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junto ao Programa de Poés-graduagdo em Imunologia e Parasitologia Aplicadas da
Universidade Federal de Uberlandia.
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hospital do céncer no Campus Umuarama da Universidade Federal de Uberlandia, reuniu-se a
Comissdo Julgadora, designada pelo Colegiado do Programa de Pds-graduagio em
Imunologia e Parasitologia Aplicadas, assim composta: Professores Doutores Renato Arruda
Mortara — EPM/UNIFESP, Paulo Sérgio Monzani — DCB/UESC, Luiz Ricardo Goulart Filho
— INGEB/UFU, Neide Maria da Silva — ICBIM/UFU, José Roberto Mineo, ICBIM/UFU —
Orientador do candidato. Iniciando os trabalhos o presidente da mesa Dr. José Roberto Mineo
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intitulado: “Caracterizagdo molecular dos mimetopos H2(SAG2A) e B12(SRS6) de moléculas
de superficie de Toxoplasma gondii”. A seguir o senhor presidente concedeu a palavra, pela
ordem sucessivamente, aos examinadores, os quais passaram a argiiir o candidato, durante o
prazo méaximo de 30 minutos, assegurando-se ao mesmo igual prazo para resposta. Ultimada a
argliicio, que se desenvolveu dentro dos termos regimentais, a Comisso, em sessfo secreta,
emitiu o parecer final individual anexos a esta ata. Em face do resultado obtido, a Comiss#o
Julgadora considerou o candidato aprovado. '3 9 /

Nada mais havendo a tratar encerrou-se os trabalhos as --+=---- horas e 0. minutos. Eu Jodo
Martins Neto, secretario do Programa, lavrei a presente ata que apds lida e achada conforme
foi assinada pela Comiss@o.
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RESUMO

Toxoplasma gondii € um protozoario parasita que infecta a ampla maioria dos
vertebrados homeotermos. Ele penetra ativamente em todas as células ja estudadas,
utilizando inicialmente uma superfamilia de antigenos de superficie que inclui produtos
evolucionariamente bem conservados expressos peios genes SRS (SAGT-related
sequences), como as moléculas SAG1 and SAG2A, que participam da adeséo e
invasao das células hospedeiras. Levando-se em conta que pouca informagéo esta
disponivel 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 SAGSD, pertencentes a superfamilia
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 peptideo consenso
DGSSA que apresentou um significante alinhamento com a regido C-terminal da
molécula de SAG2A, localizada na posigdo correpondente ao 137°-141° residuos de
aminoacidos. Ensaios de secrecdo e motilidade revelaram que os epitopos A3A4 e
A4D12 estdo presentes nos antigenos excretados/secretedos (ESA), e que eles fazem
parte das trilhas deixadas por T. gondii durante sua motilidade. Os epitopos A3A4 e
A4D12 estdo presentes nas cepas de gendtipos tipo | e I de T. gondii, mas ausentes
em N. caninum ou E. acervulina, indicando que estes marcadores s&o espécie- mas
ndo cepa-especificos. O tratamento prévio de taquizoitas da cepa RH com mAb A3A4
ou A4D12 ndo demonstrou uma protegéo significativa em camundongos C57BL/6
infectados, sugerindo que o bloqueio destes epitopos parece n&o interferir com a

infectividade in vivo desta cepa de T. 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-related 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, SAGS5A, SAGSC

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 | and Il 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 protectibn in C57BL6
mice against 7. gondii infection, suggesting that the blockage of the epitopes seems

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



1. INTRODUGAO

1.1. Toxoplasma gondii e a toxoplasmose

Toxop/asmé gondii € um protozoario intracelular obrigatério que tem
ampla distribuicdo 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 € em coelhos por
Splendore no Brasil (BLACK; BOOTHROYD, 2000) e €& atualmente
classificado no Filo Apicomplexa, subclasse Coccidae (SIBLEY et al., 2003)

T. gondii € 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 felideos (TENTER et al.,, 2000). Sendo que
estes Ultimos podem tanto ser hospedeiros definitivos como intermediarios
(BLACK; BOOTHROYD, 2000).

Durante o ciclo de vida, este parasito pode adotar quatro formas
principais de desenvolvimento: taquizoita, bradizoita, merozoita e
esporozoita (LEKUTIS et al, 2001). Os taquizoitas s&o formas de
multiplicagéo rapida, apresentando as dimensées de 2-4 ym de largura por
4-8 uym de comprimento. Estas formas sdo predominantes durante a
infecgdo aguda e tém importancia epidemiolégica, uma vez que € a principal
forma de transmisséo por via placentaria (MONTOYA; LIESENFELD, 2004).
Apos lise da célula hospedeira por replicagdo intensa, as formas taquizoitas

infectam células adjacentes e eventualmente ganham a circulagéo



sanguinea. Nesta ocasido taquizoitas disseminados podem infectar o
sistema nervoso, olhos, 0ssos, musculo cardiaco e a placenta (MONTOYA,;
LIESENFELD, 2004). Esta forma de desenvolvimento apresenta
caracteristicas antigénicas peculiares, induzindo uma forte resposta
inflamatodria que causa danos teciduais importantes e que s&o responsaveis
pelas manifestagdes clinicas da doenga (BLACK; BOOTROYD, 2000,
TENTER et al., 2000, MONTOYA,; LIESENFELD, 2004).

A forma taquizoita pode se converter em bradizoita pela pressdo da
resposta imune do hospedeiro (LYONS et al.,, 2002). Os bradizoitas s&o
semelhantes morfologicamente aos taquizoitas, no entanto, sao formas de
multiplicacdo lenta e caracteristicas de infecg0es crbnicas, podendo ser
identificados nos musculos cardiaco e esquelético, cérebro e retina. Os
bradizoitas desenvolvem cistos contendo dezenas ou mesmo centenas de
parasitos que sdo resistentes a agdo dos mecanismos imunologicos. Esta
forma pode permanecer latente durante toda vida do hospedeiro sendo
infectante tanto para hospedeiros definitivos como intermediarios se
ingeridos (TENTER et al., 2000, MONTOYA; LIESENFELD, 2004).

Merozoitas e esporozoitas se desenvolvem no intestino dos
hospedeiros definitivos. Merozoita é a forma resultante da divisdo assexuada
que ocorre no interior dos enterdcitos de felideos, previamente‘ao inicio do
ciclo sexuado (LEKUTIS et al., 2001). J& esporozoita € a unica forma de T.
gondii resultante de multiplicagdo sexuada e normalmente sao eliminados
nas fezes dos felideos na forma de oocisto contendo dois esporocistos que
abrigam quatro esporozoitas cada. Estas formas apresentam dimenséGes de

10 a 12 uym de didmetro e sdo formas extremamente resistentes,



principalmente em regides quentes e umidas (TENTER et al.,, 2000). Na
Figura 01, representagéo esquematica do ciclo do parasito T. gondii.

T. gondii apresenta uma estrutura populacional mantida basicamente
por trés linhagens clonais, denominadas de tipo |, Il e lil que se distinguem
entre si pelo grau de viruléncia e pelo padrdo epidemiolégico (HOWE;
SIBLEY, 1995; MONTOYA; LIESENFELD, 2004). O gendtipo do tipo Il € o
mais abundantemente encontrado na natureza e esta associado & maioria
das infecgdes, excetuando a forma congénita que normalmente pode
também estar associada aos gendtipos do tipo | ou recombinantes. J& os
parasitos isolados de animais sdo predominantemente do tipo lil. 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, genotipos raros de T.

gondii também foram associados a ocorréncia de casos de toxoplasmose

ocular (GRIGG et al., 2001).
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Figura 1: Ciclo de vida do parasito T. gondii. O desenvolvimento no hospedeiro

intermediario esta ilustrado abaixo da barra horizontal. Acima da barra
horizontal, desenvolvimento no hospedeiro definitivo. Os estagios
infecciosos, taquizoitas, cistos de bradizoitas e esporozoitas esporulados
em oocistos estdo indicado pela cor cinza (TENTER et al., 2000).



A infeccdo pode ocorrer por ingestdo de carnes ou derivados mal
cozidos contendo cistos tissulares de T. gondii ou pela ingestdo de agua ou
alimentos contaminados com oocistos esporulados provenientes de fezes
de felideos (DUBEY, 1996). Ja a transmiss&o vertical, ocorre pela infecgéo
transplacentaria, geralmente associada a infecgéo ou reinfecgéo durante o
curso do periodo gestacional (TENTER et al., 2001; CARRUTHERS, 2002).
A toxoplasmose quando adquirida apds o nascimento é de baixa morbidade
e letalidade. No entanto, quando adquirida durante a gravidez pode
acarretar danos ao concepto, como lesbes no sistema nervoso central e
retina, podendo ainda, levar a morte fetal ou ao abortamento (BLACK;
BOOTHROQOYD, 2000). Os riscos da infecgédo e as conseqiiéncias clinicas da
transmissdo estdo diretamente associados ao periodo de gestagéo, do
estado imunoldgico da gestante e do nimero e viruléncia dos parasitos
transmitidos ao feto (TENTER et al., 2000). No tocante a transmissé&o
congénita estima-se que 1 a 10 recém-nascidos s&o infectados em cada
1000 nascimentos (TENTER et al., 2000, MONTOYA, LIESENFELD, 2004).

Embora mais raras, outras formas de infecgdo foram descritas na
literatura, como aquelas ocasionadas por transfuséo de sangue e derivados,
por transplantes de dérgdos contendo taquizoitas ou cistos, por ingestao de
leite caprino ndo pasteurizado contaminado com taquizoitas de‘ T. gondii, e
ainda por acidentes de laboratorio (SIEGEL, et al., 1971, MONTOYA,;
LIESENFELD, 2004 ). A Figura 2 demonstra as principais vias de
transmissé&o do parasito T. gondii.

A toxoplasmose acomete em torno de um tergo da populagéo mundial,

apresentando valores de soroprevaléncia que varia de 15 a 85%



dependendo da regido geografica analisada e das diferengas observadas

nas condi¢gbes sécio-culturais e de higiene entre as populagdes estudadas

(TENTER et al., 2000).

Figura 2: Principais vias de transmissao do parasito T. gondii. As setas em
azul indicam a transmissdo via oocistos. As em vermelho e verde
representam respectivamente a transmissdo via ingestao de cistos

contendo bradizoitas e a transmissdo congénita (TENTER et al.,

2000).



Outro grupo da populagdo em que o parasito T. gondii pode causar
doenga severa € aquele formado por pacientes imunossuprimidos,
particularmente pacientes que apresentam a sindrome da imunodeficiéncia
adquirida (AIDS). Nestes pacientes, a reativagdo de uma infecgdo latente
pode causar doenga sintomatica incluindo encefalite toxoplasmica grave que
pode conduzir ao obito (LUFT; REMINGTON,1992). Estudos conduzidos por
diferentes grupos de pesquisadores demonstraram que até 40% dos
portadores do virus de imunodeficiéncia adquirida (HIV) poderiam ser
afetados gravemente por este patogeno antes da introdugéo da terapia anti-
retroviral (SOLDATI; BOOTHROYD, 1993; TENTER et al, 2001).
Atualmente, a encefalite toxoplasmica passou a ser menos freqiente em
pacientes HIV positivos que apresentam contagem de células CD4+
superiores a 200. Contudo, uma vez diagnosticada a doenga, o paciente
deve ser submetido ao tratado indefinidamente, ja que o abandono do
tratamento estd fortemente associado ao alto risco de recidiva da
toxoplasmose encefalica (TENTER et al., 2001). No entanto, como existem
diversos paises que apresentam limitagGes financeiras e de infra-estrutura
para aquisigdo e distribuicdo de drogas anti-HIV, a toxoplasmose ainda é
causadora de mortes em diversas regides do planeta (CARRUTHERS,
2002). |

Desta forma, pela capacidade de infectar ampio nimero de vertebrados
e permanecer em uma forma quiescente assintomatica e por estar associado
a um numero consideravel de doengas congénitas ou abortamentos em
animais e humanos, incluindo reinfecgbes em pacientes imunossuprimidos, a

toxoplasmose é uma das mais importantes zoonoses descritas até o



momento. Isto justifica a realizagéo dos estudos que enfatizem os aspectos
basicos da biologia de T. gondii que podem produzir avangos no tratamento,

diagnostico e prevengdo da toxoplasmose (TENTER, et al., 2001:

CARRUTHERS, 2002; MONTOYA, LIESENFELD, 2004).

1.2. Biologia da infecgao pelo parasito T. gondii

O elemento chave na sobrevivéncia de T. gondii é a penetracdo na
célula hospedeira. A invaséo do parasito a célula hospedeira € um processo
complexb, 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
alcancar a célula hospedeira e se posicionar de maneira que a regigdo apical
do parasito possa estar voltada para a interface celular. A ades&o inicial do
parasito é mediada em parte pelos antigenos da superfamilia de proteinas
de superficie, ligadas & membrana de T. gondii por &ncoras de
glicosilfosfatidilinositol-GP! (surface antigen glycosyl-phosphatidylinositol
linked - 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 forga repulsiva
estabelecida pelas cargas negativas produzidas pelos fosfolipidios 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 a interface celular e por um
mecanismo ainda nio totalmente esclarecido de transdugéo de sina,| ativa a

descarga de proteinas presentes nas organelas intracelulares denominadas



micronemas (CARRUTHERS, 2002). As proteinas secretadas pelas
micronemas sdo proteoliticamente processadas e funcionam como
elementos adicionais na adesdo parasitaria que potencializam a invasdo
ativa de T. gondii (SOLDATI et al.,, 2001). O sistema actina-miosina do
parasito forga a penetragéo ativa de T. gondii através da membrana celular
da célula hospedeira, criando um vacuolo nascente. Este vaculolo recebe a
secregdo do segundo grupo de organelas secretorias de T. gondii, as
roptrias (BLACK; BOOTHROYD, 2000; CARRUTHERS et al., 2002). As
proteinas secretadas pelas roptrias parecem favorecer a expansdo do
vactolo parasitéforo até que o parasito ultrapasse a delgada contrigdo
produzida na membrana celular hospedeira. O mecanismo preciso da agéo
das proteinas de roptrias ainda € desconhecido, contudo a caracteristica
altamente basica de seus membros tem sugderido que participem como
policatiénicos favorecendo a penefragdo e a expansdo do vacuolo
parasitoforo (CARRUTHERS et al., 2002).

Uma vez formado o vactiolo parasitéforo um terceiro grupo de organelas
de T. gondii, denominadas de grénulos densos liberam seus conteddos. As
proteinas de granulos densos parecem estar tanto associadas a expanséo
final do vacuolo parasitdforo quanto da criagdo de um sistema tubular-
vesicular responsavel pela criagéo de poros, via oligomerizag&o de proteinas
de granulos densos, necessarios a obtengdo de nutrientes (CARRUTHERS
et al., 2002). O vactolo parasitéforo recém formado impede a acidificagédo de
seu interior, possivelmente por excluséo da H+-ATPase de membrana via

proteinas  secretadas, recrutando ainda mitocondrias e reticulo



endoplasmatico que funcionariam acessoriamente como organelas que

proporcionam a replicagdo parasitaria (CARRUTHERS et al., 2002).

1.3. Superfamilia de seqiiéncias relacionadas a SAG-1 (SAG-1 related

sequences — SRS)

Este grupo de proteinas foi inicialmente caracterizado bioquimicamente
pelos trabalhos de Kasper e Couvreur que analisaram os antigenos
principais p22, p23, p30, p35 e p43 da forma taquizoita 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
superficie de taquizoitas de T. gondii, produziam marcante redugédo na
adesdo parasitaria & célula hospedeira e consequente redugéo da infecgéo
(GRINWOOD e SMITH. 1982, 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 ades8o parasitaria a célula
hospedeira (GRIMWOOD; SMITH, 1996). Estes dados indicaram que
membros distintos de SAG pudessem apresentar fungdes distintas durante a
invas&o parasitaria.

Com o advento das técnicas de biologia molecular, os trés primeiros
membros da familia SAG foram inicialmente clonados, p30 (SAGH1), p22
(SAG2) e p43 (SAG3) (BURG et al., 1988; PRINCE et al., 1990; CESBRON-
DELAUW et al .1994) e logo um nUmero crescente de seqiéncias
homologas a SAG1 foram identificadas (OLBERG-FERRAGUT et al., 1996;

HEL et al. 1997, MANGER, et al. 1998; KNOLL; BOOTHROYD, 1998). As



sequéncias descritas na literatura apresentavam motivos consensos
caracteristicos que definem a superfamilia de sequéncias relacionadas 3
SAG1 (SRS), sendo estes: 1- o motivo de inser¢do de ancoras de GPl; 2- a
manutengdo de 12 residuos de cisteinas conservados presentes em SAGHT;
e 3- a presenga de um peptideo sinal (LEKUTIS et al., 2001).
Adicionalmente, novos membros similares a SAG2 que s&o 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 compartitham um nUmero limitado de cisteinas e sdo menos
similares entre si que as sequéncias relacionadas & SAG1 (LEKUTIS et al.,
2001). Spano e colaboradores demonstraram mais quatro sequéncias
similares a SAG1 denominadas de SAGS5 (SAGS5A, SAG5B, SAG5C e
SAG5D), as quais s&o diferencialmente expressas nas fases taquizoita e
bradizoita de T. gondii (SPANO et al., 2002). Mais recentemente, Jung e
colaboradores analisando seqliéncias extensas (contigs) disponiveis no
projeto genoma de T. gondii expandiram a superfamilia de SRS para um
total de 161 sequéncias semelhantes a SAG1 e SAG2 (JUNG et al., 2004). A
razdo da grande diversidade alcangada por esta familia permanece obscura,
mas membros com SAG1 e SAG2A altamente imunogénicos aparentemente
atraem a resposta imune para si favorecendo a sobrevida do pafasito que se
transforma nas formas encistadas formadas por bradizoitas (LEKUTIS et al.,
2001; JUNG et al., 2004). A figura 3 demonstra a arvore filogenética
construida a partir de seqliéncias de membros de SRS de T. gondii e alguns

ortélogos de Neospora caninun, Neospora hughesi e Sarcocystis muris.
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Figura 3: Arvore filogenética de membros da superfamilia de SRS de
T. gondii e alguns ortélogos de Neospora caninum, Neospora
hughesi e Sarcocystis muris. O asterisco indica seqgliéncias

correspondentes a pseudogenes (Lekutis et al., 2001).
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1.4. A tecnologia de sele¢do de peptideos randoémicos a partir de
biblioteca de fagos (“phage display”).

A técnica de phage display foi inicialmente descrita por Smith para a
expresséo de peptideos da enzima de restrigdo EcoRI em fusdo com a proteina
pVill do capsideo viral do fago M13 (fECO1) (SMITH et al., 1985). A técnica
consiste da expresséo e selegdo por afinidade de proteinas ou peptideos
expressos em fusdo com proteinas virais presentes em capsideo de
bacteriofagos. Assim, os fagos recombinantes expressando peptideos
randémicos 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 & o bacteriéfago M13
que & um microrganismo filamentoso e que infecta bactérias Gram negativas
que apresentam pilus F. O bacteriéfago M13 € uma particula viral formada por
uma capa protéica constituida por onze proteinas (pl-pXl) que envoivem o

genoma viral constituido por um DNA de fita simples de aproximadamente

6,4 kb,

A construgio genética & geralmente realizada em vetores M43KE

(derivado do vetor de fagos m13mp19) que pessuem rapida propagagdo e nédo

necessitam de sistema selegdo por antibidticos ou coinfecgao por fagos de tipo

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

entre coldnias bacterianas infectadas com fagos que carregam sequéncias

exdgenas (coldnias azuis) e coldnias ndo infectadas por particulas virais ou

mesnio infectadas com fagos selvagens resultantes de contaminagdo do

ambiente laboratorial (coldnias brancas) (MESSING et al.,1983), Das onze
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protelnas presentes na particula viral, duas proteinas séo mais utilizadas para
0 sistema de expresséo de peptideos recombinates, a pVHI representada em
aproximadamente 2800 copias constituindo o principal componente do
capsideo viral e a plii expressa em cinco copias. Neste sistema, fragmentos de

DNA codificando peptideos ou proteinas aleatérias sdo geralmente inseridos

nos genes de plll ou pVIll (PHIZICKY; FIELDS, 1995), resultando na expresséo
N-terminal dos peptideos ou proteinas em fusdo com as proteinas plil ou pVill.
A caracteristica de baixa representatividade da plll em relagdo a pVIll nas
particulas de fago M13 pode ser explorada para descoberta de ligantes com
alta afinidade presentes em bibliotecas de expressdo peptideos em plll ao
invés de bibliotecas de expressdo baseadas no gene codificante de pVIi
(MARANHAO: BRIGIDO, 2000). Como a proteina plll exerce um papel na

infecgdo viral via interagdo com pilus F presentes em bactérias hospedeiras, o
sistema baseado em expresséo de peptideos de fusdo com todas as cinco plll
expressas em fago M13 devem conter insertos pequenos, ndo excedendo 30

aminoacidos, para ndo comprometerem a infectividade de fagos M13 e desta

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

sistema de phage display € baseado em modifica¢cées genéticas aleatorias que

850 inseridas em sitios especificos do genoma dos fagos, novos variantes

recém selecionados por afinidade ou imuncafinidade podem ser rapidamente

identificados pela dedugédo de aminoacidos da seqtiéncia de DNA obtida de

cada fago (SMITH ; SCOTT, 1993).

Desta forma, as bibliotecas de expressdo de peptideos randémicos em

fagos constituem-se em ferramentas de alta relevancia para aplicagées

protedémicas, incluindo mapeamento de ligantes proteina-proteina, identificagéo
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de ligantes em receptores, identificagdo de peptideos mimeticos a ligantes néo

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

Caracterizar por immunoblotting e imunofluorescéncia os antigenos

reconhecidos pelos anticorpos monoclonais A4D12 e A3A4.

Verificar a natureza dos epitopos (conformacional ou linear)

reconhecidos por estes anticorpos monoclonais.

Identificar o ndmero de isoformas protéicas reconhecidas por estes

anticorpos monoclonais.

Mapear por tecnologia de phage display os epitopos reconhecidos por

estes anticorpos monoclonais.

Avaliar se os anticorpos monoclonais apresentam reatividade as
diferentes cepas de T. gondii e a outros parasitos do filo Apicomplexa

Neospora caninum e Eimeria acervulina.

Verificar se bloqueio dos epitopos reconhecidos pelos anticorpos
monoclonais A4D12 e A3A4 afeta a infectividade de taquizoitas de

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

3.1. Parasitos e preparagdo de antigenos

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
Cehtrifugado a 45 x g por 1 minuto, para a remogdo 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 solugdo salina tamponada com fosfato 0,01 M pH 7.2 (PBS) e, quando
necessario para a remogao de hemacias, tratado com solugéo tampao de lise
(14 mM de NH4Cl e 17 mM de TRIS-HCI pH 7,2) por 1 minuto a temperatura
ambiente. Terminado os ciclos de centrifugagao, os taquizoitas foram contados
em camara de Neubauer e lisados por adicdo de tampéo contendo SDS (TRIS-
HCl 0.1M pH 6,8, SDS 4%, glicerol 20%, bromophenol blue 0.2%). A
concentragdo dos parasitos foi ajustada, com mesmo tampédo, para a
concentragéo final de 1x 10 parasitos.mL™.

Os parasitos solubilizados foram novamente submetidos & centrifugagao
(1500 x g, 10 min.) e a fragéo sobrenadante foi recolhida e usada como
antigeno de taquizoitas de 7. gondii (SDSTgRH) para os ensaios de
immunoblotting. Alternativamente, a suspensao de parasitos foi ressuspendida
em PBS suplementado com inibidores de proteases, aprotinina 10 ug.mL™,
leupeptina 50 ug.mL™" e PMSF (fenil-metilsulfonil fluoreto) 1,6 mM e submetida

a seis ciclos de congelamento/descongelamento (N2 quuido/ 37°C) e sonicagao

(SCOTT et al, 1987). Apos este tratamento os parasitos lisados foram
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submetidos & centrifugagdo a 1000 x g, por 15 min a 4°C e a fragdo
sobrenadante resultante foi coletada e o seu contetdo protéico quantificado
utilizando o método de dosagem de Lowry (LOWRY et al., 1951). Antigenos

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

ensaios de ELISA.

Ja os antigenos de taquizoitas 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 solucdo PBS
com o auxilio 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 purificagdo dos cistos. Os cistos obtidos foram tratados com
solugédo de digestdo composta de 1% de NaCl, 1,4% de HCl e 0,1 mg.mL™ de
pepsina (atividade 1:60.000) por 1 minuto a 37°C. A suspensé&o de bradizoitas
assim obtida foi neutralizada com uma solugéo de NaxCO3; a 1 % e a seguir
utilizada para infecgdo 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). Apds o
cultivo de 2-3 semanas as formas taquizoitas foram coletadas dos frascos de
cultura e purificadas como descrito para a cepa RH. A fragéo sedimentada foi
ressuspendida em tampao contendo SDS e centrifugada a 1500 x g, durante 10
min, a 4°C. A fragdo sobrenadante foi coletada (antigeno - SDSTgME) e
utilizada em ensaios de immunoblotting. Outros parasitos pertencentes ao filo
Apicomplexa, Neospora caninum e Eimeria acervulina foram preparados por

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

Taquizoitas de T. gondii (RH) foram coletados de exudato peritonial e
parcialmente purificados como descrito na segdo anterior, fixados com acetona
30% em PBS por 4°C durante 72 horas. Apods a fixagdo, os parasitos foram
lavados em solugdo PBS e utilizados para imunizagdo de camundongos
BALB/C. Os animais foram imunizados por via intraperitonial utilizando um
volume de 100 pl de uma suspenséo de 1 X 10" parasitos.mL™ em intervalos
regulares de 15 dias em trés inoculagbes sucessivas. Sete dias antes da
realizacdo do processo de fus&o, os animais foram inoculados com a mesma
concentragdo de parasitos, porém por via endovenosa. A producdo dos
hibridomas foi conduzida como previamente descrito por Kohler e Milstein, com
pequenas modificagbes (KOHLER E MILSTEIN, 1975). Apds o término do
esquema de imunizag&o, o bago dos animais foi coletado e divulsionado em
meio DMEM estéril sem soro fetal bovino. Os esplendcitos obtidos foram
adicionados a suspensdo de células de mieloma murino SP20/Ag14 na
proporgido de 1:1 e a seguir, as populagbes 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
concentragio de 50%, sob agitagdo constante a 37°C durante um minuto,
quando entgo 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 selecdo das células fusionadas (hibridomas) por periodo de 21 dias.

Hibridomas secretando anticorpos foram selecionados por ELISA indireto e

clonados por diluigdo 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 uM de B-mercaptoetanol e 40 ug.mi! de

gentamicina e estocados em nitrogénio liquido.

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

Os antigenos de 7. gondii foram resolvidos em sistema unidimensional
utilizando tamp&o descontinuo como descrito por Laemmli (LAEMMLI, 1970) e
sistema de placas de vidro descrito por Studier (STUDIER, 1973). Os géis de
poliacrilamida nas concentragées de 8 e 10% foram montados em placas do
sistema de eletroforese SE250 (Amersham Biosciences, UK) de dimensées 8 x
10 x 0,075 cm e as amostras foram preparadas como descrito no item 3.1.
Antigenos de T. gondii solubilizados em SDS foram tratados na presenca e
auséncia de B-mercaptoetanol (BME) a 95°C por 5 minutos e utilizados para
eletroforese em gel de poliacrilamida contendo SDS (SDS-PAGE). As proteinas

foram eletroforeticamente separadas utilizando uma corrente de 20 maA.

Apobs a corrida, os géis foram corados com solugdo de coomassie (0,5 g
Coomassie brilhant blue R-250 dissolvido em metanol 50% e &cido acético
10%) e descorados em solugdo de 10% de acido acetico e 50% de metanol.
Uma vez descorados foram mantidos em acido acético 7% até a .digitalizagéo
das imagens. Ja a eletroforese bidimensional foi conduzida em aparetho Mini
Protean Cell (Bio-Rad Laboratories, CA, USA) utilizando como de primeira
dimenséo tampdes NaOH 0,08% (catodo) e acido fosforico (0,07%). Os
capilares foram preenchidos com solugéo de poliacrilamida a 9% e submetidos

a 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 taquizoitas da
cepa RH (1x10° parasitos.mL™) diretamente solubilizados em solugdo de
focalizagao isoelétrica (9M de uréia, 2% de Triton X-100 e 1% de anfdlitos com
gradiente de pH 3,5-10) foram focalizados por 4 horas utilizando voltagens de
750 volts. Terminada a focalizagdo isoelétrica das proteinas, o gel foi excisado
do tubo capilar e estocado a -20°C. A segunda dimensé&o foi realizada como
descrito anteriormente para SDS-PAGE 1D. Alternativamente os antigenos

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

de nitrocelulose como descrito a seguir.

3.4. Inmunoblotting

Os antigenos separados em SDS-PAGE de uma ou duas dimensées 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 solugéo 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 periodo de 1
hora e a 37°C. A seguir, a detecgdo da ligagdo dos mAbs aos antigenos

imobilizados em nitrocelulose foi realizada pela subseqliente incubagéo das

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

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

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

fabricante.

3.5. Purificagdo de anti-P30 por imunoadsorgéo

Antigeno total de 7. 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 referéncia proteina padrdo de 29 kDa. As membranas contendo p30
foram submetidas ao bloqueio em solugdo 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 ligacdo dos
anticorpos P30 especificos. Terminado este tempo, as membranas foram
novamente lavadas e os anticorpos ligados foram eluidos com tamp&o 0,1 M

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

para posterior reagéo de immunoblotting.

3.6. Imuncfluorescéncia

Taquizoitas (RH) foram coletados e fixados com solug&o de formaldeido a
1% durante 1 hora, a temperatura ambiente. Apds a fixagéo, os parasitos foram
lavados duas vezes em PBS e semeados sobre laminas de vidros, previamente
limpas em solugéo alcool-éter, na densidade de 50 parasitos por campo. O

excesso da suspensdo foi removido e os paiasitos aderidos nas laminas foram

preservados até uso sob refrigeragéo a -20°C. Para a reacao de

21



imunofiuorescéncia, as laminas contendo taquizoitas foram incubadas com os
sobrenadantes de cultura dos hibridomas de interesse (mAbs) por periodo 45
minutos e a temperatura de 37°C. A seguir, as laminas foram lavadas 3 vezes
(5 minutos cada) em solugdo de PBS e incubadas com anticorpo anti-lgG de
camundongo conjugado com fluoresceina (FITC) na diluigdo de 1:50 (v/v),
durante 30 minutos a 37°C. Terminado este tempo, as laminas foram

novamente lavadas em PBS e montadas utilizando dlicerina tamponada

carbonato-bicarbonato 50 mM pH 9,5. As laminas foram analisadas em
microscopio de epifluorescéncia (Olympus BH2, Tokyo, Japan). A aquisicéo
das imagens foi realizada em filme fotografico asa 400 utilizando abertura do

diafragma da camera (mddulo automatico) por periodo de exposicéo de 2-4

minutos.

3.7. Ensaios de secregdo

Para os ensaios de secregéo, taquizoitas da cepa RH foram rapidamente
coletados em banho de gelo e lavados por duas vezes com solugdo PBS

gelada. A seguir 0s parasitos foram ressuspendidos em solugédo salina

balanceada de Hank (140 mM de NaCl, 1,3 mM de CaClz, 5 mM de KCI, 0,2%

de Giicose, 0,7 mM de KH2PO4 e 1,5 mM de NaH2COs em pH. 7,5) e ajustados

« 8 : A o
para a concentragdo de 4 x 10 parasites.mL™ e incubados em banho-maria a

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

parasitos foram removidos por centrifugagdo a 1500 x g, 10 minutos a 4°C. As
fragSes contendo os antigenos excretados/secretados (ESA) pelos parasitos

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

reacdo de immunoblotting, padrées de parasitos lisados por SDS (STDs) na

concentracdo (1x 10° parasitos/pogo) foram utilizados nas diluices de 1:50
¢ P ¢

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

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

por taquizoitas de T. gondif

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

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

para 2,5 x 10° parasitos.mL™". Os parasitos foram depositados sobre laminulas
de vidro, previamente tratadas com soro albumina bovina 50 pg.mL™" durante

30 minutos e incubados por 15 minutos a 37°C em atmosfera Gmida de CO; a

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

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

deteccdo das trilhas de antigenos liberados por taquizoitas durante a

movimentag&o sobre o substrato, as laminulas foram processadas como

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

3.9. Purificagédo de anticorpos for afinidade

Para purificagdo dos anticorpos monoclonais A4D12 e A3A4 a partir de

sobrenadantes de cultura de hibridomas, resina de imunoafinidade de proteina

G-sepharose (Amersham Biosciences, UK) foi pré equilibrada com 50 ml de

soluggio fosfato a 100 mM em pH 8,0 (10 volumes da resina). A seguir, 20 mi de

cada sobrenadante de cada hibridema foram diluldos 1:1 (v/v) com tampéo

fosfato e aplicado & resina com fluxo de 0,6 ml.min . Ao final da aplicagéo, a
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resina foi lavada com o mesmo tampéo utilizado no equilibrio e a densidade
dptica (OD) do lavado foi monitorada a 280 nm até atingir a linha de base (OD
mensurada antes da aplicagdo). As imunoglobulinas (mAbs) retidas na resina
foram eluidas por adigéo de tampé&o 0,2 M de glicina em pH 2,6 e coletadas em
fracdes de 3-5 ml. As fracbes que apresentavam maiores absorbancias a 280
nm foram reunidas e neutralizadas com solugéo tampéo de TRIS-HCI 1 M, pH
7.5. Posteriormente, a fracdo 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 contetdo protéico de cada

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

3.10. Selegédo de peptideos através de biblioteca de fagos (“phage

display”)

Para a selegdo de peptideos, placas de microtitulagdo (NUNC maxisorp R'-

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

15 Hg.poco -1 dos mAb de interesses diluidos em tamp&o 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 sensibilizagéo, as placas foram blogueadas (100 ul.pogo ') com
solugdo tampdo de 50 mM de TRIS-HCI em pH 7.5 € NaCl 150 mM (TBS),
contendo 5 mg.ml‘1 de soro albumina bovina (BSA) por um periodo de 1 hora a
temperatura ambiente. Terminado 0 bloqueio, as placas foram lavadas por seis

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

particulas de fagos por pogo previamente diluidos em PBS e oriundos da

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

New England BioLabs Inc., Beverly, MA, USA). Fagos n&o ligados & placa
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foram removidos por mais um ciclo( de lavagens com TBST. As particulas de
fagos especificamente ligados a placa foram eluidas com a adigdo de tampao
glicina a 0,2 M com pH 2,2 acrescido de 1mg.mL™" de BSA, durante 10 minutos.
A fraggo eluida enriquecida em fagos foi imediatamente neutralizada com 1 M
de TRIS-HCI, pH 9.0. Os fagos recuperados na elui¢do foram amplificados em
E. coli ER2537 por um periodo de 4 horas e parcialmente purificados utilizando
20% de polietileno glicol 8000 (PEG) e 2,5 M de NaCl (Sigma Chemical Co.),

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

12 Peptide Library Kit).
Apés titulagdo em placas de meio LB-agar semeadas com E. coli ER2537,

os fagos foram submetidos a mais trés ciclos de ligagao-amplificag&o. Os fagos

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

selegéio de fagos especificos aos mAbs A4D12 e A3A4.

3.11. ELISA fago

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

sensibilizadas com fagos isolados diluidos em tampao carbonato-bicarbonato a

0,06 M em pH 9,6, na concentraggo de 1 X 10" particulas.orificio”, durante 16

horas a 4°C (Manoutcharian et al., 2004). Como controles, orificios foram
sensibilizados nas mesmas condigoes descritas acima com antigeno TSA (0,5

ug.orificio™) ou fago M13 tipo selvagem a (1x 10" particulas.orificio™). A seguir

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

A4D12, A3A4 ou IgG1, como controle negativo, por periodo de 90 minutos a

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

anticorpo anti-lgG de camundongo conjugado a peroxidase (1:1000) por 1 hora
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a 37°C. Terminada a incubagéo, as placas foram novamente lavadas em PBS e
a reacédo foi desenvolvida pela adigdo de tampéo citrato-fosfato 0,1 M pH 5,0

suplementado com H202 0.03% e orto-fenilenodiamina (OPD) a 1 mg.mL **. A
reacgéo foi interrompida pela adigéo de 4cido sulftrico a 2N (25 yL.orificio ") e a

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

Laboratories, USA) a 492 nm.

O indice 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 helper). O linear de positividade foi arbitrariamente definido

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

a 3 foram considerados positivos.

3.12. ELISA inibigado

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 previamente diluidos em 0,06 M de tampdo carbonato-

bicarbonato em pH 9,6 e na concentragdo de 1x 10" particulas.orificio™, por 16
horas a 4°C. Para realizacdo do ensaio de inibigdo, o mAb A3A4 foi

previamente incubado com diluigdes crescentes decimais de TSA, variando de

0 a 100 pg.mL™", por um periodo também de 16 horas e a 4°C. Ao término das

16 horas, as placas foram lavadas em PBST (3x) e incubada com o0 mAb A3A4

preparado com as diferentes concentragdes 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 a peroxidase (1:1000) por 1 hora a 37°C,

As placas foram novamente lavadas em PBS e a reagéo foi desenvolvida pela
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adicdo de tampao citrato-fosfato a 0,4 M em pH 5.0 suplementado com 0,03%
de H209 e orto-fenilenodiamina (OPD) a 1 mg.mL™". A reag&o foi interrompida
pela adigdo de acido sulfurico a 2N (25 uL.orificio) e as OD obtidas foram
monitoradas em leitor de placas (Titertek Multiskan Plus, Flow Laboratories,
USA) a 492 nm. A porcentagem de inibigo do TSA para cada fago foi
calculada pela OD média das diferentes concentragoes do inibidor (TSA)

dividida pela OD média obtida na auséncia do inibidor (zero pg.mb )

multiplicada por 100.
3.13. Seqtiénciamento de DNA e dedugao de aminacidos.

Os fagos isolados durante a selecdo de peptideos reativos aos mAbs de
interesse foram amplificados em cultivo de E. coli ER2537 em meio LB liquido
por periodo de 5 horas e parcialmente purificados por PEG 8000/ NaCl como
descrito no item 3.10. Apos purificagédo, o DNA de fita simples dos fagos foi
extraido pela adigéo de solugéo tampéo de iodeto de sodio (TRIS-HCI 10 mM

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

centrifugacgo 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 agua Milli-Q e avaliado

em gel de agarose a 2% quanto a pureza € qualidade. A reacédo de

sequenciamento foi executada com 200-500 ng de DNA de fagos e “primer” —

96 M13 (5 HOCCCTCATAGTTAGCGTAACG 3"), utilizando o Kit de marcagao

DYEnamic ET Dye Terminator™ (Amersham Biosciences) para seqtienciador

automatico MegaBace (Amersham Biosciences, UK). As sequéncias de DNA

obtidas foram deduzidas em sequéncias de aminoacidos utilizando a

plataforma RELIC como descrito por Mandava (MANDAVA et al., 2004).
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3.14. Anélises das seqiiéncias e visualizag¢ao tridimensional da molécula

de SAG1.
As seqiiéncias obtidas dos fagos foram analisadas utilizando BLASTP

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

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

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

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

(Www.ncbi.nim.nih.gov/structure).

As sequiéncias que alinharam parcialmente com 0s peptideos identificados

foram destacadas na estrutura tridimensional de SAG1 usando o programa

Cn3D versdo 4.1 (www.ncbi.nim.nih.gov/structure/CN3D/cn3d.shtml/).

3.15. Ensaio de bloqueio epitopico por monoclonais A4D12 e A3A4

Para o ensaio de bloqueio epitopico, camundongos C57BL6 foram

divididos em trés grupos, um contendo 4 animais e dois outros com 5 animais
cada um. Cada animal de cada grupo foi infectado por via intraperitonial com

10° taquizoitas da cepa RH previamente tratados com os mAbs A4D12, A3A4,

ou lgG irrelevante na concentragéo de 250 ug.mL'1 durante 30 minutos, a 37°C

& em atmosfera Gmida de CO; a 5%. Os animais foram observados diariamente

e a mortalidade em cada grupo foi registrada e comparada usando o método de
o software GraphPad Prism, versdo 4.00 para

Kaplan-Meyer utilizando

Windows,  GraphPad  Software, ~ San Diego  California  USA

(Www.graphpad.com).
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4. RESULTADOS

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

(p22) em antigenos de T. gondii

Com o intuito de caracterizarmos 05 anticorpos monocionais produzidos

no laboratorio de Imunoparasitologia da Universidade Federal de Uberlandia

realizamos ensaios de immunoblotting  com tiras de membranas de

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

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

Figura 4, o mAb A3A4 (tira 2) € EQ (tira 3) reconhecem dois polipeptidios

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

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

observado, o mAb A4D12 (tira 4) reconhece um anico polipeptideo de 22kDa.

Como controle positivo para @ reagdo dos manoclonais, os antigenos foram

também sondados com 0 MAD 188, gentiimente cedido pelo Dr. Loyd Kasper
como podemos observar na

(Dartmouth Medical School, Lebanon, NH, USA),

tira 1 somente um UnIco polipeptideo g7 kDa foi reconhecido por este
monoclonal (MINEO et al. 1994). O controle negativo realizado. com 3

incubagdo da fita com meio de cultura de hibridomas néo revelou nenhum

polipeptideo de T. gondlii (tira 5). Adicionalmente, outras trés tiras foram

utilizadas como controle da reagdo. Na tira 6 polipeptideos de 20-100 kDa

foram reconhecidos por SO0 de camundongos imunizados com T. gondii. Na

reatividade foi detectada com O SOrO de camundongo pre

tira 7 nenhuma
e foi realizado somente com a incubagdo com o

imunizagao e na tira 8 0 control
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anticorpo conjugado. Como podemos verificar nesta tira nenhuma banda foi

revelada.

kDa
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Figura 4: Identificagdo de p97, p30/60 e p22 em antigenos de T. gondii

sondados com os mAbs 1B8, A3A4, E9 e AdD12.

1D-immunoblotting (10% SDS-PAGE) de taquizoitas 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

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

normal e o anticor

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

po conjugado, respectivamente. As setas a direita indicam os

polipeptideos de 97, 30, 60 e 22 kDa. Onde indicado a esquerda, padrdo de

peso molecular.
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4.2. Os componentes de 30 e 22 kDa estdo presentes na superficie de

T. gondii

Uma vez que os anticorpos A3A4, E9 e A4D12 revelaram componentes
de 30/60 e 22 kDa, respectivamente, resolvemos investigar a localizacao
celular destes componentes através de técnica de imunofluorescéncia indireta.
Observando a Figura 5 podemos verificar que, os mAbs A3A4, EQ e A4D12
reagem fortemente com taquizoitas de T. gondii e em especial com a superficie
do parasito. Contrastando com o perfil dos demais mAbs, o mAb 1B8, como
esperado, produz uma coloragédo intracelular heterogénea e granular. Como
controle, taquizoitas foram incubados somente com anticorpo conjugado com
FITC, e como evidenciado nenhuma marcagéo foi observada. Estes dados

sugerem que diferente da p97 intracelular as proteinas de 30/60 e 22 kDa s&o

antigenos de superficie do parasito T. gondii.

4.3. Anticorpos especificos contra p30 reconhecem componentes de 30 e
60 kDa em antigeno de T. gondii

Com o objetivo de verificarmos se as marcag¢des encontradas com os
anticorpos monoclonais A3A4 e E9 correspondiam ao reconhecimento de
epitopos comuns compartilhados por p30 e p60, preparamos um ensaio de
imunoadsorgdo baseado na purificagdo de anticorpos monoclonais anti-p30;
visando posterior avaliagéo da reatividade deste ahticorpo ao antigeno total de
T. gondii por immunoblotting. A Figura 6 mostra o perfil eletroforético em SDS-
PAGE das fragdes obtidas do processo de purificagéo de anticorpos anti-p30.

Na raia 01, banda controle de 150 kDa de IgG de camundongo purificada. As

31



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 atengéo as bandas de 150 kDa, possivelmente de mADb, e a
grande quantidade de albumina (66 kDa) proveniente do soro fetal bovino. Na

raia 4, podemos observar uma banda de IgG ténue eluida das membranas de

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

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

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

com a preparagio do mAbE9 (dado ndo mostrado). A fragdo enriquecida com

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

immunoblotting. Como observado na Figura 7, as lgGs 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 EO, tanto pre

quanto pos-adsorgo, 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 reacdo. 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
imunizagéo, tira 6. Estes dados em conjunto, sugerem fortemente que p30 e

p60 compartilham um epitopo comum reconhecido pelos mAbs A3A4 e EO.
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Figura 5: Imunolocalizagdo de p97, p30/60 e p22 em taquizoitas da cepa
RH de T. gondii
Taquizoitas da cepa RH de T. gondii foram coletados de exudato peritonial,
fixados em solugdo de formaldeido, lavados e incubados com os mAbs 1B8,
A3A4, E9 and A4D12. A seguir para a detecgdo da reagdo, os taquizoitas
foram incubados com IgG de cabra anti-lgG de camundongo conjugado a FITC.
As amostras foram analisadas em microscopio de epifluorescéncia no aumento
de 400 x (Olympus BH2, Tokyo, Japan). As fotos foram realizadas em filme
fotografico asa 400 utilizando periodo de exposi¢do de 2 minutos. O mAb
utilizado em cada preparagdo ou o controle realizado somente com a
incubagdo de meio de cultura esta indicado no canto superior direito de cada

imagem. O inserto mostra um parasito tipico de cada preparagdo digitalmente

ampliado 1,4 x.
SISBI/UFU

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

nitrocelulose.

SDS-PAGE 8% da purificagao de a
de indicado, raia 1 apresenta polipeptideo de 150 kDa de IgG

Raia 2, sobrenadante de cultura do

nti-p30 obtido da eluigdo em membranas de

nitrocelulose. On

de camundongo utilizada como controle.
hibridoma A3A4 antes da adsor¢éo em nitrocelulose impregnada com p30; raia

3 sobrenadante de cultura do hibridoma A3A4 apos adsorgéo em nitrocelulose
e raia 4, IgG anti-p30 eluida da nitrocelulose. Na raia 5, solucdo de leite
desnatado preparado a 0,1%. Onde indicado a esquerda padrdo de peso
molecular. O inserto no topo da figura corresponde a um fragmento do gel

digitalmente manipulado em brilho € contraste para realgar a banda IgG anti-

p30 purificada.
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Figura 7: Anti-p30 reconhece componentes de 30 e 60 kDa em antigenos
de taquizoitas de T. gondii.
1D-immunoblotting de antigenos de taquizoitas 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 reagéo realizada com mAb E9 ou A3A4 antes da
adsorcao em nitrocelulose, tira 2, reaggo com mAbs pés adsorgéo em
nitrocelulose e tira 3, mAb anti-p30 (E9 ou A3A4) eluido de nitrocelulose. A tira
04 corresponde a incubagéo somente com meio de cultura. As tiras 5 e 8
correspondem aos controles realizados com o soro imune de camundongo,

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

polipeptideos 30 e 60 kDa.
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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 anticérpica de cada novo clone
obtido (denominados por nos de subclones) foi avaliado por tecnicas de
immunoblotting e immunofluorescéncia. 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 (tira1).

Interessantemente, o mesmo perfil de reacgéo 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 antigenos 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; Figura10, tira 12) ou somente com anticorpo conjugado

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

soro policlonal imune de camundongos revelou proteinas de peso molecular

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

Ja quando analisados pela imunofluorescéncia, todos os mAbs oriundos

dos clones A3A4 e E9 apresentaram uma forte marcagdo associada a

membrana do parasito, Figuras 9 e 11. Estes achados sé&o similares aos

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

isolados s&o idénticos em especificidade aos hibridomas parentais ES e A3A4.
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Figura 8: Immunoblotting dos mAbs produzidos pelos clones oriundos do

hibridoma A3A4.

1D-immunoblotting de antigenos de taquizoitas 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 reagao realizada com o mAb
parental A3A4 e as tiras 2-5 aos mADs produzidos pelo subclones A3A4-B2,
A3A4-C3, A3A4-D4 e A3A4-G1. Atira 6 & 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 secundario conjugado. As setas a direita indicam os polipeptideos 30

e 60 kDa.
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A3A4-B2 A3A4-C3

A3A4-G1

Figura 9: Perfil de reatividade dos mAbs produzidos pelo hibridoma A3A4
e seus subclones em imunofluorescéncia
Taquizoitas da cepa RH de T. gondii foram fixados em solugdo de formaldeido,
lavados e incubados com os mAbs A3A4 e seus subclones A3A4-B2-A3A4G1.
A seguir para a detecgdo da reagdo, os taquizoitas foram incubados com IgG
de cabra anti-lgG de camundongo conjugado a FITC. As amostras foram
analisadas em microscopio de epifluorescéncia no aumento de 400 x (Olympus
BH2, Tokyo, Japan). As fotos foram realizadas em filme fotografico asa 400 por
exposigdo a 2 minutos. O mAb utilizado em cada preparagéo ou o controle

realizado somente com a incubagdo de meio de cultura esta indicado no canto

superior direito de cada imagem.
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Figura 10: /mmunoblotting dos mAbs produzidos pelos clones oriundos

do hibridoma E9.
1D-immunoblotting de antigenos de taquizoita
solubilizados em SDS e sondados com 0S mAbs produzido pe
seus subclones. A tira 1 corresponde a reagéo realizada com o mAb parental
E9 e as tiras 2-9 aos mAbs produzidos pelo subclones E9-A3, E9-A6 , ES-E5,
H3 e EO-H4, respectivamente. A tira 10 € um
e cultura. As tiras 11,12 e 13 correspondem

s de T. gondii'(cepa RH)
lo hibridoma E9 e

E9-E12, EQ-F9, E9-G4, EO-
controle preparado com meio d
respectivamente aos controles realizados com o soro imune de camundongo,
soro de camundongo normal e O anticorpo

direita indicam os polipeptideos 30 e 60 kDa.

secundario conjugado. As setas a
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Figura 11. Perfil de reatividade dos mAbs produzidos pelo hibridoma E9 e

seus subclones por imunofluorescéncia.
Taquizoitas da cepa RH de T. gondii foram fixados em solugéo de formaldeido,
lavados e incubados com os mAbs E9 e seus subclones E9A3-E9H4. A seguir
Para a deteccdo da reacdo, os taquizoitas foram incubados com IgG de cabra
ANti-IgG de camundongo conjugado & FITC. As amostras foram analisadas em
Microscapio de epifiuorescéncia no aumento de 400 x (Olympus BH2, Tokyo,
Japan). As fotos foram realizadas em filme fotografico asa 400 por exposicéo a
2 minutos. O mAb utilizado em cada preparagdo ou o controle realizado

Somente com a incubagdo de meio de cultura esta indicado no canto superior

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 antigenos de

Toxoplasma gondii

Com o objetivo de verificar a natureza dos epitopos reconhecidos pelos

MAbs A3A4, E9 e A4D12 produzidos em nosso laboratorio, foi realizado um
ensaio de immunoblotting conformacional. Para esse ensaio, antigenos de T.
gondii (SDStgRH) foram submetidos a tratamento na presenca ou auséncia de

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

MAb A4D12 reconheceu um polipeptideo de 22 kDa tanto em antigenos

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

foi observado para o anticorpo ndo sensivel a conformagdo 1B8, que em

ambas as condigdes 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 antigenos

Submetidos a condiges 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 reagGes 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 Unico mAb direcionado a p30/60.

Arbitrariamente, foi utilizado 0 mAb A3A4 oS ensaios subsequentes.
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de T. gondii (cepa RH)

Figura 12: Immunoblotting conformacional P
T. gondii sondados com 0S mAbs 1

1D-immunoblotting de antigenos de taquizoitas
solubilizados em SDS, separados €m gDS-PAGE na presenca € auséncia de

10% de B-mercaptoetanol (BME) & sondados com OS mAbs 1B8 (anti-p97),

A3Ad (anti-p30/60), EO (anti-p30/60) e A4D12 (anti-p22).
indicam os polipeptideos 97, 60, 30 e 22 kDa. A esquerda, padréo de peso

As setas a direita

molecular.
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nto o mAb A3A4

4.6. mAb A4D12 reconhece duas isoformas de p22 enqua

reconhece cinco formas variantes de p30.

No intuito de ampliarmos & resolugéo € fornecer uma caracterizagéo

imunoquimica mais apurada dos mAbs A4D12 € A3A4 foi realizado um

immunoblotting 2D com antigenos de T. gondii. COmO demonstrado na Figura

13, o mAb A4D12 reconheceu duas isoformas de p22 apresentando ponto

isoelétrico variando entre 6,.4-7,4.Jaa analise em 20 PAGE com 0 mAD A3A4

demonstrou que, pelo menos cinco variantes de p30 que se distribuem entre 0S

pls de 6,75 a 8,2.

ao enriquecidos na fragdo ESA e sdo

4.7. Os antigenos de p22 € p30 s
i durante OS eventos de

liberados por taquizoitas de T. gondi
motilidade sobre 0O substrato.

Com o objetivo de verificar  S€ p22 ¢© p30 sao antigenos
T. gondii, um ensaio de secregdo foi preparado

m diferentes tempos de secregdo e

excretados/secretados dé

utilizando amostras de antigenos ESA e

m os MAbS 188 (p97), A3A4 (p30) e A4D12

analisados por immunoblotting ¢°
mAbs (p22). Como demonstrado na Figura 14, diferente de p97 que apresenta
uma sutil marcagdo ao 1ong° do tempo; p22 e p30 foram gradualmente
A, mostrando maxima detecgao no tempo de 45

enriquecidas na fragdo ES
adroes de antigenos de T. gondii

minutos. Como controle da reagdo, P
dos (STDs), sendo

m o aumento da concentragao.

preparados em SDS foram utiliza verificado um aumento da

detecgéo dos antigenos p97; p30 and p22 €0
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Considerando que os resultados apresentados até o momento apontam que

P22 e p30 sdo proteinas de superficie e estdo enriquecidas nos antigenos

excregdo/secrecdo foi analisado por imunofiuorescéncia indireta a presenca
destes componentes nas trilhas de deslizamento produzidas pelo parasito

durante a movimentagdo 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 proteina intracelular

ndo secretada em taquizoitas de T. gondi. Estes resultados em conjunto,

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

respectivamente, estdo presentes na superficie do taquizoitas de T. gondii e

s&o liberadas no substrato durante 0 processo de movimentagédo do parasito.
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ntigenos de T. gondii

Figura 13: lmmunoblotting bidimensional de 2

mAbs A4D12 e A3A4.
e taquizoitas de T. gondii (cepa RH)

e A3A4 (anti—pBOlGO). As setas @
querda, padrao de peso

ente de pH dos

sondados com 0S
2D-immunoblotting de antigenos d

sondados com 0s MADS A4D12 (anti-p22)
e 30 kDa. A es

direita indicam os polipeptideos 22
ndicam ©O gradi

molecular. No topo da figura 0% ngmeros i

anfolitos utilizado em cada preparagéo:
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1B8

A3A4

A4D12

Figura 14: Ensaio de secregao e
1D-immunoblotting de antigenos S€cT®

4
0, 15, 30 ¢ N
gongi (ESA) obtdos nos 1OMB%% 1 [y g (antpeT) ASAS (8T
dados com
SDS-PAGE n&o redutor € SON

3 izoitas
i de padroes de taquiz
30/60) & A4D12 (ant-p22). Diferone® quantldaées 10(?%) diluido 1:10 (10%)
: - § (STDs) representando ndo e | et,as 3 direita indicam
¥ . S
isados por SDS ( +ados 10 CaNO direito da figura. As
e 1:50 (2%) sao mostra

0s po " i
7 A mAb utilizado em ¢a
de 97, 30 € 22 kDa. esquerda, 0
s polipeptideos de 9/,

immunoblotting.

xoretados de taquizoitas de T.

5 minutos, separados em
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1B8
(p97)

A3A4
(p30)

A4D12
(p22)

Figura 15: Ensaio de detecga® de tril

T. gondii durante O processo
Taquizoitas da cepa RH de T. gondii foram
lavados e incubados com 05 mADbs
detecgao da reagao, 0S taquizoitas foram N
de camundongo conjugado 2 FITC.
Microscopio de epifluorescéncia no aument e o
Japan). As fotos foram realizadas em fil
de 2 minutos. O MADb utilizado em cada preparac
esquerdo de cada imagem- As setas e€m

taquizoitas de T. gondii reveladas com osm
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| superiores 20 obtido como proprio TSA

e de reatividade (E!=32,3) seguido

A4D12 mostraram valores de E

El=
(El=9,5). O fago H2 apresentou 0 maior indic

e
pelos fagos F2 e E2, ambos apresentando E|= 27,9. Como controle, os fagos

paralelo com 1gG irrelevante de

is
olados e TSA foram gvaliados €m

c
amundongo. Como demonstrado na Figuré 18, nem o TSA ou fagos foram

reativos ¢ ;
os a IgG irrelevante € ndo apresentar

limi s
imite de positividade estabelecido (cut off =3 X g| do fago helper)- Estes dados

S ~
ugerem fortemente que 03 fagos reativos ao mAb A4D12 8ao produtos de
nte © ©urso da sele¢do dos

int &
eracdes especificas entre MAb € fagos dura

peptideos.
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nhecida pelo mAD A4D12.

cos de dados utilizando BLASTP €
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evelou uma sequéncia conse

Esta AL
seqiiéncia quando analisada em ban

limi
tando ao organismo T. gondii resultou em consi

de | .
e identidade) com um antigeno de superficie e 22 kDa de T.

como demonstrado na Figura 19A. A sequiéncia COFTGSPondendO
reconhecido pelo MADb A4D12 estéa posicionado no dominio C-terminal da
aminoécidos 137 a 141.

Mol
olécula de SAG2A compreendend® 0S
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Figura 17: Purificagsio do mab A3A4 em resina de proteina G-sepharose.

grama da purificacdo do mAb A3A4 em coluna de
ldade de proteina G-sepharose. O primeiro pico corresponde a fragdo
“Plicada, g N0Sso caso o sobrenadante de cultura do hibridoma A3A4 e o
*Sgundpo pico 3 fragéo purificada de IgG1 (mAb A3A4) obtida por eluigdo em
pH 28, Em B, SDS-PAGE 8% das fracoes representativas da purificagdo. Na
fAia o fragdo aplicada (sobrenadante de cultura do hibridoma A3A4), raia 3
fragao Xcluida da resing de proteina G-Sepharose (“void") e raia 4, banda de
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Fl‘gura 18: ELISA para a selegéo de fagos reati
Oito fagos selecionados arbitrariamente (A2-H2)
Para avaliagio & reatividade ao mAb A4D12. Antig
(TSA) foi utilizado como controle positivo da reagao. Fa

(helper) foi utilizado como controle negativo de antigeno

foram testados por ELISA
eno soltvel de 7. gondii
go M13 tipo selvagem
s. Como controle de

especificidade os mesmos antigenos ensaiados com o mAb A4D12 foram

avalj .
liados em paralelo com IgG irrelevante de camundongo.
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mmnt  EEEEAS DR,

Fagos Seqiiéncias
H2 FTQLNPTDGGSA-=-~
E2 —~GVDQHDNGSRAR-~
F2 -- —WPLHQQQLAVNRR
Consenso  ~—©——7777 DGGSA}———-
SAG2A APAGRNNDGSSAPTPK
MSFSKTTSLASLALTGLFVVFKFALASTTETPAPIE 36
CTAGATKTVDAPSSGSVVFQCGDKLTISPSGEGDVF 72

YGKECTDSRKLTTVLPGAVLTAKVQQPAKGPATYTL 108

SYDGTPEKPQVLCYKCVAEAGAPAGRNNDGSSAPTP 144
KDCKLIVRVPGADGRVTSGFDPVSLTGKVLAPGLAG 180
186

LLITFV

Figura 19: Alinhamento das seqiiéncias deduzidas em aminoacidos dos
fagos H2, E2e F2 e identificagdo do epitopo linear de SAG2A.
Em A, sequéncias dos peptideos obtidos dos fagos, H2, E2 e F2 estao

alinhados preservando a posigdo relativa do motivo DGGSA. A marcagao em
lhados entre as seqiiéncias

Cor i i H . ” . . ~ . H
cinza indica aminodcidos idénticos comparti
tervalos introduzidos

eXpressas em fagos e SAG2A. O tracejado representa in
Para otimizar o alinhamento. No painél B, epitopo linear reconhecido pelo mADb
AdD12 ng seqiiéncia de SAG2A (nimero de acesso: AAO72427) é indicado em

Negrito,
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4.
10. mAb A3A4 reconhece epitopo conformacional compartilhado entre

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

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

30 . . . . , .
ciclo de selegdo e amplificagdo 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), trés

foram reativos ao mAb A3A4 de interesse (B12, A12 € A36). Sendo que o fago

B12 apresentou El igual a 10,49 seguido pelos clones A36 e A12, com El

respectivos de 7,42 e 4,79. Semelhante ao descrito @ reagdo ELISA anterior,

C ,
Omo controle fagos selecionados e TSA foram avaliados em paralelo com IgG

Irrelevante de camundongo. Como demonstrado na Figura 20, nem o TSA ou

f ~
agos foram reativos ao IgG irrelevante € Nnao apresentaram valores de El

SUperiores ao cut off estabelecido. Estes dados sugerem que os trés fagos
(B12, A36 e A12) reativos ao MAD A3A4 sdo produtos de interagoes
especificas entre mAb A3A4 e fagos durante O curso da selegéo dos peptideos.
A dedugéo de aminoécidos a partir da sequiéncia de DNA dos fagos B12,
A36 e A12 nzo revelou uma nitida sequéncia consenso, no entanto, Um padréo
Comum de aminoacidos foi observado nos peptideos obtidos (Figura 21A). O
alinhamento das sequiéncias dos peptideos revelou aminoacidos comuns em
Pelo menos duas das trés sequéncias analisadas; iniciando com histidina e
leucing nas posiges 2 e 3, seguida de uma prolina na posigéo 7, glicina ou
s aminoacidos hidrofobicos

S€rina nas posiges-8 e 9 © finalmente doi
A12 foram

C-terminais. Ja que as sequéncias obtidas dos clones B12, A36 €
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Fenti
CeafNas a0 mAb de interesse, contudo, nao produziram uma seqiiéncia
d::;esnz claramente definida, resolvemos analisar especificidade de cada um
d § fagos por inibigso com antigeno soltvel de T. gondii (TSA). Como
TemONStrado na Figura 21B, concentragses de TSA superiores a 1 pg.ml™ de
BSA Produzem inibi¢do gradativa da interagdo do mAb A3A4 com os fagos
i 12, A36 o A12. Esta inibicéo atinge o ponto maximo na concentragdo de
BOO Hg/ml de TsA, apresentando porcentagem de inibigdo de 70% para o fago
12, 45 € 41% para os fagos A12 e A36, respectivamente. Estes dados
SUgerem Que o fago B12, ao invés dos fagos A36 e A12, deve expressar uma
S€qliéncia muyito similar em TSA.
| Portanto com base nos dados previamente descritos na Figura 21B,
UUMZamOS a8 seqléncia do fago B12 para analise em bancos de dados
de“mita”do © Organismo ao parasito T, gondii. A anélise computacional revelou
um alinhament, Parcial consideravel com duas regides distintas, separadas por
1a 12 aminoacidos, de membros da superfamilia de SRS, SRS6 (SAG-1
"elateq Sequence 6), BSR4, SAG5A, SAG5D, SAG5C e SAG1, Figura 22A.
Sstas 'GiGes  compreendem as sequéncias PSWW e VI, a primeira
PoSicionada entre g aminozcidos 268/288 a 272/292 e a segunda, entre 0s
*Minoacigos 283/313 a 285/315 das seqiiéncias obtidas dos membros da
superfam,r”a de SRS, |
COnsiderando que a estrutura tridimensional da molécula SAG1, um
Droto'tipo da  superfamilia de SRS, ja esta disponivel, foi realizada a
wsualizaggo tridimensional das duas regides presentes em SAG1 similares a
reconhecida pelo mAb A3A4 utilizando o programa C3nD. Como observado na

Figy
@ 228, ambas as regides destacadas, que sdo separadas por 11-12
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aminoacidos na estrutura primaria de SAG1, apresentam se proximas quando

arranjadas tridimensionalmente na molécula de SAG1. Estes dados sugerem

que regides descontinuas na estrutura primaria, identificadas em membros da

Superfamilia de SRS, podem similarmente ao observado com SAG1 adotarem

Um arranjo tridimensional préximo constituindo um epitopo. conformacional

reconhecido pelo mAb A3A4.

Indice de reatividade (El)

Figura 20: ELISA para a selegdo de fagos T
Oito fagos selecionados arbitrariamente
Para avaliago 3 reatividade ao MAD A3A4. Antige
foi utilizado como controle positivo da reagao: Fago M1
©f utilzado como controle negativo de antigenos: Com
®SPecificidade os mesmos antigenos ensaiados corm o mAb A3A4

13y E= Mab A3A4
12 % M IgG1 lrrelevante
5
114}
104
i i
oo ?i
8 § ; j
b & 5
6 ; i
3 §
4} g N _
3 —_— ————————————————————————————————————— ;
; i
oHE § : == 12 TD3 TA2 A36 Helper
TSA B12 A3 A2 E22 EMN D10 A

Antigenos

eativos ao mAb A3A4.

-A36) foram testados por ELISA
no soluvel de T. gondii (TSA)
3 tipo selvagem (helper)
o controle de
foram

(B12

ava(i -
Valiados em paralelo com IgG irrelevante de camundongo
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o A12'. N mament"o das sequéncias dos pe
entre. as Sar‘-ietgac.) em cor cinza indica
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TSA o com os fagos B12, A30 €

57




Bl2  EHLAAEEPPGHW-----—————__

SRS6 - _____ PSWWVSDSQNGSAK-ILTIPE
BRsq¢ ________ KSWWVTETQKRNSATLTIPQ
SAGSD ________ SSWWAEDEKNKNAPKLVIPE
SAG5A ________ SSWWTEDDKNGKAPKLVIPE
SAGSC - ______ KSWWTQDDKNGKAPKLVIPE
SAG1T . ______ 1§EWQFNASSDNGAT—LEEFK
Consenso ______ PSWW-~—————————- VI--

PWQ + TI

Figura 22; Alinhamento das seqiiéncias de membros de superfamilia SRS

€om o peptideo expresso no fago B12 e visualizagao
No e tridimensional do epitopo descontinuo (PW?-TI) em SAG'13 .12 e

el A, alinhamento das seqiiéncias do peptideo obtido do fagos

"'®Mbrog de SRs (SRS6, BSR4, SAG5D, SAG5A, SAG5C e SAGT). A
marCaggo M cinza indica aminodcidos idénticos compartilhados entre as
Séquénc'.'as analisadas. O tracejado representa intervalos introduzidos para
°tlmi2ar 0 alinhamento. Em B, estrutura tridimencional da molécula de SAGT.
ada cageiq 9a estrutura dimérica de SAG1 est4 representada em azul e lis.
Os reSidugg PWQ, Tj e PWQ+TI estio realgados em amarelo nas estruturas de

1. dispostas respect,'vamente da esquerda para a direita.



4.11. mAb A4D12 e A3A4 reconhecem epitopos expressos em diferentes

genétipos de T. gondii (cepas) mas ndo em outros parasitos do filo

Apicomplexa.

A habilidade dos mAbs A4D12 e A3A4 em reconhecer p22 e p30 em

diferentes cepas de T. gondii e outros parasitos do filo Apicomplexa foi avaliada
por immunoblotting, Figura 23. Como observado 08 mAbs A4D12 e A3A4

reconheceram em ambas as cepas de T. gondii (RH- tipo | e MEA49 tipo |l) os

componentes de 22 & 30 kDa respectivamente. Contudo, 05 mAbs A4DTZ ¢

s antigenos p22 e p30 em extratos de

A3A4 falharam em reconhecer O

inc

luindo © proximamente relacionado N.

parasitos do filo Apicomplexa,

caninum.
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T. gondii e outros

em cepas de

Figura 23: Expressdo de p22 e p30

s do filo Apicomplexa.

parasito
gondii das cepas RH (genctipo 1) e

1D-immunoblotting dé antigenos de T.

sitos do filo Apicomplexa, Neospora caninum

ME49 (genétipo II) e outros para
ados com 08 mAbs A3A4 (p30) e A4D12

(N.c) e Eimeria gcervuling (E.a) sond

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

infecgdo com parasitos da cepa RH.

animais C57BL6 de

Com o intuito de obtermos informagoes funcionais dos epitopos mapeados

pelos mAb A4D12 e A3A4 um ensaio de bloqueio de epitopo por anticorpos foi
desenhado. Como esperado, 0S animais inoculados com taquizoitas de
e morreram apos sete dias de

T. gondii pré-tratados com IgG irrelevant

infecgéo, enquanto 0O grupo tratado com mAD A4D12 teve 50% de mortalidade

de mortalidade n

m O grupo tratado com mAb A3A4 foi

no sétimo dia, seguido por 75% o oitavo dia e finalmente 100%

ao nono dia. A mortalidade obtida €O

grupo controle, atingindo 0s 80% no sétimo dia.

semelhante ao alcangado pelo

Os animais deste grupo tiveram 100% de mortalidade no décimo dia. Embora

o observada entre os grupos 1gG irrelevante,

uma pequena diferenga tenha sid

mAb A4D12 e mAb A3A4, 0S mesmos nao apresentaram diferenga estatistica

significante na mortalidade.
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Figura 24: Gurvas de sobrevivéncia de camundongos C57BL6 infectados

com 10° taquizoitas de T. gondii (cepa RH) previamente

tratados mAbs A4D12, A3

A4 e lgG irrelevante.
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5. DISCUSSAO

As moléculas da superfamilia SRS constituem um grupo redundante de 23
Proteinas de superficie de T. gondii que s&o expressas em diferentes estagios
do desenvolvimento deste parasito e que parecem exercer um papel crucial
durante os eventos iniciais da infecgdo a célula hospedeira, provaveimente,
Participando como adesinas entre o parasito e a célula hospedeira (LEKUTIS et
al, 2000 e 2001: TINT! et al., 2003). Além do papel na adesdo parasitaria,

Membros altamente imunogénicos de SRS, como SAG1 e SAG2, expressos

em taquizoitas, aparentemente atraem a resposta imune hospedeira para esta

fase de desenvolvimento, contribuindo assim para a modulagdo da viruléncia

da infeccdo (BOOTHROYD et al., 1998).
Desta forma. membros de superfamilia SRS podem tanto estar envolvidos

Nos mecanismos de invasdo parasitaria como de subvers&o da resposta imune

hospedeira. indicando que moléculas SRS fornecem um arcabougo estrutural e

funcional essencial & sobrevivéncia do parasito 7. gondii (BOOTHROYD et al.

1998, JUNG et al., 2004).
a superfamilia de SRS pode

Portanto, a caracterizagdo de epitopos d
Contribuir com importantes informacdes referentes aos aspectos biologicos da

iﬂfecc;éo 4 célula hospedeira e ainda desvendar epitopos criticos envolvidos na

€vasdo parasitaria da resposta imune.
métodos imunoquimicos um

No presente trabalho, foram caracterizados por
€pitopo linear de SAG2A e outro conformacional compartilhado entre SRS,

BSR4, SAG5A. SAGSC e SAGSD, utilizando dois mAbs dirigidos a p22 e p30
da superfamilia de SRS. Os mAbs A4D12 e A3A4 analisados neste trabalho
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reconheceram proteinas de 22 e 30 kDa, respectivamente. Estas proteinas
€stdo enriquecidas na fragdo ESA e sdo depositadas nas trilhas de
deslizamento deixadas pelos parasitos ao longo do substrato. Estes resultados
Comprovam as evidéncias que indicam que as proteinas de superficie do
Parasito p22 e p30 sao liberadas sobre o substrato durante a motilidade de T,
gondii em concordancia com os achados previamente descritos que
demonstram outras fungbes biologicas das moléculas imunodominantes de
Superficie em taquizoitas de T. gondii , com 22kDa (SAGZ2) e 30 kDa (SAGT)
(MINEO et al., 1993 e 1994, PARMLEY et al., 1994, GRIMWOOD et al., 1996;
HAKANSSON, et af. 1999; LEKUTIS, 2000). Interessantemente, 0 mAb A3A4
utiizado neste trabalho também reconhece um componente de 60 kDa, além
de p30. Este achado nos levou a acreditar que este mAb poderia reconhecer

Um epitopo comum compartithado entre p30 e p60.
Ensaios conduzidos com mAb anti-p30, purificado em membranas de

nitroce|uyose, fortaleceram esta hipotese, no entanto, como existia a

Possibilidade de mais de uma proteina estar co-migrando com a p30 e

anti-p30  purificado poderia apresentar diferentes

Portanto, que o
€specificidades, resolvemos realizar nova clonagem com 0s mAbs de

interesse, |
tanto por immunoblotting quanto por

O perfil de reatividade obtido,
ibridomas A3A4 e E9 foi muito

imunofiuorescéncia, dos clones oriundos dos h
Similar ao obtido com os clones parentais, indicando que os clones obtidos

apresentavam a mesma especificidade de seus parentais. Estes resultados

indicam definitivamente que os clones obtidos no processo de nova clonagem
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S&o orj
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

A3Ad4, E9 e A4D12 produzidos em Nosso laboratorio, decidimos realizar um

ensaj : . . "
saio de immunoblotting conformacional. Nestes resultados verificamos que

s mAbs A3A4 e E9 reconhecem epitopos conformacionais ja que o tratamento

c , L
om agente redutor aboliu completamente a reatividade aos componentes de

30 e 60 kDa. Este fendémeno pode ser explicado pela destruigdo, através do

fratamento com p-mercaptoetanol, dos epitopos conformacionais mantidos por
a de antigenos de T. gondii.

Pontes dissulfeto na estrutura secundari
resultados observados com 03 mAbs A3A4 e E9

Semelhantemente a0s
teratura que a extensiva redugéo

NO presente trabalho, foi demonstrado na l
e antigenos de T. gondii ou SAG1 recombinante

com B-mercaptoetanol (BME) d
a SAG1 monomérica (p30) e

abolia completamente a reatividade do mAb DG52
esta forma, @ similaridade observada entre

dimérica (p60) (HE et al., 2002). D
r estes autores nos levaram a

NOssos resultados e os dados apresentados po
sios mAbs A3A4 e E9, seja uma forma

acreditar que p60, reconhecida P
velmente correspondendo a

dimérica de membros de SRS de 30 kDa, possi
munodominante de T. gondii, a SAGT.

Molécula principal de superficie i
os mAbs A3A4 e E9, o

Contrastando com os resultados obtidos com
fetou a reatividade do mAb A4D12 ao

tratamento com p-mercaptoetanc! ndo &
ndo que este mAb recon

am obtidos com 0S mAbs 3G11

hece um epitopo linear

Componente de 22 kDa, indica

Presente em p22. Dados similares for
0, 5A6 e 5B8 (PARMLEY et al., 1994) utilizando

(COUVREUR et al., 1988) e D1
es de p22.

antigenos totais de T. gondii oY recombinat
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Como o conjunto dos dados obtidos sugerem fortemente que os mAbs de
interesse reconhecem moléculas da superfamilia de SRS, possivelmente SAG1
de 30 kDg e SAG2A de 22 kDa, decidimos mapear os epitopos reconhecidos
Por este mAb por tecnologia de phage display.

Como esperado, a anélise dos peptideos expressos em fusdo com
Proteinas pHl de fagos M13 e reativos ao mAb A4D12 revelou uma regido
Consenso similar a sequéncia de SAGZ2A inicialmente descrita por Prince
(PRINCE, et al. 1990), enquanto a analise do peptideo mais reativo e
especifico ao mAb A3A4 gerou um alinhamento parcial correspondendo a uma
Seqliéncia descontinua compartilhada entre membros de SRS (LEKUTIS et al.,
2001, HE et al. 2002, TINTI et al, 2003). Curiosamente a analise
Computacional das sequéncias descontinuas PSWW e VI reativas ao mAb
A3A4 revelou seqliéncias correspondentes em SAG1 que podem adotar um
arranjo tridimensional proximo (HE et al., 2002). Desta forma, em semelhanga a
Outras moléculas descritas na literatura (VANHOORELBEKE et al., 2003),
estes dados sugerem que as sequéncias descontinuas encontradas na

estrutura primaria de membros de SRS possam constituir um epitopo

conformacional reconhecido pelo mAb A3A4.
as as regides reconhecidas pelos mAbs A4D12

Interessantemente, amb |
& A3A4 estso na regido C-terminal das moléculas de SRS, correspondendo

Mais precisamente ao dominio D2 ou D2-like, no ¢aso de SAG2A, do protétipo
Este dominio é mais conservado que o dominio D1

de SAG-1 (HE et al., 2002).
NO et al., 2002; TINT! et al., 2003 e JUNG et

entre os membros de SAG5 (SPA
al., 2004). Esta variagdo na similaridade entre 0S dominios D1 e D2 poderia ser

UM produto evolutivo resultante da forga direcionadora da expansdo dos
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membros de SRS. Assim, as pressoes evolutivas que criaram a superfamilia de

SRS tanto trabalharam no sentido de favorecer o crescimento da diversidade

do dominio D1, aumentando as possibilidades de geragdo de novos ligantes de
especificidades variadas, €OmoO também mantiveram um dominio mais
mitindo a construgao de uma unidade dimérica estrututral e

Conservado (D2) per.
élula hospedeira, o D1 (TINTI et al,,

de sustentagsio do dominio de ligagdo a ¢

- 2003).
Até o presente momento pouco €& conhecido sobre epitopos de proteinas
e conhecemos este & o primeiro trabalho

relacionadas 34 SAG e até ond
itopos presentes no

utilizando tecnologia de phage display par descrever ep
dominio D2, incluindo um epitopo conformacional compartithado entre
milia SRS de T. gondii. Assim, considerando que,

Membros distintos da superfa
direcionados ao dominio D2

0s monoclonais produzidos neste trabalho estédo
nogénicos de SRS (p22 e p30) e que

ou D2-jike de membros altamente iMu
es epitopos nao mostraram ne

fecgdo por T. gondii, acreditamos

nhuma protegdo

ensaios de bloqueio dest
significante em camundongos C57BL6 ain
vantadas quanto ao papel destes epitopos na

que novas questdes devam S€r le
sentados neste trabalho séo

infecgsio por T, gondil. Assim, se 05 epiiopos apre
4 a dissuaséo da resposta imune

aquisicées evolutivas utilizadas par
por ser determinado.

hospedeira, permanece ainda
mos pelo menos duas formas de

nto epitopico, identifica

Além do mapeame
4D12 € 5 variantes de membros de SRS

SAG2A reconhecidas pelos MAD A
ureza destes variantes né

omo fosforilagao e ou insercao de

o foi examinada por nos,

reativos ao mAb A3A4. A nat

-transducionais c

contudo, modificagoes POS
jveis, ja qué tém sido documentadas para

diferentes glicanas podem ser fact

67

TR



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

Presenca de quatro variantes eletroforéticos para p22 e trés para p30 utilizando

Um anticorpo policlonal reativo a um determinante antigénico comum de SRS

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

se estes variantes eletroforéticos seriam isoformas de SAG2A e SAG1 ou

seriam produtos de genes SRS ainda ndo caracterizados.
resentados no presente estudo

Portanto,

acreditamos que com OS resultados ap

respondemos parcialmente esta pergunta, ja que, que pelo menos duas
otivo comum (DGGSA) reconhecida

isoformas de SAG2A compartilham um m
do & reforgado pela auséncia do motivo DGGSA nos

Pelo mAb A4D12. Este da
trés genes adicionais relacionados 3 SAG2 (SAG2B, SAGZC, SAGZD)
descritos por Lekutis (LEKUTIS et al., 2000). Contudo, se as duas isoformas de
SAG2A apresentam ou néo importancia bioldgica similar, permanece ainda por
Ser examinado no futuro.
icados por Jung (JUNG et al., 2004)

Diferentemente dos variantes identif
ho identificamos cinco formas variantes de p30

Para p30, no presente trabal
mAb A3A4. Estes variantes reforcam

(SAG1) em taquizoitas de T- gondii com ©

ge display indicando que maltiplos membros de

oS resultados obtidos por P12
macional comum. Evidentemente, a

SRS podem compartilhar um epitopo confor

a membro e Seus variantes s6 podera ser

identificaggo precisa de cad
iamento efou espectrometria de

- onG
determinada quando técnicas de sequen
entanto considerando que 0s cinco variantes

1

massa forem empregadas. NO
ita de T. gondii, nos parece claro

a 5 iz0
$80 produtos de expressdo da fase taqui
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que BSR4 e SAG5A, que também compartitham o motivo conformacional

reconhecido pelo mAb A3A4 ndo representem nenhuma destas formas

identificadas. Isto pode ser explicado pela expresséo exclusiva de BSR4 e

SAG5A em bradizoitas do parasito T. gondii como previamente documentado

Pelos trabalhos de Boothroyd e Lekutis (BOOTHROYD et al. 1998; LEKUTIS, et

al., 2001 ).
mapeado no presente estudo

Interessantemente, o epitopo dé SAG2A

Corresponde a uma seqiiéncia polimorfica expressa em diferentes genotipos de

T. gondii como previamente descrito (PARMLEY, et al,, 1994). Segundo este

autor, cepas do gendtipo Il apresentam um residuo adicional de glicina

(DOSiQéo 139) na molécula de SAG2A quando comparado as expressas pelos
enga sutil na composi¢do de aminoacidos foi

gendtipos | e Ill. Esta difer
lizagdo de anticorpos sensiveis a

explorada em trabalhos prévios através da utili
1994: KONG et al., 2003). Diferentemente dos

configuragao (PARMLEY et al.,
2G11 previamente descritos para

anticorpos monoclonais 5810, 5A6, 6D10 e
2003), 0 mAb A4D12 avaliado no

P22, (PARMLEY et al., 1994; KONG et
seqliéncias polimérficas expressas em

Presente trabalho reconhece ambas a5
ye ll( ME49). Este resultado indica que o mAb

Cepas de T. gondii do tipo | (RH
pa especifico. A diferenca de

A4D12 nzo & direcionado a um epitopo C€
mAb A4D12 € demais mADS descntos na

rec’:ltlwdade observada entre O
o das diferencas observadas

“teratha pode ser explicada como resultad

dos monoclonais, € em especial, aquelas

durante o curso da produgéo
ubulinas ao longo do esquema

Incluindo a maturagéo da afinidade de imunogi
dos obtidos pelo mAb A4D12, o mAb A3A4

de imunizagao. Semelhante aos da
30 kDa em ambos 0s genotipos

econheceuy indistintamente um componente de
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de T. gondii analisados. Entretanto a natureza conformacional do epitopo e os

MUltiplos membros de SRS identificados por phage display dificultaram uma

analise mais detalhada desta regiéo.
Adicionalmente, nenhuma reatividade para p22 e p30 foi identificada em

lisados de M. caninum e E. acervulina, quando ensaiados com 0s MAbs A4D12

€ A3A4. Estes achados indicam qué 0S mAbs utilizados neste trabalho s&o

picomplexa que divergiram a

espécie especificos e que parasitos do filo A
(SU, et al. 2003 e

POUCO mais de 12 milhdes de anos atras como o N.caninum
pitopos identificados neste

SIBLEY et al., 2003) ja néo compartilham mais 0s e

trabalho,
identificamos € caracterizamos dois epitopos

No presente trabalho,
incluindo avaliacdo do bloqueio destes

Presentes de membros de SRS,
T. gondii. Apesar de

©pitopos na infectividade de parasitos da cepa RH de
io destes epitopos nao afeta a

Nossos dados indicarem que © blogué
infectividade de taquizoitas de T gondii em camundongos C57BL6 néo
irecionada a estes epitopos néo

i d
Podemos congiuir que uma resposta Imune
nvasdo parasitaria. Assim, considerando que

POssa intervir com os eventos de'!
ndii € fornecida por células T

3 protegao duradoura contra a infecgao de 7. g0
CD8+ especificas e pela produgao persistente de IFN-y (GAZZINELLI et al.
gos futuros pard investigagdo dos epitopos

1991), ngs encorajamos esfor
bem como, para a determinagéo

Mapeados neste trabalho comMo imunogenos,
- imulos.
do perfil de citocinas produzidas sOP estes estim
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6. CONCLUSOES

1-Os anticorpos monoclonais A3A4 e A4D12 analisados no presente trabalho

reconhecem respectivamente as proteinas de 30/60 (p30/60) e 22 kDa

(022) de formas taquizoitas de T. gondi.

_ 2- Os componentes p30 e p22 reconhecidos pelos mAbs A3A4 e A4D12 sé&o
expressos na superficie de taquizoitas de T. gondii e séo secretados pelo

Parasito durante os eventos responsavels pela motilidade do parasito.

> Anticorpos purificados por imunoafinidade ao antigeno p30 reconhecem

tanto a forma monomérica (p30) quanto @ forma dimérica (p60) de membros

de SRS presentes na superficie de formas taquizoitas de T. gondii.

& r dos hibridomas A3A4 e E9 apresentam as

Os clones isolados a parti

mesmas especificidades observadas nos hibridomas parentais.

5- O mAb A4D12 reconhece um motivo linear (DGGSA) compartilhado entre

duas isoformas de SAG2A de T. gondil.

epitopo conformacional  identificado

roteinas SRS6, BSR4, SAG5A, SAG5C e

O mAb A3A4 reconhece

computacionalmente entre as P

SAGS5D da superfamilia de SRS (SAG-1 related sequences).

7- 0 mab A3A4 reconhece cinco variantes eletroforéticas de membros de SRS

em antigenos de taquizoitas de T. gondii.
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8- Os anticorpos monoclonais A4D12 e A3A4 reconhecem epitopos expressos

em cepas dos gendtipos do tipo | e Il de T. gondii, mas ndo em outros

parasitos do filo Apicomplexa.

9- O bloqueio dos epitopos mapeados no presente trabalho, utilizando os mAb

A4D12 e A3A4, ndo protege camundongos C57BL/6 da infecgdo com

parasitos de T. gondii do genotipo tipo I
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