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“when, clutching our crystals and nervously consulting our horoscopes, our critical faculties

in decline, unable to distinguish between what feels good and what s true, we slide, almost

2

without noticing, back into superstition and darkness.
(Carl Sagan)



Resumo

Toxoplasma gondii € um parasito apicomplexo, amplamente distribuido e de grande im-
portancia médica. O Brasil apresenta grande prevaléncia de cepas ndo-clonais de 7. gondii. Essa
caracteristica populacional ¢ observada com maior intensidade em certos municipios do pais,
como Campos dos Goytacazes, e diverge da dominancia de perfis clonais deste parasita encon-
trados na Europa e América do Norte. A infec¢do por 7. gondii pode ser diagnosticada indire-
tamente, através de métodos sorologicos, sendo o ensaio de ELISA (Enzyme Linked Immuno
Sorbent Assay) o método sorologico mais comumente utilizado. Trabalhos anteriores do nosso
grupo relatam amostras de individuos que apresentavam lesdes oculares com morfologia caracte-
ristica de toxoplasmose ocular, porém com sorologia ndo reagente para a infec¢@o por 7. gondii.
Adicionalmente, amostras de individuos, que mesmo sem sinais clinicos da doenga e sorologia
ndo reagente, apresentaram material genético do parasita. Esses dados podem indicar uma baixa
sensibilidade no diagnostico soroldgico por meio de uso de kits comerciais ou ELISA in house
que ndo contemplam linhagens polimérficas de 7. gondii em regides altamente endémicas € com
grande diversidade genética deste parasita, como no caso de Campos dos Goytacazes. A proteina
SRS29B ¢ uma das mais utilizadas como antigeno de sensibilizacdo em imunodiagndsticos co-
merciais. Neste sentido, o presente trabalho buscou determinar se substitui¢des de aminoacidos
na proteina de 7. gondii SRS29B poderiam estar presentes em variantes de 7. gondii endémicas
em Campos dos Goytacazes, comprometendo a eficacia de kits comerciais usualmente utiliza-
dos para diagndstico sorologico de infecgdes por 7. gondii, em amostras de individuos infecta-
dos por cepas polimorficas deste parasita. Para tanto, foram aplicados métodos in silico como
a comparagao das trocas de aminoacidos na sequéncia protéica, predicao de epitopos lineares,
e modificacdo de estruturas protéicas de referéncia através de substituicdes observaveis e nao
observaveis na natureza, com subsequente analise de dindmica molecular para mensuragao dos
potenciais efeitos de substitui¢des na imunocompatibilidade de SRS29B. Os experimentos in si-
lico realizados neste trabalho utilizaram sequéncias de SRS29B disponiveis publicamente e ndo
puderam apontar uma determinada substitui¢do de aminoacido potencialmente responsavel por
alteracdes em epitopos lineares ou na estrutura da proteina. A pipeline desenvolvida neste tra-
balho pode analisar sequéncias de isolados de 7. gondii endémicos de Campos dos Goytacazes

que podem estar disponiveis no futuro.

Palavras-chave: Toxoplasma gondii, toxoplasmose, imunodiagnostico, srs29b, dinamica

molecular



Abstract

Toxoplasma gondii is a globally distributed apicomplexan parasite with medical rele-
vance. Brazil shows a large prevalence of non-clonal 7. gondii strains. This populational feature
is even more intense in certain geographical regions of the country, such as Campos dos Goyta-
cazes. Meanwhile, most of the strains found in North America and Europe are clonal. Infections
caused by 7. gondii can be diagnosed indirectly by using serological methods. ELISA (Enzyme
Linked Immuno Sorbent Assay) is the most used of such methods. Previous studies done by our
group reported blood samples with nonreactive serology against 7. gondii, but collected from
individues that presented ocular lesions with morphology associated with ocular toxoplasmosis.
Additionally, samples from individues that had no clinical manifestations of the disease and non
reactive serology were found to contain DNA from the parasite. This data can indicate a low sen-
sitivity in commercial kits for immunoassays or in house ELISA that do not contemplate highly
polymorphic 7. gondii lineages which are present in regions such as Campos dos Goytacazes.
SRS29B is commonly used as sensitization antigen in commerial immunodiagnosis kits. In this
sense, this research tried to determine if aminoacid substitutions in SRS29B could be present in
T. gondii variants that are endemic in Campos dos Goytacazes and compromise the efficacy of
commercial immunoasay kits on patients infected by such variants. /n silico methods applied in-
clude comparison of aminioacid substitution in protein sequences and linear epitope prediction.
Finally, aminoacid replacement in reference protein structures using natural and artificial substi-
tutions followed by molecular dynamics simulations will help to determine the potential impact
of tested substitutions to SRS29B’s immunocompatibility. The in silico experiments carried in
this project used publicly available SRS29B sequences from various isolates as input and were
unable to identify a particular aminoacid substitution that is likely responsible for linear epitope
or protein structure changes. The pipeline that was developed for this project can analyze se-
quencing data of 7. gondii variants that are endemic in Campos dos Goytacazes which may be

available in the future.

Keywords: Toxoplasma gondii, toxoplasmosis, immunodiagnosis, srs29b, molecular dy-
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1 Introducao

A toxoplasmose ¢ a doenga causada pelo protozoario Toxoplasma gondii. Ela ¢ alta-
mente prevalente nas populacdes humanas, mantendo uma média mundial de 30% (BIGNA et
al., 2020). As regides de maior prevaléncia de toxoplasmose sdo observadas principalmente na
América do Sul (ROSTAMI et al., 2019) e, especialmente no Brasil (DUBEY et al., 2012), onde
algumas dessas regides atingem mais de 80% da populacao, como ¢ o caso de Campos dos

Goytacazes.

Na maioria dos casos, a infec¢ao acontece apds a ingestdo de alimentos contaminados.
Esses alimentos incluem hortaligas contaminadas que ndo foram higienizadas adequadamente,
carnes de animais infectados que ndo foram bem cozidas e d4guas contaminadas nao filtradas e
nao fervidas (TENTER; HECKEROTH; WEISS, 2000). Ap6s um curto periodo de incubagao,
inicia-se a toxoplasmose aguda que ¢ geralmente assintomadtica e dura cerca de uma semana.
Essa etapa ¢ seguida de uma fase cronica, aonde o parasito se abriga em cistos intracelulares.
Acredita-se que a fase cronica extende-se por toda a vida do hospedeiro (ZHAO; EWALD, 2020).
Ainda ndo existe um farmaco capaz de eliminar o parasito na fase cronica. Diversos mecanis-
mos de evasdo imunologica sdo atribuidos a 7 gondii, mas muitos deles ainda ndo sdo bem
compreendidos. A toxoplasmose tende a causar quadros mais graves em individuos imunocom-
prometidos, que podem evoluir para inflamag¢des neuroldgicas e oculares, que podem levar a
morte (KHAN; KHAN, 2017).

No século XIX, doencas infecciosas como a gripe, colera e 0 sarampo eram a maior
causa de morte e debilidade prematura, podendo até dizimar populagdes inteiras (HOLMES et
al., 2017). Os avangos tecnoldgicos na biologia e na medicina trouxeram métodos eficazes de
diagndstico, prevencao e tratamento para essas condi¢cdes e a mortalidade declinou acentuada-
mente, principalmente nos paises desenvolvidos. Atualmente, grande parte das doengas infec-
ciosas de alta mortalidade estdo controladas através de medidas como a vacinagdo em massa
(GUALANO et al., 2019) e o desenvolvimento e ampla utilizagdo dos antibioticos (SENSA-
KOVIC; SMITH, 2001). Devido a certa especificidade dos antibidticos € manejo de possiveis
efeitos colaterais, o diagndstico ¢ fundamental para o tratamento adequado da maioria das do-
encas infecciosas. Isso inclui os casos de toxoplasmose em pacientes imunocomprometidos. O
principal método de diagnostico para esse tipo de doencga ¢ o imunodiagnostico. Essa classe de
protocolos laboratorais tem como objetivo determinar se houve contato prévio do paciente com
um determinado patdgeno. Isso pode ser realizado através da detecgao de anticorpos especificos
contra o patégeno em amostras soroldgicas do paciente, ou através da detec¢do de determina-
dos antigenos nesse mesmo tipo de amostra. A sensibilidade ¢ uma métrica para diagndsticos
que indica a propor¢ao de casos positivos corretamente identificados como positivos. Os resul-

tados de algum outro método de diagnostico cuja alta precisdo ¢ conhecida sao utilizados como
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referéncia (BINNEY; HYDE; BOSSUYT, 2021).

Trabalhos anteriores do nosso grupo revelam individuos com lesdo ocular caracteristica
de toxoplasmose ocular com teste soroldgico ndo reagente para imunoglobulinas anti-7. gondii
(PEIXOTO-RANGEL et al., 2008) e amostras sorologicas da populagdo geral de Campos dos
Goytacazes com presenca de DNA de regides genomicas do parasito como SAG1, SAG2 e NTS1
livres de anticorpos contra 7. gondii pelos imunoensaios comerciais (MARTINS, 2015).

Os testes imunodiagnosticos de deteccdo de IgG anti-7. gondii utilizados nesses pacien-
tes de Campos incluem o Toxonostika, da Biomerriéux, e o Axsym, da Abbott Laboratories. A
sensibilidade indicada pelo fabricante no manual desses imunodiagndsticos ¢ de 99.99%. Porém,
no caso dos estudos citados acima, a sensibilidade observada parece ser menor que a sensibili-

dade apresentada pelos manuais dos imunoensaios.

Imunoensaios dependem da afinidade entre seus antigenos de captura (ASs) e os anti-
corpos que podem estar presentes na amostra, pois apenas anticorpos que interagem com esses
antigenos sao detectados. A literatura reconhece divergéncia de resultados, principalmente en-
tre imunoensaios que utilizam diferentes antigenos de sensibiliza¢do, quando utilizados em um
mesmo conjunto de amostras (MURATA et al., 2019). Isso garante certa especificidade ao di-
agnostico, considerando a grande variedade de anticorpos presente em cada amostra sorologica,
considerando que um grande repertorio de imunoglobulinas é produzido contra diferentes antige-
nos de cada patdogeno (ZHAN et al., 2021) e até mesmo contra antigenos do proprio organismo
(NAGELE et al., 2012). Os ASs sao moléculas presentes no parasito, purificadas a partir de
culturas in vitro ou sintetizadas através de vetores de expressao génica. Durante a realizag¢ao do
imunoensaio, ASs devem ser reconhecidos pelos mesmos anticorpos que o hospedeiro produz
apods ser exposto ao agente infeccioso. A proteina de 7. gondii SRS29B, anteriormente conhe-
cida como SAGI, ¢ uma proteina de superficie altamente imunogénica (WANG; YIN, 2014).
Ela ¢ amplamente estudada e amplamente utilizada como antigeno de sensibilizacdo em imu-
nodiagnosticos. Esses fatores determinaram SRS29B como a proteina analisada neste trabalho,
que busca investigar se a causa das divergéncias entre a sensibilidade declarada pelo fabricante
dos imunoensaios comerciais e a sensibilidade observada em imunoensasios realizados anterior-
mente pelo grupo em pacientes de Campos dos Goytacazes, além do inventario oftalmolégico,
pode envolver a variabilidade genotipica das cepas de T gondii encontradas nesssa regido. Para
validagdo inicial dessa hipotese, um sistema in silico para andlise do efeito de substiuicdes de
aminoacidos de ocorréncia natural na proteina SRS29B de T. gondii foi desenvolvido, tendo
como principais etapas a predi¢do de epitopos lineares e experimentos de dindmica molecular.
Além disso, a possibilidade da ocorréncia dessas substituicdes em isolados de 7. gondii endé-
micos na cidade de Campos dos Goytacazes foi avaliada como causa das baixas sensibilidades
observadas em imunodiagnosticos que utilizam antigenos de cepas clonais como ASs. Com
base nas informagdes obtidas, bases tedricas para o desenvolvimento de um imunoensaio mais

sensivel para pacientes infectados por cepas ndo-clonais de 7. gondii foram determinadas.
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2 Imunoglobulinas

A producao de imunoglobulinas (Ig) ¢ um aspecto da atividade imunoldgica dos verte-
brados. Igs sdo proteinas que possuem uma regido (paratopo) que possui afinidade com um sitio
especifico (epitopo) de uma determinada molécula (antigeno), que geralmente ¢ uma proteina
ou um carboidrato (MEGHA; MOHANAN, 2020). Existem diversas classes de Igs, e exemplos
que sao produzidos por H. sapiens incluem IgM e IgG. Classes de Igs sdo também conhecidas
como isétipos. No caso de organismos que produzem diversas classes de Igs, cada isétipo pode
desempenhar fungdes especificas. A IgA humana atua principalmente em mucosas enquanto ¢
a IgE ¢ especializada na ativagao de mastocitos e basoéfilos, por exemplo. Imunoglobulinas pos-
suem uma regido constante, ou Fc (fragment-crystallizable), que ¢ comum a todos os anticorpos
de sua classe, e uma regiao variavel, ou Fab (fragment antigen-binding), que apresenta uma
sequéncia de aminoacidos exclusiva e consequentemente uma estrutura molecular especifica e

complementar ao antigeno alvo (NEZLIN, 2019).

2.1 Estrutura das imunoglobulinas

Estruturalmente, Igs sdo formadas por duas copias de uma cadeia pesada (H) e duas
copias de uma cadeia leve (L). De outra forma, podemos classificar as regides das Igs em termos
de variabilidade estrutural entre diferentes imunoglobulinas. A por¢ao Fab da Ig possui grande
variabilidade nos dominios varidveis (V) que s@o especificos para ligacao ao antigeno alvo. Ja a
por¢ao Fc diferencia os subtipos de imunoglobulinas produzidos por animais da mesma espécie
e também de espécies diferentes. Em Fab temos dominios V formados por cadeias pesadas (V)
e por cadeias leves (V). Em Fc temos dominios constantes também formados por ambas cadeias
Cpy e Cr. A regido efetora da imunoglobulina (Porg¢ao Fc) serve como sitio de ligagao a outros
componentes do sistema imunologico, e localiza-se na extremidade oposta as regides variaveis.
O anticorpo inclui uma “dobradic¢a” que liga a regido responséavel pela especificidade ao antigeno
(Fab) com a regido efetora (Fc). A “dobradi¢a” possui uma flexibilidade estrutural causada pela
auséncia de estruturas secundarias na regido. Essa flexibilidade facilita o acesso da regido efetora
pelos outros componentes do sistema imunoldgico. Pontes dissulfeto unem as cadeias leves as
cadeias pesadas, inclusive pela regido da “dobradiga”. A por¢ao Fc possui varios dominios de

cadeia pesada, denominados Cy 1, Cy2 e Cy3. Alguns isotipos apresentam C 4.

Esse arranjo pode ser visto na Figura la. Cada um desses dois dominios tnicos de Fab
possui trés regides hipervaridveis, que podem ser observados como protuberancias na estrutura
proteica que possuem cerca de 10 aminoacidos de extensdo. Essas regides sdo comparativamente
mais diversificadas entre diferentes Igs que as demais regides da Fab, sendo fundamentais para

afinidade da imunoglobulina a um antigeno especifico.
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(b) Comparativo estrutural das diferentes classes de anticorpos presentes em huma-
nos.

Figura 1 — Anticorpos

Fonte: Os editores da Encyclopaedia Britannica (2020)

2.2 Antigenos

Qualquer molécula capaz de despertar uma resposta imunoldgica pode ser chamada de
antigeno. Anticorpos sao produzidos, em geral, contra epitopos de moléculas encontradas no or-
ganismo hospedeiro, em geral, moléculas provenientes de organismos patogénicos ou estranho
ao proprio, mas também podem ser produzidos contra moléculas do proprio organismo (NA-
GELE et al., 2012). O reconhecimento do antigeno pelos receptores de antigenos dos linfocitos
B e a subsequente produgdo de imunoglobulinas com especificidade para essa molécula sdo eta-
pas fundamentais da resposta imune adaptativa (KANELLOPOULOS; OJCIUS, 2019). A maior
parte dos antigenos sdo proteinas, que sdo moléculas de alto peso molecular. Entre os antigenos
de menor massa existem os haptenos, que sdo proteinas capazes de induzir a produgdo de anti-
corpos apenas quando ligadas a determinadas proteinas. Os anticorpos produzidos como parte
da resposta imunologica aos haptenos podem se ligar a forma livre ou ligada dessas moléculas.

Exemplos de haptenos incluem o corante de alimentos anilina, a toxina vegetal urushiol e o far-
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maco utilizado para hipertensao hidralazina. Esses haptenos causam problemas de saude quando
ligam-se a proteina maior e despertam reagdes imunoldgicas. Ligantes comuns para haptenos
em humanos sao as proteinas séricas dos grupos globulinas, albuminas e ovoalbuminas. Pela in-
capacidade em estimular a produgdo de anticorpos por si proprios, os haptenos sdo considerados

antigenos incompletos.

2.2.1 Epitopos

Um tnico antigeno pode ter diversos epitopos, que sdo regioes do antigeno que efeti-
vamente interagem com as imunoglobulinas. A representacdo da interagdo entre SRS29B e um

anticorpo monoclonal pode ser vista na Figura 2.

Figura 2 — Interacdo molecular entre SRS29B e um anticorpo monoclonal.
Nota: SRS29B em amarelo, cadeias leves em azul claro e cadeias pesadas em azul mais escuro.

Fonte: Estrutura 1 YNT, disponivel na RCSB Graille et al. (2005).

O epitopo possui entre 4 e 12 aminoéacidos de extensdo (BUUS et al., 2012). Epitopos po-
dem estar contidos em uma parte linear da sequéncia de aminoacidos, sendo assim denominados
epitopos lineares, ou envolverem a estrutura tridimensional da proteina quando os aminodcidos
que interagem com o anticorpo sdo descontinuos na cadeia protéica. Esses epitopos descontinuos
sd0 os epitopos nado-lineares. Epitopos lineares sdo determinados pela sequéncia de aminoaci-
dos e as estruturas secundarias da proteina. Determinados aminodcidos e estruturas secundarias
sdo mais presentes, estatisticamente, em regides do antigeno que atuam como epitopos lineares
(DALKAS et al., 2013). Existeam ferramentas in silico capazes de predizer epitopos lineares
com até 80% de precisdo, como faz o B-Cell Epitope Oracle (WANG et al., 2010) ¢ o BepiPred
(JESPERSEN et al., 2017). Dessa forma, ¢ sabido que existem alguns padrdes de aminoacidos
que sdo mais propensos ao reconhecimento por linfocitos B além da inferéncia estatistica, e esse
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padrdes podem ser reconhecidos por algoritmos como o classificador Random Forest (RIGATTI,
2017), utilizado no BepiPred. J4 a determinagdo dos epitopos ndo-lineares requer informagdes
sobre a estrutura tridimensional da proteina, sendo uma operagdo mais complexa que pode en-
volver simulagdes de interagdes moleculares, conhecidas como docking, envolvendo Igs e seus
antigenos. Entender os epitopos ndo-lineares ¢ um grande desafio da imunoinformética, uma
area do conhecimento que envolve a aplicagao de técnicas da bioinformatica na imunologia
(TOMAR; DE, 2014).

Através de seus fatores fisicos e quimicos e de caracteristicas do sistema imunologico
dos animais, um epitopo pode ser mais propenso a despertar a resposta imunologica humoral em
comparacao a outros epitopos. O epitopo mais imunogénico ¢ chamado de epitopo dominante
(YAMANO et al., 2011). Considerando 7. gondii, anticorpos sdo produzidos contra proteinas
de superficie, como SRS29B, e também contra proteinas secretadas pelo parasito, como GRA7,
GRAS e ROP1.

2.3 Interagdo entre imunoglobulina e antigeno

A interagdo entre anticorpo e antigeno depende da complementaridade estrutural entre o
paratopo e o epitopo (SELA-CULANG; KUNIK; OFRAN, 2013). For¢as atdmicas como liga-
¢oes de hidrogénio, a forca de Wan der Waals e atracdo eletrostatica contribuem para a afinidade
entre as duas partes. As ligacdes de hidrogénio possuem comprimento entre 1.6 ¢ 2.0 A e ocor-
rem quando os atomos envolvidos de cada estrutura situam-se em distancia compativel. A titulo
de comparagio, um atomo de hidrogénio possui didmetro de cerca de 1.0 A, de modo que as mar-
gens para o comprimento das ligagdes de hidrogénio sdo relativamente estreitas (SIGALA et al.,
2015). Ligacdes de hidrogénio sao feitas por um atomo de hidrogénio e outro atomo altamente
eletronegativo, como o oxigénio (O). As pontes salinas também sdo importantes na estabiliza-
¢do do complexo anticorpo-antigeno (SINHA et al., 1999). Dessa forma, a complementaridade
estrutural entre paratopo e epitopo determina quais forgas atuardo entre os atomos das duas molé-
culas, determinando assim o grau de afinidade entre as partes, que ¢ inversamente proporcional

a reversibilidade da reagdo.

A especificidade aos antigenos ¢ determinada pela regido variavel do anticorpo, chamada
CDR (Complementarity-determining regions) (KAPINGIDZA; KOWAL; CHRUSZCZ, 2020).
Essa parte ¢ diferente entre anticorpos de mesma classe que possuem antigenos diferentes como
alvo. No entanto, modificacdes em outras partes também podem influenciar na especificidade
ao antigeno. A estrutura formada quando uma imunoglobulina liga-se a seu antigeno-alvo ¢

chamada de imunocomplexo.
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2.4 Especificidade de imunoglobulinas

Os linfocitos B humanos sdo capazes de produzir um nimero maior que 10'° anticor-
pos diferentes. Esse repertorio ¢ obtido com o auxilio da recombinagao de grupos de genes das
cadeias variaveis de imunoglobulinas. Esse processo acontece no bago e envolve determinados
tipos de linfocitos T e B, e resulta na produgdo de anticorpos altamente especificos a um deter-
minado antigeno (WANG et al., 2020).

Moléculas como carboidratos de grande massa com padrdes estruturais repetidos (po-
lissacarideos) conseguem despertar uma resposta imunoldgica humoral de linfocitos B sem o
auxilio de linfocitos T. Esses antigenos sdo chamados de T-independentes. Essa resposta imuno-
l6gica ndo produz imunoglobulinas de alta afinidade ou células de memoria. Para a maior parte
dos antigenos, inclusive os protéicos, ¢ preciso uma ativagdo dos linfocitos B por um linfocito

T, sendo esses os chamados antigenos T-dependentes.

Cada organismo que ¢ capaz de produzir anticorpos mantém uma populacao base de
linfocitos T e linfocitos B. Esses linfocitos nunca foram expostos a antigenos, sendo chama-
dos de naive. Eles estdo presentes mesmo em organismos que nunca foram expostos a antige-
nos exodgenos (REES, 2020; GREEEF et al., 2019). A primeira etapa da producao de anticorpos
contra antigenos T-dependentes acontece quando a célula dendritica apresenta o antigeno pre-
viamente capturado para um linfocito T CD4+ (LAMAN; CLAASSEN; NOELLE, 2018). A
demonstracao de afinidade do linfocito B ao antigeno acontece quando esse linfocito € capaz de
reconhecer esse antigeno e apresenta-lo via MHC Classe II ao linfocito T auxiliar que demons-
trou previamente afinidade a esse mesmo antigeno. Como os epitopos de linfocitos T dependem
do complexo MHC (PETERS; NIELSEN; SETTE, 2020) enquanto os epitopos de linfocitos B
ndo dependem, esses dois tipos celulares geralmente possuem afinidade a epitopos diferentes

do antigeno.

2.5 Atividade imunologica

A populagao de linfécitos B que participa do processo de maturagdao nos centros germi-
nais atinge afinidade média crescente ao antigeno (MOLARI et al., 2020). Esses linfocitos B sao
expostos a uma série de sinalizadores dos linfécitos T CD4+ que possuem afinidade ao mesmo
antigeno. Um dos efeitos dessa interagdo mediada por CD40 ¢ a ativagdo do fator de transcri-
¢do Bcl-6 nos linfocitos B. Esses linfocitos possuem vida longa, apresentam alta capacidade
migratoria e alta afinidade aos antigenos. As alteragdes estruturais resultantes incluem a troca
do isétipo do anticorpo produzido. Esse ¢ um marco na atividade imnuolégica dos linfocitos B

mediada por linfocitos T.

Em humanos, a troca de is6tipos comum na resposta contra bactérias, virus e protozoa-

rios € a troca de IgM para IgG. O isotipo IgG ainda possui as subclasses 1gGy, IgG,, 1gG3 e
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IgG,, onde cada subclasse apresenta nivel médio de avidez, particularidades estruturais, fun-
coes especificas, e momento da resposta imunologica em que sdo produzidos (VIDARSSON;
DEKKERS; RISPENS, 2014). Anticorpos secretados ficam livres no plasma. A porgdo cons-
tante Fc dos anticorpos ¢ reconhecida pelos receptores FcyR, presentes na superficie de certas
células imunolégicas como basofilos, macrofagos e células NK. Assim, FcyR funciona tam-
bém como uma ponte entre a imunidade adaptativa e a imunidade inata. Considerando que a
regido Fab liga-se ao antigeno e a regido Fc localiza-se em outra extremidade do polipeptideo
da imunoglobulina, o complexo antigeno-anticorpo expde a regido Fc. Dessa forma, os FcyR
de células fagociticas e citotoxicas possuem acesso espacial aos dominios Fc de Igs complexa-
das (KAPINGIDZA; KOWAL; CHRUSZCZ, 2020). A por¢ao Fc também serve de ponto de
ancoragem de componentes da via cldssica do sistema complemento, como Clq. A instalacdo
do sistema complemento resulta na lise da membrana do patdgeno, causando a sua destruicao
(ERP et al., 2018). A presenca fisica do anticorpo pode impedir a fungao original da proteina
alvo, bloqueando receptores (MINOR et al., 1984), enzimas (WANG et al., 2008) e interacdes
com outras moléculas (CHEN et al., 2020). Essa atuagdo pode inibir a atividade do patogeno,

facilitando o controle da infeccao.

Imunoglobulinas cujos paratopos reconhecem epitopos presentes no proprio organismo
existem naturalmente em organismos saudaveis (NAGELE et al., 2012). Certas doengas autoi-
munes como a artrite reumatdide foram associadas com a atividade dessa populagdo de Igs
(POULSEN et al., 2020).
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3 Imunodiagndsticos

O imunoensaio ¢ um conjunto de técnicas laboratoriais que utilizam a afinidade natural
entre imunoglobulinas e seus antigenos para verificar a presenga de uma determinada molécula
em uma amostra. No contexto do diagnoéstico clinico, essa técnica ¢ utilizada para a detecgdo
de imunoglobulinas com especificidade a antigenos de determinado patégeno em amostras so-
rologicas do paciente. Considera-se que a presenga das imunoglobulinas indica a ocorréncia do
contato prévio do organismo com o patdgeno. O diagndstico por imunoensaio ¢ chamado de

imunodiagnostico.

Existem diferentes classes de anticorpos que sdo produzidas em momentos distintos da
infec¢ao, de modo que as curvas de concentracao sorologica variam ao longo do tempo apos o
primeiro contato com o agente infeccioso. Essas curvas podem ser visualizadas na Figura 3. As

classes IgM e IgG sdo bastante utilizadas no diagnostico clinico.
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Figura 3 — Variagdo da concentracao sorologica de anticorpos ao longo do tempo.

Fonte: Teimouri et al. (2020)

3.1 Importancia dos Imunodiagnosticos

O imunoensaio ¢ amplamente utilizado para o diagnostico de doencgas infecciosas (AN-
DREOTTTI et al., 2003). O diagnoéstico sorologico da toxoplasmose, no contexto clinico, ¢ reali-
zado principalmente em gestantes, ja que a ocorréncia da fase aguda da doenga durante a gesta-
¢do pode resultar em complicagdes no desenvolvimento do sistema nervoso central do feto, como
hidrocefalia ou morte (LOPES et al., 2007). O diagnostico correto permite que o tratamento,
que geralmente envolve a sulfadiazina (anti-microbiano) e a pirimetamina (anti-maldrico), seja
iniciado, considerando que esses farmacos nao sdo bem tolerados (GUARALDO et al., 2017).
Além disso, alguns desses medicamentos, como a sulfadiazina, possuem agdo antibacteriana e

seu uso indiscriminado favorece o surgimento de cepas bacterianas resistentes a antibidticos
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(KOPMANN et al., 2012; SENGUPTA; CHATTOPADHYAY; GROSSART, 2012). Pacientes
imunocomprometidos que estdo na fase cronica da toxoplasmose estdo sujeitos a reativacao
da doenca, resultando em encefalite e outras complicagdes potencialmente fatais (LUFT; RE-
MINGTON, 1992). Nesses casos, o diagndstico correto € necessario para a avaliagdo do risco

na administracdo de imunosupressores e para profilaxia farmacoldgica nos casos soropositivos.

3.2 Metodologia de imunodiagndsticos

Introduzido em 1959, o radioimunoensaio (RIA - Radioimmunoassay) permaneceu du-
rante anos como o unico método de imunoensaio para a deteccao de anticorpos em amostras.
Laboriosa, essa metodologia envolve marcadores radioativos que oferecem riscos associados a
exposi¢ao durante o manuseio e preparagao dos reagentes. A metodologia exigia equipamento
especializado para protecao do operador e visualizagdo dos resultados. Apesar das desvantagens,
o RIA permanece até hoje como um dos tipos de imunoensaio com menor custo por amostra e

com maior precisao de diagnostico.

A técnica que permitiu ampla utilizagdo dos imunoensaios foi a ELISA (Enzyme Linked
Immunossorbent Assay). A técnica foi definida em 1971 por pesquisadores da Universidade de
Estocolmo, através da unido de técnicas desenvolvidas anteriormente. O novo método destacou-
se pela simplicidade de execucao, baixo custo, e seguranc¢a ao ndo utilizar marcadores radioati-

vos que eram comuns nas metodologias utilizadas na época.

As reacgdes do imunoensaio ELISA acontecem em uma placa de polipropileno de fundo
chato com 96 pogos, cujo material tem capacidade de adsor¢do. As etapas desse ensaio consistem
em adsorver compostos nos pocos na sensibilizacdo com o antigeno e deteccdo de anticorpo
presente na amostra, que depende da interagdo entre essas moléculas. Apos cada uma dessas
etapas, ocorre uma etapa de lavagem para remocao de moléculas ndo adsorvidas. Ao final de
todas essas etapas, qualquer molécula que passou pelo pogo e nao formou complexos com as
moléculas fixadas na parede pogo ja foram descartadas. Anticorpos secundarios com marcadores
que se tornam fluorescentes na presenca de um substrato que ¢ também adicionado no pogo sdo
geralmente utilizados para a detec¢ao das moléculas de imunoglobulinas com especificidade ao
antigeno. Se a molécula de interesse € um anticorpo, como no caso do exemplo, serdo utilizados
anticorpos secundérios com afinidade a por¢ao Fc desse anticorpo. Se a molécula de interesse ¢

uma proteina, os anticorpos secunddrios empregados precisam ter afinidade a essa proteina.

O ELISA possui ainda diversas variagdes, como o método direto, indireto e sanduiche.
O método a ser utilizado depende do objetivo do ensaio. A variante mais utilizada para imuno-
diagnosticos ¢ o ELISA indireto, que detecta anticorpos nas amostras. Uma representacao do

funcionamento do imunoensaio ELISA em suas diferentes vertentes pode ser vista na Figura 4.

Com base nos principios do ELISA, imunoensaios comerciais como o Vidas e 0 AXSYM

utilizam técnicas ligeiramente diferentes como o MEIA (Microparticle Enzyme Immunoassay) e
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Figura 4 — Imunoensaio ELISA

Nota: Esquemas mostrando o funcionamento das diferentes variagdes do imunoensaio ELISA. O mais utilizado em
imunoensaios ¢ o ELISA indireto (b).

Fonte: Boguszewska et al. (2019)

CMIA (Chemiluminescence Microparticle Immunoassay). Esses métodos derivados diferem-se
do ELISA no método utilizado para detectar os complexos compostos pelas proteinas fixadas

nos pogos e proteinas presentes na amostra.

Os imunoensaios modernos para toxoplasmose possuem sensibilidade maior que 99%,
conforme descrito nos manuais dos produtos e em estudos independentes (CALDERARO et
al., 2008). Estudos que determinam as métricas do diagndstico consistem na comparacao do
resultado dos imunoensaios testados com resultados de diagndsticos realizados por um método
referencial de alta eficacia, e que geralmente ¢ de realizagdo mais complexa. Esse método re-
ferencial ¢ chamado de padrdo-ouro. A detec¢do de material genético do agente infeccioso na

amostra soroldgica por meio do PCR ¢ geralmente usada como padrao-ouro para imunodiagnds-
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ticos. A comparagao dos resultados do imunoensaio com os resultados do método referencial ¢
realizada utilizando o mesmo grupo de amostras sorologicas. Através dos calculos mostrados

na Figura 5, obtém-se as métricas de sensibilidade e especificidade do diagnostico.

Diagndstico pelo
padrao-ouro

- C

(PO+) (PO-)

Diagnéstico + PositiYos Falsos
pelo Verdadeiros| Positivos
imunoensaio .
avaliado . Fals?s NegatlYos
Negativos |Verdadeiros

Sensibilidade |Especificidade

PV / PO+ NV / PO-

Figura 5 — Métricas de sensibilidade e especifidade para imunoensaios

Nota: Descri¢do dos métodos de calculo da sensibilidade e especificidade de imunodiagndsticos.

3.3 Antigenos de sensibilizacao

Antigenos de sensibilizag@o sdo responsaveis pelo reconhecimento da imunoglobulina
alvo na amostra soroldgica. Qualquer antigeno do parasito que induza uma resposta imunologica

do hospedeiro pode ser utilizado como antigeno de sensibilizacao.

A primeira etapa do processo de desenvolvimento de imunoensaios envolve a identifi-
cacdo de proteinas capazes de interagir com os anticorpos de interesse, as candidatas a ASs, e
a confirmagdo experimental dessa afinidade. Essa etapa inicial pode ser realizada de modo in
silico através da utilizagdo de ferramentas como a docagem molecular e a dindmica molecular
(CANetal., 2020). O antigeno de sensibilizagao ¢ um componente fundamental do imunoensaio

e afeta diretamente suas métricas de sensibilidade e especificidade.

A descrigdo dos antigenos de sensibilizacdo que foram utilizados em determinado imu-
noensaio geralmente nao estdo presentes nos manuais de operacdo dos produtos. Esse tipo de
informacao ¢ considerada propriedade intelectual e € protegida por patentes. A documentagado
das patentes descreve detalhes sobre ASs, incluindo a sequéncia de RNA mensageiro capaz
de sintetizar o AS. Patentes podem ser consultadas através do servico Google Patents. Os ASs

podem ser adaptados para uso em vacinas, além dos imunodiagnoésticos, € essa possibilidade
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geralmente ¢ informada nos registros desse tipo de tecnologia para proteger os interesses do

inventor.

3.4 Meétricas para imunodiagnosticos

Imunodiagndsticos podem indicar resultados incorretos, e isso acontece através de di-
versos possiveis mecanismos. Existem dois tipos de resultados incorretos, os falsos negativos
e os falsos positivos. Na amostra, a presenca de substancias que alteram a mensurabilidade do
resultado ou alteram a afinidade de anticorpos podem resultar em interferéncia no imunoensaio
(TATE; WARD, 2008). Essas interferéncias podem levar a leituras distorcidamente altas ou bai-

xas, prejudicando a precisao do resultado.

A variabilidade genética apresentada por agentes patogénicos, no caso das doengas infec-
ciosas, pode interferir na precisdo dos resultados (ASCOLI, 2021). Anticorpos produzidos pelo
hospedeiro contra uma determinada versao do antigeno utilizado como AS podem nao ter afini-
dade suficiente ao AS utilizado no imunoensaio. Isso pode acontecer devido a variagdes entre
o antigeno do parasito e o AS presente no imunoensaio. O antigenic drift ¢ um fendmeno evo-
lucionario aonde o parasito desenvolve variagdes em antigenos imunogénicos para escapar da
atividade imunoldgica do hospedeiro, obtendo assim maior sucesso reprodutivo. Esse fendomeno
pode explicar uma maior variagdo genética em proteinas altamente antigénicas de organismos
parasitas. Tendo sido primeiramente observado em virus (SCHILD et al., 1974), o antigenic drift
¢ também observado em protozoarios (VANBUSKIRK et al., 2004). Essas varia¢des antigénicas
costumam ser estudadas em agentes infecciosos de importancia clinica (HARVEY et al., 2021),
e pode afetar resultados de imunodiagnédsticos (LIPPI; ADELI; PLEBANI, 2021).

Um diagrama que ilustra como a variagao antigénica pode afetar o resultado de imuno-

ensaios pode ser visto na Figura 6.
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Figura 6 — Mecanismo de como o antigenic drift afeta a sensibilidade de imunoensaios.

Nota: O antigeno da variante o do agente infeccioso € diferente do antigeno da variante 3 devido a substituigoes de
aminoacidos. O hospedeiro infectado pela variante o produz anticorpos contra essa variante.Enquanto isso,
o imunoensaio utiliza antigenos de sensibilizagdo similares aos antigenos da variante 3. A baixa afinidade
entre o anticorpo do paciente e o antigeno de sensibilizacdo do imunoensaio pode resultar em resultados

falsos negativos no imunoensaio.
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4 Toxoplasma gondii

Toxoplasma gondii ¢ um parasita amplamente disseminado em populagdes humanas e
animais em diversas regides do planeta. A infec¢do por 7. gondii geralmente é assintomatica,
mas causa complicagdes ocasionais que sdo mais problematicas em hospedeiros imunocompro-
metidos. A resolugdo da infecgdo primaria envolve uma mudanca de estagio de vida do parasita.
A forma de rapido metabolismo da fase aguda, o taquizoito, transforma-se no bradizoito, que ¢
uma forma de baixa atividade metabdlica que abriga-se em cistos intracelulares, caracterizando
a fase cronica da doenca (CERUTTI; BLANCHARD; BESTEIRO, 2020). Esse estagio ¢ alta-
mente persistente e acredita-se que dura pelo resto da vida do hospedeiro.

T. gondii é um protozoario que pertence ao filo apicomplexa, formado por endoparasi-
tas intracelulares obrigatorios de animais. A maioria dos apicomplexa apresenta um plastideo
chamado apicoplasto, que possui seu proprio material genético. O plastideo possui quatro mem-
branas celulares e assim acredita-se que seja remanescente de uma alga vermelha que sofreu
processo de endossimbiose secundaria (DOOREN; STRIEPEN, 2013). Essa organela apresenta
um genoma circular e codifica enzimas relacionadas ao metabolismo de acidos graxos que sao
fundamentais ao parasito (MCFADDEN, 2010). O filo apicomplexa inclui outros organismos
causadores de doengas em humanos. Exemplos incluem Plasmodium falciparum, o agente pa-
togénico causador da maldria (GARCIA, 2010), e Criptosporidium parvum, que causa a crip-
tosporidiose e ¢ uma importante causa de mortalidade em humanos com menos de 24 meses de
idade (KING; TYLER; HUNTER, 2018), e Babesia spp., causadores da babesiose, que ¢ uma
das parasitoses mais comuns em mamiferos, incluindo gado e humanos, transmitida pela pulga
(UILENBERG, 2006). Ja o Hammondia hammondi possui ciclo de vida bastante similar ao 7.
gondii, mas nao infecta humanos (WALZER et al., 2013).

Os hospedeiros definitivos de 7. gondii consistem nos membros da familia Felidae,
abrangendo felinos de grande porte como ongas e tigres, além dos gatos dométicos (INNES,
2009). O conceito de hospedeiro definitivo deriva-se do fato do parasito reproduzir-se sexuada-
mente apenas nas células do epitélio intestinal dos felinos. Essa especificidade acontece devido
a uma deficiencia na enzima delta-6-desnaturase observada em membros dessa familia de ani-
mais. Essa enzima ¢ presente em todos os mamiferos e degrada o acido linoléico proveniente da
dieta em 4cidos graxos menores. Devido a essa defici€ncia enzimatica, o epitélio intestinal dos
membros da familia Felidae apresenta alta concentragao de acido linoléico. Esse 4cido graxo
¢ necessario, por motivos desconhecidos, ao mecanismo de reproducao sexuada de 7. gondii
(GENOVA et al., 2019).
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4.1 Variabilidade genotipica do parasito

Eventos de recombinacao gendmica seguidos de longos periodos de expansao clonal ao
longo da histdria evolutiva desse organismo sdo responsaveis pela consideravel variabilidade
genotipica observada atualmente (SIBLEY; AJIOKA, 2008). Um mapa geral dessa variagao

pode ser observado na Figura 7.
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Figura 7 — Distribuicao geografica de gendtipos de 7. gondii

Nota: Distribui¢do geografica mundial de genotipos de isolados de 7. gondii extraidos de felinos. Paises destacados
em amarelo possuem isolados genotipados em quantidade indicada pela legenda em vermelho. Os graficos
circulares indicam a distribuicdo de genotipos para os isolados de cada pais. Paises mostrados em branco nao
possuem dados de genotipagens de 7. gondii disponiveis.

Fonte: Amouei et al. (2019)

O sistema de genotipagem em loci PCR-RFLP proposto por Su et al. (2009) ¢ ampla-
mente utilizado para a genotipagem de isolados de 7. gondii em escala internacional. Utilizando
esse sistema de 10 marcadores, isolados oriundos de Campos dos Goytacazes foram genoti-
pados como parte de um trabalho anterior do grupo (VIEIRA, 2015). Uma tabela disponivel
publicamente compila resultados da genotipagem para isolados originarios de diversas regidoes
do planeta (SU et al., 2009). Esses isolados sdo classificados em haplogrupos, onde cada con-
junto possivel de marcadores PCR-RFLP representa um haplogrupo. Atualmente esse sistema
de classificacao inclui cerca de 250 haplogrupos, identificados através da genotipagem intensiva
de isolados mundiais que ¢ feita a mais de 20 anos (desde 1995), por diversos grupos de pesquisa
(AJZENBERG, 2015). O proposito desse esforco coletivo ¢ determinar a distribuicdo geografica
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e variagdo genotipica do protozoario, em escala mundial, sem recorrer ao sequenciamento geno-
mico. Considerando os custos decrescentes do sequenciamento gendmico conforme a tecnologia
avanga, em breve o sequenciamento dos isolados pode substituir os marcadores PCR-RFLP para
este propdsito. A genotipagem através de microssatélites SSR (simple sequence repeat), € outra
analise genotipica bastante utilizada na determinacdo de diferengas clonotipicas em 7. gondii,
e consiste na contagem de CNVs em regides especificas do genoma do parasito. Marcadores
SSRs sao menos utilizados em genotipagens de 7. gondii que os RFLP devido ao maior custo e
tempo de execu¢do (YANG et al., 2012).

4.1.1 Variabilidade heterogénea

De acordo com as genotipagens realizadas em escala global (Figura 7), T gondii apre-
senta baixa variabilidade genética em regides como a América do Norte ¢ Eurasia, enquanto
apresenta alta variabilidade em paises da América do Sul e Africa. Analises ¢ modelagem ge-
ografica dos isolados encontrados apontam para uma origem sul americana para esse parasito,
mais especificamente na regido que hoje situa-se a Colombia, de onde as variantes ancestrais
teriam se espalhado a cerca de 1.5 milhdes de anos atras (BERTRANPETIT et al., 2016). As
regides mais proximas do ponto de origem de 7. gondii apresentam maior diversidade genoti-
pica desse parasito. A historia evolutiva do parasito aponta para um alternancia entre periodos
de expansio clonal e eventos de recombinac¢do sexuada (SILVA; LANGONI; MEGID, 2017).

4.1.2 Isolados de Campos dos Goytacazes

O método PCR-RFLP diferencia regides através da comparacao das faixas observadas
na eletroforese em gel com referéncias que representam cada grupo clonal. Faixas idénticas
indicam similaridade (segundo o método) entre as variantes comparadas. Assim, o PCR-RFLP
pode classificar cada regido como similar a isolados de cada grupo clonal, ou ainda ndo similar

a esses grupos, sendo esses alelos denominados “atipicos” e identificadas pelo prefixo u.

Os isolados de Campos dos Goytacazes apresentam mais loci PCR-RFLP atipicos que
a média geral dos isolados conhecidos, principalmente nas regides SAG1 (SRS29B) e c228,
conforme pode ser visto na Tabela 1. Isolados de outras regides de alta prevaléncia de isolados
nao-clonais estdo na Tabela 2. Além disso, € possivel observar a mistura de alelos clonais nos
isolados endémicos em Campos, principalmente os alelos clonais I e III. A recombinacdo e
a presenca de alelos atipicos resulta em algumas combinac¢des de regides RFLP nunca antes
vistas em isolados de 7. gondii. Dessa forma, dois desses isolados endémicos em Campos sao
os primeiros isolados a se enquadrar em seus proprios haplogrupos. Os genétipos podem ser

observados na Tabela 1.

Analisando a Tabela 1, observamos que 38% dos haplogrupos encontrados em Campos

dos Goytacazes apresentam alelos atipicos em SAG1 (SRS29B), enquanto 14% dos haplogrupos
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encontrados mundialmente apresentam alelos atipicos nesse marcador (SU et al., 2009). O tinico
alelo atipico observado em SAGI ¢ o u-1. Como ndo ha dados de sequenciamento para a regido
SAGI desses isolados de Campos, ndo se sabe se ha variagdo genética no gene SAGI entre

isolados que compartilham SAGI1,,_;.



Tabela 1 — Genotipagem PCR-RFLP de isolados locais de 7. gondii.

Isolados SAGI1 SAG2 Alt. SAG2 SAG3 BTUB GRA6 ¢22-8 ¢29-2 L1358 PKI1 Apico Genotipo #
TgCkBr 31/56/365 Mor Il TII 11 I 111 1 11 111 111 111 111 #2
TgCkBr 55/79/86/87/367 I I I 1 I 11 u-1 I I I I #6

TgCkBr 57/64 I I I 111 III 111 I I I I 111 #11
TgCkBr 82/90 I 111 I 111 I 111 I I 111 I 111 #14
TgCkBr 81 u-1 I 11 111 11T 111 u-1 | 11T I #17
TgCkBr 28/33/50/52/58/30/60 1 11T 11T 11T 11T 11 I 1 1 u-1 I #19
TgCkBr 95/371 I I 111 I 111 1 I I I 11 1 #21
TgCkBr 27/38/44/51/65/66/78/80/65  u- I I 111 I 111 u-1 I 111 III 111 #22
TgCkBr 41/42/49/60/62 u-1 I I 111 I 111 u-1 I I I I #33
TgCkBr 59/30/34/67/16/328/11/68/70 1 1 1 111 1 11 II 1 111 | 111 #36
TgCkBr 36/32/84/85 1 11 I 111 11T 11T u-1 1 1 11T 1 #37
TgCkBr 75/76/92 u-1 I I m 111 m 1 111 I 11 I #40
TgCkBr 46/3/64 u-1 I I 111 I 111 II I I I I #51
TgCkBr 96 u-1 I I 111 I 111 I I I III I #53
TgCkBr 40/47 1 1 1 111 11T 11 u-1 1 1 I 1 #59
TgCkBr 89 1 I 11 111 11T 111 u-1 1 I 111 I #65
TgCkBr 93/94 1 111 11T 11T 11T 1I I 11T 1 II 1 #69
TgCkBr 26/69 I m 11 m 11 m I I 111 III I #71
TgCkBr 48/88 u-1 I I 111 III 111 Il I I 11T 111 #75
TgCkBr 54 I I I 111 I 111 I I I I 111 #82
TgCkBr 61 1 1 11 1 11T II u-1 1 1 11T 1 #93
TgCkBr 37 1 1 11 111 11T II u-1 1 1 111 I #107
TgCkBr 63 I I I I 111 1 u-1 111 I 11 I #110
TgCkBr 26 I I u-1 111 I 111 u-1 I 111 III I #111
TgCkBr 45 u-1 I I 111 III 111 II I 111 III I #135
TgCkBr 74 u-1 111 11T 111 11T 111 11T 1 111 111 III #138
TgCkBr 12 u-1 I 11 111 11T 111 u-1 | I 111 111 #247 (NOVO)
TgCkBr 46 I m 11 m 11 m u-1 I m u-2 I #248 (NOVO)

Fonte: Vieira (2015)
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Tabela 2 — Genotipagem PCR-RFLP de isolados de 7' gondii de interesse.

Codigo BRC do Isolado  Genotipo# Local de Origem SAG1 SAG2 altSAG2 SAG3 BTUB GRA6 ¢22-8 ¢29-2 L1358 PKI1 Apico

TgCatBrl8 119 Brasil I I I I I 11 u-1 I I u-1 I
TgCatBr25 47 Brasil I I I 1 I 11 u-1 I I I I
TgCatBr34 104 Brasil I I II 111 I I u-1 I I 111 I
TgCatBr40 92 Brasil I I I I 11 11 I I I II I
TgCatBr57 108 Brasil I I II 11 1T I II I I 111 I
TgCatBr81 124 Brasil I I I 111 I 111 11 I I u-1 1
TgCkBr037 107 Brasil I I II I I 11 u-1 I I 111 I
TgCkBr061 93 Brasil I I I I I 11 u-1 I I 11 I
TgCkBr147 17 Brasil u-1 I II 111 11 I u-1 I I 111 I
TgCkBrl155 76 Brasil u-1 111 111 111 111 I u-1 I I 111 I
TgDgBr18 106 Brasil I I II I I II u-1 I I II I
TgCkBr059 36 Brasil I I I 1 I I 11 I 111 I 111
TgCkBr186 88 Brasil I I I I I I II I 111 I I
TgCatBr38 136 Brasil u-1 I u-1 111 11 1 I I I 11 I
TgCatBr64 111 Brasil I I u-1 111 11 I u-1 I 111 111 I
TgCkBr013 63 Brasil I 1 II I I I I 111 I I I
TgCkBr045 135 Brasil u-1 I II I I I II I 111 111 I
TgCkBr173 81 Brasil I I I I I 11 u-1 I I I 111
TgCkBr177 109 Brasil I I II 111 11 I 111 I 111 111 I
TgCkBr178 134 Brasil u-1 I I 111 I I I 111 111 I 111
GUY-BASI (TgH18006) 100 Guiana Francesa [ I II I 1T 1T u-1 I 1T 1T 1
GUY-KOE (TgH18002) 60 Guiana Francesa 1 I II I I I I I 11 111 I
GUY-MAT (TgH18003) 95 Guiana Francesa 1 I II I I I I I I 111 I
GUY-RUB (TgH00002) 98 Guiana Francesa 1 I I I I m 111 11 I 11 111
GUY-JAGI1 (TgA18001) 197 Guiana Francesa 1 I II 11 II 11 I I I II I
TgCtCo05 61 Colombia I I I 111 I 1 I 11 I u-2 1
TgCtCol5 101 Colombia I I II I I 111 II I I u-2 I
TgDgCo06 44 Colombia I I 11 I I I I I I u-3 1
TgCtPRC04 9 China u-1 II II I I II II 111 11 II I

npuod vuisvjdoxoy g omjrdp)

Fonte: Su et al. (2012)
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4.1.3 Variagdes na proteina SRS29B

A proteina SAG1 (Surface Antigen I - Antigeno de Superficie 1) foi o primeiro anti-
geno de superficie descoberto em 7. gondii, ¢ o antigeno imunodominante do parasito, e foi
inicialmente batizado como p30 (RODRIGUEZ et al., 1985). Com a descoberta de novos an-
tigenos relacionados, p30 foi renomeada para SAGI e a familia se tornou conhecida por SRS
(SAG-Related Sequence)Sequéncia relacionada a SAG (JUNG; LEE; GRIGG, 2003). Algumas
proteinas do grupo SRS possuiam o prefixo SAG, como SAG2 ¢ SAG3. Outras possuiam o
prefixo SRS, como SRS9 e SRS2 (WASMUTH et al., 2012). Mais tarde houve uma renomea-
cdo geral dessas proteinas, e SAGI foi renomeada para SRS29B. Dessa forma, os trés nomes

SRS29B, SAG1 e p30 coexistem na literatura, designando a mesma proteina.

O gene SRS29B codifica 0o mRNA da proteina SRS29B e ¢ localizado no cromossomo
VIII de T. gondii. A proteina sofre modificagcdes pds translacionais, incluindo a clivagem de
por¢des N-terminal e C-terminal da sequéncia de aminoacidos. A sequéncia de aminoacidos
traduzida possui 336aa, enquanto a estrutura protéica que ¢ encontrada na membrana do proto-
zoario possui 252 aminodacidos. Substituicdes de aminoacidos podem levar a alteragdes estru-
turais na proteina, principalmente quando a substituicdo envolve residuos de cargas diferentes
(ZHOU; PANG, 2018). Diferengas nas estruturas primarias e secundarias em diferentes varian-
tes SRS29B ja demonstraram induzir variagdo nos niveis de produgao de diferentes subclasses
de IgG (KATO et al., 2006).

4.1.4 VariagOes intronicas em SRS29B

Considerando os genomas publicos de isolados de 7. gondii, é possivel observar uma
variacao no numero de repeticoes CNV (Copy number variation) de uma sequéncia no intron
de SRS29B, conforme mostra o alinhamento de seqliencias genomicas na Figura 8. CN'Vs intro-
nicos podem afetar a expressdo do gene em que se encontram (ROSE, 2008). CNVs na regiao
promotora de SRS29B ja foram realacionados a diferentes niveis de producdo da proteina em
conjunto com diferentes niveis de viruléncia. Em um estudo, variantes com 5 repeticdes em
um determinado fragmento de 27pb localizado na regido promotora de SRS29B produziram
quatro vezes mais SRS29B e eram mais virulentas em camundongos, em comparagdo com as
variantes que apresentavam 4 repeti¢des daquele fragmento (WINDECK; GROSS, 1996). Essa
observacao pode estar ligada ao papel de SRS29B no processo de invasdo da célula hospedeira
(WINDECK; GROSS, 1996).
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5 Justificativa

A toxoplasmose pode causar complicagdes clinicas em individuos imunocomprometidos
(WANG et al., 2016) e individuos imunocompetentes (BASIT et al., 2018), além de possiveis
alteragdes subclinicas em toda a populacdo (FLEGR; HORACEK, 2019). O imunoensaio ¢ o
principal método de diagndstico da toxoplasmose, tanto para propositos clinicos quanto epide-
miologicos (DARD et al., 2016). Tendo sido observada a inesperada baixa sensibilidade em
imunodiagndsticos comerciais para toxoplasmose em pacientes no municipio de Campos dos
Goytacazes (PEIXOTO-RANGEL et al., 2008; MARTINS, 2015), este trabalho contempla a
hipoétese de que a variabilidade genética das cepas endémicas no municipio contribui para a
baixa sensibilidade observada nos imunoensaios. Considera-se que um diagnostico falso nega-
tivo pode pode retardar o tratamento adequado de pacientes verdadeiramente infectados. Isso

pode resultar em danos oculares e neuroldgicos permanentes, causados pela toxoplasmose.

A proteina de 7. gondii SRS29B (SAG1) ¢ amplamente utilizada como antigeno de sen-
sibilizagdo em imunoensaios comerciais, inclusive nos imunoensaios utilizados nos trabalhos
anteriores do grupo que indicaram a baixa sensibilidade destes em pacientes residentes em Cam-
pos. Sendo também uma das poucas proteinas com estruturas disponiveis na RCSB, SRS29B
foi a escolhida dentre as proteinas utilizadas em imunoensaios de diagnostico de toxoplasmose

para compor as andlises estruturais realizadas neste trabalho.

Existem outras regides geograficas que assim como Campos dos Goytacazes, sao endé-
micas de variantes altamente polimorficas de 7. gondii. Essas regides estao localizadas princi-
palmente na América do Sul. E possivel que a baixa sensibilidade em imunoensaios observada
em Campos ocorra nessas regides. Dessa forma, apesar deste trabalho ser focado nos isolados
de T. gondii de Campos e nos pacientes dessa regido, seus resultados podem beneficiar outros

grupos populacionais.
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6 Objetivos

6.1 Objetivo geral

Neste sentido, o presente trabalho buscou determinar, através de experimentos in silico,
se substitui¢des de aminoacidos na proteina SRS29B, uma vez presentes em variantes de 7. gon-
dii endémicas em Campos dos Goytacazes, poderiam comprometer a eficacia de kits comerciais,
usualmente utilizados para diagnostico sorologico de infecgdes por 7. gondii, em amostras de

individuos infectados por cepas polimorficas deste parasita.

6.2 Objetivos especificos

1. Determinar a possibilidade da ocorréncia de substituigdes de aminoacidos em SRS29B

que afetem imunocompatibilidade de antigenos de sensibilizacdo baseados nessa proteina.

2. Determinar se as substitui¢des disruptivas podem ocorrer em isolados endémicos em Cam-

pos dos Goytacazes.

3. Reunir e organizar sequéncias protéicas de antigenos de sensibiliza¢do utilizados em imu-

noensaios comerciais e experimentais, através da consulta em patentes.

4. Desenvolver uma pipeline (sequéncia de etapas metodologicas) in silico (em ambiente
computacional), para determinar quais aminoacidos dos antigenos de sensibilizacdo sdo
mais criticos para sua imunocompatibilidade, ou seja, mais determinantes para a afinidade
com imunoglobulinas especificas e que assim possuem maior probabilidade de afetar as
métricas de sucesso de imunoensaios quando sofrem substituicdes em populagdes do pa-

togeno.
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7 Metodologia

7.1 Coleta de dados

Diferentes bancos de dados de livre acesso descritos na Tabela 3 serdo utilizados para ob-
ten¢ao das informacdes necessarias ao desenvolvimento deste trabalho. Essa informacao inclui
especificagdes técnicas de imunoensaios comerciais, sequéncias protéicas de diversos isolados
e estruturas protéicas para simulacdo molecular. A coleta dos dados sera realizada através dos

websites de cada banco, com auxilio dos respectivos sistemas de busca.

Tabela 3 — Bancos de dados consultados durante o projeto.

Banco de Dados  Enderego Eletronico Tipo de informagao

ToxoDB https://toxodb.org/ Sequéncias gendmicas do parasito.

IEDB http://www.iedb.org/ Epitopos confirmados experimentalmente.
RCSB https://www.rcsb.org/ Estruturas protéicas em arquivos PDB.
Pubmed https://pubmed.gov/ Embasamento teorico na literatura.

Google Patents  https://patents.google.com/ Busca de patentes por palavras-chave.

Nota: Bancos de dados consultados durante o projeto e seus respectivos enderegos eletronicos.

7.2 Coleta de informacdes sobre imunoensaios em patentes

Patentes relacionadas a imunoensaios foram procuradas no portal Google Patents. O
termo de busca utilizado foi o “(C07K14/45) (A61K39/002)”. Esse termo contém dois codigos
que sdo categorias de patentes e representam os termos ‘“Toxoplasma” e “Protozoa antigens”,
respectivamente. Alguns documentos de patentes mostram as sequéncias protéicas de interesse
dentro de imagens ou com formatacao fora dos padrdes, impossibilitando a extracao do con-
teudo das sequéncias através da leitura direta dos pdfs utilizando o médulo de Python PyPDF?2.
Nesses casos, a ferramenta de reconhecimento optico Tesseract (SMITH, 2007) foi empregada
na extracdo textual. Scripts in-house (desenvolvidos especificamente para este trabalho) foram

utilizados como etapa final de normalizacao da formatacao das sequéncias em todos os casos.

7.3 Analise de sequéncias protéicas

Um script em Python foi desenvolvido para mostrar todas as substitui¢des de aminoa-
cidos observadas em um grupo de isolados de 7. gondii. Considerando um determinado gene
de interesse, ¢ realizada a traducao protéica da regido codificante (CDS) do gene apresentada

por cada isolado. Em seguida, ¢ montada uma imagem que mostra a sequéncia consenso em
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primeiro plano, destacando as posi¢des de aminoacido que apresentam variacao, considerando

as sequéncias de todos os isolados analisados.

A predicao de epitopos lineares foi realizada através do software BepiPred 2.0 (JESPER-
SEN et al., 2017). A ferramenta foi executada atraves de requisi¢des ao servidor da [IEDB, que

oferece esse servigo.

7.4 Analise de estruturas protéicas

A metodologia da etapa de analise estrutural descrita nesta se¢do esta resumida na Fi-

gura 9.

Conjunto de Dados

Substituicdes

Sequéncias (White Paper Natirai Ly Dynamut DL/ AG O
Strains) Resultados MD
Estruturas Mutadas auto-gromacs @CENAPAD
SRS29B.pdb : : RMSF O
Estrutura [h————} SETIE) - = =
RCSBI1YNT ) ) — Simulagdes MD sl K00
Substituicdes
Aleatdrias para MDanalysis )
Lisina Derivado SAsA O
: e
Andlise das 1
l Trajetdrias —————® nResiduos ©
Artificial Estruturas
pymoL- D Secundarias
Mutagénese
PyMOL - Detecgao do | Trajetérias ©

Angulo entre©

A Angulo entre os
os Dominios

Dominios

— o pdb

Figura 9 — Resumo da parte estrutural da metodologia.

Nota: auto-gromacs refere-se ao script disponibilizado em (ARAUJO; BANSAL; MERUGU, 2021). @ CENAPAD
refere-se a parte da metodologia executada no CENAPAD.

7.4.1 Obtencao das estruturas moleculares

A proteina SRS29B de T. gondii foi obtida do banco de dados RCSB, através do codigo
1'YNT. Essa estrutura contém duas copias de SRS29B, representadas nas cadeias F e G da estru-
tura. O RMSD pode ser utilizado para mensurar variagdes gerais entre estruturas protéicas. O
RMSD entre a cadeia F e G de 1'YNT é de 0.031A, que representa uma diferenca estrutural irre-
levante. A cadeia F foi escolhida para as analises realizadas neste trabalho. A Figura 10 mostra

a estrutura original de SRS29B.

As estruturas simuladas foram divididas em trés grupos. O grupo Natural consiste nas
variantes naturalmente observadas de SRS29B. O grupo Derivada consiste em combinagdes
arbitrarias de mutagdes observadas naturalmente. O grupo Artificial contém estruturas com mu-
tacdes ndo observadas naturalmente. Essas mutagdes foram criadas através de substituicoes ale-
atorias para o aminoacido lisina (K). As sequéncias naturais consideradas correspondem as va-

riantes de SRS29B observadas nos bancos de dados de seqliencias da ToxoDB.

Para a aplicacdo das mutagdes na estrutura original de SRS29B extraida da entrada

1YNT da RCSB foi utilizado o protocolo de mutagénese do software PyMOL. Esse assistente
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Figura 10 — Estrutura de SRS29B conforme a cadeia F de 1YNT.

Nota: A linha azul representa a cadeia principal da proteina.

de mutagénese substitui o aminodcido automaticamente e escolhe o rotdmero mais adequado
dentre os que possui em sua biblioteca. As mutagdes em estruturas foram numeradas de acordo

com a cadeia de aminoacidos da estrutura, ndo do transcrito primario.

7.4.2 Execuc¢ao da dinamica molecular

Cada estrutura obtida foi sumetida a uma simulagdo de dindmica molecular indepen-
dente, utilizando o software GROMACS (SPOEL et al., 2005). Um script em Python para co-
ordenar todas as etapas do processo de DM foi desenvolvido a partir de um script encontrado
no GitHub (ARAUJO; BANSAL; MERUGU, 2021). Como primeiro passo da simulacdo, cada
estrutura foi dissolvida em 4gua numa caixa cubica, através da ferramenta gmx solvate. Apds
isso, ions C1~ ¢ Na* foram adicionados até a solugdo atingir a concentragdo de NaCl a 0.15M.
A quantidade desses ions ¢ calculada automaticamente pelo gmx genion, que também inclui os
ions C1~ ou Na™ necessarios para a neutraliza¢do do sistema. O préximo passo consiste na etapa
de minimizacdo de energia (EM), uma simulacdo de curta duragdo para encontrar um conjunto
de coordenadas que representa a conformagao de menor energia, ou ao menos de energia razo-
avelmente baixa, para a proteina. Segue-se a primeira etapa de equilibrio, outra DM de curta
duracdo utilizando o ensemble NVT, que mantém constante o nimero de dtomos, o volume ¢ a
temperatura do sistema. A segunda etapa de equilibrio ¢ novamente uma DM de curta duracao,
dessa vez utilizando o ensemble NPT, que mantém constante o nimero de atomos, a pressao e
a temperatura do sistema. Apos a preparagao descrita, seguiu-se a simulagao de dindmica mole-
cular principal, que € mais longa que as anteriores e cujas trajetorias sao analisadas. O ensemble

NVT ¢ utilizado nessas simulagoes.
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Esses passos executados seguem o protocolo descrito no tutorial Lizozyme in Water
(LEMKUL, 2018), exceto pela concentracdo de soluto. O campo de forca Amber ff14SB foi
utilizado nas simulagdes (MAIER et al., 2015). Uma modificacao nesse campo de forga preci-
sou ser aplicada para que funcionasse com as estruturas utilizadas neste trabalho. Ela consiste na
correcao de uma incompatibilidade com determinados estilos de nomeagao de d&tomos em arqui-
vos .pdb. A incompatibilidade pode ter sido introduzida na conversao desse campo de forca, que
¢ nativo do Amber, para 0 GROMACS (ZHANG, 2017). As simulac¢des de dindmica molecular

com o software GROMACS foram realizadas com os parametros listados na Tabela 4.

Todas as estruturas foram submetidas a simulagdes principais de 400ns de duragao. Para
maior embasamento estatistico, o grupo de estruturas Natural passou por uma etapa adicional

de simulag¢des, cada uma com 4000ns de duracao.

A estrutura computacional do CENAPAD da UNICAMP foi empregada para a realiza-
cdo das simulacdes moleculares e andlise das trajetorias. O ambiente utilizado foi o Lovelace,
pela disponibilidade de GPUs.

7.4.3 Analise das trajetorias moleculares

Scripts em Python foram desenvolvidos para coordenar a analise das trajetdrias molecu-
lares das simulagdes realizadas (ARAUJO; BANSAL; MERUGU, 2021), utilizando a biblioteca
MDAnalysis MICHAUD-AGRAWAL et al., 2010) para o célculo de RMSD e RMSF, além da
criagdo do grafico de Ramachandran para validagdo dos angulos dihedrais de cada aminoécido
das estruturas simuladas. Analises de estruturas secundarias foram feitas pelo DSSP, aplicado
nas trajetorias através da ferramenta gmx do_dssp. O célculo de area de superficie acessivel
ao solvente SASA (Solvent accessible surface area) foi realizado utilizando o programa free-
sasa (MITTERNACHT, 2016) em cada frame das trajetorias moleculares. O alinhamento de
estruturas resultantes das simulagdes foi feito no Pymol. O seletor resi 1-129 foi utilizado para
alinhar apenas o primeiro dominio de SRS29B. A medida dos angulos entre os dois dominios de
SRS29B foi feita com o auxilio de uma automagao para Pymol previamente descrita (HOLDER,
2010).

7.4.4 Analises estruturais alternativas

O servico DynaMut (RODRIGUES; PIRES; ASCHER, 2018) foi utilizado para a pre-
di¢do da tendéncia de mutagdes individuais em desestabilizar (AAG) a estrutura de SRS29B.
O arquivo .pdb contendo SRS29B, conforme extraida da estrutura original 1YNT, foi enviado
para a plataforma junto com a lista de substitui¢des de aminoacidos. O servidor remoto demorou

cerca de um més para processar as 25 mutagdes enviadas.
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Tabela 4 — Parametros utilizados na dindmica molecular execu-
tada no GROMACS.

Etapa

Nome do pardmetro

Valor

(todos)

(todos)
NVT+NPT
NVT+NPT+MD
NVT+NPT+MD
NVT+NPT+MD
NVT+NPT+MD
NVT+NPT+MD
NVT+NPT
NVT+NPT+MD
NVT+NPT
NVT+NPT
NVT+NPT
NVT+NPT
NVT+NPT
NVT
NVT+NPT+MD
NVT+NPT
NVT+NPT+MD
NVT+NPT+MD
NVT+NPT+MD
NVT+NPT+MD
NVT+NPT+MD
NVT+NPT+MD
NVT+NPT+MD
NVT+NPT+MD
NVT+NPT+MD
NVT+NPT
NVT+NPT
NVT

NVT

NVT

NVT

NPT+MD
NPT+MD
NPT+MD
NPT+MD
NPT+MD
NPT+MD

NPT

NPT+MD

MD

MD

MD

MD

MD

MD

MD

MD

MD

MD

MD

force field
water model
nsteps

nstlist
cutoff-scheme
rcoulomb
rvdw

pbc

define
integrator

dt

nstxout
nstvout
nstenergy
nstlog
continuation
constraint_algorithm
constraints
lincs_iter
lincs_order

ns type
DispCorr
coulombtype
pme_order
fourierspacing
tcoupl

tc-grps

tau t

ref t

pcoupl
gen_vel
gen_temp

gen seed
continuation
pcoupl
pcoupltype
tau p

ref p
compressibility
refcoord_scaling
gen_vel
nsteps

dt

nstxout
nstvout
nstenergy
nstlog
nstxout-compressed
compressed-X-grps
constraints
tau_t

ref t

amberl4sb parmbscl cufix
tip3p
500000
30
Verlet
1.0

1.0

Xyz
-DPOSRES
md
0.001
5000
5000
5000
50000
no

lincs
h-bonds
1

4

grid
EnerPres
PME

4

0.16
V-rescale
Protein Non-Protein
0.10.1
300 300
no

yes

300

-1

yes
Parrinello-Rahman
isotropic
2.0

1.0
4.5e-5
com

no
200000000
0.002
50000
50000
50000
5000000
500000
System
none
0.10.1
300 300

Nota: As siglas da coluna etapa representam cada etapa de simulagdo que
integra a metodologia da dindmica molecular. NVT representa a pri-
meira simulagdo de equilibrio do sistema, que utiliza o ensemble NVT.
NPT representa a segunda simulagéo de equilibiro do sistema, que uti-
liza 0 ensemble NPT. MD representa a simulagao principal, que utiliza
o ensemble NVT.
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8 Resultados

8.1 Coleta de informagdes sobre imunoensaios em patentes

Uma relacdo das patentes encontradas e os antigenos de sensibilizacdo descritos nos res-
pectivos documentos pode ser vista na Tabela 5. Um resumo da eficicia de alguns imunoensaios

em analises heterogéneas ¢ mostrado na Tabela 6.

Tabela 5 — Patentes que detalham antigenos de sensibilizag¢ao para diagnostico de to-

xoplasmose.
Antigenos de Captura Requerente Patente Ano
GRAG6 Koolen et al EP0710724A2 1995
SRS29B Biomerieux US6372897B1 1995
GRA7 Jacobs et al WO1997027300A1 1997
GRAS Abbott Laboratories W0O1999061906A2 1999
SRS29B Abbott Laboratories W02004031358A2 2004
SRS29B MIC2 MIC3 GRA3 GRA7 M2AP  Gargano et al WO2006094665A1 2006
ROP1 GRA6 GRA7 GRAS FIOCRUZ/PR WO02018170571A1 2018

Nota: Patentes pesquisadas e obtidas no Google Patents. Patentes referenciadas pelo codigo de registro
mundial, quando possivel. A data representa a publicacdo mais antiga do documento. Néo ¢ pos-
sivel comparar diretamente a eficacia de cada um desses imunoensaios através das informagdes
disponiveis.

Tabela 6 — Imunoensaios comerciais, antigenos de sensibilizacdo utiliza-
dos e sensibilidades.

Imunoensaio Fabricante M¢étodo  Antigenos de Captura  Sensibilidade
KRIEGER etal FIOCRUZ/PR ELISA ROPI1;GRA7;GRAS8 100%

Vidas Biomérrieux ELFA SRS29B; GRA6 <S
Architect Abbott CMIA  SRS29B; GRAS <S
AXxSYM® Abbott MEIA  SRS29B* <S

Nota: Os testes com os imunoensaios FIOCRUZ/PR, Vidas e Architect foram por KRI-
EGER, ZANCHIN e BASCHIROTTO (2018), enquanto imunoensaio AxSYM foi
testado por Martins (2015). Valores de sensibilidade foram calculados neste traba-
lho.

Conforme mostrado na Tabela 6, o imunoensaio AXSYM (Abbott) utiliza SAG1 recom-
binante como AC. Antigenos recombinantes sao produzidos através de DNA extraido do pa-
togeno e posteriormente inserido com auxilio de um vetor de expressdo génica em um outro

organismo como Escherichia coli, que produzira a proteina (FUMAGALLI et al., 2018).

A companhia farmacéutica Abbott Laboratories desenvolveu o conjunto de ASs des-
crito na patente W0O2004/031358, publicada primeiramente em 1999. A invencao consiste em

um coquetel de antigenos composto por diversas variantes da proteina SRS29B. No processo de
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desenvolvimento do imunoensaio houve uma otimizagao das métricas de sensibilidade e especi-
ficidade através de tentativas com diferentes fragmentos de SRS29B. Esse processo viabilizou
métricas aceitaveis de sensibilidade e especificidade para o imunoensaio, apesar da utilizagao
de SRS29B como tnico AC. A patente mencionada descreve as sequéncias gendmicas € protéi-
cas das proteinas presentes no coquetel de antigenos. As 23 sequéncias de variantes de SRS29B
utilizadas como ASs nessa patente podem ser visualizadas e comparadas com as 6 variantes
naturais conhecidas de SRS29B na Figura 11. Além das sequéncias de referéncia que sdo as
variantes catalogadas da proteina, esse alinhamento mostra a sequéncia principal do antigeno
de sensibilizacdo, denominada p30, que ¢ a mais longa e abrange toda a extensdo do transcrito
primario de SRS29B. O alinhamento também apresenta outras sequéncias, mais curtas € com
variagdes em relacdo a p3(0. Para gerar a diversidade encontrada nesses peptideos curtos foram
utilizados recursos como a delecao ou substituicdo de aminoacidos individuais, e a eliminagao

de por¢des N-terminais e/ou C terminais.

Nao foi possivel determinar quais sequéncias de ASs estdo presentes em quais kits de
imunodiagnoéstico comerciais. Todos os manuais de imunodiagnosticos comerciais contém uma
lista de patentes relevantes ao produto, mas as listas observadas nao incluem patentes relaciona-
das a ASs.

8.2 Analise de epitopos lineares

Considerando as 65 sequéncias para SRS29B disponiveis na ToxoDB (KISSINGER et
al., 2003), observa-se 6 sequéncias unicas de nucleotideos para SRS29B. Considerando a regido
do produto final de SRS29B, apo6s as clivagens, existem 4 seqlencias unicas de aminoacidos.
Essas seqliencias sdao diferenciadas por 6 substui¢des de aminoacidos, conforme mostrado na

Figura 12. Todas as substituigdes observadas representam mudancas de carga na cadeia lateral.

20 40 60
MSVSLHHFIISSGFLTSMFPKAVRRAVTAGVFAAPTLMSFLRCGVMASDPPLVANQVVTCPDKKSTAAVI

80 100 120 140
LTPTENHFTLKCPKTALTEPPTLAYSPNRQICPAGTTSSCTSKAVTLSSLIPEAEDSWWTGDSASLDTAG

160 180 200
IKLTVPTEKFPVTTQTFVVGCIKGDDAQSCMVTVTVQARASSVVNNVARCSYGADSTLGPVKLSAEGPTT

220 240 260 280
MTLVCGKDGVKVPQDNNQYCSGTTLTGCNEKSFKDILPKLTENPWQGNASSDKGATLTIKKEAFPAESKS

300 320
VIIGCTGGSPEKHHCTVKLEFAGAAGSAKSAAGTASHVSIFAMVIGLIGSIAACVA

Troca rara

Troca incomum

Troca comum

Troca do grupo do residuo

Figura 12 — Trocas de aminoacido observadas na proteina SRS29B de 7. gondii

Nota: Trocas de aminoécido observadas na proteina SRS29B de 7. gondii, considerando as cepas disponiveis na
ToxoDB. Residuos sublinhados fazem parte da estrutura PDB disponivel (RCSB: 1YNT). Residuos em roxo
fazem parte de epitopos experimentalmente detectados segundo o banco IEDB. Residuos destacados por
blocos representam substitui¢des apresentadas por ao menos um isolado do grupo observado, enquanto as
cores indicam a prevaléncia da troca no grupo de isolados conforme descrito na legenda dentro da figura.
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A predi¢do de epitopos lineares indica a probabilidade de cada residuo da proteina com-
por algum epitopo linear. E possivel observar algumas substitui¢des naturais de aminoacidos
em areas de alta probabilidade de ocorréncia de epitopos lineares em SRS29B, conforme mos-
trado na Figura 13. Quanto aos epitopos lineares preditos para cada variante, ¢ possivel obervar
nas regides proximas aos aminoacidos 7 e 155 que determinadas variantes divergem quanto a
presenca de epitopos lineares, considerando a linha de corte na pontuagdo de 0.5, conforme a

op¢ao padrao do software.

S D T KK K
0.7 A D T KK K
o S N T KK K
N g N S IS\IN 9
B 0.6 ' )
s AV /\ , \
805 : 74 A \/ \ _~ \/f\ A
e M\ A
o 0.4 /] W
g
‘.g 0.3 Original
[l Variagdo #1
Variagéo #2
0.2 Variagéo #3
0 50 100 150 200 250

Posicdo do Aminoacido
Figura 13 — Predi¢do de Epitopos lineares em SRS29B

Nota: Pontuagio atribuida pelo software BepiPred 2.0 para SRS29B mostrada em grafico 2D contendo a posicao de
cada aminoécido no eixo X e a pontuacdo atribuida pelo BepiPred no eixo Y. Pontuagdes acima da linha dos
0.5 pontos indicam alta probabilidade do residuo compor um epitopo linear de célula B. Cada linha do gra-
fico representa uma versdo da proteina encontrada nos isolados considerados. Letras representam mutagdes
especificas de cada sequéncia, mostrada em posicdo correspondente no eixo X. Letras pretas representam a
estrutura secundaria a que pertence o residuo: fita (E), volta (S), ou indeterminada (-).

8.3 Analise de epitopos estruturais

A Tabela 7 resume as estruturas geradas para SRS29B e as mutagdes contidas em cada

uma delas, através das metodologias aqui aplicadas.

A Tabela 8§ indica trés variantes que sao representadas por poucos isolados: SISA com

trés isolados, 1270V com dois, e F271L representada apenas pelo isolado RUB.

A predicdo de AAG realizada pelo DynaMut indica que diferentes mutagdes afetam
a estabilidade estrutural de SRS29B em diferentes magnitudes. Um AAG negativo indica es-
tabilizagdo estrutural quando a substituicdo ¢é realizada, uma tendéncia para a conservagao da
estrutura da proteina. Enquanto isso, 0 AAG positivo indica uma perda de estabilidade para

a substituicdo, uma tendéncia a alteracdo da estrutura proteica. Conforme a Tabela 9, S15A ¢
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Tabela 7 — Estruturas obtidas através de substituicoes de aminoaci-

dos em SRS29B.

Nome Variagdes 1P Gravy
Original 7.117 -0.164
Natural 1 S15A 7.117 -0.154
Natural 2 D145N 7.791 -0.164
Natural 3 DI145N; T201S; K213N; K220N; K248Q 5.961 -0.16

Derivada 1 S15A; D145N 7.791 -0.154
Derivada 2 T201S; K213N 6.381 -0.163
Derivada 3 K220N; K248Q 5965 -0.161
Derivada 4 T201S; K213N; K220N; K248Q 5.657 -0.16

Artificial 1 VI19K; L21K; T22K 8.308 -0.24

Artificial 1-1  VI9K 7.789 -0.196
Artificial 1-2 L21K 7.789 -0.195
Artificial 1-3  T22K 7.789  -0.177
Artificial 2 A128K; S131K; S132K 8.308 -0.212
Artificial 3 51K 7.789  -0.198
Artificial 4 R129K 7.116 -0.162
Artificial 5 P240K 7.789 -0.173
Artificial 6 V133K 7.789 -0.196
Artificial 7 A4K; Q6K; V8K 8.308 -0.221
Artificial 8 S230K; 1233K; C235K 8.339 -0.235
Artificial 9 S46K; N48K; Q50K 8.308 -0.18

a unica mutagdo natural com AAG positivo e maior que 1.0 kcal/mol, demonstrando capaci-
dade de alterar a conformagao da proteina (CAPRIOTTI et al., 2008). D145N, K220N e K248Q
apresentam AAG positivo, mas de menor valor. As demais mutagdes naturais apresentam AAG
negativo e de baixa magnitude. Mutagdes artificiais como S131K e S132K possuem AAG acima
de 1.0 kcal/mol. Uma limitagdo do DynaMut ¢ a auséncia de predi¢do para grupos de mutagdes,

avaliando somente o impacto de mutagdes individuais.

A variagdo de RMSD nas estruturas simuladas sdo mostradas na Figura 14. Algumas pro-
teinas simuladas apresentaram mudancgas conformacionais siginifcativas. Essas mudancas sdo
observadas ap6s os 200ns de simulacdo. A variante original de SRS29B mostrou pouca flutua-
¢ao de RMSD, conforme esperado para a estrutura sem substitui¢cdes. Nas simulagdes de 400ns,
aA variante caracterizada pelas substitui¢des V19K, L21K e T22K demonstrou ARMSD > 54,
indicando alteragdo estrutural significativa em relagdo a variante Original, conforme mostrado
na Figura 14. Nas simulac¢des de 4000ns realizadas para o grupo Natural (Figura 20), todas as

estruturas demonstraram variagio ARMSD > 5A em algum momento.

Os graficos de RMSF mostrados na Figura 15 mostram que nao ha picos destacados de
alta movimentagao em regides especificas da proteina. Ao invés disso, existem multiplos picos
moderados que ocorrem ao longo de toda a cadeia proteica e podem ser observados em todas as

estruturas analisadas.

Quanto ao numero de residuos envolvidos em estruturas secundarias, nao se observa

variagdo significativa ao longo das simulagdes, conforme a Figura 18. A auséncia de variacao
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Tabela 8 — Ocorréncia das variantes observadas em SRS29B nos isolados analisados.

Variante Isolados Portadores Genotipos SAG1 (PCR-RFLP)

S15S 59 isolados. II/III (6); u-1 (6); I (21); Desconhecido (26)
S15A GUY-DOS; GUY-MAT; GUY-2003-MEL I (1); Desconhecido (2)

D145N 18 isolados. II/III (6); u-1 (5); Desconhecido (7)

D145D 44 isolados. u-1 (1); I(22); Desconhecido (21)

T201S 12 isolados. II/I1I (6); u-1 (2); Desconhecido (4)

T201T 50 isolados. u-1 (4); I (22); Desconhecido (24)

K213N 12 isolados. II/III (6); u-1 (2); Desconhecido (4)
K213K 50 isolados. u-1 (4); I (22); Desconhecido (24)

K220N 12 isolados. II/I1I (6); u-1 (2); Desconhecido (4)
K220K 50 isolados. u-1 (4); I (22); Desconhecido (24)

K248Q 12 isolados. II/III (6); u-1 (2); Desconhecido (4)

K248K 50 isolados. u-1 (4); 1 (22); Desconhecido (24)

A261S 12 isolados. /111 (6); u-1 (2); Desconhecido (4)

A261A 50 isolados. u-1 (4); I (22); Desconhecido (24)

12701 60 isolados. II/III (6); u-1 (6); I (21); Desconhecido (27)
1270V COUG; GUY-2004-JAG1 I (1); Desconhecido (1)

F271F 61 isolados. II/IIT (6); u-1 (6); I (21); Desconhecido (28)
F271L RUB I(1)

1275T 18 isolados. II/III (6); u-1 (5); Desconhecido (7)

12751 44 isolados. u-1 (1); I(22); Desconhecido (21)

Nota: Informagdo sobre gendtipos extraidas de Su et al. (2012). Alguns genotipos indicados como Des-
conhecido podem estar disponiveis na literatura.

significativa nesses graficos indica que ndo ha disrupcao global das estruturas secundarias das

estruturas analisadas.

Os graficos de Ramachandran mostram que a grande maioria dos angulos ¢ e ¥ obser-

vados nas trajetorias MD sao angulos favoraveis (Figura 22).

Observando o angulo entre os dois dominios de SRS29B ao longo das simulagdes, nota-

se alta correlagao entre o ARMSD e o angulo entre os dominios ao longo das simulagdes.

A Tabela 10 resume os experimentos de dindmica molecular conduzidos neste traba-
lho. Observa-se que algumas variantes ndo induzem alteragdes estruturais na proteina, enquanto
outras induzem. K220N e K248Q participaram de duas estruturas simuladas cada uma, onde

mostraram resultados diferentes em cada simulagao.
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Tabela 9 — Efeitos de substituigdes individuais de aminoacidos na estabili-
dade da proteina, de acordo com algoritmos de predi¢ao.

Mutagdo Tipo da Mutagdo AEstabilidade (kcal/mol)  Predicdo AAG (kcal/mol)

S132K Artificial 0.409 1.734
V19K Artificial 0.438 1.585
SI131K Artificial 1.071 1.511
SI5A Natural 0.105 1.325
Q50K Artificial 0.055 0.497
A128K  Artificial 0.27 0.39
C235K Artificial 0.959 0.364
DI145N  Natural -0.245 0.279
K220N  Natural -0.048 0.239
Q6K Artificial 0.009 0.226
T22K Artificial -0.031 0.079
S46K Artificial -0.016 0.039
K248Q Natural -0.243 0.025
P240K Artificial -0.722 -0.06
L21K Artificial 0.053 -0.06
N48K Artificial -0.065 -0.146
K213N  Natural -0.107 -0.159
S230K Artificial -0.241 -0.244
T201S Natural 0.034 -0.324
A4K Artificial -0.146 -0.451
V133K  Artificial 0.036 -0.583
151K Artificial 0.098 -0.616
R129K Artificial -0.475 -0.833
V8K Artificial 0.21 -1.12
1233K Artificial -0.234 -1.971

Nota: Substitui¢des ordenadas pela magnitude prevista para AAG.

Tabela 10 — Métricas finais da analise de mutagdes naturais em SRS29B.

Variante Troca de Carga  Estrutura Secundaria ARMSDMD >5.0A AAG>0.2

S15A Sim Hélice Sim Sim
DI45N  Sim - Sim Nao
K220N  Sim Folha Sim + Néo Nao
K248Q  Sim Hélice Sim + Nao Nao
K213N  Sim - Nao Nao
T201S Nao - Nio Nio

Nota: Resumo dos atributos mais relevantes das muta¢des naturais de SRS29B, considerando
todas as etapas da andlise conduzida neste trabalho. A coluna ARMSD MD > 5.0 A
indica resultados para mais de uma simulagao, quando aplicavel.
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Figura 14 — RMSD das simula¢des moleculares do grupo de estruturas de SRS29B.

Nota: Variagdo de RMSD observada em simulagdes de dindmica molecular de variantes mutadas da proteina
SRS29B utilizando a entrada RCSB:1YNT como modelo. Cada linha do grafico representa uma simulag@o,
mostrando a métrica RMSD entre a conformagéo do frame e a conformacao inicial da proteina. Simulagdes
possuem 400ns de duragdo e utilizam o campo de forca Amber ff14SB (MAIER et al., 2015) no software
GROMACS. Os identificadores de mutagdo indicam quais mutagdes estdo presentes nas estruturas represen-
tadas em cada grafico.
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Figura 15 — RMSF das simula¢des moleculares do grupo de estruturas de SRS29B.

Nota: Variagdo de RMSF observada em simulagdes de dindmica molecular de variantes mutadas da proteina
SRS29B utilizando a entrada RCSB:1YNT como modelo. Cada linha no grafico representa uma estrutura
simulada. Simula¢des possuem 400ns de duragéo, o trecho entre 360ns e 380ns foi utilizado para a analise de
RMSF. Os identificadores de mutag@o indicam quais mutagdes estdo presentes nas estruturas representadas
em cada grafico.
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Figura 16 — Angulo entre os dominios das simula¢des moleculares do grupo natural de estrutu-
ras de SRS29B.

Nota: Variagdo do dngulo medido entre os dois dominios de SRS29B observada em simula¢des de dindmica mole-
cular de variantes mutadas da proteina SRS29B utilizando a entrada RCSB:1YNT como modelo. Cada linha
do gréfico representa uma simulag@o, mostrando a métrica RMSD entre a conformagao do frame e a confor-
magao inicial da proteina. Simula¢des possuem 400ns de duragdo e utilizam o campo de forca Amber ff14SB
(MAIER et al., 2015) no software GROMACS. Os identificadores de mutagéo indicam quais mutagdes estdo
presentes nas estruturas representadas em cada grafico.
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Figura 17 — SASA das simulagdes moleculares do grupo de estruturas de SRS29B.

Nota: Superficie total acessivel ao solvente ao longo de trajetdrias moleculares de variantes mutadas da proteina
SRS29B utilizando a entrada RCSB:1YNT como modelo. Cada grafico representa uma simulagdo. Simula-
¢des possuem 400 nanossegundos de duragdo e utilizam o campo de forca Amber ff14SB (MAIER et al.,
2015) no software GROMACS. Os identificadores de mutag@o indicam quais mutagdes estdo presentes nas
estruturas representadas em cada grafico.
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Figura 18 — Numero de residuos em estruturas secunddarias das simulagdes moleculares do grupo
de estruturas de SRS29B.

Nota: Numero de residuos envolvidos em estruturas secundarias ao longo simula¢des de dindmica molecular de
variantes mutadas da proteina SRS29B utilizando a entrada RCSB:1YNT como modelo. Linhas cinzas re-
presentam a média movel dos 10 frames anteriores. Cada grafico representa uma simulagdo. Simulagdes
possuem 400 nanossegundos de duracdo e utilizam o campo de forca Amber ff14SB (MAIER et al., 2015)
no software GROMACS. Os identificadores de mutacdo indicam quais mutacdes estdo presentes nas estru-
turas representadas em cada grafico.
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Figura 19 — Estruturas alinhadas das simulagdes moleculares do grupo natural de estruturas de
SRS29B.

Nota: Alinhamento estrutural de todos os membros do grupo. Cada estrutura representa a média das posigdes ato-
micas considerando os frames entre 360ns ¢ 380ns da trajetéria molecular. Em vermelho: estrutura Original,
verde: Natural 1, azul: Natural 2, amarelo: Natural 3. Esta imagem ndo retrata toda a variagdo observada
ao longo das trajetorias, apenas ilustra a variagdo do angulo entre os dois dominios de SRS29B conforme
observada no conjunto de trajetorias de 400ns do grupo Natural, Os identificadores de mutagdo indicam
quais mutagdes estdo presentes nas estruturas representadas em cada grafico.
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Figura 20 — RMSD das simula¢des moleculares do grupo de estruturas de SRS29B.

Nota: Variagdo de RMSD observada em simulagdes de dindmica molecular de variantes mutadas da proteina
SRS29B utilizando a entrada RCSB:1YNT como modelo. Cada linha do grafico representa uma simulagéo,
mostrando a métrica RMSD entre a conformacgéo do frame e a conformacao inicial da proteina. Simulagdes
possuem 4000ns de duragdo e utilizam o campo de forga Amber ff14SB (MAIER et al., 2015) no software
GROMACS. Os identificadores de mutagdo indicam quais mutagdes estdo presentes nas estruturas represen-
tadas em cada grafico.
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Nota: Variagdo do angulo medido entre os dois dominios de SRS29B observada em simula¢des de dindmica mole-
cular de variantes mutadas da proteina SRS29B utilizando a entrada RCSB:1YNT como modelo. Cada linha
do grafico representa uma simulagido, mostrando a métrica RMSD entre a conformagio do frame e a confor-
macao inicial da proteina. Simula¢des possuem 400ns de duragdo e utilizam o campo de forca Amber ff14SB
(MAIER et al., 2015) no software GROMACS. Os identificadores de mutagdo indicam quais mutagdes estdo
presentes nas estruturas representadas em cada grafico.
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Figura 22 — Graficos de Ramachandran para as trajetorias das variantes naturais de SRS29B.

Nota: Graficos de Ramachandran para a trajetoria molecular de 400ns da estrutura Original do grupo Natural. Os
angulos ® e ¥ de cada residuo de cada frame sdo indicados por pontos pretos no plot. Zonas em azul indicam
angulos favoraveis e naturalmente observadas para os diferentes tipos de aminoacidos, sobrepostos.
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O Discussao

9.1 Possiveis causas das baixas sensibilidades observadas

No trabalho anterior do grupo foi observada uma discrepancia entre os resultados dos
diagndsticos por imunoensaios e os resultados dos diagnosticos por PCR. A proporg¢do de re-
sultados positivos pelos imunoensaios comerciais ficou abaixo da esperada. Anélises adicionais
indicaram a presen¢a de DNA de 7. gondii em 22 de 24 (91,66%) amostras soronegativas no
imunoensaio Axsym (Abbott). Na deteccdo de DNA por PCR, considerou-se a presenca de ao
menos um dos marcadores do conjunto ITS1, NTS2, Bl e SAG3 (MARTINS, 2015). Diversos
fatores poderiam explicar a divergéncia de sensibilidade observada entre os dois métodos de

diagnostico. Alguns deles serdo discutidos neste capitulo.

9.1.1 Janela de produgao de imunoglobulinas

As imunoglobulinas sdo produzidas pelo hospedeiro em janelas de tempo especificas,
considerando o primeiro contato com o patégeno como o marco zero dessa escala temporal.
Diferentes patdgenos induzem o hospedeiro a padrdes ligeiramente diferentes de producdo de
imunoglobulinas. Os anticorpos do isotipo IgM tornam-se indetectaveis nas amostras apos um
certo tempo do inicio da infec¢do. [gMs possuem relativa baixa afinidade pelo patdgeno e sao
substituidos, no decorrer da resposta imunologica, por outros is6tipos com mais especificidade,
como IgG. Supde-se que o IgG produzido contra um determinado patogeno continue sendo pro-
duzido por tempo indeterminado, mantendo-se em niveis detectdveis nas amostras sorologicas
durante esse periodo, que pode estender-se por toda a vida do hospedeiro. Essa longa produgao
de IgG pode ser ainda mais acentuada no caso da toxoplasmose, que ¢ uma infeccao em que
nao ocorre a eliminagao completa do parasito do organismo hospedeiro, podendo ainda ocorrer
reativagdes ocasionasi da infec¢do que sdo contidas pelo sistema imunolédgico. No entanto, nao
ha a confirmacao cientifica tanto da permanéncia de 7. gondii quanto de quantidades detectaveis
de IgG circulante contra 7. gondii por toda a vida de todos os pacientes. Dessa forma, pacientes
que foram infectados pelo parasito muito tempo antes da coleta das amostras podem apresentar
niveis indetectaveis de IgG. Alternativamente, hd um periodo de laténcia entre 0 momento da
infec¢do € o momento em que os niveis de IgG atingem niveis detectaveis. Amostras coleta-
das entre esses pontos devem ser negativas para IgG, podendo apresentar niveis detectaveis de
DNA do parasito. Esses pacientes devem ser positivos para I[gM, considerando que a o periodo

de laténcia de IgM ¢ mais curto que o de IgG.
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9.1.2 Falhas metodoldgicas em imunoensaios

Falhas metodoldgicas na execuc¢do do imunoensaio incluem a utilizagdo de reagentes ex-
pirados, erros no calculo de dilui¢ao das amostras (DALY et al., 2004), ou ainda erros no calculo
do cutoff dos niveis de absorbancia em sistemas que utilizam tal mecanismo. A categoria ainda
inclui erros de manejo das amostras, que pode levar a contaminagdes. Os sistemas de imunoen-
saios automatizados como o AxSym e Architect minimizam a possibilidade de contaminagdes

ao reduzir o manuseio das amostras (ISMAIL, 2009).

9.1.3 Incompatibilidade de antigenos de sensibiliza¢ao

A variabilidade genética do parasito pode influenciar a imunocompatibilidade de seus
antigenos. Esse fenomeno se chama antigenic drift e ¢ uma estratégia evolutiva do parasito
para evadir o sistema imune de seus hospedeiros. O antigenic drift de alguns virus sdo bem
investigados na literatura (YEWDELL, 2021). Principalmente aqueles que demandam esforcos
de imunizagdo coletiva de monitoramento epidemioldgico pelas autoridades de satide publica.
Os protozodarios em geral evoluem em escalas de tempo maiores que os virus. Isso diminui
a importancia da vigilancia em tempo real da variagdo de antigenos nesse tipo de organismo,
mesmo considerando os protozodrios de importancia clinica maior que 7. gondii, como T. cruzi
e P. falciparum. Dessa forma, a variacao de antigenos encontrada em protozoarios refere-se mais
a variagdo ja existente que ainda ndo foi catalogada do que a variagdo que ocorre no espago de

um ano entre as variantes do virus Influzenza A, por exemplo.

A precisdao dos imunoensaios depende da alta afinidade entre anticorpos e antigenos
(BOURASSA et al., 2021). Considerando os imunoensaios comerciais investigados neste traba-
lho, ndo ¢ possivel determinar quais imunoensaios comerciais utilizam ASs descritos em quais
patentes, e ainda quais subconjuntos de ASs descritos nas patentes sdo efetivamente utilizados
nos imunoensaios. Consideramos que tanto a Biomerriéux e a Abbott utilizam os ASs descritos
em suas proprias patentes. Em alguns casos, a informacao sobre qual proteina do parasito foi uti-
lizada como AS em determinado imunoensaio pode ser obtida em artigos publicados (LIU et al.,
2019; REYNOSO-PALOMAR; MORENO-GA4LVEZ; VILLA-MANCERA, 2019; BACHAN et
al., 2017).

A proteina SRS29B ¢ reconhecida desde a década de 90 como o antigeno imunodomi-
nante de 7. gondii (CESBRON-DELAUW et al., 1994), sendo bem caracterizada e bastante
utilizada como antigeno de sensibilizagdo em imunoensaios para diagnostico de toxoplasmose,
conforme mostrado na Tabela 5. Essa proteina ¢ muitas vezes utilizada como tinico AS em um
imunoensaio. Apesar de variantes do parasito sem a proteina SRS29B (ASRS29B) preservarem
sua viruléncia (CHARLES; CALLEGAN; BLADER, 2007), a proteina indica possuir fungao
no processo de invasao celular ao promover aderéncia entre o taquizoito e a célula alvo atra-
vés de sua afinidade com proteinas de membrana do hospedeiro (WANG; YIN, 2014). SRS29B

¢ altamente expressa em todos os isolados de 7. gondii que foram submetidos a essa analise
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(BOOTHROYD et al., 1998). Talvez pelo papel na invasao celular, SRS29B apresenta alta con-
servacdo de sua sequéncia protéica em relagdo a outras proteinas de 7. gondii. Apesar disso, a
Tabela 6 inclui um imunoensaio que nao utiliza SRS29B como antigeno de sensibilizacdo e esse
apresentou a maior sensibilidade quando utilizado em pacientes brasileiros. Isso pode estar rela-
cionado com uma diversidade desconhecida no gene SRS29B em isolados endémicos do Brasil.
Em diagnoésticos por PCR realizados anteriormente pelo grupo em amostras de pacientes de
Campos dos Goytacazes, foi observado que o marcador SAG1 falhou em amplificar o material
genético em algumas amostras (MARTINS, 2015). Isso aconteceu mesmo em amostras onde
outros marcadores como NTS2 e B1 amplificaram a amostra. Essa observacao indica uma certa

variacao genotipica na regido SAG1 (SRS29B) das cepas endémicas da regido norte fluminense.

Outras proteinas de 7. gondii também sao utilizadas como AS em imunoensaios, como
GRA7, GRAS. Algumas combinagdes de AS se mostram mais eficientes para deteccdo de IgM,
outras para deteccao de IgG (LIU et al., 2011).

9.1.4 TIsolados ndo clonais de 7. gondii no mundo

A distribuicao de gendtipos de 7. gondii varia pelas diferentes regides geograficas do
planeta. De maneira geral, podemos falar em regides que possuem maior representatividade de
isolados clonais e regides onde predominam os isolados ndo-clonais. Cada regido apresenta sua
propria proporgao de isolados nao-clonais. Essas duas métricas estdo representadas para alguns

paises na Figura 23.

A analise de prevaléncia mostrada nessa figura baseia-se em imunoensaios realizados
no subgrupo populacional das gestantes. Essa populacdo ¢ rotineiramente submetida a diagnds-
ticos para toxoplamose por questdes de satide do feto e considera-se que representa a populacao
geral. E possivel observar no grafico trés grupos distintos de paises. O Grupo 2 retine paises que
apresentam as mais altas propor¢des de isolados ndo-clonais em conjunto com as menores taxas
de prevaléncia de 7. gondii. E importante notar que certos paises possuem relativa pouca diver-
sidade de gendtipos do parasito, mesmo tendo alta propor¢ao de isolados atipicos. No caso da
China, grande parte de seus isolados pertencem ao Genotipo #9, apelidado de Chinese 1. Isolados
desse haplogrupo apresentam alta viruléncia em murinos (GAO et al., 2017). Nao se sabe exis-
tem divergéncias genotipicas importantes entre isolados de um mesmo haplogrupo. Conforme
mostrado na subse¢do 4.1.2, o locus SAG1 (SRS29B) dos isolados do Genotipo #9 apresenta o
alelo u-1, que ¢ atipico. No entanto, nao sao observadas substitui¢des de amindcidos exclusivas
desse isolado em SRS29B. Uma analise de genética populacional colocou o grupo Chinese 1
como mais proximo das variantes clonais;; do que das outras variantes clonais ou mesmo dos
isolados atipicos (AMOUETI et al., 2019).

Uma hipétese pode ser levantada ao analisar a situacdo dos paises do Grupo 2. Nesses
paises, a baixa incidéncia de toxoplasmose observada pode estar relacionada com a falta de

sensbilidade dos imunoensaios em pacientes infectados por isolados ndo clonais. Outra hipotese
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Figura 23 — Prevaléncia de IgG para toxoplasmose e proporcao de isolados atipicos em alguns
paises.

Nota: Prevaléncia de IgG em gestantes, compiladas por Bigna et al. (2020). Propor¢do de isolados atipicos em
cada pais obtidos em Amouei et al. (2019). Os paises que estdo contidos em ambas as fontes de dados sdo
mostrados no grafico.

¢ que poucos imunoensaios sao realizados nesses paises para fins epidemiologicos. Dentre esses
paises, 0 México apresenta grandes alteracdes entre estudos realizados em regides diferentes,
com prevaléncias entre cerca de 2% e 47% (HERN4ANDEZ-CORTAZAR et al., 2013). Estudos
de prevaléncia utilizando métodos mais precisos que o imunoensaio, como a amplificacao de
fragmentos PCR, precisam ser realizados nas populagdes dos paises do Grupo 2 para validar ou

nao essa hipodtese.

9.2 Impacto de mutagdes em epitopos

Epitopos com mutacdes em seu dominio podem escapar da afinidade de anticorpos espe-
cificos aos epitopos originais (HOSSAIN; UEDA, 2016). Essa variagcdo genética nas proteinas
de superficie ¢ reconhecida como parte de uma estratégia evolutiva de patdégenos para a evasao
dos mecanismos imunologicos do hospedeiro (DEITSCH; LUKEHART; STRINGER, 2009).
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9.2.1 Epitopos lineares

Substituicdes de aminoacidos afetam apenas epitopos lineares que abrangem a posicao
da mutacdo. Diversos epitopos lineares de células B para SRS29B estdo disponiveis na IEDB.
Observa-se que toda a extensao do produto final de SRS29B esta coberta por esse tipo de epitopo
(Figura 12).

O programa BepiPred 2.0 foi utilizado para a predi¢do de epitopos lineares. Ele indica
a probabilidade de cada aminoécido da sequéncia fazer parte de um epitopo de células B (JES-
PERSEN et al., 2017). Esse software utiliza classificadores Random Forest treinados em data-
sets de sequéncias protéicas e epitopos experimentais fornecidos pelo IEDB. Existem 6 pontos
onde substituicdes sdo observadas em SRS29B, todos eles contidos em epitopos lineares expe-
rimentalmente verificados. Muitos deles envolvem substitui¢des entre aminoacidos com cargas
diferentes. Essas substitui¢des possuem maior probabilidade de afetar esse tipo de epitopo, con-

siderando o papel da atracdo eletrostatica para as interagdes moleculares.

Nao ha uma metodologia in silico especifica para verificar o impacto de substitui¢des na
antigenicidade de epitopos lineares. No entanto, existem variacdes nas curvas de predi¢ao para
as diferentes sequéncias analisadas (Figura 13). Isso pode indicar alteragdes na imunogenicidade

dos epitopos lineares preditos para SRS29B, mesmo que fracas.

9.2.2 Epitopos conformacionais

O antigeno SAG1/SRS29B de T. gondii esta representado no banco de dados RCSB
pela entrada 1YNT, que mostra duas proteinas SRS29B conjugadas a um anticorpo em reso-
lugdo de 3.5A (GRAILLE et al., 2005). A estrutura foi obtida pela cristalizagdo do complexo,
sendo considerada uma fiel representagdo da estrutura real. SRS29B possui dois dominios globu-
lares, cada um representando cerca de metade da proteina. Essa divisdo ndo ¢ aparente ao olhar
a superficie da estrutura. Nao existem epitopos conformacionais experimentalmente identifica-
dos de SRS29B no catdlogo da IEDB. Assim, alteragdes conformacionais vistas em dinamica
molecular foram utilizadas como proxy (variavel substituta) para a detec¢do de alteragdes na
imunocompatibilidade da proteina. Considera-se a correlagdo entre alteragdes conformacionais
e de imunocompatibilidade e a dificuldade em realizar experimentos in silico mais apropriados
para determinac¢do de imunocompatibilidade, que envolveriam docking molecular (simulagdes
de interacdes intermoleculares) entre antigeno e Igs e sintese em larga escala de estruturas de

Igs.

Diversas métricas podem ser extraidas de trajetorias moleculares resultantes de experi-
mentos de dindmica molecular. O RMSD (Root-mean-square deviation (of atomic positions))
indica a mudang¢a média nas posicoes dos adtomos centrais (carbono alfa) de cada aminoacido da
proteina. Considerando a posi¢ao inicial como referéncia, essa métrica pode ser calculada para

cada quadro de uma trajetoria molecular. Dessa forma, essa analise informa a variagdo geral da
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estrutura molecular ao longo da simulagio. Variagdes significativas de RMSD (ARMSD > 5A)
ao longo do grafico indicam alteragdes estruturais significativas. No contexto deste trabalho, as
mutagdes presentes em variantes que apresentam ARMSD significativo sdo consideradas como
disruptivas da estrutura de SRS29B. A estabilidade estrutural apresentada pela variante sem mu-
tacdes indica auséncia de grandes problemas com a metodologia dos experimentos de dindmica
molecular realizados neste trabalho. Isso inclui valida¢ao dos parametros da simulacao descritos
na Tabela 4.

Para comparar os graficos de RMSD com as predigoes de AAG, € preciso considerar
quais quais mutagdes estdo presentes em cada estrutura. SISA € a inica mutacao presente na
variante Natural 1, que apresenta ARMSD significativo. Em concordancia com essa observagao,
S15A é uma das mutagdes naturais que apresenta maior AAG de acordo com o DynaMut. S15A
consiste numa troca de um aminodcido polar para um hidrofobico, um conhecido fator para
mudangas estruturais em proteinas (RIDGLEY et al., 2014). D145N, por sua vez, representa
uma troca de aminoacido carregado negativamente para um polar sem carga. Essa substitui¢do
foi predita como estabilizadora pelo DynaMut, e nado alterou a conformagdo de SRS29B nas
trajetorias moleculares de forma significativa. No geral, observa-se uma concordéancia entre os
resultados da dinamica molecular e a predicdo de AAG realizada pelo DynaMut. Mutagdes
descritas como desestabilizadoras pelo DynaMut integram estruturas que apresentam grandes

alteragdes conformacionais nas trajetdrias MD.

Uma outra métrica € a SASA (Surface acessible solvent area). Um valor alto de SASA
para determinado aminodcido significa que ele esta espacialmente disponivel para os ligantes,
que ¢ um dos fatores de predi¢do do papel de um aminoacido em epitopos (DALL’ ANTONIA et

al., 2013). Nao foram observadas alteragdes significativas de SASA nas estruturas analisadas.

E importante lembrar que todas as mudangas conformacionais relevantes observadas
ocorrem apos os 200ns de simulagdo. Essas movimentagdes seriam indetectaveis em simulagdes
de duragao menor que 200ns. O protocolo de dindmica molecular nao reproduz perfeitamente as
movimentacdes moleculares observadas na natureza (CHILDERS; DAGGETT, 2018). Assim,
evidéncias levantadas através desses experimentos ndo podem ser consideradas conclusivas e

precisam de validacdo na bancada.

9.3 Mutagoes relevantes para a sensibilidade de imunoensaios

As alteragdes estruturais significativas (ARMSD > 5A) observadas em algumas estru-
turas estdo diretamente relacionadas ao angulo medido entre os dois dominios de SRS29B (Fi-
gura 16). O movimento entre as duas cadeias acontece na regido do aminoacido 129, e determina
as principais alteragoes de RMSD observadas na proteina. Quanto a esse angulo, uma das confor-
macdes observadas ¢ semelhante a conformacgdo de SRS29B em 1 YNT, apresentada por todas

as simulag¢des que ndo demonstram ARMSD significativo. Outras conformagdes observadas
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dentro do grupo Natural podem ser vistas na Figura 19.
Conforme mostrado na subsecao 4.1.2, a mutacao S15A ocorre em apenas 3 isolados.

Considerando as simulagdes de 4000ns realizadas no grupo Natural, observa-se que todo
o conjunto de estruturas apresenta ARMSD > 5A, inclusive a estrutura Original. A similaridade
de trajetorias entre estruturas mutadas e a ndo mutada indica que ndo ha mutagdo relevante
para a conformacdo de SRS29B entre as variantes analisadas. Esse resultado contraria o que
foi observado nas simulagdes de 400ns do mesmo grupo, aonde a estrutura Original manteve-
se sem alteragdes significativas por toda a trajetoria. E interessante notar que no conjunto de
4000ns, a variante Original manteve-se até os 2200ns na faixa ndo significativa de RMSD, de

forma diferente das outras trés estruturas do grupo.

GUY-DOS e GUY-MAT sao isolados provenientes de pacientes humanos na Guiné Fran-
cesa (CARME et al., 2002). GUY-2003-MEL ¢ um isolado similar, tendo sido descrito um ano
depois. Todos esses trés isolados nao apresentam marcadores PCR-RFLP atipicos, mas possuem
misturas de marcadores, uma caracteristica das cepas recombinantes. A Guiana Francesa ¢ um
pais localizado na regido Amazonica, e os isolados endémicos da regido sdo conhecidos pela alta
viruléncia (SIMON et al., 2019) e pelo ndo enquadramento em grupos clonais. A patogenicidade
desses isolados originou o termo clinico Amazonian Toxoplasmosis, devido aos graves sintomas
apresentados por individuos imunocomprometidos e infectados por tais variantes. Esses isola-
dos, portadores de S15A, apresentam o locus PCR-RFLP SAG1;. De acordo com estudos, a
maioria dos padrdes de aminoacidos que descaracterizam estruturas secunddrias estdao localiza-
dos em alfa hélices (IMAI; MITAKU, 2004). S15A ¢ a inica substitui¢do natural que acontece

em residuo que participa de estrutura secundaria do tipo.

E interessante notar que os isolados SAG1; geralmente ndo possuem a mutagdo S15A.
Dessa forma, os marcadores PCR-RFLP nao sao determinantes para imunocompatibilidade entre
antigenos. O amplicon considerado nesse tipo de genotipagem ¢ de cerca de 100bp, enquanto a
CDS de SRS29B engloba aproximadamente 300pb. Além disso, as enzimas de restricao definem
cada gen6tipo PCR-RFLP através do reconhecimento de alvos de menos de 10pb. Dessa forma,
a capacidade da genotipagem PCR-RFLP em discriminar SNPs ¢ limitada (SU et al., 2004).

Nenhum isolado brasileiro ou norte fluminense apresenta genotipo PCR-RFLP seme-
lhante aos isolados da Guiné Francesa. Dessa forma, ndo existem indicios da presenca de isola-
dos portadores de S15A em Campos dos Goytacazes. Um isolado altamente relacionado com as
variantes responsaveis pela Amazonian Toxoplasmosis, que também apresentava alta viruléncia,
ja foi encontrado no estado brasileiro de Sao Paulo (PENA et al., 2020).

Considerando a presenca de SISA em um restrito grupo de isolados da Guiana Fran-
cesa, nao podemos excluir a existéncia de substitui¢des de aminoacidos igualmente raras ou até
presentes exclusivamente em variantes de 7. gondii endémicas em Campos dos Goytacazes. As

substitui¢cdes de aminoacidos eventualmente descobertas através do sequenciamento dessas va-
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riantes de Campos poderiam analisadas pela metodologia in silico desenvolvida neste trabalho,
cujo codigo estd livremente disponivel na internet (ARAUJO, 2022). Dessa forma, a contribui-
¢do das variantes de Campos na imunocompatibilidade da proteina SRS29B pode ser melhor

compreendida.

9.4 Imunodiagnosticos utilizados atualmente

O coquetel de antigenos descrito em uma das patentes publicadas pela Abbot Labora-
tories que utiliza SRS29B como antigeno de sensibilizagdo. De acordo com o documento da
patente, esse coquetel foi desenvolvido através da diversificagdo de sequéncias peptiticas pelo
recorte da sequéncia e delecdo e substitui¢ao de aminoacidos. Os critérios para diversificagao
das sequéncias sao desconhecidos. A sequéncia principal do imunoensaio ¢ identificada como
Toxo P30 no documento ¢ quase idéntica a sequencia presente na estrutura apelidada de Original
neste trabalho. No entanto, 7oxo P30 contém o peptideo C-terminal, que ndo existe na estrutura
Original. Comparando as demais sequéncias da patente da Abbott com as mutacdes naturais
de SRS29B, nota-se que a diversificagdo empregada para esses ASs nao corresponde a nenhum
isolado conhecido de 7. gondii. Devemos considerar que esses ASs utilizados atualmente foram
desenvolvidos na década de 1990, nos primordios da era do sequenciamento do DNA genomico,
quando a tecnologia disponivel era primitiva e de alto custo. Atualmente, existe uma grande base
de dados de sequéncias de 7" gondii. A utilizagdo de variantes de ocorréncia natural das proteinas
utilizadas como ASs seria um método mais moderno para o desenvolvimento de imunoensaios.
Adicionalmente, poderia haver um esfor¢o de sequenciamento de isolados de regides endémi-
cas de variantes ndo clonais de 7. gondii. Considerar a grande diversidade ainda ndo catalogada

desses protozoarios pode possibilitar o desenvolvimento de coquetéis de ASs mais abrangentes.

9.5 Desenvolvendo imunodiagndsticos mais precisos

Para criar um imunodiagndstico mais sensivel em pacientes de Campos dos Goytacazes,
uma possibilidade seria a utilizagdo simultanea de diversas versdes de SRS29B, abrangendo
as variantes que podem apresentar imunocompatibilidade divergente conforme discutido neste
trabalho.

Outra possibilidade ¢ a utiliza¢dao de outras proteinas como ASs. Além de SRS29B, di-
versas outras proteinas de 7. gondii demonstram ser imunogénicas quando purificadas e expostas
ao soro de murinos previamente expostos ao patdégeno, conforme mostrado na Tabela 11 (Dos-
KAYA etal., 2018). A imunogenicidade € o requisito principal para a utilizacao de determinada
proteina como AS, considerando que os imunoensaios atuam através da detecg¢do de anticor-
pos produzidos pelo hospedeiro contra essas moléculas, na amostra soroldgica. Para determinar
as proteinas que seriam menos sensiveis a variantes polimorficas do parasito, as sequéncias

dos genes foram obtidas no portal ToxoDB. Considerando os 65 isolados do protozoario cujas
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sequéncias sdo disponiveis publicamente, a porcentagem da sequéncia que ndo sofre mutagoes
foi extraida para cada gene conforme compilado na Tabela 11. Nessa tabela, ¢ possivel observar
que muitas das proteinas imunogénicas ja foram utilizadas previamente como ASs em imuno-
ensaios para diagndstico de toxoplasmose e aparecem na Tabela 5, como GRA3, GRA6, GRA7,
GRAS, ROP1 e MIC2. SRS29B nao foi testada por Ddskaya et al. (2018), talvez por ser am-
plamente reconhecida como um antigeno dominante. Enquanto isso, proteinas relacionadas a
SRS29B como SRS29A e SRS29C possuem atividade imunoldgica confirmada naquele traba-
lho (DOsKAYA et al., 2018).

Algumas dessas proteinas podem combinar a alta imunogenicidade de SRS29B com uma
baixa variabilidade polimérfica em diferentes populagdes do parasito. E importante notar que a
propria SRS29B ¢é uma das proteinas menos variaveis entre os isolados analisados. E possivel
que, embora seja pouco variavel no grupo de isolados globais, SRS29B seja altamente variavel
no grupo de isolados endémicos em regides de alta atipicidade, ou especificamente na regido de
Campos dos Goytacazes. Talvez a utilizagao de proteinas além de SRS29B seja fundamental para
obtencdo de métricas de sensibilidade satisfatorias em pacientes de regides de alta variabilidade

genotipica de 7. gondii.
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Tabela 11 — Proteinas imunogénicas de Toxoplasma gondii

Nome do gene Produto transcrito Regido constante (%) n mutagdes
TGME49 319340 hypothetical protein 97.72 61
TGME49 270240 MAGI 97.55 31
TGME49 233450 SAG-related sequence SRS29A 97.37 17
TGME49 293730 DHHC zinc finger DCP 97.18 148
TGME49 233460 SAG-related sequence SRS29B 97.1 18
TGME49 258660 rhoptry protein ROP6 96.98 56
TGME49 290010 hypothetical protein 96.88 16
TGME49 201780 microneme protein MIC2 96.86 66
TGMEA49 227620 dense granule protein GRA2 96.8 48
TGME49 291890 microneme protein MIC1 96.66 110
TGMEA49 233530 hypothetical protein 96.59 129
TGME49 233480 SAG-related sequence SRS29C 96.39 78
TGME49 222370 SAG-related sequence SRS13 96.28 121
TGME49 227280 dense granule protein GRA3 95.97 146
TGME49 215980 hypothetical protein 95.83 23
TGME49 203310 dense granule protein GRA7 95.78 182
TGME49 267680 microneme protein MIC12 95.72 328
TGME49 204050 subtilisin SUB1 95.69 219
TGMEA49 226660 hypothetical protein 95.68 349
TGME49 201390 hypothetical protein 95.66 84
TGME49 310780 dense granule protein GRA4 95.51 79
TGME49 270250 dense granule protein GRA1 95.51 74
TGME49 286450 dense granule protein GRAS 95.49 69
TGME49 254720 dense granule protein GRAS 95.44 71
TGME49 257080 3°5’-cyclic nucleotide phosphodiesterase DCP  95.4 380
TGME49 221710 TBC DCP 95.23 378
TGMEA49 275490 hypothetical protein 95.13 417
TGME49 313020 STAS DCP 95.13 412
TGME49 239740 dense granule protein GRA14 95.06 116
TGME49 305020 hypothetical protein 95.04 421
TGMEA49 213388 hypothetical protein 94.97 314
TGMEA49 275440 dense granule protein GRA6 94.96 147
TGME49 309590 rhoptry protein ROP1 93.82 261
TGME49 288380 heat shock protein HSP90 93.73 435
TGME49 306310 RecF/RecN/SMC N terminal DCP 93.73 578
TGME49 210095 hypothetical protein 93.65 106

Nota: A relagdo de proteinas imunogénicos foi obtida através do contato das proteinas purificadas com o soro
murino previamente sensibilizado por Doskaya et al. (2018). O gene de SRS29B foi adicionado a lista por
se tratar de uma conhecida proteina imunogénica. Valores de variagdo foram computados neste trabalho
com base nas 65 sequéncias de 7. gondii disponiveis na ToxoDB. A area constante mede a porcentagem
de loci do gene onde nio existem mutagdes conhecidas. O n de mutagdes considera a quantidade loci do
gene onde mutagdes sdo observadas.
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10 Perspectivas futuras

Conforme a tecnologia do sequenciamento gendmico avanga, observamos a diminui-
¢do progressiva dos custos envolvidos nesse processo. Espera-se que isso favorega a adogao do
sequenciamento completo de genomas de isolados como principal ferramenta para para mensu-
ragdo de variabilidade genética de 7. gondii, substituindo a genotipagem por marcadores RFLP

que ¢ amplamente adotada atualmente.

O problema da indisponibilidade de estruturas protéicas de 7. gondii no RCSB pode ser
solucionada através da modelagem de novo utilizando o software AlphaFold (JUMPER et al.,
2021). Ele teve seu acesso liberado ao publico no segundo semestre de 2021. Esse programa ¢
capaz de determinar a conformagao de proteinas a partir da sequéncia de aminoacidos, com pre-
cisdo satisfatoria. Dessa forma, em trabalhos futuros sera possivel obter estruturas de proteinas
tradicionalmente usadas como ASs em imunodiagndsticos para 7. gondii como GRA6, GRA7
e GRAS. A disponibilidade de estruturas protéicas e ampla utiliza¢do em imunoensaios foram
fatores determinantes para a escolha de SRS29B como proteina a ser analisada neste trabalho.
O acesso a essas estruturas permite extender a analise que foi feita em SRS29B neste trabalho a
outras proteinas. Isso permite a avaliacdo de imunodiagnosticos ja existentes que utilizam essas

proteinas como ASs, e pode guiar o desenvolvimento de novos imunodiagnosticos.

Uma lista contendo dados importantes que hoje ndo estdo disponiveis, mas que futura-

mente podem complementar a pipeline deste trabalho ¢ apresentada abaixo.

* Sequéncias de mais isolados do grupo Chinese 1, além de TgPRCA4.
* Sequéncias de isolados de Campos dos Goytacazes.

* Sequéncias de 7. gondii obtidas através de PCR em amostras de pacientes com serologia

negativa para a toxoplasmose.

* Estruturas moleculares de GRA7, GRA8 e ROP1 (podem ser geradas pelo AlphaFold).

A maior disponibilidade de informagao gendmica sobre variantes do do parasito per-
mite a avaliagdo in silico do potencial de interacao entre ASs e anticorpos produzidos contra
diferentes variantes de proteinas de 7. gondii. Isso deve beneficiar especialmente os pacientes
de regides geograficas que sdo endémicas de populacdes heterogéneas e/ou atipicas do para-
sito. Além da possibilidade da melhoria na precisao dos diagnoésticos para a toxoplasmose, os
efeitos da doenga podem ser melhor compreendidos, principalmente quando causados por esses

isolados atipicos.
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A combinagdo da predi¢ao de epitopos lineares (BepiPred 2.0), predicao de AAG (Dy-
naMut), execugdo da dindmica molecular (GROMACYS) e analise de trajetorias simuladas (mda-
nalysis) pode ser aplicada em dados de sequenciamento de 7. gondii disponibilizados futura-
mente. Adicionalmente, essa pipeline pode ser utilizada para aprimoarar imunodiagnoésticos de
qualquer doenca infecciosa. Essa metodologia ¢ caracterizada pela andlise simplificada das tra-
jetorias de cada simulagdo, utilizando apenas séries temporais simples como RMSD e RMSF.
O foco ¢ a execugdo em larga escala de simulagdes para um grande niimero estruturas e substi-
tuicdes. O principal cendrio de uso seria em casos similares ao que foi observado em Campos
dos Goytacazes, quando imunoensaios apresentam baixa sensibilidade apenas em pacientes de
uma regido geografica onde as variantes endémicas do patogeno sdo pouco conhecidas. Como
as estruturas dos antigenos podem ser determinadas pelo AlphaFold, a unica informagao neces-
saria seria o sequenciamento da regido imunogénica de interesse para um numero suficiente de
isolados do patdogeno. Apesar dessa metodologia se basear em métodos preditivos ao invés de
resultados experimentais, o acesso a um servidor de computacao de alto desempenho € o tinico

requisito material para a sua execugao.

Desenvolver imunodiagndsticos sensiveis e especificos ¢ um desafio. Embora existam
outras metodologias de diagnostico mais precisas, o imunodiagndstico destaca-se pelo baixo
custo e facilidade de operagdo. Assim, imunodiagnésticos sdo acessiveis aos sistemas de saude
dos paises em desenvolvimento. Muitos desses paises ndo possuem estrutura de saneamento ba-
sico e de saude, possuindo alta prevaléncia de doengas infecciosas como malaria e leishmaniose.
Além disso, grande parte dos paises em desenvolvimento estdo localizados em regides de clima

tropical, que possuem maior atividade de agentes infecciosos (SATTENSPIEL, 2000).
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11 Conclusao

As patentes mais recentes que descrevem antigenos de sensibilizacdo potencialmente
utilizados em imunodiagnésticos comerciais para toxoplasmose (IgG) foram desenvolvidas ha
mais de duas décadas. Nao ¢ possivel determinar se essas patentes sdo de fato utilizadas em

imunodiagnosticos comercializados atualmente.

Quatro variagdes Unicas da proteina SRS29B foram identificadas através de sequéncias
disponiveis publicamente, e sdo diferenciaveis por seis mutagdes. Predi¢cdes de epitopos lineares

para essas sequéncias nao indicam variacdo significativa no conjunto.

Analises das trajetdrias obtidas nos experimentos de dindmica molecular de 400ns rea-
lizados em estruturas mutadas de SRS29B indicam ARMSD > 5A em algumas variantes, en-
quanto a estrutura Original, que ndo possui mutagdes, manteve seu ARMSD pouco alterado ao

longo trajetodria.

As mutagdes envolvidas em estruturas que apresentam ARMSD > 5A na dinAmica mo-

lecular de 400ns também apresentam AAG positivo e significativo na predigao pelo DynaMut.

Simulacdes adicionais de 4000ns para o grupo Natural mostram relativa uniformidade

em todas as trajetdrias de estruturas do grupo.

A alteragdo do angulo entre os dois dominios de SRS29B ¢ o principal fator responséavel

pelas alteragdes conformacionais observadas em todos os experimentos de dindmica molecular.

Algumas das substitui¢des observadas naturalmente, como S15A, ocorrem em um pe-
queno grupo de isolados. Substitui¢des de aminoacidos em SRS29B podem ocorrer sem que o
genotipo PCR-RFLP da regido SAGI do isolado seja afetado.

A metodologia para avaliagdo preliminar do efeito estrutural de mutagdes em antige-
nos desenvolvida durante este trabalho esta disponivel para uso publico (ARAUJO, 2022). Esta
pipeline pode auxiliar a analisar dados de sequenciamento de 7. gondii obtidos futuramente. Li-
mitada pela disponibilidade de estruturas protéicas e de sequéncias dos genes correspondentes,
ela pode ser utilizada para analisar qualquer proteina relevante aos imunoensaios, de 7. gondii

ou de outros organismos patogénicos.
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