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RESUMO 

As proteínas de superfície (SAGs) presentes em taquizoitos de T. gondii  

encontram-se envolvidas na ativação de resposta imune contra o parasita. No 

presente estudo nós avaliamos a capacidade de adenovírus recombinantes 

codificando  os genes de SAG1, SAG2 e SAG3 em induzir a ativação de resposta 

imune humoral e celular, além de imunidade protetora contra cepa cistogênica do 

parasita. A ativação de resposta imune humoral foi avaliada em camundongos 

C57BL/6 vacinados com adenovírus recombinantes (AdSAG1, AdSAG2, AdSAG3 ou 

AdCtrl) e a resposta imune celular foi avaliada tanto em BALB/c (resistentes) quanto 

em C57BL/6 (susceptíveis) à cepa ME49 de T. gondii. Peptídeos correspondentes a 

epítopos MHCI-restritos, específicos para os haplótipos H2-Db e H2-Ld, foram 

determinados para cada proteína, através da análise de seqüência no programa 

SYFPEITHI. Tais peptídeos foram produzidos por meio de síntese em fase sólida, de 

acordo com a metodologia Fmoc. Camundongos BALB/c e C57BL/6 receberam duas 

doses de 109 p.f.u. de AdSAG1, AdSAG2, AdSAG3 ou AdCTRL, com intervalo de 

seis semanas. Amostras de soro obtidas dos animais C57BL/6 quatro semanas após 

a última imunização foram submetidas a “Western-blot” contra lisado total de 

taquizoítos (TLA). Os resultados demonstraram que a imunização gerou anticorpos 

IgG específicos contra as três proteínas nesses animais.  Duas a quatro semanas 

após a última imunização, esplenócitos de ambas as linhagens de camundongos 

foram coletados para ensaios de ELISPOT. Os esplenócitos foram reestimulados “in 

vitro” com os peptídeos sintéticos identificados no programa SYFPEITHI. A 

imunização com AdSAG1 levou a ativação de células T CD8+ produtoras de IFN-

em ambas as linhagens. Estas células se mostraram responsivas a um epítopo 

previamente identificado na seqüência da proteína SAG1. Camundongos C57BL/6 

vacinados foram desafiados com a cepa ME49 duas semanas após o término do 

protocolo de imunização. Consistente com a capacidade de induzir ativação de 

resposta imune celular foi observada proteção parcial em camundongos C57BL/6 

vacinados com AdSAG1, os quais apresentaram maior taxa de sobrevivência e 

menor número de cistos cerebrais se comparado ao grupo controle. 

 

Palavras chave: T. gondii, vetores virais recombinantes, vacinas 
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ABSTRACT 

The tachyzoite SAG proteins are involved in activation of protective immune 

responses against the parasite T. gondii in infected individuals. In the present study, 

we have evaluated the activation of humoral and cellular immunity in mice vaccinated 

with recombinant adenoviruses coding for SAG1, SAG2 or SAG3 from T. gondii. 

Peptides corresponding to MHCI-binding epitopes, specific for the H2-Db and H2-Ld 

haplotype, were predicted in SAG1, SAG2 and SAG3 proteins by sequence analysis 

on SYFPEITHI software. Those peptides were produced by solid-phase synthesis 

employing the Fmoc methodology. BALB/c and C57BL/6 mice received two 109 p.f.u. 

doses of AdSAG1, AdSAG2, AdSAG3 or AdCTRL, six weeks apart. Serum samples 

obtained from C57BL/6, four weeks after the last immunization, were submitted to 

Western-blot assays, against total tachyzoite lysate (TLA). Two to four weeks after 

the last immunization, spleens from both mice lineages were collected for ELISPOT 

assays. Splenocytes were stimulated “in vitro” with synthetic peptides corresponding 

to epitopes predicted on SYFPEITHI software. Vaccinated mice were challenged with 

an oral dose ME49 strain two weeks after the last immunization. Results show that 

immunization elicited specific IgG antibodies against the three proteins in C57BL/6 

mice. Also, immunization with AdSAG1 induced specific activation of IFN-  producing 

CD8+ T cells in both mice. Those cells showed to be responsive to an epitope 

predicted on SAG1 sequence. The same level of activation was not observed in mice 

from the AdSAG2, AdSAG3 or AdCTRL groups. Further, the immune responses 

observed in AdSAG1-vaccinated mice were related to protection against an oral 

challenge with the ME49 strain. It was observed higher survival rate and less cysts 

numbers in that group. These results indicate that vaccination with recombinant 

viruses is feasible approach for development of anti-toxoplasma vaccines. 

 

 

Key words: T. gondii, recombinant viral vectors, vaccines 
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1. INTRODUÇÃO 

 

O Toxoplasma gondii é um parasita intracelular obrigatório pertencente ao 

filo Apicomplexa. Esse protozoário encontra-se distribuído mundialmente, sendo 

capaz de infectar mais de 30 espécies de aves e 300 espécies de mamíferos, 

incluindo o homem (Dardé, 2004). Estima-se que aproximadamente um terço da 

população global esteja cronicamente infectada pelo mesmo (Tenter et al., 2000). 

Apesar da alta taxa de infecção dentro da população humana, a manifestação de 

sinais clínicos da doença é um fato raro em indivíduos saudáveis, somente 

ocorrendo com maior freqüência em indivíduos de grupos de risco especiais, 

destacando-se nesses, pacientes com AIDS e indivíduos imunossuprimidos (Switaj 

et al., 2005). Devido ao fato do tratamento desses pacientes ser difícil, já que as 

drogas disponíveis são tóxicas, e pelo fato da reativação da infecção latente ocorrer 

rapidamente, o desenvolvimento de novas drogas ou de uma vacina é uma 

alternativa bastante atraente. 

Além do aspecto médico, a doença também se destaca como uma 

parasitose veterinária importante. Anualmente os rebanhos de suínos e ovinos 

sofrem perdas significativas devido a mortes neonatais e abortamentos. Ainda mais, 

quando ingeridas cruas ou mal passadas, vísceras e carne de animais domésticos 

contaminadas pelo parasita são uma notável fonte de infecção, tanto para humanos 

quanto para outros carnívoros (Dubey et al., 1998). 

 

1.1 -  A toxoplasmose: aspectos clínicos e epidemiológicos 

A toxoplasmose é uma das zoonoses mais comuns em várias regiões do 

mundo. A soroprevalência da doença dentre humanos varia muito entre diferentes 

países, entre diferentes áreas geográficas dentro do mesmo país e entre diversos 

grupos étnicos da mesma área (Tenter et al., 2000). No Brasil, a prevalência de 

infecção por T. gondii varia de 50 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 & Bonfioli, 2000). Em um estudo epidemiológico de infecção realizado em 

doadores de sangue de Recife demonstrou um percentual de soropositivos de 

79,0% para os indivíduos do sexo masculino e 63,4% para os de sexo feminino 
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dentre um grupo de 160 indivíduos, sendo 119 homens e 41 mulheres. Esta 

soropositividade aumentou com a idade, variando de 18,2% para os indivíduos 

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 prevalência de 51,6% (Coelho et 

al., 2003). Em outro estudo conduzido com 2.126 mulheres com idade entre 12 e 48 

anos no estado do Rio Grande do Sul observou-se uma prevalência de 74,5% de 

soropositividade dentre as gestantes (n=1583), sendo que 78% das mulheres 

residiam na zona rural e 71,3% na zona urbana (Spaldin, et al., 2005). 

Apesar da alta freqüência de infecção dentro das populações humanas, a 

ocorrência de sinais clínicos de toxoplasmose é baixa, já que a infecção adquirida 

(pós-natal) em indivíduos imunologicamente competentes leva ao desenvolvimento 

de uma forte resposta imune celular, a qual resulta no controle eficaz do parasita. 

Infecções sintomáticas usualmente provocam linfadenite, a qual pode estar 

associada com febre, fadiga, fraqueza, dor de cabeça (Dubey, 2004). 

A toxoplasmose adquirida tem maior impacto para indivíduos com 

comprometimento do sistema imune. Nesses indivíduos, quadros de 

imunossupressão e imunodeficiência moderadas ou extremas podem levar a 

reativação da infecção latente. Casos dessa reativação em pacientes transplantados 

têm se tornado cada vez mais freqüentes, sendo a fonte de reinfecção tecidos do 

doador ou tecidos do próprio paciente, nos quais se encontram cistos dormentes (De 

Medeiros et al., 2001). Em adição, a toxoplasmose tem emergido nas duas últimas 

décadas como uma das mais comuns infecções oportunisticas associadas com a 

AIDS, sendo a causa mais comum de morte dentre esses pacientes devido ao 

quadro de encefalite gerado pela doença (Dubey, 2004; Luft & Remington, 1992). 

Estima-se que 40% dos pacientes aidéticos desenvolvem encefalite por toxoplasma, 

sendo que 10 a 30% morrem (Ferreira & Borges, 2002). 

 

1.2 -  Toxoplasmose congênita 

As maiores complicações da toxoplasmose decorrem da infecção congênita 

ou pré-natal. A transmissão transplacentária ocorre durante a fase aguda da 

primoinfecção materna. Se a infecção primária se der antes da gravidez, a 

imunidade adquirida impede a transmissão do parasita ao feto em exposições 
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subseqüentes. No entanto, se a gestante sofre um comprometimento da função 

imune, pode infectar o feto (Tenter et al., 2000). A incidência de infecção do feto 

varia conforme a virulência da cepa e o período no qual a gestante entra em contato 

com o parasita. As infecções mais graves decorrem quando do contato da mãe com 

o toxoplasma nos dois primeiros trimestres da gestação. Nesse caso, pode ocorrer 

abortamento, morte do feto no útero ou anormalidades fetais que reduzem 

significativamente a qualidade de vida da criança que sobrevive (Montoya & 

Liesenfeld, 2004). As manifestações clássicas nas crianças que sobrevivem ao 

contato com o parasita no início da idade fetal incluem encefalite, retinocoroidite, 

calcificações intracranianas, hepatoesplenomegalia, hidrocefalia. Essa última é uma 

lesão menos comum, mas é a mais dramática lesão causada pela toxoplasmose, 

sendo essa condição exclusiva de humanos (Dubey, 2004; Kravetz & Federman, 

2005). Quando o feto se infecta nos estágios finais da gravidez, os efeitos da doença 

são menos graves, com a maioria dos neonatos sendo assintomáticos ao 

nascimento. Entretanto, essas crianças podem desenvolver problemas como 

estrabismo, cegueira, surdez, deficiências psico-motoras, convulsões e 

retardamento no desenvolvimento mental (Rey, 1991). 

Como as infecções primárias de pacientes imunocompetentes geralmente 

são assintomáticas, o diagnóstico de infecção materna é difícil. Em gestantes 

assintomáticas o único sinal de infecção é a soroconversão via detecção de IgG ou 

IgM através de testes de imunofluorescência, ELISA, reação de aglutinação por 

imunoabsorção (ISAGA-IgM). Se os resultados indicarem infecção materna aguda, o 

estabelecimento do envolvimento fetal torna-se crítico. A avaliação ultra-sonográfica 

do feto, apesar de ser o ponto de partida, pode diagnosticar tardiamente a infecção. 

O ideal, nesse caso, é proceder-se à amniocintese para realização da reação de 

amplificação gênica em cadeia catalisada pela polimerase (PCR) para detecção do 

DNA do parasita (Montoya & Liesenfeld, 2004; Mussi-Pinhata & Yamamoto, 1999). O 

tratamento da gestante é realizado com espiramicina ou, se a transmissão para o 

feto for confirmada, com pirimetamina e sulfadiazina (Couvreur et al., 1993). 
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1.3 -  Ciclo de vida do parasita e prevenção e controle da toxoplasmose 

O ciclo biológico do T. gondii caracteriza-se por ser heteroxeno facultativo. A 

despeito da ampla diversidade de hospedeiros do T. gondii, apenas os felídeos 

desenvolvem a fase sexuada do ciclo, o que leva à descrição desses mamíferos 

como hospedeiros definitivos do agente. O homem e outros mamíferos, juntamente 

com as aves, são considerados hospedeiros intermediários, pois nesses ocorre 

somente desenvolvimento do ciclo assexuado do parasita (Kawazoe, 2002). 

Nos hospedeiros intermediários, a infecção pelo T. gondii é seguida de uma 

rápida multiplicação de taquizoítos por endodiogenia. Os taquizoítos podem infectar 

qualquer célula nucleada e são altamente patogênicos, levando a lesões teciduais e 

desenvolvimento da toxoplasmose aguda. A multiplicação dos taquizoítos é 

controlada pelo desenvolvimento de uma resposta imune protetora eficaz e seguida 

da diferenciação do parasita em bradizoíto, resultando na formação de cistos 

teciduais e estabelecimento da fase crônica da doença (Dubey et al., 1998; Tenter et 

al., 2000). 

Nos hospedeiros definitivos, felídeos jovens não imunes ao parasita, ocorre 

o desenvolvimento da fase sexuada do ciclo. Ela começa com a infecção de células 

epiteliais do intestino delgado por taquizoítos, esporozoítos ou bradizoítos. A 

multiplicação desses estágios dá origem aos merozoítos, que ficam contidos dentro 

de estruturas chamadas de esquizontes. Após alguns ciclos de replicação, os 

merozoítos se diferenciam em gametas masculinos (microgametas) e femininos 

(macrogametas). A fertilização, a formação do zigoto e a organização da parede do 

oocisto ocorrem no epitélio intestinal. A esporulação do oocisto ocorre após a 

liberação das fezes no meio ambiente, sob condições apropriadas de temperatura e 

umidade. Uma vez esporulados, os oocistos permanecem no ambiente como fonte 

de infecção para outros indivíduos (Dubey et al., 1998).   

A infecção pós-natal em humanos ocorre essencialmente de três maneiras 

(figura 1): (I) através da ingestão acidental de oocistos liberados nas fezes de felinos 

domésticos e selvagens presentes em água e alimentos contaminados; (II) através 

da ingestão de cistos presentes em carne mal cozida - o cozimento em temperaturas 

superiores a 67ºC ou o congelamento em temperaturas inferiores a –13ºC mata os 

bradizoitos presentes nos cistos e elimina o risco desse modo de contaminação - e 
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(III) através de transplantes ou transfusões sanguíneas, sendo essas vias menos 

comuns de ocorrerem (Dubey, 1996; Kravetz & Federman, 2005). 

Atualmente, a prevenção e o controle da toxoplasmose adquirida dependem 

de medidas de vigilância epidemiológica e manejo sanitário, os quais levam à 

identificação e eliminação das fontes de infecção. Dentre os procedimentos que 

podem ser adotados para se evitar o risco de contaminação pode-se citar: instruir a 

população a não se alimentar de carne crua ou mal cozida; controle da população de 

gatos vadios; exame pré-natal e tratamento de todas as gestantes que sofrerem 

soroconversão (Kawazoe, 2002). Essas ações visam principalmente diminuir a 

exposição dos grupos de risco, como o das mulheres em idade fértil e o dos 

pacientes imunocomprometidos.  
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Figura 1 - Principais formas de transmissão da toxoplasmose. Adaptado de Tenter 

et al., 2000 
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As medidas para prevenção da infecção pelo T. gondii não têm sido 

suficientes para evitar a ocorrência da toxoplasmose. Além do mais, não existe um 

medicamento eficaz contra a fase crônica da doença, já que os medicamentos 

disponíveis são capazes de atuar somente contra as formas proliferativas do 

parasita. Outros fatores também têm restringido a quantidade de drogas disponíveis 

para o tratamento, como o fato dos medicamentos empregados serem tóxicos com o 

uso prolongado. Dessa forma, a utilização de vacinas antitoxoplasmose se constitui 

em uma alternativa importante para o controle da doença (Jenkins, 2001; Kawasoe, 

2002). O desenvolvimento de imunidade prévia à infecção com o T. gondii impediria 

a liberação dos oocistos pelos felinos, preveniria a formação de cistos teciduais na 

carne dos animais de abate e sua transmissão por via oral, e evitaria o 

desenvolvimento de um estado de portador assintomático passível de reagudização 

nos humanos. Uma vacina também poderia impedir a toxoplasmose aguda em 

mulheres gestantes e em fêmeas prenhes de rebanhos de produção, impedindo a 

transmissão transplacentária do parasita e suas sérias conseqüências (Alexander et 

al., 1996). 

 

1.4 -  Resposta imune contra T. gondii 

O T. gondii caracteriza-se por ativar uma marcante resposta imune celular. 

Uma característica dessa resposta é que praticamente não existe imunopatologia 

associada à mesma, sendo os sintomas mais comuns febre e linfoadenopatia 

(Denkers & Gazzinelli, 1998). 

O T. gondii é um forte indutor de linfócitos antígeno-específicos CD4+ e 

CD8+, o que indica que os peptídeos do parasita são eficientemente reconhecidos e 

adequadamente direcionados nas vias celulares responsáveis pelo processamento e 

apresentação de antígenos. Os linfócitos T CD8+ são considerados os efetores mais 

importantes na proteção contra a doença, impedindo a reativação da infecção 

crônica. Essas células atuam produzindo IFN-  e desenvolvem atividade citolítica 

sobre células infectadas (Brown & McLeod, 1990; Denkers, 1999). Além disso, as 

células T CD4+ também assumem um importante papel (Gazzinelli et al., 1991; 

Gazzinelli et al., 1992; Johnson & Sayles, 2002). Essas cooperam na produção de 

IFN-  e auxiliam na proliferação e ativação de células T CD8+, possivelmente através 
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da produção de IL-2 e indução da expressão de moléculas co-estimulatórias 

(Denkers & Gazzinelli, 1998).  O IFN-  atua em macrófagos, células dendríticas 

aumentando a capacidade microbicida e de síntese de IL-12 (Gazzinelli et al., 1994). 

Essa citocina ainda ativa a síntese de quimiocinas envolvidas no recrutamento de 

linfócitos T; atua como co-fator da IL-12 na diferenciação de células Th0 em células 

efetoras Th1 (Gazzinelli et al., 1996) e induz a expressão de receptores de IL-12 em 

células T (Seder et al., 1993). 

Na medida em que a resposta imune se desenvolve, ocorre a eliminação dos 

taquizoítos, aparecimento de bradizoítos e formação de cistos teciduais. Alguns 

trabalhos preconizam que, na transição da fase aguda para a fase crônica da 

toxoplasmose, a resposta imune induz ativamente a transformação do taquizoíto em 

bradizoíto. Uma segunda hipótese sugere que a resposta imune controla a 

multiplicação do taquizoíto, mas não tem efeito sobre o bradizoíto, que é 

essencialmente inócuo ao hospedeiro.  De qualquer forma, na fase crônica, os níveis 

de citocinas inflamatórias caem e a manutenção do controle da infecção passa a 

depender do desenvolvimento de imunidade adquirida, com ativação de células T 

CD4+ e T CD8+ específicas (Denkers & Gazzinelli, 1998). 

Além da resposta imune celular é importante ressaltar a resposta imune 

inata inespecifica contra o parasita que é ativada principalmente durante a fase 

aguda da infecção. Isso é evidenciado pelo fato de que a infecção pelo T. gondii 

limita a co-infecção com outros patógenos, tais como Schistosoma mansoni 

(Mahmoud et al., 1976). Essa resposta é caracterizada pela produção de 

Interleucina (IL) 12 por células dendritícas, macrófagos e neutrófilos, e pela 

produção de IL-12 dependente de Interferon gama (IFN- ) por células “Natural Killer” 

(NK). O papel da precoce ativação dessa resposta relaciona-se com a necessidade 

do organismo de limitar a replicação de taquizoítos, além de direcionar o adequado 

desenvolvimento da resposta adquirida, levando a diferenciação de células Th0 

precursoras em células Th1 efetoras (Combe et al., 2005; Denkers & Gazzinelli, 

1998).  

Enquanto a produção de citocinas proinflamatórias é requerida para o 

controle da infecção, o excesso das mesmas pode gerar danos imunopatológicos 

graves e até mesmo levar o indivíduo a morte. Dessa maneira, ao mesmo tempo em 
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que o contato do organismo com o parasita leva a uma alta produção de citocinas 

com perfil Th1, desenvolve-se também uma resposta do tipo Th2, caracterizada pela 

produção de IL-4, IL-10 e TGF-β, a qual regula a expressão e função das citocinas 

pró-inflamatórias (Gazzinelli et al, 1996). Porém, ao mesmo tempo em que citocinas 

com perfil Th2 evitam danos ao organismo, elas também beneficiam o parasita, 

permitindo a persistência do mesmo e o estabelecimento de uma infecção crônica. 

Com isso, diversos estudos têm sido conduzidos no intuito de se entender melhor os 

circuitos das citocinas produzidas durante a infecção pelo T. gondii, assim como 

suas populações celulares alvo, visando ao desenvolvimento de estratégias mais 

eficazes de combate ao mesmo. 

A IL-10 é uma citocina que atua inibindo a síntese de IL-12 por células 

apresentadoras de antígenos e a produção de IFN-  por células NK e linfócitos Th1 

(D’Andrea et al., 1993). Já foi demonstrado, por exemplo, que ela é requerida para a 

prevenção da mortalidade e necrose no intestino delgado de camundongos, tanto de 

BALB/c resistentes quanto de camundongos C57BL/6 susceptíveis, após infecção 

oral com a cepa ME49 (Susuki et al., 2000). Já o papel da IL-4 é o de potencializar 

os efeitos da IL-10 sobre macrófagos e induzir a diferenciação de precursores Th em 

células efetoras com perfil Th2; e o Fator de Crescimento Tumoral beta (TGF- ), que 

potencializa os efeitos da IL-10 em macrófagos, inibe a síntese do IFN-  em células 

NK e interfere na diferenciação dos linfócitos precursores (Denkers, 1999; Denkers & 

Gazzinelli, 1998; Swain et al., 1990). 

 

1.5 -  Antígenos de superfície e vacinas contra T. gondii  

O desenvolvimento de uma vacina contra o T. gondii é uma possibilidade 

viável já que indivíduos naturalmente infectados desenvolvem imunidade intensa e 

duradoura contra o agente, sendo essa capaz de protegê-los contra subsequentes 

reinfecções. Ainda mais, já foi demonstrado que o mesmo grau de resposta pode ser 

obtido com a administração de formas atenuadas do parasita. Esse é o caso da 

“Toxovax”, uma vacina comercial que foi desenvolvida com a cepa S48, não 

formadora de cistos, que é utilizada para fins veterinários. Apesar dos altos custos, 

do baixo período de proteção, dos riscos de infecções humanas acidentais e dos 

efeitos colaterais, a imunidade conferida pela mesma é capaz de evitar a 
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transmissão congênita do parasita e conseqüente abortamento em ovinos (Buxton & 

Innes, 1995). Entretanto, o uso de vacinas atenuadas em humanos é improvável, 

dado o fato de que os taquizoítos presentes em sua composição estão vivos e 

podem estabelecer infecções crônicas ou reverter a um estado patogênico e causar 

doença aguda. Devido a esse fato, as pesquisas para o desenvolvimento de vacinas 

contra toxoplasmose concentram-se na identificação de imunógenos e delineamento 

de protocolos de imunização que utilizem somente esses componentes (Mishima et 

al., 2001).  

Nos últimos anos tem havido progresso considerável na tentativa de se 

identificar antígenos candidatos, capazes de gerar resposta imune protetora, para o 

desenvolvimento de uma vacina. Muitos desses trabalhos têm como foco antígenos 

de superfície dos taquizoitos, denominados SAGs (do inglês “Surface Antigens”) 

(Bhopale, 2003). Estas proteínas, juntamente com as SRSs (do inglês “SAG-Related 

Sequences”) compõem uma família de antígenos, dentre os quais SAG1, SAG2 e 

SAG3 se destacam como os mais abundantemente expressos na superfície de 

taquizoítos (Lekutis et al., 2001; Manger et al., 1998). 

As SAGs, principais antígenos de superfície do parasita T. gondii, possuem 

um peptídeo N-terminal que sinaliza para o complexo de tradução protéica digirindo 

o transporte das mesmas para o retículo endoplasmático, além de uma extremidade 

C terminal hidrofóbica com um motivo de adição de âncora de glicosilfosfatidilinositol 

(GPI) para ligação à membrana celular (Boothroyd et al., 1998). 

SAG1, o antígeno de membrana imunodominante em taquizoitos, apresenta 

peso molecular de aproximadamente 30Kd; SAG3, a terceira proteína de membrana 

mais abundante do parasita, apresenta peso molecular de 43Kd. SAG1 e SAG3 

possuem homologia em 24% de seus aminoácidos, inclusive na conservação de 

todos os resíduos de cisteína nas proteínas maduras e uma similaridade nas 

estruturas secundárias e terciárias (Boothroyd et al., 1998). Acredita-se que essas 

proteínas atuem interagindo com a superfície da célula hospedeira, servindo como 

mediadora do processo de adesão e/ou invasão. Dessa maneira, epitopos das 

SAG1 e SAG3 são potenciais alvos para ensaios vacinais, já que anticorpos 

monoclonais dirigidos contra a primeira inibiram a infecção de fibroblastos humanos 

e enterócitos murinos em cultura (Mineo & Kasper, 1994). Ainda mais, nocautes da 
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cepa RH para o gene da SAG3 tiveram redução da capacidade de adesão e invasão 

de macrófagos murinos J777 e fibroblastos humanos em aproximadamente 50-60%, 

sendo esse fenômeno revertido através de complementação gênica. Além disso, os 

taquizoítos mutantes foram marcadamente menos virulentos, que o tipo selvagem ou 

SAG3 complementados, quando administrados intraperitonealmente em 

camundongos BALB/c (Dzierszinski et al., 2000). Já SAG2, com cerca de 22Kd, é a 

segunda proteína de membrana em abundância. Ainda não se sabe ao certo a sua 

função, mas especula-se que ela esteja envolvida com o processo de 

adesão/penetração na célula hospedeira, agindo sinergicamente com as SAG1/3 

(Parmley et al., 1994). 

O potencial imunogênico das SAGs, especialmente da SAG1, foi 

previamente demonstrado em diversos modelos de vacinação contra T. gondii. A 

imunização com SAG1 recombinante expressa em Escherichia coli induz a produção 

de anticorpos IgG1, caracterizando o desenvolvimento de uma resposta imune tipo 

Th2, quando administrada sozinha ou em combinação com o adjuvante alúmem. 

Apesar disso, a taxa de sobrevivência dos camundongos aumentou após desafio 

com a cepa RH (Petersen et al., 1998). Já Letscher-Bru et al. (1998) mostrou que a 

associação da SAG1r com IL-12 recombinante (IL-12r) como adjuvante alterou a 

resposta imune, provocando um desvio para um tipo Th1, o que resultou num efeito 

protetor caracterizado pela redução da contagem de cistos no cérebro dos animais 

vacinados. Proteção contra o desafio letal com a cepa RH em camundongos C3H e 

BALB/c e prevenção da formação de cistos cerebrais em BALB/c desafiados com 

doses sub-letais da cepa Beverley também já foi demonstrada com a imunização 

com plasmídio contendo o gene SAG1 (Nielsen et al., 1999; Couper et al., 2003). 

Além disso, a proteína SAG1 já foi testada em associação com a tóxina da cólera 

(CT), enterotoxina lábil (LT) e dois de seus derivados não tóxicos chamados LTR72 

e LTK63, em esquemas de imunização intranasal em camundongos. Nesses 

experimentos foram observadas a ativação de reposta celular local (linfonodos 

mesentéricos) e sistêmica (baço), a produção de IFN- , IL-5 e IL-2, a produção de 

altos títulos de IgG2a, IgG2b (soro) e IgA (lavado nasal, pulmonar e intestinal), e a 

redução significativa na carga de cistos cerebrais nos animais vacinados (Bonenfant 

et al., 2001; Debard et al., 1996). 
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Os estudos relacionados a vacinas contra toxoplasmose apresentados 

anteriormente possuem resultados animadores, na medida em que demonstram a 

possibilidade de se obter uma proteção significativa contra a doença em modelos 

animais. Entretanto, as maiores limitações daqueles modelos de vacinação têm sido 

a manutenção de níveis ótimos de imunógenos no organismo hospedeiro e a 

ativação de uma resposta desviada para um tipo protetor Th1, que é dependente da 

associação com adjuvantes apropriados. Isto é especialmente relevante no caso das 

vacinas baseadas em proteínas recombinantes. Como uma extensão dessas 

pesquisas, o presente trabalho introduz o desenvolvimento de vacinas anti-

toxoplasma baseadas em vírus recombinantes. O uso de vetores virais como o 

adenovírus e o MVA recombinantes é extremamente adequado para o 

desenvolvimento de vacinas contra T. gondii, tendo em vista a alta expressão de 

proteínas heterólogas daqueles vetores e a capacidade de induzição de citocinas 

com perfil Th1.  

 

1.6 -  Adenovírus como vetores vacinais 

Adenovírus são vírus não envelopados de tamanho médio pertencentes à 

família Adenoviridae, a qual é dividida em dois gêneros: Aviadenovírus que engloba 

adenovírus de aves, e Mastadenovírus, que abriga aqueles capazes de infectar 

mamíferos (Rocha et al., 2004). Além da classificação em dois gêneros, os 

adenovírus são divididos em grupos, de acordo com as espécies afetadas, em 

subgrupos (ex. subgrupos A-F de adenovírus humanos), de acordo com suas 

propriedades de hemaglutinação e oncogenicidade em roedores e em sorotipos de 

acordo com a reatividade com anticorpos (Lukashok & Horwitz, 1998). 

Os adenovírus caracterizam-se por apresentarem DNA fita dupla linear com 

cerca de 36Kb, que se encontra empacotado em um núcleo ou core envolvido por 

um capsídio protéico icosaédrico com 20 faces triangulares (Figura 2 A) (Imler, 

1995). Esse é constituído de três estruturas protéicas principais, hexon, penton e 

fibras (Figura 2 B). Os hexons constituem as faces triangulares do capsídeo. Os 

pentons formam os vértices da partícula, a partir dos quais se projetam as fibras, 

responsáveis pela interação com os receptores celulares (Nickin et al., 2005). 
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O ciclo dos adenovírus (Figura 2 C) tem início com a adesão das partículas 

virais na superfície da célula hospedeira, por meio de ligação da fibra do capsídeo 

ao receptor celular CAR (Receptor de Coxsackievirus e Adenovírus) (Tomko et al., 

1997).  
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Figura 2 – Biologia dos adenovírus. A, representação de uma partícula viral, com suas faces 

triangulares e fibras. B, representação de um corte transversal de uma partícula viral, 

mostrando a posição dos pentons e hexons e o DNA dentro do core, associado a proteínas 

semelhantes a histonas. Adaptado de Russel, 2000. C, ciclo de replicação dos adenovírus. 
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Uma vez ligado à superfície celular, o motivo RGD na base dos pentons 

interage com integrinas, o que ativa a internalização do vírus via vesículas 

recobertas por clatrinas (Varga et al., 1991). Após internalização, as partículas virais 

escapam para o citoplasma por meio da ruptura do endossomo primário, sendo 

ativamente transportadas para o núcleo via microtúbulos. À medida que são movidas 

pelo citoplasma, as partículas vão sendo desmontadas de maneira organizada e 

seqüencial de forma que somente o genoma viral alcança o núcleo celular, onde 

ocorre ativação transcricional do mesmo. A replicação do genoma viral e a produção 

de grandes quantidades de moléculas estruturais do capsídeo propiciam a 

montagem de novas partículas virais. Hexons, pentons e fibras são montados 

separadamente no citoplasma e transportados para o núcleo onde serão reunidos 

para formar o vírion. Uma vez que novas partículas virais são montadas, ocorre a 

liberação da progênie através da ruptura da célula infectada (Shenk, 2001). 

Os primeiros relatos de adenovírus humanos ocorreram há mais de quatro 

décadas e desde então, cerca de 50 sorotipos já foram identificados. Esses vírus 

têm sido descritos como agentes etiológicos de patologias do trato respiratório 

superior, síndromes gastro-intestinais como diarréia e conjuntivites (Zhang & 

Bergelson, 2005). Em geral, as infecções manifestam-se na forma de doenças 

benignas e auto-limitantes, com os indivíduos infectados desenvolvendo uma 

resposta imune eficiente no controle da replicação viral e re-infecção. 

A popularidade do uso dos adenovírus como vetor de vacinação deveu-se 

ao sucesso e segurança alcançados após a imunização de milhares de militares do 

exército americano com os sorotipos Ad4 e Ad7 com o objetivo de prevenir a 

síndrome respiratória aguda (ARD) (Howell et al., 1998). Desde então, diversas 

metodologias tem sido trabalhadas com o intuito de tornar o vetor mais eficaz, 

capacitando-o para ser empregado como uma poderosa ferramenta de expressão de 

proteínas heterólogas. Com isso, novas construções com seqüências de patógenos 

importantes como vírus Ebola (Sullivan et al., 2000; Sullivan et al., 2003), HIV 

(Cassimiro et al., 2003; Mooij & Heeney, 2001), Plasmodium (Bruna-Romero et al., 

2001; Gilbert et al., 2002) têm sido utilizadas com grande sucesso na indução de 

imunidade em modelos experimentais. 
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Dentre as características dos adenovírus algumas foram decisivas na 

escolha destes vírus como ferramenta de vacinação. Entre elas, (I) baixa 

patogenicidade, o que permite o desenvolvimento de vetores de imunização 

praticamente inócuos aos hospedeiros; (II) habilidade de infectar uma ampla 

variedade de células, além de células pós-mitóticas; (III) estratégias de replicação e 

genoma já foram bastante caracterizados, sendo o material genético viral incapaz de 

integrar-se ao da célula hospedeira; (IV) eles são relativamente estáveis e fáceis de 

manipular, dispensando refrigeração quando liofilizados; (V) fácil propagação, 

podendo ser obtidos em altos títulos (>109 unidades formadoras de placas/mL), o 

que permite sua produção em larga escala (Babiuk & Tikoo, 2000; Souza et al., 

2005). 

Devido ao extensivo conhecimento acumulado das características genéticas 

e da biologia, dentre os vários sorotipos de adenovírus existentes, os mais utilizados 

como vetores recombinantes pertencem ao subgrupo C. No presente trabalho foi 

utilizado um vetor de primeira geração, baseados no adenovírus humano 

pertencente ao sorotipo 5. Esse vetor é caracteristicamente incompetente para 

replicação (Imler, 1995).  

Além das características anteriormente citadas, a imunogenicidade desse 

vetor foi outro aspecto que chamou a atenção do nosso grupo de pesquisa para a 

utilização do mesmo como uma ferramenta para o desenvolvimento de protocolos de 

imunização contra parasitas intracelulares. Tipicamente, infecções com adenovírus 

induzem uma resposta inflamatória caracterizada por infiltrado inflamatório rico em 

células, com a liberação local de TNF- , IL-1, IL-6, sendo ativados tanto 

mecanismos imunes inatos quanto células T CD4+ e CD8+ (Gisenberg et al., 1990; 

Gisenberg et al., 1991; Yang et al.,1995). 

 

1.7 -  Poxvírus como vetores vacinais 

Poxvírus são vírus de tamanho grande, de genoma complexo, cujo tamanho 

varia entre 130-300Kb. Pertencem à família Poxviridae, a qual é dividida em duas 

subfamílias: Chordopoxvirinae e Entomopoxvirinae. A subfamília Chordopoxvirinae, 

que abriga os vírus que infectam vertebrados, compreende oito gêneros, sendo que 
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os membros dos gêneros Orthopoxvirus e Avipoxvirus são amplamente utilizados 

como vetores recombinantes com fins vacinais (Moss, 2001). 

O emprego do vírus vaccinia como ferramenta vacinal começou a partir de 

1980, quando a Organização Mundial de Saúde declarou a varíola erradicada e 

recomendou a descontinuidade da vacinação. Esta vacinação, a qual havia sido 

realizada por aproximadamente dois séculos, consistia na inoculação intradérmica 

do vírus vaccinia, o que promovia imunidade cruzada contra o vírus da varíola 

(Moss, 1996). De maneira interessante, o período de descontinuidade da vacinação 

coincidiu com os primeiros relatos da aplicação da tecnologia do DNA recombinante 

para a geração de vírus vaccinia recombinante (Mackett et al., 1982; Paoletti et al., 

1984). 

Numerosas abordagens têm sido utilizadas para aumentar a segurança dos 

vírus vaccinia. Dentre elas, a identificação e deleção de seqüências gênicas 

relacionadas com a virulência do vírus e a atenuação através da passagem seriada 

em cultivos celulares. Historicamente, o MVA (do inglês “modified vaccinia vírus 

Ankara”) foi gerado através da atenuação por passagem seriada em cultura primária 

de fibroblastos de embrião de galinha (CEF) com a finalidade de servir como uma 

vacina segura contra a varíola (Sutter, 2003). Após mais de 570 passagens em 

cultura de tecidos, os MVAs perderam diversos genes do vírus vaccinia 

responsáveis pela virulência, o que os incapacitou de gerarem infecções produtivas 

em células de mamíferos. Mesmo em experimentos utilizando animais 

imunossuprimidos e em humanos constituintes de grupos de risco, o MVA mostrou-

se avirulento e incapaz de produzir partículas virais infectivas. Devido a esse 

aspecto e pelo fato de que a vacinação de mais de cem mil indivíduos ter sido 

realizada com alto grau de segurança e sem nenhum efeito colateral notificado, o 

MVA tem se estabelecido como um potente candidato para o desenvolvimento de 

vacinas recombinantes (Drexler, 2004; Ramírez et. al., 2000). Além disso, já foi 

demonstrado que o defeito no programa morfogenético que acontece nos últimos 

passos do ciclo replicativo desse vírus não altera a capacidade e o nível de 

expressão de antígenos recombinantes em células de mamíferos se comparado ao 

vírus vaccinia competente em replicação (Sutter & Moss, 1992). Ainda mais, como a 

expressão das proteínas desse vírus ocorre em nível citoplasmático, isso elimina a 
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possibilidade de integração do genoma viral no cromossomo do hospedeiro (Moss, 

2001). 

A construção de MVA recombinante para vacinação tem sido utilizada 

experimentalmente contra doenças de diversas etiologias, como tuberculose 

(McShane et al., 2001), Malária (Schneider et. al., 1998), HIV (Hanke et al., 1999), 

sendo bastante imunogênica tanto em murinos quanto em humanos e sendo capaz 

de gerar uma potente resposta imune levando a ativação tanto de células TCD4+ 

quanto TCD8+ contra o transgene (Hodge et al., 2003). Dessa maneira, a utilização 

de MVAs recombinantes em protocolos de imunização contra parasitas 

intracelulares é bastante atraente. 

 

1.8 -  Genoma e biologia dos poxvírus 

As partículas infecciosas do vírus vaccinia são visualizadas em 

criomicroscopia eletrônica como retângulos de superfície lisa e extremidades 

arredondadas. Apresentam de 300-400nm de diâmetro, sendo envolvidas por uma 

membrana lipoprotéica a qual abriga um core viral que encerra uma dupla fita linear 

de DNA. Seqüências repetidas terminais (ITRs) estão presentes no genoma de 

todos os poxvírus. Essas são idênticas, sendo encontradas nas extremidades, e 

abrigam uma região rica em A+T e um “hairpin loop” que conecta as duas fitas de 

DNA (Moss, 2001). 

Numerosas enzimas codificadas pelo virion, dentre elas, o complexo da 

RNA-polimerase dependente de DNA, metilases, uma enzima responsável pela 

adição do cap, a polimerase poli (A), além dos fatores de transcrição imediatos, são 

empacotados no interior do core viral. A existência dessas enzimas proporciona a 

esses vírus a capacidade de replicação no interior do citoplasma da célula 

hospedeiro, permitindo que os mesmos dispensem o maquinário nuclear (Moss, 

1996). 

O ciclo infeccioso dos Poxvírus (figura 3) inicia-se após a ligação das 

partículas virais à superfície celular e liberação do core viral no interior do 

citoplasma. Inicialmente, somente os genes imediatos são transcritos pelo complexo 

da RNA polimerase viral. Esses codificam proteínas envolvidas com a replicação do  
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Figura 3 – Representação simplificada dos principais eventos do ciclo de replicação 

dos Poxvírus. 
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 genoma viral, com a imunomodulação da resposta imune do hospedeiro, fatores de 

crescimento parácrinos, fatores de transcrição intermediários e tardios.  

Tipicamente, as moléculas de DNA da progênie viral servem como moldes 

para a expressão das classes de genes intermediários e tardios. Após a síntese das 

proteínas estruturais tardias, as partículas virais infecciosas são montadas, sendo 

que algumas são liberadas com uma membrana adicional derivada do Complexo de 

Golgi. Após a montagem, as partículas virais são transportadas para a periferia da 

célula com auxílio de caudas de actina que se ligam aos microtúbulos celulares, 

podendo ser liberadas para o meio extracelular ou permanecer ligadas à superfície 

(Moss, 1991; Moss, 2001). 

Levando-se em consideração a eficiência dos Adenovírus e MVA 

recombinantes como vetores vacinais e as propriedades dos antígenos de superfície 

de T. gondii; acreditamos ser relevante a avaliação de protocolos de imunização 

dose-reforço utilizando os vetores recombinantes Adenovírus e MVA em modelo 

animal. A partir da avaliação desse modelo, esperamos contribuir para o 

desenvolvimento de uma vacina capaz de combater eficientemente à infecção por T. 

gondii. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1 -  Objetivo geral 

 

Estudar a capacidade de apresentação antigênica de vetores virais 

recombinantes contendo os genes das proteínas SAG1, SAG2 e SAG3 de T. gondii 

para determinar sua possível utilização como vacina contra a toxoplasmose. 

 

2.2 -  Objetivos específicos 

 

Empregar adenovírus recombinantes como agentes de imunização de 

camundongos BALB/c e C57BL/6 em protocolos do tipo iniciação/reforço 

(“prime/boost”) homológo.  

 

Estudar o tipo de resposta imune gerada nos camundongos imunizados, 

verificando a ativação do sistema imune humoral e celular. 

 

Mapeamento dos epítopos de células T CD8+ presentes nas proteínas 

estudadas que poderiam induzir produção de IFN-  

 

Avaliar a capacidade protetora da resposta imune gerada em camundongos 

C57BL/6 imunizados, mediante o desafio com a cepa ME49 de T. gondii, causadora 

de infecção crônica (cistogênica). 

 

  Produzir MVA recombinantes contendo seqüências dos genes que codificam 

os antígenos de superfície de SAG1, SAG2 em versões truncadas, sem as 

seqüências correspondentes à âncora de glicosilfosfatidilinositol (GPI), visando sua 

futura aplicação em protocolos do tipo iniciação/reforço heterólogo com o intuito de 

se melhorar a eficiência do protocolo de imunização. 



 33 

3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 -  Animais 

Para manutenção das cepas de T. gondii utilizadas nos experimentos, foram 

empregadas fêmeas de camundongos Suíços, com 6 a 8 semanas de idade, obtidas 

no biotério do Centro de Pesquisas René Rachou (BIOTEX-CPqRR), da Fundação 

Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) ou do Centro de Bioterismo da Universidade Federal de 

Minas Gerais (cBio). 

Nos experimentos de imunização com os adenovírus e/ou desafio com T. 

gondii foram empregadas fêmeas de camundongos BALB/c e C57BL/6, com 6 a 8 

semanas de idade, obtidas no cBio/UFMG ou BIOTEX-CPqRR. 

  

3.2 -  Cepas de T. gondii 

Nos experimentos de desafio dos camundongos imunizados foi empregada a 

cepa ME49 de T. gondii. Esta cepa foi isolada a partir de ovelhas, em 1965, nos 

Estados Unidos (Lunde & Jacobs, 1983). Essa cepa é classificada como tipo II, e 

estabelece infecções crônicas em camundongos, com formação de cistos. A sua 

manutenção tem sido realizada no Laboratório de Toxoplasmose do Departamento 

de Parasitologia do Instituto de Ciências Biológicas (ICB) da UFMG, através da 

passagem sucessiva de cistos teciduais em camundongos Suíços. Os cistos obtidos 

através da maceração do cérebro de animais infectados em PBS foram empregados 

para desafio dos animais vacinados com adenovírus recombinantes. 

A cepa RH é classificada como tipo I, e causa infecção aguda letal em 

camundongos. Ela foi isolada pela primeira vez em um paciente com encefalite, em 

1939, em Cincinnati, EUA (Sabin,1941). A cepa RH foi empregada para obtenção de 

antígeno total de lisado de taquizoítos (TLA) e fração antigênica F3 de membrana de 

taquizoítos de acordo com protocolo descrito por Giraldo et al. (2000). Essa cepa 

tem sido mantida no Laboratório de Toxoplasmose, através da passagem sucessiva 

de taquizoítos livres em camundongos Suíços. 
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3.3 -  Linhagens celulares 

Para os experimentos de amplificação dos adenovírus, bem como para os 

testes de expressão dos genes recombinantes, foram empregadas células HEK293. 

Essa linhagem é composta de células de rim embrionário humano, as quais foram 

transformadas com fragmentos de DNA derivados da região E1 do genoma de 

adenovírus humano tipo 5 (Ad5). Essas células expressam fatores de transcrição E1 

e são permissivas a replicação de adenovírus E1  de primeira geração (Shaw et al., 

2002). As células foram cultivadas a 37oC e 5% de CO2, em Dullbeco´s Modified 

Eagle Medium (DMEM, Sigma) suplementado com 5% de soro fetal bovino (SFB, 

Cultilab), 5mM de bicarbonato de sódio, 25mM de HEPES e 40mg/l de gentamicina 

(DMEM completo). 

Para os experimentos de geração e amplificação dos MVAs foram utilizados 

fibroblastos primários de embrião de galinha (CEF – do inglês “chicken embryo 

fibroblast”). As CEFs foram obtidas a partir de ovos embrionados de galinha com 9 -

11 dias de idade. O cultivo foi realizado a 35ºC e 5% de CO2 em Modified Eagle 

Medium (EMEM, Sigma) suplementado com 10% de SFB (Gibco) 10% de L-

glutamina e 10% de solução comercial de penicilina/estreptomicina 100X (Sigma). 

 

3.4 -  Adenovírus recombinantes 

Os adenovírus recombinantes utilizados nesse trabalho foram gerados pela 

Dra. Bráulia Costa Caetano durante o seu doutorado no laboratório de 

Imunoparasitologia do Departamento de Bioquímica e Imunologia do ICB/UFMG. 

Esses codificam três antígenos de superfície de T. gondii, denominados SAG1 

(AdSAG1), SAG2 (AdSAG2) e SAG3 (AdSAG3). As seqüências dos genes inseridos 

nos adenovírus sofreram algumas modificações para promover adequada expressão 

em células de mamíferos. As modificações incluíram a remoção dos motivos de 

ancoramento de glicofosfatidilinositol (GPI), nos três genes, e no caso de SAG3, a 

mudança do peptídeo sinal nativo pela sequência sinal da hemaglutinina do vírus 

influenza (Caetano et al., 2006).  
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Purificação e titulação dos adenovírus recombinantes 

Para purificação de cada estoque concentrado de adenovírus, células 

HEK293 foram semeadas em 12 garrafas de cultivo de 175 cm2, em DMEM 

completo, e cultivadas até atingirem 90-95% de confluência. Para infecção, 20ml de 

sobrenadante infectado, previamente preparado, foram misturados a 520ml de 

DMEM completo e distribuídos entre as garrafas, as quais foram incubadas por 48 

horas a 37oC, sem ventilação, até o aparecimento do efeito citopático e 

descolamento das células. O conteúdo das garrafas foi coletado e centrifugado a 

300g durante 10 minutos. As células foram ressuspendidas em tampão Tris 100mM 

pH=8,0 e congeladas a –70oC. Para extração dos adenovírus, os estoques de 

células infectadas foram descongelados rapidamente a 37oC e incubados com 0,5% 

de deoxicolato de sódio durante 30 minutos em banho de gelo. Em seguida, os 

extratos de células foram homogeneizados, misturados com solução saturada de 

cloreto de césio (5,8ml de cloreto de césio para cada 10ml de extrato), e 

centrifugados a 100.000g durante 16 horas para bandeamento das partículas de 

adenovírus. Os vírus foram coletados e dializados contra 2 litros de tampão Tris 

10mM durante 4 horas, a 4oC, com uma troca de tampão. Os vírus purificados foram 

mantidos congelados com 10% de glicerol a –70o C até sua utilização. 

Para titulação, células HEK293 foram semeadas em placas de 24 poços, 

numa densidade de 3 x 105 células por poço em DMEM completo, e cultivadas 

durante 24 horas. Os estoques de vírus foram diluídos em série, com fator de 

diluição 10, em DMEM completo. Cada diluição foi feita em quadruplicata, e 200 l 

das diluições 10-6 a 10-11 foram utilizadas para infectar as células. Os cultivos foram 

mantidos a 37oC e 5% de CO2, até o aparecimento de placas de lise isoladas na 

monocamada de células. O título foi calculado a partir da maior diluição de vírus que 

levou à formação das placas de lise, de acordo com a fórmula T = N x 10n x 4000. 

Onde, T é o título do estoque viral, N é o número médio de placas de lise obtido com 

a maior diluição do estoque viral, n é a ordem dessa diluição e 4000 é fator de 

diluição inicial do estoque viral. O valor T é expresso em número de unidades 

formadoras de placa de lise (p.f.u.) por mililitro de estoque viral. 
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3.5 -  Experimentos de vacinação e desafio 

Os animais foram imunizados de acordo com um protocolo de vacinação do 

tipo iniciação/reforço (“prime/boost”) homólogo, no qual camundongos BALB/c e 

C57BL/6 receberam duas doses de 109 p.f.u. de adenovírus, com um intervalo de 6 

a 8 semanas entre as aplicações. Os grupos vacinais foram constituídos 

individualmente de 10-12 animais, os quais receberam adenovírus que codificam 

para SAG1 (AdSAG1), SAG2 (AdSAG2), SAG3 (AdSAG3). O grupo de controle 

vacinal (AdCTRL) recebeu adenovírus recombinantes que codificam a proteína -

galactosidase de E. coli (AdlacZ) (Bruña-Romero et al., 1997). A vacinação foi feita 

por via subcutânea, na base da cauda, utilizando adenovírus diluídos em PBS estéril 

acrescido de 1% de soro de camundongo normal, num volume final de 100 a 200 l 

por animal. 

Amostras de soro de camundongos C57BL/6 foram obtidas um dia antes do 

início do protocolo de vacinação e 30 dias após cada imunização, para serem 

empregadas posteriormente na análise da resposta imune humoral dos animais. 

Para avaliação da resposta imune celular, esplenócitos totais dos animais 

vacinados foram obtidos entre 2 a 4 semanas após a administração da primeira ou 

segunda dose de adenovírus recombinantes. Dois animais de cada grupo foram 

separados e sacrificados para coleta dos baços e isolamento dos esplenócitos, os 

quais foram empregados em ensaios de ELISPOT para detecção de células T 

produtoras de IFN- . 

Para analisar a capacidade protetora dos adenovírus recombinantes em 

camundongos C57BL/6, os animais vacinados foram submetidos ao desafio com a 

cepa ME49 de T. gondii, 12 dias após o término do protocolo de imunização. Os 

animais de cada grupo vacinal e controle receberam uma dose de 10 cistos, 

preparados em 200 l de PBS e aplicados por meio de gavagem gástrica. Quarenta e 

cinco dias após a infecção, estes animais foram sacrificados para isolamento dos 

cérebros e determinação da carga de cistos. Os cérebros de cada animal 

sobrevivente foram macerados em 1ml de PBS e, em seguida, duplicatas de 10 l de 

extrato cerebral foram aplicadas sob lamínulas de 22x22cm. A contagem dos cistos 

foi feita em aumento de 400X, percorrendo-se a área das lamínulas.  
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3.6 -  “Western-Blot” 

Os extratos antigênicos foram homogeneizados e a quantidade de proteína 

foi dosada por meio de reação colorimétrica com reagente comercial (Protein 

Assay , Bio Rad), segundo instruções do fabricante. As amostras antigênicas – TLA 

ou células CEFs infectadas com MVAs recombinantes - foram ressuspendidas em 

tampão SDS 4X, composto de 60mM de Tris, 2% de SDS, 5mM de -

Mercaptoetanol, 0,1% de glicerol e 0,006% de azul de bromofenol.. As amostras 

foram aquecidas a 95ºC durante 5 minutos e aplicadas em gel de 12% de 

poliacrilamida, a 5 – 10 g de proteína por canaleta. A corrida foi realizada em 

condições desnaturantes, em tampão composto de 25mM de Tris, 192mM de Glicina 

e 0,1% de SDS, pH=8,0. Em seqüência, as amostras foram transferidas para 

membranas de nitrocelulose com poros de 0,45 m (Sigma) em sistema úmido (Mini 

Trans-Blot , Bio Rad) com tampão composto de 12mM de Tris, 96mM de Glicina e 

20% de metanol, pH=8,0. 

Para bloqueio, as membranas foram incubadas, durante uma noite, a 4ºC, 

em tampão composto de PBS acrescido de 0,1% de Tween 20 e 5% de leite 

desnatado. Todos os soros e anticorpos secundários foram diluídos no tampão de 

bloqueio. Entre as incubações, as membranas foram lavadas sob agitação, três 

vezes, 5 minutos cada vez, no mesmo tampão. Para análise da resposta imune 

humoral dos animais vacinados, amostras de soros de camundongos vacinados 

diluídas 1:1000 foram testadas contra extrato total de taquizoitos de T. gondii (TLA) 

e para detectação da expressão de proteínas pelos vetores virais, as membranas 

contendo extratos de CEFs infectadas com os vírus recombinantes foram incubadas 

com amostras de soro de camundongos BALB/c vacinados com adenovírus 

recombinantes, codificando para as proteínas SAG1 ou SAG2, diluídas 1:1000, 

durante 120 minutos, em temperatura ambiente, sob agitação. Para detecção dos 

complexos antígeno-anticorpo, as membranas foram incubadas com anti-IgG de 

camundongo (Sigma) diluído 1:3000, durante 60 minutos, a temperatura ambiente, 

sob agitação. As membranas foram então lavadas seis vezes em PBS acrescido de 

0,1% de Tween e duas vezes em PBS puro. A revelação foi realizada por meio da 

incubação das membranas com reagente quimioluminescente (ECL-Plus Western-
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Blot Analysis System , Amershan Biosciences) e exposição das mesmas a filme de 

raios X (Hiperfilm; Amersham Biosciences). 

3.7 -  Peptídeos Sintéticos 

Peptídeos MHCI-restritos foram identificados nas seqüências das proteínas 

SAG1, SAG2 e SAG3, empregando-se o programa de predição de epítopos 

SYFPEITHI (www.syfpeithi.de/Scripts/MHCServer.dll/EpitopePrediction.htm). Para 

cada proteína foi verificada a existência de epítopos específicos para os haplótipos 

H2-Kb, H2-Kd, H2-Ld e H2-Db. Os peptídeos que possuíam “score” superior a 21, 

foram selecionados para os ensaios de ELISPOT.  

Os peptídeos foram sintetizados no Departamento de Bioquímica e 

Imunologia do ICB/UFMG utilizando a metodologia de N-alfa-(9-

fluorenilmetoxicarbonila) – Fmoc, em fase sólida, no aparelho de síntese PSSM8 

(Shimadzu). Em seguida, foram submetidos ao processo de purificação por 

cromatografia líquida de alta eficiência e posteriormente suas identidades foram 

confirmadas por espectrometria de massas, em um espectrômetro equipado com 

sistema de geração de ions na forma de "spray" (ESI) e detecção de massas por 

"time of fligth" (TOF - Micromass). 

 

3.8 -  ELISPOT  

A técnica de ELISPOT foi adaptada de um protocolo anteriormente descrito 

(Carvalho et al., 2001). Os ensaios foram realizados em placas de 96 poços com 

fundo de nitrocelulose (Millipore) previamente incubadas durante uma noite, a 4ºC, 

com 50 l por poço de um anticorpo monoclonal anti IFN-  (clone R4-6A2; BD 

Biosciences Pharmingen) diluído a 5 g/ml em PBS estéril. Antes da adição das 

células, as placas foram bloqueadas durante 2 horas, a 37ºC, com 200 l por poço 

de RPMI 5% de SFB. 

Os esplenócitos totais, alvos da re-estimulação “in vitro”, foram obtidos de 

camundongos vacinados com uma ou duas doses de AdSAG1, AdSAG2, AdSAG3 

ou AdCTRL. Baços de dois animais de cada grupo foram coletados, e macerados 

em conjunto. Os extratos totais obtidos foram centrifugados a 300g, por 5 minutos, 

http://www.syfpeithi.de/Scripts/MHCServer.dll/EpitopePrediction.htm
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ressuspendidos em tampão de lise de hemácias (ACK), composto de 150mM de 

NH4Cl, 1mM de KHCO3 e 100 M de Na2-EDTA, e incubados durante 3 minutos em 

banho de gelo. Após três lavagens, os esplenócitos foram ressuspendidos em RPMI 

contendo 10% SFB. Para a reestimulação dos linfócitos foram utilizados peptídeos 

sintéticos H2-Ld e H2-Db restritos (10mM e 50mM); uma fração antigênica de 

membrana de taquizoítos de T. gondii (fração F3, a 5 e 10 g/ml), a qual é rica em 

proteínas com ancôra GPI, especialmente SAG1, SAG2 e SAG3;.e extrato total de 

taquizoitos de T. gondii  (TLA  a  5 e 10 g/ml). 

Após a reestimulação, as células foram descartadas e as placas lavadas 

quatro vezes com PBS acrescido de 0,01% de Tween 20 (PBS/T20). A detecção do 

IFN-  foi feita com um anticorpo monoclonal anti-IFN-  conjugado com biotina (clone 

XMG1.2; BD Biosciences Pharmingen, San Diego, CA), o qual foi diluído a 2 g/ml 

em PBS/T20, adicionado às placas a 50 l por poço e incubado por 2 horas em 

temperatura ambiente. A detecção do IFN-  complexado ao anticorpo específico foi 

feita com conjugado de estreptoavidina-peroxidase (BD Bioscienses Pharmingen), 

diluída 1:2000 em PBS/T20 e incubada nas placas a 50 l por poço, durante 1 hora a 

temperatura ambiente. Os “spots” foram revelados com solução de 2mM de DAB 

(3,3’ diaminobenzidine, Sigma) e 1,5 l/ml de H202 em tampão Tris-HCL 100mM pH 

7.5. 

 

3.9 -  Geração dos MVA recombinantes com genes SAG1 e SAG2. 

Vetores empregados na geração dos MVA recombinantes 

Os MVAs recombinantes foram gerados através de recombinação homóloga 

intracelular entre um vetor de transferência clonado com o transgene que se deseja 

inserir no genoma do vírus e um vírus auxiliar. 

Nesse trabalho utilizamos como vetor de transferência o plasmídio pLW44 

(Dr. Bernard Moss, Laboratory of Viral Diseases, NIAID-NHI, EUA). Esse plasmídeo 

apresenta o gene repórter GFP (do inglês, “Green Fluorescent Protein”) sob controle 

do promotor p11 (“Vaccinia virus late promoter”) e um cassete de expressão 

adaptado a células eucariotas flanqueado por regiões de homologia ao DNA do MVA 

(figura 4). 
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Figura 4 – Esquema representativo do vetor pLW44. 
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Clonagem dos genes SAG1 e SAG2  no vetor de transferência  

Como os genes de interesse utilizados nesse trabalho já haviam sido 

anteriormente clonados em nosso laboratório (Caetano et al., 2006), o primeiro 

passo para a construção dos vetores de transferência para a geração dos MVAs foi 

a excisão daqueles genes dos plasmídios nos quais eles se encontravam. Os genes 

SAG1 GPI e SAG2 GPI foram retirados da construção pAd-SAG1 e pAdSAG2 

utilizando-se as enzimas de restrição BglII e HindIII. Para as clonagens, os produtos 

obtidos a partir das digestões acima foram tratados com a enzima T4 DNA 

polimerase (Promega) durante 5 minutos a 37ºC. A inativação da enzima foi 

realizada durante 10 minutos a 75ºC. Subseqüente a esse passo, os insertos acima 

obtidos foram inseridos no vetor de transferência pLW-44 no sítio de SmaI, sob o 

controle do promotor mH5 (“Vaccinia vírus early/late promoter”). As reações de 

ligação foram realizadas com a proporção molar 3:1 de inserto e plasmídio e 1U de 

T4 ligase (Promega) em 20 l de volume final, a 16ºC durante 3 horas. Os produtos 

obtidos foram utilizados para a transformação de E. coli XL1-Blue 

quimiocompetentes. As bactérias mantidas a -70ºC foram descongeladas em banho 

de gelo e transformadas com os plasmídios contendo os insertos. As bactérias 

transformadas foram então semeadas em meio LB sólido contendo 100 g/mL de 

ampicilina e mantidas a 37ºC por 18 horas. Os transformantes obtidos foram 

verificados quanto à presença dos insertos através de reações digestão com 

enzimas de restrição. 

Para determinar se as seqüências estavam completas procedeu-se ao 

sequenciamento dos plasmídios obtidos no Núcleo de Análises Genômicas (NAGE) 

do Departamente de Bioquímica e Imunologia do ICB/UFMG. Os plasmídios 

recombinantes obtidos foram posteriormente amplificados e purificados de cultivos 

bacterianos com “Kits” comerciais de Maxipreps  (Qiagen) de acordo com instruções 

do fabricante e empregados para a construção dos vírus recombinantes. 

 

Protocolo de geração de MVA recombinante 

A construção dos MVAs recombinantes com os genes que codificam as 

SAGs foi realizada por meio da infecção de células CEF com um vírus auxiliar, 

seguida de co-transfecção com o vetor de transferência com cada um dos genes de 
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interesse. Os vírus transgênicos foram gerados pela recombinação homóloga 

intracelular entre o vírus auxiliar e os vetores de transferência. Nesse processo, o 

cassete de expressão contendo o gene SAG foi transferido para o genoma do MVA. 

As células CEF, nas quais ocorre montagem de novas partículas virais, foram 

utilizadas para a geração e seleção dos vírus recombinantes, já que as mesmas são 

permissivas a replicação viral. Placas fluorescentes foram clonadas sucessivamente, 

o que permitiu a exclusão dos vírus auxiliares contaminantes (figura 5). 

Para gerar os MVAs recombinantes utilizando as construções pLW44-

SAG1 GPI e pLW44-SAG2 GPI utilizou-se um protocolo de transfecção de células 

CEF com lipossomas (LipofectAMINE 2000 Reagent , Gibco). As células foram 

semeadas em placas de cultivo de 6 poços, numa densidade de 5 x 105 células por 

poço, em EMEM/10% SFB, e cultivadas até atingirem confluência de 90%. Antes 

dos ensaios, as células foram lavadas uma vez com meio de transfecção 

(Optimem , Gibco). Primeiramente as células eram infectadas com 0,1 m.o.i 

(multiplicidade de infecção) de vírus auxiliar. Após 2h de incubação a 35ºC e 5% de 

CO2, a solução de transfecção era adicionada. Para cada reação de transfecção, 3 l 

da solução de lipossomas e 2 g de plasmídeo foram diluídos, separadamente, em 

50 l de meio de transfecção e incubados a temperatura ambiente por 20 minutos. As 

soluções de lipossomas e plasmídeo foram então misturadas, incubadas a 

temperatura ambiente por 10 minutos e adicionadas às células. Essa solução era 

mantida em contato com as células infectadas durante um intervalo de 5h a 35ºC e 

5% de CO2. Findo esse período, o meio foi retirado e acrescentou-se EMEM 2.5% 

SFB. O extrato de células transfectadas foi coletado após 48 horas de incubação a 

35oC e 5% de CO2. 

 

Seleção dos MVA recombinantes 

A seleção dos clones de MVA recombinantes foi realizada 5 vezes em 

placas de cultivo de 6 poços com 5 x 105 células CEF por poço. Uma alíquota de 

vírus foi diluída em série, com um fator de 10, e utilizada para infectar os cultivos. 

Depois de 2h de incubação, 2ml de EMEM sem indicador de pH acrescido de 1% de 

agarose fundida foram adicionados em cada poço. Após a solidificação da agarose 
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em temperatura ambiente, as placas foram incubadas a 35oC e 5% de CO2 até o 

desenvolvimento de fluorescência. 

Os cultivos que apresentavam poucas células fluorescentes, sem 

confluência, foram utilizados para coleta dos clones de MVA, através da punção e 

aspiração da agarose. Os fragmentos de gel foram transferidos para 0,5ml de EMEM 

2,5% SFB. Quatrocentos microlitros de cada alíquota de EMEM contendo os clones 

de MVA foram empregados para infecção de novas placas contendo CEFs. Os 

extratos das células eram coletados 48 horas após a infecção e utilizados para 

infectar novas placas de cultivo.  

Após a seleção dos recombinantes com o intuito de se eliminar os possíveis  

vírus selvagens contaminantes, uma alíquota de cada clone viral selecionado foi 

utilizado para infectar placas de 6 poços de CEFs com 5 x 105 células. Após 48h de 

cultivo, as células coletadas foram submetidas a ensaios de “Western blot” para 

verificação da expressão das proteínas. Após esse passo, os clones positivos 

entraram em processo de expansão através da infecção de cultivos com números 

crescentes de células, com intuito de se obter um título de 109 unidades formadoras 

de placa/mL (p.f.u.) de cada vírus.  
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Figura 5 - Para geração dos MVAs recombinantes, um cultivo de CEFs era infectado 

com o MVA selvagem (A) e posteriormente transfectado com plasmídio contendo o 

transgene de interesse (B). A recombinação homóloga entre o genoma viral e o 

cassete de expressão contendo o transgene de interesse era verificada através do 

aparecimento de fluorescência devida à expressão do gene repórter GFP (C). 
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4. RESULTADOS 

 

4.1 -  Resposta imune humoral dos camundongos vacinados com adenovírus 

recombinantes AdSAG1, AdSAG2, AdSAG3. 

Os adenovírus recombinantes codificando as proteínas SAG1 (AdSAG1), 

SAG2 (AdSAG2) e SAG3 (AdSAG3) purificados a partir de cultivos de células 

HEK293 foram empregados em ensaios de vacinação de camundongos BALB/c e 

C57BL/6, de acordo com um protocolo do tipo iniciação/reforço homólogo, no qual 

os animais recebem duas doses subcutâneas com 109 p.f.u. com intervalo de seis a 

oito semanas entre as aplicações.  

Esse protocolo foi previamente padronizado em experimentos de vacinação 

com adenovírus recombinantes com genes de Plasmodium yoelii, Plasmodium 

falciparum, Citomegalovíurs (Bruña-Romero e colaboradores, manuscrito em 

preparação), Trypanosoma cruzi (Machado et al., 2006).  

Para verificar se os camundongos C57BL/6 imunizados com duas doses de 

adenovírus recombinantes produziam anticorpos específicos contra as proteínas 

SAG, foi realizado um ensaio de “Western-blot”, no qual o soro coletado 4 semanas 

após a última dose de vírus foi testado contra o extrato total de taquizoítos de T. 

gondii (TLA). A figura 6 mostra que os soros testados dos animais imunizados com 

AdSAG1 e AdSAG3 reagiram especificamente com as proteínas SAG1 e SAG3 

presentes no TLA. No caso dos animais vacinados com AdSAG2, verificou-se 50% 

de reação positiva dentre os animais testados. 
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Figura 6 – Resposta imune humoral em camundongos C57BL/6 vacinados com 

adenovírus recombinantes. Os animais foram vacinados com duas doses de 109 

p.f.u. de AdSAG1, AdSAG2, AdSAG3 ou AdCTRL, com oito semanas de intervalo 

entre as doses. Soros coletados 30 dias após a dose vacinal de reforço ou soro 

coletado antes da imunização foram testados em “Western-blot” contra antígeno 

total de taquizoítos (TLA). (*), indica banda da proteína SAG1, (**), banda de SAG2, 

(***), banda de SAG3. Dados de 4 animais/grupo representativos de dois 

experimentos de imunização realizados separadamente, nos quais resultados 

semelhantes foram observados para todos os animais individuais. As setas indicam 

bandas inespecíficas. 

20 

29 

80 

49 

AdCtrl 

20 

29 

80 

49 

Pré-imune 

20 

29 

80 

AdSAG1 

* 
20 

29 

80 

AdSAG2 

** 20 

80 

*** 

AdSAG3 

49 



 47 

4.2 -  Predição dos possíveis epítopos MHCI restritos nas proteínas SAG1, 

SAG2 e SAG3 de T. gondii. 

A doutora Braúlia Costa Caetano durante o seu doutorado no Departamento 

de Bioquímica e Imunologia dessa instituição havia demonstrado que as proteínas 

SAG1, SAG2 e SAG3 expressas em adenovírus recombinantes eram imunogênicas 

para camundongos BALB/c. Entretanto, até o momento, não havia sido realizado o 

mapeamento de possíveis epítopos presentes nas proteínas estudadas capazes de 

se ligar ao MHCI e estimular linfócitos T CD8+, ativando a produção de IFN-y. Para 

avaliar se o protocolo de imunização estava sendo capaz de ativar linfócitos T CD8+ 

de animais das linhagens BALB/c e C57BL/6 foi feito o mapeamento de epítopos 

MHCI-restritos para os haplótipos H2-Ld, H2-Kd, H2-Db e H2-Kb, empregando-se o 

programa de predição SYFPEITHI. Os epítopos contendo nove aminoácidos e que 

alcançavam “score” superior a 21 foram selecionados para síntese, sendo 

considerados possíveis ligantes para MHCI nessas linhagens, como demonstrado na 

tabela 1 abaixo. Nota-se que o programa SYFPEITHI não detectou possíveis 

peptídeos específicos para o haplótipo H2-Db ou H2-Kb na proteína SAG2. 

 

Tabela 1 – Epítopos MHCI específicos mapeados nas proteínas SAG1, SAG2 e 

SAG3 de T. gondii. 

Peptídeo Proteína Haplótipo Seqüência SCORE 

SP0534 SAG1 H2-Ld   TPTENHFTL 22 

SP0534 SAG1 H2-Db TPTENHFTL 24 

SP0535 SAG2 H2-Ld GPSSGSVVF 25 

SP0536 SAG3 H2-Ld YPESGPVNL 26 

SPO537 SAG1 H2- Ld DSTLGPVKL 22 

SP0540 SAG3 H2-Db SKDANFIEI 25 

SP0541 SAG3 H2-Db SGPVNLEVD 23 

 

 

4.3 -  Resposta imune celular nos camundongos vacinados com adenovírus 

recombinantes AdSAG1, AdSAG2 e AdSAG3.  
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Para avaliar a capacidade dos adenovírus recombinantes SAG1, SAG2 e 

SAG3 em ativar células T produtoras de IFN-  nos animais submetidos ao protocolo 

de vacinação homólogo foi empregado o ensaio de ELISPOT. Esplenócitos obtidos a 

partir do isolamento do baço de 2 animais por grupo 2 a 4 semanas após a última 

dose de adenovírus recombinantes foram submetidos a reestimulação com 

peptídeos sintéticos MHCI restritos derivados das proteínas SAG1, SAG2 e SAG3. 

Os peptídeos SP0534, SP0540 e SP0541 (haplótipo H2-Db), foram selecionados 

para os ensaios com camundongos C57BL/6 e os peptídeos SP0534, SP0535, 

SP0536 e SPO537 (haplótipo H2-Ld) foram utilizados para ensaios com 

camundongos BALB/c. 

 Como controles negativos foram empregados esplenócitos reestimulados 

com o peptídeo H2-Ld-específico TPHPARIGL (SP0542) derivado da -galactosidase 

(lacZ) de E. coli (Ramirez et al., 2000) e esplenócitos sem reestimulação. Não foram 

identificados peptídeos ligantes de MHCI para haplótipo H2-Db na proteína SAG2. 

Sendo assim, para estimulação de esplenócitos dos animais vacinados com 

AdSAG2 e para estabelecimento de um controle positivo para o ensaio de ELISPOT, 

foram empregados o TLA e a fração antigênica de membrana F3 como estímulos “in 

vitro” adicionais. 

Os resultados dos ensaios com os peptídeos nos camundongos C57BL/6 

(figura 7) mostram que a imunização de animais com AdSAG1 levou a ativação de 

células T CD8+ produtoras de IFN-  específicas para o epítopo de SAG1 em níveis 

significativos. Não foi possível detectar uma resposta significativa aos epítopos de 

SAG3 após a vacinação com AdSAG3. Na tentativa de se realizar uma avaliação 

mais ampla da resposta de céulas T (com uma detecção de atividade CD4+ e CD8+) 

foram realizados ensaios de ELISPOT empregando o TLA ou fração F3 de 

membrana como estímulo. No entanto, esse tipo de estímulo gerou uma reação 

intensa com as concentrações de proteína utilizadas, o que impossibilitou a 

contagem dos “spots” específicos. 

Já os ensaios com camundongos BALB/c demonstraram que o peptídeo 

SPO534 derivado da proteína SAG1 é capaz de induzir a produção de IFN-  em 

níveis significativos nos animais vacinados com AdSAG1. Além disso, tanto a fração 
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F3 quanto TLA foram capazes de ativar células T CD8+ produtoras de IFN-  nos três 

grupos vacinais (Figura 8). 
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Figura 7 - Resposta imune celular dos animais vacinados com adenovírus 

recombinantes. Células T CD8+ produtoras de IFN-  avaliadas através de ensaio de 

Elispot. Esplenócitos de camundongos C57BL/6 imunizados com duas doses 

(109pfu, cada) de AdSAG1, AdSAG2, AdSAG3 ou AdCTRL foram coletados após 2 

semanas da última imunização e reestimulados “in vitro” com peptídeos síntéticos 

MHCI restritos. Dados representativos de dois experimentos de vacinação realizados 

independentemente com resultados semelhantes. As barras verticais representam a 

média ± desvio padrão de duplicatas de um “pool” de esplenócitos de dois animais 

por grupo. Os asteriscos indicam diferença em relação aos grupos controle negativo. 
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Figura 8 - Resposta imune celular dos animais vacinados com adenovírus 

recombinantes. Células T CD8+ produtoras de IFN-  avaliadas através de ensaio de 

Elispot. Esplenócitos de camundongos BALB/c imunizados com duas doses (109pfu, 

cada) de AdSAG1, AdSAG2, AdSAG3 ou AdCTRL foram coletados após 2 semanas 

da última imunização e reestimulados “in vitro” com peptídeos síntéticos MHCI 

restritos. Dados representativos de dois experimentos de vacinação realizados 

independentemente com resultados semelhantes. As barras verticais representam a 

média ± desvio padrão de duplicatas de um “pool” de esplenócitos de dois animais 

por grupo. Os asteriscos indicam diferença em relação aos grupos controle negativo. 

 

 

 



 51 

4.4 -  Desafio dos animais vacinados com a cepa ME49 de T. gondii. 

Para verificar se a resposta imune contra SAG1, SAG2 e SAG3 induzida 

pela vacinação com adenovírus recombinantes foi capaz de gerar proteção contra a 

infecção com T. gondii, um grupo de seis camundongos C57BL/6 imunizados foi 

desafiados com a cepa ME49. A infecção dessa cepa, nessa linhagem de 

camundongos, é caracterizada por uma fase aguda, na qual pode ocorrer uma alta 

taxa de mortalidade; e por uma fase crônica em que se observa a formação de 

cistos teciduais em vários órgãos, inclusive no cérebro. O desafio com a cepa ME49 

foi realizado pela administração de 10 cistos por meio de gavagem gástrica duas 

semanas após a dose reforço. Cerca de quarenta e cinco dias após desafio, os 

animais sobreviventes da fase aguda foram sacrificados para contagem da carga de 

cistos cerebrais. 

A figura 9 A mostra que a vacinação com adenovírus recombinantes resultou 

numa sobrevivência de 77% dos animais vacinados com AdSAG1, 37% dos animais 

que receberam AdSAG2, 33% dos imunizados com AdSAG3 e 14% dos animais do 

grupo AdCTRL. A vacinação com AdSAG1 também levou a uma redução 

significativa (p< 0,05) no número de cistos cerebrais desses animais em relação ao 

grupo controle AdCTRL, o mesmo não ocorrendo para os animais vacinados com 

AdSAG2 e AdSAG3 (figura 9 B). 
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Figura 9 – Ensaio de proteção com camundongos C57BL/6 vacinados com duas 

doses de adenovírus recombinantes e desafiados com a cepa ME49 de T. gondii. A, 

curva de sobrevivência; B, média de cistos cerebrais. Representativo de dois 

experimentos realizados independentemente com sete animais/grupo e com 

resultados semelhantes. 
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4.5 -  Geração dos MVA recombinates com genes SAG1 e SAG2 de T. gondii. 

Os genes que codificam para as proteínas SAG1 e SAG2 de T. gondii sem a 

porção correspondente à âncora de glicosilfosfatidilinositol responsável pelo 

ancoramento dessas proteínas na membrana do parasita (SAG1 GPI, SAG2 GPI) 

foram clonados no vetor de transferência pLW44 para construção dos MVAs 

recombinantes. Os genes SAG1 GPI e SAG2 GPI foram retirados dos vetores 

pAdSAG1 e pAdSAG2 utilizando-se as enzimas de restrição  BglII e HindIII. Em 

seqüência, os fragmentos acima obtidos foram tratados com enzima T4 polimerase e 

inseridos no pLW44 dentro do sítio de SmaI. Para verificar se os genes haviam sido 

corretamente inseridos no pLW44, procedeu-se à digestão de vários clones dos 

construtos com enzimas de restrição. Para a construção pLW44-SAG1 foram 

utilizadas as enzimas XhoI e BamHI originando os fragmentos de 5169, 527 e 

262pb. Para o recombinante pLW44-SAG2 empregou-se EcoRI e BglII o que gerou 

os fragmentos de 3756 e 1797pb (figura 10). 
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Figura 10 - Clonagem dos genes SAG1 e SAG2 no vetor pLW44 para construção 

dos MVAs recombinantes. Perfil de digestão das construções pLW44-SAG1 e 

pLW44-SAG2 para confirmar a presença dos insertos. 

 

 



 55 

A capacidade dos MVA recombinantes em induzir a expressão das proteínas 

foi verificada por meio de “Western-blot”, no qual  extratos de células CEF infectadas 

com os vírus MVA-SAG1 ou MVA-SAG2 durante 48 horas, com uma m.o.i. mínima 

de 1, foram testados contra soro de camundongos BALB/c imunizados com 

adenovírus recombinantes para as respectivas proteínas. A infecção com os dois 

recombinantes levou a uma intensa expressão das proteínas, que reagem 

prontamente e com grande especificidade com o soro do animal (figura 11). 
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Figura 11 – Expressão dos antígenos SAG1 (A) e SAG2 (B) de T. gondii em MVA 

recombinante. Amostras de CEFs infectadas com diferentes MVAs recombinantes 

foram testadas em “Western-blot” contra soro de camundongos vacinados com 

adenovírus recombinantes expressando os respectivos antígenos. 
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5. DISCUSSÃO 

 

Diversos modelos experimentais têm sido gerados na tentativa de se obter 

um protocolo de imunização eficiente e seguro contra a toxoplasmose. Alguns 

desses propõem a utilização de vetores plasmidiais ou proteínas do T. gondii 

expressas de forma recombinante (Couper et al., 2003; Letscher-Bru et al.,1998; 

Nielsen et al., 1999). A maioria desses modelos é capaz de gerar níveis 

significativos de proteção contra a infecção, no entanto, muitos desses protocolos 

possuem determinados incovenientes que limitam sua utilização. Com relação às 

vacinas de DNA, existe a possibilidade de integração do mesmo no genoma do 

hospedeiro ou o desenvolvimento de doenças auto-imunes devido à indução de 

resposta anti-DNA (Isaguliants et al., 2004). Por outro lado, as proteínas 

recombinantes têm capacidade limitada de indução de respostas imunes, e a 

maioria dos protocolos que as empregam necessitam de adjuvantes para a ativação 

do sistema imune em níveis significativos (Leclerc, 2003; Letscher-Bru et al.1998). 

Nesse contexto, em que se procura aliar a alta imunogenicidade com 

utilização segura, os adenovírus recombinantes aparecem como uma alternativa 

viável para desenvolvimento de uma vacina contra toxoplasmose. Já foi observado 

em outros modelos como o Ebola (Sullivan et al., 2003), HIV (Cassimiro et al., 2003; 

Mooij & Heeney, 2001) e Plasmodium (Bruna-Romero et al., 2001; Gilbert et al., 

2002) que os adenovírus são capazes de ativar uma forte resposta mediada por 

células T CD8+ com atividade citotóxica, o que torna esses vetores ideais para 

indução de proteção contra parasitas intracelulares tais como o T. gondii. Os 

adenovírus utilizados como vetores de vacinação são modificados para se tornarem 

deficientes em replicação e incapazes de se propagarem em células de mamíferos. 

Além disso, já foi demonstrado que o genoma viral não se integra ao genoma celular 

e que as infecções por adenovírus podem ser eliminadas em até 30 dias (Yang et 

al., 1994; Yang et al., 1995). Ainda mais, esses vírus são capazes de induzir alta 

expressão do transgene, tanto “in vivo” quanto “in vitro”, sendo capazes de superar 

os níveis de expressão dos transgenes se comparados com outros métodos de 

vacinação, como plasmídios (Mittal et al., 2001). 
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No presente trabalho, três adenovírus codificando as proteínas SAG1, SAG2 

e SAG3 de T. gondii foram empregados para vacinação de camundongos BALB/c e 

C57BL/6. Reações de Western-blot mostraram que os recombinante contendo os 

genes SAG1 (AdSAG1) e SAG3 (AdSAG3) foram capazes de gerar resposta imune 

humoral, com produção de IgG anti-SAG específica em todos os animais da 

linhagem C57BL/6 analisados. No caso dos animais vacinados com AdSAG2 

apenas 50% dos animais analisados apresentaram reatividade específica. Esse 

último resultado difere do observado em estudo anterior realizado em nosso 

laboratório (Caetano et al., 2006), no qual a vacinação de camundongos BALB/c 

com a mesma dose do AdSAG2 resultou em 100% de reatividade dos soros 

testados. Esse fato poderia estar relacionado com a capacidade diferencial dos 

camundongos C57BL/6 em responder a proteína SAG2 ou a uma falha do protocolo 

ao se imunizar os animais desse grupo. 

A indução de anticorpos específicos não parece ser um mecanismo 

essencial para proteção contra a toxoplasmose aguda, tendo em vista que, em 

vários estudos de vacinação, a presença de anticopos específicos contra proteínas 

de T. gondii não se correlaciona com a proteção contra a infecção com a cepa RH – 

que causa infecções agudas com alto nível de proliferação de taquizoítos (Liu et al., 

2006). No entanto, alguns estudos indicam que a presença de anticorpos pode 

auxiliar no controle da patologia durante a fase crônica da toxoplasmose, sendo que 

esses possivelmente atuem opsonizando os parasitas que são liberados a partir dos 

cistos (Kang et al., 2000). De fato, no presente estudo, a presença de anticorpos 

anti-SAG1 pode estar relacionada com a redução na carga parasitária (número de 

cistos cerebrais) em animais vacinados com AdSAG1. 

O desenvolvimento de uma resposta imune celular, com ativação de células 

T CD8+ e T CD4+ é o requisito essencial para se obter proteção contra a infecção 

por T. gondii. Os linfócitos T CD8+ são responsáveis pelo reconhecimento e 

eliminação das células parasitadas (Denkers, 1999), enquanto que as células CD4+ 

participam da ativação e manutenção da população de células CD8+ mediante a 

secreção de citocinas, como IL-2 e IFN-  (Denkers & Gazzinelli, 1998). O IFN-  ativa 

a síntese de quimiocinas envolvidas no recrutamento de linfócitos T; atua como co-

fator da IL-12 na diferenciação de células Th0 em células efetoras Th1 (Gazzinelli et 
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al., 1996) e induz a expressão de receptores de IL-12 em células T (Seder et al., 

1993). 

Para a avaliação da ativação de linfócitos T CD8+ nos animais vacinados 

com adenovírus recombinantes foi feito um mapeamento de possíveis epitopos 

ligantes de MHCI nas proteínas SAG1, SAG2 e SAG3 tanto para camundongos 

BALB/c quanto C57BL/6. Aplicando o programa de predição de epítopos 

SYFPEITHI, e obedecendo ao “score” mínimo de 21 para seleção de um peptídeo, 

foram encontrados dois nonâmeros candidatos a epítopos na proteína SAG1, sendo 

um deles comum para as duas linhagens de camundongos (SP0534), um possível 

ligante em SAG2 em camundongos BALB/c (SP0535) e três possíveis ligantes na 

proteína SAG3, sendo dois para C57BL/6 (SP0540 e SP0541) e um para BALB/c 

(SP0536). A proteína SAG2 não apresentou seqüências peptídicas que atingissem o 

score mínimo para seleção em C57BL/6. 

A vacinação de camundongos C57BL/6 com o AdSAG1 promoveu a 

ativação de linfócitos T CD8+ que respondem especificamente ao epítopo 

identificado na proteína SAG1 para esses animais (SP0534). Entretanto, a 

estimulação “in vitro” de esplenócitos dos animais vacinados com AdSAG3 pelos 

peptídeos correspondentes a epítopos MHCI-restritos da proteína SAG3 não gerou 

uma resposta significativa. Esse resultado pode refletir duas possibilidades: em 

primeiro lugar o protocolo de vacinação falhou em ativar linfócitos T CD8+ 

específicos; em segundo lugar, a ativação de CD8+ ocorreu após a vacinação, mas 

não foi detectada no ELISPOT pela utilização de peptídeos inadequados, que não 

representam epítopos imunogênicos que sejam efetivamente apresentados “in vivo” 

nessa linhagem de camundongos. Para elucidar essa questão, pretende-se realizar 

ensaios em que os peptídeos serão testados contra esplenócitos de animais 

infectados com T. gondii. Em relação à vacinação dos camundongos BALB/c, foi 

possível detectar ativação de linfócitos e produção de IFN-  nos três grupos vacinais, 

cujos esplenócitos foram reestimulados com TLA ou F3. Além disso, como 

demonstrado no ensaio de ELISPOT, um peptídeo SAG1 (SP0534) foi capaz de 

gerar resposta significativa de linfócitos T CD8+ no respectivo grupo vacinal, levando 

a produção de IFN- . 
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O mapeamento de epitopos é importante não apenas para a avaliação da 

resposta celular frente à vacinação. Ele também proporciona uma metodologia 

alternativa para criação de imunógenos. Conhecendo-se os epítopos relacionados 

com a ativação de células com atividade protetora, é possível criar-se novos vetores 

que carreguem as seqüências codificadoras de tais peptídeos, organizadas de forma 

a serem preferencialmente processadas e apresentadas (Rolph & Ramshaw, 1997). 

Dessa forma, é possível construir cadeias de poliepítopos que agreguem seqüências 

imunogênicas de proteínas variadas do mesmo patógeno, eliminando-se a 

necessidade de se gerar muitos vetores individuais, cada um carregando a 

seqüência de um gene completo. Estratégias como essa têm sido empregadas na 

tentativa de se criar vacinas contra bactérias (Olive et al., 2006), contra malária 

(Benmohamed et al., 2004; Bharadwaj et al., 1998) e muitas outras doenças. 

A ativação da resposta imune humoral e celular nos animais C57BL/6 

vacinados com AdSAG1 relacionou-se com a proteção contra desafio com uma dose 

letal da cepa ME49, havendo uma redução na taxa de mortalidade e no número de 

cistos cerebrais. Resultados semelhantes aos observados aqui podem ser 

encontrados em outros modelos de vacinação que empregaram plasmídeos 

recombinates contendo o gene SAG1 (Angus et al., 2000; Mohamed et al., 2003). 

Nesses modelos, a vacinação de animais C57BL/6 por via intramuscular resultou na 

proteção contra mortalidade após inoculação de doses letais da cepa ME49 ou na 

redução da carga parasitária dos animais infectados com a cepa Fukaya. 

Em experimento realizado anteriormente no nosso laboratório por Caetano e 

colaboradores (2006) observou-se que a vacinação com os três adenovírus 

recombinantes, e não apenas com o AdSAG1, foi capaz de induzir resposta imune e 

redução da carga de cistos cerebrais em camundongos BALB/c desafiados com a 

cepa P-Br. A diferença entre estes dois estudos pode estar relacionada com a 

variedade genética das linhagens de camundongos utilizados nos experimentos de 

vacinação e com a capacidade destes animais em responderem a cada um dos 

antígenos. Como evidenciado nos ensaios de “Western-blot”, apenas a metade dos 

camundongos C57BL/6 produzem anticorpos anti-SAG2 após a vacinação com 

AdSAG2. Além disso, uma tentativa de mapear na SAG2 epitopos MHCI específicos 

para o haplótipo daqueles animais falhou em demonstrar a presença de peptídeos 
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passíveis de serem apresentados “in vivo” para a ativação de células T CD8+. Com 

relação à resposta anti-SAG3, o que se observou foi que, a despeito de uma 

resposta intensa de produção de anticorpos não houve detecção de células T 

ativadas. A falta de atividade de células T CD8+ poderia ser um fator prepoderante 

para não se alcançar proteção após a vacinação. De qualquer forma, ainda fica por 

definir se a falta de atividade de células T CD8+ é uma conseqüência da falha no 

protocolo de imunização ou se é resultado de uma incapacidade intrínseca dos 

camundongos em responder aos antígenos SAG2 e SAG3. 

Não é possível comparar os resultados dos dois estudos de vacinação com 

os adenovírus SAG-recombinantes em termos de eficiência de proteção contra 

toxoplasmose, dado que eles envolvem dois modelos desenvolvidos com duas 

cepas diferentes de T. gondii e duas linhagens de camundongos, as quais 

apresentam graus de susceptibilidade diferentes ao parasita. A cepa ME49 exibe 

alta virulência em camundongos C57BL/6, diferentemente da cepa P-Br, que é 

pouco virulenta, seja para camundongos BALB/c ou C57BL/6 (Fux et al., 2003). O 

desafio oral com a cepa ME49 em camundongos C57BL/6 é seguido de uma rápida 

proliferação de taquizoítos no nível da mucosa do intestino delgado, o que 

desencadeia uma resposta inflamatória intensa, com lesões necróticas que levam a 

morte em torno de 2 a 3 semanas após a infecção (Liesenfeld, 2002). A infecção 

pela cepa P-Br é mais branda, sendo que os animais sobrevivem à fase aguda, e 

estabelecem infecções crônicas. Os resultados de Caetano e colaboradores (2006) 

mostraram que a vacinação com AdSAG1, AdSAG2 ou AdSAG3 levou a uma 

redução significativa no desenvolvimento de cistos cerebrais nos camundongos 

vacinados. A redução na quantidade de cistos variou de 50 – 60% nos grupos 

vacinados com AdSAG1, 60 – 70% nos vacinados com AdSAG2, 70% com 

AdSAG3. Dessa maneira pode-se afirmar que o AdSAG1 mostrou um maior grau de 

imunogenicidade, sendo capaz de induzir proteção contra a mortalidade e a 

formação de cistos cerebrais tanto em animais altamente susceptíveis quanto 

naqueles resistentes ao parasita inoculados com duas diferentes cepas de T. gondii. 

Os resultados apresentados anteriormente e dados obtidos em literatura 

indicam que os adenovírus recombinantes apresentam um grande potencial para 

futura utilização como uma vacina contra parasitas intracelulares, inclusive o T. 



 62 

gondii. Entretanto, algumas questões importantes relacionadas à eficiência dos 

protocolos de imunização devem ser levadas em consideração. Um ponto 

importante que é constantemente levantado no que diz respeito à aplicação de 

adenovírus como vetor vacinal é o fato do sorotipo 5 – o mais amplamente utilizado 

em protocolos de imunização – ser amplamente distribuído dentro da população 

humana, a qual apresenta alto índice de anticorpos neutralizantes contra o mesmo. 

Tais anticorpos impediriam a transdução eficiente das células hospedeiras após a 

administração do vetor e, consequentemente, a adequada expressão e 

apresentação de antígenos. Sendo assim, a eficácia esperada para a vacinação com 

um vetor recombinante é altamente variável dependendo do nível de imunidade 

preexistente (Bangari & Mittal, 2006).  

Na tentativa de se escapar desse problema, diversas estratégias têm sido 

utilizadas, dentre elas, a administração de adenovírus recombinantes baseados em 

sorotipos raros, como o Ad35 (Barouch et al., 2004); utilização de vetores 

adenovirais não humanos (revisado em Bangari & Mittal, 2006); construção de 

vetores que apresentam modificações na superfície, como nas fibras (Krasnykh et 

al., 1996; Roberts et al., 2006). 

Por outro lado, já foi demonstrado que para a ativação da resposta imune 

contra um determinado parasita em níveis ótimos, capazes de gerar proteção contra 

infecção, é necessária a utilização de protocolos de imunização com múltiplas doses 

do vetor recombinante. Isso traz de volta o problema da imunidade antivetor que é 

induzida após a primeira dose. Nesse caso, a utilização de protocolos de imunização 

do tipo iniciação/reforço heterólogo com diferentes vetores recombinantes contendo 

o mesmo transgene tem sido a alternativa mais explorada para contornar esse 

problema. Os protocolos heterólogos mais comuns empregam DNA plasmidial 

combinado com vetores virais, ou usam dois tipos vetores virais diferentes como 

Vaccinia, o “Modified Vírus Ankara” (MVA) ou o vírus Influenza (Gilbert et al., 2002; 

Horimoto et al., 2006; Maeda et al., 2005; Rodrigues et al., 1989). 

Os protocolos de imunização heterólogos têm sido cada vez mais utilizados 

devido à habilidade dos mesmos de gerarem fortes respostas imunes quando 

comparado àqueles protocolos homólogos. Já foi demonstrado que imunização com 

DNA seguida por reforço com adenovírus aumenta a resposta imune em relação à 
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imunização somente com DNA (Shiver, 2002; Sullivan, 2000). Experimentos de 

Maeda et al. (2005) demonstraram que a resposta imune elicitada contra a 

nucleoproteína do capsídio do Sin Nombre vírus foi superior quando o protocolo de 

imunização incluía adenovírus recombinante. 

MVAs recombinantes representam uma ferramenta vacinal promissora. Já 

foi demonstrado que o MVA é avirulento, mesmo para animais imunocomprometidos 

(Moss, 1996). A utilização de estratégias de imunização do tipo dose/reforço com 

MVA demonstrou ser capaz de elicitar uma resposta de anticorpos e CTLs em vários 

testes pré-clinicos contra uma série de doenças. Alguns exemplos incluem a 

imunização eficaz de camundongos e macacos em modelos de vacinação contra o 

vírus dengue tipo 2, levando a produção de anticorpos que reduziram a viremia e 

protegeram os animais contra o desafio (Men et al., 2000). Estudos de Wyatt et al. 

(1996) demonstraram que a inoculação de MVA recombinante expressando 

hemaglutinina do vírus parainfluenza 3 pelas rotas intranasal e intramuscular 

produziram altos níveis de anticorpos, também sendo capazes de  reduzir a viremia 

nos pulmões e turbinas nasais de ratos. O MVA clonado com os genes CSP ou 

TRAP de P. berghei também tem sido empregado em estratégias de vacinação 

heteróloga de camundongos, como dose de reforço, contra a malária (revisado por 

Moore & Hill, 2004). A administração de uma dose de “priming” a camundongos 

BALB/c e C57BL/6 altamente susceptíveis, seguida de uma dose “booster” com 

MVA codificando os mesmos antígenos resultou em 100% de proteção dos animais, 

demonstrando a eficiência desse tipo de protocolo para geração de proteção contra 

o desafio. A análise da resposta celular contra a proteína CSP, por meio de 

ELISPOT, demonstrou que esse regime de imunização é o mais eficiente na 

ativação de células T CD8+ produtoras de IFN- Moore & Hill, 2004). 

Os dados anteriormente mostrados indicam que a utilização de MVAs 

recombinantes com genes que codificam proteínas de T. gondii pode ser uma 

alternativa para desenvolvimento de novos protocolos de imunização contra a 

toxoplasmose no modelo que tem sido estudado em nosso laboratório. Nesse 

contexto, dois novos recombinantes contendo os genes SAG1 (MVA-SAG1) e SAG2 

(MVA-SAG2) foram gerados e estão em processo de propagação em cultivos de 

CEFs. Um terceiro MVA recombinante contendo o gene SAG3 se encontra em 
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desenvolvimento. Após a purificação e obtenção de estoques com títulos 

adequados, os MVAs SAG-recombinantes serão empregados em protocolos 

heterólogos, em combinação com os adenovírus anteriormente testados. 
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6. CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS 

 

O presente trabalho mostra a utilização de adenovírus recombinantes na 

vacinação de camundongos BALB/c resistentes e C57BL/6 altamente susceptíveis 

ao T. gondii. Verificou-se que o AdSAG1 apresentou o maior grau de 

imunogenicidade, sendo capaz de ativar resposta imune humoral e celular 

específicas e proteger os animais da linhagem C57BL/6 contra um desafio com uma 

dose letal de parasitas vivos. 

Os resultados aqui apresentados se mostram bastante promissores, mas 

algumas questões relacionadas à ativação de linfócitos T ainda permanecem a 

serem estudadas. Um dos objetivos futuros do trabalho seria aprofundar os estudos 

de definição dos epitopos MHCI-restritos das proteínas SAG1, SAG2 e SAG3. Para 

isso, os peptídeos previamente identificados serão testados em ensaios de 

ELISPOT contra esplenócitos de animais infectados com T. gondii. Além disso, 

pode-se realizar a predição de novos epítopos MHCI-restritos, além dos que já estão 

em estudo, por meio da utilização de outros programas alternativos ao SYFPEITHI. 

Na medida em que forem identificados epítopos que sejam efetivamente 

capazes de ativar linfócitos – especialmente no caso da SAG2 – novos experimentos 

de ELISPOT para medição da resposta imune celular dos camundongos BALB/c e 

C57BL/6 vacinados com adenovírus recombinantes também poderão ser realizados.  

Além disso, pretende-se realizar novos ensaios de imunização para verificar se o 

protocolo de imunização é capaz de reduzir a carga parasitaria de animais da 

linhagem BALB/c inoculados com a cepa ME49. 

Por outro lado, pretende-se aplicar os MVAs gerados recentemente em 

protocolos de imunização heterólogos em combinação com os adenovírus 

recombinantes, no intuito de se tentar aumentar o nível de proteção observado após 

o desafio dos animais com cepas do parasita T. gondii.  
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