aliquot, respectively. The cultures
were incubated at 37 = in 5% C0y, atmosphere. As shownin Table 2,
the best multiplication of harvested tachyzoites was (2.1 = 107)
using parasite inoculum of 1.5 = 10% after 7 days post-infection.
However, similar results were also shown after 7 and 8 days
post-infection when inoculums were made with 0.7 or 3.0 = 10%,

3.2 Infecrivicy, in vivo, of tachyzoires from Vero cell culture in serim-
free medium

The infectivity of tachyzoites released from Vero cells main-
tained in VP SMF ACT medium was evaluated during 30 passages.
Twao groups of Swiss mice were infected with 1 » 10° or 1 = 10°
cell culture tachyzoitesfanimal as described in the Section 2.
Fig. 1 shows the tachyzoite amount per mL of mouse peritoneal
fluid afrer 4 days post-infection. These experiments were done
each S-culture tachyzoite passage (Fig. 1A). The control group re-
ceived parasites collected from other infected mice in the same
periods (Fig. 1B).

The results are expressed as mean and standard error (SE) of
two mice per group. The statistical analysis, using the Student's ¢
and F tests were done to determine whether infectivity from para-
sites released from Wero cells (Fig. 1A) and Swiss mice (Fig. 1B)
were statistical ly different. The variance analysis by F test revealed
that results of groups infected with 1 = 10° parasites, 14 and 2A
(1348, P=0.2520) were not statistically different, as well as
Groups 1B and 2B (1.199, P=0.2538), that received 1 = 10% para-
sites. Although infectivity variations per group have been observed
during the same period of inoculation, these results showed that

Table 1
Kinetics of Vers call growth maintained in serum-free medium in 25 cm® T-flasks
with different initial cell concentration

Initial Vero cell concentrationf25 cm® T-flasks  Percent of cell confluence

in maonelayer

Time of incubation

(h) at 37°C

24 48 T2 86 120
1= 107 20 30 s &) ¢
5 % 107 70 B0 S0 100

50
1= 108 T0 90 95 100 100
5 107 B0 100 100 2 4

A Excess of cell confluence andfor cell death.
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tachyzoite concentrations recovered in mouse peritoneal fluids
after 4 days post<infection were similar in mice infected with par-
asites cultivated in Vero cells or collected from infected mice.

The data from both in vivo and in vitro experiments showed that
in at least 30 culture cell passages, the parasites maintained the
same infectivity as maintained in viva.

3.3. Tachyzoite genetic and antigenic characteristics after several Vero
cell culture passages

The sequencing experiments were done in order to estimate
whether after different culture passages, parasites maintained
the same genetic homogeneity, Different regions of the SAG2 gene
have been used for T gondii genotyping studies (Su et al., 2006;
Khan et al., 2007 Thus, two different regions of SAG2 gene were
used here, The sequencing analyses were made in PCR products
amplified from DMA extracted from tachyzoites collected each five
Vero cell culture passage. One PCR product was a 300-bp region
from SAG2 gene located near the 5 end side. The second PCR prod-
uct was a 240-pb, located on the opposite side (3" end region)
Firstly, the quality of the experiments was checked comparing
the sequences with others already described in GenBank. The re-
sults confirmed the complete identity for the SAG2 gene and
SAG2 protein. MNext, after sequence alignment and as shown
Fig. 2, all samples {1st, 5th, 10th, 15th, 20th, 25th, 30th passage)
presented the same nucleotide sequence. No maodification was ob-
served during the 30 passages, showing conserved parasite genetic
identity.

Mext, the antigenic features were evaluated by ELISA using
well-known immune-sera and TLA as antigen. One additional tach-
yaoite lysis protocol, using glass beads and vortex mixed, was also
tested. The conventional tachyzoite lysis method includes parasite
sonication. As shown in Table 3, parasite lysis using glass beads
and vortex was faster and more efficient than lysis wsing a
SONiCator.

The different TLA batches (coating 2 pg/mL of TLA/glass beads)
were tested in ELISA. The results were shown in Fig. 3. Mouse or
human negative sera for toxoplasmosis had negative results in all
antigen batches (1st to 30th culture passage). In contrast, all anti-
gen batches were able to detect T. gondii specific IgG antibodies
from both, human or mouse positive sera.

4. Discussion

Many centers use T. gondii tachyzoites, derived from cell cul-
tures, as an antigen source in serological diagnostic assays (Hughes
et al, 1986; Ashburn et al, 2000; Chatterton et al, 2002;
Buddhirongawatr et al., 2006), Maost use the T. gondii RH strain,
maintained via intraperitoneal passages in mice, for crude antigen
production (Ware and Kasper, 18986; Colombo et al, 2005; Lee
etal, 2008; Macre et al, 2009; Ferreira-da-Silva et al., 2009; Lynch
et al., 2009).,

Another alternative is continuows cell cultures, which could
provide regular harvests of fresh viable tachyzoites (Evans et al.,
1959). Continuous cell lines are easy to maintain, reliable and inex-
pensive. T. gondii has been cultured in different continuous cell
lines with a wide variation in the quality and quantity of the pro-
duced tachyzoites. The main cell lines used were HFF [(Cail et al.,
2004:; Molestina et al, 2008), Hep-2 (Hughes et al, 1986; Diab
and El-Bahy, 2008), Vero (Costa-Silva et al., 2008; Meira et al.,
2008:; Diab and El-Bahy, 2008; Saadatnia et al, 2010); and Hela
(Hughes et al, 1986; Ashburn et al, 2000; Chatterton et al.,
2002; Degirmenci etal, 2011} Optimizing a mass production tech-
nique means balancing factors such as the multiplication rate of
the host cells and parasites, as well as, their generation periods un-
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Table 2
Amaount of viable tachyzoites obtained from 25-cm® T-flask supernatants after Vero cell infaction with indicated number of T. gandll KH strain® The results were expressed by
tachyzeite counts in 5 mL of medium obtained during 10 days (average of three 25-cm® T-flasks) The experiments were done twice

Amount of tachyzoites added to 25 cm® T-lasks®  Amount of viable tachyzoites released « 10°fmL (tachyzoite multiplication after initial inooulum)
Days post-infection

1 2 3 4 5 & 7 & -] 10
0.7 = 107 4] 4] [iR] 02 13 11.2 20 20 11 =
15 = 108 oo 0os il iR s 12 21 10 10 *
300 107 0ol 002 il 02 L] 52 20 17 5 s
® Mon-viable parasites.
A r % 10, B
| 5
el -
=1 20
R
=8
10 E i =
i a
.0 E
g ™ g™ 20 5™ ™ ﬂé- - - -
1 w15 20 28" 30

Passage number in Vero cell cultures Pa mumber in infected Swiss m

Fig 1. Inviva infectivity experiments: number of T. gondil tachyzoites recovered per mLof mouse peritoneal fuids after 4 days post-infection. (A) Gmoups 1A, black bars; and
1B, white bars received 1 = 10% and 1 = 10° tachyzoites/ animal. respectively. The parasites were cellected from supernatants of Vero cell cultures in serum-free medium. (B)
Contral groups. 24 (black bars) and 28 (white bars) received the same data and scheme tachyzoites collected from other infected mice Tachyzoites from cell cultures were
collected at indicated passages The values are expressed a3 mean +5E of two mice per group. The experiments were done bwice at different times and the results wem
similar. The Student’s £ and F tests revealed that Groups 1A and 24, as well as, Groups 1B and 28 are statistically similar at P< 005,

A 15 45 5% 65 75 BS 11 108 115 128 135 145 155 LG5
A5t GARGARA AL G T o T T = AT T T T E TG T T aT T T A GG T T A T T T A AR TR G T T T AT TG TG A AAT T e CaT T CA AT T T TCTC G T T AR T T T TG TCT TETOGCAACTATCAGTTT
Sth .
loth .
15th
20th
25th .
BTN o ssecimrarar s

175 1ds 185 0% Ils 225 255 4% 258 265 TS 2B% 293
15T CTCAAAGACCALGAGCCTAGL G TG TAGL G T A GGGCT TG TT TG T TG TG TTCAAGT TCRCTCT TROGTCCACCACCGAGACGLCAGL GLCCATTRART AL TR GG GLAACGAAGACTLTTGAT

L T T T

LT

15 25 35 a5 11 23 75 &5 95 103 115 125
15t AGLEACGCTAGECTCOTGETCTT TRAGAAACTCATAGT TCOGACAAGACARAGA T TROAACGAGACAGAL GETGT CACA CCGLAAT T TECACAR TCACAACTCAGT TCCTAGAACTGLA
Sth .
1oth .
15th
201H
25th
ElL e I, I ImImImImnmnmnn

135 145 188 165 178 18% 135 205 215 235 238
1st AT RAAA AR A A A GAR T G ARG LA G T G T T T T T CaAGA TG G T CA TR AG LA CTRAAACATT T TG TTCCCT T TGRTAT TCCTET TEGAGETAGE.
Sth PElaEaEEE EE IR R EE R IR RAE B E A AR R Y AR IR EAEIE A RARA RN ERE RO AR A T
loth
15th
20th
28th T T GBS EHEHE BAEEREEET EE S SEIEEEEEEAEEEEE B BE
A0th e na e e e e e e e e e e e m e e e e e

Fig. 2 T gondil RH strain Nucleotide sequence from 5AG 2 gene located near the 57 end side (A) and on the opposite side. 3" end (B ) Multiple sequence alignment analysis of
the PCR products amplified from DRA extracted from tachyzoites collected at each five Vero cell culiure passages (1st Sth 10th 15th 20th, 25th and 30th)
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Tahble 3

TLA production. Comparison of the conventional met hod using tachyzoite sonication
with glass bead lysis (SIGMA - 150:212 microns). The methodolegy was assayed
using 1 = 107 cell culture tachyzsitesiml and is described in detail in the Section 2.

Toxoplasma lysate
antigen production

Protocols for tachyzoite 1ysis

Sonication Glass beads
Lysis/period 10 cycles /S min B cyclesfd min
Lysis intervals (min) 2 2
% Lysis BO-50 100

=
=
L

¢ o @ % %

ELISA (A 482 nm)
o
T
[T ]

[l [ o O] ]
10 gh  qgin qsth ggn gt 3ot
T. goendi tachyzoite culture passages

=
=

Fig. 3. Immunolegical reactivity determined by ELISA wsing TLA (2 pg/ml) as
antigen produced from culture tachyzoites collected at the 1st, Sth, 10th 15th
20th, 25th and 30th Vero cell culture passage in serum free-medium. The resulis
represent the mean value of the absorbance of each serum sample at an optical
density of 492 nm (ELISA A492 nm) obtained from: 10 sera from chronically
infected patients (hollow circles); 10 sera from normal individuals without
teoplasmosis (hollow squares); three pooled positive mowse sera (full circles);
and three pooled negative mouse sera (ull squares) £5E

der given culture conditions (Hughes et al., 1286). For this purpose,
this study evaluated whether tachyzoites growing in Vero cell
maintained in VP SFM AGT medium, after many passages, are able
to maintain the same antigenic proprieties as those maintained in
experimental mice. The results showed no difference between
tachyzoites from infections in mice or cell cultures. The optimiza-
tion of production of T. gondii in Vero cells in serum-free medium
was successful and demonstrated that this antigen is able to detect
IgG antibodies anti-T. gondii maintaining the immunogenic and
antigenicity capacity after 30 passages.

The best amount of harvested tachyzoites in Vero cell cultures
was 2.1 = 10" after 7 days post-infection, which used 1.5 = 10°
parasites as inoculum. These results showed that the infection in
Vero cultivated in serum-free medium was successful in propagat-
ing the parasite in vitro for many passages without any loss of
infectivity or decrease of the rate of multiplication

Regarding the viability of tachyzoites in various passages incell
cultures, our data are in agreement with other studies showing
that tachyzoites produced by serial passage in Hela cell cultures
had acceptable viability but did not significantly differ in low and
high pass harvests (Ashburn et al, 2000). Thus, the parasites could
be used both from early and later pass numbers, confirming the
diagnostic usefulness of the tachyzoites produced.

One of our main questions was to know whether in several con-
tinued passages, immunogenic progressive loss could occur. The
nucleotide sequences studied were the same between the different
passages, which could mean no change in its viability in the lysate
antigen.

Although these results are promising for cell cultures to replace
animal culture in the routine production of tachyzoites, particular
pitfalls should be noted for all procedures used in cell cultures.
Strict protocols should be followed to prevent contamination and
aseptic technigques in class [1 cabinets. Stock cell cultures should
be maintained separately from infected cell lines. A liquid nitrogen
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storage systemis required to restart the process when there is con-
tamination or a complete failure of the cell-culture system to pro-
duce tachyzoites (Harmer et al., 1956).

Finally this study is in agreement with others that showed that
antigen production by cell culture has clear ethical advantages and
economic benefits (Hughes et al., 1986; Ashburn et al, 2000).
Moreowver, the use of culture media formulated without any human
or animal derived components, designed for serum-free growth of
cell lines successtully produced tachyzoites.
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Abstract: This study investigated how Toxoplasma gondii excretory-secretory antigens (ESA) stimulate
the humoral and cellular response in infected hosts. We evaluated IFN-EA2EIL-4 TNF-3BEand [L-10
levels as well as humoral response of ESA-immunized AS/n mice. T. gondii lysate antigen (TLA), a
crude antigen, was used in all experiments to evaluate the immune response. Chronic infected and
normal mice were used as control groups, since the immune response is well known. The challenge
experiments showed the parasitemia levels, determined by real time PCR and survival index. The
normal group had early mortality and higher parasitemia than the ESA-immunized mouse group. In
addition the chronic infected group had no parasitemia and mortality. Both ESA-immunized and
chronic infected mice produced a similar level of IFN-y and TNF-a. ESA, also, activated cells from
immunized mice to produce IL-4 and [L-10 in lower levels compared to those cells collected from
chronic mice but sufficient to modulate [FN-y and TNF-a synthesis, preventing an excessive immune
response that could cause extensive inflammation and host tissue damage. After 6 weeks, ESA-
immunized mice had low [gM and [gG2a levels and high [gG1 levels. Purified anti-ESA IgG were able to
opsonize tachyzoites (RH strain), and mice that received these parasites had lower parasitemia, and
mortality was delayed 48 hours, compared with the same results from those receiving parasites
opsonized with purified normal IgG. The protective immune response in the chronic infection was
efficient in protecting the host against infection caused by other T. gondii strain and ESA participate in
stimulating the host humoral and cellular responses. The immunization assays showed that ESA can
elicit high [gG1, IFN-y and TNF-a production and, a lower amount of IgM, [gG2, [L-10 and IL-4,
suggesting a mixed Th1/Th2 profile.
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This article investigated how Toxoplasma gondii excretory-secretory antigens stimulate the humoral
and cellular response in infected hosts.
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Highlights

* We studied T, gondii excretory-secretory antigens (ESA) and host immune response.
* Cellular and humoral responses of ESA-immunized AS/n mice were investigated.
o ESA elicit high IgG1 IFN-y. TNF-a levels and lower amount of [gM IgG2 IL-10.1L-4.

#Mice infected with opsonized parasites had low parasitemia, and mortality.
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Abstract

5 This study investigated how Toxoplasma gondii excretory-secretory antigens (ESA)

3

4 stimulate the humoral and cellular response in infected hosts. We evaluated IFIN-y, IL-4 TINF-

g

7 o, and IL-10 levels as well as humoral response of ESA-immumzed AS/n mice. T. gondii
@ lysate antigen (TLA), a crude antigen, was used in all experiments to evaluate the immune
U
12 response. Chromic infected and normal mice were used as control groups, smce the immune
13
L4 response 15 well known. The challenge experiments showed the parasitemia levels,
1lg . . . . .
= determuned by real time PCR and survival index. The normal group had early mortality and
1e higher parasiterma than the ESA-immunmized mouse group. In addition the chromie infected
20
o group had no parasitemia and mortality. Both ESA-immunized and chronic mfected mice
23 o ) ] ]

24 produced a similar level of IFN-y and TNF-a. ESA. also. activated cells from immunized
EE mice to produce IL-4 and IL-10 1n lower levels compared to those cells collected from chronic
ag mice but sufficient to modulate IFN-y and TNF-o synthesis, preventing an excessive immuine
20

21 response that could cause extensive mflammation and host tissue damage. After 6 weeks,
33 N . . . . . E . .

2 ESA-immunized mice had low IgM and Ig(G2a levels and high IgG1 levels. Punified anti-ESA
36 IgG were able to opsonize tachyzoites (RH strain), and mice that received these parasites had
27

. lower parasitena, and mortality was delayved 48 hours, compared with the same results from
21 those recerving parasites opsonized with purified normal IgG. The protective immune
f’ response in the chronic infection was efficient in protecting the host against infection caused
s by other I. gondii strain and ESA participate in stimulating the host humeoral and cellular

s

(A}

responses. The immumzation assays showed that ESA can elicit high IgG1, [IFN-y and TNF-a

-y

production and, a lower amount of Igh, IgG2, IL-10 and IL-4, suggesting a muxed Thl/Th2

[FER RS}
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Keywords: Tovoplasma gondii, excreted-secreted antigens, cellular response, humoral
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1. Intreduction

Toxoplasma gondii 1s an obligate intracellular protozoan parasite that 1s of major
significance in vetermary and public health (Dubey, 1998; Hill and Dubey, 2002). Human
infection 1s generally asymptomatic and commonly acquired by ingestion of undercooked,
raw meat containing tissue cysts, as well as water or food contaminated with ococysts excreted
in the feces by the host (Dubey. 2008; Elmore et al., 2010). These parasites can, also be
transmitted in a vertical manner, when a mother 1s nfected during pregnancy, causing severe
neonatal malformations and ocular complications in the fetus (Bojar and Szymanska, 2010).
Transmission also occurs durnng organ transplantation from seropositive donors to
seronegative recipients (Castagnini et al, 2007). Around 10-20% of cases of T. gondii
infection are symptomatic as ocular and dissemunated forms. In immunedeficiency disorders
such as AIDS, the low levels of CD4+ T cells facilitate the parasite proliferation and the
symptomatic disease such as cerebral toxoplasmosis (Vidal et al , 2003; Pereira-Chioccola et
al., 2009). Economucally, toxoplasmosis 15 also unportant, smce infection during pregnancy,
especially in sheep. often results in abortion, representing considerable economic loss
(Buxton and Innes, 1995; Buxton, 1998).

T. gondii infection induces a systemic mmmune response. During acute infection,
tachyzoites invade any nucleated cell and dissemmate rapidly throughout the body (WNoor et
al., 2010). It is known that during the primary T. gondii infection, the immunocompetent hosts
induce a cellular and humoral mmmune response. resulting in lifelong inununmity against
reinfection. In experimental infections, T. gondii stimulates Thl immune response producing
interferon-gamma (IFN-y) and other cytokines, which activate macrophage functions
{Gazzinel: et al.. 1992; Denkers and Gazzinell1, 1998). [FN-y and tumor necrosis factor-alpha

(TNF-0) are important for controlling tachyzoite replication during both acute and chronic

phases of infection (Johnson, 1992; Scharton-Kersten et al , 1996). In contrast, interleukin-10
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(IL-10) and IL-12 seem to be crucial in the initial phase of infection and less important during
chronic toxoplasmosis (Yap and Sher, 2000; Denkers. 2003; O'Garra and Viewra, 2007).
Moreover the IL-4 synthesis can be inhibited by the presence of IL-12. produced by
macrophages, after activation with tachyzoite products (Sender et al, 1993; Ma et al, 1996,
Denkers and Gazzinelli, 1998).

The active secretion of antigens by I. gondii 1s an umportant part of the low-grade
stimulation or boosting of the immune system, as these antigens have been shown to stimulate
antibodies as well as a T-cell response (Denkers and Gazzineli. 1998; Carruthers, 2002).
Excretory-secretory antigens (ESA) produced by tachyzoites, represent the majority of the
circulating antigens 1n sera and cerebrospmal flud from hosts m active toxoplasmosis
(Cesbron-Delauw and Capron, 1993; Prigione et al., 2000; Céréde et al.. 2005; Meira et al..
2008, Meira et al., 2011) and contributes to stimulation of the humoral and cellular immune
responses to control mnfection (Zenner et al., 1999; Costa-Silva et al., 2008). The usefulness of
ESA as antigen in the serological diagnosis of toxoplasmosis was recently shown (Meira et
al., 2008; Araujo and Ferreira, 2010; Meira et al., 2011; Mattos et al.. 2011). ESA was able to
distinguish sera from patients with cerebral or ocular toxoplasmosis from asymptomatic
individuals.

A previous study showed that anti-ESA antibodies from immumized mice were
reactive with a crude tachyzoite antigen and bonded on the parasite surface, especially on the
apical region. In addition, challenged susceptible mice with RH strain, a lethal I, gondii
strain, had a reduction 1n tachyzoite levels m blood and a delay in mortality rate. Anti-ESA
antibodies agglutinate and kill tachyvzoites in vitro through interactions by complement and
cellular pathways. (Costa—Siva et al., 2008). Since the immune activation by ESA has not

been elucidated. we investigate how excreted/secreted antigens stimulate the humoral and
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cellular response in infected hosts. The levels of IFN-y, IL-4 TNF-a, and IL-10 were

evaluated, as well as the humoral response of AS/n mice immumzed with ESA.

2. Material and Methods
2.1. Mice, T. gondii and culture cells

Four-week-old female AS/n mbred mice were used to maimntain 7. gondii stramns and
for immumization expermments. AS/n mbred mice were chosen for immunization experiments
since they have been shown to be susceptible to T. gondii infection (Costa-Silva et al.. 2008).
All mice used 1 these expenments were obtamed from the Laboratory Amimal Center of Instituto
Adolfo Lutz. During the experiments, the mice were equally mamtammed m the Laboratory Amimal
Center in Expenimentation.

WVero cell cultures in serum-free medium (obtamed from Instituto Butantan, Sao Paulo.
Brazil) were grown m VP SFM AGT (Gibeo-Life Technologies) supplemented with 4 mM L-
glutamine and 2.5 pg/ml. gentamicin (Costa-Silva et al., 2012).

I. gondii RH stramn tachvzoites were maintamed 1n muce ascites by intrapentomal (1.
p.) inoculations and Vero cell cultures m serum-free medmm. Tachvzoites from both mice and/or
cell cultures were collected in phosphate-buffered saline (PBS), pooled and centrifuged at
2,000 g for 10 min. Next the parasite suspension was washed twice, counted, suspended in
PBS, at different concentrations for infecting other tissue cultures or groups of mice. The
same procedure was followed to prepare antigens for all experiments. T. gondii ME-49 stramn
cysts were obtained from mice previously infected thirty davs prior.

This study was performed according to recommendations of the “Colegio Brasileiro de
Experimentacac Animal” (COBEA)., and the institutional review board of the Ethics

Committee of both institutions approved this study.
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2.2, Antigens

ESA were recovered from Vero cell culture i serum-free medium supernatants imfected
with tachyvzoites as previously described (Costa-Silva et al., 2008; Meira et al., 2008). Braefly,
tissue cell cultures were infected with 1 x 10 tachyzoites/mL. After 48h. culture supernatants
were harvested, filtered through a 0.22 pum-pore-size filter, and 10 pg/mL of a cocktail of
protease inhibitors were added. The supernatants, referred to as ESA were concentrated 1 a
Speed Vac (RC 10.09-Jouan) for 4 h and dialyvzed against PBS overnight at 4°C.

T. gondii lysate antigen (TLA) was prepared as described before (Meira et al., 2008
Costa-Silva et al., 2012). Tachyzoites from Vero cell cultures in serum-free medium were
purified by filtration. Then, parasites were washed, suspended 1n PBS and lysed using glass
beads by vortex for § cycles per 4 munutes with 2-minute intervals. Parasite extract was
centrifuged (3,000 g) and dissolved i 0.3 M NaCl.

Protein concentrations of each batch of ESA or TLA were determined at 280 nm by
NanoDrop ND100 (Thermo Scientific). TLA was used as anfigens in ELISA and antigen-

specific lvmphoproliferative responses. ESA was used in immunizations.

2.3. Experimental mouse groups, immunizations, challenge

Different groups of 5 female AS/n mice were immunized as previously described
(Costa-Silva et al., 2008). Immunizations consisted of 4 1. p. injection doses of 20 ug of ESA
adsorbed to 0.5 mg of Al (OH); (alum) given at 0, 2, 4 and 6 weeks. These groups were
designated as the “ESA-immunized group™. PBS (0.2 mL) plus alum were mjected into
another 5 female mice that were designated as the “normal group”. Groups of 5 female mice
were orally inoculated with 10 fresh brain cysts obtained from another mice group chronically
infected with T. gondii (ME-49 strain). These groups were designated as the “chronic infected

group”. One week after the last immunization, blood samples were collected from the tails of
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mice of ESA-immunized and normal groups for determination of specific antibodies, as well
as, opsonization experiments. Sera from the chronic infected mouse group were collected 50
days after T. gondii infection. Spleens were collected from 3 mice per group under aseptic
conditions for cytokine assays. The challenge experiments were done twice. One week after

the last immunization, mice were challenged 1. p. with 1 x 10”7 tissue culture tachyzoites of

RH strain.

2.4. Spleen cell cultures and cytokine assays

Spleens were removed from 3 muce per group (ESA-immunized, chronic infected and
normal) under aseptic conditions. Preparations were obtained by crushing spleens in PBS (pH
7.2). Next, splenocyte suspensions were washed twice with PBS and erythrocytes were lysed
with ACK buffer (0.15M NH4CL: 10 mM KHCOs; 0.1M Na;EDTA) for 5 min. After washing
two times with PBS by centrifugation at 4 °C for 10 min, the cells were resuspended 1n RPMI
1640 medium supplemented with penicillin, (50 U/mL), streptomyein (50 mg/'mlL) and 10%
heat-mactivated fetal calf serum. The viability of the cells used in the experniments was always
higher than 85%, as measured by trypan blue exclusion (Sigma). The cells were then plated at
a density of 5 % 10° cells per well 1n triplicate mto 24-well culture plates m a final volume of
300uL. Cells were then cultured with 5 pg/mL of TLA for IFN-w/TNF-a: and 25 png/mlL IL-
10/]L-4. Alternatively, as control for IFN-y. IL-10 and IL-4 experniments. splenocytes were
stimulated with 2 pg/mL of Concanavalin A (Cond) (Sigma) and for TNF-a, 2 ng/mL of E.
coli lipopolysacchandes (LPS) (S1gma-011:B4). Culture medium was used 1n all experiments
as negative control wells. The cultured splenocytes were mamtained at 37 °C in a 3% CO;
incubator and supernatants were collected after 20 to 72 h of stimulation. The supematant was
analyzed after 20h for TNFa: 48 hr for IL-4 and IL-10; and 72 h for IFN-y activities. The

cytokine concentrations were deternuned using a commercial ELISA kit according to the
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manufacturer's mstructions (eBioscience, USA). The limut of sensitivity of the assavs was
I[FN-y, 62.5 pg/mL; TNF-a, 31.25 pg/mL; IL-4, 7.8 pg/mL; and IL-10, 62.3 pg/mL. The
results were expressed as mean and standard error (SE) of the amount of each cvtokine (in

pg/mL) in thres independent experiments.

2.3. Dertermination of anti-E5A antibodies

The antibody levels from ESA-immumzed. chronic infected and normal groups were
determined as described before (Costa-Silva et al.. 2008). using TLA as antigen in 96-well
ELISA plates (flat bottom, low binding, Corning). Each plate was mcubated over night at 4
°C with TLA at a concentration of 1 pg/'mL dissolved in 0.1 mL of 0.1 M NaHCO3, pH 8.5.
Unbound antigens were removed by washmg the plates with PBS, pH 7.2 contaiming 0.05%
Tween 20. The free binding sites were blocked by treating the wells with 5% skim nulk-PBS.
After 30 min, each serum sample 1n serial dilution 1n 5% skim milk-PBS was incubated for 60
min at 37 °C. After five washes with PBS-Tween 20, the wells were incubated for another 60
min at 37 °C with a horseradish peroxidase-conjugated goat anti-mouse [gM, IgG, anti-[gGl
or anti-IgG2a (Sigma) diluted 1:8000. 1:4.000.1:1000 or 1:2000, respectively. 1 5% skim
milk-PBS. After a new wash cycle with PBS—Tween 20, substrate solution (0.1 M citric acid.
0.2 M NaHPOs, 0.02% o-phenylenediamine, 0.1% H>03) was added to each well and the
plates were left to stand at room temperature in the dark for 30 mun. Color development was
stopped by adding 50 pL of 4 W H250s. and the absorbance was measured with an ELISA
reader (Labsystens-Multiscan) with a 492-nm filter. The assavs for determination of antibody
levels were carried out in duplicate. The values were represented by arithmetic mean and SE

of absorbance of each serum sample from 3 mice per group.
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2.0. IgG purification and opsonization experimenis.

é Pooled sera collected from each mice group (ESA-immunized, chronic infected and
; normal) were used to purify IgG antibodies. Sera were diluted twice m 20 mM sodium
E phosphate passed through protem A agarose columns (HiTrap- 1 mL, Amersham Biosciences)
_f previously equilibrated in the same buffer. After the column’s washing with 10 column
:é volumes of the buffer, the antibodies were eluted with 0.1 M citric acid (pH 3.6). Each eluted
E; fraction contained 500 pL and was mmmediately neutralized by adding 50 uL of 1.5 M
:E TrisHCI (pH 8.8). The eluted material was dialyzed twice agamst 1 liter of PBS. The amount
;i’ of protein was estimated by the absorbance at 280 nm in NanoDrop ND100. Purnified IgG
35 from each group. at concentration of 2.5ug were mcubated with 5 x 10° tachyzoites (RH

straimn) at 37°C for 90 mun. Next, the parasites were used to wnfect 3 groups of five A/Sn mice.
The first group recerved parasites mcubated with purified IgG from ESA-immunmized mice.
The second group received parasites mcubated with purnified IgG from chronic infected; and

the last, from normal mice. All mice received. 1. p.., a mixture containing antibody (0.5png)

2 plus tachyzoites (1 );103).

G 2.7. Parasitemia and survival index

collected daily from the tails, post-infection. The survival periods were recorded daily until all

40

'; Parasitemia and survival index were monitored in challenge and passive transfer experiments.
43 . . . . . -

a2 Parasitemia were determined by real-time PCR 1n DNA extracted from blood samples (20uL)
45

46

sl

s
e

mice were dead. Both experiments were conducted twice to confirm the results.

[}

N

2.8. DNA purification and real-time PCR

Blood samples were added to a tube containing 200 pL of a lysis buffer (10 mM Tris—HCL

-1 o

pH 8.0; 10 mM EDTA; 0.5% SDS; 0.01% N-launlsarcozyl, 100 pg/mL proteinase K). The
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DNA extractions were done by PurelLink Genomic DNA Kits (Qiagen). according to the
manufacturer’'s istructions. DNA pellets were dissolved in ultra-pure water. DNA
concentrations and punty were deternuned by the ratio of O. D. at 260 and 280 nm m
NanoDrop ND100.

Each real-tuime PCR. was carried out as described before (Mesquita et al., 2010) with
an Applied Biosystems 7300 Real Time PCR System in a final volume of 20pL.. The samples
or DNA controls (3 ul) were added to a reaction mixture containing 10 pL of 2X TagMan
Universal PCR. Master Mix and 1uL of the “Assay Mix™ that included the forward primer, 18
uM  (-CAAGCAGCGTATTGTCGAGTAGAT-3"; the reverse primer, 18 pM (57-
GCGTCTCTTTCATTCCCACATTTT-37); and the TagMan MGB probe FAM dye-labeled, 5
uM (5°-CAGAAAGGAACTGCATCCGTT-3"). Amplification runs contained two negative
controls (ultrapure water and a negative DNA for toxoplasmosis) and one positive control
(DNA extracted from RH strain). The thermal profile included a two-munute, 30° C step for
optimal AmpliErase UNG activity and 95°% C for 10 min. Next, 40 cycles were performed at
95° C for 15 sec and 60°C for 1 mun. The results were expressed in the cycle threshold value
(Cr) that indicated the quantity of target gene at which the fluorescence exceeds a preset
threshold, and was automatically determined by the equipment. The concentrations of DNA
were previously standardized (Mesquita et al., 2010; Reimdo et al., 2011) correlating the Ct

value and known concentrations of tachyzoites maintained in culture.

2.9. Statistical analysis
The comparisons between experimental groups (ESA-immunized, chronic mfected
and normal) were statistically evaluated by GraphPad Prisma 5.0 (San Diego, CA). The

coefficient of similarity between both groups was calculated by Unpaired Student's #-Test
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(two-tailed) with a 95% confidence interval. Differences were considered statistically

significant when p value was <0.03.

3. Results

We wvestigated whether ESA could trigger an mmmune response capable of
recogmizing all tachyzoite antigens Thus, TLA, which 1s a crude antigen, was used in all
experiments to evaluate the immune response of ESA-immumzed muce. As such mmmune
response i1s well known in mfected and normal mice (Gazzineli et al., 1992; Denkers and

Gazzinelli. 1998); consequently, they were used as control groups.

3.1, E54 immunization reduces parasitemia and delavs mortality of mice infected with a
lethal virulent T. gondii strain

Firstly, the challenge expeniments were made to determe the capacity of ESA to
trigger a protective immune response against I. gondii infection. The data were compared
with the immune response developed by the chronic infection where different antibodies are
produced. The results were also compared to the normal mice that recetved only alum plus
PBS. The three groups of mice were infected 1.p. with a lethal and highly vimulent T gondii
stramn (1,000 tissue culture-derived tachvzoites of RH stramn). Parasitemmia levels were
estimated daily by real-time PCR of DNA extracted from pooled blood obtained from five
mice per group at day 4-8 post-infection.

Figure 1A shows the parasitemia levels. No parasite in the blood was observed after
challenge in chronic infected mice re-mnfected with RH strain. A partial reduction of
parasitemia was observed in ESA-immunized mice compared to that of normal mice. The
mortality rates of these groups were also investigated (Figure 1B). All chronic mice re-

infected with the RH stramn survived more than 60 days after the re-infection. Even though
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ESA-immunized and normal groups of mice were being challenged with a lethal and virulent
T gondii dose, the mortality of the ESA-mmmunized mice was delayed by 24 hours compared

to the normal group.

3.2, Cytokine production firom splenocyvtes after TLA stimulation in vitro.

The immunopathology of I. gondii infection i1s characterized by the synthesis of
different cytokines. The immune response to TLA is well known in infected and normal mice
(Denkers and Gazzinelli, 1998). Splenocytes from ESA-immunized, chronic infected and
normal mice were re-stimulated in vifro with TLA as antigen. In parallel. as controls, the
same cells were treated with ConA or LPS in the absence of antigen. There was no
proliferation in splenocyte cultures in the absence of antigen, only moderate proliferation after
stimulation with LPS and high proliferation after ConA activation (data not shown). Next, the
cytokine levels were evaluated. IFN-y, TNF-a. IL-4 and IL10 activity was determined by
ELISA 1n the supematant of splenocytes collected from the three groups of mice (Figure 2).
Splenocytes re-stimulated with TLA from ESA-mmmumized and chromic infected muce
produced simular IFN-y levels (1398 pg/mL and 1548 pg/mL. respectively). Nevertheless.
cells from normal mice produced low IFN-y amounts (1116 pg/'mL). The differences between
normal mice and ESA-immunized or infected mice were statistically significant at p =0.05
(Figure 1A)

No differences in TNF-a levels were observed between cells collected from ESA-
mmmumized and chronie infected (335 pg/mL and 311 pg/mL. respectively). However, both
values were higher than those from normal mice cells (178 pg/mL). The differences between

normal mice and infected or ESA-immumized mice were statistically significant at p <0.00035

(Figure 2B).
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The results shown in Figure 2C indicate an enhancement of IL-4 levels produced from
cells collected from chronic infected mice (9.2 pg/mL). On the other hand, cells collected
from ESA-immunized mice produced very low IL-4 levels (2.3 pg/ml). The differences
between both groups were statistically sigmificant at p <0.05. No IL-4 production was
detected 1 splenocytes collected from normal mice.

IL-10 levels are shown in Figure 2D. Splenocytes of both ESA-immunized and
chronic mnfected mice produced high levels of IL-10 (8096 pg/mLl and 10.009 pg/mL
respectively), while those from normal mice produced much lower levels (3198pg/ml). The

differences between the three mouse groups were statistically significant at p <0.00035.

3.3. Activation of the humoral response after immunization by ESA4

In parallel, IgM and IgG (IgG1l, IgG2a) levels were evaluated in the three groups of
mice using TLA as antigen. Figure 3 shows low IgM levels m the three groups analyzed. At
the same time, ESA-immunized and chronic infected mice produced high levels of IgG after
50 day of nfection. Levels of IgGl and IgG2a subclass antibodies were also estumated.
Increased IgGl levels were detected only in ESA-mmmumized mice. However, [gG2a was
produced in high levels in the blood of chronic infected mice, but modest in ESA-immunized
ones. Differences between IgGl and IgG2a levels of ESA-immumized and chronic mfected
groups were statistically significant at p <0.005. Neither IgM, IgG nor 1sotypes were detected

in normal control animals.

3.4. Effect of anti-ESA antibody on development of parasitemia and mortality
To evaluate the effect of [gG anti-ESA- antibodies 1 the parasitenua and mortality of
T. gondii mnfection, tachyzoites (RH strain) were mcubated with purified [gG from ESA-

immunized, chronic and normal mice and parasitemia and mortality were monitored daily
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(Figure 4). Mice challenged with tachyzoites opsonized with IgG anti-ESA or IgG from
chronic infected had decreased parasitemia compared to those from normal mice (Figure 44A).
However, the opsonization of parasites with [gG anti-ESA antibody was more effective, since
in this group, the mortality was delayed in 48 hours compared to those challenged with

tachyzoites IgG anti- T. gondii or normal IgG opsonized (Figure 4B).

4. Discussion

I. gondii pooled secreted/excreted proteins regulate the mmmune and inflammatory
response eliciting an immune protective reaction nveolving humeoral and cellular responses.
Here, we mvestigated the participation of ESA 1n the unmune response development and
control of T. gondii infection. To better understand such a response capable of reducing the
levels of tachyzoites in blood, groups of susceptible mice were immunized with ESA.

The challenge experiments showed the parasitemia levels. determined by real time PCR
and the survival mmdex. Immunization with ESA contributed to control the infection by
reducing parasitemia and mildly increasing the animal’s survival compared to normal mice.
As expected. the normal group had greater parasitenia and earlier mortality than ESA-
immunmized group. In addition the chronic infected group had no parasitenma and mortality.
These data suggest that the protective immune response i the chromic infection was efficient
i controlling the host against infection caused by other T. gondii stramn, and ESA participates
in this process, which includes humoral and cellular responses.

IFN-y and TNF-a levels were produced in similar concentrations by lymphocytes from
ESA-immunized and chronic infected mice. These data suggest that during the active
infection, when tachyzoites and consequently, ESA are released, the host immune system
produce IFN-y and TNF-a. Both cytokines were mnveolved 1 the control of the infection. IFN-

v induces TNF-a synthesis in infected cells with intention to control I. gondii mnfection
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(Suzuki et al. 2000). Since both cytokines act synergistically dunng the mnfection, 1t 1s
possible that ESA could help in the mfection control. TNF-a plays an important role in the
generation of reactive nitrogen intermediates as mediators of host resistance to early T. gondii
infection {Denkers and Gazzinell: 1998; Vercammen et al . 2000; Leng et al . 2009; Dziadek
et al, 2009; Rosemberg et al, 2009).

ESA also. activated cells from immumized mice to produce IL-4 and IL-10 in lower
levels compared to those cells collected from chromic mice but sufficient to modulate IL-12,
TFN-y and TNF-o synthesis, avoiding an excessive mmmune response that could cause
extensive mflammation and host tissue damage (IL-10) (Gazzinell: et al. 1996; Anderson et
al, 2007; Jankovic et al, 2007; Sun et al., 2009). Simultaneously IL-4, which 1s produced by
Th2 cells could, also, suppresses Thl development and secretion of IFN-y by Thl cells
(Swain et al., 1990; Brinkmann et al. 1993).

Different antigens can induce different immune responses. DNA vaccines mduce a
Thl response. a heterogeneous IgG response with high levels of [gG2a and low IgGl. Some
recombinant antigens lead to a nuxed Th1/Th2 response with lugh titers of antigen-specific
IgG1 and IgG2a antibodies. Others produce a typical Thl response with high titers of IgG,
IgM and IFN-y (Leyva et al.. 2001; Liu. et al.. 2006; Dziadek et al. 2009).

After 6 weeks, ESA-immunized AS/n mice had lower IgM levels as did chronic mice
with 50 days of infection. At the same time, both groups of mice produced high IgG levels.
However, ESA elicited a great IgGlconcentration and low IgG2a. It 1s known that chronic
infection mduces lugh IgG antibodies levels. Chronic mfected AS/n mice had high IgG2a
levels and failed to produce Ig(Gl. Thus we can suppose that ESA could have elicited a
combined Thl and Th2 profile since a predominant IgGl, IFN-y and TNF-a occurred, but
with a balance including the production of IL10 and IL-4 The opsonization experiments

suggested that anti-ESA IgG antibodies participate in the earlier activation of the complement
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system, 1 order to facilitate phagocytosis. and consequently, the clearance of the parasitemia
and parasitism in the tissue cells.

Summarizing. these results suggest that the protective immune response in the chronic
infection was efficient i protecting the host against infection caused by other T. gondii strain
by humoral and cellular immune response and ESA participating in this process. The
immunization assays showed that ESA could elicit high IgGl. IFN-y and TINF-o production

and, a lower amount of IgM, IL-10 and IL-4. suggesting a mixed Th1/Th2 profile.
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Legend for figures and tables

Figure 1. ESA immunization reduces parasitemia and delays mortality of mice infected
with a lethal and highly virulent strain.
Three groups of 3 female A/Sn mice: ESA-immunized (circles); chronic infected (squares):
and normal (triangles) were infected (1. p) with 1 x 10° tachvzoites of RH strain. Parasitemia
levels (A) were estimated daily by real-time PCR. 7. gondii DNA molecules were determined
bv a molecular marker from the Bl gene described in Material and Methods section. DNA
samples were extracted from blood (20 pL) from five mice per group at day 4, 3, 6, 7 and 8.
Cycle threshold value (C71) 1s indicative of the quantity of tachyzoite target gene present in
blood of T. gondii-infected mice. The number of parasites was correlated with 3 ul. DNA
{around 300 ng). Mice survival rates after T. gondii infection per group (B): ESA-immunized

(circles), chronic infected (squares) and normal mice (triangles).

Figure 1. Cytokine production from splenocytes after TLA stimulation in virro.
Splenocytes [2}(106.-"1.\-'611) from ESA-immunized (green columns), chronic mnfected (black
columns); and normal (white columns) mice were re-stumulated with TLA, Spg/ml for [FN-y
(A) and TNF-o (B); or 25 pg/mL for IL-4 (C) and IL-10 (D). Supernatant were collected after
20, 48 or 72 hours and cytokine levels were determined by ELISA. Splenocytes were
collected from spleens of 3 mice (per experiment). The values represent mean and SE of each
cytokine (pg/mL) amount, of three independent experiments with 3 animals per experiment.
IFN-y level differences between normal mice and mfected or immunized mice were
statistically significant at *p <0.03. IL-4 level differences between immunized and chronic
infected groups were statistically significant at *p <0.05. TINF-a level differences between

normal mice and infected or immunized mice were statistically significant at ***p <0.0005.
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IL-10 level differences between the three mice groups were statistically significant at ***p
<0.0005.

Figure 3. Activation of the humoral response after immunization by ESA

Sera from ESA-immumzed (gray columns), chromic infected (black columns) and normal
mice (white columns) were used for determunation of IgM, IgG, IgG1 and IgG2a), using TLA
as antigen. The values represent the mean and SE of the absorbance (D.0.) of individual
serum samples of 5 mice per group. Differences between IgGl and IgG2a levels of ESA-

immunized and chronic mfected mouse groups were statistically significant at p <0.003).

Figure 4. The opsonization of tachyzoites with anti-ESA antibodies reduces parasitemia

and delays mortality of mice infected with a virulent and lethal T. gondii strain.

Three groups of 3 female A/Sn mice were mfected (1. p.) with 1 x 10° tachvzoites of RH strain
opsomzed, for 90 min at 37 °C, with punified IgG (0.5pg) from ESA-immunized mice
(circles); chronic infected mice (squares); and normal mice (triangles). Parasitemia levels (A)
that were estimated daily by real-time PCE. T. gondii DNA molecules were determined by a
molecular marker from Bl gene descnibed in Matenial and Methods section. DNA samples
were extracted from blood (20 uL) obtained from five mice per group at day 4. 5. 6 and 7.
The cycle threshold value (C1) 1s indicative of the quantity of the tachyzoite target gene
present 1 blood of T. gondii-infected mice. The number of parasites was correlated with 3 L
DNA (around 300 ng). Survival rates (B) of mice groups infected with opsomzed tachyzoites
with purified IgG antibodies from ESA-immumized (circles), chronic infected (squares) and

normal (triangles) mice.
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Figure 1 - Costa-Silva et al.
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Figure 2 - Costa-Silva et al.
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Figure 3 - Costa-Silva et al.
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