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RESUMO

REZENDE-GONDIM, M. M. Separacdo imunomagnética de cistos teciduais e
esporocistos de Toxoplasma gondii pelo anticorpo monoclonal K9/15-15 e caracterizagdo
de sua proteina alvo por Western blot e Imunoblot. 2020.110p. Tese (Doutorado em
Ciéncia Animal nos Tropicos) - Escola de Medicina Veterinaria e Zootecnia - Universidade
Federal da Bahia, 2020.

Toxoplasma gondii € um parasito intracelular obrigatério que infecta aproximadamente um
terco da populagdo mundial. A infeccdo horizontal do parasito ocorre, principalmente, pela
ingestdo de cistos teciduais contendo bradizoitos e/ou ingestdo de oocistos esporulados.
Assim, objetivou-se com o trabalho corrente, elaborar um protocolo de separacdo
imunomagnética (SI) de cistos e esporocistos de T. gondii, e isolar a proteina reconhecida
pelo anticorpo monoclonal (AcMo) K8/15-15. Esse foi o primeiro AcMo descrito capaz de
reconhecer simultaneamente proteinas de cistos e esporocistos do parasito. Mais de 2.000
cistos produzidos in vitro foram isolados apos a Sl do conteddo de um frasco de cultura de 25
cm?, além de um aumento em até seis vezes da relacéo cisto/célula hospedeira apés SlI. Cistos
produzidos in vivo foram separados com éxito, sem contaminagéo ou debris de tecido murino.
Esporocistos também foram isolados por SlI, mostrando, assim, que o método de pode ser
empregado para estudos protedmicos envolvendo paredes de cisto tecidual e esporocisto de T.
gondii. Por meio da técnica de Sl foi possivel concentrar uma grande quantidade de cistos e,
apos imunoprecipitagdo, isolar o antigeno alvo marcado pelo AcMo K8/15-15. O antigeno foi
separado por eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE)
e apresentou bandas de 272 e 381 kDa, identificadas por imunoblot e visualizadas em SDS-
PAGE corado com azul de Comassie. Os resultados aqui obtidos possibilitardo, em
experimentos futuros, a completa caracterizagdo da proteina alvo do AcMo K8/15-15,
empregando-se, especialmente, sequenciamento por espectrometria de massas da proteina
alvo. A proteina purificada pode ser testada em estudos envolvendo diagndstico soroldgico,

assim como, para a producao de vacinas contra toxoplasmose.

Palavras-chave: parasito, proteémica, antigeno



ABSTRACT

REZENDE-GONDIM, M. M. Immunomagnetic separation of tissue cysts and sporocysts
of Toxoplasma gondii using a single monoclonal antibody and characterization of its
target protein by Western blot e IMUNOBLOT. 2020. 110p. Tese (Doutorado em Ciéncia
Animal nos Trdpicos) - Escola de Medicina Veterinaria e Zootecnia - Universidade Federal da
Bahia, 2019.

Toxoplasma gondii is an obligatory intracellular parasite that infects about one third of the
human population. Horizontal transmission of T. gondii occurs more often by ingestion of
tissue cysts containing bradyzoites and/or ingestion of sporulated oocysts. The current study
aimed to develop a protocol of immunomagnetic separation (IMS) directed to T. gondii tissue
cysts and soporocysts, and to isolate the protein recognized by the monoclonal antibody
(mAb) K8/15-15. This was the first described mADb that is able to simultaneously recognize
proteins in tissue cyst and sporocyst walls of the parasite. Using IMS, more than 2,000 in
vitro produced tissue cysts were isolated from a single culture flask of 25 cm?. Moreover, the
ratio of tissue cyst/host cell was increased six times by IMS. In vivo generated cysts were
successfully separated from murine cells, with no contamination by cell debris or mouse cells.
Sporocysts were also separated by IMS, showing that this method may be employed for
proteomic studies involving tissue cyst and sporocyst walls of T. gondii. Using IMS, a great
amount of tissue cysts was concentrated from cell culture, and after immunoprecipitation, the
target antigen was separated by polyacrylamide gel electrophoresis with sodium dodecyl
sulfate (SDS-PAGE). The antigen was processed by Western blot, and bands of 272 and 381
kDa were labeled by IMUNOBLOT. The same bands were observed in a separate SDS-PAGE
stained by Comassie blue. The results obtained here will favor the conduction of further
experiments to fully characterize the target protein of the mAb K8/15-15, in particular, by
sequencing the isolated protein by mass spectrometry. The purified protein may be tested in

serological studies, as well as in vaccines to prevent toxoplasmosis.

Keywords: parasite, proteomics, antigen
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1. INTRODUCAO GERAL

Toxoplasma gondii € um protozodario coccideo pertencente ao filo Apicomplexa
e causador da toxoplasmose, uma zoonose de grande relevancia para salde publica e
producdo animal (FURTADO et al., 2011). Desordens neuroldgicas, abortos e outras
manifestacdes da doenca podem ser desencadeadas a partir da infeccdo pelo parasito
(TYEBJI et al., 2019). A suscetibilidade da espécie animal, estado imune do hospedeiro
e cepa parasitéaria, sdo fatores relevantes para definir o curso da infeccdo, sendo os
humanos, ovinos e cangurus (Macropus fuliginosus melanops) mais suscetiveis a
infeccdo congénita que outros animais (DUBEY et al., 1988).

Taquizoitos, bradizoitos e esporozoitos (contidos em oocistos) sdo as formas
infectantes de T. gondii encontradas em diferentes estagios durante o ciclo de vida do
parasito. Os cistos teciduais e 0s esporocistos englobam os bradizoitos e esporozoitos,
respectivamente. Os taquizoitos sdo encontrados durante a fase aguda da infeccdo,
dentro ou fora das células, entretanto sua multiplicacdo é obrigatoriamente intracelular
(LINDSAY et al., 1991).

A infeccdo por T. gondii € amplamente prevalente em humanos e animais e pode
ocorrer pela ingestdo de carne malcozida contendo cistos, infecgdo congénita e ingestao
de oocistos esporulados. Os felideos, hospedeiros definitivos do parasito, sao
importantes fontes de transmissao de T. gondii, pois s&o 0s Unicos a excretar 0ocistos no
meio ambiente. As infec¢des clinicas mais graves em humanos ocorrem em criangas
infectadas congenitamente, entretanto, o parasito também causa aborto e mortalidade
neonatal em ovelhas, cabras e porcos (DUBEY, 1991).

Embora haja diversas pesquisas em andamento envolvendo T. gondii e as
manifestacdes clinicas por ele causadas, muitos aspectos do diagnostico e manejo da
doenca permanecem obscuros. Acrescenta-se a isso as poucas opg¢des disponiveis para
diagnostico veterinario, que sdo mais restritas que as disponiveis para o diagnéstico
humano, tornando critica a interpretacdo precisa de cada resultado (WYROSDICK e
SCHAEFER, 2015). As técnicas soroldgicas, moleculares e de imagem tém suas
préprias vantagens e limitagdes, contudo, o diagnostico definitivo da toxoplasmose
pode ser alcangado na combinagédo das técnicas (ROSTAMI et al., 2018).

Cistos teciduais representam o estagio latente da infeccdo por T. gondii, porém,
pouco se conhece acerca de seus componentes estruturais. Cistos produzidos in vivo,

comumente em modelos murinos, podem ser concentrados em gradientes de Percoll®.



Contudo, apos a purificacdo, € possivel observar certo grau de contaminacdo por
hemacias e debris celulares. Além disso, mesmo ap6s 0 aprimoramento da técnica, 0
tempo minimo para a separacdo dos cistos é de 2h30 (WATTS et al.,, 2017). A
elaboracdo de um protocolo de captura de cistos mais eficiente e com menor
contaminacdo celular é extremamente util, pois além de otimizar o tempo do operador,
podera favorecer estudos em protedbmica, uma vez que possibilitard a concentracdo de
cistos do parasito em larga escala.

A separacdo imunomagnética é uma técnica utilizada para selecdo e captura de
alvos especificos por meio de esferas magnéticas ligadas a anticorpos monoclonais,
DNA ou estreptavidina que interagem com o alvo correspondente. A forca magnética
aplicada a solucao separa os alvos ligados as esferas, permitindo a analise dos mesmos.

Estudos sobre a estrutura e fungdes da parede cistica podem contribuir para a
elaboracdo de novas estratégias terapéuticas para a eliminacdo e/ou prevencdo de T.
gondii. As proteinas de membrana do cisto sdo alvos importantes para estudos das
funcBes bioquimicas e imunoldgicas desse estagio (ZHANG et al., 2010). Atualmente,
ndo ha drogas que tenham como alvo cistos do parasito em hospedeiros cronicamente
infectados (RUAN et al., 2015).

Recentemente, pela primeira vez, foi descrito um anticorpo monoclonal (K8/15-
15) capaz de reconhecer antigeno em cistos e esporocistos de T. gondii (GONDIM et
al., 2016). Identificar o antigeno reconhecido pelo AcMo K&8/15-15 pode favorecer a
elaboracdo de outras tecnologias, como métodos diagndsticos para a deteccdo de cistos
em alimentos carneos e novos testes soroldgicos estagio-especificos. Por isso,
objetivou-se com esse trabalho, elaborar um protocolo de captura de cistos de T. gondii
utilizando esferas magnéticas revestidas com o AcMo K&8/15-15, e caracterizar o

antigeno reconhecido pelo AcMo.



2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS
Desenvolver uma técnica de separa¢do imunomagnética de cistos e esporocistos

de T. gondii e isolar a proteina identificada pelo anticorpo monoclonal K8/15-15.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
a. Elaborar uma técnica de Sl capaz de separar: cistos teciduais produzidos in
vivo, cistos teciduais produzidos in vitro e esporocistos oriundo de oocistos

esporulados;

b. Auvaliar, dentre quatro possibilidades de técnicas de SI (método direto e

indireto, cada um em duas temperaturas diferentes), qual é a mais eficaz;

c. Avaliar a compatibilidade do AcMo K&8/15-15 com o kit de
imunoprecipitacdo utilizando esferas de agarose para separar a proteina
reconhecida pelo AcMo;

d. Isolar a proteina reconhecida pelo anticorpo monoclonal K8/15-15 em gel de

poliacrilamida.



3. HIPOTESE

a. Dada a capacidade do anticorpo monoclonal K8/15-15 em marcar toda a
extensdo da parede cistica de T. gondii, seu emprego em um protocolo de

captura imunomagnética deve permitir a separacdo e concentracdo de cistos

do parasito.

b. A proteina reconhecida pelo AcMo deve ser visualizada em gel de

poliacrilamida apds a concentracdo dos cistos por Sl e imunoprecipitagdo



4. REVISAO DE LITERATURA GERAL

4.1 TOXOPLASMA GONDII

4.1.1 Historico

O protozoario Toxoplasma gondii foi descrito em 1908 por dois grupos de
pesquisadores, um na Tunisia (NICOLLE e MANCEAUX, 1908) e outro no Brasil
(SPLENDORE, 1908). Ambos identificaram erroneamente o parasito como Leishmania
sp., contudo, no ano seguinte, Nicolle e Manceaux nomearam o parasito baseados na
morfologia do taquizoito (toxo= arco; plasma= vida) e no roedor no qual foi encontrado
Ctenodactylus gundi (NICOLLE e MANCEAUX, 1909).

O isolamento do parasito em laboratério foi relatado pela primeira vez por Sabin
e Olitsicy em 1937. Nesse mesmo artigo, 0s autores descrevem as lesdes observadas
ap6s diferentes vias de inoculacdo em camundongos, coelhos, porcos da India e
macacos rhesus (SABIN e OLITSKY, 1937). A primeira infeccdo experimental em
animais, utilizando tecido de humanos naturalmente infectados por T. gondii, foi
descrita em 1939 por Wolf e colaboradores. A partir de entdo, ficou conhecida a
capacidade zoonoética do parasito (WOLF et al., 1939).

Em 1957, Hartley e Marshall isolaram T. gondii de feto ovino durante uma
epidemia de abortos na Nova Zelandia (HARTLEY, 1966). Anos antes, Sabin e
Feldman descreveram o primeiro teste diagndstico sorolégico especifico para T. gondii,
conhecido também como prova do corante ou “dye test” (SABIN e FELDMAN, 1948).
A existéncia de hospedeiro definitivo no ciclo de T. gondii foi comprovada por Frenkel
e colaboradores em 1970 (FRENKEL et al., 1970). O primeiro isolamento em animal
marinho foi descrito em 2000 por Cole e colaboradores.

A partir de 1980, estudos sobre genética e diferenciacdo de cepas comecaram a
ser publicados. Nove anos depois foi desenvolvida a primeira PCR, possibilitando a
identificacdo do material genético do parasito (BURG et al.,1989). Os medicamentos
utilizados em infeccdes agudas foram testados entre 1942 e 1974, ja o estabelecimento
de medidas preventivas entre 1973 até 1995 (DUBEY, 2008).

O maior surto de toxoplasmose no Brasil em humanos foi registrado em 2001
em Santa Isabel do Ivai, onde 294 pessoas foram soropositivas e 155 reportaram

sintomatologias relacionadas a doenca (MOURA et al, 2006).



4.1.2 Ciclo de vida e morfologia

Durante o ciclo de vida de T. gondii, trés formas infectantes podem ser
observadas - esporozoitos, taquizoitos e bradizoitos - em diferentes estagios do ciclo. Os
esporozoitos sdo encontrados em oocistos esporulados (FiguralA). Cada oocisto
esporulado contém dois esporocistos (Figura 1B) e oito esporozoitos (SHEFFIELD e
MELTON, 1968). Os oocistos apresentam forma esférica, medindo aproximadamente
13 um de didmetro (DUBEY et al., 1998). Os felideos, hospedeiros definitivos (HD) do
parasito, sdo 0s Unicos a excretarem oocistos em suas fezes (TENTER et al., 2000). A
excrecdo pelo HD da-se na forma ndo esporulada ap6s a ingestdo do parasito. A
esporulacdo depende da aeracdo, umidade e temperatura do ambiente, sendo que o
felino, apds cinco dias de excre¢do de oocistos, a quantidade eliminada nas fezes pode
chegar a 20 milhdes por dia (DUBEY, 2001). A origem dos oocistos da-se na fase
sexuada do parasito no intestino dos HD (SPEER e DUBEY, 2005).

Figura 1. Oocistos de Toxoplasma gondii. (A) Oocisto ndo esporulado contendo
massa Unica citoplasmatica em seu interior. (B) Oocisto esporulado
contendo dois esporocistos e quatro esporozoitos visiveis em um dos
esporocistos (setas). (C) Microscopia eletrénica de transmissdo de um
oocisto esporulado. Parede do oocisto (seta grande), dois esporocistos
(pontas de seta), e esporozoitos, um destes seccionado

longitudinalmente (setas pequenas).

A

Fonte: DUBEY et al, 1998.

Durante o ciclo, ap6s a ingestdo de oocistos esporulados, 0s esporozoitos sao
liberados no trato gastrointestinal e penetram o epitélio transformando-se em
taquizoitos. Esses, por sua vez, disseminam-se pelos tecidos e podem atravessar
barreiras bioldgicas como a placenta e a barreira hematoencefalica (BARRAGAN e

SIBLEY, 2002). Os taquizoitos adentram as células hospedeiras através da membrana



celular (25-40s) ou por fagocitose (2-4 min), podendo romper as células apds massiva
replicacdo, destruindo assim os tecidos (MORISAKI et al., 1995). A velocidade de
multiplicacdo dos taquizoitos depende do tipo de celula infectada, temperatura corpérea
do hospedeiro e cepa infectante (KAUFMAN e MALONEY, 1962; APPLEFORD e
SMITH, 1997; REZENDE-GONDIM et al., 2017).

O termo taquizoito (taqui= rapido, zoito=vida) foi proposto em 1973 por
Frenkel devido a velocidade de multiplicacdo observada nesse estagio, que se multiplica
obrigatoriamente dentro das células dos hospedeiros de forma assexuada por
endodiogenia, em que dois taquizoitos sdo formados dentro do taquizoito progenitor
(SHEFFIELD e MELTON, 1968). Os taquizoitos (Figura 2) apresentam a parte anterior
em forma de cone, a parte posterior arredondada e medem aproximadamente 2um de
diametro por 6um de comprimento (DUBEY et al., 1998).

Estudos realizados em camundongos mostraram que, apés a ingestdo dos
00cistos, 0s esporozoitos se convertem em taquizoitos na lamina prépria do intestino 12
a 18h pds-infeccao (p.i). Os taquizoitos podem ser encontrados em varios 6rgaos extra
intestinais 3 dias p.i e os bradizoitos, forma infectante que se multiplica lentamente
dentro de cistos teciduais, podem ser encontrados em 0rgdos extra intestinais 6-7 dias
p.i (DUBEY, 1997a).

Os taquizoitos podem transformar-se em bradizoitos e vice-versa, a depender de
varios fatores, entre eles: caracteristica cistogénica da cepa, tipo de célula infectada,
hospedeiro infectado, estresse exdgeno (alteracdo do pH, temperatura) e resposta imune
do hospedeiro (SOETE et al., 1994; WEISS et al., 1998; SKARIAH et al., 2010;
PAREDES-SANTOS et al., 2013). Hospedeiros imunocompetentes eliminam a maioria
dos taquizoitos, contudo, em alguns locais, os taquizoitos se convertem em bradizoitos
formando cistos teciduais, na maioria das vezes no sistema nervoso central e tecido
muscular, incluindo o cora¢do (SKARIAH et al., 2010).

Diferengas ultraestruturais sdo observadas entre taquizoitos e bradizoitos (Figura
2), sendo a posicao do nucleo e a quantidade de granulos de amilopectina as diferencas
mais evidentes (DUBEY et al., 1998). Até o presente momento ndo se conhecem
exatamente todas a fungdes dos granulos de amilopectina, mas supde-se que a reserva
energeética desse estagio seja proveniente da utilizacdo da amilopectina, além de haver
uma relacdo estrita entre a expressdo de amilopectina e producdo cistica (SUGI et al.,

2017). Os bradizoitos também se multiplicam por endodiogenia no interior dos cistos,



porém essa multiplicacdo é bem mais lenta quando comparada aos taquizoitos (WATTS
etal., 2015).

Os cistos teciduais possuem uma parede fina e elastica, que é sensivel aos acidos
produzidos pelo trato gastrointestinal. Portanto, ao serem ingeridos, 0S cistos se
rompem. Os bradizoitos contidos nos cistos se convertem em taquizoitos e repetem o
ciclo descrito nos paragrafos anteriores (DUBEY et al., 1998; TENTER et al., 2000).
Uma grande variacdo do tamanho de cistos pode ser encontrada, sendo que cistos
teciduais jovens podem ter apenas 5 um de didmetro e conter apenas dois bradizoitos,
enquanto os mais velhos podem conter centenas e medir 70 pm (LAINSON, 1958;
DUBEY etal., 1998).

Em sua maioria, cistos encontrados em tecidos neuronais sdo esferoidais,
enguanto que cistos intramusculares sdo alongados (DUBEY, 1997b). O tamanho dos
cistos varia de acordo com o tempo de formacdo, tipo de célula hospedeira parasitada e
método utilizado para a medicdo, ja a localizacdo do mesmo, depende da espécie do
hospedeiro e cepa infectante (DUBEY et al., 1998).

Figura 2. Desenhos esquematicos de taquizoito a esquerda e bradizoito a direita.
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4.1.3 Imunopatogenia

Os eventos que sdo desencadeados a partir da infeccdo por T. gondii e que
chegam até a manifestagdo da doenca sdo variaveis. O estado imune do animal, cepa
infectante, suscetibilidade da espécie e dose infectante determinam o rumo da infeccao
que pode, ou ndo, levar a manifestacdo da doenca (INNES, 1997). Em infec¢do macica
a multiplicacdo dos taquizoitos pode levar a necrose em 0rgaos vitais como miocardio,
coracdo, pulmao, figado e cérebro (TAYLOR et al., 2016).

A infeccdo por T. gondii induz uma resposta imune no hospedeiro, sendo a
resposta imune inata a primeira a responder a infeccdo. Para protecdo a longo prazo, é
fundamental a resposta imune adaptativa. Na resposta adaptativa, as células T CD4
desempenham um importante papel recrutando células T CD8, responsaveis pelo
controle da infec¢do. Contudo, a inducdo de células T CD8 durante a infeccdo aguda
ndo erradica o parasito. Uma das raz0es para isso € a exaustdo funcional das células T
CD8 durante a infeccdo latente. Um estudo recente relata que a causa primaria da
exaustdo das células T CD8 esta associada as células T CD4 durante a toxoplasmose
latente. A disfuncionalidade das células T CD8 é precedida pela exaustdo de CD4 e a
imunidade adaptativa é severamente comprometida (KHAN et al., 2019).

Quando o hospedeiro suscetivel ingere cistos/oocistos do parasito, 0s
bradizoitos/esporozoitos penetram o intestino delgado, transformam-se em taquizoitos e
chegam a corrente sanguinea. O parasito pode migrar pelo trato gastrointestinal de trés
maneiras: incidindo entre as células, através das células por migracao transepitelial e/ou
penetrando as células epiteliais e se replicando dentro das mesmas (BARRAGAN e
SIBLEY, 2002; BARRAGAN et al., 2005).

A disseminacdo do parasito no hospedeiro pode ocorrer via migracao
extracelular do taquizoito no sangue ou linfa, migragdo intracelular ou migracdo do
parasito aderido a membrana de células hospedeiras (RANDALL e HUNTER, 2011).
Estudos in vitro demonstraram que taquizoitos sdo capazes de infectar trofoblastos de
origem humana sugerindo, assim, que essa pode ser uma forma de entrada do parasito
na placenta (ABBASI et al., 2003).

Suspeita-se que o parasito alcance o sistema nervoso central atraves da migragdo
intracelular de células dendriticas e mondcitos, ja que essas células podem ser
detectadas no sangue e no cérebro e sdo sabidamente infectadas pelo parasito
(COURRET et al., 2006; UNNO et al., 2008). Ainda no interior dessas células os



taquizoitos podem alcancar a retina pela migracao oriunda do cérebro via nervo optico e
subsequente infeccdo do endotélio vascular da retina (ZAMORA et al., 2008).

Em hospedeiros imunocompetentes a fase aguda da infeccdo é controlada, de
forma geral, pela resposta imune inata e adaptativa que é caracterizada pela producéo de
interferon gama por células natural killer e linfocitos T (LIEBERMAN e HUNTER,
2002). No entanto, a imaturidade do sistema imunoldgico favorece a multiplicacdo de T.
gondii em fetos cujas progenitoras suscetiveis foram infectadas pela primeira vez
durante a gestacdo, sendo os humanos, as ovelhas e os cangurus (Macropus fuliginosus
melanops) mais suscetiveis a infeccdo congénita que outros animais (DUBEY et al.,
1988; INNES, 1997).

Bebés infectados pelo parasito durante sua formacdo pode apresentar lesdes
neurolégicas permanentes, com ou sem hidrocefalia, além de alteracfes oftalmicas
(PETERSEN, 2007b). Quando os taquizoitos infectam fetos imaturos de hospedeiros
suscetiveis durante o primeiro terco da gestacdo a infeccdo resulta, geralmente, em
aborto por morte fetal. J& no segundo terco o feto pode estar mumificado, nascer morto
ou fraco. O nascimento de fetos saudaveis e sem alteracBes clinicas geralmente sdo
resultados de infecgdes no terceiro terco da gestacdo (TREES e WILLIAMS, 2005).

Assim como 0s humanos, as ovelhas ndo abortam em gravidezes subsequentes,
pois a imunidade adquirida como resultado da infec¢do primaria é suficiente para
proteger contra a toxoplasmose congénita nas proximas gestacdes (BUXTON, 1990;
INNES et al., 2009). Entretanto, cabras infectadas durante a gravidez podem apresentar
alteracBes nas gestacOes seguintes (DUBEY, 1982). Algumas espécies animais como
coala (Phascolarctos cinereus), pinguim (Eudyptula minor) e macaco-de-cheiro
(Saimiri sciurreus) sdo extremamente sensiveis a infec¢do por T. gondii (HARTLEY et
al., 1990; MASON et al., 1991; CUNNINGHAM et al., 1992).

Durante o0 processo evolutivo de determinadas espécies, a auséncia de felideos e,
por conseguinte, a auséncia de contato dessas espécies com oocistos do parasito, levou a
uma deficiéncia de seus sistemas imunes em responder a infeccdo de forma rapida. Em
hospedeiros com susceptibilidade “intermediaria”, como seres humanos e ovelhas, o
sistema imunolégico age de forma eficiente e, geralmente, é capaz de controlar a
parasitemia. Nessas espécies, a menos que haja uma mudanca intensa no estado
imunoldgico, o parasito geralmente persiste ao longo da vida do hospedeiro, como
resultado de um impasse entre o hospedeiro e o parasito (INNES, 1997). A reativagédo

da infeccdo latente em humanos imunocomprometidos pode causar encefalite,



miocardite e pneumonia. A maior causa de retinocorioidite em humanos é causada pela
infeccdo aguda do parasito (EZA e LUCAS, 2006; SAADATNIA e GOLKAR, 2012).

A suscetibilidade do hospedeiro afeta a capacidade de conversao dos taquizoitos
em bradizoitos e/ou persisténcia dos cistos teciduais. Raramente, cistos teciduais séo
encontrados em carne bovina ou bubalina, no entanto, os anticorpos anti-T. gondii sdo
encontrados em frequéncias variaveis nessas espécies animais (DUBEY, 1983; DE
MACEDO et al., 2012). Os cistos de T. gondii sdo observados com maior frequéncia
em porcos, ovelhas e cabras e menor frequéncia em aves, coelhos, cachorros, gatos e
equinos infectados (TENTER et al., 2000).

A disseminacdo dos taquizoitos ao infectar os hospedeiros intermediarios pode
ser especulada de acordo com o trabalho de Dadimoghaddam e colaboradores, em que
camundongos sui¢os foram inoculados via intraperitoneal e a carga parasitaria de sete
de seus tecidos (coracdo, cérebro, bacgo, figado, olho, musculo e rim) foi mensurada por
PCR em tempo real. Os autores observaram gque no primeiro dia p.i. o cérebro e o figado
tiveram maior carga parasitaria detectada, em contraste com cora¢do e baco, que
apresentaram menor carga. No segundo dia, olhos e coragdo tiveram carga
significativamente maior que no primeiro dia. Nos dias 3 e 4 a carga parasitaria
aumentou em todos os 6rgdos, exceto cérebro e figado (DADIMOGHADDAM et al.,
2014).

4.1.4 Diagnéstico

4.1.4.1 Diagnostico direto

O isolamento de taquizoitos de T. gondii em fluidos e tecidos é geralmente
dificil e é mais provavel de ser encontrado em secgdes do cérebro e placenta, mas
também pode ser isolado de outros locais como musculatura esquelética, coracgdo,
diafragma, humor vitreo e linfonodos mesentéricos (SPYCHER et al., 2011; TAYLOR
et al., 2016; KHAREL SITAULA et al., 2018; ALVES et al., 2019; DONG et al.,
2019). Oocistos do parasito podem ser isolados nas fezes de felideos através do exame
coproparasitologico durante o periodo de eliminagdo de oocistos, cerca de trés a sete
dias apo6s a infeccdo do animal por cistos do parasito (DUBEY et al., 2013).



A identificagdo baseada somente na observacdo microscépica € menos sensivel e
confiavel que a coloracdo de Giemsa ou hematoxilina-eosina (HE), por exemplo. A
coloracdo de Giemsa é uma mistura de corantes com caracteristicas neutras que coram
0s componentes nucleares e citoplasmaticos das celulas, sendo Util para a deteccao de T.
gondii, principalmente quando encontrados em fluidos corporais (BOTTONE, 1991,
BARCIA, 2007; MONACO et al., 2012). Ja a coloracdo por HE facilita a visualizacdo
do parasito, principalmente em cortes histologicos, sendo a hematoxilina um corante
béasico que cora em azul componentes celulares como o nlcleo e matriz extracelular. A
eosina é um corante acido que cora em rosa estruturas como citoplasma, mitocondria e
fibras colagenas (KUMAR et al., 2013).

A deteccdo do material genético do parasito da-se atraves de métodos
moleculares como a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) convencional e em tempo
real. Em humanos a PCR é utilizada para detec¢cdo do DNA do parasito em fluidos
intraoculares e também considerada a técnica padrdo ouro para o diagnodstico de
infec¢bes intrauterinas (LANDRE et al., 1995; FARHADI et al., 2017). A PCR em
tempo real além de detectar o material genético do parasito permite verificar a
quantidade exata da parasitemia, por isso € utilizada para avaliar a progresséo da doenca
e eficacia de tratamento estabelecido (MENOTTI et al., 2003).

4.1.4.2 Diagnostico indireto

As manifestacBes clinicas da toxoplasmose sdo extremamente varidveis entre
hospedeiros e estagios da infecgdo, dificultando, assim, o diagnéstico da doenga. Em
infeccbes primarias, em fémeas gravidas e na toxoplasmose congénita os sinais clinicos
podem estar ausentes, porém, em casos reativados tardiamente, como na toxoplasmose
ocular, as manifestagdes clinicas sdo detectaveis mais facilmente (SUKTHANA, 2006).

Técnicas sorologicas e exames de imagem sdo abordagens tradicionais para a
obtencdo do diagnodstico. Os testes sorologicos possibilitam a detec¢do de diferentes
classes de anticorpos anti T. gondii sendo, portanto, sugestivo de que o hospedeiro em
questdo foi infectado pelo parasito. Uma variedade de testes, como imunofluorescéncia
indireta (IFI), teste do corante de Sabin-Feldman (DT), imunoadsor¢cdo enzimatica
(ELISA) e hemaglutinacdo indireta, foram desenvolvidos para detectar as diferentes

classes de anticorpos e antigenos (LIU et al., 2015).



A imunofluorescéncia, como o nome sugere, envolve a visualizacdo de
estruturas reconhecidas pelos anticorpos ligados a corantes fluorescentes que revelam a
formagéo do complexo antigeno-anticorpo (SHERWIN e READ, 1993). Na técnica de
imunofluorescéncia indireta o soro teste é incubado com o parasito fixado em uma
Iamina e a ligacdo dessas moléculas é detectada incubando a amostra com um anticorpo
secundario especifico para moléculas de imunoglobulina conjugado a um fluorocromo,
gerando um sinal visivel em microscopio de fluorescéncia (DONALDSON, 2015).
Quando comparado a outros testes, como o dye-test, a IFI é um método mais
econdmico, além de ser um teste com elevadas sensibilidade e especificidade (SARAEI
et al., 2010).

O dye-test, ou teste de corante Sabin-Feldman, é baseado na observacdo do
parasito in vivo apos ser incubado com soro contendo, ou ndo, anticorpos e corados com
azul de metileno. Quando o parasito é incubado com soro sem anticorpos, 0 mesmo
incha e é corado. No entanto, o parasito exposto ao soro contendo anticorpos, nas
mesmas condicdes, parece fino, distorcido e ndo é corado. O rompimento do parasito na
presenca de soro com anticorpos ocorre devido ao rompimento da membrana em
consequéncia da ativacdo do sistema de complemento, sendo a lise observada em
microscopia de fase (SABIN e FELDMAN, 1948; REMINGTON et al., 2011).

O principio do ELISA indireto, o mais comumente empregado na rotina
laboratorial humana, é baseado na deteccdo de anticorpos da classe IgG e IgM anti-T.
gondii. Resumidamente, o antigeno alvo é adsorvido em microplacas e, apds blogueio e
lavagem da placa, dilui¢cBGes séricas do soro teste sdo adicionadas aos pocos contendo
antigeno. Na presenca de anticorpos especificos para o antigeno em questdo, havera
formacéo da ligacdo antigeno-anticorpo que € detectada por um anticorpo secundario
ligado a uma enzima, também adicionado a placa e incubado. O local onde ocorre a
reacdo antigeno-anticorpo € detectavel por coloracdo caracteristica ap6s a adi¢do de um
substrato apropriado para a enzima, sendo a intensidade de cada reacdo realizada de
forma automatizada (VOLLER etal., 1976; CROWTHER, 1995).

O teste de aglutinacdo também possibilita a deteccdo de anticorpos contra o
parasito, utilizando-se 0 soro teste e antigenos parciais ou totais de T. gondii. O teste é
realizado em placa especifica para tal e, basicamente, o antigeno é adicionado a essa
placa e posteriormente o soro teste é adicionado. A leitura pode ser feita em lupa
estereoscopica ou a olho nu, dependendo do operador. Diluigdes seriadas de soro sdo

testadas quanto a sua capacidade de causar ou ndo aglutinacédo, e a diluicdo mais alta



que causa aglutinacdo é representa 0 “titulo do anticorpo”. Deve-se salientar que o
efeito prozona pode levar a resultados falso negativos, por isso, 0 soro deve ser
adequadamente diluido (DESMONTS e REMINGTON, 1980; SYKES e RANKIN,
2014).

Outros testes especificos, como o Western blot, sdo recomendados em casos
particulares, por exemplo, quando ha dubiedade em outros testes sorologicos e também
como ferramenta complementar no diagnostico precoce da toxoplasmose congénita
(PETERSEN, 2007b; LIU et al., 2015). O Western blot permite a identificacdo e
caracterizacdo de proteinas, que sdo previamente separadas por eletroforese em gel de
dodecilsulfato de sodio e transferidas eletroforeticamente para uma membrana de
fluoreto de polivinilideno (PVDF) (KIM, 2017). Nessa técnica, as proteinas antigénicas
contidas na membrana podem ser reconhecidas pelo soro teste por diferentes classes de
imunoglobulinas (KING, 1998; HIRANO, 2012).

Embora as técnicas de imagem ndo sejam especificas, elas facilitam o
diagnostico da doenca e permitem monitorar o efeito da terapia em andamento (LIU et
al., 2015). A ressonancia magnética, por exemplo, é utilizada para determinar a
extensdo da lesdo, ja a ultrassonografia recomendada no diagndstico pré-natal (BATRA
et al., 2004). A tomografia computadorizada é recomendada para deteccdo de

hidrocefalia difusa e calcificacfes cerebrais em recém-nascidos (LAGO et al., 2007).

4.1.5 Tratamento e profilaxia

A toxoplasmose é tratada de forma abrangente com sulfadiazina e pirimetamina
que, embora controlem a multiplicacdo do parasito em infec¢des agudas, ndo erradicam
a infeccdo. Outros medicamentos como atovaquona, espiramicina, clindamicina e
dapsona sdo utilizados em infecgdes mais dificeis de serem controladas (HILL e
DUBEY, 2002). Uma das dificuldades do tratamento é o fato de que algumas cepas de
T. gondii sdo mais sensiveis aos medicamentos que outras (SILVA et al., 2019). Vale
ressaltar que o uso de medicamentos isoladamente, ou a combinacdo de drogas, varia
com a finalidade, por exemplo: alteragdes oftalmicas; hidrocefalia em fetos humanos e
surto de aborto em ovelhas (PETERSEN, 2007a; SANCHEZ-SANCHEZ et al., 2018).

Além dos problemas que comprometem o diagnostico efetivo e o tratamento da

toxoplasmose, ndo ha vacina que proteja totalmente da doengca (ASSOLINI et al.,



2017). A vacina viva atenuada existente, Toxovax™ (Schering-Plough Animal Health
Ltd, Nova Zelandia), resulta em diminuicdo da incidéncia de aborto em ovelhas,
contudo ndo erradica o parasito e deve ser reaplicada a cada dois anos (BUXTON e
INNES, 1995).

A ingestdo de cistos teciduais, oocistos em agua e/ou comida contaminada e
infeccdo congénita sdo trés formas comuns de transmissdo primaria, logo, evitar o
consumo de carnes cruas, lavar bem verduras e frutas, realizar exames sorologicos
preventivos em gestantes e controlar gatos errantes sdo medidas profilaticas relevantes
(VERMA e KHANNA, 2013; HISZCZYNSKA-SAWICKA et al., 2014). Algumas
medidas preventivas, no entanto, aplicam-se a determinados hospedeiros e/ou situacdes
especificas. Mulheres gestantes, pacientes portadores do virus HIV e transplantados
requerem medidas profilaticas especificas (RAJAPAKSE et al., 2017). Para diminuir a
infeccdo em animais de criacdo, principalmente ovinos, caprinos e suinos, recomenda-se
incinerar membranas fetais, fetos abortados e reduzir a populacdo de felinos na
propriedade (FIALHO et al., 2009).

4.2 PRODUCAO DE CISTOS IN VITRO

A expressdo in vitro é utilizada para designar experimentos realizados em meio
artificial, fora de um organismo vivo. Como citado anteriormente, T. gondii € um
parasito intracelular obrigatério, possibilitando, assim, a multiplicacdo do mesmo in
vitro desde que haja células nucleadas disponiveis para a manutengdo do crescimento
(EVANS et al., 1999). Atualmente ha uma grande variedade de células cultivadas em
laboratorios podendo ser eucariota, procariota, oriunda de planta e/ou animal (DAVIS,
2002). O sucesso do primeiro cultivo celular foi relatado em 1907 pelo pesquisador
Ross Granville Harrison. Entre as vantagens da técnica, destaca-se a multiplicacdo do
parasito in vitro possibilitando, assim, uma diminuicdo significativa no uso de animais
(HERNANDEZ et al., 2014).

Os tipos de culturas celulares podem ser classificados em: primarias, finitas e
continuas. Quando a cultura é formada por células que se originaram diretamente do
tecido, esta cultura é classificada como primaria. A cultura formada apds a primeira
passagem in vitro a partir de uma cultura primaria e que depois entra em processo

apoptotico é nominada como cultura finita. A cultura continua também é formada por



células que tiveram origem, em algum momento, in vivo, entretanto, a cultura se
mantém indefinitivamente ao longo das passagens (DAVIS, 2002).

Virtualmente, T. gondii é capaz de infectar qualquer célula nucleada facilitando,
assim, a escolha do tipo celular a ser empregada para a proliferacdo do parasito
(MALKWITZ et al., 2018). Contudo, o crescimento in vitro do parasito varia a
depender da célula hospedeira utilizada para a infec¢do (FISCHER et al., 1997; KHAN
e GRIGG, 2017; JABARI et al., 2018). As celulas a serem infectadas por taquizoitos de
T. gondii devem ser mantidas em frascos ou placas enriquecidas com meio de cultura
celular (pH 7,2), soro fetal inativado, antibidtico e antimicético em estufa itmida a 37°C
com 5% de CO,, proporcionando assim o crescimento das células e possibilitando a
multiplicacdo do parasito (KHAN e GRIGG, 2017; JABARI et al., 2018).

O cultivo de taquizoitos pode ser mantido em laborat6rio continuamente (KHAN
e GRIGG, 2017). Algumas cepas de T. gondii recem isoladas in vivo tém a capacidade
de formar cistos, contudo, apds algumas passagens, as mesmas podem perder essa
caracteristica (LINDSAY et al., 1993; SULLIVAN e JEFFERS, 2012). Outras cepas
geneticamente modificadas também formam cistos espontaneamente, contudo, também
perdem essa caracteristica ao longo das passagens (PAREDES-SANTOS et al., 2018).
A inducdo da formacdo de cistos em cultura celular pode ser realizada induzindo-se
alguma condicdo de estresse para 0 parasito, a exemplo da alteracdo do pH do meio,
temperatura, saturacdo de CO; e adi¢do de interferon gama (JONES et al., 1986; KHAN
e GRIGG, 2017).

Para a formacdo de cistos por alteracdo do pH, o meio contendo soro fetal,
antibiotico, antimicético e outros adjuvantes deve ter seu pH elevado para 8, por meio
da adicdo de NaOH, e ser mantido durante quatro dias em média. H& necessidade do
cultivo em estufa sem CO; e troca diaria do meio, durante quatro dias, a fim de evitar a
restabilizacdo do pH do meio (SALIMI et al., 2016). Outro modo de formacao cistica é
pela alteracdo da temperatura de cultivo, o que requer um pré-tratamento das células ndo
infectadas para que as mesmas se adequem a nova temperatura. A mudanca de 37 para
43°C deve ser realizada em etapas, e o tempo total que as células permanecem em
temperatura elevada varia de acordo com o tipo de célula e o tipo de parasito (SOETE et
al., 1994).

Algumas cepas de T. gondii, como ME49 e NED, sustentam sua multiplicacéo in
vitro quando cultivadas em células de galinha DF-1 a 42°C (REZENDE-GONDIM et
al., 2017). Também é relatado o desenvolvimento espontaneo de bradizoitos em células



musculares esqueléticas primarias e permanentes; esse tipo celular alberga, geralmente,
cistos de T. gondii quando o hospedeiro tem uma infeccdo crénica. Esses resultados
indicam fortemente que o tipo de células hospedeira, além de fatores de estresse
exogenos, podem determinar a diferenciacdo do desenvolvimento de T. gondii
(FERREIRA DA SILVA et al., 2008).

4.3 ANTICORPOS MONOCLONAIS

Os anticorpos sdo formados por glicoproteinas e estdo presentes nos tecidos,
mucosas e sistema circulatério de mamiferos, compondo o sistema imune humoral
(BUYUKKOROGLU e SENEL, 2018). Também nominados de imunoglubulina, os
anticorpos sdo secretados por plasmécitos e podem ser classificados em cinco isotipos
(IgA, IgD, IgE, 1gG, e IgM), sendo que o isotipo IgG é o Unico capaz de atravessar a
barreira placentéria e representa 80% das imunoglobulinas presentes no soro humano
(BUYUKKOROGLU e SENEL, 2018; GAO et al., 2018).

Os anticorpos monoclonais sdo assim designados porque sdo produzidos, em
laboratorio, a partir de um tnico clone de um hibridoma nomeado “célula monoclonal”
(BUYUKKOROGLU e SENEL, 2018). O hibridoma é produto da fusdo de células
cancerigenas imortalizadas com ceélulas produtoras de anticorpos. A partir do
isolamento de células esplénicas, oriundas de animal previamente imunizado, obtém-se
as células produtoras de anticorpos. Na etapa de identificacdo, os sobrenadantes da
cultura de todas as células de hibridoma séo rastreados para a producdo do anticorpo de
interesse. As células de hibridoma que produzem o anticorpo de interesse sdo separadas por
diluicdo até que um hibridoma monoclonal seja individualizado (HANACK et al., 2016).
Os clones de um mesmo hibridoma produzem anticorpos idénticos (KOHLER e
MILSTEIN, 2005).

A producdo de anticorpos monoclonais revolucionou o tratamento de doengas
autoimunes e oncoldgicas, além de ser utilizado como parte do tratamento de asma,
reacdes de hipersensibilidade, osteoporose, hiperlipidemia, desenvolvimento de vacinas,
preparacdo para Kit diagndstico, imunoensaios e purificacdo de antigenos especificos
(SHEPARD et al., 2017; BUYUKKOROGLU e SENEL, 2018; LAPTOS e OMERSEL,
2018). Alguns exemplos da utilizagdo de anticorpos monoclonais que reconhegam

estruturas de T. gondii sdo: estudos de antigenos que podem ser utilizados como alvo de



drogas e producdo de vacina; caracterizacdo de proteinas especificas de uma cepa;
identificar diferencas antigénicas de oocistos excretados em diferentes tempos;
identificar alteracbes na viruléncia de algumas cepas; melhoramento de testes
imunodiagndstico entre outras possibilidades (HU et al., 2010; TAN et al., 2010;
HARITO et al., 2016; JIANG et al., 2016; PAN et al., 2019).

4.3.1 Anticorpo monoclonal K8/15-15

O primeiro anticorpo monoclonal (AcMo) capaz de reconhecer antigenos
presentes em esporocistos e cistos produzidos in vivo ou in vitro de T. gondii foi
descrito pela primeira vez em 2016 por Gondim e colaboradores. Para a produgdo do
AcMo, dois camundongos isogénicos BALB/c com 11 semanas foram imunizados por
via subcutdnea com uma suspensdo contendo 100 mg de antigeno oriundo de
fragmentos de oocisto de T. gondii. Para a inativacdo dos esporocistos, 0S 00cCistos
foram congelados durante uma semana antes da preparacdo do antigeno. Os oocistos
foram entdo tratados com hipoclorito de sédio, emulsificados e administrados aos
animais. Os camundongos foram eutanasiados e as células esplénicas dos animais
fundidas com células de mieloma. A triagem do sobrenadante dos hibridomas por
imunofluorescéncia resultou em 58 AcMos, sendo o K8/15-15 um deles. Apos a
clonagem por diluicdo do hibridoma especifico, foram realizados exames de
imunofluorescéncia e Westernblot (WB) para a caracterizagcdo do AcMo e constatou-se,
entdo, que o AcMo reconhece antigenos de aproximadamente 350 kDa utilizando
esporocistos e cistos gerados in vivo para realizagcdo do WB.

Cistos e esporocistos de Hammondia hammondi e Hammondia heydorni, e cistos
de Neospora caninum também foram reconhecidos pelo AcMo K8/15-15, além de
esporocistos de Cystoisospora felis. Cistos de Sarcocystis sp. e Besnoitia besnoiti ndo
foram reconhecidos pelo mAb K8/15-15. O AcMo K8/15-15 mostrou-se, entdo, util na
identificacdo de cistos e esporocistos do parasito, e potencial para ser empregado em
estudos protedbmicos e identificacdo de novos componentes das paredes de cistos e
esporocistos de T. gondii (GONDIM et al., 2016).



4.4 SEPARACAO IMUNOMAGNETICA

A selecdo e captura de alvos especificos por meio de esferas magnéticas sdo
utilizadas para diversos fins, por exemplo, remocdo de células tumorais da medula
Ossea, isolamento de células linfoides do sangue periférico, identificacdo e andlise
genética de sequéncias especificas de acidos nucleicos (DNA ou RNA) e purificacdo de
DNA ligados as proteinas (HAUKANES e KVAM, 1993; ZHANG et al., 2010; SUN et
al., 2017).

Esferas magnéticas ligadas a anticorpos monoclonais, DNA ou revestidas com
estreptavidina garantem uma interacdo especifica com o alvo correspondente. A forca
magnética aplicada a solugdo separa os alvos ligados as esferas, permitindo a analise
dos mesmos. Além do isolamento e captura de células especificas, algumas dessas
analises também provaram ser Uteis na deteccdo de virus, bactérias e &cidos nucléicos
especificos (ZHANG et al., 2010 ; PAN et al., 2016; DAl et al., 2017).

As esferas magnéticas sdo ligadas primeiramente a um marcador. Os
denominados “marcadores”, neste tipo de técnica, sdo aqueles que se ligam
covalentemente as moléculas existentes nas células alvo e, embora haja varios tipos de
marcadores, os mais usados sdo os anticorpos (CHALMERS et al., 1998 23912;
CLARKE e DAVIES, 2001 23907). As esferas magnéticas, juntamente com o
complexo antigeno-anticorpo, sdo concentradas usando um suporte magnetico,
evitando, assim a mistura das células alvo por debris celulares. O uso de esferas
magnéticas impbde menos restricdes aos volumes de amostra usados, entretanto, a
seletividade das células alvo dependera da especificidade do anticorpo usado, como
acontece em outras metodologias baseadas em imunoafinidade (YU et al., 1998).

Os anticorpos monoclonais sdo amplamente utilizados em métodos de separacdo
magnética. A captura das células alvo por separacdo magnética pode ser realizada
através da incubagdo da mistura de celulas diretamente com AcMo ligado as esferas
magnetizaveis. As células podem ser purificadas a partir de amostras ndo processadas,
como sangue total, medula dssea e tecidos homogéneos quando utilizado AcMo como
marcador (RAHMANIAN et al., 2017).

A captura de protozoarios coccideos por esferas magnetizaveis é relatada na
literatura desde 1999 por Di Giovanni e colaboradores. Oocistos e esporocistos de T.

gondii também sdo sabidamente capturdveis utilizando AcMo, além de outros



protozoarios, como Giardia lamblia (DI GIOVANNI et al., 1999; DUMETRE e
DARDE, 2005; RAMADAN et al., 2010)

4.5 IDENTIFICACAO DE PROTEINAS

Todos os organismos vivos, desde uma simples célula procariota até organismos
multicelulares complexos, apresentam proteinas em sua composic¢do. Virtualmente,
todos os processos realizados por seres vivos dependem de proteinas (HARVEY e
FERRIER, 2011). Quando h& falha em um processo celular dependente de proteina, seja
ele de producdo, regulagdo ou controle, inumeras complicagfes podem ocorrer, como
hemofilia, diabetes tipo | e alergias. As fun¢Ges realizadas pelas proteinas sao inimeras
e, embora muitas fungdes sejam conhecidas, outras permanecem obscuras
(WITHFORD, 2005).

As proteinas sdo formadas por polimeros de aminoacidos unidos por ligacGes
peptidicas e podem, ou ndo, estar ligadas a outras biomoléculas como lipideos,
carboidratos, acidos nucleicos, grupos heme e elementos metalicos (PETSKO e RINGE,
2004; WITHFORD, 2005). A purificacdo da proteina é o primeiro passo para
determinar a sequéncia dos aminoécidos e investigar as funcbes bioquimicas das
mesmas.

Com os avangos das técnicas de purificacdo, estima-se que qualquer proteina
possa ser purificada dentro dos padrdes aceitaveis de homogeneidade. Geralmente,
executa-se uma série de etapas para a purificacdo, pois dificilmente as proteinas podem
ser purificadas em uma Unica etapa, mesmo quando essa etapa € baseada em uma
caracteristica bioldgica especifica (LABROU, 2014). Algumas técnicas como dilise,
imunoprecipitacdo e cromatografia sdo utilizadas na separacao de proteinas.

A didlise convencional basicamente separa moléculas pequenas de moléculas
grandes, permitindo a difusdo das moléculas pequenas através de membranas
seletivamente permeéaveis. Existem varios métodos simples e relativamente baratos para
concentrar solucGes de proteinas e, alternativamente, podem ser utilizados também
concentradores centrifugos, que sdo operados com o auxilio de centrifugas comuns de
laboratério (ANDREW et al., 2002).

Para o isolamento de proteinas pela técnica de imunoprecipitacdo ha necessidade

de anticorpos especificos que reconhecam a proteina alvo. No método tradicional, o



anticorpo e a proteina sdo incubados com esferas de proteina A ou G, formando assim
um complexo imune. O isolamento ocorre ap6s a sedimentacdo desse complexo por
centrifugacdo. Contudo, essa abordagem resulta na contaminacéo da proteina alvo com
o0 anticorpo do complexo, podendo interferir nas anélises (KABOORD e PERR, 2008).

A cromatografia permite o isolamento das proteinas pois os diferentes métodos
de realizar a técnica possuem a capacidade de separar moléculas a partir de
caracteristicas importantes como adsorcdo (liquido-solido), particdo (liquido-solido) e
diferencas ou semelhancas entre pesos moleculares. As proteinas podem ser purificadas
com base em caracteristicas como tamanho e forma, carga total e grupos hidrofobicos
presentes na superficie. A separacdo que ocorre na técnica da-se apos a aplicacao das
moléculas de uma mistura em uma superficie ou mesmo em um liquido na fase
estacionaria. Numa segunda fase, a fase movel, as moléculas se movem e se separam. A
cromatografia em coluna € um dos métodos mais comuns de purificacdo de proteinas
(COSKUN, 2016).

As proteinas sdo purificadas em sua forma ativa com base em caracteristicas
como solubilidade, tamanho, carga e ligacbes de afinidade especificas. Ha uma
variedade de técnicas disponiveis; uma maneira de constatar se a escolha da técnica esta
correta, é pela verificagdo da atividade especifica da proteina, que aumenta a cada etapa
da purificacdo, ou pela visualizacdo das proteinas presentes em cada etapa da
purificacdo pela técnica de eletroforese (BERG et al., 2002).

A técnica de eletroforese possibilita a separacdo das proteinas, apos
desnaturacdo, com base em suas massas, utilizando-se um gel de poliacrilamida. A
desnaturacdo proteica pode ser realizada por aquecimento, por exemplo, pois a energia
do calor e a vibracdo dentro das moléculas possibilita 0 rompimento de estruturas
terciarias das proteinas (CAMPBELL e FARRELL, 2006). Além do aquecimento,
adiciona-se dodecil sulfato de sédio (SDS), um detergente com forte efeito
desnaturante. Na presencga de SDS e de um agente redutor que cliva ligagdes dissulfeto,
as proteinas se desdobram em cadeias lineares com carga negativa proporcional ao
comprimento da cadeia polipeptidica. As proteinas pequenas se movem rapidamente
através do gel, enquanto as proteinas grandes ficam no topo, perto do ponto de aplicacéo
da mistura. A mobilidade da maioria das cadeias polipeptidicas nessas condigdes é
linearmente proporcional ao logaritmo de sua massa (BERG et al., 2002).

Para a visualizacédo e recorte da banda proteica em um gel de acrilamida usa-se

um corante. Contudo, para analise da proteina de interesse por espectrometria de massas



(EM), a banda necessita ser descorada. Ha diferentes tipos de espectrometros de massa,
mas todos eles requerem a gaseificacdo e ionizacdo da amostra, aceleracdo da molécula
por um campo elétrico, dispersao dos ions de acordo com a razdo m/z, detec¢édo dos ions
e registro do sinal. Os espectrometros de massa sdo usados para medir a massa
molecular de um polipeptideo ou para determinar caracteristicas estruturais, como a
sequéncia de aminoacidos e o tipo de modificacdes pds-traducionais (DOMON e
AEBERSOLD, 2006).

Os espectrometros de massa permitem a identificacdo das sequéncias de
aminoacidos das proteinas, além de informarem a massa molecular com grande
precisdo, tornando possivel a comparacdo com as sequéncias descritas nos quadros
abertos de leitura de genomas conhecidos e, assim, identificar qual quadro geraria uma
proteina com aquela massa molecular. Outra area de estudo de proteinas é a
identificacdo de sua estrutura, para que seja possivel a correlacdo entre a estrutura e sua
funcdo bioldgica. As proteinas tém uma estrutura tridimensional Unica, que pode ser
determinada por ressonancia magnética nuclear (RMN) e multidimensional. Como
proteinas com estruturas semelhantes geralmente tém funcBes semelhantes, a atividade
bioguimica de uma proteina pode ser prevista pela pesquisa de proteinas conhecidas,

que sao semelhantes em suas sequéncias de aminoacidos (BERG et al., 2002).



5. CAPITULO 01: SEPARACAO IMUNOMAGNETICA DE CISTOS E
ESPOROCISTOS DE TOXOPLASMA GONDII UTILIZANDO UM UNICO
ANTICORPO MONOCLONAL

5.1 RESUMO

Toxoplasma gondii € comumente transmitido entre animais e humanos pela ingestdo de
cistos do parasito em tecidos animais ou pelo consumo de comida e/ou agua
contaminada com oocistos excretados por felinos. Cistos teciduais e oocistos tém
paredes peculiares cujas estruturas e composi¢des sdo pouco conhecidas. Neste capitulo
descrevemos um método de separa¢do imunomagnética (SI) adequado para a captura de
cistos e esporocistos de T. gondii utilizando um Unico anticorpo monoclonal (AcMo)
que reconhece antigenos presentes nas paredes de cistos teciduais e esporocistos. O
AcMo foi acoplado as esferas magnéticas com anti-lIgG de camundongo e utilizado para
trés procedimentos de isolamento: i) cistos teciduais produzidos in vitro, ii) cistos
teciduais originarios de camundongos e iii) liberacdo de esporocistos provenientes de
oocistos excretados nas fezes de felinos. Foi observada uma grande quantidade de cistos
isolados produzidos in vitro apés a técnica de Sl, chegando a 2.000 cistos em Unico
frasco de cultura de 25 cm? Cistos teciduais de camundongos também foram isolados
pela técnica de Sl e ndo foi observada contaminagdo com o tecido hospedeiro na fragdo
purificada. Os esporocistos também foram isolados pela Sl e a suspensdo final ndo
continha oocistos ndo esporulados. Os métodos de isolamento descritos podem ser
apropriados para estudos proteémicos envolvendo paredes de cisto tecidual e

esporocisto de T. gondii.

Palavras chave: separagdo imunomagnética, anticorpo monoclonal, oocistos, cistos

teciduais.



5.2 ABSTRACT

Toxoplasma gondii is commonly transmitted among animals and humans by ingestion
of parasite cysts in animal tissues or by consumption of food and water contaminated
with environmentally-resistant oocysts excreted by cats. Both, tissue cysts and oocysts
have peculiar walls, whose structures and compositions are poorly known. Herein, we
describe an immunomagnetic separation (SI) method that is suitable for obtaining clean
T. gondii tissue cysts and sporocysts. We used a single 1gG monoclonal antibody
(AcMo) that reacts against antigens in tissue cyst and sporocyst walls. The AcMo was
coupled to anti-lgG magnetic beads and used for three isolation procedures: i) in vitro
produced tissue cysts, ii) tissue cysts originated from mice, and iii) sporocysts release
from oocysts excreted in feline feces. Many in vitro produced tissue cysts were obtained
by this SI; > 2,000 T. gondii tissue cysts were isolated from a single culture flask of 25
cm?®. When tissue cysts from mice were isolated using this method, no contamination
with host tissue was observed in the purified fraction. After purification of sporocysts,
the final suspension was free of unsporulated oocysts. The isolation methods described
should be suitable for proteomic studies involving tissue cyst and sporocyst walls of T.

gondii.

Keywords: Immunomagnetic separation; monoclonal antibody; oocyst; tissue cyst.



5.3 INTRODUCAO

Toxoplasma gondii &€ um protozoario distribuido globalmente, que pode infectar
quase todos os animais homeotérmicos, incluindo seres humanos (HILL et al.,2005). Os
principais estagios do parasito envolvidos em sua transmissdo horizontal sdo oocistos e
cistos teciduais. Os oocistos sao gerados ap0s a reproducdo sexuada do parasito no
epitélio intestinal dos felideos e sdo excretados nas fezes de forma néo esporulada e ndo
infecciosa. Apés 24-48 h no ambiente, os oocistos esporulam e se tornam infecciosos,
possuindo dois esporocistos, cada um contendo quatro esporozoitos (FEGURSON et
al.,1979).

Os cistos teciduais sdo formados no cérebro, musculos e outros 6rgdos dos
hospedeiros - mamiferos e aves - podendo conter milhares de bradizoitos (DUBEY et
al.,1998). Animais e seres humanos sdo infectados principalmente pelo consumo de
agua ou alimentos contaminados com oocistos e pela ingestdo de cistos teciduais
contidos em carnes malcozidas. Outras formas de transmissdo incluem: infeccdo
transplacentaria, transplante de 6rgéos, transfusdo de sangue e inoculacdo acidental
usando agulhas, contudo acredita-se que a ingestdo de oocistos e cistos nos tecidos
ocorra com mais frequéncia (ROBERT-GANGNEUX et al, 2012).

Atualmente, ndo existe uma maneira eficaz de inativar oocistos no ambiente ou
eliminar cistos teciduais em animais vivos. Tanto oocistos quanto cistos possuem
paredes peculiares, cujas composicdes e estruturas sao pouco conhecidas. As paredes do
oocisto ndo sdo destruidas ou permeabilizadas pela maioria dos compostos quimicos
usados como desinfetantes (ITO et al., 1975; DUMETRE et al., 2013; WAINWRIGH et
al., 2007).

As paredes dos oocistos e esporocistos sdo compostas por duas camadas
(externa e interna) e, em ambas, a camada interna é mais espessa e mais resistente que a
camada externa (DUMETRE et al., 2013). A parede do cisto tecidual é formada por
uma combinacdo de moléculas da célula hospedeira e por proteinas secretadas pelo
parasito, conferindo assim resisténcia ao cisto e ajudando o mesmo a se camuflar do
sistema imunoldgico do hospedeiro (ZHANG et al., 2001; TOMITA et al., 2017)

O passo inicial para entender melhor a composicdo das paredes dos oocistos,
esporocistos e cistos de T. gondii é obter fracBes puras dessas estruturas. O
desenvolvimento de anticorpos direcionados as proteinas em outros parasitos

protozoarios como Cryptosporidium sp. e Giardia sp. facilitaram o desenvolvimento de



uma técnica de separacdo imunomagnética (SI) que tem sido amplamente empregada
para detectar esses parasitos em amostras de agua (USPHS/IDSA et al., 2000) em que a
agua primeiramente é filtrada e, em seguida, ha o uso de esferas magnéticas acopladas
aos anticorpos direcionados aos parasitas.

A técnica de separacdo imunomagnética para oocistos e esporocistos de T.
gondii também foi desenvolvida, mas apresentou baixa sensibilidade e eficiéncia
quando utilizada com amostras de agua turva (DUMETRE et al., 2005; DUMETRE et
al., 2007). Um método aprimorado de Sl para captura de oocistos de T. gondii,
juntamente com gPCR, foi avaliado em framboesa e manjericdo contaminados com
oocistos e obteve resultados promissores (HOHWEYER et al, 2016).

O uso de separacdo magnética empregando-se lectina, em vez de anticorpos
monoclonais, tem sido relatado para a separac¢ao de oocistos de T. gondii (HARITO et
al, 2017a; HARITO et al 2017b); no entanto, 0 uso da separacdo magnética com lectina
(LMS) para a deteccdo de oocistos do parasito em amostras de agua exige
procedimentos adicionais, incluindo o uso de qPCR, pois a Sl pode resultar em ligacédo
ndo especifica das esferas magnéticas.

Recentemente, foi demonstrado que um anticorpo monoclonal designado K8/15-
15, que se liga as paredes de cisto tecidual e esporocisto de T. gondii (GONDIM et al.,
2016). Esse anticorpo monoclonal (AcMo) também reconhece antigenos presentes na
parede de cistos de coccidios relacionados, incluindo Neospora caninum, Hammondia
hammondi e Hammondia heydorni, bem como parede de esporocistos de Cystoisospora
felis, H. hammondi e H. heydorni (GONDIM et al., 2016). No presente estudo,
descrevemos a técnica de Sl para a obtencdo de esporocistos purificados e cistos
teciduais de T. gondii. A SI também foi qualitativamente testada para capturar cistos de

H. hammondi e H. heydorni produzidos in vitro.
5.4 MATERIAIS E METODOS
5.4.1 Planejamento
Cistos teciduais de T. gondii produzidos em camundongos e cistos de
Hammondia spp. gerados in vitro foram derivados de outro experimento (GONDIM et

al., 2016). O uso do AcMo K8/15-15 foi crucial para o estudo, uma vez que esse AcMo
tem a capacidade de se ligar as paredes de cisto e esporocisto de T. gondii. Devido ao



numero limitado de oocistos, cistos de T. gondii gerados in vivo, e cistos de Hammondia
spp., a Sl desses estagios foram avaliadas qualitativamente. Os cistos de T. gondii

produzidos in vitro capturados pela SI foram avaliados quantitativamente.

5.4.2 Células hospedeiras, cepas de T. gondii e anticorpo monoclonal

Células renais de macaco designadas Marc-145 (ATCC® CRL-12231) foram
selecionadas para este estudo pois essas células resistiram as condi¢cdes de estresse
induzidas durante a cultura celular para a produgéo in vitro de cistos de N. caninum
(RISCO-CASTILLO et al., 2004). Trés cepas de T. gondii foram utilizadas: ME49,
P14/534 e TgCkBr284. Oocistos ME49 foram gerados conforme descrito por Dubey e
colaboradores (2010) e foram armazenados por sete anos em 2% de H,SO, a 4°C.
Oocistos P14/534 foram considerados oocistos frescos, pois foram excretados por um
gato naturalmente infectado e armazenados somente por trés semanas antes de serem
utilizados no experimento. As fezes do gato foram enviadas por um laboratoério privado
para o instituto Friedrich-Loeffler-, Alemanha, e confirmado como T. gondii por uma
PCR em tempo real especifica (TALABANI et al., 2009). Para a producgdo de cistos in
vitro foi utilizada uma cepa isolada de galinha, designada TgCkBr284 (GONCALVES
etal., 2012; ROCHA et al., 2012).

5.4. 3 Cultura celular e producéo in vitro de cistos teciduais

Células Marc-145 foram cultivadas em meio RPMI suplementado com 1% de
antibiotico/antimicético (100U penicilina e 100ug de estreptomicina/ml) e 5 % de soro
bovino inativado (Invitrogen / Gibco®, Auckland, NZ), a 37°C em estufa Umida
contendo 5% de CO,. Para producéo de cisto in vitro de T. gondii, foram adicionadas
7x10° células Marc-145 em frascos de 25 cm?® e, ap6s 48 h, 7x10° taquizoitos do
parasito foram adicionados ao frasco. Apo6s 24 horas da infeccdo, as culturas foram
transferidas para uma estufa sem suprimento de CO, e 0 meio de cultura foi substituido
por meio alcalinizado (pH 8,1) pela adicdo de NaOH 1M. O meio alcalinizado foi
substituido a cada 24 horas por quatro dias consecutivos. As monocamadas celulares
foram tripsinizadas e, apds o destacamento das células da superficie do frasco, a tripsina
foi bloqueada pela adicdo de 2 ml de meio. O contetdo de cada frasco foi transferido

para um tubo de 15 ml. Aliquotas foram coletadas de cada tubo e colocadas em laminas



revestidas com teflon para exame de imunofluorescéncia. As amostras ndo submetidas a
SI foram denominadas amostras “pré-captura”. Os tubos de 15 ml foram entdo
centrifugados (300 g, 24°C, sem freio), o sobrenadante descartado, e 0 sedimento

utilizado para a SI.
5.4.4 Esferas magnéticas e separador magnético de particulas

Foram utilizadas esferas magnéticas com diametros de 4,5 um revestidas com
IgG de cabra anti IgG de camundongo (Dynabeads®, Invitrogen da Life Technologies).
O volume minimo de esferas por reagdo sugerido pelo fabricante é de 25 pl (~ 1x10’
esferas), no entanto, foram utilizados 5 pl (~ 2x10° esferas) ou 10 pl (~ 4x10° esferas)
da suspensdo original das esferas por reagdo. Utilizou-se um separador magnético de
particulas (MPG® 3-em-1 SPM®, Lincoln Park, EUA) que contém inser¢des para tubos

de 1,5, 15 e 50 ml para atrair as esferas.

545 Lavagem e acoplamento de esferas magnéticas ao anticorpo
monoclonal K8/15-15

O método usado para acoplar o AcMo as esferas magnéticas de 1gG anti IgG de
camundongo foi realizado de maneira semelhante & sugerida pelo fabricante. Algumas
pequenas modificacdes e adaptacdes para tubos de 1,5 ml foram realizadas. O frasco de
5 ml contendo as esferas (4x10® esferas/ml) foi agitado em vortex por 40 segundos e
25pl (~ 1 a 10" esferas) foram transferidos para um tubo de centrifuga de 1,5 ml. As
esferas foram suspensas em 1 ml de tampéo de isolamento (PBS livre de Ca® * e Mg? *
com BSA a 0,1% e EDTA 2 mM, pH 7,4) e colocadas em um separador de particulas
magnéticas (SPM) por 1 min. O sobrenadante foi descartado usando-se uma bomba de
aspiracdo enquanto o tubo ainda estava no SPM. O tubo foi removido do SPM e as
esferas ressuspensas com 25 ul de tampéo de isolamento. Um volume de 200 uL de
AcMo K&8/15-15 diluido a 1:10 ou 1: 5 em tampé&o de isolamento foi homogeneizado
com esferas (25pl) e incubado a 7°C em um misturador com agitacdo suave dos tubos a
cada 3-4 minutos durante 40 minutos. O tubo foi colocado no SPM por 1 minuto e o
sobrenadante aspirado e descartado enquanto o tubo estava no SPM. O tubo foi
removido do SPM e foram adicionados 1,5 ml de tampdo de isolamento para lavar o

excesso de anticorpos ndo ligados. O sobrenadante foi removido enquanto o tubo estava



conectado ao SPM usando-se uma pipeta. O passo de lavagem foi repetido uma vez. O
tubo foi removido do SPM e as esferas suspensas com 1 ml de tampdo de isolamento. A
suspensdo contendo as esferas acopladas ao AcMo foi armazenada a 4°C. No final do
procedimento de acoplamento das esferas ao AcMo, o volume de esferas em 1 ml foi de
6,4 x 10°, que foi dividido em fragOes de 200 pl (1,26x10° esferas por aliquota) para as

etapas subsequentes.
5.4.6 Tratamento de oocistos para Sl

Dois experimentos semelhantes (A e B) foram realizados utilizando-se oocistos.
No experimento A, foram empregados oocistos armazenados a longo prazo, e no
experimento B, oocistos frescos. No experimento A, 0s oocistos foram submetidos a
quatro procedimentos diferentes: 1) oocistos intactos ou ndo tratados; 2) oocistos
tratados com hipoclorito de sédio; 3) uma mistura de oocistos quebrados contendo
paredes de oocistos, paredes de esporocistos e esporocisto intacto; 4) esporocistos
purificados por gradientes de iodixanol (EVERSON et al., 2002). Nos procedimentos 1,
2 e 3 foi utilizada a mesma concentragdo de oocistos (1 x 10° no total, sendo 2,65 x 10°
oocistos esporulados) para cada tratamento. No experimento B, 0s oocistos frescos
foram processados da mesma forma que no experimento A, contudo, o procedimento 4
(pré-purificacdo de esporocistos usando iodixanol) ndo foi realizado. O nimero de
oocistos utilizados em cada tratamento correspondeu a 7 x 10° oocistos, sendo 3,5 x 10°
oocistos esporulados.

No procedimento 1 do experimento A, 0s oocistos foram suspensos em 200 pl
de tampdo de isolamento sem tratamento adicional. No procedimento 2, 0s oocistos
foram suspensos em 200 pl de PBS, misturados com a mesma quantidade de uma
solucdo a 10% de hipoclorito de sédio (Sigma-Aldrich, Noruega) e incubados por 30
minutos a temperatura ambiente. A suspensdo foi lavada trés vezes em PBS e o
sedimento final foi suspenso em tampéo de isolamento. No procedimento 3, 0s oocistos
foram rompidos pela adi¢do de esferas de vidro de 0,25 a 0,55 mm (Carl Roth GmbH,
Karlsruhe, Alemanha) seguido de voértex por 2,5 minutos & velocidade méxima e
centrifugagdo do sobrenadante. Os oocistos rompidos no procedimento 3 foram entdo
ressuspensos em 200 pl de tampdo de isolamento.

No procedimento 4, os esporocistos foram isolados a partir de oocistos usando-

se gradientes de iodixanol de acordo com o0s métodos descritos por Everson e



colaboradores (2002) e modificado por Dumetre e colaboradores (2005).
Resumidamente, os oocistos foram suspensos em 500 pl de iodixanol a 30% (Optiprep,
Sigma-Aldrich, Noruega) e tampé&o de sacarose (sacarose 250 mM contendo tris-HCI 15
mM, pH 7,5), adicionado a tubo de 1,5ml contendo 400 pl de esferas de vidro de 0,25-
0,55 mm e agitado em vortex por 2,5 minutos na velocidade méaxima. O sobrenadante
foi transferido para um tubo de 15 ml e as esferas restantes foram lavadas duas vezes
com 1 ml da solucdo de iodixanol a 30% (v/v). O sobrenadante (2 ml) foi adicionado ao
tubo de 15 ml, totalizando 2,5 ml de oocistos rompidos em iodixanol a 30%. Esta
solucéo foi revestida por fragbes de 2,5 ml das seguintes solucdes: 25, 20, 15 e 5% (v /
v) de iodixanol em tampdo de sacarose. Os esporocistos e oocistos ndo esporulados
foram coletados na interface das solucdes de iodixanol a 5% e 15%. O total de

esporocistos correspondeu a 2 x 10° esporocistos.

5.4.6.1 Separacao imunomagnética utilizando-se oocistos e esporocistos

(método direto)

Os oocistos e suas fracGes foram suspensos em 200 pl de tampdo de isolamento,
como descrito acima. Cada fragdo foi acondicionada em tubo contendo 200 pl de
esferas magnéticas acopladas ao AcMo K8/15-15. O tubo foi incubado por 20 minutos a
7°C em um misturador automatico com agitacdo suave dos tubos a cada 3-4 minutos.
Em seguida os tubos foram alocados no SM por 2 minutos e o sobrenadante foi
descartado por aspirac¢do. O tubo foi removido do SM e foi adicionado 1 ml de tampéo
de isolamento. Para o isolamento dos esporocistos a solugcdo foi homogeneizada no
vortex por 3 segundos. O sobrenadante foi aspirado e descartado. Este passo de lavagem
associado ao vortex ou pipetagem foi repetido duas vezes. O tubo foi removido do SM e
as esferas suspensas em 200 pl de PBS (para oocistos e esporocistos). Aliquotas de 10
pl de cada reagdo foram observadas em um microscépio Nikon Eclipse-Ti-U com
ampliacOes de 200, 400 e 600 x. As imagens foram analisadas usando-se microscopia
de luz e iluminacdo por luz ultravioleta para autofluorescéncia de oocistos e
esporocistos.

Os esporocistos acoplados as esferas foram separados como descrito por
Dumetre e colaboradores (2005). Resumidamente, o complexo esporocisto/esfera foi
alocado no SM por 2 minutos e apés esse tempo o sobrenadante foi descartado. Foi

adicionado 1 ml de H,SO4 a 2% e o tubo agitado em vortex por 30 segundos. Em



seguida, o tubo foi incubado em temperatura ambiente durante 30 minutos e,
posteriormente, agitado em vortex por 1 minuto. O tubo foi colocado no SM
novamente por 2 minutos e o sobrenadante utilizado. Aliquotas do sobrenadante foram

observadas microscopicamente como descrito acima.

5.4.7 Separacdo imunomagnética de cistos produzidos em camundongos e

cistos de coccidios relacionados

Dois camundongos C57 foram inoculados intraperitonealmente com dois cistos
de T. gondii (cepa ME49). Quatro meses depois, os camundongos foram eutanasiados e
seus cérebros removidos assepticamente. Cada cérebro foi misturado com 1 ml de
PBS/T (0,05% de Tween 20) e os cistos teciduais foram quantificados por contagem
microscépica de trés aliquotas de 10 pl da suspensdo cerebral em uma lamina de vidro
com uma laminula (ampliacéo de 200 x).

Os cistos teciduais foram concentrados por gradientes de Percoll como relatado
na literatura (BLEWETT et al., 1983; BUCHHOLZ et al.,2011). Resumidamente, 1 ml
de suspenséo cerebral foi alocado em tubo de 15 ml com 10 ml de PBS/T (Tween 20 a
0,05%). Em seguida, foram adicionados ao fundo do tubo com uma seringa e agulha 1,5
ml de Percoll a 30% em PBS/T e 1,5 ml de Percoll a 90% em PBS/T. O tubo foi, entéo,
centrifugado a 1500 g a 4 °C por 15 minutos e, apos a centrifugacdo, o conteudo dos
gradientes de Percoll a 30 e 90% foi coletado, adicionado a um tubo de 50 ml e
preenchido com PBS. O tubo foi centrifugado por 1200 g por 10 min a 4°C. Apds a
centrifugagdo, o sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspenso em 200 pl de
PBS.

Os cistos purificados por gradientes de Percoll foram misturados com 200 pl de
tampéo de isolamento e cada fracdo de cistos foi acondicionada em tubo de 1,5 ml
contendo 200 ul de esferas magnéticas acopladas ao AcMo K8/15-15. O tubo foi
incubado por 20 minutos a 7°C em um misturador automatico. Cada tubo foi colocado
no SM por 2 minutos e o0 sobrenadante foi descartado por aspiracdo. O tubo foi
removido em seguida do SM e 1 ml de tamp&o de isolamento foi adicionado ao tubo. A
solucéo foi homogeneizada por pipetagens suaves e o tubo colocado novamente no SM
por 2 minutos. Apos esse periodo, o sobrenadante foi aspirado e descartado. Esse passo
de lavagem foi repetido duas vezes. Apds as lavagens, o tubo foi removido do SM e as

esferas suspensas com 100 puL de PBS. Uma aliquota de 10 pl foi observada em



microscépio Nikon Eclipse-Ti com amplia¢6es de 200, 400 e 600 x e as imagens foram
analisadas por microscopia de contraste de fase.

Os cistos teciduais de H. hammondi e H. heydorni foram gerados em uma
linhagem celular finita de embrides de bovinos (KH-R; Friedrich-Loeffler-Institut,
linhagem celular RIE 090), como descrito anteriormente (GONDIM et al., 2016). Em
resumo, os sobrenadantes dos frascos de 25 cm? contendo culturas de H. hammondi e H.
heydorni foram aspirados individualmente e centrifugados a 200 g por 10 minutos. O
pellet foi suspenso com 200 pl de tampdo de isolamento e adicionado a 400 ul de
esferas magnéticas acopladas ao AcMo K8/15-15. O material foi incubado em
temperatura ambiente por 30 minutosutos em agitacdo continua e, ap6s esta etapa,
colocado no SM. O sobrenadante foi descartado e as esferas foram novamente
suspensas em 100 pl de tampdo de isolamento. Duas aliquotas de 10ul cada foram
observadas ao microscopio. Uma amostra de cistos de H. heydorni foi examinada por
imunofluorescéncia, conforme descrito na secdo 5.4.6, contudo ndo foi utilizado 19gG
anti-camundongo conjugado a fluoresceina, e sim, 1gG anti-camundongo com

fluorocromo vermelho (Alexa fluor 555, Invitrogen).

5.4.8 Separacdo imunomagnética de cistos produzidos in vitro

A Sl para cistos de T. gondii produzidos in vitro foi testada por métodos direto e
indireto, cada um avaliado em duas temperaturas (4°C e 24°C), no total de quatro testes.
Esses testes também foram avaliados utilizando-se células hospedeiras ndo infectadas
(pré e p6s Sl) para testar a especificidade do método. A contagem das células antes e
apos a Sl foi realizada em camara de Neubauer.

5.4.8.1 Captura de cistos produzidos in vitro pelo método direto (teste 1 e 2)

O AcMo K8/15-15 foi diluido 1:10 em tampdo de isolamento (200 pl) e foi
incubado com 20 pl de esferas magnéticas em tubo de 1,5 ml. O tubo foi acoplado a um
misturador orbital automatico, onde permaneceu por 40 minutos a 4°C (teste 1) ou 24 °
C (teste 2), seguido pela colocacdo do tubo no SM por 1 minuto. Em seguida, o
sobrenadante foi descartado e o tubo removido do SM. Adicionou-se ao tubo 1,5ml de
tampé&o de isolamento e o contetido foi homogeneizado por pipetagens suaves. O tubo

foi novamente alocado no SM e, ap6s 1 minuto, o sobrenadante foi descartado e 0 passo



de adicdo e remocdo do tampédo de isolamento foi repetido como descrito acima.
Posteriormente as esferas acopladas ao AcMo K8/15-15 foram suspensas em 1 ml de
tampé&o de isolamento e armazenadas num tubo estéril de 1,5 ml a 4°C.

Pellets contendo células Marc-145 ndo infectadas e cistos de T. gondii
produzidos in vitro foram adicionados a 250 ul de tampéo de isolamento e 250 ul de
esferas magnéticas acopladas ao AcMo K8/15-15. Cada suspensdo foi colocada num
tubo de 1,5 ml. Os tubos permaneceram a 4°C (teste 1) ou 24°C (teste 2) por 20 minutos
em misturador automatico e, em seguida, foram colocados no SM por 2 minutos. Apos
esse periodo, o sobrenadante foi descartado e o conteldo atraido por magnetismo
permaneceu no tubo. Os tubos foram removidos do SM e 1 ml de tampé&o de isolamento
foi suavemente adicionado ao tubo. O conteddo foi homogeneizado pipetando
suavemente a solugéo por trés vezes. Os tubos foram colocados novamente no SM por 1
minuto e, em seguida, o sobrenadante foi descartado. Os tubos foram submetidos
novamente a lavagem, adicionando-se e removendo-se o tampdo de isolamento, e com o
uso do SM. Apos a lavagem, as estruturas atraidas pelo SM foram homogeneizadas com
100 pl de PBS e, posteriormente, foram retirados 30 pl de cada tubo, que foram
colocados em trés pocos de laminas revestidas com teflon para analise por

imunofluorescéncia.

5.4.8.2 Captura de cistos produzidos in vitro pelo método indireto (testes 3 e 4)

Foram adicionados 500 pl de tampéo de isolamento e 5 pl de AcMo K8/15-15 a
cada pellet contendo cistos de T. gondii produzidos in vitro, e células Marc-145, em
tubos de 1,5ml. Os tubos foram acondicionados em misturador orbital automético a 4 °C
(teste 3) ou 24 °C (teste 4) por 10 minutos e, em seguida, 1 ml de tampdo de isolamento
foi adicionado a cada tubo. Os tubos foram centrifugados em seguida (400 g, 4 °C ou 2
°C, sem freio) por 10 minutos. Apos centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e
cada pellet foi suspenso com 200 pl de tampéo de isolamento e 5 pl de esferas lavadas.
Os tubos foram novamente acoplados em misturador automatico a 4°C (teste 3) ou 24
°C (teste 4) por 20 minutos e, em seguida, 1 ml de tampdo de isolamento foi adicionado
a cada tubo, seguido pela colocacao dos tubos no SM por 2 minutos. Apés esse periodo,

0 conteudo ndo aderido a parede do SM foi descartado e o tubo retirado do SM.



Posteriormente adicionou-se 1 ml de tampédo de isolamento suavemente ao tubo. O
conteddo foi ressuspenso pipetando gentilmente a solucédo trés vezes. Os tubos foram
colocados novamente no SM por 1 minuto e, em seguida, o0 sobrenadante com contetdo
ndo ligado foi coletado e descartado. Os tubos foram submetidos novamente a lavagem
adicionando e removendo o tampdo de isolamento e usando o SM. Apds a lavagem, o
material restante foi homogeneizado com 100 pL de PBS. De cada tubo foi retirado 30
ul e colocado em trés pocos de laminas revestidas com teflon para analise de

imunofluorescéncia.

5.4.9 Imunofluorescéncia

Laminas revestidas com teflon, contendo 12 pogos de 5 mm de didmetro cada,
foram usadas nas reagdes de imunofluorescéncia. Os pogos foram preenchidos com
suspensdes de 10pul de células hospedeiras contendo cistos de T. gondii antes da captura
e apos a captura por Sl. A lamina foi seca por 15 min a 37 °C e armazenada a -20 °C até
andlise. Para a reacdo de imunofluorescéncia, a 1dmina foi fixada em acetona durante 5
minutos, imersa em PBS por 10 minutos e seca a temperatura ambiente. O anticorpo
priméario (AcMo K8/15-15) diluido a 1: 2 em PBS foi adicionado aos po¢os e a lamina
foi incubada em camara umida a 37 °C por 30 minutos. Apds a incubacdo, a lamina foi
imersa em tampdo de lavagem (Na,CO3z 25 mM, NaHCO3; 100 mM e NaCl 35 mM, pH
9,0) por 10 minutos, seguido de uma lavagem em PBS por 10 minutos. A lamina foi
seca a temperatura ambiente e o anticorpo secundario (FITC anti-lgG de camundongo,
Sigma Aldrich, EUA) foi aplicado na diluigéo de 1:50 com 0,05% de azul de Evans. As
laminas foram incubadas em cadmara Umida por 30 minutos e lavadas como descrito
para 0 anticorpo primario. As ldminas foram secas a temperatura ambiente e montadas
com glicerina (90% de glicerol e 10% de PBS) e laminula de vidro. As reacfes foram

analisadas em microscopio Nikon e software Nikon NIS-Elements.

5.4.10 Analise estatistica

A captura imunomagnética para cistos produzidos in vitro foi realizada em
quadruplicata, resultando em um total de 16 frascos de cultura para os testes 1, 2, 3 e 4.
A razdo cisto/células hospedeiras foi determinada para as amostras de pré-captura apos

analise de cinco campos microscopicos (aumento de 600 x) por imunofluorescéncia.



Cada amostra pré-captura e pos-captura foi avaliada em triplicata, resultando em 96
amostras. O teste de Kruskal-Wallis foi empregado para comparar as amostras pré e
pos-captura. As diferengas foram consideradas estatisticamente significantes quanto p <
0,05.

5.5 RESULTADOS

5.5.1 Separacdo imunomagnética de esporocistos

As esferas magnéticas acopladas ao AcMo K8/15-15 se ligaram especificamente
as paredes dos esporocistos sob diferentes protocolos, independentemente do tempo de
armazenamento (trés semanas ou sete anos). Quando o0s esporocistos obtidos a partir de
oocistos armazenados a longo prazo foram purificados usando gradientes de iodixanol, a
solucdo apresentou 10-20% de oocistos ndo esporulados. Nao houve ligacdo com
oocistos ndo esporulados, apenas esporocistos foram capturados pelas esferas.

As esferas acopladas ao AcMo foram testadas com amostra contendo oocistos
fragmentados e observou-se que as esferas se ligaram especificamente aos esporocistos
intactos e as paredes vazias de esporocistos (Figura 1). Ndo foi observada ligacdo as
outras fracbes como, por exemplo, oocistos esporulados intactos, oocistos ndo
esporulados ou paredes vazias de oocistos. Oocistos tratados com hipoclorito de sodio,
que ndo contém suas paredes externas, ndao foram ligados pelas esferas. N&o foi
observada diferenca na capacidade de ligacdo das esferas aos esporocistos derivados de
oocistos armazenados a longo prazo (cepa ME49) em comparagdo com esporocistos
obtidos de oocistos frescos (P14 / 534).



Figura 1. Esporocistos de Toxoplasma gondii ligados as esferas magnéticas contendo AcMo
K8/15-15. (A) Duas esferas magnéticas ligadas a um esporocisto intacto. (B)
Autofluorescéncia do esporocisto intacto sob excitagdo ultravioleta. (C) Esporocisto de
T. gondii rompido mecanicamente sem esporozoitos no interior. (D) Autofluorescéncia

da parede do esporocisto sob excitacdo ultravioleta. Barras = 10um.
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Fonte: REZENDE-GONDIM et al., 2020

A ligacgéo das esferas aos esporocistos ocorreu em todas as regides da parede dos
esporocistos. Observou-se gue 0s esporocistos se ligaram a uma unica esfera ou a varias
esferas ao mesmo tempo. A ligagédo esfera-esporocisto foi rompida ap6s a combinacéo
de vortex e incubacdo com &cido sulfdrico a 2%, levando a uma solucdo com

esporocistos ou paredes de esporocistos altamente purificados.

5.5.2 Separacdo imunomagnética de cistos de T. gondii oriundos de

camundongos

Cistos teciduais (n = 100 ou 1060) foram obtidos de dois camundongos
infectados cronicamente. Cerca de 50% dos cistos foram recuperados apés purificacdo
usando gradientes de Percoll. A suspensao resultante com cistos purificados (n = 500-
600) continha aproximadamente nove eritrocitos de camundongo por cisto. Apds a
incubacdo com as esferas, a amostra foi diluida com 100 pl ou 200 ul de PBS para
facilitar a visualizacdo microscopica do complexo cisto/esfera. Foi observada a ligacdo
das esferas as superficies dos cistos por completo. Para visualizar melhor os cistos e
para garantir que eles eram realmente cistos e ndo artefatos, a laminula foi pressionada
mecanicamente contra a lamina de vidro. A pressdo na laminula ocasionou a remocao

de algumas esferas ligadas a parede do cisto e a ruptura do cisto, induzindo a liberacéo



de bradizoitos (Figura 2). Nao foram observados eritrocitos de camundongo na amostra
apos Sl.

Figura 2. Cisto de Toxoplasma gondii ligado as esferas magnéticas acopladas ao AcMo K8/15-15.
(A) As esferas cobrem a maior parte da superficie do cisto. (B) O mesmo cisto mostrado
em A foi rompido mecanicamente, pressionando-se a laminula contra a lamina de vidro;

note que algumas esferas desligaram-se das paredes do cisto e numerosos bradizoitos

(seta preta) foram liberados do cisto.

Fonte: REZENDE-GONDIM et al., 2020

5.5.3 Separacdo imunomagnética de cistos de H. hammondi e H. heydorni

Os cistos teciduais de H. hammondi e H. heydorni foram obtidos de
sobrenadantes de células cardiacas bovinas (KH-R) infectadas com esporozoitos dos
parasitos. Apo6s a Sl as esferas magnéticas ligadas aos cistos de ambos os parasitos
foram suspensas em 100ul de PBS. Aliguotas de 10 pl continham aproximadamente 7 a
10 cistos, que variavam em dimensdes. A imunofluorescéncia foi realizada usando

cistos capturados de H. heydorni (Figura 3).



Figura 3. Cisto de Hammondia heydorni produzido em cultura celular e capturado por esferas magnéeticas
acopladas ao AcMo K&8/15-15. (A) O cisto capturado observado em campo claro. (B)
Imunofluorescéncia utilizando-se 0 AcMo K8/15-15 e marcacdo em cor vermelha na parede
cistica do parasito.

50 pm

Fonte: REZENDE-GONDIM et al., 2020

5.5.4 Separacdo imunomagnética de cistos de T. gondii produzidos in vitro

A relacdo cisto/célula hospedeira para amostras pré-captura foi obtida apds a
leitura de cinco campos microscopicos. A relacdo para amostras pré-captura foi
determinada apds a leitura de todo os pocos. Os cistos capturados exibiram

fluorescéncia e as esferas magnéticas ligaram-se as suas paredes (Figura 4).

Figura 4. Cistos de Toxoplasma gondii produzidos in vitro capturados por esferas magnéticas
acopladas ao anticorpo monoclonal K8/15-15. (A e C) Microscopia de luz. (B e D)

Imunofluorescéncia.

Fonte: REZENDE-GONDIM et al., 2020



Todos os métodos de Sl (testes 1, 2, 3 e 4) empregados no presente estudo
mostraram aumentos significativos da relacdo cisto/célula hospedeira, atingindo um
aumento maximo de 3,78 vezes no teste 4. Foi observada diferenca estatistica entre o
teste 4 e o teste 1, contudo ndo houve diferenca estatistica entre os testes 2, 3 e 4 (Figura
5). A mediana dos cistos teciduais isolados em cada teste (4 frascos por teste)
correspondeu a 305 (teste 1), 610 (teste 2), 480 (teste 3) e 2170 (teste 4). A captura
inespecifica também foi avaliada e baseou-se na ligacdo das esferas magnéticas as
células hospedeiras ndo infectadas (Marc-145). Em todos os testes, foi observado algum
grau de ligacdo ndo especifica. No teste 3, um nimero maior de células hospedeiras foi
capturada em comparacdo com o teste 4 (Figura 6). O tempo dispendido para a

realizacdo dos métodos indireto e direto foram de 1h e 1h10 min, respectivamente.

Figura 5. Valores minimos, medianas e valores maximos do nimero de vezes que a relagdo
cisto/célula foi aumentada apds a captura de acordo com os testes. Box seguidos de letras
diferentes indicam diferengas significativas pelo teste de Kruskall-Wallis (p<0,05).
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Fonte: REZENDE-GONDIM et al., 2020



Figura 6. Frequéncias relativas de células ndo infectadas capturadas apos o protocolo
em funcdo do teste utilizado. Caixas seguidas de letras diferentes indicam
diferengas significativas pelo teste de Kruskall-Wallis (p<0,05).
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Fonte: REZENDE-GONDIM et al., 2020

5.6 DISCUSSAO

Foi descrito nesse capitulo um método de Sl para isolamento de esporocistos e
cistos de T. gondii usando um tnico AcMo IgG-murino. Demonstrou-se que as esferas
magnéticas ligadas ao AcMo se ligam as paredes de esporocistos, bem como as paredes
de cistos do parasito. Este € o primeiro método de Sl direcionado para cistos de T.
gondii. As mesmas esferas ligadas ao AcMo também capturaram com sucesso cistos de
H. hammondi e H. heydorni produzidos em cultura celular.

Um método para obter oocistos altamente purificados utilizando gradientes de
cloreto de césio foi relatado por Dumetre e colaboradores (2004), sendo a técnica muito
atil para purificar um grande nimero de oocistos do parasito. A separacdo de fracGes de
oocisto, bem como paredes e esporocistos de oocisto, pode ser realizada através do uso
de gradientes de iodixanol ou Percoll (EVERSON et al., 2002). Usando gradientes de
iodixanol é possivel obter um alto nivel de purificagdo de esporocistos, contudo 0s
oocistos ndo esporulados flutuam na mesma densidade que 0s esporocistos e Sao

isolados na mesma interface de gradiente resultando em uma suspensdo rica em



esporocistos com alguma contaminagdo de oocistos ndo esporulados (EVERSON et al.,
2002).

Até a elaboracdo dessa tese trés métodos de Sl foram desenvolvidos para
detectar oocistos ou esporocistos de T. gondii em amostras contaminadas. No primeiro
método, os autores realizaram uma ligacdo indireta utilizando um AcMo IgM
direcionado para a parede de oocisto de T. gondii, contudo quando o método foi testado
com agua turva contendo detritos observou-se ligacGes ndo especificas aos detritos pelas
esferas magnéticas (DUMETRE et al., 2005). No segundo método, descrito também por
Dumetre e colaboradores (2007), foi utilizado um AcMo-IgM direcionado para a parede
de esporocisto de T. gondii. Nesse segundo método a captura foi realizada de forma
direta, ou seja, as esferas magnéticas foram primeiramente acopladas ao AcMo seguido
da adicdo da amostra teste, sendo necessaria a sonicacdo da amostra, pois 0s
esporocistos precisam ser liberados dos oocistos antes da adicao das esferas magnéticas.
Além disso, os esporocistos de coccidios relacionados, como N. caninum e Hammondia
sp., também foram reconhecidos pelo AcMo, exigindo assim analise adicional das
amostras por PCR. O terceiro método de Sl consistiu em uma melhoria do método
anterior mostrando resultados promissores para a deteccdo de oocistos em framboesas e
manjericdo contaminados (HOHWEYER et al,. 2016).

A Sl de cistos de T. gondii no presente trabalho foi testada pelo métodos direto
e indireto, cada um avaliado em duas temperaturas. O método indireto, que consistiu na
adicdo do AcMo a suspensdo celular seguido pela inclusdo das esferas magnéticas na
reacdo, apresentou o melhor desempenho. A propor¢do de cisto/célula hospedeira
aumentou significativamente usando o método indireto a 24°C. Embora o método
indireto a 24°C (teste 4) ndo tenha diferido estatisticamente do método indireto a 4°C
(teste 3), o dltimo (teste 3) mostrou uma ligacdo inespecifica significativa as células
Marc-145.

Algumas técnicas foram desenvolvidas por outros pesquisadores para obter
oocistos de T. gondii altamente purificados, fragmentos de oocisto e cistos produzidos
in vivo e/ou in vitro. Cornelissen e colaboradores (1981) desenvolveram uma técnica de
purificacdo de cistos teciduais oriundos de cérebro de camundongos usando gradientes
de Percoll. Uma grande recuperacdo dos cistos teciduais foi alcangada com esse método,
realizado em diferentes versdes e aplicado para isolar cistos teciduais de outras espécies
animais, além de camundongos (BLEWETT et al.,1983; BUCHHOLZ et al.,2011).



Os cistos isolados obtidos pelos gradientes de Percoll sdo bastante puros, com
alguma contaminacdo com glébulos vermelhos, sendo que essa contaminagédo
geralmente ndo representa um problema na maioria das aplicagdes, contudo, as
proteinas dos eritrocitos podem causar alguma interferéncia nos estudos protedmicos
envolvendo cistos teciduais. Um método refinado para purificar cistos de T. gondii foi
desenvolvido e direcionado a uma glicoproteina localizada no cisto denominada CST1
(ZHANG et al., 2010). Esses autores haviam demonstrado anteriormente que aglutinina
de Dolichos biflorus (DBA) se liga a CST1 na parede do cisto de T. gondii (ZHANG et
al., 2001). Esferas magnéticas foram, entdo, acopladas & DBA e foram capazes de se
ligar em paredes de cistos rompidos mecanicamente produzidos in vitro e in vivo
(ZHANG et al., 2010).

A Sl descrita nessa tese representa um método Unico que combina a capacidade
de separar esporocistos ou cistos de T. gondii. Como mostrado acima, quando o0s
esporocistos foram isolados por esse método, ndo houve contaminacdo com paredes de
oocistos, oocistos “branqueados”, ndo esporulados, quebrados ou intactos. Também nao
observamos a ligacdo do complexo esfera-AcMo aos detritos presentes no sedimento de
oocistos, pois normalmente estdo presentes ap6s a flutuacdo com sacarose. O AcMo
usado nesse trabalho pertence a classe 19G, o que parece minimizar a ligagdo nao
especifica do AcMo em detritos, conforme testado em um método de separacdo
imunomagneética anteriormente para captura de oocistos de T. gondii utilizando
anticorpos IgM (DUMETRE et al., 2005).

Os cistos teciduais sdo maiores e mais frageis que os esporocistos, portanto, a
lavagem do complexo cisto/esfera e esporocisto/esfera foi realizado de maneira
diferente. Para a lavagem do complexo com esporocisto foi utilizado o vortex, porém
como esse equipamento pode danificar os cistos, a lavagem do complexo com os cistos

foi realizada pipetando a amostra usando pipetas automaticas de 1 ml.



5.7 CONCLUSAO

Um método de Sl baseado no uso de um AcMo IgG que reconhece parede de
cisto tecidual e esporocisto de T. gondii foi elaborado. A Sl descrita permite isolar
cistos produzidos em cultura de células, bem como fracGes purificadas de esporocistos e
paredes de esporocistos quando oocistos sdo usados como material de partida. Os
procedimentos aqui relatados deverdo facilitar a identificacdo de moléculas nas paredes

dos esporocistos e cistos de T. gondii.
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6. CAPITULO 02: CARACTERIZACAO ELETROFORETICA DE PROTEINA
DE TOXOPLASMA GONDII

6.1 RESUMO

Toxoplasma gondii é um parasito intracelular distribuido em todo o mundo, que infecta
cerca de um terco da populacdo mundial. Os cistos teciduais do parasito, encontrados
em infeccdes latentes, tém papel importante na transmisséo de T. gondii. Recentemente,
foi caracterizado um anticorpo monoclonal denominado K8/15-15, que reconhece
antigenos nas paredes de cistos e esporocistos do parasito. No estudo corrente,
objetivamos isolar a proteina alvo reconhecida pelo AcMo K8/15-15. Para a
concentracdo desse antigeno, uma grande quantidade de cistos foi produzida em cultura
celular com uma cepa de T. gondii isolada de galinha. Em seguida, os cistos gerados in
vitro foram capturados utilizando-se técnica de separagdo imunomagnética. O
isolamento do antigeno alvo foi realizado por imunoprecipitacdo e o material obtido foi
separado por meio de eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de
sodio (SDS-PAGE). Duas bandas de aproximadamente 381 e 272 kDa foram
identificadas por IMUNOBLOT. A proteina também foi visualizada em gel corado com
azul de Comassie G-250, evidenciando a viabilidade das técnicas de separacédo
imunomagnética e imunoprecipitacdo realizadas com esse AcMo. Os resultados aqui
obtidos possibilitardo, em experimentos futuros, a completa caracterizacdo da proteina
alvo do AcMo KB8/15-15, empregando-se, especialmente, sequenciamento por

espectrometria de massas da proteina isolada.

Palavras-chave: anticorpo monoclonal, cisto, esporocisto, parasito



6.2 ABSTRACT

Toxoplasma gondii is a worldwide distributed parasite, that infects approximately one
third of the human population. Tissue cysts of the parasite, observed in latent infections,
have a major hole in T. gondii transmission. Recently, a monoclonal antibody named
K8/15-15 was characterized; it has the unique ability to recognize antigens in tissue cyst
and sporocyst walls of the parasite. In the current study, we aimed to isolate the target
protein recognized by the mAb K8/15-15. To concentrate the referred antigen, a great
amount of tissue cysts was produced in cell culture using a T. gondii strain isolated from
chicken. Then, the in vitro generated tissue cysts were captured by immunomagnetic
separation. Isolation of the target antigen was conducted by immunoprecipitation and
the obtained material was separated by polyacrilamide gel electrophoresis with sodium
dodecyl sulfate (SDS-PAGE). Two bands of approximately 381 and 272 kDa were
identified by IMUNOBLOT. The proteins were also visualized in SDS-PAGE stained
with Comassie blue G-250, showing the viability of immunomagnetic separation and
immunoprecipitation using this mAb. The results obtained here will favor further
studies aiming the complete characterization of the protein recognised by mAb K8/15-

15, in particular, sequencing the isolated protein by mass spectrometry.

Keywords: monoclonal antibody, cyst, sporocyst, parasite



6.3 INTRODUCAO

Estima-se que um ter¢o da populagdo mundial esteja infectada por Toxoplasma
gondii, um protozoario coccideo formador de cisto capaz de infectar, virtualmente,
qualquer tipo de célula nucleada. A toxoplasmose, doenga causada pelo parasito, é uma
zoonose relevante para saude humana e animal, pois pode levar a abortos ou anomalias
congénitas em seus hospedeiros intermediarios (TENTER et al., 2000).

Os taquizoitos, bradizoitos e esporozoitos representam as formas infectantes de
T. gondii, sendo os bradizoitos encontrados em cistos teciduais, e 0s esporozoitos, em
oocistos esporulados (LINDSAY et al., 1991). A ingestdo de cistos teciduais e de
oocistos esporulados sdo as formas mais recorrentes de infeccdo horizontal pelo parasito
(DUBEY, 2004). A diferenciacdo dos taquizoitos em bradizoitos e a manutenc¢do dos
cistos nos tecidos sdo essenciais para a transmissao de T. gondii.

A infeccdo aguda pode ser reativada em hospedeiros infectados cronicamente
pelo rompimento dos cistos teciduais de T. gondii, em razdo da imunossupressao dos
hospedeiros. Assim, 0s cistos teciduais servem de reservatorio para a reativacdo do
parasito (TOMITA et al., 2013). A persisténcia do cisto tecidual varia de acordo com a
duracéo da infeccéo, cepa infectante e hospedeiro infectado (DUBEY, 1998 8796).

Atualmente, ndo existe qualquer vacina disponivel para a prevencao da infeccao
por T. gondii em humanos e ndo hé terapia capaz de erradicar o parasito (REZAEI et al.,
2019). Identificar antigenos imunogénicos essenciais para o desenvolvimento do
parasito in vitro e in vivo € um dos primeiros passos para producdo de vacinas. Nos
ultimos anos, esforgos constantes dos pesquisadores mostraram avangos consideraveis
para esclarecer os diferentes aspectos da biologia celular e molecular do parasito, a
exemplo da identificacdo de antigenos secretados pelas rdptrias, micronemas, granulos
densos e antigenos de superficie (FOROUTAN et al., 2019).

Alguns antigenos presentes nas paredes de cistos ja foram caracterizados,
incluindo CST1, CST2, CST3, BPK1, MCP4, MAGL1, GRA2, GRA3 e GRA5. Embora
a exclusdo isolada dos genes precursores de algumas dessas proteinas ndo tenha
impedido a formagéo de cistos in vitro, o blogueio da producdo de CST1 e CST2 pelos
parasitos transgénicos resultou em menor viruléncia in vivo quando inoculados em
camundongos (TU et al.,, 2019). A exclusdo de BPK1 mostrou uma reducdo na

habilidade do parasito em causar infec¢do oral em murinos (BUCHHOLZ et al., 2013).



Faz-se necessario 0 estudo continuo de proteinas que possam ser utilizadas para
a elaboracdo de medicamentos e/ou vacinas, tendo em vista a importancia da
prevaléncia da infeccdo pelo parasito em humanos e a gravidade da doenca em
hospedeiros suscetiveis. Recentemente, foi descrito, pela primeira vez, um anticorpo
monoclonal (K8/15-15) que possui a capacidade Unica de reconhecer antigenos tanto na
parede de cistos quanto na parede de esporocistos de T. gondii (GONDIM et al., 2016).
No presente estudo, realizamos as técnicas de Western blot, imunoblot, separacédo
imunomagnética e imunoprecipitacdo, que podem ser utilizadas para obtencdo de
antigeno purificado reconhecido pelo AcMo K8/15-15.

6.4 METODOLOGIA

6.4.1 Obtencdo do anticorpo monoclonal K8/15/15 e antigeno de Toxoplasma gondii

O anticorpo monoclonal (AcMo) K8/15-15 foi produzido em dois camundongos
BALB/c imunizados com antigeno oriundo de fragmentos de oocistos de T. gondii no
Instituto Federal de Saude Animal Friedrich-Loeffler, Alemanha, e cedido para a
realizacdo desse estudo (GONDIM et al., 2016). O isolado utilizado para a producao
dos cistos, nominado TgCkBr284, estava sendo mantido em nitrogénio liquido no
Hospital de Medicina Veterinaria Renato R. de Medeiros Neto — UFBA e foi cedido
pelos pesquisadores que isolaram o parasito de galinhas de vida livre (GONCALVES et
al., 2012). O isolado TgCkBr284 possui caracteristicas moleculares tipicamente
encontradas em isolados brasileiros do parasito, ou seja, um alto grau de recombinacéo
genética (ROCHA et al., 2018).

6.4.2 Formacao de cistos de Toxoplasma gondii in vitro

Células renais de macacos (MARC-145) foram mantidas no Laboratério de
Pesquisa em Protozoarios Coccidios (LPPC), situado no Hospital de Medicina
Veterinaria Renato R. de Medeiros Neto - UFBA. As células foram cultivadas em
quatro frascos de 175cm? (CellStar®) contendo meio RPMI (Roswell Park Memorial

Institute), suplementado com 5% de soro fetal bovino e 1% de antibidtico com



antimicotico (100U penicilina e 100ug de estreptomicina/ml) e mantidas a 37 °C em
estufa dmida contendo 5% de CO, até a formacdo de monocamada completa.

Posteriormente, adicionaram-se taquizoitos de TgCkBr284 e, ap6s 24h, os
frascos foram transferidos para uma estufa a 37 °C, porém, sem suprimento de CO..
Utilizou-se meio de cultura alcalinizado (pH 8,1) por meio da adicdo de hidréxido de
sodio (NaOH) 1M, sendo a troca de meio realizada a cada 24 horas e a cultura mantida
por quatro dias subsequentes.

Apobs esse periodo, o meio foi retirado dos frascos e 8 ml de tripsina foram
adicionados em cada frasco. Apoés a acdo da tripsina (10-15 minutos) foram adicionados
8 ml de meio de cultura. O contetdo foi transferido para tubos conicos de 15 ml e
centrifugado a 24°C, 300 g, sem freio. Posteriormente, o sobrenadante foi descartado e o
pellet alocado em tubo de 1,5ml. Frascos contendo apenas células Marc-145 néo
infectadas, foram submetidos ao mesmo processo descrito acima e originaram os pellets

usados como controle.

6.4.3 Separacdo imunomagnética

Esferas magnéticas comerciais (IgG Dynabeads® Catalogo 11033), com 4,5 um
de didmetro, ligadas em sua superficie, de forma covalente a IgG caprino anti-lgG
murino, foram ressuspendidas durante 40 segundos em vértex no préprio frasco em que
estavam acondicionadas. Posteriormente, 1ml de tamp&o de isolamento (solucgéo fosfato
salina com 0,1% de albumina sérica bovina liofilizada e 2 mM de &cido etilenodiamino
tetra-acético, pH 7.4) foi adicionado a um tubo de 1,5ml e 25ul de esferas também
foram acondicionadas no mesmo tubo. Posteriormente, o tubo foi inserido em suporte
magnético (LifeSep magnetic separation stand, Sigma®) e, apds um minuto, o contetido
ndo atraido para a parede do tubo proximo ao suporte foi descartado. Adicionaram-se as
esferas 200l de AcMo K8/15-15 na diluicdo de 1:10 em tampéo de isolamento (TI) e
colocou-se 0 tubo em homogeneizador orbital (HulaMixer® Sample Mixer) & 24°C
durante 40 minutos a 4 rpm (rotagdo por minuto).

Ap0s esse periodo, o tubo foi novamente acoplado em suporte magnético (SM)
durante um minuto e, em seguida, o conteldo ndo atraido para a parede do tubo foi
descartado. O tubo foi, entdo, removido do suporte e 1ml de TI foi adicionado ao tubo.

As etapas de acoplamento ao SM, remocdo do conteudo nédo atraido, retirada do SM,



adicdo de 1ml de TI foi realizada mais duas vezes. ApOs essas etapas, as esferas
acopladas ao anticorpo foram ressuspendidas em 1ml de tampdo de isolamento e
armazenadas em frasco estéril a 4°C até o uso.

Esferas acopladas ao AcMo foram adicionadas aos pellets oriundos do cultivo e
adicionadas em tubo de 1,5ml. Para cada pellet oriundo de um frasco de 175 cm?, 200 pl
de esferas acopladas ao anticorpo monoclonal K8/15-15 mais 400 ul de Tl foram
utilizados. O tubo foi inserido em homogeneizador automatico a 24°C durante 20
minutos a 4 rpm. ApoGs esse periodo, o tubo foi inserido em SM por dois minutos. O
conteldo ndo aderido a parede foi removido, restando apenas as esferas acopladas aos
cistos. O tubo foi retirado do SM e adicionou-se 1 ml de TI. Trés pipetagens suaves
foram realizadas a fim de homogeneizar a amostra para posterior lavagem. Novamente,
o tubo foi colocado em SM e o contetdo ndo aderido apds um minuto foi descartado. O
tubo foi retirado do SM e 1ml de TI foi adicionado a ele. O contetdo foi novamente
homogeneizado por pipetagens suaves, seguido de acoplamento em SM por um minuto
e retirada do conteudo ndo atraido. Foram adicionados 100ul de PBS e o contetdo foi

utilizado para a realizacao da técnica de imunoprecipitacao.

6.4.4 Imunoprecipitacao

O protocolo foi realizado de acordo com o manual do kit comercial empregado
(Pierce Classic IP Kit® Catalogo 26146, Thermo) e sem modificacdes. Os tubos
contendo cistos ligados as esferas imunomagnéticas foram centrifugados a 1.000 g
durante 10 minutos a 4 °C sem freio. O PBS contido nos tubos foi descartado e os
pellets ressuspendidos em 1ml de tampéo de lise gelado (0,025M Tris, 0,15M NacCl,
0,001M EDTA, 1% NP-40, 5% glicerol, pH 7,4). Os tubos foram entdo incubados em
gelo durante 5 minutos e, posteriormente, centrifugados a 13.000g durante 10 minutos a
4°C para deposicdo dos debris celulares.

Apos a centrifugacdo, os sobrenadantes foram transferidos para colunas de
centrifugagdo inclusas no kit. As colunas foram previamente lavadas com 160 pl de
Controle de Resina de Agarose (incluido no kit) e 100 pl de uma solugéo (0.1M fosfato
de sddio, 0.15M cloreto de sodio, pH 7.2) preparada previamente. As colunas contendo
os sobrenadantes foram vedadas com plugue e incubadas por 30 minutos a 4°C em

homogeneizador orbital. Posteriormente, os plugues foram retirados e as colunas



acopladas a tubos de 1.5ml. As colunas com os tubos foram centrifugadas a 1.000 g
durante um minuto. Os conteudos coletados nos tubos foram transferidos para novas
colunas contendo 20 ul de proteina A e 30 pl de anticorpo monoclonal K8/15-15 cada,
previamente incubados durante uma hora.

As colunas permaneceram por 12h em homogeneizador orbital a 4°C para a
formacdo do imunocomplexo com plugues. ApoOs esse tempo, os plugues foram
retirados e as colunas centrifugadas durante um minuto a 1.000 g, seguido de trés
lavagens com 200 pl de tampédo de lavagem. Posteriormente, foi adicionado o tampéo
de condicionamento (incluido no kit) e realizada nova centrifugagdo. Foram adicionados
5 ul de tampdo com marcador de corrida ndo reduzido e 5ul de agua ultrapura a cada
coluna. Um tubo coletor de 1,5ml contido no kit foi alocado abaixo de cada coluna. Para
a eluicdo do imunocomplexo, as colunas ficaram incubadas com tubo coletor a 100°C
durante 10 minutos em banho-maria. As colunas foram posteriormente descartadas e o
contelldo passado através dela contendo a proteina foi mantido no tubo coletor sob

refrigeracdo até o momento do uso.

6.4.5 Imunoblot

A técnica de Western blot foi realizada de acordo com Towbin e colaboradores,
com pequenas modificagbes. Resumidamente, o0 contetdo obtido pela
imunoprecipitagdo foi separado por eletroforese em gel de poliacrilamida & 5% com
dodecil sulfato de s6dio (SDS-PAGE) durante 1 hora e 20 minutos (120 V, 500 mA e
150 W) em camara de eletroforese vertical (Mini-protean®).

Apos a eletroforese, parte do gel contendo o imunoprecipitado foi seccionada e
corada com azul de Comassie G-250 para visualizar a proteina alvo. Outra parte do gel,
contendo o imunoprecipidado e o controle, foi transferida para uma membrana de
fluoreto de polivinilideno (PVDF) durante 1h30 por transferéncia eletroforética (5V, 70
mA e 5 W). A membrana foi, em seguida, bloqueada durante 30 minutos com PBS
adicionado de 2% gelatina em po pura e 0,05% Tween-20. Apés o blogueio, a
membrana foi seca em temperatura ambiente e guardada entre papel filtro a -20 °C até o
uso.

Para o imunoblot, o0 AcMo foi utilizado na diluicdo de 1:10 e permaneceu
incubado durante 1 h com a membrana. Ap6s 5 lavagens com PBS adicionado de

Tween-20 a 0,05%, foi adicionado o anticorpo secundario anti-lgG de camundongo



conjugado com peroxidase, na diluicdo de 1:600, que também permaneceu incubado
durante 1 h. Apos trés lavagens com PBS Tween-20 (0,05%) e trés lavagens com PBS,
as reagdes foram reveladas com 3,3’-diaminobenzidina tetrahidroclorido (DAB) na

presenca de peroxido de hidrogénio.

6.5 RESULTADOS
6.5.1 Separacdo imunomagnética e imunoprecipitagio

Cistos de T gondii foram produzidos in vitro e capturados com sucesso por
separacdo imunomagnética (Figura 1). Foram necessarios o cultivo de 4 frascos de
175cm? para obtencdo de cada pellet contendo material necessario (500-1000ug) para

cada reacao de imunoprecipitacédo (IP).

Figura 1. Cisto de Toxoplasma gondii produzido in vitro apos separacdo imunomagnética utilizando

esferas ligadas covalentemente ao anticorpo monoclonal K8/15-15.
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Fonte:REZENDE-GONDIM (2020)

6.5.2 Imunoblot

Foram observadas duas bandas de peso molecular aproximado de 170 e 132 kDa no
imunoblot do imunoprecipitado contendo células Marc-145 infectadas com TgCkBr284 e
células Marc-145 ndo infectadas (Figura 2A). Outras duas bandas de aproximadamente 381

e 272 kDa também foram observadas no imunoprecipitado contendo células Marc-145



infectadas com TgCkBr284 e ndo observadas no grupo controle. Essas mesmas bandas
foram observadas em gel corado com azul de Comassie (Figura 2B). Nenhuma banda foi
reconhecida pelo AcMo K8/15-15 quando células Marc-145 ndo infectadas e que ndo
passaram pelo processo de captura e imunoprecipitacdo foram submetidas ao imunoblot. O
peso molecular das bandas foi estimado por regressdo linear com formula obtida
utilizando as distancias entre os fragmentos e o peso do padrdo de massa molecular

como referéncia.

Figura 2. Proteinas reconhecidas pelo anticorpo monoclonal K8/15-15 ap6s separa¢éo imunomagnética
(SI) e imunoprecipitacdo. M: marcador de peso molecular em kDa . (A) Membranas de PVDF
apds imunoblot, 1: Proteinas de T. gondii ; 2: Célula Marc-145 (B) C: Gel contendo antigenos

de T. gondii corado com azul de Comassie.
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Fonte: REZENDE-GONDIM (2019)

6.6 DISCUSSAO

No presente estudo foram utilizadas técnicas de captura imunomagnética,
imunoprecipitacdo e Western blot/imunoblot para o isolamento de proteina reconhecida
por um AcMo (K8/15-15) murino. O resultado das tecnicas utilizando-se o AcMo foi
comparado com o controle, em que somente células Marc-145 foram empregadas como

antigeno para detectar a presenca de bandas inespecificas. Duas bandas (~ 381 e 272



kDa) de proteinas presentes nas paredes de cistos e esporocistos, possuindo alto peso
molecular (>250 kDa) foram descritas pela primeira vez. Nossos resultados mostraram
que a combinacdo das técnicas, juntamente com o processo de formacao de cistos in
vitro, possibilita o isolamento da proteina.

Uma pré-andlise da proteina reconhecida pelo mesmo anticorpo foi descrita
anteriormente (GONDIM et al., 2016), contudo, a visualizacdo das bandas ndo se deu
da mesma forma como apresentada nesse capitulo. Também ndo foram utilizadas
técnicas de captura e imunoprecipitacdo para purificacdo da mesma, além de nao ser
apresentado dados sobre a visualizacdo em gel de Comassie, dado importante quando
pretende-se caracterizar a proteina por espectrometria de massas.

Outras proteinas, como a reconhecida pelo AcMo CC2, além da proteina CST1,
também apresentam alto peso molecular, sendo eles 350 e 250 kDa, respectivamente
(TOMITA et al., 2013; GONDIM et al., 2016). Embora o AcMo CC2 reaja com uma
proteina com peso molecular semelhante a proteina reconhecida pelo AcMo K8/15-15,
ndo se trata da mesma proteina, pois CC2 reconhece antigenos presentes em taquizoitos,
caracteristica ndo comum a proteina isolada nesse trabalho.

Especula-se que a proteina reconhecida pelo AcMo K8/15-15 tenha sido
glicosilada ou modificada em um ou mais residuos de aminoacidos, por isso foram
apresentadas duas bandas. Outras possiveis causas de separacdo de bandas, como
auséncia de inibidor de proteinase ou 0 uso da amostra ndo fresca, foram excluidas
desse trabalho, pois o inibidor de protease foi utilizado e as amostras foram testadas por
SDS-PAGE imediatamente apds a imunocaptura.

O primeiro anticorpo monoclonal (AcMo) capaz de reconhecer antigenos
presentes em esporocistos e cistos produzidos in vivo ou in vitro de T. gondii foi
descrito pela primeira vez em 2016 por Gondim e colaboradores (Gondim et al., 2016).
O AcMo K8/15-15 mostrou-se, entdo, Gtil na identificacdo desses estagios do parasito,
com potencial para ser empregado em estudos protedmicos e identificacdo de novos
componentes das paredes de cistos e esporocistos.

Proteinas como CST1 e SRS13 sdo encontradas em cistos de T. gondii e, embora
parasitos nocauteados para a proteina SRS13 (mutados em laboratério) se multipliqguem
e apresentem caracteristicas de encistamento similares aos ndo mutados, isso ndo ocorre
com parasitos que ndo produzem CST1, revelando assim, a importancia dessa proteina
na manutencéo dos cistos celulares (TOMITA et al., 2013; TOMITA et al., 2018).



Além da detec¢do do antigeno reconhecido pelo AcMo K8/15-15, é interessante
analisar quais os efeitos na formacdo de cisto apos a delecdo do gene que produz esse
antigeno. Além disso, avaliar se ha ou ndo resisténcia a infecgdo apos a imunizagéo de
animais com o antigeno reconhecido é outra informacdo importante a ser buscada, pois
sabe-se que esses estudos nesta linha ja& mostraram capacidade de aumentar a sobrevida
de animais e diminuir o numero de cistos formados em animais imunizados (REZAEI et
al., 2019; ZHANG et al., 2019). Para tais analises, faz-se necessario, primeiramente, a
caracterizacdo do antigeno, sendo o sucesso no isolamento do mesmo o primeiro passo
para tais estudos.

Como mostrado nos resultados acima, 0 AcMo K8/15-15 também reconheceu
proteinas cisticas de outra cepa de T. gondii, demonstrando, assim, que a proteina
reconhecida pelo anticorpo nédo € exclusiva da cepa ME49. O uso de antigeno obtido de
células hospedeiras (Marc-145), utilizado como controle, foi importante para se
descartar possiveis reacdes cruzadas induzidas por possiveis proteinas semelhantes

aquelas reconhecidas pelo AcMo K8/15-15.

6.7 CONCLUSAO

Foi isolada com sucesso a proteina reconhecida pelo AcMo K8/15-15 apds a
captura imunomagnética e imunoprecipitacdo. Bandas de aproximadamente 381 e 272
kDa foram detectadas e isoladas em gel corado por azul de Comassie, possibilitando a
conducdo de andlises protedmicas em estudos futuros. A identificacdo dessa proteina
por espectrometria de massas possibilitara o desenvolvimento de experimentos a fim de

avaliar o uso potencial dessa proteina em testes diagndsticos ou em vacinas.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

A técnica de separacdo imunomagnética apresentada neste estudo foi capaz de
capturar uma grande quantidade de cistos produzidos in vitro, aumentar a relagdo
cisto/célula hospedeira, eliminar a contaminacéo do material isolado in vivo e eliminar a
presenca de oocistos ndo esporulados em materiais isolados de esporocistos. O
protocolo de SI concebe, entdo, uma nova opcdo para a concentracdo de cistos e
esporocistos de T. gondii em futuros estudos.

A proteina reconhecida pelo AcMo K8/15-15 foi isolada com éxito pelas
metodologias propostas neste estudo, possibilitando, assim, que analises como
espectrometria de massas sejam realizadas. A identificacdo dos peptideos, potencial
imunogénico e identificacdo das caracteristicas relacionadas a esta proteina podem ser
de grande relevancia, pois é a Unica descrita presente em paredes de cistos e de
esporocistos do parasito.

Durante a realizacdo dos experimentos direcionados a tese, um caso suspeito de
neosporose/toxoplasmose canina foi investigado e o diagnostico soroldgico, isolamento
e caracterizagdo molecular da cepa isolada foram realizados. Esses resultados
encontram-se como anexo dessa tese, uma vez que ndo estdo relacionados diretamente

aos experimentos principais propostos no projeto.
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Toxoplasma gondii is commonly transmitted among animals and humans by
ingestion of infected animal tissues or by consumption of food and water
contaminated with environmentally-resistant oocysts excreted by cats. Tissue
cysts and oocysts have different walls, whose structures and compositions
are poorly known. Herein, we describe an immunomagnetic separation (IMS)
method that was successfully used for purification of T. gondii tissue cysts
generated in cell culture. We used an IgG monoclonal antibody (mAb) that
reacts against antigens in tissue cyst walls. Many in vitro produced cysts were
obtained by this IMS; >2,000 T. gondii cysts were isolated from a single culture
flask of 25 cm?. Tissue cysts from two Hammondia spp., H. hammondi, and H.
heydorni, produced in cell culture were also separated using this method. As a
reference, purification of tissue cysts by Percoll gradients was used. Percoll was
able to separate T. gondii tissue cysts produced in mice but was not suitable
for purifying T. gondii tissue cysts produced in vitro. The IMS described here
should favor proteomic studies involving tissue cysts of T. gondii.

KEYWORDS

monoclonal antibody, tissue cyst wall, Toxoplasma gondii, Hammondia hammondi,
Hammondia heydorni, immunomagnetic

Introduction

Toxoplasma gondii is a globally distributed protozoan parasite, which can infect
almost all warm-blooded animals, including humans (1). The two parasite stages
involved in its oral horizontal transmission are tissue cysts (TC) and oocysts. Tissue
cysts are formed in brain, muscles and other organs of mammalian and avian hosts;
they may contain thousands of bradyzoites (2). Animals and humans are mainly infected
by consuming TC in raw or undercooked animal tissues and oocysts in contaminated
food or water. Other ways of transmission include transplacental infection, organ
transplantation, blood transfusion, and accidental inoculation using needles, but the
infection by ingestion of oocysts and TC are believed to occur more often (3).
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Currently, there is no effective way to eliminate TC in
live animals. Tissue cysts possess walls, whose composition
and structures are poorly known. The TC wall is formed by a
combination of molecules from the host cell and by proteins
secreted by the parasite, that confers both resistance to the
TC, as well as helps the parasite to evade the host immune
system (4, 5). Several proteins have been identified in the TC
wall, including a 65KDa protein abundant in its matrix (6), the
CST1 protein, which is associated to the integrity of in vivo
produced TC (7), and BCP1, which is also essential to cyst wall
formation (8). A study using a promiscuous biotin ligase allowed
the identification of previously described cyst wall proteins of T.
gondii, as well as undescribed ones (9).

A crucial step to better understand the composition of the
TC wall of T. gondii is to obtain purified TC. A monoclonal
antibody (mAb) initially established to bind oocysts and
designated K8/15-15 was shown to also bind to TC walls of
T. gondii (10). In addition, this mAb also binds to cyst walls
of related coccidia, including Neospora caninum, Hammondia
hammondi, and Hammondia heydorni (10). In the present study,
we describe an immunomagnetic separation (IMS) method to
obtain purified TC of T. gondii. In addition, the IMS was
also qualitatively tested to capture in vitro produced TC of H.
hammondi and H. heydorni.

Materials and methods

Study design

An IMS method was developed focusing the purification of
T. gondii cysts produced in cell culture. The method was initially
tested using T. gondii tissue cysts produced in mice, as well
as in vitro generated cysts of Hammondia spp., which became
available from a previous experiment (10). Subsequently, the
IMS method was tested in different conditions (direct and
indirect capture at two different temperatures) using T. gondii
cysts generated in cell culture (Figure 1). Parasites were grown
as tachyzoites in Monkey Kidney cells (Marc-145) and submitted
to stress conditions to induce cyst formation. In vitro generated
TC were tested by IMS and the captured cysts were quantified.
Non-specific binding of host cells was tested with the magnetic
beads and mAb. Purification of in vitro produced cysts was also
attempted by Percoll gradients.

Cell culture and in vitro production of
cysts

Monkey kidney cells (Marc-145) (ATCC® CRL-12231)
were selected for this study, as these cells have been shown
to resist to stress conditions during cell culture for in
vitro production of N. caninum cysts (11). Marc-145 cells
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were cultured in RPMI medium supplemented with 1%
antibiotic/antimycotic solution (100 units/mL of penicillin,
100 pg/mL of streptomycin and 0.25 pg/mL of amphotericin B)
(Gibco
(Invitrogen/Gibco

, Carlsbad, USA) and 5% of inactivate bovine serum
, Auckland, NZ), at 37°C in a humidified
incubator containing 5% CO;.

For T. gondii in vitro cyst production, 7 x 10° Marc-145
cells were placed in 25 cm? flasks and after 48h, 7 x 10°
tachyzoites of a chicken isolate of the parasite (TgCkBr284)
(12, 13) were added to the flask; 24 h after infection, cultures
were transferred to an incubator with no CO; supply. Culture
medium was replaced by alkalinized medium (pH 8.1) by adding
IM NaOH (18). Alkalinized medium was replaced every 24 h
for four consecutive days. Cell monolayers were trypsinized,
and after detachment of the cells from the flask surface, trypsin
was blocked by adding 2 ml of fresh medium (RPMI with 1%
antibiotic/antimycotic and 5% of inactivate bovine serum). The
content from each flask was transferred to a 15 ml-tube. Aliquots
were collected from each tube and placed on teflon-coated slides
for immunofluorescence examination. These in vitro produced
cyst suspensions were named “pre-capture” samples. The 15
ml-tubes were centrifuged (300 g, at 24°C, no brake), the
supernatant discarded and the sediment used for IMS.

Magnetic beads and magnetic particle
separator

Magnetic beads with diameters of 4.5um and coated
with goat anti-mouse IgG (Dynabeads ~, Invitrogen by Life
Technologies) were used. The antibodies attached to these beads
can react with the heavy chain of mouse IgG. The minimal
volume of beads per reaction suggested by the manufacturer is
25l (~1 x 107 beads). However, we used 5 pul (~2 x 106 beads)
or 10 pul (~4 x 10° beads) of the original bead suspension per
reaction. In case of the production of 2,500 cysts in a culture
flask, using 5 pl of beads would result in 800 of beads for each
cyst of T. gondii. A magnetic particle separator (MPS) (MPG®
3-in-1 MPS ™, Lincoln Park, USA) which contains inserts for
tubes of 1.5, 15, and 50 ml was used to bind beads.

Washing and coupling magnetic beads to
the monoclonal antibody K8/15-15

The method used to couple the mAb to anti-mouse IgG
magnetic beads was executed similarly as suggested by the
manufacturer but was slightly modified and adapted for 1.5 ml
tubes. The original 5-ml vial containing the beads (4 x 108
beads/ml) was vortexed for 40s, and 25 pl (~1 x 107 beads)
were transferred to a 1.5-ml centrifuge tube. The beads were
suspended in 1 ml of an isolation buffer (PBS free of Ca®* and
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FIGURE 1
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Immunomagnetic separation of Toxoplasma gondii tissue cysts (TC). (A) In the direct capture, magnetic beads coated with goat anti-mouse IgG
are firstly incubated with the monoclonal antibody (mAb) K8/15-15. Then, the cell suspension containing TC are incubated with the beads. (B) In
the indirect method, the cell suspension containing tissue cysts are firstly incubated with the mAb, followed by incubation with the magnetic
beads. (A,B) The beads bound to TC are magnetically captured by the magnetic support (magnetic cell separator).

Mg? with 0.1% BSA and 2mM EDTA, pH 7.4) and placed on
a magnetic particle separator (MPS) for 1 min. The supernatant
was discarded using an aspiration pump while the tube was still
on the MPS. The tube was removed from the MPS, and the beads
resuspended with 25 pl of isolation buffer.

Two hundred pl of the mAb K8/15-15 (hybridoma
supernatant) at 1:10 or 1:5 dilutions in isolation buffer was
homogenized with the beads (25 pl) and incubated at 7°C in
a mixer with gentle titling of the tubes every 3-4 min. The tube
was placed on the MPS for 1 min and the supernatant aspirated
and discarded while the tube was on the MPS. The tube was
removed from the MPS, and 1.5 ml of isolation buffer was added
to wash the excess of unbound antibodies. The supernatant was
removed while the tube was attached to the MPS by using a
suction device. The washing step was repeated once. The tube
was removed from the MPS, and the beads suspended with 1 ml
of isolation buffer. This suspension containing the beads coupled
to the mAb was stored at 4°C. At the end of the mAb-beads
coupling procedure, the volume of beads in 1 ml was 6.4 x 10°,
which was divided in fractions of 200 1 (1.26 x 10° beads per
aliquot) for subsequent experiments.

IMS of tissue cysts produced in mice and
cysts of related coccidia

Two C57 mice were each intraperitoneally inoculated with
two tissue cysts of the ME-49 strain of T. gondii. Four
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months later, the mice were euthanized, and their brains
aseptically removed. The two mice were used in a previous
experiment (10), approved by the Landesamt fiir Landwirtschaft,
Lebensmittelsicherheit und Fischerei of the German Federal
State of Mecklenburg-Vorpommern. Each mouse brain was
homogenized in 600-800 1 of PBS/T (0.05% Tween 20) using
a glass tissue grinder and TC quantified by microscopically
counting three aliquots of 10 pl of the brain suspension on a
glass slide with a coverslip at 200 x magnification. The TC were
concentrated by Percoll gradients in 15-ml plastic centrifuge
tubes, as previously described (14, 15). In brief, 10 ml of PBS/T
(0.05% Tween 20) were added to 1 ml of the brain suspension.
Then, 1.5ml of 30% Percoll in PBS/T and 1.5 ml of 90% Percoll
in PBS/T were consecutively underlayered to the bottom of the
brain suspension. The tube was centrifuged at 1,500 g at 4°C for
15 min. The entire content of the 30 and 90% Percoll gradients
were collected, added to a 50 ml centrifuge tube, and the tube
filled with PBS to the top. The tube was centrifuged for 1,200 g
for 10 min at 4°C, the supernatant discarded, and the sediment
resuspended with 200 w1 of PBS.

The TC, which had been purified by Percoll gradients, were
mixed with 200 pl of isolation buffer. Each fraction of tissue cysts
was added to a 1.5-ml tube containing 200 pl of the magnetic
beads coupled with the mAb K8/15-15. The tube was incubated
for 20 min at 7°C in an automated mixer. Each tube was placed
in the MPS for 2 min and while it was there, the supernatant
was discarded by aspiration. The tube was removed from the
MPS, and 1 ml of isolation buffer was added. The solution was
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pipetted 2-3 times and the tube placed in the MPS for 2 min.
The supernatant was aspirated and discarded. This washing step
was repeated twice. The tube was removed from the MPS, and
the beads suspended with 100 pl of PBS. An aliquot of 10 pl
was observed at a Nikon Eclipse-Ti microscope at 200, 400, and
600x magnifications. The images were evaluated using phase
contrast microscopy.

Cysts of H. hammondi and H. heydorni were generated
in a finite bovine embryo heart cell line (KH-R; Friedrich-
Loeffler-Institut, cell line No. RIE 090), as previously described
(10). In brief, supernatants of the 25 cm?-flasks containing
H. hammondi and H. heydorni cultures were individually
aspirated and centrifuged at 200 g for 10 min. The sediment
was suspended with 200 pl of isolation buffer and added to
400 pl of magnetic beads coupled to the mAb K8/15-15. The
material was incubated at room temperature for 30 min in
continuous agitation, and after this step, placed on the MPS. The
supernatant was discarded, and the beads were re-suspended
in 100 pl of isolation buffer. Two aliquots of 10 nl each were
observed at the microscope. A sample of H. heydorni cysts was
examined by immunofluorescence, but instead of a FITC anti-
mouse IgG conjugate, an anti-mouse IgG coupled with a red
fluorochrome was employed (Alexa fluor 555, Invitrogen).

IMS of in vitro produced cysts

IMS for in vitro produced cysts of T. gondii was tested by
direct and indirect methods, each one evaluated in two reaction
temperatures (4 and 24°C), in total four tests. These tests were
also examined using non-infected host cells (prior and post-
immunomagnetic capture) to test the specificity of the method.
The cells were counted in a Neubauer chamber.

Direct capture of in vitro produced cysts
(tests 1 and 2)

The mAb K8/15-15 was diluted 1:10 in isolation buffer (200
1) and was incubated with 20 pl of washed magnetic beads in a
tube of 1.5 ml. The tube was agitated at 4°C (test 1) or 24°C (test
2) for 40 min using an automated mixer, followed by placement
of the tube on the MPS for 1 min. Then, the supernatant was
collected and discarded, and the tube removed from the MPS.
Isolation buffer (1.5 ml) was added to the tube, which was placed
again for 1 min on the MSP. The supernatant was collected and
discarded. This step of addition and removal of isolation buffer
was repeated as above, and the beads were finally suspended in
1 ml of isolation buffer and stored in a sterile 1.5 ml tube at 4°C.

Pellets containing non-infected Marc-145 cells and in vitro
produced cysts of T. gondii were each mixed with 250 pl of
isolation buffer and 250 pl of magnetic beads coupled to mAb
K8/15-15. Each suspension was placed in a 1.5ml tube. The

Frontiersin Veterinary Science

04

10.3389/fvets.2022.1033380

tubes were agitated at 4°C (test 1) or 24°C (test 2) for 20 min
using an automated mixer, then, placed on MPS for 2 min. The
supernatant was collected and discarded, and the magnetically
attached content was saved. The tubes were removed from
the MPS, and 1ml of isolation buffer was gently added to
the tube. The content was homogenized by gently pipetting
the solution for three times. The tubes were placed again on
the MPS for 1 min, then, the supernatant with non-attached
content was collected and discarded. The tubes were submitted
for an additional round of washing by adding and removing
isolation buffer and using the MPS. After washing, the attached
structures were homogenized with 100 .l of PBS and 30 1 from
each tube were placed on three wells of teflon-coated slides for
immunofluorescence evaluation.

Indirect capture of in vitro produced
cysts (tests 3 and 4)

Pellets containing non-infected Marc-145 cells and in vitro
produced cysts of T. gondii were each vortexed with 500 pl
of isolation buffer and 5 nl of mAb K8/15-15. Each tube was
agitated at 4°C (test 3) or 24°C (test 4) for 10 min using an
automated mixer, then, 1 ml of isolation buffer was added to each
tube, followed by centrifugation (400 g, 4 or 24°C, no brake) for
10 min. After centrifugation, the supernatant was discarded, and
each pellet was suspended with 200 pl of isolation buffer and 5
pl of washed beads. The tubes were agitated using an automated
mixer at 4°C (test 3) or 24°C (test 4) for 20 min. Then, 1 ml of
isolation buffer was added to each tube, followed by placement
of the tubes on the MPS for 2min. The tubes were removed
from the MPS, and 1 ml of isolation buffer was gently added
to the tube. The content was re-suspended by gently pipetting
the solution for three times. The tubes were placed again on the
MPS for 1 min, then, the supernatant with non-attached content
was collected and discarded. The tubes were submitted for an
additional round of washing by adding and removing isolation
buffer and using the MPS. After washing, the remaining material
was homogenized with 100 pl of PBS and 30 pl of the content
from each tube were placed on three wells of teflon-coated slides

for immunofluorescence evaluation.

Separation attempt of in vitro produced
cysts using percoll gradients

TC of T. gondii were generated in vitro as described
elsewhere in this study. Host cells containing cysts of the parasite
grown on a 25-cm? culture flask were trypsinized, blocked by
adding 2ml of fresh medium and the washed content (1 ml)
transferred to a 15-ml tube. The 1 ml solution containing cysts in
host cells was homogenized with 10 ml of PBS-Tween (0.05% of

frontiersin.org


https://doi.org/10.3389/fvets.2022.1033380
https://www.frontiersin.org/journals/veterinary-science
https://www.frontiersin.org

Rezende-Gondim et al.

Tween). Separation of cysts by Percoll gradients were conducted
identically as the use of Percoll for separation of cysts produced
in vivo. The final target fraction was resuspended with 200 pl of
PBS and observed by light microscopy.

Immunofluorescence

Teflon-coated slides containing 12 wells of 5 mm diameter
each were used in immunofluorescence reactions. Wells were
filled with suspensions of 10 pl of host cells containing T.
gondii cysts before capture using antibody-coated glass beads
(pre-capture) and after IMS (post-capture). The slide was dried
for 15min at 37°C and stored at —20°C until analysis. For
immunofluorescence reaction, the slide was fixed in cold acetone
for 5min, immersed in PBS for 10 min and dried at room
temperature. The primary antibody (mAb K8/15-15), diluted at
1:2 in PBS, was added to each well and the slide was incubated in
a humid chamber at 37°C for 30 min. After incubation, the slide
was immersed in a washing buffer (Na;CO3 25 mM, NaHCO3
100mM and NaCl 35mM, pH 9.0) for 10 min, followed by
a washing in PBS for 10min. The slide was dried at room
temperature and the secondary antibody (FITC anti-mouse IgG,
Sigma Aldrich, USA) was applied at 1:50 dilution and 0.05%
of Evans blue. Cysts generated in cell culture of T. gondii
and Hammondia heydorni were also tested as described above,
but using a rabbit anti-BAGI (16) as a primary antibody, and
Alexafluor (Alexa 488) donkey anti-rabbit-IgG (1:500) as a
secondary antibody. Slides were incubated in a dark and humid
chamber for 30 min and washed as described for the primary
antibody. Slides were dried at room temperature and mounted
with glycerin (90% glycerol and 10% of PBS) and coverglass.
Reactions were analyzed at a Nikon microscope and Nikon
NIS-Elements software.

Statistical analysis

Immunomagnetic capture for in vitro produced cysts
was performed in quadruplicates, resulting in a total of
16 culture flasks for tests 1, 2, 3, and 4. The number
of fluorescent cysts in three wells (total of 30 pl) was
counted for each flask, and the total number of cysts per
flask was extrapolated for the 100 pl solution. The cyst/
host cells ratio was determined by counting the labeled
cysts and host cells in five microscopic fields (600 x
magnification) of each well. Pre-capture and post-capture
samples was evaluated in triplicate, resulting in a total of
96 samples. The cyst/host cells ratio was determined for the
pre-capture samples. The Kruskal-Wallis test was employed
to compare tests 1, 2, 3, and 4 in each pre- and post-
capture samples. Differences were considered statistically
significant if p < 0.05.
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Results

IMS of in vitro produced cysts of T. gondii

The post-capture samples were examined by microscopic
evaluation of all fields on the entire well of the slide (Table 1).
The cyst/host cell ratio for pre-capture samples were obtained
after evaluation by immunofluorescence of five microscopic
fields using 600 x magnification. The captured cysts exhibited
fluorescence in their cyst walls and magnetic beads were attached
to them. Reactions were also tested using rabbit serum to BAG1
which label bradyzoites inside the cyst (Figure 2).

IMS of T. gondii tissue cysts produced in
mice

Tissue cysts (n = 1,160) were obtained from two chronically
infected mice. About 50% of the tissue cysts were recovered after
purification using Percoll gradients. The resultant suspension

TABLE 1 Immunomagnetic separation of in vitro produced cysts of
Toxoplasma gondii by the direct and indirect methods using two
reaction temperatures.

Number of cysts captured per flask

Direct at 4°C Direct at 24°C Indirect at 4°C Indirect at 24°C
320 620 584 2,481
330 834 396 1,590
161 557 541 1,775
518 570 396 2,762
Mean 332.25* 645.25 479.25 2,152*

Direct = magnetic beads anti-mouse IgG are coupled to the murine monoclonal antibody
K8/15-15, and then, incubated with cyst-host cell suspension; Indirect = cyst-host cell
suspension was incubated with the murine monoclonal antibody K8/15-15, and then,
incubated with the magnetic beads anti-mouse IgG.

*To indicate statistically significant differences.

FIGURE 2

Two in vitro produced tissue cysts of Toxoplasma gondii bound
to magnetic beads containing the monoclonal antibody
K8/15-15. (A) One of the cysts has about the size of the
magnetic bead, which has 4.5 um in diameter. (B) Bradyzoites
inside the captured cysts were labeled by immunofluorescence
using a rabbit serum to the bradyzoite antigen BAG-1.
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FIGURE 3

A tissue cyst of Toxoplasma gondii derived from mouse brain
bound to magnetic beads containing the monoclonal antibody
K8/15-15. (A) The beads cover most of the tissue cyst surface.
(B) The same tissue cyst shown in A was mechanically ruptured
by pushing the coverslip against the glass slide; note that some
beads were detached from the cyst wall and numerous
bradyzoites (black arrow) were released from the tissue cyst.

with purified tissue cysts (n = 500-600) contained ~9 mouse
erythrocytes per tissue cyst. After incubation with the mAb-
coupled beads, the final bead suspension was resuspended with
100 or 200 pl of PBS to facilitate the microscopical visualization
of cyst-beads complexes. The surfaces of the tissue cysts were
completely covered by the magnetic beads. To better visualize
the tissue cysts which were covered by magnetic beads, and to
ensure that they were indeed tissue cysts and not artifacts, the
coverslip was mechanically pressed against the glass slide. The
pressure on the coverslip caused the removal of part of the beads
from the cyst wall and rupture the cyst, inducing the release of
bradyzoites (Figure 3). No mouse erythrocytes were observed
among the suspension. No further treatment was performed
to separate tissue cysts from magnetic beads. For this reason,
captured tissue cysts were not quantified.

IMS of H. hammondi and H. heydorni
cysts

Cysts of H. hammondi and H. heydorni were obtained
from supernatants of bovine heart cells (KH-R) infected
with sporozoites of the parasites. After IMS, magnetic beads
attached to cysts of both parasites were suspended in 100 pl
solutions. Aliquots of 10 ul contained ~7-10 cysts, which
varied in dimensions. Immunofluorescence was performed
using captured cysts of H. heydorni (Figure 4).

All IMS methods (tests 1, 2, 3, and 4) employed in the
current study showed significant increases of the cyst/host cell
ratio, reaching a maximum increase of 3.78 times using test 4
(Figure 5A). Statistical difference was observed between test 4
and test 1; however, there was no statistical difference among
tests 2, 3, and 4. The median of cysts isolated in each test (4
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FIGURE 4

Cysts of Hammondia heydorni produced in cell culture and
captured by magnetic beads containing the monoclonal
antibody K8/15-15. (A) The captured cyst observed in bright
field. (B) Immunofluorescence using a rabbit serum to the
bradyzoite antigen BAG-1.

flasks per test) corresponded to 305 (test 1), 610 (test 2), 480 (test
3), and 2,170 (test 4). Non-specific capture was also examined
and was based on the binding of magnetic beads to non-infected
host cells (Marc-145). In all tests some degree of non-specific
binding was observed. In test 3, a higher number of host cells was
captured in comparison with test 4 (Figure 5B). The duration
of the test for the indirect and direct method were 1h and 1h
10 min, respectively.

Percoll separation of in vitro produced
cysts of T. gondii

The final 200 pl suspension obtained between after Percoll
separation was observed by light microscopy and contained
rare cells with cyst-like structures. The cysts did not migrate
to the expected fractions (30 and 90% Percoll). Microscopic
examination of aliquots of the top layer, which is expected to
contain cell debris, revealed host cells with cyst-like structures
(parasitophorous vacuoles filled with zoites); it shows that cysts
produced in cell culture presented similar densities (low density)
as non-infected cells (Marc-145), and for this reason, did not
migrate to 30 and 90% Percoll gradients.

Discussion

We reported here an IMS method for isolation of tissue
cysts of T. gondii using a murine IgG-mAb. The mAb-attached
magnetic beads were demonstrated to bind to cyst walls of the
parasite. To our knowledge, this is the first IMS method targeted
for intact tissue cysts of T. gondii. The same mAb-attached beads
also successfully captured cysts of H. hammondi and H. heydorni
produced in cell culture.
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FIGURE 5
Direct and indirect immunomagnetic separation methods for in vitro produced cysts of Toxoplasma gondii were each tested at two reaction
temperatures (4 and 24°C). (A) Test 4 (indirect capture at 24°C) presented the best performance, as the cyst/host cell ratio had a maximum
increase of 3.78 times. (B) Test 3 (indirect capture at 4°C) showed the highest non-specific binding, contrasting with test 4, that showed the
lowest non-specific binding.

A previous IMS method was developed for purification of T.
gondii cyst wall using lysed tissue cysts from in vivo or in vitro
produced cysts (17); the authors used magnetic beads coupled
to Dolichos biflorans lectin (DBA), as DBA had been shown
to bind to a cyst wall protein called CST1 (18). Three IMS
methods have been developed, so far, to detect T. gondii oocysts
or sporocysts in contaminated samples. In the first method,
the authors conducted an indirect binding using an IgM mAb
targeted to the oocyst wall of T. gondii (19); however, when this
method was tested with turbid water containing debris, non-
specific binding of debris to the coupled magnetic beads was
observed. Another IMS was attempted with a different mAb-
IgM directed to the sporocyst wall of T. gondii (20); in this
method a direct binding was employed, i.e., the magnetic beads
were firstly coupled to the mAb, followed by addition of the test
sample. For this test, sonication of the test sample is needed,
as sporocysts must be released from oocysts before adding the
magnetic beads (20); sporocysts of related coccidia, such as N.
caninum and Hammondia sp., are bound by the mAb, what
required additional analysis of the samples by PCR (20). The
third IMS consisted of an improvement of the previous methods
and was based on the use of an IgM-mAb covalently bound
to magnetic beads coupled to qPCR (21). This method showed
promising results for detection of oocysts in contaminated fruits.

To our knowledge, no reported IMS method has been
applied for intact tissue cysts of T. gondii. The IMS developed
here, based on a murine IgG-mAb, can capture significant
numbers of T. gondii cysts using a single culture flask of 25
cm?. Moreover, this IMS is also applicable to separate cysts of
related coccidia, such as H. hammondi and H. heydorni, which
have been used in comparative proteomic/genomic studies with
T. gondii (22, 23). In the present work, the IMS was qualitatively
tested with T. gondii tissue cysts produced in mice, as these cysts
became available from a previous experiment (10). The major
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focus of this study was IMS using T. gondii cysts generated
in cell culture. The method resulted in expressive numbers of
separated cysts (>2,000) produced in cell culture and represents
a promising technique for studies involving tissue cysts.

Tissue cysts of T. gondii have been separated for decades
using Percoll gradients (24). A great recovery of tissue cysts
was achieved with this method, which has been performed in
different versions and applied to isolate tissue cysts from other
animal species, besides mice (14, 15). The isolated cysts obtained
by Percoll gradients are quite pure, with some contamination
with red blood cells. An improved Percoll separation method
resulted in a pure fraction of tissue cysts with no erythrocyte
contamination (25). In the present work, we used Percoll
gradients, which successfully allowed the separation of tissue
cysts produced in mice. When we applied the same method
for in vitro generated tissue cysts, the cysts did not migrate to
the expected gradient. The density of these cysts derived from
cell culture was probably lower than those produced in mice.
A similar finding was reported by others (25), who observed
that the use of Percoll gradients is not indicated for separation
of cysts from mutant strains; these cysts are more fragile than
typical ones, so they may not resist to the separation protocol or
are not able to reach the expected gradient. We have not tested
the density of cyst derived from cell culture, but as these cysts
are produced in 4 days, they should be more fragile and present
a lower density than those developed in mice.

The IMS for T. gondii tissue cyst in the current work was
tested using direct and indirect methods, each one evaluated
at two temperatures. The indirect method, which consisted of
the addition of the mAb to the cell suspension, followed by
inclusion of the magnetic beads to the reaction, showed the best
performance. The cyst/host cell ratio was significantly increased
by using the indirect method at a reaction temperature of
24°C. Although the indirect method at 24°C (test 4) did not
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statistically differed from the indirect method at 4°C (test 3),
the latter one (test 3) showed a significant non-specific binding
to Marc-145 cells. The direct method requires a longer initial
incubation time (antibody plus magnetic beads) when compared
with the incubation time (antibody plus target cell) of the
indirect method. Therefore, the duration to perform the direct
method was longer than the indirect one.

The mAb used here is of IgG class, what seems to minimize
non-specific binding of the mAb to host cells or cell debris. Some
additional experimental controls that were not included in our
study, such as the use of magnetic beads uncoupled to mAb
K8/15-15 to test non-specific binding of the beads to tissue cysts
would certainly enrich the results obtained here. During the IMS
for tissue cysts, caution should be taken to wash the complex
bead-tissue cysts, as tissue cysts generated in cell culture are
more fragile than those generated in mice. Instead of vortexing,
the complexes should be washed by pipetting the sample using 1
ml-automatic pipettes.

In conclusion, we developed an IMS method based on
the use of an IgG mAD targeted to tissue cyst walls of T.
gondii. We could isolate significant numbers of cysts produced
in cell culture. The method reported here should facilitate
identification of molecules on the walls of T. gondii and
related parasites. Moreover, it represents a promising alternative
for using in vivo generated cysts, reducing the need of
animal experiments.
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Brief Report

Cytologic detection of Toxoplasma gondii
in the cerebrospinal fluid of a dog and in

vitro isolation of a unique mouse-virulent
recombinant strain

Waléria Borges-Silva, Mariana M. Rezende-Gondim, Gideao S. Galvao,
Daniele S. Rocha, George R. Albuquerque, Luis P. Gondim'

Abstract. Parasites resembling Neospora caninum or Toxoplasma gondii were detected by cytologic examination of
cerebrospinal fluid (CSF) from a dog with neurologic disease. The dog became severely ill and was euthanized. Canine tissue
homogenates were used for direct parasite isolation in cell culture, bioassay in 2 mouse lineages, and PCR. T. gondii was
isolated in monkey kidney cells, and species identity was confirmed by PCR. Inoculated parasites were highly virulent for
mice, which developed clinical signs and were euthanized immediately. PCR-RFLP for 7. gondii using the cultured isolate
(TgDgBA22) was conducted with 12 genetic markers, and a unique recombinant strain was identified. Detection of 7. gondii
by CSF cytology, although described in humans, had not been reported previously in dogs, to our knowledge, and was crucial

for the diagnosis of toxoplasmosis in the examined dog.

Key words: canine; cerebrospinal fluid; genotype; toxoplasmosis; virulence.

Toxoplasma gondii, which is one of the most successful pro-
tozoan parasites, uses a great variety of animals as hosts, is
vertically and horizontally transmitted, possesses opportu-
nistic behavior, and is distributed globally.” Since ~2000,
outbreaks of human toxoplasmosis in Brazil have affected
hundreds of people.'>"

Companion animals, such as dogs, usually share with
their owners some means of parasite transmission and may
also be affected clinically by toxoplasmosis. Scarce data are
available on the isolation of viable 7. gondii from clinical
cases of canine toxoplasmosis.’ Serology is the major tool
used to assess clinical toxoplasmosis; however, analysis of
cerebrospinal fluid (CSF) is an alternative method for
patients with central nervous system infection.” Despite the
importance of CSF analysis in veterinary medicine, we found
no published report on 7. gondii detection by CSF cytology
in dogs. We describe here 7. gondii identification based on
CSF cytology, bioassay in 2 mouse lineages, in vitro isola-
tion of the parasite, and analysis by PCR-restriction-frag-
ment length polymorphism (PCR-RFLP). The use of animals
in our study was approved by the Ethical Committee of the
Federal University of Bahia, under license 32/2014.

In 2015, a stray 1-y-old female mixed-breed dog (body
score: 4 of 9) was presented to the Animal Teaching Hospi-
tal at the Federal University of Bahia, Brazil, because of a
fracture of the right femur. The animal had been rescued
from the street, in Salvador, Bahia, after being hit by a car.

Three days after surgical femur fracture repair, the dog had
hyporexia and rigidity in the neck and mandible. Prescribed
treatment for the dog included dipyrone (25 mg/kg, PO, q8h,
for 5 d), tramadol (4mg/kg, PO, q8h, for 5 d), diazepam
(0.5mg/kg, PO, ql12h, for 4 d), and metronidazole (15 mg/
kg, PO, q12h, for 8 d). On day 4 after surgery, the clinical
condition of the dog had worsened; the dog was in lateral
recumbency with hyperextension of the fore- and hindlimbs.
On day 5, physical examination findings included rectal
temperature of 40.1°C, heart rate of 140/min, respiratory
rate of 36/min, opisthotonus, bilateral miosis, dehydration,
pale mucous membranes, prostration, semicomatose state,
and intense edema, hematoma, and erythema in the right
hindlimb.

A blood sample from the dog was characterized by hypo-
chromic normocytic anemia, leukopenia with left shift, and
thrombocytopenia. Blood cytology revealed moderate
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Figure 1. Tachyzoites resembling Neospora caninum or Toxoplasma gondii in the cerebrospinal fluid from a dog with neurologic
disease. A. Extracellular parasites (arrows); 2 intracellular tachyzoites (arrowhead) multiplying by endodyogeny. B. An extracellular
tachyzoite (arrow), and several intracellular tachyzoites (arrowhead) in the cytoplasm of a macrophage. Quick hematologic stain (Instant

Prov; Newprov). Bar = 10 um.

Table 1. Isolation of parasite in cell culture and by mouse bioassay using tissues from a Brazilian dog with neurologic disease.

Brain Spinal cord Heart Lungs
Culture flasks 2 2 1 1
Y-IFN-KO 1 (0.5mL IP) 1 (0.5mL IP/0.5mL SC) ND ND
Swiss 1 (0.5mL IP) 1 (0.5mL IP/0.5mL SC) 1 (0.5mL IP) 1 (0.5mL IP)

IP = intraperitoneally; ND = not done; SC = subcutaneously; Y-IFN-KO = C57 gamma interferon knockout mouse.

anisocytosis and polychromasia, activated monocytes, Lentz
inclusions in leukocytes and erythrocytes, and toxic granules
in the cytoplasm of segmented neutrophils. A CSF sample
collected from the cisterna magna under general anesthesia
showed pleocytosis with mixed populations of neutrophils
and macrophages; numerous structures resembling protozoal
zoites were observed in the cytoplasm of macrophages and
outside the cells (Fig. 1). As the clinical condition of the dog
deteriorated and it was comatose, euthanasia was elected.
Samples of brain, heart, lungs, and spinal cord were col-
lected 12h after euthanasia and placed in separate bottles con-
taining a 2% solution of antibiotic—antimycotic (200 units/mL
of penicillin, 200pg/mL of streptomycin, 0.50 pg/mL of
amphotericin B; Gibco by Thermo Fisher). During collection
of'tissue samples, tissue imprints were prepared on glass slides
and stained using a Romanovsky-based commercial hemato-
logic staining kit (Instant Prov; Newprov); tachyzoites were
found in all examined organs of the dog (brain, spinal cord,
heart, lungs), indicating systemic infection by the parasite.
The zoites observed in tissue imprints were morphologi-
cally compatible with 7. gondii or Neospora caninum, given
that some parasitophorous vacuoles contained organisms in
pairs, suggestive of multiplication by endodyogeny. Tissue

samples were processed for cell culture and bioassay. In
brief, samples from brain, spinal cord, lungs, and heart were
ground with PBS containing 2% antibiotic—antimycotic
(Thermo Fisher), filtered through sterile gauze, and then
centrifuged; 1 mL of sediment from each tissue was added
into six 25-cm? flasks containing monolayers of Vero cells
(Table 1). For bioassays, 4 Swiss mice and 2 C57 gamma
interferon knockout mice (Y-IFN-KO) were employed to
isolate 7. gondii or N. caninum. The Y-IFN-KO mice were
included in the bioassay because this mouse model is more
appropriate than Swiss mice for N. caninum isolation.® Tis-
sue suspensions were administered to mice intraperitoneally
and/or subcutaneously (Table 1).

Three days after direct inoculation of cell monolayers
with homogenates of canine tissue samples, tachyzoites were
visualized in 1 of 2 culture flasks inoculated with canine
brain homogenate. The remaining flasks inoculated with tis-
sue macerates of spinal cord, heart, and lungs had bacterial
contamination and were discarded.

Six days after bioassay in mice with brain homogenate,
one Y-IFN-KO mouse had a head tilt and ascites and was
cuthanized immediately. Tachyzoites were detected in the
peritoneal fluid of the mouse and were used to inoculate 4
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Table 2. Multilocus genotyping of Toxoplasma gondii from a dog with neurologic disease.

Isolate SAGl 5+3’SAG2  Alt. SAG2 SAG3

BTUB

GRA6 (C22-8 (C29-2 L358 PKI APICO (CS3

TgDgBA22 1 I I I I

1 I II NA I I II

NA = no amplification.

culture flasks containing Vero cell monolayers. Tachyzoites
were seen in one culture flask 24 h after inoculation. Of the
6 mice used in the experiment, 5 had clinical signs (ruffled
hair coat, ascites, or head tilt) and were euthanized immedi-
ately. One of the mice was found dead. The clinical signs
and death were observed 3—12 d post-inoculation of tissue
homogenates.

PCR assays for 7. gondii and N. caninum were performed
using cultured parasites from the dog. Cells from each cul-
ture flask were scraped, and DNA was extracted (Invitrogen
Easy-DNA; Thermo Fisher), according to the manufactur-
er’s instructions. PCR for N. caninum was conducted using
the primer pair Np6/Np21, which targets the NC-5 gene of
the parasite, with an expected product of 328 bp.? The reac-
tions were performed in 25-uL volumes (PCR master mix,
50 units/mL 7ag DNA polymerase in a proprietary reaction
buffer, pH 8.5, 400 uM each of dATP, dGTP, dCTP, dTTP
and 3mM MgClz; Promega). DNA from N. caninum tachyzo-
ites (NC-Bahia strain) and sterile double-distilled H, 0 were
used as positive and negative controls, respectively. Reaction
conditions were 1 cycle at 94°C for 2 min; 40 cycles of 94°C
for 30s, 53°C for 30s, 72°C for 30s; and a final 72°C for
Smin. PCR for 7. gondii was conducted in similar condi-
tions, except by using the primer pair TOX4/TOXS5," an
annealing temperature of 55°C, and 7. gondii tachyzoite
DNA (RH strain) as positive control. The expected size of
the amplicon is 529 bp. PCR products were stained (Invitro-
gen SYBR Gold; Thermo Fisher) and analyzed on 1.5% aga-
rose gels under UV light.

DNA extracted from parasites derived from the dog and
grown in cell culture resulted in positive reactions in the
PCR assay for T. gondii. No amplification was observed in
the PCR assay for N. caninum. The T. gondii isolate, referred
to here as TgDgBA22, was multiplied in cell culture and
stored in liquid nitrogen.

The PCR and nested PCR were conducted as reported
previously.”® The nested PCR products were treated with
restriction enzymes to reveal the PCR-RFLP patterns of the
isolates, using 12 genetic markers (SAGI1, 5°3’SAG2, Alt.
SAG2, SAG3, BTUB, GRAG6, c22-8, ¢29-2, L358, PKl,
Apico, CS3).'°?! Negative controls (water and human fore-
skin fibroblast strain) and positive controls for 7. gondii gen-
otypes I (RH strain), I (PTG strain), III (CTG strain), and
reference strains (TgCgCa 1, MAS, TgCatBr 5) were used in
the reactions. No amplification was observed for the marker
L358 (Table 2). The obtained pattern of DNA bands was
compared with genotypes deposited in ToxoDB (http://
toxodb.org/toxo/). The TgDgBA22 strain represents a unique

genotype based on the employed genetic markers (ToxoDB,
accessed on June 21, 2020).

Given the observation of Lentz inclusions in leukocytes
and erythrocytes, which are indicative of morbillivirus
(canine distemper virus [CDV]; Canine morbillivirus) infec-
tion, a commercial test for morbillivirus antigen (Rapid CDV
Ag test kit; Bionote) was employed; serum from the dog
tested positive. Morbillivirus induces immunosuppression in
dogs, which predisposes these animals to opportunistic
agents such as 7 gondii.">'" It is possible that morbillivirus
infection contributed to immunosuppression of the dog in
our case and reactivated a latent infection by 7. gondli.

The newly isolated 7. gondii strain TgDgBA22 was grown
through direct inoculation of processed canine tissues in cell
culture, as well as after bioassay in Y-IFN-KO and Swiss
mice. Positive PCR results for 7. gondii and negative DNA
amplification using primers for N. caninum were conclusive
for the diagnosis of toxoplasmosis. Coinfection with CDV
was detected by blood cytology and confirmed by a commer-
cial test for the virus antigen.

PCR-RFLP of TgDgBA22 using 12 genetic markers
revealed a novel T. gondii genotype, which differed from
previous isolates from dogs and other animal species in
Brazil (ToxoDB). The genetic diversity of Brazilian strains
of T gondii has been reported in several studies and is char-
acterized by high genetic recombination of the parasite.*'**’
The virulence of the Brazilian strains of the parasite is of
particular relevance, given that they have been associated
with severe lesions in animals and humans.”*

We observed intra- and extra-cellular tachyzoites during
cytologic examination of CSF from the dog, which is a rare
finding in canine toxoplasmosis. The bone injury and surgery
might have immunosuppressed the dog and favored 7. gondii
and CDV growth. In a short time, from the bone fracture
repair until the onset of clinical signs (3 d), rapid multiplica-
tion of 7. gondii might have occurred, given that systemic
toxoplasmosis was confirmed by detection of parasites in
several organs of the dog. The strain TgDgBA22 was highly
virulent for mice, which died or developed neurologic signs
of toxoplasmosis 3—12 d post-inoculation.

Despite the detection of toxoplasmosis in dogs world-
wide, isolation and genetic characterization of clinical cases
in dogs are rare.” In studies performed outside South Amer-
ica, the most common 7. gondii isolates, characterized by
PCR-RFLP or by microsatellite analysis, were classified as
type I1'Y; however, a T. gondii strain characterized as type I
has been detected in a dog from Italy."® In Brazil, genetic
characterization of 7. gondii in dogs has been conducted
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mostly after postmortem examination.”'" In one case, toxo-
plasmosis was detected in a Brazilian dog with cutaneous
toxoplasmosis.'” A common finding in canine toxoplasmo-
sis cases in Brazil is the high level of genetic recombination
of the detected parasites. The only study on canine toxoplas-
mosis conducted in the state of Bahia, northeastern Brazil,
resulted in the isolation of 4 7. gondii strains from 7 sero-
positive dogs*; no information was provided about neuro-
logic impairment of the tested animals. These 4 isolates
were virulent for mice and had a high degree of genetic
recombination.

To our knowledge, 7. gondii has not been previously
reported cytologically from the CSF from a dog. The isolated
strain was highly virulent for mice and represents a unique
genotype of the parasite, based on PCR-RFLP analysis.
Research samples are available from the corresponding
author on reasonable request. Given that the studied animal
was a stray dog that had been rescued from the street, limita-
tions of our study include the unknown vaccination status,
nutrition, environment (rural or urban) of the dog, as well as
contact with cats.
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