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ZULPO, Dauton Luiz. Perspectivas de vacinas em felinos contra o toxoplasma
gondii e protec&o contra a eliminacéo de oocistos em felinos imunizados com
proteinas de roptrias do Toxoplasma gondii. 46 f. 2010. Dissertacdo (Mestrado
em Ciéncia Animal) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2010.

RESUMO

Um dos maiores surtos de toxoplasmose ocorreu no Brasil, em Santa Isabel do lvai-
PR, onde, aparentemente, uma unica gata com seus filhotes contaminaram o
manancial de agua da cidade, o que levou a infeccdo em mais de 500 pessoas com
as formas congénita e ocular. O Toxoplasma gondii € um protozoario que pode
infectar mais de 380 espécies de animais, inclusive o homem, tendo como
hospedeiro definitivo os felideos. Atualmente, nao existe nenhuma vacina
comercialmente disponivel para gatos, porém, esta seria importante para impedir a
eliminagao de oocistos e, consequentemente, diminuir a contaminagao ambiental. O
desenvolvimento de vacinas tem sido baseado na observacado de que a exposigao
primaria ao T. gondii resulta em completa resisténcia contra infecgdes subsequentes.
O desenvolvimento de vacinas né&o infectantes tais como vacinas de subunidades,
vacina de DNA, assim como, vacinas com proteinas do T. gondii, devem ser
estimulados. O presente trabalho teve como foco principal revisar a literatura a
respeito de vacinas contra o T. gondii em gatos. Como parte experimental, nosso
estudo objetivou isolar e caracterizar antigenicamente as roptrias do T. gondii,
avaliar a resposta imune humoral e celular em gatos imunizados pela via nasal e
retal e finalmente avaliar a protegao contra a eliminagao de oocistos do T. gondii nas
fezes dos felinos. Para avaliar a imunogenicidade, foi testado o imunizante intranasal
com proteinas de roptrias do T. gondii associado ao adjuvante Quil-A em felinos.
Durante o estudo foram utilizados 25 gatos, divididos em cinco grupos. G1 e G3
receberam proteinas de roptrias mais Quil-A pela via nasal e retal respectivamente.
G2 e G4 receberam soro albumina bovino mais Quil-A igualmente pela via nasal e
retal, e G5 permaneceu como controle. As doses foram realizadas nos dias 0, 21,
42, e 63. O desafio foi realizado com 800 cistos da cepa ME-49 no dia 70. Foi
realizada a Técnica de Sheatter para verificar a eliminagdo de oocistos dos felinos,
os niveis de anticorpos de IgM e IgG dos soros foram avaliados por meio do ensaio
imunoenzimatico indireto. No dia do desafio, dois animais do G1, e trés do G3
tiveram niveis de anticorpos IgG acima do ponto de corte, quanto aos anticorpos da
classe IgM no dia do desafio dois animais do G1 apresentaram niveis acima do
ponto de corte e nenhum do G3. A resposta imune humoral avaliada nos soros nao
foi correlacionada com a eliminacédo de oocistos nas fezes. A eliminagao de oocistos
foi 98,4%; 87,5%; 53%, e 58% menor do que o grupo controle (G5), respectivamente
nos grupos G1, G2, G3, e G4. A vacina de roptrias nasal e retal apresentaram
protecao parcial em gatos quando desafiados com cistos do T. gondii, entretanto, a
via nasal foi mais eficaz.

Palavras chave: Toxoplasma gondii. Hospedeiro definitivo. Roptrias. Vacina.
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CAPITULO 1

PERSPECTIVAS DE VACINAS EM FELINOS CONTRA O Toxoplasma gondii

ZULPO, Dauton Luiz. Perspectivas de vacinas em felinos contra o Toxoplasma
gondii. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia Animal) — Universidade Estadual de
Londrina, Londrina, 2010.

1.1 RESUMO

O Toxoplasma gondii € um protozoario intracelular obrigatério capaz de infectar uma
grande variedade de animais, inclusive o homem. Tem como hospedeiro definitivo os
felideos. Atualmente, ndo existe nenhuma vacina comercial disponivel para gatos,
porém, esta seria importante para impedir a eliminacdo de oocistos e,
consequentemente, diminuir a contaminagdo ambiental. O desenvolvimento de
vacinas tem sido baseado na observagao de que a exposi¢ao primaria ao T. %ondii
resulta em completa resisténcia contra infeccbes subsequentes. A Toxovax™ € a
unica vacina comercial contra a toxoplasmose, a qual é indicada no controle de
perdas reprodutivas em ovinos e caprinos. Esta vacina € composta de taquizoitos
vivos que perderam a capacidade de formar cistos teciduais nestas espécies. Alguns
inconvenientes desta vacina sdo: o risco de reversdo da viruléncia, ser infectante
para seres humanos, bem como, ndao impedir a infecgao fetal. Desta forma, o
desenvolvimento de vacinas ndo infectantes tais como vacinas de subunidades,
vacina de DNA, assim como, vacinas com proteinas do T. gondii, devem ser
estimulados. O presente trabalho € uma revisdo de vacinas contra o T. gondii,
principalmente aquelas direcionadas ao controle da toxoplasmose em felinos.

Palavras chave: Toxoplasma gondii. Gatos. Roptrias. Vacina.

ZULPO, Dauton Luiz. Vaccines Prospects in Cats Against Toxoplasma gondii.
Dissertacédo (Mestrado em Ciéncia Animal) — Universidade Estadual de Londrina,
Londrina, 2010.

1.2 ABSTRACT

Toxoplasma gondii is an obligate intracellular protozoan able to infect a wide variety
of animals, including human beings. Cats are definitive host currently, there is no
commercial vaccine for cats, however this vaccine should be very important to
prevent oocysts shedding and, consequently, reduce environmental contamination.
The development of vaccines has been based on the observation of the primary
exposure to T. gondii results in a complete resistance against subsequent infection.
Toxovax® is the only commercial vaccine against toxoplasmosis, and it is indicated in
the control of reproductive losses in sheep and goats. This vaccine consists of live
tachyzoites that have lost the ability to form tissue cysts in these species. Some
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disadvantages of this vaccine are: the risk of reversion of virulence to be infectious or
humans and does not prevent fetal infection. Thus, the development of non-infective
vaccines such as subunit vaccines, DNA vaccine, as well as vaccines with native
proteins of T. gondii, should be encouraged. This study focused on a review of
vaccines against T. gondii, especially those aimed to control of toxoplasmosis in cats.

Key words: Toxoplasma gondii. Cats. Crude rhoptries. Vaccine.

1.3 INTRODUCAO

Primeiramente descrito por Splendore (1908) onde isolou o parasita
em um coelho de laboratério em S&o Paulo, classificando-o como Toxoplasma
cuniculli. Posteriormente Nicolle & Manceaux (1908) no Instituto Pasteur de Tunis na
Tunisia descreveram em um roedor (Ctenodactylus gundi) da Africa do Sul, e
classificaram inicialmente como Leishmania gondii e em 1909, reclassificaram como
Toxoplasma gondii (NICOLLE & MANCEAUX, 1909).

A toxoplasmose é causada pelo protozoario T. gondii, sendo uma
das doengas mais comuns no homem e em outros animais de sangue quente
(DUBEY & BEATTIE, 1988). O T. gondii é considerado um dos parasitos de melhor
adaptacdo e entre seus hospedeiros incluem-se, vertebrados aéreos (passaros),
mamiferos marinhos (baleias e golfinhos), herbivoros e carnivoros terrestres
(roedores, animais de cacga, animais de produgdo e o homem), ndo possui restricao
geografica. (CARRUTHERS, 2002). Este parasita pertence ao filo Apicomplexa,
subclasse Coccidia, Familia Sarcocystidae, subfamilia Toxoplasmatinae, espécie
Toxoplasma gondii (MONTOYA & LIESENFELD 2004).

O T. gondii € um eucarionte, estruturalmente, formado por uma
membrana externa, anéis polares, condide, microtubulos, granulos densos,
micronemas, roptrias, mitocondria, reticulo endoplasmatico, complexo de golgi,
ribossomos, reticulo endoplasmatico rugoso, microporo e um nucleo com parede
bem definida (METSIS & PETERSEN, 1995). Este coccidio devido as suas
caracteristicas biologicas, tais como pela sua capacidade de invasido celular,
multiplicagdo em grande numero de hospedeiros e células, tem sido utilizado como
importante modelo de estudo bioldgico do filo Apicomplexa (ROOS et al., 1999).

Até a década de 30 apenas os estagios assexuados (taquizoito e

bradizoito) do T. gondii eram conhecidos. Evidéncias da caracteristica coccidiana
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foram observadas somente no final da década de 60, revelando similaridade entre
0s merozoitos extra-intestinais e intestinais da Eimeria (TENTER et al., 2000).

Apesar de ter sido identificado no comecgo do século XX, apenas no
inicio da década de 70 é que foram descritos os hospedeiros definitivos e
intermediarios (FRENKEL et al., 1970; MILLER et al., 1972).

A disseminacao da infeccdo no ser humano é favorecida pela alta
prevaléncia da infeccdo em espécies de animais domésticos e selvagens,
principalmente nos ovinos e suinos (NAVARRO et al., 1992). O risco em adquirir a
infeccdo por meio de consumo de carnes cruas ou mal cozidas, fato comum em
varias regides do Brasil, é relatada por Vidotto et al. (1990). A toxoplasmose tem
sido encontrada em varias areas geograficas do mundo, atingindo perto de um tergo
da populagdo humana (DUBEY & BEATTIE, 1988; TENTER et al., 2000).

Ha trés estagios de infecgao por T. gondii: taquizoitos (livres e em
grupos), bradizoitos (cistos em tecidos) e esporozoitos (oocistos) (DUBEY, 2004). O
parasita € intracelular obrigatério e possui a capacidade de invadir uma enorme
variedade de células, tecidos e hospedeiros (LINDSAY & CARRUTHERS, 1999),
porém os gatos domésticos e felideos selvagens sao os unicos hospedeiros
definitivos do parasita (FRENKEL et al., 1970), ou seja, 0s Unicos a eliminarem
oocistos por meio das fezes. No epitélio intestinal dos felideos ocorre a fase de
esquizogonia. Nessa multiplicagdo, por gametogénese sao formados os
macrogametas (femininos) e microgametas (masculinos), culminando com a
formagao dos oocistos (DENKERS, 1999). Os gatos podem eliminar oocistos apds a
ingestdo de taquizoitos, bradizoitos ou esporozoitos. Porém, no maximo 62% dos
gatos conseguem completar o ciclo enteroepitelial apds a ingestdo de taquizoitos ou
oocistos comparado a ingestdo de bradizoitos (DUBEY & FRENKEL, 1972; DUBEY,
2005).

Os oocistos s&o eliminados através das fezes na forma nao
esporulada (ndo infectante). A esporulagdo ocorre no meio ambiente entre um a
cinco dias dependendo das condigbes de temperatura e umidade (DUBEY et al.,
1998).

Os hospedeiros intermediarios, incluindo os gatos, podem adquirir o
T. gondii pela ingestdo de tecidos de animais infectados com cistos, alimentos ou
agua contaminados com oocistos esporulados, ou por transmissao transplacentaria.

Apos a ingestao, os bradizoitos ou esporozoitos sao liberados dos cistos ou dos
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oocistos e invadem o tecido intestinal, transformam-se em taquizoitos, multiplicam-se
localmente e se disseminam por todo o organismo pela via hematégena. Com o
desenvolvimento da imunidade do hospedeiro os taquizoitos encistan-se nos tecidos
e a Uultima geragdo destes dardo origem aos bradizoitos, que se multiplicam
lentamente apds a formacao de cistos teciduais. Estes cistos sdo evidenciados em
diversos 6rgaos, principalmente, no sistema nervoso central (SNC), olhos,
musculatura esquelética e cardiaca. Na maioria das espécies de hospedeiros

intermediarios estes cistos podem persistir por toda a vida (DUBEY et al. 2004).

1.4 RESPOSTA IMUNE

A infecgdo por T. gondii raramente apresenta sinais clinicos no
hospedeiro, no entanto, a severidade da doenca, quando esta ocorre, esta
relacionada a espécie, idade do hospedeiro, horménios sexuais, prenhez, estado
imunoldgico, condigdo nutricional, estagio e amostra do parasita e infecgbes
concomitantes (LUFT & REMINGTON, 1992; DUBEY, 1994; DUBEY et al., 1994;
LIESENFELD et al., 2001; DUBEY & JONES 2008). Os mecanismos envolvidos na
protecao do hospedeiro contra a infeccdo sdo a resposta imune humoral e celular
(GARCIA, 2009).

O numero de hospedeiros acometidos pelo T. gondii € muito grande,
contudo tém-se demonstrado que algumas espécies (ratos e galinhas) exibem um
alto grau de resisténcia natural. A idade é outro fator importante para a resisténcia
natural, animais jovens, nas diferentes espécies, apresentam-se mais susceptiveis a
infeccdo (DUBEY, 1993).

A resposta do hospedeiro ao T. gondii esta relacionada a resisténcia
natural (inata) e adquirida (adaptativa). As diferencas de viruléncia entre as cepas do
parasita sdo importantes na resisténcia do hospedeiro sendo que a base molecular
dessas diferengas permanece desconhecida. Trés linhagens clonais do T. gondii s&o
reconhecidas e correlacionadas com a viruléncia do parasita. A linhagem tipo 1 esta
associada a viruléncia na fase aguda em camundongos, a linhagem tipo 2 na
indugdo da fase crbnica e a linhagem tipo 3 € a menos virulenta (ALEXANDER e
HUNTER, 1998).

Apods a fase aguda, o hospedeiro desenvolve uma boa imunidade

que é duradoura e protetora para reinfecgdes, e na fase crbnica os parasitas
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permanecem em cistos teciduais. Altos titulos de anticorpos especificos na presenca
de complemento, bem como citotoxicidade celular dependente de anticorpos, podem
lisar os parasitas extracelulares e bloquear a invasdo da célula do hospedeiro, uma
vez que a produgdo maxima de anticorpos coincide com o desaparecimento de
taquizoitos viaveis (FRENKEL, 1990; WASTUNG et al., 1995).

Acreditava-se que a imunidade para o T. gondii fosse dependente da
infeccdo crdnica, pela persisténcia dos cistos teciduais e estimulo antigénico,
contudo estudos com a cepa TS-4 (n&o cistogénica) demonstraram imunidade
estéril, sem a presenga da infecgao cronica (FRENKEL, 1990), o que é estimulante
para estudos com vacinas inativadas. Isoladamente a resposta humoral ndo é
suficiente para promover protecdo no hospedeiro, provavelmente devido a
localizacdo intracelular do parasita. Varios autores tém demonstrado a importancia
da resposta celular na imunidade do agente (FRENKEL, 1990; SHER & COFFMAN,
1992; BUXTON; 1993).

A principal porta de entrada do T. gondii é a via oral, sendo que nos
herbivoros os oocistos sdo a principal via de transmiss&o. Portanto a imunidade local
via linfocitos e IgA sdao de fundamental importancia na protegcado contra o parasita
(BOURGUIN et al. 1993; VELGE-ROUSSEL et al., 2000). Neste sentido, tentando
uma protecdo contra a infecgdo oral, Igarashi et al. (2008) usaram proteinas
recombinantes (ROP2, GRA5 e GRA7) mais a toxina colérica (adjuvante de mucosa)
administradas pela via nasal, e observaram uma protegcdo contra a formagcao de
cistos cerebrais em camundongos.

Chardés et al. (1990) descreveram que a infecgdo toxoplasmica
ocorre principalmente pela via oral e induz secre¢do de IgA no intestino que podem
iniciar a funcao protetora contra o parasita. A imunidade de mucosa tem revelado
protecdo em outros coccideos intestinais pela inibicdo da penetracao intestinal,
portanto um estimulo eficiente da resposta imune de mucosa sera de grande valor
para o controle da toxoplasmose oral (CHARDES & BOUT, 1993).

Os antigenos secretados-excretados pelo T. gondii tém uma fungao
importante no estimulo de uma resposta imune, tanto na infeccdo aguda quanto
cronica. Antigenos que estimulam células CD4 especificas estdo envolvidos na
imunidade duradoura em individuos saudaveis infectados cronicamente
(SAAVEDRA et al., 1991; SAAVEDRA et al., 1996).



15

A via nasal foi descrita como uma rota capaz de estimular a
imunidade celular local e sistémica, além do mais, esta via requer menos antigenos
para promover a imunidade do que a via oral, pois a atividade proteolitica na via
nasal € muito menor do que na via oral (VELGE-ROUSSEL et al., 2000).
Considerando que a porta de entrada natural do T. gondii é a superficie de mucosa
do intestino e que a uma infecgdo adquirida naturalmente gera uma imunidade
protetora persistente, isso aponta a importancia do desenvolvimento de uma vacina
que estimule a protegdo de mucosa (BONENFANT et al., 2001).

Para o desenvolvimento da imunidade por meio de uma vacina
deve-se associar o local correto da imunizagdo, bem como o0 uso de proteinas do
parasita que promovam protecdo adequada, considerando que o parasita apresenta
trés estagios diferentes (esporozoito, taquizoito e bradizoito) com diferengas
antigénicas entre eles (SPEER et al., 1995; GARCIA et al., 2004).

1.5 ROPTRIAS

Atualmente a maioria dos antigenos potenciais para o
desenvolvimento de vacina contra o T. gondii e para outros Apicomplexa s&o
aqueles segregados de superficie que parecem ser essenciais para o processo de
invasdo do parasita a célula hospedeira animal. Roptrias sdo organelas secretoras
do protozoario e seus produtos da secregcdo sdo grandes candidatos vacinais
(DLUGONSKA, 2008).

As roptrias estdo em numero de 8-12 por parasita e ocupam 10-30%
do volume total da célula (SHAW et al., 2002) e sdo responsaveis por formar dentro
da célula do hospedeiro o vacuolo parasitéforo (VP). As proteinas de roptrias no VP
formam uma membrana hibrida que impede a degradacdo do T. gondii pela
maquinaria da célula hospedeira e permite a propagacgéao intracelular do parasita
(DLUGONSKA, 2008).

Proteinas de roptrias tém sido descritas como candidatas a vacina
contra o T. gondii. Devido a isso Garcia et al. (2005) e Garcia et al. (2007) utilizaram
esse antigeno para imunizar suinos e felinos contra a formagao de cistos teciduais, e
eliminacao de oocistos, respectivamente.

Trabalhos realizados utilizando as proteinas de roptrias focalizam na

maior parte o antigeno protéico ROP2, membro proeminente da familia das
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proteinas das roptrias (DLUGONSKA, 2008). Durante a infecgdo humana com o T.
gondii o antigeno ROP2 promove uma resposta humoral que envolve os marcadores
IgA, IgM e IgG de fase aguda, assim como os anticorpos de fase cronica 1gG
(MARTIN et al., 1998). Saavedra et al. (1996) encontrou trés potenciais epitopos no
antigeno ROP2 reconhecidos por células T humanas.

Nakkar et al. (2003) mostraram que a proteina ROP2 do T. gondii é
importante para a biogénese e manutengédo da estrutura das roptrias, responsavel
pela invasao do parasita, replicagao e interacdo com a célula hospedeira. A proteina
ROP2 ¢ detectada igualmente em todos os trés estagios do parasita (SADAK et al.,
1988). A diminuigdo na habilidade da invasao de taquizoitos da cepa RH do T. gondii
foi observada pelo uso de anticorpos in vitro anti-ROP2 (MISHIMA et al. 2002).

Igarashi et al. (2008) observaram uma eficacia de quase 60% contra
a formacgao de cistos em cérebro de camundongos imunizados pela via nasal com
proteinas recombinantes ROP2. Dziadek et al. (2009) avaliaram a eficacia de uma
vacina de subunidade de ROP2 e ROP4 recombinante. Os camundongos foram
imunizados com trés doses pela via subcutadnea. Os autores mostraram que ambos
os antigenos geraram resposta Th1/Th2 e uma redugéo de cistos cerebrais em torno
de 46% foi observado no grupo imunizado.

Roptrias contém muitas das moléculas chaves que sao usadas para
a entrada do parasita nas células hospedeiras. A familia ROP2 é extensiva e
altamente importante, sendo que estas proteinas interagem entre si na adeséo a
célula do hospedeiro (BOOTHROUND & DUBREMETZ, 2008).

1.6 VACINAS EM GATOS

Os gatos sao considerados a chave no controle do T. gondii, devido
ao fato desses animais serem os hospedeiros definitivos e eliminarem milhares de
oocistos pelas fezes, sendo responsaveis pela propagagdo ao meio ambiente. Uma
vacina nesta espécie deveria evitar ou diminuir a eliminagado de oocistos. Contudo,
existem poucos estudos com vacinas para o controle da eliminagdo de oocistos,
considerados fundamentais para o controle e disseminagdo do T. gondii (DUBEY,
1996; GARCIA, 2009).

Até o momento nao existem vacinas comerciais para a

toxoplasmose humana (GOTTSTEIN, 1995). Para os animais existe uma unica
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vacina comercial para uso em ovelhas (Toxovax®), que esta disponivel na Gra
Bretanha e Nova Zelandia, e utiliza taquizoitos da cepa S-48, que nao persistem nos
tecidos, reduzindo a perda reprodutiva em ovelhas (BUXTON et al., 1993).

Nas ultimas décadas houve um grande aumento no numero de
técnicas e pesquisas imunoldgicas para a produgdo de novos imundgenos. As
vacinas sao classificadas em trés grupos, as vivas (virulentas ou atenuadas), as de
subunidades e as genéticas. As vacinas de subunidades e genéticas apresentam
como vantagem serem incapazes de replicar no hospedeiro e de reversao de
viruléncia, ndo sendo transmissiveis para outros individuos (KALINNA, 1997). As
vacinas vivas normalmente estimulam tanto a resposta imune humoral quanto a
celular (BABIUK, 2002).

Os felinos ainda filhotes sdo os principais disseminadores do T.
gondii, podendo eliminar, apdés a prima-infecgdo com bradizoitos mais, de 10°
oocistos nas fezes. Depois disso, a maioria dos felinos desenvolvem imunidade
protetora e n&o eliminam mais oocistos se ocorrer uma reinfeccdo (FRENKEL et al.,
1991).

Frenkel & Smith (1982), estudaram a eliminacédo de oocistos e a
imunidade em 75 felinos inoculados previamente com os trés estagios do T. gondii.
Estes autores obtiveram uma protecao contra a eliminacdo de oocistos de 93% nos
gatos que tinham eliminado oocistos previamente, 25% de protegdo naqueles que
desenvolvem somente anticorpos, € nenhuma protecdo nos gatos que nao
eliminaram oocistos e nao apresentaram titulo de anticorpos. No mesmo estudo,
estes autores utilizaram taquizoitos inativados, e apenas um de 24 gatos testados
nao eliminou oocistos.

Frenkel et al. (1991) verificaram uma protec¢ao parcial utilizando uma
vacina viva contendo bradizoitos de uma cepa mutante do T. gondii a T-263 (ndo
forma oocistos em gatos). Durante as inoculagdes ndo houve a eliminagdo de
oocistos, porém, quando estes gatos foram desafiados com um isolado normal do T.
gondi, os autores observaram uma eliminacéo de oocistos nas fezes de seis dos 37
felinos, portanto uma eficacia de 84% foi relatada. Gatos que receberam cistos
teciduais intactos e bradizoitos livres da cepa T-263 soroconverteram apos a
imunizagdo e nenhum deles eliminaram oocistos nas fezes apds desafio com cistos
teciduais de uma cepa virulenta (FREYRE et al., 1993). Em uma segunda etapa,

dois grupos foram imunizados com taquizoitos da cepa T-263 pela via intraduodenal,
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e obtiveram uma eficacia de 29% apds o desafio. Outro estudo para determinar a
eficacia desta cepa T-263 em felinos foi realizado a campo e reduziu a exposi¢ao de
suinos ao T. gondii (MATEUS-PINILLA et al., 1999). Uma desvantagem dessas
vacinas € que ela utiliza bradizoitos vivos do T. gondii, 0 que apresenta problemas
de criopreservagao, bem como, problemas de infecgdo em outras espécies (DUBEY,
1995).

Omata et al. (1996) testaram uma vacina em gatos com taquizoitos
irradiados com ®°Co da cepa Beverley que impediu parcialmente a eliminagdo de
oocistos, onde 43% nao eliminaram oocistos quando desafiados com cistos
cerebrais da mesma cepa. No mesmo estudo outro grupo foi vacinado com
taquizoitos irradiados, porém da cepa RH, estes quando desafiados com a cepa
Beverley, todos eliminaram oocistos.

Alternativamente, uma vacina de DNA que expressa a proteina
ROP2 foi testada em felinos. A imunizacdo dos gatos com a vacina de DNA
expressando a rROP2 induziu a produgao de IgG sérica e reduziu a quantidade de
cistos no cérebro dos gatos, porém, a ROP2 nao foi eficaz na diminuicdo da
eliminagao de oocistos nas fezes (MISHIMA et al., 2002).

Garcia et al. (2007) testaram uma vacina de roptrias incorporadas ao
Quil-A pela via nasal para imunizar felinos com objetivo de diminuir a eliminacéo de
oocistos, estes pesquisadores obtiveram uma eficacia de 67 % de gatos né&o

eliminando oocistos nas fezes.
1.7 CONSIDERACOES FINAIS

As estratégias para reduzir a transmissdo da toxoplasmose incluem
praticas de manejo e uma possivel vacinacdo. A vacinagdo tem como objetivo
reduzir os danos fetais, o numero de cistos teciduais, além de prevenir a formacao
de oocistos em felinos (DUBEY, 1996).

Atualmente tem-se trabalhado com a possibilidade da utilizacdo de
vacinas de DNA para varias doengas como a malaria, criptosporidiose, leishmaniose
e toxoplasmose. A primeira geragédo de vacinas foi aquelas que utilizaram antigenos
atenuados ou mortos, a segunda geragdo compreende as vacinas de subunidade
(proteinas purificadas ou recombinantes) e as vacinas de acido nucleico sao

conhecidas como de terceira geragao (KALINNA, 1997).
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O uso de vacinas pela mucosa associadas a adjuvantes apropriados
podem induzir uma resposta imune tanto local como sistémica (VELGE-ROUSSEL et
al., 2000). Esta via tem sido utilizada com sucesso para diminuir a formagao de
cistos teciduais em camundongos (IGARASHI et al., 2008) e na diminuicdo da

eliminagao de oocistos por gatos (GARCIA et al., 2007).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a protecdo contra a eliminagdo de oocistos em felinos
imunizados pela via nasal e retal com uma vacina contendo roptrias do Toxoplasma

gondii.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Isolar e caracterizar antigenicamente as roptrias do T. gondii.

Avaliar a resposta imune humoral e celular em gatos imunizados
pela via nasal e retal.

Avaliar a protecdo contra a eliminagdo de oocistos do T. gondii nas
fezes dos felinos.

Avaliar a eliminacéo de oocistos da cepa ME-49.
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CAPITULO 2

PROTECAO CONTRA A ELIMINACAO DE OOCISTOS EM FELINOS
IMUNIZADOS COM PROTEINAS DE ROPTRIAS DO Toxoplasma gondii

ZULPO, Dauton Luiz. Protecdo contra a eliminacdo de oocistos em felinos
imunizados com proteinas de Roptrias do Toxoplasma gondii. Dissertagcao
(Mestrado em Ciéncia Animal) — Universidade Estadual de Londrina, 2010.

2.1 REsumo

O objetivo do presente trabalho foi testar uma vacina nasal e retal com proteinas de
roptrias do Toxoplasma gondii em felinos. Durante o estudo foram utilizados vinte e
cinco (25) gatos sem raca definida, divididos em cinco grupos contendo cinco
animais cada. Os grupos G1 e G3 receberam proteinas de roptrias (200ug) mais
Quil-A (20ug) pela via nasal e retal, respectivamente. Os grupos G2 e G4 receberam
soro albumina bovina (200ug) mais Quil-A (20ug) pelas via nasal e retal, e o grupo
G5 permaneceu como grupo controle. As doses vacinais foram realizadas nos dias
0, 21, 42, e 63. O desafio foi realizado com 800 cistos da cepa ME-49 no dia 70 (dia
do desafio). Dois animais do G1 e trés do G3 apresentaram niveis de anticorpos I1gG
acima do ponto de corte, quanto aos anticorpos da classe IgM no dia do desafio dois
animais do G1 apresentaram niveis acima do ponto de corte e nenhum do G3. A
resposta imune humoral n&o foi correlacionada com os felinos que eliminaram menor
quantidade de oocistos nas fezes. A eliminagcédo de oocistos foi 98,4%; 87,5%; 53%,
e 58% menor do que o grupo controle (G5), respectivamente nos grupos G1, G2,
G3, e G4. A vacina de roptrias nasal e retal apresentaram protecdo parcial em
felinos quando desafiados com cistos do T. gondii, entretanto, a via nasal foi mais
eficaz em conferir imunidade nos animais do estudo que a via retal.

Palavras chave: Hospedeiro definitivo. Proteinas de roptrias. Toxoplasmose.
Vacina.

ZULPO, Dauton Luiz. Protection Against Oocyst Shedding in Cats Immunized
whit Crude Rhoptry Proteins from Toxoplasma gondii. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncia Animal) — Universidade Estadual de Londrina, 2010.

2.2 ABSTRACT

The aim of the present study was to evaluate an intranasal and rectal vaccine with
crude rhoptry proteins from Toxoplasma gondii in cats. In thi study twenty five
shorthair cats were used, they were divided in five groups G1-G5 with five animals in
each. The groups G1 and G3 received 200ug of rhoptry proteins plus Quil-A (20ug)
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by nasal and rectal route, respectively. Animals from G2 and G4 received 200ug of
bovine serum albumin plus Quil-A (20ug) through the same routes and G5 remained
as negative control. The treatments were performed on days 0, 21, 42, and 63. The
challenge was performed on day 70 with 800 cysts of ME-49 strain. Two cats from
G1 and three from G3 showed IgG antibodies above cut off at challenge day, as the
IgM antibodies two cats of G1 showed antibodies above cut off and and no cat in
group G3. There were no correlations between oocyst shedding and antibodies
levels, once that the animals with antibody titers showed no differences in oocyst
shedding. The oocyst shedding were 98.4% (G1), 87.5% (G2), 53.0% (G3), e 58%
(G4) lower than G5, respectively. Vaccine for rhoptry nasal and rectal showed partial
protection in cats when challenged with T. gondii cysts, however, the nasal route was
more effective to conferring immunity in the animals the study that rectal route.

Key words: Definitive host. Rhoptry proteins. Toxoplasmosis. Vaccine.

2.3 INTRODUCAO

Os felideos sao considerados os unicos hospedeiros definitivos do
parasita (FRENKEL et al., 1970; HUTCHISON et al., 1971). Apos infectados estes
animais podem eliminar milhdes de oocistos pelas fezes, contaminando o solo e
agua, que contaminam varias espécies animais inclusive o homem (FRENKEL &
SMITH, 1982). O Toxoplasma gondii € um protozoario intracelular obrigatério que
normalmente causa uma infeccdo subclinica. Porém, a infeccdo primaria durante a
gestacdo pode causar patologias fetais bem como abortamento em alguns animais e
em humanos (VERCAMENN et al., 2000).

Um dos maiores surtos de toxoplasmose ocorreu no Brasil, em
Santa Isabel do Ivai-PR, onde, aparentemente, uma unica gata com seus filhotes
contaminou o manancial de agua da cidade, o que levou a infecgdo de mais de 500
pessoas com todas as consequéncias da doencga, ou seja, formas congénita e ocular
(NAVARRO, 2002; DUBEY et al., 2004).

O T. gondii possui um complexo apical composto de estruturas e
organelas (roptrias, granulos densos e micronemas) importantes para a invaséo
celular, replicagcdo do parasita e sobrevivéncia dentro da célula (GARCIA et al.,
2004). Algumas proteinas destas organelas foram descritas como candidatas a
compor uma vacina, dentre elas, podemos destacar a ROP2, GRA5, e a GRA7
(IGARASHI et al., 2008). Vacinas de subunidade do T. gondii devem utilizar
antigenos que estimulem a imunidade celular, bem como, induzir uma imunidade de
mucosa que seja suficiente para impedir a adesdo e a entrada do parasita nas
células do intestino (BUXTON et al., 1989; GARCIA et al., 2004; GARCIA, 2009).
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Estudos para diminuir a eliminagdo de oocistos, em gatos, com a
cepa mutante T-263 (FRENKEL et al., 1991), taquizoitos irradiados com ®°Co
(OMATA et al., 1996), bem como, roptrias do parasita (GARCIA et al., 2007), todos
estes verificaram uma protecdo parcial na eliminagdo de oocistos. No entanto,
Freyre et al. (1993) utilizando a cepa T-263 verificaram 100% de protecao contra a
eliminacao de oocistos em gatos apds desafio com cepa heterdloga.

Desta forma, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a
protecdo contra a eliminagao de oocistos em gatos imunizados pela via nasal e retal

com proteinas de roptrias do T. gondii.

2.4 MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal (CEEA) da Universidade Estadual de Londrina (UEL) sob o
n° 51/07.

2.4.1 Amostras do Toxoplasma gondii

Foram utilizadas as amostras RH e ME-49 do T. gondii. A cepa RH,
isolada por Sabin (1941) de uma crianga com encefalite, € uma cepa nao cistogénica
do Tipo |, utilizada para obtengdo de taquizoitos para posterior isolamento das
proteinas de roptrias do parasita para a imunizacdo dos felinos e para realizar a
Prova Imunoenzimatica Indireta (ELISA). A cepa ME-49 isolada por Lunde & Jacobs
(1983) € uma amostra cistogénica do Tipo Il utilizada para obtencdo de cistos
teciduais para posterior desafio experimental dos felinos. Camundongos albinos
fémeas suicas Webster, entre 45 a 60 dias, foram utilizados para replicar a cepa RH
e ME-49 pela via intraperitoneal e oral, respectivamente, para obtencdo de

taquizoitos e bradizoitos.
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2.4.2 Obtencao de Proteinas de Roptrias

Para obtengado das roptrias, 40 camundongos foram inoculados pela
via intraperitoneal com 10° taquizoitos vivos e quarenta e oito horas apds o exsudato
foi obtido por lavagem da cavidade peritonal. A obtencao das roptrias dos taquizoitos
do T. gondii foi efetuado como descrito por Garcia et al. (2004). Apds a obtencao dos
taquizoitos, o material foi submetido a trés lavagens com TES (TES: 250mM
sacarose; 1TmM EDTA; 5mM trietanolamina-HCI; pH 7,5) e centrifugado. O sedimento
foi ressuspendido em TES e rompido aplicando-se uma pressao de 50 Kg cm®. As
células nao rompidas foram sedimentadas por 10 minutos a centrifugacao de 750 x
g, a parte soluvel foi homogeneizada e posteriormente centrifugada a 120.000 x g
por uma hora. O sedimento foi homogeneizado em TES, distribuido em tubos de
policarbonato, contendo quatro gradientes de sacarose 1.1M, 1.4M, 1.6M, sobre um
colchao de 1.8M e centrifugados a 100.000 x g por trés horas. A banda contendo as
roptrias (1,4M) foi cuidadosamente recolhida e novamente homogeneizada com
TES, e centrifugada a 120.000 x g. A concentracdo de proteina das roptrias foi
determinada pelo método de &cido biocininico (BCA Protein Assay Reagente,
Pierce), tendo como padrao soro albumina bovina e a leitura realizada em

espectofotdbmetro.
2.4.3 Obtencéao e Quantificacdo de Cistos de T. gondii

Para obtengéo de cistos da amostra ME-49, 10 camundongos foram
inoculados com 50 cistos da cepa ME-49 pela via oral e apds seis semanas de
inoculacdo foi realizada a eutanasia. Os cistos detectados no cérebro foram
quantificados e posteriormente utilizados para o desafio experimental.
2.4.4 Vacinagéao e Desafio dos Felinos
2.4.4.1 Animais

Vinte e cinco felinos entre machos e fémeas com idade entre trés a

seis meses, sem raca definida, foram utilizados no ensaio experimental. Estes, foram

mantidos em baias individuais, onde receberam ragao e agua ad libitum. Todos os
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felinos selecionados foram monitorados previamente e apresentaram duas
sorologias negativas na reagao de imunofluorescéncia indireta (CAMARGO, 1973),
considerando titulo <16, e amostras de fezes negativas nas Tecnicas de Willis-

Mollay e Sheatter para parasitas intestinais.

2.4.4.2 Imunizacao e Desafio

O esquema de imunizagao e desafio pode ser observado na Tabela
1. Os gatos foram divididos em cinco grupos, 1 (G1), 2 (G2), 3 (G3), 4 (G4) e 5 (G5)
contendo cinco animais cada. O G1 recebeu proteinas de roptrias (200 ug) que
foram diluidas em Quil-A (20ung), o G2 recebeu soro albumina bovino (200 ug) mais
Quil-A (20pg) ambos os grupos foram imunizados pela via nasal. O G3 recebeu
proteinas de roptrias (200 pg) mais Quil-A (20ug), e o G4 recebeu soro albumina
bovina (200 pg) com Quil-A (20ug) ambos pela via retal, e o G5 permaneceu como
grupo controle negativo. As imunizagdes foram realizadas nos dias 0, 21, 42 e 63 do
experimento. Os animais de todos os grupos, ap6s sedagdo (Zoletil® 50, 25mg/Kg),
por via intramuscular, foram desafiados com aproximadamente 800 cistos da cepa

ME-49 do T. gondii por sonda estomacal no dia 70.

Tabela 1 - Imunizagao e desafio dos felinos.

Grupos G1 G2 G3 G4 G5
Via nasal nasal Retal retal Controle
Imunizagao Roptria 200ug SAB 200ug Roptria 200ug SAB 200ug Controle
0,21,42e63 Quil-A 20ug Quil-A 20ug Quil-A 20ug Quil-A 20ug
Desafio 800 cistos 800 cistos 800 cistos 800 cistos 800 cistos
70 ME-49 ME-49 ME-49 ME-49 ME-49

2.4.5 Amostras Bioldgicas de Sangue e Obtencéo de Soro

Amostras de sangue dos cinco grupos foram obtidas nos dias -7, O,
21, 42, 63, 70, 85, 100, 115, 130 e 160 do experimento, e apos obtencdo do soro,

foram utilizadas para a realizag&o das reagdes soroldgicas.
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2.4.6 Amostras Bioldgicas de Fezes para Dosagem de IgA Intestinal

Amostras de fezes dos grupos G1, G3 e G5 foram coletadas no dia
do desafio diretamente da ampola retal com 10mL de solugcéo fisioldgica.
Posteriormente, foram centrifugadas a 750 x g por 10 minutos e recolhido 1mL do

sobrenadante para posterior realizagao do ELISA para pesquisa de IgA.

2.4.7 Amostras Biologicas de Fezes e Contagem de Oocistos

As fezes foram colhidas duas vezes ao dia, do terceiro até o 20° dia
apos o desafio, e depois de homogeneizadas foram processadas segundo descrito
por Garcia et al. (2007). Para cada grama de fezes foi adicionado 9mL de solugéo de
sacarose (densidade 1208), esta solugao foi filtrada em gaze cirurgica, e
centrifugada por 10 minutos a 750 x g. A presenga ou auséncia de oocistos foi
verificada em microscépio 6ptico, colocando-se 25ul do menisco entre lamina e
laminula, em duplicata. Quando os oocistos foram detectados no sobrenadante, o
conteudo (9mL) foi recolhido e diluido em 40mL de agua destilada, e posteriormente
centrifugado a 750 x g por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e ao
sedimento foi adicionado 1ml de salina (salina: 0,85% NaCl). O numero de oocistos

foi determinado em camera de Neubauer.

2.4.8 Ensaio Imunoenzimatico Indireto - ELISA

ApoOs a padronizacdo da diluicdo dos soros e conteudo intestinal,
conjugado e concentragdo da proteina o ELISA foi realizado como descrito por
Garcia et al. (2006). A adsorcao das microplacas (placas de Nunc-Immuno Plate,
MaxiSorp, a Dinamarca) foi realizada com proteinas de roptrias, 0 mesmo antigeno
utilizado para imunizar os felinos, esta, foi realizada com 100 uL de tampao
carbonato (0,1M, pH=9,6) com 5ug/ml de proteinas de roptrias, e posteriormente,
incubadas durante a noite em 6°C. As placas foram lavadas trés vezes com PBS-
Tween 20 (50 mM Tris, pH 7,4, contendo 150 mM de NaCl e Tween 20 0,05%) e os
locais n&o imunes foram bloqueados com tampao carbonato contendo 8% de leite
em po desnatado e incubados por uma hora a 37°C e novamente realizada as

lavagens. Os soros controles e testes foram diluidos (1:100 para detectar IgM e IgG
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sérica) em PBS-Tween 20 com 5% de leite em p6 e adicionado (100 pL) em
duplicata, o conteudo intestinal foi utilizado sem diluir (para deteccdo de IgA
intestinal) e adicionado (100 ulL) em duplicata, posteriormente incubados por uma
hora a 37°C. Apos as lavagens, adicionou-se 100 uL de conjugado anti-felino IgM,
IgG e IgA marcado com Peroxidase, diluido (1:10.000 para IgM e IgG e 1:2500 para
IgA) em PBS-Tween 20 com 5% de leite em pdé e novamente incubadas. Apés as
lavagens a atividade da peroxidase foi revelada adicionando 100 uL do tampao
substrato cromogeno (40mg ortho-phenylenediamina/100ml de 0,1M tampé&o
citrato/fosfato, pH 6,0 e 40ul de H»02) e a reacao interrompida com 50 uL de acido
cloridrico (1N de HCI). A densidade ética (DO) foi lida em 490 nan6metros em leitor
de microplacas de ELISA. O ponto de corte foi calculado pela DO média dos

controles negativos mais duas vezes o desvio padrao do controle negativo.
2.4.9 Proliferag&o de Linfocitos

Amostras de sangue com heparina dos animais do G1 e G3 foram
obtidas no dia do desafio. O sangue foi centrifugado para separagao dos linfocitos
em Meio de Separacgao de Linfocitos (LSM). Apos a separacgédo, foram realizadas trés
lavagens em meio RPMI 1640. As células foram homogeneizadas em meio RPMI
1640 suplementado ( 5% de soro fetal bovino, 25 mM de hepes, 1mM de L-
glutamina, 1mM de piruvato de sodio, 50uM de B-mercaptoetanol e 1mM de
penicilina-estreptomicina). As células foram diluidas a 5 x 10° linfécitos/ml e
repicadas, em triplicata, em um volume de 200ul por cavidade em placa para cultura
de células. Para avaliar o estimulo e a proliferagdo dos linfécitos 5, 10 e 15ug de
proteinas de roptrias/ml foi adicionado ao meio de cultivo. Como controle positivo da
proliferagdo utilizou-se 10ug de concanavalina-A/ml e um controle negativo sem
estimulacéo foi utilizado. As placas foram incubadas em estufa com 5% de CO? a
37°C por quatro dias. A proliferacdo celular foi determinada pelo kit Vybrant MTT
Cell Proliferation Assay®, seguindo as recomendacdes do fabricante. A leitura foi
realizada em leitor de microplacas com absorbancia de 540 nanbémetros e

proliferacao foi expressa em numero total de células.
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2.4.10 Analise Estatistica

A analise estatistica para a comparagao da eliminagcdo de oocistos
entre os grupos foi realizada pelo teste Mann—Whitney, com os dados transformados

em logaritmos. As diferencas foram consideradas significativas quando o P <0,05.
2.5 RESULTADOS
2.5.1 Producao e Purificacdo das Roptrias

As roptrias do T. gondii, apés o fracionamento sub-celular, foram
observadas na fragdo 3 (1.4M e uma densidade de 1.17 g/cm?®) e apds a eletroforese
em SDS-PAGE, demonstrou proteinas com massa molecular de aproximadamente
20, 29, 55 KDa e outra entre 70 e 100 KDa.

2.5.2 Avaliagdo da Resposta Imune Intestinal induzida pela Imunizagdo com as

Proteinas de Roptrias através do ELISA

A resposta de IgA do conteudo intestinal, pode ser observada na Fig
1. No G1, todos os felinos apresentaram IgA intestinal acima do ponto de corte (DO
médio=0,132) no dia do desafio. No G3 somente um animal apresentou resposta
imune de IgA. O G5, controle negativo, ndo apresentou resposta imune em niveis

detectaveis.
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ELISA IgA - Intestinal (challenge day)
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Figura 1 - Determinacédo da resposta de anticorpos IgA do conteudo intestinal dos felinos
através do ELISA. A figura mostra os resultados dos grupos G1, G3 e G5 no dia
do desafio. O G1 recebeu roptrias mais Quil-A pela via nasal. O G3 recebeu
roptrias mais Quil-A pela via retal. O G5 permaneceu como grupo controle. Os
grupos receberam um desafio de 800 cistos da cepa ME-49. A linha tracejada
indica o ponto de corte.

2.5.3 Avaliagdo da Resposta Imune Humoral Induzida pela Imunizagdo com as

Proteinas de Roptrias através do ELISA

A cinética da resposta de IgM e IgG dos soros, podem ser
observadas nas Fig. 2 e 3. Dois animais do G1 apresentaram niveis de IgM (DO
médio= 0,200) acima do ponto de corte no dia do desafio, no entanto, os animais do
G3 apresentaram IgM (DO médio= 0,180) acima do ponto de corte somente apds o
desafio, os demais grupos controles (G2, G4 e G5) nao apresentaram IgM acima do
ponto até o dia do desafio . Com relagdo a resposta de IgG a vacinagéo estimulou
uma resposta de anticorpos em dois animais do G1(DO médio=0,200) e trés animais
do G3 (DO médio=0,200) no dia do desafio. Todos os animais dos cinco grupos

soroconverteram (IgM e 1gG) apds o desafio experimental.
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Figura 2 - Determinagcdo da resposta de anticorpos IgM do soro dos felinos através do
ELISA. A figura mostra os resultados dos grupos G1, G2, G3, G4 e G5, cada
grupo com cinco animais. O G1 recebeu roptrias mais Quil-A, o G2 recebeu Soro
albumina bovina (SAB) mais Quil-A, ambos pela via nasal. O G3 recebeu roptrias
mais Quil-A, o G4 recebeu SAB mais Quil-A, ambos pela via retal. O G5
permaneceu como grupo controle. As imunizagbes foram realizadas nos dias 0,
21, 42 e 63 (setas pretas). Todos os grupos receberam um desafio de 800 cistos
da cepa ME-49 no dia 70 (seta tracejada). A linha tracejada indica o ponto de
corte.
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Group 2 - ELISA IgG
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Figura 3 - Determinacdo da resposta de anticorpos IgG do soro dos felinos através do
ELISA. A figura mostra os resultados dos grupos G1, G2, G3, G4 e G5, cada
grupo com cinco animais. O G1 recebeu roptrias mais Quil-A, o G2 recebeu Soro
albumina bovina (SAB) mais Quil-A, ambos pela via nasal. O G3 recebeu roptrias
mais Quil-A, o G4 recebeu SAB mais Quil-A, ambos pela via retal. O G5
permaneceu como grupo controle. As imunizagbes foram realizadas nos dias 0,
21, 42 e 63 (setas pretas). Todos os grupos receberam um desafio de 800 cistos
da cepa ME-49 no dia 70 (seta tracejada). A linha tracejada indica o ponto de

corte.
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2.5.4 Avaliacdo da Resposta Imune Celular Induzida pela Imunizagdo com as

Proteinas de Roptrias

Verificou-se uma maior proliferacdo celular no G1 quando as células
foram estimuladas com 5ug de roptrias. A proliferagdo celular dos animais do G1
pode ser observado na Fig. 4. O G3 n&o apresentou proliferacdo de linfocitos com

indice de estimulacao = 2.

Group 1

Stimulation Index

rhoptry protein/ug/mL

Figura 4 - Resposta proliferativa de linfécitos do sangue periférico estimulados com
antigenos do T. gondii, obtidos de animais imunizados com quatro doses pela via
nasal. A estimulacdo dos linfécitos foi realizada utilizando 5, 10 e 15ug de
roptrias € o controle positivo estimulado com Concanavalina-A 10ug. A linha
tracejada indica o ponto de corte.

2.5.4 Eliminagao de Oocistos

A eliminacdo média de oocistos dos felinos, por grupo, esta
representada na Fig. 5. O inicio da eliminagcao de oocistos ou periodo pré patente
(PPP) ocorreu em média 6,8 dias apos o desafio (DPD) no grupo G1; 4,8 dias no G2;
4 dias no G3; 4,4 dias no G4 e 4,8 dias no G5. O pico da eliminagao de oocistos
ocorreu no 4° 5° 11° 5° e 6° DPD nos grupos G1, G2, G3, G4, e G5,
respectivamente. O periodo patente (PP) médio foi de 2,8 dias; 6 dias; 9,6 dias; 8,2
dias e 8,8 dias nos grupos G1, G2, G3, G4, e G5, respectivamente.
Comparativamente a eliminagdo total de oocistos dos grupos durante o periodo
patente (PP) foi 98,4% (G1); 87,5% (G2); 53% (G3) e 58% (G4) menor que o G5,

grupo controle. A andlise estatistica demonstrou que o G1 eliminou
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significativamente menos oocistos por grama de fezes que os grupos G2, G3, G4 e

G5 (P <0,05). O numero de oocistos eliminados nas fezes durante o PP pelo grupo
G1 foi 91.000 oocistos/g/fezes, e 732.500, 2.743.000, 2.450.500 e 5.845.000

respectivamente para os grupos G2, G3, G4 e G5. Todos os animais dos cinco

grupos em algum periodo eliminaram oocistos.

Tabela 2 - Eliminagdo média de oocistos em felinos. O G1 recebeu roptrias mais Quil-A, o
G2 recebeu Soro albumina bovina (SAB) mais Quil-A, ambos pela via nasal. O
G3 recebeu roptrias mais Quil-A, o G4 recebeu SAB mais Quil-A, ambos pela via
retal. O G5 permaneceu como grupo controle. As imunizagdes foram realizadas
nos dias 0, 21, 42 e 63. Todos os grupos receberam um desafio de 800 cistos da
cepa ME-49 no dia 70.
Grupos PPP (dias) Pico (dias) PP (dias) Total de Eficacia (%)
oocistos
G1 6,8 4 2,8 91.000 98,4
G2 4,8 5 6 732.500 87,5
G3 4 11 9,6 2.743.000 53
G4 4,4 5 8,2 2.450.500 58
G5 4,8 6 8,8 5.845.000

PPP: Periodo pré-patente; Pico: Pico de eliminacao de oocistos nas fezes; PP: Periodo
Patente; Total de oocistos: Total de oocistos eliminado durante o PP pelo respectivo grupo.
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Figura 5 - Eliminacado de oocistos em felinos desafiados com cistos de T. gondii. A figura
mostra os resultados dos grupos G1, G2 e G5 e G3, G4 e G5, cada grupo com
cinco animais. O G1 recebeu roptrias mais Quil-A, o G2 recebeu Soro albumina
bovina (SAB) mais Quil-A, ambos pela via nasal. O G3 recebeu roptrias mais
Quil-A, o G4 recebeu SAB mais Quil-A, ambos pela via retal e 0 G5 permaneceu
como controle. Todos os grupos receberam um desafio de 800 cistos da cepa

ME-49. O G5 é o mesmo grupo nos dois graficos.
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2.6 DiscussAo

Embora os felinos sejam considerados fundamentais na transmiss&o
do T. gondii existem poucos trabalhos que utilizaram vacinas para prevenir a
eliminagao de oocistos. Segundo Garcia et al. (2007) a produgdo de uma vacina com
este objetivo seria importante tanto para o controle da toxoplasmose humana, como
também para os animais de produgdo, uma vez que diminuiria a contaminagao
ambiental.

No presente estudo, os felinos do G1 tiveram uma reducdo na
eliminagéo de oocistos de 98,4% quando comparados com o grupo controle (G5) e
uma eficacia de 87,6% quando comparados com o grupo controle da via nasal (G2).
Em estudos, utilizando a cepa mutante T-263 viva, os autores verificaram uma
reducao na eliminagao de oocistos de 84 a 100% (FRENKEL et al., 1991; FREYRE
et al.,, 1993). Outro estudo utilizando a mesma cepa, T-263 com objetivo de
determinar a eficacia da vacina em felinos de propriedades rurais e diminuir a
exposig¢ao de suinos a toxoplasmose, verificaram uma diminuicdo na prevaléncia do
T. gondii em suinos e em felinos jovens (MATEUS-PINILLA et al.,, 1999). Estes
autores demonstram a importdncia da imunizacao de felinos na prevencao da
doenca. No entanto, os estudos com esta cepa T-263 foram descontinuados,
provavelmente pelos problemas de conservagao dos bradizoitos vivos a baixas
temperaturas, além do risco de infecgdo para seres humanos e animais (DUBEY,
1995).

Omata et al. (1996) testaram uma vacina para felinos com
taquizoitos da cepa Beverley irradiados com ®°Co e verificaram uma protecéo parcial
na eliminagao de oocistos de 43%, quando os felinos foram desafiados com cistos
cerebrais da mesma cepa. No entanto, quando outro grupo de felinos foi vacinado
com taquizoitos irradiados da cepa RH e desafiados com a cepa Beverley todos
eliminaram oocistos nas fezes. Com o mesmo objetivo, porém, utilizando uma vacina
de DNA expressando a proteina ROP2, Mishima et al. (2002) nao verificaram
reducao na eliminagao de oocistos, no entanto, os felinos imunizados produziram
IgG sérica para a ROP2.

Da mesma forma, Garcia et al. (2007) testaram uma vacina em
gatos com antigenos de roptrias pela via nasal e verificaram que 68% dos felinos

nao tinham oocistos detectaveis nas fezes apods o desafio com a cepa VEG (tipo llI).
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Estes resultados deram base para o desenvolvimento do presente estudo, ou seja,
um aumento no numero de felinos por grupo experimental, uso de uma cepa
diferente para o desafio (ME-49, tipo IlI), bem como testar a via retal como uma
Op¢ao na imunizacgao.

No presente trabalho nenhum animal apresentou sinais clinicos apos
o desafio experimental com 800 cistos teciduais da cepa ME-49. Sinais clinicos, em
felinos desafiados experimentalmente com cistos teciduais, sdo geralmente raros
(DUBEY & THULLIEZ, 1989; BURNEY et al., 1995), entretanto diarréia pode ser
observada (LAPPIN et al.,, 1989; DUBEY et al.,, 1995). Os sinais clinicos da
toxoplasmose em gatos dependem de varios fatores, tais como, idade, época da
primo infecgao, tipo da cepa, estagio do parasita, forma como o animal se infecta,
estado nutricional e infec¢des simultédneas (DUBEY, 1995).

Conforme descrito anteriormente, a protecédo contra a eliminagao de
oocistos em felinos ¢é dificil de conseguir e esta s6 sera obtida, seja totalmente ou
parcialmente, apds o estimulo adequado da imunidade do hospedeiro. Desta forma
as vias nasal e retal tém sido descritas como bons estimulantes da imunidade
humoral e celular (FINERTY et al., 2000). Além disso, a via nasal requer menor
quantidade de antigeno do que a via oral e estimula tanto a imunidade local quanto
sistémica (VELGE-ROUSSEL et al., 2000). Alguns estudos em camundongos com
vacina de SAG1 pela via nasal descreveram uma protecao parcial contra a formagao
de cistos teciduais do T. gondii (DEBARD et al., 1996; VELGE-ROUSSEL et al.,
2000; BONENFANT et al., 2001).

A vacinagao tanto pela via nasal (G1), como pela via retal (G3)
estimulou parcialmente a produgédo sérica de IgM e IgG . Alguns estudos tém
revelado que a presenga de IgA intestinal € um fator importante no controle da
toxoplasmose (OMATA et al.,, 1997; BONENFANT et al., 2001). Desta forma,
considerando que todos os animais do G1 apresentaram IgA intestinal em niveis
acima do ponto de corte, o que pode ter inibido a adesado dos bradizoitos nas células
intestinais, e consequentemente, uma menor eliminacdo de oocistos e periodo
patente, demonstrando assim a eficacia da imunizacéo e da via utilizada. Igarashi et
al. (2008) testando uma vacina de proteinas recombinantes em camundongos
observaram niveis significativos de Imunoglobulina-A nas fezes desses animais no
dia que foi realizado o desafio, estes resultados estdo em conformidade com nosso

trabalho, enfatizando a importancia da imunidade local para o T. gondii.
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Finerty et al. (2000) como alternativa de estimular a imunidade de
mucosa, pela proliferacao de linfocitos, administraram adjuvantes Quil-A ou Toxina
Colérica pela via retal em felinos e observaram a estimulacdo de Células T.
Entretanto, no presente trabalho houve uma resposta celular sistémica pela
proliferacdo de linfocitos nos felinos imunizados pela via nasal, diferentemente ao
grupo imunizado pela via retal que ndo apresentou estimulagdo, o que demonstrou a
efetividade da imunizagédo nasal. Este tipo de resposta ja havia sido observada, no
entanto, em camundongos imunizados com SAG 1 e toxina colérica (DEBARD, et
al., 1996).

Os resultados observados vao ao encontro daqueles descritos por
Frenkel et al. (1991), onde verificaram que n&o €& preciso os felinos eliminarem
oocistos durante as imunizagdes para obter uma imunidade eficaz contra um
posterior desafio experimental. Garcia et al. (2005) testando uma vacina de roptrias
do T. gondii em suinos, observaram uma protecao contra a infeccdo aguda e uma
protecao parcial contra a formacgao de cistos teciduais. Estes resultados, segundo os
autores, poderiam estar associados a baixa imunidade intestinal induzida pela
vacinagao sistémica. Além disso, mesmo apds a imunizagdo subcutdnea com
taquizoitos e producdo de anticorpos sistémicos, alguns felinos nao adquirem
imunidade contra a eliminagdo de oocistos (DUBEY & FRENKEL, 1972; FRENKEL
et al., 1991). Adicionalmente, Frenkel & Smith (1982) descreveram que alguns gatos
nao desenvolveram anticorpos apoés a eliminacido de oocistos nas fezes.

O periodo pré patente observado neste estudo foi de 4 a 9 dias, com
um pico de eliminagdo no 5° dia apds desafio. Este resultado foi semelhante ao
descrito por Dubey (2005), ou seja, um periodo pré patente variando de 3 a 10 dias
em felinos infectados com cistos teciduais. Segundo Dubey (2005), a infecgdo nos
felinos € mais comum pela ingestao de bradizoitos e a eliminagdo de oocistos € em
torno de 100%, sendo assim, utilizamos no desafio experimental cistos teciduais.

Neste estudo foi verificada eficacia de 98,4% na protecédo contra a
eliminagao de oocistos do T. gondii no G1, comparando com o G5. Porém quando o
G1 foi comparado com o grupo G2, essa eficacia foi de 87,6%, isso ressalta a menor
eliminagdo de oocistos no G1, que eliminou apenas 91.000 oocistos. A analise
estatistica demonstrou que o G1 eliminou significativamente (P<0,05) menos
oocistos que todos os outros grupos. Nos felinos do G3, vacinados pela via retal,

observou-se uma eficacia de 53%. Desta forma, a vacinagdo com roptrias pela via
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nasal mostrou uma protecédo parcial em felinos, porém, outros estudos devem ser
conduzidos para incrementar novas perspectivas em relagdo a vacinas contra

toxoplasmose em felinos.
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3 CONCLUSAO

As proteinas de roptrias foram expressas em alta concentragdo na
densidade de 1,4 molar de sacarose.

Os animais que receberam proteinas de roptrias pela via nasal
eliminaram 98,4% menos oocistos que o grupo controle.

As proteinas de roptrias do T. gondii estimularam parcialmente a
producao da imunidade humoral e celular nos felinos imunizados pela via intranasal.

Todos os animais que foram desafiados com a cepa ME-49

eliminaram oocistos através das fezes e ndo desenvolveram a doencga clinicamente.



