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ABSTRACT

In this study we evaluated the ability of recombinant adenoviruses (rAd) encoding the
antigens SAG1, SAG2 and SAG3 from Toxoplasma gondii (AdSAG1, AdSAG2 and AASAG3,
respectively) to induce immune responses and protection against the parasite. C57BL/6 mice
received two doses of AASAG1, AdSAG2, ADSAG3 or a control adenovirus (AdCTRL). The
production of anti-SAG specific antibodies, as well as activation of T cells able to recognize
those antigens were evaluated after vaccination. Each rAd elicited production of IgG
antibodies specific against the SAG that they encode. On the other hand, only ADSAG1 led to
significant activation of IFN-y producing T cells, which responded in vitro to a T. gondii
antigen extract and to a T CD8" epitope (TPTENFTL) identified in the sequence of SAG1
protein. Vaccinated animals were challenged with a cystogenic strain of T. gondii for
evaluation of survival and parasite load in brains. Only AASAG1-immunized groups showed
significant survival and reduction in brain cyst numbers. In vaccination experiments
performed with T CD8" cell-deficient mice, it was demonstrated that activation of IFN-y
producing T CD8" cells specific to SAG1 is one of the protection mechanisms induced by
AdSAG1. In a similar approach, by vaccinating MyD88 and IL-12 deficient mice with
AdSAG1, we identified innate immune mechanisms activated in vivo by that rAd, which are
involved in the differentiation of anti-SAG1 specific T lymphocytes into IFN-y secreting cells
and that contribute to the immunogenicity and protective properties of ASAG1. To enhance
the level of protection obtained with the homologous vaccination protocol (two doses of rAd),
we constructed recombinant modified vaccinia virus Ankara (rMVA) encoding SAG1 and
SAG2 to be used as boost dose after prime immunization with rAds, in a heterologous
vaccination protocol. Again, protection was observed only after vaccination with viral vectors
encoding SAG1, with a tendency to enhanced survival levels in groups of animals vaccinated
according to the heterologous protocol (AdSAG1 + MVASAG1) in comparison to those
groups that received homologous vaccination (two AASAG1 doses). As for the parasite load,
it was observed a significant difference between the two vaccination protocols, with the
heterologous protocol providing a higher amount of reduction in brain cyst numbers.
Altogether, the results indicate that the use of recombinant viral vectors is a useful approach

for the development of immunization protocols against T. gondii.



RESUMO

No presente estudo, avaliamos a capacidade de adenovirus recombinantes (rAd)
codificando os antigenos SAG1, SAG2 e SAG3 de Toxoplasma gondii (AdSAG1, AdSAG2 e
AdSAG3, respectivamente) em induzir resposta imune e protecdo contra o parasita.
Camundongos C57BL/6 receberam duas doses de AJSAG1, AdSAG2, ADSAG3 ou de um
adenovirus controle (AdCTRL). A producao de anticorpos especificos anti-SAG, bem como a
ativacdo de linfocitos T capazes de reconhecer esses antigenos foram avaliadas apds a
vacinacdo. Cada rAd induziu a producéo de IgG especifica contra a SAG que codifica. Por
outro lado, apenas o0 ADSAGL1 levou a ativacao significativa de linfocitos T produtores de IFN-
Y, 0S quais responderam in vitro a um extrato de antigenos de T. gondii e a um epitopo de
células T CD8" (TPTENFTL) identificado na seqiiéncia da proteina SAG1. Os animais
vacinados foram desafiados com uma cepa cistogénica de T. gondii, para avaliacdo da
mortalidade e da carga parasitaria cerebral. Apenas grupos imunizados com AdSAG1l
apresentaram sobrevivéncia e reducdo no numero de cistos cerebrais em niveis
significativos. Em experimentos de vacinagdo de animais deficientes em células T CD8" com
AdSAG1 ficou demonstrado que a ativacdo de células T CD8" produtoras de IFN-y
especificas contra SAG1 € um dos mecanismos de protecdo induzidos por aquele rAd. Da
mesma forma, por meio da vacinacdo de animais deficientes em MyD88 e IL-12,
identificamos mecanismos de resposta imune inata ativados por AASAGL1 in vivo, 0s quais
estdo envolvidos na diferenciacdo de linfocitos T anti-SAG1 em células produtoras de IFN-y e
contribuem para a imunogenicidade e capacidade protetora do AASAG1. Para melhorar o
nivel de protecdo obtido com o protocolo de imunizacdo homélogo (duas doses de rAd),
foram construidos virus vaccinia Ankara modificados recombinantes (rMVA) codificando os
antigenos SAG1 ou SAG2 para serem utilizados como dose de reforco apds primo-
imunizacdo com rAd, num protocolo heter6logo de imunizacdo. Novamente, foi observada
protecdo apenas na imunizacdo com vetores virais codificando SAG1, sendo que houve
tendéncia no aumento da sobrevivéncia dos animais vacinados de acordo com o protocolo
heterélogo (AdSAG1 + MVASAG1l) em comparacdo com aqueles que receberam a
imunizacdo homologa (duas doses de ADSAG1). Quanto a carga de parasitas, foi observada
diferenca significativa entre os protocolos de imunizacdo, com o heterdlogo proporcionando
maior reducdo no numero de cistos cerebrais. Esses resultados indicam que a utilizacao de
vetores virais recombinantes € uma abordagem viavel para o desenvolvimento de protocolos

de imunizacédo contra o parasita T. gondii.



1. INTRODUCAO
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O Toxoplasma gondii € um parasita intracelular obrigatorio pertencente ao filo
Apicomplexa que foi identificado pela primeira vez em um pequeno roedor norte-africano,
popularmente chamado de gondi (Ctenodactylus gundii). A identificacdo, feita por Nicolle e
Manceaux em 1908, teve lugar no Instituto Pasteur da Tunisia e, no mesmo ano, o parasita
foi isolado de coelhos mantidos no Instituto Bioloégico de Sao Paulo, Brasil (Kim and Weiss,
2008).

A toxoplasmose causada pelo parasita Toxoplasma gondii € uma das infestacdes
parasiticas mais comuns em humanos e em animais de sangue quente. Esse protozoario
encontra-se distribuido mundialmente, existindo estimativas de que aproximadamente um
terco da populacao global esteja cronicamente infectada pelo mesmo (Darde, 2004). Apesar
da alta taxa de infeccdo dentro da populacdo humana, a manifestacdo de sinais clinicos da
doenca € um fato raro em individuos saudaveis. A forma severa da doenga aparece em
individuos imunossuprimidos e também em recém-nascidos que sdo infectados por via
congénita ou durante a fase pré-natal (Elmore et al., 2010). Um grande espectro de
manifestacdes clinicas ocorre nos individuos desse Ultimo grupo, incluindo calcificacfes
intracranianas, encefalomielites, convulsdes, hidrocefalia e retinocoroidite (Dubey, 2004).
Devido ao fato do tratamento dos pacientes com toxoplasmose ser dificil, levando em
consideracdo que as drogas disponiveis sdo toéxicas, e ja que a reativacdo da infeccao
latente ocorre rapidamente em caso de imunossupressdo, o desenvolvimento de novas
drogas ou de uma vacina é uma alternativa bastante atraente para o combate da doenca.

Além do aspecto médico, a doenca também se destaca como uma parasitose
veterinaria importante. Anualmente, rebanhos de suinos e ovinos sofrem perdas
significativas devido a mortes neonatais e abortos (Dubey, 2009). Ainda mais, quando
ingeridas cruas ou mal passadas, visceras e carne de animais domésticos contaminadas
pelo parasita sdo importantes fontes de infec¢do, tanto para humanos quanto para outros
carnivoros. Ja foi demonstrada, por exemplo, estreita relacdo entre infec¢cdes nos rebanhos
e a ocorréncia de casos isolados ou surtos de toxoplasmose humana (Innes, 2010; Innes et
al., 2009).

As medidas para prevencédo da infec¢éo pelo T. gondii ndo tém sido suficientes para
evitar a ocorréncia da toxoplasmose. Além do mais, ndo existe um medicamento eficaz

contra a fase crbnica da doenca, jA& que as drogas disponiveis sdo capazes de atuar
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somente contra as formas proliferativas do parasita. Outros fatores também tém restringido a
guantidade de drogas disponiveis para o tratamento, como o fato delas apresentarem-se
toxicas com o uso prolongado. Dessa forma, a utilizagdo de vacinas antitoxoplasmose se
constitui em uma alternativa importante para o controle da doenca (Jenkins, 2001). O
desenvolvimento de imunidade prévia a infeccdo com o T. gondii impediria a liberacdo dos
oocistos pelos felinos, preveniria a formacgédo de cistos teciduais na carne dos animais de
abate e sua transmissao por via oral, evitando assim, o desenvolvimento de um estado de
portador assintoméatico passivel de reagudizacdo nos humanos. Uma vacina também poderia
impedir a toxoplasmose aguda em mulheres gestantes e em fémeas prenhes de rebanhos
de producdo, impedindo a transmissdo transplacentaria do parasita e suas sérias
consequéncias (Innes, 2010). Nesse contexto, levando-se em consideracao a eficiéncia dos
vetores virais adenovirus humano do tipo 5 e do virus vaccinia Ankara modificado (MVA)
recombinantes, assim como as propriedades dos antigenos de superficie de parasita T.
gondii, acreditamos ser relevante a avaliacdo de protocolos de imunizacdo dose-reforco
utilizando esses vetores codificando antigenos de superficie do parasita em modelo animal.
Com isso, esperamos contribuir para o futuro desenvolvimento de uma vacina para ser

usada em humanos e que seja capaz de combater eficientemente a infec¢éo pelo T. gondii.

1.1. Aspectos clinicos e epidemiolégicos da toxoplasmose

A toxoplasmose é uma das zoonoses mais comuns em Vvarias regiées do mundo. A
soroprevaléncia da doenca dentre humanos varia muito entre diferentes paises, entre
diferentes areas geogréficas dentro do mesmo pais e entre diversos grupos étnicos da
mesma area (Tenter et al., 2000). No Brasil, a prevaléncia de infeccdo por T. gondii varia de
40 a 80%, com as taxas mais altas ocorrendo em alguns estados do Norte e do Sul, e os
valores mais baixos em estados do Sudeste (Orefice and Bonfioli, 2000). Um estudo
epidemioldgico realizado em Recife demonstrou um percentual de soropositivos de 79,0%
para os homens e 63,4% para as mulheres. Esse estudo também demonstrou que a
soropositividade aumentou com a idade, variando de 18,2% para os individuos menores de
20 anos até 92,6% para aqueles entre 40 e 50 anos de idade. Para as mulheres na idade
fértil (18-40 anos) foi encontrada prevaléncia de 51,6% (Coelho et al.,, 2003). Em outro
estudo conduzido no Rio Grande do Sul com 2.126 mulheres com idade entre 12 e 48 anos
observou-se uma prevaléncia de 74,5% de soropositividade dentre as gestantes (Spalding et
al., 2005). J4 no Parana, a soropositividade dentre as mulheres analisadas foi de 49,2%,

sendo 1,2% desse percentual de mulheres gravidas (Lopes et al., 2009).
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Apesar da alta freqiiéncia de infeccédo dentro das populacbes humanas, a ocorréncia
de sinais clinicos de toxoplasmose é baixa, jA que a infeccdo adquirida (pds-natal) em
individuos imunologicamente competentes leva ao desenvolvimento de uma forte resposta
imune celular, a qual resulta no controle eficaz do parasita, no entanto o parasita permanece
alojado no organismo do individuo sob a forma de cistos sem ocasionar sinais clinicos da
doenca. InfeccBes sintomaticas usualmente se caracterizam por linfadenite, a qual pode
estar associada com febre, fadiga, fraqueza, dor de cabeca (Dubey, 2004). No entanto, a
doenca também pode se manifestar sob a forma ocular como resultado de infec¢do aguda
ou reativacao da infeccédo cronica (Mets et al., 1996). A toxoplasmose adquirida tem maior
impacto para individuos com comprometimento do sistema imune. Nesses individuos,
guadros de imunossupressédo e imunodeficiéncia moderadas ou extremas podem levar a
reativacdo da infeccdo latente. Casos de reativacdo da infeccdo em pacientes
transplantados tém se tornado cada vez mais frequentes, sendo a fonte de re-infeccéo
tecidos do doador ou tecidos do préprio paciente, nos quais se encontram cistos dormentes
(de Medeiros et al., 2001). A toxoplasmose também tem emergido nas duas uUltimas décadas
como uma das mais comuns infec¢cdes oportunisticas associadas com a AIDS, sendo a
causa mais comum de morte dentre esses pacientes devido ao quadro de encefalite gerado
pela doenca (Dubey, 2004). Estima-se que 40% dos pacientes aidéticos desenvolvem
encefalite por toxoplasma, sendo que 10 a 30% morrem em decorréncia desta patologia
(Ferreira and Borges, 2002; Luft and Remington, 1992).

1.2. Toxoplasmose congénita

As maiores complicac6es da toxoplasmose decorrem da infeccdo congénita ou pré-
natal. A transmissdo transplacentaria ocorre normalmente em casos de primo-infeccao ou
toxoplasmose aguda durante a gestacdo. Se a infeccao priméria se der antes da gravidez, a
imunidade adquirida impede a transmisséo do parasita ao feto em exposicées subsequentes.
No entanto, se a gestante sofre um comprometimento da funcdo imune e reativacdo da
toxoplasmose crbnica, também pode infectar o feto (Tenter et al., 2000). Os sintomas da
infeccdo do feto variam conforme a viruléncia da cepa e o periodo da gestacdo no qual a
transmissao ocorre. Infecgdes no primeiro trimestre de gestagéo podem levar a abortamento
ou anormalidades fetais que reduzem significativamente a qualidade de vida da crianca que
sobrevive (Montoya and Liesenfeld, 2004), tais como encefalite, retinocoroidite, calcificacdes
intracranianas, hepatoesplenomegalia e hidrocefalia (Kravetz and Federman, 2005). Essa

Gltima é uma lesdo menos comum, mas € a mais dramatica lesdo causada pela
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toxoplasmose, sendo essa condicdo exclusiva de humanos (Dubey, 2004). Quando a
infeccdo do feto ocorre nos estagios finais da gravidez, os efeitos da doenca sdo menos
graves, com a maioria dos neonatos sendo assintométicos. Entretanto, essas criangas
podem desenvolver problemas como estrabismo, cegueira, surdez, deficiéncias
psicomotoras, convulsdes e retardamento no desenvolvimento mental (Ferguson, 2009;
Kravetz and Federman, 2005).

Como as infec¢es de pacientes imunocompetentes geralmente sdo assintomaticas, o
diagndstico de infeccdo materna normalmente é feito por meio de detecgéo de IgA, 1gG ou
IgM anti-T. gondii em testes de imunofluorescéncia, ELISA ou reagdo de aglutinacdo -
ISAGA-IgM (Araujo and Ferreira, 2008). No caso de diagndstico positivo de infeccdo materna
aguda, deve-se proceder a deteccdo de infecgdo fetal. A avaliacéo ultra-sonografica do feto,
apesar de ser o ponto de partida, indica apenas infec¢Bes avancadas. O ideal é proceder-se
a deteccdo do DNA do parasita no liqguido amniético, por meio de reacdes de amplificacado
em cadeia de polimerase (PCR) (Montoya and Liesenfeld, 2004; Mussi-Pinhata and
Yamamoto, 1999). O tratamento da gestante é realizado com espiramicina ou, se a
transmissao para o feto for confirmada, com pirimetamina e sulfadiazina (Couvreur et al.,
1993).

1.3. Ciclo de vida T. gondii, prevencéao e controle da toxoplasmose

O ciclo biolégico do T. gondii (figura 1) caracteriza-se por ser heteroxeno facultativo. A
despeito da ampla diversidade de hospedeiros do T. gondii, apenas os felideos desenvolvem
a fase sexuada do ciclo, o que leva a descricdo desses mamiferos como hospedeiros
definitivos do agente. O homem e outros mamiferos, juntamente com as aves, S&o
considerados hospedeiros intermediarios, pois nesses ocorre somente desenvolvimento do
ciclo assexuado do parasita (Dubey, 2004; Innes, 2010).

Nos hospedeiros, tanto intermediarios quanto definitivos, a infeccao pelo T. gondii é
seguida de uma rapida multiplicacdo de taquizoitos (forma assexuada de multiplicacao
rapida), os quais sao liberados apos a ruptura da ceélula infectada. Esses podem infectar
gualquer célula nucleada e séao altamente patogénicos disseminando-se, preferencialmente,
para as células do sistema nervoso central, olho, musculos esqueléticos e musculo cardiaco,
levando a les@es teciduais e desenvolvimento da toxoplasmose aguda. A multiplicacdo dos
taquizoitos é controlada pelo desenvolvimento de uma resposta imune protetora eficaz, e é
seguida pela diferenciacdo do parasita em bradizoito, formas de multiplicacdo lenta de T.
gondii, 0 que resulta na formacéo de cistos teciduais e estabelecimento da fase crbénica da
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Figura 1 — Ciclo do Toxoplasma gondii (adaptado de Dubey, 2004).
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doenca (Dubey et al., 1998; Tenter et al., 2000).

Nos hospedeiros definitivos, especialmente nos jovens ndo imunes ao parasita, ocorre
o desenvolvimento da fase sexuada do ciclo. Ela comeca com a infeccdo de células epiteliais
do intestino delgado por taquizoitos, esporozoitos ou bradizoitos. A multiplicacdo desses
estagios origina os merozoitos que ficam contidos dentro de estruturas chamadas de
esquizontes. ApOGs alguns ciclos de replicacdo, os merozoitos se diferenciam em gametas
masculinos (microgametas) e gametas femininos (macrogametas). A fertilizacdo, a formacao
do zigoto e a organizacdo da parede do oocisto ocorrem no epitélio intestinal. Os oocistos
sdo liberados no meio ambiente juntamente com as fezes dos animais e, sob condi¢cbes
apropriadas de temperatura e umidade, sofrem o processo de esporulacdo, quando se
tornam infectantes. Uma vez esporulado, 0 oocisto permanece no ambiente como fonte de
infeccdo para outros individuos (Dubey et al., 1998).

A infeccdo pés-natal em humanos ocorre essencialmente de trés maneiras: pela
ingestao acidental de oocistos liberados nas fezes de felinos domésticos e selvagens, os
quais podem contaminar 4gua e alimentos; através da ingestdo de cistos presentes em
carne mal cozida - o cozimento em temperaturas superiores a 67°C ou o congelamento em
temperaturas inferiores a —13°C mata os bradizoitos presentes nos cistos e elimina o risco
desse modo de contaminacdo — e, mais raramente, através de transplantes ou transfusdes
sanguineas (Hide et al., 2009; Kravetz and Federman, 2005).

Atualmente, a prevencdo e o controle da toxoplasmose adquirida dependem de
medidas de vigilancia epidemiol6gica e manejo sanitario voltadas para identificacdo e
eliminacdo das fontes de infec¢éo, tais como controle da populacdo de gatos de rua. As
recomendacdes para controle da transmissao dentro do ambiente doméstico incluem:
prevencdo do consumo de carne mal passada; limpeza frequente das caixas de areia de
gatos domésticos (usando protecdo para as maos e detergentes apropriados e/ou agua
fervente); descarte das fezes e das camas de areia dos felinos de maneira adequada; uso de
racdo industrializada e agua tratada na alimentacdo dos animais; prevencdo do habito da
caca por parte de gatos domésticos, para evitar que 0s mesmos se alimentem com presas
infectadas com cistos. Finalmente, a prevencdo de toxoplasmose congénita depende de
exame pré-natal e tratamento das gestantes que apresentam soroconversao (Dabritz and
Conrad, 2010). Essas acdes visam principalmente diminuir a exposi¢cédo dos grupos de risco,
como o das mulheres em idade fértil e o dos pacientes imunocomprometidos (Bojar and
Szymanska, 2010; Lago et al., 2009).
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1.4. Linhagens de T. gondii

Estudos realizados na América do Norte e Europa demonstraram que T. gondii
apresenta uma estrutura populacional altamente clonal. Com base em andlises de perfil de
isoenzimas e de polimorfismos de tamanho de fragmentos de restricdo (RFLP), nessas
regioes as linhagens do parasita foram classificadas em trés populacdes clonais designadas
como tipo I, Il e lll, que apresentam alta similaridade, mas que diferem geneticamente em
uma taxa de aproximadamente 1% genes (Howe et al., 1997; Howe and Sibley, 1995).
Estudos recentes realizados na Africa sugerem a mesma distribuicdo clonal nessa regiéo
(Velmurugan et al., 2008). Ja no Brasil, os isolados de T. gondii apresentam alta
variabilidade genética, sendo a distribuicdo da populacdo de parasitas denominada néo
clonal (Ferreira Ade et al., 2006; Pena et al., 2007).

As trés linhagens clonais de T. gondii diferem na viruléncia em modelos animais e nos
padrdes epidemiolégicos de ocorréncia. Linhagens do tipo | (RH) séo altamente virulentas
para camundongos e humanos, enquanto as linhagens do tipo Il (ME49) e do tipo Il (CEP e
VEG) sao consideradas moderadamente virulentas (Howe and Sibley, 1995). Em geral, as
linhagens do tipo Il e lll s&o cistogénicas, enquanto as linhagens tipo | ttm uma capacidade
bem reduzida de formar cistos em cultura de células ou em animais infectados (Saeij et al.,
2005; Switaj et al., 2005).

Das linhagens isoladas de pacientes infectados cronicamente, linhagens do tipo Il sdo
encontradas comumente em pacientes norte-americanos € europeus, enquanto que
linhagens do tipo | parecem ser mais frequientes entre os pacientes da América do Sul,
sendo associadas a quadros de toxoplasmose congénita ou ocular (Resende et al., 2008b).
Estudos em gatos (Pena et al., 2006) e galinhas caipiras (Dubey et al., 2005; Dubey et al.,
2002) da América do Sul mostrando a predominancia dos tipos | e lll e auséncia do tipo II,
em contraste a grande predominancia de linhagens do tipo Il em paises da América do

Norte.

1.5. Resposta imune contra T. gondii

Tipicamente, infeccbes pelo parasita T. gondii induzem uma rapida resposta imune
com perfil pro-inflamétorio, a qual € necesséria para sobrevivéncia do hospedeiro, mas que
também garante a persisténcia do parasita. Essa resposta recruta uma ampla gama de
células, tais como linfécitos T CD4" e T CD8", macréfagos, células dendriticas (CDs) e

células natural killer (NK) (Miller et al., 2009). Uma caracteristica marcante da resposta anti-
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T. gondii é que praticamente ndo existe imunopatologia associada a mesma em individuos
imunocompetentes, sendo os sintomas mais comuns febre e linfoadenopatia (Denkers and
Gazzinelli, 1998).

Os linfocitos T CD8" sdo considerados os efetores mais importantes na protecéo
contra T. gondii (Bhadra et al., 2010; Jordan and Hunter, 2010). Essas células contribuem
para a producdo de interferon gama (IFN-y) e atuam prevenindo a reativagdo da infeccdo
cronica eliminando cistos teciduais através de sua atividade citotoxica mediada por perforina
(Suzuki et al., 2010). As células T CD4" também assumem um importante papel contra essa
parasitose (Johnson and Sayles, 2002). Essas cooperam na producao de IFN-y e auxiliam na
proliferacdo e ativacdo de células T CD8" através da producgédo de Interleucina (IL) 2, um
mitdgeno importante para células T, e inducdo da expressdo de moléculas co-estimuladoras
(Tait and Hunter, 2009). Reacdes pré-inflamatérias dependentes de IFN-y sdo essenciais
para a resisténcia contra taquizoitos durante a fase aguda da infeccdo (Lykens et al., 2010),
além de impedirem a reativacdo dos cistos teciduais durante a fase crbnica (Miller et al.,
2009). IFN-y produzido em resposta ao parasita atua em macrofagos e CDs, aumentando a
capacidade microbicida e de sintese de IL-12 dessas células (Gazzinelli et al., 1994). Ainda,
IFN-y ativa a sintese de quimiocinas envolvidas no recrutamento de linfécitos T; atua como
um co-fator da IL-12 na diferenciacdo de células ThO em células efetoras Thl (Gazzinelli et
al., 1996); induz a expressao de receptores de IL-12 em células T (Seder et al., 1993) e
aumenta a expressdo de moléculas de classe | do Complexo de Histocompatibilidade
Principal (MHC) em células infectadas, favorecendo o reconhecimento pelos linfocitos T
CD8" citotoxicos (CTLs) (Denkers and Gazzinelli, 1998). Além disso, IFN-y também ativa a
sintese de TNF por macrofagos. TNF atua sinergisticamente com IFN-y induzindo a
producdo de oxido nitrico (NO) por macréfagos, linfocitos, células NK e neutrofilos. Esse é
gerado durante o metabolismo da L-arginina pela acédo da 6xido nitrico sintase do tipo 2. NO
pode matar diretamente o parasita, inibindo enzimas mitocondriais e nucleares, atuando
tanto na fase aguda quanto na fase cronica da infeccéo pelo T. gondii (Miller et al., 2009).

Na medida em que a resposta imune se desenvolve, ocorre a eliminagcdo dos
taquizoitos, aparecimento de bradizoitos e formacdo de cistos teciduais. Alguns trabalhos
preconizam que, na transicdo da fase aguda para a fase crbnica da toxoplasmose, a
resposta imune induz ativamente a transformacéo do taquizoito em bradizoito. Uma segunda
hipotese sugere que a resposta imune controla a multiplicagdo do taquizoito, mas ndo tem

efeito sobre o bradizoito, que é essencialmente indcuo ao hospedeiro. De qualquer forma,
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na fase crbnica, os niveis de citocinas inflamatérias caem e a manutencédo do controle da
infeccdo passa a depender do desenvolvimento de imunidade adquirida, com ativacao de
células T CD4" e T CD8" especificas, as quais exercem importante papel no controle dos
cistos teciduais (Miller et al., 2009). A evidéncia mais marcante da importancia das células T
para controle da infeccdo crénica € o fato que, nos pacientes imunossuprimidos, cujo
numero de linfécitos T se encontra reduzido, ocorre reativacdo de cistos teciduais e infeccao
aguda (Montoya and Liesenfeld, 2004).

Além da resposta imune celular € importante ressaltar a resposta imune inata
inespecifica contra o parasita, que € ativada principalmente durante as fases iniciais da
infeccdo. Isso é evidenciado pelo fato de que a infeccdo pelo T. gondii limita a co-infec¢édo
com outros patdégenos, tais como Schistosoma mansoni (Mahmoud et al.,, 1976) e
Leishmania major (Santiago et al., 1999). A resposta inata é caracterizada pela producéo de
IL-12, Fator de Necrose Tumoral (TNF), IL-15 e IL-18 por CDs e macrofagos, e pela
producdo de IFN-y dependente de IL-12 por células NK, embora as CDs, incluindo as
convencionais CD8" e as CDs plasmocitdides sejam as maiores fontes dessa citocina (Tait
and Hunter, 2009). A producéo de IL-12 pelas células dendriticas é uma etapa crucial para
desencadeamento da resposta adquirida, pois ela é acompanhada da ativacdo da
capacidade de apresentacdo de antigenos e moléculas co-estimuladoras pelas proprias
CDs, que conduzem a diferenciacéo dos linfocitos T especificos a um perfil Thl produtor de
IL-2 e IFN-y, citocinas essas criticas para a sobrevivéncia do hospedeiro (Yarovinsky and
Sher, 2006). Estudos realizados in vitro com células de camundongo indicam o que o
Receptor do Tipo Toll (TLR, do inglés Toll Like Receptor) 11, que se liga a profilina de T.
gondii, seja um dos principais receptores inatos responsaveis pela ativacdo das CDs. No
entanto, outros receptores como o0 TLR2, cujos ligantes na superficie do T. gondii seriam as
ancoras de glicosilfosfatidilinositol (GPI), parecem exercer papel coadjuvante na producédo de
IL-12 (Debierre-Grockiego et al., 2007; Yarovinsky and Sher, 2006; Yarovinsky et al., 2005).
O papel da precoce ativacado dessa resposta relaciona-se com a necessidade do organismo
de limitar a replicacdo de taquizoitos, além de direcionar o adequado desenvolvimento da
resposta adquirida, levando a diferenciacdo de células precursoras ThO em células Thl
efetoras (Combe et al., 2005).

Enquanto a produgédo de citocinas pro-inflamatorias e de NO é requerida para o
controle da toxoplasmose, a excessiva producdo dessas moléculas microbicidas pode gerar

danos imunopatoldgicos graves e até mesmo levar o individuo a morte. Dessa maneira, ao
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mesmo tempo em que o contato do organismo com o parasita leva a uma alta producao de
citocinas pro-inflamatorias tipo 1, desenvolve-se também uma resposta do tipo 2,
caracterizada pela producao de IL-4, além da producéo de citocinas regulatérias como IL-10
e TGF-3, as quais regulam a expressao e fung¢do das citocinas pro-inflamatoérias do tipo 1
(Gazzinelli et al., 1996). Porém, ao mesmo tempo em que citocinas com perfil 2 evitam
danos ao organismo, elas também beneficiam o parasita, permitindo a persisténcia do
mesmo e o estabelecimento de uma infeccdo crénica. Com isso, diversos estudos tém sido
conduzidos no intuito de se entender melhor os circuitos das citocinas produzidas durante a
infeccdo pelo T. gondii, assim como suas populagbes celulares alvo, visando ao
desenvolvimento de estratégias mais eficazes de controle do parasita. IL-10 é uma citocina
que atua inibindo a sintese de IL-12 e TNF por células apresentadoras de antigenos e a
producdo de IFN-y por células NK e linfocitos Thl (Butcher et al., 2005; O'Garra and Vieira,
2007). Foi demonstrado, por exemplo, que ela é requerida para a prevencdo da mortalidade
e necrose no intestino delgado de camundongos, tanto de BALB/c resistentes quanto de
camundongos C57BL/6 susceptiveis, apos infeccdo oral com a cepa ME49 (Suzuki et al.,
2000). O papel da citocina IL-4 em modelos murinos de infeccdo pelo T. gondii é o de
potencializar os efeitos da IL-10 sobre macréfagos e induzir a diferenciacdo de precursores
ThO em células efetoras com perfil Th2, jA o TGF-p potencializa os efeitos da IL-10 em
macroéfagos, inibe a sintese do IFN-y em células NK e interfere na diferenciacdo dos

linfocitos precursores (Denkers, 1999; Denkers and Gazzinelli, 1998; Swain et al., 1990).

1.6. Antigenos de superficie e vacinas contra T. gondii

O fato de que individuos naturalmente infectados com T. gondii desenvolvem uma
resposta imune longa e duradoura, que mantem o parasita sob controle e impede
reinfeccdes, é o melhor indicativo de que o desenvolvimento de uma vacina para controle da
toxoplasmose é viavel (Kur et al., 2009). Muitas formas de imunizagcédo contra toxoplasmose
tém sido testadas e algumas vacinas baseadas em cepas atenuadas chegaram a ser
licenciadas para uso veterinario. Esse € o caso da “Toxovax”, uma vacina comercial
desenvolvida na Nova Zelandia contendo taquizoitos da cepa S48 de T. gondii, 0s quais sao
incapazes de gerar cistos teciduais. Essa vacina confere imunidade que, a despeito de ter
curta durabilidade, é capaz de evitar a transmissao congénita do parasita e conseguente
abortamento em ovinos (Buxton and Innes, 1995). O uso de vacinas baseadas em cepas

atenuadas, tais como a “Toxovax”, em humanos é improvavel, dado o fato de que os
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taquizoitos presentes em sua composicdo estdo vivos e podem estabelecer infeccdes
cronicas ou reverter a um estado patogénico e causar doenca aguda (Kur et al., 2009).
Devido a esse fato, as pesquisas para o desenvolvimento de vacinas contra toxoplasmose
concentram-se na identificacdo de componentes do parasita com propriedades
imunogénicas e delineamento de protocolos de imunizacdo que utilizem esses componentes
em vacinas denominadas de subunidades (Frickel et al., 2008; Mishima et al., 2001).

Nos ultimos anos tem havido progresso consideravel na tentativa de se identificar
antigenos candidatos, capazes de gerar resposta imune protetora, para o desenvolvimento
de uma vacina. Muitos desses trabalhos tém como foco antigenos de superficie dos
taquizoitos, denominados SAGs (Jongert et al., 2009). Estas proteinas, juntamente com as
SRSs (do inglés SAG-Related Sequences) compdem uma familia de antigenos, dentre os
quais SAG1, SAG2 e SAG3 se destacam como 0s mais abundantemente expressos na
superficie de taquizoitos (Lekutis et al., 2001; Manger et al., 1998). As SAGs 1, 2 e 3 sao
reconhecidas por soros humanos e animais, sendo amplamente utilizadas em ensaios de
imunodiagnostico da doenca e para caracterizacdo das cepas de T. gondii (Howe et al.,
1997). Além disso, diversas proteinas secretorias associadas ao processo de invasdo da
célula hospedeira tém sido identificadas e relacionadas com a estimulacdo da resposta
imune do hospedeiro, tais como proteinas de micronemas (MIC), roptrias (ROP) e granulos
densos (GRA) (Desolme et al., 2000; Lourenco et al.,, 2006; Martin et al., 2004). Alguns
antigenos associados aos bradizoitos também tém sido identificados, tais como o antigeno
BAG e o antigeno MAG1, que é secretado pela matriz do cisto e € reconhecido por soros

imunes do hospedeiro (Kur et al., 2009).

As SAGs possuem um peptideo N-terminal de enderecamento para o reticulo
endoplasmatico, além de uma extremidade C terminal hidrofébica com um motivo de adi¢é@o
de ancora de GPI para ligacdo a membrana celular (Boothroyd et al., 1998). A proteina
SAG1, o antigeno de membrana imunodominante em taquizoitos, apresenta peso molecular
de aproximadamente 30kD; SAGS3, a terceira proteina de membrana mais abundante do
parasita, apresenta peso molecular de 43Kd. SAG1 e SAG3 possuem homologia em 24% de
seus aminoacidos, inclusive na conservagao de todos os residuos de cisteina nas proteinas
maduras e uma similaridade nas estruturas secundarias e terciarias (Boothroyd et al., 1998)
Acredita-se que essas proteinas atuem interagindo com a superficie da célula hospedeira,
servindo como mediadora do processo de adesao e/ou invasao (Kasper and Mineo, 1994).

Anticorpos monoclonais dirigidos contra SAG1 inibem a infeccao de fibroblastos humanos e
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enterécitos murinos em cultura (Mineo and Kasper, 1994). A delecdo do gene SAG3 reduz a
capacidade de adeséao e invasao celular de taquizoitos da cepa RH, sendo esse fendmeno
revertido através de complementacdo génica. Além disso, os taquizoitos com gene SAG3
deletado sdo marcadamente menos virulentos para camundongos que 0s parasitas do tipo
selvagem, ou aqueles complementados com SAG3 (Dzierszinski et al., 2000). A proteina
SAG2, com cerca de 22Kd, é a segunda mais abundante na superficie dos taquizoitos de T
gondii, sendo observado somente nessa fase do ciclo de vida do parasita. A funcédo de
SAG2 ainda nao foi descrita, mas especula-se que ela esteja envolvida com o processo de
adesdao/penetracdo na célula hospedeira, agindo sinergicamente com as SAG1/3 (Parmley et
al., 1994).

O potencial imunogénico das SAGs, especialmente da SAG1, foi previamente
demonstrado em diversos modelos de vacinacdo contra T. gondii. Em um estudo, a
imunizacdo com a proteina SAG1 recombinante (SAG1r) pura ou em combinacdo com
alimem induziu resposta do tipo Th2, com producédo de anticorpos IgG1. Essa formulagéo foi
capaz de aumentar a taxa de sobrevivéncia dos camundongos apos desafio com a cepa RH
(Petersen et al., 1998). Letscher-Bru e colaboradores (Letscher-Bru et al., 1998) mostraram
gue a associacdo da SAGLr com IL-12 recombinante (IL-12r) alterou o perfil da resposta
imune para um tipo Thl, o que proporcionou protecao contra a formacéo de cistos cerebrais.
A SAG1r também foi testada em associacdo com a toxina da célera (CT), enterotoxina labil
(LT) e dois de seus derivados nao toxicos (LTR72 e LTK63) em esquemas de imunizacao
intranasal em camundongos. Nesses experimentos foram observadas ativacado de reposta
celular local (linfonodos mesentéricos) e sistémica (bago), com producéo de IFN-y, IL-5, IL-2,
lgG2a, 1gG2b (soro) e IgA (lavado nasal, pulmonar e intestinal) e reducéo significativa na
carga de cistos cerebrais nos animais vacinados (Bonenfant et al., 2001; Debard et al.,
1996).

Protecdo contra o desafio letal com a cepa RH em camundongos C3H e BALB/c, bem
como prevencdo da formacdo de cistos cerebrais em BALB/c desafiados com a cepa
Beverley foram demonstradas com a imunizacdo com plasmidio contendo o gene SAG1
(Couper et al., 2003; Nielsen et al., 1999). SAG1 clonada em plasmideo em associagcdo com
ROP2 foi capaz de prolongar a sobrevivéncia de camundongos BALB/c ap0s desafio com a
cepa RH. A co-administracado de IL-12r murina como adjuvante aumentou mais ainda 0s
niveis de resposta imune celular e humoral (Zhang et al., 2007). Resultados semelhantes

foram obtidos por Wang e colaboradores em 2009 (Wang et al., 2009), os quais imunizaram

21



camundongos BALB/c por via intranasal com um plasmideo codificando SAG1 e MIC4 em
associacdo ou ndao com toxina da colera A2/B. Nesse trabalho, os melhores niveis de
resposta imune e sobrevivéncia pés-desafio também foram obtidos com as formulacdes
contendo o adjuvante.

Jongert e colaboradores (2008) testaram um protocolo de imunizagcdo em
camundongos Swiss com uma proteina quimérica contendo fragmentos de MIC2, MIC3 e
SAGL1 (denominada EC2) em associacao a proteina GRA7 recombinante ou com plasmideo
codificando GRA7 (Jongert et al., 2008). Resultados demonstraram que houve producgéo de
altos niveis de anticorpos para todas as proteinas em ambas as formulacbes e que o
protocolo proteina-proteina reduziu em 79% a formacdo de cistos teciduais apos desafio
com a cepa 76K, contra 24% de reducdo com protocolo heterdlogo proteina-DNA. A SAG1
clonada em vetores virais também ja foi testada. Fang e colaboradores, por exemplo,
testaram um pseudo-baculovirus codificando o gene SAG1 em camundongos BALB/c (Fang
et al., 2010). O desafio com a cepa RH resultou em aumento de cerca de duas semanas na
sobrevivéncia dos animais em relagéo ao grupo controle.

Yang-Ha e colaboradores (2007) mostraram que a imunizacdo de camundongos
BALB/c com SAG3 recombinante juntamente com QUuilA resultou em aumento da
sobrevivéncia apos dose letal da cepa ME49 e reducado parcial da carga de cistos apés
desafio com doses sub-letais da mesma cepa (Lee et al.,, 2007). Em outro estudo,
imunizacdo de camundongos ICR com SAG2r resultou em protegcdo contra mortalidade
causada pela cepa RH, porém esse efeito perdurou por pouco tempo e 0s grupos vacinados
sucumbiram cerca de sete dias apds os grupos controles (Lau and Fong, 2008). Finalmente,
num modelo desenvolvido por Mishima e colaboradores (2001), as proteinas recombinantes
SAG1, SAG2, SAG3, P54, SRS1, ou uma mistura destas cinco, foram empregadas em
associacao com o Adjuvante Completo de Freund (CFA) numa tentativa de proteger BALB/c
contra desafio com uma dose letal da cepa ME49 de T. gondii (Mishima et al., 2001). Este
protocolo de imunizacao proporcionou uma baixa taxa de sobrevivéncia (17 - 25%), a qual foi
observada apenas nos grupos vacinados com SAG2r, SRS1r ou com a mistura dos cinco
antigenos. Estes resultados contrastam com estudos prévios que mostram a SAG1r como
sendo uma proteina capaz de proteger, pelo menos parcialmente, contra cepas cistogénicas.
Em contrapartida, o trabalho mostra a inibicdo total na formacdo de cistos com SAG2r e
SRS1r, ja que 0s animais sobreviventes destes grupos vacinais se apresentaram resistentes

ao desenvolvimento de cistos cerebrais, enquanto que os animais sobreviventes do grupo
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controle vacinado com Extrato Total de Lisado de Taquizoitos de T. gondii (TLA)
apresentavam uma alta carga parasitaria no cérebro.

Os estudos relacionados a vacinas contra toxoplasmose apresentados anteriormente
possuem resultados animadores, na medida em que demonstram a possibilidade de se obter
uma protecdo significativa contra a doenca em modelos animais. Entretanto, as maiores
limitacbes daqueles modelos de vacinacdo tém sido a manutencdo de niveis 6timos de
imundgenos no organismo hospedeiro e a ativacdo de uma resposta protetora desviada para
Thl (resposta inflamatoria), que é dependente da associacdo com adjuvantes apropriados,
especialmente no caso das vacinas baseadas em proteinas recombinantes (Lee et al., 2007;
Letscher-Bru et al., 1998). Como uma extensdo dessas pesquisas, 0 presente trabalho
introduz o desenvolvimento de vacinas anti-toxoplasma baseadas em virus recombinantes.
O uso de vetores virais recombinantes, como o adenovirus e o0 virus vaccinia Ankara
modificado, é extremamente adequado para o desenvolvimento de vacinas contra T. gondii,
tendo em vista a alta capacidade de expressdo de proteinas daqueles vetores e a sua

capacidade de induzir producao de citocinas pro-inflamatérias.

1.7. Biologia dos Adenovirus

Adenovirus sdo virus ndo envelopados pertencentes a familia Adenoviridae, a qual é
dividida em dois géneros: Aviadenovirus que engloba adenovirus de aves, e
Mastadenovirus, que abriga aqueles capazes de infectar mamiferos (Rocha et al., 2004).
Além da classificacdo em dois géneros, os adenovirus sao divididos em grupos, de acordo
com as espécies afetadas (adenovirus humanos, simios, murinos, bovinos, suinos), em
subgrupos, de acordo com suas propriedades de hemaglutinacdo e oncogenicidade em
roedores (ex. subgrupos A-F de adenovirus humanos) (Lukashok and Horwitz, 1998) e em
sorotipos, de acordo com a reatividade com anticorpos (Norrby et al., 1976).

Os adenovirus caracterizam-se por apresentarem DNA fita dupla linear com cerca de
36Kb, que se encontra empacotado em um core envolvido por um capsidio protéico
icosaédrico com vinte faces triangulares (figura 2A) (Imler, 1995). Esse é constituido de trés
estruturas protéicas principais: hexon, penton e fibras (figura 2B). Os hexons constituem as
faces triangulares do capsideo. Os pentons formam os vértices da particula, a partir dos
guais se projetam as fibras, responsaveis pela interagdo com os receptores celulares (Nicklin
et al., 2005). O genoma de todos os adenovirus humanos conhecidos apresentam o mesmo
esquema de organizacdo geral. Em cada extremidade da molécula de DNA existe uma

Repeticao Invertida Terminal (ITR), cada uma contendo uma origem de replicagdo do
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genoma. O cromossomo viral contém quatro unidades de transcricdo precoces ou imediatas
chamadas E1, E2, E3 e E4 (early unit), cujos genes sdo expressos imediatamente apos a
infeccdo; duas unidades de transcricdo precoces de expressao nao-imediata denominadas
IX e IVa2; e uma unidade de transcricdo tardia designada L (late unit), a qual € expressa
apos a replicacdo do genoma viral (Russell, 2000).

O ciclo dos adenovirus (figura 2C) tem inicio com a adeséo das particulas virais na
superficie da célula hospedeira, por meio de ligacdo da fibra do capsideo ao receptor celular
CAR (Receptor de Coxsackievirus e Adenovirus) (Tomko et al., 1997). Uma vez ligado a
superficie celular, motivos RGD presentes nos pentons interagem com integrinas celulares, o
gue ativa a internalizacéo do virus via endocitose em vesiculas cobertas por clatrina (Varga
et al., 1991). ApoOs internalizacdo, as particulas virais escapam para o citoplasma por meio
da ruptura do endossomo primario, sendo ativamente transportadas para o nucleo via
microtibulos. A medida que sdo movidas pelo citoplasma, as particulas vdo sendo
desmontadas de maneira organizada e sequencial, de forma que somente o genoma viral
alcanca o nuacleo celular, onde ocorre ativagdo transcricional do mesmo. A replicacdo do
genoma viral e a producdo de grandes quantidades de moléculas estruturais do capsideo
propiciam a montagem de novas particulas virais. Hexons, pentons e fibras sdo montadas
separadamente no citoplasma e transportados para o nucleo onde serdo reunidos para
formar o virion. Uma vez que novas particulas virais sdo montadas, ocorre a liberacdo da

progénie através da ruptura da célula infectada (Shenk, 2001).
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Figura 2 — Biologia dos adenovirus. A, representacao tridimensional de uma particula viral.
representacdo de um corte transversal de uma particula viral, mostrando a posi¢do dos pentons e

hexons e o DNA dentro do core, associado a proteinas semelhantes a histonas. Adaptado de
Russell, 2000. C, ciclo de replicacdo dos adenovirus.

25



1.8. Adenovirus recombinantes

Os primeiros relatos de adenovirus humanos ocorreram ha mais de quatro décadas e
desde entdo, cerca de 50 sorotipos, que afetam diretamente o homem, ja foram
identificados. Esses virus tém sido descritos como agentes etioldgicos de patologias do trato
respiratorio superior, que se manifestam clinicamente em criangas com menos de 5 anos de
idade na forma de congestdo nasal, coriza, tonsilite e tosse. Ainda, esse virus é o
responsavel por sindromes gastrointestinais como diarréias, além de conjuntivites (Zhang
and Bergelson, 2005). Em geral, as infec¢cdes manifestam-se na forma de doencas benignas
e autolimitantes, com os individuos infectados desenvolvendo uma resposta imune eficiente
no controle da replicacéo viral e re-infec¢ao (Russell, 2000).

A popularidade do uso dos adenovirus como vetores vacinais deveu-se ao sucesso da
imunizacdo de milhares de militares do exército americano com os sorotipos Ad4 e Ad7, com
0 objetivo de prevenir a sindrome respiratoria aguda (Howell et al., 1998). Desde entédo, 0s
adenovirus passaram por diversas modificacbes que permitiram Seu uso como uma
poderosa ferrarmenta de expressdo de genes heter6logos. Os adenovirus recombinantes
sdo amplamente empregados para expressdo, apresentacdo de antigenos e inducdo de
resposta imune contra varios patégenos. Diversas construcdes codificando genes de
agentes infecciosos importantes, tais como o virus Ebola (Richardson et al., 2009; Sullivan et
al., 2003; Sullivan et al., 2000), HIV (Asmuth et al., 2010; Casimiro et al., 2003; Hidajat et al.,
2010), Plasmodium (Bruna-Romero et al., 2004; Rodriguez et al., 2009), Trypanosoma cruzi
(de Alencar et al., 2009), CMV (de Andrade et al., 2007) e virus da raiva (Henderson et al.,
2009), tém sido utilizadas com grande sucesso na inducdo de imunidade em modelos
experimentais.

Os adenovirus humanos do sorotipo 2 e 5 (Ad2 e Ad5) do subgrupo C sdo os mais
comumente usados para criacdo dos vetores recombinantes. No presente trabalho, foi
utilizado um vetor ndo-replicativo de primeira geracdo baseado no adenovirus humano do
sorotipo 5 (Imler, 1995). Os adenovirus deficientes em replicacdo podem levar a expressao
do transgene e induzir resposta imune em um organismo hospedeiro, mas ndo podem ser
transmitidos de um individuo a outro. Isso torna a utilizagdo do vetor segura, eliminando o
risco de propagacdo ambiental de um organismo geneticamente modificado (Babiuk and
Tikoo, 2000).

Os adenovirus recombinantes de primeira geracdo sao obtidos através de uma
técnica desenvolvida pelo grupo de Frank L. Graham (McGrory et al., 1988). Essa técnica

consiste da recombinacdo homologa entre o genoma adenoviral e um plasmideo bacteriano,

26



0 qual contém o gene exdgeno de interesse clonado num cassete de expresséao flanqueado
por sequencias de adenovirus. A recombinacédo induz a substituicdo de um fragmento do
genoma do adenovirus pelo cassete de expressdo contendo o transgene. Essa troca de
segmentos permite a inser¢cdo de genes sem aumento excessivo do tamanho do genoma
viral, mantendo-o dentro do limite de empacotamento do capsideo. O processo de
recombinacédo leva a delecéo das regides E1 e/ou E3 do genoma, o que permite insercbes
transgénicas de até 7 kilobases. Como os produtos dos genes E1 sdo essenciais para a
expressao das proteinas responsaveis pela replicagdo do genoma viral, a delecdo resulta em
um adenovirus deficiente em replicacdo (Russell, 2000). A propagacdo dos virus
recombinantes € realizada in vitro, em linhagens celulares que foram permanentemente
transformadas com segmentos da regido E1 do genoma adenoviral e exercem efeito
complementar aos virus nédo replicativos (Graham et al., 1977; Shaw et al., 2002).

Além da baixa patogenicidade natural das cepas adenovirais selvagens usadas como
base para a construcdo dos vetores recombinantes e das delecbes que tornam o0s
adenovirus deficientes em replicacdo, ainda ha um terceiro fator de seguranca que é o fato
do genoma dos adenovirus ndo se integrar ao DNA celular, sendo expresso primariamente
como DNA epissomal. Essa caracteristica é vantajosa, se forem levados em consideracéo
os efeitos deletérios que a integracdo pode causar sobre a célula, como a ruptura de
antioncogenes (Shenk, 2001).

Os adenovirus recombinantes sdo capazes de induzir uma intensa expressao do
transgene tanto in vitro como in vivo. Normalmente, os niveis de expressao de um antigeno
e a resposta imune obtidos com adenovirus superam aqueles obtidos com métodos de
vacinacdo com plasmideos. Isso deriva do fato de que o DNA, quando injetado em
determinados tecidos, ndo € eficientemente captado por uma grande propor¢édo de células.
Ainda mais, os adenovirus podem infectar uma grande variedade de células quando
inseridos em um tecido, mesmo células pés-mitéticas ou altamente diferenciadas (Mittal et
al., 2001). Além disso, eles sdo relativamente estaveis e faceis de manipular, dispensando
refrigeracado quando liofilizados; eles também s&o de facil propagacao, podendo ser obtidos
em altos titulos (>10° unidades formadoras de placas/ml), o que permite sua producdo em
larga escala (Babiuk and Tikoo, 2000; Souza et al., 2005).

Os adenovirus ativam o desenvolvimento de intensa resposta imune inata e
adaptativa, tanto para o transgene quanto para as proteinas estruturais e regulatérias do
proprio vetor (Jooss and Chirmule, 2003). Infec¢gbes por adenovirus induzem uma resposta

inflamatoria caracterizada por infiltrado inflamatorio rico em células, com a liberacéo local de
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Interferons do tipo | (IFN-a e IFN-B), IL-12, TNF, IL-1 e IL-6. (Di Paolo et al., 2009; Holst et
al., 2010; Muruve, 2004; Yang et al., 1995b). Além disso, ja foi demonstrado que a infeccéo
de alguns tipos celulares com adenovirus (células endoteliais, por exemplo) provoca
liberagdo de quimiocinas como MIP-1, MCP-1 e 2 e IP-10, as quais mediam a infiltragao de
macréfagos, neutrofilos, células NK e linfocitos nos tecidos infectados, iniciando uma
resposta inflamatéria local (Muruve et al., 1999; Muruve et al., 2008). A inflamacdo tem
importancia crucial na resposta contra os adenovirus, pois influéncia diretamente na ativacao
das células apresentadoras de antigenos (APCs) profissionais, especialmente as células
dendriticas (CDs) que sao fundamentais para o desenvolvimento subseqiiente da resposta
imune adaptativa. As citocinas liberadas pelas células infectadas, associadas aos
componentes do capsideo viral, especialmente fibras e hexons, sdo capazes de ativar a
maturagédo das CDs (Hartman et al., 2008; Molinier-Frenkel et al., 2002). O resultado desta
estimulacdo é o aumento da expresséao superficial de MHC e de moléculas co-estimulatérias
como CD40, CD80 e CD86, bem como producéo da citocina IL-12. A importancia dessa via
de estimulacdo pode ser comprovada por experimentos nos quais CDs murinas ativadas
experimentalmente in vitro com virions ou amostras de fibras virais purificadas se mostraram
plenamente competentes para iniciarem respostas adaptativas protetoras in vivo, com
ativacdo de CTLs, quando re-inoculadas (Molinier-Frenkel et al., 2003).

Diferentes estudos tém avaliado a habilidade dos adenovirus em ativarem Receptores
de Padrbes Moleculares (PRRs), dentre esses, 0s TLRs e receptores do tipo NOD (NLRs,
nucleotide-binding oligomerization domain-like receptors), bem como tentado identificar quais
padrbes moleculares presentes nos virus seriam responsaveis pela ativacdo de PRRs. Zhu
e colaboradores (Zhu et al., 2007) demonstraram que a ativacéo da producao de IFN do tipo
| por DNA de adenovirus em células dendriticas plasmocitéides (pDC) € mediada por TLRY,
em uma via de sinalizacdo dependente de MyD88. Por outro lado, foi demonstrado que
adenovirus séo capazes de induzir a liberacdo de IL-1p através da ativagdo do inflamossoma
NLRP3 (Hartman et al., 2007; Muruve et al., 2008).

1.9. Biologia dos poxvirus

Poxvirus séo virus de genoma complexo, cujo tamanho varia entre 130-300 Kb.
Pertencem a familia Poxviridae, a qual é dividida em duas subfamilias: Chordopoxvirinae e
Entomopoxvirinae. A subfamilia Chordopoxvirinae, que abriga 0s virus que infectam

vertebrados, compreende nove géneros, sendo que os membros dos géneros Orthopoxvirus
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e Avipoxvirus sdo amplamente utilizados como vetores recombinantes com fins vacinais
(Sutter and Moss, 1992). Os dois mais bem conhecidos poxvirus sdo os Variola (VARV) e
Vaccinia (VACV) virus, ambos pertencentes ao género Orthopoxvirus. O VARV € 0 agente
etioldgico da variola, j& 0 VACV é o agente etioldgico da variola bovina (Moss, 2011).

As particulas infecciosas do virus vaccinia sé@o visualizadas em criomicroscopia
eletrbnica como retangulos de superficie lisa e extremidades arredondadas. Apresentam de
300-400nm de didametro, sendo envolvidas por uma membrana lipoprotéica a qual abriga o
cerne viral que encerra uma fita dupla linear de DNA. Sequéncias repetidas terminais (ITRS)
estdo presentes no genoma de todos os Poxvirus. Essas séo idénticas, sendo encontradas
nas extremidades, e abrigam uma regido rica em A+T e uma alca em grampo (hairpin loop)
gue conecta as duas fitas de DNA (Earl et al., 2001).

Numerosas enzimas codificadas pelo virion, dentre elas, o complexo da RNA-
polimerase dependente de DNA, metilases, uma enzima responsavel pela adicdo do cap, a
polimerase poli (A), além dos fatores de transcricdo imediatos, sdo empacotados no interior
do cerne viral. A existéncia dessas enzimas proporciona a esses virus a capacidade de
replicacdo no interior do citoplasma da célula hospedeiro, permitindo que 0s mesmos
dispensem o maquinario nuclear para esse processo (Moss, 1996).

O ciclo infeccioso dos Poxvirus (figura 3) inicia-se apods a ligacéo das particulas virais
a superficie celular e liberacdo do cerne viral no interior do citoplasma (1). Inicialmente,
somente 0s genes precoces sdo transcritos pelo complexo da RNA polimerase viral (2).
Esses codificam proteinas envolvidas com a replicagdo do genoma viral, com a
imunomodulacdo da resposta imune do hospedeiro, fatores de crescimento paracrinos,
fatores de transcricdo intermediarios e tardios (3). Tipicamente, as moléculas de DNA da
progénie viral servem como moldes para a expressédo das classes de genes intermediarios e
tardios (4 e 5). As proteinas codificadas pelos RNA’s mensageiros intermediarios incluem
aguelas necessarias para a expressdo dos genes da fase tardia. ApGs a sintese das
proteinas estruturais tardias, as particulas virais infecciosas sdao montadas, sendo que
algumas séo liberadas com uma membrana adicional derivada do Complexo de Golgi (6).
ApOs a montagem, as particulas virais sdo transportadas para a periferia da célula (7),
podendo ser liberadas para o meio extracelular ou permanecer ligadas a superficie (Harrison
et al., 2004).
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Figura 3 — Representacao simplificada dos principais eventos do ciclo de replicacdo dos

Poxvirus. Adaptado de Harrison et al., 2004.
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1.10. Poxvirus como vetores vacinais

O virus vaccinia, amplamente empregado em campanhas de imunizagdo contra a
variola, confere imunidade cruzada contra o virus da variola. Como o ultimo caso notificado
de variola humana ocorreu na Somalia, em 1977, a doenca foi considerada erradicada pela
Organizacdo Mundial de Saude em 1980. Como resultado, a imunizagdo em massa com 0
virus vaccinia foi descontinuada. Esta vacinacdo, a qual havia sido realizada por
aproximadamente dois séculos, consistia na inoculacdo intradérmica do virus vaccinia
(Schatzmayr, 2001). No entanto, a incidéncia de reacfes vacinais adversas mais sérias em 1
a cada 500.000 individuos imunocompetentes vacinados e incidéncias muito maiores em
individuos imunocomprometidos levaram ao desenvolvimento de amostras vacinais
atenuadas (Moss, 1996). De maneira interessante, o periodo de descontinuidade da
vacinacdo coincidiu com os primeiros relatos da aplicacdo da tecnologia do DNA
recombinante para a geracao de virus vaccinia recombinante (Paoletti et al., 1984).

Numerosas abordagens foram utilizadas para aumentar a seguranca dos virus
vaccinia. Dentre elas, a identificacdo e delecdo de sequéncias génicas relacionadas com a
viruléncia do virus e a atenuacdo através da passagem seriada em cultivos celulares.
Historicamente, o MVA (do inglés modified vaccinia virus Ankara) foi obtido por Stickl e
colaboradores (Stickl et al., 1974), em 1974, a partir de um virus vaccinia isolado na cidade
de Ankara (virus Ankara), através da atenuacao por passagem seriada em cultura primaria
de fibroblastos de embrido de galinha (CEF) com a finalidade de servir como uma vacina
segura contra a variola (Sutter and Staib, 2003).

Andlises genéticas comparando o virus selvagem e o MVA mostraram que durante o
processo de atenuacdo, genes virais abrangendo aproximadamente 15% do genoma
parental foram perdidos (cerca de 31Kb), incluindo regides responsaveis pela
imunomodulacdo do sistema imune do hospedeiro e o0s determinantes da gama de
hospedeiros do virus, o0 que os incapacitou de gerarem infec¢cdes produtivas em células de
mamiferos (Antoine et al, 1998). Mesmo em experimentos utilizando animais
imunossuprimidos e em humanos constituintes de grupos de risco, o0 MVA se mostrou
avirulento e incapaz de produzir particulas virais infectivas (Parrino et al., 2007). Devido a
todos esses aspectos e pelo fato de que a vacinagdo de mais de cem mil individuos, durante
os estagios finais do programa de erradicacao da variola, ter sido realizada com alto grau de
seguranca e sem nenhum efeito colateral notificado, o MVA tem se estabelecido como um
interessante candidato para o desenvolvimento de vacinas recombinantes (Drexler et al.,

2004; Kutscher et al., 2010). Além disso, ja foi demonstrado que o defeito no programa
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morfogenético que acontece nos ultimos passos do ciclo replicativo desse virus ndo altera a
capacidade e o nivel de expresséo de antigenos recombinantes em células de mamiferos se
comparado ao virus vaccinia competente em replicacdo. A auséncia de formacdo de
particulas novas impede também que o virus se espalhe para individuos ndo vacinados ou
para o0 meio ambiente (Sutter and Moss, 1992). Ainda mais, como todo o ciclo replicativo
desse virus ocorre em nivel citoplasmatico, isso elimina a possibilidade de integracdo do
genoma viral no cromossomo do hospedeiro (Harrison et al., 2004).

Por sua seguranca comprovada, o MVA é um dos virus de escolha para ensaios de
imunizacdo pré-clinicos e clinicos, podendo ser utilizado tanto em animais previamente
imunizados contra o0 virus, quanto em animais que nunca entraram em contato com o
agente. No primeiro caso, apenas uma dose vacinal pode ser administrada, uma vez que a
resposta gerada contra o proprio vetor viral dificulta a geracdo da resposta imunolédgica
contra o patdégeno de interesse. No segundo caso, duas doses vacinais podem ser
administradas (dose-reforco homdlogo) sendo que, apenas a partir da terceira dose, seria
observada queda significativa da resposta imune contra o patégeno (Hodge et al., 2003).

Assim sendo, faz-se necessario o uso de protocolos de imunizacdo dose-reforco
heter6logo, em que dois ou mais veiculos diferentes carream construcées do mesmo
antigeno ou de antigenos a ele relacionados (Gilbert et al., 2006). Nesse contexto, o
estabelecimento de um protocolo de imunizagdo utilizando diferentes vetores virais
recombinantes é bastante atraente, ja que ambos 0s vetores aqui utilizados ja se encontram
bem caracterizados em outros modelos experimentais de doencas infecciosas, como Maléaria
(Bruder et al., 2010; Reyes-Sandoval et al., 2010), HIV (Aboud et al., 2010; Hidajat et al.,
2010), tuberculose (Kolibab et al., 2010). Além disso, a protecdo verificada nesses modelos
se relacionou a uma eficiente inducao de expressao protéica e apresentacdo de antigenos,
assim como a ativacdo de células T CD4" e T CD8", as quais também s&o essenciais para
controle da infec¢do pelo T. gondii (Miller et al., 2009).

Levando-se em consideracdo a eficiéncia dos Adenovirus e MVA recombinantes
como vetores vacinais e as propriedades dos antigenos de superficie de T. gondii;
acreditamos ser relevante a avaliagdo de protocolos de imunizagcéo dose-reforgo utilizando
os vetores recombinantes Adenovirus e MVA em modelo animal - camundongos. A partir da
avaliacado desse modelo, esperamos contribuir para o desenvolvimento de uma vacina capaz

de combater eficientemente a infeccao por T. gondii.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Empregar virus recombinantes codificando os genes dos antigenos de superficie de
SAG1, SAG2 e SAG3 de T. gondii na imunizacdo de camundongos para inducdo de

resposta imune e protecédo contra desafio com o parasita.

2.2. Objetivos especificos

I. Construir virus vaccinia Ankara modificado (MVA) contendo sequéncias dos genes

codificadores dos antigenos de superficie de SAG1 e SAG2 de T. gondii.

Il. Empregar adenovirus recombinantes que contém sequéncias dos genes codificadores
de antigenos de superficie de SAGl, SAG2 e SAG3 separadamente ou em
combinacdo com virus vaccinia Ankara modificado (MVA) contendo 0s mesmos
antigenos, como agentes de imunizacdo de camundongos em protocolos do tipo

iniciacao/reforco homologo e heterdlogo.

lll. Caracterizar a resposta imune humoral e celular induzida nos camundongos C57BL/6

imunizados.
IV. Avaliar a capacidade protetora da resposta imune gerada, mediante o desafio dos

animais imunizados com cepas causadoras de infeccao crbnica (cistogénicas) de T.

gondii.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais

Para manutencdo das cepas de T. gondii utilizadas nos experimentos, foram
empregadas camundongos Swiss-Webster. Nos experimentos de imunizagdo com virus
recombinantes e desafio com T. gondii, foram empregados camundongos do tipo selvagem
C57BL/6, animais deficientes em IFN-y (IFN-y"), animais deficientes em IL-12 (IL-127),
animais deficientes em células T CD8" (CD8") ou animais deficientes em MyD88 (MyD88™).
Em todos os experimentos foram empregadas fémeas com 6 — 8 semanas de idade. Os
aniamis foram obtidos no biotério do Centro de Pesquisas René Rachou (BIOTEX-CPgRR),
da Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) ou no Centro de Bioterismo da Universidade
Federal de Minas Gerais (CEBIO). A manutencdo dos animais foi realizada no biotério do
Centro de Pesquisas René Rachou (BIOTEX-CPQRR) de acordo com as normas étnicas da

instituicdo e segundo o protocolo P-4/09-2.

3.2. Cepas de T. gondii

Nos experimentos de desafio dos camundongos imunizados, foi empregada a cepa
ME49 de T. gondii. (Lunde and Jacobs, 1983). A sua manutencao foi realizada através da
passagem oral sucessiva de cistos teciduais em camundongos Swiss-Webster. Os cistos
obtidos através da maceracdo em PBS do cérebro de animais infectados foram empregados
para desafio dos animais vacinados com virus recombinantes. A cepa RH (Sabin, 1941) foi
empregada para obtencdo de antigeno total de lisado de taquizoitos (TLA) de acordo com
protocolo descrito por Giraldo e colaboradores (Giraldo et al., 2000). Essa cepa foi mantida
em camundongos Swiss-Webster por meio da inoculacdo intraperitoneal de taquizoitos

obtidos de animais previamente infectados.

3.3. Linhagens celulares

Para amplificacdo dos adenovirus foram empregadas ceélulas HEK293A. Essa
linhagem é composta de células de rim embrionario humano, as quais foram transformadas
com fragmentos de DNA derivados da regido E1 do genoma de adenovirus humano tipo 5
(Ad5). Essas células expressam fatores de transcricdo E1 sendo permissivas a replicacao de
adenovirus E1A de primeira geracdo (Shaw et al., 2002). As células foram cultivadas a 37°C

e 5% de CO,, em Dullbeco’s Modified Eagle Medium (DMEM, Sigma) suplementado com 5%

34



de soro fetal bovino (SFB, Cultilab), 5mM de bicarbonato de sodio, 25mM de HEPES e
40mg/l de gentamicina (DMEM completo).

Para os experimentos de geracdo, selecdo, amplificacdo e testes de expresséo
proteica dos MVAs recombinantes foram utilizados fibroblastos priméarios de embrido de
galinha (CEF, do inglés chicken embryo fibroblast). As CEFs foram obtidas a partir de ovos
embrionados de galinha com 9 - 11 dias de idade, como previamente descrito (Earl et. al.
1998). O cultivo foi realizado a 35°C e 5% de CO, em DMEM suplementado com 5% de
SFB, 5mM de bicarbonato de sodio, 25mM de HEPES, 1mM de L-glutamina e 100U/ml de

penicilina/estreptomicina (Sigma).

3.4. Adenovirus recombinantes

Os adenovirus recombinantes utilizados nesse trabalho foram gerados pela Dra.
Braulia Costa Caetano (Caetano et al., 2006). Esses codificam trés antigenos de superficie
de T. gondii, denominados SAG1l (AdSAG1), SAG2 (AdSAG2) e SAG3 (AdSAG3). As
sequéncias dos genes inseridos nos adenovirus sofreram algumas modificagbes para
promover adequada expressdo em células de mamiferos. As modificacdes incluiram a
remogédo dos motivos de ancoramento em GPI, nos trés genes, e no caso de SAG3, a
mudanca do peptideo sinal nativo pela sequéncia sinal da hemaglutinina do virus influenza.
A construcdo dos adenovirus recombinantes com o0s genes que codificam as SAGs foi
realizada por meio da co-transfeccdo e recombinacdo homéloga intracelular entre o
plasmideo pJM17, que contém o genoma do adenovirus humano tipo 5, e os vetores de
transferéncia pAd-SAG1/2AGPI ou pMV60-HASS-SAG3AGPI. Nesse processo, 0 cassete de
expressdo contendo o gene SAG foi transferido para o genoma do adenovirus.

O vetor pJM17, desenvolvido por (McGrory et al., 1988), contém o genoma completo
do Ad5 modificado por meio da insercéo do plasmideo pBRX, dentro de um sitio Unico para
endonuclease de restricdo Xbal localizado a 3.7 unidades de mapa (m.u.). Essa insercao
torna o genoma do adenovirus deficiente em replicacdo, pois causa ruptura de genes que
codificam fatores de transcricdo essenciais para expressdo das proteinas que dirigem o
processo de replicagdo do DNA viral. Aléem disso, a inser¢do faz com que o tamanho do
genoma exceda em 2,3 kilobases a capacidade maxima de empacotamento de material
genético do capsideo viral. Assim, mesmo que o pJM17 seja introduzido numa célula

HEK293 permissiva, e ainda que ocorra sua replicacdo e expressao de todas as proteinas
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estruturais por ele codificadas, a montagem de novas particulas virais ndo € possivel devido

ao excesso de tamanho do genoma.

3.4.1. Purificacdo e titulacdo dos adenovirus recombinantes

Para amplificacdo dos adenovirus recombinantes, cultivos de células HEK293A
(somando um total de aproximadamente 12 x 10’ células) foram infectados por 48 horas com
adenovirus a uma multiplicidade de infecgcdo (m.o.i.) de 1 virus por célula. As células
infectadas foram coletadas, sedimentadas por centrifugagdo a 300xg por 10 minutos a 4°C, e
suspendidas em tampao Tris 100mM pH=8,0. As células foram, entéo, lisadas por meio de
maceracao na presenca de 0,05% de deoxicolato de sédio. O lisado celular foi acrescido de
uma solucdo saturada de cloreto de césio (5,8ml de cloreto de césio para cada 10ml de
lisado celular) e centrifugado a 100.000xg por 16 horas a 4°C para bandeamento dos virus.
As bandas virais foram coletadas e as suspensdes virais obitdas foram dializadas contra
tamp&o Tris 10mM pH=8,0 por 4 horas a 4°C. Os virus dializados foram mantidos em
tampao Tris 10mM pH=8,0 acrescido de 10% de glicerol a -70°C.

Para titulagdo, células HEK293 foram semeadas em placas de 24 pogos, numa
densidade de 3 x 10° células por poco em DMEM completo, e cultivadas durante 24 horas.
Os estoques de virus foram diluidos em série, com fator de diluicdo 10, em DMEM completo.
Cada diluicdo foi feita em quadruplicata, e 200ul das diluicdes 10° a 10™** foram utilizadas
para infectar as células. Os cultivos foram mantidos a 37°C e 5% de CO,, até o
aparecimento de placas de lise isoladas na monocamada de células. O titulo foi calculado a
partir da maior diluicdo de virus que levou a formacao de placas, de acordo com a formula T
=N x 1/10" x 4000. Onde, T é o titulo do estoque viral, N é o nimero médio de placas de lise
obtido com a maior diluicdo do estoque viral, n € a ordem dessa diluicdo e 4000 é fator de
diluicdo inicial do estoque viral. O valor T € expresso em numero de unidades formadoras de
placa de lise (p.f.u.) por mililitro de estoque viral.

3.5. Geragédo dos MVAs recombinantes com genes SAG1 e SAG2.

3.5.1. Vetores empregados na geracdo dos MVA recombinantes

Os MVAs recombinantes foram gerados através de recombinacdo homdloga
intracelular entre um vetor de transferéncia clonado com o transgene que se deseja inserir

no genoma do virus e o virus selvagem auxiliar (figura 4).
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Nesse trabalho utilizamos como vetor de transferéncia o plasmidio pLW44. Esse
plasmideo apresenta o gene repérter GFP (do inglés, Green Fluorescent Protein) sob
controle do promotor pll (Vaccinia virus late promoter) e um cassete de expressao
controlado pelo promotor artificial mH5 do virus Vaccinia, que permite a expressao

constitutiva da proteina heteréloga (Figura 4B).

3.5.2. Clonagem dos genes SAG1 e SAG2 no vetor de transferéncia

Como os genes de interesse utilizados nesse trabalho j& haviam sido anteriormente
clonados em nosso laboratorio (Caetano et al., 2006), a primeira etapa para a construcao
dos vetores de transferéncia para a geracdo dos MVAs foi a excisdo daqueles genes dos
plasmidios nos quais eles se encontravam. Os genes SAG1lA4GPl e SAG2A4GPI foram
retirados dos plasmideos pAdSAGL1 e pAdSAG?2 (figura 5), previamente preparados para a
construcdo dos adenovirus recombinantes com esses mesmos genes (Caetano et al., 2006),
utilizando-se as enzimas de restricdo Bglll e Hindlll.

Para as clonagens, os produtos obtidos a partir das digestdes acima foram tratados
com a enzima T4 DNA polimerase (Promega) durante 5 minutos a 37°C para o
preenchimento de extremidades coesivas. A inativagdo da enzima foi realizada durante 10
minutos a 75°C. Subseqglente a esse passo, 0s insertos acima obtidos foram inseridos no
vetor de transferéncia pLW-44 no sitio de Smal, sob o controle do promotor mH5 (Vaccinia
virus early/late promoter). As reacdes de ligacdo foram realizadas com a propor¢cdo molar
3:1 de inserto e plasmidio e 1U de T4 ligase (Promega) em 20ul de volume final, a 16°C
durante 3 horas. Os produtos obtidos foram utilizados para a transformacao de E. coli XL1-
Blue quimiocompetentes. As bactérias mantidas a -70°C foram descongeladas em banho de
gelo e transformadas com os plasmidios contendo os insertos. As bactérias transformadas
foram entdo semeadas em meio LB sdlido contendo 100mg/mL de ampicilina e mantidas a
37°C por 18 horas. Os transformantes obtidos foram verificados quanto a presenca dos

insertos atraves de reacdes digestdo com enzimas de restricao.
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Figura 4 — Geragdo de MVAs recombinantes. Para geragdo dos MVAs recombinantes, um
cultivo de CEFs (chicken embryo fibroblast) foi infectado com o MVA auxiliar (A) e
posteriormente transfectado com plasmidio contendo o transgene de interesse (B). A
recombinacdo homdloga entre o genoma viral e o cassete de expressdo contendo o
transgene de interesse era verificada através do aparecimento de fluorescéncia devida a

expressdo do gene repérter GFP (C).
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SAG1AGPI

Prom CMV TCTAGA CCATGTCGGTTTCGCTGCACCACTTCATTA
TTTCTTCTGGTITTTTGACGAGTATGTTTCCGAAGG
CAGTGAGACGCGCCGTCACGGCAGGGGTGTITGC
CGCGCCCACACTGATGTCG ....N...CCAGCCGAG CC
AAAAAGCGTCATTATTGGATGCACAG GGG GATCG
CCTGAGAAGCATCACTGTACCGTGAAACTGGAGTT
TGCCGGGGCTGCAGGGTCAGCAAAATG AAGCTT

b 3 Hindi

SAG2 AGPI

5'_Bghl

TCTAGA CCATGAGTTTCTCAAAGACCACGAGCCT

AGCGTCGCTAGCGCTCACGGGCTTGTTTGTTGTG

TTCAAGTTCGCTCTTGCGTCCACC.....N...CGCTGG
TCGAAATAATGATGGTGGTTCTAGCGCTCCGACG
CCTAAAGACT GCAAACTCATTGTTCGCGTTCCGG

GTGCCGATGGCCGTGTCACATCTGGGTTTGACCC
TGTGTCTCTCTG AAGCTT

3" Hindll

Ad5

Figura 5 — Construcdes contendo genes SAG14GPI (A) e SAG24GPI (B) utilizadas para
geracdo de adenovirus recombinantes. Ad, regido de homologia a adenovirus humano do
tipo 5; Prom CMV, promotor de citomegalovirus; SV40 poli A, sequéncia de poliadenilacédo
do virus simio 40. Nas sequéncias de SAG1AGPI e SAG2AGPI, verde indica a sequéncia
reconhecida pela enzima Bglll, azul indica a sequiiéncia reconhecida pela enzima Hindlll e as
cabecas de seta indicam sitios de clivagem das enzimas de restri¢ao.
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3.5.3. Protocolo de geracdo de MVASs recombinantes

A construcdo dos MVAs recombinantes com os genes que codificam as SAGs foi
realizada por meio da infeccdo de células com o virus MVA selvagem, seguida de
transfecgéo do vetor de transferéncia pLW44 clonado com cada um dos genes de interesse.
Empregamos células CEFs para a geracdo e selecdo dos virus recombinantes, ja que as
mesmas sao permissivas a replicacdo viral. Os virus transgénicos foram gerados pela
recombinagcdo homologa intracelular entre o virus auxiliar e os vetores de transferéncia.
Nesse processo, 0 cassete de expressao contendo o gene SAG e o marcador fluorescente
GFP foi transferido para o genoma do MVA. Os virus recombinantes foram identificados por
meio da expressdo de GFP e formacado de placas fluorescentes na monocamada de CEFs.
Os virus contidos nessas placas foram clonados sucessivamente por meio de diluicdo
limitante para excluséo dos virus auxiliares contaminantes (figura 4).

Para gerar os MVAs recombinantes empregamos o protocolo de transfeccdo de
células CEF com lipossomas (LipofectAMINE 2000 Reagent®, Gibco). As células CEFs
foram semeadas em placas de cultivo de 6 pocos, numa densidade de 5 x 10° células por
poco e cultivadas até atingirem 90% de confluéncia. Antes dos ensaios, as células foram
lavadas uma vez com meio de transfecgcéo (Optimem®, Gibco). As células foram infectadas
com 0,1 m.o.i do virus auxiliar selvagem por 2 horas a 35°C e 5% de CO,. Para transfeccéo,
2ug de plasmideo pLW44-SAG e 3ul de reagente de transfeccdo foram diluidos,
separadamente, em 50ul de meio de transfeccdo e incubados a temperatura ambiente por
10 minutos. As solucdes de lipossomas e plasmideo foram entdo misturadas, incubadas a
temperatura ambiente por 10 minutos e adicionadas as células previamente infectadas com
0s virus auxiliares. Seguiu-se incubacgéo por 5 horas a 35°C e 5% de CO,. As células foram
entdo lavadas, acrescidas de EMEM suplementado com 2,5% de SFB e cultivadas por 48
horas a 35°C e 5% de CO,.

3.5.4. Selecao dos MVAs recombinantes

Para eliminar os virus auxiliares contaminantes das suspensdes de MVA
recombinantes, os virus obtidos ap0s a recombinacdo homologa foram submetidos a um
processo de clonagem, o qual foi realizado por meio de passagens consecutivas de clones
dos virus. A selecao dos clones de MVA recombinantes foi realizada em placas de cultivo de
6 pocos com 5 x 10° CEFs por poco. Uma aliquota de virus foi diluida em série, com fator

10, e as diluicdes foram utilizadas para infectar os cultivos de CEF, por 2 horas. Apés a
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incubacédo, foram adicionados em cada poco 2ml de EMEM 2 vezes concentrado, sem
indicador de pH, acrescido de 1% de agarose fundida. Apds a solidificacdo da agarose em
temperatura ambiente, os cultivos foram mantidos a 35°C e 5% de CO, até o
desenvolvimento de placas fluorescentes (aproximadamente 48 horas). Os cultivos que
apresentavam poucas células fluorescentes, sem confluéncia de placas, foram utilizados
para coleta dos clones de MVA, através de puncao e aspiracdo da agarose. Os fragmentos
de gel foram incubados em 500ul de EMEM com 2,5% SFB para difusdo do virus. As
suspensdes de virus foram empregadas posteriormente para infeccdo de novos cultivos de
CEFs. Esse processo de clonagem foi repetido 5 vezes para cada virus. Os clones virais
selecionados foram testados quanto a expressdo de SAG1 ou SAG2 em Western-blot.

3.5.5. Purificacdo e titulacdo dos MVA recombinantes

A purificagdo dos MVA recombinantes foi realizada em gradiente de sacarose. Para
propagacdo dos virus, 30 garrafas de cultivo de 175 cm? contendo monocamadas de CEFs
foram infectadas com MVA recombinantes durante 48h a 37°C e 5% de CO,. As células
infectadas foram sedimentadas por centrifugacao e submetidas a trés ciclos de sonicacao de
1 minuto, em banho de gelo (Ultrasonic processor, model GEX600) para liberacdo dos virus
citoplasmaticos. O lisado foi centrifugado sobre colchdo de sacarose a 36% por 2 horas a
4800xg. O precipitado contendo os MVAs recombinante foi ressuspendido em tampao Tris-
HCI pH=8,0 e sonicado por um minuto em poténcia maxima.

Um gradiente de sacarose 24% a 40% foi preparado em tubo de ultracentrifuga
através da adicdo cuidadosa de 6,8ml de cada uma das solucdes de sacarose a diferentes
concentracfes: 40%, 36%, 32%, 28% e 24%. A suspensao viral obtida na etapa anterior foi
entdo centrifugada nesse gradiente durante 90 minutos a 4200xg para bandeamento dos
virus. A suspensdo viral foi coletada e centrifugada novamente por 1 hora a 4200xg. Apds a
centrifugacéo, o precipitado contendo o virus foi ressuspendido em tampéao Tris-HCI pH=8,0.

A titulacdo dos virus foi realizada em placas de 6 pocos contendo monocamadas de
CEFs com confluéncia de 90%. Os estoques de virus foram submetidos a diluicdo seriada
limitante (10 a 10™*°) e as diluicées foram empregadas para infeccdo de monocamadas de
CEFs. Os cultivos infectados foram mantidos a 37°C e 5% de CO, até o aparecimento de
placas fluorescentes. O titulo foi definido a partir da maior diluicio de MVA que proporcionou
aparecimento de placas fluorescentes, e foi calculado de acordo com a formula T = 2 x N X

10" x 1000. Onde, T é o titulo do estoque viral, N é o nimero médio de placas de lise obtido

41



com a maior diluicdo do estoque viral, n € a ordem dessa diluicdo e 1000 é fator de diluicdo
inicial do estoque viral. O valor T é expresso em numero de unidades formadoras de placa

de lise (p.f.u.) por mililitro de estoque viral.

3.6. Experimentos de vacinacao e desafio

No presente trabalho foram empregados protocolos de vacinacdo do tipo
iniciacao/reforgo: um protocolo homadlogo, com duas doses consecutivas de adenovirus ou
duas doses consecutivas de MVA, e um protocolo heter6logo, no qual uma primo-
imunizacdo com adenovirus foi seguida por uma imunizacdo de reforco com MVA
recombinante. Os protocolos de vacinacéo sao resumidos na Tabela 1.

No protocolo homélogo com adenovirus recombinantes, camundongos receberam
duas doses de 10° p.f.u. de adenovirus, com um intervalo de 6-8 semanas entre as
imunizacdes. Esse protocolo foi previamente padronizado em experimentos de vacinacao
com esses mesmos adenovirus em BALB/c (Caetano et al., 2006) e também em
experimentos com adenovirus recombinantes com genes de Leishmania (Resende et al.,
2008a), Plasmodium (Bruna-Romero et al., 2001; Bruna-Romero et al., 2004), Trypanosoma
cruzi (Machado et al., 2006) e CMV (de Andrade et al., 2007). Os grupos vacinais foram
constituidos individualmente de 12-14 animais, os quais receberam AdSAG1, AdSAG2 ou
AdSAG3. Os grupos de controle vacinal (AdCTRL) receberam um adenovirus que codifica a
proteina B-galactosidase de E. coli (Bruna-Romero et al., 1997). A vacinacao foi feita por via
subcuténea (s.c.), na base da cauda, utilizando adenovirus diluidos em PBS estéril, num
volume final de 100 a 300ul por animal, dependendo do titulo inicial do estoque viral.

No caso dos protocolos heterdlogos, grupos de 10-12 camundongos receberam uma
dose s.c. de 10° p.f.u. de AdSAG1 ou AdSAG2 e, quatro semanas depois, uma dose
intramuscular (i.m.) de 10" p.f.u. de MVASAG1 ou MVASAG?2, respectivamente. Os grupos
de controle vacinal receberam uma dose do AdCTRL seguida de uma dose de MVA que
codifica a proteina GFP (MVACTRL). No protocolo homélogo com MVA recombinante,
grupos de 10 camundongos C57BL/6 foram imunizados por via intramuscular com 10’ p.f.u.
de MVASAG2 ou MVACTRL e receberam uma dose reforco, 4 semanas depois, de 10’ p.f.u.

do mesmo virus.
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Tabela 1 — Protocolos de vacinacdo homaologos e heterélogos

Dose de Iniciacao Intervalo Dose de Reforgo
Protocolo ' .
Vetor Dose Via (semanas) Vetor Dose Via
AdSAG 10°pfu.  s.c. 6 AdSAG 10° pfu. s.c.
Homblogo AdCTRL  10°pfu.  s.c. 6 AdCTRL  10°pfu. s.c.
MVASAG 10" p.fu. im. 4 MVASAG 10’ pfu. im.
MVACTRL 10’ p.fu. im. 4 MVACTRL 10’ pfu. im.
AdSAG 10° pfu.  s.c. 4 MVASAG 10" p.fu. im.
Heterdlogo
AdCTRL  10°pfu.  s.c. 4 MVACTRL 10’ p.fu. im.

O intervalo de quatro semanas entre as doses foi escolhido com base em
experimentos de vacinagdo desenvolvidos por outros grupos de pesquisa com o vetor MVA.
Dentre esses modelos citam-se: ensaios pré-clinicos de imunizacao contra HIV do tipo 1 em
macacos Rhesus (Earl et al., 2007); imunizacdo de camundongos C57BL/6 em terapias anti-
tumorais (Hodge et al., 2003); imunizacdo de camundongos BALB/c em protocolos do tipo
iniciacao/reforco heterélogo proteina/MVA e ensaios pré-clinicos humanos em modelos
contra malaria e tuberculose (Gilbert et al., 2006), os quais utilizaram intervalos entre 2 a 4
semanas entre as doses. A inoculagdo intramuscular foi realizada no quadriceps femural,
utilizando-se MVA diluido em PBS estéril num volume final de 40ul/animal. Para isso, os
animais foram previamente anestesiados via intraperitoneal com 60ul de uma solucdo de
ketamina 20mg/ml e xilasina 1,3 mg/ml. Apés o procedimento de vacinagdo, 0s animais
foram acompanhados até recuperacéo da anestesia.

Amostras de soro foram obtidas um dia antes do inicio do protocolo de vacinacao e
duas semanas apo6s cada imunizacao para serem empregadas na analise da resposta imune
humoral dos animais. O sangue foi coletado com heparina, por meio de puncéo retro-orbital
e 0 soro obtido foi estocado a -20°C até a realizacéo dos ensaios de ELISA e Western-blot.

Para avaliar a resposta imune celular, esplendécitos totais dos animais vacinados
foram obtidos entre 2 a 4 semanas ap0s a administracdo da primeira ou segunda dose de
virus recombinantes. Dois-trés animais de cada grupo foram separados e sacrificados para

coleta dos bacos e isolamento dos esplendcitos, os quais foram empregados em ensaios de
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ELISPOT para deteccdo de células T produtoras de IFN-y ou alternativamente para cultivo
de esplendcitos e deteccao de citocinas no sobrenadante das culturas.

Para analisar a capacidade protetora da imunizacdo com virus recombinantes, 0s
animais vacinados foram submetidos ao desafio com cepas cistogénicas de T. gondii, 12
dias ap6s o término do protocolo de imunizacdo. Grupos de 6-8 camundongos foram
desafiados com 10 cistos da cepa ME49. Os animais de cada grupo vacinal e controle
receberam uma dose de cistos, preparados em 200ul de PBS e inoculados por meio de
gavagem gastrica (via oral). A mortalidade dos animais desafiados foi acompanhada
diariamente apos a infeccdo. Cinquenta dias apos a infeccdo, os animais sobreviventes
foram sacrificados para isolamento dos cérebros e determinacdo da carga de cistos. O
cérebro de cada animal foi macerados em 1ml de PBS e, em seguida, duplicatas de 10ul de
extrato cerebral foram aplicadas sob laminulas de 22x22cm. A contagem dos cistos foi feita

em aumento de 400X, percorrendo-se toda a area das laminulas.

3.7. Western-Blot

Os extratos antigénicos foram homogeneizados e a quantidade de proteina foi dosada
por meio de reacdo colorimétrica com reagente comercial (Protein Assay®, Bio Rad). As
amostras — TLA ou células infectadas com virus recombinantes - foram ressuspendidas em
tampéo SDS 4X, composto de 60mM de Tris, 2% de SDS, 5mM de B-Mercaptoetanol, 0,1%
de glicerol e 0,006% de azul de bromofenol. As amostras foram, entéo, aguecidas a 95°C
durante 5 minutos e aplicadas em gel de 12% de poliacrilamida, a 5 — 10ug de proteina por
canaleta. A corrida foi realizada em condi¢cdes desnaturantes, em tampdo composto de
25mM de Tris, 192mM de Glicina e 0,1% de SDS, pH=8,0. Em sequéncia, as amostras foram
transferidas para membranas de nitrocelulose com poros de 0,45um (Sigma) em sistema
amido (Mini Trans-Blot®, Bio Rad) com tamp&o composto de 12mM de Tris, 96mM de glicina
e 20% de metanol, pH=8,0.

Para blogueio, as membranas foram incubadas durante uma noite a 4°C, em tampéo
composto de PBS acrescido de 0,1% de Tween 20 e 5% de leite desnatado. Todos 0s soros
e anticorpos secundarios foram diluidos no tampéo de bloqueio. Entre as incubacdes, as
membranas foram lavadas sob agitacdo por trés vezes, durante 5 minutos cada vez, no
mesmo tampdo. Para anélise da resposta imune humoral dos animais vacinados, amostras
de soros de camundongos vacinados diluidas (1:500 a 1:1000) foram testadas
individualmente contra extrato total de taquizoitos de T. gondii (TLA). Para detectacdo da
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expressdo de proteinas pelos vetores virais, as membranas contendo extratos de CEFs
infectadas com os virus recombinantes foram incubadas durante 120 minutos, em
temperatura ambiente, sob agitacdo, com amostras de soro de coelho infectados pela cepa
RH de T. gondii (1:1000) ou, alternativamente, com amostras de soro de camundongos
BALB/c vacinados com adenovirus recombinantes, codificando para as proteinas SAG1 ou
SAG2, diluidas 1:1000. Para deteccdo dos complexos antigeno-anticorpo, as membranas
foram incubadas durante 60 minutos, a temperatura ambiente, sob agitacdo, com anti-lgG de
camundongo (Sigma) diluido 1:3000 ou anti IgG de coelho diluido 1:5000 (Sigma), ambos
conjugados com peroxidase. As membranas foram entdo lavadas seis vezes em PBS
acrescido de 0,1% de Tween e duas vezes em PBS puro. A revelacéo foi realizada por meio
da incubacdo das membranas com reagente quimioluminescente (ECL-Plus Western-Blot
Analysis System®, Amershan Biosciences) e exposicdo das mesmas a filme de raios X

(Hiperfilm™; Amersham Biosciences).

3.8. ELISA

Para verificar a resposta de anticorpos dos animais vacinados com virus
recombinante, amostras de soro foram coletadas 12 dias apds as imunizacdes e submetidas
a reacao imunoenzimatica contra extrato total de taquizoitos de T. gondii (TLA). Placas de 96
pocos (Maxisorp®, Nunc) foram sensibilizadas durante uma noite, a 4°C, com 100ul/poco de
uma solucdo de 5ug/ml de TLA diluido em tampao carbonato (15mM de carbonato de sédio
e 34mM de bicarbonato de sodio, pH=9,6). As placas foram bloqueadas com 200ul/poco de
PBS acrescido de 10% de SFB, durante 2h a 37°C. As placas foram lavadas uma vez com
PBS acrescido de 0,05% de Tween 20 e incubadas com os soros dos camundongos
imunizados diluidos 1:50 em tampao de incubacédo (PBS acrescido de 5% de SFB) durante 2
horas a 37°C. Apoés trés lavagens, as placas foram incubadas com IgG de cabra anti-IgG
total de camundongo conjugado com peroxidase (Sigma) diluida 1:3000; com anti-lgG1 de
camundongo conjugado com peroxidase diluido 1:3000 (Sigma); ou alternativamente com
anti-lgG2C de camundongo conjugado com peroxidase diluido 1:5000 (Southern
Biotechnology), durante 60 minutos, a 37°C. Apds seis lavagens, as reacdes foram
reveladas com 100ul por pogo de uma solugdo comercial de TMB (3,3,5,5-
tetrametilbenzidina, Sigma) e interrompidas com 50ul por pogco de H,SO4 2N. A leitura da

absorbancia das reac0des foi realizada a 450nm.
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3.9. Peptideos Sintéticos

Peptideos MHCI-restritos foram identificados nas sequéncias das proteinas SAG1,
SAG2 e SAG3, empregando-se o programa de predicdo de epitopos SYFPEITHI
(www.syfpeithi.de/Scripts/MHCServer.dll/EpitopePrediction.htm). Para cada proteina foi

verificada a existéncia de epitopos especificos para as moléculas H2-K?, H2-L° e H2-D". Os
peptideos que possuiam score superior a 21, foram selecionados para 0s ensaios de
ELISPOT.

Os peptideos foram sintetizados no Departamento de Bioquimica e Imunologia do
ICB/UFMG utilizando a metodologia de N-alfa-(9-fluorenilmetoxicarbonila) — Fmoc, em fase
sélida, no aparelho de sintese PSSM8 (Shimadzu). Em seguida, esses foram submetidos ao
processo de purificagdo por cromatografia liquida de alta eficiéncia e posteriormente suas
identidades foram confirmadas por espectrometria de massas, em um espectrometro
equipado com sistema de geracao de ions na forma de spray (ESI) e deteccdo de massas
por time of fligth (TOF - Micromass).

3.10. ELISPOT

A técnica de ELISPOT foi adaptada de um protocolo anteriormente descrito (Carvalho
et al., 2001). Os ensaios foram realizados em placas de 96 pocos com fundo de nitrocelulose
(Millipore) previamente incubadas durante uma noite, a 4°C, com 50ul por pogo de um
anticorpo monoclonal anti IFN-y (clone R4-6A2; BD Biosciences Pharmingen) diluido a
5ug/ml em PBS estéril. Antes da adicdo das células, as placas foram bloqueadas durante 2
horas, a 37°C, com 200ul por poco de RPMI 1640 (Sigma) suplementado com 5% de SFB.

Os esplendcitos totais, alvos da re-estimulacdo in vitro, foram obtidos de
camundongos vacinados com uma ou duas doses de virus recombinantes. Os bacos foram
macerados e as suspensodes obtidas foram centrifugadas a 300xg, por 5 minutos. Os pellets
foram ressuspendidos em tampéo de lise de hemacias, composto de 150mM de NH,4CI, 1mM
de KHCO3; e 100uM de Na,-EDTA por trés minutos. Apos trés lavagens, os esplendcitos
foram ressuspendidos em meio RPMI 1640 contendo 10% SFB. Para a re-estimulacdo dos
esplendcitos foram utilizados peptideos sintéticos MHC classe | restritos (50uM) e TLA (5 ou
10ug/ml).

Apds 24 horas de incubacéo, as células foram descartadas e as placas lavadas quatro
vezes com PBS acrescido de 0,01% de Tween 20 (PBS/T20). A deteccdo do IFN-y foi feita

com um anticorpo monoclonal anti-IFN-y conjugado com biotina (clone XMG1.2; BD
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Biosciences), o qual foi diluido a 2ug/ml em PBS/T20, adicionado as placas a 50ul por poco
e incubado por 2 horas em temperatura ambiente. A deteccdo do IFN-y complexado ao
anticorpo especifico foi feita com conjugado de estreptoavidina-peroxidase (BD Bioscienses
Pharmingen), diluida 1:2000 em PBS/T20 e incubada nas placas a 50ul por poco, durante 1
hora a temperatura ambiente. Os spots foram revelados com solugdo de 2mM de DAB (3,3’
diaminobenzidine, Sigma) e 1,5ml/ml de H,0, em tampdo Tris-HCL 100mM pH 7.5. A
contagem dos spots foi realizada no aparelho ImmunoSpot, C.T.L. (Cellular Technology
Ltd.).

3.11. Ensaio de estimulagédo de esplendcitos in vitro para dosagem de citocinas

Bacos foram macerados individualmente e submetidos a lise de eritrocitos com
tampao de lise de hemacias. As células foram ressuspendidas em meio de cultivo RPMI
1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino, 25mM de HEPES, 1mM de L-glutamina,
1mM de piruvato de sédio, 50uM de pB-mercaptoetanol e 100U/ml de penicilina e
estreptomicina. As células foram semeadas a 10%/poco em placas de 96 pocos, juntamente
com TLA (10ug/ml), peptideos MHCI restritos derivados das SAGs ou peptideo controle de
B-galactosidase (50uM). As células foram incubadas por 24, 48 ou 72 horas a 37°C e 5% de
CO,. Para deteccéo das citocinas IFN-y, IL-4 e IL-10 secretadas no sobrenadante apds a
incubacao, os sobrenadantes livres de células foram testados com kits comerciais de ELISA

(RD Systems) de acordo com especificagdes do fabricante.

3.12. Analise estatistica

As curvas de mortalidade dos diferentes grupos vacinais apés infeccdo com ME49 de
T. gondii foram comparadas usando teste de Qui-Quadrado (log-rank Mantel-Cox Test). Para
comparacao dos valores de cistos cerebrais foi utilizado o teste t de Mann-Whitney e para os
valores de IgGs nos Elisas de soro foi utilizado o teste t pareado. Os valores de células T
produtoras de IFN-y e a quantidade de citocinas secretadas por esplendcitos de animais
vacinados submetidos a diferentes tratamentos de estimulagdo foram comparados por meio
de teste ANOVA, com poés-teste de Bonferrone para comparacdo de todos os pares de
tratamentos. Todos os testes foram realizados no programa GraphPad Prism, versao 5.0 e

as diferencas foram consideradas estatisticamente significativas quando p<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. Protocolo de vacinacdo homologo com AdSAG1, AdSAG2 e AASAG3

4.1.1. Resposta imune humoral apés vacinacao: producao de 1gGs anti-SAG

Adenovirus recombinantes codificando trés antigenos de superficie de T. gondii,
SAG1 (AdSAG1), SAG2 (AdSAG2) e SAG3 (AdSAG3), foram inicialmente empregados em
ensaios de vacinacdo de camundongos C57BL/6 de acordo com um protocolo do tipo
iniciacdo/reforco homologo, no qual os animais receberam duas doses de adenovirus por via
subcutanea, com intervalo de seis semanas entre as doses.

Para verificar se os camundongos imunizados com adenovirus recombinantes
produziam anticorpos especificos contra as proteinas SAGs foi realizado um ensaio de
Western-blot, no qual amostras de soro coletadas duas semanas apoés a ultima dose de virus
recombinante foram testadas individualmente contra extrato total de taquizoitos de T. gondii
(TLA). A figura 6 mostra que os soros de camundongos imunizados com duas doses de
AdSAG1, AdSAG2 ou ADSAG3 reagiram especificamente com as proteinas SAG1, SAG2 e
SAG3 presentes no extrato total de taquizoitos de T. gondii. Isso indica que essas proteinas
foram corretamente expressas in vivo e que essa expressao foi seguida de uma liberacéo
satisfatéria dos antigenos para estimulacdo de linfocitos B. As alturas das bandas
observadas estdo de acordo com o tamanho esperado para cada proteina, a saber, SAG1
30Kd, SAG2 22Kd e SAG3 43Kd.

Os niveis de anticorpos IgG de diferentes classes foram detectados em reacdes de
ELISA, com soros obtidos dos animais ap6s a primeira e a segunda dose de adenovirus
recombinantes. A figura 7A mostra que apés a primeira dose de adenovirus recombinante,
foi possivel detectar producdo de IgG total para os trés adenovirus recombinantes em
relacdo ao grupo AJCTRL. No caso dos animais imunizados com AdSAG3, detecta-se
também producédo de IgGl ja na primeira imunizacdo. Apds a segunda dose (figura 7B)
observa-se aumento nos niveis de IgG total para todos os adenovirus codificando SAGs em
relacdo ao grupo AJCTRL. Os animais vacinados com AdSAGZ2, entretanto, produziram
guantidades menores de IgG total (0,2826 + 0,1568) se comparado aos grupos de
receberam AJSAG1 (0,7521 + 0,0755) ou AdSAG3 (0,7131 + 0,2377). Com relagéao a IgG1
novamente observa-se producgao significativa somente no grupo imunizado com AdSAG3
(21,3145 + 0,4090).
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Figura 6 — Resposta imune humoral em camundongos vacinados com adenovirus
recombinantes. Camundongos C57BL/6 foram vacinados com duas doses subcutaneas de
10° p.f.u. de AdSAG1, AdSAG2, AdSAG3 ou AJCTRL. Amostras de soro obtidas duas
semanas apoés a ultima imunizacdo foram testadas em Western-blot contra extrato total de
taquizoitos de T. gondii. Os asteriscos indicam a altura das bandas das proteinas SAG1,
SAG2 ou SAG3 (30, 22 e 43 kD, respectivamente). As setas indicam reacdes inespecificas
produzidas pelo anticorpo secundario. Representativo de quatro animais/grupo testados
individualmente.
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Figura 7 — Deteccdo de anticorpos anti-SAG em soro de animais vacinados com
adenovirus recombinantes. Camundongos C57BL/6 foram vacinados com duas doses
subcutaneas de 10° p.f.u. de AJSAG1, AdSAG2, AdSAG3 ou AdCTRL. Amostras de soro
foram coletadas de seis animais/grupo, duas semanas ap0s a primeira (A) e segunda dose
(B) vacinal e foram testadas em ELISA contra extrato total de taquizoitos de T. gondii para
deteccdo dos niveis de anticorpos anti-SAG da classe IgG total e dos subtipos IgG1l e
IgG2C. (***) indica que o nivel de anticorpos anti-SAG € significativamente maior em

comparacao ao grupo vacinado com o AACTRL (p<0,001).
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No caso de IgG2C detecta-se altos niveis desse isotipo tanto no grupo AdSAG1
guanto AdSAG3 (1,074 + 0,1406 e 0,7076 + 0,1513, respectivamente) se comparado ao
grupo AdCTRL (0,1166 + 0,0088). Além disso, quando analisamos a razdo 1gG2C/IgG1
houve uma tendéncia de resposta do tipo Thl no grupo que recebeu AdSAG1, ja que a
producédo de 1gG2C foi aproximadamente dez vezes maior que a de IgG1 (1,074 + 0,1406 e
0,1398 + 0,0286, respectivamente). Ja no caso da imunizacdo com AdSAG3 houve
tendéncia de resposta do tipo Th2, com produgéo de IgG1l superior a 1gG2C (1,3145 +
0,4090 e 0,7076 + 0,1513, respectivamente).

4.1.2. Resposta imune celular apés a vacinacao: producdo de citocinas Thl x Th2

A resposta imune celular induzida pela vacinacdo com adenovirus recombinantes foi
avaliada através de um ensaio de estimulacao de células T in vitro no qual esplendcitos dos
animais vacinados, obtidos apds a ultima dose de virus, foram cultivados na presenca ou
auséncia de TLA, por 24 ou 48 horas. A resposta imune induzida foi entdo avaliada através
da dosagem dos niveis de citocinas Thl (IFN-y), Th2 (IL-4) e da citocina imunoreguladora IL-
10 no sobrenadante de cultivo dos esplendcitos por meio de ensaios de ELISA.

A estimulacdo dos esplenocitos por 24 horas ndo levou a secrecao de niveis
detectaveis de nenhuma das citocinas, por qualquer um dos grupos vacinais (dados néo
mostrados). Apds 48 horas concentracfes significativas de IFN-y foram detectadas em
cultivos de esplendcitos dos animais vacinados com AdSAG1 e AdSAG2. A producdo de
IFN-y pelo grupo AJSAGL1 foi bastante marcante (1153,843 + 55,053) e significativamente
maior que a apresentada pelo grupo AdSAG2 (470,4 + 89,198). O grupo AdSAG3
apresentou secrecdo de IFN-y acima dos niveis basais, no entanto, como pode ser
observado na figura 8, a producdo de IFN-y ndo parece ser especificamente relacionada a
antigenos de T. gondii, na medida em que os esplendcitos do grupo AASAG3 também
secretaram a citocina na auséncia de estimulagao.

Quanto a IL-4 e IL-10 observou-se que a producdo dessas citocinas néo ultrapassa
niveis basais, mesmo apos 48 horas de incubacdo com antigenos de T. gondii. Consistente
com o que foi observado anteriormente na producéo de anticorpos, o perfil de producédo de
citocinas apos a vacinagdo com AASAG1 e AdSAG2 evidéncia um desvio da resposta imune

para um perfil pro-inflamatorio Thl (figura 8).
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Figura 8 — Deteccdo de citocinas Thl e Th2 em camundongos vacinados com
adenovirus recombinantes. Camundongos C57BL/6 foram vacinados com duas doses
subcutaneas de AdSAG1, AdSAG2, ADSAG3 ou AJCTRL. Esplendcitos obtidos 2 semanas
apos a ultima imunizacao foram cultivados in vitro na presenc¢a ou auséncia (Meio) de extrato
total de taquizoitos de T. gondii (TLA), por 48 horas. Os sobrenadantes desses cultivos
foram testados em ensaios de ELISA para dosagem das citocinas IFN-y (esquerda), IL-4
(centro) e IL-10 (direita). As barras representam a média + desvio padrdo de trés animais
testados individualmente. Dados representativos de um experimento de imunizacdo, dentre
dois experimentos que foram realizados independentemente com resultados semelhantes.

(***) indica diferenca estatisticamente significativa em comparacdo com os demais grupos

(p<0,001).
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4.1.3. Mapeamento de epitopos restritos a MHCI nas proteinas SAG1, SAG2 e SAG3

As proteinas SAG1, SAG2 e SAG3 foram submetidas a uma analise in silico para
identificacdo de possiveis epitopos ligantes de MHC de classe | (MHCI) murino. A predi¢édo
computacional de epitopos nas proteinas SAG1, SAG2 e SAGS3 foi realizada através da
analise das sequéncias dessas proteinas no programa SYFPEITHI, o qual permite identificar
sequéncias peptidicas que apresentam afinidade por moléculas H2-L, -K ou -D. No caso da
resposta as SAGs, 0 nosso maior interesse foi verificar se essas proteinas apresentavam
sequéncias ligantes de moléculas H2 de haplétipo “b” (C57BL/6), o qual foi previamente
indicado como haplotipo relacionado com susceptibilidade a toxoplasmose (Resende et al.,
2008b). Para cada SAG foram identificadas uma série de sequéncias de nove aminoacidos
com potencial para ligacdo em MHCI, mas apenas os ligantes de H2-K,D,L" que alcancaram
um score minimo de ligacdo superior a 21 foram selecionados para sintese, como
demonstrado na tabela 2 abaixo. O valor do score é calculado pelo programa e representa
uma medida da probabilidade do peptideo apresentar afinidade de ligacdo pela molécula de
MHCI do haplétipo correspondente. Nota-se que o programa SYFPEITHI ndo detectou
possiveis peptideos especificos para o haplétipo H2-K,L ou D na proteina SAG2. Os
peptideos listados abaixo foram usados em ensaios de re-estimulacdo in vitro de
esplendcitos de animais vacinados com adenovirus recombinantes para avaliar a ativacao de

células T CD8" produtoras de IFN-y.

Tabela 2 — Peptideos ligantes de MHCI derivados das proteinas SAG1 e SAG3 de T. gondii

SP0534 SAG1 TPTENHFTL H2-D° 22
SP0540 SAG3 SKDANFIEI H2-D° 25
SP0541 SAG3 SGPVNLEVD H2-L° 23
SP0542  p-galactosidase =~ TPHPARIGL H2-D* 25

As sequéncias dos peptideos foram preditas em software SYFPEITHI

4.1.4. Resposta imune celular apos vacinacdo: identificacdo de linfocitos T CD8" especificos

Para avaliar a capacidade dos adenovirus recombinantes SAG1, SAG2 e SAG3 em
ativar células T CD8" produtoras de IFN-y nos animais submetidos ao protocolo de
vacinagdo homologo foi empregado o ensaio de ELISPOT. Esplendcitos obtidos de 2-3

animais por grupo, duas a quatro semanas ap0s a ultima dose de imunizagdo, foram
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submetidos a re-estimulagdo com peptideos sintéticos restritos a MHCI derivados das
proteinas SAG1 e SAG3. Os peptideos SP0534, SP0540 e SP0541 (ligantes de H2-L,D"),
foram selecionados para os ensaios com camundongos C57BL/6. Como controle negativo
de estimulacéo foi empregado o peptideo H2-L%especifico TPHPARIGL (SP0542) derivado
da B-galactosidase (lacZ) de E. coli (Bruna-Romero et al., 1997).

Os resultados dos ensaios com o0s peptideos nos camundongos C57BL/6 (figura 9)
mostraram que a imunizagdo de animais com AdSAG1 levou a ativacido de células T CD8"
produtoras de IFN-y especificas para o epitopo de SAG1 em niveis significativos tanto apés
a primeira dose vacinal (92 + 8,485) quanto apds a segunda (227 + 11,313) em relacao aos
demais grupos e tratamentos analisados (p<0,001). Nao foi possivel detectar uma resposta

significativa aos epitopos de SAG3 apos a vacinagado dos animais com AdSAG3.

4.1.5. Avaliacdo da protecdo de animais vacinados: protecdo contra desafio com T. gondii

Para determinar se a resposta imune contra as proteinas SAG1l, SAG2 e SAG3
induzida pela vacinacdo com adenovirus recombinante codificando os respectivos genes era
capaz de proteger camundongos contra infecgcdo com T. gondii, grupos de camundongos
C57BL/6 vacinados com duas doses de adenovirus recombinantes foram desafiados
oralmente com a cepa ME49 de T. gondii. A mortalidade foi acompanhada por 50 dias apos
a infeccdo, quando os animais sobreviventes foram sacrificados para contagem da carga de
cistos cerebrais.

Os niveis de sobrevivéncia dos diferentes grupos foram: 60-75% dos animais
vacinados com AdSAG1, 25-35% dos animais que recebem AdSAG2 ou ADSAG3 e 10-20%
dos animais vacinados com AdCTRL e animais ndo imunizados (figura 10A). Além de
apresentar maior sobrevivéncia, o grupo AdSAG1 foi 0 que apresentou a menor carga

parasitaria cerebral (137 + 125 cistos).
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Figura 9 — Identificacdo de células T CD8" produtoras de IFN-y em animais vacinados
com adenovirus recombinantes. Camundongos C57BL/6 foram vacinados com uma dose
(A) ou duas doses (B) dos adenovirus recombinantes AdSAG1, AdSAG2, AdSAG3 ou
AdCTRL. Esplenécitos foram coletados 2 semanas apés as imunizac¢des e cultivados in vitro
durante 24 horas na presenca ou auséncia (Meio) de peptideos sintéticos ligantes de MHCI
derivados das proteinas SAG1 (SP0534), SAG3 (SP0540 e SP0541) ou B-galactosidase
(SP0542). As células produtoras de IFN-y foram, entdo, detectadas num ensaio de ELISPOT.
As barras representam a média + desvio padrao de trés animais testados individualmente.
Dados representativos de um experimento de imunizacdo, dentre dois experimentos que
foram realizados independentemente com resultados semelhantes. (***) indica diferenca

estatisticamente significativa em comparagdo com os demais grupos (p<0,001).
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Figura 10 — Ensaio de protecdo contra T. gondii em camundongos vacinados com
adenovirus. Camundongos C57BL/6 vacinados com duas doses de AdSAG1, AdSAG2,
AdSAG3 ou AACTRL foram desafiados com cepa cistogénica de T. gondii, duas semanas
apos a ultima imunizacdo. (A) Curva de sobrevivéncia dos animais apo6s desafio; (B), carga
de cistos cerebrais dos animais sobreviventes, 50 dias apos o desafio. Representativo de
dois experimentos realizados independentemente, com 10 animais/grupo, e com resultados
semelhantes. As barras representam a média + desvio padrédo do numero de cistos dos
animais sobreviventes testados individualmente (**) indica diferenca que a taxa de
sobrevivéncia dos animais vacinados com AdSAG1 é significativamente maior que a dos
demais grupos (p<0,01); (*) indica que o numero de cistos cerebrais nos animais vacinados

com AdSAG1 é significativamente menor que nos demais grupos (p<0,05).
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Nos demais grupos os numeros obtidos foram 1200 + 380 cistos para animais nao
imunizados, 1375 + 883 cistos em animais vacinados com AdSAG2 e 1325 + 176 cistos em
animais imunizados com AdSAG3 (figura 10B). O unico animal sobrevivente do grupo
AdCTRL também apresentou um alto nimero de cistos cerebrais (1000).

Os experimentos evidenciam que o AdSAGl é o mais eficiente na geracdo de
resposta imune e protecdo contra a toxoplasmose aguda e cronica. Levando em
consideracao o sucesso da vacinagdo com AdSAGL, decidimos focalizar as proximas etapas
do nosso estudo nesse adenovirus no intuito de avaliar os mecanismos envolvidos na

protecdo observada.

4.1.6. Avaliacdo do papel dos linfocitos T CD8" e do IFN-y na protecdo de camundongos

imunizados com AdSAG1

Linfécitos T CD8" sdo considerados importantes mediadores de protecdo contra o T.
gondii (Lepage et al., 1998; Tait et al., 2010). Essas células, juntamente com os linfocitos T
CD4", contribuem com a producdo de IFN-y durante a fase tardia da resposta imune, além
de atuarem na prevencao da reativacao da infeccao crénica através da eliminacao de cistos
cerebrais via sua atividade citotoxica mediada por perforina (Suzuki et al., 2010). Além disso,
reacdes pré-inflamatérias dependentes de IFN-y sdo essenciais para a resisténcia contra
taquizoitos durante a fase aguda da infeccdo (Denkers and Gazzinelli, 1998; Zhao et al.,
2009). Para verificar o papel dos linfocitos T CD8" e do IFN-y na protecdo contra o T. gondii
induzida pelo nosso protocolo de imunizagdo, camundongos deficientes em linfécitos T CD8"
(BZmicrogIobuIina"') ou em IFN-y (IFN-y"') foram vacinados com duas doses de AdSAG1 e
desafiados com a cepa ME49 de T. gondii. A protecdo contra desafio foi comparada com os
niveis obtidos com a vacinacdo de camundongos C57BL/6 selvagens.

Todos os camundongos IFN-y”, inclusive os vacinados com AdSAG1, morreram duas
semanas apés o desafio. A mortalidade também atingiu 100% nos grupos de animais
deficientes em linfocitos T CD8", independente da vacinagdo recebida. No entanto, a morte
dos animais deficientes em células T CD8" ocorreu numa taxa mais lenta que nos grupos
deficientes em IFN-y, com parte dos animais sucumbindo na fase aguda e parte na fase
cronica da doenca, em torno de seis semanas apos o desafio. Como observado em
experimentos anteriores, os camundongos C57BL/6 selvagens vacinados com AdSAG1

apresentaram altos niveis de sobrevivéncia (figura 11A).
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Figura 11 — Papel dos linfocitos T CD8" e do IFN-y na indugcido de protecdo de
camundongos C57BL/6 imunizados com adenovirus SAG1. Camundongos C57BL/6 do
tipo selvagem (WT), ou deficientes em IFN-y (IFN-y-/-) ou deficientes em células T CD8 (32-
micro-/-) foram imunizados com duas doses de adenovirus recombinantes (AdSAG1 ou
AdCTRL). Os animais foram desafiados com 10 cistos da cepa ME49 de T. gondii, duas
semanas apos a ultima dose de virus. A mortalidade (A) foi acompanhada diariamente apos
infeccdo. O asterisco indica diferencga significativa entre o grupo de animais selvagens que
recebeu AdSAG1l e demais grupos, sendo (**) p<0,01. (B) Esplenécitos obtidos duas
semanas apo0s a segunda imunizag¢do foram cultivados na presenca ou auséncia (Meio) de
diferentes antigenos por 48 horas para dosagem de IFN-y. Os asteriscos indicam diferencas
significativa entre o grupo de animais selvagens que receberam AdSAGL e 0s respectivos

grupos controle, sendo (**) p<0,01 e (***) p<0,001.
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Ainda, a producdo de IFN-y apOs vacinacdo foi comparada entre camundongos
deficientes em linfocitos T CD8" e camudongos selvagens. Esplendcitos totais obtidos dos
animais vacinados foram submetidos a re-estimulacdo com TLA por 48 horas para posterior
dosagem de IFN-y nos sobrenadantes dos cultivos. Apesar de produzirem IFN-y, nota-se que
os animais deficientes em linfocitos T CD8" apresentaram tendéncia de reducdo da
producdo daquela citocina (figura 11B).

4.1.7. Avaliacdo dos mecanismos de resposta imune inata envolvidos na ativacdo dos

linfocitos TCD8" e na producdo de IFN-yna vacinacdo com AdSAG1

A secrecéo de IL-12 por células do sistema imune inato durante o inicio da infeccao é
um fator chave para a protecdo contra a toxoplasmose (Gazzinelli et al., 1994;
Vossenkamper et al.,, 2004). Um dos seus papéis é a ativacdo de linfécitos, incluindo os
linfocitos T CD8", dirigindo sua diferenciacdo em células secretoras de IFN-y (Yap et al.,
2000). A molécula MyD88, conhecida por atuar como adaptadora na via de sinalizacdo dos
TLRs, é reconhecida como um fator importante para a ativacdo de resposta imune inata,
levando a producéo de IL-12 pelas APCs, além de ter sido associada com as propriedades
adjuvantes de algumas vacinas (Park et al., 2008). Caracteristicamente, a secrecao de IL-12
€ um evento tipico que se segue a ativacdo da via dos TLRs durante a fase inata da
resposta imune contra uma série de patdgenos, incluindo o T. gondii (LaRosa et al., 2008).
Assim, ativacdo da via dos TLR é importante para a protecdo contra o T. gondii, ja que
camundongos MyD88™ sdo tdo susceptiveis quanto os IL-127 nocautes & infeccdo com
cepas pouco virulentas do parasita (Sukhumavasi et al., 2008).

No presente modelo de vacinacdo, nés hipotetizamos que inicialmente os adenovirus
recombinantes ativariam o sistema imune dos camundongos vacinados via TLRs/MyD88 ao
infectar APCs levando a producgéo da citocina IL-12, 0 que coincidiria com a expressao e
apresentacdo dos antigenos expressos pelos adenovirus. Células T CD8" e T CD4"
especificas para os antigenos recombinantes reconheceriam 0s epitopos apresentados na
superficie das APCs e na presenca de um sinal co-estimulador, como a IL-12, elas seriam
ativadas e se desenvolveriam em células secretoras de IFN-y.

Para investigar essa hipotese, camundongos deficientes em IL-12 ou MyD88 foram
vacinados com duas doses de AdSAG1 e submetidos ao desafio oral com cistos da cepa
ME49 de T. gondii.
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A figura 12A mostra que, ao contrario dos animais selvagens, houve 100% de
mortalidade, 21 dias apos a infec¢cdo, dos animais deficientes em MyD88 vacinados com
AdSAG1. Consistentemente, a capacidade dos esplendcitos dos animais MyD88 nocautes
em responderem ao TLA ou ao peptideo MHCI restrito SP0534 e gerarem producao de IFN-y
in vitro foi praticamente abolida (figura 12B). Para descartar falha de vacinagcdo como causa
primaria da irresponsavidade dos MyD88" realizou-se a dosagem de IgG total no soro
desses animais. A figura 12C mostra que os camundongos MyD88™ produziram altos niveis
de IgG total, o que indica eficiente expresséo protéica do gene SAG1 nesses animais.

Do mesmo modo que os camundongos deficientes em MyD88, a auséncia de IL-12
durante o inicio da infeccdo também interferiu na capacidade do AdSAG1l em induzir
resposta imune protetora contra T. gondii. Todos os camundongos deficientes em IL-12 (IL-
127 sucumbiram duas semanas apds a infeccdo com Toxoplasma (figura 13). Além disso,
do mesmo modo que nos animais MyD88", os esplendcitos obtidos desses animais n&o
foram capazes de responder a re-estimulagcdo in vitro, apesar de ter havido eficiente
expressao do transgene in vivo como demonstrado pelos niveis de producéo de IgG total em
ensaio de Elisa no soro dos animais vacinados com AdSAG1. Em conjunto, esses resultados
indicam que a ativacao da via dos TLR/MyD88 € um dos eventos chave para a inducdo de
uma forte resposta imune celular durante a vacinagcdo com adenovirus recombinante
codificando SAGL.

4.2. Protocolo de vacinacao heterélogo

4.2.1. Geracdo dos MVAs recombinantes com genes SAG1 e SAG2 de T. gondii.

Numa tentativa de melhorar os niveis de protecdo obtidos com os adenovirus
recombinantes, construimos MVA recombinantes codificando as proteinas SAG1 e SAG2,
para serem usados como dose de reforco apds a primo-imunizagdo com os adenovirus
correspondentes.

Os genes que codificam para as proteinas SAG1 e SAG2 de T. gondii foram clonados
no vetor de transferéncia pLW44 para construgdo dos MVAs recombinantes (figura 14A).
Para verificar se os genes haviam sido corretamente inseridos no pLW44, procedeu-se a
digestédo de vérios clones com enzimas de restricdo. Para a constru¢cdo pLW44-SAG1 foram

utilizadas as enzimas Xhol e BamHI originando os fragmentos de 5169, 527 e 262pb. Para o
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Figura 12 — Avaliacdo dos mecanismos de resposta imune inata envolvidos na
protecdo de camundongos C57BL/6 vacinados com adenovirus recombinante SAG1.
Grupos de camundongos C57BL/6 do tipo selvagem (WT) ou deficientes em MyD88
(MyD88-/-) foram imunizados com duas doses de adenovirus recombinantes (AdSAG1 ou
AdCTRL). (A) Curva de sobrevivéncia de animais desafiados com a cepa ME49 de T. gondii,
duas semanas apoés a ultima imunizacdo. (**) indica sobrevivéncia significativamente maior
(p<0,01). (B) Niveis de IFN-y produzidos por animais vacinados, medidos em sobrenadantes
de cultivos de esplendcitos, duas semanas apos a Ultima vacinagao. As barras representam
a média + desvio padrdo de trés animais testados individualmente. (***) indica nivel de IFN-y
significativamente maior (p<0,001). (C) Niveis de anticorpos anti-SAG1 (IgG total) no soro

dos animais vacinados, duas semanas apés a segunda dose de adenovirus (***p<0,001).
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Figura 13 — Avaliagdo dos mecanismos de resposta imune inata envolvidos na
protecdo de camundongos C57BL/6 vacinados com adenovirus recombinante SAG1:
papel da citocina IL-12. Grupos de camundongos C57BL/6 do tipo selvagem (WT) ou
deficientes em IL-12 (IL-12-/-) foram imunizados com duas doses de adenovirus
recombinantes (AdSAG1 ou AACTRL). (A) Curva de sobrevivéncia de animais desafiados
com a cepa ME49 de T. gondii, duas semanas apds a Ultima imunizacdo. (**) indica
sobrevivéncia significativamente maior (p<0,01). (B) Niveis de IFN-y produzidos por animais
vacinados, medidos em sobrenadantes de cultivos esplendcitos, duas semanas apés a
tltima vacinacgdo. As barras representam a média + desvio padréo de trés animais testados
individualmente. Asteriscos indicam nivel de IFN-y significativamente maior (***p<0,001;
**p<0,01). (C) Niveis de anticorpos anti-SAG1 (IgG total) no soro dos animais vacinados,

duas semanas apos a segunda dose de adenovirus (***p<0,001; *p<0,05).
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Figura 14 — Construcdo de um MVA recombinante com genes SAG1 e SAG2 de Toxoplasma
gondii. A, as seqliéncias de SAG1 e SAG2 previamente clonadas no vetor pAd, foram clivadas e
clonadas no sitio Smal do vetor pLW44. B, perfil de digestédo dos construtos pLW44-SAG1 e pLW44-
SAG2 para verificar a orientagdo dos insertos. C, Os virus foram construidos por meio de
recombinacdo homologa entre MVA selvagem e o vetor pLW44. A expressado de SAG1 e SAG2 foi
testada por meio de Western-blot de células infectadas contra soro de animal vacinado com

adenovirus que expressam as respectivas proteinas. C1, clone 1, C2, clone 2 e C3, clone 3.
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recombinante pLW44-SAG2 empregou-se EcoRI e Bglll o que gerou os fragmentos de 3756
e 1797pb (figura 14B).

A capacidade dos MVA recombinantes em induzir a expressdo das proteinas foi
verificada por meio de Western-blot, no qual os extratos de células CEFs infectadas com
MVA-SAG1 e MVA-SAG2 foram testados contra soro de camundongos BALB/c imunizados
com adenovirus recombinantes para as respectivas proteinas. A infec¢cdo, com os dois
recombinantes, gerou uma intensa expressdo das proteinas, que reagem prontamente e

com grande especificidade com soro de animal vacinado (figura 14C).

4.2.2. Protocolo de vacinacdo heterdélogo: resposta imune humoral dos animais imunizados

Camundongos C57BL/6 foram imunizados com duas doses de adenovirus
recombinante SAG1 (protocolo homdlogo, como descrito anteriormente) ou com uma dose
de iniciacdo de AdSAGL1 e uma dose de reforco de MVASAGL1 (protocolo heterdlogo). Para
verificar se camundongos imunizados com duas doses de virus recombinantes produziam
anticorpos anti-SAG1, amostras de soros obtidos dos animais vacinados, duas semanas
apos a dose de refor¢o vacinal, foram submetidas a ensaios de Western blot contra TLA. Na
figura 15A pode-se observar que os soros dos animais vacinados com virus codificando
SAG1l mostraram reatividade com uma banda na altura de 30kD, correspondente ao
antigeno SAGL1. O ensaio de ELISA mostrou que os anticorpos séo do tipo 1gG (figura 15B).
Os niveis de anticorpos obtidos foram comparaveis entre os dois protocolos de vacinacéo e,
nos dois casos, houve predominio de anticorpos da subclasse IgG2C em relacdo a IgG1l.
Esses dados indicam uma tendéncia de resposta do tipo Thl em todos os grupos vacinados

com virus recombinantes contendo SAG1.

4.2.3. Protocolo de vacinacdo heterélogo: resposta imune celular dos animais imunizados

Camundongos C57BL/6 foram imunizados com virus recombinantes codificando o
antigeno SAGL1, de acordo com o protocolo homologo (duas doses seqiiénciais de AASAG1)
ou com o protocolo heterdlogo (uma dose de AASAG1 seguida de uma dose de MVASAG1).
Duas semanas apds a ultima vacinagao, esplendcitos foram obtidos dos animais imunizados
e submetidos a ensaio de ELISPOT, usando como estimulo in vitro TLA ou o epitopo
SP0534.
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Figura 15 - Resposta imune humoral animais vacinados com vetores virais
recombinantes codificando o antigeno SAG1. (A) Western-blot realizado com soros de
camundongos C57BL/6 obtidos apds a segunda dose de virus recombinante. S&o
representados trés animais/grupo de um total de cinco animais. As setas indicam a altura da
banda de SAG1 (30kD). (CTRL) animais imunizados com vetores virais contendo genes nao
relacionados ao T. gondii; (SAG1) animais imunizados com vetores virais contendo SAG1.
Dados representativos de um experimento de vacinagao, dentre dois que foram realizados
independentemente e com resultados semelhantes. (B) ELISA realizado com soros de
camundongos C57BL/6 vacinados com duas doses de virus recombinantes. (***) indica

diferenca significativa com relagéo ao grupo vacinal controle (p<0,001).
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A figura 16 mostra que a re-estimulacdo dos esplendcitos com TLA, que leva a
ativacdo tanto de linfécitos T CD4" quanto T CD8", resultou em quantidades semelhantes de
células produtoras de IFN-y (p>0,05) no grupo vacinado com duas doses de AdSAG1
(2555,333 + 882,6337) e no grupo que recebeu AASAG1 seguido de MVASAGL1 (2396,5 +
1622,81). Na estimulacdo com SP0534, no entanto, houve uma diferenca significativa
(p<0,001) entre aqueles grupos, com 0s animais do protocolo homdélogo mostrando um
menor nimero de células T CD8" produtoras de IFN-y (325,333 + 39,4788) que no grupo
vacinado de acordo com o protocolo heterdlogo (973,6667 + 295,7902).

4.2.4. Protocolo de vacinacdo heterélogo: ensaio de protecdo de camundongos imunizados

Para comparar a eficacia dos protocolos de imunizacdo homélogos e heterdlogo,
camundongos C57BL/6 vacinados de acordo com cada um desses métodos de imunizacao
foram desafiados com a cepa ME49 de T. gondii. A imunizacdo com uma dose Unica de
adenovirus ou MVASAGL1 ndo teve efeito protetor contra a infec¢cdo, bem como a imunizagéo
homéloga ou heterdloga com virus controles AACTRL ou MVACTRL (figura 17A). J& os
grupos que receberam duas doses de AdSAGL1 ou a vacinacdo combinada de AdSAG1
seguida de MVASAGL1 apresentaram protecdo contra o desafio (figura 17B). Verificamos
gue houve tendéncia de maior sobrevivéncia dos animais vacinados com Ad-MVASAGL1 (em
torno de 80-86%) em relacdo aos vacinados com Ad-AdSAGL1 (em torno de 60-70%). Com
relacdo a carga de cistos cerebrais (Figura 18), observamos uma reducao significativamente
maior (p<0,05) nos animais do protocolo heterdlogo (1325 + 648,2883), se comparado ao
protocolo homélogo (2900 + 1185,327).

4.2.5. Protocolo de vacinacdo heterbélogo: vacinacdo com vetores virais recombinantes

contendo o gene SAG2

No intuito de se testar se a combinacdo de diferentes vetores virais codificando o
antigeno SAG2 era capaz de induzir resposta imune celular e protecdo contra desafio, nés
realizamos um experimento para comparar a eficiéncia de imunizagdo de um protocolo
heter6logo Ad-MVA com um protocolo MVA-MVA. Para isso, esplendcitos obtidos dos
animais duas semanas ap0s a ultima dose vacinal foram submetidos a re-estimulagéo in
vitro com TLA. Ainda, a protecdo dos animais vacinados de acordo com cada um desses
protocolos foi verificada através do desafio com a cepa ME49 de T. gondii. A figura 19

mostra que, assim como no protocolo homodlogo de imunizagdo com adenovirus, ndo foi
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possivel detectar protecdo significativa apos desafio dos animais com a cepa ME49. Além
disso, nao detectamos diferenca de resposta imune celular (producdo de IFN-y se

comparado aos grupos controle).
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Figura 16 — Resposta imune celular em animais vacinados com adenovirus e MVA
recombinantes codificando o antigeno SAG1l. Camundongos C57BL/6 foram vacinados
de acordo com um protocolo homélogo, com duas doses de adenovirus, ou de acordo com
um protocolo heter6logo, com uma dose de iniciacdo de adenovirus seguida, quatro
semanas depois, de uma dose de reforco de MVA. Esplendcitos foram obtidos dos animais
duas semanas apo0s a ultima imunizacéo e cultivados na presenca ou auséncia de TLA (A)
ou de peptideos sintéticos MHCI restritos (B). As células T CD8" produtoras de IFN-y foram
detectadas nos cultivos por meio da técnica de ELISPOT. As barras verticais representam a
média + desvio padrdo de trés animais testados individualmente. Os asteriscos indicam
diferenca significativa entre os grupos que receberam virus codificando SAG1 e grupos que
receberam os virus controles (** p<0,01 e *** p<0,001); (a) indica diferenca entre o grupo
vacinado com AdSAG1l em protocolo homélogo e o grupo vacinado com AdSAGl +
MVASAG1 em protocolo heterélogo (p<0,001).
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Figura 17 — Sobrevivéncia de camundongos vacinados com duas doses de virus
recombinantes. Grupos de camundongos C57BL/6 foram imunizados com duas doses de
virus recombinantes e desafiados com a cepa ME49 de T. gondii. A, curva de sobrevivéncia
dos animais vacinados somente com uma dose; B, curva de sobrevivéncia dos animais
vacinados com duas doses de virus recombinantes. Representativo de dois experimentos
realizados em dois tempos diferentes, com 7 animais/grupo/cada. Os asteriscos indicam
diferenca significativa entre os grupos que receberam virus codificando SAG1 e os controles
negativos (** p<0,01 e *** p<0,001).
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Figura 18 — Ensaio de protecdo de camundongos vacinados com duas doses de virus
recombinantes. Média de cistos cerebrais dos animais sobreviventes apés 50 dias do
desafio. Representativo de dois experimentos realizados em dois tempos diferentes, com 6
animais/grupo/cada. As barras representam a média + desvio padrao da contagem de cistos
dos animais sobreviventes. (** p<0,01) indicam diferenca significativa entre 0os grupos que
receberam SAG1l e o grupo que recebeu virus controle. (a) p<0.05: indica diferenca
significativa entre o grupo que recebeu AdSAG1 + MVASAG1 do protocolo heterdlogo e o

grupo vacinado com duas doses de AdSAG1 do protocolo homélogo.
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Figura 19 — Resposta imune celular e protecdo de camundongos vacinados com duas
doses de virus recombinantes. (A) Células produtoras de IFN-y avaliadas através de
ensaio de ELISPOT. Esplendcitos de camundongos C57BL/6 imunizados com AJSAG2 +
MVASAG2 ou duas doses de MVASAG2 e respectivos controles foram coletados 2 semanas
apos a ultima imunizacao e re-estimulados in vitro com TLA; (B) Curva de sobrevivéncia dos
animais apés o desafio. Representativo de dois experimentos realizados em dois tempos

diferentes, com 6 animais por grupo/cada.
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5. DISCUSSAO

Muitos modelos experimentais tém sido testados com o intuito de se gerar um
protocolo de vacinacdo seguro e eficiente contra a toxoplasmose. Alguns deles sugerem a
utilizacdo de plasmideos carreando seqiiéncias do patdgeno como vetores vacinais, outros,
proteinas recombinantes expressas em variados sistemas, como em bactérias ou leveduras
(Cong et al., 2008; Lau and Fong, 2008; Lourenco et al., 2006). Embora muitos desses
modelos de vacinacdo sejam capazes de gerar algum nivel de protecdo contra infeccbes
experimentais, observa-se que eles apresentam baixa imunogenicidade, e em patrticular,
limitada habilidade de induzir resposta imune celular, principalmente ativacédo de linfécitos T
CD8", os quais s&o criticos para indugdo de imunidade protetora contra o parasita T. gondii
(Lee et al., 2007; Martin et al., 2004). Além disso, nesses modelos existe a necessidade de
se inocular multiplas doses vacinais e/ou a associacao dos antigenos com adjuvantes (Liu et
al., 2010).

Nesse sentido, vetores virais recombinantes apresentam algumas vantagens
interessantes quando comparados a outros modelos experimentais de vacinacao. Eles sao
extremamente eficientes em induzir altos niveis de expressao do antigeno recombinante in
vivo, mesmo em células apresentadoras de antigeno como macréfagos e células dendriticas.
Além disso, as particulas virais sdao compostas de diferentes proteinas, lipideos,
glicoproteinas e &cidos nucléicos, os quais interagem com diversos receptores inatos e
ativam uma série de vias imunolégicas que podem exercer efeitos adjuvantes a resposta ao
produto antigénico recombinante (Muruve, 2004; Rocha et al., 2004). Dentre os diversos
vetores virais que tém sido utilizados para inducdo de imunidade protetora contra doencas
infecciosas, o adenovirus humano do tipo 5 tem ocupado uma posi¢éao de destaque devido a
sua habilidade de ativar uma forte resposta imune (Bayer et al., 2010; Makedonas et al.,
2010). Tendo as propriedades imunolégicas dos diferentes vetores virais em mente, nds
inicialmente escolhemos o adenovirus humano tipo 5 como um vetor para a expressao de
trés antigenos de superficie (SAG1, SAG2 e SAG3) de T. gondii e utilizamos 0s mesmos em
protocolos de vacinagéo contra a toxoplasmose.

Um trabalho anterior do nosso grupo demonstrou que os trés vetores recombinantes
(ADSAGL1, ADSAG2 e ADSAG3) foram capazes de induzir a expressao das proteinas SAG de
maneira bastante eficiente, tanto in vitro quanto in vivo, € que 0S mMesmos possuem

propriedades imunogénicas capazes de proteger parcialmente camundongos BALB/c contra
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toxoplasmose cronica. A vacinagdo com o0s trés adenovirus recombinantes resultou na
reducdo do numero de cistos cerebrais apds desafio com a cepa P de T. gondii. (Caetano et
al., 2006). No presente trabalho, o ADSAG1, AdASAG2 e o AdSAG3 foram testados como
vacinas em um modelo murino de toxoplasmose aguda letal, no qual a cepa ME49 de T.
gondii foi administrada a camundongos C57BL/6 (Fux et al., 2003). Nesse modelo, apenas o
AdSAG1 foi capaz de proteger os animais contra a toxoplasmose aguda. Os adenovirus
codificando SAG2 e SAG3 n&o foram capazes de impedir a mortalidade nem reduzir a
formacédo de cistos cerebrais em camundongos C57BL/6. A diferenca de resultados entre
estudo conduzido em BALB/c e o modelo aqui descrito pode estar relacionada com a
variedade genética das linhagens de camundongos utilizados nos experimentos de
vacinacdo (BALB/c versus C57BL/6), as quais respondem diferencialmente aos antigenos
SAG1, SAG2 e SAGS.

Uma hipoétese levantada para explicar a falha do AASAG2 e AdSAG3 em imunizar
animais C57BL/6 foi a de que aqueles dois virus ndo tenham infectado eficientemente as
células desses camundongos, e que ndo tenham induzido correta expressao dos antigenos
exdgenos in vivo nesses animais. No entanto, a analise da resposta imune humoral dos
animais vacinados descarta essa possibilidade, pois todos o0s grupos apresentaram
anticorpos especificos contra a SAG com a qual foram vacinados, como demonstrado em
ensaio de Western blot e ELISA. A diferenca de eficiéncia entre os adenovirus
recombinantes poderia estar relacionada, portanto, com a natureza da resposta imune
ativada por cada um deles e/ou com as caracteristicas do antigeno alvo dessa resposta.
Como o vetor adenoviral que expressa o gene SAG1l é idéntico aos que vetores que
carregam 0s genes SAG2 e SAG3, e sabendo-se que todos esses virus empregam as
mesmas células alvo e o0s mesmos mecanismos de infeccdo, expressao e apresentacdo de
antigenos, acreditamos que a diferenca final no resultado da vacinacdo possa estar
relacionada a menor imunogenicidade dos antigenos SAG2 e SAG3 para camundongos
C57BL/6.

A resposta imune humoral dos animais vacinados com AdSAG1, AdSAG2 e AdSAG3
foi avaliada no decorrer do protocolo de imunizagdo. Todos 0S grupos vacinais
desenvolveram uma resposta especifica de anticorpos contra as SAG. Esse fato coloca em
guestionamento a importancia dos anticorpos na protecdo contra toxoplasmose aguda e
cronica, tendo em vista que os grupos AASAG2 e ADSAG3 nao foram protegidos contra o
desafio. O papel de anticorpos na protecdo contra o T. gondii ainda ndo esta totalmente

esclarecido, e os dados mostrados por diferentes grupos de pesquisa sao controversos. Em
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estudos in vivo conduzidos com animais deficientes em linfocitos B, a vacinacdo com a cepa
atenuada ts-4 de T. gondii ndo protegeu os animais contra mortalidade causada pelo desafio
com a cepa altamente virulenta RH, a despeito dos animais vacinados terem desenvolvido
resposta imune celular anti-T. gondii. Esses resultados argumentam que anticorpos sao
parte importante do mecanismo de protecdo contra T. gondii (Sayles et al., 2000). Em
contrapartida, em experimentos similares ao descrito anteriormente, a vacinacédo com ts-4 foi
capaz de proteger animais deficientes em células B contra o desafio oral com a cepa ME49,
mesmo na auséncia de producao significativa de anticorpos (Johnson et al., 2004). Existem
ainda outros exemplos de experimentos de imunizacdo nos quais a inducao da producéo de
anticorpos anti-T. gondii pela vacinagdo n&o se correlacionou com protegdo contra
toxoplasmose aguda causada pela cepa RH (Liu et al., 2006), ou com reducédo da carga de
cistos cerebrais em animais desafiados com a cepa cistogénica ME49 (Roque-Resendiz et
al., 2004).

Os resultados aqui apresentados concordam com 0s experimentos que mostram que
anticorpos ndo sédo importantes para a protecédo. Entretanto, antes de qualquer coisa, deve-
se levar em consideracdo o antigeno alvo da resposta na interpretacdo dos resultados. J& foi
descrito que SAG1, SAG2 e SAG3 sao proteinas de superficie do T. gondii envolvidas no
processo de adesdo parasitaria e invasdo das células hospedeiras (Kasper and Mineo,
1994). No entanto, ndo se sabe qual o papel especifico de cada uma no processo. Se SAG1
fosse, por exemplo, uma proteina essencial para a invasédo e SAG2 e SAG3 assumissem um
papel acessorio, entdo a ligacdo de anticorpos em SAG1 poderia ativar mecanismos de
neutralizacdo mais eficientes que a ligacdo de anticorpos nas outras duas SAGs. Dessa
forma, os anticorpos anti-SAG1 teriam propriedades protetoras superiores em comparacao
com anticorpos anti-SAG2 ou anti-SAG3. A producdo de anticorpos contra SAG1, dessa
maneira, faria grande diferenca na resposta imune final contra o parasita. Isso explicaria em
parte porque os animais vacinados com diferentes AASAG produziram anticorpos, mas s6 0s
vacinados com AdSAG1 experimentaram protecdo. Ndo existem, porém, muitas evidéncias
experimentais que suportem essa hip6tese, além de alguns estudos in vitro que
demonstraram que anticorpos monoclonais anti-SAG1 foram capazes de neutralizar
taquizoitos livres da cepa RH e impedir a infecgdo de fibroblastos humanos e enterdcitos
murinos em cultura (Mineo and Kasper, 1994). Na verdade, a maioria dos modelos de
vacinacdo com SAG1 ndo conseguiram correlacionar a presenca de anticorpos contra essa
proteina com inducdo de protecdo ao desafio experimental (Roque-Resendiz et al., 2004;

Sayles et al.,, 2000). No entanto, ndo podemos descartar a participacdo de anticorpos na
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protecdo observada, ja que os mesmos poderiam estar atuando na opsonizacéo do parasita,
facilitando o reconhecimento do mesmo por células do sistema imune, combatendo assim
sua disseminagao.

Enquanto a producédo de anticorpos nédo parece ser um mecanismo fundamental para
protecdo, o desenvolvimento de resposta imune celular assume um papel essencial no
controle da infeccédo por T. gondii (Miller et al., 2006). Em conjunto, os dados de produgao de
anticorpos obtidos no nosso modelo de imunizacdo nos ddo algumas indicacdes prévias de
que os animais vacinados com adenovirus recombinantes de fato desenvolveram resposta
imune mediada por células. Afinal, em todos os grupos vacinados com SAG foi detectada
producdo de diferentes isotipos de IgGs contra as trés proteinas, o que é conhecidamente
dependente da estimulacdo de células B por citocinas secretadas por células T CD4"
auxiliares (Gray et al., 2007). Curiosamente, quando comparado com os demais adenovirus,
0 AdSAG1 apresentou maior resposta de anticorpos do subtipo 1gG2C do que IgGl, um
indicativo de ativacdo preferencial de células T CD4" com perfil inflamatorio Thl (associado
a protecdo contra a toxoplasmose). J4& na vacinacdo com AdSAG3 houve producdo
predominante de IgG1, o que remonta a um perfil de resposta celular anti-inflamatoéria Th2.
De fato, ao medirmos a atividade de producédo de citocinas Thl x Th2 de células T de
animais vacinados com adenovirus, observamos que, naqueles que receberam AdSAGL,
houve producao robusta de IFN-y, em comparag¢do com os niveis produzidos por células dos
animais vacinados com AdSAG2 e AJSAG3.

Linfocitos T CD8" também contribuem para a producdo de IFN-y durante a infecgéo
por T. gondii. Além disso, acredita-se que as células T CD8" sejam capazes de eliminar
células parasitadas, contribuindo para o controle da formacédo de cistos teciduais na fase
cronica da toxoplasmose (Suzuki et al., 2010). Um dos interesses do presente trabalho foi
definir se os linfocitos T CD8" especificos contra as SAGs s&o ativados com o protocolo de
vacinacdo com adenovirus. Para detectar atividade de células T CD8" usamos estimulos
especificos para esse grupo celular, que consistiu de peptideos sintéticos ligantes de MHC
de classe I. A analise in silico das sequéncias das proteinas SAG revelou um epitopo
candidato a ligante de H2-D® em SAG1, nenhum epitopo restrito a MHCI em SAG2 e dois
possiveis ligantes de H2-DP na proteina SAG3. Ensaios in vitro demonstraram que somente
o peptideo TPTENHFTL mapeado em SAGL1 foi capaz de estimular a produgéo de IFN-y por

linfocitos T CD8" de animais vacinados com AdSAG1. J& os dois epitopos candidatos da
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proteina SAG3 nao apresentaram o mesmo efeito sobre esplendcitos dos animais vacinados
com AJSAG3, apesar de terem recebido um score alto de probabilidade de ligacé&o.

Em conjunto, os dados indicam que o AASAG2 e o AdSAG3 nao foram capazes de
proteger 0os animais porque ndo ativaram células T especificas contra os antigenos SAG2 e
SAG3. Isso pode estar relacionado com a auséncia em SAG2 e SAG3 de epitopos capazes
de induzir eficiente ativac&do de linfécitos T, principalmente linfécitos T CD8", na linhagem de
camundongos utilizada nesse estudo. Esses dados permitem argumentar mais uma vez que
a falha na imunizacdo com AdSAG2 e AdJSAG3 possa estar relacionada a baixa
imunogenicidade dos antigenos para camundongos C57BL/6. Essa idéia é corroborada pelo
fato de que, no modelo de vacinacdo de BALB/c, dentro de um contexto de MHC diferente,
os dois virus apresentaram propriedades protetoras (Caetano et al., 2006). No entanto,
deve-se manter em mente que apenas uma ferramenta de busca de epitopos de MHCI foi
empregada e que o numero de ligantes em SAG2 e SAG3 possa estar subestimado. Nao
devemos descartar também a possibilidade de que a baixa imunogenicidade do AdSAG2 e
AdSAG3 possa ser contornada com um protocolo de vacinacao diferente.

Os resultados obtidos até essa etapa do trabalho evidenciam que o sucesso da
imunizacdo com AdSAG1 em proteger contra mortalidade e a formacao de cistos cerebrais
esta relacionado com capacidade desse virus em ativar células T especificas com perfil Thl
e 0s conseglentes mecanismos de eliminacdo de células parasitadas mediados por esses
linfécitos. Essa hipotese foi ainda corroborada pelos experimentos de vacinagdo em que o
AdSAG1 foi administrado a camundongos deficientes em IFN-y e animais deficientes em
linfécitos T CD8*. Os animais IFN-y" mostraram-se altamente susceptiveis & infeccdo pelo T.
gondii, morrendo duas semanas apos o desafio. J& a mortalidade dos animais deficientes em
células T CD8" se estendeu até a fase cronica da infecgdo. Apesar dos animais deficientes
em células T CD8" terem sido capazes de produzir IFN-y in vitro em resposta aos antigenos
de T. gondii, todos os animais morreram seis semanas apos o desafio, o que indica que eles
nao foram capazes de induzir niveis sustentaveis de resposta imune capaz de controlar
eficientemente o parasita. Provavelmente, a auséncia da atividade citotoxica dos linfocitos T
CD8", a qual € mediada por perforina, foi uma das causas da morte desses animais, ja que
esse mecanismo € importante para o controle do nimero de cistos cerebrais durante a fase
cronica da infecgdo (Suzuki et al., 2010).

Uma area da imunologia bastante explorada atualmente é a interface entre a resposta

imune inata e a resposta imune adaptativa. Hoje € consenso entre os imunologistas que a
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resposta inata, desenvolvida no primeiro momento de contato do hospedeito com o patdgeno
influéncia o tipo e a poténcia da resposta adaptativa subseqiénte. J& € sabido que os
mecanismos de imunidade inata desenvolvidos por células apresentadoras de antigenos sao
responsaveis pelas atividades potencializadoras de resposta imune exibidas por diferentes
adjuvantes e pela imunogenicidade de varios tipos de vetores virais recombinantes
(Letscher-Bru et al., 1998; Zhu et al., 2007).

Diferentes estudos tém demonstrado o envolvimento de Receptores do Tipo (TLRS) e
da molécula adaptadora MyD88 na ativacdo de resposta imune inata inflamatéria e
consequente efeito adjuvante dos adenovirus tipo 5 (Hartman et al., 2007; Zhu et al., 2007).
Aqui, nés avaliamos a contribuicdo da ativacdo de MyD88 para a imunogenicidade do
adenovirus expressando SAG1l em experimentos onde animais deficientes em MyD88
(MyD88™) foram vacinados de acordo com o protocolo homélogo e tiveram medidos sua
resposta imune celular contra o antigeno SAG1 e os niveis de protecdo contra desafio com o
parasita. A deficiéncia em MyD88 resultou em inibicdo quase completa da produgéo de IFN-y
pelos esplendcitos de animais vacinados em resposta aos antigenos do parasita (TLA ou
peptideo SP0534). Isso é um forte indicativo de que a ativacdo de linfocitos T especificos
anti-SAG1 est4d comprometida naqueles animais. Ainda mais, animais MyD88" vacinados
nao foram protegidos pela vacinacdo com AdSAGL, ao contrario do observado em animais
selvagens.

Um dos mecanismos de resposta imune inata regulados por TLR/MyD88 é a producéo
de IL-12 por células apresentadoras de antigeno, tais como células dendriticas e
macrofagos. A producdo de IL-12 é acompanhada da ativacdo da capacidade de
apresentacao de antigenos e expressao de moléculas co-estimuladoras pelas APCs, o que
conduz a diferenciacdo dos linfocitos T especificos a um perfil Thl (Tait and Hunter, 2009;
Yarovinsky and Sher, 2006). Nossos resultados mostraram que a IL-12 também esta
envolvida nos mecanismos de ativacdo de células T especificas contra SAG1 durante a
vacinagdo com AdSAGL. A deficiéncia de IL-12 prejudicou a producdo de IFN-y pelos
esplendcitos de animais vacinados com AdSAG1 em resposta aos antigenos de T. gondii.
Além disso, todos os animais IL-12"" vacinados morreram duas semanas apés o desafio, o
gue indica que a precoce producdo da citocina IL-12 apos a vacinacdo € um fator
determinante para ativacao de células T especificas contra o parasita e indugcao de protecéo.

Em sumério, nossos resultados mostraram que a protecdo observada em

camundongos vacinados com AdSAG1 é dependente da ativagdo de células T com perfil
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Thl contra o antigeno SAGL. Por sua vez, a ativacdo das células T é influenciada por
mecanismos de imunidade inata mediados por MyD88 e IL-12. Esta citocina atua como um
potente indutor da ativagdo de células T CD8" e producdo de IFN-y, eventos esses
essenciais para o controle do parasitismo apos desafio com o T. gondii. Os resultados aqui
apresentados sdo consistentes com a hipotese de que TLR/MyD88 possuem um importante
papel no desenvolvimento de atividade adjuvante, imunogenicidade e desenvolvimento de
imunidade protetora induzida pelo adenovirus recombinante do tipo 5 (Hartman et al., 2007;
Lindsay et al., 2010).

Os resultados apresentados anteriormente juntamente com dados obtidos em
literatura indicam que os adenovirus recombinantes apresentam um grande potencial para
futura utilizagdo como uma vacina contra parasitas intracelulares, inclusive o T. gondii.
Entretanto, algumas questbes importantes relacionadas a eficiéncia dos protocolos de
imunizacdo devem ser levadas em consideragdo. Um ponto importante que €
constantemente levantado diz respeito a aplicacdo de adenovirus como vetor vacinal é o fato
do sorotipo 5 — 0 mais amplamente utilizado em protocolos de imunizacdo — ser distribuido
dentro da populagdo humana, a qual apresenta alto indice de anticorpos neutralizantes
contra o mesmo (Seregin and Amalfitano, 2009). Tais anticorpos impediriam a transducéo
eficiente das células hospedeiras apés a administracdo do vetor e, consequentemente, a
adequada expressao e apresentacdo de antigenos. Além disso, a imunidade contra epitopos
virais levaria a uma eliminacdo mais rapida das células infectadas. Ja foi demonstrado, por
exemplo, que a transferéncia de soro de animais previamente expostos ao adenovirus para
animais ndo imunes limita a expressao do transgene e que a transferéncia de linfécitos T
CD8" limita a resposta imune contra o produto do gene recombinante (Sumida et al., 2004;
Yang et al.,, 1995a). Sendo assim, a eficacia esperada para a vacinacdo com um vetor
recombinante é altamente varidvel dependendo do nivel de imunidade pré-existente (Bangari
and Mittal, 2006a). Outra limitacdo do uso dos adenovirus provém do fato de que para a
geracdo da resposta protetora contra um patdgeno, € necessario o uso de protocolos de
vacinagcdo com multiplas doses (protocolos de iniciagdo e refor¢co) (Rocha et al., 2004).
Nesse caso, a resposta antivetor especifica gerada com a dose inicial poderia interferir na
expressao e resposta ao transgene na re-administracdo. Na tentativa de se escapar desses
problemas, diversas estratégias tém sido utilizadas, dentre elas, a administragcdo de
adenovirus recombinantes baseados em sorotipos raros, como o Ad35, uso de sorotipos nao

humanos (Bangari and Mittal, 2006b; Seregin and Amalfitano, 2009), construcdo de vetores
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gue apresentam modificacbes na superficie (Krasnykh et al., 1996; Roberts et al., 2006;
Thacker et al., 2009), além da combinacdo de diversos vetores carreando o mesmo
antigeno, os chamados protocolos de imunizacao heterélogos (Gilbert et al., 2006; Gilbert et
al., 2002).

Por sua seguranca comprovada, o MVA tem sido explorado como vetor recombinante
em ensaios de imunizacdo, podendo ser utilizado tanto em animais previamente imunizados
contra o virus, quanto em animais que nunca entraram em contato com o agente. Da mesma
maneira observada para outros vetores recombinantes, inoculagdes sucessivas levam a uma
forte resposta anti-MVA que interfere na expressao do transgene. Trabalhos mostraram que,
enquanto a administracdo de duas doses de MVA recombinante tem efeito aditivo sobre a
resposta imune contra o transgene, foi observado que a partir da terceira dose ha queda
significativa da resposta imune contra o patdgeno de interesse (Hodge et al., 2003). Por
outro lado, combinacbes de MVA com outros vetores vacinais mostraram melhor
desempenho na inducdo de imunidade contra o transgene que o protocolo homologo
somente com MVA (Gilbert et al., 2006). Devido a esses fatos, nés resolvemos construir
MVAs recombinantes codificando os antigenos de superficie SAG1 e SAG2 de T. gondii para
serem utilizados em protocolos de imunizacdo heterdlogo com o intuito de tentar melhorar o
nosso protocolo de imunizacao.

Uma das expectativas era de que o protocolo heter6logo com adenovirus e MVA-
SAG2 pudesse promover a protecdo de animais C57BL/6 frente o desafio, 0 que nao foi
observado com protocolo homologo. A hipétese era de que o uso de dois vetores pudesse
aumentar a eficiéncia da expressdo de SAG2 in vivo, e que isso melhorasse o
processamento e a apresentacdo de eventuais epitopos ativadores de resposta imune
celular que essa proteina tivesse. No entanto, nem aumento da resposta de células T, nem
protecdo satisfatéria foi observado. Qualquer efeito aditivo de expressao protéica que o
protocolo heterdlogo tenha gerado ndo foi capaz de compensar a baixa imunogenicidade de
SAG2 em camundongos C57BL/6.

Um panorama diferente foi observado na vacinacdo com os virus recombinantes
expressando SAG1. Tanto o protocolo homélogo quanto o heter6logo promoveram resposta
imune celular (producdo de IFN-y por células T CD4" e TCD8") e protecdo contra
mortalidade causada pela cepa ME49. Na comparagdo dos dois protocolos, entretanto,
vimos uma resposta de IFN-y mais potente nos animais vacinados de acordo com protocolo

heterdlogo. Essa resposta mais potente refletiu-se numa tendéncia de maior sobrevivéncia e

79



guantidade significativamente menor de cistos cerebrais nos grupos que receberam a
combinacdo AdSAG1 seguido de MVA-SAGL.

Os dados aqui apresentados estdo de acordo com estudos anteriores que indicam
que a utilizagdo de protocolos heter6logos de imunizagéo utilizando diferentes vetores virais
como Ad-MVA resulta em niveis de resposta imune e protecdo significativamente maiores,
se comparados a utilizacdo somente do vetor adenoviral como agente de imunizacéo. Reys-
Sandoval e colaboradores, por exemplo, demonstraram em um modelo murino com P.
berghei que a combinacdo dos vetores adenovirus-MVA em protocolos de imunizacao
resultou em maior protecdo (Reyes-Sandoval et al.,, 2010). Além disso, a protecdo
correlacionou-se com o aumento do numero de células T polifuncionais pra IFN-y, TNF e IL-
12. Em outro estudo que associou DNA-MVA em um modelo de vacinacdo contra o HIV, a
combinacdo dos dois vetores resultou em inducdo de uma forte resposta imune celular,
sendo que mais de 80% das células TCD8" ativadas foram especificas para antigenos do
HIV, o mesmo ndo sendo observado nos protolocos que utilizaram somente um dos vetores
recombinantes (Brave et al.,, 2007). Apesar de ndo termos realizado investigacdes mais
detalhadas sobre o repertério celular ativado nos dois protolocos de imunizagao,
acreditamos que a combinacgdo de diferentes vetores virais € capaz de ativar um repertorio
celular com funcionalidade maior, além de ampliar a distribuicdo e aumentar a frequéncia de
aparecimento tanto de linfécitos TCD4" quanto TCD8" especificos para o antigeno de
interesse. Os resultados ainda demonstraram que a utilizacdo de vetores virais
recombinantes codificando antigenos do parasita T. gondii € uma abordagem viavel para o
desenvolvimento de plataformas seja pra vacinacao profilatica quanto imunoterapica para o

combate da doenca.
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6. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

O presente trabalho mostra a utilizacdo de vetores virais recombinantes codificando
antigenos de superficie (SAG1, SAG2 ou SAG3) do protozoério T. gondii em protocolos de
imunizacdo de camundongos.

Os resultados obtidos no nosso modelo experimental de toxoplasmose em
camundongos C57BL/6 indicam que somente o adenovirus recombinante que expressa a
proteina SAG1 foi capaz de aumentar a sobrevivéncia e reduzir a carga parasitaria dos
animais apos infec¢cdo com o parasita. A falha de protecdo do AASAG2 e AdSAG3 foi devida
a baixa imunogenicidade das proteinas SAG2 e SAG3, as quais possivelmente ndo possuem
epitopos ativadores de resposta imune celular para linhagem de camundongos C57BL/6.

Alguns dos mecanismos imunolégicos envolvidos na protecédo conferida pelo AASAG1
foram identificados. Essa € dependente de MyD88, IL-12 e IFN-y, além da ativacdo de
linfocitos T CD8". A ativacdo de MyD88 levaria a producio da citocina IL-12 durante a fase
aguda da infeccdo. Essa citocina, por sua vez, € um importante indutor de IFN-y por linfécitos
T CD4" e T CD8", os quais desempenham papel importante no controle do parasitismo
durante a fase cronica da doenca.

Com intuito de tentar melhorar a eficacia do nosso protocolo de imunizacédo, noés
combinamos 0 AdSAG1 e AdSAG2 com vetores MVA codificando os genes das proteinas
SAGl e SAG2 (MVA SAG1l e MVASAG2), em protocolos de imunizacdo heterdlogo.
Novamente, apenas a vacinacdo com o0s virus expressando SAG1 foi protetora. A
comparacao dos dois protocolos (AdSAG1 + AASAG1 contra ADSAG1 + MVASAG1) mostrou
gue o protocolo heterdlogo foi mais eficiente na protecéo contra a infeccéo cronica.

A vacinacdo com vetores virais recombinantes expressando antigenos de superficie
do parasita T. gondii foi capaz de gerar protecdo parcial contra a infeccdo. Novos estudos
ainda sédo necessarios a fim de se gerar um protocolo de imunizagdo capaz de induzir
imunidade estéril contra a infec¢do pelo parasita, tais como a combinacdo das SAGs com
outros antigenos protetores de T. gondii em uma nova formulacdo vacinal. Isso seria
importante pra se tentar gerar também um protocolo de imunizagdo mais eficiente capaz de

proteger contra uma ampla gama de linhagens do parasita espalhadas pelo mundo.
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