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RESUMO

No presente trabalho, taquizoitas do Toxoplasma gondii isolados de
cérebro e coracdo de uma galinha naturalmente infectada, procedente de area urbana
do municipio de Seropédica, Estado do Rio de Janeiro, e mantidos em camundongos
albinos foram estudados e comparados a cepa congénita, oriunda do IOC-FIOCRUZ,
Rio de Janeiro. As amostras foram submetidas a eletroforese em gel de SDS-
poliacrilamida a fim de se avaliar as possiveis variagdes protéicas em cada uma das
amostras. Apds montagem dos géis, integrou-se os zimogramas por densitometria a
laser, onde se analisou as areas (concentragdes) de proteinas em cada amostra. Os
perfis protéicos eram distintos mesmo quando comparados a cepa “C”,
evidenciando-se com isso, variagdes intraespecificas observadas em uma espécie

hospedeira. Da mesma maneira, ao se analisar os zimogramas, observou-se que



haviam percentuais distintos nas concentragdes protéicas entre as amostras cérebro e
coragdo ¢ essas com a cepa “C” do parasito. Para avaliar-se o reconhecimento de
determinantes antigénicos do material estudado, procedeu-se o ensaio
imunoenzimatico ‘“Western-Blotting” frente a soro hiperimune de coelho e soro de
cdo positivo na IF e soros negativos, respectivamente, para 7. gondii. As analises das
fitas antigénicas, frente ao soro de coelho, revelaram reconhecimentos distintos entre
as amostras de 7. gondii isolado de Gallus gallus domesticus naturalmente infectado
e dessas com a cepa “C”, embora o grupo compartilhe de cinco bandas anti-IgG para
este hospedeiro (P30; P34, 7; P43; P67 e P80). Ja frente ao soro de cdo, observou-se
o reconhecimento de dois determinantes antigénicos idénticos (P30 e P34,7) para as
amostras de cérebro e coragdo. Esses ¢ outros determinantes distintos foram

reconhecidos nesse hospedeiro para a cepa “C”.



SUMMARY

In the present study, taquizoites of Toxoplasma gondii isolated from
naturally infected Gallus gallus domesticus brain and heart, from the urban area of
Seropedica municipality, Rio de Janeiro State, and maintained in albine mice were
studied and compared with the congenital strain, from IOC-FIOCRUZ, Rio de
Janeiro. Strains were underwent to eletrophoresis SDS-polyacrylamide gel in order to
evaluate possibles protein variations in each strain. After the make-up of the gel,
zimograme was binded by laser densitometry, where protein areas (concentration) in
each strain were analised. Protein outlines were distinct, even when compared to strain
“C”, showing intra-specific variations observed in the same host species. in the same
way, analyzing zimogrames, distinct percentuals were observed in protein
concentration between brain and heart strains and between these strains and parasite
strain “C”. Evaluating the recognition of studied material antigenic determinants, the

enzime imunoassay Western-blotting was applied to rabbit hiperimune serum and



enzime imunoassay Western-blotting was applied to rabbit hiperimune serum and dog
serum, both positives, at it and negative serum respectively. Antigenic strip analysis
of the rabbit serum, revealed distincts recognitions between 7. gondii strains isolated
from naturally infected chicken and between these strains and strain “C”, although the
group shares five bands anti-igG for this host (P30; P34,7; P43; P67 and P80). The
recognition of two equal antigenic determinants (P30 and P34,7) in the dog serum for
brain and heart strains was observed. These and others distincts determinants were

recognized in this host for strain “C”.



1. INTRODUCAO

Toxoplasma gondii Nicolle & Manceaux, 1909, agente etiologico da
toxoplasmose humana e animal, encontra-se em ampla variedade de espécies de aves
e mamiferos, sendo distribuida em todo o mundo (FRENKEL, 1990). Como
zoonose, a toxoplasmose estd associada a infecgdes congénitas ou recorrentes, estas
ultimas especialmente, em individuos imunodeprimidos. Nos animais domésticos,
tais como suinos, caprinos e ovinos, pode vir a acarretar prejuizos economicos. As
aves, potencialmente, tém sido consideradas como importantes sentinelas da
ocorréncia de toxoplasmose em ambientes peridomiciliares. Em individuos
imunocompetentes, a infeccdo pelo 7 gondii induz possivelmente a uma protecao
imunitaria contra a reinfec¢do; o que tem sido observado, principalmente, pela

presenga de antigenos taquizoiticos protetores, de superficie e citoplasmatico



(SHARMA et alii, 1984; SIBLEY & SHARMA, 1987 ¢ JOHNSON et alii, 1983).
Os determinantes antigénicos do 7. gondii incluem componentes moleculares, os
quais sao correlacionados a biologia celular do parasito, a indugdo da resposta
imune, e aos estagios da doenga; sendo que os antigenos de superficie de taquizoitas
sdao de grande importancia, pois além de caracterizarem a adesao, reconhecimento
da célula hospedeira e invasao, representam a resposta imunologica primaria do
hospedeiro (KASPER et alii, 1983 e DECOSTER et alii, 1988). Essas moléculas,
sdo atualmente usadas como poderosos marcadores na determinacao da resposta
imunitaria, principalmente quando isoladas por imunoprecipitacdo com anticorpos
monoclonais (KASPER et alii, 1983). No presente trabalho, caracterizaram-se os
marcadores fenotipicos de amostras acistogénicas de 7. gondii isolada a partir de
coracao e cérebro de galinha naturalmente infectada em relacao a cepa “C”, isolada

de um caso humano congénito.



REVISAO DE LITERATURA

2.1. Historico

Toxoplasma gondii foi descrito pela primeira vez em 1908 por
SPLENDORE em Sao Paulo, Brasil que o caracterizou como Leishmania o parasito
encontrado em coelhos, baseando-se nas lesdes observadas que se assemelhavam as
do calazar humano. No mesmo ano, NICOLLE & MANCEAUX descreveram um
parasito semelhante em roedores, gondi, em Matmata, Tunis, Tunisia. Da mesma
maneira confundiram este parasito como sendo do género Leishmania, propondo
nesta mesma nota o nome de L. gondii. Mais tarde, ao observar novos parasitos
obtidos na mesma area e em roedores da mesma espécie, observaram nao se tratar
de Leishmania, pois ndo tinham cinetoplasto e nem se assemelhavam ao género
Haemogregarina pela diferenga na multiplicagcdo e na capacidade de ser inoculado
de um animal para outro. Desta maneira propuseram um novo nome para o parasito

em questdo como 7oxoplasma gondii Nicolle & Manceaux, 1909.



A partir da descoberta deste parasito varios trabalhos foram relatados
com base nas formas observadas nas visceras dos animais, aos quais foram
semelhantes as descritas previamente por NICOLLE & MANCEAUX (1909). Desta
maneira varias espécies deste género foram registradas partindo da premissa que para
cada hospedeiro vertebrado existiria uma nova espécie. Por conseguinte,
SPLENDORE (1909) e CARINI (1909) propuseram para este parasito encontrado no
coelho como 7. cuniculi, para toupeiras como 7. talpae (PROWAZEK, 1909), para
cdes como 7. canis (MELLO, 1910) para pombo a denominagdo de 7. columbae
(MIGLIANO, 1913), para camundongos como 7. musculi (SANGIORGI, 1913). Em
1914, CASTELLANI ao examinar um caso humano ¢ encontrar o parasito
denominou-o como 7. pyrogenes.

A partir deste momento, passou-se a denominar como espécie nova a
cada parasito encontrado, para cada vertebrado analisado. Porém, isto s6 teve seu
fim, quando SABIN (1939) concluiu que as formas evolutivas do parasito
encontradas, eram semelhantes; apesar do grande numero de hospedeiros
vertebrados, tinham o mesmo processo bioldgico e que ndo eram hospedeiros
especificos e nem imunologicamente diferentes. Por isso, sugeriu que este parasito
deveria pertencer a uma mesma espécie que, pela lei da prioridade, deveria chamar-

se Toxoplasma gondii Nicolle & Manceaux, 1909.



HUTCHISON (1965) descobriu que 7. gondii poderia ser eliminado
nas fezes de gato, quando os mesmos tinham comido camundongos infectados.
Apesar de se suspeitar que este parasito poderia ser transmitido por ovos de
Toxocara cati (HUTCHISON, 1967). Esta colocagao passou a ser considerada como
circunstancial (SHEFIELD & MELTON, 1969; FRENKEL et alii, 1969) ¢ a
possibilidade de estar associada a um novo cisto (DUBEY et alii, 1970). Entretando,
a evidéncia de que a fase enteroepitelial do 7. gondii estaria ligada & emissao de
oocistos disporico tetrazoicos nas fezes de gato so foi considerada consistente por
FRENKEL et alii (1970) e DUBEY et alii (1970). A partir deste momento observou-
se que Isospora bigemina, variedade minor, passaria a ser considerada, também,
como oocistos de 7. gondii. Com a eliminagdo de oocistos imaturos nas fezes
(WALLACE, 1973) semelhantes aos oocistos do género Isospora, alguns autores
tais como CORNELISSEN (1982) e BORST et alii (1984) tém sugerido a colocagao
do parasito neste género, muitas vezes denominando-o de Isospora (Toxoplasma)
gondii. Finalmente, estes pequenos oocistos eliminados nas fezes de gatos nao
devem ser considerados de imediato como 7. gondii na sua totalidade, ja que também
sao semelhantes aos considerados para outros géneros como Besnoitia ¢ Hammondia

com suas varias espécies (SMITH, 1981).



2.2. Classificacao

Com base no complexo apical observado nos zoitas de 7. gondii,
descreveu-se o filo Apicomplexa, onde LEVNE et alii (1980), COX (1981) e SMITH
(1981) classificaram-no como parte do:

Reino Protista Harckel, 1866, Subreino Protozoa Goldfuss, 1817, filo
Apicomplexa Levine, 1970, Classe Sporozoea Leuckart, 1879; Subclasse Coccidia
Leuckart, 1879; Ordem Eucoccidiida Léger & Dubosq, 1910; Subordem Eimeriina
Léger, 1911; Familia Sarcocystidae Poche, 1913; Subfamilia Toxoplasmatinae
Biocca, 1959 e género Toxoplasma Nicolle & Manceaux, 1909.

Desta subfamilia também fazem parte trés outros géneros: Besnoitia
Henry, 1913; Hammondia Frenkel & Dubey, 1975 e Neospora canis Dubey et alii
(1988) Cuidados especiais devem ser tomados para ndo se confundir 7. gondii com
nenhuma das espécies dos géneros acima citados, sejam a nivel morfologico,
biologico ou mesmo soroldgico (LUNDE & JACOBS, 1965 e 1983; CHRISTIE &
DUBEY, 1977; FRENKEL, 1977; WEILAND et alii, 1979; MEHLHORN &

FRENKEL, 1980 e ARAUJO et alii, 1984).



2.3. Morfologia

O T gondii pode ser observado em varios tecidos de vertebrados
(FRENKEL, 1972 e MILLER et alii, 1972) exceto nas hemacias de mamiferos; suas
formas podem ser vistas, também, em liquidos organicos como saliva, leite e urina e
transudato peritoneal. Ainda pode desenvolver toda as fases do seu ciclo bioldgico em
células da mucosa intestinal (JEWELL et alii, 1972; DUBEY, 1986 ¢ FRENKEL,
1986) sendo sua fase final, os oocistos, eliminados junto com as fezes.

Desta maneira, pode-se apresentar diferentes aspectos morfoldgicos
dependendo da area e do estagio evolutivo (HIRT et alii, 1974 ¢ AMATO NETO,
1982) , onde segundo FRENKEL (1973) as principais formas evolutivas na
transmissao seriam: 00cistos com seus esporozoitas, cistos com seus bradizoitas e os

taquizoitas intra ou extracelulares.

2.3.1. Oocistos

Estes, como todo o coccidia da familia Sarcocystidae, podem ser
caracterizados como dispdricos tetrazdéicos com oito formas infectantes, os
esporozoitas. Até o presente momento s6 foram encontrados em fezes de felideos. Os

oocistos esporulados medem em média 10 x 12 pm de didmetro (SOUZA, 1986).



Com auxilio da microscopia eletronica, utilizando-se cortes ultrafinos,
observaram-se caracteristicas morfologicas que ajudaram na sua identificagdo.
Auséncia de organelas de locomogao e presenga de um complexo apical em forma de
cone achatado em sua extremidade afilada, denominado conoide (GUSTAFSON et
alii, 1954; SHEFFILD & MELTON, 1968; HIRT ef alii, 1974 ¢ AMATO NETO et
alii, 1982). Esta organela apresenta-se com trés anéis, sendo o mais inferior
caracterizado como anel polar, dando origem a 22 microtubulos, provavelmente de
natureza contratil. Os quais se dirigem para a extremidade posterior do parasito. De
acordo com SOUZA (1974), estas organelas podem conferir motilidade ao 7. gondii.

No citoplasma observam-se as terminagdes das roptrias, que sao
consideradas como estruturas em forma de dava, além de tubulos mais delgados
chamados de micronemas. Suspeita-se (DOROVAK & HOWE, 1979; NICHOLS &
O'CONNOR, 1981; NICHOLS et alii, 1983 e CHIAPPINO et alii, 1984) que o
conteudo destas duas organelas seja eliminado durante a penetragdo do 7. gondii na

célula do hospedeiro.

2.3.2. Taquizoitas

Sdo zoitas observados durante a forma aguda da infeccdo. De

multiplicacdo rapida, porém, de sobrevivéncia rapida fora da célula. Anteriormente,



estas formas proliferativas quando encontradas dentro das células eram conhecidas
como “pseudocistos”, trofozoitas ou mesmo endozoitas. Da mesma maneira que os
esporozoitas, os taquizoitas apresentam-se em forma de meia lua, com uma
extremidade afilada e outra arredondada. Estes medem aproximadamente de 4 a 8 pin
de comprimento por 2 a 4 um de largura. O nucleo localiza-se na por¢do central do
citoplasma ou levemente recuado para a extremidade posterior. Quando corados pelo
Giemsa, o citoplasma toma a tonalidade azul clara, enquanto que o nucleo cora-se em

vermelho (SOUZA, 1986).

2.3.3. Bradizoitas

Formas encontradas em diversos oOrgdos em estrutura chamadas de
cistos, tém sido observadas durante a fase cronica da infec¢ao toxoplasmica, podem
ser denominados, também, como cistozoitas. Multiplicam-se por endogenia. Os cistos
acham-se localizados em diversos tecidos, sendo mais frequente encontra-los em
tecido de origem nervosa ou muscular O tamanho dos cistos variaram, podendo

chegar a 100pum de diametro (FRENKEL, 1973).
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2.4. Biologia

De acordo com FRENKEL (1973) dois ciclos e cinco estagios do T.
gondii formam o seu ciclo evolutivo. Um ciclo enteroepitelial, com estagios
multiplicativos e semelhante ao que tem sido detectado em outros coccidios. Neste
observam-se uma gametogonia, merogonia (=esquizogonia) € uma producao de
oocistos com uma esporogonia. Dois outros estagios adicionais de localizagao
extraintestinal no gato, podendo ser considerados como a forma que se tem observado,
também, em outros vertebrados ¢ caracterizados por taquizoitas em sua fase
proliferativa, observados na fase aguda da infecgdo e os bradizoitas, dentro de parede

cistica demonstrados na fase cronica da infec¢ao.

2.4.1. Ciclo enteroepitelial

Esta fase tem sido estudada no intestino de gatos jovens infectados com
cistos provenientes de cérebro ou musculatura de camundongos. Apesar do
aparecimento de Cystoisospora felis (=I. felis) ou C. rivolta (=I. rivolta) estes nao
interferem na produgdo de oocistos, das formas cisticas ingeridas (FRENKEL,
1973). Da mesma maneira tal situacdo foi observada anteriormente por

PIERKARSKI & WITTE (1971) em relacdo aos parasitos mencionados
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anteriormente. Se os felinos forem alimentados com cistos de 7. gondii, o periodo
prepatente variou entre trés a cinco dias. Diversos tipos de merozoitas foram
observados, variando de tipo A ao D, seguido por uma gametogonia que tem ocorrido
com maior frequéncia no intestino delgado, principalmente no ileo dos felinos. A
esporulacdo tem ocorrido no meio exterior num periodo de um a cinco dias,
dependendo da temperatura, da umidade e da quantidade de oxigénio do meio
(DUBEY et alii, 1970a,b). Dois esporocistos sdo formados no interior do oocisto e,

em cada um contendo quatro esporozoitas.

2.4.2. Ciclo extraintestinal

Este pode ocorrer ndo s6 em gatos, como tem sido o mais comum
desenvolvimento em outros vertebrados, seja pela ingestdo de oocistos por
contaminagdo, pela ingestdo de cistos através do carnivorismo e canibalismo, ou
mesmo, durante a fase aguda da infec¢dao toxoplasmica os taquizoitas circulantes,
através da placenta atingem o embrido ou feto.

Apos a ingestdo dos oocistos ou cistos, cuja liberagdo dos zoitas se
processa por intermédio de digestdo, estes tendem a ultrapassar a barreira intestinal,
ganhando a circulacdo de retomo, penetram em diversas células viscerais,

multiplicando-se rapidamente por endogenia, dando origem a milhares de
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taquizoitas na fase aguda da infeccdo. A seguir, quando a infeccao vai se tornando
cronica, estes taquizoitas invadem novas células, dividindo-se, agora, lentamente
por endogenia e ddo origem a formagdo do cisto. Estas fases também podem ser
vistas nos proprios felideos, ou seja, a formagao dos taquizoitas e dos bradizoitas,

respectivamente.

2.4.3. Outras consideracoes

O desenvolvimento biologico do 7. gondii pode ser observado em
taquizoitas eliminados na saliva (JAMRA et alii, 1971 ¢ AMENDOEIRA &
COUTINHO, 1982) e no leite (CHIAR1 & NEVES, 1984). Os hospedeiros de
transporte como baratas, moscas ¢ minhocas podem estar envolvidos na cadeia
epidemiologica deste protozoario (WALLACE, 1973 e RUIZ & FRENKEL, 1980),
onde se pode dar a veiculagdo do parasito (oocistos) de um local para o outro

(FRENICEL, 1972 e HUGHES, 1985).

2.5. Avaliacao e caracterizacao do Toxoplasma gondii

Apesar de existirem variagdes morfoldgicas e antigénicas, entre os

estagios do ciclo evolutivo deste parasito, principalmente nas suas formas



13

invasivas, tais como os bradizoitas nos cistos, os taquizoitas sist€émicos e 0s
esporozoitas dos oocistos (DUBEY et alii, 1970; FRENKEL et alii, 1970; NAOT
et alii, 1983; KASPER et alii, 1984 e KASPER & WARE, 1985), muitas amostras
de T. gondii tem sido isoladas em diferentes hospedeiros, embora com morfologia
semelhantes, tem-se observado variagcdes a nivel bioldgico, soroldgico e
imunolégico (WARE & KASPER, 1987; VERHOFSTEDE et alii, 1988; CHARIF
et alii, 1990), entre outras.

Assim, em decorréncia da inespecificidade de parasitismo, a
caracterizacdo deste protozoario deve ser feita tomando-se o cuidado de ndo
confundi-lo com outros coccidios, como por exemplo N. canis, que apresenta
morfologia semelhante (DUBEY & LINDSAY, 1993) e, segundo BJERKAS et alii.
(1994), compartilham moléculas antigénicas (P17, P29 e P30) de mesma origem e

peso molecular do 7. gondii.

2.5.1. Identificacio fenotipica.

Na maioria das vezes as amostras de 7. gondii foram caracterizadas por
seu efeito sobre o hospedeiro, sendo desta maneira evidenciadas como mais ou
menos virulentas para camundongos (KAUFMAN et alii, 1968). Assim, observou-

se que cepas acistogénicas eram mais virulentas do que as cistogénicas,
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consideragdes estas observadas por KASPER er alii (1982) na cepa “RH”
acistogénica que era desprovida da maior proteina de membrana a P22. Outras
amostras menos virulentas do 7. gondii foram estudadas quanto a deteccdo e
caracterizacdo dos antigenos de superficie de membrana, resposta humoral de
camundongos a diversas cepas mais ou menos virulentas ou mesmo na identificacao
diferencial com outros coccidios da subfamilia Toxoplasmatinae (SUGGS et alli,
1968; HANDMAN & REMINGTON, 1980 e HANDMAN et alii, 1980).

Diferencas de perfis antigénicos de 7. gondii t€m sido descritas para
cepas isoladas em varios hospedeiros, como também de amostras infra-especificas
(BLOONFIELD & REMINGTON, 1970; FRENKEL, 1990; SIBLEY &
BOOTHREYD, 1992); sendo que alguns desses isolamentos terem sido considerados
pouco patogénicos para seu hospedeiro natural, como foi observado em aves no
Brasil, por PEIXOTO (1990).

Embora a viruléncia das amostras seja caracterizada pelo seu efeito
sobre camundongos (KAUFMAN et alii, 1958), a caracterizacao antigénica tem sido
melhor identificada pelo perfil eletroforético (BLOONFIELD & REMINGTON,
1970; CHARIF et alii, 1990). As variagdes nas concentragdes de proteinas vém
corroborar com as caracteristicas de viruléncia e antigenicidade das amostras de 7

gondii (SANTORO et alii, 1985) analisadas.
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2.5.2. “Western blotting”

Além de observar com maior acuidade a resposta imune no inicio ou no
final do periodo de infeccdo do 7. gondii (VERHOFSTEDE et alii, 1988), o
imunoblotting tem sido usado na caracterizagdo antigénica deste mesmo parasito a
anticorpos circulantes, no caso as imunoglobulinas G (IgG) dos hospedeiros
vertebrados (HANDMAN et alii, 1980; JOHNSON et alii, 1983 ¢ PARTANEN et alii,
1983).

NAOT et alii (1993), verificaram que anticorpos da classe IgG
respondem a carbohidratos e proteinas de taquizoitas, responsaveis pela invasao a
célula do hospedeiro. Desta maneira, a invasao esta associada a muitas proteinas de
superficie da membrana do taquizoita, que sdo considerados como sendo responsaveis
pela fase aguda da toxoplasmose; enquanto a fase cronica tem sido caracterizada,
principalmente, por antigenos excretados / secretados, presentes no citosol, sendo
identificados como antigenos imunoprotetores (NAOT et alii, 1983; WARE &
KASPER, 1987 e CHARIF et alii, 1990).

CAMARGO et alii (1978) e MINEO et alii (1980), observaram reagao
entre polissacarideo excretado de 7. gondii, com anticorpos de individuos; detectaram
que os anticorpos IgM reagem com polissacarideo e proteinas de sobrenadante obtidos
por centrifugagdo e sonicacao de taquizoitos, por outro lado, anticorpos IgG, reagem

preferencialmente com preparados contendo proteinas € bem menos com
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polissacarideos. Estes autores sugerem que anticorpos IgM sdo evidenciados na
resposta para moléculas de um complexo glicoprotéico, enquanto os anticorpos da
classe IgG reconhecem preferentemente os componentes protéicos deste parasito.
HUYHES & BALBOUR (1981), reportaram que 11 determinantes
antigénicos em soro de individuos com toxoplasmose, sdo reconhecidos em
preparacdes de antigenos soluveis de taquizoitas. Segundo os mesmos autores, nove
dessas moléculas sdo de natureza protéica, uma um lipolissacarideo e outra uma

glicoproteina.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Procedéncia dos animais

3.1.1. Procedéncia das aves

Um total de onze (11) galinhas (Gallus gallus domesticus) mantidas
em condi¢des naturais, em diversas propriedades na area urbana do Municipio de
Seropédica, Estado do Rio de Janeiro, foram utilizadas na obtengdo de formas

parasitarias de 7. gondii.

3..1.2. Procedéncia dos camundongos albinos

Utilizaram-se cem camundongos albinos fémeas pesando em média
20+2 g, procedentes do Biotério do Instituto Oswaldo Cruz (I0OC) da Fundacao
Instituto Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) no Estado do Rio de Janeiro. Porém, os

trabalhos de isolamento e caracterizacao morfoldgica do 7. gondii em camundongos,
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trabalhos de isolamento e caracterizacao morfoldgica do 7. gondii em camundongos,
foram realizados no Setor de Imunologia do Projeto Sanidade Animal

(EMBRAPA/UFRRIJ) no Km-7 da BR-465, Seropédica, Estado do Rio de Janeiro.

3.2. Isolamento do Toxoplasma gondii de galinhas naturalmente infectadas.

ApoOs a necrdpsia, foram coletados fragmentos de cérebro e coragao
das aves, triturados com auxilio de um gral e pistilo estéreis; a seguir
homogeneizados em 10 ml de solugdo salina a 0,9% e filtrados através de gaze estéril
com quatro camadas. A suspensdo proveniente do cérebro (amostra cérebro) e,
aquela do coragdo (amostra cora¢dao) foram adicionados 100 UI de penicilina G

potassica em 100ug de estreptomicina.

3.3. Obtencao de Toxoplasma gondii amostra congénita.

Para efeito de comparacao, utilizou-se a cepa congénita (“C”) de T.

gondii, proveniente do Departamento de Protozoologia do IOC

(FIOCRUZ),mantidas através inoculagdes em camundongos albinos.
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3.4. Analise dos taquizoitas mantidos em camundongos albinos

3.4.1 Comportamento dos taquizoitas em macrofagos

Com a finalidade de avaliar a invasividade das formas parasitarias a
macrofagos peritoneais, procedeu-se a coleta de esudato dos camundongos
inoculados com as respectivas amostras. Preparou-se esfregacos destes exsudatos
em lamina, fixados pelo metanol por trés minutos e corou-se pelo Giemsa na
proporg¢ao de trés gotas para 1,0 ml de solugao tampao pH 7,2. Posteriormente os
esfregagos foram submetidos a microscopia Optica, na propor¢ao do nimero de

macréfagos peritoneais parasitados por 100 macrofagos avaliados.

3.4.2 Mensuracao e fotografia

As medidas dos taquizoitas obtidos das passagens das amostras do
coracao e cérebro de galinha, naturalmente infectada, assim como as da cepa “C”
foram feitas com auxilio de microscopio optico Dialux-Leiz 20-EB (Republica
Federal da Alemanha), com ocular micrométrica K-15 PZO (Republica da Polonia).

As fotografias foram feitas em microscopio triocular Jenapol, com equipamento
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modelo mf-AKS 24x36/automatic-2 (Republica Federal da Alemanha) e , com filme

Kodak 135 mm, 100 ISO.ZO.

3.4.3 Analise estatistica

A andlise estatistica utilizada neste trabalho foi feita pelo programa

MINITAB (SCHAEFER & ANDERSON, 1989).

3.5. Obtencao dos taquizoitos.

Para obten¢do de massa antigénica, 10° taquizoitos em 0,5 ml de
exsudato peritoneal, de cada amostra (cérebro e coragdao) e da cepa “C,” foram
inoculados por via intraperitoneal em 25 camundongos albinos, perfazendo um
total de 75 animais. Os animais utilizados foram mantidos no infectoério do
Laboratorio de Imunologia do Projeto Sanidade Animal, EMBRAPA - UFRRJ,

onde receberam ragao (Labina®, Purina) e agua ad libitun.

3.6. Purificacido do antigeno.

A partir de amostras da 56 passagem, o exsudato obtido de cada lote,

foi submetido ao método de centrifugacao diferencial (LYCKE & LUND, 1964),
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para separacao das formas parasitarias de outros constituintes do exsudato peritoneal
(leucdcitos e hemacias).

Utilizando-se tubos siliconizados de 50 ml, centrifugou-se o volume
obtido de exsudato, em centrifuga refrigerada (DPR - 6000 Centrifuge,
Damond/IEC) a 65G por 5 minutos a 4°C. O sobrenadante obtido foi centrifugado a
440G por 20 minutos a 4°C. O “pellet” foi ressuspenso, ao volume inicial, em PBS
pH 7,2 e centrifugado a 260G por 10 minutos a 4°C. Esse novo sobrenadante foi
centrifugado a 440G por 20 minutos a 4°C. O “pellet” final foi ressuspenso, ao
volume inicial em PBS pH 7,2.

O produto dessa centrifugagao foi submetido ao exame de microscopia
optica, para confirmar a pureza da suspensdo de taquizoitas livres. Procedeu-se
contagem dessas formas parasitarias, de cada lote, em camara de Newbawer
obtendo-se 1,6 x 10® taquizoitas na amostra cérebro, 1,5 x 10® na amostra “cora¢do”

e, 2,1 x 10® na cepa congénita por ml.

3.7. Sonicacio e dosagem de proteinas.

A suspensdo de células foi submetida a sonicacdo, em banho de gelo

em um sonicador (Sonic Dimembrator - Model 300, Fisher), a 60 Hertz, em

intervalos de 5 minutos por 30 minutos. Apods a sonica¢gdo o material foi submetido
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ao exame de microscopia Optica para certificar se havia o rompimento total dos
taquizoitos.

Submeteu-se o preparado a dosagem de proteinas utilizando-se o
método de Folin & Lowry (LOWRY et alii, 1951), obtendo-se a concentragdo
proteica antigénica de 2,64 mg/ml da amostra “cérebro”, 1,05 mg/ml da amostra
“coracao” e, 2,22 mg/ml da cepa “C” (Apéndice 01). O material foi dividido em

aliquotas de 2,0 ml em tubos tipo eppendorf e estocado em freezer a -20°C.

3.8. Eletroforese em gel de SDS - poliacrilamida

As amostras antigénicas do 7. gondii foram submetidos ao tratamento
em tampao para eletroforese a saber: DTT (Dithiothreitol), SDS (Dodecil sulfato de
sodio), Tris HCI, glicerol, BFB (Azul de bromo fenol) e em seguida desnaturado a
100°C por 3 minutos.

A eletroforese em sistema descontinuo (ANDREWS, 1981), foi
realizada em gel de SDS - poliacrilamida a 10% (SDS - PAGE) com proporgao
acrilamida - bis acrilamida 30:1; utilizou-se cuba Mini protean II (Bio Rad
Laboratories), fonte 2297 Macrodrives 5 constant power suply (LKB Bromma) e
unidade de refrigeracdo 2219 Multitemp II Thermostatic Circulater (LKB Broma).

Utilizou-se 200 p1 (210 pg) de antigeno sonicado total de taquizoitas

de T. gondii, para cada amostra, em gel continuo. A eletroforese foi realizada a 80
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Volts, 25 mA e 15 Watts a 4°C, para o empilhamento da amostra; posteriormente a
corrida foi realizada a 100 V, 25 mA, 15 W a 4°C por uma hora e 40 minutos, para
separagao das proteinas. Apods a corrida, o gel foi fixado em solugdo de metanol a
50% por 30 minutos a temperatura ambiente. Corado pelo azul brilhante de
Comassie 250R (Bio Rad Laboratories) por 30 minutos a temperatura ambiente.
Descorado com solucdo acido acético - metanol até a total revelagdo dos
zimogramas. Seco em solucdo de acido acético - metanol - formaldeido por 30
minutos a temperatura ambiente e, montado em papel celofane poroso (LKB
Bromma), para posterior analise dos zimogramas.

As proteinas foram analisadas conforme mobilidade relativa no
zimograma, tendo como parametro a curva de calibracdo de um padrao de peso
molecular (Sigma Chemical) contendo alfa - lactoalbumina (14,2 Kd), tripsinogénio
(24 Kd), anidrase carbonica (29 Kd), gliceraldeido 3-fostato desidrogenase (36 Kd),
ovoalbumina (45 Kd), soro albumina bovina (66 Kd) e fosforilase b (97,4 Kd)

(Apéndice 02).

3.9. Densitometria

Apds a montagem dos géis, integrou-se os zimogramas por densitometria

a laser, utilizando-se um densitometro (2202 Ultroscan laser densitometer, LKB

Bromma) acoplado a um registrador de picos (Integrator 3396 série 11, Hawlt Packard),
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a fim de analisar-se as bandas de proteinas e suas respectivas areas (concentragdes), para
cada amostra. Esse procedimento foi realizado no Laboratdrio de Bioquimica do Centro

Nacional de Pesquisa em Agrobiologia - EMBRAPA, Seropédica, Rio de Janeiro.

3.10. Ensaio Imunoenzimatico “Western blotting”.

Procedeu-se o ensaio imunoenzimatico “Western blotting' (BLAKE et
alii, 1984), para avaliar-se o reconhecimento antigénico das amostras (cérebro e
coracao) e da cepa “C” frente a soro de coelho imunizado com antigeno de 7. gondii,
cepa congénita, titulo de 1:1024 na imunofluorescéncia indireta (IF), com seu
respectivo controle negativo, cedidos gentilmente pelo Dr. Wilson Jacinto Silva de
Souza, Departamento de Protozoologia do IOC. Assim como, frente a soro de cao
inoculado com taquizoitas de 7. gondii, cepa “C”, com titulo de 1:4096 na IF, com
seu respectivo controle negativo, proveniente do Laboratorio de Imunologia do
Projeto Sanidade Animal EMBRAPA/UFRRJ.

Procedeu-se a eletroforese, como descrita no item anterior; realizou-se
a transferéncia das proteinas para papel de nitrocelulose (GIBCO BRL, Life
Tecnologies), utilizando-se o sistema Mini Trans Blot (Bio Rad Laboratories).
Realizou-se a transferéncia a 30V, 25mA e 15W, “over-night” a 4°C. Apds a
transferéncia , o papel foi cortado em fitas verticais de 5 mm, obtendo-se 12,35 nug

de antigeno por fita, que foram lavadas em agua destilada.
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Uma fita de cada amostra transferida, foi corada em solugao de ouro
coloidal a 50% (Bio Rad Laboratories), para certificar-se a presen¢a do antigeno.

As fitas foram bloqueadas com TBS Tween 20 a 0,1% e leite
desnatado seco a 5% pH 7,4 por uma hora, a temperatura ambiente, sob agitagao
constante. Apds o bloqueio, lavaram-se as fitas por 5 vezes consecutivas com TBS
Tween 20 a 0,1% pH 7,4. Incubaram-se os soros testes, diluidos a 1:400 em TBS
Tween 20 a 0,1% e leite desnatado seco a 3% pH 7,4 , por uma hora a temperatura
ambiente , sob agitacdo constante. Repetiu-se o procedimento de lavagem e,
incubou-se com o conjugado: soro de cabra anti-IgG de coelho, conjugado a
fosfatase alcalina (Sigma Chemical), soro de coelho anti-IgG de cao, conjugado a
fosfatase alcalina (Sigma Chemical), para seus respectivos soros testes; diluidos a
1:1000 em TBS Tween 20 a 0,1% e leite desnatado seco a 3% pH 7,4 , por uma
hora a temperatura ambiente, sob agitacdo constante. Apos a lavagem, adicionou-
se o substrato constituido de 1 ml de N,N dimetilformamida a 70% (DMF) com 33
mg de nitroazul de tetrazolio cloridrico (NBT) e 1 ml de DMF com 16,5 mg de 5-
bromo-4-cloro-3-indol fostato (BCIP), misturado a 100 ml de tampao Tris-cloreto
de magnésio pH 9,5. Com a revelagdo do ensaio, interrompeu-se a reagdo pela
adi¢do de 4agua destilada .

Posteriormente, as fitas foram secas em papel de filtro e organizadas

para analise e fotografias.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Avaliacao da capacidade invasiva dos taquizoitas a macroéfagos peritoneais.

A avaliacdo dos macrofagos peritoneais parasitados, para cada grupo
de animais infectados, revelou uma nitida diferenca entre as amostras de 7. gondii,
provenientes de G. gallus domesticus naturalmente infectado, comparado a cepa
congénita.

Para a amostra cérebro foi observado um percentual de invasao de 34%
e, para amostra coracdo de 33%, enquanto os macrofagos peritoneais dos

camundongos inoculados com a cepa congénita tiveram 100% de invasdo (Figura

).
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Figura 01. Variacao de macrofagos parasitados por Toxoplasma gondii, em lavado peritoneal de camundongos albinos.
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Da mesma maneira, observou-se a diferenca dos taquizoitas removidos
do lavado peritoneal ,onde os isolados ,da cepa “C”, foram significativamente
diferentes ao serem comparados com as amostras cérebro e coragdo, porém
diferencas ainda puderam ser observadas a nivel de didmetro maior entre as amostras
de cérebro e coracao (Tabela 1) e (Figura 2).

A invasdo dos taquizoitas de 7. gondii estd associada a adaptagdo
destas formas parasitarias as células do hospedeiro. Assim como, o poder de invasao
esta diretamente correlacionado as proteinas de membrana, presentes nestes (NAOT
et alii, 1983; WARE & KASPER, 1987 e CHARIF et alii, 1990). Assim, a diferenca
no percentual de invasdo aos macrofagos peritoneais, ora observado, pode ser

justificada por possiveis variagdes de proteinas de superficie de membrana, de cada

amostra analisada, assim como as concentragoes destas moléculas.
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Tabela 1. Aspectos comparativos dos zoitas de Toxoplasma gondii, obtidos de

lavado peritoneal de camundongos albinos.

ZOITAS (um)®

Cérebro Coracao Congénita
MEDIDAS
Diametro maior 5,72 +0,59° 5,98 + 0,43 7,05 +0,78°
Diametro menor 2,20 +£0,32° 2,20 £0,29¢ 2,65 + 0,24

2 Numero de amostras = 10
b P<0,001
°N.S.
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FIGURA 2. Lavado peritoneal de camundongos albinos: taquizoitas de
Toxoplasma gondii. Amostras de coracao (A), cérebro (B) e cepa "C”

(C). Giemsa (— =10 um).
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4.2. Aspectos comparativos do perfil eletroforético das amostras cérebro e

coracao e da cepa “C”.

A fim de caracterizar os perfis proteicos dos grupos de 7'. gondii
estudado, procedeu-se a eletroforese em gel de SDS - poliacrilamida (SDS PAGE),
em sistema descontinuo, por esse apresentar melhores resolugdes do zimograma
(SARGENT & GEORGE, 1975).

Este método tem sido amplamente utilizado para diferenciar varios
grupos de microrganismos, entre eles: virus, bactérias, fungos e protozoarios
(ANDREWS,1981). A caracterizagao fenotipica e genotipica do 7. gondii t€ém sido
amplamente estudadas através da eletroforese, como também a expressao desse
parasita no sistema hospedeiro (BLOOMFIELD & REMINGTON, 1970; SIBLEY
& BOOTHROYD, 1992 e GUO & JOHNSON, 1995).

Muitas amostras de 7. gondii tém sido isoladas em diferentes
hospedeiros, embora com morfologia semelhante , tem-se observado variagdes a
nivel bioldgico, soroldégico e imunologico (WARE & KASPER, 1987,
VERHOFSTEDE et alii, 1988 e CHARIF et alii, 1990). Além da inespecificidade
de parasitismo, a caracterizacdo deste protozoario deve ser feita tomando-se o
cuidado de nao o confundir com outros coccidios, como Neospora caninun, que
apresenta morfologia semelhante e algumas moléculas antigénicas (P17, P29 e P30)

de mesma origem e peso molecular do 7. gondii (BJERKAS et alii, 1994).
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A andlise eletroforética no presente estudo revelou que o perfil dos
extratos antigénicos de taquizoitas das amostras cérebro e coragao e, da cepa “C"
diferem entre si (Tabela 2), embora o grupo analisado compartilhe identicamente
oito moléculas (P30; 34,7; 43; 50; 58; 67; 80 ¢ P97). Esses dados revelam que existe
uma diferenca de variacdo intraespecifica entre as amostras isoladas de G. gallus
domesticus, assim como essas ¢ a cepa “C” (Figura 3).

Diferencas de perfis antigénicos de 7. gondii tém sido descritas para
cepas isoladas em varios hospedeiros, como também de amostras infra-especificas
(BLOONFILD & REMINGTON, 1970; FRENKEL, 1990 e¢ SIBLEY &
BOOTHREYD, 1992); sendo algumas dessas amostras pouco patogénicas para seu
hospedeiro natural, como foi observado por PEIXOTO (1990) em aves, procedentes
da mesma regido de origem do material deste trabalho.

A viruléncia das amostras tem sido caracterizada pelo seu efeito sobre
camundongos (KAUFMAN et alii, 1958); entretanto a caracterizagdo antigénica ¢
melhor identificada pelo perfil eletroforético (BLOONFILD & REMINGTON, 1970

e CHARIF et alii, 1990).
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Tabela 2- Perfil protéico do extrato antigénico de taquizoitas de Toxoplasma gondii

das amostras cérebro, coracao e congénita.

PERFIL*
CORACAO CEREBRO CONGENITA 7,0
-- -- 7,0
8,0 - 8,0
20,0 -- --
23,0 - 23,0
25,0 -- --
30,0 30,0 30,0
34,7 34,7 34,7
43,0 43,0 43,0
50,0 50,0 50,0
58,0 58,0 58,0
67,0 67,0 67,0
80,0 80,0 80,0
- 94,0 -
97,0 97,0 97,0
- 101,0 --

* PM(Kd) = Peso molecular aproximado em kilodaltons
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FIGURA 3. Perfil Protéico (Peso Molecular, Kd) das Amostras: Cérebro (A),
Coracao (B) e Cepa Congénita (C), através de SDS-PAGE.
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4.3. Avaliacio das concentracoes de proteins do material estudado.

A analise das bandas de proteina nos zimogramas foram realizadas por
densitometria a laser, a fim de certificar se o grau de pureza dos extratos antigénicos
de T. gondii e as respectivas concentragdes das bandas (ANDREWS, 1981).

Pela densitometria pode-se observar que as proteinas reveladas no gel
de SDS - poliacrilamida, mostraram-se sensiveis, apresentando picos compativeis
com a eletroforese (Figuras 4, 5 e 6).

A verificagdo da concentragao protéica de cada banda dos zimogramas,
integrados em areas, mostraram-se distintas; estas diferencas apresentadas, podem
ser consideradas pertinentes, uma vez que, partiu-se da mesma concentragdo de
proteina para cada preparacdo de 7. gondii estudada. Comparando-se as proteinas
compartilhadas entre as amostras de 7. gondii utilizadas, pode-se verificar
significantes diferencas entre as concentracoes de cada molécula (Tabelai). Essas
variagdes podem estar associadas a viruléncia do 7. gondii para camundongos
albinos, submetidos a infeccao (KAUFMAN et alii, 1958).

Por outro lado, KASPER et alii , 1982 observaram que as cepas
virulentas sejam cistogénicas, ou ndo, sdo genotipicamente idénticas (SIBLEY &

BOOTHROYD, 1992).
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Figura 04. Analise de Proteinas (Concentragdo): Area Integrada por Densitometria,
da Amostra “Cérebro” de Taquizoitos de 7. gondii Isolados de G. gallus
naturalmente Infectado.
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Figura 05 . Anélise de Proteinas (Concentragio); Area Integrada por Densitometria,
da Amostra “Cora¢do” de Taquizoitos de 7. gondiii Isolados de G. gallus
naturalmente Infectado.
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Figura 06 *. Analise de Proteinas (Concentragdo): Area Integrada por Densitometria,
da Cepa “C” , Taquizoitos.
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Tabela 03- Concentragdes proteicas das bandas nos zimogramas dos extratos de

taquizoitas de Toxoplasma gondii analisados.

ZIMOGRAMAS
CORACAO % CEREBRO o CONGENITA o
BANDAS* BANDAS* BANDAS*
- - - - 7,0 1,82
8,0 0,35 - - 8,0 3,92
20,0 0,27 - - --
23,0 1,18 -- - 23,0 2,14
25,0 -- - 1,73 -- -
30,0 3,04 30,0 2,08 30,0 0,66
34,7 1,50 34,7 5,33 34,7 14,44
43,0 3,05 43,0 1,17 43,0 1,99
50,0 5,92 50,0 9,16 50,0 3,88
58,0 6,82 58,0 6,01 58,0 17,48
67,0 67,76 67,0 66,63 67,0 36,01
80,0 2,88 80,0 1,86 80,0 7,79
-- -- 94,0 0,43 - -
97,0 523 97,0 4,54 97,0 2,93
-- -- 101,0 2,51 -- -

*PM (Kd) = Peso molecular aproximado em kilodaltons.
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Nesse estudo o material analisado ¢ proveniente de 7. gondii
acistogénico, embora KASPER et alii, 1982 tenha observado que a cepa “RH”
acistogénica era desprovida de proteina de membrana como a P22, porém no
presente estudo constatou-se que algumas proteinas de superficie de membrana,
como a P30 e P34,7, estavam presentes em todo material analisado e outras na
amostra coragao (Tabela2).

Existe ainda uma varia¢ao na concentracao de proteinas de 7. gondii
em diferentes cepas, como por exemplo, a molécula P30 que foi referenciada por
SANTORO et alii (1985), com participacdo no total de proteinas contidas em
extrato antigénico de 7. gondii variando de 3 - S%, contrariando o observado neste
estudo, onde essa molécula teve valores abaixo do observado por esses autores.

(TAB. 3).
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4.4. “Western blotting' das amostras cérebro e coracio e da cepa congénita frente

a soro hiperimune de coelho e soro de cao.

Para avaliar o reconhecimento de determinantes antigénicos do material
estudado, procedeu-se o ensaio imunoenzimatico “Western blotting” (BLAKE et alii,
1984), frente a soro hiperimune de coelho e soro de cdo positivos na IF, e soros
negativos, respectivamente, para 7. gondii.

As analises das fitas antigénicas, frente ao soro de coelho, revelaram
reconhecimentos distintos entre as amostras de 7. gondii, isoladas de G. gallus
naturalmente infectado, e dessas com a cepa “C”. Embora o grupo compartilhe de
cinco bandas anti-IgG para este hospedeiro ( P30; 34,7; 43; 67 ¢ P80).

Ja frente ao soro de cdo, observou-se o reconhecimento de dois
determinantes antigénicos idénticos (P30 e P34,7), para as amostras cérebro e coragao
e, esses e outros determinantes distintos foram reconhecidos nesse hospedeiro para a
cepa congénita. Deve-se levar em consideragdo que o soro obtido de cdo nao era
hiperimune; desta maneira, foi dificil a utilizagao dos dados em termos comparativos.
Verificou-se assim, uma diferenca de comportamento imunoldgico entre os extratos
antigénicos de taquizoitas de 7. gondii, distintos, e os dois sistemas hospedeiro aqui
utilizados (Figuras 7, 8 ¢ 9 ) Quando a cepa “C” foi comparada com as outras trés
diferentes amostras de 7. gondii, a primeira apresentou-se com resultados sorologicos

na [F-IgG humana, melhores do que as tltimas (FISMAN & COUTINHO, 1980).
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Figura 7-

Western Blotting de Toxoplasma gondii, amostra cérebro frente a soro
de coelho e cao: Cdo negativo (A), cao positivo (B), coelho negativo
(C), coelho positivo (D) e peso molecular (PM).
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Figura 8- Western Blotting de Toxoplasma gondii, amostra coracao, frente a soro

de coelho e cdo: Cao negativo (A), cdo positivo (B), coelho negativo
(C), coelho positivo (D) e peso molecular (PM).
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Western Blotting de Toxoplasma gondii, cepa congénita frente a soro de

coelho e cdo: Cao negativo (A), cdo positivo (B), coelho negativo (C),
coelho positivo (D) e peso molecular (PM).
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NAOT et alii (1993), verificaram que anticorpos da classe IgG
respondem a carbohidratos e proteinas de taquizoitas, responsaveis pela invasdo a
célula do hospedeiro. Desta maneira, a invasdo esteve associada a muitas proteinas
de superficie da membrana do taquizoito, sendo responsaveis pela fase aguda da
toxoplasmose; enquanto a fase cronica tem sido caracterizada, principalmente, por
antigenos excretados/ secretados, presentes no citosol, sendo identificados como
antigenos imunoprotetores (NAOT et alii, 1983; WARE & ICASPER, 1987 e
CHARIF et alii, 1990).

No presente estudo foi evidenciado que os dois sistemas de hospedeiro
distintos, um herbivoro lagomorfo e um carnivoro mostraram-se passiveis ao
reconhecimento a particulas proteicas de ambos os extratos antigénicos, através de
anticorpos policlonais da classe IgG. O que vem corroborar com observagdes
descritas anteriormente, assegurando o grau de pureza dos extratos utilizados.

CAMARGO et alii, 1978 e MINEO et alii, 1980, observaram que
anticorpos IgM sd3o evidenciados na resposta para moléculas de um complexo
glicoproté€ico, enquanto que anticorpos da classe 1gG reconhecem, principalmente,

compostos protéicos dos taquizoitas de 7. gondii.
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A diversidade de determinantes antigénicos verificada , € justificavel
pois, cepas distintas de 7. gondii isoladas de diversos hospedeiros, nos cinco
continentes, apresentam diversidade de viruléncia e antigenicidade; sendo ligadas as
caracteristicas fenotipicas, embora as cepas isoladas possam ter a mesma identidade
genotipica (WARE & KASPER, 1986; SIBLEY & BOOTHREYD, 1992 e GUO &
JOHNSON, 1995).

Estudos realizados por HANDMAN et alii (1980), demonstraram que
taquizoitas de 7. gondii possuem quatro proteinas de superficie de membrana, que
sao reconhecidas por soros obtidos de camundongos infectados.

A maioria dos compostos, obtidos de extratos de taquizoitas ¢ de
composi¢do proteica. Assim, HUYHES & BALBOUR (1981), reportaram que 11
determinantes antigénicos em soro de individuos com toxoplasmose, foram
reconhecidos em preparacdes de antigenos soluveis de taquizoitas. Segundo os
mesmos autores, nove dessas moléculas eram de natureza protéica, uma , um
lipopolisacarideo e outra uma glicoproteina.

A proteina de peso molecular 30 Kd tem sido referenciada como
responsavel por niveis significantes de anticorpos; essa tem sido testada como
indutora de prote¢do imunitaria a camundongos, € vem sendo utilizada em testes
soroldgicos para detec¢do da toxoplasmose (JOHNSON et alii, 1983; ARAUJO &
REMINGTON, 1984; KASPER et ali! 1985 e SANTORO et ali!, 1985). No presente

estudo, observou-se que essa molécula foi reconhecida, tanto pelo coelho como pelo
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cdo, embora sua participagdo na constituigdo dos extratos antigénicos, aqui
utilizados, mostrou-se em menor concentragdo do que o que foi observado por

SANTORO et alii (1985).
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5. CONCLUSOES

1. Os taquizoitas das amostras coracdo e cérebro sao da espécie

Toxoplasma gondii Nicolle & Manceaux, 1909;

2. A diferenga da capacidade de invasdo em macrofagos peritoneais
por zoitas de T’ gondii, nas duas amostras estudadas, esta relacionada provavelmente

com a adaptacao do parasito ao hospedeiro, quando se comparou com a cepa “C";

3. Ao se analisar as amostras cérebro e coracao, observou-se que os
perfis protéicos eram distintos, mesmo quando comparados a cepa “C”,
evidenciando-se com isso, variagdes intraespecificas observadas em uma mesma

espécie hospedeira;
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4. Damesma maneira, ao se analisar os zimogramas, observou-se que
haviam percentuais distintos nas concentragdes protéicas entre as amostras cérebro

e coracao ¢ dessas com a cepa “C” do parasito;

5. Apesar do parasito ter sido isolado de uma galinha, este foi capaz
de se desenvolver em camundongos albinos. Esta afirmativa toma-se relevante

quanto a capacidade do parasito desenvolver-se em varios hospedeiros;

6. Assim, ao se utilizar soro hiperimune de coelho ¢ soro de cao
inoculado com 7. gondii, verificou-se que esses reconhecem determinantes

antigénicos para ambas as amostras estudadas.
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Apéndice 01. Curva de calibragdo de BSA para dosagem de proteinas.

—&— Valores Observados y = 0,008875x - 0,00106
2
- Regresséo Linear R"=0,9965
0,4000
Valores
P! Tugos | VoM B|SA Média | Leitura1 | Leitura2 | Obtidos pela
0000 (1mg/mi) - _ Regressao
/ 1 0 ~ 0,0005 0,000 | 0,001 0,00737
2 5 0,0515 0,042 0,061 0,05117
0,3000 /] 3 10 0,0950 0,086 0,104 0,09497
/ 4 20 0,2025 0,214 0,191 0,18257
yZ 5 30 0,2585 0,254 0259 | 027017
0,2500 / 6 40 0,3580 0,341 0,375 0,35777
/ BSA= Soro albumina bovina
0,2000 ‘/ Coef. Angular 0,00876
1/Coef. Angular 114,155
Intercept 0,0073667
0,1500
! /
osio /
concentragdo protéica
0,0500 cérebro 2,64 mg/mi
coragdo 1,05 mg/ml
congénita 2,22 mg/ml
0,0000 & }




Apéndice 02 Curva de Calibragdo do Padrdo de Peso

Molecular
100 y
90 :\
80 S
i 0 \.;\
5 60 f =
3 N\
o 50 N
(=]
= 40 * ™
2 .
8 a0 N
20 ~Na
~.
10
0
0,00 0,10 0,20 0,30 0,40 0,50 0,60 0,70 0,80
Rf ( Mobilidade Relativa)
| & Valores Observados ——Valores Projetados]
slope -128,3862037
Intercept 109,0375235
Rf (Mobilidade Relativa) | Peso Molecular (kd) Forecast
Valores Observados | Valores Projetados
0,15 97,4 89,7
0,30 66 70,3
0,45 45 50,9
0,53 36 41,2
0,63 29 27,9
0,68 24 21,9
0,77 14,2 9,8
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