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RESUMO

A Uniao Internacional para Conservagao da Natureza coloca o Alouatta guariba
clamitans, bem como outras espécies do género Alouatta, na Red List of Threatened
Species em situagcdo vulneravel.Testes soroldgicos envolvendo animais selvagens
possuem limitagdes devido a dificuldade de se obter reagentes imunoldgicos espécie-
especificos. A soropositividade pode variar conforme o conjugado utilizado: heterdlogo,
homdlogo ou de afinidade, tanto em reagdo imunoenzimatica como teste de
imunoflorescéncia. O presente estudo foi realizado no Laboratério de
Imunoparasitologia da Universidade Federal de Uberlandia-MG. No6s produzimos um
anticorpo monoclonal contra o isotipo IgM de Alouatta guariba clamitans (macaco
bugio) e verificamos a soropositividade, para Toxoplasma gondii, de animais mantidos
em cativeiro cientifico e de vida livre da cidade de Indaial-SC, Brasil. Com o uso do
anticorpo monoclonal AL1B4 dois animais de cativeiro apresentaram soropositividade
pelos métodos de ELISA (7,7%) e RIFI (7,7%). Foi constatada a ocorréncia de infecgédo
por T. gondii em 58,3% dos animais, conforme expresso pela deteccdo de anticorpos
IgG e 5,6% desta populacdo foi detectada para IgM anti-T. gondii. Pela
imunoturbidimetria observou-se maior concentragdo de IgM em dois animais
soropositivos que também foram positivos pela técnica da imunohistoquimica. O
anticorpo monoclonal desenvolvido mostrou ter sensibilidade adequada para ser
utilizado em imunoensaios podendo ser utilizado para o diagnostico de outras doencas

infecciosas, prejudiciais para os primatas nao-humanos.
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ABSTRACT

The International Union for Conservation of Nature includes the Alouatta guariba
clamitans, as well as other species of the genus Alouatta, in the Red List of Threatened
Species, considering them vulnerable. Serological assays involving wild animals have
limitations due to the difficulty of obtaining immunological species specific reagents.
Seropositivity may vary depending upon the conjugate used: homologus, heterologous
or affinity immunoenzymatic and immunofluorescence assays. This study was
conducted at the Laboratory of Immunoparasitology of the Federal University of
Uberlandia-MG. We produced a monoclonal antibody against IgM isotype howler
monkey (Alouatta guariba clamintans) and verify the positivity, to Toxoplasma gondii, in
captivity and free-living animals from the town Indaial, S.C., Brazil. Using the
monoclonal antibody AL1B4, two captive animals showed seropositivity for T. gondii by
ELISA (7.7%) and IFA (7.7%). The occurrence of infection with T. gondii was found in
58.3% of the animals, as expressed by the detection of IgG while 5.6% of this population
was detected for IgM anti-T. gondii. By immunoturbidimetry a higher concentration of
IgM was shown in two seropositive animals that were also positive by technique of
immunohistochemistry. The monoclonal antibody showed to have a sensitivity suitable
for the use in immunoassays and also could be used for the diagnosis of other infectious

diseases, harmful to non-human primates.
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1.1 — Primata (Alouatta guariba clamitans)

Os primatas do Novo Mundo sdo um grupo diversificado de mamiferos
Neotropicais que surgiram na América do Sul ha cerca de 26 milhdes de anos. Séo
descendentes de ancestrais que habitavam o continente africano no periodo Eoceno.
Os ancestrais da familia Atelidae surgiram ha 12,4 milhdes de anos o que faz com que
essa familia seja a mais jovem dos primatas do Novo Mundo (SCHRAGO, 2007).

Registros mencionam que esses ancestrais africanos migraram para o
continente americano através de troncos secos ou massas vegetais flutuantes ou por
natagao e ocupacgao de pequenas ilhas que foram sendo formadas durante o periodo
de separagdo dos dois continentes. Cogita-se ainda a possibilidade da migracéo
desses animais através da Antartica. Entretanto, essa hipotese tem poucos apoiadores
devido a falta de ligagao terrestre entre a Antartica e América do Sul (MOREIRA et al.,
2010).

O primata do género Alouatta Lacépeéde, 1799 é considerado monofilético.
Apresenta uma ampla distribuicdo geografica na regiao Neotropical, ocorrendo desde o
Estado de Vera Cruz, no México, até o Estado do Rio Grande do Sul, no Brasil e
Corrientes, na Argentina (CABRERA, 1940; CRESPO, 1954). Esta distribuigao
geografica engloba um numero variado de formagbes vegetais e diversos biomas da
América do Sul e da América Central. As primeiras espécies de Alouatta foram
descritas por Linnaeus em 1766 e incluidas no género Simia Linnaeus. Posteriormente,

outros autores descreveram muitos taxons utilizando-se de nomes variados para se



referir aos macacos bugios. A partir do final do século XIX, o nome Alouatta foi aceito,
estabilizando a nomenclatura para o género, enquanto o numero de taxons do grupo da
espécie elevou-se com a descrigéo ininterrupta de forma ao longo de toda sua histéria
taxondmica. Em 1958, Cabrera, em seu catdlogo dos mamiferos sul-americanos,
considerou 14 taxons para Alouatta, em cinco espécies. Hill (1960) baseou-se na
coloragao da pelagem e secundariamente em outros aspectos da morfologia geral para
a definicdo dos taxons. Desde entdo, o género Alouatta tem sofrido pequenas revisdes
na tentativa de esclarecer sua taxonomia e nomenclatura, com melhor tratamento dos
dados biométricos mediante testes estatisticos, e com o emprego de caracteres
moleculares e citogenéticos complementares aos morfoldgicos, para as proposi¢oes de
relacdes de parentesco e a definigdo dos taxons. Ocorrem no Brasil 10 espécies de
Alouatta. Sao elas: Alouatta caraya (Humboldt, 1812), A. fusca (Geoffroy Saint-Hilaire,
1812), A. clamitans Cabrera, 1940, A. belzebul (Linnaeus, 1766), A. discolor (Spix,
1823), A. ululata Elliot, 1912; A. juara (Linnaeus, 1766), A. macconnelli (Humboldt,
1812), A. puruensis Lonnberg, 1941 e A. nigerrima Lonnberg, 1941 (GREGORIN,
2006).

Os bugios analisados nesse trabalho, taxonomicamente, pertencem ao reino
Animalia, filo Chordata, classe Mammalia, ordem Primates, subordem Haplorrhini,
familia Atelidae, género Alouatta, subespécie Alouatta guariba clamitans Cabrera,
1940. Sao conhecidos popularmente como bugio-ruivo e habitam &rea de Mata
Atlantica, distribuidos em diferentes fisionomias vegetais, desde o Espirito Santo até o
Rio Grande do Sul e o norte da Argentina (Fig. 1) (CABRERA, 1957; HIRSCH et al.,

1991; GREGORIN, 2006)



Figura 1. Mapa da distribuicdo geografica de Alouatta guariba clamitans, circulos
escuros, no Brasil. (Modificado de GREGORIN, 2006).

Muitas espécies de primatas, incluindo as do género Alouatta, séo consideradas
ameacadas, devido principalmente a fragmentagdo de seu habitat. O continuado
processo de fragmentacao leva a formagao de manchas florestais dispersas que isolam
grupos de primatas, dificultando ou impossibilitando o encontro com outros grupos
animais existentes no habitat original (ARROYO-RODRIGUEZ; MANDUJANO, 2006).

Além disso, a fragmentagéo altera o microclima dentro e ao redor das manchas
florestais com aumento da temperatura, da incidéncia de radiacdo e vento, e
consequentemente a diminuigdo da umidade provocando mudangas na estrutura e

composigao da flora (LAURENCE et al., 1998).



A extracéo de produtos florestais leva a perda adicional de recursos alimentares
importantes para os macacos. O Alouatta é vegetariano e entre as varias espécies de
plantas que ingere destacam-se a Albizia purpusii, Ampelocera hottlei e Aracairaia sp
(BICCA-MARQUES, 2003). Espécies pioneiras, como Mimosa scabrella e Gochnatia
polymorpha e exdticas, como Diospyrus kaki e Eryobothrya japonica além de frutos e
sementes também fazem parte da dieta dos bugios (MIRANDA; PASSOS, 2004;
MORO-RIOS et al., 2008).

Os limites de habitat podem variar em estrutura e composi¢cdo, normalmente
sao abruptos compostos principalmente de pastagens ou casas em zonas urbanizadas,
com as fronteiras gradualmente compostas por vegetacdo em regeneragcdo em
estagios de crescimento diferentes (LAURENCE et al., 1998).

As pressdes humanas sobre o habitat dos bugios se devem, principalmente, pela
exploracdo de madeira, especulagao imobiliaria e caga. A entrada de humanos e seus
animais em areas ocupadas pelos primatas, mesmo sem caca direta, também exercem
pressao negativa nas populagdes destes. Por exemplo, no Brasil e México moradores
removem plantas e arvores, que fazem naturalmente parte da alimentagcéo dos bugios,
para permitir a agricultura e pecuaria. A formacado de areas de fazendas, as quais
possuem varias especies de animais domésticos como ovinos, caprinos, suinos, aves,
gatos e caes, que somados ao humano s&o potenciais introdutores de parasitas nesses
nichos (ARROYO-RODRIGUEZ; DIAS, 2010).

Alouatta guariba clamitans Cabrera, 1940 é o primata ndo-humano mais
abundante no Estado de Santa Catarina. A espécie é caracterizada por animais de
grande porte, longa pelagem, cauda prénsil, barba espessa e face nua. No Brasil sdo

conhecidos pelo nome popular de guaribas, barbados ou gritadores (AURICCHIO,



1995). Séo animais arboricolas, sociais e vivem em grupos formados por individuos de
ambos os sexos, de diferentes idades, com tamanho médio de 3,3 a 20,8 animais
(NEVILLE et al., 1988; BICCA-MARQUES, 1991; MIRANDA et al., 2006). Apresentam
dicromatismo sexual acentuado, sendo que os machos adultos possuem pelagem
dorsal com tonalidades de vermelhos, desde o ruivo profundo ao ruivo-amarelado
(aveld) e as fémeas sdo escuras, com coloragdo da pelagem dorsal e membros
castanho-enegrecidos a castanho-avermelhados (Fig. 2). O osso hidide & singular em
Alouatta, quando comparado com outros primatas. A estrutura hididea é desenvolvida e
modificada em um aparato de ressonéncia (GREGORIN, 2006).

A Unido Internacional para Conservagao da Natureza (IUCN) coloca a espécie,
bem como outras espécies do género Alouatta, na Lista Vermelha de Espécies
Ameacgadas considerando-as em situagado vulneravel na ultima década nesta regiao,
com tendéncia a diminuir sua populagcao (MARQUES, 2003; INTERNATIONAL UNION

FOR CONSERVATION OF NATURE- IUCN, 2011).

Figura 2. Fotografia de individuos, macho e fémea, da subespécie Alouatta
guariba clamitans, Centro de Pesquisas Bioldgicas de Indaial (SC). (Foto: Dra.

Zelinda Hirano).



A manutengdo dos bugios em cativeiro vem auxiliando na sua conservagao,
embora seja uma pratica dificil em decorréncia da falta de adaptacéo a dieta e porque
muitos animais morrem no primeiro ano por causas muitas vezes nao explicadas
(DASZAK; CUNNINGHAM; HYATT, 2000; SOUZA JUNIOR, 2007). Animais mantidos
em cativeiro e/ou de vida livre expostos a ambientes humanos podem adquirir uma
variedade de patogenos e tornarem-se vetores potenciais de varias doengas
infecciosas virais, bacterianas, parasitarias e fungicas, as quais sdo causas importantes
de o6bito em primatas. Pesquisas destacam que muitas zoonoses tém sido mantidas,
ciclicamente, devido ao contado de primatas com humanos e seus animais domésticos
(BAKER; SORAE, 2002; EKANAYAKE et al., 2004; SOUZA JUNIOR, 2007).

Diante do conhecimento de que muitas doengas acometem os primatas
brasileiros, o Instituto Brasileiro de Meio Ambiente e Recursos Naturais Renovaveis —
IBAMA realiza mapeamento das ocorréncias de doengas nas populagdes de vida livre e
cativas de primatas. Uma base de dados esta sendo formada pelo Centro de Protecéo
de Primatas Brasileiros e serve de indicativo para acdes de conservagao das espécies
ameacadas de extingdo e para o manejo de populagdes selvagens envolvidas em
ciclos epidemiologicos (VALENCA-MONTENEGRO et al. 2005; CENTRO NACIONAL

DE PESQUISA E CONSERVAGAO DE PRIMATAS BRASILEIROS, 2011).

.2 — Parasito (Toxoplasma gondii)

A descoberta do parasito Toxoplasma gondii deve-se aos pesquisadores Nicolle

e Manceaux (1908), os quais encontraram um protozoario no tecido de um roedor



africano denominado Ctenodactylus gundi. Achava-se, inicialmente que o protozoario
seria um piroplasma, entretanto, estudos posteriores determinaram que se tratava de
um novo organismo. No Brasil, também em 1908, Splendore observou 0 mesmo
parasita, erroneamente confundido com a Leishmania, em outro hospedeiro, o coelho.
Hoje se sabe que Toxoplasma pode ser encontrado em varias espécies de animais,
incluido humanos e primatas ndo humanos (FERGUSON, 2009).

T. gondii tem distribuicdo mundial e apresenta diversidade genética, sendo que
algumas dessas variantes genéticas sdo encontradas, exclusivamente, no Brasil e
outras distribuidas pelo mundo. A viruléncia de T. gondii varia conforme o hospedeiro,
assim o parasita com baixa viruléncia em aves pode ser altamente virulento em
camundongos, e, parasitas virulentos para camundongos necessariamente nao
gerariam processos patologicos similares em outros hospedeiros humanos ou nao
humanos (DUBEY, 2008).

Toxoplasma gondii pertence ao reino Protista, sub-reino Protozoa, filo
Apicomplexa, classe Sporozoea, subclasse Coccidia, ordem Eucoccidiia, subordem
Eimeriina, familia Sarcocystidae e género Toxoplasma (REY, 2001).

Este parasita se apresenta com um formato de lua crescente de 2-6 ym com um
grande nucleo central (Fig. 3). Seu ciclo de vida é constituido por uma fase assexuada,
gue se passa ha maioria dos animais, e uma fase sexuada, que acontece nos felinos
(Fig. 4). Ao longo de todo este ciclo, ha trés formas infectivas: taquizoitos, bradizoitos e
esporozoitos. Os taquizoitos sdo conhecidos por sua forma livre e proliferativa, e
multiplicam-se rapidamente em células nucleadas dos hospedeiros intermediarios e
definitivos durante a fase aguda da infecgdo. Podem ser encontrados no sangue,

secregdes e grande variedade de tecidos. Somente sobrevivem algumas horas em



tecido animal morto. Os bradizoitos sdao consideradas formas de Toxoplasma em
estado latente, sendo encontrados no interior de cistos em tecidos e estdo presentes
em infecgdes que podem ser congénita ou adquirida, crdénica ou assintomatica. Os
cistos teciduais variam de tamanho que vao de 10 a 100 um, aproximadamente, sendo
que os mais jovens podem ser pequenos e conter somente dois bradizoitos em seu
interior, enquanto os mais velhos podem conter milhares deles. O tamanho dos cistos
também pode variar de acordo com a sua localizagdo, sendo os encontrados no
cérebro, geralmente, menores do que os encontrados no musculo esquelético. Fatores
relacionados ao desenvolvimento da imunidade induzem a formacdo de cistos
tissulares. Sdo0 menos suscetiveis a destruigdo por enzimas proteoliticas do que os
taquizoitos. O oocisto € a forma infectante proveniente da reproducdo sexuada do
parasita no interior das células do epitélio intestinal dos felinos. Os oocistos séo
eliminados nas fezes de felinos e sdo altamente resistentes, podendo sobreviver no
ambiente por varios meses. Apds a ingestdo pelo hospedeiro intermediario, ocorre o
processamento gastrico, os oocistos se rompem no intestino liberando os esporozoitos,
que penetram e dividem-se rapidamente nas células intestinais, gerando taquizoitos,
que invadem outras células do hospedeiro, atingindo os demais 6rgaos (DUBEY;

LINDSAY; SPEER, 1998).



Figura 3. Fotomicrografia de corte histolégico de tecido pulmonar de felino
mostrando taquizoitos de T. gondii (setas) (Fonte: DUBEY; LINDSAY; SPEER, 1998)

O ciclo assexuado tem lugar nos inumeros hospedeiros intermediarios e consiste
em dois estagios de vida distintos, dependendo da fase da infecgdo. A fase aguda é
decorrente da alta taxa de proliferacdo dos taquizoitos com consequente ativagao de
uma forte resposta inflamatéria pelo hospedeiro. Os taquizoitos também sio os
responsaveis pela transmissao vertical para o feto via placenta. Sob pressdo do
sistema imunoldgico do hospedeiro, os taquizoitos diferenciam-se em bradizoitos (fase
cronica), de multiplicacado lenta e metabolismo baixo, que formam os denominados
cistos teciduais. O desenvolvimento de cistos tissulares em varios locais do organismo
infectado define a fase «crénica do ciclo assexuado. S&o encontrados
predominantemente no encéfalo, tecido hepatico, musculo esquelético, tecido renal e
musculo cardiaco. Na forma encistada, T. gondii pode permanecer pelo resto da vida
do hospedeiro sem causar resposta inflamatoria; eventualmente com a queda da

resposta imune a forma cistica é perdida e os taquizoitos podem ser gerados levando a



respostas inflamatorias diversas com danos teciduais graves, podendo causar a morte
do hospedeiro. Os cistos tissulares sdo a fase terminal do ciclo assexuado nos
hospedeiros intermediarios e uma fonte importante de contaminagéo quando ingeridos
na carne crua ou mal cozida de animais infectados, ja que bradizoitos séo resistentes
as enzimas presentes no suco gastrico (DUBEY; LINDSAY; SPEER, 1998; DUBEY,
2008).

A fase sexuada ocorre somente em felinos, sendo o gato doméstico, do ponto
de vista epidemioldgico, o hospedeiro mais importante para a toxoplasmose humana e
de outros animais. Na maioria das vezes o ciclo sexuado tem inicio com a ingestédo de
cistos teciduais através do carnivorismo, pela ingestdo de carne de roedores, aves e
outros animais como: ovinos, caprinos, suinos e bovinos, esses ultimos abatidos na
maioria das vezes pelo homem. Apods a ingestao, varios ciclos das formas evolutivas do
parasita sucedem-se até a geragcédo de micro e macro gamontes, de cuja fusao resultam
oocistos que serdo eliminados com as fezes do hospedeiro e disseminados no
ambiente, infectando mamiferos e aves quando ingeridos através da &agua ou
alimentos. Estes liberam esporozoitos no aparelho digestivo que, entdo, infectam
células epiteliais do intestino, dando origem aos taquizoitos da fase aguda da infec¢ao

(DUBEY, 2009; SOUZA et al., 2010).
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Figura 4. Ciclo evolutivo de Toxoplasma  gondii. (Modificado  de
www.ebah.com.br/ABAAABP_OLA/toxoplasma)

Todas as trés formas parasitarias, a saber, taquizoitos (formas de multiplicagéo
rapida da fase aguda), bradizoitos (formas de multiplicagéo lenta, encontrada dentro de
cistos tissulares) e esporozoitos (formas encontradas nos oocistos) sao infectivas, tanto
para os hospedeiros intermediarios quanto para os hospedeiros definitivos. As formas
de transmissao incluem a via congénita (transplacentaria), a via fecal-oral pela ingestao
de oocistos presentes em alimentos ou agua contaminada com fezes de felinos e o

carnivorismo pela ingestdo de carne crua ou mal cozida (DUBEY, 2008).



O carnivorismo explica a transmissao de T. gondii em animais que ingerem
carne, mas nao explica ou ndo elucida a transmissdo de T. gondii em animais
exclusivamente vegetarianos. Um dos primeiros estudos a abordar esse aspecto foi um
estudo realizado em Bombaim, na india, onde foi encontrada prevaléncia de T. gondii
em humanos que eram vegetarianos estritos, relacionando esses resultados com os
nao-vegetarianos estritos, os quais tiveram resultados similares de infeccdo (Rawal
(1959) apud DUBEY, 2009). Em 1965 Hutchison descobriu que T. gondii tinha
capacidade de infectar por via oral outros animais, quando esses ingeriam alimentos ou
agua associados com fezes de gato. Esta descoberta foi um avanco importante,
porque até entdo, as formas conhecidas de T. gondii, taquizoitos e bradizoitos, eram
mortas pela agua. Mas finalmente, em 1970, o conhecimento do ciclo de vida de T.
gondii foi concluido pela descoberta da fase sexual do parasita no intestino delgado do
gato. Os oocistos de Toxoplasma gondii, produto de esquizogonia e gametogonia,
foram encontrados em fezes de gato e caracterizados morfologicamente e
biologicamente (HUTCHISON et al., 1971).

As respostas imunes associadas a infecgao por T. gondii variam de acordo com
o tipo de cepa, evolugcdo clinica da doenca, da idade, sexo, e da espécie do
hospedeiro. As respostas locais e sistémicas podem variar entre os individuos, sendo
que a resposta imune parece depender fortemente da base genética e do estado imune
do hospedeiro. Semelhante a infecgdo natural nos seres humanos, em outros animais a
maioria dos casos passa despercebido ou sinais e sintomas s6 se desenvolvem
semanas apoés a infecgdo. Pesquisas tém sido realizadas para esclarecer as respostas
imunolégicas a T. gondii em humanos e outras espécies animais. No estudo de

respostas imunes a patodgenos intracelulares geralmente sao utilizados modelos



murinos, no entanto ndo ha um modelo unico animal que contemple todas as situagdes

clinicas observadas em humanos (MUNOZ; LIESENFELD; HEIMESAAT, 2011).

1.3 — Toxoplasma gondii em primatas nao humanos

As infecgbes causadas por T. gondii em primatas nao-humanos tém sido
descritas como processos agudos com grau de morbidade variavel e dependente da
espécie do primata e ha relatos de que os primatas do Novo Mundo sdo mais
susceptiveis as infecgbes do que os do Velho Mundo (EPIPHANIO; SINHORINI;
CATAO-DIAS, 2003). A soroprevaléncia pode variar conforme o tipo de teste sorolégico
utilizado, a diluicdo inicial, a espécie do primata e a sua origem (EKANAYAKE et al.,
2004).

No Brasil, trabalhos com T. gondii, associados a infec¢ao de primatas do género
Alouatta, sdo normalmente voltados a estudos sorolégicos por microaglutinagéo. A
espécie Alouatta caraya é a mais estudada a nivel histoquimico e sorolégico com grau
de producgao de anticorpos totais anti-T. gondii variavel (GARCIA et al., 2005).

Devido a sinais clinicos inespecificos, a hipétese diagnostica de toxoplasmose
em primatas de cativeiro e silvestres deve ser confirmada laboratorialmente. Os sinais
clinicos sao diversos e podem ser facilmente confundidos com sinais clinicos de outros
processos patoldgicos, por isso se faz necessario o diagnéstico laboratorial periddico
para doengas infecciosas, e particularmente a toxoplasmose (BOUER et al., 2010).

Testes sorolégicos envolvendo animais selvagens possuem limitagées devido a
dificuldade de se obter reagentes imunoldgicos espécie-especificos. A soropositividade

pode variar conforme o conjugado utilizado: heterélogo, homologo ou de afinidade, e



isso tanto para ensaios imunoenzimaticos (ELISA) como para reagcdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI) (SILVA et al., 2005).

Os recentes aumentos na magnitude e taxa de mudangas ambientais, incluindo
a perda de habitat, alteracdes climaticas e sobre-exploracao, tém sido diretamente
ligada a perda global de biodiversidade. As taxas de extingdo da vida selvagem séao
estimadas entre 100 a 1000 vezes maior do que a normal histérica, e até 50% dos
grupos taxonémicos superiores estdo criticamente em perigo (CHAPIN et al.,1998).
Embora muitos tipos de mudancas ambientais ameacem a sobrevivéncia de
espécies em todo o planeta, as doencas infecciosas raramente tém sido citadas
como a principal causa de extingdes de espécies globais. No entanto, ha evidéncias
substanciais de que as doencgas podem afetar muito as espécies de populagdes locais,
causando danos temporarios ou permanentes. Um dos parametros mais importantes a
se considerar € o grau de interacdo dos patdgenos com outros fatores determinantes,
tais como perda de habitat, alteracbes climaticas, sobre-exploracdo de recursos,
espécies invasoras e poluicdo ambiental, de modo a contribuir para a extingao local
e global de espécies. Os patdgenos podem ser uma ameaca significativa para espécies
que ja estdo em processo de extingdo. Identificar estratégias de controle de
determinados patdégenos pode ajudar a reduzir os efeitos negativos da doenga sobre a
vida selvagem possibilitando a discussdo critica e levantamento de estratégias que
possibilitem o0 manejo e a conservacédo das espécies ameagadas (SMITH; ACEVEDO-
WHITEHOUSE; PEDERSEN, 2009).

Muitos dos bugios levados para Centros de Conservagdo Animal ou para
zoolégicos morrem no periodo de um a dois anos, em consequéncia de uma resposta

imune inapropriada ou suprimida e, frequentemente, associada a infecgdes



generalizadas em conjunto com situagcbes de estresse. Isso dificulta a manutencao
desses animais em cativeiro e sua posterior reintrodugdo em ambiente silvestre. A
obtencédo de ferramentas imunolégicas como anticorpos monoclonais e 0 uso das ja
existentes para animais ameacados como os primatas ndo humanos e particularmente
A. guariba clamitans, facilitara o mapeamento de zoonoses e o acompanhamento
clinico veterinario das alteragdes de parametros normais de respostas imunes,

preservando a saude animal e humana.



Il - OBJETIVOS




Il - OBJETIVOS

1.1 — Geral

Produzir anticorpos monoclonais dirigidos contra os isétipos IgM e IgG de
Alouatta guariba clamitans visando o estudo de processos infecciosos nesses animais

submetidos a condi¢cbes de cativeiro ou em ambiente silvestre.

1.2 — Especificos

1 — Isolar por fracionamento em colunas de afinidade e gel filtracdo, IgG e IgM de bugio,

respectivamente.

2 — Produzir anticorpos monoclonais contra IgM e IgG de bugios.

3 — Utilizar anticorpos monoclonais contra IgG e IgM de bugio em técnica de ELISA
Indireto e Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) para quantificar anticorpos de bugios

infectados com Toxoplasma gondii.

4 — Verificar soropositividade de macacos bugios de cativeiro e de ambiente silvestre,
utilizando anticorpos monoclonais anti-lgM e anti-lgG de bugio, comparando-se com

anticorpos policlonais anti-IgM e anti-IgG de macaco Rhesus.



5 — Verificar o uso do conjugado proteina G-Peroxidase como ferramenta imunologica

para diagnostico soroldgico de toxoplasmose em macacos bugios.

6 — Quantificar IgM e IgG de bugios utilizando-se técnica de Turbidimetria.



Il - MATERIAL E METODOS




Il - MATERIAL E METODOS

1.1 — ANIMAIS E LOCAL DE COLETA

Os primatas utilizados nesse estudo sdo da subespécie Alouatta guariba
clamitans Cabrera, 1940, do Centro de Pesquisas Biolégicas de Indaial (CEPESBI) e
Observatoério de Primatas do Morro Geisler localizado no Municipio de Indaial, Estado
de Santa Catarina (Fig. 5).

O CEPESBI foi criado através da Lei Municipal n°® 2.099, de marco de 1992 e é
mantido por meio de convénio entre a Prefeitura Municipal de Indaial e a Fundacéao
Universidade Regional de Blumenau - FURB.

No Centro, registrado como criadouro cientifico no IBAMA sob o n°
1/42/1998/000708-9, encontram-se bugios de ambos os sexos e diferentes faixas
etarias trazidos por agentes do IBAMA ou pela Policia Ambiental apés apreensdo em
cativeiros ndo autorizados. Alguns animais chegam ao Centro trazidos pela populagéo
local quando sao encontrados feridos apos atropelamento ou eletrocugéo.

No CEPESBI é desenvolvido o “Projeto Bugio” que se trata de um amplo estudo
cientifico da espécie Alouatta clamitans, denominada popularmente como bugio-ruivo.
Nesse estudo animais cativos e de vida livre sdo avaliados sob diferentes aspectos
desde os comportamentais até os de saude, visando a preservagdo da espécie e a
formagéao de grupos para reintroducéo na natureza.

Além das atividades de pesquisa relacionadas a primatologia, como as coletas

de dados cientificos, sdo também desenvolvidas atividades de educacdo ambiental



junto a populagédo que obijetiva criar uma visao positiva da comunidade em relagéo aos
primatas e a integragcdo com os estudantes universitarios e os pesquisadores.

Os bugios cativos recebem alimentacdo balanceada em dieta de quatro
refeicdes diarias composta de ragdo canina, frutas, verduras e folhas de Cecropia
glazioui e Sechium edule. Os recintos possuem troncos, cordas, pneus e brinquedos
para que o animais desenvolvam atividades semelhantes aquelas dos n&o cativos.
Além disso, ha o acompanhamento veterinario de rotina visando o bem-estar e a saude

dos animais.

Figura 5. (A) Mapa do Brasil; (B) Mapa de Santa Catarina com a projegao do municipio
de Indaial e as coordenadas do CEPESBI; (C) Vista do municipio de Indaial mostrando
o morro do Geisler e, na sua base, Centro de Pesquisas Bioldgicas de Indaial
(CEPESBI) [0,1 2653'42 "S € 4913'34 0,1" W]. (Fonte: modificado de HIRANO, 2004)



lll.2 - COLETA DE AMOSTRAS DE ANIMAIS DE VIDA LIVRE

Em marco de 2011 foi realizada a coleta de material de 10 primatas no Morro de
Geisler, Municipio de Indaial. Os animais foram capturados com auxilio de dardos
contendo anestésico (Tiletamina e Zolazepam 3,9 mg/kg) injetado por via
intramuscular, utilizando-se uma carabina (Dist-Inject modelo 70) a ar comprimido,
cedida pelo Ministério da Saude. Foi coletado de cada animal 5 ml de sangue periférico
da veia femoral (Fig. 6). Apds a coleta o sangue foi encaminhado para a separagéo do
soro do coagulo, ambos armazenados em freezer na temperatura de -20°C. Nenhum
primata foi sacrificado no procedimento sendo todos devolvidos ao seu habitat natural
(SOUZA JUNIOR, 2007; AGUIAR et al, 2007).

Este estudo foi aprovado pelos Comités de Etica na Utilizagdo de Animais na
Pesquisa Cientifica da Fundagéao Universidade Regional de Blumenau - SC (Protocolo
CEUA - FURB n°029/2007) e da Universidade Federal de Uberlandia - MG (Protocolo

CEUA - UFU n° 001/2009).



Figura 6. Fotografias ilustrando a coleta de amostras dos animais de vida livre no morro
Geisler- Indaial - SC [0,1 2653'42 "'S e 4913'34 0,1" W]. (Foto: Dra. Zelinda Hirano)



ll.3 - COLETA DE AMOSTRAS DE ANIMAIS CATIVOS

No periodo de abril de 2009 a dezembro de 2010, amostras de sangue de 26
bugios cativos do CEPESBI (Fig. 7) foram coletadas da veia braquial, no maximo 5 ml
por animal, logo apds estes serem anestesiados com a mistura de Tiletamina (25
mg/mL) e Zolazepam (25 mg/mL), injetada por via intramuscular (3,9 mg/kg de peso do
animal). Apos a coleta o sangue foi centrifugado a 500g por 15 minutos, e o soro foi

guardado em freezer a — 80°C até o uso.
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Figura 7. Fotografia ilustrando a coleta de amostras dos animais de cativeiro. (Foto:

Hercilio H. Silva Filho)



1.4 — CROMATOGRAFIA DE AFINIDADE

Para a obtencdo da IgG, um pool de amostras de soros de bugios foi diluido na
proporcao de 1:1 em tampao fosfato pH 8,0. A solucéo foi passada na coluna contendo
a proteina G (sigma: P3296) e o void foi armazenado em freezer - 20°C para ensaios
subsequentes. A seguir, a coluna foi lavada varias vezes com tampao fosfato 0,1M pH
8,0 com monitoramento a 280nm até a obtengado da D.O. igual a solugao de tampao
fosfato. A eluicdo da coluna foi feita com tampéo glicina-HCI 0,2M pH 2,5. As
imunoglobulinas da classe IgG foram evidenciadas pela leitura das fragbes em
espectrofotdbmetro com comprimento de onda de 280 nm e também pelo reativo de
Bradford, utilizando-se 200 ul do reagente adicionados de 20 ul da amostra. O pH das
amostras foi neutralizado com tampéao Tris 0,5M pH 7,5. O material foi dialisado em
tampao bicarbonato de aménio 40 mM pH 7,5, dividido em aliquotas, liofilizado e
armazenado em freezer - 20°C até uso (YAN et al., 2007; COLIGAN et al., 2007).

As amostras de IgG purificadas foram analisadas por eletroforese em gel de
poliacrilamida em condigdes desnaturantes e n&o-redutoras (SDS-PAGE), sendo
empregado o gel de separacdo 8% e o gel de empilhamento a 5%, no sistema de
eletroforese vertical em mini-gel (Sistema Hoefer Mighty Small, San Francisco, EUA).
As amostras foram solubilizadas em tampdo de amostra SDS e submetidas a 100°C
por 3 minutos. As imunoglobulinas foram eletroforeticamente separadas utilizando-se
corrente fixa de 20 mA, por aproximadamente 90 minutos. Apds a separacgao, o gel foi
corado pelo Coomassie blue (CHEONG et al., 2007) e, posteriormente, digitalizado

para a analise de imagens por programas computadorizados.



ll.5 - CROMATOGRAFIA DE GEL FILTRAGAO

Com o void obtido da cromatografia de afinidade, procedeu-se a purificagdo da
IgM, por cromatografia de exclusdo de peso molecular, utilizando-se a resina Sephacryl
S-300, em coluna de 60 cm por 1,5 cm de didmetro; 1,5 mL da solugdo em tampao
fosfato foram cromatografados por 6 horas a baixa pressao. Utilizou-se como tampao o
bicarbonato de aménio 40 mM pH 7,5 A leitura das fracbes foi feita em
espectrofotdbmetro com comprimento de onda de 280 nm e também pelo reativo de
Bradford. As amostras foram aliquotadas, liofilizadas e armazenadas em freezer - 20°C
até uso (COLIGAN et al.,, 2007). As proteinas purificadas foram analisadas por
eletroforese em gel de poliacrilamida em condi¢des desnaturantes e n&o-redutoras
(SDS-PAGE), sendo empregado o gel de separacédo 8% e o gel de empilhamento a
5%, no sistema de eletroforese vertical em mini-gel (Sistema Hoefer Mighty Small). A
amostra foi aquecida a 100°C por 3 minutos. As imunoglobulinas foram
eletroforeticamente separadas utilizando-se corrente fixa de 20 mA, por
aproximadamente 90 minutos. Apds a separagéao, o gel foi corado pelo Coomassie blue
(CHEONG et al., 2007).

Os componentes de peso molecular acima de 200 kDa oriundos da gel filtragcao
foram tratados com 0,2 M de B-mercaptoetanol por 10 minutos a temperatura de 37°C
e posteriormente separados em SDS-PAGE 8%, procedendo-se ao aquecimento por
100°C por 3 minutos, antes da aplicagdo. A eletroforese foi realizada utilizando-se
corrente fixa de 20 mA, por aproximadamente 90 minutos. Apds a separagao, o gel foi

corado pelo Coomassie blue (BUTCHKO; INMAN, 1972).



I11.6 — DOT-BLOTTING DE IgG E IgM PURIFICADAS DE BUGIO

Para o dot-blotting das imunoglobulinas purificadas, preparagdes contendo 500
ug/mL de IgG ou IgM de bugios foram adicionadas sobre tiras de nitrocelulose (2,5 uL
por ponto) em determinados pontos dentro de placas apropriadas. Como controle
negativo utilizou-se uma proteina irrelevante, soro albumina bovina (BSA, Sigma). Apos
secar as tiras em estufa a 37°C, estas foram bloqueadas a temperatura ambiente com
500 ul de PBS-T-M (PBS-Tween 20 0,05%, leite desnatado 1%). Ao término desse
tempo as tiras foram lavadas, 5 vezes com solugdo PBS-T (PBS-Tween 20 0,05%), em
intervalos de 5 minutos. Apds a ultima lavagem, um novo ciclo de incubagao foi iniciado
com a adi¢ao sobre as tiras de uma solugado de 500 pl de anticorpo de cabra anti-lgG
(KPL, Gaithersburg, EUA) ou anti-IgM (KPL, Gaithersburg, EUA) de macaco Rhesus,
diluidos 1:1000 em PBS-T-M e incubados por uma hora a temperatura ambiente. Com
o término da incubacgdo as tiras foram novamente lavadas e 500 ul do conjugado anti-
IgG de cabra marcado com peroxidase (Sigma) diluido 1:2000 em PBS-T-M, foram
adicionados e incubados a temperatura ambiente por 1 hora. Finalizado esse periodo
as tiras foram novamente lavadas com PBS, procedendo-se em seguida a revelagao
com DAB em tampao TBE pH 8,3 (Tris (0,89M) /acido boérico (0,89M) /EDTA (0,02M)

contendo H,O, (HARLOW; LANE, 1988).



.7 — PRODUGAO DE ANTICORPO MONOCLONAL ANTI-IgM E ANTI-

IgG DE BUGIO
Com 1gG e IgM purificadas de bugio obtidas pela cromatografia, camundongos
BALB/c foram inoculados com uma solugdo contendo adjuvante completo de Freund
(ACF), na proporcdo de 1:1 com 25 pg de proteina, procedeu-se a emulséo,
perfazendo um volume final por in6culo de 0,2 mL. Posteriormente, seguiu-se 5
in6culos com intervalos de 15 dias e utilizando-se para a emulsao adjuvante incompleto
de Freund. Trés dias antes dos animais serem sacrificados foi feito um ultimo in6culo
da IgM ou da IgG. Os animais foram sacrificados por deslocamento cervical, o bago
exposto e macerado em meio de cultura RPMI sem soro fetal bovino (SFB). Em
seguida o macerado esplénico foi centrifugado a 400g por 10 minutos, 4°C. Os
esplendcitos viaveis foram fusionados as células tumorais (SP,O) na proporgdo de uma
célula SP,0 para cada 10 células esplénicas (YOKOYAMA et al., 2006). Com auxilio
de polietilenoglicol 1500 50%, procedeu-se a fusdo. Apds, as células foram lavadas e
ressuspendidas em meio RPMI com 20% de SFB e cultivadas em garrafa de 75 mL por
18 horas. Transcorrido este periodo as culturas tiveram 50% do volume do meio
substituidas por meio HAT. O meio foi trocado nos dias 2, 3, 4, 5, 7, 9, 11 e 13,
subsequentes a primeira troca com meio HAT. No décimo quarto dia o meio foi trocado
pelo meio HT por 18 horas. Os hibridomas foram posteriormente cultivados, por 48
horas, em meio RPMI 20% de SFB com antibiéticos e antifungico. Uma parte dos
hibridomas foi aliquotada e congelada em nitrogénio liquido para sua manutengdo. Uma
outra parte dos hibridomas foi semeada em placas de 96 pocgos, por 48 horas, pela

técnica da diluigdo-limite, até isolar uma 01 célula no po¢o, em RPMI 20% de SFB com



antibioticos e antifungico. Desta forma, inicialmente, foram isolados varios clones, os
clones foram posteriormente crescidos em meio RPMI 20% de SFB e os
sobrenadantes foram colhidos e testados pelo método ELISA. Os clones secretores e
positivos anti-Ac de bugio, foram expandidos em garrafas de 25 mL e testados pela
técnica de dot-blotting. Os clones selecionados foram congelados em nitrogénio liquido

para sua manutencédo (YOKOYAMA et al., 2006).

1.8 — ELISA E DOT-BLOTTING PARA SELEGAO DOS MONOCLONAIS

111.8.1 — ELISA Direto

Para ELISA foram utilizados os anticorpos purificados de bugios conforme a
selegao IgM ou IgG de bugio. A reagao foi iniciada pela adsorgéo de placas de fundo
chato de baixa afinidade de 96 pogos (Kartell, Mildo, Italia) com 50 pl/po¢o de uma
solugdo de IgM ou IgG na concentracdo de 15 pg/ml, em tampao carbonato-
bicarbonato 0,06M pH 9,6. As placas foram incubadas a 4°C por 18 horas e
posteriormente foram lavadas com PBS-T. Apds o periodo os sobrenadantes de cultura
dos clones selecionados foram incubados por 120 minutos a 37°C. Procedeu-se a uma
nova série de lavagem das placas e a seguir foi adicionado o conjugado anti-IgG total
de camundongo, marcado com peroxidase (Sigma A9044), diluido 1:2000 em PBS-T-
M, incubado a 37°C por 60 minutos. Ao término desse periodo, as placas foram

novamente lavadas e o substrato enzimatico H,O, contendo o cromégeno OPD (o-



phenylenediamine dihydrochloride) foi adicionado, 50 ul por pogo, e incubado por 5 a
10 minutos em temperatura ambiente, em camara escura. A reagao foi interrompida
adicionando-se 25 pul de solugdo de H>SO4 2N. A leitura das densidades opticas (DO)

foi feita a 492 nm em leitor de microplacas (ARCE et al, 2002).

[11.8.2 — Dot-Blotting

Apods a selecao pelo ELISA, os sobrenadantes dos clones secretores e/ou AcMo
purificado, por cromatografia de afinidade, foram testados por dot-blotting. Para a
realizagcao deste ensaio, preparagdes contendo 500 pug/mL de IgG ou IgM purificadas
de bugios foram adicionadas sobre determinados pontos em tiras de nitrocelulose (2,5
uL por ponto). Como controle negativo utilizou-se uma proteina irrelevante, soro
albumina bovina (BSA), e para o controle positivo utilizou-se 1gG total de camundongo
purificadas a partir de soro de camundongo passado em coluna contendo proteina G
(sigma: P3296). Apos secar as tiras em estufa a 37°C, estas foram incubadas com
amostras de AcMo pelo método de ELISA, a reacao foi realizada sob agitagcdo e a
temperatura ambiente por 18 horas. Ao término do periodo as tiras foram lavadas, 5
vezes, com solugdo de PBS-T. Posteriormente, as tiras foram incubadas com o
conjugado anti-lgG total de camundongo, marcado com peroxidase (Sigma A9044),
diluido 1:2000 em PBS-T-M. Ap6s 2 horas procedeu-se a revelagdo com DAB
(diaminobenzidina) em tampao TBE contendo H,O, (HARLOW; LANE, 1988; CUNHA-

JUNIOR et al, 2010).



111.8.3 — Western-blotting para IgG de macaco bugio

As IgGs purificadas de bugios foram separadas por eletroforese em gel de
poliacrilamida em condi¢bes desnaturantes e nao-redutoras (SDS-PAGE), sendo
empregado o gel de separagao 8% e gel de empilhamento a 5%, utilizando o sistema
de eletroforese vertical em mini-gel (Sistema Hoefer Mighty Small). A 1gG foi
eletroforeticamente separada utilizando-se corrente fixa de 20 mA, por
aproximadamente 90 minutos. Terminado o periodo de corrida das amostras, as
proteinas foram transferidas do gel de migracdo para uma membrana de nitrocelulose
através da aplicacao de corrente elétrica em cuba de eletrotransferéncia. Finalizada a
transferéncia, as amostras fixadas no papel de nitrocelulose foram expostas, em
placas para Western-blotting, ao conjugado anti-Fcy de camundongo marcado com
peroxidase (Sigma A0168), diluido 1:5000 em PBS-T-M por 1 hora a temperatura
ambiente. Foram feitas trés lavagens com PBS-T para retirada do excesso do
conjugado. A revelagao da banda ocorreu pela adigdo do DAB (diaminobenzidina) em

tampao TBE contendo H,O, (CHEONG et al., 2007).

1.9 - CROMATOGRAFIA DE AFINIDADE PARA PURIFICAGAO DOS AcMo

Para a obtengdo do monoclonal anti-IgM de bugio purificado, o sobrenadante de
cultura do hibridoma positivo para o monoclonal anti-lgM de bugio foi passado,
individualmente conforme cada monoclonal, na coluna contendo a proteina G (Sigma

P3296). A seguir, a coluna foi lavada varias vezes com tampéao fosfato pH 8,0 0,1M



com monitoramento a 280nm até a obtengao da D.O. igual a solugado de tampéo fosfato
na sua forma original. A eluicdo da coluna foi feita com tamp&o glicina-HCI 0,2M pH
2,5. O monoclonal foi evidenciado pela leitura das fragcbes em espectrofotdmetro com
comprimento de onda de 280 nm, também pelo reativo de Bradford e posteriormente
por dot-blotting. O pH das amostras foi neutralizado com tampao Tris 0,5M pH 7,5. O
material foi dialisado em tampao bicarbonato de aménio 40 mM pH 7,5, dividido em
aliquotas, liofilizado e armazenado em freezer - 20°C até uso (YAN et al., 2007,

COLIGAN et al., 2007).

111.10 — ENSAIOS SOROLOGICOS

[11.10.1 — ELISA Indireto com Conjugado de Afinidade

Para testar o conjugado de afinidade (proteina-G marcado com HPR), a reagcao
foi iniciada pela adsorgédo de placas de fundo chato de baixa afinidade (Kartell, Milao,
Italia) com 50 pl/pogo de uma solugado de antigenos soluveis de T. gondii (STAg) na
concentragao de 15 ug/ml, em tampéo carbonato-bicarbonato 0,06M pH 9,6. As placas
foram incubadas a 4°C por 18 horas e lavadas 6 vezes com PBS-T. Apds o periodo os
soros testes de bugio foram diluidos a partir de 1:16 até 1:512, na razdo de 2, em
PBS-T-M e soros controles diluidos 1:16 em PBS-T-M (duas amostras de soros
positivos de bugio e duas amostras de soros negativos de bugio). As amostras testes e

controles foram incubadas por 60 minutos a 37°C. Procedeu-se a uma nova série de



lavagens das placas, com adi¢do subsequente do conjugado de afinidade, proteina G-
peroxidase (Sigma P8170), 50 ul por poco diluido 1:1000 em PBS-T-M e incubados a
37°C por 60 minutos. Novamente as placas foram lavadas e o substrato enzimatico
H,0, e o cromégeno OPD (o-phenylenediamine dihydrochloride) foram adicionados, 50
ul por pogo, e incubado por 10 minutos em temperatura ambiente, em camara escura.
A reacao foi interrompida adicionando-se 25 ul de solugdo de H,SO4 2N. A leitura das
densidades opticas (DO) foi feita a 492 nm em leitor de microplacas (MINEO;

CAMARGO; FERREIRA, 1980; BARBOSA et al, 2007).

[11.10.2 - ELISA Indireto com Anticorpo Heterdlogo

Placas de fundo chato de baixa afinidade (Kartell, Mildo, Italia) foram
sensibilizadas com 50 pl/pogo de uma solugdo de STAg na concentragao de 15 ug/ml,
em tampao carbonato-bicarbonato 0,06 M pH 9,6. As placas foram incubadas a 4°C por
18 horas e posteriormente lavadas com PBS-T. A seguir foram bloqueadas com PBS-
T-M por uma hora a temperatura ambiente, e lavadas no final desse tempo com PBS-T.
Ap6s o periodo os soros testes de bugio foram diluidos a partir de 1:16 até 1:512, na
razao 2, em PBS-T-M e para controles diluidos 1:16 em PBS-T-M, foram incubados por
60 minutos a 37°C. Procedeu-se a uma nova série de lavagens das placas, com adigao
subsequente dos anticorpos secundarios, anticorpo policlonal anti-lgG ou anti-IgM de
macacos Rhesus produzidos em cabra (KPL, Kirkegaard & Perry Laboratories, Inc.,

Gaithersburg, USA), 50 ul por pogo, diluidos 1:1000 em PBS-T-M a 37°C por 60



minutos. Novamente as placas foram lavadas e o conjugado anti-IgG de cabra marcada
com HPR (Sigma A5420), diluido 1:2000 foi adicionado a cada po¢o e incubado a 37°C
por 30 minutos. Ao término desse periodo, as placas foram lavadas e o substrato
enzimatico H,O, associado ao cromoégeno OPD (o-phenylenediamine dihydrochloride)
foi adicionado, ao volume de 50 ul por pogo, e incubado por 5 a 10 minutos em
temperatura ambiente, em camara escura. A reagao foi interrompida adicionando-se 25
ul de solugdo de H,SO4 2N. A leitura das densidades opticas (DO) foi feita a 492 nm
em leitor de microplacas (MINEO; CAMARGO; FERREIRA, 1980; BARBOSA et al,

2007).

[11.10.3 - ELISA Indireto com Anticorpo Monoclonal Homadlogo

Para a reagao de ELISA com anticorpo monoclonal anti-IgM de bugio, iniciou-se
pela adsorgao de placas de fundo chato de baixa afinidade (Kartell) com 50 pul/pogo de
uma preparacdao de STAg na concentragdo de 15 ug/ml, em tampao carbonato-
bicarbonato 0,06M pH 9,6. As placas foram incubadas a 4°C por 18 horas,
posteriormente foram lavadas com PBS-T, bloqueadas com PBS-T-M por uma hora a
temperatura ambiente, e lavadas no final desse periodo com PBS-T. Apds o periodo os
soros testes foram diluidos a partir de 1:16 até 1:512, na razéo 2, em PBS-T-M e soros
controles diluidos 1:16 em PBS-T-M, foram incubados por 60 minutos a 37°C.
Procedeu-se a uma nova série de lavagens das placas, com adigdo subsequente do

anticorpo secundario, 50 ul por pogo, diluido 1:1000 (1mg de anticorpo monoclonal anti-



IgM purificado, diluido em 1mL de PBS) em PBS-T-M e incubado a 37°C por 60
minutos. Novamente as placas foram lavadas e o conjugado anti-Fc de IgG de
camundongo (Sigma A0168) diluido 1:5000 foi adicionado a cada pogo e incubado a
37°C por 30 minutos. Ao término desse periodo, as placas foram lavadas e o substrato
enzimatico H,O, associado ao cromoégeno OPD (o-phenylenediamine dihydrochloride)
foi adicionado, 50 ul por pogo, e incubado por 5 a 10 minutos em temperatura
ambiente, em camara escura. A reacao foi interrompida adicionando-se 25 ul de
solugcédo de HySO,4 2N. A leitura das densidades opticas (DO) foi feita a 492 nm em

leitor de microplacas (MINEO; CAMARGO; FERREIRA, 1980; BARBOSA et al, 2007).

111.110.4 - Calculo do indice ELISA (IE)

O indice ELISA foi calculado segundo a formula: IE = DO amostra / DO cut off. O
cut off da reagao foi determinado pela média da DO dos soros controles negativos
somados a 3 desvios padrdes. As amostras positivas foram definidas a partir dos titulos
com maior diluicdo do soro que apresentou um valor de DO acima do cut off. Os
valores de IE > 1,0 ou IE% > 100% foram considerados positivos. Objetivando-se
excluir os valores no limiar da positividade, estabeleceu-se um limite adicional de 20%,

adotando-se valores de |IE > 1,2 como resultados positivos.



[11.10.5 - RIFI

A reacao de Imunoflorescéncia Indireta (RIFI) nos soros dos animais foi
realizada a partir de laminas contendo uma suspensdo de 15 a 30 taquizoitos
formolizados de T. gondii. Os soros dos animais foram diluidos, a partir de 1:16, na
razdo 2 perfazendo 8 diluigdes e colocados 20 uL em cada pogo das laminas,
incubados em camara umida a 37°C por 40 minutos. Entdo, as laminas foram lavadas 3
vezes com PBS e secas sendo, logo apos, adicionado a cada pogo, 20 uL do anticorpo
monoclonal anti-IgM de bugio purificado (1 mg/mL) diluido 1:1000 em PBS e incubado
a 37°C por 30 minutos. Ao término do periodo as laminas foram novamente lavadas 3
vezes com PBS, secas e incubadas com o conjugado anti-lgG de camundongo
marcado com FITC (Sigma: F0257), diluido 1:2000 em solu¢cdo de azul de Evans, a
37°C por 30 minutos. Posteriormente, as laminas foram lavadas novamente, secas, e
entdo foi colocada glicerina tamponada (pH 8,5) sobre os pogos e coberto com
laminula. As laminas foram lidas em microscépio digital AMG/EVOS (Euroclone,

Bothell, Washington, USA) (MINEO et al., 2001).

[11.10.6 - Imunoturbidimetria

O anticorpo monoclonal anti-IgM purificado foi utilizado na propor¢édo de 5
mg/mL de tamp&o imidazol 0,1 M pH 7,5. Soros de bugio, curva padrao (30 pug/mL,

60 ug/mL, 120 pg/mL, 200 ug/mL e 400 pug/mL de IgM purificada de bugio) e branco



(H20) foram incubadas a 37°C por 10 minutos em placas de fundo em U de 96 pogos
(Nalgene Nunc Int.,Rochester, NY, USA), na proporgédo de 250uL de tampao imidazol,
50 uL do anticorpo monoclonal anti-lgM de bugio e 15 uL (soro de bugio positivo para
IgM e branco, diluidas em tamp&o imidazol 1:5) e 15 uL curva padrdo. Decorrido o
tempo as placas foram lidas em 340 nm, em leitora de placa EXPECTRAmax M2e

(Molecular Devices Corporation, Orleans Drive Sunnyvale, Califérnia, USA) (BAK;

KYHSE-ANDERSEN; THOMAS, 2007).

[11.10.7 - Imunohistoquimica

Os o¢rgaos dos primatas (bago, figado, rim e pulmao) foram coletados de
animais que foram a Obito por causas naturais, e posteriormente analisados para
verificagcao da presenga de T. gondii. As amostras foram fixadas em formalina 10% em
tampao fosfato 0,1M, pH 7,4 por 18 horas e processadas rotineiramente para inclusao
em parafina. Cortes de 4 ym foram depositados em l|aminas. Os cortes foram
desparafinados, hidratados em alcoois de concentragcdes decrescentes e por fim em
agua corrente. Apos a hidratagéo, os cortes foram incubados por 8 minutos em solugao
de acido acético a 5% para bloqueio de fosfatase alcalina endégena, em seguida
lavados em agua corrente e em solugao salina tamponada com TRIS 0,02 M, pH 7,4
(TBS) por 5 minutos. Para bloqueio de sitios inespecificos de ligagdo, o material foi
incubado com soro normal de cabra a 2,5% em TBS por 45 minutos a 37°C. Apds esta
etapa, o material recebeu anticorpo policlonal de coelho dirigido contra T. gondii, na

diluicdo de 1: 100 em TBS por 12 horas a 4°C. Apds sucessivas lavagens em TBS, as



ldminas foram incubadas com IgG biotinilado de cabra anti-lgG de coelho (Sigma) na
diluicdo de 1:600 em TBS por uma hora a 37°C. Em seguida a novas lavagens, a
reagao foi amplificada pelo complexo avidina/biotina (ABC)-fosfatase alcalina
(Biomeda, Foster, City, USA) na diluicdo de 1: 100 em TBS, a 37°C por 30 minutos.
Procedeu-se novas lavagens em TBS e revelagdo da enzima fosfatase alcalina com
fast red-naftol (Sigma), em tampao TBS. Posteriormente, foram realizadas lavagens em
TBS e agua corrente e contra-coloragdo com hematoxilina de Mayer por 5 minutos a
temperatura ambiente. Apds a diferenciacdo do corante em agua amoniacal, as
laminas foram montadas em glicerina e o material analisado e fotografado em

microscopio de luz (FERRO et al, 2002; FRANCO et al., 2011).

1l1.11 — ANALISE ESTATISTICA

Para a anadlise estatistica foram utilizados os programas Excel
(Microsoft Co., Redmond, EUA) e GraphPad Prism (GraphPad Software, San Diego,
EUA). As diferengas entre as médias, medianas ou proporgdes foram analisadas pelo
teste-t de Student, Mann-Whitney, Qui-quadrado ou teste exato de Fisher, quando
apropriado. As diferencas foram consideradas estatisticamente significativas para p <

0,05.



IV - RESULTADOS




IV - RESULTADOS

IV.1 - CROMATOGRAFIA DE AFINIDADE

Os anticorpos da classe IgG foram fracionados do soro de bugios por
cromatografia de afinidade utilizando-se proteina G-Sepharose equilibrada em tampao
fosfato 0,1M pH 8,0 e eluidos em tampéao glicina 0,2M pH 2,5 (Fig. 8). Os anticorpos
obtidos dessa forma foram evidenciados por eletroforese. A massas moleculares estao
expressas em kiloDaltons (kDa). As IgG purificadas foram analisadas pelo programa de
imagens Kodak Digital Science1D e os resultados sugerem um peso entre 190 e 205
kDa. Observou-se também reacéo cruzada com anti-IlgG de macacos Rhesus quando a
reagao de dot-blotting foi revelada com DAB (Fig. 9). A tabela 1 demonstra a massa
total de 1gG de bugio obtida por este método, cujo rendimento final foi de 3,5% do total

da massa de proteinas utilizada no inicio deste processo.



Cromatografia de Afinidade para Purificacao de IgG de Bugio
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Figura 8. Perfil cromatografico de IgG de bugio purificada em proteina G-Sepharose

equilibrada em tampao fosfato 0,1M pH 8,0 e eluidos em tampé&o glicina 0,2M pH 2,5.

Tabela 1. Tabela de recuperagao de IgG de bugio. Os resultados de concentragdo do
Void e da IgG purificada sdo mostrados em relagao as proteinas totais de um pool de

soros de macacos bugios.

Amostra Massa Recuperacao
total (mg) (%)
Proteinas
Totais do Soro 38.45 100
de Bugio
Void 37,1 96,4
IgG purificada 1,350 3,5




PMkDa | IgG de Bugio | Soro de Bugio |
—

wo_ N L -

Controle 19G 16

-1 -l

97 —

84 —

A

66 —

55 —

B

Figura 9. Perfil eletroforético de soros de bugios e IgG purificada de um pool de soros
animais. (A) Dot-blotting de 1gG com anticorpo primario anti-IlgG de macaco Rhesus.
Controle foi BSA 10%. Reacao revelada com DAB. (B) perfil eletroforético (SDS-PAGE

8%) de proteinas totais do pool de soros e IgG de bugio purificadas.



IV.2 - CROMATOGRAFIA DE GEL FILTRAGAO

IV.2.1 — Fracionamento e Purificagdo de Anticorpos IgM de Bugios

Na figura 10 estdo demonstrados os resultados obtidos com a cromatografia de
gel filtragdo, utilizando-se a resina Sephacryl S-300, para purificagdo de anticorpos IgM
de bugio. Na tabela 2 podemos observar a concentragcdo de IgM obtida durante o
processo de purificacdo que foi de 2,7% da massa total aplicada na coluna. Na figura
11 observa-se o perfil eletroforético das proteinas obtidas dessa forma, sendo que as
massas moleculares estédo, expressas em kiloDaltons (kDa). As bandas protéicas foram
analisadas pelo programa de imagens Kodak Digital Science1D, onde no primeiro pico
foi estimada a detec¢cdo de uma proteina de peso molecular superior a 200 kDa e no
segundo pico a detecc¢ao de varias proteinas variando de peso molecular de 80 a 200
kDa. A presenca de IgM foi, posteriormente, comprovada por tratamento do pico | com

B-mercaptoetanol (3A) e dot-blotting (B).
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Figura 10. Perfil cromatografico de IgM de bugio em Sephacryl S-300 em tampé&o

bicarbonato de aménio 40 mM pH 7,8.

Tabela 2. Tabela de recuperagédo de IgM de bugio. Os resultados de concentragdo do

Void e da IgM purificada sdo mostrados em relagéo as proteinas totais de um pool de

soros de macacos bugios.

Amostra Massa Recuperacao
total (mg) (%)
Proteinas
Totais do Soro 38.45 100
de Bugio
Void 37,4 97,3
IgM purificada 1,05 2,7
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Figura 11. Dot-blotting de IgM de bugio purificada, perfil eletroforético (SDS-PAGE 8%)
de IgM de bugio purificada e IgM de bugio purificada tratada com p-mercaptoetanol
(2ME). Em (A) dot-blotting de IgM de bugio purificada, o conjugado utilizado foi anti-IgM
de macacos Rhesus. Controle foi BSA 10%. Reacao revelada com DAB. Em (1B) e (2B)
picos | e |l das proteinas fracionadas pela S-300, e no (3B) IgM de bugio (pico |) tratado

com 2ME.



IV.3 — PURIFICACAO E CARACTERIZACAO DE ANTICORPOS
MONOCLONAIS ANTI-IgM DE BUGIO

Para a purificacdo dos anticorpos monoclonais anti-IlgM de bugio, os
sobrenadantes de cultura de hibridomas oriundos do cultivo de 1 a 5 células por poco,
foram submetidos a cromatografia de afinidade utilizando-se proteina G-Sepharose
equilibrada em tampao fosfato 0,1M em pH 8,0 e eluidos em tampéao glicina 0,2M em pH
2,5 (Fig. 12). Apds o processo de purificagdo os anticorpos obtidos foram testados
segundo sua capacidade de se ligar a IgM de bugios, e assim serem caracterizados
como anticorpos monoclonais anti-IgM de bugio. Os métodos utilizados foram o ELISA e
o dot-blotting. Os resultados desse processo de caracterizagdo podem ser observados
na figura 13. Dessa forma, quatro monoclonais foram selecionados e designados,
segundo sua localizagdo no pogo na placa original do primeiro cultivo, como: AL1B4,
AL2B9, AL2H1 e AL5C4. Para os ensaios posteriores do trabalho foi escolhido o

monoclonal designado AL1B4.
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Figura 12. Purificagdo de anticorpos monoclonais direcionados para IgM de bugio (A.
guariba clamitans) por cromatografia de afinidade em Proteina G - Sepharose. As

fragdes cromatograficas foram obtidas apds lavagem com tampéo fosfato pH 8,0 (void)

e eluicdo com tampao glicina pH 2,5 (IgG AcMo)
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Figura 13. Caracterizagdo de anticorpos monoclonais anti-IgM de bugio (A. guariba

clamitans) fracionados por cromatografia de afinidade. (A), analise por ELISA; (B),

analise por dot-blotting, em (1) anticorpos monoclonais anti-IgM de bugio, em (2)

controle negativo com BSA e em (3) controle positivo com IgG total de camundongo.

Entre os quatro diferentes anticorpos monoclonais das células hibridas secretoras, o

AL1B4 foi escolhido para todos os demais experimentos.



IV.4 - REATIVIDADE CRUZADA

Observou-se durante os ensaios preliminares da produgdo de anticorpos
monoclonais anti-lgG de bugio (A. guariba clamitans) que havia uma reagado cruzada
entre 1gG de bugio e o conjugado anti-lgG de camundongo marcado com HPR. Para
melhor caracterizar esses achados, anticorpos da classe IgG de camundongos e bugios
foram fracionados em separado por cromatografia de afinidade utilizando-se proteina G-
Sepharose. As imunoglobulinas foram separadas em SDS-PAGE 8% e
eletrotransferidas para membrana de nitrocelulose. Apds o processo de transferéncia as
tiras foram incubadas com conjugado anti-Fc de IgG de camundongo marcado com
HPR, e o resultado pode ser evidenciado na figura 14. Observou-se a existéncia de
reagado cruzada desse conjugado com a IgG purificada de bugio. Devido a esse
resultado, ndo foi possivel continuar com os ensaios de producgado, purificacdo e

caracterizagéo de anticorpos monoclonais anti-lgG do bugio.
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Figura 14. Analise por Western-blotting da reagao cruzada do conjugado anti-Fc de IgG
de camundongo marcado com HRP com anticorpos IgG de bugio (A. guariba
clamitans). Em (A) observa-se a reacdo do conjugado anti-Fc de IgG de camundongo
HRP com IgG de camundongo; em (B) a reagdo do conjugado anti-Fc de IgG de

camundongo HRP com IgG de bugio. A reagao foi revelada com DAB.



IV.5 - RESULTADOS DOS TESTES SOROLOGICOS

IV.5.1 — ELISA Indireto com Conjugado de Afinidade

Com o intuito de se determinar a percentagem de soropositividade para
anticorpos da classe IgG anti-T. gondii, foi realizado um inquérito soroldgico em bugios
silvestres de cativeiro e de vida livre utilizando-se como método o ELISA indireto e
conjugado de afinidade proteina G-Sepharose. Como se observa na figura 15, os
resultados foram expressos em Indice ELISA, adotando-se os valores de IE > 1,2 como
resultados positivos. Foram testados 26 animais de cativeiro e 10 de vida livre, os
resultados mostram soropositividade em 16 animais de cativeiro (61,5%) e 5 animais de
vida livre (50%). Dois dos animais de cativeiro os quais eram soropositivo para T. gondii

foram a 6bito um més apds a coleta de sangue.
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Figura 15. Niveis de anticorpos IgG de bugio anti-T. gondii determinados pela reagao
ELISA, utilizando-se conjugado de afinidade proteina G marcado com HPR. Resultados
positivos obtidos em 16/26 animais de cativeiro (61,5%) e em 5/10 animais de vida livre
(50%). Resultados expressos como média + SEM, adotando-se valores de indices

ELISA IE > 1,2 como resultados positivos.



IV.5.2 — ELISA Indireto com Anticorpo Heterologo Anti-IgM de Macaco Rhesus

Com o objetivo de se verificar os indices de soropositividade em bugios de
cativeiro e de vida livre, utilizando-se a técnica de ELISA indireto para detectar
anticorpos IgM de bugio contra T. gondii, utilizou-se o anticorpo heter6logo anti-lgM de
macaco Rhesus produzido em cabra e o conjugado anti-lgG de cabra marcado com
HPR. Na figura 16, os resultados do ELISA, sdo expressos em Indice ELISA (IE),
adotando-se valores de IE > 1,2 como resultados positivos para IgM de bugio. Foram
testadas 26 amostras de soros de animais de cativeiro e 10 de vida livre. Dos 36
animais testados pelo método, 25 animais de cativeiro foram negativos para IgM, 10
animais de vida livre foram negativos para IgM e 1 animal de cativeiro foi positivo para

IgM (3,8%)
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Figura 16. Indice ELISA para anticorpos IgM de bugio, revelado com anticorpo
heterélogo anti-IgM de macaco Rhesus produzido em cabra e conjugado anti-lgG de
cabra HRP. Resultados expressos pela média + SEM em vida livre (-) e cativeiro (-). Em
Cativeiro (+) o resultado é expresso por apenas 1 animal positivo. Adotou-se valores de

indices ELISA IE > 1,2 como resultados positivos.



IV.5.3 — ELISA Indireto com Anticorpo Heterdlogo Anti-IgG de Macaco Rhesus

Da mesma forma que foi utilizado o conjugado de afinidade, em técnica de
ELISA indireto, para determinar soropositividade de IgG de macacos bugio anti-T.
gondii, procurou-se neste ensaio determinar soropositividade, utilizando anticorpo
heterdlogo anti-IlgG de macaco rhesus. O resultado desse ensaio pode ser visto na
figura 17. Os resultados do ELISA estdo expressos em indice ELISA. Para se detectar
os anticorpos IgG de bugio (A. guariba clamitans) contra T. gondii utilizou-se anticorpo
heterélogo anti-lgG de macaco rhesus produzido em cabra e conjugado anti-IgG de
cabra marcado com HPR. Foram testados 26 animais de cativeiro e 10 animais de vida
livre. Os resultados, similares aos observados com o conjugado de afinidade, mostram
soropositividade em 16/26 animais de cativeiro (61,5%) e 5/10 animais de vida livre

(50%). Adotou-se valores de IE > 1,2 como resultados positivos
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Figura 17. indice ELISA para anticorpos IgG de bugio, revelado com anticorpo
heterdlogo anti-lgG de macaco rhesus produzido em cabra e conjugado anti-lgG de
cabra marcado com HRP. Os resultados sao expressos pela média + SEM, adotando-
se valores de IE > 1,2 como resultados positivos. Resultados positivos para 1gG anti-T

gondii foram encontrados em 5/10 (50%) vida livre e 16/26 (61,5%) de cativeiro.



IV.5.4 — ELISA Indireto com Anticorpo Monoclonal AL1B4

Apés a caracterizagdo e purificagdo dos anticorpos monoclonais anti-lgM de
bugio (A. guariba clamitans), o anticorpo monoclonal AL1B4 foi selecionado para os
ensaios de ELISA indireto com o anticorpo homélogo. Os resultados estdo na figura 18,
onde o grau de soropositividade esta expresso em indice ELISA. Com o objetivo de se
detectar anticorpos IgM contra T. gondii utilizou-se o anticorpo monoclonal (AL1B4) anti-
IgM de macaco bugio e o conjugado anti-Fc de IgG de camundongo marcado com HRP.
Foram testados 26 animais de cativeiro e 10 animais de vida livre. Os resultados

demonstram soropositividade em 2 animais de cativeiro (7,7%).
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Figura 18. indice ELISA para anticorpos IgM de bugio, tendo o anticorpo monoclonal
AL1B4 e o conjugado anti-Fc de IgG de camundongo marcado com HRP. Os resultados
sdo expressos pela média + SEM, adotando-se valores de |IE > 1,2 como resultados

positivos. Somente 2/26 animais de cativeiro (7,7%) foram IgM positivos para T. gondii.



IV.5.5 — Reacdo de Imunoflorescéncia Indireta Utilizando o Anticorpo
Monoclonal AL1B4

Com o intuito de se avaliar a soropositividade para IgM nas amostras de soros de
macacos bugios de cativeiro e de vida livre, realizou-se ensaio de imunoflorescéncia
indireta com anticorpo monoclonal anti-lgM de bugio (A. guariba clamitans), o
monoclonal utilizado foi o designado de AL1B4. Na figura 19 (A e B) sédo controles
negativos e positivos, respectivamente, e em (C e D) resultados dos animais positivos.
Nenhum animal de vida livre apresentou resultado positivo para IgM de bugio anti-T.
gondii. Em contraste, dois animais de cativeiro apresentaram resultado positivo para
IgM de bugio anti-T. gondii. Ambos os animais morreram. Na tabela 3 estdo
apresentados os resultados em percentual do numero de animais soropositivos e titulos

de RIFI. Do total 5,6% dos animais de cativeiro foram positivos.



Figura 19. A figura mostra o resultado da RIFI para deteccdo de IgM anti-T. gondii
utilizando-se o monoclonal AL1B4. Em (A) controle negativo, em (B) controle positivo e

em (C) e (D) os resultados dos animais soropositivos para IgM anti-T gondii.

Tabela 3. Titulo de anticorpo IgM de bugio obtidos por RIFI utilizando-se o anticorpo

monoclonal AL1B4. Os resultados estdo expressos em valores unitarios ou em

percentual.
Titulo Animais de Vida Livre Animais Cativos Total
1/128 0/10 (0%) 2126 (7,7%) 2/36 (5,6 %)
(-) 10 24 34 (94,4 %)

Total 10 26 36 (100%)




IV.5.6 — Imunoturbidimetria para Anticorpos IgM de Bugio Utilizando o

Anticorpo Monoclonal AL1B4

Como forma de se determinar a concentragdo de IgM total expressa em pug/mL,
procedeu-se a realizagdo do ensaio de turbidimetria, no qual o anticorpo monoclonal
AL1B4 foi utilizado como anticorpo ligante de IgM de modo a ocorrer o processo de
precipitacdo. Esses resultados podem ser evidenciados na figura 20, onde os animais
de vida livre apresentaram, significativamente (p=0,0077), maior concentragdo de IgM
em comparagao com animais de cativeiro. Os dois animais que viviam em condigdes de
cativeiro e que morreram apresentaram, significativamente (p=0,0025), maiores

concentragdes de IgM quando comparados com aqueles de vida livre analisados.
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Figura 20. Concentracdo de IgM total de bugio (A. guariba clamitans) obtida por
imunoturbidimetria. Os resultados sdo expressos em ug/mL. Os animais de vida livre
apresentaram maior concentragéo de IgM em comparagdo com os animais em cativeiro
(*p=0,0077). Dois dos animais que viviam em condi¢gdes de cativeiro e que morreram

durante o estudo, apresentaram maiores concentragdes de IgM (**p=0,0025).



IV.5.7 — Imunohistoquimica

A imunohistoquimica foi realizada de modo a se determinar a presenca de T.
gondii nos tecidos dos érgaos retirados da necropsia dos dois bugios de cativeiro que
vieram a obito. A reacao foi executada buscando-se presenga dos parasitas na forma
extracelular, em cisto ou em debris. Observou-se a presenca do parasita extracelular ou
em cisto no bacgo, figado e pulmao de ambos os animais. Na mesma analise realizada
em amostras do rim ndo se observou tais estruturas. Esses resultados sdo mostrados

nos cortes histologicos apresentados na figura 21.
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Figura 21. Imunohistoquimica realizada para detectar T. gondii em cortes de tecido de
dois individuos A. gquariba clamitans cativos que morreram. Estes animais
apresentaram reatividade para IgM anti-T gondii, quando se utilizou o teste ELISA com
anticorpo  monoclonal homdélogo. T. gondii foi detectado (setas) como parasita
extracelular ou no interior de vacuolos parasitéforo no bago, figado e pulméo, mas nao

no rim, de ambos os animais.
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V - DISCUSSAO

Os primatas do Novo Mundo sédo bastante sensiveis a infeccdo pelo parasita
Toxoplasma gondii. Ha relatos de que sejam mais suscetiveis a toxoplasmose do que
aqueles do Velho Mundo (EPIPHANIO; SINHORINI; CATAO-DIAS, 2003).

O Brasil é o pais mais rico em termos de espécies de primatas. Estudos mostram
uma alta soroprevaléncia de T.gondii tanto para animais de cativeiro como para os de
vida livre (SILVA et al., 2001; SPENCER; HIGGINBOTHAM; BLAGBURN, 2003; PENA
etal., 2011).

Em 2004 Ekanayake e colaboradores examinaram 170 amostras soroldgicas
para toxoplasmose em Macaca sinica, no Siri Lanka, utilizando o teste de aglutinagéo
modificado ocorrendo 12% de prevaléncia de positividade nos macacos no grupo e
maior prevaléncia (19%) naqueles que tem maior acesso a humanos.

Em 2007 Souza Junior evidenciou exposicdo a Toxoplasma gondii em 25
amostras de A. guariba clamitans, em Indaial (SC), Brasil, pelo teste de aglutinagao
modificado (MAT) encontrando 86,5% de prevaléncia.

As razbes para a alta suscetibilidade dos primatas a infecgdo por Toxoplasma
gondii ainda ndo estdo bem esclarecidas. Entretanto, trabalhos demonstram que os
animais nao desenvolvem uma efetiva resposta das células T (EPIPHANIO;
SINHORINI; CATAO-DIAS, 2003; DUBEY, 2009)

Existem diferentes estratégias descritas na literatura para diagnosticar doengas
infecciosas em primatas ndo-humanos (ALMEIDA et al., 2012; BOUER et al., 2010;

GARCIA et al.,, 2005; PENA et al.,, 2011). Entre elas, o uso de imunoensaios,



particularmente dos testes soroldgicos projetados para detectar o isotipo IgM. Esses
ensaios sao relevantes porque IgM é uma imunoglobulina que marca a fase aguda da
infeccdo e nem sempre o0 agente etiologico pode ser isolado, mesmo durante as
infeccdes recentes. Varios investigadores tém realizado testes soroldgicos na tentativa
de demonstrar qual o mais eficaz no diagndstico da toxoplasmose em diferentes
espécies de animais, incluindo primatas ndo humanos (BOUER et al., 2010; ISHIZUKA,;
MIGUEL; BROGLIATO, 1974; CALAMEL; LAMBERT, 1985; DUBEY; KRAMER;
WEISBRODE, 1985; VIDOTTO, 1992). No entanto, em sua maioria, 0s imunoensaios
para primatas utilizam anticorpos heterélogos na sua concepg¢éo, em geral, anticorpos
para isotipos de macacos do Velho Mundo (BOUER et al., 2010).

Objetivando obter ferramentas imunoldgicas espécies-especificas procuramos a
construgdo de anticorpos monoclonais anti-lgG e IgM de macaco bugio, através da
purificagao inicial de anticorpos IgG e IgM de A. guariba clamitans.

Nossos resultados revelaram uma reatividade cruzada entre o conjugado anti-Fc
de IgG de camundongos e IgG de bugio onde esse conjugado se liga de forma
heterdloga a este isotipo do bugio. Nao ha relatos na literatura sobre a ocorréncia dessa
reatividade cruzada. Embora o resultado tenha chamado a atencao, foi devido a ele que
nao conseguimos produzir o monoclonal anti-lgG de bugio que era um dos objetivos do
presente trabalho. Com isso nos dedicamos a construgdo do monoclonal anti-lgM de
bugio e o uso de anticorpos heterélogos e de afinidade em ensaios imunologicos.

O CEPESBI, local onde os animais de cativeiro estdo mantidos, alvo do nosso
estudo, esta localizado em perimetro urbano. Essa proximidade com pessoas e animais

domésticos pode estar contribuindo com a infeccédo dos animais por T. gondii e da



mesma forma os primatas podem se tornar vetores de zoonoses para a populacao local
e para aqueles que realizam o manejo destes animais cativos.

Dessa maneira, o estudo epidemiolégico de doengas transmitidas por animais
silvestres e o conhecimento de focos naturais de zoonoses torna-se importante para
que sejam tomadas medidas, através dos 6rgaos de saude publica, que protejam os
primatas e a populagao local.

O foco primario dos programas de conservagao é restabelecer a conectividade
entre os fragmentos que podem envolver a regeneragao do habitat ou o ativo manejo
da populagao. Para isso a participacdo da populagdo humana local € muito importante.

Entre as possiveis vias de contagio dos primatas do Novo Mundo encontra-se a
contaminacgéo de alimentos com fezes de gato ou através de insetos vetores como, por
exemplo, as baratas (CHINCHILLA et al. 1994 apud DUBEY, 2008).

Nés verificamos a soropositividade de macacos bugios mantidos em cativeiro
cientifico do CEPESBI e, posteriormente, a soropositividade dos animais de vida livre,
localizados no morro Geisler, que se localiza proximo ao Centro de Pesquisa. Iniciamos
a pesquisa da soropositividade para anticorpos IgG contra T. gondii utilizando
conjugados de afinidade e heterdlogo. Nesses ensaios observamos soropositividade
em 16 dos 26 animais de cativeiro e 5 dos 10 animais de vida livre. Esses resultados
sdo consistentes com achados de Bouer et al. (2010) para anticorpos heterélogos e
Silva Filho et al. (2011) para anticorpos de afinidade.

Bouer e colaboradores (2006) demonstraram, utilizando técnica de ELISA para
pesquisa de IgG e IgM anti- T. gondii em macacos do Novo Mundo, experimentalmente
infectados, que os primatas estavam positivos 7 dias apos a exposi¢cdo ao parasita e

essa soropositividade era tanto para anticorpos da classe IgG quanto da classe IgM.



A avaliagdo do uso do monoclonal mostrou-se adequada para imunoensaios
destacando-se como nova ferramenta imunolégica quando direcionada para isotipo IgM
homologo de A. guariba clamitans.

Este anticorpo homodlogo mostrou-se adequado para detectar IgM total, bem
como anticorpo especifico deste isotipo direcionado para o parasita protozoario, T.
gondii, em amostras de soro de Alouatta. A molécula de IgM de A. clamitans guariba foi
purificada e inoculada em camundongos BALB/c. As células do bago dos camundongos
foram fusionadas com células do mieloma SP,O nado secretoras de imunoglobulinas
gerando células hibridas secretoras de anticorpos monoclonais anti-lgM de bugio. Os
sobrenadantes do painel de células hibridas foram testados para IgM de A. guariba
clamitans. Entre as células hibridas AL1B4 foram secretoras de anticorpos monoclonais
anti-lgM de bugio também denominados AL1B4. Esse monoclonal foi utilizado em todos
os experimentos para determinar a concentragao de IgM total, bem como do titulo de
anticorpo especifico deste isotipo direcionado para T . gondii.

Para os ensaios com a IgM de bugio procuramos utilizar em um primeiro
momento anti-lgM de macaco rhesus em ensaio heter6logo e com o desenvolvimento
do monoclonal anti-lgM de Alouatta passamos a utiliza-lo como anticorpo de deteccéao
das IgM dos animais de cativeiro e de vida livre. Obtivemos soropositividade tanto com
0 uso do anticorpo homologo bem como do anticorpo heterélogo, no entanto, com o
anticorpo homodlogo dois animais cativos foram IgM positivos em comparagdo com
apenas um positivo com o anticorpo heterélogo.

O anticorpo monoclonal também foi avaliado como parte do ensaio de reagao de

imunofluorescéncia indireta como anticorpo homaélogo na reagdo e da mesma forma



que na reagao de ELISA dois animais de cativeiro foram considerados soropositivos
para IgM anti-T gondii.

Ensaios de Bouer e colaboradores em 2010 mostraram que primatas Cebus
apella, experimental ou naturalmente infectados por T. gondii, utilizando-se como
técnicas sorolégicas a RIFI e o ELISA com conjugados heterdlogos, apresentaram-se
soropositivos com indices de anticorpos IgG e IgM para o parasita. Pelo ELISA, a IgM
foi detectada a partir do 3° dia de infec¢ao e até o final do experimento, 102 dias pos-
infeccdo. Das 209 amostras de soros dos primatas ndo humanos naturalmente
infectados, de diversos zooldgicos do Estado de Sdo Paulo, 64,59 e 67,94%
mostraram-se positivas para IgG pelo método de RIFI e ELISA, respectivamente. Pelo
ELISA-IgM detectou-se soropositividade em 52,63% das amostras de soros, ao passo
que pela RIFI detectou-se apenas 0,96% de soropositividade para IgM. Estes
resultados sdo contrastantes com os obtidos no presente estudo que, com o uso do
anticorpo monoclonal homélogo para IgM, observou-se as mesmas percentagens de
soropositividade para este isotipo pelo ELISA (7,7%) e pela RIFI (7,7%).

Na populacédo de A. guariba clamitans da cidade de Indaial analisada no
presente estudo, foi constatada a ocorréncia de infecgcdo por T. gondii em 58,3%,
conforme expresso pela detecgdo de anticorpos IgG. Além disso, em 5,6% desta
populagdo foi detectada IgM anti-T. gondii quando se utiliza anticorpos monoclonais
gerados no presente estudo, expressando a presencga de infecgdo que, levou estes
animais a morte. Atualmente, ndo existem estudos relatando a soroprevaléncia de
anticorpos anti-T. gondii na subespécie A. guariba clamitans. Garcia e colaboradores
(2005) observaram na espécie Alouatta caraya uma soroprevaléncia de 17,6% (03/17)

em animais selvagens capturados na regido sul do Brasil, mas nenhuma informagao



relacionada a susceptibilidade destes animais ao T. gondii foi discutida por estes
investigadores.

Ensaios imunoturbidimétricos para proteinas (C3, C4, PCR, haptoglobina, IgA,
IgG, IgM, RF, e transferrina) estdo disponiveis para humanos. Para outros animais sao
pouco utilizados. Por exemplo, a proteina C-reactiva (PCR) € um importante parametro
imunolégico. Em cades a PCR tem sido dosada por ensaios imunoturbidimétricos
desenvolvidos para os seres humanos (MALI et al., 2009; KLENNER; BAUER; MORITZ,
2010).

No nosso trabalho dosamos IgM total de bugio por método imunoturbidimétrico
comparando esses achados entre os animais de cativeiro e os animais de vida livre.
Obtivemos como resultado uma maior concentracdo de IgM de bugio nos animais de
vida livre. Observamos também que nos dois animais cativos soropositivos para IgM no
ELISA para T. gondii havia uma maior concentracdo de IgM se comparados com os
animais de vida livre e os outros animais de cativeiro. Esses resultados da
imunoturbidimetria corroboraram com os obtidos no ELISA para IgM especifico a T.
gondii e com os resultados da imunohistoquimica.

A toxoplasmose tem sido demonstrada como um problema em varias espécies
animais, incluindo primatas n&o-humanos, por causa de sua significativa
susceptibilidade (BOUER et al, 1999; BOUER et al., 2010; CARME et al., 2009;
CUNNINGHAM BUXTON; THOMSON, 1992; DIETZ et al, 1997; DUBEY et al, 1986;
EPIPHANIO; SINHORINI; CATAO-DIAS, 2003; VALENTINI et al., 2004; SALANT et al.,
2009). Pesquisas evidenciam que as espécies de jardins zoologicos apresentam maior
susceptibilidade em adquirir a doenga devido ao estresse ocasionado pela condigao de

cativeiro, em associagdo com a proximidade com felinos domésticos e silvestres que



podem eliminar oocistos nas fezes e o recebimento de carne crua ou mal cozida com a
presenca de cistos teciduais de T. gondii (BOUER et al.,, 2010; DUBEY; BEATTIE,
1988). Estas observacgbes estdo de acordo com os resultados do presente estudo,
considerando que ambos os individuos A. guariba clamitans, que foram diagnosticados
como afetados pela infecgdo por T. gondii e que morreram, encontravam-se em
condicdes de cativeiro.

Nossos resultados para a imunohistoquimica revelaram a presenca de T. gondii
no figado, bagco e pulméo de ambos os animais, confirmando que a detecgéo do isotipo
IgM para este parasita constitui um marcador adequado para diagnosticar a infec¢ao
recente.

Alouatta tem sido considerado o género de primata do Novo Mundo de mais
ampla distribuicdo (ALMEIDA et al., 2012;. NEVILLE et al., 1988). Por ser altamente
susceptivel a certas doengas infecciosas, como a febre amarela (FA), e por estarem
presentes na maior area endémica dessa doenca no Brasil, tem sido proposto que
esses animais sejam o alvo de destino mais adequado para o monitoramento da
doenga, um conceito que foi introduzido desde a década de 1930 (ALMEIDA et al.,
2012;. SOPER, 1936). O presente estudo revelou que A. guariba clamitans é
susceptivel a infecgao por T. gondii e nesse sentido, esta espécie também poderia ser
considerada um alvo apropriado para monitorar a toxoplasmose na regido sul do Brasil.
Além disso, esta proposta poderia ser fundamental para compreender a variabilidade
genética de T. gondii na regiao e sua relacao com a patogénese de macacos do Novo
Mundo.

Ndo ha dados conclusivos publicados atualmente na literatura sobre os

genotipos de T. gondii em animais silvestres que circulam no Brasil, apesar de o pais



abrigar a maior biodiversidade do planeta, tendo em conta o maior numero de
vertebrados terrestres e invertebrados do mundo (LAMBERTINI, 2000; PENA et al.,
2011). Recentemente, foram identificados 16 gendtipos de T. gondii isolados de
capivara ( Hydrochaeris hydrochaeris) no Brasil, apoiando a descoberta anterior de que
essa populacédo parasita € altamente diversificada no pais (YAl et al., 2009). Além
disso, foram descritas diferentes caracteristicas genéticas e biologicas de T. gondii
isolados de uma espécie de macaco do Novo Mundo, Alouatta belzebul, a partir de
duas regides brasileiras (PENA et al., 2011).

Portanto, mesmo considerando que ja existam 88 gendtipos até agora
identificados de T. gondii (PENA et al., 2011; RAGOZO et al., 2010; SU; ZHANG;
DUBEY, 2006; YAI et al., 2009), a partir de uma variedade de hospedeiros animais no
Brasil, muito pouco se sabe sobre essa diversidade genética na patogénese de A.
guariba clamitans.

Foi demonstrado no presente estudo a ocorréncia de toxoplasmose aguda e
crbnica em A. guariba clamitans. Além disso, o anticorpo monoclonal gerado contra
esses animais mostra ter sensibilidade adequada para ser utilizado em imunoensaios
padronizados com a finalidade de detectar isotipo IgM, ndo sé contra T. gondii, mas
também para diagnosticar outras doengas infecciosas, como o virus da febre amarela,
virus da imunodeficiéncia simia e parasitas da malaria, que poderiam ser prejudiciais
para os primatas ndo-humanos. Este € o primeiro relato descrevendo a geragao de
células monoclonais secretoras de anticorpos dirigidos a molécula de IgM de A. guariba

clamitans.
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1 — O anticorpo monoclonal gerado contra o isotipo IgM de macaco bugio (A.
guariba clamitans) demonstrou ser adequado para ser utilizado em imunoensaios para

a detecgao de infeccéo recente por T. gondii.

2 — A tilizagdo do anticorpo monoclonal homdélogo em imunoensaios na
deteccéo de IgM anti- T. gondii em bugio-ruivo (Alouatta guariba clamitans) mostrou-se
mais efetivo quando comparado com o uso do anticorpo heterélogo anti-lgM de macaco

Rhesus.

3 — Verificou-se soropositividade para anticorpos dos isotipos 1gG (58,3%) e IgM

(5,6%) para T. gondii em Alouatta guariba clamitans cativos e de vida livre.

4 — A imunoturbidimetria para IgM, utilizando-se o anticorpo monoclonal AL1B4,
pode ser empregada como parametro de monitoramento imunoldgico para A. guariba

clamitans mantidos em cativeiro.

5 — Observou-se reatividade cruzada do conjugado anti-Fc de IgG de

camundongo/HRP contra IgG de Alouatta guariba clamitans.

6 — O uso de ferramentas imunolégicas pode auxiliar no manejo e na

conservagao de A. guariba clamitans mantidos em cativeiro.
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