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Purificaciio e Caracterizacio de Antigenos de taquizoitos de Toxoplasma

gondii Ligantes de Concanavalina A (Con-A) através de Inmunobloting.

Daniella Azevedo Mendes, Margareth Leitdo Gennari Cardoso, Flavia Andrade Chaves
Borges, José Roberto Mineo
Universidade Federal de Uberlandia; Instituto de Ciéncias Biomédicas; Laboratorio de

Imunologia

RESUMO

O Toxoplasma gondii é um parasita protozoario causador da toxoplasmose,
infecgdo que pode se desenvolver com diferentes formas clinicas . T'gondii se apresenta de
formas diferentes dependendo de seu estagio de evolugio. A forma taquizoita se manifesta
na fase aguda da infec¢io e tem um papel importante no diagnostico da doenga. Varios
antigenos de T.gondii tém sido propostos para utilizagdo no diagnostico da toxoplasmose.
O método sorolégico é o mais utilizado para a detecgdo da doenga. Esses métodos
sorolégicos confirmam estagios especificos em pacientes infectados, segundo os antigenos
detectados. Dentre as metodologias utilizadas para o isolamento e caracterizagdo desses
antigenos, as lectinas se tornam ferramentas importantes para a detecgdo de antigenos

glicosilados, que podem ser altamente imunogénicos.

Neste estudo, utilizou-se a cromatografia de afinidade para isolar fragdes

antigénicas de taquizoitos de Toxoplasma gondii com afinidade para Concanavalina A.



Estas fragdes antigénicas foram denominadas EatTg-ConA (Extrato Antigénico de
taquizoitos de Toxoplasma gondii ligantes de Concanavalina A). A analise eletroforética
desse extrato antigénico (EatTg-ConA) em SDS-PAGE apresentou fragdes moleculares de
massa molecular aparente de 22 kDa e 64 kDa. Verificamos através de Western blotting
que tais frages foram reativas com soros de pacientes infectados em diferentes fases da
doenca. As fragdes moleculares de massa aparente de 22 kDa foram visiveis no extrato de
taquizoitos de Toxoplasma gondii, bem como no EatTg-ConA. Houve forte reagdo coma
IgG de fase cronica do EatTg-ConA, assim como com IgG de fase cronica e aguda do
extrato bruto da preparagio antigénica do parasito. As bandas de 64 kDa foram visiveis no
extrato de taquizoitos de 7. gondii e no EatTg-ConA apenas na fase cronica da doenga. Os
EatTg-ConA de alto peso molecular 177 e 159 kDa apresentaram maior frequéncia de
reatividade frente a todos os soros IgG de fase aguda e cronica e IgM , se repetindo em
100 % dos soros. Na preparagio antigénica EatTg-ConA do presente estudo, quando
analisamos a eletroforese em SDS-PAGE e coloragdo pela prata, observamos uma fraca
coloracdo do material nessa por¢do do gel.

No nosso estudo contribuimos para o desenvolvimento de novas técnicas para
separacdo e caracterizagdo parcial de antigenos de taquizoitos de T.gondii ligantes de Con-
A e verificamos se tais fragdes antigénicas reagiram com soros de pacientes infectados em

diferentes fases de infec¢@o da toxoplasmose.

PALAVRAS-CHAVE: Toxoplasma gondii, taquizoitos, lectinas.
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INTRODUCAO

O protozoario parasita Toxoplasma gondii é altamente prevalente na natureza. Eo
agente causador da toxoplasmose, infecgdo que pode se desenvolver com diferentes formas
clinicas (Kong et al. 2003).

7.gondii pertence ao filo Apicomplexa, subclasse coccidia, se apresenta de varias
formas diferentes, dependendo de seu estagio de evolugdo. A forma taquizoita, se
manifesta na fase aguda da infecgdo, é de rapida multiplicagdo e tem um papel importante
no diagnostico da doenga; pois causa uma forte resposta inflamatoria e destruigdo do tecido
com conseqiientes evidéncias de manifesta¢des clinicas nos pacientes. Os bradizoitos, sdo
a forma encontrada na fase cronica da doenga, de lenta multiplicagdo. Encontram-se
aglomerados em cistos, que sio resistentes aos mecanismos imunologicos do hospedetro, e
por isso, fundamentais na transmissio da doenga. Os oocistos, que contém os esporozoitos,
estdo presentes nas fezes dos gatos numa forma infectante, se ingeridos pelos homens, que
posteriormente evoluirdo para a forma de taquizoitos (Montoya.2004). 7.gondii possui um
ciclo de vida heteroxeno, reproduzindo sexuadamente em felideos, seus hospedeiros
definitivos, e tem o homem como hospedeiro intermediario, onde se reproduz
assexuadamente. A infecgdo é adquirida principalmente pela ingestdo de comida ou bebida
que estejam contaminados com oocistos, ou alimentos crus onde se encontram cistos
teciduais (Neves.2002). Segundo Iglesias (1997), no Brasil a toxoplasmose ocorre entre 30
e 80% da populagdo. E uma infecgio capaz de atingir todas as faixas etarias, sendo mais
grave em imunocomprometidos, criangas recém-nascidas e transplantados. Nos

imunocomprometidos pode induzir sérias enfermidades (McCabe e Remington.1988; Luft



et at.1983). Ja em individuos imunocompetentes, o parasito geralmente conduz a uma
infeccdo assintomatica (Myoung-hee Ahn er al. 1997). Neste caso, os individuos
desenvolvem uma resposta imunolégica com padrio I de citocinas de linfécitos T
auxiliares (T helper), induzindo a uma imunidade protetora ao longo da vida contra uma
reinfecgdo (Godard et al.1994). Além disso, a multiplicagio dos taquizoitos € normalmente
inibida por mecanismos imunolégicos que favorecem a formagfo de cistos contendo
bradizoitos (Soete ef al.1993).

E interessante determinar antigenos que possam ser muito utilizados para
diagnésticos, bem como quais os antigenos que sdo responsaveis pelo desenvolvimento
dos mecanismos de protecio imunolégica da toxoplasmose (Mclead et al.1991). O
diagnéstico da toxoplasmose pode ser feito por detecgdo direta do parasito ou por técnicas
sorologicas. O diagnostico clinico ndo € facil de se realizar, apenas cerca de 30% das
infeccBes toxoplasmaticas adquiridas se acompanham de manifestagdes clinicas
(Neves.2002) .0 quadro clinico é bastante polimérfico e pode ser confundido com o de
outras doengas como a mononucleose, pois os casos de fase aguda podem levar & morte ou
evoluir para a forma cronica, que pode se manifestar assintomaticamente .

Devido as limitagSes e dificuldades inerentes as téenicas parasitolégicas, os
métodos sorologicos sio os mais comumente utilizados. A existéncia de estagios
especificos do antigeno tem sido confirmado por imunofluorescéncia, immunobloting e
ELISA em pacientes infectados pelo parasita, bem como em animais imunizados ou
também com anticorpos monoclonais (Kasper 1989, Tomavo er al 1993) Camargo et al

(1978) definiu trés perfis sorologicos para a infe¢do com o 7.gondii: Perfil I- a principal

caracteristica é a presenca de anticorpos especificos IgM, porém uma répida ascensdo de



anticorpos 1gG; Perfil II- uma fase de transi¢do sotroldgica em que anticorpos IgG séo
detectados em altos titulos, anticorpos IgM estdo ausentes ou sdo encontrados em vaixos
niveis tendendo a desaparecer; Perfil l-anticorpos IgG estdo presentes em baixos titulos e
auséncia de IgM. Em infec¢des humanas uma variedade de perfis em antigenos tém sido
estudas mas pouco swe sabe sobre a resposta do anticorpo contra o parasita, e dos estagios
desses antigenos associado com a fase da infecgio (Vilavedra M et al 1998).

Dentre os antigenos presentes no protozoario, a proteina SAG-1 (30 kDa —
denominada p30), é o principal antigeno de superficie dos taquizoitos de T gondii. Esta
proteina é altamente imunogénica e uma forte candidata para diagnésticos, assim como
outras proteinas de superficie como a de 43 kDa, 35 kDa, 22 kDa e 14 kDa (Sharma er
al.1988; Couvreur et al 1988). A proteina p30 induz altos niveis de anticorpos em humanos
e é reconhecida por todas as amostras de soros de individuos infectados (Potasman et
al.1986). Através do peso molecular, varias proteinas como a p30, p22, p23, p76, p97
tem sido identificadas e outras que podem ou ndo serem ancoradas na superficie da
membrana do parasita, via glicosilfosfatidilnositol. (Maclead et al. 1991).

Varias metodologias tém sido utilizadas para isolamento e caracterizagdo de
antigenos. Dentre essas, a propriedade de lectinas interagirem especificamente com
carboidratos tornam essas proteinas ferramentas eficientes para o isolamento de antigenos
glicosilados. Esses antigenos glicosilados tém se mostrado altamente imunogénicos

(Tomavo et al.1993)



A lectina concanavalina A (ConA), extraida de um tipo de vagem , a Conavalia
ensiformes liga-se especificamente a a-D-manose, a-D-glicose e o-D-frutose e tem sido
utilizada como ferramenta para isolamento de glicoconjugados.

O desenvolvimento de técnicas e métodos para a separagdo e purificagdo de
macromoléculas biologicas como as proteinas tem sido de grande importancia para o
progresso na biotecnologia nas trés ultimas décadas. Por isso, no presente estudo, isolamos
¢ caracterizamos parcialmente fragdes antigénicas de taquizoitos de Toxoplasma gondii
ligantes de Concanavalina A por cromatografia de afinidade em coluna de Concanavalina
A, e verificamos através do teste Western blotting se tais fragdes sdo reativas ou nao com

soros de pacientes infectados em diferentes fases de infecgéo da doenga toxoplasmose.



MATERIAL E METODOS

Obtencéo de soros humanos:

Foram obtidas 30 amostras de soros, com indice ELISA (IE) e indice avidez (IA)
determinados previamente, cedidos pela pés-graduanda da UNIFESP (Universidade
Federal de So Paulo), Flavia Borges, provenientes do Hospital de Clinicas de Uberlandia
(Universidade Federal de Uberlandia-MG) e do Instituto Fleury (Sdo Paulo). Estes soros
foram classificados em 3 grupos para serem testados por Inmunobloting, conforme descrito
a seguir: Grupo I- 15 soros positivos, caracterizados por apresentarem perfil sorologico do
tipo I (IgG+ /IgM+ / IgA+). Foram testados para reatividade com IgM e IgG.

Grupo I1-10 soros positivos, caracterizados por apresentarem perfil sorologico do tipo
Mi(IgG+ / IgM- / IgA-), foram testados para reatividade com IgG.

Grupo III- 5 soros negativos, testados para reatividade com IgM e IgG.

Animais:

Foram utilizados camundongos alogénicos da linhagem Swiss-Webster para a

manutengio e obtengio dos parasitas.

Manutenciio dos parasitas
Taquizoitos da cepa RH do T.gondii foram mantidos através de transferéncia

intraperitoneal seriada de 48 a 72 horas, inoculando-se 400ul de exsudato em cada



camundongo (com aproximadamente 10° taquizoitos) . O exsudato peritoneal foi obtido por
lavagem da cavidade abdominal com solugdo salina tamponada com fosfato PBS ph 7,2
estéril e, apos exame sob microscopia 6ptica, foram selecionados os exsudatos com maior

quantidade de taquizoitos livres e menor contaminagdo com hemaceas e outras células.

Produciio do extrato solivel de taquizoitas de 7.gondii:
Para obtencio do extrato soltivel de T .gondii foi seguido o método previamente descrito por
SCOTT et al.(1987), com algumas modificagdes. Assim, formas taquizoitas do parasito da
cepa RH, obtidas do exsudato peritoneal de camundongos Swiss foram centrifugados a
1500 rpm a 4° C por 10 min. O sedimento foi armazenado a —70° C. Os parasitas
(concentragio de 1x 10’ taquizoitos) foram descongelados e ressuspendidos em 3 ml de
PBS contendo inibidores de proteases (aprotinina 10 pl/ml, leupeptina 100 ul/ml e PMSF a
1,6 my), com incubagdo por 10 minutos em banho de gelo. A seguir, realizaram-se cinco
ciclos de congelamento e descongelamento em N; liquido e banho- maria a 37° C,
respectivamente. O extrato antigénico foi entdo submetido a seis ciclos de um minuto em
ultrasom e posteriormente, clarificado por centrifugagdo a 10.000xg a 4° C por trinta
minutos. O sobrenadante (Ag solivel) foi coletado e sua concentragdo protéica
determinada.
Dosagem protéica do antigeno soliivel de taquizoitas de 7. gondii

As dosagens protéicas foram determinadas pelo método de Lowry etal (1951).
A curva padrio de proteina foi feita com soro albumina (BSA) nas concentragdes de 500 a

15,62 pg/ml em diluigdes duplas seriadas. A concentrago de proteinas foi determinada em



mg/ml apo6s calculo utilizando-se o software Microplate manager 4.0 (Bio-Rad

Laboratories, Inc. Hercules, EUA).

Cromatografia de afinidade do antigeno solivel total de taquizoitas de 7.gondii em

coluna de Concanavalina-A-®Sepharose

A preparagio do extrato soluvel do 7. gondii (1.3 mg/ml) foi aplicada numa coluna
de 3 ml de leito equilibrada com PBS 0.01 M, ph 7.2 (AXEN et al., 1967). A coluna foi
lavada previamente com 30 ml de PBS e incubada com o antigeno por 2 horas a 4° C sob
leve agitagdo. Apos esse periodo, o material ndo ligante da coluna foi eluido com PBS ph
7.2, coletando-se fragdes de 2 ml. Cada fragéo for submetida a leitura de absorbancia em
280nm, até obter-se leitura de densidade optica (DO) inferior a 0.02. A fragio adsorvida na
coluna foi eluida com solugdo de D- Manose 0.4M, coletando-se fragdes de 1.0 ml até a
DO estipulada, inferior a 0.02. Os materiais ligantes e ndo ligantes foram ultradiafiltrados
por trés vezes sucessivas contra agua deionizada em aparelho da AMICON, com
membranas YM-10 e YM-3 (Whatman International Ltd-Maidstane, England) seus
volumes finais foram concentrados para 2 ml e posteriormente dialisados em agua
deionizada em 40 vezes o volume inicial do concentrado, obtendo-se um volume de 1 ml de
cada material ao final deste procedimento.A seguir, foi feito um pool destes materniais do
EatTg-ConA com posterior dosagem protéica pelo método de Lowry, como descrito no
item anterior, bem como a leitura da D.O. Foi entdo, comparada a leitura de D.O. com a

dosagem protéica, determinando-se um indice de 0.7 de leitura de D.O. para conversdo em



dosagem protéica do material. Esse material adsorvida da coluna foi denominado EatTg-
ConA (Extrato antigénico de taquizoitos de 7. gondii obtido com interagdo a

Concanavalina-A) e aplicado posteriormente no gel para a separacio eletroforética.

Eletroforese em gel de poliacritamida cont dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE)

O extrato soltvel de taquizoitas de Toxoplasma gondii, o EatTg-ConA e o eluato PBS

da cromatografia de afinidade foram analisados por eletroforese em gel de poliacrilamida a
12% em condicdes desnaturantes (SDS-PAGE) e redutoras com 2-mercapto-etanol (ZME),
segundo Laemmli (1970), utilizando o sistema de eletroforese vertical em minigel( Hoefer
Mighty Small USA). Para tanto, os extratos descritos acima, foram misturados (v/v) em
tampdo de amostra para eletroforese (TRIS-HCI 0.1 M, SDS 4%, glicerol 20%, azul de
bromofenol 0.2%, 10% de 2ME). Todos os extratos foram submetidos a um aquecimento
de 100°C durante trés minutos e, a seguir, volumes de 150 pl foram aplicados em géis de
pogo Gnico juntamente com padrdes de peso moleculares NOVAGEN (15 a 150 kDa), e
submetidos a uma corrente de 20 mA por 1 hora e 15 minutos. Apoés a separagao
eletroforética dos componentes protéicos no gel, foi efetuada a transferéncia para a
membrana de nitrocelulose.
Western blotting

Apbds a separagio eletroforética do extrato antigénico de taquizoitas de 7. gondii, do
EatTg-ConA e do eluato PBS, efetuou-se a transferéncia deste material para membranas
de nitrocelulose com poros de 0.22 um (Sigma) conforme o protocolo de Towbin et al

(1979), utilizando um sistema (imido de transferéncia (Multiphor Novablot, Pharmacia-
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LKB, Suécia) por 2 horas a uma corrente de 0.8mA por em® de gel. As membranas de
nitrocelulose eletrotransferidas foram cortadas em tiras de aproximadamente 3 mm e
colocadas em placas adequadas para Western blotting. As tiras foram bloqueadas com
PBS contendo leite desnatado a 0.05 % (PBS-TM) por duas horas a temperatura
ambiente, depois lavadas uma vez com PBS -TM a 1%. Adicionou-se os soros na diluigdo
de 1:50 com posterior incubag¢do overnight. Lavou-se com PBS-T 0,05% seis vezes, com
intervalos de cinco minutos. Incubou-se as tiras por duas horas com cada conjugado
enzimatico especifico: IgG de cabra anti-IgG humana-peroxidase (Sigma), ou IgG de
cabra anti-IgM humana-peroxidase (Sigma) na diluigdo 6tima de 1:1000 em PBS-TM a 1%
e 1:500, respectivamente. Realizou-se um novo ciclo de lavagens com PBS-T 0,05% e as
tiras foram reveladas por substrato quimioluminescente ECL ( Sigma Chemical Co, St.

Louis, USA)
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RESULTADOS

A Figura 1-A , apresenta o perfil cromatografico do extrato antigénico de
taquizoitas de 7. gondii. O primeiro pico (Void) representa a fragdo protéica eluida da
coluna, ou seja, o material ndo ligante da coluna (eluato PBS). O segundo pico
cromatografico da Fig. 1A (EatTg-ConA) mostra a fragio do extrato antigénico de
taquizoito de 7. gondii ligante de Concanavalina-A, eluida através da adi¢do de D- manose,
denominado EatTg-ConA. O pool do material EatTg-ConA tinha uma concentragio
protéica média de 0,7 mg/ml quando dosado pelos métodos descritos anteriormente,
enquanto que o material eluato PBS 1,0 mg/ml.

A analise eletroforética do EatTg-ConA (Fig.1-B, pista 1), revelou a presenga de
fragdes antigénicas com proeminéncia de massa molecular aparente de 22 ¢ 64 kDa. O
material apresenta também uma coloragdo intensa na extremidade superior do gel,
sugerindo concentragdo de material protéico, gerando um arraste na coloragdo aparente até
170 kDa. O extrato antigénico bruto de taquizoita de T.gondii (Figura 1-B, pista 3)
apresentou fracdes moleculares de pesos aparentes variando de 92 a 18 kDa, com 12
fragdes moleculares proeminentes de 92, 71, 64, 50, 41, 39, 34, 29, 27,25,22 ¢ 18 kDa.

O immunoblotting do extrato antigénico de taquizoitas de 7.gondii utilizando 15
soros de pacientes com toxoplasmose aguda (Figura 2, letras B e C) apresentou
reatividade das fragdes antigénicas com 14 (93%) dos soros testados, tanto para
imunoglobulinas IgM, quanto para IgG (Figura 3, letras B e C). Pacientes com
toxoplasmose de fase aguda, com soros reagentes a IgM (Fig. 2, letra B) apresentaram
fragdes antigénicas de peso molecular aparente de 184 kDa,125kDa, 89 kDa, 60 kDa,

49 kDa, 35 KDa, 29 KDa, 25 KDa e 18 KDa. Enquanto que na presenca de IgG humana
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(Fig.2, letra C), as frag3es protéicas apresentadas eram de 155, 112, 89, 60, 54, 49, 40, 35,
29, 25, 22 e 18 kDa. As bandas mais freqiientes frente & IgM foram as de 184 kDa, que
apareceram em 13 (96 % ) (Fig 3, letra B), enquanto que frente a IgG foram as de 89 kDa,
vistas em 12 (86%) dos soros testados (Fig 3, letra C). A banda de 89 kDa foia de peso
molecular alto que apareceu com maior freqiiéncia tanto nos soros de fase aguda da doenga,
que reagiam frente a IgG, com 12 (86%), quanto nos soros que reagiam frente a IgM, com
11(76 %) destes (Fig.3, letras B e C).

Quanto aos soros de pacientes de fase cronica da toxoplasmose (Fig2, letra A),
observou-se a presenca de fragdes reativas que variavam de 184 a 18 kDa. Nestes, as
fragdes imunogénicas mais proeminentes foram de 184, 98, 64, 40, 35 e 22 kDa que
apareceram em 15 (100%) dos soros (Fig.3, letra A). Quando comparada com soro de
pacientes de fase aguda (Fig.2, letra C) que reagia frente a IgG obtivemos a presenca de
uma fragio de peso aparente de 184 kDda que se repetia em 100% destes e que ndo foi
observado nos outros soros . Soros de pacientes de fase aguda da doenca e de fase cronica,
ndo apresentaram qualquer reatividade ( Fig.2, letra D).

Os resultados observados no Immunoblotting para o EaTtg-ConA frente a soros
humanos de fase aguda que reagem frente a IgM (Fig.4, pistas 7.8 e 9, letraC) evidenciam
a presenga de fragdes imunogénicas de 177, 151, 112, 40, 32 e 20 kDa. As fragdes de177 e
112 kDa, se repetiram em 9 (69 %) do total dos soros testados (Figura 5, letras A, B e C), a
fragdo de 151 kDa, em 38% dos soros humanos, a fragdo de 40 em 3 (23 %) dos soros, 32
kDa 2 (15 %) dos soros e a de 20 kDa em 31 %. As fragdes antigénicas reativas a IgG de

soros humanos de fase aguda apresentava massa molecular aparente de 177, 134, 49 e 29

kDa ( Figura 5- letra C). A fragdo de 177 kDa apareceu em 13 (93%) dos soros deste painel
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de soros, enquanto que as fragdes moleculares de 134 e 49 kDa foram reativas em 7 (50%)
e a banda de 29 kDa em 4 (29 %). Quando analisamos as fragdes antigénicas reativas a IgG
de soro de pacientes em fase crénica da toxoplasmose observa-se a presenca de bandas com
peso molecular aparente de 177 a 20 kDa (Fig 4, pistas 1,2 e 3, letra A). Nestes observa-se
a presenca de bandas com peso molecular aparente de 177,159,134, 112 ,64, 49, 40,29, 22
e 20 kDa. Quando analisamos o perfil de freqiéncia de imunogenicidade de soro IgG aguda
da doenca , as bandas que mais apareceram foram as de 177 kDa ( Fig.5, letra C). Na fase
aguda da doenga de soro IgM (Fig.5, letra B) , as fra¢Bes imunogénicas do purificado de
ligante de manose, reagiram com 13( 87 %) dos soros testados. As bandas de 177 e 112
kDa foram as que mais reagiram, com 69 % dos soros. A figura 4, pistas10, 11 e 12, letra
D, corresponde aos soros negativos para toxoplasmose que nao apresentaram qualquer

reatividade na presenga de IgG de fasg cronica, IgG de fase aguda e IgM de fase aguda.
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DISCUSSAO

O estudo de fragdes antigénicas capazes de interagir com lectinas que sdo
glicosiladas e altamente imunogénicas (Tomavo eal.1 993) no presente estudo, obteve-se, a
partir de um extrato de taquizoita de 7. gondii e um extrato de taquizoitas purificado por
intera¢do com Concanavalina-A (Con-A). Esse extrato foi denominado EatTg-ConA e foi
parcialmente caracterizado através do perfil eletroforético em SDS-PAGE e por
Immunobloting frente a soros de pacientes com toxoplasmose aguda, segundo interacdo
com IgM e/ou IgG (Perfil I na sorologia) ou cronica, segundo interagio com IgG (Perfil I
na sorologia).

Dentre as fragdes moleculares presentes nesse extrato, 5 bandas com peso molecular
aparente variando de 177 a 112 kDa foram reativas no immunobloting em quase 100% dos
SOros, tanto para soros de fase aguda quanto cronica. Ressalta-se ainda que a fragdo de 177
kDa foi reativa em todos os grupos. O estudo de Villavedra e colaboradores (1998)
demonstra o reconhecimento de bandas de massa molecular entre 82 e 151 kDa somente
por soros de pacientes na fase cronica e, em particular, uma fragdo de 132 kDa reconhecida
por mais de 50% doso soros testados.

Na preparagio antigénica EatTg-ConA do presente estudo, quando analisamos a
eletroforese em SDS-PAGE e coloragio pela prata, ndo observamos intensa coloragio do
material nessa porgio do gel. Provavelmente, esta fragdo, obtida por interacio com uma
lectina, contenha componentes glicosilados, nio corados pela prata, mas imunogénicos
(SHARON & LIS, 1993).

E interessante observar que, a fragdo molecular de massa aparente de 112 kDa foi

reativa somente com IgG de 80% dos soros de paciente em fase crénica, sugerindo sua
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reatividade como possivel marcador no Immunoblot para diferenciar IgG de fase crénica de
IgG de fase aguda Estudos posteriores se tornam necessarios para melhor anélise dessas
fragdes.

As bandas de peso molecular aparente de 60-64 kDa presentes no extrato de

taquizoitos de 7.gondii , foram reativas, tanto a soros de fase cronica quanto soros de fase
aguda. Esse resultado esta de conformidade com o estudo de Marcolino e colaboradores
(2000), em que mostram fragdes antigénicas de superficie do Toxoplasma gondii testadas
frente a soro de pacientes com toxoplasmose aguda ou crénica, com reconhecimento
intenso e freqiiente de uma fragdo de 66 kDa por IgG de fase cronica e aguda.
De modo contrario aos estudos acima, na avaliagdo do extrato purificado EatTg-ConA por
Immunoblot, uma banda de 64 kDa foi reativa a IgG de alta avidez, ou seja, aos soros de
infecgSes cronicas; porém, somente em 10% dos soros avaliados. E nio houve
reconhecimento dessa banda por soros de pacientes na fase aguda. Sugere-se, entdo, que o
componente de massa molecular aparente de 64 kDa seja glicosilado, por ser obtido por
interagdo com Con-A e assim, seja diferente do componente do estudo citado acima.

Dentre as bandas de mais baixo peso molecular, uma fragdo que merece avaliagio
em estudos posteriores ¢ a de 22 kDa do extrato EatTg-ConA . Quando colocada frente a
IgG de baixa avidez (fase aguda da doenga) ndo apresentou qualquer reatividade visivel
Porém, essa fragio ¢ reativa a IgG de mais de 70% dos soros de paciente na fase cronica
do extrato purificado EatTg-ConA. J4 foi relatado por Sharma e colaboradoes (1983) e por
Couvreur e colaboradores(1988), que a proteina de superficie do 7. gondii, p22 ¢
altamente imunogénica , considerada uma fragio antigénica importante do parasite.

Apresentou alta reatividade (70% dos soros humanos toxoplasmose) frente a IgG de fase
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cronica da doenga. Na fase aguda da doenga nio apresentou qualquer reatividade com IgG.
Em nosso estudo, no extrato bruto de taquizoitas de 7. gondii, banda de 22 kDa foi reativa
com soros de fase aguda e fase cronica. Detectou-se também a reatividade de banda de 29
kDa no extrato EatTg-ConA com IgG do soro de fase crénica e IgM de soro fase aguda.

Diante do estudo realizado, sugerimos que mais investigagdes sejam realizadas utilizando-
se o extrato de taquizoitas de 1. gondii obtido por interagio com Con-A, com possivel
avaliagdo dessas bandas para diagnéstico diferencial na Toxoplasmose, principalmente

relacionando-se as IgGs de baixa e alta afinidade com os antigenos isolados.
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LEGENDA DAS FIGURAS

Figura 1-A — Cromatografia de afinidade em coluna de Concanavalina A . Amostras
dos tubos de 1 a 30- pico de D.O. do material nio ligante do extrato soltvel de 7. gondii
eluido com PBS (Void); Amostras dos tubos de 31 a 60 -pico de D.O. do material ligante &
Concanavalina-A obtida por elui¢io com PBS D-manose 0,4M .

Figura 1-B — Perfil eletroforético em SDS-PAGE - gel 12% corado por nitrato de prata.
Pista 1 — Extrato antigénico de 7.gondii ligante de Concanavalina-A (EatTg-ConA).

Pista 2 — Extrato antigénico do eluato PBS obtida apos cromatografia de afinidade;

Pista 3- Extrato antigénico bruto de taquizoitos de 7 gondii

Marcador de peso molecular: Novagem 150-15 kDa: Albumina 66 kDa

Figura 2: Immunoblotting do extrato bruto da preparacio antigénica de taquizoitos de
T.gondii. Soro humano toxoplasmose fase cronica- IgG; (letra A, pistas 1,2 e 3); soro
humano toxoplasmose fase aguda- IgM (letra B, pistas 4,5 e 6); soro humano toxoplasmose
fase aguda- IgG (letra C, pistas 7.8 e 9); soro humano negativo para toxoplasmose(letra D,

pistas 10,11 e 12).

Figura 3: Porcentagem de reconhecimento por immunoblotting de fracées moleculares

do extrato de taquizoito de T. gondii. Soro humano toxoplasmose fase crénica (letra A) ;
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