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Sabedoria

Mais &gl que todo o movimento é a

Sabedoria, ela atravessa e penetra tudo, gracas a sua pureza. Ela € um sopro do

poder de Deus, uma irradiacdo limpida da gléria do Todo-poderoso; assim mancha

nenhuma pode insinuar-se nela. E ela uma efuséo da luz eterna, um espelho sem
mancha da atividade de Deus, e uma imagem de sua bondade.

Sb 7, 24-26

Se alguém deseja uma vasta ciéncia, ela sabe

o passado e conjectura o futuro; conhece as sutilezas oratdrias e revolve 0s

enigmas; prevé os sinais e os prodigios, e 0 que tem que acontecer no decurso das

idades e dos tempos. Portanto, resolvi toma-la por companheira de minha vida,

cuidando que ela sera para mim uma boa conselheira, € minha consolagcdo nos
cuidados e na tristeza.

Sb 8, 8-9
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CUNHA, I. A. L. Imunizacdo de suinos com proteinas de roptrias e recombinante (rROP2)
do Toxoplasma gondii para protecdo contra a formacao de cistos teciduais. 2014. 76 f. Tese
(Doutorado em Ciéncia Animal) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2014.

RESUMO

O Toxoplasma gondii € um parasita intracelular obrigatério que acomete todos 0s animais
homeotermos e 0 homem. O consumo de carne suina crua ou mal cozida contendo cistos é
considerada uma das mais importantes fontes de infeccdo para o ser humano. Assim, o
desenvolvimento de vacinas, objetivando a protecdo contra a formacéo de cistos teciduais, pode
contribuir para o controle do T. gondii. O objetivo do presente estudo foi valiar a resposta imune e
a protecdo contra a presenca do Toxoplasma gondii em tecidos de suinos imunizados com
proteinas nativas de roptrias e proteina recombinante (rROP2) do T. gondi, pelas vias intranasal e
intramuscular. No primeiro experimento, foram utilizados 13 suinos mesticos, divididos em trés
grupos, G1 (n=6) receberam proteinas de roptrias (200 pg) associadas ao Quil-A (50 ug), G2
(n=4) e G3 (n=3) receberam Quil-A (50 pg) e PBS, respectivamente. Os tratamentos foram
administrados em intervalos de 21 dias pela via nasal. Sete dias apés a Ultima dose da vacina dois
animais do G1 foram eutanasiados para coleta de linfonodos mesentéricos e 0s demais animais do
G1 foram desafiados com 10° oocistos infectantes da cepa VEG e abatidos 45 dias apds o desafio.
A imunidade humoral (IgG e IgM) e a imunidade celular foram avaliadas pelo o Ensaio
Imunoenzimatico Indireto (ELISA) e por proliferacdo de linfécitos, respectivamente, e a presenca
de cistos nos cérebros dos suinos foi avaliada pela técnica de bioensaio em camundongos. Em
conclusdo, a imunizacdo em suinos pela via nasal com proteinas de roptrias e Quil-A como
adjuvante foi capaz de estimular alta resposta celular em linfocitos de linfonodos mesentéricos e
protecdo parcial contra a formacédo de cistos cerebrais. No segundo experimento foram utilizados
12 suinos mesti¢os, divididos em trés grupos, G1 (n=4) receberam proteinas recombinantes ROP2
do T. gondii (200 pg) associadas ao ISCOMATRIX, G2 (n=4) e G3 (n=4) receberam
ISCOMATRIX e PBS, respectivamente. Todos os tratamentos foram administrados pela via nasal
nos dias 0, 14, 28, 42, 56 e 72 e pela via intramuscular nos dias 86, 93 e 100. No dia 110 todos os
animais foram desafiados com 4x10* oocistos infectantes da cepa VEG. A imunidade humoral
(1gG, IgM e IgA) foi avaliada utilizando ELISA e a presenca de T. gondii no sangue e tecidos
(lingua, masseter, coracéo e diafragma) foi avaliada pela técnica de bioensaio em camundongos.
Todos os animais do G1 produziram anticorpos (1gG, IgM e IgA) acima do ponto de corte, no dia
do desafio. Animais do G2 e G3 permaneceram com titulos abaixo do ponto de corte antes do
desafio. Apo6s o desafio foi observado producdo de altos titulos de anticorpos produzidos nos
animais imunizados e soro conversdo observada em nove dias pos desafio nos animais do grupo
controle e foi observado protecdo parcial contra a presenga do T. gondii nos tecidos. Como
conclusdo as proteinas de roptrias do T. gondii administradas pela via nasal com Quil-A
estimularam a resposta imune celular intestinal e as proteinas recombinantes do T. gondii
administradas pela via intramuscular com ISCOMATRIX estimularam a producdo de altos titulos
de anticorpos em suinos e em ambos os estudos foram verificadas a protecdo parcial contra a
presenca de cistos teciduais do T. gondii. Para um melhor estimulo da resposta imune, estudos
sobre imunizacdo em suinos envolvendo duas ou mais proteinas recombinantes do T. gondii
associadas na mesma vacina devem ser avaliadas no futuro, além de estudos sobre imunizacdes
objetivando a reducdo de lesdes oculares causadas pelo Toxoplasma gondii em suinos.

Palavras-chave: Roptrias. rROP2. Toxoplasmose. Vacina. Protecdo. Via nasal e intramuscular.



CUNHA, I. A. L. Immunization of pigs with crude rhoptries proteins and recombinant
(rROP2) proteins of Toxoplasma gondii to protect against the formation of tissue cysts.
76 p. Thesis (PhD in Animal Science) - State University of Londrina, Londrina, 2014.

ABSTRACT

Toxoplasma gondii is an obligate intracellular parasite that affects all warm-blooded animals
and humans. Pork meat containing tissue cysts is considered one of the most important routes
of transmission to humans. Vaccination of domestic animals, aiming to reduce the number of
tissue cysts, may be one of the strategies for the control of T. gondii. The aim of this study
was evaluate the immune response and protection against the presence of Toxoplasma gondii
in tissues of pigs immunized with crude rhoptry proteins and recombinant proteins (rROP2) of
T. gondii by intranasal and intramuscular route. In the first experiment we used 13 mixed-
breed pigs divided into the following three groups: G1 (vaccinated-challenged, n = 6), which
received the rhoptry vaccine (200 (g/dose); G2 (adjuvant-challenged, n = 4), which received
PBS plus Quil-A; and G3 (unvaccinated-challenged, n = 3), which was the control group. The
treatments were performed intranasally at days 0, 21, and 42. Three pigs from G1 produced
IgG and IgM antibody levels above the cut-off in the ELISA on the challenge day. Partial
protection was observed in G1 at the chronic phase of infection when compared with G3. The
preventable fractions were 41.6% and 6.5%, in G1 and G2, respectively. The results of this
study suggest that rhoptry proteins plus Quil-A stimulated humoral, local, and systemic
immune responses, which were able to partially protect the brain from cyst formation. In the
second experiment we used 12 mixed-breed pigs divided into three groups, G1 (vaccinated-
challenged, n=4) received recombinant ROP2 proteins (200ug/ dose), G2 (adjuvant-
challenged, n=4) received PBS plus Quil-A, and G3 (unvaccinated-challenged, n=3) was
considered control group. The treatments were performed at days 0, 14, 28, 42, 56 e 72 by
intranasal route and days 86, 93 e 100 by intramuscular route. At day 110, all animals of this
study were challenged with 4x10* infective oocysts of the VEG strain. The animals were
examined daily for clinical signs. Humoral immune response (IgG, IgM and IgA) were
evaluated weekly by Indirect Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA). The presence
of T. gondii in blood and tissues (tongue, masseter muscle, heart and diaphragm) was assessed
by bioassay in mice. All the animals of G1 produced antibodies (IgG, IgM and IgA) above the
cut-off point on the day of challenge. The G2 and G3 remained with titers below the cut-off
point before the challenge. It was observed high production of antibodies titersin immunized
animals and seroconversion atday 9 after challenge in the animals from control group. Partial
protection against presence of T. gondii in tissues was observed. For better stimulation of the
Immune response, immunization studies in pigs involving two or more recombinant proteins
of T. gondii associated in the same vaccine should be evaluated in the future. Studies of
immunization aiming to reduce eye damage caused by Toxoplasma gondii in pigs should also
be encouraged.

Keywords: Rhoptry. rROP2. Toxoplasmosis. Vaccine. Protection. Intranasally. Intramusculary.
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1 REVISAO - Toxoplasma gondii EM SUINOS: PERSPECTIVAS EM VACINAS.

1.1 INTRODUCAO

A toxoplasmose é uma zoonose causada pelo Toxoplasma gondii, espécie
pertencente ao Filo Apicomplexa; Levine, 1970, Classe Sporozoasida; Leukart, 1879,
Subclasse Coccidiasina; Leukart, 1879, Ordem Eimeriorina; Leger, 1911, Familia
Toxoplasmatidae, Biocca, 1956 e Género Toxoplasma; Nicolle and Manceaux, 1909
(DUBEY, 2010). E um parasita intracelular obrigatério (JACOBS; LUNDE, 1957) que
apresenta ampla prevaléncia em seres humanos e em animais em todo o mundo (DUBEY,
2009).

Foi primeiramente descrito por Splendore (1908) que isolou o parasita em
um coelho de laboratério em S&o Paulo e posteriormente Nicolle e Manceaux (1908) no
Instituto Pasteur de Tunis na Tunisia descreveram em um roedor (Ctenodactylus gundi) da
Africa do Sul. Ambos os grupos relacionaram a nova descoberta com Leishmania e, somente
em 1909, Nicolle e Manceaux reclassificaram o novo parasita como T. gondii (NICOLLE;
MANCEAUX, 1909) sendo a Unica espécie do género Toxoplasma (DUBEY, 2010).

Toxoplasma gondii € estruturalmente formado por uma membrana externa,
anéis polares, conbide, microtibulos, granulos densos, micronemas, roptrias, mitocondria,
microtabulos, reticulo endoplasmatico, complexo de golgi, ribossomos, reticulo
endoplasmatico rugoso, microporo e um nudcleo com parede bem definida (DUBEY, 1994;
METSIS; PETERSEN, 1995). Possui trés estagios de infeccdo: taquizoitos, bradizoitos (cistos
em tecidos) e esporozoitos (oocistos) (DUBEY, 1994). O parasita possui a capacidade de
invadir uma enorme variedade de células nucleadas, tecidos e hospedeiros (CARRUTHERS,
2002). Devido as suas caracteristicas bioldgicas, tem sido utilizado como importante modelo
para estudos bioldgicos do filo Apicomplexa (ROOS et al., 1999).

Apesar da sua identificacdo ter sido relatada no comeco do século XX,
apenas no inicio da década de 70 é que foram descritos os hospedeiros definitivos e
intermediarios (FRENKEL; DUBEY; MILLER, 1970; MILLER; FRENKEL; DUBEY,
1972).

Os gatos domeésticos e felideos selvagens s@o os hospedeiros definitivos do
parasita e 0s Unicos a eliminarem oocistos pelas fezes (FRENKEL; DUBEY; MILLER,
1970). Ap6s a ingestdo de taquizoitos, bradizoitos ou esporozoitos, ocorre a fase de

esquizogonia no epitélio intestinal dos felideos, levando a formacéo dos oocistos (DENKERS
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et al., 1993). Os periodos pré-patentes sdo de 3 a 10 dias apds a ingestdo de cistos, maiores
que 18 dias apds a ingestdo de oocistos (DUBEY, 2001) e maiores que 19 dias apds a ingestdo
de taquizoitas (DUBEY, 2010). Os oocistos sdo eliminados através das fezes sob a forma nao
esporulada (ndo infectante) e a esporulacdo ocorre no meio ambiente entre 1 a 5 dias
dependendo das condig¢des de temperatura e umidade (DUBEY et al., 1998).

Entre os hospedeiros intermediarios, encontra-se 0 homem e 0s animais
domésticos e selvagens (MILLER; FRENKEL; DUBEY, 1972; CARRUTHERS, 2002).
Hospedeiros intermediarios podem adquirir o T. gondii pela ingestdo de tecidos de animais
infectados com cistos, alimentos ou &gua contaminados com oocistos esporulados, ou por
transmissdo transplacentéria (DUBEY, 1994).

Normalmente, T. gondii parasita o hospedeiro sem causar sinais clinicos
(FISHER et al., 1998). Porém, quando ocorrem, estdo relacionados a espécie, idade do
hospedeiro, gestagdo, condi¢cBes nutricionais e imunoldgicas, quantidade de inoculo do
parasita, estagio infectante e infeccbes concomitantes (DUBEY, 1994; DUBEY et al., 1994;
LIESENFELD et al., 2001; DUBEY; JONES, 2008). O microorganismo é capaz de causar
uma doenca congénita severa em fetos, encefalites em individuos imunocomprometidos e
alteracOes oculares em animais e humanos (DUBEY, 1994; KUMOLOSASI et al., 1996;
FISHER et al., 1998; JACOBS et al., 1998; SILVEIRA et al., 2003).

A toxoplasmose em humanos ocorre com frequéncia sob a forma de
infeccdo crbnica e assintomatica, sendo encontrada em todos 0s continentes, inclusive no
continente Antartico. De uma forma geral, a prevaléncia é maior na América Latina quando
comparada com a América do Norte e Leste da Asia (PAPPAS; ROUSSOS; FALAGAS,
2009) e a soro prevaléncia encontrada em gestantes varia de 4% na Coréia a 92% no Brasil
(RYU et al., 1996; FIGUEIRO-FILHO et al., 2005). O Brasil apresenta ocorréncia de
anticorpos em humanos que se encontram entre as mais elevadas do mundo, com prevaléncias
entre 37% e 91% (DETANICO; BASSO, 2006; FIGUEIRO-FILHO et al., 2005; MANDAI;
LOPES; MITSUKA-BREGANO, 2007; LAGO et al., 2009). Nos Estados Unidos e Reino
Unido a prevaléncia estimada é de 16 a 40%, na América Central e do Sul e na Europa, a
prevaléncia é de aproximadamente 50 a 80% (TENDER; HECKEROTH; WEISS, 2000;
JONES et al., 2001).

Apesar da baixa incidéncia da toxoplasmose congénita, seu impacto
econdmico é elevado e esta relacionado a gravidade da infeccdo, complicagfes associadas,
tratamento e custos sociais (ROBERTS; FRENKEL, 1990; ROBERTS; MURRELL,;

MARKS, 1994). A infec¢do no inicio da gestagédo, pode causar aborto ou ma-formacéo fetal,
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sendo que as criancas podem apresentar hidrocefalia, coriorretinite, calcificacdo cerebral e
retardo mental (DUNN et al., 1999), conhecida como a Tétrade de Sabin (SABIN, 1942) ou
podem nascer normais e desenvolver sequelas durante a infancia ou na fase adulta. Além
disso, pode levar a reativacdo da infeccdo cronica em gestantes, podendo ocorrer a formagéo
de lesBes oculares na mée além da transmissdo congénita (ANDRADE et al. 2010).

Mitsuka-Bregand; Lopes; Navarro (2010) propuseram medidas relacionadas
ao diagndstico, tratamento e condutas das gestantes com objetivo de evitar a toxoplasmose
congénita, focando na prevencao da ingestdo de oocistos presentes no solo, agua e alimentos,
de cistos presentes na carne e da ingestdo de taquizoitas. Como medidas de prevencdo da
infeccdo pelo Toxoplasma gondii, os autores descreveram cuidados com a alimentagdo de
gatos, que deve ser realizada somente com racdo ou carne cozida, a manipulacdo da terra
somente com luvas, a retirada mecanica de impurezas das frutas e vegetais, o controle de
moscas e baratas, a ingestdo de carnes somente bem cozidas, o congelamento dos produtos
carneos por sete dias e também, praticas de higiene como no manuseio de carnes cruas, como
lavar as méos e superficie de preparacdo (tdbuas e facas).

A toxoplasmose ocular pds-natal em humanos pode ser caracterizada por
lesbes similares as da toxoplasmose ocular congénita (MAENZ et al., 2014) ocorrendo
concomitantemente com a parasitemia ou apds um intervalo de tempo (STEHLING,;
OREFICE, 1996) podendo comprometer de forma irreversivel a visdo (SILVEIRA et al.,
2001). A forma ocular da doenca foi tradicionalmente considerada uma doenca de
manifestacdo congénita (GLASNER et al, 1992;. GILBERT; STANFORD, 1999), no entanto,
alguns estudos (SILVEIRA et al., 2001; HOLLAND, 2003; STANFORD; TAN; GILBERT,
2006) mostram que a maioria dos casos sdo devido a doenca adquirida, o que significa que
toda a populacdo pode potencialmente desenvolvé-la e ndo somente individuos com
toxoplasmose congénita. Casos de doenca adquirida foram relatados por Gilbert; Stanford
(1999); Silveira; Belfort; Burnier (1987); Glasner et al. (1992); Belfort Jr et al. (1999), nos
quais foram analisadas aproximadamente 150 familias com irmdos ndo gémeos com lesdes
oculares e também, médes com sorologia negativa e filhos com lesGes oculares. Gilbert;
Stanford (1999) relataram que aproximadamente 2/3 dos pacientes que apresentam

toxoplasmose ocular adquiriram a infec¢do apds o nascimento.
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1.2 TOXOPLASMOSE EM SUINOS

A toxoplasmose em suinos foi descrita pela primeira vez nos Estados
Unidos da Ameérica por Farrel et al. (1952). No Brasil, o primeiro relato dessa parasitose em
suinos foi feito por Silva (1959) que descreveu um caso no estado de Minas Gerais baseado
no diagnostico histoldgico. Posteriormente, Amaral; Macruz (1969), em S&o Paulo, e Schenk;
Lima; Viana (1976), em Minas Gerais, isolaram o parasita do diafragma e do cérebro de
suinos, clinicamente sadios, abatidos para consumo humano.

Em suinos a apresentacdo € frequentemente assintomatica (FISHER et al.,
1998), mas casos severos sdo caracterizados por dispneia, fraqueza, anorexia, hipertermia,
cianose, diarreia, fraqueza em membros posteriores e morte (DUBEY, 2009; DUBEY, 2010)
e alteracGes reprodutivas (BASSO et al., 2014).

A maior parte das infec¢cdes naturais por T. gondii em suinos se da pela
ingestdo de oocistos presentes no ambiente (OKAMOTO et al., 1989) ou alimentos e racdes
contaminadas com oocistos (DUBEY, 2010) e roedores portando cistos teciduais representam
uma importante fonte de infeccdo para os suinos. Kijlstra et al. (2008) analisaram a presenca
de T. gondii nos tecidos de roedores, através da reacdo em cadeia pela polimerase (PCR) em
tempo real, capturados em trés propriedades de suinocultura organica na Holanda e
encontraram prevaléncia de 10.3% (4/39) em Rattus norvegicus, 6,5% (2/32) em Mus
musculus, 14,3% (1/7) em Apodemus sylvaticus e 13,6% (3/22) em Crocidura russula. A
soroprevaléncia em suinos abatidos nessas propriedades era de 8 a 17% e caiu para 0 a 10%
durante a vigéncia do programa de controle de roedores. Apds quatro meses do programa, a
infecgdo por T. gondii esteve ausente nos suinos de duas das trés fazendas investigadas e
apareceu novamente em uma dessas duas fazendas apds o encerramento da campanha de
controle de roedores.

Na espécie suina a presenca de resposta imune humoral do T. gondii esta
relacionado com a presenca de cistos teciduais (DUBEY, 2009; VERHELSTA et al., 2011).
Diversos estudos relatam taxas de isolamento do T. gondii, em suinos soropositivos, de 31,7%
(DUBEY et al., 1995), de 25% (DOS SANTOS et al., 2005), de 62,5 % (CLEMENTINO-
ANDRADE et al. 2013) e 69,2% (MIURA, 2014).

Em um inquérito nacional de base populacional realizado nos EUA em
1983-1984, a soroprevaléncia foi de 23,9% em suinos destinados ao abate e 42% em fémeas
matrizes (DUBEY et al. 1991). Quando os animais de algumas dessas areas foram testados

em 1992, a soroprevaléncia de T. gondii caiu para 20,8% em animais de cria e 3,1% em
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animais de terminacdo (DUBEY et al., 1995). Houve um constante declinio na prevaléncia de
T. gondii em suinos em quatro inquéritos realizados nos EUA em 1990 (10,05%), 1996
(20%), 1998 (3,2-15%) e 2009 (2,65%) (ZIMMERMAN et al., 1990; PATTON et al., 1996;
PATTON etal., 1998; HILL et al., 2010).

Desde a década de 80 estudos relatam um declinio na prevaléncia de
toxoplasmose em suinos em todo 0 mundo (DUBEY, 2009). No entanto existe uma tendéncia
mundial recente de criacdo de suinos organicos ou extensivos que pode levar ao aumento da
soroprevaléncia nesses animais (MEERBURG et al., 2004, 2006; VAN DER GIESSEN et al.
2007; KIJLSTRA et al. 2004, 2004a, 2008; KIJLSTRA; MEERBURG; BOS., 2009). Nos
EUA a criacdo organica segue regulamentagdes os suinos devem ter acesso ao ambiente
externo inclusive em pastagens para ruminantes (NOP, 2014). No Brasil a suinocultura
organica € regulamentada somente para os sistemas semi-intensivo ou extensivo nao sendo
permitida a utilizacdo de quimioterdpicos (BRASIL, 2011). Dubey et al. (2012) estudou a
prevaléncia de toxoplasmose em suinos de criagdo organica nos Estados Unidos da América
utilizando o teste de aglutinacdo modificado (MAT) e encontrou prevaléncia de 90,9%
(30/33) onde obteve cepas de T. gondii isoladas de coracdes de 17 suinos, inclusive de um
animal negativo na sorologia. No Brasil, alguns estudos encontraram soro prevaléncias em
suinos produzidos em sistemas de criacdo semi-intensiva ou extensiva, de 20,6% (FRAZAO-
TEIXEIRA; OLIVEIRA, 2001) e 25,5% (SOUZA et al., 2014) e sistema artesanal (22,5%)
(CADEMARTORI et al., 2012).

Na década de 90 a soroprevaléncia em suinos, em alguns paises europeus,
também diminuiu em razdo do manejo intensivo (DUBEY, 2009). Na Austria, a
soroprevaléncia de 14% em 1982 diminuiu para 0,9% em 1992 (EDELHOFER, 1994).
Posteriormente, anticorpos contra T. gondii foram detectados pela técnica de ELISA em 42
dos 807 (5,2%) amostras de soro obtidos em carne de suinos abatidos na Suécia (LUNDE'N et
al., 2002). Na provincia de Yunnan, no sudoeste da China, anticorpos contra T. gondii foram
encontrados em 16,97% (141/831) das amostras, sendo 0s suinos para abate com a maior taxa
(22,28%), seguido de fémeas reprodutoras (16,59%), utilizando o teste de hemaglutinacdo
indireta (HI) (ZOU et al., 2009).

Em diversos estudos sorolégicos para toxoplasmose em suinos de diferentes
categorias realizados no Brasil (Quadro 1) a prevaléncia tem variado de 4% a 37,84%
(CARLETTI et al., 2005; FIALHO e ARAUJO, 2003; GARCIA et al., 1999; SUAREZ-
ARANDA et al.,, 2000; TSUTSUI, et al.,, 2003; VIDOTTO et al., 1990) com extremos
variando de 0% (BRANDAO et al., 2006) a 90,4% (GUIMARAES et al., 1992).
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No Brasil, na regido norte do estado do Parand, também se observou uma
diminuicdo na soroprevaléncia para a toxoplasmose em 2003 (15,35%) e 2005 (4%)
(TSUITSUI et al., 2003: CARLETTI et al., 2005), quando comparado aos resultados de
Vidotto et al. (1990) (37,84%) e Garcia et al. (1999) (24%) relacionado a implantacdo de
modernas técnicas de criagdo intensiva de suinos (HOVE; LIND; MUKARATIRWA, 2005;
DUBEY, 2009) durante o periodo.

Além disso, existem regides onde ha produgdo e consumo de carne suina
ndo fiscalizada pelos 6rgdos competentes e Freitas et al. (2009) encontrou frequéncia de 50%
de positivos em suinos destinados ao abate clandestino em Bélém — PA, concluindo elevado

risco sanitério para a saide humana.

1.3 CARNE COMO IMPORTANTE FONTE DE INFECGAO.

No ano de 2012, a producdo mundial de carne suina chegou a 111,7 milhdes
de toneladas, obtendo um crescimento de 42,6% nos ultimos 17 anos (ROPPA, 2014). No
mesmo ano no Brasil foram produzidos 3,49 milhdes de toneladas de carne suina com mais de
580 mil toneladas exportadas para 60 paises e 0 consumo per capta da populacao brasileira no
ano de 2012 foi de 15,1Kg (ABIPECS, 2013). Associado a isso, a demanda global de
alimento esta projetada para aumentar por volta de 70% até 2050 como resultado do aumento
populacional superior a 9 bilhdes de pessoas.

A disseminacéo da infec¢do ao humano é favorecida pela alta prevaléncia da
infecgdo nos animais domésticos. Entre os animais destinados a alimentacdo humana, suinos,
ovinos, e caprinos sdo 0s mais propensos a infeccdo quando comparados com equinos e
bovinos. (NAVARRO et al., 1992; DUBEY, 1994).

O fato de que os cistos podem permanecer viaveis na musculatura dos
suinos infectados por até 875 dias (DUBEY, 2010) e ndo serem detectaveis ao abate, torna
esse alimento uma das principais fonte de infeccdo para os seres humanos (DUBEY et al.,
1991; DUBEY, 1994; DUBEY et al., 1998) quando ingerido cru ou mal cozido (KOSKI,
1990). Segundo Dubey; Jones (2008), uma taxa de infec¢do de 1% equivaleria a um milh&o de
suinos infectados destinados ao consumo humano nos EUA. Qualquer peca de carne suina
infectada pode ser uma fonte de infeccdo, pois o T. gondii foi encontrado na maioria dos
tecidos comestiveis ou cortes de carne tanto experimentalmente quanto naturalmente
infectados (DUBEY; MURRELL; FAYER, 1984). Um suino de 50 kg comercializado seria

responsavel por mais de 300 porcdes de carne e estima-se que um animal possa ser consumido
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por 200-400 pessoas, pois muitos produtos sdo produzidos com carne suina (FEHLHABER;
HINTERSDORF; KRUGER, 2002). Segundo Dubey; Murrel; Fayer (1984), estes produtos
sdo responsaveis por 50 a 75% de todos os casos de toxoplasmose humana nos Estados
Unidos.

Na Europa, trés grandes estudos caso-controle identificaram a carne crua ou
mal cozida como o fator de risco mais importantes para gestantes mulheres (KAPPERUD et
al, 1996; COOK et al., 2000). O consumo de carne mal cozida foi a causa de infeccdo em 30-
60% das gestantes com toxoplasmose aguda segundo Cook et al., 2000. Pequenos surtos de
toxoplasmose tém sido associados ao consumo de carne crua na Koréia, EUA, Guiana
Francesa e Nova Zelandia (CHOI et al., 1997; ROSS et al.,, 2001; LAKE; HUDSOM,;
CRESSEY, 2002).

O risco de adquirir a infeccdo pelo consumo de carnes cruas ou mal cozidas,
fato comum em varias regides do Brasil, é relatado por Vidotto et al. (1990), Navarro et al.,
(1992) e Dias et al. (2005). Em algumas localidades, a ingestdo de embutidos artesanais
preparados com carnes desta espécie € uma via de transmissdo importante, ndo sO para 0s
individuos que a ingerem, mas também para aqueles que estdo envolvidos com a sua
preparacdo (SPALDING et al., 2005). Dias et al. (2005) demonstraram, por meio do bioensaio
em camundongos, a presenca de cistos de T. gondii em 13 das 149 (8,7%) amostras de
linguicas de origem suina tipo frescal, concentradas com 2,0 a 2,5% de sal e coletadas no
local de producéo.

Evidéncia indireta do risco de infeccdo pela carne vem da observacdo de
que a prevaléncia de T. gondii € menor em individuos vegetarianos estritos (HALL et
al.,1999; ROGHMANN et al., 1999). Em um estudo realizado nos EUA, uma diminuigédo
significativa do risco de infeccdo pelo T. gondii foi encontrada em membros do grupo
religioso Adventistas do Sétimo Dia. Segundo os autores, um possivel fator de protecédo
estava relacionado a alimentacdo dos membros dessa comunidade que, por razdes religiosas,
mantinham uma dieta ovo-lacto-vegetariana, isenta de carnes de mamiferos, aves e frutos do
mar (ROGHMANN et al., 1999).

1.4 VACINAS E IMUNIZACAO EM SUINOS
A vacinacdo dos animais domésticos pode ser uma das estratégias para o

controle do T. gondii e tem dois objetivos: reduzir as perdas econdmicas provocada pelos

danos reprodutivos e reduzir o nimero de cistos teciduais. Assim, pode-se diminuir o risco da
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infeccdo a0 homem pela ingestéo de cistos em carnes cruas ou mal cozidas (DUBEY, 1996).

Embora a vacinacdo seja uma medida importante no controle da
toxoplasmose, atualmente, apenas uma vacina (TOXOVAX®, MSD Animal Health, Summit,
NJ, USA) e comercializada na Nova Zelandia, Gra-Bretanha, Irlanda e Franca para uso em
0vinos e caprinos para evitar a toxoplasmose congénita (GARCIA et al., 2014).

A vacina TOXOVAX® é composta por taquizoitos vivos da cepa S48 do
Toxoplasma gondii que perdeu sua capacidade em formar cistos nos tecidos, apds sucessivas
passagens em camundongos, tornando-se uma cepa incompleta (O'CONNELL; WILKINS;
TE PUNGA, 1988) ndo sendo capaz de estabelecer uma infeccdo persistente nos animais
(BUXTON, 1993). Cada dose recomendada da vacina contém aproximadamente 10°
taquizoitas em volume de 2 ml e deve ser administrada em dose Unica, trés semanas antes do
acasalamento em animais com idade acima de cinco meses de idade. A imunidade induzida
por essa vacina apresenta duracdo de até 18 meses e seu potencial para evitar a formacao de
cistos teciduais € desconhecido (GARCIA et al., 2014).

Como desvantagens, a TOXOVAX® oferece risco de infecdo aos seres
humanos que manipulam a vacina, tem um curto prazo de validade, alto custo, pode reverter a
viruléncia e levar o animal a apresentar sinais clinicos (BHOPALE, 2003; STANLEY et al.,
2004) e ndo pode ser administrada proximo as estacbes de monta ou durante a gestacdo
(BUXTON, 1993).

Uma vacina que promova imunidade protetora contra o T. gondii contendo
proteinas que sdo expressas em comum nos trés estagios infectantes do parasita (esporozoito,
taquizoito e bradizoito) e a escolha da via de imunizagdo adequada, sdo de fundamental
importancia para o desenvolvimento de imunidade protetora (SPEER et al., 1995; GARCIA et
al., 2004; GARCIA, 2009) e que induza imunidade de mucosa suficiente para impedir a
penetracdo do esporozoito no intestino (BUXTON et al., 1989).

O uso de vacinas pela via nasal associadas a adjuvantes apropriados podem
induzir uma resposta imune tanto local como sistémica (VELGE-ROUSSEL; MARCELO;
LEPAGE, 2000) e requer menos antigenos que a via oral, devido a menor atividade
proteolitica. Considerando que a porta de entrada natural do T. gondii é a superficie da
mucosa do intestino, Bonenfant et al. (2001) ressalta a importancia do desenvolvimento de
uma vacina que estimule a protecdo de mucosa. Esta via tem sido utilizada com sucesso para
diminuir a formagdo de cistos teciduais em camundongos. lgarashi et al. (2008) encontrou
reducdo na formac&o de cistos teciduais utilizando as proteinas recombinantes ROP2, GRA1l e

GRAT e toxina colérica como adjuvantes. A imunizacdo de mucosa também foi estudada em
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camundongos através de vacinas administradas pela via nasal com proteinas SAG 1 e toxina
colérica (DEBARD; BUZONI-GATEL; BOUT, 1996; VELGE-ROUSSEL; MARCELO;
LEPAGE, 2000) ou endotoxinas (BONENFANT et al., 2001) como adjuvantes, onde foram
observadas imunidade local e sisttmica e reducdo do nimero de cistos teciduais quando
comparados ao grupo controle. Garcia et al. (2007) e Zulpo et al. (2012) encontraram
diminuicdo da eliminacdo de oocistos por gatos, ap6s admistracdo de proteinas de roptrias
pela via nasal.

A imunogenicidade das vacinas de subunidade deve ser melhorada com o
uso de adjuvantes, e multiplas doses sdo necessarias para 0 desenvolvimento de uma
imunidade protetora prolongada, que, normalmente, estimula a resposta imune humoral e
dependendo do adjuvante, podem estimular a resposta imune celular (GARCIA, 2009;
GARCIA; INNES; KATZER, 2014).

O desenvolvimento de vacinas para prevenir a formacdo de lesdes tipicas da
toxoplasmose ocular, como consequéncia da toxoplasmose adquirida devem ser estimuladas
além do desenvolvimento de imunomoduladores como método para evitar a reativacdo em
pacientes com toxoplasmose ocular crénica (GARCIA; INNES; KATZER, 2014).

Em suinos os principais estudos sobre avaliagdo da resposta imune se
iniciaram na década de 90 (Quadro 2).

Dubey; Urban; Davis (1991) vacinaram suinos com 10° taquizoitos da cepa
RH e desafiou-0s com 10* e 10° oocistos esporulados de um pool de 10 cepas (P10) (Me-49,
GT-1, PT-2, Aldrin e outras seis cepas isoladas em suinos) e encontrou menor infeccdo nos
animais vacinados, utilizando a técnica de bioensaio em camundongos, comparados ao grupo
controle. A porcentagem de camundongos positivos para T. gondii inoculados com tecidos
digeridos de animas ndo vacinados foi maior (60%) quando comparados com camundongos
inoculados com tecidos dos animais vacinados (31,6% - tecidos digeridos; 18,3% - tecidos
néo digeridos).

Em outro trabalho, DUBEY et al. (1994) ndo isolaram T. gondii em nenhum
dos quatro suinos imunizados com 10° taquizoitas da cepa RH e desafiados 220 dias ap6s a
vacina, com 10° oocistos de P10, enquanto que nos quatro animais ndo vacinados e
desafiados, isolaram o parasita no cérebro de trés suinos e também na lingua e no coracédo de
dois e de um animal, respectivamente.

Da mesma forma, Pinckney et al. (1994) estudaram a seguranca e a eficacia
na prevencdo de formacdo de cistos teciduais através da imunizagdo com a cepa Ts-4 em

suinos jovens. Nenhum dos animais dos grupos que receberam a vacina com Ts-4
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desenvolveram sinais clinicos ou morreram, nem se conseguiu recuperar essa cepa dos tecidos
dos animais inoculados. Porém, apds desafio com outra cepa cistogénica a Ts-4 ndo preveniu
contra a formacdo de cistos teciduais, o que demonstra a necessidade de mais estudos para
avaliar a capacidade desta cepa em prevenir a formacao de cistos em suinos.

Suinos imunizados com oocistos de T. gondii irradiados com 0,4 kilogray
(kGy) de Césio-137 (**'Cs) desenvolveram imunidade protetora. Apés desafio com oocistos
infectantes 0s animais permaneceram clinicamente normais, mas desenvolveram cistos
teciduais (DUBEY et al., 1998). Os mecanismos de inducdo da resposta imune por infeccdo
por oocistos irradiados ndo foram totalmente esclarecidos, mas Dubey et al. (1998a)
verificaram que oocistos irradiados com **’Cs (0,40 kGy) liberaram esporozoitas capazes de
penetrar nas células intestinais e linfonodos mesentéricos de camundongos, no entanto, 0s
esporozoitas nao se multiplicaram apds a penetracao.

Freire et al. (2003) imunizaram suinos com uma vacina utilizando-se de
antigenos de superficie do T. gondii incorporados ao Complexo Imuno Estimulante (ISCOM)
e apos o desafio verificaram que a vacina foi capaz de estimular uma forte resposta imune
humoral e ndo isolaram, por bioensaio, cistos teciduais nos animais vacinados.

Kringel et al., (2004) vacinaram suinos com taquizoitos da cepa RH de T.
gondii com oligodeoxynucleotideos (ODN) sintéticos especificos de suinos e
imunoestimulador (CpG) (dias 0 e 26) e desafiaram com 10* oocistos infectantes da cepa VEG
(DUBEY, 1996) (dia 49).

Apds as imunizag0es, titulos IgG anti-T.gondii, analisados pela técnica do
MAT até 10 vezes maior nos grupos vacinados comparado com o controle antes do desafio.
Apo6s o desafio, os autores observaram protecdo clinica significativa nos animais vacinados,
ndo encontrando alteracBes nas temperaturas dos animais vacinados comparados aos
controles. Os autores relatam também, que 52% dos animais vacinados ndo desenvolveram
cistos teciduais.

Garcia et al. (2005) utilizaram proteinas brutas de roptrias do T. gondii
incorporadas ao ISCOM administradas pela via sub-cutdnea em suinos e, apds desafio,
verificaram protecdo parcial contra formacédo de cistos no grupo vacinado, quando comparado
ao grupo controle positivo, mas ndo observaram protecdo contra manifestacdo clinica como
hipertermia, secrecdo ocular, prostacdo entre outros. Relata ainda, que a imunizagéo sistémica
n&o foi eficaz em estimular uma protecdo de mucosa intestinal.

Jongert et al. (2008) estudaram uma vacina contendo “pool” de plasmideos

expressando as proteinas GRAL e GRA7 administradas em duas doses (dias 0 e 21) pela via
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intradérmica em sufnos e desafiaram (dia 49) com 2x10° cistos de T. gondii da cepa IPB-G
pela via intraperitoneal. Apds as imunizagdes os autores verificaram alta resposta de 1gG e
resposta imune celular especifica contra as proteinas GRA1 e GRA7 estudadas. Apds o
desafio foram detectados altos titulos de IgG contra as proteinas GRAL e GRA7 comparada
ao grupo controle. Os autores relataram a possibilidade deste tipo de vacina proteger contra a
formacéo de cistos teciduais.

Cunha et al. (2012) utilizaram proteinas brutas de roptrias da cepa LIV-5 do
Toxoplasma gondii (GARCIA et al., 2004) incorporadas ao imunoestimulante Quil-A, que é
uma saponina obtida da planta Quillaja saponaria. A imunizagdo nos suinos foi realizada pela
via nasal em trés doses com intervalos de 21 dias e, apés desafio com 10° oocistos da cepa
VEG (DUBEY, 1996), verificaram alta proliferacdo de linfocitos mesentéricos e protecdo
parcial contra formacao de cistos teciduais no cérebro dos animais do grupo vacinado e ndo
observaram protecdo contra manifestagdo clinica.

Wang et al. (2013) imunizaram suinos com antigenos secretados-excretados
do Toxoplasma gondii, extraidos do sobrenadante de cultivo de células Vero infectadas com
taquizoitas do T. gondii, associados ao adjuvante de Freund. A vacina foi administrada pela
via subcutanea e apds o desafio com taquizoitas, pela via intraperitoneal, os autores relataram
protecdo contra os sinais clinicos e contra formacdo de lesbes em varios 6rgdos além de

reducdo na formacao de cistos teciduais e producao de resposta imune humoral e celular.
1.5 CONSIDERACOES FINAIS

Nos ultimos 24 anos, apenas onze estudos sobre as respostas dos suinos
frente a diversos imundgenos do Toxoplasma gondii e imunoestimulantes estdo disponiveis na
literatura mundial, sendo quatro desses estudos realizados no Brasil, com o penultimo
publicado no ano de 2012 (CUNHA et al., 2012) como parte integrante do presente trabalho.
Essa quantidade de trabalhos deve ser considerada pequena, em todos o0s niveis, pois é
necessaria a compreensdo de que as estratégias de imunizacfes contra a toxoplasmose podem
ser de grande importancia na prevencdo e controle dessa enfermidade animais e seres
humanos e, quanto maior a compreensao do problema, maior é e atracdo e formacdo de
pesquisadores e mobilizacdo de financiamentos.

Durante uma década apds o inicio das pesquisas com imundgenos contra T.
gondii em suinos foram utilizados apenas modelos vacinais vivos com estudos envolvendo

subunidades do parasita se iniciando apenas no ano de 2003 e sendo estudado até os dias
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atuais com proteinas nativas, de subunidades ou secretadas/excretadas do parasita e em apenas
um deles se utiliza a tecnologia da vacina de DNA. Em todos esses estudos, preconizou-se 0
uso uma mistura de diversas proteinas o que confere uma resposta mais efetiva.

Por outro lado é necessario também o desenvolvimento e uso de proteinas
recombinantes do Toxoplasma gondii, em estudos envolvendo imuniza¢fes em suinos para
verificar se a ocorre a protecdo contra a presenca do parasita nos tecidos com resultados
similares aos estudos ja realizados, envolvendo imuniza¢Ges com o parasita vivo ou com
proteinas nativas estruturais.

Diversos estudos ja foram concretizados em camundongos e, no entanto,
pesquisas devem ser realizadas com suinos, pois 0s mecanismos que envolvem a resposta
imune sdo diferentes e também, além da carne suina ser uma importante fonte de infeccédo
para 0s seres humanos, os suinos sdo modelos biol6gicos para estudos.

Assim, devido aos problemas relacionados com a toxoplasmose ocular p6s
natal em seres humanos, estudos sobre imunizacdes objetivando a reducéo de lesdes oculares
causadas pelo Toxoplasma gondii, utilizando os suinos como modelos biolégicos, também

carecem na literatura e devem ser estimulados.
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Quadro 1. Frequéncia de anticorpos anti-T. gondii em suinos no Brasil.

Regido/Estado % Positivos  Positivos/total Teste Referéncia
Centro Oeste
Goiés 27,74 (230/829) HAI Matos et al. (1999)
Mato Grosso 12,8 (91/708) RIFI Murano et al. (2010)
Nordeste
Pernambuco 4,7 (11/259) RIFI Caporali et al. (2005)
Bahia 18,27 (85/465) ELISA Bezerra et al. (2009)
Paraiba 36,2 (47/130) RIFI Azevedo et al. (2010)
19,5 (37/190) RIFI Feitosa et al. (2014)
Alagoas 26,9 (92/342) RIFI Valenca et al. (2011)
Norte
Rondénia 37,5; 43,7 (30/80; 35/80) MAT; RIFI  Cavalcante et al. (2006)
Mato Grosso 12,8 (91/708) RIFI Muraro et al. (2010)
Piaui 25,5 (36/143) ELISA Souza et al. (2014)
Sudeste
Minas Gerais 90,4 - RIFI Guimaraes et al. (1992)
0 (0/72) ELISA Brandé&o et al. (2006)
0 (0/187) MAT Pezerico et al. (2007)
Rio de Janeiro 65,8 (25/38) RIFI Bonna et al. (2006)
7,64 (31/406) RIFI Luciano et al. (2011)
115 (7/61) ELISA Frazdo-Teixeira et al. (2011)
S&o Paulo 22,8 - HAI Amaral et al. (1975)
25,7;19,1 - RIFI Correa et al. (1978)
47 - RIFI Vasconcelos et al. (1979)
57,9; 42,1 - RIFI; HA D’Angelino et al. (1986)
29,72 (741249) - Barci et al. (1998)
9,6 (29/300) ELISA Suaréz-Aranda et al. (2000)
0,8 (4/500) RIFI Caporali et al. (2005)
17 (49/286) MAT Dos Santos et al. (2005)
8,5 (18/203) RIFI Lima et al. (2007)
20,2 (111/550) MAT Oliveira et al. (2007)
0 (0/187) MAT Pezerico et al. (2007)
4,5 (14/306) MAT Fornazari et al. (2009)
Sul
Parana 37,8 (428/1031) RIFI Vidotto et al. (1990)
24 (64/267) RIFI Garcia et al. (1999)
15,35 (80/521) RIFI Tsutsui et al. (2003)
4,0 (17/424) RIFI Carletti et al. (2005)
8,54 (10/117) RIFI Moura et al. (2007)
1,8; 23,1 - MAT Silva et al. (2008)
25,5 (104/408) RIFI Millar et al. (2008)
13,4 (81/606) MAT Piassa et al. (2010)
79 (28/353) MAT Rosa et al. (2011)
Rio Grande do Sul 18 (56/200) HAI Griinspan et al. (1995)
9,5;9,4; 33,3 (26/274; 26/278; 80/240)  ELISA Araljo et al. (1998)
33,75; 20 (33/240; 48/240) RIFI; HAI  Fialho et al. (2003)
22,5 (18/80) RIFI Cademartori et al. (2012)
Santa Catarina 1,16 (12/1033) HAI Wentz et al. (1988)
86,1 (99/115) MAT Silva et al. (2000)

"HALI: SF: Sabin-Feldman; RIFI: reacdo de imunofluorescéncia indireta; HA: hemaglutinacio indireta; MAT:
teste de aglutinagdo modificado; ELISA: ensaio imunoenzimatico. Fonte: o proprio autor.
Fonte: o prdprio autor




29

Quadro 2. Estudos sobre imunizacgdes contra toxoplasmose realizados em suinos nos anos de

1991 a 2013.
Imunizacao Desafio Testes Principais Resultados ~ Referéncias
10°RH; 10%, 10° MAT; Protecdo contra sinais  Dubey; Urban; Davis.
im. (10 cepas)®™™* bio. clinicos; reducdo do  (1991)
numero de cistos
teciduais
10°RH"; 10°(10 cepas)®™  MAT; Protecdo contra sinais  Dubey et al. (1994)
Dose Unica; bio; hist;  clinicos e formacéo
im. Imu. de lesBes; reducdo do
namero de cistos
teciduais
3x10° TS-4™; 8x10* GT-1°° MAT; Redugdo do nimero  Pinckney et al. (1994)
0, 14; sc. bio; hist;  de cistos teciduais
Imu.
10° VEG™™® 10°% 10° VEG™™®  MAT; Protegéo contra sinais  Dubey et al. (1998)
(0,3; 0,4 kGy *'Cs) bio. clinicos
0, 38; vo.
Ag. superficie | 1\/.5 5x10* AS-28°°  RIFI Resposta imune Freire et al. (2003)
(ISCOM); humoral
sC.
RH' (CPG ODN); 10* VEG®™™ MAT:; Protec&o parcial Kringel et al. (2004)
im. ELISA;
bio.
Roptrias (ISCOM);  VEG*™* ELISA;  Protecéo Parcial Garcia et al. (2005)
im. bio.
R-Glucana; im. 10" RH"; im. RIFI Sem protecao Bugni et al. (2008)
DNA GRA1-GRA7; 2x10°IPB-G™; ELISA; Respostaimune Jongert et al. (2008)
(0, 21); id. ip. pl; bio; humoral e celular
PCR
Roptrias (Quil-A); 10% VEG™™ ELISA;  Protecdo Parcial; Cunha et al. (2012)
(0, 21,42); vn. bio; pl. proliferacdo LLM"
ESAs (Freund); 10" GIS™; ip. ELISA;  Protecdo Parcial; Wang et al., (2013)
(0, 30); sc. bio; pl. Resposta imune

humoral e celular

TTaquizoitas; ®Oocistos; bio: bioensaio; ELISA: ensaio imunoenzimatico; hist: exame histopatolégico; id:
intradérmica; im: via intramuscular; imu: exame imunohistoquimico; ip: via intraperitoneal; “Linfécitos de
linfonodos mesentéricos; MAT: teste de aglutinagdo modificado; pl: proliferacdo linfécitos; PCR: reagdo em
cadeia da polimerase; RIFI: reacdo de imunofluorescéncia indireta; sc: via subcutanea; vn: via nasal; vo: via oral.

Fonte: o préprio autor
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

— Auvaliar a resposta imune e a protecdo contra a presenca do Toxoplasma
gondii em tecidos de suinos imunizados com proteinas nativas de roptrias e

proteina recombinante (rROP2) do T. gondii.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

— Isolar roptrias do T. gondii;

— Produzir proteina recombinante rROP2 do Toxoplasma gondii;

— Imunizar suinos com proteinas de roptrias e rROP2 do Toxoplasma gondii
pelas vias intranasal e intramuscular.

— Auvaliar a resposta humoral e celular em suinos imunizados com roptrias do
Toxoplasma gondii;

— Avaliar a resposta humoral em suinos imunizados com proteina
recombinante rROP2 do Toxoplasma gondii;

— Auvaliar a protecdo clinica nos suinos ap6s desafio com oocistos
esporulados;

— Auvaliar a protecdo contra a presenca do T. gondii nos tecidos ap6s desafio

com oocistos esporulados.
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We evaluated the humoral and cellular immune responses in pigs immunized intranasally
with crude rhoptry proteins of Toxoplasma gondii plus Quil-A. The experiment used 13
mixed-breed pigs divided into the following three groups: G1 (vaccinated-challenged,
n=6), which received the rhoptry vaccine (200 (g/dose); G2 (adjuvant-challenged, n=4),
which received PBS plus Quil-A; and G3 (unvaccinated-challenged, n=3), which was the

’;ﬂeﬁ ;‘;}?;Sfr;ﬂgon dii control group. The treatments were performed intranasally at days 0, 21, and 42. Three
Rhoptry pigs from G1 produced IgG and IgM antibody levels above the cut-off in the ELISA on

Mucosal immunity the challenge day. Partial protection was observed in G1 at the chronic phase of infec-
Pigs tion when compared with G3. The preventable fractions were 41.6% and 6.5%, in G1 and G2,
respectively. The results of this study suggest that rhoptry proteins plus Quil-A stimulated
humoral, local, and systemic immune responses, which were able to partially protect the

brain from cyst formation.
© 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Toxoplasma gondii is a protozoan parasite that can infect
humans and warm-blooded animals. Humans can become
infected by ingesting raw or undercooked meat contain-
ing cysts (Garcia, 2009). The longevity of a tissue cyst in
pork can last more than two years (Dubey et al., 1998), and
pork is one of the most common sources of T. gondii infec-
tions in humans (Dubey et al., 1991). These results indicate
that developing a vaccine against T. gondii in pigs would be
desirable to reduce tissue cyst formation.

* Corresponding author. Tel.: +5543 33715871; fax: +55 43 33714485.
E-mail address: jlgarcia@uel.br (J.L. Garcia).

0304-4017/% - see front matter © 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.vetpar.2011.11.034

Live vaccines (RH, T263, and S48) have shown protec-
tion against toxoplasmosis (Frenkel et al, 1991; Dubey
et al,, 1991, 1994), but these carry the risk of reverting to
virulence (Supply et al,, 1999). A useful T. gondii vaccine
for human beings and animals needs to be safe (non-
infectious), to have a reasonable shelf life, to be usable in
pregnant females without infecting the fetuses, to protect
against transplacental infection, and to avoid oocyst shed-
ding by cats and tissue cyst formation in animals (Garcia,
2009).

A vaccine study using crude T. gondii antigens incor-
porated into ISCOM subcutaneously in pigs, monitored
through a mouse bioassay, did not isolate tissue cysts from
vaccinated animals (Freire et al., 2003 ). Garcia et al. (2005)
used rhoptry proteins incorporated into ISCOM to prevent
tissue cyst formation in pigs challenged with sporulated
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oocysts of the VEG strain. The results indicated that the
rhoptry vaccine conferred partial protection during the
chronic phase of the disease.

Smith et al. (1998) showed that oral administration of
free Quil-A together with OVA reproduced most of the local
and systemic immune responses obtained with ISCOM and
OVA.The saponin adjuvant Quil-Ais obtained from the bark
of a tree, Quillaja saponaria. Quil-A is a widely used vet-
erinary adjuvant that is inexpensive, simple to formulate,
and generally safe (Cox and Coulter, 1997). Additionally,
QS21, a purified fraction from Quil-A, was used for con-
trol of Plasmodium falciparum in humans, and the authors
described an enhanced in immunogenicity of peptide vac-
cine (Kashala et al., 2002).

The most common infection route of T. gondii is oral
ingestion. Therefore, stimulation of a mucosal immune
response will be desirable in controlling oral toxoplas-
mosis (Chardés and Bout, 1993). The intranasal route has
been evaluated as an immunization route in pigs, however,
these studies tested virus and bacterial immune responses
(Yokomizo et al., 2002; Zhang et al, 2007; Neumann
etal, 2009). Yokomizo et al. (2002 ) showed that intranasal
immunization is more efficient for inducing local and sys-
temic immunity than oral immunization in pigs.

In the present study, we evaluated humoral and cellu-
lar immune responses in pigs immunized intranasally with
crude rhoptry proteins of T. gondii plus Quil-A.

2. Materials and methods
2.1. Toxoplasma gondii strain

LIV-5 and VEG T. gondii strains were used in the exper-
iment. LIV-5 strain was used to obtain rhoptries and VEG
strain was used for the pigs challenge. Oocysts from VEG
strain were obtained from feces of recently infected cats.
After sporulation the oocysts had their virulence tested by
mouse infection before pig infection.

2.2. Rhoptries purification

Tachyzoites of LIV-5 strain were obtained from peri-
toneal fluid of infected Swiss mice. The material was passed
three times through a 26 gauge needle to purification
and washed twice with 10 mM phosphate buffered saline
(PBS, pH 7.5). The pellet was resuspended and washed
twice in homogenization medium (HM: 250 mM sucrose;
I mM EDTA; 5mM triethanolamine-HCl; pH 7.5), after
washed, tachyzoites were prepared at a concentration of
109 tachyzoites/mL. Cell suspension was disrupted in a
French pressure cell at 50 kg/cm3. Unbroken cells were sed-
imented by a 10 min centrifugation at 750 x g. Supernatant
was centrifuged at 12,000 x g for 10 min to sediment the
crude organellar. Final pellet was fractionated by isopy-
nic sucrose density gradient centrifugation to rhoptries
isolation following Garcia et al. (2004). Briefly, the final
pellet was resuspended in 4mL of HM, layered onto a
6 mL preformed continuous 1.0-1.6 M sucrose gradientand
centrifuged overnight at 72,000 x g. Sub-fractions were
collected from each visible gradient fraction, suspended in
10 mL of HM, and pelleted by centrifugation 120,000 x g

for 1h. Fraction 3 (1.4M and a density of 1.17 g/cm?3)
showed rhoptries (Garcia et al., 2004) and was used to vac-
cinated the animals. From one hundred mice infected with
T. gondii LIV-5 we collected 300 mL of peritoneal fluid with
3 x 107 tachyzoites/mL and obtained 4600 g of rhoptry
proteins in a total volume of 2 mL. Protein concentration in
each sub-fraction was determined using the bicinchoninic
acid technique (BCA Protein Assay Reagent, Pierce).

2.3. Vaccination and challenge of pigs

2.3.1. Animals

The maintenance and care of experimental animals
complied with the Animal Ethic Committee from Uni-
versidade Estadual de Londrina (CEEA 17/09). Thirteen
mixed breed pigs between 6.5- and 7.5-week-old, includ-
ing females and castrated males, were randomly allocated
in separate stables (2 for 2). The animals were left to accli-
matize for 6 days before we began the experiment. They
received food and water ad libitum. All pigs were serum
negative (titre<64) in the T. gondii indirect immunofluo-
rescence assay (IFA).

2.3.2. Vaccination and challenge

The pigs were divided into 3 groups, group 1(G1, n=6),
group 2 (G2, n=4) and group 3 (G3, n=3). The G1 received
200 pg of rhoptry proteins plus Quil-A (50 pg) by nasal
route (NA) at days 0, 21, and 42 of the experiment. The
G2 and G3 received just Quil-A (50 pg) and PBS by nasal
route, respectively. At challenge day (day 49) two animals
from G1 were euthanatized for lymphocytes proliferation
assay, and the other animals from G1 (n=4), G2 (n=4) and
G3 (n=3) were challenged with 103 oocysts of VEG strain
by oral route,

2.3.3. Sampling and measurements

Clinical signs and body temperatures were recovered
before and after challenge. Serum samples were obtained
atdays —6,0,21,42,49,64, 79 and at slaughter (day 94) and
stored at —20°C. At death, brain samples were collected to
investigate T. gondii tissue cysts by mouse bioassay.

2.34. Immunofluorescence assay (IFA)

The presence of antibodies against T. gondii in serum
samples of pigs (before of experiment to select the animals)
and mice were measured by indirect immunofluorescence
assay (Camargo, 1974) considering as positive pigs with
titre > 64 and mice with titre > 16 (Garcia et al., 2005).

2.4, Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) for
1gG, and IgM

Flat-bottom 96 well polystyrene microtitration plates
(Nunc-Immuno Plate, MaxiSorp, Denmark) were coated
with 0.1 mL of the rhoptry antigens (5 p.g/well) diluted in
0.1 M carbonate buffer (pH 9.6) and incubated overnight at
+6°C as described by Garcia et al. (2005). The plates were
washed 3 times with PBS-tween 20 (50 mM tris, pH 7.4,
containing 150 mM sodium chloride and 0.05% tween 20)
and non-specific immune sites blocked by incubation for
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1h at 37°C with carbonate buffer —8% nonfat dry milk.
The control sera and test sera were diluted 1:200 in PBS-
tween 20-5% nonfat dry milk and added to the microtitre
plates in duplicate, 0.1 mL in each well, and incubated for
1 h at 37°C. The positive and negative control sera were
included in each plate. After washing, peroxidase-labeled
anti-pig IgG and IgM antibody (Bethyl Laboratories Inc.,
diluted 1:2500 in PBS-tween 20-5% nonfat dry milk) was
added 0.1 mL in each well and incubated for 1 h at 37°C.
After washing, the peroxidase activity was revealed by
adding 0.1 mL of ortho-phenylenediamine solution (40 mg
ortho-phenylenediamine/100 mL of 0.1 M phosphate cit-
rate buffer, pH 6.0, and 40 pL of H;0,), and the reaction
was stopped by adding 0.05 mL of 1N HCL, and the optical
density (OD) was read at 490 nm in an ELISA microplate
reader. For control of plate-to-plate variation, the same
positive and negative control sera were included on every
plate and a corrected OD value was calculated for each
sample as described previously by Garcia et al. (2006).
A serum was considered to be positive when OD testes
serum>[OD mean (from negative sera obtained from all
plates, n=15)+2 SD (standard deviation from negative
serum from all plates)].

2.5, Lymphocyte proliferation

The proliferation assays of peripheral blood mononu-
clear cells (PBMC) and lymphocytes from mesenteric
Ilymph nodes (LMLN) were performed as previously
described (Solano-Aguilar et al., 2000). Two pigs from
G1 were euthanized at challenge day. Whole blood was
obtained by venipuncture in EDTA vacutainers and mixed
1:2 with phosphate-buffered saline (PBS), and MLN were
collected from ileum and jejunum into 50-mL conical
tubes and kept in collection media (CM) at 4°C. Cells
from MLN were release by sharp scissors into a petri
dish containing RPMI 1640 medium (GIBCO), and then
the cell suspension were filtered. PBMC were isolated by
density gradient centrifugation by using lymphocyte sepa-
ration media (LSM). The isolated cells were washed twice
in RPMI 1640 medium. The cell suspensions from PBMC
and MLN were cultured in RPMI 1640 medium (GIBCO)
supplemented with 10% bovine fetal serum, L-glutamine
(2mM; BioWhittaker), sodium pyruvate (1mM; Sigma),
and penicillin-streptomycin (1 mM; Sigma). The suspen-
sions were then seeded in triplicate at 10° cells per well
into flat-bottomed 96-well microtiter plates (Costar) with
200 L of culture medium that contained 5, 10, and 15 pg
of rhoptry proteins per mL. Phytohemagglutinin-M (Sigma)
at 10 pg/per mL was then added to the culture medium
and served as positive control for proliferation; while
medium without additives were used as the negative con-
trols. The plates were incubated in 5% CO5 at 37 °C for 64 h.
The viability of the cells was higher than 90% as deter-
mined by trypan blue exclusion. The cellular proliferation
was determined by Vybrant MTT Cell Proliferation Assay
Kit (Molecular Probes). The absorbance determination at
570 nm was realized by using a microplate reader; prolif-
eration was expressed as stimulation indices (SI=ratio of
the mean proliferation of the cells after stimulation relative

to the proliferation of unstimulated control cells from the
same animal).

2.6. Bioassay of pig brains for T. gondii

Brain samples (50 g) from each pig were used to evalu-
ate the presence of T. gondii cysts as described previously
(Dubey, 1998). Briefly, each sample was homogenized in a
blender for 30 s in 250 mL of saline solution (0.14 M NacCl).
After homogenization 250 mL of pepsin solution (50 g) was
added and incubated at 37°C for 1h. The homogenate
was filtered through 2 layers gauze and centrifuged at
1180 x g for 10 min. The supernatant was discarded and
the sediment was resuspended in 20 mL PBS (pH 7.2) and
15mL 1.2% sodium bicarbonate (pH 8.3) was added and
centrifuged at 1180 x g for 10 min. The supernatant was
discarded and the sediment was resuspended in 5mL of
antibiotic saline solution (1000 U penicillin and 100 pL of
streptomycin/mL of saline solution) and inoculated subcu-
taneously into 3 mice (1 mL/mouse).

2.7. Examination of mice

Impression smears of lung from the mice that died were
fixed in methanol, stained with Giemsa, and examined
microscopically. Blood samples were drawn from the mice
that survived 45 days after post-inoculation, and the brain
of each mouse was examined microscopically for T. gondii
tissue cysts by squashing a portion of brain between a cov-
erslip and a glass slide. Serum from each mouse was diluted
at 1:16 and 1:64 and examined for T. gendii antibodies,
using IFA.

2.8. Statistical analyses

Qui-square was used to show statistical difference in
mice bioassay. Protection against tissue cysts formation
in pigs was evaluated by estimating preventable fraction
(PF) as previously described (Siev, 1994) with some adjust-
ments; PF=(p2 — p1)/p2, where p2 = % of positive mice from
pigs from G3 and p1 =% of positive mice from pigs from G1
or G2. The statistical evaluation of the lymphocyte prolif-
eration data was performed using the Student’s t-test.

3. Results

There were no clinical symptoms of toxoplasmosis in
pigs after the challenge (ac), except for a fever on days
6-8ac (>40.0°C, Fig. 1).

IgG and IgM antibody results are shown in Fig. 2. The
average antibody levels at the challenge in the immunized
group (G1) were IgG OD mean=0.222 +0.229 and IgM OD
mean=0.445+0.215. Three animals from G1 had IgG and
IgM antibody levels above the cut-off on the challenge day
(ODIgG=0.195, IgM OD mean=0.376). Animals from G2
and G3 remained IgG and IgM negative before the chal-
lenge. All pigs from G1, G2, and G3 seroconverted after
the challenge. The IgM antibody levels had a downward
tendency after the challenge day, and some animals were
negative,
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Fig. 1. Rectal temperatures of the pigs from G1, G2 and G3. Temperatures
are expressed as mean + SEM. On the day 0 (day 49 of the experiment) all
animals were challenged (black arrow) with 10° oocysts of the T. gondii
VEG strain.

The proliferation assays of lymphocytes from peripheral
blood mononuclear cells (PBMCs), and mesenteric lymph
nodes (LMLNs) elicited lymphocyte proliferation response
(Fig. 3), however, the proliferation was higher in LMLNs
than PBMCs.

The results of the bioassay are summarized in Table 1.
Mouse bioassays of pig brains in G1, G2, and G3 animals
were positive: 5/11 (45.4%), 8/11 (72.7%), and 7/9 (77.8%).
The preventable fraction (PF) was 41.6% and 6.5% in G1 and
G2, respectively. One pig from G1 did not have brain cysts
detected through the mouse bioassay; however, all pigs
from G2 and G3 did have brain cysts.

4. Discussion

In the present study, we observed that intranasal immu-
nization with rhoptry proteins of T. gondii did not stimulate
all pigs to produce serum IgG and IgM antibodies, however,
the animals from G1 showed a partial protection against
tissue cyst burden. This is a particularly significant find-
ing, as it indicates that subunit vaccine for T. gondii could
be differentiated from natural infection (Garcia, 2009). This
could be important for future vaccination protocol for pre-
ventT. gondii in negative dams, including pregnant women.
Additionally, the lack of correlation between circulating
antibodies and intestinal immunity was described previ-
ously (Dubey and Frenkel, 1972). Frenkel and Smith (1982)
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Fig. 3. Lymphocyte proliferation response from peripheral blood
mononuclear cells (PBMCs) and mesenteric lymph nodes (MLNs) from
G1 (two animals) at challenge day (day 49). The lymphocyte stimulation
was performed using 5, 10 and 15 g of T. gondii rhoptries and the positive
control stimulated with 1% of Phitohemaglutinin (PHA-M).

observed that immunity in the absence of antibodies was
reached, especially in cats treated with monesin (2/7) and
sulfadiazine (3/4), and the central focus of immunity to
oocyst shedding appears to be intestinal epithelium of kit-
tens (Frenkel et al., 1991).

Herein, lymphocyte responses were observed in the
blood and intestine of pigs (G1), but the proliferation was
higher in LMLNs than PBMCs. This could explain why G1
animals showed a higher PF (41.6%) than did G2 animals
(6.4%), including one G1 animal that did not show brain
cysts. Pork is considered the most common infection source
of T. gondii for human beings in the USA (Dubey, 2009);
therefore, a T. gondii vaccine for pigs should prohibit the
formation of tissue cysts (Garcia, 2009). Most of studies
about the immune response to T. gondii were done in
murine models, however, studies using pigs as T. gondii
model are important because there are some differences

IgM Rhoptry ELISA

0 21 42 49 64 79 94
Experimental Days

Fig. 2. I1gG and IgM antibody responses measure by the indirect enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) from pigs of the G1, G2 and G3 (bars=0D
mean from animals, and error bars =standard deviation). The G1 was vaccinated with T. gondii rhoptry vaccine, G2 received PBS plus Quil-A, and G3 received
only saline. The treatments were performed by nasal route at days 0, 21 and 42 (black arrows). At day 49 all groups received a challenge route of the 10%
oocysts of the T. gondii VEG strain (dashed arrow) and at day 94 all animals were slaughtered. Dashed line indicates positive cut-off.
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Table 1

Qutcome of Toxoplasma gondii mouse bioassay performed from pig brains after treatments and challenged with oocysts of VEG strain.

Group/pig no. Sex? Immunization PIDP Challenge PID Bioassay of brain PID
0 21 42 Resultsd Pig negative (%)/mice negative
(%)[PF (%)
94
G1
1 M Rhoptry (200 pg) 0(1)/3
2 F + 10° oocysts 2/2z
3 E Quil-A (50 ug) 0(0)/3 25/54.5/416
4 M NA® 2(0)/3
G2
5 F 3/3
6 F Quil-A (50 p.g) 10° oocysts 0(1)/3
7 E NA 0(2)/3 0/27.2/6.5
8 M 2[2¢
G3
9 F . 0(2)/3
3
10 F fﬁ‘“e 10° oocysts 33 0/22.2/NEf
11 F 0(2)/3

# M: male; F: female.
b PID: post inoculation day.
© NA: nasal route.

d Results are expressed as number of mice positive for T. gondii from three mice inoculated with pig brains. Numbers in parenthesis indicate the number
of mice with antibody titers 16 (IFA), but in which tachyzoites or cysts were not seen in their lung, peritoneal liquid, and brain, respectively; tachyzoites

or tissue cysts were seen in the other mice.
¢ Preventable fraction (PF) was calculated from each group.
f Not evaluated.
£ One mice died due to bacterial contamination.

in susceptibility, and immune mechanisms when compare
to mice (Dawson et al., 2005).

Clinical signs after T. gondii infection in pigs depend
on the breed and age of the animals, stage of the para-
site, method of administration of parasite, and the number
of infective parasites (Jungersen et al,, 1999). No clinical
symptoms were observed, except for a rise in temperature
occurring 5-8 days after challenge. Using the same strain
(VEG)and number of oocysts to infect swine, Solano Aguilar
etal.(2001) observed death caused by severe fibronecrotic
enteritis in 3 animals 10, 11, and 12 days after infection,
however, these authors used miniature swine,

More recently, pigs were immunized intradermally
with a DNA vaccine cocktail that encodes GRA1 and GRA7
dense granule proteins (Jongert et al., 2008). The authors
found that this vaccine was able to elicit strong humoral
and Type 1 cellular immune responses in those animals.
The results evaluating tissue cyst showed that two out of
three pigs vaccinated did not have the parasite detected in
heart.

In conclusion, we observed that nasal immunization
with crude rhoptry proteins of T. gondii in pigs, using Quil-
A as an adjuvant, was able to stimulate a strong response
in LMLNs and partially protect animals from brain cyst for-
mation.
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RESPOSTA IMUNE HUMORAL EM SUINOS IMUNIZADOS COM PROTEINA
RECOMBINANTE (rROP2) DO Toxoplasma gondii ASSOCIADA AO ISCOMATRIX.

4.1 RESUMO

O Toxoplasma gondii é um parasita intracelular obrigatério que acomete todos os animais
homeotermos e o homem. A carne suina contendo cistos é considerada uma das mais
importantes vias de transmissdo ao ser humano. A vacinacdo dos animais domeésticos,
objetivando a reducdo do numero de cistos teciduais, pode ser uma das estratégias para o
controle do T. gondii. O objetivo do presente trabalho foi avaliar a resposta imune humoral
em suinos imunizados, pelas vias intranasal e intramuscular, com proteinas recombinantes
rROP2 do T. gondii em combinagdo com o adjuvante ISCOMATRIX. Foram utilizados 12
suinos mesticos, divididos em trés grupos, G1 (n=4) receberam proteinas recombinantes
ROP2 do T. gondii (200 pg) associadas ao ISCOMATRIX, G2 (n=4) e G3 (n=4) receberam
ISCOMATRIX e PBS, respectivamente. Todos os tratamentos foram administrados pela via
nasal nos dias 0, 14, 28, 42, 56 e 72 e pela via intramuscular nos dias 86, 93 e 100. No dia 110
todos os animais foram desafiados com 4x10” oocistos infectantes da cepa VEG. Os animais
foram examinados diariamente quanto a altera¢fes clinicas. A imunidade humoral (IgG, IgM
e IgA) foi avaliada semanalmente utilizando o Ensaio Imunoenzimatico Indireto (ELISA). A
presenca de T. gondii no sangue e tecidos (lingua, masseter, coracdo e diafragma) foi avaliada
pela técnica de bioensaio em camundongos. Os sinais clinicos observados em todos os
anumais foram hipertermia (>40,0°C) do terceiro ao sétimo dia pds desafio (DPD), com picos
no quarto DPD (41,1+0,569) e no quinto DPD (41,0+0,569), anorexia e prostracdo no quinto
DPD em todos os animais. Todos os animais do G1 produziram anticorpos (IgG, IgM e IgA)
acima do ponto de corte, no dia do desafio (DOmggia 10G=0,893£0,132, p<0,001; DO negia
IgM=0,778+0,544, p<0,05; DOmsgia 19A=0,895+,0368, p<0,05). Animais do G2 e G3
permaneceram com titulos abaixo do ponto de corte antes do desafio. Ap6s o desafio foi
observado producdo de altos titulos de anticorpos produzidos nos animais imunizados e soro
conversao observada em nove dias pés desafio nos animais do grupo controle. Foi encontrado
protecdo parcial contra a presenga do T. gondii nos tecidos com fatores de protecdo calculados
em 40,0% e 6,1%, no G1 e G2, respectivamente, comparados com 0 G3 Como conclusao,
houve estimulo total da resposta imune humoral, com producéo de altos titulos de anticorpos

para IgG e IgA e protecdo parcial contra presenca de T. gondii nos tecidos.

Palavras chave: Toxoplasmose; roptrias; vacina, suinos.
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HUMORAL IMMUNE RESPONSES IN PIGS IMMUNIZED WITH RECOMBINANT
PROTEINS (rROP2) OF THE Toxoplasma gondii PLUS ISCOMATRIX

4.2 ABSTRACT

Toxoplasma gondii is an obligate intracellular parasite that affects all warm-blooded animals
and humans. Pork meat containing tissue cysts is considered one of the most important routes
of transmission to humans. Vaccination of domestic animals, aiming at reducing the number
of tissue cysts, may be one of the strategies for the control of T. gondii.The aim of this study
was to evaluate the humoral immune response in pigs immunized intranasally and
intramusculary with recombinant proteins rROP2 of T. gondii in combination with the
adjuvant ISCOMATRIX. The experiment design used 12 mixed breed pigs divided into three
groups, G1 (vaccinated-challenged, n=4) received recombinant ROP2 proteins (200ug/ dose),
G2 (adjuvant-challenged, n=4) received PBS plus Quil-A, and G3 (unvaccinated-challenged,
n=3) was considered control group. The treatments were performed at days 0, 14, 28, 42, 56 e
72 by intranasal route and days 86, 93 e 100 by intramuscular route. On day 110 all animals
this study were challenged with 4x10” infective oocysts of the VEG strain. The animals were
examined daily for clinical signs. The humoral immune response (IgG, IgM and IgA) were
evaluated weekly by Indirect Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA). The presence
of T. gondii in blood and tissues (tongue, masseter muscle, heart and diaphragm) was assessed
by bioassay in mice. The clinical signs observed in all animals were fever (> 40.0°C) of the
third to seventh day post inoculation (DPD), with peaks in the fourth DPD (41.1 + 0.569) and
fifth DPD (41.0 + 0.569), anorexia and prostration the fifth DPD in all animals. All the
animals of G1 produced antibodies (IgG, IgM and IgA) above the cut-off point on the day of
challenge (ODpean 1gG = 0.893 £ 0.132, p <0,001; ODpean IgM = 0.778 £ 0.544, p <0,05;
ODMean IgA = 0.895 +, 0368, p <0,05). The G2 and G3 remained with titles below the cut-
off point before the challenge. After the challenge was observed production of high titers of
antibodies produced in the immunized animals and seroconversion observed in nine days after
challenge in the animals from control group. Partial protection against parasitemia and tissue
cysts formation was observed in G1 compared to G3. The protection factors were 40.0% and
6.1% in G1 and G2, respectively, compared to G3. In conclusion, there was total stimulation
of humoral immune response with high production of antibodies to 1gG and IgA and Partial

protection against parasitemia and tissue cysts formation.

Keywords: Toxoplasmosis; rhoptry; vaccine; pigs.
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4.3 INTRODUCAO

Toxoplasma gondii € um protozoario parasita que pode infectar os seres
humanos e todos os animais homeotérmicos. O fato de que os cistos podem permanecer
viaveis na musculatura dos suinos infectados por dois anos (DUBEY, 2010) e ndo serem
detectaveis ao abate torna este alimento uma das principais fontes de infeccdo para os seres
humanos (DUBEY, 2009) quando ingerido cru ou mal cozido (GARCIA et al., 1999).

A vacinacdo dos animais domésticos pode ser uma das estratégias para o
controle do T. gondii, objetivando a reducdo do numero de cistos teciduais em suinos,
podendo diminuir o risco da infeccdo ao homem pela ingestdo de cistos em carnes cruas ou
mal cozidas (DUBEY, 1996).

Vacinas contendo proteinas do T. gondii que sdo expressas nos trés estagios
infectantes do parasita (esporozoito, taquizoito e bradizoito) sdo de fundamental importancia
para o desenvolvimento de uma imunidade protetora (SPEER et al., 1995; GARCIA et al.,
2004). As proteinas ROP2 do T. gondii sdo responsaveis pela invasdo, replicacdo e interacao
célula parasita- hospedeiro, servem como ligacdo molecular entre a mitocéndria da célula
hospedeira e a membrana do vacuolo parasitoforo (NAKKAR et al., 2003) e sdo encontradas
em todos os subgrupos (I, 11 e 1l1) e em todos o0s estagios do parasita (EL HAJJ et al., 2006).

Por essas razdes, a proteina ROP2 do Toxoplasma gondii foi identificada
como candidata a vacina (GARCIA et al., 2014) e seu uso como imunogeno foi avaliado em
diversos estudos envolvendo camundongos, obtendo resposta imune humoral e celular e
reducdo na formacéo de cistos teciduais (VERCAMMEN et al., 2000; MARTIN et al. 2004;
IGARASHI et al.,, 2008; DZIADEK et al., 2009, 2011, 2012; IGARASHI et al. 2010;
SANCHEZ et al., 2011) e em gatos, objetivando a reducdo da eliminacdo de oocistos
(ZULPO, 2014). No entanto, embora esses resultados tenham sido promissores em estratégias
de imunizacdo em camundongos e gatos, ndo existem estudos sobre a imunizagdo em suinos
com proteinas recombinantes ROP2 para protecdo contra a infeccdo e formacdo de cistos
teciduais pelo T. gondii.

O uso de vacinas com proteinas recombinantes tem demonstrado menos
reacOes adversas comparadas com vacinas convencionais, no entanto, sua atividade
imunogénica é reduzida (SINGH; O'HAGAN, 2002). Assim, vacinas de subunidade
geralmente necessitam de um adjuvante para a producdo de uma resposta imune adequada
contra um patégeno (PETROVSKY, 2004). Adjuvantes Imunoestimulantes (ISCOMs e
ISCOMATRIX) sdo complexos coloidais estaveis de adjuvante Quil A (saponina obtida da
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planta Quillaja saponéria), colesterol e fosfolipidos e tem sido utilizado na elaboracdo de
vacinas de subunidades, demonstrado habilidade em induzirem alta resposta imune humoral e
celular para varios antigenos, em diferentes espécies animais (MOREIN et al., 1984; HU, K-
F; LOVGREN-BENGTSSON, K; MOREIN, B., 2001; FREIRE et al., 2003; GARCIA et al.,
2005; DRANE, D.; PEARSE, M. 2006; KAWASAKI et al., 2007; SUN, H-X.; XIE, Y.; YE,
Y-P., 2009; GASPARINI et al., 2013).

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a resposta imune humoral e a
protecao contra a presenca do Toxoplasma gondii em tecidos de suinos imunizados, pelas vias
intranasal e intramuscular, com proteinas recombinantes rROP2 do T. gondii em combinag&o
com o adjuvante ISCOMATRIX.

4.4 MATERIAL E METODOS

4.4.1 Animais

Todos os procedimentos envolvendo o uso de animais no presente trabalho
foram submetidos para a apreciacéo, avaliacio e aprovacao pela Comisséo de Etica no Uso de
Animais dessa instituicdo — (CEUA 17/09)

Foram utilizados camundongos albinos fémeas entre 45 a 60 dias (25 — 40g)
para obtencdo de taquizoitos e cistos teciduais do Toxoplasma gondii e para o bioensaio e
avaliacdo da infectividade dos oocistos, dois gatos (Felis catus) com seis meses de idade para
obtencdo de oocistos e doze suinos cruzados (Landrace x Large White) entre 25 e 30 dias de
idade, incluindo fémeas e machos castrados para o estudo das imunizages.

Todos os animais selecionados apresentaram, antes do experimento,
sorologia negativa para T. gondii (titulo < 1:16), pela reacdo de imunofluorescéncia indireta
(RIFI) (CAMARGO, 1973).

4.4.2 Cepas do Toxoplasma gondii

Foram utilizadas no presente trabalho as amostras das cepas RH (SABIN et
al., 1941) e VEG (DUBEY et al., 1996) do T. gondii. A cepa RH foi utilizada para extragédo
do DNA e incorporacdo em vetores plasmidial e em vetores para expressdo das proteinas

recombinantes, além da utilizacdo na producdo do antigeno para realizacdo da reacdo de
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Imunofluorescéncia Indireta (IFI). A amostra VEG foi utilizada para infeccdo dos felinos para
obtencéo de oocistos esporulados e posterior desafio dos suinos.

4.4.3 Obtencéo das Formas Infectantes do Toxoplasma gondii

Taquizoitos da amostra RH de T. gondii foram inoculados em
camundongos, pela via intraperitoneal, com uma suspenséo de taquizoitos vivos (10% ml) em
solucdo fisiologica estéril. Quarenta e oito horas ap6s a inoculagédo foi obtido o exsudato por
lavagem da cavidade peritoneal com 3 ml de solucéo fisioldgica estéril. Para a purificacdo dos
taquizoitos as amostras foram passadas duas vezes em agulha de 27G (13 x 0,3), para
remocdo de possiveis células do hospedeiro. Uma vez purificadas, as amostras foram
centrifugadas a 1250 x g, trés vezes, em tampdao fosfato-salina (PBS) (137 mM NaCl; 10 mM
Fosfato; pH 7,2) e o sedimento padronizado em 10° taquizoitos/ ml por contagem em cémara
de Neubauer (GARCIA et al., 2004).

Para obtencdo de cistos da amostra VEG, 20 camundongos foram
inoculados com 50 cistos da cepa VEG pela via oral e procedido a eutanasia seis semanas
apos a inoculacdo. Os cistos foram obtidos do cérebro e quantificados, segundo metodologia
descrita por Igarashi et al. (2008). Os cérebros foram coletados e homogeneizados em 1 ml de
PBS (pH 7,2) e calculada a média do nimero de cistos encontrados em quatro amostras (25 ul
cada) por cérebro, usando microscopia Otica. Posteriormente foram utilizados para a infec¢édo
dos felinos para producdo de oocistos.

Os oocistos da cepa VEG foram obtidos pela infeccdo de dois gatos (Felis
catus) com seis meses de idade e sorologicamente negativos para T. gondii com
aproximadamente 600 cistos da cepa VEG (em um volume de 2 ml) pela via oral, através de
sonda estomacal, apds serem anestesiados com tiletamina e zolazepam (Zoletil®, Virbac-
Brasil, 3,15 mg/ kg / IM) (GARCIA et al.. 2007).

Durante 20 dias ap6s a infeccdo as fezes de cada felino foram coletadas e
examinadas microscopicamente para verificagdo de oocistos (GARCIA et al., 2007). As fezes
coletadas ao longo de 24 h foram diluidas em um pequeno volume de &gua destilada e 1 g
desse material foi misturado com 9 mL de solucao de sacarose (densidade especifica de 1,18),
filtrada e centrifugadas (1200xg; 10 min.). A presenca ou auséncia de oocistos foi verificada
em microscépio optico, colocando-se 25ul do menisco entre lamina e laminula, em duplicata.
Quando os oocistos foram detectados no sobrenadante, o contetdo foi recolhido e diluido em

40 mL de &gua destilada, e posteriormente centrifugado por duas vezes (750 x g ; 10 min.). O
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sobrenadante foi descartado e ao sedimento foi adicionado 1ml de solucéo fisiologica estéril e
verificado nimero de oocistos por contagem em cadmara de Neubauer (ZULPO et al. 2012).
Os oocistos foram esporulados (2% H,SO,. 7 dias; 25°C) e estocados (2%
H,SO,4. 4°C). Antes do uso, foram neutralizados (3,3% NaOH) centrifugado por duas vezes
(750 x g ; 10 min.) (DUBEY et al., 1996). O sobrenadante foi descartado e ao sedimento foi
adicionado 1ml de solugdo fisioldgica estéril e procedido a contagem em cémara de
Neubauer. A infectividade dos oocistos da cepa VEG foi avaliada por inoculacdo trés em
camundongos com 50 oocistos, segundo metodologia descrita por Dubey (1997) com algumas

modificagdes.

4.4.4 Obtencéo das Proteinas Recombinantes

As proteinas recombinantes foram obtidas segundo metodologia descrita por
Igarashi et al. (2010).

4.4.4.1 Construcao dos plasmideos

A sequéncia de DNA do gene que codifica o antigeno de ROP2 do
Toxoplasma gondii foi obtido no banco de dados Genbank (nimero de acesso: Z36906). O
DNA genbmico de T. gondii foi isolado de taquizoitos da cepa RH e foi usado como molde
para a amplificacdo do gene ROP2 usando protocolo de PCR convencional. O produto de
amplificacdo foi analisado por eletroforese em gel de agarose 0,8% corado com brometo de
etidio. O antigeno ROP2 (nt 1022-2125) tem uma massa molecular de 54 kDa. O quadro de
leitura ROP2 foi amplificado utilizando as sequencias iniciadoras ROP2F
(5’'ATCGAATTCACGGATCCTGGAGACS3'- introduzido local de reconhecimento de EcoRl,
sublinhado) e ROP2R (5TGAAAGCTTTCATGCCGGTTCTCC3'- introduzido o local de
reconhecimento Hind Ill, sublinhado) por um ensaio de PCR. O produto da PCR foi obtido
com 1103 pb. O fragmento foi digerido durante uma noite com endonucleases EcoRI e
Hindlll e ligado em pTrcHis B (Invitrogen, Life Technologies, EUA) segundo recomendacdes
fabricante.

Cada produto de PCR foi purificado usando Kit de purificagdo QIlAquick
(Qiagen) e o produto de PCR especifico foi obtido apos a digestdo com a respectiva enzima
de restricdo. Apos isso, o fragmento foi precipitado com etanol a 100% e 3M acetato de sddio

e foi ligado no correspondente vector pTrcHis utilizando T4 DNA ligase (Invitrogen, Life
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Technologies, EUA) e introduzido em células de Escherichia coli DH5 (Hanahan, 1983).
Col6nias portando plasmideo recombinante pTrcHis-TgROP2 foram identificadas por PCR
usando sequencias iniciadoras para o vetor pTrcHis. O fragmento de DNA clonado no
plasmideo foi sequenciado pelo método didedxi, também utilizando iniciadores especificos

para o vetor pTrcHis e confirmada a manutengao da estrutura usando o software Sequencher.

4.4.4.2 Condicdes de cultura

Os plasmideos recombinantes de DNA pTrcHis-TgROP2 foram
transformados em E. coli Rosetta (DE3) e cultivadas em agitacdo (50 ml de LB; 37 ° C; 100
ug/ml ampicilina e 100 ug/ml cloranfenicol; DO600=0,8) e, em seguida, foi induzida a
expressao de proteinas (1 mM isopropil-Dthiogalactopyranoside-IPTG; 4 h; 37 °C).

As células foram centrifugadas (2500 x g; 5 min.) e o sedimento suspenso
(fosfato de sodio 20 mM; cloreto de sddio 500 mM; pH 7,8), lisadas por trés ciclos de
congelamento-descongelamento para a fase sollvel, incubadas (30 min.; 25 °C; 1 pg.ml-1
DNAse e RNAse) e centrifugadas (3000 x g; 15 min.; 4 °C). A fraccdo soltvel foi recolhida
apos centrifugacdo e utilizadas na purificacdo da proteina recombinante.

4.4.4.3 Purificagédo de rTgROP2

A fracdo soluvel foi aplicada em coluna de resina de niquel Ni-NTA
Superflow (Qiagen) pré-equilibrada (20 mM NaH,PO,; 500 mM NaCl; pH 7,8) por 30
minutos a 25°C. A E. coli e as proteinas ndo ligadas foram removidas da coluna por
escoamento em gravidade e as resinas NiINTA foram lavadas (20 mM NaH,PO,; 500 mM
NaCl; pH 6,8). O antigeno soltvel recombinante, ligado a resina pela cauda de 6 histidinas,
foi eluido da resina por fluxo de gravidade com tampdo nativo de eluicdo (200 MM NaH;PO,;
5 M de NaCl; pH 4,0).

O antigeno TgROP2 recombinante purificado foi submetido a eletroforese
em gel de SDS-poliacrilamida e coloracdo de Comassie coloidal seguindo procedimento
padrdo, mostrando proteina com 54kDa. As concentragcdes da proteina foram determinadas
pelo BCA Protein Assay Reagent (Pierce Chemical Co.).
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4.4.5 Preparo da Vacina ISCOMATRIX + rROP2

Para o preparo do ISCOMATRIX foram adicionados 500 mg de
Fosfatidilcoline e 250 mg de colesterol, dissolvido em 2,5 mL de cloroférmio, mantido em
estufa a 45°C até evaporar. O filme formado foi hidratado com 15 mL tampéo tris (140 mM,
pH 7,4) contendo 500mg de Quil-A, homogeneizado por 15 horas em temperatura ambiente e
liofilizado por 5 horas a -82°C. Apds essas etapas, foi reconstituido em 60 mL de agua ultra
pura por 2 horas, sob agitacdo e armazenado a -18°C até o uso (KAWASAKI et al., 2007).
Para defini¢cdo da quantidade de adjuvante adicionado a dose da vacina, considerou-se, como
parametro a quantidade de Quil-A presente na composi¢do do ISCOMATRIX.

As doses da vacina foram compostas pela proteina associada ao
ISCOMATRIX na proporc¢do 1:1. Assim a composicdo de ISCOMATRIX+rROP2 foi 200 pg
do Quil-A presente no adjuvante (25 pl de ISCOMATRIX) e 200 pg de proteina
recombinante rROP2 do Toxoplasma gondii com agua ultrapura para um volume final de 1
ml.

Quando o adjuvante foi utilizado nos animais do grupo controle, 0 mesmo
foi preparado com 25 ul de ISCOMATRIX (200 pg do Quil-A) com &gua ultrapura para um

volume final de 1 ml.

4.4.6 Delineamento Experimental

Doze suinos cruzados (Landrace x Large White) entre 25 e 30 dias de idade,
incluindo fémeas e machos castrados foram utilizados no experimento. Os suinos foram
pesados e alocados dois a dois, por sorteio, em baias separadas de concreto onde aguardaram
por um periodo de seis dias de adaptacdo antes do inicio do experimento. Todos 0s animais
receberam racdo isenta de quimioterapicos e agua ad libitum e apresentaram sorologia
negativa (IgG anti-T.gondii - titulo < 16) na imunofluorescéncia indireta (RIFI) (CAMARGO,
1973).

Os suinos foram divididos em trés grupos, G1 (n=4), receberam 200 pg de
proteinas recombinantes rROP2 associadas ao imunoestimulante ISCOMATRIX, G2 (n=4)
receberam ISCOMATRIX e G3 (n=4) receberam PBS.

As imunizacOes foram realizadas em seis doses pela via nasal (dias 0, 14,
28, 42, 56 e 72) e, posteriormente, mais trés doses pela via intramuscular (dias 86, 93 e 100)

em preparagOes contendo 1 ml. As doses pela via nasal foram administradas utilizando
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seringa de 1ml acoplada a uma sonda de 10 cm de comprimento. As imunizagdes foram
realizadas introduzindo alternadamente, para cada dose, 10 cm da sonda na cavidade nasal dos
animais. Posteriormente, ainda com a sonda posicionada, adicionou-se aproximadamente 1 ml
de PBS de modo que todo contedo presente na sonda tenha sido disponibilizado aos animais.
As imunizagOes realizadas pela via intramuscular foram administradas alternadamente na
regido do pescoco.

No dia 110 todos os animais foram desafiados com ~ 4x10* oocistos
infectantes da cepa VEG pela via oral em uma preparacdo contendo de 3 a 5 ml. Trés dias
apos o desafio foi coletado sangue total de todos os animais para avaliacdo da parasitemia.

Amostras de soro foram obtidas semanalmente por venopuncdo da veia cava
caudal utilizando-se agulhas descartaveis de 40x12mm, obtendo um total de 23 coletas
distribuidas nos dias 0, 7, 14, 21, 28, 36, 42, 50, 56, 69, 72, 79, 86, 93, 97, 100, 102, 111, 113,
119, 126, 132 e 145. Os soros foram armazenados a - 20°C até a realizacdo da prova de
ELISA.

Os animais foram examinados diariamente quanto a alteragGes clinicas. A
temperatura foi analisada semanalmente até o dia do desafio, diariamente por dez dias ap6s o
desafio e quinzenalmente até o dia do abate. Os sinais clinicos durante a parasitemia foram
controlados com sulfadiazina e trimetoprim (GARCIA et al, 2005).

No dia 145 (35 dias apds o desafio) foi procedido o abate dos animais do
G1, G2 e G3 e coletados tecidos para realizacdo da prova de bioensaio em camundongos.

4.4.7 Avaliacdo da Imunidade Humoral

A presenga de anticorpos anti-rROP2 do T. gondii no soro dos suinos,
durante todo o experimento, foi avaliada pelo Ensaio Imunoenzimatico (ELISA) para
deteccdo de 1gG, IgM e IgA segundo metodologia descrita por Garcia et al. (2005). Placas de
ELISA (microplacas Nunc-Immuno Plate, MaxiSorp, Denmark) contendo 96 pocos foram
adsorvidas com 5 pg/ ml de proteinas recombinantes (ROP2) (IGARASHI et al., 2008) em
0,1M de tampdo carbonato-bicarbonato Ph 9,6 na concentracdo de 5 ug/ml de proteinas, e
distribuida 100ul em cada cavidade das microplacas e posteriormente incubadas a 4° C por 12
horas.

As placas foram bloqueadas com 200 ul de tampéo de bloqueio (tampé&o

carbonato-bicarbonato 8% de leite em pd desnatado) por 1 h. Foram adicionadas em
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duplicata, 100 ul de aliquotas de soros diluidas (1:200), incluindo os controles positivos e
negativos, em tampdo PBS-tween 20 adicionado de 5% de leite em pd desnatado e incubadas
a 1l ha 37 °C. Conjugado anti-lgG (1:5000) , anti-IgM (1:2500) e anti-IgA (1:5000) suino
marcados com peroxidase foram utilizados para detectar a presenca de anticorpos.
Posteriormente, as microplacas foram lavadas trés vezes com tampéo PBS-tween 20 (10Mm
TRIS-HCI e 150 Mm NaCl, Ph 7,5) em equipamento lavador de placas (Bio-Rad
ImmunoWash — Model 1575). A reacdo foi revelada pela solucdo de substrato cromogeno(40
ul de H,0, (30%); 40 mg de OPD (Ophenylenediamine dihydrochloride-Sigma; 100 ml de
0.1M tampéo fosfato / citrato, pH 6,0 e 40 ul of H,O, ) e interrompida com 50 ul de solugéo
0,1M de 4cido cloridrico. A densidade Optica (DO) a 490nm foi avaliada em um leitor de
placas iMark Microplate Absorbance Reader (Bio-Rad).

Os titulos de anticorpos foram determinados segundo Garcia et al., (2006a)
e Cunha et al., (2012). Primeiramente foram obtidos indices da amostra segundo a formula:
indice da amostra = [(DOmggia amostra) - (DOnegia cONtrole negativo) / (DOmegia CONtrole
positivo) - (DOmggia CONtrole negativo)] e foram mantidos os mesmos controles positivos e
negativos, para correcédo das variagOes dos valores encontrados entre as placas. As densidades
Oticas corrigidas (DOgory) foram obtidas através de calculo de regressdo linear simples
utilizando como parametros as medias das DO dos controles positivo (n=15) e negativo
(n=15) e os indices das amostras de cada placa. As amostras foram consideradas positivas
quando DOcqr >[(DO controle negativo; n=15) + 3 desvios padrdo (controle negativo; n=15)].

4.4.8 Pesquisa do T. gondii dos Tecidos

4.4.8.1 Avaliacdo da parasitemia

A parasitemia seguiu metodologia descrita por Costa et al. (1977), com
modificac¢fes. O sangue total obtido com anticoagulante foi inoculado em trés camundongos
pela via intraperitoneal (0,5 mL/camundongo). Os camundongos foram observados
diariamente e apds 45 dias de inoculacdo realizou-se a eutanasia. Procedeu-se o imprint de

cérebro, exame microscépico para a pesquisa de cistos e colheita de soro para RIFI.
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4.4.8.2 Bioensaio em camundongos

A presenca de cistos nos tecidos dos suinos foi verificada pelo bioensaio em
camundongos (DUBEY, 1998).

Cinquenta gramas de amostras de tecidos por animal (coragdo, masseter,
diafragma e lingua - 12,5 g cada) foram submetidas a digestdo em solugdo de pepsina (0,14 M
NaCl; DIFCO™ Pepsin 1:10.000; 168 mM HCI) por uma hora a 37°C, neutralizadas com
bicarbonato de sdédio a 1,2% (pH 8,3), filtradas em quatro camadas de gaze estéril e
centrifugadas (1180xg; 10 min). O sedimento foi ressuspenso em 35 ml de PBS (pH 7,2) e
centrifugado (1180xg; 10 min). O conteudo digerido final foi ressuspenso em 5 ml de solugdo
fisioldgica estéril e inoculado com antibidtico (1,000 U penicilina e 100 ul de estreptomicina
/ml) em trés camundongos (1 ml/camundongo) pela via subcutéanea.

Os camundongos inoculados foram observados diariamente para verificacdo
de sinais clinicos (pélos ericados, lacrimejamento, emagrecimento, diarréia, distencdo
abdominal). Os soros e cérebros dos camundongos sobreviventes 45 dias apds a inoculagédo
foram coletados. A presenca de anticorpos IgG anti T. gondii foi avaliada pela RIFI
considerando como positivos titulos > 16 (CAMARGO, 1973). Os cérebros foram coletados e

avaliada a presenca de cistos encontrados em quatro amostras (IGARASHI et. al., 2008).

4.4.9 Analise Estatistica

As diferencas estatisticas entre as respostas imunes foram avaliadas pelos
testes de ANOVA e quando foi o caso pelo teste de Kruskal-Wallis. O teste t de Student foi
utilizado para identificar diferencas entre as médias. O teste de Qui-quadrado foi utilizado
para verificar diferencas estatisticas nos resultados do bioensaio. Um valor de p<0,05 foi
considerado significativo.

A protecdo contra formacdo de cistos teciduais foi averiguada pela
estimativa de fracdo de prevencdo (FP) descrita por Siev (1994). Essa fracdo € calculada
baseada na formula: FP = p2 - p1/ p2, quando p2 = % de camundongos positivos do grupo
controle (G3) e pl = % de camundongos positivos dos grupos G1 ou G2.

Os resultados apresentados como média estdo acrescidos de suas medidas de

incerteza como desvio padrdo (DESVPAD) ou erro padrdo (EPAD).
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4.5 RESULTADOS

4.5.1 Sinais Clinicos

Os sinais clinicos observados foram aumento de temperatura (>40,0°C, Fig.
1) do terceiro ao sétimo dia pos desafio (DPD), com picos de temperaturas médias observadas
no quarto DPD (41,1+0,569) e no quinto DPD (41,0+0,569) e anorexia e prostracdo ao quinto
DPD em todos os animais do G1, G2 e G3e no quinto DPD os animais foram tratados com
sulfadiazina (3 mg/kg) e trimetoprim (15 mg/kg) pela via IM em dose Unica (GARCIA et al,
2005).

4.5.2 Resposta Imune Humoral

As avaliacBes dos anticorpos IgG, IgM e IgA anti rRPO2 do T.gondii estdo
demostradas na Figura 2. As densidades 6ticas (DO) foram calculadas segundo metodologia
ja descrita e os pontos de corte (PC) calculados foram: 19Gpc=0,177; 1gMpc=0,237;
1gARc=0,305.

Apds as seis doses da vacina pela via intranasal no G1, foram encontrados
anticorpos da classe 1gG apenas em um animal no dia 77 e em dois animais no dia 86.
Anticorpos da classe IgM e IgA ndo foram detectados apds administracdo da vacina pela via
intranasal. Nos G2 e G3 ndo foram detectados anticorpos IgG, IgM e IgA ap6s as
administracdes de ISCOMATRIX e PBS, respectivamente.

Apos trés doses da vacina pela via intramuscular, no G1 foram encontrados
anticorpos da classe 1IgG em um animal no dia 97 e em todos os animais no dia 103 (p<0,05).
Anticorpos da classe IgM foram detectados em dois animais no dia 93 em todos 0s animais no
dia 100 e anticorpos da classe IgA foram detectados em dois animais no dia 93, em trés
animais no dia 97 (p<0,05) e em todos os animais no dia 100 (p<0,05). No dia 103 todos 0s
animais do G1 apresentaram anticorpos IgG (p<0,05), IgM e IgA (p<0,05) com titulos acima
do ponto de corte.

No dia do desafio (110) todos os animais do G1 apresentaram anticorpos
com titulos médios (DOy,) acima do ponto de corte: IgG (DO, 0,893+0,132; p<0,001), IgM
(DO, 0,778+0,544; p<0,05) e IgA (DO, 0,895+0,368; p<0,05). Animais do G2 e G3
permaneceram com anticorpos IgG, IgM e IgA com valores abaixo do ponto de corte antes do

desafio.
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Ap0s o desafio, altos niveis de anticorpos foram detectados nas avaliaces
de IgG e IgA. O pico de anticorpos dos animais do G1 foram encontrados no dia 126 para 1gG
(DO, 1,250+0,158; p<0,001), dia 113 para IgM (DO, 0,776+0,708; p<0,05) e no dia 126
para IgA (DOn, 1,436+1,154). Apos esses dias foi observada queda gradativa dos niveis de
anticorpos até o dia do abate.

A infeccdo pelo T. gondii nos suinos ndo imunizados (G3) foi detectada pelo
ELISA no dia 119, nove dias apds a infecgdo, através da confirmacdo de anticorpos da classe
IgG em trés animais e das classes IgM e IgA em dois animais. O teste ELISA também
detectou anticorpos IgA no soro de um animal no dia 103, trés dias apds a infeccao.

No dia 126 todos os animais do G1, G2 e G3 soro converteram com titulos
acima do ponto de corte para IgG, IgM e IgA. A soro conversdo foi confirmada pela RIFI
(titulos IgG >16).

4.5.3 Pesquisa de T. gondii nos tecidos

Os resultados das avaliacbes da parasitemia e do bioensaio estdo descritos
na tabela 3. Os animais do G1, G2, e G3 apresentaram 6/24 (25,0%), 9/23 (39,1%) e 10/24
(41,7%), respectivamente, camundongos positivos ao bioensaio. Os valores de FP calculados
foram 40,0% e 6,1% nos G1 e G2, respectivamente, comparados com o G3.

4.6 DISCUSSAO

No presente estudo foram observados soro conversdo apds as doses de
vacinas pela via intramuscular em todos os animais vacinados (G1) antes do desafio e altos
niveis de anticorpos observados nos animais apds a infeccdo. Outros estudos envolvendo
imunizacBes em suinos também encontraram resultados similares. Kringel et al., (2004)
vacinaram suinos com taquizoitos da cepa RH de T. gondii com oligodeoxynucleotideos
(ODN) sintéticos especificos de suinos e imunoestimulador (CpG) e ap6s as imunizacgdes 0s
titulos de IgG anti-T.gondii, analisados pela teste de aglutinacdo modificada (MAT), foram
até 10 vezes maiores nos grupos vacinados comparado ao grupo controle antes do desafio.
Freire et al. (2003) imunizaram suinos com uma vacina utilizando-se de antigenos de
superficie do T. gondii incorporados ao Complexo Imuno Estimulante (ISCOM) e apds o
desafio verificaram que a vacina foi capaz de estimular uma forte resposta imune humoral.

Garcia et al. (2005) e Cunha et al (2012) e imunizaram suinos com proteinas de roptrias
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nativas do T. gondii e encontraram estimulagéo parcial da resposta imune antes do desafio.
Jongert et al. (2008) Apos as imunizagGes os autores verificaram producgdo de altos titulos de
IgG e resposta imune celular em suinos imunizados com vacina de DNA expressando as
proteinas GRA1 e GRAT e apos desafio com cistos de T. gondii pela via intraperitoneal.

Garcia et al. (2006a) padronizaram uma técnica de ELISA para avaliar 0s
anticorpos IgG anti-roptrias do T. gondii em soros de suinos e observaram a soro conversao
no 14° dia apo6s a infeccdo com pico de anticorpos no dia 42. Lind et al. (1997) observaram
anticorpos anti IgG com inicio do 10° ao 14° dia apo6s a infecgdo. No presente estudo,
utilizando o teste de rROP2-ELISA, nove dias apds a infeccdo (dia 119) foi detectado
presenca de anticorpos da classe IgG em trés animais (D0O=0,181; DO=0,181; DO=0,195), da
classe IgM (D0O=0,241; DO=0,348) e da classe IgA (D0O=0,370; DO=0,389) ambos em dois
animais. Dubey et al. (1994) verificaram a imunidade protetora iniciada sete dias apds a
inoculacdo de taquizitos da cepa RH, permanecendo durante sete meses.

A prova de bioensaio em camundongos tem sido utilizada como teste ouro
para indicar o nivel de infecgdo em suinos em estudos de imunoestimulantes e vacinas contra
T. gondii (DUBEY; URBAN; DAVIS (1991); DUBEY et al., 1998b; PINCKNEY et al. 1994;
KRINGEL et al. 2004; GARCIA et al. 2005; JONGERT et al., 2008; BUGNI et al. 2008;
CUNHA et al., 2012). No presente estudo o bioensaio em camundongos foi utilizado para
avaliar a presenca do T. gondii apds desafio, em sangue e tecidos dos animais vacinados,
comparados aos ndo vacinados e os animais do G1, G2, e G3 apresentaram 6/24 (25,0%), 9/23
(39,1%) e 10/24 (41,7%) camundongos positivos ao bioensaio, respectivamente. Em dois
estudos que avaliaram a imunizacao de suinos com proteinas nativas de roptrias do T. gondii
o0s autores relataram valores de fracdo de prevencdo (FP) de 20% (GARCIA et al., 2005) e
41,0% (CUNHA et al., 2012) contra a formacdo de cistos teciduais nos animais vacinados
com pelas vias subcutanea e nasal, respectivamente, e Garcia et al. (2005) diagnosticaram
65,6% e 54% dos camundongos positivos para T. gondii, na prova de bioensaio com
musculos, no grupos controle e vacinado, respectivamente, enquanto que no presente estudo,
verificou-se a positividade de 66,7% no grupo controle e 50% no grupo vacinados. Dubey;
Urban; Davis (1991) verificaram que a porcentagem de camundongos positivos para T.
gondii, inoculados com tecidos dos animais vacinados taquizoitos da cepa RH era menor
(31,6%) que dos ndo vacinados (60%).

No presente estudo, ndo foram detectados, pelo bioensaio em camundongos,
cistos teciduais em um suino do grupo vacinado. Utilizando o bioensaio em camundongos,

Cunha et al. (2014) também ndo detectaram a presenca de cistos teciduais no cerebro de um
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suino (25%) de um total de quatro animais vacinados. Kringel et al. (2004) ndo detectaram a
presenca de cistos em coragdo de suinos infectados com oocistos do T. gondii e 54% dos
animais imunizados com taquizoitas e imunestimulador CpG nao desenvolveram cistos
teciduais. Dubey et al. (1994) apds imunizacdo com taquizoitas da cepa RH e Freire et al.
(2003) utilizando como vacina antigenos de superficie do T. gondii incorporado ao ISCOMs
ndo isolaram, ap6s desafio, cistos teciduais do Toxoplasma gondii nos animais vacinados.

A presenca de taquizoitas no sangue dos suinos foi detectada trés dias apds a
infeccdo em todos os animais do G2 e em um suino do G3, na presente pesquisa. Bugni et al.
(2008) detectaram, pelo bioensaio, a presenca de taquizoitas também em trés dias pds
infeccdo no grupo controle e em 14 DPD no grupo vacinado.

Sinais clinicos apresentados em suinos, ap0s a infeccdo por T. gondii,
dependem da raca e idade dos animais, fase do parasita e caracteristicas das cepas (DUBEY,
2010), vias de administracdo, estado nutricional e o nimero de parasitas inoculados
(BEKNER DA SILVA et al., 1994; DUBEY, 1994; DUBEY et al., 1994; JUNGERSEN et al.,
1999). Protecdo contra sinais clinicos foi observada quando parasitas vivos ou antigenos
nativos totais foram utilizados como imundgenos. Freire et al. (2003) e Kringel et al. (2004)
ndo encontraram sinais clinicos nos animais vacinados com antigenos de superficie e
taquizoitas vivos, respectivamente, e desafiados com oocistos do T. gondii, mas mesmo
imunizando suinos com proteinas nativas de roptrias Garcia et al., (2005) e Cunha et al.
(2012) ndo encontraram protecdo contra os sinais clinicos nos animais vacinados.

Os sinais clinicos observados nesse estudo foram aumento de temperatura
do terceiro ao sétimo DPD e anorexia e prostracdo do quinto ao sexto DPD em todos os
animais do experimento e no quinto dia realizou-se o tratamento dos sinais clinicos.
Utilizando também como desafio, 4x10* oocistos da cepa VEG, Garcia et al., (2005)
encontraram sinais clinicos similares, nos animais controles e vacinados, como secrecao
ocular, tosse, anorexia, prostracdo e hipertermia do quarto ao sétimo e no quinto dia DPD,
também fez o tratamento dos sinais clinicos. Mesmo desafiando suinos com 10° oocistos da
cepa VEG do T. gondii, Cunha et al. (2012) ndo observaram protecdo contra manifestagcéo
clinica, relatando hipertermia do sexto ao oitavo DPD nos animais vacinados com roptrias do
T. gondii incorporadas ao imunoestimulante Quil-A. Bugni et al. (2008) relataram sinais
clinicos, caracterizados por tosse e secrecdo ocular, acompanhados de hipertermia entre o

terceiro e o quinto dia pos-infeccao.
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4.7 CONSIDERACOES FINAIS

No presente estudo foi observado que as proteinas recombinantes do T.
gondii administradas pela via nasal com ISCOMATRIX ndo estimularam a resposta imune.
No entanto, as proteinas recombinantes do T. gondii administradas pela via intramuscular
associadas ao ISCOMATRIX estimularam a producéo de altos titulos de anticorpos em suinos
antes do desafio. Protecdo parcial contra a presenca do Toxoplasma gondii nos tecidos quando
comparados aos grupos controles também foi encontrada.

Mesmo obtendo sucesso na imunizagao pela via intramuscular, o fato de ter
utilizado uma Unica proteina recombinate (ROP2) do Toxoplasma gondii como imund6geno
pode ter relacdo com a protecdo parcial encontrada contra a presenca do Toxoplasma gondii
nos tecidos. Assim, estudos sobre imunizacBGes contra T. gondii envolvendo duas ou mais
proteinas recombinantes associadas na mesma vacina devem ser avaliadas no futuro, para um
melhor estimulo da resposta imune em suinos.

Devido aos problemas relacionados com a toxoplasmose ocular pos natal
em seres humanos e considerando os suinos como modelos bioldgicos, estudos sobre
imunizacOes objetivando a reducdo de lesdes oculares causadas pelo Toxoplasma gondii em

suinos devem ser estimulados.
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Figura 1. Temperatura retal (médiatDESVPAD) de suinos do G1, G2 e G3. No dia zero (dia
110 do experimento) todos os animais foram desafiados com 4x10* oocistos esporulados da

cepa VEG. No dia 35 (dia 145 do experimento) os animais foram abatidos.
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Fonte: o préprio autor.
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Figura 2. Imunidade humoral anti-rROP2 do Toxoplasma gondii em suinos (médiatEPAD)
analisadas pelo Ensaio Imunoenzimaético Indireto (ELISA).

Flecha tracejada: desafio com ~ 4x10* oocistos infectantes VEG; (a, b, ¢; p<0,05; t Student); *(p<0,05; Kruskal-
Wallis).
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Tabela 1. Resultado da avaliagdo da presenca Toxoplasma gondii, pelo bioensaio em
camundongos, em sangue e tecidos de suinos apds desafio com oocistos esporulados da cepa

VEG do Toxoplasma gondii.

Grupos/ Imunizacio Bioensaio 2
Animais ¢ Sangue 3 DPI*  Mdsculos35 DPD  Positivos/total
G1
a
> fROP2 (2004g) %//33 ég
0
3 |Scor;tarix 0/3 0/3 6/24 (25,0%) 40,0
4 0/3 1/3
G2
5 2/2 3/3
6 : 1/3 0/3 .
y Iscomatrix 13 13 9/23 (39,1%) 6,1
8 1/3 0/3
G3
9 0/3 1/3
10 0/3 1/3 . 3
11 PBS 0/3 3/3 10/24 (43,5%) NA
12 2/3 3/3

'Dias p6s infeccdo; “Fracdo de prevencdo (FP) calculada para os grupos; °Ndo avaliada; nimero de
camundongos positivos para T. gondii com titulo de anticorpos > 16 (RIFI) ou com presenga de cistos teciduais
nos cérebros, entre os trés inoculados.

Fonte: o préprio autor.
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CONCLUSAO

As proteinas de roptrias do T. gondii administradas pela via nasal com Quil-
A estimularam a resposta imune celular intestinal e sistémica e parcialmente a producéo de
anticorpos em suinos.

A proteina recombinante ROP2 do T. gondii administradas pela via nasal
com ISCOMATRIX néo estimularam a producéo de anticorpos em suinos.

A proteina recombinante ROP2 do T. gondii administradas pela via
intramuscular com ISCOMATRIX estimularam a produgdo de altos titulos de anticorpos em
suinos.

Tanto as imunizacGes com proteinas de roptrias quanto com a proteina
recombinante ROP 2 do T. gondii ndo conferiram protecdo contra sinais clinicos apés desafio
com oocistos esporulados nos animais imunizados.

Os suinos do grupo vacinado pela via nasal com proteinas nativas de
roptrias do T. gondii tiveram uma protecao parcial contra a formacao de cistos cerebrais e 0s
suinos do grupo vacinado com rROP2 tiveram uma protecdo parcial contra a presenca do
Toxoplasma gondii nos tecidos quando comparados aos grupos controles.

O presente estudo demostrou que imunizacdes utilizando proteinas de
subunidades ou recombinante do Toxoplasma gondii associada a um imunoestimulante, pode
estimular a resposta imune e conferir protecdo contra a presenca do parasita nos tecidos com
resultados similares aos estudos envolvendo imunizagGes com o parasita vivo ou proteinas
nativas estruturais.

Esses resultados séo incentivadores para realizacdo de novos estudos sobre
vacinas contra T. gondii e indicam a necessidade de estudos envolvendo duas ou mais
proteinas recombinantes associadas na mesma vacina, para um melhor estimulo da resposta
imune em suinos.

Devido aos problemas relacionados com a toxoplasmose ocular p6s natal
em seres humanos e considerando os suinos como modelos bioldgicos, estudos sobre
imunizacOes objetivando a reducdo de lesdes oculares causadas pelo Toxoplasma gondii em

suinos também devem ser estimulados.



