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RESUMO

Soros de cées (n=28) com resultados concordantes (n=7) e discordantes (n=21) na detecc&o de anticorpos anti-T.
gondii pelastécnicas da RIFI e ELISA-teste foram analisados pelo “Western-blotting”, com o objetivo de caracterizar as
bandas protéicas imunodominantes comigrantes. Soros positivos (n=7) diagnosticados pelas duas técnicas revelaram 16
bandas protéi cas imunodominantes no antigeno total de T. gondii, variando de 220 kDaa 30 kDa. Dentre 0s 11 soros com
padréo de fluorescéncia polar considerados negativos pela RIFI, porém positivos pelo ELISA-teste, 5 (25%) foram
caracterizados como positivos pelo “Western-blotting”. Em relac8o aos soros considerados negativos pelo ELISA-teste
e pelaRIFI (n=10), 3 (10,71%) foram considerados positivos pelo “Western-blotting”. A técnica de “Western-blotting”
evidenciou a presenca de polipeptideos imunodominantes, sugerindo que diferentes antigenos do T. gondii podem ser
liberados na fase aguda ou crénica da toxoplasmose canina.

PALAVRAS-CHAVE: Toxoplasma gondii. EL1SA-teste. Reac&o de Imunofluorescéncialndireta(RIFI). “Western blotting” .
Anticorpos.

SUMMARY

The seraof dogs (n=28) presenting similar (n=7) or non-similar (n=21) resultsfor anti-T. gondii antibody detection
by IFAT and EL1SA tests were evaluated by Western Blotting aiming at characterizing theimmunodominant co-migrating
protein bands. Sera diagnosed as positive (n=7) by both serological tests evidenced 16 immunodominant protein bandsin
the T. gondii antigen, with molecular massvarying from 220 kDato 30 kDa. From eleven seraconsidered positivein ELISA
test, but showing polar fluorescence patterns considered negative by IFAT, 5 (25%), were characterized as positive in
Western-blotting. Among the negative seratested in both ELISA and IFAT (n=10) tests, three sera (10.71%) were positive
in Western Blotting. The Western Blotting technique showed the presence of immunodominant polypeptides, suggesting
that different T. gondii antigens may be released in the acute or chronic phases of canine toxoplasmosis.
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RESUMEN

Sueros de perros (n=28) con resultados concordantes (n=7) y discordantes (n=21) en la deteccion de anticuerpos anti-T.
Gondii por las técnicas de RIFI y ELISA-teste, fueron analizados por medio del “Western-blotting”, con el objetivo de
caracterizar las bandas proteicas inmunodominantes comigrantes. Sueros positivos (n=7) diagnosticados por las dos
técnicasrevelaron 16 bandas protei casinmunodominantes en €l antigeno total de T. Gondii, variando de 220 kDaa 30 kDa.
Entre los 11 sueros con patrén de fluorescencia polar que fueron considerados negativos por la RIFI, pero positivos por
el ELISA-teste, 5 (25%) fueron positivos en el “Western-blotting”. Con relacion alos sueros considerados negativos por
el ELISA-testey por laRIFI (n=10), tres (10,71%) fueron considerados positivos pelo “Western-blotting”. Latécnicade
“Western-blotting” evidencio |a presencia de polipéptidos inmunodominantes, sugiriendo que diferentes antigenos de T.
Gondii pueden ser liberados en la fase aguda o crénica de la toxoplasmosis canina.

PALABRAS-CLAVE: Toxoplasma gondii. ELISA-teste. Reaccion de |nmunofluorescencia Indirecta (RIFI). “Western

blotting”. Anticuerpos.

INTRODUCAO

Toxoplasma gondii € um protozoario, parasito
intracelular, que infecta qualquer célula nucleada de
hospedeirosvertebrados (HOFF e CARRUTHERS, 2002),
incluindo aves e mamiferos (DUBEY e BEATTIE, 1988;
TENTER et a., 2000). Foi encontrado pelaprimeiravez no
Ctenodactylus gondii, em um roedor norte-africano, por
Nicolle eManceaux e, s multaneamente, por SPLENDORE,
em coelho, no Brasil, em 1908. O primeiro caso de
toxoplasmose canina foi descrito por Mello (1910), na
Italia, e por Carini (1911) no Brasil. A toxoplasmose tem
ampladistribui¢do geogréfica, tanto em relacdo ao homem
€omo aps animais domésticos e silvestres. Os principais
sintomas observados, quando o T. gondii acomete os
cédes, estdo associados a problemas respiratérios,
neurol 6gicos e, eventual mente, digestivos (BOURDEAU,
1993).

As caracteristicas de alta infectividade e baixa
patogenicidade do Toxoplasma gondii justificam as
pesquisas realizadas para a deteccdo de niveis de
anti corpos, adicionalmente ao exameclinico (ISHIZUKA
et al., 1974). A variabilidade dos quadros clinicos,
facilmente confundidos com outras doengas com cinomose
ehepatitevira canina, por exemplo, vem justificar, também,
a importancia do diagnéstico sorolégico (VIDOTTO,
1992). O primeiro teste sorol égico realizado no diagndstico
daToxoplasmosefoi 0 “dyetest”, de Sabin e Feldman, em
1948. Desde entao, andlises comparativas entre testes
soroldgicos foram realizadas por véarios autores, na
tentativa de evidenciar qual o teste mais eficaz no
diagnostico da Toxoplasmose (ISHIZUKA et a., 1974,
DUBEY, 1985, LOUGREN et d., 1987, ABATE et d., 1989,
WILSON et d., 1990).

A padronizagdo do ELISA-teste indireto, no
diagndstico da toxoplasmose canina, foi realizada por
Domingueset al. (1998), que comparou os resultados aos

obtidos na RIFI. O ELISA-teste indireto evidenciou a
presenca de anticorpos anti-T. gondii em 62,5% (n=169)
dos soros testados, enquanto a RIFI apresentou
evidenciacdo de 46,01% (n=127) da mesma amostra.
Comparando-se os resultados obtidos pela RIFI e pelo
ELISA-teste indireto, pode-se demonstrar que o ELISA-
teste tem maior sensibilidade para detectar anticorpos
anti-T. gondii, obtendo-se 64% de correl ago entre as duas
técnicas. Entretanto alguns soros podem ter reatividade
positiva para o ELISA-teste e ndo para a RIFI, ou
reatividade negativa para ambas as técnicas, embora a
sintomatol ogiaclinicaobservadanos animaisindique um
quadro de toxoplasmose.

Asamostrasde T. gondii tém sido definidas como
de maior ou menor viruléncia. Seu poder de invasdo na
célulahospedeiraestaassociado as proteinas de superficie
damembrana de taguizoitos, sendo responsavel pelafase
aguda da doenga, enquanto a fase cronica esté associada,
principalmente, a antigenos excretados/secretados
(CHARIFetal., 1990).

Em trabalho realizado por Flausino et al. (1998),
amostras acistogénicas do T. gondii, comparadas a cepa
“C” isolada de um caso humano congénito, foram
avaliadas por meio da eletroforese, em gel de
poliacrilamida, revelando bandas protéicas distintas entre
elas, embora compartilhassem oito polipeptideos com
pesos mol ecul ares aparentemente idénticos (30; 34,7; 43;
50; 58; 67; 80 €97 kDa). Por meio daandisedensiométrica
feita nas bandas protéicas, pode-se verificar que havia
comigragBes compativeis na eletroforese, existindo,
entretanto, diferencas narestividade de cadabanda. Essas
variagdes observadas sugeriram uma possivel adaptacdo
do parasitaao hospedeiro. Lappin et al. (1994) mostraram
uma variagdo na detecgdo de polipeptideos de T. gondii
pelo “Western-blotting”, durante o periodo de inocul agéo
experimental em gatos com 10° cistos teciduais, sendo
analisados os perfis de bandas protéicasnas 2, 3, 4, 8, 12
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e 20 semanas pés-inoculagdo. Os resultados obtidos ndo
demonstram claramente vantagem de um teste sobre o
outro nacomparacao dereatividade do “ Western-bl otting”

e ELISA-teste, para as classes de imunoglobulinas IgM e
IgG, quando utilizado um antigeno Unico ao invés de
antigenos multiplos no diagndstico de infecgdo recente.

Villavedraet. a. (1998) demonstraram que arespostaimune
humoral (IgG) contrao T. gondii nafase cisticainicia-se
precocemente nafase aguda, e areatividade de anticorpos
é forte contra antigenos de diferentes pesos moleculares.
Seis bandas (82 kDa a 151 kDa) foram exclusivamente
reconhecidas por soros da fase crénica, mas somente a
bandade 132 kDafoi positivaem mais de 50% dos soros
analisados. Antigenos reconhecidos por soros de fase
aguda e fase crénica estdo localizados em quatro grupos
de20-24 kDa; 34-39kDa; 58-80kDae105-130kDae, ainda,
emdoisantigenosadicionaisde 18 kDae 29 kDa. Pacientes
infectados por T. gondii mostraram fraca resposta
especifica contra antigenos de cistos teciduais.

Dessa forma, o presente trabalho objetivou
caracterizar antigenos de Toxoplasma gondii pelatécnica
de “Western-blotting”, em soros de caes com reatividade
negativa pela RIFI ereatividade positivano ELISA-teste
indireto, ou ndo reagentes a ambos 0s testes, mas com
sintomatologia clinica compativel com a toxoplasmose
canina

MATERIAL E METODOS

Prepar o do antigeno de Toxoplasma gondii

A amostra de T. gondii (cepa-N), existente no
|aboratdrio de Parasitologia Veterindriada FCAV/UNESP-
Campus de Jaboticabal, foi gentilmente cedida pela
Faculdade de Medicinade Ribeir&o Preto, daUniversidade
de Sao Paulo, e mantida através de passagens sucessivas
em camundongos Mus muscul us, provenientes do Biotério
Central da UNESP. A suspenséo de taquizoitosfoi obtida
segundo Camargo (1973), porém com pequenas
modificagdes. Essa suspensdo foi filtrada em coluna
compacta de néilon estéril, o que possibilitou a obtencéo
de uma suspensdo de parasitas purificada. A suspensio
detaguizoitos (107 -108/mL ), em solug&o salina0,85%, foi
submetida a sete ciclos de congelamento a temperatura
de—70 °C edescongelamento a37 °C, em banho-maria, e
sonicado em 3 ciclos de 1 minuto cada. A suspensdo final
foi centrifugada a 12.000xg, por umahora, atemperatura
de 5 °C, e o sobrenadante recolhido, alicotizado e
armazenado a-20°C até o momento do uso. A concentragdo
protéicado antigeno solGvel foi determinada pelo método
deHartree(1972).

Reacdo del munofluorescéncialndireta(RIFl) e EL I SA-
testeindireto
A RIFI utilizada paraadeteccéo de anticorpos anti-

T. gondii, em sorosde cées, foi realizadaconformedescrito
por Domingueset al. (1998). Foi utilizado como conjugado
uma 1gG de carneiro anti-lgG de cao, acoplada ao
| sotiocianato de Fluoresceina (Affinity Purified Antibody
to Dog 1gG (g). N° 02-19-02. Kirkegaard and Perry
LaboratoriesInc.), utilizado nadilui¢éo de 1:20 em solugéo
salina tamponada com fosfato 0,01 M, pH 7,2 (PBS),
contendo Azul de Evans a 0,01%. Aos soros analisados
na dilui¢do Unica de 1:40 foram atribuidos escores de
intensidade de fluorescéncia, distribuidos da seguinte
forma: positivo fraco (1), médio (2) e forte (3), € 0s ndo
reativos ou com fluorescéncia polar (0).

Na realizacdo do ELISA-teste indireto, a
concentragdo de antigeno (10 pg/mL) no preparo das
placas, diluicdo dos soros (1:200), lavagens e incubacdo
fol amesma descrita por Domingues et al. (1998). Como
conjugado foi empregada uma g - globulina de coelho
anti-lgG de céo, acoplada a fosfatase alcalina (Sigma
Immuno Chemicals Anti-dog 1gG A-6042), na diluicdo
1:9000. A reatividade sérica foi analisada em termos de
nivel deELISA (NE) de0a9( DOMINGUESet dl., 1998).

Soros-controle etestes

Soros-controle negativos (n=5) foram obtidos de
caes, SRDs, criados e mantidos no canil do Hospital
Veterinario “Governador Laudo Natel” (HVGLN)-
Jaboticabal/UNESP. Os soros-teste (n=28), gentilmente
cedidos por Domingues et al. (1998), pertenciam a uma
amostrainicia deduzentos e setentae seissoros utilizados
na deteccdo de anticorpos anti-T. gondii através das
técnicas sorol 6gicas RIFI e ELISA-teste. Vinte e um soros
oriundos de animais com sintomatol ogia compativel com
a toxoplasmose apresentavam resultados divergentes
pelastécnicasde RIFI e ELISA-teste. Os soros-testeforam
divididos da seguinte forma: 1- soros positivos pelas
técnicas de ELISA-teste e RIFI (n=7); 2- soros positivos
pelatécnica de EL I SA-teste e com padrdo defluorescéncia
polar pela RIFI, considerados negativos (n=11); 3- soros
negativos por ambas as técnicas, ELISA-teste e RIFI
(n=10).

“Western blotting”

A eeroforesefoi realizadaem gel depoliacrilamida
a12%, como descrito por Laemmli (1970). Em cadacavidade
foram colocados 50 mg do antigeno de T. gondii e8 mL de
padrdo de alto peso molecular (Amersham-Rainbow). A
transferéncia das proteinas para a membrana de
nitrocelulose (0,45mm) obedeceu a técnica preconizada
por Towbin et al. (1979). Apdso término datransferéncia,
astiras de papel de nitrocelulose foram bloqueadas com
solugdo de TBS-Tween (0,1 M Tris; 1,5 M NaCl; 0,5%
Tween 20 — pH8) com leite em pd desnatado (MOLICO)
(5%), por 3 horas, e incubadas com os soros-teste sob
agitacdo constante por 6 a 8 horas, na dilui¢éo de 1:100.
Astirasforam lavadas com solucdo de TBS-Tween el eite
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em pd desnatado, por 10 minutos, e duasvezescom TBS-
Tween, sem leite, por cinco minutos cada. Os anticorpos
presentes nas cavidades foram detectados com 1gG de
coelho anti-lgG de céo, acoplado a Fosfatase Alcalina
(SIGMA: 162-0115), com dilui¢go de 1:10.000, por 90
minutos. Novamente foram realizadas trés lavagens com
solucdo de TBS-Tween com interval os de 5 minutos cada.
As tiras foram incubadas em temperatura ambiente com
0,22% de Nitrobluetetrazolium e 0,17% de 5-bromo-4-cloro-
3-indol fosfato (NBT-BCIP) paraarevel acdo, como descrito
por Blakeet al. (1984).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os sinais clinicos de toxoplasmose canina estéo
associados com problemas respiratérios, neurolégicos e
eventualmente digestivos (BOURDEAU, 1993). No
entanto, a confirmag&o da suspeita clinica deve ser feita
por métodos diretos ou indiretos de detecgéo do parasita.
Em um estudo realizado por Domingues et al. (1998), a
fregliéncia de anticorpos anti- T. gondii, em soros de caes
suspeitos clinicamente de toxoplamose, revelou  soros
positivos pelo ELISA-teste e RIFI, com nivel de ELISA
(NE) > 5 e log de diluicéo sérica entre 1,5 — 3,0 ,
respectivamente.Todavia alguns animais com sinais
clinicos sugestivos de doenca aguda apresentaram
resultados soroldgicos conflitantes segja pela RIFI, sgja
pelo ELISA-teste, sgjapor ambos. Dentre 0s 28 soros de
caes sob estudo e divididos em trés grupos para a
caracterizacdo de polipeptideos de T. gondii pelo
“Western-blotting” (Tabela 1 e Figura 1), foi possivel
identificar apresencade, no maximo, 16 bandas protéicas
imunodominantes em soros positivos paraambos ostestes
(n=7), asquaisvariaram de 220 kDaa 30 kDa (30; 34; 43;
58; 63; 67; 72; 76; 78; 87; 97,4; 122; 139; 147; 190; 220kDa).
Nos soros com reatividade para o ELISA-teste e padrao
de fluorescéncia polar para a RIFI (negativos),
evidenciaram-se a existéncia de, no méximo, 14 bandas
proté casimunodominantes (30; 43; 58; 63; 67; 72; 76; 78;
97,4; 122; 139; 147; 190; 220 kDa), enquanto nos soros
gue apresentavam sorologia negativa, tanto para o
EL | SA-teste como paraaRIFI, foram notadas, no maximo,
10 bandas protéi casimunodominantes (58; 63; 72; 76; 78;
87; 97,4; 122; 139; 190 kDa), comigrantes com aguelas
identificadas nos soros positivos para os dois testes
utilizados (Figural).

Em gatos experimentalmente infectados e na fase
crénica da toxoplasmose, os antigenos reconhecidos por
IgG séricaforam de 65 kDa, 55 kDa, 51 kDa, 33 kDa, 31
kDa, 28kDa, 26 kDae 19 kDa(LAPPIN et al., 1994). Em
humanos com toxoplasmose cronica, 6 bandas (entre 82
kDaa 151 kDa) foram exclusivamente reconhecidas pela
|gG sérica, e somente abandade 132 kDafoi reconhecida
emmais que 50% dos soros analisados (VILLAVEDRA et

al., 1998). Antigenos de T. gondii reconhecidos por 1gG
sérica das fases aguda e crénica de humanos situavam-se
nosintervalosde20kDaa24 kDa, 34 kDaa39 kDa, 58 kDa
a80 kDae 105 kDaa 130 kDa, bem como dois antigenos
adicionaisde18kDae29kDa(VILLAVEDRA et d., 1998).
Esses resultados ndo podem ser correlacionados
diretamente com aquel es citados acima, mas é assumidaa
indicacdo de antigenos imunodominantes situados nos
intervalosde 30 kDaa43 kDa, 58 kDaa 78 kDa, 87 kDaa
122 kDa, reconhecidos pela 1gG sérica dos caes
naturalmenteinfectados por T. gondii, positivos pelaRIFl
e pelo ELISA-teste. Nos soros que constituiram o
segundo grupo (ELISA - teste positivo e RIFI negativo),
os polipeptideosde 220 kDa, 76 kDa, 63 kDae 30 kDa sdo
indicados como de valor diagndstico e, no terceiro grupo
( ELISA —testee RIFI negativos), apenas os polipeptideos
de 122 kDa, 63 kDa e 58 kDa auxiliariam o diagnostico
diferencial correspondendo aqueles também
caracterizados para o primeiro grupo analisado.

Assim sendo, em relagdo aos soros com padréo de
fluorescéncia polar e ELISA-teste positivo, 7 (25%) dos
soros foram reconhecidos como positivos para T. gondii
e, dentre 0s soros negativos por ambos os testes, apenas
3(10,71%) foram considerados também positivos.

A proteina de 30 kDa do T. gondii é reconhecida
como de superficie de taquizoitos, de natureza
glicoprotéica e envolvida no processo de aderénciajunto
aoutras, bem como ade 54 kDarelacionadaamotilidade e
invasdo, ade 34,7 kDa, também de superficie, relacionada
a protecdo, e as de 32 kDa e 97 kDa sdo observadas no
interior do citosol. Aindaas proteinasde 28 kDa, 35 kDae
43 kDa so caracterizadas como de superficie, e ade 58
kDae 67 kDacomo oriundasdo citosol (JOHNSON et al.,
1983, SIBLEY e SHARMA, 1987, BLANCOet al ., 1992).
Neste trabalho, é interessante verificar que as proteinas
de58kDae67 kDaforam asreconhecidas pelalgG sérica
pela tecnica do “Western-blotting”, com percentuais de
71,4% e 85,7%, respectivamente, nos soros de cdes
positivos para T. gondii em ambos os testes sorol gicos
utilizados. Vale aqui ressaltar que em umaamostrade 276
soros analisados por Domingues et al.(1998), tanto pela
RIFI como pelo ELISA-teste, 21 soros de cdes com
sintomatologia compativel com a toxoplasmose
apresentaram resultados sorol égicos discordantes entre
as duas técnicas. Esses dados levam a inferir a
participacdo dos seguintes fatores: 1 - cées
imunossuprimidos por doengas virais poderiam reativar a
toxoplasmose preexistente, refletindo em uma menor
capacidade de producgdo de anticorpos contra antigenos
desuperficie e/ou do citosol de bradizoitos; 2 - ocorréncia
de variagdo antigénica do T. gondii dependente de sua
capacidade cistogénica ou mesmo da apresentacédo de
epitopos imunodominantes; 3 - diferentes antigenos
podem ser apresentados na fase aguda e/ou cronica da
toxoplasmose canina, interferindo na avaliagdo da
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Tabela 1 — Percentual de polipeptideos de T. gondii identificados pelo “Western-blotting” em trés grupos de soros
caninos com suspeita clinica de toxoplasmose.

PM
220 _
147 —
122

97

Reatividade dos soros / Percentual %

Polipeptideos ELISA-teste (1) ELISA-teste (1) ELISA-teste (2)
PM RIFI (3) RIFI (¥*) RIFI (¥*)
(kDa) (n=7) (n=11) (n=10)
220 42,8% 36,3% -
190 28,5% 9,1% 14,2%
147 42,8% 18,2% -
139 28,5% 9,1% 10,0%
122 57,1% 9,1% 30,0%
97,4 42,8% 18,2% 20,0%
87 42,8% - 10,0%
78 28,5% 18,2% 20,0%
76 28,5% 36,3% 10,0%
72 42,8% 18,2% 20,0%
67 (69-66) 85,7% 9,1% -
63 57,1% 36,3% 40,0%
58 71,4% 27,2% 40,0%
43 42,8% 9,1% -
34 42,8% - -
30 28,5% 27,2% -

1 — Reatividade sérica com nivel de ELISA €' 5.
2 — ELISA-teste negativo.
3 — Reatividade sérica pela RIF| calculada em Log da diluigdo de cada soro (1,5 — 3,0).

*

— RIFI (Polar) — negativo.

PM — Peso molecular.

IF—'!_ﬂ | L ! i : Fl.l"q y———y u " rm I "! 11
W——— P— — '
:_‘ | S | e | ) a .
r ' 15 [ Sl (Sdd |~ -
1
- h ‘ ‘
1 |
I 2 3 3 3 3 3 4 4 B 4 4

Figura 1 - Polipeptideos de taguizoitas de T. gondii reconhecidos pela técnica de “Western blotting” por soros de caes

naturalmenteinfectados. Soro controle positivo pelo ELISA-teste epelaRIFI (coluna 1); soro controle negativo
pelo ELISA-teste e pelaRIFI (coluna 2); soros-teste positivos pelo ELI1SA-teste e negativos pela RIFI (coluna
3); soros-teste negativos pelo EL1SA-teste e positivos pela RIFI (coluna 4).
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resposta imune humoral pelos testes utilizados; 4 -
presencadereatividade antigénicacruzadaentre parasitas
fil ogeneticamente proximos. E interessante ressaltar que
Toxoplasma, Neospora, Besnoitia e Hamondia
encontram-se na mesma subfamilia Toxoplasmatinae.
Portanto, devem existir, em caes, coinfecgdo com doisou
mais géneros desta subfamilia. Mineo et al. (2001)
demonstraram que, entre 11 soros positivos para Neospora
caninum analisados pelo “Western blotting”, cinco
demonstraram forte reatividade a antigenos de T. gondii,
especialmente ao polipeptideo p30 ( TgSAGI).

Dessa forma, conclui-se que, em cédes com
sintomatol ogiacompativel com atoxoplasmose, desde que
sejam observados resultados conflitantes entre os testes
sorol 6gicos comumente utilizados, atécnicade“ Western-
blotting” pode ser utilizada como um terceiro teste
diferencial de diagnostico, embora néo se apresente com
100% de seguranga. As presencas de sinais clinicos
compativeis com a toxoplasmose devem ser sempre
analisadas juntamente com resultados de detec¢do direta
e/ou indireta do parasita e a possibilidade de coinfecgéo
com outras espécies de protozodrios intracelulares e
filogeneticamente préximos.
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