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Variacées intraespecificas de taquizoitos do Toxoplasma gondii
(Apicomplexa: Toxoplasmatinae) isolados de uma infeccao
natural e comparadas frente a cepa congénita*

Intraspecific variations of tachyzoites of Toxoplasma gondii (Apicomplexa:
Toxoplasmatinae) isolated from a natural infection, and its comparition with
congenital strain
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Resumo

Estudou-se as variagbes protéicas de taquizoitos de uma amostra acistogénica de Toxoplasma gondii isolada de
uma galinha naturalmente infectada, e comparada a cepa congénita, mantidas em camundongo albino. A avaliacéo
eletroforética revelou perfis protéicos distintos, embora o grupo analisado compartilhe identicamente oito moléculas
(P30; 34,7; 43; 50; 58; 67; 80 e P97). A analise densitométrica revelou picos compativeis com a eletroforese, existin-
do diferencas a nivel da concentragéo protéica para cada molécula. As variagdes intraespecificas observadas suge-

rem uma possivel adaptacao do parasita ao hospedeiro.
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Introducao

Toxoplasma gondii (Nicolle e Manceaux, 1909), agente
etioldgico da toxoplasmose, encontra-se em ampla varie-
dade de espécies de mamiferos e aves, sendo de distri-
buicao cosmopolita (Frenkel, 1990). As aves tém sido con-
sideradas como animais portadores do T. gondiiem am-
bientes peridomiciliares (Ruiz e Frenkel, 1980).

Os determinantes antigénicos do T. gondii incluem com-
ponentes moleculares os quais sao correlacionados a
biologia celular do parasito, a indugao de resposta imu-
ne, e aos estagios da doencga; sendo que os antigenos
de superficie de taquizoitas sdo de grande importancia,
pois além de caracterizarem a ades&o, reconhecimento
da célula hospedeira e invasao, representam a resposta
imunoldgica primaria do hospedeiro (Kasper et al., 1983;
Decoster et al., 1988).

Apesar de existirem variagdes morfoldgicas e antigénicas
entre os estagios do ciclo evolutivo deste parasito, prin-
cipalmente nas suas formas invasivas tais como os
bradizoitas nos cistos, os taquizoitas sistémicos e os
esporozoitas dos oocistos (Dubey et al., 1970 ; Frenkel et
al., 1972), muitas amostras de T. gondiitém sido isoladas
em diferentes hospedeiros, embora com formas seme-
Ihantes, tém-se observado variagdes a nivel morfolégico

(Medeiros e Lopes, 1996), bioldgico, soroldgico e
imunoldgico (Ware e Kasper, 1987 ; Verhofstede et al.,
1988 ; Charif et al., 1990).

Assim, o presente trabalho tem como objetivo avaliar as
variagOes protéicas entre as amostras acistogénica de
T. gondii, isoladas a partir de cérebro e cora¢do de uma
galinha naturalmente infectada, comparando-as com a
cepa “C”, isolada de um caso humano congénito e
mantidas em camundongos.

Material e métodos

Origem dos taquizoitos estudados

As amostras de T. gondii isoladas de cérebro e coragédo
de uma galinha naturalmente infectada foram obtidas de
acordo com Medeiros e Lopes (1996). Para efeito de com-
paracéo, utilizou-se a cepa “C” do mesmo parasito, por
ser também acistogénica, proveniente do Departamento
de Protozoologia do Instituto Oswaldo Cruz/Fiocruz.

Para obtencao de massa antigénica, o equivalente a 10°
taquizoitos em 0,5ml de exsudato peritoneal, foram ino-
culados por via intraperitoneal em 75 camundongos
albinos, sendo 25 animais para as amostras coragao e
cérebro e cepa “C”, respectivamente.
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Purificagdo do material utilizado

O exudato obtido de cada lote foi submetido ao método de
centrifugacdo diferencial, segundo Lycke e Lund (1964),
para separacao dos taquizoitos dos outros constituintes do
exudato peritoneal. A seguir, utilizando-se tubos
siliconizados de 50ml, centrifugou-se o volume obtido de
exudato, em centrifuga refrigerada (DPR - 6000 Centrifuge,
Damond/IEC) a 65xg por 5 minutos a 4°C. O sobrenadante
foi centrifugado a 440xg por 20 minutos a 4°C. O “pellet” foi
ressuspenso, ao volume inicial, em PBS pH 7,2 e
centrifugado a 260xg por 10 minutos a 4°C. Esse novo
sobrenadante foi centrifugado a 440xg por 20 minutosa 4°C.
O “pellet” final foi ressuspenso, ao volume inicial em PBS
pH 7,2. O produto dessa centrifugacéo final foi submetido
ao exame de microscopia optica, para confirmar a pureza
da suspencao de taquizoitos livres, apds o qual, procedeu-
se a contagem dessas formas parasitarias, de cada lote,
em camara de Neubauer (Tabela 1).

Tabela 1: Contagem de taquizoitas e dosagem de proteinas
das amostras e da cepa de Toxoplasma gondii estudadas.

Amostras Cepa
Cérebro Coracao  Congénita
*Taquizoitas 1,6x10°  1,5x10°  2,1x10°
**Proteina (mg/ml) 2,64 1,05 2,22

* Total de taquizoitas por ml ap6s centrifugagao diferencial.
** Determinagéo de proteina segundo método de Lowry et al. (1951).

Sonicagao e dosagem protéica

A suspensé@o de células foi submetida a sonicagdo sob
banho de gelo com um sonicador (Sonic Dismembrator -
Model 300, Fisher) a 60 Hertz, em intervalos de 5 minu-
tos por 30 minutos. Apds sonicacédo, o material foi sub-
metido ao exame de microscopia 6ptica para certificar o

rompimento total dos taquizoitos. A seguir, submeteu-se -

0 preparado a dosagem de proteinas, utilizando-se o
método do reagente de Folin, segundo metodologia des-
crita por Lowry et al. (1951), cujos valores também se
encontram na Tabela 1. Finalmente, o material a ser ana-
lisado foi dividido em aliquotas de 2,0ml em tubos tipo
“eppendorf” e estocado a -20°C.

Eletroforese em gel de SDS - poliacrilamida

Os extratos protéicos foram submetidos ao tratamento em tam-
pao para eletroforese a saber: DTT (Dithiothreitol), SDS (Dodecil
sulfato de sédio), 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;
utilizando cuba vertical (Mini protean Il, Bio Rad
Laboratories), fonte (2297 Macrodrives 5 constant power

R. bras. Ci. Vet., v. 5, n.2, p. 63-67, maio/ago. 1998

suply, LKB Bromma) e unidade de refrigeracao (2219
Multitemp Il Thermostatic Circulater, LKB Bromma).

Utilizou-se 210mcg de extrato, sonicado total de taquizoitas
de T. gondii, para cada amostra, por gel. A eletroforese
foi realizada a 80 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. Apds a corrida,
o gel foi fixado em solugdo de metanol a 50% por 30
minutos & temperatura ambiente. Corado pelo azul bri-
Ihante de Comassie 250R (Bio Rad Laboratories) por 30
minutos a temperatura ambiente. Descorado com solu-
¢édo acido acético-metanol até a total revelacdo dos
zimogramas. Seco em solugéo 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 re-
lativa no zimograma, tendo como parametro a curva de
calibragdo de um padrao de peso molecular (Sigma
Chemical) contendo alfa-lactoalbumina (14,2 Kd),
tripsinogénio (24 Kd), anidrase carbdnica (29 Kd),
gliceraldeido 3-fostato desidrogenase (36 Kd),
ovoalbumina (45 Kd), soro albumina bovina (66 Kd) e
fosforilase b (97,4 Kd) (Fig. 1).

Figura 1: Curva de calibragdo do padrdo de peso
molecular conforme mobilidade eletroforética no gel de
SDS-poliacrilamida a 10%
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Densitometria

ApoGs a montagem dos géis, integrou-se os zimogramas
por densitometria a laser, utilizando-se um densitémetro
(2202 Ultroscan laser densitometer, LKB Bromma) acoplado
a um registrador de picos (Integrator 3396 série Il, Hewlett
Packard), a fim de analisar as bandas de proteinas e suas
respectivas areas (concentra¢oes), para cada amostra.




Resultados e discussao

A andlise eletroforética no presente estudo revelou que os
perfis dos extratos protéicos de taquizoitas das amostras cé-
rebro e coragéo e, da cepa “C” diferem entre si (Tabela 2).
Apesar do grupo analisado terem compartilhado identicamente
oito moléculas (P30; 34,7; 43; 50; 58; 67; 80 e P97). Esses
dados revelaram a existéncia de diferenca intraespecifica entre
as amostras isoladas de galinha infectada naturalmente, as-
sim como essas com a cepa “C” (Fig. 2).

A fim de caracterizar os perfis protéicos dos grupos de T.
gondii estudado, procedeu-se a eletroforese em gel de
SDS - poliacrilamida (SDS-PAGE), em sistema
descontinuo, por este apresentar melhor resolugao do
zimograma (Sargent e George, 1975). Este meétodo tem

Tabela 2: Perfis eletroforéticos eiconcentragdes protéicas
das bandas nos zimogramas dos extratos de taquizoitas
de Toxoplasma gondii.

Zimograma

Amostras Cepa
Coragao Cérebro Congeénit
a

PM(Kd) TR % PM(Kd) TR % PM(Kd) TR %
—_ —_ —_— — — _— 7,0 0,680 182
8,0 0,526 035 — —_ — 8,0 0,734 392
20,0 0,723 0,227 — — — — — —_
23,0 0,795 1,18 _ — _ 23,0 1,036 2,14
25,0 0,889 1,73 _ — _ _ — _
30,0 1,037 3,04 30,0 0,963 2,08 30,0 1,076 0,66
34,7 0,601 1,50 34,7 1,121 533 34,7 1,244 14,44
43,0 1,309 3,05 43,0 1,238 117 43,0 1,513 199
50,0 1,472 592 50,0 1,395 9,16 50,0 1,611 388
58,0 1,597 -6,82 58,0 1,467 6,01 58,0 1,718 17,48
67,0 1,701 67,76 67,0 1,590 66,63 67,0 1,918 36,01
80,0 1,816 288 80,0 1,682 186 80,0 2,006 7,79
_ _ _ 94,0 1,805 043 o _ _
97,0 2,065 523 97,0 1,920 454 97,0 2,216 293
— — _ 101,0 1,991 251 — _ —

PM (Kd). Peso molecular aproximado em kilodaltons.
TR. Tempo de retencao.
%. Concentragdo protéica.
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sido utilizado para diferenciar varios grupos de microrga-
nismos, entre eles: virus, bactérias, fungos e protozoarios
(Andrews, 1981). A caracterizag&o fenotipica e genotipica
do T. gondiitem sido amplamente estudadas através da
eletroforese, como também a expressao desse para-
sita no sistema hospedeiro (Bloomfield e Remington,
1970 ; Sibley e Boothroyd, 1992 ; Guo e Johnson, 1995).

Diferencas de perfis protéicos de T. gondiitém sido descri-
tas para cepas isoladas em varios hospedeiros, como tam-
bém de amostras intraespecificas (Bloomfield e Remington,
1970; Frenkel, 1990; Sibley e Boothroyd, 1992), sendo al-
gumas dessas amos-traspouco patogénicas para seu hos-
pedeiro natural, como foi observado por Peixoto e Lopes
(1990) em camundongos, de uma amostra cistogénica iso-
lada de galinhas com infecg¢éo natural.

Muitas amostras de T. gondii tém sido isoladas em dife-
rentes hospedeiros. Embora com morfologia semelhante,
tém-se observado variagdes a nivel biolégico, sorolégico
e imunoldgico (Ware e Kasper, 1987 ; Verhofstede et al.,
1988 ; Charif et al., 1990). Além da inespecificidade de
parasitismo, a caracterizagdo deste protozoario deve ser
feita tomando-se o cuidado de ndo confundi-lo com ou-
tros coccidios, principalmente com Neospora caninum,
que se assemelha as formas do T. gondii, a microscopia
éptica e compartilhem algumas moléculas (P17, P29 e
P30) de mesma origem e peso molecular (Bjerkas et al.,
1994).

A viruléncia das amostras de T. gondiitem sido evidencia-
da pelo seu efeito sobre camundongos (Kaufman et al.,
1958); entretanto, a caracterizagdo antigénica (protéica)
é melhor identificada pelo perfil eletroforético (Bloomfield
e Remington, 1970 ; Charif et al., 1990). As variagdes nas
concentragOes de proteinas vém corroborar com as ca-
racteristicas de viruléncia e antigenicidade das amostras
de T. gondii, como observado por Santoro et al. (1985).

As variacbes protéicas aqui evidenciadas foram
justificadas, pois cepas de T. gondiiisoladas de varios

Figura 2: Andlise de
proteinas (concentra-
¢ao) de taquizoitas do

Toxoplasma gondii: -
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hospedeiros apresentam viruléncia e antigenicidade dis-
tinta, sendo estas associadas as caracteristicas
fenotipicas, embora possuam a mesma identidade

genotipica (Ware e Kasper, 1987 ; Sibley e Boothroyd, -

1992 ; Guo e Johnson, 1995).

Quanto a densitometria, pdde-se observar que as protei-
nas reveladas no gel de SDS - poliacrilamida, mostraram-
se sensiveis, apresentando picos compativeis coma
eletroforese (Fig. 2). A andlise das bandas de proteina
nos zimogramas foram realizadas por densitometria
alaser, a fim de certificar-se o grau de pureza dos extra-
tos antigénicos de T. gondii e as respectivas concentra-
¢cOes das bandas (Andrews, 1981).

A concentracdo protéica de cada banda dos
zimogramas, integrados em areas, mostraram-se dis-
tintas. As diferengas apresentadas podem ser conside-
radas pertinentes, uma vez que partiu-se da mesma con-
centragéo de proteina para cada preparacéo de extrato
de T. gondii. Ao se comparar as proteinas compartilha-
das entre as amostras, pdde-se verificar diferencgas en-
tre as concentragbes de cada molécula (Tabela 2). Es-
sas variagdes podem estar associadas a viruléncia do

Abstract

T. gondii para camundongos albinos, como foi observa-
do por Kaufman et al. (1958). Flausino (1996)
correlacionou as variagdes protéicas e suas concentra-
¢Oes com o poder invasivo dos taquizoitas do T. gondii
para macrofagos peritoneais de camundongos submeti-
dos a infecgao.

Nesse estudo o material analisado é proveniente de T.
gondii acistogénico, embora Kasper et al. (1982) tenha
observado que a cepa “RH” acistogénica era desprovida
de proteina de membrana como a P22; no presente es-
tudo constatou-se que algumas proteinas de superficie
de membrana, como a P30 e P34,7, encontravam-se em
todo material analisado e outras, na amostra coragéo
(Tabela 2). Além disso, ainda se pdde observar varia-
¢Oes quanto a concentracdo de proteinas de T. gondii
em diferentes cepas, como o observado por Santoro et
al. (1985) para P30, com participagédo no total de protei-
nas contidas em extrato deste parasito com variagéo de
3 - 5%, 0 que nao foi observado neste estudo, onde essa
proteina teve valores baixos. As variagdes
intraespecificas observadas sugerem uma possivel adap-
tacdo do parasita ao hospedeiro. :

Proteic changes in tachyzoites of an acystogenic isolates of Toxoplasma gondii were studied and compared to congenital
strain which has been maintened in albino mice. These isolates were obtained from a naturally infected chiken.
Eletrophoresis evaluation reveled distinct proteic autlines, although the group shares eight molecule (P30; 34,7; 43; 50;
58; 67; 80 and P97). Densitometry analysis reveled outlines compatible with eletrophoresis. There were also differences
at levels the proteics concentrations of every molecule. The proteic variations observed suggested a possible parasitic-
host adaptation.

Keywords: Toxoplasma gondii; albino mice; chiken isolates; tachyzoites; congenital strain.
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