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RESUMO

Toxoplasma gondii é conhecido por modular a resposta imune proé-inflamatéria
desencadeada por agonistas de receptores tipo Toll e, neste contexto, tem sido
amplamente utilizado como modelo de subversdo da imunidade inata. No presente
trabalho, um dos possiveis mecanismos pelos quais o parasita é capaz de impedir a
produc¢do de oxido nitrico e IL - 12 por macréfagos ativados e células dendriticas
ativados é relatado. Foi encontrado que a imunomodulacdo induzida pelo parasita é
independente da invasdo pelo parasito vivo e de sua replicagdo, apresentando padrdes
distintos dependendo do tipo de cepa utilizada (tipo I ou II). O bloqueio da proteina de
superficie por SAG2ZA por monoclonal especifico reverteu a supressdo de células
ativadas de forma dose dependente. Andlises adicionais indicaram que a modulagao
imune inata induzida através da SAGZA depende da presenca da regidao C-terminal da
proteina. Além disso, a analise in silico revelou que a proteina apresenta diversos sitios
de fosforilagdo intracelular de quinases e AMPc do hospedeiro e um sequéncia ortéloga
da cadeia-a do receptor de IL-6 humano e murino, o qual mostrou-se capaz de ligar-se a
essa citocina. Assim, a presenca de SAG2A em T. gondii é capaz de modular as respostas
imune inatas e contribui para mecanismos de evasdo do parasita frente a resposta

efetora induzida pelo hospedeiro.

Palavras Chaves: Toxoplasma gondii, SAG2A, Evasdo imune, Macré6fagos, Células Dendriticas.



ABSTRACT

Toxoplasma gondii is known to shut down pro-inflammatory responses triggered by
Toll-like receptor agonists and, in this sense, has been widely used as a model for
subversion of innate immunity. Here, we describe one of the possible mechanisms by
which the parasite is able to down regulate nitric oxide and IL-12 production by
activated macrophages and dendritic cells. We show that parasite-induced
immunomodulation is independent of live invasion and replication, and presented
distinct patterns depending on the type of strain used (type I or II). Strikingly, blockage
of SAGZ2A surface protein by specific monoclonal antibody reverted the suppression of
activated cells in a dose-dependent manner. Further analysis indicated that the innate
immune modulation induced by the molecule depends on the presence of the intact C-
terminal region of the protein. Additionally, in silico analysis revealed that the protein
presents diverse phosphorylation sites of hosts’ intracellular kinases and cAMP, in
addition to an orthologue of the human IL-6 binding site at the cytokine o—chain
receptor, which is shown to actively bind the cytokine. Altogether, we demonstrate that
SAG2A by T. gondii is able to modulate innate immune responses and contributes to

parasite evasion of effectors mechanisms induced by the host.

Keywords: Toxoplasma gondii, SAG2A, Immune evasion, Macrophage, Dendritic cell
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1. INTRODUCAO

1.1. Importancia epidemioldgica da toxoplasmose

Toxoplasma gondii é o agente etiol6gico da toxoplasmose, que caracteriza-se por
uma doenga de importadncia médica e veterindria, podendo ocasionar doencas
congénitas e abortos (BHOPALE, 2003). Segundo dados epidemiolégicos,
aproximadamente um terco da populacdao mundial é soropositiva para T. gondii, sendo
esta soroprevaléncia variante entre 10 a 80% e correlacionada a condigdes sdcio-
culturais e de higiene entre as populacoes estudadas (TENTER, HECKEROTH e WEISS,
2000; MONTOYA e ROSSO, 2005).

Em pacientes imunocompetentes a toxoplasmose geralmente apresenta-se como
uma infeccdo assintomatica, porém individuos podem apresentar linfadenopatia e
sintomatologia ocular (HILL e DUBEY, 2002; MILLER et al, 2009). Entretanto, individuos
imunodeprimidos desenvolvem grave quadro neurolégico em decorréncia da reativacao
do processo infeccioso cronico (HEGAB e MUTAWA, 2004). Pacientes HIV positivos
frequentemente apresentam doenga de carater agudo, com a presenca de encefalite,
retinite, miocardite e morte (HILL e DUBEY, 2002; KONG et al, 2003; GROSS, HOLPERT e
GOEBEL, 2004).

A toxoplasmose congénita é considerada importante causa mundial de
mortalidade e morbidade no homem e nos animais (BHOPALE, 2003; GROSS, HOLPERT
e GOEBEL, 2004). Os mecanismos da transmissao vertical ainda ndo sdao bem
conhecidos, porém sabe-se que o mecanismo de infeccio é baseado na invasdo da
placenta por taquizoitos durante a primo infeccao (HEGAB e MUTAWA, 2004), uma vez
que o contato prévio da made com o parasito gera uma infec¢do perene e imunidade
protetora (DALGIC, 2008). No Brasil, inquéritos epidemiologicos tém demonstrado uma
prevaléncia de anticorpos especificos para T. gondii em gestantes ao redor de 50 a 76%,
com ocorréncia de toxoplasmose congénita entre 0,2 e 2% (CANTOS et al, 2000;
SEGUNDO et al, 2002; CARMO et al, 2005). No caso de primo infeccdo materna, os riscos
relacionados a morbidade e mortalidade da infec¢do fetal concentram-se na idade
gestacional sendo a gravidade das lesdes inversamente proporcional ao tempo de

gestacdo: no primeiro trimestre ha 13% de probabilidade de lesdes graves, 10% no
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segundo trimestre e no terceiro trimestre as lesdes podem estar ausentes (CANTOS et al,

2000; TENTER, HECKERITH e WEISS, 2000; CARMO et al, 2005).

1.2. Parasito

Toxoplasma gondii é um parasito intracelular obrigatério, pertencente ao filo
Apicomplexa, classe Sporozoea, familia Sarcocystidae, sendo descoberto
simultaneamente em 1908 em coelhos no Brasil por Splendore e em um roedor do norte
da Africa, Ctenodactylus gundi, por Nicolle & Manceaux.

T. gondii possui um ciclo vital sexuado (Figura 1), que ocorre apenas no epitélio
intestinal de espécies de felinos, mais particularmente os gatos, e um assexuado,
acontecendo em felinos, mamiferos e aves que desempenham o papel de hospedeiros
intermediarios (TENTER, HECKERITH e WEISS, 2000; SUKTHANA, 2006). Seus
hospedeiros definitivos entram em contato com o parasito por meio de predatismo, por
meio de tecidos musculares e nervosos contendo cistos teciduais. Estas formas de
laténcia sofrem digestdo por enzimas proteoliticas do estdbmago e intestino liberando
taquizoitos que invadem a lamina proépria do intestino com o intuito de multiplicarem-se
(DUBEY, 2004). Dentro das células, os taquizoitos (formas de replicacao rapida)
multiplicam-se inicialmente de forma assexuada por esquizogonia, produzindo uma
nova geracdo a cada oito horas (BLACK e BOOTHROYD, 2000). No entanto, alguns
esquizontes se diferenciam em gametdcitos que, através de processo de maturagdo,
resultam em macro e microgametas para formarem oocistos, os quais sdo as formas de
contamina¢do ambiental resultantes do ciclo sexuado parasitario (MAROBIM et al,
2004). Os oocistos formados abandonam as células epiteliais antes de completarem seu
desenvolvimento, sendo eliminados nas fezes para o exterior do organismo do felino
(DUBEY, 2004). Na presenca de oxigénio e de umidade os oocistos amadurecem entre
dois a cinco dias produzindo no seu interior dois esporocistos com quatro esporozoitas
cada e uma massa de citoplasma residual. Apds tornarem-se maduros, passam a ser
infectantes se ingeridos ou inalados por gatos ou outros vertebrados suscetiveis

(CLEARY etal, 2002; MAROBIM et al, 2004).
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Hospedeiro definitivo
(gatos e outras espécies de
felideos)

Estagios sexual e
assexual no

X \hospedeiro definitivo

Oocisto nao
Cistos teciduais em hospedeiros esporulado
intermediarios (masculos, cérebros, etc.)
Estagio ,,
infeccioso

2\ Oocisto
~ | esporulado

Humanos

Hospedeiros intermediarios
(animais de sangue quente) i

Humanos podem ser infectados por ingestao de

oocistos infecciosos ou cistos teciduais em carnes

Figura 1. Ciclo vital de Toxoplasma gondii. (adaptado de TAWEENAN, 2004).
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Apés a entrada no organismo do hospedeiro, a penetracdo celular torna-se um
elemento chave para a sobrevivéncia do parasito. A invasdo do parasito a célula
hospedeira é um processo complexo, no qual o parasito utiliza a motilidade baseada no
sistema actino-miosina para alcancar a célula hospedeira e se posicionar de maneira que
a regido apical do parasito possa estar voltada para a interface celular (DOBROWOLSK]I,
CARRUTHERS e SIBLEY, 1997; HETMAN, et al, 2000; HEINTZELMAN e SCHWARTZMAN,
2001). A adesao inicial do parasito é mediada em parte pelos antigenos de superficie.
Estas moléculas estdo envolvidas na reducao da for¢a repulsiva entre cargas negativas
estabelecidas pelos fosfolipidios de membrana da célula e do parasito (CARRUTHERS,
2002; JUNG, LEE e GRIGG, 2004).

O processo de penetragdo do parasito na célula do hospedeiro também envolve
uma série de eventos incluindo protusdo do condide (regido anterior do parasito),
exocitose do contetido das roptrias e micronemas que facilitam a endocitose através da
desestabilizacdo da membrana celular do hospedeiro, culminando com a formagado da
membrana do vactolo parasitéforo (PVM). E dentro desse vactiolo que ocorre a
replicacao assexuada pelo processo de endodiogenia ou endogenia (MINEO, KHAN e

KASPER, 1994; SIBLEY et al, 2003).

1.3. Resposta imune

A resposta imune protetora a infec¢do por T. gondii é mediada por interacao
ocasionada por invasdo parasitaria e resposta do hospedeiro por fagocitos, linfocitos B e
T e células natural killer (HEGAB e MUTAWA, 2003). Acredita-se que os linfécitos intra-
epiteliais em conjunto com linfocitos provenientes dos linfonodos mesentéricos sejam
os responsaveis como primeira linha de defesa do organismo para prevenir a invasao
celular através da liberagdo de varias citocinas, como IFN-y, [L-12 e TNF-o (BHOPALE,
2003; MONTOYA e LIENSEFELD, 2004). A IL-12 produzida por células dendriticas,
macroéfagos e neutroéfilos estimula a liberagdo de IFN-y por linfocitos T e Células NK
controlando assim a infec¢do parasitaria (MILLER et al, 2009).

Nos hospedeiros ndo-imunes, a fase aguda caracteriza-se pela multiplicacao
parasitaria rapida que leva a formagao de pseudocistos que se rompem liberando novos
parasitos que podem invadir outras células adjacentes (TENTER, HECKERITH e WEISS,

2000). Na fase cronica da infeccdo, quando o hospedeiro desenvolve a imunidade, o
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parasito T. gondii replica-se muito lentamente (bradizoitos) formando grandes
aglomerados parasitarios que segregam envoltorio cistico tornando-o mais resistente as
condi¢cdes ambientais e a medicamentos (BHOPALE, 2003). Estudos experimentais in
vitro revelaram que modificacbes do microambiente onde se encontra o parasito T.
gondii, como aumento do pH, variacdo da temperatura, tratamento com IFN-y, inibicao
da respiracao mitocondrial, presenca de NO e stress quimicos induzem a transformacao
de taquizoitos em bradizoitos (LYONS, MCLEOD e ROBERTS, 2002; GROSS, HOLPERT e
GOEBEL, 2004).

O sucesso de T. gondii depende do balanco entre a resposta do hospedeiro, que
visa eliminar o parasito e estratégias de evasdao e imunomodulacdo do parasito. Recentes
estudos tém mostrado que T. gondii é capaz de ativamente interferir com fungdes
modulatérias de macrofagos através do bloqueio de citocinas induzidas pelo
reconhecimento do TLR2 pelo LPS, inibicao de IL-12 e TNF-a e supressao da producao
de 6xido nitrico (LENG, BUTCHER e DENKERS, 2009). Assim, o sistema imune possui o
desafio de controlar a infec¢do e ao mesmo tempo minimizar os danos teciduais
causados por processos imunopatolégicos (MILLER et al, 2009). A presenca de citocinas
anti-inflamatérias assumem dessa forma importante papel na diminui¢do da resposta
inflamatéria a infeccao por T. gondii (MILLER et al, 2009; POLLARD, KNOLL e MORDUE,
2009).

Durante a infeccdao por T. gondii, a indugdo de IL-12 ocorre pela interaciao de
antigenos parasitarios com receptor de quimiocina 5 (CCR5) e receptores Toll-like (TLR)
(MILLER et al, 2009; POLLARD, KNOLL e MORDUE, 2009). Camundongos deficientes de
CCR5 revelam uma diminui¢do na producao de IL-12 e um aumento na suscetibilidade a
infeccdo por T. gondii (BLADER e SAEI], 2009; POLLARD, KNOLL e MORDUE, 2009). Os
TLRs sdo encontrados em diferentes células do sistema imune e diferentes subtipos de
células podem expressar diferentes repertérios de TLRs com importancia para o
reconhecimento de padrdoes moleculares associados a patégenos (MILLER et al, 2009).
Estudos mostram que camundongos deficientes de TLR11 (ligante de profilina, proteina
conservada em Apicomplexa), sio mais susceptiveis a infeccdo por T. gondii revelando a
importancia desses TLRs para o controle da toxoplasmose (BLADER e SAEI], 2009;
LENG, BUTCHER e DENKERS, 2009).
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1.4. Relacao parasito-hospedeiro

Com o objetivo de compreender a interacdo parasito-hospedeiro, pesquisadores
vém estudando proteinas do parasito envolvidas na invasao celular do hospedeiro,
modulacdo imunoldgica e/ou atenuacdao da viruléncia criando um microambiente
necessario a sua protecdo no hospedeiro (LEKUTIS et al, 2001; KIM e BOOTHROYD et al,
2005; RISCO-CASTILHO et al, 2007).

Estudos mostram que diversas proteinas do parasito estdo envolvidas na evasao
imune e consequente replicacdo do parasito. Proteinas de roptrias tém sido
amplamente estudadas e revelaram-se como importantes ferramentas de
imunomodulac¢do utilizadas pelo parasito. Como exemplo, relatou-se que o aumento da
expressao de ROP18 resulta na auséncia de controle da replicacdo parasitaria, sendo
este um importante fator de viruléncia de T. gondii (HA]] et al, 2007; SINAI, 2007). De
forma semelhante, demonstrou-se que ROP16 estd envolvida na ativacdo de STAT3 e
consequente supressao de citocinas pro-inflamatérias importantes no controle da
infeccdo (YAMAMOTO et al, 2009).

Entre as diversas classes de proteinas de T. gondii estudadas, identificam-se as
proteinas da familia das SAG (antigenos de superficie), SRS (antigenos relacionados a
SAG) e SUSA (antigenos nao relacionados a SAG) (BLADER e SAEI], 2009; LEKUTIS et al,
2001) (Tabela 1). As proteinas SAG possuem um peptideo sinal N-terminal que auxilia o
transporte destas proteinas a superficie do parasito e uma regido C-terminal hidrofébica
ancorada por glicosilfosfatidilinositol (GPI). A familia SRS é dividida em dois grupos:
familia SAG1 (SAG1, SAG3, SRS1-SRS4, BSR4) e SAG2 (SAG2A, SAG2B, SAG2C, SAG2D,
SAG2XY) que interagem com as células do hospedeiro facilitando a invasdo celular e
evasdo da resposta imune (LEKUTIS et al, 2001; VAN et al, 2007). As SRS sdo altamente
polimérficas e fazem parte da superfamilia de superficie que sao ancorados através de
ancora de GPI. A estrutura das SRS sugere possivel papel como moléculas de adesao
celular. Estudos revelaram que alguns anticorpos monoclonais anti-SAG1 sao capazes de
inibir a ligacdo e invasdo de parasitos a célula hospedeira (GRIMWOOD e SMITH, 1996).
SAG1 e SAG2C sao dominantes na inducao a resposta humoral da fase aguda da infec¢cdo
e SAG1 também ativa linfécitos T a produzirem IFN-y (KIM e BOOTHROYD et al, 2005).

O extenso polimorfismo encontrado as SRS revela que esses antigenos sofreram

pressao seletiva da resposta imune (KIM e BOOTHROYD, 2005; VAN et al, 2007). SAG2
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de T. gondii é uma das importantes proteinas de superficie conhecida como ligante de
membrana sendo utilizada no diagndstico sorolégico e no desenvolvimento de
protocolos imunoprofilaticos por possuir boa antigenicidade e imunogenicidade
(HUANG et al, 2002; CONG et al, 2005). Neste sentido, nos investigamos o papel da

proteina SAG2A de T. gondii no processo de evasao da resposta a células imunes.

Tabela 1. Proteinas alvo de estudo para o entendimento da interacao de T. gondii
com o processo de evasdo, estimulacio e modulacio da resposta imune do
hospedeiro.

Estagio Taquizoito Bradizoito
SAG1 SAG2CD
SAG2AB SAG3
Proteinas de SAG3 SAG4A
Membrana SAG5BC SAG5A
SRS1-3 BSR4
SRS9

Fonte: LEKUTIS et al, 2001; LYONS, MCLEOD e ROBERTS, 2002; GROSS, HOLPERT e
GOEBEL, 2004; KIM e BOOTHROYD, 2005. SAG (antigeno de superficie); BSR (sequéncia
relacionada a bradizoito); SRS (sequéncia relacionada a SAG1).



22

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar o papel da proteina SAG2A de Toxoplasma gondii na regulacdo da

resposta imune inata em modelo murino.

2.2. Objetivos especificos

- Clonar, expressar e purificar proteina SAG2A recombinante;

- Avaliar a funcionalidade antigénica da proteina SAG2A recombinante;

- Avaliar o papel e mecanismo modulatério de T. gondii em células do compartimento

inato do sistema imune;

- Desvendar o papel do epitopo imunodominante reconhecido pelo anticorpo

monoclonal A4D12 quanto aos fendmenos imunomodulatérios induzidos por T. gondii;

- Analisar motifs conservados na proteina SAGZA e descrever efeitos biologicos

relacionados aos sitios ativos.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Camundongos

Camundongos da linhagem C57BL/6 de seis a oito semanas de idade foram
mantidos no Departamento de Bioquimica e Imunologia da Escola de Medicina de
Ribeirdo Preto, USP Ribeirdao Preto, Brasil, com agua e alimentacdo ad libitum. A
manutencao e cuidado desses animais foram efetuadas em conformidades com o guia do
Comité de Etica de Animais de Laboratério da FMRP/USP. Para realizacio dos
experimentos os camundongos foram trazidos da Escola de Medicina de Ribeirao Preto
para Universidade Federal de Uberlandia - UFU, Uberlandia, MG. A manutencdo e
manipulacao experimental dos camundongos foram executadas em condigdes livres de
patogenos especificos e de acordo com os principios éticos em pesquisa animal descritos pelo

COBEA (Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal).

3.2. Parasito e linhagens celulares

Células HeLa (ATCC CCL-2), L929 (ATCC CCL-1) foram mantidas em frascos de
cultura em meio RPMI 1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), 2 mM
glutamina, 10 mM HEPES e 50 pug/ml de penicilina e estreptomicina a 37 °C em 5% de
CO2, sendo repicadas por tripisinizacao, mediante confluéncia da monocamada celular.
Toxoplasma gondii das cepas RH e Me49 foram cultivadas em células HeLa em frascos de

culturas em meio RPMI 1640 suplementado com 2% SFB a 37 °C em 5% de CO..

3.3. Preparacoes de antigenos

Taquizoitos 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 exsudado peritoneal dos animais foi colhido e centrifugado a 45 x g por 1
minuto, para a remoc¢ado de células 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 solucao salina tamponada com fosfato 0,01 M pH 7.2

(PBS) e, quando necessario para a remoc¢ado de hemadcias, tratado com solucao tampao de
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lise (NH4Cl 14 mM e TRIS-HCI 17 mM pH 7,2) por 1 minuto a temperatura ambiente. Ja
os antigenos de taquizoitos da cepa Me49 foram obtidos a partir da infeccdo em
monocamadas de linhagem de L929 (ATCC CCL-1), mantidos em meio RPMI completo
suplementado de soro fetal bovino 2%. Apds o cultivo de 2-3 semanas as formas
taquizoitos foram coletas dos frascos de cultura e parcialmente purificados como
descrito para a cepa RH.

Terminado os ciclos de centrifugacdo de amostras contendo parasitos da cepa RH
e Me49, as suspensdes de parasitos foram diluidas em PBS e suplementadas com
inibidores de proteases, aprotinina 10 pg ml-1, leupeptina 50 pg ml-1 e PMSF (fenil-
metillsulfonil fluoreto) 1,6 mM e submetidas a seis ciclos de congelamento em N3 liquido
e descongelamento a 37 °C seguido por sonicagdo durante 1 minuto a 60 Hz em banho de
gelo (SCOTT et al., 1987). Apos este tratamento os parasitos lisados eram submetidos a
centrifugacdo a 1000 x g, por 15 minutos a 4 °C e a fracdo sobrenadante resultante
coletada e quantificada utilizando o método de dosagem Acido Bicincénico (BCA).
Antigenos soluveis de T. gondii da cepa RH (STAgRH) e da cepa Me49 (STAgMe) foram
armazenados a -20 °C, até serem utilizados para os ensaios de estimulo celular e

immunoblotting.

3.4. Producao de anticorpos monoclonais

Taquizoitos de T. gondii (RH) foram coletados de exudato peritonial e
parcialmente purificados como descrito acima, fixados com acetona 30% em PBS por 4
°C durante 72 horas. Apds a fixacdo, os parasitos foram lavados em solucao PBS e
utilizados para imunizacao de camundongos BALB/c. Os animais foram imunizados por
via intraperitonial utilizando um volume de 100 pl de uma suspensao de 1 x 107
parasitos ml-l em intervalos regulares de 15 dias em trés inoculagdes sucessivas. Sete
dias antes da realizacdo do processo de fusdo, os animais foram inoculados com a
mesma concentracdo de parasitos, porém por via endovenosa. A producdo dos
hibridomas foi conduzida como previamente descrito por (KOHLER E MILSTEIN, 1975)
com pequenas modificagdes. Apds o término do esquema de imunizacdo, os bagos dos
animais foram coletados em meio DMEM sem soro fetal bovino e em ambiente estéril e
misturados a suspensdo de células de mieloma murino SP20/Ag14 na propor¢do de 1:1.

A seguir, as populacdes mistas de células foram centrifugadas a 1.000 x g por 10
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minutos, o sobrenadante foi descartado e ao sedimento adicionou-se lentamente
polietilenoglicol 1500 na concentragao de 50%, sob agitacdo constante a 37 °C durante
um minuto, quando entdo completou-se o volume para 50 ml em DMEM sem soro fetal
bovino. As células foram lavadas por duas vezes 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 diluicao limitante em placas de 96
orificios. Os hibridomas clonados formam amplificados em meio RPMI suplementado
com soro fetal bovino a 10%, glutamina 2 mM, 2-B-mercaptoetanol 50 uM e getamicina
40 pug/ml e estocados em N2 liquido.

A purificagdo de anticorpo monoclonal (mAb) A4D12 foi realizada através de
cromatografia em coluna por afinidade utilizando proteina G-sepharose. Para a
preparacdo do aplicado sobrenadante de cultura de hibridoma foi diluido em tampao
Fosfato 0,1 M pH 8,0. Em seguida, componentes que nao se ligaram na coluna (void)
foram coletados e a coluna lavada com tampao Fosfato 0,1 M pH 8,0. A coluna G-
sepharose foi eluida com tampao Glicina 0,1 M pH 2,0 e o pH das fragdes foi neutralizado
com Tris-base. Amostras representativas da purificacdo foram aplicadas em gel SDS-

PAGE objetivando analisar o perfil eletroforético da purificacgao.

3.5. Construc¢io de plasmideo, expressio e purificacio de proteinas

recombinantes

DNA genOmico proveniente de taquizoitos de T. gondii cepa RH foi isolado como
previamente descrito (LEKUTIS et al, 2000) e utilizado como template para amplificacao
do fragmento génico da SAG2A em reacdo em cadeia de polimerase (PCR) através da
utilizacdo de primers do sitio Ndel upstream e HindIIl downstream baseados em depdsito
no GenBank (niimero de acesso AA072427). Para amplificacdo do fragmento génico
respectivo a SAG2A e alternativamente para amplificacdo do fragmento SAG2A deletada
(proteina sem a regido C-terminal constituida do epitopo reconhecido pelo mAb A4D12)
utilizou-se do conjunto de primers descrito na Tabela 2. Essa estratégia de amplificagdo
resultou em fragmento com cerca de 349 pb semelhante ao fragmento génico da SAG2A

deletado de 135 aminoacidos correspondente a regido C-terminal (SAG2A"135),
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Tabela 2. Primers para obtencao dos fragmentos de SAG2A e SAG2A2135 utilizados
na clonagem e expressao.
Produto Primer Sequéncia 5’ - 3’ Tamanho

(pb)

Forward Nde1 CAAGTTCGCTCATATGTCCACCACCG
607

SAGZA Reverso Hind3 GACTTTCGCAAAGCTTCTCCGAAAG

Forward Nde1  CAAGTTCGCTCATATGTCCACCACCG

SAG2AA135 349
Reverso Hind3 AGAACCATCAAAGCTTCGACCAGCG

Os produtos da PCR foram digeridos por enzimas de restricao e inseridos no sitio
Ndel/HindII do vetor pET28a (Novagen, Darmstadt, Alemanha) (Figura 2) e utilizado
para producao da proteina em fusdo com His-Tag (LIN et al, 2007). E. coli Rosetta cepa
DE3 foram utilizadas para clonagem e expressdo das proteinas recombinantes. E. coli
Rosetta cepa DE3 transformada com o inserto PET28aSAG2A e PET28aSAG2a"135 foram
cultivadas em meio LB na presenca de 100 pg/ml de kanamicina e 100 pg/ml de
clorafenicol com crescimento a temperatura de 37 °C para atingir a densidade 6ptica
(OD) de 0,5 a 600 nm. A expressao das proteinas foi induzida com 1 mM isopropil-p-D-
tiogalactésideo (IPTG; Sigma) por 4 horas a 37 °C. As células foram colhidas por
centrifugacdo e os pellets foram ressuspensos em tampao de lise (50 mM de tampao
fosfato, pH 8,0) contendo 0,1% Triton X-100. Posteriormente as células foram sonicadas,
o debri celular removido por centrifugacdo e sobrenadante foi passado por
cromatografia em coluna Ni2* chelating sepharose (GE Biosciences Amersham) com
tampao de equilibrio (5 mM imidazol, 500 mM NaCL e 20 mM Tris-HCI pH 7.9). Apos
passagem do sobrenadante de cultura, a coluna foi lavada e as proteinas recombinantes
foram eluidas com solucdo tampdo de imidazol (250 mM imidazol, 500 mM NaCl e 20

mM Tris-HCl pH 7,9).
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Figura 2. Mapa do plasmideo pET28a utilizado para insercdo dos fragmentos

SAG2A e SAG2A2135 gmplificados. O local de clivagem por enzimas de restri¢do e

insercdo dos fragmentos amplificados foram evidenciados com caixa vermelha
(Novagen)
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O pool das fragdes contendo as proteinas recombinantes foi dialisado em PBS e
passadas em cromatografia em coluna Sephadex G75 (1 x 50 cm) previamente
equilibrada com 10 mM Tris-HCI pH 7,4 contendo 0,5 M NaCl. As cromatografias foram
realizadas sob fluxo continuo de 3,5 mL/min com fragdes de 500 pl coletadas tendo sua
DO monitoradas a 280 nm. As fracdes com as proteinas recombinantes correspondente
foram concentradas e ultrafiltradas em sistema Amicon (Millipore,Billerica, MA, USA)
tendo posteriormente sua concentragio determinada pelo Acido Bicincénico (BCA,
Sigma-Aldrich) e a presenca de endotoxina pelo método modificado Limulus amebocyte

lysate assay (LAL, BioWhittaker, Walkersville, MD, USA).

3.6. Analise de bioinformatica

Mapeamento da proteina e busca por sequéncias homélogas foram realizados
utilizando bancos de dados online: Blast (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/); Swiss Prot
(http://ca.expasy.org/); EuPathDB (http://eupathdb.org/); ClustalW2
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/); pesquisa de motifs da proteina SAG2A foram
realizadas no banco de dados online MyHits (http://myhits.isb--sib.ch).

3.7. Eletroforese unidimensional (SDS-PAGE)

Os antigenos de T. gondii foram avaliados em sistema unidimensional utilizando
tampao descontinuo como descrito por Laemmli (LAEMMLI, 1970) e sistema de placas
de vidro descrito por Studier (STUDIER, 1973). Os géis de poliacrilamida nas
concentracoes de 12% foram montados em placas do sistema de eletroforese SE250
(Amersham-Pharmacia Biothec, UK) de dimensdes 8 x 10 x 0,075 cm. Antigenos de T.
gondii foram submetidos a 95 °C por 5 minutos e aplicadas ao gel de poliacrilamida
contendo SDS (SDS-PAGE). As proteinas foram eletroforeticamente separadas utilizando
uma corrente de 20 mA. Apoés a corrida, os géis foram corados com solucdo de
coomassie (Coomassie brilhant blue R-250 dissolvido em metanol 50% e acido acético
10%) e mantidos em acido acético 7% até a digitalizacdo das imagens. Adicionalmente,
para melhor visualizacdo do perfil eletroforético de algumas amostras, realizou-se a
coloragdo por prata. Assim, apds corrida eletroforética, géis foram adicionados em

solucao fixadora (60 mL acido acético, 250 mL metanol, 250 ul de formaldeido, g.s.p. 500
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mL H20) por 18 horas a temperatura ambiente. Apds processo de fixacdo, os géis foram
desidratados em solugao etanol 50% seguido de pré-tratamento em tiossulfato de sddio
sob agitacdo. Posteriormente os géis foram incubados com solug¢do de nitrato de prata
(Nitrato de Prata 0,1 g, 50 pl de formaldeido, g.s.p. 50ml) por 20 minutos em camara
escura seguido de revelacdo com solugdo reveladora (Carbonato de Sédio 3 g; 25 ul de

formaldeido; tiosulfato de so6dio, H20 50 ml).

3.8. Immunoblotting e Slot-Blot

Os antigenos separados em SDS-PAGE foram eletrotransferidos para membranas
de nitrocelulose como descrito por TOWBIN et al, 1979. Para o immunoblotting,
membranas de SDS-PAGE cortadas em tiras de 3-4 mm foram bloqueadas com soluc¢ado
PBSTween suplementada com leite desnatado 5% durante 1 hora e a 37 °C. Terminado
este tempo, as membranas foram incubadas com os sobrenadantes de cultura dos
hibridomas e soro policlonal de camundongo de interesse por periodo de 1 hora a 37 °C.
Para realizacdo do Slot-Blot membranas de nitrocelulose foram preparadas com STAg,
taquizoitos da cepa Me49 e RH vivos e inativados por calor em diluicao decimal seriada
a partir de 100 pg/ml . Membranas foram bloqueadas com 5% de leite desnatado em
PBS-Tween (PBS-TM) e incubadas com mAb A4D12 overnight a 4 °C. Para detec¢do da
ligacdo dos anticorpos aos antigenos imobilizados em nitrocelulose no Immunoblotting e
Slot-Blot, realizou-se subseqiiente incubacao das membranas com o anticorpo de cabra
anti-IgG de camundongos conjugado a peroxidase (1:1000; Sigma Chemical Co.).
Posteriormente, as membranas foram novamente lavadas em PBST e reveladas por meio
da adicdo de substrato enzimatico (H:202) e cromoégeno em tabletes de 3,

3’diaminobenzidina (Sigma FastTM; Sigma Chemical Co.) como descrito pelo fabricante.

3.9. Diferenciacao de células derivadas da medula dssea

Macrofagos derivados de medula 6ssea (M®) foram gerados a partir de células
tronco de medula dssea como previamente descrito por ZAMBONI e RABINOVITCH,
2003. As células tronco provenientes de camundongos foram cultivadas em placas de
petri plasticas ndo tratadas para aderéncia (BD Biosciences, EUA) de 10 cm por sete dias

em meio RPMI 1640 contendo 15 mM de HEPES, 2g de bicarbonato de sédio/litro, 1 mM
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de L-glutamina e suplementado com 20% de soro fetal bovino e 30% de meio
condicionado de células L929 (LCCM). M® foram removidos da superficie das placas sob
gelo por pipetagem vigorosa com PBS. As células foram contadas e adicionadas (2 x 10°)
em placas de cultura de 96 pogos.

Células dendriticas derivadas de medula 6ssea (BMDCs) foram geradas como
previamente descrito em MINEO et al, in press. Células tronco de medula foram
cultivadas (7 x 105 células/po¢o) em placas de 24 pocos em meio RPMI suplementado
com 10% soro fetal bovino (SFB), 100 pg/ml de penicilina, 100 ug/ml de
estreptomicina, e 20 ng/ml de fator estimulador de colonia granuldcito macrofago (GM-
CSF) murina. Diariamente os sobrenadantes foram gentilmente removidos e
substituidos com igual volume de meio suplementado. No sexto dia de cultura, células
ndo aderentes foram removidas e plaqueadas em placas de cultura anterior a

estimulagdo.

3.10. Tratamento de células e parasitos

Para analise de modulacdo da atividade imune celular, mediante tratamento com
proteina SAG2A recombinante, M® foram ativados com LPS e IFN-y por 48 horas e
BMDCS com LPS ou Pam3 por 24 horas in vitro. Apos estimulacdo, dosagem da producao
de NO por M® e IL-12p40 por BMDCS foram monitorados conforme descrito
posteriormente. Com objetivo de verificar o efeito modulatorio de T. gondii, BMDCs e
M® foram infectados com parasito da cepa RH e Me49 sob diferentes MOI (multiplicity
of infection) e STAg em diferentes concentracgoes. O efeito do reconhecimento antigénico
em parasitos e STAg pelo mAb A4D12 foi monitorado através da dosagem de producao

de NO por M® e [L-12 por BMDCs conforme descrito abaixo.

3.11. Deteccao de atividade anti-IL-6 de Toxoplasma gondii

Com o objetivo de quantificar a afinidade de taquizoitos de T. gondii por IL-6,
realizou-se protocolo de inibigio como previamente descrito por VANCOVA et al, 2007.
Em cada ensaio, 50 pg de citocina recombinante em PBS suplementado com 1%
soroalbumina bovina (BSA) foram misturado com concentragdes crescentes de

taquizoitos de T. gondii cepa RH com volume total de 100 ul/po¢o em microplacas de 96



31

pocos. Como controle células foram plaqueadas com unicamente diluente da amostra.
Cada mistura foi incubada por 1,5 hora a temperatura ambiente sob gentil agitacgao,
seguindo de aplicacdo do sobrenadante em placa de ELISA (100 pl/po¢o em duplicatas).
A quantificagdo das amostras foi obtida por comparacao das absorbancias com curva
padrao linear para kit de ELISA. Detectaveis niveis de redugdo da citocina em questao,
quando comparado com o controle, foram interpretados como evidencia pontual de

atividade de ligacdo a citocina.

3.12. Quantificacdo de citocinas por ELISA

A concentracdo de IL-12p40 e IL-10 em sobrenadante de cultura de células, como
para ensaio de inibicdo de Il-6, foram mensurados por kit ELISA comercial (BD
PharMingen, San Diego, EUA; R&D Systems, Minneapolis, EUA). Os ensaios foram
efetuados em comum acordo as instru¢ées do fabricante. As reacoes foram reveladas
com estreptoavidina conjugada com peroxidase, seguindo de adicdo do substrato
perdxido de hidrogénio e do cromoégeno tetrametilbenzidina (TMB) (BioRad, Hercules,
CA, USA). As absorbancias foram mensuradas em leitor de ELISA (Molecular Devices,
Sunnyvale, CA, USA) a 450 nm. A concentracao de citocinas foi calculada por curva
padrao de citocina recombinante murina. O limite de detec¢do para os diferentes ensaios

realizados foi 31,3 pg/ml.

3.13. Quantificac¢io da producio de Oxido Nitrico (NO)

Producao de oxido nitrico foi estimada por concentracio de nitrito em
sobrenadantes de cultura de M®, pelo método colorimétrico de Griess. Reagentes de
Griess (sulfanilamida 1 % e alfa-naftil-etilenodiamina 0.1%) foram adicionados a 50 pl
dos diferentes sobrenadantes de cultura de M®, na razao 1:1. Absorbancias foram
mensuradas a 540 nm. A concentracdo de NO foi determinada usando curva padrao
estabelecida com 200 puM de nitrito de so6dio, como ponto inicial. O limite de

sensibilidade foi de 1,563 pM.

3.14. Analises estatisticas

Two-Way ANOVA seguido por analise posterior pelo método de Bonferroni foram

utilizados para comparar grupos em relacao a NO, IL-12p40 e producdo de IL-10. Em
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todas mensuracgdes, diferencas foram consideradas significantes quando p < 0,05. Todos
os experimentos foram realizados por trés vezes executados em diferentes dias. A
analise estatistica dos dados obtidos foram efetuados através da utilizacao de GraphPad

Prism software (GraphPad, La Jolla, CA, USA).
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4. RESULTADOS

4.1. Clonagem, purificacdo e expressao da proteina SAG2A recombinante

Com o objetivo de entender o papel da proteina de superficie SAG2A, fragmentos
de DNA foram amplificados e clonados em E. coli Rosetta cepa DE3. Os produtos
amplificados de SAG2 e SAG22135 foram digeridos com as enzimas de restricdo e
inseridos em vetores embebidos entre dominios de cauda de Histidina. Os clones
obtidos da transformacao bacteriana foram confirmados a partir de PCR das col6nias
competentes, utilizando os respectivos primers de amplificacdo dos segmentos génicos
(Figura 3).

A expressdo das proteinas foi realizada mediante indu¢do com IPTG e o perfil de
inducdo (Figura 4) e purificacdo por cromatografia de afinidade foram detectadas na
fracdo soluvel do extrato bacteriano, conforme analise em SDS-PAGE (Figura 5). Devido
as fragoes purificadas provenientes da fragdo soluvel bacteriana apresentarem presenca
de contaminantes de alto peso, as fra¢des obtidas na purificacdo foram agrupadas e
aplicadas em coluna Sephadex G75 sendo obtida proteina com alto grau de purificacao
(Figura 6).

Apés o processo de purificagdo da proteina SAG2A, a proteina recombinante foi
submetida a corrida de eletroforese (SDS-PAGE) e eletrotransferéncia a membrana de
nitrocelulose para comprovacdo da funcionalidade imunogénica da proteina
recombinante por Immunoblot. A proteina recombinante purificada apresentou
caracteristicas imunodominantes semelhantes a SAG2A descrita na literatura. O
anticorpo monoclonal A4D12 foi obtido em purificagdo em coluna G-sepharose como
evidenciado através da Figura 7. Como pode ser observado na Figura 8, a proteina
SAG2A recombinante foi reconhecida pelo anticorpo monoclonal A4D12, especifico para
SAGZ2A e por anticorpo policlonal positivo para Toxoplasma gondii. A especificidade da
molécula também pbdde ser observada pelo nao reconhecimento da proteina
recombinante pelo anticorpo monoclonal A3A4, especifico para p30 de Toxoplasma
gondii.

Adicionalmente, nés verificamos a presenca da proteina SAG2A em cepas RH e
Me49 de T. gondii por Slot blot. Como visto na Figura 9, a proteina SAG2A foi igualmente

observado em taquizoitos vivos e inativados por calor. Contudo, em STAg provenientes
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da cepa RH observou-se maior deteccdao de SAG2A em amostras diluidas (0,01 pg)
sugerindo sua presen¢a em maior quantidade nesta cepa quando comparado com a cepa

Me49.
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Figura 3. Clivagem do Vetor pET28a e amplificacao dos fragmentos das proteinas
SAG2A e SAG2AA135, (A) Raia 1: Marcador de peso molecular de 1kb; Raia 2: PET28A
integro; Raia 3: PET28A clivado com enzimas de restricao Ndel e HindlIl. O fragmento do
PET28A clivado é indicado pela seta. (B) Raia 1: Padrao Lambda DNA EcoRI Hindlll
(GenScript, USA). Segmentos génicos amplificados da SAG2A (Raia 2) e SAG2A2135 (Raia
3) e clivagem do vetor pET28a foram visualizadas em gel de agarose 1%.
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Figura 4. Perfil de inducdo de diferentes clones de Bactérias expressando as
proteinas SAG2A recombinantes em meio LB. Raia 1: Soro Albumina Bovina; Raia 2:
Padrdo de peso molecular (10-225 kDa); Raias 3, 5 e 7: Perfil de proteinas bacterianas
antes da indugdo com IPTG; Raias 4, 6 e 8: Perfil de proteinas das mesmas bactérias apés
indugdo com IPTG com a banda da proteina SAG2A expressa sendo evidenciado na figura

proveniente de gel SDS-PAGE 12%.



37

A
123 456 7 8 9 101112 13 14 15
kDa e o =
= _
-
B

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

45

30

f
20
-
’ ﬁ

Figura 5. Perfil de fragcdes obtidas da purificacdo da proteina SAG2A e SAG2AA135
em coluna com resina Chellating-Sepharose fast flow. (A) Purificacdo da proteina
recombinante SAG2A - Raia 1: Padrao de peso molecular; Raia 2-3: VOID; Raia 4:
amostra aplicada na coluna para purificacdo da proteina recombinante; Raia 5-15:
Amostras representativas das fragdes de 1,5 ml obtidas da eluicio da coluna de
afinidade; (B) Purificagdo da proteina recombinante SAG2A2135 - Raia 1: Padrdo de peso
molecular; Raia 2: amostra aplicada na coluna para purificacdo da proteina
recombinante Raia 3-4: VOID; Raia 5-15: Amostras representativas das fracoes de 1,5 ml
obtidas da eluicdo da coluna de afinidade. As proteinas SAG2A (1A) e SAG2AA135 (1B)
estdo evidenciadas nas figuras provenientes de gel SDS-PAGE de 12% com caixas
vermelhas.

>
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Figura 6. Perfil eletroforético em gel SDS-PAGE 12% da proteina recombinante
SAG2A apos gel filtracdo. Raia 1: Padrao de peso molecular (BenchMark, invitrogen);
Raia 2: Proteina rSAG2A; Raia 3: Proteina rSAG2AA135 ; Raia 4: Antigeno Soluvel de T.

gondii (STAGRH).



39

5 6
kDa
160MMH ;-1-{ —1—{ J
120 : =

80

70
50 - ‘
40

30
25

20

Figura 7. Perfil eletroforético das fragées provenientes de purificacao do anticorpo
monoclonal A4D12. Raia 1: Padrdo de peso molecular (BenchMark, invitrogen); Raia 2:
Fracdo correspondente ao sobrenadante de cultura aplicado na coluna G-sepharose;
Raia 3: Fracgdo representante do VOID da purificacao; Raia 4-6: Fra¢des correspondente
ao eluido da coluna. A presenca do anticorpo monoclonal A4D12 é evidenciada na figura
proveniente de gel SDS-PAGE de 12% através da seta vermelha.
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Figura 8. Identificacio de SAG2A por immunoblotting em fracio da proteina
recombinante purificadas sondados com os mAbs A3A4 e A4D12 e soro policlonal.
1: mAb A3A4; 2 e 3: mAb A4D12; 4: Meio de cultura RPMI utilizado na cultura dos
hibridomas de monoclonais; 5: Soro de camundongo policlonal positivo para T. gondii; 6:
Soro de camundongo policlonal negativo para T. gondii; 7: Controle negativo do
conjugado anti-IgG de camundongo conjugado com peroxidase. Proteina SAG2A é
evidenciada como marcado pela seta vermelha.
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Figura 9. Reconhecimento da SAG2A em slot blot por anticorpo monoclonal A4D12
em diferentes preparacoes de Toxoplasma gondii. Concentracao decrescente de
antigeno soluvel de taquizoito (STAg), taquizoitos vivos (37 °C) e inativados por calor
(56 °C) de cepas RH e Me49 foram utilizadas para confeccio da membrana.
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4.2. Infeccao por T. gondii regula a resposta de macrofagos e células

dendriticas

Com o objetivo de se verificar a intensidade da modulagdo da resposta imune
induzida por T. gondii in vitro, utilizou-se como modelo experimental cultura de M® e
BMDCs ativadas. Como observado para macroéfagos (Figura 10A), a producdo de 6xido
nitrico apés ativacdo com IFN-y e LPS foi modulada negativamente de forma dose
dependente quando as células foram pré-tratadas com parasitos vivos da cepa RH. A
producdo de IL-12 foi parcialmente modulada em BMDCs ativados por LPS (Figura 10B).

Com a intencao de se descartar a possibilidade dos mecanismos de supressao
observados estivessem relacionados unicamente a inducdo de genes ligados ao LPS,
BMDCs foram submetidas a estimulacdo com Pam3, agonista de TLR2, a qual confirmou
o perfil de diminuicao da producao de IL-12 em células infectadas com taquizoitos vivos,
se comparado a células nao infectadas (Figura 11). Adicionalmente, com o intuito de
avaliar se os efeitos de modulacdo observados em M® e BMDCs foram dependentes da
interacdo de parasitos vivos com as células do hospedeiro, foram utilizados de forma
pareada taquizoitos vivos, inativados por calor e STAgRH. O experimento revelou que
independentemente da natureza dos antigenos utilizados, foi observado um perfil
similar de supressdo para producdo de NO por M® (Figura 12A) e IL-12 por BMDCs
(Figura 12B).
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Figura 10. Infeccdo por Toxoplasma gondii modula a resposta de macrofagos e
células dendriticas. (A) macrdofagos derivados de medula 6ssea (M®) foram pré-
incubados com T. gondii sob diferentes razdes de parasito:célula (multiplicity of infection
- MOI) por 24 horas e estimulados com LPS (10 ng/ml), IFN-y (100 ng/ml), LPS + IFN-y
ou sem tratamento por mais 48 horas. (B) Células dendriticas derivadas de medula
6ssea (BMDCs) pré-incubados com T. gondii sob diferentes MOI por 24 horas foram
estimuladas com LPS (1 pg/ml). Resultados foram apresentados em média + SEM. *
indica relevancia estatistica (p<0,05) em relacdo ao controle ndo-infectado.
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Figura 11. Mecanismo de supressio de BMDCs por Toxoplasma gondii é
independente de TLR4. Pré-tratamento de BMDCs com diferentes MOI foram
incubadas com LPS (agonista de TLR4 - 1 pg/ml) e Pam3 (agonista de TLR2 - 1 pg/ml)
por mais 48 horas. Resultados foram apresentados em média + SEM. * indica relevancia
estatistica (p<0,05) em relagdo ao controle ndo-infectado.
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Figura 12. Efeito de inibicdo do Toxoplasma gondii nao requer interacao de
parasito vivos com células do sistema imune inato. (A) Concentragdo de nitrito em
macroéfagos derivados de medula 6ssea (M®) estimulados com LPS (10 ng/ml) e IFN-y
(100 ng/ml) por 48 horas; (B) A produgao de IL-12p40 por células dendriticas derivadas
de medula 6ssea (BMDC) estimuladas com LPS (1 pg/ml) por 24 horas. Anterior a
ativacdo, células foram pré-tratadas por 24 horas com taquizoitos vivos (RH) ou
inativados por calor (RH 56 °C) (++++ = multiplicity of infection - MOI 10; +++ = MOI 1;
++ MOI 0,1; + = MOI = 0,01) ou antigeno soltuvel de taquizoito (STAg - ++++ =100 pg/ml;
+++ = 10 pg/ml; ++ = 1 pg/ml; + = 0,1 pg/ml). Linha pontilhada indica a média de
valores obtidas por M® e BMDCs sem tratamento. Resultados foram apresentados por

média + SEM.
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Estudos anteriores identificaram um anticorpo monoclonal (mAb A4D12) capaz
de reconhecer um epitopo imunodominante contido na regido C-terminal da proteina de
superficie SAG2A (CUNHA-JUNIOR et al, 2010). Assim, experimentos foram realizados
para checar se o epitopo imunodominante possui papel na modulacdo negativa da
imunidade inata observada em ensaios anteriores, utilizando o bloqueio de taquizoitos
da cepa RH e Me49 com o mAb A4D12. Como mostrado na Figura 13, o pré-tratamento
dos parasitas com mAb A4D12 resultou em maior producdo de NO por macroéfagos
estimulados com LPS e IFN-y (Figura 13A) e IL-12 por BMDCs nado estimuladas (Figura
13B). Adicionalmente, observou-se que o efeito modulatorio foi distinto entre as cepas
do parasito analisadas, sendo que o anticorpo monoclonal fortemente reverteu a
modulacdo negativa promovida pelo Me49, enquanto o mesmo fendmeno foi de menor
intensidade para taquizoitos da cepa RH. Para uma melhor avaliagdo das diferencas de
modulacdo entre cepas RH e Me49 de T. gondii, ensaios comparativos foram realizados
entre ambas cepas. Observou-se que o pré-tratamento das diferentes linhagens celulares
com parasitas da cepa RH induziu forte efeito supressor para producao de NO por M®
ativados por LPS e [FN-y (Figura 14A) e sintese de IL-12 por BMDCs estimuladas por LPS
(Figura 14B).
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Figura 13. O bloqueio do epitopo imunodominante da proteina SAG2A por mAb
A4D12 reverte parcialmente a modulacio negativa de células do sistema imune
inato induzidas por Toxoplasma gondii. (A) macrofagos derivados de medula 6ssea
(M®) e (B) Células dendriticas derivadas de medula 6ssea (BMDCs) foram pré-tratadas
com T. gondii sob diferentes razdes de parasito:célula (multiplicity of infection - MOI)
com taquizoitos das cepas RH e Me49 na presenc¢a do anticorpo monoclonal A4D12 ou
IgG irrelevante por 24 horas. Antes da determinacdo de nitrito e dos niveis de IL-12p40
a ativacao celular foi promovida por LPS (10 ng/ml) e IFN-y (100 ng/ml) em M® (48
horas) e LPS (1 pg/ml) em BMDCs. Resultados foram apresentados em média + SEM. *
indica relevancia estatistica (p<0,05) em relacdo ao controle ndo-infectado.
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Figura 14. Supressdao de células do sistema imune inato por SAG2A é dose
dependente. (A) Macréfagos derivados de medula 6ssea (M®) e (B) Células dendriticas
derivadas de medula 6ssea (BMDCs) foram pré-tratados com diferentes proporgdes de
parasito:célula (multiplicity of infection - MOI) com taquizoitos das cepas RH e Me49 e
ativadas com LPS (10 ng/ml) e IFN-y (M®, 100 ng/ml, 48 horas) e LPS (BMDCs, 1 nug/ml,
24 horas), antes da determinagdo dos niveis de nitrito e IL-12p40. Linha pontilhada
indica a média de valores obtidas por M® e BMDCs sem tratamento. Resultados foram
apresentados por média + SEM. * indica relevancia estatistica (p<0,05) entre cepas do
parasito.
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Para entender melhor o efeito do antigeno SAG2A sobre o sistema imune inato,
ensaios utilizando pré-tratamento de células imunes com rSAG2A e rSAG2A2135 foram
realizados. O pré-tratamento de M® e BMDCs com rSAG2A e rSAG2A2135 induzem
padroes diferentes de ativacdo celular. Enquanto a proteina intacta induziu quase
indetectaveis niveis de NO e IL-12, rSAG2AA135 apresentou um potente efeito pro-
inflamatdrio em M® (Figura 15A) e BMDC (Figura 15B). Similar fend6meno foi observado
em células ativadas, sendo que o pré-tratamento com rSAG2AA135 foi incapaz de suprimir
posterior ativacao por IFN-y e LPS em M® ou LPS em BMDCs.

Ainda na busca por mais informag¢des sobre as propriedades bioldgicas do
antigeno SAG2A, motifs conservados na sequéncia da proteina foram analisados em
modelos computacionais. Observou-se que a proteina possui sitios conservados de
fosfosrilagdo dentro de sua sequéncia, sendo estas nao restritas as regides C- e N-
terminal (Figura 16A). Andlises mais detalhadas revelaram sitios de fosforilagdo para
Caseina Kinase II (CK2), Monofosfato de Adenosina Ciclico (cAMP) e Proteina Kinase C
(PKC) variando em diferentes locais da molécula (Figura 16B). Adicionalmente, foi
encontrado uma sequéncia com elevada homologia para a cadeia-a do receptor de IL-6
humana, justamente no sitio de ligacao da citocina (Figura 16C).

Para avaliar o significado biolégico desses achados, avaliou-se
experimentalmente a producdo de IL-10 por macrofagos tratados com rSAG2A e
rSAG2AA135 para observar se a proteina foi capaz de mimetizar o efeito descrito de
aumento de cAMP intracelular durante a infeccao por T. gondii. Foi encontrado que o
tratamento das células com rSAG2A induziu alta producao de IL-10 em macrofagos,
enquanto esse efeito ndo pode ser observado para rSAG2A2135 o qual diminuiu a
producdo dessa citocina em altas concentragdes (Figura 17).

As propriedades de ligacao de IL-6 ao T. gondii foram avaliadas e nds podemos
observar que o taquizoito RH vivo mostrou-se capaz de ativamente inibir a detec¢do de

IL-6 recombinante em cerca de 40%, independente da dose utilizada (Figura 18).
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Figura 15. Regido C-terminal da proteina SAG2A tem potencial supressor da
ativacao imune inata induzida por essa proteina. (A) Macrofagos derivados de
medula 6ssea (M®) e (B) Células dendriticas derivadas de medula 6ssea (BMDCs) foram
tratadas com concentracdes decrescentes da SAG2A recombinante (rSAG2A) e a forma
truncada da proteina sem a regido C-terminal (rSAG2A2135) por 48 horas anterior a
determinacdo dos niveis de nitrito e IL-12p40. Como controle, células foram nao
tratadas ou foram expostas a LPS (1 pg/ml) por periodo semelhante as células pré-
incubadas com as proteinas recombinantes. Resultados foram apresentados por média *
SEM. * indica relevancia estatistica (p<0,05) em relacdo ao controle nao tratado.
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Figura 16. Proteina SAG2A possui variados motifs ativos com potencial funcio
modulatdria da resposta imune inata. (A) Sequéncia de aminoacidos da proteina
SAG2A com uma representacgdo dos sitios ativos encontrados por analise in silico: sitios
para fosforilacdo por Caseina Kinase (CK2; marrom), Monofosfato de Adenosina Ciclico
(cAMP; verde) e proteina Kinase C (PKC; vermelho). A regidao depletada na proteina
SAG2A truncada (rSAG2AA135) esta indicado por caixa. O epitopo imunodominante da
SAG2A esta indicada por linha azul claro. (B) Sequéncias homdlogas de motivos
conservados encontrados dentro da molécula SAG2A em relacdo aos ort6logos humanos,
com os respectivos aminoacidos localizados com a molécula do T. gondii. (C) Sitio de
ligacdo, com elevada homologia de sequéncia com a cadeia-a do receptor de IL-6
humano (ligante a IL-6Ro; Azul escuro) foram encontrados com elevada homologia.
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Figura 17. Indu¢do da producao de IL-10 por concentracdes decrescentes das
proteinas rSAG2A e rSAG2AA135 em macrofagos derivados de medula 6ssea (M®)
apos 48 horas. Linha pontilhada indica a média de valores obtidas por M® sem
tratamento. Resultados foram apresentados por média + SEM. * indica relevancia
estatistica (p<0,05) em relagdo ao controle ndo tratado.
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Figura 18. Proteina SAG2A possui sitio semelhante ao local de ligacao de IL-6 ao
receptor de citocina. Porcentagem da detec¢do de inibicdo da IL-6 recombinante (50
pg/poco) induzida por diferentes concentracdes de taquizoitos vivos da cepa RH/poco
analisado por ELISA de inibigao.
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5. DISCUSSAO

A modulagdo negativa da resposta imune inata é um aspecto chave da infeccdo
por T. gondii, sendo extensamente pesquisado nas ultimas décadas (MILLER et al, 2009;
POLLARD, KNOLL e MORDUE, 2009). Este fendbmeno foi confirmado nos modelos
experimentais aqui descritos, onde a indugdo da producao de 6xido nitrico e IL-12 em
M® e DCs por estimulos conhecidos foram diminuidos apds exposi¢do ao parasito.
Estudos recentes demonstram eficiente supressdo da ativagdo celular induzida por LPS
em células do sistema imune, embora a sintese de IL-12 seja iniciada por estimulo
proprio de T. gondii, o parasito suprime a sintese de IL-12p40 e TNF-a ativada por LPS
em células infectadas (LENG, BUTCHER e DENKERS, 2009; POLLARD, KNOLL e
MORDUE, 2009). Neste sentido, foi demonstrado neste trabalho que a SAG2A possui um
papel importante na modulacdo de M® e DCs na infec¢ao por T. gondii. A necessidade
fisiologica deste processo de regulacdo em resposta ao LPS e outros ligantes de TLR
pode ser explicado pela necessidade do parasito evadir dos mecanismos microbicidas
induzidos por moléculas como NO, GTPase e citocinas inflamatérias que podem ser
altamente efetivos na eliminacdo parasitaria (BUZONI-GATEL e WERTS, 2006). TLR4 é o
receptor do tipo Toll mais expresso na superficie de macréfagos e DCs e a estimulacao
descontrolada do TLR4 pode gerar um quadro de imunopatologia intestinal, fato
observado em camundongos C57BL/6 (BUZONI-GATEL e WERTS, 2006). O proprio
parasito apresenta a expressao de ligantes de TLR11 (profilina), bem como TLR2 e TLR4
(HSP70 e ancoras de GPI, respectivamente) (BLADER e SAEI], 2009; SEIPEL et al, 2009).
Estudos tém revelado que ativacdao de TLR11 por profilina induz a produgao de IL-12 e
IFN-y, citocinas chaves para protecdo do hospedeiro durante a toxoplasmose. A
proteina do choque térmico 70 (HSP70) é um potente indutor de NO e proteinas com
ancoras de glicosilfosfatidilinositol (GPI) pode induzir produc¢ao de TNF-a (MILLER et al,
2009; NISHIKAWA et al, 2007).

Os resultados aqui descritos demonstraram que o parasito vivo ou inativado,
assim como o STAg, foram capazes de diminuir a produc¢do de IL-12 e NO de modo
similar. Contudo, estudos prévios indicaram que a invasdo ativa e sobrevivéncia do
parasito dentro do vacuolo parasitéforo sio requeridos para induzir e manter os

macréfagos ndo responsivos a ativacao pelo LPS (BUTCHER e DENKERS, 2002). Essas
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diferencas podem ter sido observadas por distintos periodos de estimulacao e
proporg¢ao parasito:célula.

Adicionalmente, foi observado que o perfil de resposta imune gerado apresenta
diferencas significantes quanto a cepa de T. gondii analisada. Distin¢Ges genéticas
encontradas entre cepas de T. gondii tem sido implicadas em diferengas na intensidade
da patologia decorrente da infeccao, bem como o potencial para a modulac¢ado de células
imunes (SAEI], BOYLE e BOOTHROYD, 2005; TAYLOR et al, 2006). Disparidade entre
cepas de T. gondii sao geradas através de diferencas quantitativas na expressao de
proteinas bem como pelo polimorfismo de aminoacidos (BOYLE et al, 2008). O
polimorfismo presente na proteina secretada ROP16 entre cepas do tipo I e II revelou
que a substituicdo de um unico aminoacido em um dominio kinase determinou
diferenciacao na fosforilacdo de STAT3 (YAMAMOTO et al, 2009). Sabe-se que RH e
Me49 apresentam proteinas polimérficas e expressdo de diferentes genes, regulando
distintamente a infeccdo em hospedeiro humano e murino (AJIOKA, FITZPATRICK e
REITTER, 2001), como refletido nos resultados aqui apresentados. A melhor
compreensao de cada uma dessas proteinas é um passo importante para desvendar as
interagdes parasito-hospedeiro durante a toxoplasmose. A expressao de SRS2 e SRS3
parece ser limitada ao taquizoito, contudo parasitos da cepa RH apresentam menor
expressao de SRS2 quando comparado com parasitos pertencentes a cepas do tipo Il
(Me49) e III (AJIOKA, FITZPATRICK e REITTER, 2001). Adicionalmente, varios estudos
tém mostrado que a producdo de anticorpos contra T. gondii é cepa especifico (KONG et
al, 2003). Polimorfismos no locus génico responsavel pela codificacio de SAG2A varia
entre 1 e 5%, sendo que anticorpos contra esta proteina possuem um carater genotipo-
especifico, ainda que todas os trés genétipos identificados de T. gondii expressem
aproximadamente niveis iguais da proteina SAG2ZA (KONG et al, 2003). Esses dados
sugerem que embora polimérfica, epitopos contidos dentro de SAG2A sdo altamente
imunogénicos e imunodominantes (KONG et al, 2003).

A observacao da modulacdo da resposta imune inata por proteina SAG2A, em
particular regido C-terminal, pode gerar um melhor entendimento para os mecanismos
de modulacao induzidos por T. gondii. SAGZ2A tem-se revelado como um antigeno
imunodominante e um marcador de fase aguda para o diagndstico da toxoplasmose
humana (BELA et al, 2008). De forma similar, SAG1 é uma proteina imunodominante de

T. gondii que apresenta intensa deteccdo em amostras de soro de individuos infectados,
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além de apresentar uma potente ativacao de células T, induzindo a produc¢do de IFN-y
(BLADER e SAEI], 2009; KIM e BOOTHROYD, 2005). Nao constam na literatura
informacdes especificas sobre o potencial de ativagdo de células T por SAG2A, contudo
uma proteina quimérica contendo SAG1 e SAG2A (rSAG1/2) foi capaz de ativar resposta
imune protetora do tipo-Th1 e aumentar a sobrevivéncia em camundongos apds desafio
experimental por T. gondii (YANG, CHANG e CHAO, 2004). Adicionalmente, SAG2A foi
previamente descrita como um antigeno alvo potencial para imunoterapia contra a
infeccdo, onde protocolos de imunizagdo com SAG2A recombinante em adjuvante de
Freund’s foi capaz de proteger camundongos BALB/C em infeccdo experimental com
doses letais de taquizoitos de T. gondii (MISHIMA et al, 2001).

As similaridades entre proteinas podem ser amplamente identificadas através de
andlises de bioinformatica onde a aproximagdo entre alinhamento de diferentes
sequéncias pode sugerir potenciais estruturas e funcdes de uma proteina desconhecida.
A andlise de motivos conhecidos e da SAG2A sugeriu que essa proteina apresenta sitios
de fosforilacdo para CK2, cAMP e PKC, os quais podem ativamente modular a reposta
imune inata contra o T. gondii. Durante invasao e proliferacdo dentro das células do
hospedeiro, o parasito interage com proteinas na superficie celular, compartimento
endossomal e citosol da célula do hospedeiro que induz a ativagdo de sinais
intracelulares.

Ha descricdes na literatura de que a inter-relacdao entre T. gondii e as células do
hospedeiro podem promover mudangas na concentragdo intracelular cAMP, o qual pode
favorecer o crescimento e divisao do parasito (CHOI et al, 1990). Foi demonstrado neste
estudo que SAG2A estimulou M® a produzirem quantidades elevadas de IL-10 e €
possivel especular que esse fendmeno pode ter ocorrido por ativacio de cAMP
diretamente induzida por SAG2A. Estudos tém mostrado que o aumento intracelular de
cAMP durante a infeccdo por T. gondii em astrdcitos bloqueou a producao de NO de
forma IL-10-dependente e quando as células foram tratadas com inibidores de cAMP
intracelular a secre¢do de IL-10 foi parcialmente bloqueada, restaurando a produgdo de
NO em células de microglia tratadas com IFN-y (ROZENFELD et al, 2003). O controle da
produgdo de citocinas pro-inflamatérias é em grande parte promovida pela cascata de
sinaliza¢do IL-10/STAT3 durante infeccao por T. gondii. Esse controle é importante para
minimizar o dano tecidual do hospedeiro, contudo previne a elimina¢do do parasito

(MILLER et al, 2009). IL-10 é conhecida por diminuir a producao de IL-12, IL-1, IL-6,
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TNF-a e também regular a produg¢do de NO em macrofagos (NEYER et al, 1997). Em
macrofagos peritoniais inflamatdrios murinos, IL-10 interfere com a habilidade de IFN-y
em estimular a produc¢do de TNF-q, resultando na diminui¢do da produgdo de NO, o qual
é principalmente mediado através da supressdo de reagdes arginina-dependentes
(OSWALD et al, 1992). Adicionalmente, estudos sugerem que a induc¢do de citocinas
podem ser moduladas por sinais distintos do mecanismo de transduc¢do envolvendo PKC
(GRUNVALD et al, 1996; MASEK et al, 2006). Em M® estimulados com STAg, pode ser
observado que PKC esta envolvido na producdo de TNF-a e IL-1f3, enquanto a expressao
de IL-12 e IL-10 revelam sinais distintos de mecanismos de transducdo envolvendo
outras kinases (GRUNVALD et al, 1996). Com relacdo ao papel da CK2 na biologia de T.
gondii, diferentes estudos tem revelado que a fosforilacdao dessa kinase esta envolvido na
ligacdo da toxofilina em mondmeros de actina-G, fen6meno que é diretamente
responsavel pela motilidade parasitaria durante o gliding (DELORME et al, 2007; JAN et
al, 2007)

O papel da IL-6 durante a infeccdo por T. gondii permanece incerto, sendo que
estudos in vitro revelam que essa citocina pode aumentar a replicagdo do parasito
intracelular, enquanto ela pode ter um papel protetor durante a infeccdo induzindo
estdgios de interconversdo (JEBBARI et al, 1998). Notavelmente, analises
computacionais de motifs de SAG2A revelou que essa proteina possui uma sequéncia
com grande similaridade ao sitio de ligacao da IL-6 humana. Essa informacgdo sugere que
0 parasito pode usar esta propriedade para sequestrar a IL-6 produzida no ambiente
inflamatdrio com objetivo de modular a resposta celular a seu favor. A inibicdo de
citocinas favorece o escape de parasitos da resposta imune. Tripanosomas usam uma
glicoproteina especifica de superficie para ativamente ligar-se a TNF-a e através dessa
interagdo inibi a morte de tripanosomas mediada pela citocina (MAGEZ et al, 2001).
Plasmodium falciparum secreta uma proteina homologa ao fator de inibicdo da migracao
de macrofago (MIF), o qual se liga ao receptor de MIF de células de mamiferos (CD74),
interferindo com ativacao de células do hospedeiro através de mecanismos competitivos
de ligagdo (DOBSON et al, 2009). Em adicdo, tem sido descrito que ovos de Schistosoma
mansoni secretam uma proteina nos tecidos do hospedeiro que é capaz de ligar-se a
quimiocinas inibindo sua interacdo com receptores do hospedeiro, suprimindo a reacao
inflamatéria em diversos modelos experimentais (SMITH et al, 2005). Eventos similares

sdo observados através da saliva de carrapatos Ixodideos ou extrato de saliva da espécie
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do Rhipicephalus, os quais revelam capacidade para capturar IL-2, CXCL8, CCL2, CCL3,
CCL5 e CCL11, modulando a atividade das células imune em favor do ectoparasita

(VANCOVA et al, 2007).
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6. CONCLUSOES

- Proteina SAG2A recombinante de Toxoplasma gondii pode ser obtida a partir de

sistema de expressao em bactérias E. coli Rosetta cepa DE3;

- Toxoplasma gondii possui capacidade modulatéria da resposta imune de macréfagos e

células dendriticas;

- Mecanismo de supressdao de BMDCs por Toxoplasma gondii é independente de TLR4,

possivelmente existindo vias de sinalizagdo comum entre outros TLRs;

- Efeito de inibicao de Toxoplasma gondii ndo requer interacdo de parasito vivos com

células do sistema imune inato;

- O bloqueio do epitopo imunodominante da proteina SAG2A por mAb A4D12 reverte
parcialmente a modula¢do negativa de células do sistema imune inato induzidas por

Toxoplasma gondii;

- A diminuicao da produgao de IL-12 e NO em células ativadas, em adi¢do do aumento da
expressao de IL-10 sugere que possivelmente T. gondii utiliza a expressdao de SAG2A
para aumentar as concentragdes intracelulares de AMP ciclico, modulando ativamente a

cascata de sinalizagdo intracelular de DCs e M®;

- Proteina SAG2A possui capacidade de captagdo da citocina IL-6 por motifs com elevada
homologia ao receptor da citocina IL-6, o que pode representar um importante

mecanismo de modula¢do negativa da resposta imune inata ao parasito.
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