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RESUMO

Oito amostras d€& gondii- LIV IV, LIV V e S 11 isoladas de suinos, RH e VPS de seres humanos, AS 28 de camundongo, HV Il de cdo e CN
de gato - foram analisadas com o objetivo de verificar a existéncia de possiveis diferencas na resposta imune quandoriramilzuias
Através da técnica de ELISA, ndo foram constatadas diferencas entre as oito amostras estudadas. Todas as amostragnmaagiram de f
semelhante com soros homdlogos e heterdlogos. A suspensao antigénica, constituida de extrato celular total, mostouadEftient

teste indireto, j& que 0s soros positivos reagiram fortemente e 0s soros negativos ndo apresentaram reagao contreessdosigaraslise

das amostras, pela técnica de Western blot, revelou que os isoladgsmidiicompartilham varios antigenos com algumas variages. Dentre

as bandas reconhecidas no Western blot, trés foram comuns a todas as amostras: a p33 (33-37 kDa), p54 (52-55 kDa)Omp p66 (66 k
amostra HV I, isolada recentemente de um céo, foi a que mais diferiu no perfil antigénico. Essa amostra ndo apreségenwsrésOa 70

e 75 kDa) presentes nas demais amostras. Apenas dois antigenos, um de 62 kDa da CN e outro de 67 kDa da LIV |V, fospecéivostra-e

UNITERMOS: Toxoplasma gondiiAntigenos; ELISA teste indireto; Western blot.

INTRODUCAO da determinacdo dos perfis de isozimas. Em sete amostras, esses
pesquisadores obtiveram trés grupos de zimodemas que estavam
iferentes amostras dexoplasma gondiiisoladas de di- relacionados com a viruléncia em camundongos e a capacidade de
Dversas espécies animais, apresentam variacdes na viruneuzir oocistos. Considerando a grande importancia dessa doen-
cia quando inoculadas em animais de laboratétigVare; ca, tanto em seres humanos como em animais, idealizou-se o pre-
Kaspet®, utilizando as técnicas de Western Blot e reducdo da fornsante trabalho, com o intuito de contribuir para o estudo da resposta
¢do de placas de parasitas com anticorpos monoclonais, observarame de coelhos ao parasito e obter informacdes adicionais sobre
diferencas qualitativas e quantitativas nos antigenos de trés amossaantigenos de amostras ainda ndo analisadas.
(RH, P e C). De La Cruet al’?, no entanto, ao analisarem quatro
amostras d@&. gondij através da técnica de Western blot, utilizando MATERIAL E METODO
soros hiperimunes produzidos em camundongos, observaram ape-
nas diferencas quantitativas na expressao de antigenos comuns, su- Amostras deToxoplasma gondiiAs oito amostras anali-
gerindo, os autores, que fossem devidas a uma indu¢éo da expressias foram: RH isolada nos EUA por S&l@arvPS em Sdo Paulo,
pelos hospedeiros ou influenciados pela manipulacéo laboratori@P, por Ishizuka**, de humanos; CN também isolada em S&o Pau-
Bekner da Silvat al?, trabalhando com cinco amostras déo, SP, por Ogassawara***, de gato; LIV IV e LIVAJsoladas em
T. gondiie inoculando-as em suinos, demonstraram a equivalériaidrina, PR, e S Flem Erechim, RS, de suinos; AS%8olada
da reacdo homologa e heteréloga dessas amostfagatedij pela em S&o Paulo, SP, de um camundongo silvestre e #ligdlada de
reacdo de imunofluorescéncia, bem como a reducgdo dos titulogd@ite em Londrina, PR. Desde o isolamento até o momento de sua
anticorpos quando da adsorcao dos soros especificos com taquizoiiiEmcao nas diferentes etapas do trabalho, as amostras do parasito
vivos das outras amostras. Resultados similares foram obtidos focam mantidas em laboratério, através de passagens sucessivas em
Navarroet al?®> quando pesquisaram a resposta imune em gat@snundongos suicos pela via intraperitoneal.
inoculados com cinco amostrasegondii Outra forma de carac- Obtencao de taquizoitosPara a obtencdo de taquizoitos
terizar amostras d& gondiifoi utilizada por Dardet al®, através utilizados na eletroforese em gel de poliacrilamida, reacao de

* Trabalho financiado pelo CNPq e CPG\UEL.
** [ISHIZUKA, M. Isolamento da amostra VPS dexoplasma gondém Sé&o Paulo, Faculdade de Medicina Veterinaria da USP, 1982, comunicagdo pessoal.
*** OGASSAWARA, S. Isolamento da amostra CNTexoplasma gondém S&o Paulo, Faculdade de Medicina Veterinaria da USP, 1988, comunicagéo pessoal.
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imunofluorescéncia indireta (RIFI) e ELISA teste indireto, os caentracdo de 2,5 x 107 taquizoitos por canaleta. A corrida eletroforética
mundongos receberam, via intraperitoneal, inéculo de 0,2 ml fderealizada em corrente constante de 100 V por aproximadamente
uma suspenséo de taquizoitas vivos, em solucéo fisioldgica estisé horas. Padrdes de peso molecular incluiram albumina bovina (66
obtidos através de uma lavagem peritoneal de camundongos preia), albumina de ovo (45 kDa) e anidrase carbonica (29 kDa).
mente infectados. A purificacdo das suspensdes procedeu-se da se- Western blot O procedimento de transferéncia de protei-
guinte forma: as amostras foram submetidas, primeiro, a umas para membranas de nitrocelulose (Western blot) obedeceu ao pre-
centrifugacdo numa baixa rotacao (1.000 rpm durante 30 segcanizado por Towbiet al?”. As proteinas separadas em SDS-PAGE
dos), apos a qual os sobrenadantes foram filtrados em uma menibram transferidas eletroforeticamente do gel para membrana de
na de policarbonato (Nucleopore Corp.) com didametro dos porosniteocelulose de 0,45 um de poro (Pharmacia). A transferéncia foi
trés um e centrifugados duas vezes a 2.500 rpm por oito minutosfélia a 60 V, durante 18 horas a 4°C. A membrana de nitrocelulose foi
sedimentos foram entdo ressuspensos em solucdo de NaCl a 0,8étagla com Ponceau a 0,2%, para verificacdo da eficiéncia da trans-
padronizados, por contagem dos taquizoitos, em camara de Neubfaréncia, com a visualizacdo das bandas de proteinas. A membrana
Obtencao de soros hiperimunedPara a obtencdo de so-foi entdo colocada em PBS pH 7,2 (0,15 M) e deixada em repouso a
ros hiperimunes, foram inoculados dois coelhos mesticos, fémeB§; durante 18 horas. As fitas de nitrocelulose foram colocadas para
com 90 dias de idade, para cada amostra. Antes da inoculacdeeagir com um soro homologo, com o soro heter6logo (anti-RH) e
animais foram testados, para se verificar a presenca de anticogams o soro pré-imune de cada coelho. O conjugado utilizado foi um
anti-Toxoplasmapela RIFI, sendo que todos foram negativos eamticorpo de carneiro anti-lgG de coelho marcado com peroxidase
dois testes realizados com intervalo de um més. Os coelhos recékigma) diluido a 1:2.000. A revelagdo foi realizada em solugéo de 4-
ram, via intraperitoneal, in6culo de 106 taquizoitos vivos por amioro-1-naftol, lavada com agua e fotografada.
mal. Quando apareceram os sintomas da infec¢éo, os coelhos foram
tratados com sulfametoxazol (15 mg/kg) e trimetropim, durante 10 RESULTADOS
dias. As amostras, que levaram os animais a ébito, foram novamen-
te inoculadas com 105 taquizoitos vivos por coelho. Apés 45 dias Os testes de ELISA foram realizados com a mesma concen-
da inoculagédo, os animais foram sangrados, através de punc¢éotiagéo de proteinas em todas as amostras (20 pg/ml). Os soros
diaca, e o soro armazenado a —20°C até o momento do uso. hiperimunes obtidos de coelhos reagiram igualmente contra os extra-
RIFI e ELISA . A pesquisa de anticorpos amtixoplasma tos de taquizoitos das oito amostrasTdgondii Na repeticdo do
gondii nos soros dos coelhos foi realizada, através da RIFI, conforteste, os resultados foram similares. A Fig. 1 ilustra o tipo de curva
técnica preconizada por Camdrgodo ELISA teste indireto segundoapresentada pelas oito amostras estudadas. Todos os soros reagiran
Camargoet al® e Mineoet al?, com algumas modificages. Osfortemente contra as solugdes antigénicas preparadas a partir de um
taquizoitas puros de cada amostra, obtidos como descrito anteriorregtrato de proteinas totais de taquizoitos. O controle do soro negativo
te, foram concentrados em 1,5 ml de salina, sendo essa solugdo soragadsentou uma D.O. média de 0,004 no primeiro teste e de 0,006 no
(23 kHz, seis vezes em intervalos de 30 segundos a 4°C) e a concasetrando. Considerando como titulo final aquele superior a duas ve-
¢éo de proteina dosada pelo método de Bréditssh solucéo antigénicazes a D.O. dos soros negativos, todos 0s soros apresentaram titulo
foi entdo armazenada a -20°C até o uso. A sensibilizac&o das micropfataisde 512.000 contra qualquer um dos antigenos. Comparando-se
de ELISA foi realizada com uma suspenséo antigénica na concerdraaédia das D.O. dos diversos soros hiperimunes contra todas as
¢ao de 20 pg/ml de proteina. Os soros foram diluidos a partir de 1:1&®@stras d&oxoplasmayondii, verificou-se que, numa diluicdo meé-
até 1:512.000, numa razdo de dois. O conjugado utilizado foi dila de 1:16.000, a variacao foi de 1,021 (anti-LIV V) até 0,213 (anti-
anticorpo de carneiro anti IgG de coelho marcado com peroxidase dilu-
ido a 1:1.000 (Sigma). A revelacéo foi feita com 100 pl da solucéo de
substrato contendo 30 pl de H202 (30%), 10 pg de @pD ( 12

Densidade optica

phenylenediamine dihydrochlorigigma) e 100 ml de tampéo de

substrato (0,72% p/v de MO, e 0,52% plv de acido citrico). Depois ! ] N

de 15 minutos, a reagao foi interrompida com 25 pl de solucéo de acido & N

sulfarico a 1%. A densidade éptica (D.O.) a 492 nm foi medida em umo:8 +sn

espectofotdmetrditerk Multiskan(Labsystems). Foram feitos contro- - HV I

les do conjugado, no qual colocou-se no lugar do soro apenas tampaty - Vsp

de incubacao, do substrato, em que a reacao foi efetuada sem o soro e TCLvIY

sem o conjugado e, do soro negativo, cqruaddos soros pré-imunes %4 X (L:;VV

diluidos 1:1000. O titulo foi determinado como a maior diluicdo do = rEH

soro que exibiu uma absorbancia duas vezes maior que a do soro cofi?

trole negativo. Cada uma das oito preparacdes antigénicas foi colocadao i T

para reagir com todos 0s soros hiperimunes. 1000 10000 100000 1000000
SDS-PAGE A separacao de proteinas foi realizada, através diluicio

de eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), concentracéo Figura 1

de 12,5%, de acordo com o metodo descrito por LaéimAlsus-  E||SA teste indireto. Reatividade do soro anti-S11 contra o extrato ce-
penséo de parasitos obtida foi diluida em tamp&o de amostra e sonigagtaotal das amostras: AS 28: S11; HV IIl: VPS: LIV IV: LIV V: CN e
conforme descrito anteriormente. Cada amostra foi pipetada na @&®; na concentragdo de 20 pg de proteina/ml.
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AS 28) como mostra a Tab. 1. Na RIFI, o titulo final foi de 16.00660, p70 e p75 estavam presentes em todas as amostras, menos na
para o soro anti-AS 28, 32.000 para o anti-CN e 64.000 para osHié-11l. Apenas dois antigenos foram amostra-especificos, o de 62
mais anti-soros: S 11, HV I, VPS, LIV IV, LIV V e RH (Tab. 1). kDa na CN e 67 kDa na LIV 1V, reconhecidos somente pelo soro
No Western blot, o perfil antigénico das oito amostras potiemdlogo. Com relacdo aos demais antigenos, houve uma variacdo
ser visualizado nas Fig. 2 e 3. As amostrat dendiiapresentaram maior entre as amostras. Pode-se observar, ainda, que existe uma di-
grande variedade de antigenos, algumas com mais de 15 bandé&releca quantitativa nos antigenos. As bandas de 33 e 43 kDa foram
peso molecular variando entre 26 e 95 kDa. Dentre os antigenosasbgue apresentaram a maior variagdo quantitativa entre as amostras
servados, podem-se destacar nove bandas de peso molecular apitedisadas, como mostra a Fig. 2. As tiras de nitrocelulose reagidas
mado de 26, 33-37, 41-45, 46, 50, 52-55, 66, 70 e 75 referidascam 0s soros pré-imunes nao apresentaram bandas.
presente trabalho como: p26, p33, p43, p46, p50, p54, p66, p70 e
p75. Os antigenos p33, p54 e p66 foram comuns a todas as amostras, DISCUSSAO
sendo que os antigenos p33 e p66 foram reconhecidos pelo soros
homologos e heterdlogos e o antigeno p54 foi reconhecido somente  Muitos laboratérios utilizam o teste de ELISA para o diag-
pelo soro heterdlogo (anti-RH) nas amostras VPS, S 11 e AS 2&d3tico da toxoplasmose humana, por ser um método que apresenta
antigeno p43 nao foi reconhecido apenas na amostra VPS, emhlisasensibilidade e especificidade, de facil execucao, quantitativo,
tenha sido fortemente reconhecido nas demais amostras. Os antideige custo, além de poder ser automatizado. A maioria desses tes-
tes usa fracdes antigénicas simples do parasita ihtirantigenos
soltveid”?% No presente trabalho, a reacéo foi feita com extrato
Tabela 1 total de taquizoitos na concentracdo de 20 pg/ml de proteinas e

Média das densidades opticas (D.O.), obtidas no ELISA teste indir€{g, . | yma forte reagiio contra todos os soros. Tanto 0s controles
da reacao entre soros hiperimunes de coelhos inoculados com diferentes

amostras ddoxoplasmagondii e o extrato celular total dessas amosg""fe""(!“"‘.0 quanto 0S controles dos SOros negafivos aprese.nt?ram re-
tras, na diluicdo de 1:16.000, e titulo final na RIFI - Londrina, 1993, 840 muito fraca, ficando a D.O. proxima de zero. A repeticéo das

Média da D.O. RIFI* rgagﬁgs r_\omélogas e heFeréIogas, com resultados pratipameryte idén-
Soros hiperimunes (1:16.000) (Titulo final) ticos, indicou a boa qualldadc_e qu antigenos e da técnica utlllzadqs.
AS 28 0213 16.000 Apesar da .alta sensibilidade do teste de E_LISA, nao foi
S11 0’ 441 6 4: 000 possivel observar diferencas nas reacdes contra os diversos antigenos,
HV 11 0’81 4 64.000 j& que as reacdes heterdlogas foram equivalentes, em termos quan-
VPS 0:345 64.000 titativos, as homologas. Esses resultados sugerem que diferentes
LIV IV 0,632 64.000 soros reconhecem similarmente varias amostras, conforme obser-
LIVV 1,021 64.000
CN 0,293 32.000
RH 0,568 64000 a a b b ¢ ¢t d 4 e e’ ff g g h

* Reacdo feita utilizando-se taquizoitas formolizados da amostra RH. ” e
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Figura 2 i
Andlise de Western blot das amostras LIV IV (a); LIV V (b); VPS (c); S Figura 3

11 (d); HV Il (e); CN (f); AS 28 (g) e RH (h) incubadas com os soroBepresentacdo esquematica dos antigenos, reconhecidos por
hiperimunes obtidos de coelhos inoculados experimentalmente comig#inoglobulinas G de coelhos inoculados com diferentes amostras de
sas amostras. Em a, b, ¢, d, e, f, g e h, reacéio com soros homélogos, Bosgplasmagondii, demonstrados atraves da técnica de Western blot. As
a,b,c,d, e, feqg, reacdo com o soro heterdlogo anti-RH. A reac&eito amostras d&. gondiianalisadas foram: LIV IV (a), LIV V (b), VPS

foi revelada utilizando-se um conjugado contendo imunoglobulinas @8, S 11 (d), HV Il (e), CN (), AS 28 (g) e RH (h). Ema, b,c,d, e, f,ge
carneiro antimunoglobulinas G de coelho marcadas com peroxidase hAgeag&o com soros hiperimunes homologos, e em a', b', ¢’, d', e, f' e g’,
setas indicam o peso molecular padrdo (albumina bovina - 66 kDeacdo com o soro heterélogo anti-RH. O PM aproximado, em kDa, de
albumina do ovo - 45 kDa; e anidrase carbdnica - 29 kDa). cada banda esta representado do lado direito e esquerdo da figura.
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vado pela homogeneidade das curvas de titulacdo (Fig. 1) frent&€sse antigeno é um importante componente da membrana celular
véarias amostras. Os resultados obtidos vém reforcar a observacatodtaquizoitd?, sendo também encontrado na rede do vacuolo
existéncia de antigenos comuns entre as amostfasgdadiiiso-  parasitéforo, podendo estar envolvido na penetracdo éeRiar
ladas de diferentes espécies animais e de huhiatios centemente, Navariet al? demonstraram que essa mesma protei-
As diferencas encontradas entre as médias dos valoresrdag reconhecida por soros de gatos infectados experimentalmente,
D.O. na diluicdo de 1:16.000, entre os soros hiperimunes, provageldo o Unico antigeno comum as cinco amostrasgtndiiana-
mente podem ser atribuidas a variagdo nos niveis séricodishelas, incluindo a amostra VPS que, no presente trabalho, nédo foi
anticorpos, resultados esses corroborados pelos titulos da RIFI (@amonstrado. Essa discrepancia de resultados poderia ser devida a
1), para as quais existe uma proporcionalidade entre o titulo fineda varia¢&o individual do hospedeiro em reconhecer este antigeno.
obtido pela RIFI e a D.O. dos soros. Essas diferencas podem ser A amostra HV lll foi a que apresentou a maior variacao
atribuidas a variacdo no hospedeiro ou variacdo na capacidadecdas relacdo ao perfil antigénico, ndo apresentando trés antigenos
amostras de induzirem a producdo de anticorpos. (p50, p70 e p75) que estavam presentes nas demais amostras. Esse
A técnica de Western blot revelou dois antigenos comundado poderia estar relacionado ao tempo de isolamento, visto que
p33 e a p54. O antigeno de peso molecular aproximado de 33 kDa$sa amostra é uma das isoladas mais recentemente.
0 mais abundante, reconhecido pelos soros homélogo e heterélogo  As diferencas quantitativas encontradas (principalmente nos
em todas as amostras. Este antigeno provavelmente é o mesmo abgégenos p33 e p43) também foram observadas por Warekagper
vado por Handmaet al** com massa molecular de 27 kDa, descritDe La Cruzet al*>. Estes Ultimos sugeriram que tais diferencas poderi-
como o maior antigeno de superficie do taquizoita e, posteriormeata ser devidas a uma variacdo na inducao da expressao desses antigenc
por Kaspeet al’8 que o estimaram em 3 a 5% do total de proteinpslos hospedeiros ou influenciadas pela manipulacdo laboratorial.
e o0 denominaram de p30. Essa proteina tem sido estudada por varios  Os resultados obtidos na andlise de Western blot demonstra-
pesquisadores e parece importante na indugdo de uma respostaranu-algumas diferencas na composi¢cao antigénica, concordando com
ne protetora. A p30 pode ser detectada em uma variedade de isoleslodos obtidos por Ware; KagperDe La Cruzt al’2. Do mesmo
deT. gondiiderivados de hospedeiros humanos e arifimais modo, Weiset al*! observaram que soros de pacientes com AIDS
E provéavel que o antigeno de 54 kDa (52-55), também presarteonheceram de forma variada diferentes amostras analisadas. Beckner
em todas as amostras, seja uma proteina interna, poiseBaliakles- da Silvaet al'também observaram diferencas na analise por Western
crevem um anticorpo monoclonal que reagiu com uma proteina debleh de soros de suinos infectados experimentalmente, e Nehvalffo
kDa de roptria em taquizoitos, bradizoitos e esporozoitos. Do mesbtiveram resultados semelhantes em gatos. Neste caso nao foi possivel
modo, Leriche; Dubreméfzambém descrevem um antigeno de roptrideterminar nenhum antigeno amostra-especifico.
com 55 kDa. Gardeset al® encontraram imunoglobulinas IgA na se-

crecdo intestinal que reconheciam um antigeno de roptrias de 55 kDa. CONCLUSOES

Outros autorésd''® caracterizaram um antigeno de 57 kDa secretado e

excretado peldoxoplasma gondiEsse antigeno de 57 kDa poderia ser Com bases nos resultados obtidos, pode-se concluir que:
0 mesmo encontrado nas roptriagie seria liberado durante a invaséo 1) a metodologia empregada no teste de ELISA mostrou-se

celular. Esta hipétese parece ser bastante interessagitzres inves- de alta sensibilidade e especificidade, vantagens que podem ser adici-

tigacBes devem ser feitas para se conhecer melhor esta proteina. onadas a simplicidade em se obterem antigenos de alta qualidade;
Outro antigeno importante foi a p43, que variou de 41 a 45 2) a andlise por Western blot revelou que os antigenos p33,

kDa. Esta proteina foi a segunda mais abundante, reconhecidapbdse p66 sdo comuns a todas as amostras;

reacOes homologas e heterdlogas em todas as amostras com excecdo 3) a amostra HV Il foi a que mais diferiu no perfil

da VPS. Inicialmente descrita por Handneral!*como de 43 antigénico, ndo revelando trés bandas, de 50, 70 e 75 kDa, presen-

kDa, sendo uma das quatro maiores proteinas de membranaedmas demais amostras;

taquizoita, foi caracterizada posteriormente por outros auttres 4) apenas dois antigenos foram amostra-especificos, 62 kDa

da CN e 67 kDa da LIV IV.

SUMMARY

Eight Toxoplasma gondistrains were analyzed using ELISA and Western blot techniques, in order to demonstrate possible immunological
differences. The analyzed strains were: LIV IV, LIV V and S 11 isolated from swine, RH and VPS from a human being, ASvRifroouse,

HV Il from a dog and CN from a cat. With the ELISA assay the eight strains showed similar reactivity with homologousofogbhstsera.

The antigenic suspension, consisting of total cellular extract of tachyzoites, was effective in the indirect ELISA a#isaypasitive sera

reacting strongly and the negative not reacting with the antigens. The Western blot analysis show&ddbatitetrains have similar antigenic

profiles with a few variations. Three bands were observed in all strains: one of about 33 kDa (p33), another of 54 kBa (i) are of 66

kDa (p66). The HV Il strain, isolated from a dog, did not show three antigens (50, 70 and 75 kDa) that were preseerin itwnater, this
difference was not detected by the ELISA assay. Only two antigens (62 kDa of the CN and 67 kDa of the LIV IV) were $§iraanigets.

UNITERMS: Toxoplasma gondiiAntigens; Western blot; ELISA indirect test.
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