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RESUMO

Toxoplasma gondii é um protozoário parasita que infecta a ampla maioria dos 

vertebrados homeotermos. Ele penetra ativamente em todas as células já estudadas, 

utilizando inicialmente uma superfamília de antígenos de superfície que inclui produtos 

evolucionariamente bem conservados expressos peios genes SRS (SAG1-related 

sequences), como as moléculas SAG1 and SAG2A, que participam da adesão e 

invasão das células hospedeiras. Levando-se em conta que pouca informação está 

disponível na literatura sobre os epitopos SRS, o objetivo do presente estudo foi 

caracterizar os epitopos reconhecidos pelos anticorpos monoclonais (mAbs) A3A4 e 

A4D12, utilizando a técnica de phage display. Quando avaliado por eletroforese uni- e 

bi-dimensional, o mAb A3A4 reconheceu um epitopo conformacional comum a cinco 

moléculas SRS6, BSR4, SAG5A, SAG5C and SAG5D, pertencentes à superfamília 

SRS, com componentes monoméricos (p30) or diméricos (p60) sendo detectados. Em 

contraste, um epitopo linear (p22) comum a duas isoformas de SAG2A foi reconhecido 

pelo mAb A4D12, sendo que o mapeamento epitopico identificou o peptídeo consenso 

DGSSA que apresentou um significante alinhamento com a região C-terminal da 

molécula de SAG2A, localizada na posição correpondente ao 137°-141° resíduos de 

aminoácidos. Ensaios de secreção e motilidade revelaram que os epitopos A3A4 e 

A4D12 estão presentes nos antígenos excretados/secretedos (ESA), e que eles fazem 

parte das trilhas deixadas por T. gondii durante sua motilidade. Os epitopos A3A4 e 

A4D12 estão presentes nas cepas de genótipos tipo I e II de 7. gondii, mas ausentes 

em N. caninum ou E. acervuíina, indicando que estes marcadores são espécie- mas 

não cepa-específicos. O tratamento prévio de taquizoítas da cepa RH com mAb A3A4 

ou A4D12 não demonstrou uma proteção significativa em camundongos C57BL/6 

infectados, sugerindo que o bloqueio destes epitopos parece não interferir com a 

infectividade in vivo desta cepa de 7. gondii.



SUMMARY

Toxoplasma gondii is a protozoan parasite that infects the majority of warm-blooded 

vertebrates. It actively penetrates in any nucleated cell using a surface antigen 

superfamily, including the typical evolutionary and developmental products expressed 

by SRS (SAG1-re!ated sequences) genes, as SAG1 and SAG2A molecules, which 

mediate host cell attachment and invasion. Considering that little is known about SRS 

epitopes, the main purpose of the present study was to characterize the epitopes 

recognized by A3A4 and A4D12 monoclonal antibodies (mAbs) by using phage display 

libraries. When evaluated by 1D and 2D electrophoresis, the A3A4 mAb recognized a 

conformational epitope shared by five isoforms of the SRS6, BSR4, SAG5A, SAG5C 

and SAG5D members of SRS superfamily from a monomeric (p30) or dimeric (p60) 

molecule. In contrast, a linear SAG2A epitope (p22) shared by two isoforms was 

recognized by A4D12 mAb and the epitope mapping showed a peptide core consensus 

at the DGSSA sequence that resulted in a considerable alignment with SAG2A located 

at its C-terminal domain (137-141 amino acids). Secretion and gliding assays revealed 

that both A3A4 and A4D12 epitopes are present in enriched excreted/secreted 

antigens (ESA). Also, they are shed in trials left by T. gondii during gliding motility. In 

addition, A3A4 and A4D12 epitopes are present in both type I and II genotypes of T. 

gondii, but no reactivity was detected in N. caninum or E. acervulina lysates, indicating 

these epitopes are species- but no strain-specific. Pretreatment of RH strain 

tachyzoites with A3A4 or A4D12 mAb did not show significant protection in C57BL6 

mice against T. gondii infection, suggesting that the blockage of the epitopes seems 

that they do not interfere with infectivity of virulent RH strain in vivo.



1. INTRODUÇÃO 

1.1. Toxoplasma gondii e a toxoplasmose

Toxoplasma gondii é um protozoário intracelular obrigatório que tem 

ampla distribuição mundial e que pode virtualmente infectar células de todos 

os vertebrados até hoje estudados (PEZZELA- D'ALESSANDRO et al., 

2001; TENTER et al., 2000). Foi originariamente descrito em 1908 por Nicole 

e Manceaux no roedor africano Ctenodactylus gondi e em coelhos por 

Splendore no Brasil (BLACK; BOOTHROYD, 2000) e é atualmente 

classificado no Filo Apicomplexa, subclasse Coccidae (SIBLEY et al., 2003)

T. gondii é um parasito facultativamente heteroxeno, apresentando 

duas fases no seu ciclo de vida, uma assexuada, que ocorre na maioria dos 

hospedeiros vertebrados e uma sexuada que ocorre somente em 

hospedeiros de espécies de felídeos (TENTER et al., 2000). Sendo que 

estes últimos podem tanto ser hospedeiros definitivos como intermediários 

(BLACK; BOOTHROYD, 2000).

Durante o ciclo de vida, este parasito pode adotar quatro formas 

principais de desenvolvimento: taquizoíta, bradizoíta, merozoíta e 

esporozoíta (LEKUTIS et al., 2001). Os taquizoítas são formas de 

multiplicação rápida, apresentando as dimensões de 2-4 pm de largura por 

4-8 pm de comprimento. Estas formas são predominantes durante a 

infecção aguda e têm importância epidemiológica, uma vez que é a principal 

forma de transmissão por via placentária (MONTOYA; LIESENFELD, 2004). 

Após lise da célula hospedeira por replicação intensa, as formas taquizoítas 

infectam células adjacentes e eventualmente ganham a circulação 
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sanguínea. Nesta ocasião taquizoítas disseminados podem infectar o 

sistema nervoso, olhos, ossos, músculo cardíaco e a placenta (MONTOYA; 

LIESENFELD, 2004). Esta forma de desenvolvimento apresenta 

características antigênicas peculiares, induzindo uma forte resposta 

inflamatória que causa danos teciduais importantes e que são responsáveis 

pelas manifestações clínicas da doença (BLACK; BOOTROYD, 2000, 

TENTER et al., 2000, MONTOYA; LIESENFELD, 2004).

A forma taquizoíta pode se converter em bradizoíta pela pressão da 

resposta imune do hospedeiro (LYONS et al., 2002). Os bradizoítas são 

semelhantes morfologicamente aos taquizoítas, no entanto, são formas de 

multiplicação lenta e características de infecções crônicas, podendo ser 

identificados nos músculos cardíaco e esquelético, cérebro e retina. Os 

bradizoítas desenvolvem cistos contendo dezenas ou mesmo centenas de 

parasitos que são resistentes à ação dos mecanismos imunológicos. Esta 

forma pode permanecer latente durante toda vida do hospedeiro sendo 

infectante tanto para hospedeiros definitivos como intermediários se 

ingeridos (TENTER et al., 2000, MONTOYA; LIESENFELD, 2004).

Merozoítas e esporozoítas se desenvolvem no intestino dos 

hospedeiros definitivos. Merozoíta é a forma resultante da divisão assexuada 

que ocorre no interior dos enterócitos de felídeos, previamente ao início do 

ciclo sexuado (LEKUTIS et al., 2001). Já esporozoíta é a única forma de T. 

gondii resultante de multiplicação sexuada e normalmente são eliminados 

nas fezes dos felídeos na forma de oocisto contendo dois esporocistos que 

abrigam quatro esporozoítas cada. Estas formas apresentam dimensões de 

10 a 12 pm de diâmetro e são formas extremamente resistentes, 
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principalmente em regiões quentes e úmidas (TENTER et al., 2000). Na 

Figura 01, representação esquemática do ciclo do parasito T. gondii.

T. gondii apresenta uma estrutura populacional mantida basicamente 

por três linhagens clonais, denominadas de tipo I, II e III que se distinguem 

entre si pelo grau de virulência e pelo padrão epidemiológico (HOWE; 

SIBLEY, 1995; MONTOYA; LIESENFELD, 2004). O genótipo do tipo II é o 

mais abundantemente encontrado na natureza e está associado à maioria 

das infecções, excetuando a forma congênita que normalmente pode 

também estar associada aos genótipos do tipo I ou recombinantes. Já os 

parasitos isolados de animais são predominantemente do tipo III. No 

entanto, recombinantes raros albergados em animais silvestres de florestas 

tropicais também podem estar associados a casos severos de toxoplasmose 

aguda (BOSSI; BRICAIRE, 2004). Mais recentemente, genótipos raros de T. 

gondii também foram associados à ocorrência de casos de toxoplasmose 

ocular (GRIGG et al., 2001).

Figura 1: Ciclo de vida do parasito T. gondii. O desenvolvimento no hospedeiro 
intermediário está ilustrado abaixo da barra horizontal. Acima da barra 
horizontal, desenvolvimento no hospedeiro definitivo. Os estágios 
infecciosos, taquizoítas, cistos de bradizoítas e esporozoítas esporulados 
em oocistos estão indicado pela cor cinza (TENTER et al., 2000).
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A infecção pode ocorrer por ingestão de carnes ou derivados mal 

cozidos contendo cistos tissulares de T. gondii ou pela ingestão de água ou 

alimentos contaminados com oocistos esporulados provenientes de fezes 

de felídeos (DUBEY, 1996). Já a transmissão vertical, ocorre pela infecção 

transplacentária, geralmente associada à infecção ou reinfecção durante o 

curso do período gestacional (TENTER et al., 2001; CARRUTHERS, 2002). 

A toxoplasmose quando adquirida após o nascimento é de baixa morbidade 

e letalidade. No entanto, quando adquirida durante a gravidez pode 

acarretar danos ao concepto, como lesões no sistema nervoso central e 

retina, podendo ainda, levar à morte fetal ou ao abortamento (BLACK; 

BOOTHROYD, 2000). Os riscos da infecção e as conseqüências clínicas da 

transmissão estão diretamente associados ao período de gestação, do 

estado imunológico da gestante e do número e virulência dos parasitos 

transmitidos ao feto (TENTER et al., 2000). No tocante à transmissão 

congênita estima-se que 1 a 10 recém-nascidos são infectados em cada 

1000 nascimentos (TENTER et al., 2000, MONTOYA; LIESENFELD, 2004).

Embora mais raras, outras formas de infecção foram descritas na 

literatura, como aquelas ocasionadas por transfusão de sangue e derivados, 

por transplantes de órgãos contendo taquizoítas ou cistos, por ingestão de 

leite caprino não pasteurizado contaminado com taquizoítas de T. gondii, e 

ainda por acidentes de laboratório (SIEGEL, et al., 1971; MONTOYA; 

LIESENFELD, 2004 ). A Figura 2 demonstra as principais vias de 

transmissão do parasito T. gondii.

toxoplasmose acomete em torno de um terço da população mundial, 

apresentando valores de soroprevalência que varia de 15 a 85% 
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dependendo da região geográfica analisada e das diferenças observadas 

nas condições sócio-culturais e de higiene entre as populações estudadas 

(TENTERetal., 2000).

Figura 2: Principais vias de transmissão do parasito T. gondii. As setas em 

azul indicam a transmissão via oocistos. As em vermelho e verde 

representam respectivamente a transmissão via ingestão de cistos 

contendo bradizoítas e a transmissão congênita (TENTER et al., 

2000).
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Outro grupo da população em que o parasito T. gondii pode causar 

doença severa é aquele formado por pacientes imunossuprimidos, 

particularmente pacientes que apresentam a síndrome da imunodeficiência 

adquirida (AIDS). Nestes pacientes, a reativação de uma infecção latente 

pode causar doença sintomática induindo encefalite toxoplásmica grave que 

pode conduzirão óbito (LUFT; REMINGTON.1992). Estudos conduzidos por 

diferentes grupos de pesquisadores demonstraram que até 40% dos 

portadores do vírus de imunodeficiência adquirida (HIV) poderíam ser 

afetados gravemente por este patógeno antes da introdução da terapia anti- 

retroviral (SOLDATI; BOOTHROYD, 1993; TENTER et al., 2001). 

Atualmente, a encefalite toxoplásmica passou a ser menos freqüente em 

pacientes HIV positivos que apresentam contagem de células CD4+ 

superiores a 200. Contudo, uma vez diagnosticada a doença, o paciente 

deve ser submetido ao tratado indefinidamente, já que o abandono do 

tratamento está fortemente associado ao alto risco de recidiva da 

toxoplasmose encefálica (TENTER et al., 2001). No entanto, como existem 

diversos países que apresentam limitações financeiras e de infra-estrutura 

para aquisição e distribuição de drogas anti-HIV, a toxoplasmose ainda é 

causadora de mortes em diversas regiões do planeta (CARRUTHERS, 

2002).

Desta forma, pela capacidade de infectar amplo número de vertebrados 

e permanecer em uma forma quiescente assintomática e por estar associado 

a um número considerável de doenças congênitas ou abortamentos em 

animais e humanos, incluindo reinfecções em pacientes imunossuprimidos, a 

toxoplasmose é uma das mais importantes zoonoses descritas até o 
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momento. Isto justifica a realização dos estudos que enfatizem os aspectos 

básicos da biologia de T. gondii que podem produzir avanços no tratamento, 

diagnóstico e prevenção da toxoplasmose (TENTER, et al., 2001; 

CARRUTHERS, 2002; MONTOYA; LIESENFELD, 2004).

1.2. Biologia da infecção pelo parasito T. gondii

O elemento chave na sobrevivência de T. gondii é a penetração na 

célula hospedeira. A invasão do parasito à célula hospedeira é um processo 

complexo, no qual o parasito utiliza a motilidade baseada no sistema acto- 

miosina (DOBROWOLSHI; SIBLEY, 1996; DOBROWOLSHI et al., 1997; 

HETMAN, et al., 2000; HEINTZELMAN; SCHWARTZMAN, 2001) para 

alcançar a célula hospedeira e se posicionar de maneira que a região apical 

do parasito possa estar voltada para a interface celular. A adesão inicial do 

parasito é mediada em parte pelos antígenos da superfamília de proteínas 

de superfície, ligadas à membrana de T. gondii por âncoras de 

glicosilfosfatidilinositol-GPI (surface antigen glycosyl-phosphatidylinositol 

Hnked - SAG) (TOMAVO et al, 1989, LEKUTIS et al., 2001; JUNG et al., 

2004). Estas moléculas parecem funcionar como adesinas entre a 

membrana do parasito e da célula hospedeira reduzindo a força repulsiva 

estabelecida pelas cargas negativas produzidas pelos fosfolipídios de ambas 

as membranas (BLACK; BOOTHROYD, 2001; CARRUTHERS, 2002).

Uma vez estabelecido o primeiro contato com as células hospedeiras o 

parasito se reorienta com a face apical voltado à interface celular e por um 

mecanismo ainda não totalmente esclarecido de transdução de sina,l ativa a 

descarga de proteínas presentes nas organelas intracelulares denominadas 
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micronemas (CARRUTHERS, 2002). As proteínas secretadas pelas 

micronemas são proteoliticamente processadas e funcionam como 

elementos adicionais na adesão parasitária que potencializam a invasão 

ativa de T. gondii (SOLDATI et al., 2001). O sistema actina-miosina do 

parasito força a penetração ativa de T. gondii através da membrana celular 

da célula hospedeira, criando um vacúolo nascente. Este vacúolo recebe a 

secreção do segundo grupo de organelas secretórias de T. gondii, as 

roptrias (BLACK; BOOTHROYD, 2000; CARRUTHERS et al., 2002). As 

proteínas secretadas pelas roptrias parecem favorecer a expansão do 

vacúolo parasitóforo até que o parasito ultrapasse a delgada contrição 

produzida na membrana celular hospedeira. O mecanismo preciso da açao 

das proteínas de roptrias ainda é desconhecido, contudo a característica 

altamente básica de seus membros tem sugerido que participem como 

policatiônicos favorecendo a penetração e a expansão do vacúolo 

parasitóforo (CARRUTHERS et al., 2002).

Uma vez formado o vacúolo parasitóforo um terceiro grupo de organelas 

de T gondii, denominadas de grânulos densos liberam seus conteúdos. As 

proteínas de grânulos densos parecem estar tanto associadas à expansão 

final do vacúolo parasitóforo quanto da criação de um sistema tubular- 

vesicular responsável pela criação de poros, via oligomerização de proteínas 

de grânulos densos, necessários à obtenção de nutrientes (CARRUTHERS 

et al., 2002). O vacúolo parasitóforo recém formado impede a acidificação de 

seu interior, possivelmente por exclusão da H+-ATPase de membrana via 

proteínas secretadas, recrutando ainda mitocôndrias e retículo
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endoplasmático que funcionariam acessoriamente como organelas que

proporcionam a replicação parasitária (CARRUTHERS et al., 2002).

1.3. Superfamílía de seqüências relacionadas à SAG-1 (SAG-1 related 

sequences - SRS)

Este grupo de proteínas foi inicialmente caracterizado bioquimicamente 

pelos trabalhos de Kasper e Couvreur que analisaram os antígenos 

principais p22, p23, p30, p35 e p43 da forma taquizoíta de T. gondii, 

utilizando anticorpos monoclonais (mAbs) (KASPER et al., 1982; 

COUVREUR et al., 1988). A seguir, os trabalhos de Grinwood e Mineo 

demonstraram que mAbs direcionados a p30, o componente principal da 

superfície de taquizoítas de T. gondii, produziam marcante redução na 

adesão parasitária à célula hospedeira e conseqüente redução da infecção 

(GRINWOOD e SMITH. 1992, MINEO et al. 1993 e 1994). Resultados 

contrastantes aos obtidos com os mAbs anti-p30 foram descritos por 

Grinwood e Smith, demonstrando que o emprego de dois mAbs (T4.3G11 e 

T4.1F4) aumentava significantemente a adesão parasitária à célula 

hospedeira (GRIMWOOD; SMITH, 1996). Estes dados indicaram que 

membros distintos de SAG pudessem apresentar funções distintas durante a 

invasão parasitária.

Com o advento das técnicas de biologia molecular, os três primeiros 

membros da família SAG foram inicialmente clonados, p30 (SAG1), p22 

(SAG2) e p43 (SAG3) (BURG et al., 1988; PRINCE et al., 1990; CESBRON- 

DELAUW et al .1994) e logo um número crescente de seqüências 

homólogas à 3AG1 foram identificadas (OLBERG-FERRAGUT et al., 1996; 

HEL et al. 1997, MANGER, et al. 1998; KNOLL; BOOTHROYD, 1998). As 
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sequências descritas na literatura apresentavam motivos consensos 

característicos que definem a superfamília de sequências relacionadas à 

SAG1 (SRS), sendo estes: 1- o motivo de inserção de âncoras de GPI; 2- a 

manutenção de 12 resíduos de cisteínas conservados presentes em SAG1; 

e 3- a presença de um peptideo sinal (LEKUTIS et al., 2001). 

Adicionalmente, novos membros similares a SAG2 que são expressos em 

diferentes fases do parasito foram identificados e renomeados de SAG2A 

(p22), SAG2B, SAG2C e SAG2D por Lekutis (LETUTIS et al., 2000). Estes 

membros compartilham um número limitado de cisteínas e são menos 

similares entre si que as sequências relacionadas à SAG1 (LEKUTIS et al., 

2001). Spano e colaboradores demonstraram mais quatro sequências 

similares a SAG1 denominadas de SAG5 (SAG5A, SAG5B, SAG5C e 

SAG5D), as quais são diferencialmente expressas nas fases taquizoíta e 

bradizoíta de T. gondii (SPANO et al., 2002). Mais recentemente, Jung e 

colaboradores analisando seqüências extensas (contigs') disponíveis no 

projeto genoma de T. gondii expandiram a superfamília de SRS para um 

total de 161 sequências semelhantes à SAG1 e SAG2 (JUNG et al., 2004). A 

razão da grande diversidade alcançada por esta família permanece obscura, 

mas membros com SAG1 e SAG2A altamente imunogênicos aparentemente 

atraem a resposta imune para si favorecendo a sobrevida do parasito que se 

transforma nas formas encistadas formadas por bradizoítas (LEKUTIS et al., 

2001; JUNG et al., 2004). A figura 3 demonstra a árvore filogenética 

construída a partir de seqüências de membros de SRS de T. gondii e alguns 

ortólogos de Neospora caninun, Neospora hughesi e Sarcocystis muris.
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Figura 3: Árvore filogenética de membros da superfamília de SRS de 

T. gondii e alguns ortólogos de Neospora caninum, Neospora 

hughesi e Sarcocystis muris. O asterisco indica seqüências 

correspondentes a pseudogenes (Lekutis et al., 2001).
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1.4. A tecnologia de seleção de peptídeos randômicos a partir de 

biblioteca de fagos (“phage display”).

A técnica de phage display foi inicialmente descrita por Smith para a 

expressão de peptídeos da enzima de restrição EcoRI em fusão com a proteína 

pVIII do capsídeo viral do fago M13 (fECO1) (SMITH et al., 1985). A técnica 

consiste da expressão e seleção por afinidade de proteínas ou peptídeos 

expressos em fusão com proteínas virais presentes em capsídeo de 

bacteriófagos. Assim, os fagos recombinantes expressando peptídeos 

randômicos podem ser selecionados por afinidade e a seguir expandidos em 

ciclos adicionais de crescimento em bactérias E. coli hospedeiras apropriadas 

(PARMLEY; SMITH, 1988).

O fago amplamente utilizado para esta finalidade é o bacteriófago M13 

que é um microrganismo filamentoso e que infecta bactérias Gram negativas 

que apresentam pilus F. O bacteriófago M13 é uma partícula viral formada por 

uma capa protéica constituída por onze proteínas (pl-pXI) que envolvem o 

genoma viral constituído por um DNA de fita simples de aproximadamente 

6,4 kb.

A construção genética é geralmente realizada em vetores M13KÊ 
(derivado do vetor de fagos m13mpW) que possuem rápida propagação e não 

necessitam de sistema seleção por antibióticos ou coinfecção por fagos de tipo 

auxiliadores. Além disto, o gene lacZ, presente neste vetor, facilita a distinção 

entre colônias bacterianas infectadas com fagos que carregam seqüências 

exógenas (colônias azuis) e colônias não infectadas por partículas virais ou 

mesmo infectadas com fagos selvagens resultantes de contaminação do 

ambiente laboratorial (colônias brancas) (MESSING et al.,1983). Das onze 
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proteínas presentes na partícula viral, duas proteínas são mais utilizadas para 

o sistema de expressão de peptídeos recombinates, a pVIII representada em 

aproximadamente 2800 cópias constituindo o principal componente do 

capsídeo viral e a plll expressa em cinco cópias. Neste sistema, fragmentos de 

DNA codificando peptídeos ou proteínas aleatórias são geralmente inseridos 

nos genes de plll ou pVIII (PHIZICKY; FIELDS, 1995), resultando na expressão 

N-terminal dos peptídeos ou proteínas em fusão com as proteínas plll ou pVIII. 

A característica de baixa representatividade da plll em relação a pVIII nas 

partículas de fago M13 pode ser explorada para descoberta de ligantes com 

alta afinidade presentes em bibliotecas de expressão peptídeos em plll ao 

invés de bibliotecas de expressão baseadas no gene codificante de pVIII 

(MARANHÃO; BRÍGIDO, 2000). Como a proteína plll exerce um papel na 

infecção viral via interação com pilus F presentes em bactérias hospedeiras, o 

sistema baseado em expressão de peptídeos de fusão com todas as cinco plll 

expressas em fago M13 devem conter insertos pequenos, não excedendo 30 

aminoácidos, para não comprometerem a infectividade de fagos M13 e desta 

forma a viabilidade da biblioteca gerada (PHIZICKY; FIELDS, 1995). Como o 

sistema de phage dispiay é baseado em modificações genéticas aleatórias que 

são inseridas em sítios espeGÍfiGos do genoma dos fagos, novos variantes 

recém selecionados por afinidade ou imunoafinidade podem ser rapidamente 

Identificados pela dedução de aminoácidos da sequência de DNA obtida de 

cada fago (SMITH ; SCOTT, 1993).

Desta forma, as bibliotecas de expressão de peptídeos randômicos em 

fagos constituem-se em ferramentas de alta relevância para aplicações 

proteômicas, incluindo mapeamento de ligantes proteína-proteína, identificação 
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de ligantes em receptores, identificação de peptídeos miméticos a ligantes não 

protéicos e mapeamento de epitopos (SCOTT; SMITH, 1990; FELICI et 

al.,1991; DEVLIN, et al., 1990; O'NELL et al., 1992).
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2. OBJETIVOS

1- Caracterizar por immunoblotting e imunofluorescência os antígenos 

reconhecidos pelos anticorpos monoclonais A4D12 e A3A4.

2- Verificar a natureza dos epitopos (conformacional ou linear) 

reconhecidos por estes anticorpos monoclonais.

3- Identificar o número de isoformas protéicas reconhecidas por estes 

anticorpos monoclonais.

4- Mapear por tecnologia de phage display os epitopos reconhecidos por 

estes anticorpos monoclonais.

5- Avaliar se os anticorpos monoclonais apresentam reatividade às 

diferentes cepas de T. gondii e a outros parasitos do filo Apicomplexa, 

Neospora caninum e Eimeria acervulina.

6- Verificar se bloqueio dos epitopos reconhecidos pelos anticorpos 

monoclonais A4D12 e A3A4 afeta a infectividade de taquizoítas de 

T. gondii da cepa RH em camundongos C57BL6.
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3. MATERIAL E MÉTODOS

3.1. Parasitos e preparação de antígenos

Taquizoitas da cepa RH foram mantidos por passagens intraperitoniais em 

camundongos Swiss em intervalos de 2 a 3 dias (MINEO et al., 1980). Para 

colheita dos parasitos, o exsudato peritoneal dos animais foi colhido e 

centrifugado a 45 x g por 1 minuto, para a remoção de céluias e debris. A 

seguir, o sobrenadante foi recuperado e centrifugado a 1000 x g por 10 

minutos. O sedimento enriquecido em parasitos foi lavado por mais duas vezes 

em solução salina tamponada com fosfato 0,01 M pH 7.2 (PBS) e, quando 

necessário para a remoção de hemácias, tratado com solução tampão de lise 

(14 mM de NH4CI e 17 mM de TRIS-HCI pH 7,2) por 1 minuto a temperatura 

ambiente. Terminado os ciclos de centrifugação, os taquizoitas foram contados 

em câmara de Neubauer e lisados por adição de tampão contendo SDS (TRIS- 

HCI 0.1 M pH 6,8, SDS 4%, glicerol 20%, bromophenol blue 0.2%). A 

concentração dos parasitos foi ajustada, com mesmo tampão, para a 

concentração final de 1x 108 parasitos.mL .

Os parasitos solubilizados foram novamente submetidos à centrifugação 

(1500 x g, 10 min.) e a fração sobrenadante foi recolhida e usada como 

antigeno de taquizoitas de T. gondii (SDSTgRH) para os ensaios de 

immunoblotting. Alternativamente, a suspensão de parasitos foi ressuspendida 

em PBS suplementado com inibidores de proteases, aprotinina 10 pg.mL , 

leupeptina 50 pg.mL'1 e PMSF (fenil-metilsulfonil fluoreto) 1,6 mM e submetida 

a seis ciclos de congelamento/descongelamento (N2 líquido/ 37°C) e sonicação 

(SCOTT et al 1987). Após este tratamento os parasitos lisados foram 
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submetidos à centrifugação a 1000 x g, por 15 min a 4°C e a fração 

sobrenadante resultante foi coletada e o seu conteúdo protéico quantificado 

utilizando o método de dosagem de Lowry (LOWRY et al., 1951). Antigenos 

solúveis de T. gondii (TSA) preparados e quantificados foram utilizados para os 

ensaios de ELISA.

Já os antigenos de taquizoítas da cepa ME49 foram obtidos inicialmente 

de encéfalos de camundongos C57BL6 infectados por 30 dias. Os cérebros 

foram removidos da cavidade craniana e homogeneizados em solução PBS 

com o auxílio de uma seringa com agulha de calibre de 25G. Posteriormente, o 

homogeneizado foi acrescido de dextran 30% (v/v) e centrifugado 4000 x g 

(duas vezes) para purificação dos cistos. Os cistos obtidos foram tratados com 

solução de digestão composta de 1% de NaCI, 1,4% de HCl e 0,1 mg.mL'1 de 

pepsina (atividade 1:60.000) por 1 minuto a 37°C. A suspensão de bradizoítas 

assim obtida foi neutralizada com uma solução de Na2CO3 a 1 % e a seguir 

utilizada para infecção de monocamadas de células de linhagem de 

fibroblastos humanos (ATCC CRL 1635, Hs68), cultivados em meio RPMI 

completo suplementado com soro fetal bovino 10% (FREYRE, 1995). Após o 

cultivo de 2-3 semanas as formas taquizoítas foram coletadas dos frascos de 

cultura e purificadas como descrito para a cepa RH. A fração sedimentada foi 

ressuspendida em tampão contendo SDS e centrifugada a 1500 xg, durante 10 

min a 4°C. A fração sobrenadante foi coletada (antígeno - SDSTgME) e 

utilizada em ensaios de immunoblotting. Outros parasitos pertencentes ao filo 

Apicomplexa, Neospora caninum e Eimería acervulina foram preparados por 

lise na presença de SDS como descrito para SDSTgRH e SDSTgME.
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3.2. Produção de anticorpos monoclonais (mAbs)

Taquizoítas de T. gondii (RH) foram coletados de exudato peritonial e 

parcialmente purificados como descrito na seção anterior, fixados com acetona 

30% em PBS por 4°C durante 72 horas. Após a fixação, os parasitos foram 

lavados em solução PBS e utilizados para imunização de camundongos 

BALB/C Os animais foram imunizados por via intraperitonial utilizando um 

volume de 100 pl de uma suspensão de 1 x 107 parasitos.mL’1 em intervalos 

regulares de 15 dias em três inoculações sucessivas. Sete dias antes da 

realização do processo de fusão, os animais foram inoculados com a mesma 

concentração de parasitos, porém por via endovenosa. A produção dos 

hibridomas foi conduzida como previamente descrito por Kohler e Milsteín, com 

pequenas modificações (KOHLER E MILSTEÍN, 1975). Após o término do 

esquema de imunização, o baço dos animais foi coletado e divulsionado em 

meio DMEM estéril sem soro fetal bovino. Os esplenócitos obtidos foram 

adicionados á suspensão de células de mieloma murino SP2O/Ag14 na 

proporção de 1:1 e a seguir, as populações mistas de células foram 

centrifugadas a 1.000 x g por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e ao 

sedimento de células adicionou-se lentamente polietilenoglicol 1500 na 

concentração de 50%, sob agitação constante a 37°C durante um minuto, 

quando então o volume foi completado para 50 ml com DMEM sem soro fetal 

bovino. As células foram lavadas por duas vezes em meio DMEM e semeadas 

em meio HAT/HT (Sigma Chemical Co) contendo 20% de soro fetal bovino 

para a seleção das células fusionadas (hibridomas) por período de 21 dias.

Hibridomas secretando anticorpos foram selecionados por ELISA indireto e 

clonados por diluição limitante em placas de 96 orificios. Os hibridomas 
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clonados formam amplificados em meio RPMI suplementado com soro fetal 

bovino a 10%, 2 mM de glutamina, 50 pM de p-mercaptoetanol e 40 pg.mf1 de 

gentamicina e estocados em nitrogênio líquido.

3.3. Eletroforese uni- e bi-dimensional (SDS-PAGE 1D E 2D)

Os antígenos de T. gondii foram resolvidos em sistema unidimensional 

utilizando tampão descontínuo como descrito por Laemmli (LAEMMLI, 1970) e. 

sistema de placas de vidro descrito por Studier (STUDIER, 1973). Os géis de 

poliacrilamida nas concentrações de 8 e 10% foram montados em placas do 

sistema de eletroforese SE250 (Amersham Biosciences, UK) de dimensões 8 x 

10 x 0 075 cm e as amostras foram preparadas como descrito no item 3.1. 

Antígenos de T. gondii solubilizados em SDS foram tratados na presença e 

ausência de p-mercaptoetanol (pME) a 95°C por 5 minutos e utilizados para 

eletroforese em gel de poliacrilamida contendo SDS (SDS-PAGE). As proteínas 

foram eletroforeticamente separadas utilizando uma corrente de 20 mA.

Após a corrida, os géis foram corados com solução de coomassie (0,5 g 

Coomassie brilhant blue R-250 dissolvido em metanol 50% e ácido acético 

10%) e descorados em solução de 10% de ácido ácetico e 50% de metanol. 

Uma vez descorados foram mantidos em ácido acético 7% até a digitalização 

das imagens. Já a eletroforese bidimensional foi conduzida em aparelho Mini 

Protean Cell (Bio-Rad Laboratories, CA, USA) utilizando como de primeira 

dimensão tampões NaOH 0,08% (cátodo) e ácido fosfórico (0,07%). Os 

capilares foram preenchidos com solução de poliacrilamida a 9% e submetidos 

à pré-corrida de 200 V (10 min), 300 V (15 min) e 450 volts (15min)
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respectivamente. Terminada a pré-corrida 20 pl das amostras de taquizoítas da 

cepa RH (1x108 parasitas.mL'1) diretamente solubilizados em solução de 

focalização isoelétrica (9M de uréia, 2% de Triton X-100 e 1% de anfólitos com 

gradiente de pH 3,5-10) foram focalizados por 4 horas utilizando voltagens de 

750 volts. Terminada a focalização isoelétrica das proteínas, o gel foi excisado 

do tubo capilar e estocado a -20°C. A segunda dimensão foi realizada como 

descrito anteriormente para SDS-PAGE 1D. Alternativamente os antígenos 

resolvidos em SDS-PAGE 1D e 2D foram eletrotransferidos para membranas 

de nitrocelulose como descrito a seguir.

3.4. Immunoblotting

Os antígenos separados em SDS-PAGE de uma ou duas dimensões foram 

eletrotransferidos para membranas de nitrocelulose como descrito por 

(TOWBIN et al., 1979). Para o immunoblotting, membranas de SDS-PAGE 1D 

cortadas em tiras de 3-4 mm ou membranas totais de SDS-PAGE 2D foram 

bloqueadas com solução salina fosfato tamponada acrescida de TWEEN 20 a 

0,05% (PBST) e suplementada com leite desnatado 5% durante 1 hora e a 

37°C. Terminado este tempo, as membranas totais ou em tiras foram 

incubadas com os sobrenadantes de cultura dos hibridomas de interesse 1B8 

(anti-p97), A4D12 (anti-p22), A3A4 (anti-p30) ou E9 (anti p30) por período de 1 

hora e a 37°C. A seguir, a detecção da ligação dos mAbs aos antígenos 

imobilizados em nitrocelulose foi realizada pela subseqüente incubação das 

membranas com o anticorpo de cabra anti-lgG de camundongos conjugado à 

peroxidase (1:1000; Sigma Chemical Co.). Posteriormente, as membranas 

foram novamente lavadas em PBST e reveladas com tabletes de
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3, 3'diaminobenzidina (Sigma Fast™; Sigma Chemical Co.) ou por kit de 

quimioluminescência (ECL, Amersham Biosciences, UK) como descrito pelo 

fabricante.

3.5. Purificação de anti~P30 por imunoadsórção

Antígeno total de T. gondii foi preparado em SDS como descrito no item

3.1. e eletrotransferidos para membranas de nitrocelulose. Membranas de 

nitrocelulose foram cortadas na altura do componente de 30 kDa, utilizando 

como referência proteína padrão de 29 kDa. As membranas contendo p30 

foram submetidas ao bloqueio em solução PBS suplementada com leite 

desnatado a 5%, lavadas em PBST e incubadas por 16 horas com 

sobrenadantes de cultura dos hibridomas A3A4 e E9 para ligação dos 

anticorpos P30 específicos. Terminado este tempo, as membranas foram 

novamente lavadas e os anticorpos ligados foram eluídos com tampão 0,1 M 

de glicina em pH 2,6. O eluído foi rapidamente neutralizado e estocado a 4°C 

para posterior reação de immunoblotting.

3.6. Imunofluorescência

Taquizoítas (RH) foram coletados e fixados com solução de formaldeído a 

1% durante 1 hora, a temperatura ambiente. Após a fixação, os parasitos foram 

lavados duas vezes em PBS e semeados sobre lâminas de vidros, previamente 

limpas em solução álcool-éter, na densidade de 50 parasitos por campo. O 

excesso da suspensão foi removido e os parasitos aderidos nas lâminas foram 

preservados até uso sob refrigeração a -20°C. Para a reação de 
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imunofluorescência, as lâminas contendo taquizoítas foram incubadas com os 

sobrenadantes de cultura dos hibridomas de interesse (mAbs) por período 45 

minutos e a temperatura de 37°C. A seguir, as lâminas foram lavadas 3 vezes 

(5 minutos cada) em solução de PBS e incubadas com anticorpo anti-lgG de 

camundongo conjugado com fíuoresceína (FITC) na diluição de 1.50 (v/v), 

durante 30 minutos a 37°C. Terminado este tempo, as lâminas foram 

novamente lavadas em PBS e montadas utilizando glicerina tamponada 

carbonato-bicarbonato 50 mM pH 9,5. As lâminas foram analisadas em 

microscópio de epifluorescência (Olympus BH2, Tokyo, Japan). A aquisição 

das imagens foi realizada em filme fotográfico asa 400 utilizando abertura do 

diafragma da câmera (módulo automático) por período de exposição de 2-4 

minutos.

3.7. Ensaios de secreção

Para os ensaios de secreção, taquizoítas da cepa RH foram rapidamente 

coletados em banho de gelo e lavados por duas vezes com solução PBS 

gelada. A seguir os parasitas foram ressuspendidos em solução salina 

balanceada de Hank (140 mM de NaCI, 1,3 mM de CaCI2, 5 mM de KCI, 0,2% 

de Glicose, 0,7 mM de KH2PO4 e 1,5 mM de NaH2CO3em pH. 7,5) e ajustados 

para a concentração de 4 x 10B parasites.mL’1 e incubados em banho-maria a 

37°C em períodos de 0, 15, 30 e 45 minutos. Ao final de cada tempo, os 

parasitas foram removidos por centrifugação a 1500 x g, 10 minutos a 4’C. As 

frações contendo os antígenos excretados/secretados (ESA) pelos parasitas 

nos tempos 0, 15, 30 e 45 minutos foram resolvidas em SDS-PAGE 10%, 

eletrotransferidas para membranas de nitrocelulose (Amersham Biosciences,
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UK) e sondadas com os mAbs 1B8, A3A4 e A4D12. Como controle interno da 

reação de immunoblotting, padrões de parasitos lisados por SDS (STDs) na 

concentração (1x 106 parasitos/poço) foram utilizados nas diluições de 1:50 

(2%), 1:10 (10%) ou puro (100%).

3.8. Ensaios de detecção das trilhas de deslizamento (“Gliding”) deixadas 

por taquizoitas de T. gondii

Taquizoitas (RH) foram coletados e lavados 2 vezes em solução de Hank 

suplementada com HEPES 10 mM e EGTA 1mM e imediatamente ajustado 

para 2,5 x 106 parasitos.mL’1. Os parasitos foram depositados sobre lamínulas 

de vidro, previamente tratadas com soro albumina bovina 50 pg.mL’1 durante 

30 minutos e incubados por 15 minutos a 37»C em atmosfera úmida de CO2 a 

5%. Ao final deste tempo, as iamílulas foram lavadas em PBS e fixadas em 

solução de formalina a 2% por 10 minutos a temperatura ambiente. Para a 

detecção das trilhas de antígenos liberados por taquizoitas durante a 

movimentação sobre o substrato, as lamínulas foram processadas como 

previamente descrito para imunofluorescência (HAKANSSON, et al. 1999).

3.9. Purificação de anticorpos for afinidade

Para purificação dos anticorpos monoclonais A4D12 e A3A4 a partir de 

sobrenadantes de cultura de hibridomas, resina de imunoafinidade de proteína 

G-sepharose (Amersham Biosciences, UK) foi pré equilibrada com so mi de 

solução fosfato a 100 mM em PH 8,0 (10 volumes da resina). A seguir, 20 ml da 

cada sobrenadante de cada hlbridoma foram diluídos 1:1 (v/v) com tampão 

fosfato e aplicado à resina com fluxo de 0,5 ml.min Ao final da aplicação, a 
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resina foi lavada com o mesmo tampão utilizado no equilíbrio e a densidade 

óptica (OD) do lavado foi monitorada a 280 nm até atingir a linha de base (OD 

mensurada antes da aplicação). As imunoglobulinas (mAbs) retidas na resina 

foram eluídas por adição de tampão 0,2 M de glicina em pH 2,6 e coletadas em 

frações de 3-5 ml. As frações que apresentavam maiores absorbâncias a 280 

nm foram reunidas e neutralizadas com solução tampão de TRIS-HCI 1 M, pH 

7.5. Posteriormente, a fração purificada de mAbs foi dialisada em PBS e 

concentrada em equipamento Amicon™ (Milipore, Billeria, MA, USA) utilizando 

membranas com limite de filtragem de 30 kDa. O conteúdo protéico de cada 

mAb purificado foi determinado pelo método de Lowry (LOWRY et al., 1951).

3.10. Seleção de peptídeos através de biblioteca de fagos ( phage

display”)

Para a seleção de peptídeos, placas de microtitulação (NUNC maxisorp RT- 

Nalge Nunc International Co., Rochester, NY, USA) foram sensibilizadas com 

15 pg.poço ■' dos mAb de interesses diluídos em tampão com 0,06 M de 

carbonato-bicarbonato em pH 9,6 por 16 horas a 4°C (SILVA JR, et al., 2002). 

Ao final da sensibilização, as placas foram bloqueadas (100 pl.poço ”) com 

solução tampão de 50 mM de TRIS-HCI em pH 7.5 e NaCI 150 mM (TBS), 

contendo 5 mg.mr1 de soro albumina bovina (BSA) por um periodo de 1 hora a 

temperatura ambiente. Terminado o bloqueio, as placas foram lavadas por seis 

vezes em TBS contendo 0,1% de TWEEN 20 (TBST) e incubadas com 4 x 10’» 

partículas de fagos por poço previamente diluídos em PBS e oriundos da 

biblioteca de peptídios expressos em fagos M13 (Ph.D.-12 Peptide Library Kit, 

New England BioLabs Inc, Beverly, MA, USA). Fagos não ligados à placa 
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foram removidos por mais um ciclo de lavagens com TBST. As partículas de 

fagos especificamente ligados à placa foram eluídas com a adição de tampão 

glicina a 0,2 M com pH 2,2 acroscido de Img.mL de BSA, durante 10 minutos. 

A fração eluída enriquecida em fagos foi imediatamente neutralizada com 1 M 

de TRIS-HC), pH 9.0. Os fagos recuperados na eluição foram amplificados em 

E. coli ER2537 por um período de 4 horas e parcialmente purificados utilizando 

20% de polietileno glicol 8000 (PEG) e 2,5 M de NaCI (Sigma Chemical Co.), 

conforme os procedimentos descritos no kit de biblioteca de peptídios (Ph.D.- 

12 Peptide Library Kit).

Após titulação em placas de meio LB-ágar semeadas com E. coli ER2537, 

os fagos foram submetidos a mais três ciclos de ligação-amplificação. Os fagos 

isolados do terceiro ciclo (3° round) foram analisados por ELISA indireto para a 

seleção de fagos específicos aos mAbs A4D12 e A3A4.

3.11. ELISA fago

Placas de alta afinidade (Costar-Corning 3590, NY, USA) foram 

sensibilizadas com fagos isolados diluídos em tampão carbonato-bicarbonato a 

0,06 M em pH 9,6, na concentração de 1 x 10» particulas.orifício-’, durante 16 

horas a 4»C (Manoutcharian et al., 2004). Como controles, orifícios foram 

sensibilizados nas mesmas condições descritas acima com antígeno TSA (0,5 

pg.orífício'1) ou fago M13 tipo selvagem a (1x 10» partículas.orificio-). A seguir 

as placas foram lavadas por três vezes em PBST e incubadas com os mAbs 

A4D12, A3A4 ou lgG1, como controle negativo, por período de 90 minutos a 

37°C, Posteriormente as placas foram lavadas em PBST (6x) e incubadas com 

anticorpo anti-lgG de camundongo conjugado à peroxidase (1:1000) por 1 hora 
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a 37°C. Terminada a incubação, as placas foram novamente lavadas em PBS e 

a reação foi desenvolvida pela adição de tampão citrato-fosfato 0,1 M pH 5,0 

suplementado com H2O2 0.03% e orto-fenilenodiamina (OPD) a 1 mg.mL 1. A 

reação foi interrompida pela adição de ácido sulfúrico a 2N (25 pL.orifício 1) e a 

OD obtida monitorada em leitor de placas (Titertek Multiskan Plus, Flow 

Laboratories, USA) a 492 nm.

O índice de reatividade (El) foi determinado como sendo a OD média obtida por 

cada fago individual dividida pela OD média obtida pelo fago selvagem 

(designado de h&lpof). O linear de positividade foi arbitrariamente definido 

como sendo 3 vezes 0 valor de El do fago helper, portanto, valores superiores 

a 3 foram considerados positivos.

3.12. ELISA inibição

Semelhante ao observado nos procedimentos de ELISA fago, placas de alta 

afinidade (Costar-Corning 3590, NY, USA) foram sensibilizadas com os fagos 

B12, A12 e A36 prevíamente diluídos em 0,06 M de tampão carbonato- 

bicarbonato em pH 9,6 e na concentração de 1x 1010 particulas.oriflcio-,, por 16 

horas a 4°C. Para realização do ensaio de inibição, o mAb A3A4 foi 

previamente incubado com diluições crescentes decimais de TSA, variando de 

0 a 100 pg.mL-’, por um período também de 16 horas e a 4°C. Ao término das 

16 horas, as placas foram lavadas em PBST (3x) e incubada com o mAb A3A4 

preparado com as diferentes concentrações do TSA, por 90 minutos a 37»C. A 

seguir, as placas foram lavadas em PBST (6x) e incubadas com anticorpo 

anti-lgG de camundongo conjugado à peroxidase (1:1000) por 1 hora a 37»C. 

As placas foram novamente lavadas em PBS e a reação foi desenvolvida pela 
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adição de tampão oitrato-fosfato a 0,1 M em pH 5.0 suplementado com 0,03% 

de H2O2 e orto-fenílenodiamina (OPD) a 1 mg.mL'1. A reação foi interrompida 

pela adição de ácido sulfúrico a 2N (25 pL.orificio’') e as OD obtidas foram 

monitoradas em leitor de placas (Titertek Multiskan Plus, Flow Laboratories, 

USA) a 492 nm. A porcentagem de inibição do TSA para cada fago foi 

calculada pela OD média das diferentes concentrações do inibidor (TSA) 

dividida pela OD média obtida na ausência do inibidor (zero pg.mL ) 

multiplicada por 100.

3.13. Seqüênciamento de DNA e dedução de aminácidos.

Os fagos isolados durante a seleção de peptídeos reativos aos mAbs de 

interesse foram amplificados em cultivo de E. coli ER2537 em meio LB liquido 

por período de 5 horas e parcialmente purificados por PEG 8000/ NaCI como 

descrito no item 3.10. Após purificação, o DNA de fita simples dos fagos foi 

extraído pela adição de solução tampão de iodeto de sódio (TRIS-HCI 10 mM 

pH 8,0, EDTA 1 mM, Nal 4 M) e etanol PA por 10 minutos, seguido de 

centrifugação a 10.000 x g por 10 minutos a 4»C. O DNA de fagos contido no 

precipitado foi lavado com etanol 70%. solubilizado em água Milli-Q e avaliado 

em gel de agarose a 2% quanto a pureza e qualidade. A reaçao de 

sequenciamento foi executada com 200-500 ng de DNA de fagos e ‘prime," - 

96 M13 (5' HOCCCTCATAGTTAGCGTAACG 3 ), utilizando 0 Kit de marcação 

DYEnamic ET Dye Terminator™ (Amersham Biosciences) para seqüenciador 

automático MegaBace (Amersham Biosciences, UK). As seqüências de DNA 

obtidas foram deduzidas em seqüências de aminoácídos utilizando a 

Plataforma RELIC como descrito por Mandava (MANDAVA et al., 2004).
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3.14. Análises das sequências e visualização tridimensional da molécula 

de SAG1.

As seqüências obtidas dos fagos foram analisadas utilizando BLASTP 

(Search for short, nearly exact matches) disponíveis no site 

(www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) delimitando a procura ao organismo loxoplasma 

gondii. A estrutura tridimensional da molécula de SAG1 (He et al., 2002) foi 

obtida em formato PDB (pdb:1KZQ, mmdb:20210) disponível no site 

(www.ncbi.nlm.nih.gov/structure)-

As seqüências que alinharam parcialmente com os peptídeos identificados 

foram destacadas na estrutura tridimensional de SAG1 usando o programa 

Cn3D versão 4.1 (www.ncbi.nlm.nih.aovfetructiire/CN3D/cn3d.shtrn.l/).

3.15. Ensaio de bloqueio epitópico por monoclonais A4O12eA3A4

Para o ensaio de bloqueio epitópico, camundongos C57BL6 foram 

divididos em três grupos, um contendo 4 animais e dois outros com 5 animais 

cada um. Cada animal de cada grupo foi infectado por via intraperitonial com 

103 taquizoítas da cepa RH previamente tratados com os mAbs A4D12, A3A4, 

do 9S0 Lia mL'1 durante 30 minutos, a 37°C ou IgG irrelevante na concentração de 2 pg-

r - '4 a^m a Wn Os animais foram observados diariamentee em atmosfera úmida de CO2 a o/o. dimua

. ~ ronictmda e comparada usando o método dee a mortalidade em cada grupo foi registrada e cump*

„ , „nfh.raro GranhPad Prism, versão 4.00 paraKaplan-Meyer utilizando o software urapnrau

■ , o San Dieqo Califórnia USAWindows, GraphPad Software, ban uiey

(www.graphpad.com).
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4. RESULTADOS

4.1. mAbs produzidos reconhecem proteínas de 30/60 (p30/60) e 22 kDa

(p22) em antígenos de T. gondii

Com o intuito de caracterizarmos os anticorpos monoclonais produzidos 

no laboratório de Imunoparasitologia da Universidade Federal de Uberlândia 

realizamos ensaios de immunoblotting com tiras de membranas de 

nitrocelulose preparadas com antígenos de T. gondii da cepa RH e sondados 

com os mAbs de interesse 1B8, A4D12, A3A4, E9. Como demonstrado na 

Figura 4, o mAb A3A4 (tira 2) e E9 (tira 3) reconhecem dois polipeptídios 

principais, um com mobilidade eletroforética estimada em 30kDa (p30) e outro 

de aproximadamente 60 kDa (p60). Diferentemente deste perfil de reação 

observado, o mAb A4D12 (tira 4) reconhece um único polipeptídeo de 22kDa. 

Como controle positivo para a reação dos monoclonais, os antígenos foram 

também sondados com o mAb 1B8, gentilmente cedido pelo Dr. Loyd Kasper 

(Dartmouth Medicai School, Lebanon, NH, USA), como podemos observar na 

tira 1 somente um único polipeptídeo 97 kDa foi reconhecido por este 

monoclonal (MINEO et al. 1994). O controle negativo realizado com a 

inGUbaçãO da fita Gom meio de cultura de hibridomas não revelou nenhum 

Polipeptídeo de T. gondii (tira 5). Adicionalmente, outras três tiras foram 

utilizadas como controle da reação. Na tira 6 polipeptídeos de 20-100 kDa 

foram reconhecidos por soro de camundongos imunizados com T. gondii. Na 

tira 7 nenhuma reatividade foi detectada com o soro de camundongo pré 

imunização e na tira 8 o controle foi realizado somente com a incubação com o 
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anticorpo conjugado. Como podemos verificar nesta tira nenhuma banda foi 

revelada.

kDa
6 7 8

<_ P97

p60

<- p30

<- p22

Figura 4: Identificação de p97, p30/60 e p22 em antígenos de T. gondii 

sondados com os mAbs 1B8, A3A4, E9 e A4D12.

W-immunoblotting (10% SDS-PAGE) de taquizoítas de T. gondii (cepa RH) 

solubilizados em SDS e sondados com os mAbs 1B8 (anti-p97), tira 1; A3A4 e 

E9 (anti-p30/60), tiras 2 e 3; e A4D12 (anti-p22), tira 4. A tira 5 corresponde a 

incubação somente com meio de cultura. As tiras 6, 7 e 8 correspondem aos 

controles realizados com o soro imune de camundongo, soro de camundongo 

normal e o anticorpo conjugado, respectivamente. As setas à direita indicam os 

polipeptídeos de 97, 30, 60 e 22 kDa. Onde indicado à esquerda, padrão de 

peso molecular.



4.2. Os componentes de 30 e 22 kDa estão presentes na superfície de

T. gondii

Uma vez que os anticorpos A3A4, E9 e A4D12 revelaram componentes 

de 30/60 e 22 kDa, respectivamente, resolvemos investigar a localização 

celular destes componentes através de técnica de imunofluorescência indireta. 

Observando a Figura 5 podemos verificar que, os mAbs A3A4, E9 e A4D12 

reagem fortemente com taquizoitas de T. gondii e em especial com a superfície 

do parasito. Contrastando com o perfil dos demais mAbs, o mAb 1B8, como 

esperado produz uma coloração intracelular heterogênea e granular. Como 

controle, taquizoitas foram incubados somente com anticorpo conjugado com 

FITC e como evidenciado nenhuma marcação foi observada. Estes dados 

sugerem que diferente da p97 intracelular as proteínas de 30/60 e 22 kDa são 

antígenos de superfície do parasito T. gondii.

4.3. Anticorpos específicos contra p30 reconhecem componentes de 30 e

60 kDa em antígeno de T. gondii

Com o objetivo de verificarmos se as marcações encontradas com os 

anticorpos monoclonais A3A4 e E9 correspondiam ao reconhecimento de 

epitopos comuns compartilhados por p30 e p60, preparamos um ensaio de 

imunoadsorção baseado na purificação de anticorpos monoclonais anti-p30; 

visando posterior avaliação da reatividade deste anticorpo ao antígeno total de 

T. gondii por immunoblotting. A Figura 6 mostra o perfil eletroforético em SDS- 

PAGE das frações obtidas do processo de purificação de anticorpos anti-p30. 

Na raia 01, banda controle de 150 kDa de IgG de camundongo purificada. As 
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raias 2 e 3 demonstram o perfil eletroforético dos componentes presentes nos 

sobrenadantes de cultura do hibridoma A3A4, variando de 36-205 kDa. Nestas 

raias, chamam a atenção as bandas de 150 kDa, possivelmente de mAb, e a 

grande quantidade de albumina (66 kDa) proveniente do soro fetal bovino. Na 

raia 4, podemos observar uma banda de IgG tênue eluída das membranas de 

nitrocelulose (anti-p30) e outras proteínas de menor peso molecular oriundas 

do bloqueio com leite desnatado. A raia 5 mostra o perfil eletroforético de 

proteínas de leite desnatado preparado a 0,1%. Dados similares foram obtidos 

com a preparação do mAbE9 (dado não mostrado). A fração enriquecida com 

os anticorpos monoclonais anti-p30 (Figura 6, raia 4) foi a seguir ensaiada por 

immunoblotting. Como observado na Figura 7, as IgGs anti-p30 foram reativas 

a ambos os componentes de 30 e 60 kDa (tiras 3). Dados similares foram 

obtidos com os sobrenadantes de cultura dos mAbs A3A4 e E9, tanto pré 

quanto pós-adsorção, tiras 1 e 2. Nenhuma reatividade foi observada na tira 4, 

incubada somente com meio de cultura. Duas tiras adicionais foram utilizadas 

como controle da reação. Na tira 5, antigenos de T. gondii de 20-100 kDa 

foram revelados com soro imune de camundongos imunizados. Como 

esperado, nenhuma reatividade foi detectada com o soro de camundongo pré 

imunização, tira 6. Estes dados em conjunto, sugerem fortemente que p30 e 

p60 compartilham um epitopo comum reconhecido pelos mAbs A3A4 e E9.
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Figura 5: Imunolocalização de p97, p30/60 e p22 em taquizoítas da cepa 

RH de T. gondii

Taquizoítas da cepa RH de T. gondii foram coletados de exudato peritonial, 

fixados em solução de formaldeído, lavados e incubados com os mAbs 1B8, 

A3A4, E9 and A4D12. A seguir para a detecção da reação, os taquizoítas 

foram incubados com IgG de cabra anti-lgG de camundongo conjugado à FITC. 

As amostras foram analisadas em microscópio de epifluorescência no aumento 

de 400 x (Olympus BH2, Tokyo, Japan). As fotos foram realizadas em filme 

fotográfico asa 400 utilizando período de exposição de 2 minutos. O mAb 

utilizado em cada preparação ou o controle realizado somente com a 

incubação de meio de cultura está indicado no canto superior direito de cada 

imagem. O inserto mostra um parasito típico de cada preparação digitalmente 

ampliado 1,4 x.
SISBI/UFU

220648
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Figura 6: Perfil eletroforético da purificação de anti-p30 em membranas de 

nitrocelulose.
SDS-PAGE 8% da purificação de anti-p30 obtido da eluição em membranas de 

nitrocelulose. Onde indicado, raia 1 apresenta polipeptideo de 150 kDa de IgG 

de camundongo utilizada como controle. Raia 2, sobrenadante de cultura do 

hibridoma A3A4 antes da adsorção em nitrocelulose impregnada com p30; raia 

3 sobrenadante de cultura do hibridoma A3A4 após adsorção em nitrocelulose 

e raia 4, IgG anti-p30 eluida da nitrocelulose. Na raia 5, solução de leite 

desnatado preparado a 0,1%. Onde indicado à esquerda padrão de peso 

molecular. O inserto no topo da figura corresponde a um fragmento do gel 

digitalmente manipulado em brilho e contraste para realçar a banda IgG anti- 

p30 purificada.



Figura 7: Anti-p30 reconhece componentes de 30 e 60 kDa em antígenos 

de taquizoítas de T. gondii.

^D-immunoblotting de antígenos de taquizoítas de T. gondii (cepa RH) 

solubilizados em SDS e sondados com os mAbs E9 (Painel A) e A3A4 (Painel 

B). Onde indicado pela tira 01 reação realizada com mAb E9 ou A3A4 antes da 

adsorção em nitrocelulose, tira 2, reação com mAbs pós adsorção em 

nitrocelulose e tira 3, mAb anti-P30 (E9 ou A3A4) eluído de nitrocelulose. A tira 

04 corresponde à incubação somente com meio de cultura. As tiras 5 e 6 

correspondem aos controles realizados com o soro imune de camundongo, 

soro de camundongo normal, respectivamente. As setas à direita indicam os 

poiipeptídeos 30 e 60 kDa.



4.4. Clones obtidos a partir dos hibridomas A3A4 e E9 apresentam perfil 

de reatividade similar ao observado com os hibridomas parentais.

Apesar dos ensaios conduzidos com anti-p30 apontarem que p30 e p60 

compartilham epitopos comuns, resolvemos realizar nova clonagem dos 

hibridomas de interesse. O perfil de reatividade anticórpica de cada novo clone 

obtido (denominados por nós de subclones) foi avaliado por técnicas de 

immunoblotting e immunofluorescência. Como mostrado na Figura 8, mAbs 

produzidos dos subclones (B2, C3, D4, G1) reconheceram ambas as bandas 

de 30 e 60 kDa (tiras 2-5), similar ao observado mAb parental A3A4 (tirai). 

Interessantemente, o mesmo perfil de reação foi observado para os subclones 

do hibridoma E9 (A3, A6, E5, E12, F9, G4, H3, H3) reconhecendo também 

componentes de 30 e 60 kDa em antígenos de T. gondii (Figura 7). Como 

controle, nenhuma reatividade foi obtida quando as tiras foram incubadas 

somente com meio (Figura 8, tira 6; Figura 10, tira 10), soro de camundongo 

normal (Figura 8, tira 8; Figurai0, tira 12) ou somente com anticorpo conjugado 

(Figura 8, tira 9; Figura 10, tira 13). O controle positivo da reação realizado com 

soro policlonal imune de camundongos revelou proteínas de peso molecular 

variando entre 100 e 22 kDa (Figura 8, tira 7; Figura 10, tira 11).

Já quando analisados pela imunofluorescência, todos os mAbs oriundos 

dos clones A3A4 e E9 apresentaram uma forte marcação associada à 

membrana do parasito, Figuras 9 e 11. Estes achados são similares aos 

previamente descritos nas Figuras 4 e 5 e indicam que todos os subclones 

isolados são idênticos em especificidade aos hibridomas parentais E9 e A3A4.
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Figura 8: Immunoblotting dos mAbs produzidos pelos clones oriundos do 

hibridoma A3A4.
'ID-immunoblotting de antígenos de taquizoítas de T. gondii (cepa RH) 

solubilizados em SDS e sondados com os mAbs produzidos pelo hibridoma 

A3A4 e seus subclones. A tira 1 corresponde a reação realizada com o mAb 

parental A3A4 e as tiras 2-5 aos mAbs produzidos pelo subclones A3A4-B2, 

A3A4-C3, A3A4-D4 e A3A4-G1. A tira 6 é um controle preparado com meio de 

cultura. As tiras 7, 8 e 9 correspondem respectivamente aos controles 

realizados com o soro imune de camundongo, soro de camundongo normal e o 

anticorpo secundário conjugado. As setas à direita indicam os polipeptídeos 30 

e 60 kDa.
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Figura 9: Perfil de reatividade dos mAbs produzidos pelo hibridoma A3A4 

e seus subclones em imunofluorescência

Taquizoítas da cepa RH de T. gondii foram fixados em solução de formaldeido, 

lavados e incubados com os mAbs A3A4 e seus subclones A3A4-B2-A3A4G1. 

A seguir para a detecção da reação, os taquizoítas foram incubados com IgG 

de cabra anti-lgG de camundongo conjugado à FITC. As amostras foram 

analisadas em microscópio de epifluorescência no aumento de 400 x (Olympus 

BH2, Tokyo, Japan). As fotos foram realizadas em filme fotográfico asa 400 por 

exposição a 2 minutos. O mAb utilizado em cada preparação ou o controle 

realizado somente com a incubação de meio de cultura está indicado no canto 

superior direito de cada imagem.

38



p60

p30

Figura 10: Immunoblotting dos mAbs produzidos pelos clones oriundos 

do hibridoma E9.
W-immunoblotting de antígenos de taquizoítas de T. gondii (cepa RH) 

solubilizados em SDS e sondados com os mAbs produzido pelo hibridoma E9 e 

seus subclones. A tira 1 corresponde a reação realizada com o mAb parental 

E9 e as tiras 2-9 aos mAbs produzidos pelo subclones E9-A3, E9-A6 , E9-E5, 

E9-E12 E9-F9 E9-G4, E9-H3 o E9-H4, respectivamente. A tira 10 é um 

controle preparado com meio de cultura. As tiras 11,12 e 13 correspondem 

respectivamente aos controles realizados com o soro imune de camundongo, 

soro de camundongo normal e o anticorpo secundário conjugado. As setas à 

direita indicam os polipeptídeos 30 e 60 kDa.
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Figura ff: Perfil de reatividade dos mAbs produzidos paio hibridoma E9 e 

seus subclones por imunOflUO^C8n'” |uçã0 de formaldeído,
Taguizoitas da cepa RH de T. B9A3-E9H4. A seguir

lavados e incubados com os mAbs ,gG de cabra

para a detecção da reaçao, os taqu analjsadas em

anti-lgG de camundongo conjugado a ■ * (Olympus BH2, Tokyo,

microscópio de epifluorescência no aumento e exposição a

Japan). As fotos foram realizadas em filme o ogr ° controle realizado

2 minutos. O mAb utilizado em cada' nQ cant0 superior

somente com a incubação de meio de 

direito de cada imagem.
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4.5. mAb A4D12 reconhece epitopo linear enquanto mAbs A3A4 e E9 

reconhecem epitopos conformacionais presentes em antígenos de 

Toxoplasma gondii

Com o objetivo de verificar a natureza dos epitopos reconhecidos pelos 

mAbs A3A4, E9 e A4D12 produzidos em nosso laboratório, foi realizado um 

ensaio de immunoblotting conformacional. Para esse ensaio, antígenos de T. 

gondii (SDStgRH) foram submetidos a tratamento na presença ou ausência de 

P-mercaptoetanol por 5 minutos a 90°C. Como demonstrado na Figura 12, o 

mAb A4D12 reconheceu um polipeptídeo de 22 kDa tanto em antígenos 

tratados como não tratados com o agente redutor. Perfil similar de reatividade 

foi observado para o anticorpo não sensível a conformação 1B8, que em 

ambas as condições de tratamento manteve o reconhecimento a um 

componente de 97 kDa de T. gondii. Interessantemente, os mAbs A3A4 e E9 

falharam em reconhecer os componentes de 30/60 kDa em antígenos 

submetidos a condições redutoras. Sendo assim, estes dados claramente 

demonstram que o mAb A4D12 interage com um epitopo linear de p22, 

enquanto os mAbs A3A4 e E9 reconhecem epitopos conformacionais 

Presentes em p30. A similaridade das reações observadas nestes resultados e 

ensaios prévios demonstrados nas Figuras 4, 8 e 10 indica que A3A4 e E9 

Podem reconhecer um mesmo epitopo comum imunodominante. Desta forma, 

o trabalho foi continuado utilizando um único mAb direcionado a p30/60. 

Arbitrariamente, foi utilizado o mAb A3A4 nos ensaios subseqüentes.
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1B8

p97

« p60

Figura 12: Immunoblotting
conformacional preparado com antígenos de 

auo 4 RR A3A4, E9 e A4D12.
T. gondii sondados com os^ ? RH)

^-immunoblotting de antígenos DS_pAGE „a presença e ausência de 

solubilizados em SDS, separados 1B8 g7)
10% de p-mercaptoetanol (PME) e— co à

A3A4 (anti-p30/60), E9 (antí-p padrâo de peso

indicam os polipeptídeos 97, 60,

niolecular.
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4.6. mAb A4D12 reconhece duas isofor.es de P22 enguanto o .Ab A3A4 

reconhece cinco formas variantes de p30.

aanhirão e fornecer uma caracterização 
No intuito de ampliarmos a resolução

auo e A3A4 foi realizado um
imunoquímica mais apurada dos m

20 ™ ."»».■« * r ■""* “™

-2. . a«,2 — 2D PAGE com o mAb A3A4 
isoelétrico variando entre 6,4-7,4. Ja a an

iontpq de o30 que se distribuem entre os 
demonstrou que, pelo menos cinco var

pis de 6,75 a 8,2.

os eventos de

são antígenos

4-7. Os antígenos de p22 e p30 são enriquecidos na fração ESA e são 

liberados por taquizoítas de T. gondii durante 

motilidade sobre o substrato, 
Com o objetivo de verificar se p22 e p30 

excretados/secretados de T. gondii, um ensaio de secreção foi preparado 

Ofendo amostras de antígenos ESA em diferentes tempos de secreção e 

analisados por immunoblotting com os mAbs 1B8 (p97), A3A4 (p30) e A4D12 

mAbs (p22). Como demonstrado na Figura 14, diferente de p97 que apresenta 

uma sutil marcação ao longo do tempo, p22 e p30 foram gradualmente 

enriquecidas na fração ESA, mostrando máxima detecção no tempo de 45 

minutos. Como controle da reação, padrões de antígenos de T. gondii 

Preparados em SDS foram utilizados (STDs), sendo verificado um aumento da 

Petecção dos antígenos p97, p30 and p22 com o aumento da concentração.



Considerando que os resultados apresentados até o momento apontam que 

p22 e p30 são proteínas de superfície e estão enriquecidas nos antigenos 

excreção/secreção foi analisado por imunofluorescência indireta a presença 

destes componentes nas trilhas de deslizamento produzidas pelo parasito 

durante a movimentação sobre o substrato utilizado. Os resultados 

apresentados na Figura 15 demonstram que as trilhas de deslizamento foram 

fortemente marcadas pelos mAbs A4D12 e A3A4. revelando respectivamente 

p22 e P30 nas trilhas. Diferentemente dos resultados observados com A4D12 e 

A3A4, o mAb 1B8 que, como esperado, reconheceu uma proteína intracelular 

. .a T cfondíi Estes resultados em conjunto,não secretada em taquizoitas de T. g

nQn reconhecidas pelos mAbs A4D12 e A3A4 indicam claramente que p22 e p30, re

x e na quoerfície do taquizoítas de T. gondii e respectivamente, estão presentes na superr

. x ~ nmoaçgn de movimentação do parasito, são liberadas no substrato durante o p
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de antígenos de T. gondii
bidimensional 
mAhS A4D12 e A3A4‘

sondados com os mA Je T gondil

2V-immunoblotting de antíg®n0 a3A4 (anti-p30/60).
sondados com os mAbs A4D« O""'?2 ’ g À esquerda, padrão de peso 

direita indicam os polipeptíde°s 22 e ° de pH dos

molecular. No topo da figura os num 

anfólitos utilizado em cada prepar Ç~

Figura 13: Immunoblotting

de taquizoítas
(cepa RH) 

As setas à



STDs

min

Figura 14: Ensaio de secreção

W-immunoblotting de antígenos secre'
de 0, 15, 30 e

. dos/excretados de taquizoitas de T.

43 45 minutos, separados em

gondii (ESA) obtidos nos tempos ae u' lgg (anti-p97),A3A4 (anti
SDS-PAGE não redutor e sondados com os m^

P30/60) e A4D12 (anti-p22>. Difere" es (100%), diluld0 1/l° (1

......... »s IS™. —::».——■ 

e 1:50 (2%) são mostrados no canto i 0 mAb utilizado em ca a

os polipeptídeos de 97, 30 e 2

immunoblotting.
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1B8
(p97)

A3A4
(p30)

A4D12
(P22)

pigura 15: Ensaio de detecção de trilhas liberadas por taquizoit
T. gondil durante o processo de motilidade sobre o substra a 

Taquizoítas da cepa RH de T. gondii foram fixados em solução de 
^ados e incubados com os mAbs 1B8, A3A4 e A4D12. A seguir para a 

detecção da reação, os taquizoítas foram incubados com IgG de ca ra an 

d® camundongo conjugado à FITC. As amostras foram anai isa °

Microscópio de epifluorescência no aumento de 400 x (Olympus , 
JaPan). As fotos foram realizadas em filme fotográfico asa 400 por expos.ç 

de 2 minutos. O mAb utilizado em cada preparaçao esta indica ° 

esquerdo de cada imagem. As setas em lilás indicam as trilhas > era 

taquizoítas de T. gondii reveladas com os mAbs A4D12 (p22) e
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„„„ em técnica de seleção de 

4.8. P«o de mAbs em fagos ,‘pbage dispiay-)

peptídeos a partir de bibliotecas e

. ne|0 cromatogram , P
de interesse. Como demonstra nrrespondendo à aplicação da

picos registrados a 280 nm, sen o hibridoma e um

amostra, no nosso caso sobrenadante interesse
. Hn a fração purificada com os mAbs 

segundo pico correspondendo a V Figuras 16B e
dK,s17A). Como demonstrado nas 

eluídos em pH 2,7 (Figuras 16A oliacrilamida 8% revelou

Figura 17B, raias 4, a análise eletroforetica em |gG.

uma única banda de 150 KDa consisten

. 1fl, a molécula de superfície 
anfídeo similar a

4.9. mAb A4D12 reconhece um P P

SAG2A , rização imunoquímica dos mAbs

Com a finalidade de refinamen pitópico destes anticorpos

A4D12 e A3A4 foi realizado o mapea biblioteca de expressão
- Hp oeptídeos a partir d 

utilizando a técnica de seleção P

de fagos (“phage displafY cjclo de seleção e

Do grande número de partículas d scOlhidos e testados em ELISA

amplificação, oito fagos foram arbitr ira 18) Sete dos oito fagos
aad12 (Figura

Para avaliação da reatividade ao m reativos ao mAb A4D12,

individualmente isolados (A2-H2) f° 6.6 e 32.3. Para
(p|) variando e"

apresentando índices de reativida clones reativos ao mAb

/ao R2 D2, E2, F2>
nossa surpresa, os sete (Az, D ’
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Obtido como próprio TSA
, Fi sUperiores ao oDiiau

A4D12 mostraram valores e ice de reatMdade (El=32,3) seguido

(El=9,5). O fago H2 apresentou o ma.or >n i^ controle, os fagos

pelos fagos F2 e E2, ambos apresent ;rrelevante de
.. . e em paralelo com 0 

isolados e TSA foram avaliaao ° TSA QU fagos foram

camundongo. Como demonstrado na 9 superiores ao do
„ aoresentaram valores de El sup 

reativos à IgG irrelevante e nao ap helper). Estes dados

limite de positividade estabelecido (cu /\4D12 são produtos de

sugerem fortemente que os fagos re seleção dos
e fagos durante o curso 

interações específicas entre m

PePUde0S' üência de ONA dos fagos H2,F2e

A dedução de aminoácidos a partir da reconhecicla pelo mAb A4D12.

E2 revelou uma sequência consens dados utilizando BL-ASTP e

Esta sequência quando analisada e onsiderável alinhamento (80 /o

limitando ao organismo T. gondii resulto ^ondjj (SAG2A),

nprfíClO d® 22
de identidade) com um antígeno de su correspondendo ao epitopo

como demonstrado na Figura 19A ~ domínio C-terminal

reconhecido pelo mAb A4D12 está P aminoácidos 137 a 141'

molécula de SAG2A compreendendo te foi detectado do motivo

. significant
Interessantemente, nenhum alinha qAG2.

tes à família
DGGSA com outros membros pertencen
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Figura 16: Purificação do mA do mAb A fração

« Ha Durif>caÇa . rorresponue °
No painel A, cromatograma q primeiro P'c0 g A4D12 e o
afinidade de proteína G-sepharose. de cultura do hiW em

aplicada, no nosso caso o sobrenad " 1 obt,da P Na

segundo pico à fração purificada e representatwas raia 3

raia 2, a fração aplicada (sobrenadant^^ 

fração excluída da resina de Prot 

igG purificada (mAb A4D12). 50



^’9ura 17- p
■ urificação do mAb A3A4 em resina de proteína G-sèpharose. 

Painel a ~
aflnid (j ' Crorna^°9rama purificação do mAb A3A4 em coluna de 
aPliCad S dS proteína G-sepharose. O primeiro pico corresponde a fração 

’ no nosso caso 0 sobrenadante de cultura do hibridoma A3A4 e 0 
9bndo nim 0 í

PU 2q a tração purificada de lgG1 (mAb A3A4) obtida por eluíção em

rai^ a B’ sd$~PAGE 8% das frações representativas da purificação. Na 

fra?ão’ ra?ã° apllcada (s°brenadante de cultura do hibridoma A3A4), raia 3 

lan excíu'da da resina de proteína G-Sepharose (“void") e raia 4, banda de 
purificada (mAb A3A4).
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aomAbA4D12.Figura 18: ELISA para a seleção de fagos reativ testgdos por ELISA

Oito fagos selecionados arbitrariamente ( Antjgen0 s0|úvel de T. gondii 

Para avaliação à reatividade ao mAb A4 j_ag0 se)Vagem

(TSA) foi utilizado como controle positivo antígenos. Como controle de

(helper) foi utilizado como controle negativo e a foram

especificidade os mesmos antígenos ensaia os 

avaliados em paralelo com IgG irrelevante de cam
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A
Fagos Seqüências

H2

E2
F2

ftqlnptdggsa-------
—GVDQHDNGSRAR—
----- WPLHDGíAJvNRR

Consenso

SAG2A

- -DGGSA;-------
apagrnndgssàptpk

B
msfskttslaslaltglfwfkfalasttetpapie 
CTAGATKTVDAPSSGSWFQCGDKLTISPSGEGDVF 
ygkectdsrklttvlpgavltakvqqpakgpatytl 
SYDGTPEKPQVLCYKCVAEAGAPAGRNNDGSSAPTP 
kdcklivrvpgadgrvtsgfdpvsltgkvlapglag

36

72

108

144

180
186

LLITFV

duzidas em aminoácidos dos 
Figura 19: Alinhamento das seqüências d |inear de SAG2A.

fagos H2, E2 e F2 e identificação,do *P „ estâ0

Em A, seqüências dos peptídeos obtidos dGGSA. A marcação em

alinhados preservando a posição relativa Olhados entre as seqüências 

cor cinza indica aminoácidos idênticos comp jnterva|0S introduzidos

expressas em fagos e SAG2A. O traceja |jnear reconhecido pelo mAb

Para otimizar o alinhamento. No painel B, ep ^072427) é indicado em 

A4D12 na seqüência de SAG2A (número de 

negrito.
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4.10. mAb A3A4 reconhece epitope conformacional compartilhado entre 

membros da superfamílla de SRS (SAG-1 related sequences).

Para o mapeamento epitópico do mAb A3A4, dez fagos isolados no

3° ciclo de seleção e amplificação foram arbitrariamente escolhidos e 

analisados quanto a reatividade ao mAb A3A4 por técnica de ELISA indireto. 

Como demonstrado na Figura 20, dos dez fagos analisados (B12-A36), tres 

zq-19 A12 e A36). Sendo que o fago foram reativos ao mAb A3A4 de interesse ( .

lones A36 e A12, com El SIJ : . El > " 0 ,0'4S SG0L"d° pe lsA

, toa foram avaliados e pcomo controle fagos selecionado A ou

aemnnstrado na Figura 20, nem irrelevante de camundongo. Como valores de El

. p não apresentaram valores fagos foram reativos ao IgG irrelevan e

, .Hn Fstes dados sugerem que superiores ao cut off estabelecia • interações

a3A4 são produtos de(B12, A36 e A12) reativos ao m â0 dos peptídeos.

, c dl irante o curso da seieç específicas entre mAb A3A4 e fago ~ dos fagOs B12,

eis sôCjuoridQ q®
A dedução de aminoácidos a pa . nt0 um padrão

-ência consenso, no eriid .
A36 e A12 não revelou uma nítida sequ obtidos (Figura 21 A). O

comum de aminoácidos foi observado n P , s comuns em

potídeos revelou aminoácidos 
alinhamento das seqüências dos p piciando com histidina e

Pelo menos duas das três sequência posição 7, glicina ou

leucina nas posições 2 e 3, seguida aminoácidos hidrofóbicos

serina nas posições-8 e 9 e fina a36 e A12 foram
• nhtidas dos clones B12, ao

C-terminais. Já que as seqüências

I
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reativas ao mAL
de interesse, contudo, não produziram uma sequência 

cíaramente definida, resolvemos analisar especificidade de cada um 

castos três f
agos por inibição com antígeno solúvel de T. gondii (TSA). Como 

rado na Figura 21B, concentrações de TSA superiores a 1 pg.ml'1 de 

duzem inibição gradativa da interação do mAb A3A4 com os fagos 

A36 e A19 Pct ■ "k’
• tsra inibição atinge o ponto máximo na concentração de

9 ml de TSA, apresentando porcentagem de inibição de 70% para o fago 

^^2, 45 6 410/ n
/o para os fagos A12 e A36, respectivamente. Estes dados

171 Que o fago B12, ao invés dos fagos A36 e A12, deve expressar uma 

9üência muito similar em TSA.

p°rtanto com base nos dados previamente descritos na Figura 21B, 

Zarnos a sequência do fago B12 para análise em bancos de dados 

^'tando o organismo ao parasito T. gondii. A análise computacional revelou 

m * harnento parcial considerável com duas regiões distintas, separadas por 
•j

aminoácidos, de membros da superfamília de SRS, SRS6 (SAG-1 

i~©lated ç
se9uence 6), BSR4, SAG5A, SAG5D, SAG5C e SAG1, Figura 22A. 

EstQg
regiões compreendem as seqüências PSWW e VI, a primeira 

Posic’onada entre os aminoácidos 268/288 a 272/292 e a segunda, entre os 

jn°ácidos 283/313 a 285/315 das seqüências obtidas dos membros da 

Per^amíiia de SRS.

Considerando que a estrutura tridimensional da molécula SAG1, um

Ót,p0 da superfamília de SRS, já está disponível, foi realizada a 

^ísuaii>
aça° tridimensional das duas regiões presentes em SAG1 similares a 

decida pelo mAb A3A4 utilizando o programa C3nD. Como observado na 

ambas as regiões destacadas, que são separadas por 11-12 
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aminoácidos na estrutura primária de SAG1, apresentam se próximas quando 

arranjadas tridimensionafmente na molécula de SAG1. Estes dados sugerem 

que regiões descontínuas na estrutura primária, identificadas em membros da 

superfamília de SRS, podem similarmente ao observado com SAG1 adotarem 

uni arranjo tridimensional próximo constituindo um epitopo conformacional 

reconhecido pelo mAb A3A4.

F'9ura 20: ELISA para a seleção de fagos reativos ao mA °
rx-< • /R19-A36) foram testados por ELlbA
p' fagos selecionados arbitranamen ( úve|de r gondii^

P^a avaliação à reatividade ao mAb ASA .

01 utilizado como controle positivo da reaçao. 9 He
foi utilizado como controle negativo de antígenos. Como c 

especificidade os mesmos antígenos ensaiados com o m 

avaüados em paralelo com IgG irrelevante de camundongo.
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A
B12:

A12:

A36:

Consenso:
hl—

. rtas em an’>noâcidOS d0S 
-anrias deduzidas en com

Figura 21: Alinhamento das sequ inibiçã0 dos mesmo

fagos B12, A36 e A12 e 
antígeno solúvel de T. gon ' obtidos dos fagos - ,

A. alinhamanlo da! .eqüÃWí* O» :' ,.jy A'A.' 0

. a„ a ..».
entre as sequências expressa otimizar
tracejado representa intervalos aminoácidos hldrOf^g°gUSA de

seqüência consenso. Os asteriscos serjna. No Pa,ne ’ de
menos duas sequências. # representa^ 0c0ncentraçoesores

inibição realizado com os fagos B12,

TSA.
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A
B12

SRS 6

BRS4
SAG5D

SAG5A
SAG5C

SAG1 
c°nsenso

ehlaaeeppgww VI—
PSWWVSDSQNGSAK-LTIPE

■kswwvtetqkrnsatltipq
SSWWAEDEKNKNAPKLVIPE

SSWWTEDDKNGKAPKLVIPE
KSWWTQDDKNGKAPKLVIPE

■ P-WQpNASS DNGAT - L/TIJjK 
PSWW------------VI--

R'9ura 22'
lnhamento das seqüências de membros de superfamília SRS 

C°m o peptídeo expresso no fago B12 e visualização 

No Painel r'C**rnens‘ona* do epitopo descontínuo (PWQ-TI) em SAG1. 

rr<erribros al'nllam^nto das seqüências do peptídeo obtido do fagos B12 e 
marcação dS SRS (SRS6, BSR4' SAG5D- SAG5A, SAG5C e SAG1). A 

seqüèncj em C'nZa indica aminoácidos idênticos compartilhados entre as 

°tirr|i2ar anahSadaS- ° tracejad0 representa intervalos introduzidos para 

Caqa cad 'n^arnen^°- Em B, estrutura tridimencional da molécula de SAG1. 

Os resídu 19 6StrUtura dimérica de SAG1 está representada em azul e lilás. 

sAq-| d. °S PWq- Ti e PWQ+TI estão realçados em amarelo nas estruturas de 

os as respectivamente da esquerda para a direita.
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smí/rirtntí Gxoressos em diferentes 4.11. mAb A4D12 e A3A4 reconhecem epit P

^<1 mas não em outros parasitos do filo 
genótipos de T. gondii (cep )

Apicomplexa.

A ._dO n A3A4 em reconhecer p22 e p30 em A habilidade dos mAbs A4D12 e A3A4 em

... o nl]tros parasitos do filo Apicomplexa foi avaliada 
diferentes cepas de T. gondii e o

93 Como observado os mAbs A4D12 e A3A4 
por immunoblotting, Figura 23.

rpnas de T. gondii (RH- tipo I e ME49 tipo II) os 
reconheceram em ambas as c p

ortivamente. Contudo, os mAbs A4D12 e 
componentes de 22 e 30 kDa, resp

,, n99 P d30 em extratos de
A3A4 falharam em reconhecer os an igen

'nnif lindo o proximamente relacionado N. 
parasitos do filo Apicomplexa, i 

caninum.
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e p30 em cepas de 7. gondii e outros

Figura 23: Expressão de p22

parasitos do filo das cepas RH (genótipo I) e

1 ^-immunoblotting de antígeno ApjCOmplexa, Neospora caninum

ME49 (genótipo II) e outros Par mAbs A3A4 (p30) e A4D12

(N.c) e Eimeria acervulin3 (E- )

(p22).
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4.12. Bloqueio de epitopos utilizando os mAb A4D12 e A3A4 nao protege 

animais C57BL6 de infecção com parasitos da cepa RH.

Com o intuito de obtermos informações funcionais dos epitopos mapeados 

Pelos mAb A4D12 e A3A4 um ensaio de bloqueio de epitopo por anticorpos foi 

desenhado. Como esperado, os animais inoculados com taquizoítas de 

T. gondii pré-tratados com IgG irrelevante morreram após sete dias de 

infecção, enquanto o grupo tratado com mAb A4D12 teve 50% de mortalidade 

„ rj. -7EO/ mortalidade no oitavo dia e finalmente 100%
no sétimo dia, seguido por 75% de mortaiiaaue nu
„ . „htwa mm o arupo tratado com mAb A3A4 foi
ao nono dia. A mortalidade obtida com o yiupu
o . i ornnn mntrole atingindo os 80% no sétimo dia.
semelhante ao alcançado pelo grupo coniroie, y
~ x. ™ inn% de mortalidade no décimo dia. Embora
Os animais deste grupo tiveram 100/o de mouoi

x ho cidn observada entre os grupos IgG irrelevante, 
urna pequena diferença tenha sido oo

x x não apresentaram diferença estatística
mAb A4D12 e mAb A3A4, os mesmos nao apre

significante na mortalidade.

!l 
>i

;í
ÍÜ
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ura 24: Curvas de sobrevivência de camundongos C57BL6 infectados 

com 103 taquizoítas de T. gondii (cepa RH) previamente 

tratados mAbs A4D12, A3A4 e IgG irrelevante.
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5- DISCUSSÃO

As moléculas da superfamília SRS constituem um grupo redundante de 23 

proteínas de superfície de T. gondii que são expressas em diferentes estágios 

do desenvolvimento deste parasito e que parecem exercer um papel crucial 

durante os eventos iniciais da infecção à célula hospedeira, provavelmente, 

Participando como adesinas entre o parasito e a célula hospedeira (LEKUTIS et 

al., 2000 e 2001; TINTI et al., 2003). Além do papel na adesão parasitária, 

membros altamente imunogênicos de SRS, como SAG1 e SAG2, expressos 

em taquizoítas, aparentemente atraem a resposta imune hospedeira para esta 

fase de desenvolvimento, contribuindo assim para a modulação da virulência 

da infecção (BOOTHROYD et al., 1998).

r. u cnnprfamília SRS podem tanto estar envolvidosDesta forma, membros de supenamnid H

„ . ~ ^oracífária como de subversão da resposta imunenos mecanismos de invasao parasitar

. lAn.Haq SRS fornecem um arcabouço estrutural ehospedeira, indicando que moléculas

. ■ Hn narasito T. gondii (BOOTHROYD et al.funcional essencial à sobrevivência P

1998, JUNG et al., 2004).

„ onitnnos da superfamília de SRS pode Portanto, a caracterizaçao de epitopos

. r .cAoc referentes aos aspectos biológicos da contribuir com importantes informações referentes

• aocvpndar epitopos críticos envolvidos na infecção à célula hospedeira e ainda desvendar ep

evasão parasitária da resposta imune.

f ™ caracterizados por métodos imunoquímicos umNo presente trabalho, foram c

x zvWnrmacional compartilhado entre SRS6, epitopo linear de SAG2A e outro

n eAcm utilizando dois mAbs dirigidos a p22 e p30bSR4, SAG5A, SAG5C e SAG5D, utilizanu

au A/tn-io p A3A4 analisados neste trabalhoda superfamília de SRS. Os mAbs A4D12
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I reconheceram proteínas de 22 e 30 kDa, respectivamente. Estas proteínas 

estão enriquecidas na fração ESA e são depositadas nas trilhas de 

deslizamento deixadas pelos parasitos ao longo do substrato. Estes resultados 

comprovam as evidências que indicam que as proteínas de superfície do 

parasito p22 e p30 são liberadas sobre o substrato durante a motilidade de T. 

gondii em concordância com os achados previamente descritos que 

demonstram outras funções biológicas das moléculas imunodominantes de 

superfície em taquizoítas de T. gondii, com 22kDa (SAG2) e 30 kDa (SAG1) 

(MINEO et al., 1993 e 1994, PARMLEY et al., 1994, GRIMWOOD et al., 1996; 

HAKANSSON, et aí. 1999;.LEKUTIS, 2000). Interessantemente, o mAb A3A4
! utilizado neste trabalho também reconhece um componente de 60 kDa, além 

de P30. Este achado nos levou a acreditar que este mAb poderia reconhecer 

urn epitopo comum compartilhado entre p30 e p60.

m mAh anti-o30, purificado em membranas de Ensaios conduzidos com mAb P

hinótese no entanto, como existia a mtrocelulose, fortaleceram esta hipótese,

, estar co-migrando com a p30 ePossibilidade de mais de uma p

r qo nnrificado poderia apresentar diferentes Portanto, que o anti-p30 purmcaao H

raoiírar nova clonagem com os mAbs de especificidades, resolvemos realizar nova

interesse.

• nhfdo tanto por immunoblotting quanto porO perfil de reatividade obt.do,

oriundos dos hibridomas A3A4 e E9 foi muito •rnunofluorescência, dos clones

• Hnnas oarentais, indicando que os clones obtidossimilar ao obtido com os clone p

•r uoHp <ie seus parentais. Estes resultados apresentavam a mesma especificidade de P

obtjdos no processo de nova clonagem 'ndicam definitivamente que os c
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são oriundos de um mesmo clone celular e que p30 e p60 compartilham um 

epitopo comum reconhecido pelos mAbs A3A4 e E9.

Com o objetivo de verificarmos o tipo do epitopo reconhecido pelos mAbs 

A3A4, E9 e A4D12 produzidos em nosso laboratório, decidimos realizar um 

ensaio de immunobiotting conformacional. Nestes resultados verificamos que 

°s mAbs A3A4 e E9 reconhecem epitopos conformacionais já que o tratamento 

com agente redutor aboliu completamente a reatividade aos componentes de 

30 e 60 kDa. Este fenômeno pode ser explicado pela destruição, através do 

^atamento com p-mercaptoetanol, dos epitopos conformacionais mantidos por 

Pontes dissulfeto na estrutura secundária de antígenos de T. gondii.

Semelhantemente aos resultados observados com os mAbs A3A4 e E9 

no presente trabalho, foi demonstrado na literatura que a extensiva redução 

_ T aondii ou SAG1 recombinante
c°m p-mercaptoetanol (pME) de antigen 

ok . . , . mAh DG52 a SAG1 monomérica (p30) e
abolia completamente a reatividade do m

fnrma a similaridade observada entre América (p60) (HE et al., 2002). Desta forma, a

„ oor estes autores nos levaram anossos resultados e os dados apresent P 

acreditar que P60. reconhecida peios mAbs A3A4 e E9, seja uma forma 

^érica de membros de SRS de 30 possiveimente correspondendo à 

Molécula principal de superfície imunodominante de T. gondii, a SAG1. 

~ j com os mAbs A3A4 e E9, o
Contrastando com os resultados 

tratamento com p-mercaptoetanol não < 

Cornponente de 22 kDa, indicando que

Presente em p22. Dados similares 

(COUVREUR et ai., 1988) e D10, 5A6 e 

a«ísenos totais de T. gondii ou recombinates de P22.

afetou a reatividade do mAb A4D12 ao 

este mAb reconhece um epitopo linear 

foram obtidos com os mAbs 3G11 

, 538 (PARMLEY et al., 1994) utilizando
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I Como o conjunto dos dados obtidos sugerem fortemente que os mAbs de

interesse reconhecem moléculas da superfamília de SRS, possivelmente SAG1 

de 30 |<Da e SAG2A de 22 kDa, decidimos mapear os epitopos reconhecidos 

Por este mAb por tecnologia de phag& display.

Como esperado, a análise dos peptídeos expressos em fusão com 

I Proteínas plll de fagos M13 e reativos ao mAb A4D12 revelou uma região 

consenso similar a seqüêncía de SAG2A inícialmente descrita por Prince 

(PRINCE, et al. 1990), enquanto a análise do peptídeo mais reativo e 

específico ao mAb A3A4 gerou um alinhamento parcial correspondendo a uma 

seqüêncía descontínua compartilhada entre membros de SRS (LEKUTIS et al. 

2001, HE et al, 2002, TINTi et al.. 2003). Curiosamente a análise 

z, -- oínc Hpqrontínuas PSWW e VI reativas ao mAbcomputacional das sequências desço

ao . ,„onnndpntps em SAG1 que podem adotar umA3A4 revelou seqüências correspondentes em

, • «/uFofal 2002). Desta forma, em semelhança a arranjo tridimensional próximo (HE et ai., /.

. literatura (VANHOORELBEKE et al., 2003),outras moléculas descritas na literatura i

„ c^níiências descontínuas encontradas na estes dados sugerem que as sequencia

de SRS possam constituir um epitopo estrutura primária de membros de w p

conformacional reconhecido pelo mAb A3A4

. reoiões reconhecidas pelos mAbs A4D12 Interessantemente, ambas as regiões

- ^rminal das moléculas de SRS, correspondendo e A3A4 estão na região C-term

n? ou D2-like, no caso de SAG2A, do protótipo mais precisamente ao domínio D2 ou uz

, mais conservado que o domínio D1de SAG-1 (HE et al., 2002). Este domín» e ma.s

,SPANO et al., 2002; TINTI et al., 2003 e JUNG et entre os membros de SAG5 (br

■> 'HoHp ontre os domínios D1 e D2 podería seral., 2004). Esta variação na similaridade entre

x forca direcionadora da expansão dosum produto evolutivo resultante da força
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membros de SRS. Assim, as pressões evolutivas que erraram a superfamilia de 

SRS tanto trabalharam no sentido de favorecer o crescimento da diversidade 

do domínio D1, aumentando as possibilidades de geração de novos ligantes de 

especificidades variadas, como também mantiveram um domínio mais 

r. .±. , irãn de uma unidade dimérica estrututral econservado (D2) permitindo a construção ae unw

. , • j iioonõn à rélula hospedeira, o D1 (TINTI et al.,de sustentação do domínio de ligaçao a ceiuia íiuop

2003).

nmirn é conhecido sobre epitopos de proteínas Até o presente momento pouco e conne^

. onnhorpmos este é o primeiro trabalho relacionadas à SAG e até onde conhecemos esre u

utilizando tecnologia de phage display para descrever epitopos presentes no 

domínio D2, incluindo um epitopo conformacional compartilhado entre 

, ílin qRÇ de T gondii. Assim, considerando que, 
membros distintos da superfamilia SRS ae /. y

. +rohaihn estão direcionados ao domínio D2 
OS monoclonais produzidos neste t

u ontP imunoqênicos de SRS (p22 e p30) e que 
ou D2-like de membros altamente imu g

íMnnq não mostraram nenhuma proteção ensaios de bloqueio destes epitopos nao

r(-7R, 6 à infecção por T. gondii, acreditamos 
s,gnificante em camundongos C

. cor ipvantadas quanto ao papel destes epitopos na 
que novas questões devam ser

nC pnitooos apresentados neste trabalho são 
infecção por T. gondii. Assim, se os epitopos P

j nora a dissuasão da resposta imune 
aquisições evolutivas utilizadas p

hospedeira, permanece ainda por ser determ’

pnitópico identificamos pelo menos duas formas de 
Alem do mapeamento epitop

A. A4D12 e 5 variantes de membros de SRS SAG2A reconhecidas pelos mAb A4D12

o Hpqfes variantes não foi examinada por nós, 
reativos ao mAb A3A4. A natureza destes

inrinnais como fosforilação e ou inserção de 
contudo, modificações pós-transduc

( iá que têm sido documentadas para
diferentes glicanas podem ser ac
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p30 (TOMAVO et al., 1992 e ZINECKER et al., 2001) e p22 (TOMAVO et al., 

1992).

Recentemente, Jung et al. (JUNG et al., 2004) demonstraram a 

Presença de quatro variantes eletroforéticos para P22 e três para P30 utilizando 

um anticorpo policlonal reativo a um determinante antigênico comum de SRS 

em 2D. Assim, estes autores apresentaram um novo questionamento argüindo 

se estes variantes eletroforéticos seriam isoformas de SAG2A e SAG1 ou 

seriam produtos de genes SRS ainda não caracterizados. Portanto, 

acreditamos que com os resultados apresentados no presente estudo 

respondemos parcialmente esta pergunta, já que, que pelo menos duas 

• r Hifhom um motivo comum (DGGSA) reconhecida
'soformas de SAG2A compartilham um mouv

, noia ausência do motivo DGGSA nos Pelo mAb A4D12. Este dado é reforçado pela ausenaa

. „ . . à SAG2 (SAG2B, SAG2C, SAG2D)
fres genes adicionais relacionado

í i onnm Contudo, se as duas isoformas de descritos por Lekutis (LEKUTIS et al., 2000). uomu

_ . biolóqica similar, permanece ainda por
§AG2A apresentam ou não import

Ser examinado no futuro.
. nfps identificados por Jung (JUNG et al., 2004) 

Diferentemente dos varian
, -^níifiramos cinco formas variantes de p30 para p30, no presente trabalho rdentrficamos

„ mAh A3A4 Estes variantes reforçam (SAG1) em taquizoítas de T. gond» com o mAb A3A4.

ha„p display indicando que múltiplos membros de 
os resultados obtidos por phage disp y

^nfnrmacional comum. Evidentemente, a SRS podem compartilhar um epitopo conformacion

rv>hrn p seus variantes só poderá ser 
identificação precisa de cada membro e

determinada quando técnicas 

oiassa forem empregadas. No 

sao produtos de expressão da

de seqüenciamento e/ou espectrometria de 

entanto, considerando que os cinco variantes 

fase taquizolta de T. gondii, nos parece claro
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que BSR4 e SAG5A, que também compartilham o motivo conformacional 

reconhecido pelo mAb A3A4 não representem nenhuma destas formas 

identificadas. Isto pode ser explicado pela expressão exclusiva de BSR4 e 

SAG5A em bradizoítas do parasito T. gondii como previamente documentado 

Pelos trabalhos de Boothroyd e Lekutis (BOOTHROYD et al. 1998; LEKUTIS, et

al-, 2001).

Interessantemente, o epitopo de SAG2A mapeado no presente estudo 

corresponde a uma seqüência polimórfica expressa em diferentes genótipos de 

T- gondii como previamente descrito (PARMLEY, et ai., 1994). Segundo este 

autor, cepas do genótipo II apresentam um resíduo adicional de glicina 

(posição 139) na molécula de SAG2A quando comparado às expressas pelos 

.x:i no composição de aminoácidos foiQenótipos I e III. Esta diferença sutil na composiç

, • utilização de anticorpos sensíveis à
explorada em trabalhos prévios atrav

. i/own At al 2003). Diferentemente dos configuração (PARMLEY et al., 1994: KONG et al., )

en-m p 2G11 previamente descritos para anticorpos monoclonais 5B10, 5A6, 6D10 e 2GH P

+ „i onnst o mAb A4D12 avaliado no P22, (PARMLEY et al„ 1994; KONG et al., 2003),

« as seqüências polimórficas expressas em
Presente trabalho reconhece amba

zmu\ « ii í MF49) Este resultado indica que o mAb °epas de T. gondii do tipo I (RH) e II ( ME49). c

«nifnno cepa específico. A diferença de A4D12 não é direcionado a um ep.topo cepa

Ah A4D12 e demais mAbs descritos na 
reatividade observada entre o m

aa rPQiiltado das diferenças observadas 
•'teratura pode ser explicada com
. . 3n dos monoclonais, e em especial, aquelas

durante o curso da produção
• . de imunoglubulinas ao longo do esquema
Poluindo a maturação da afinid

nhtidos pelo mAb A4D12, o mAb A3A4 
de imunização. Semelhante aos da

nnnpnte de 30 kDa em ambos os genótipos reconheceu indistintamente um componente
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7". gondii analisados. Entretanto a natureza conformacional do epitopo e os 

múltiplos membros de SRS identificados por phage dispiay dificultaram uma

ar>álise mais detalhada desta região.

Adicionalmente, nenhuma reatividade para p22 e p30 foi identificada em 

Usados de N. caninum e £ acervulina, quando ensaiados com os mAbs A4D12 

e A3A4. Estes achados indicam que os mAbs utilizados neste trabalho são 

espécie específicos e que parasites do filo Apicomplexa que divergiram a 

pouco mais de 12 milhões de anos atrás como o N.caninum (SU, et al. 2003 e 

SIBLEY et al., 2003) já não compartilham mais os epitopos identificados neste

trabalho.

No presente trabalho, identificamos e caracterizamos dois epitopos 

Presentes de membros de SRS, incluindo avaliaçao do bloqueio destes 

epitopos na infectividade de parasites da cepa RH de T. gondii. Apesar de 

n°ssos dados indicarem que o bloqueio destes epitopos não afeta a 

infectividade de taquizoítas de T. gondii em camundongos C57BL6 não 

DnHo imune direcionada a estes epitopos não
Podemos concluir que uma resposta imune

, • .orõn narasitária. Assim, considerando que Possa intervir com os eventos de invasao parasnarid

* Proteção duradoura contra a infecção de 7 gondii é fornecida por células T 

CD8+ específicas e pela produção persistente de IFN-y (GAZZINELLI et al. 

1991), nós encorajamos esforços futuros para investigação dos epitopos 

feaPeados neste trabalho como imunógenos, bem como, para a determinação 

d° perfil de citocinas produzidas sob estes estímulos.
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6- CONCLUSÕES

1- Os anticorpos monodonais A3A4 e A4D12 analisados no presente trabalho 

reconhecem respectivamente as proteínas de 30/60 (p30/60) e 22 kDa 

(p22) de formas taquizoítas de T. gondii.

°s componentes p30 e p22 reconhecidos pelos mAbs A3A4 e A4D12 são 

expressos na superfície de taquizoítas de T. gondii e sao secretados pelo 

Parasito durante os eventos responsáveis pela motilidade do parasito.

3- Anticorpos purificados por imunoafinidade ao antígeno P30 reconhecem 

tanto a forma monomérica (p30) quanto a forma dimérica (p60) de membros 

de SRS presentes na superfície de formas taquizoítas de T. gondii.

Os clones isolados a
partir dos hibridomas A3A4 e E9 apresentam as

mesmas especificidades observadas nos
hibridomas parentais.

5' O mAb A4D12 reconhece um motivo
linear (DGGSA) compartilhado entre

duas isoformas de SAG2A de T. gondii.

fí , eüitopo conformacional identificado
6" O mAb A3A4 reconhece P P

, qrs6 BSR4, SAG5A, SAG5C e 
computacionalmente entre as pro ein

■ crc (SAG-1 related sequences).
SAG5D da superfamília de SR (

■ O mAb A3A4 reconhece cinco variantes eletroforéticas de membros de SRS 

erri antigenos de taquizoítas de T. gondii.
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p o . Ayin-iQ p A3A4 reconhecem epitopos expressosOs anticorpos monoclonais A4D14 e a

, r „ i o ii dp T aondii, mas não em outros 
em cepas dos genótipos do tipo e

parasitos do filo Apicomplexa.

9" O bloqueio dos epitopos mapeados
no presente trabalho, utilizando os mAb

A4D12 e A3A4, não protege camundongos C57BL/6 da infecção com

parasitos de T. gondii do genótipo tipo I.
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