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RESUMO

Anticorpos policlonais especificos podem ser obtidos em grandes quantidades a partir
da gema do ovo de galinhas imunizadas, denominados anticorpos IgY. Embora
semelhantes funcionalmente aos anticorpos IgG de mamiferos, os anticorpos IgY
apresentam vantagens: (i) extracdo sem estresse para o animal; (ii) menor nimero de
animais utilizados na producéo; (iii) grandes concentrac6es de anticorpos por gema; (iii)
ndo sofre interferéncia do fator reumatdide e de proteinas do sistema complemento de
mamiferos; (iv) interage apenas com receptores para Fc de galinha. Os anticorpos IgY
sdo utilizados em estudos da relacao patégeno versus hospedeiro, protedmica e biologia
de agentes infecciosos. Toxoplasma gondii € um parasito amplamente distribuido e com
grande numero de hospedeiros, incluindo o homem, e pode ocasionar lesdes em fetos
humanos e de animais domésticos. A relacdo T. gondii versus hospedeiros, o papel dos
antigenos do parasito nos processos de infeccdo e manutencdo do parasitismo
intracelular, podem ser investigados pela incubagdo do parasito com anticorpos
especificos obtidos de mamiferos. Os anticorpos de mamiferos sdo obtidos em
concentragdes limitadas e por meio de procedimentos dolorosos. Neste estudo, galinhas
foram imunizadas com antigenos soltveis de T. gondii da cepa RH. Foram extraidos,
em média, 4 mg de IgY/ mL de gema de ovo. Detectaram-se anticorpos IgY anti-STAg
de alta avidez apds o segundo booster, também reconheceram alvos antigénicos de
distintos pesos moleculares. Os anticorpos IgY anti-STAg detectaram o parasito
intracelular em cultivos de células HeLa e também em cortes histoldgicos de tecido
fixado. Diferente dos anticorpos IgG de camundongos, nos ensaios Western blot 1D e
2D, os anticorpos IgY reconheceram proteinas antigénicas de pesos moleculares e
pontos isoelétricos distintos, respectivamente. Em ensaio de proliferacdo do parasito,
observou-se que a incubacdo dos taquizoitos de T. gondii com os anticorpos IgY
especificos reduziu parcialmente o parasitismo intracelular. Concluiu-se que anticorpos
IgY policlonais sdo ferramentas eficazes para estudos da biologia de T. gondii e podem
auxiliar na pesquisa de alvos antigénicos para utilizacdo em diagnostico e producédo de
vacinas.



ABSTRACT

Specific polyclonal antibodies obtained from egg yolk of the immunized chicken
are named immunoglobulin Y (IgY). Although functionally related to mammal
immunoglobulin G (1gG), IgY presents advantages, as follows: (i) elevated purified
amounts of antibodies from one egg; (ii) the reduced of immunized animal number (iii)
no interference with rheumatoid factor or mammal Complement proteins; (iv) binds
only to chicken specific Fc fragment receptor. Polyclonal 1gY antibodies could be
employed as a primary or secondary reagent to investigate pathogen and host
relationship, proteomic studies or infectious microorganisms biology. Toxoplasma
gondii is a worldwide intracellular parasite which infects warm-blood hosts, including
human. Toxoplasmosis causes fetal disorders in human and domestic animals.
Tachyzoites and bradyzoites of T. gondii are stages related to host cell parasitism and
also toxoplasmosis pathogeny. The specific 1gG antibodies of mice are used to
investigate virulence factors associated to T. gondii and evaluate mechanisms correlated
to host immune response modulation by parasite antigens. However reduced amounts of
specific IgG antibodies are obtained from a bled animal. Chickens and mice could have
distinct antigenic proteins recognition profile even though using identical immunization
protocols, probably this a consequence of phylogenetic distance between these two
species. Specific polyclonal 1gY were obtained from T. gondii soluble total antigens
(STAg) immunized chickens at average of 4 mg/mL of pure yolk by a low cost and easy
method. High avidity anti-STAg polyclonal IgY recognized distinct weight molecular
antigenic proteins at second booster, and these antibodies were applied in standardized
immunoassays with T. gondii. First, tissue cysts, parasitophorus vacuoles and also
extracellular tachyzoites were detected in sections of chronically infected mice brain by
a lgY-immunohistochemistry assay, complementally tachyzoites also were identified in
a monolayer of infected HelLa cells by a IgY-immunocytochemistry assay, both
methods used a anti-lIgY FITC-conjugate secondary antibody. Additionally, STAg
proteins two-dimensionally resolved were proved against T. gondii purified specific IgY
and mice antiserum by a Western blot assay, the results demonstrated that egg yolk
chicken antibodies identified acid antigens better than mice antisera. Finally, incubation
of T. gondii tachyzoites with polyclonal anti-STAg IgY reduced intracellular parasitism
in HeLa cells culture. In conclusion, polyclonal anti-STAg IgY antibodies present
efficacy for application in immunoassays which investigate antigenic proteins
candidates to diagnostic or vaccines and T. gondii biology.
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1. Referencial tedrico

Atualmente, os ovos de galinhas podem ser utilizados mais do que somente
como fontes importantes de diversos nutrientes na dieta de animais e humanos, mas
também como importantes reservatorios de anticorpos policlonais especificos
(KOVACS-NOLAN; MINE, 2012). Desde 1893, quando Klemperer descreveu a
existéncia de proteinas com atividades neutralizantes na gema de ovos de galinhas
previamente imunizadas, varios artigos cientificos foram publicados descrevendo as
funcBes bioldgicas destes anticorpos, denominados imunoglobulinas Y (IgY, Y = yolk,
gema em inglés) (ERHARD; SCHADE, 2001).

As galinhas séo consideradas "pequenas fabricas" de producao de anticorpos IgY
(XU et al., 2011). Existem linhagens de galinhas poedeiras com penas de cor vermelha
ou branca, as quais produzem ovos da casca de vermelha e branca, respectivamente. Os
0Vvos brancos sdo maiores e apresentam mais volume de gema que os ovos vermelhos,
entretanto a quantidade de IgY total e especifica/mL de gema é a mesma entre as
linhagens (LI et al., 1998). Em geral, a gema dos ovos transporta quantidades elevadas
de anticorpos IgY. Estima-se que a porcentagem de anticorpos especificos pode variar
entre 1% e 10% do total encontrado na gema (PAULY et al., 2009). Durante um
periodo de 12 meses de postura, uma galinha produz em média 300 ovos. Desse total de
ovos é possivel extrair aproximadamente 40g de IgY policlonal total. Para se obter a
mesma quantidade de IgG, utilizando coelhos, sdo necessarios quatro animais (HATTA
etal., 1993; XU et al., 2011).

Funcionalmente, os anticorpos IgY séo equivalentes a 1gG de mamiferos. As
galinhas também produzem anticorpos das classes IgM e IgA, ambas presentes na clara
do ovo. Com o intuito de conferir protecdo materna ao descendente, os anticorpos IgY
circulantes no sangue da galinha, ao passarem pelo ovario, sdo transportados ativamente
atraveés do epitelio do foliculo ovariano para a gema, em quantidades proporcionais as
detectadas no soro da galinha, alcangando valores médios entre 20-25 mg/mL de gema
pura (DAVISON; MAGOR; KASPERS, 2008). Diferentemente, os anticorpos IgM e
IgA sdo detectados na clara do ovo, em concentragdes médias de 0,15 e 0,7 mg/mL,
respectivamente (DAVISON; MAGOR; KASPERS, 2008).

O estudo inicial, conduzido por HASSL, ASPOCK e FLAMM (1987), utilizando

IgY policlonal anti-T. gondii, priorizam a descricdo de uma metodologia para obtengéo
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de anticorpos em larga escala. Os anticorpos IgY policlonais, quando aplicados em
técnicas de imunodiagnostico, em modelos mamiferos, evitam a ocorréncia de
resultados falso-positivos (LARSON et al. 1992; BEHN et al., 1996). Também ¢
possivel aplicar os anticorpos IgY em estudos de proteémica, pois devido a distancia
filogenética entre galinhas e mamiferos podem ocorrer diferencas nos perfis de
reconhecimento de alvos antigénicos entre as duas espécies, mesmo que 0S animais
sejam submetidos ao mesmo protocolo de imunizacdo (SCHADE et al., 2005). Estudos
utilizando anticorpos IgY em procedimentos de imunizacgdo passiva, tém demonstrado
resultados promissores (NOLAN-KOVACS; MINE, 2012).

1.1. Aspectos gerais do sistema imunoldgico das galinhas

O sistema imunoldgico das galinhas apresenta semelhancas com o sistema imunolégico
dos mamiferos. As galinhas possuem populacbes de linfocitos T e B, os quais
participam na resposta imunologica adaptativa (TIZARD, 2009). Os linfocitos B e seus
complementares, os plasmaocitos, sdo as células secretoras especializadas na producgéo
de anticorpos (DIAS da SILVA; TAMBOURGI, 2010), e apresentam-se associadas aos
6rgéos linfoides dos animais (OLAH; VERVELDE, 2008).

1.1.1. Estrutura do sistema imunoldgico

1.1.1.1. Timo

O timo é um 6rgdo linféide primério, cuja funcdo € a selecdo dos linfocitos T.
Topograficamente o timo das aves se localiza na regiéo cervical, paralelo ao nervo vago
e a veia jugular, composto por sete a oito I6bulos separados, que se estendem desde a
terceira vértebra cervical até a entrada da caixa toracica. Histologicamente, os lobulos
timicos sdo formados por trés regibes, o cortex que é densamente povoado por
timdcitos; a regido cortico-medular que contém células dendriticas, as quais expressam
moléculas do Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC) de classe Il e tem
funcdo na selecdo negativa dos linfécitos T; e a medula, na qual se encontram o0s

corpusculos de Hassall cuja funcéo acredita-se estar associada a producdo de proteinas
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bioativas, as quais ativam as células dendriticas mieldides para a inducdo de células T
regulatérias. O tecido timico da galinha sofre involucéo fisioldgica a partir do terceiro
més de vida da ave (OLAH; VELVERDE, 2008).

1.1.1.2. Bursa de Fabricius

Anatomicamente, a bursa de Fabricius das galinhas tem o formato arredondado e
fica posicionada dorsalmente a cloaca. Semelhante ao timo, este também é um 6rgéo
linféide primério que atinge seu tamanho maximo em torno de oito a 10 semanas de
idade, e que passa por involucéo fisioldgica a partir do terceiro més de vida (OLAH;
VELVERDE, 2008; TIZARD, 2009). Internamente, a superficie da bursa de Fabricius é
composta por 15 a 20 dobras longitudinais e pequenos ductos que mantém a
comunicacdo entre a luz do 6rgao e reto da ave. Histologicamente, estas dobras luminais
sdo compostas por 8.000 a 12.000 foliculos, os quais sdo formados por cértex, medula e
borda cortico-medular e epitélio associado ao epitélio (SCOTT, 2004).
Aproximadamente 98% dos linfdcitos da bursa séo células B, as quais proliferam no
cortex e na medula. Apds 8-10 semanas de idade o numero de linfécitos decresce no
interior da medula, demonstrando a ocorréncia da involugdo do tecido linfoide (OLAH;
VELVERDE, 2008).

1.1.1.3. Bacgo

O baco das galinhas é um 6rgédo linféide arredondado ou oval, posicionado a
esquerda do pro-ventriculo. O desenvolvimento esplénico ocorre apds a nascimento,
seguindo a exposicdo aos antigenos. O baco é um 6rgdo linfoide secundario, que ocupa
papel importante no sistema imunologico das galinhas, visto que nao ha linfonodos nas
aves. Histologicamente, a estrutura basica esplénica da galinha apresenta polpa
vermelha e polpa branca, constituidas predominantemente por eritrocitos e linfocitos,
respectivamente. O baco, outro o6rgdo linféide dos vertebrados, fornece um
microambiente para a interagdo das células linféides com as ndo-linféides (por exemplo,
macrofagos e celulas dendriticas), tambem faz a concentracdo de antigenos que
circulam pelo sangue (OLAH; VELVERDE, 2008).

A Bursa de Fabricius, 6rgdo linféide exclusivo das aves, desempenha func¢Ges

essenciais no desenvolvimento dos linfdcitos B, os seus homdlogos nos mamiferos sao a
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medula Ossea e as placas de Peyer (TIZARD, 2009). A participacdo esplénica na
resposta imune humoral tem maior importancia em galinhas do que em mamiferos, pois
os galiformes carecem de tecido linféide organizado em linfonodos e possuem uma
pobre rede de vasos linfaticos. Nesse contexto, para compensar a auséncia de
linfonodos, as galinhas desenvolveram uma extensa rede de tecido linféide associado as
mucosas, por exemplo, Glandula de Harderian na mucosa ocular, tonsilas esofagicas e
diverticulo de Meckel no intestino delgado (OLAH; VELVERDE, 2008).

1.1.2. Classes e estrutura das Imunoglobulinas das galinhas

As imunoglobulinas (1g) sdo glicoproteinas com funcdo de anticorpo, produzidas
em resposta a exposi¢ao aos antigenos, as quais sao detectadas no sangue, linfa e tecidos
vascularizados de todos os gnatostomados e sdo 0os mediadores da imunidade humoral
(DAVISON; MAGOR; KASPERS, 2008; ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2010), além
disso sdo heterodimeros e apresentam em sua estrutura basica duas cadeias leves e duas
cadeias pesadas idénticas (ABBAS; LICHTAMN; PILLALI, 2010; KINDT; GOLDSBY;
OSBORNE, 2007). Nos mamiferos sdo descritas cinco classes de anticorpos, nomeadas
de acordo com sua cadeia pesada (CP), séo elas as imunoglobulinas M (IgM)/CP mi (l);
IgG/CP gama (y); IgA/CP alfa (a); IgE/ CP epson (¢) e IgD/CP delta (5), enquanto nas
galinhas existem trés classes IgM/CPp; IgA/CPa e Imunoglobulinas Y (IgY)/CP upsilon
(v) (DAVISON; MAGOR; KASPERS, 2008). IgM e IgA dos galiniceos sdo
estruturalmente e funcionalmente homologas aos seus pares mamiferos (ROSE, 1974).
Os anticorpos IgM das galinhas circulam no sangue em uma mistura de heterodimeros
pentaméricos ou tetraméricos. Estas glicoproteinas das galinhas, semelhante as
encontradas nos mamiferos, predominam na resposta imune de primeiro contato com o
antigeno. A IgA das galinhas é encontrada nas secre¢des corporais, principalmente na
bile, na forma de trimeros ou tetrameros (DAVISON; MAGOR; KASPERS, 2008).

Os anticorpos IgY, a despeito de sua semelhangca funcional com a IgG,
apresentam diferengas na estrutura e caracteristicas fisico-quimicas. IgY séo
monodmeros de peso molecular (PM) aproximado de 180 kilodaltons (kDa), um pouco
maiores que IgG as quais apresentam PM em torno de 150 kDa. A cadeia pesada
upsilon (CPv) possui um dominio variavel e quatro dominios constantes (DCv1; DCv2;

DCv3 ¢ DCv4), enquanto a cadeia pesada gama (CPy) é composta por trés dominios
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constantes (DCyl; DCy2 e DCy3) (KOVACS-NOLAN; MINE, 2012). A estrutura do
fragmento ligante de antigeno (Fab) da IgY, semelhante ao IgG, possui uma cadeia leve
completa com seu dominio varidvel e o dominio pesado, associados aos dominios
variavel e o DCvl da cadeia pesada, enquanto o fragmento cristalizavel (Fc) da IgY é
composto pelos trés dominios constantes restantes na cadeia pesada (DCPv2, DCPv3 ¢
DCPv4) (SCHADE, 2005). A anélise das sequéncias génicas dos dominios constantes
de IgG e IgY, demonstrou que DCy2 e DCy3 sdo intimamente relacionados com DCv3
e DCv4, respectivamente, ¢ que provavelmente o DCv2, durante a evolucdo das
espécies, tenha sido condensado e formado a regido flexivel da molécula de IgG,
denominada de dobradica (WARR; MAGOR; HIGGINS, 1995). Outra diferenga esta no
ponto isoelétrico dos anticorpos IgY, o qual se situa na faixa de pH entre 5,7 a 7,6,
sendo menor que o apresentado pelos anticorpos 1gG que é de 6,1 a 8,5 (HATTA et al,
1993; KOVACS-NOLAN; MINE, 2012).

Anélises comparativas sobre a estabilidade de IgY demonstraram que o0s
anticorpos de galinha sdo mais sensiveis a exposicdo a extremos de pH (pH = 3,0),
sofrendo perdas na reatividade, por outro lado quando submetidos a condicdes de
pasteurizacdo (3,5 minutos, 60°C) nao ocorreram reduc@es significativas na reatividade
dos anticorpos (SHIMIZU et al., 1992; HATTA et al., 1993).

1.1.3. Geracdao do repertdrio de anticorpos IgY

A habilidade das imunoglobulinas de um animal para se ligarem especificamente
a um grande nimero de antigenos é denominado diversidade (LITMAN et al, 1993). O
conjunto de imunoglobulinas com diferentes especificidades é chamado de repertério
(ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2010). Nos mamiferos a diversidade das
imunoglobulinas € gerada principalmente por meio de selecdo aleatdria dos genes que
codificam os dominios variaveis de cadeia leve e de cadeia pesada, em um processo
denominado rearranjo génico e, adicionalmente, também pela insercdo de nucleotideos
no segmento variavel rearranjado, caracterizando a hipermutagdo soméatica (MURPHY;
TRAVERS; WALPORT, 2008; RATCLIFFE, 2008; TIZARD, 2009). As galinhas
possuem menos genes do que os mamiferos para codificar os dominios variaveis dos
fragmentos Fab dos anticorpos IgY, nesse contexto, estas aves desenvolveram seu
repertério de reconhecimento de antigenos através de rearranjo génico, seguido pela
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conversdo génica, na qual acontece a permutacdo de blocos de nucleotideos, a partir de
pseudogenes (McCORMACK; TIOELKER; THOMPSON, 1991; RATCLIFFE, 2008).

1.1.4. Transferéncia de anticorpos IgY maternos para a gema do ovo

A transferéncia de anticorpos maternos ajuda na protecdo do descendente até que
a resposta imune adaptativa se torne completamente eficaz e nas galinhas esse
fendmeno ocorre pela passagem de anticorpos maternos séricos para o ovo (DAVISON;
MAGOR; KASPERS, 2008). A resposta imunologica primaria nas galinhas é
caracterizada pelo predominio de anticorpos IgM, e a secundaria por IgY (SHARMA,
1999). Nesse contexto os anticorpos IgY, que aparecem em maior quantidade no
sangue, sdo transferidos para o foliculo ovariano em formacdo, por meio de receptores
especificos, em concentracdes proporcionais as circulantes, enquanto IgM e IgA séo
secretadas na clara do ovo (KOWALCZYK et al., 1985, WEST; HERR;
BJORKMMAN, 2004; SCHADE, 2005).

O ovario direito das galinhas regride durante a embriogénese, dessa forma a
geracdo de foliculos ovarianos acontece apenas no ovario esquerdo, sendo que um
ovocito maduro pode atingir ao final de seu desenvolvimento, em um periodo estimado
de sete dias, um didmetro aproximado de 30 mm, que é o resultado do acumulo de gema
(SCHNEIDER et al.,, 1998). Em virtude do tempo requerido para a ovogénese 0S
anticorpos IgY especificos sdo detectados na gema com um atraso médio de cinco a seis
dias, em relacdo a sua deteccdo sérica (SCHADE, 2005; DAVISON; MAGOR;
KASPERS, 2008). A quantidade de IgY/mL de gema independe do tamanho do ovo,
em média a concentracdo total de anticorpos pode variar de 100 a 200mg/ovo,
entretanto podem ocorrer varia¢des individuais em funcdo da genética da galinha, além
disso a transferéncia de anticorpos IgY maternos obedece um ritmo bioldgico de
aproximadamente sete dias (SCHADE, 2005) .
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1.2. Producdo de anticorpos IgY policlonais especificos

Os anticorpos IgY apresentam algumas vantagens sobre os anticorpos 1gG, entre
elas, ndo interagem com receptores para fragmento Fc e nem com proteinas do sistema
Complemento de mamiferos (LARSSON et al., 1992), ndo sofrem interferéncia do fator
reumatoide, e ndo se ligam a proteina A de Staphylococcus aureus e nem a proteina G
de Streptococsus spp., dessa forma a utilizacdo de anticorpos IgY pode evitar a
ocorréncia dos resultados falso-positivos durante a execucdo de imunoensaios em
sistemas utilizando anticorpos de mamiferos (ERHARD; SCHADE, 2001,
KARLSSON; KOLLBERG; LARSSON, 2004).

A metodologia para purificacdo de anticorpos IgY policlonais da gema do ovo de
galinhas imunizadas, apresenta vantagens interessantes: (i) devido a grande massa de
imunoglobulinas obtida, é possivel reduzir o nimero de animais utilizados; (ii) elimina-
se a necessidade de sangria da galinha, evitando o desconforto neste procedimento; (iii)
0s anticorpos IgY podem ser empregados em diversos imunoensaios (DIAS da SILVA;
TAMBOURGI, 2010). O rendimento e a pureza dos IgY séo influenciados pela
remocdo adequada dos lipideos da gema (HATTA; KIM; YAMAMOTO, 1990;
STAAK et al.,, 2001) que pode ser feita por meio da diluicdo da gema em &gua
deionizada, com pH ajustado para 5,0 a 5,2 (AKITA; NAKAI, 1993), que além de
remover 0s contaminantes e conservar as funcdes dos anticorpos extraidos, demonstra
ser um protocolo de baixo custo e que ndo exige equipamentos sofisticados para sua
conducdo. Depois de extraida a fracdo hidrossoltvel da gema, a etapa seguinte consiste
na purificacdo das 1gY, o que normalmente é feito através de métodos que séo divididos
em dois grupos principais: (i) precipitacdo dos anticorpos, por exemplo, com sulfato de
sodio; ou (ii) por cromatografia, por exemplo, através de gel filtracdo por excluséo de
peso molecular, sendo que a pureza dos anticorpos pode ser incrementada pela
combinacdo entre os dois métodos (SCHADE, 2005). A delipidizacdo e purificacdo a
partir da fracdo sollvel em &gua séo etapas necessarias quando se pretende utilizar os
anticorpos 1gY em técnicas imunoldgicas (HASSL; ASPOCK; FLAMM, 1987;
PARMA etal., 2011; CAl et al., 2012).
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1.2.1. Caracteristicas dos antigenos e sua aplicacao

A imunizac¢do de galinhas utilizando antigenos proteicos, normalmente resulta em
boa producdo de anticorpos (SCHWARZKOPF et al., 2001; ALESSANDRO et al.,
2009; NERI et al., 2011), proteinas recombinantes também sdo utilizadas em protocolos
de inducdo de IgY especifica (MULVEY et al., 2011). Os haptenos (DECKERS et al.,
2009), desde que acoplados a moléculas proteicas carreadoras, sdo empregados na
imunizacdo de galinhas, assim como as preparacfes contendo DNA sao utilizadas como
imundgenos (NIKBAKHT BRUJENI; JALALI; KOOHI, 2011). Outras possibilidades
para a imunizacdo de galinhas sdo a incorporacdo dos antigenos em lipossomos
(YAGUSHI et al., 2009) e também a vacinagdo com plasmideos construidos com um ou
mais genes do imundgeno especifico (DING et al., 2011).

A hiperimunizacdo de galinhas é a maneira adequada para induzir elevados titulos
de anticorpos IgY policlonais séricos, as quais sdo transportados para o foliculo
ovariano durante a ovogenése (SCHADE, 2005). Semelhantemente a resposta humoral
dos mamiferos, os linfocitos B das galinhas, ap6s o primeiro contato com os antigenos,
iniciam com a sintese de anticorpos IgM, ap0ds a troca de classes surgem as IgY, que
predominam na resposta imune secundaria (PEl; COLLISSON, 2005; DAVISON;
MAGOR; KASPERS, 2008).

SCHADE et al. (1996) reportaram 0s principios para a imunizacdo experimental
de galinhas, dicutidos durante o 21° workshop da European Centre for the Validation of
Alternative Methods (ECVAM). A imunizagdo de galinhas pode ser feita pela via
intramuscular (1.M.) no masculo peitoral (PARMA et al., 2011) ou subcutanea (S.C.)
(ZHANG et al., 2011) na regido dorsal do pescoco (QU et al., 2011), além de vias
mucosas (YAGUCHI et al., 2009). Considerando o volume total do inoculo, o qual
influencia a reacéo tecidual pos-aplicacéo, e preferivel trabalhar com volumes entre 0,5
e 1,0 mL (ZHANG et al., 2011"), divididos em pelo menos dois locais distintos de
aplicacdo (WEN et al., 2012). A concentracdo de antigenos, por inoculacdo, possui uma
ampla faixa de valores, variando de 10ug a 1 mg (ZHANG et al., 2011; PARMA et al.,
2011; QU et al., 2011). O nuamero de aplicagcdes depende da imunogenicidade e da
concentracdo do antigeno, também do adjuvante utilizado, normalmente é feita a
imunizacdo primaria seguido de no minimo um booster, caso os titulos de anticorpos
especificos apresentem queda significativa um novo reforco de imunizagdo devera ser
executado (SCHADE et al., 1996; WEN et al., 2012). O intervalo das imunizagdes pode
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variar entre duas (PARMA et al., 2011) e seis semanas (QU et al., 2011), e as galinhas
imunizadas podem ser utilizadas por longos periodos (SCHADE et al., 1996; PAULY et
al., 2009). Apds a coleta dos ovos, as gemas separadas da clara, podem ser congeladas
para posterior extracdo de anticorpos (PARMA et al., 2011).

Normalmente, as imuniza¢cdes com adjuvante de Freund, quando realizadas em
galinhas naive, induzem forte resposta primaria, sendo que a memoria imunoldgica
pode ser reestimulada por meio da aplicacdo de refor¢os de imunizacdo e também
elevado indice de avidez, sendo que na imunizacdo primaria emprega-se o adjuvante
completo (ACF) que é composto por uma solucdo oleosa de parafina acrescida de
micobactérias inativadas, enquanto na secundéria utiliza-se o incompleto (AIF)
(SHARMA, 1999; SCHWARZKOPF et al., 2001; QU et al., 2011; PARMA et al.,
2011; WEN et al., 2012). O uso de ACF pode produzir efeitos adversos inflamatorios no
local da aplicacdo, entretanto as galinhas sdo mais resistentes a estes efeitos do que os
mamiferos (SCHADE et al, 2005).

1.2.2. Purificacdo e caracterizacdo dos anticorpos

Todo processo de purificacdo de anticorpos IgY se inicia com a separacdo da
gema e da clara do ovo (AMARAL et al., 2002), em seguida faz-se a remocao da fracédo
lipidica (delipidizacdo), e se obtém uma fracdo sollvel em agua rica em anticorpos IgY
totais (STAAK et al., 2001, AMARAL et al., 2002; PARMA et al., 2011). A escolha do
método mais adequado para a extracdo de anticorpos IgY depende da massa de
anticorpos que se pretende purificar; pelo custo do processo e também pela facilidade de
execucgdo do processo (SCHADE, et al., 2005). A precipitacdo dos anticorpos IgY pode
ser realizada com sulfato de amonio ou de sodio, ou através de gel filtracdo de exclusédo
de peso molecular com (HASSL; ASPOCK; FLAMM, 1987; AKITA; NAKAI, 1993;
MA; ZHANG, 2010; HERNANDEZ-CAMPOS et al., 2010; PARMA et al., 2011; SUI;
CAO; LIN, 2011; WEN et al., 2012). A pureza dos anticorpos e sua caracterizacao
podem ser feitas através de eletroforese em gel de poliacrilamida e técnicas
imunoenzimaticas, respectivamente (MA; ZAHNG, 2010; de PAULA et al., 2011).
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1.2.3. Aplicacdes dos anticorpos policlonais

Os anticorpos IgY policlonais especificos podem ser utilizados como anticorpos
primarios ou secundarios em varios protocolos (BEHN et al., 2001; TINI et al., 2002).;
acoplados a esferas imunomagnéticas para deteccdo de antigenos soltveis (LEI et al.,
2012); para deteccédo de alvos antigénicos em células em ensaios de citometria de fluxo
ou reconhecimento de antigenos em tecidos fixados (DIAZ et al., 2009; LEU et al.,
2010); reconhecimento de antigenos imobilizados em membranas de nitrocelulose por
meio de Western blot (BRUJENI; GHARIBI, 2012); em ensaios reconhecimento de
antigenos tumorais (PAN et al, 2010); em estudos de proteinas antigénicas em alérgenos
(CHASSAIGNE et al., 2009) e agentes microbianos (ZHEN et al., 2008;
CHALGHOUNI et al., 2008; SHIN et al., 2009). Estudos mostram o efeito protetor da
administracdo de IgY frente infeccdes virais do trato gastrintestinal (HORIE et al,
2004).

Anticorpos 1gY policlonais especificos ja foram aplicados em estudos de
antigenicidade envolvendo parasitos do Filo Apicomplexa, entre eles Eimeria spp
(CONSTANTINOIU et al.,, 2008); Plasmodium falciparum (QU et al., 2011) e
Cryptosporidium parvum (KOBAYASHI et al.,, 2004). T. gondii é um parasito
intracelular, também do Filo Apicomplexa, sendo os taquizoitos as principais formas
evolutivas causadoras de patologias nos hospedeiros, e por isso 0s estudos que ajudem a
esclarecer o papel dos antigenos sollveis de taquizoitos (STAg) na patogenia da

toxoplasmose séo relevantes (MA et al., 2009).

1.3. Toxoplasma gondii

1.3.1. Histérico e diversidade

T. gondii é um protozodrio parasita intracelular que foi primeiro descrito em 1908
por Nicolle e Manceaux enquanto trabalhavam no Norte de Africa e também por
Splendore no Brasil, a designacéo da espécie foi originada a partir do nome do roedor
Norte Africano chamado Ctenodactylus gondi, a partir do qual o parasito foi isolado e
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nome do género é derivado da palavra Grega toxon, em portugués arco, fazendo
referéncia a morfologia levemente curva do organismo (BLACK; BOOTHROYD,
2000). T. gondii € um parasito ubiquo cuja eficiéncia no parasitismo se deve a sua
grande variedade de hospedeiros, altas taxas de infeccdo e co-existéncia geralmente
benigna com os animais parasitados (CARRUTHERS, 2002), este microrganismo
parasita pertence ao Filo Apicomplexa, do qual também fazem parte Plasmodim spp.
(THAM; HEALER; COWMAN, 2012), Eimeria spp. (McDONALD; HIRLEY, 2009) e
Cryptosporidium spp (KARANIS; ALDEYARBI, 2011),

Estudos para avaliar a diversidade genética de T. gondii concluiram que a maioria
das cepas avaliadas na América do Norte e na Europa, compreende trés linhagens
clonais distintas (tipo I: RH e GT-1; II: ME-49 e Ill: CEP e VEG), as quais se
distinguem entre si por pequenas diferencas em seus genes, de forma adicional novas
linhagens tem sido descritas na América do Sul e Africa (SAEIJ; BOYLE;
BOOTHROYD, 2005). Estudos realizados no Brasil apontam para a existéncia de
quatro gendtipos mais prevalentes, nomeados tipo BRI, BRII, BRIII e BRIV com 16,
12, nove e sete isolados do parasito, respectivamente. Quando a viruléncia dos
gendtipos foi avaliada em camundongos verificou-se que BRI é altamente virulenta,
BRIII foi avirulenta e BRIl e BRIV apresentaram-se moderadamente patogénicas
(PENA et al., 2008). Em pesquisa feita com 151 isolados obtidos de galinhas
brasileiras, constatou-se que a linhagem clonal do tipo | é rara e a tipo Il é ausente,
contrastando com o perfil de alta prevaléncia de ambas, observado na América do Norte
e Europa, complementarmente a detec¢éo dos tipos BRI, BRII, BRIII, BRIV e de cepas
do gendtipo #21 a partir de isolados de varios estados, demonstraram a ampla disperséo
destas linhagens entre as galinhas, também a alta propor¢do de genotipos com isolado
unico denota elevada diversidade entre as cepas de T. gondii que foram estudadas
(DUBEY et al., 2008).

1.3.2. Biologia de T. gondii

A infecgdo com T. gondii é uma das mais comuns infec¢Oes parasitarias nos

animais de sangue quente, incluindo o homem, estima-se que a terca parte da populagéo

humana mundial seja infectada com o protozoéario (DUBEY, 2004).
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1.3.2.1. Estégios infectantes

T. gondii apresenta trés estagios infectantes: os taquizoitos, os bradizoitos
detectados em cistos teciduais e 0s esporozoitos nos oocistos (DUBEY; LINDSAY,
SPEER, 1998), todos eles sdo haploides e se dividem assexuadamente (SIBLEY et al.,
2009).

1.3.2.1.1. Taquizoitos

O termo taquizoitos vem do Grego tachos que quer dizer rapido, e descreve o
estdgio que multiplica rapidamente em qualquer célula nucleada do hospedeiro.
Agregados de numerosos taquizoitos sdo chamados de clones, colbnias terminais ou
grupos (DUBEY; LINDSAY; SPEER, 1998). Normalmente essas formas infectantes de
T. gondii apresentam-se no formato de células curvadas, de aproximadamente dois pm
de largura por seis um de comprimento, com a extremidade anterior afilada e a posterior
dilatada. Ultraestruturalmente, os taquizoitos consistem de vérias organelas (Figura 1)
incluindo, anéis apicais, anéis polares, condide, roptrias, micronemas, microporos,
mitocondrias, membrana externa (pelicula), microtibulos subpeliculares, reticulo
endoplasmatico liso e rugoso, complexo de Golgi, ribossomos, microporos, nucleo,
grénulos densos, granulos de amilopectina e apicoplasto (DUBEY; LINDSAY; SPEER,
1998; BLACK; BOOTHRQOYD, 2000).

Estas formas infectantes de T. gondii replicam no citoplasmas da célula
hospedeira, completando uma geragdo a cada seis ou oito horas (in vitro), ap6s alguns
ciclos de replicacao eles deixam o citoplasma, para em seguida invadirem novas células
da vizinhanga (BLACK; BOOTHROYD, 2000). Os taquizoitos se multiplicam
assexuadamente por endodiogenia, uma forma especializada de reproducdo em que duas
progénies sdo formadas no interior da célula-mde consumindo-a (MOURA;
AMENDOEIRAS; BARBOSA, 2009). Durante a multiplicacdo de taquizoitos, grupos
de parasitos podem formar rosetas devido ao sincronismo da divisdo (SIBLEY et al.,
2009).

Os taquizoitos de T. gondii apresentam na superficie externa de sua membrana

citoplasmatica, familias de proteinas ligadas a glicosilfosfatidilinositol (GPI). Esses
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componentes sdo considerados como fatores de viruléncia, pois participam no processo
de adesdo e invasdo da célula hospedeira, modulagdo da resposta imune do hospedeiro e
sobrevivéncia do parasito nos tecidos infectados (JUN; LEE; GRIG, 2004). Entre elas
existem a Surface Antigen 1 e 2 (SAG1 e SAG2) com peso aparente de 30 kDa e 22
kDa, respectivamente (BOOTHROYD, 1998). SAG1 ¢ o protétipo das SAG1-related
superfamily (SRS) um grupo de proteinas denominadas P30, as quais apresentam pesos
moleculares entre 24 kDa e 32 kDa (KASPER, 1989; HE et al., 2002). No grupo P30
ainda se encontram as proteinas SAG3 (P43; 41,8kDa), SRS1 (44,2 kDa) e SRS2 (39,5
kDa) (BOOTHROYD et al.,, 1998). Também é descrita a familia SAG2, cujo
componente mais relevante ¢ SAG2A ou também conhecida como p22 (JUNG; LEE;
GRIGG, 2004).

Os antigenos p30 e p22 sdo altamente imunogénicos, sendo consideradas
imunodominantes durante a infeccdo aguda por T. gondii e para 0s quais 0 sistema
imune do hospedeiro é primariamente direcionado, no intuito de neutralizar a viruléncia
do parasito (BELA et al., 2008; JUNG; LEE; GRUGG, 2004; HE et al., 2002; MINEO
et al., 1993). Os alvos antigénicos de T. gondii, p30 e p22, sdo reconhecidos por
anticorpos policlonais séricos anti-T.gondii, obtidos de humanos e camundongos, e sdo
normalmente reconhecidas em ensaios de Western blot, principalmente as p30
(KASPER; CURRIE; BRADLEY, 1985; KASPER, 1989; BELA et al., 2008;
SANTANA et al., 2012).

O uso de taquizoitos de T. gondii, in vitro ou in vivo, é essencial para diferentes
procedimentos tais como modelos experimentais, estudo genéticos e producdo de
antigenos solGveis (STAg) (HASSL; ASPOCK; FLAMM, 1987; da COSTA-SILVA et
al, 2012). Os taquizoitos intracelulares, sob estimulos da resposta imunoldgica do
hospedeiro, podem se converter em formas quiescentes denominadas bradizoitos
(SULLIVAN; JEFFERS, 2012).

1.3.2.1.2. Bradizoitos

O termo bradizoito, do Grego brady, em Portugés "lento”, descreve 0s organismos
que se multiplicam lentamente, por endodiogenia, no interior de cistos teciduais
intracelulares e apresentam dimensfes médias de 7 um de comprimento por 1,5 um de
largura (DUBEY; LINDSAY; SPEER, 1998). Ultraestruturalmente, as formas de



29

bradizoitos sdo muito semelhantes aos taquizoitos (Figura 1), porém diferem nos
seguintes aspectos: o0 nucleo do bradizoito tem localizacdo posterior, suas micronemas
s80 em maior numero, os granulos densos aparecem em menor quantidade, possui
granulos de amilopectina mais numerosos e maiores. Biologicamente a caracteristica
mais marcante dos bradizoitos é a cistogénese, a qual marca a fase crbnica da
toxoplasmose (BLACK; BOOTHROYD, 2000; SULLIVAN; JEFFERS, 2012). Embora
0s cistos teciduais possam se desenvolver em qualquer 6rgdo do hospedeiro, eles séo
mais prevalentes nos tecidos neuronal e muscular, incluindo o musculo cardiaco e o
esquelético (HILL; DUBEY, 2002). A parede cistica é elastica, fina (<0,5 um de
espessura), sendo composta por materiais da célula hospedeira e do parasito (BLACK;
BOOTHROYD, 2000). Os cistos teciduais apresentam variagfes em suas dimensoes,
por exemplo, os cistos cerebrais sdo esféricos, podendo alcancar em torno de 70um de
diametro, e os musculares sdo alongados e podem atingir até 100um de didmetro
(DUBEY; LINDSAY; SPEER, 1998). Nesse contexto, a descoberta de reagentes que
possam reconhecer antigenos cisticos especificos ou de bradizoitos possibilitam
conhecer os mecanismos envolvidos na sua formacdo e na conversdo de estagios do

parasito, respectivamente (ZHANG et al., 2010).
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Figura 1: Representacdo esquematica comparando a ultraestrutura de dois estagios

infectantes de T. gondii, taquizoito (esquerda) e bradizoito (direita). Fonte: DUBEY:;
LINDSAY; SPEER, 1998.

1.3.2.1.3. Esporozoitos

Os esporozoitos sdo localizados dentro de oocistos do parasito, 0s quais quando
séo eliminados nas fezes frescas do hospedeiro definitivo ndo estdo esporulados, apos
um a cinco dias no ambiente ocorre a esporulacdo e 0s oocistos se tornam infectantes,
cada um contém dois esporocistos, sendo que cada esporocisto aloja quatro esporozoitos
com dimensdes em torno de dois um de largura por oito pm de comprimento (HILL;
CHIRUKANDOTH; DUBEY, 2005).
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1.3.2.1.4. Hospedeiros, ciclo de vida e invaséo celular

Os felinos sdo os Unicos hospedeiros definitivos de T. gondii e os animais de
sangue quente, incluindo humanos e aves, séo 0s hospedeiros intermediarios (TENTER;
HECKEROTH; WEISS, 2000; DUBEY; SCHADE; ORTEGA-MORA, 2007;
GONDIM et al., 2009). Diferentemente de outros coccideos nos quais a via de
transmissdo € exclusivamente fecal-oral, T. gondii também pode ser transmitido por
carnivorismo ou pela via transplacentaria (Figura 2) (HILL; DUBEY, 2002; DUBEY;
JONES, 2008). A infeccdo fetal ou congénita, por meio de taquizoitos, pode acontecer
quando a primoinfeccdo materna ocorre durante a gestacdo (TREES; WILLIAMS,
2005). Em humanos também pode ocorrer transmissao de taquizoitos do parasito por
meio de transfusdes de sangue ou transplante de 6rgdos a partir de pacientes infectados
(DUBEY, 2004; DUBEY:; JONES, 2008). O ciclo sexuado de T. gondii se desenvolve
no intestino delgado do gato culminando com grande liberacdo de oocistos nao
esporulados nas fezes do animal, os quais contaminam a agua e o alimento e sofrem
esporulacdo no ambiente (BUXTON et al.,, 2007; DUBEY, 2006). Os oocistos
esporulados séo resistentes a digestdo pelo suco gastrico e conseguem alcancar a luz
intestinal onde liberam os esporozoitos que penetram o epitélio da mucosa intestinal e
fazem interconversao para taquizoitos (DUBEY, 2004), em seguida as formas de
multiplicacdo réapida invadem as células nucleadas do hospedeiro e estabelecem o
parasitismo intracelular (CARRUTHERS, 2002). A liberacéo sequencial dos conteidos
de micronemas, roptrias e granulos densos, é necessaria para que T. gondii obtenha
éxito na penetragdo da célula hospedeira (BLADER; SAEIJ, 2009). O processo de
invasdo celular envolve a adesdo de T. gondii a célula hospedeira por meio de moléculas
de superficie do parasito, ingresso no citoplasma e a formacao do vacuolo parasitoforo,
o0 qual através de sua membrana seletiva protege o parasito em seu interior e permite a
passagem dos nutrientes necessarios a reproducao dos taquizoitos (HUYNH; HARPER;
CARRUTHERS, 2006; VIRREIRA WINTER et al., 2011).
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contaminados .‘ .
B 1
H Hospedeiro Intermediario (HI)
F

Figura 2: Ciclo de vida de T. gondii onde sdo apresentados 0s hospedeiros do parasito:
A - definitivo e B — intermediérios; as formas infectantes: C - oocistos esporulados; D -
cistos teciduais; e E — taquizoitos; e as vias de infeccdo: F - fecal-oral;, G —

carnivorismo; e H - transplacentaria (Fonte: DUBEY, 2004).

1.3.2.1.5. Interconversao de estagio de taquizoito para bradizoito

A producéo da citocina Interferon Gama (IFN-y) produz um grande impacto sobre
a replicacdo de T. gondii durante a fase aguda da infeccdo, pois ha uma reducdo da
disponibilidade do aminoacido triptofano, o qual é necessario no desenvolvimento do
taquizoito, dessa forma ha a reducdo na replicacdo, seguida pela interconversao para o
estagio de bradizoito e formacdo do cisto tecidual. Outro fator responsavel por essa
interconversdo é o aumento na producdo de Oxido nitrico, que funciona como um
agressor contra o parasito (CARRUTHERS, 2002; FERREIRA DA SILVA et al., 2008;
SULLIVAN JR; JEFFERS, 2012; HUANG et al.,, 2012). O surgimento dos cistos
teciduais marca o inicio da fase cronica da toxoplasmose que se caracteriza por reacdes
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inflamatdrias discretas ou ausentes e deteccdo de anticorpos especificos contra T. gondii
por longos periodos de vida do hospedeiro (CARRUTHERS, 2002).

1.3.3. Epidemiologia da toxoplasmose

Surtos de toxoplasmose humana foram atribuidos ao consumo de agua
contaminada com fezes dos hospedeiros definitivos, como o ocorrido na regido de
Campos dos Goitacazes no estado do Rio de Janeiro, Brasil, onde 84% da populacao de
criancas de baixa renda foram soropositivas para T. gondii (BAHIA-OLIVEIRA et al.,
2003). No contexto da toxoplasmose congénita, ha o risco da gestante se infectar com
esporozoitos e bradizoitos, sendo que a severidade da doenca fetal dependerda do
momento gestacional em que ocorreu a infeccdo. No primeiro trimestre ha maior
ocorréncia de morte fetal e no terco final acontecem nascimentos de individuos
infectados (RORMAN et al., 2006), que no futuro poderdo apresentar déficits
neuroldgicos e/ou visuais (HILL; DUBEY, 2002; DUBEY, 2004; PFAFF et al., 2007).
Em situacBes pontuais, embora a resposta imunolégica de memdria da gestante seja
protetora contra a reinfeccdo por T. gondii, podem ocorrer infecces com cepas do
parasito, de elevada viruléncia e ainda ocasionarem a transmissdo congénita (TREES;
WILLIANS, 2005; ELBEZ-RUBINSTEIN et al., 2009).

Em animais domeésticos, geralmente as infeccdes com T. gondii ocorrem no pela
via oral no periodo pds-natal, através de carnivorismo ou pela ingestdo de oocistos
esporulados, resultando em infeccBes oligossintomaticas. Entretanto, em semelhanca a
toxoplasmose humana, a infeccdo primaria em pequenos ruminantes e suinos gestantes
podera acarretar a transmissdo congénita, com a producédo de abortos, mumificacéo fetal
ou reabsor¢do embrionaria (BUXTON et al., 2007). Em bovinos as perdas reprodutivas
causadas por infecces parasitarias sdo associadas ao protozoario Neospora caninum,
tambem do filo Apicomplexa e relacionado a T. gondii (INNES; MATTSSON, 2006;
INNES, 2007).
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1.3.4. Estudos in vitro utilizando anticorpos especificos em modelos com T.

gondii

Anticorpos 1gG especificos anti-T. gondii, sdo produzidos apos repetidas etapas de
imunizacdo dos animais, normalmente utilizando ACF e AIF. A obtencao de anticorpos
policlonais de mamiferos implica em dois momentos associados a dor: (i) a imunizagdo
e (ii) a sangria para a obtencdo do antisoro, além disso pode ocorrer a morte do animal
(SCHADE, 2005; KOVACS-NOLAN; MINE, 2012).

Os mecanismos de viruléncia utilizados por T. gondii podem ser avaliados pela
incubacdo do parasito com anticorpos especificos (WINTER et al., 2011), os quais
também sdo utilizados em estudos da modulagdo da resposta imune do hospedeiro pelo
parasito (DELLACASA-LINDBERG et al., 2011). Os anticorpos IgG anti-T. gondii,
empregados em protebmica, possibilitam identificar alvos antigénicos candidatos para
utilizacdo em vacinas ou que sejam conservados entre parasitos relacionados (ZHANG
et al., 2011; CHE et al., 2010). As investigacOes sobre a biologia do parasito, aplicando
imunoglobulinas, possibilitam compreender o comportamento de T. gondii durante os
periodos de invasdo e de parasitismo celular; determinar a eficacia de mediadas
terapéuticas; e desvendar a interagdo do parasito com o sistema imunol6gico do
hospedeiro (RISCO-CASTILLO; FERNADEZ-GARCIA; ORTEGA-MORA, 2004;
HEMPHIL; VONLAUFEN; NAGULESWARAN, 2006; AGUADO-MARTINEZ et al.,
2009; ANGELONI et al., 2009; UNNO et al., 2009; FRANCO et al., 2010).
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2. Objetivos

2.1. Geral

Avaliar a aplicabilidade de anticorpos IgY policlonais anti-STAg em

Imunoensaios in vitro com Toxoplasma gondii.

2.2. Especificos

eInduzir a producdo de anticorpos IgY policlonais em galinhas de postura,
imunizadas com antigeno solUvel de taquizoitos (STAQ).

e Purificar anticorpos IgY policlonais a partir da gema dos ovos de galinhas
imunizadas com STAg e avaliar a qualidade dos procedimentos de purificacdo.

e Caracterizar os anticorpos IgY anti-STAg quanto a especificidade, cinética de
producdo e maturacdo de avidez.

e Aplicar os anticorpos 1gY policlonais anti-STAg, purificados da gema dos ovos,
na padronizacao de trés sistemas distintos de imunoensaio utilizando o0 modelo de
T. gondii, a saber: (i) detectar formas do parasito em cultivos celulares e cortes
histoldgicos; (ii) reconhecer componentes proteicos antigénicos dos antigenos
solliveis de taquizoitos bidimensionalmente separados e (iii) avaliar o efeito

bloqueador destes anticorpos policlonais frente o desafio de invasdo celular.
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3.1. Material e métodos

3.1.1. Animais

Para a producdo dos anticorpos IgY policlonais, utilizaram-se dez galinhas de
postura, da linhagem Isa Brown, com 25 semanas de idade, gentilmente doadas pelo
Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia de Uberlandia, Triangulo Mineiro,
Campus Uberlandia (IFET-TM). As aves foram alojadas individualmente, em gaiolas de
arame suspensas e receberam agua e racdo ad libitum.

Para a producdo de anticorpos IgG policlonais, foram utilizados vinte
camundongos C57BL/6, machos e com quatro semanas de idade. Os camundongos
foram mantidos no Laboratério de Experimentacdo Animal (LEA) da Universidade
Federal de Uberlandia (UFU). Estes animais foram mantidos em caixas plasticas e
receberam agua e racdo ad libitum.

Para a manutencdo dos taquizoitas de Toxoplasma gondii, foram utilizados
camundongos Swiss machos de guatro semanas de idade. Estes animais foram mantidos
no Laboratorio de Experimentacdo Animal (LEA) da Universidade Federal de
Uberlandia (UFU). Estes animais foram mantidos em caixas plasticas e receberam agua
e racdo ad libitum.

Todos os procedimentos realizados com galinhas e camundongos foram
aprovados pela Comissdo de Etica na Utilizacdo de Animais (CEUA) da Universidade
Federal de Uberlandia (UFU) sob o nimero de registro CEUA/UFU 107/11.
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3.1.2. Grupos experimentais

3.1.2.1. Galinhas

As dez galinhas Isa Brown utilizadas neste estudo foram divididas aleatoriamente
em trés grupos experimentais, de acordo com a especificidade dos anticorpos
policlonais IgY produzidos. O grupo STAg foi formado por 4 aves, que foram
imunizadas com antigenos sollveis de taquizoitas de Toxoplasma gondii. Para estudos
comparativos de reatividade cruzada, frente aos antigenos de T. gondii, as aves do grupo
NLA, composto por 4 individuos, receberam antigenos solUveis de taquizoitas de
Neospora caninum. O grupo controle, foi constituido por 2 galinhas que néo receberam

nenhum dos antigenos dos dois parasitos.

3.1.2.2. Camundongos

Os dez camundongos C57BL/6 foram imunizados com antigenos sollveis de
taquizoitas de T. gondii. Os anticorpos produzidos, foram utilizados em estudos
comparativos sobre a cinética de producdo de anticorpos especificos e também sobre o
perfil de reconhecimento do proteinas antigénicas de T. gondii.

3.1.3. Producéo de antigenos solUveis totais de taquizoitos de Toxoplasma
gondii (STAQ)

Os antigenos solUveis de taquizoitos de T. gondii (STAQ) foram obtidos de acordo
com o protocolo descrito por SILVA et al. (2007). Os taquizoitos de T. gondii, da cepa
RH, foram mantidos por meio de inoculacGes intraperitoneais em camundongos da
linhagem Swiss (MINEO; CAMARGO; FERREIRA, 1980). Apos trés dias de infec¢éo,
foi realizado o lavado peritoneal com 4 mL de meio RPMI 1640; em seguida a
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suspensdo de parasitos foi centrifugada a 500 x g por 10 minutos a 4°C. O nimero de
parasitos/ mL de suspensdo foi acessado utilizando uma cémara hemocitométrica
(Neubauer). Em seguida, a suspensdo de taquizoitas foi ajustada para 1 x 10°
células/mL, em solucédo salina estéeril tamponada com fosfatos a 0,01M (PBS, pH 7,2).
Posteriormente, adicionou-se o inibidor de proteases (Complete, Roche, Alemanha) a
suspensdo de taquizoitas, que na sequéncia foram lisados através de dez ciclos de
congelamento (-196°C) e de descongelamento (37°C). Os debris celulares, resultantes
da lise dos parasitos, foram removidos mediante centrifugacdo a 14.000 x g 30 minutos
a 4°C. A concentracao final de proteinas, no sobrenadante, foi mensurada utilizando-se
kit de dosagem proteica, baseado no protocolo envolvendo o acido bicinconinico (BCA;
Sigma). A leitura da densidade Optica foi realizada utilizando-se comprimento de onda

igual a 590nm. Aliquotas de STAg foram conservadas a -70°C até a utilizacao.

3.1.4. Producdo de antigenos sollGveis de taquizoitos de Neospora caninum
(NLA)

Os antigenos soltveis de Neospora caninum foram obtidos conformr SILVA et
al. (2007). Os taquizoitos de N. caninum da cepa Nc-1, foram mantidos em células
HeLa, cultivadas em meio RPMI 1640, suplementado com soro fetal bovino a 3%,
inativado a 56 °C por 30 minutos. Os cultivos celulares e parasitos foram incubados a
37 °C e em atmosfera contendo CO; a 5%. Apos 3 dias de cultivo, os taquizoitas foram
recuperados mediante descolamento da monocamada de células da parede dos frascos
de cultivo. Em seguida, a suspensdo de células foi rompida, por meio de passagem
forcada utilizando seringa de 5 mL através de agulha hipodérmica (25x7), para
recuperacao dos taquizoitas. A suspensdo de células Hel a e taquizoitas, foi centrifugada
a 45 x g por um minuto a 4 °C para remocao dos debris celulares. Posteriormente, o
sobrenadante contendo os taquizoitos, foi submetido a duas etapas sucessivas de
centrifugacgdo a 720 x g por 10 minutos a 4 °C, em PBS pH 7,2. Os procedimentos para
a obtencdo dos antigenos solUveis dos taquizoitas foram idénticos ao relatado no item
3.1.2.
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3.1.5. Imunizacéo dos animais

3.1.5.1. Galinhas

A imunizacdo das galinhas para a producdo de anticorpos IgY policlonais anti-
STAg e anti-NLA seguiu o protocolo descrito por SCHWARZKOPF et al (2001).
Inicialmente, aliquotas de 250 puL de STAg ou NLA, em PBS pH 7,2, ajustadas para a
concentracdo final de 100 pg de proteinas, foram adicionados a um volume igual de
adjuvante de Freund (Sigma-Aldrich, EUA), para a producdo das emulsdes utilizadas
nos protocolos de imunizacdo das galinhas. Os esquemas de imunizacéo das galinhas do
grupo STAg (n=4) e do grupo NLA (n=4) foram executados da seguinte forma: no dia
zero, antigenos sollveis adicionados de adjuvante completo de Freund (ACF) (Sigma)
contendo micobactérias inativadas; duas semanas ap0s a imunizagdo primaria, foram
realizados dois booster, com antigenos sollveis e adjuvante incompleto de Freund (AIF)
(Sigma), com intervalo de 14 dias entre si. As galinhas do grupo controle (n=2) foram
imunizadas da mesma forma, exceto por ndo serem adicionados os antigenos soltveis
dos parasitos aos indculos utilizados. As inoculagcdes foram realizadas pela via
intramuscular, profunda, no mdsculo peitoral da galinha. O volume total do inéculo
(500 pL) foi distribuido em quatro pontos diferentes de aplicacdo. As galinhas foram
monitoradas apds as imunizagOes, para a deteccdo de processos inflamatorios locais ou
para a apresentacao de efeitos adversos sobre a quantidade de ovos produzidos.

Anticorpos anti-Eimeria spp. foram purificados a partir de um produto comercial
(Supracox, Investigacion Aplicada, Sociedad Andnima de Capital Variable, Puebla,
Mexico). Supracox é uma mistura de gemas hiperimunes liofilizadas, contendo
anticorpos IgY policlonais, produzidos em galinhas imunizadas com antigenos totais de

Eimeria acervulina; E. maxima e E. tenella.
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3.1.4.2. Camundongos

Os camundongos C57BL/6 foram imunizados com STAg, pelas vias
intramuscular (n=10), na regido do quadriceps femoral; ou subcutanea (n=10), na regido
lombar. A imunizacdo primaria foi executada empregando-se 25 pg de STAg em 50 pL
de PBS (pH 7,2) e adicionados a igual volume de ACF (Sigma). Foram realizados dois
booster, com duas semanas de intervalo, utilizando-se 25 pg de STAg em 50 uL de PBS
(pH 7,2) e adicionados a igual volume de AIF (Sigma). Amostras de sangue foram
coletadas semanalmente, em frascos sem anticoagulante. O local para coleta foi do
plexo retro-orbital dos camundongos. Apos centrifugacdo do sangue, 500 x g por 15
minutos a 4 °C, foi obtido o soro. As aliquotas de soro dos camundongos foram

armazenadas em tubos eppendorf de 1000 pL, a -20 °C, até 0 momento do seu uso.

3.1.6. Coleta dos ovos

Todos os ovos coletados foram identificados na sua casca, de acordo com 0 grupo
com a galinha e também pelo dia de realizacdo da coleta. Os ovos comecaram a ser
coletados uma semana antes das imunizacdes das galinhas. Apds a imunizacao primaria,
as coletas foram feitas diariamente até o 49° dia dos experimentos de imunizagéo. Os
ovos coletados foram organizados em cartelas de papeldo proprias, separados por grupo
e galinha. Para a melhor conservacéo e facilitar a manipulagdo dos ovos, as cartelas de
papeldo foram armazenadas a 4 °C, ficando dispostas de acordo com a semana de

coleta.

3.1.7. Armazenamento das gemas puras

Para permitir a estocagem prolongada, foi feito o congelamento das gemas puras.
Inicialmente, as cascas dos ovos foram limpas com alcool 70%. Em seguida, foi feita

uma abertura na casca de aproximadamente 2 cm de didmetro, utilizando a ponta de um
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bisturi. Na sequéncia, a clara (albimen) foi gentilmente escorrida para separa-la da
gema. As gemas intactas foram depositadas sobre folhas de papel toalha e lavadas
abundantemente, com jatos fracos de PBS pH 7,2, para a remocdo de residuos de
albumen sem romper a membrana vitelinica. Ap6s a secagem do excesso de PBS, a
membrana vitelinica foi incidida e o conteudo foi vertido em proveta para mensuracao
do volume recuperado. Finalmente, a gema foi depositada em tubos plasticos, conicos,
com tampa e armazenadas a -20 °C, até a utilizagao.

As gemas dos ovos, correspondentes a coleta de uma semana, de cada uma das
galinhas em seus respectivos grupos, foram reunidas em um mesmo tubo para formar

um pool semanal de gemas.

3.1.8. Purificagdo dos anticorpos IgY totais

3.1.8.1. Remocao da fracdo rica em lipideos da gema

A remocao da grande quantidade de lipideos presentes na gema precede as demais
etapas de purificacdo de anticorpos IgY policlonais totais. A deslipidizacdo da gema foi
realizada segundo o método descrito por AKITA & NAKAI (1993). Inicialmente, 0s
frascos conicos contendo a gema congelada a -20 °C, foram descongelados lentamente a
4 °C. Apos esta etapa de descongelamento lento a gema apresentou-se na forma sélida.
A gema foi homogeneizada com agua ultrapura, previamente ajustada para a faixa de
pH 5,0-5,2 com &cido cloridrico (HCI) 0,1IN, na proporcdo 1:9. Dessa forma,
estabeleceu-se a mistura como sendo 1g do pool de gemas, para 9 mL da agua
acidificada. Essa mistura foi mantida sob agitacdo vigorosa, por 30 minutos a
temperatura ambiente. Ao final, o pH foi aferido e ajustado para a faixa entre 5,0-5,2
com HCI 0,1N. Em seguida, a mistura foi mantida a -20° C, overnight. Na sequéncia, o
homogeneizado foi descongelado lentamente a 4 °C.

Apos o descongelamento lento, a mistura foi centrifugada a 10.000 x g por 25
minutos a 4°C. O precipitado foi descartado, enquanto o0 sobrenadante,
preferencialmente translucido, foi ajustado para a faixa de pH entre 7,0-7,2 por meio da
adicéo de PBS 10 vezes concentrado.
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3.1.8.2. Precipitagao dos anticorpos IgY totais

O sobrenadante translticido e com pH ajustado para 7,0-7,2 foi utilizado para a
precipitacdo dos anticorpos IgY totais, de acordo com o protocolo descrito por AKITA
& NAKAI (1993). Apds mensurar o volume total de sobrenadante foi adicionado,
lentamente, sob agitacdo lenta e constante, sulfato de sddio até a concentragdo final de
19% (p/v). A mistura foi mantida sob agitacdo por duas horas a temperatura ambiente.
Em seguida, a solucdo de proteina foi centrifugada a 10.000 x g por 25 minutos a 4 °C.
Nessa etapa, ao contrario da etapa de deslipidizacdo, o sobrenadante € que foi
descartado. O precipitado foi reservado e ressuspendido em PBS (pH 7,2), da seguinte
forma: para cada 1g de gema pura utilizada para a purificacdo, empregou-se 1 mL de
solugdo tampdo para a solubilizacdo do precipitado. Na sequéncia, a solucdo de
proteinas foi submetida a dialise, contra tampdo PBS (pH 7,2) durante 48 horas a 4 °C,
para remocao dos residuos de sulfato de sédio presentes na amostra. A concentracao
proteica da solucdo de anticorpos foi mensurada utilizando-se o kit BCA (Sigma), a
leitura da densidade dptica foi realizada em comprimento de onda igual a 590nm. ApG6s
a adicdo do inibidor de proteases (Roche), as aliquotas da solucdo de anticorpos IgY

foram armazenadas a -20 °C, até o uso.

3.1.8.3. Gel filtragdo por exclusdo de peso molecular

Complementarmente ao protocolo de precipitagdo com sulfato de sédio 19%, a
solucdo de anticorpos IgY foi submetida a gel filtracdo por excluséo de peso molecular,
segundo descrito por HASSL et al. (1987). Inicialmente, uma amostra de 4 mL da
solugéo de anticorpos IgY totais, foi ajustada para a concentragdo proteica igual a 1
mg/mL. Essa amostra foi aplicada em uma coluna Sephacryl S-300 HR (GE-Healthcare,
Uppsala, Suécia), com dimensdes de 80 cm de altura x 1,6 cm de diametro e faixa de
fracionamento de 10 a 1500 kDa. A eluigdo da coluna foi realizada com tampéo Tris-
HCI 0,02M / NaCl 0,5M (pH 7,5), com taxa de fluxo de 3 mL/minuto. O efluente da
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coluna foi coletado em fracdes de 1 mL e monitorado por densidade Optica (DO),
utilizando comprimento de onda igual a 280 nm. Os resultados de DO foram plotados

em grafico para construgdo de um cromatograma.

3.1.9. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

A avaliacdo da purificacdo dos anticorpos IgY totais foi realizada por meio de
eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), sob condi¢bes ndo redutoras,
segundo LAEMMLI (1970). Cada etapa do protocolo de extragcdo de anticorpos IgY
policlonais, descritos no item 3.1.7, gerou diferentes produtos que foram resolvidos por
SDS-PAGE. Aliquotas contendo 10 pg de proteina, de cada um destes produtos, foram
resolvidas em géis de concentracdo 8% (tampdo Tris-HCI 0,375M [pH 8,8]; Dodecil-
sulfato de sédio [SDS] 0,1%, EDTA 2 mM; acrilamida/bisacrilamida [29:1];,
Tetrametiletilenediamino [TEMED] 0,125%; persulfato de aménio [APS] 0,125%). A
eletroforese foi conduzida utilizando-se sistema SE 250 Mini Gel (GE Healthcare) e
aplicando corrente de 25 mA/gel. Para identificacdo do peso aparente das proteinas,
utilizou-se um marcador de peso molecular (BenchMark™ Protein Ladder). As bandas
proteicas foram visualizadas por meio da coloracdo dos géis com Coomassie Brilliant
blue 250R (Sigma).

3.1.10. Slot-dot

O enriquecimento de anticorpos IgY totais, nos diferentes produtos derivados da
purificacdo, foi investigado por meio de Slot-dot. Inicialmente, aliquotas de todos os
produtos, contendo 10pg de proteinas, foram diluidas em PBS (pH 7,2) na razédo 10, até
a diluicdo 10.000. Em seguida, 20 pL de cada uma das amostras diluidas foram
transferidos para membranas de nitrocelulose utilizando-se aparato apropriado acoplado
a uma bomba a vacuo (Bio-Dot SF; Bio-Rad, EUA). A albumina sérica bovina (BSA)
foi utilizada nas mesmas condicBes, como controle negativo do experimento. Apos

secagem da membrana, em temperatura ambiente, os sitios remanescentes para ligacoes
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inespecificas foram bloqueados por meio de incubagdo das membranas de nitrocelulose
com PBS - Tween 0,05% - leite desnatado 5% (PBS-T-M 5%), por duas horas, a
temperatura ambiente, sob agitacdo lenta. A remocédo de residuos remanescentes pds-
bloqueio, foi realizada em seis ciclos de lavagem com PBS - Tween 0,05% (PBS-T), de
cinco minutos cada um e a temperatura ambiente. Na sequéncia, os anticorpos IgY
foram detectados pela adicdo de anticorpos IgG de coelho anti-lgY, marcados com
peroxidase (Sigma), na dilui¢do 20.000, em PBS-T-M 1%, e incubados por duas horas a
temperatura ambiente, sob agitacdo lenta. Apds ciclo idéntico de lavagens com PBS-T,
a reagdo foi revelada pela adigdo de 10 mg de 3,3” — diaminobenzidino tetrahidrocloreto
(DAB, Sigma) diluido em 15 mL de salina tamponada com Tris (TBS) e 12 pL de
peroxido de hidrogénio 30% (Sigma). A revelagdo foi interrompida por meio de seis

lavagens de cinco minutos em agua ultrafiltrada.

3.1.11. Anéalise estatistica

A andlise estatistica dos valores de indice ELISA e indice Avidez foi executada
por meio do teste t-student, utilizando o software GraphPad Prism 5.0. Os valores de

P<0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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3.2 . Resultados

3.2.1. Produgé&o dos antigenos soluveis

A dosagem proteica dos antigenos soluveis de Toxoplasma gondii e Neospora

caninum, demonstrou concentracées de 4800 pug/mL e 1600 pg/mL, respectivamente.

3.2.2. Imunizacéo das galinhas e coleta de ovos

Os protocolos de imunizacdo das galinhas Isa Brown com antigenos sollveis de T.
gondii ou N. caninum, utilizando ACF ou AIF, ndo induziu processo inflamatério
perceptivel nos locais de aplicacao.

A postura das galinhas foi acompanhada ap6s as imunizagfes. A avaliagdo das
galinhas do grupo STAg demonstrou que as aves 1, 2 e 3 ndo apresentaram
modificagdes no numeros de ovos produzidos/semana. Por outro lado, a galinha 4
demonstrou queda na postura logo ap6s o primeiro e o segundo booster, recuperando-se
na segunda semana apds a ultima imunizacdo. A queda de postura dessa galinha,
representou uma reducdo de 22 ovos, durante 0s experimentos de imunizacdo que
tiveram duracao de 49 dias. De forma semelhante, uma das galinhas imunizadas com os
antigenos de N. caninum, também apresentou reducdo na producdo de ovos (14 ovos).
As galinhas do grupo controle, as quais receberam uma mistura de adjuvantes e PBS,

apresentaram uma média de 42 ovos coletados durante o experimento.

3.2.3. Estoque de gemas

A mensuracdo do conteudo das gemas revelou um volume médio de 12 mL/ovo.
Para cada semana de coleta de ovos, foi gerado, para cada galinha, um tubo de 50 mL
com o pool semanal das gemas. O volume total de gema, por grupo, foi de 1400 mL

para STAQ e também para NLA.
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3.2.4. Purificagdo dos anticorpos IgY totais

A deslipidizacdo das gemas produziu, apds a centrifugacdo, um precipitado de cor
amarela, rico em lipideos, chamado P1 (Figura 1A). Também gerou-se um sobrenadante
transllcido, livre de lipideos, denominado S1 (Figura 1B). Na sequéncia, a adi¢do de
sulfato de s6dio ao S1 até a concentragdo de 19%, levou a precipitacdo dos anticorpos
IgY totais, turvando a mistura. Apos a centrifugacdo foi obtido um precipitado de cor
branca, enriquecido nos anticorpos IgY totais, chamado P2 (Figura 1B). Nessa etapa, 0
sobrenadante (S2), contendo outras proteinas do ovo, foi descartado (Figura 1B). A
leitura de densidade Gptica das fracGes obtidas na gel filtracdo de P2, detectou proteinas
nas fracdes 13 até 18, que correspondem ao pico observado no cromatograma (Figura
2).

A concentracdo proteica média da gema pura, mensurada pelo kit BCA, foi de 25
mg/mL. Enquanto que as concentragdes proteicas medias de P2, purificados durante os
protocolos de imunizagdo, no grupo STAg; NLA e Controle, foram 4,1 mg/mL; 4,6
mg/mL e 4,5 mg/mL, respectivamente. Houve uma reducdo abrupta e significativa nas
massas proteicas de P2 ap6s o primeiro booster, seguida por uma fase de platd, que
perdurou até o final do experimento de imunizacédo das galinhas (Figura 3).

3.2.5. Qualidade da purificacé@o de anticorpos IgY totais

A qualidade do processo de purificagcdo dos anticorpos IgY foi avaliada por meio
de SDS-PAGE em géis de poliacrilamida 8% (Figura 4). A separagdo das proteinas da
gema pura, demonstrou ser uma mistura complexa, com pesos moleculares aparentes,
variando de 220 kiloDaltons (kDa) a 20 kDa. O precipitado P1, obtido ap6s o
tratamento das gemas com agua acidificada (pH 5,0-5,2), apresentou bandas proteicas
com pesos moleculares aparentes de 160 kDa; 100 kDa e 70 kDa. O sobrenadante S1,
demonstrou bandas proteicas com massa molecular em torno de 220 kDa e de 60 a 30
kDa. A adi¢do de sulfato de s6dio 19% gerou um precipitado constituido por uma banda
visivel por meio do corante Coomassie Brilliant blue, de peso molecular variando de

220 kDa a 160 kDa. As proteinas de massa molecular inferior a 60 kDa, foram
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removidas no sobrenadante S2. A fracdo 14 da gel cromatografia apresentou uma banda
de proteinas com peso molecular em torno de 200 kDa, enquanto a fragdo 16 revelou a
presenca de resquicios de proteinas de peso molecular menor que 60 kDa.

3.2.6. Enriquecimento das amostras purificadas com anticorpos IgY

Através da revelacdo do Slot-dot foi demonstrada a presenca de anticorpos IgY
em todos os produtos da purificagdo, a saber: S1; P1; S2; P2 e fragdo 14 (F14) (Figura
5). Durante as etapas de deslipidizacdo e precipitacdo com sulfato de sédio, ocorreram
perdas de anticorpos IgY, no precipitado P1 e também no sobrenadante S2. Os
anticorpos IgY totais, puderam ser detectados na gema pura até a concentracao proteica
de 10" pg/mL, o mesmo resultado foi visualizado com S1 e P1. Em S2, foram
detectados anticorpos IgY até a concentracdo de proteinas igual a 1ug/mL. Diferente da
gema pura, nas amostras de P2 e em F14, detectou-se anticorpos até a concentracdo de
102 pg/mL.
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Figura 1: Purificacdo de anticorpos IgY totais: (A) Deslipidizacao. Apés diluicdo do
pool de gemas em dagua acidificada (pH 5,0-5,2) e centrifugacdo, produziu-se um
precipitado rico em lipideos da gema (P1) e um sobrenadante translicido (S1)
deslipidizado. (B) Precipitacdo com sulfato de sédio 19%. A adi¢cdo de sulfato de
sodio a 19% ao S1 levou a precipitacdo dos anticorpos IgY totais. Apds centrifugacao
foi obtido um precipitado rico em anticorpos (P2) e um sobrenadante transparente (S2)

contendo resquicios de outras proteinas da gema.
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Figura 2: Cromatograma das fracbes obtidas através gel filtracdo de anticorpos
IgY. A leitura da densidade Optica das fracGes obtidas na gel filtracdo de P2, utilizando
comprimento de onda igual a 280nm, revelou a presenca destas proteinas desde a fracdo

13 até a fracdo 18, formando um pico acentuado no cromatograma.
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Figura 3: Concentracdo proteica média das amostras de anticorpos IgY apos
precipitacdo com sulfato de sédio: As amostras de IgY totais (P2) purificadas do pool
semanal, apresentaram reducdo abrupta e significativa (P<0,05), nas concentracOes de
proteinas dos trés grupos (NLA; STAg e Controle) apds administracdo do primeiro
booster (semana 2). Em seguida, observou-se um platd nas quantidades proteicas

obtidas, que perdurou até o final do experimento de imunizacéo.
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Figura 4: Resultado dos processos de purificagdo dos anticorpos IgY totais. A gema
pura é uma mistura de proteinas com pesos moleculares variando de 220 kDa a 20 kDa.
Apbs a diluicdo em agua acidificada, proteinas de peso molecular entre 160 kDa, 100
kDa e 70 kDa, foram removidas em P1. Resquicios proteicos de peso molecular menor
que 60 kDa estavam presentes em S1, e foram removidos em S2 ap6s o tratamento com
sulfato de s6dio 19%. Em P2, apés a coloracdo com Coomassie Brilliant blue, foi
visivel uma banda proteica com peso molecular variando de 220 kDa a 160 kDa. O

mesmo resultado de P2 foi observado na fragéo 14 da gel cromatografia.
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Figura 5: Enriquecimento de anticorpos IgY apoés diferentes etapas da purificacao.
Os anticorpos IgY foram detectados em todos os produtos da purificagdo: S1; P1; S2;
P2 e F14. Ocorreram perdas de anticorpos IgY, no precipitado P1 e também no
sobrenadante S2. Os anticorpos IgY forma detectados na gema até a diluicdo com

concentracdo proteica igual a 0,1 pg/mL. O mesmo resultado foi visualizado com S1 e
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P1. Em S2, foram detectados anticorpos IgY até a concentracdo de proteinas igual a

1pug/mL. Diferente da gema pura, nas amostras de P2 e em F14, detectou-se anticorpos

até a concentracdo de 0,01 pg/mL (retangulo).
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4.1. Material e métodos

4.1.1. Ensaio Imunoenzimatico (ELISA) indireto

A cinética da producéo dos anticorpos IgY policlonais anti-STAg foi determinada
por meio de ELISA indireto, conforme o protocolo anteriormente descrito por
MARCOLINO et al. (2000), com modificacdes. As adequacdes realizadas foram as
sequintes: (i) as microplacas de poliestireno foram sensibilizadas com STAg, na
concentragdo final de 10 pg/mL em tampdo carbonato 0,06M, pH 9,2; (ii) o bloqueio
dos sitios remanescentes para ligacOes inespecificas, foi realizado com BSA 1%
(Sigma) em PBS-T (PBS-T-BSA-1%); (iii) os anticorpos IgY totais foram diluidos em
PBS-T-BSA-1%, e depois incubados nas placas sensibilizadas com STAg.

As concentragBes Otimas dos reagentes foram obtidas por meio de titulacdo em
bloco, para obtencdo do ensaio com maior razdo sinal/ruido. Microplacas de
poliestireno de alta afinidade (Corning-Costar, EUA) foram sensibilizadas com 50 pL
de STAg (10 pg/mL)/pogo, overnight a 4°C. Antes do incubagcdo com a solugdo de
anticorpos IgY totais, as microplacas foram lavadas em trés ciclos, com PBS-T. NA
sequéncia, o bloqueio de sitios para ligacdes inespecificas foi realizado com PBS-T-
BSA-1%, por 60 minutos, a temperatura ambiente. Ap6s segundo ciclo de lavagens
(PBS-T), os antigenos de STAg foram incubados com os anticorpos IgY policlonais por
60 minutos a 37°C. Em cada poco da microplaca foram dispensados, em duplicata,
50uL da solucdo de anticorpos IgY totais, contendo 2ug de proteinas. Os anticorpos
IgY foram detectados por meio da incubagdo com anticorpos IgG de coelho anti-IgY,
conjugados com peroxidase (Sigma), na diluicdo 30.000 em PBS-T-BSA 1%, por 60
minutos a 37°C. A revelacdo foi realizada pela adi¢cdo de 50pL de uma solu¢do 10 mM
de 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolino-6-sulfénico) [ABTS, Sigma] e peroxido de
hidrogénio 30% (Sigma). A densidade dptica (DO) foi determinada ap6s 30 minutos,
utilizando filtro para comprimento de onda 405nm em espectrofotobmetro de placas
(M2e, Molecular Devices, EUA).
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Para permitir o célculo de cut off e do indice ELISA (IE), em cada placa de
ELISA foram incluidas seis amostras de anticorpos IgY policlonais irrelevantes, em
duplicata, que funcionaram como controles negativos, segundo SILVA et al. (2002). As
condicdes de diluicdo e incubacdo foram as mesmas adotadas para os anticorpos IgY
anti-STAg. O valor de cut off foi determinado pela média dos valores de densidade
Optica (DO) dos controles negativos mais trés desvios padrdes. O resultado para cada
amostra de anticorpos IgY anti-STAg foi expresso como IE da seguinte forma: IE =

DOamostra/ DOcut off, ONde 0s valores de EI > 1,2 foram considerados positivos.

4.1.2. ELISA avidez

A maturacdo de avidez dos anticorpos IgY anti-STAg foi investigada pelo
tratamento dos imunocomplexos com uréia 6M, seguida pela determinacdo da
reatividade residual por meio de ELISA indireto, segundo MARCOLINO et al. (200),
com adaptac0es, descritas no item 4.1.1. Apds a etapa de incubacéo dos anticorpos IgY
totais com STAg, metade dos pocos foi incubada com 50uL de uma solucdo de uréia
6M em PBS (pH 7,2) e a outra metade com PBS (pH 7,2), por 5 minutos a temperatura
ambiente. Na sequéncia, as placas foram lavadas em cinco ciclos com PBS-T. A
deteccdo da atividade residual foi realizada pela incubacdo dos anticorpos IgY com
anticorpos IgG anti-STAg, conjugado com peroxidase (Sigma), na diluigdo 30.000, por
60 minutos a 37°C. As etapas de revelacdo e tempo de leitura de DO foram idénticos ao
descrito no item 4.1.1.,0 calculo do indice de avidez (IA) para cada amostra de IgY
anti-STAg, foi realizado por meio da determinacdo da razdo entre a absorbancia (Abs)
obtida nos anticorpos tratados com uréia (U") e dos ndo tratados com uréia (U), sendo o
resultado expresso na forma de porcentagem, conforme a formula: 1A = Abs U*/Abs U
x 100.
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4.1.3. Western blot unidimensional convencional e avidez

Para verificar a cinética de deteccdo de proteinas antigénicas de STAQ e a
maturacdo de avidez durante o protocolo de imunizagdes, os anticorpos IgY policlonais
anti-STAg e 1gG policlonal anti-STAg foram testados em Western blot unidimensional
(WB-1D) convencional e avidez, conforme SILVA et al. (2007). Inicialmente, 200 g
de STAg e o padrdo de peso molecular foram submetidos a separacdo por 1D-SDS-
PAGE em géis 12%, sob condi¢bes ndo redutoras, conforme descrito no item 3.1.8. Em
seguida, as proteinas separadas foram eletrotransferidas para membranas de
nitrocelulose (dimensdes: 8 cm de largura x 6 cm de altura), utilizando um sistema de
transferéncia semi-umido (Multiphor Il Electrophoresis Unit; Pharmacia-LKB, Uppsala,
Suécia). Apos a eletrotransferéncia, as membranas forma coradas com Ponceau S
(Sigma) para visualizagéo das bandas proteicas.

Em seguida a verificagdo da transferéncia dos antigenos, as membranas de
nitrocelulose foram cortadas em tiras de 3 mm de largura. Na sequéncia, os sitios livres
para interacOes inespecificas foram bloqueados pela incubacdo com PBS-T-M 5%, por
duas horas a temperatura ambiente. Apds o bloqueio, as tiras passaram por um ciclo de
seis lavagens (PBS-T), de cinco minutos cada a temperatura ambiente. A incubagéo dos
antigenos de STAg com os anticorpos IgY anti-STAg foi realizada em duplicata. Foram
utilizadas amostras de anticorpos IgY do pool semanal que apresentou, no ELISA
indireto convencional, IE>1,2. Cada tira de nitrocelulose foi incubada com 4ug de
anticorpos 1gY policlonais anti-STAg, overnight a temperatura ambiente. Finalizada
essa etapa, as fitas foram novamente lavadas, conforme descrito acima.

No experimento WB-1D avidez, uma das tiras com imunocomplexos STAg/IgY
anti-STAg, foi lavada com PBS (pH 7,2) e outra tira com uréia 6M, respectivamente,
em trés repeticdes de cinco minutos a temperatura ambiente. Em seguida, os anticorpos
IgY policlonais anti-STAg no WB-1D convencional ou avidez, foram detectados pela
incubagdo com IgG de coelho anti-IgY conjugado com peroxidase (Sigma), na diluicdo
20.000 em PBS-T-M 1%, por duas horas a temperatura ambiente. A etapa de revelacdo
foi realizada pela adi¢ao de 10 mg de 3,3’ — Diaminobenzidino (DAB, Sigma), diluidos
em 15 mL de solugdo tamponada com Tris (TBS), mais 12 pL de H,O, 30%. O

desenvolvimento da reacéo foi interrompido por lavagens sucessivas em H,O ultrapura.
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Em paralelo, o perfil de reconhecimento de alvos antigénicos de STAg também
foi avaliado através da incubagdo dos antigenos com anticorpos IgG policlonais de
camundongos anti-STAg, os quais foram obtidos a partir de coletas semanais de soro de
animais imunizados. Os anticorpos 1gG foram diluidos 1:100 em PBS-T-M 1%, em
seguida incubados com STAg overnight a temperatura ambiente. Posteriormente, 0s
anticorpos foram detectados através da incubagdo com anticorpos IgG de cabra anti-1gG
de camundongo, conjugados com peroxidase, diluidos 1:2000 em PBS-T-M 1%. As
demais condicdes foram idénticas as ja descritas para WB-1D convencional.

Para verificar a influéncia das vias de administracdo de STAg sobre o perfil de
reconhecimento de antigenos do parasito, fitas de nitrocelulose contendo as proteinas de
STAg foram incubadas com anticorpos IgY ou IgG policlonais anti-STAg, induzidos
através de imunizacdo intramuscular (i.m.) ou subcutanea (s.c.). As concentracfes de
ambos anticorpos, os tempos de incubacao e as dilui¢des dos conjugados foram iguais
as descritas acima.

Para determinar a ocorréncia de reatividade cruzada contra STAg, as fitas
contendo antigenos foram incubadas com anticorpos IgY policlonais anti-Neospora
caninum ou anticorpos IgY policlonais anti-Eimeria spp. (Supracox, Investigacion
Aplicada, Sociedad Andénima de Capital Variable, Puebla, Mexico), ajustados para a
concentragdo de 4pg/mL em PBS-T-M 1%. Os tempos de incubagéo e as dilui¢des dos
conjugados foram iguais aos utilizados para a execucdo do WB-1D convencional.

A andlise da imagem das bandas proteicas foi realizada utilizando o software
Kodak Digital Science 1D, por meio de comparacgdo com o perfil exibido pelo padréo de
peso molecular (BenchMark™ Protein Ladder) a fim de estimar a mobilidade relativa
das proteinas e suas respectivas massas moleculares aparentes. Foram consideradas
positivas as amostras de IgY que demonstraram reatividade a pelo menos proteinas

antigénicas de STAg com peso molecular aproximado de 30 kDa (SILVA et al., 2002).

4.1.4 Analise estatistica

A analise estatistica dos valores de indice ELISA e indice Avidez foi executada

por meio do teste t-student, utilizando o software GraphPad Prism 5.0. Os valores de

P<0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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4.2. Resultados

4.2.1. Cinética da producédo de anticorpos IgY policlonais anti-STAg

A avaliacdo da cinética de producdo de anticorpos IgY anti-STAg, por meio de
ELISA indireto convencional, demonstrou que a transferéncia de anticorpos IgY, do
sangue para a gema do ovo, ocorreu de forma heterogénea entre as quatro galinhas do
grupo STAg (Figura 6). A partir da segunda semana ap0s a imunizagao primaria, foram
detectados valores de IE > 1,2 para os anticorpos IgY anti-STAg, nas amostras de P2 da
galinha 4; depois na terceira semana das galinhas 2 e 3; e na quarta semana da galinha 1.
A partir do 21° dia pés-imunizacdo primaria, o IE médio apresentou valores maiores
que 1,2. Os valores de IE ndo apresentaram diferencas significativas entre as quatro
galinhas do grupo. A galinha 4 demonstrou queda significativa do IE, para valor menor
que 1,2 no dia 28 apos a imunizagdo primaria (Figura 6).

As quantidades de anticorpos IgY anti-STAg, transferidos para a gema do ovo,
apresentaram crescimento progressivo a medida que foram sendo realizadas as
imunizacGes das galinhas. A partir do segundo booster, realizado no 28° dia pés-
imunizacdo primaria, todas as quatro galinhas transferiram, para as gemas, quantidades
significativas de anticorpos especificos, atingindo o pico de transferéncia no 42° dia
(Figura 6). A partir do dia 42, trés galinhas (1; 3 e 4) demonstraram queda nas
quantidades de anticorpos IgY anti-STAg, exceto a galinha 2, que ainda manteve o
crescimento na passagem de anticorpos do sangue para a gema.

A maturacdo de avidez dos anticorpos IgY policlonais anti-STAg, foi acessada
por meio da avaliacdo da porcentagem reatividade residual dos anticorpos, ap6s o
tratamento dos imunocomplexos com uréia 6M, por meio do célculo do indice Avidez
(IA). Adicionalmente aos dados de IA, uma comparagéo entre os resultados de IE das
amostras de P2, tratadas e ndo tratadas com uréia, revelou uma reducdo, mas que nao
atingiu valores menores que 1,2. Também houve uma diminuicdo significativa na
reatividade dos anticorpos IgY anti-STAg no dia 28, apds o tratamento com uréia 6M
(Figura 7). O IA médio revelou que os anticorpos IgY anti-STAg do 21° dia pds-
imunizacdo primaria retiveram 70% da reatividade, na sequéncia, houve uma reducéao

para 50% no dia 28. Apds o segundo booster (28° dia pos-imunizacdo primaria) o 1A
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retornou ao valor de 70% no 35° dia, manteve-se assim até o 42° dia e seguiu-se uma

elevacdo para 90% de retencdo de reatividade no dia 42 (Figura 8).
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Figura 6: Cinética da producdo de anticorpos IgY policlonais anti-STAg: A
transferéncia dos anticorpos IgY policlonais anti-STAg do sangue para a gema do ovo,
foi feita de maneira heterogénea entre as quatro galinhas. Um valor médio > 1,2 para IE,
foi detectado no 21° dia ap6s a imunizacdo primaria. Individualmente, a primeira
galinha com P2 positivo foi a nimero 4 (dia 14); depois as galinhas 2 e 3 (dia 21), por
ultimo a galinha 1 (dia 28). Os valores de IE n&o apresentaram diferenca significativa
entre as quatro galinhas. A galinha 4 demonstrou queda de IE, no dia 28, para valores
inferiores a 1,2. Ap6s 0 segundo booster, ocorreu uma elevacdo significativa nos
valores de IE, alcangando o pico de transferéncia de anticorpos IgY anti-STAg no 42°
dia pos-imunizacao primaria. As galinhas 1, 3 e 4 apresentaram queda significativa no
IE no 49° dia, exceto a galinha 2, que ainda continuou uma transferéncia crescente dos
anticorpos IgY anti-STAg. (* P<0,05)
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Figura 7: Reatividade residual de anticorpos IgY anti-STAg apds tratamento com

uréia 6M. As amostras de P2, a partir do 21° dia ap6s imunizagdo primaria, tratadas

com uréia 6M (U+) ou ndo tratadas (U-) ndo apresentaram diferencas significativas

entre os valores de IE, na maioria das semanas avaliadas, exceto as amostras de P2 do

dia 28. Os valores de IE dos anticorpos IgY anti-STAg, tratados com uréia 6M, nao

foram inferiores a 1,2 nas semanas avaliadas. (* P<0,05)



63

100.0

80.0 -

60.0 -

Indice Avidez

40.0

20.0 -

0.0 T T
21 28 35 42 49

Dias pés-imunizacio primaria

Figura 8: Indice avidez de anticorpos IgY anti-STAg. A porcentagem de reatividade
residual dos anticorpos IgY policlonais anti-STAg foi estimada atraves do calculo de
indice Avidez (I1A). O 1A médio do 21° dia pds-imunizagdo primaria foi de 70%, sofreu
reducdo para 50% no 28° dia, retornou ao valor inicial, ap6s o segundo booster (dia 28)

e atingiu o maior valor de 1A (90%) no 49° dia ap06s a imunizagdo primaria.
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4.2.2. Reconhecimento das proteinas antigénicas de T. gondii

Os anticorpos IgY policlonais anti-STAg detectaram varias proteinas antigénicas
em T. gondii no ensaio de Western blot-1D (WB-1D) (Figura 9). Os anticorpos Y das
quatro galinhas do grupo STAg,,0btidos no 21° dia apds a imunizacdo primaria,
reconheceram proteinas de peso molecular aproximado de 30 kDa (p30). A galinha
namero 3, no 14° dia apds o primeiro booster, reconheceu alvos antigénicos de
aproximadamente 90 kDa. No 42° dia pds-imunizacao primaria (PI), os anticorpos IgY
obtidos das galinhas 1, 2 e 3, reconheceram antigenos de STAg com peso molecular
maior que 90 kDa e também menor que 30 kDa. Proteinas antigénicas de
aproximadamente 45 kDa e 70 kDa, também foram detectadas pelas quatro galinhas. A
galinha 4, s6 apresentou um perfil de reconhecimento de antigenos de STAg semelhante
as demais, nas amostras do 49° dia PlI.

Ap0s o tratamento dos anticorpos IgY policlonais anti-STAg com uréia 6M, no
21° dia PI, a galinha 1 ndo apresentou reatividade para p30, enquanto as galinhas 2 e 3
retiveram parcialmente a detectacdo desse alvo antigénico. Os anticorpos IgY do 42° e
49° dias PI, das galinhas 1 e 3, apresentaram reatividade residual para proteinas com
peso molecular de 30 kDa e 45 kDa. A galinha 1, no 42° e 49° dias PI, ainda apresentou
reatividade para antigenos de 60 kDa e 90 kDa. A galinha 4, ndo paresentou reatividade
para proteinas de STA(g, exceto no dia 49 PI detectando apenas p30 (Figura 10).

Os anticorpos 1gG policlonais anti-STAg, foram detectados no soro de
camundongos imunizados, no 7° dia Pl e detectaram antigenos com 30 kDa (Figura 11).
No 21° dia PI foram detectados outros alvos antigénicos, com aproximadamente 20 kDa
e 60 kDa. Do segundo booster (dia 28) em diante, foram reconhecidas antigenos de peso
molecular em torno de 35 kDa; 50 kDa e 70 kDa (Figura 11).

A administracdo de STAg pelas vias intramuscular (i.m.) ou subcutanea (s.c.)
induziu, nos camundongos, anticorpos 1gG policlonais anti-STAg com perfis de
reconhecimento de antigenos que foram semelhantes entre si (Figura 12). Os anticorpos
IgG i.m. e s.c. reconheceram proteinas antigénicas de peso molecular aproximado de 30
kDa (Figura 12, retdngulo vermelho). Também foram reconhecidos antigenos com
masso molecular aparente igual a 50 kDa, os quais ndo foram detectados pelos
anticorpos IgY anti-STAg i.m. (Figura 12, retangulo verde). Os anticorpos IgY

policlonais anti-STAg também reconheceram p30 (retangulo preto); além disso, uma



65

banda de aproximadamente 45 kDa (retangulo preto) foi detectada apenas pelos
anticorpos IgY anti-STAg i.m. (Figura 12). A incubagao de membranas de nitrocelulose,
contendo STAg, com anticorpos IgY policlonais produzidos contra outros parasitos
Apicomplexa, anti-Neospora caninum e anti-Eimeria spp., ndo detectou qualquer
proteina antigéncia nos antigenos solUveis dos taquizoitas de Toxoplasma gondii
(Figura 13).
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Figura 9: Perfil de reconhecimento de proteinas antigénicas de T. gondii por
anticorpos IgY anti-STAg em Western blot unidimensional: Os anticorpos Y anti-
STAg do dia 21, detectaram proteinas de peso molecular aproximado de 30 kDa (p30).
A galinha nimero 3, 14 dias apds o primeiro booster (dia 28), reconheceu alvos
antigénicos de aproximadamente 90 kDa. No 42° dia pds-imunizacdo primaria, 0S
anticorpos IgY obtidos das galinhas 1, 2 e 3, reconheceram antigenos de STAg com
peso molecular maior que 90 kDa e também menor que 30 kDa. Proteinas antigénicas
de aproximadamente 45 kDa e 70 kDa também foram reconhecidas. A galinha 4,
apresentam um perfil semelhante de reconhecimento de antigenos, apenas no 49° dia

poOs-imunizagdo primaria.
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Figura 10: Avidez de anticorpos IgY para diferentes antigenos de T. gondii em
Western blot unidimensional: Apds o tratamento com uréia 6M, os anticorpos do 21°
dia po6s-imunizacdo, na galinha 1 demonstraram ser de baixa avidez, pois a banda
correspondente a p30 ndo foi mais detectada. Por outro lado, a avidez dos anticorpos
IgY policlonais anti-STAg, das galinhas 2 e 3, do mesmo dia, foi moderada para as
proteinas p30. Para as galinhas 1 e 3, no 42° e no 49° dias, as proteinas com peso
molecular igual, maior ou menor que que 30 kDa, foram reconhecidas por anticorpos
IgY de alta avidez. A galinha 4, no dia 49, revelou anticorpos de alta avidez apenas
para p30.
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Figura 11: Perfil de reconhecimento de proteinas antigénicas de T. gondii por
anticorpos 1gG policlonais de camundongos anti-STAg em Western blot
unidimensional: Os anticorpos 1gG anti-STAg no soro hiperimune de camundongos
reconheceram proteinas antigénicas de 30 kDa no 7° dia pds-imunizagdo primaria
(retdangulo). Apo6s o primeiro booster (dia 14) foram detectadas novos alvos, com
aproximadamente 20 kDa e 60 kDa. Do segundo booster (dia 28) em diante, foram
reconhecidas antigenos de peso molecular em torno de 50 kDa e 40 kDa. As setas pretas

apontam os dias das imunizagcdes com STAg.
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Figura 12: Perfil de reconhecimento de alvos antigénicos STAg através de IgY e
IgG especificas ap6s imunizacdo pelas vias subcutdnea ou intramuscular: Os
anticorpos IgG, obtidos ap6s administracdo intramuscular (i.m.) ou subcutanea (s.c.) de
STAg, em camundongos, revelou um perfis de reconhecimento de antigenos
semelhantes. Os anticorpos 1gG reconheceram proteinas antigénicas de peso molecular
aproximado de 30 kDa. Também detectaram antigenos de 50 kDa, que ndo foram
detectados pelos anticorpos IgY (retangulo verde). Os anticorpos IgY anti-STAg
também reconheceram alvos antigénicos de massa molecular igual a 30 kDa (retangulo
preto); antigenos de peso molecular superior a 80kDa e uma banda de aproximadamente

45 kDa (retangulo preto), os quais ndo foram detectados pelos anticorpos IgG.
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Figura 13: Deteccdo de antigenos de STAg através de anticorpos IgY anti-
Neospora caninum anti- Eimeria spp. Fitas de nitrocelulose contendo proteinas de
STAg foram incubadas com anticorpos IgY policlonais anti-STAg (Toxoplasma
gondii); anti-Neospora caninum e anti-Eimeria spp. Os anticorpos IgY contra outros
parasitos Apicomplexa ndo detectaram proteinas antigénicas em STAg. Os antigenos
soliveis dos taquizoitos de T. gondii foram detectados apenas pelos anticorpos IgY
policlonais STAg-especificos (retangulos).
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5.1. Material e métodos

5.1.1. Imunohistoguimica

Para investigar a capacidade dos anticorpos IgY policlonais anti-STAg em
detectar estagios evolutivos de T. gondii, em cortes histologicos de tecido cerebral de
camundongos BALB/c cronicamente infectados com a cepa ME-49, foi padronizado um
ensaio de imunohistoquimica. Foram utilizados anticorpos IgY policlonais anti-STAg,
obtidos do 42° dia PI. As concentracfes 6timas para a execucdo da técnica, foram
obtidas através da titulacdo em bloco dos reagentes utilizados. Inicialmente, fragmentos
do cérebro de camundongos BALBI/c, apds 30 dias de infeccdo com T. gondii da cepa
ME-49, foram fixados em formaldeido 4% e embebidos em parafina. Em seguida, 0s
fragmentos parafinados foram seccionados em cortes histoldgicos com espessura de 5
pum, desparafinizados e incubados com anticorpos IgY policlonais anit-STAg, na
concentracdo proteica final de 30 pg/mL em PBS (pH 7,2), por 30 minutos a 37°C, em
camara Umida. Apo0s trés lavadas sucessivas de cinco minutos, através da imersao
cuidadosa em PBS (pH 7,2), os cortes foram incubados com anticorpos IgG de coelho
anti-lgY marcados com isotiocianato de fluoresceina (FITC, Sigma) diluido 1:300 em
PBS e com adicdo de 4', 6-diamidino-2-fenilindol (DAPI, Sigma) 0,02%, por 60
minutos a 37°C, protegido da luz. Apds novo ciclo de lavagens, as laminas foram
montadas com glicerina tamponada com carbonato (pH 9,0). A leitura foi realizada em
sistema de microscopia de fluorescéncia invertida (FSX-100, Olympus, Téquio, Japdo).
As diferentes formas parasitarias foram identificadas pela coloragdo verde, decorrente
da ligacédo do anticorpo secundario conjugado a FITC com os anticorpos primarios, bem
como por meio de caracteristicas morfologicas tipicas de cistos teciduais e/ou

taquizoitos.
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5.1.2. Imunocitoquimica

Para demonstrar a eficacia dos anticorpos IgY anti-STAg na deteccdo de parasitos
intracelulares em células previamente permeabilizadas, foi padronizado um ensaio de
imunocitoquimica. As concentragcdes 6timas dos diferentes reagentes, foram obtidas por
meio de padronizagfes prévias, realizando-se a titulagdo em bloco dos reagentes.
Inicialmente, células HeLa (ATCC No. CCL-2) foram cultivadas em placas de 24
pocos, na proporcdo de 1 x 10° células/poco. Em seguida, os cultivos celulares foram
infectados com taquizoitos de T. gondii da cepa RH, utilizando-se a proporcéo de 1
parasito/célula (inglés: multiplicity of infection, MOI) em meio RPMI-1640
suplementado com soro fetal bovino 2%, e incubados por 24 horas a 37°C, em
atmosfera contendo 5% de CO,. Depois da infeccdo com os parasitos, as células HeLa
foram fixadas com formaldeido 4%, por quatro horas a temperatura ambiente (TA) e
permeabilizadas com Triton-X 100 0,1% diluido em tampao citrato (pH 6,3), por cinco
minutos TA. Em seguida, as células foram incubadas com anticorpos IgY policlonais
anti-STA(g, obtidos no 42° dia PI, na concentracdo proteica de 30 ug/mL em PBS (pH
7,2), por duas horas a 37°C. O passo seguinte consistiu na incubag¢do com anticorpos de
coelho anti-IgY conjugado com FITC (Sigma), diluido 1:600 em PBS mais DAPI
0,02% (Sigma), por 1 hora a 37°C, ao abrigo da luz. Os parasitos marcados com
anticorpos IgY anti-STAg foram observados em sistema de microscopia de
fluorescéncia invertida (EVOS, AMG Microscopy Group, EUA). A avaliacdo da
marcacdo foi realizada pela incorporacdo das imagens adquiridas por meio de contraste
de fase e filtros de fluorescéncia, para diferentes espectros de emissdo de luz. Os
taquizoitos foram identificados pela coloracdo verde brilhante, apds a ligagdo dos
anticorpos IgG anti-IgY/FITC com os anticorpos IgY anti-STAg, bem como pelas

caracteristicas morfologicas tipicas destas células do parasito.
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5.1.3. Western blot bidimensional

O ensaio de eletroforese bidimensional, seguido de Western blot, foi realizado
para investigar o perfil de reconhecimento de anticorpos IgY especificos para antigenos
soltveis de T. gondii (STAg) com diferentes pesos moleculares e pH. As condi¢des
Otimas de execucdo da técnica para se aumentar a razdo sinal/ruido, foram obtidas por
meio de titulacdo em bloco dos reagentes.

As amostras de STAg, na concentragédo proteica final 3mg/mL, foram dialisadas
contra agua ultrapura, para a remocdo de residuos interferentes na qualidade dos
resultados da focalizacdo isoelétrica (FIE). Para a realizacdo dos procedimentos de FIE,
aliquotas de 20uL de STAg (60ug de proteinas) foram homogeneizadas com tampéo de
reidratacdo (DeStreak e IPG buffer pH 3-10, GE Healthcare) em quantidade suficiente
para 125uL; e incubadas por 1 hora a temperatura ambiente, sob agitacédo lenta, seguida
de centrifugacdo a 13.000 x g por 30 minutos a 23°C. Em seguida a mistura
STAg/tampao de reidratacdo (125uL), foi aplicada sobre tiras proprias para FIE
(ReadyStrip™, Bio-Rad, 7 cm de comprimento e gradiente imobilizado de pH variando
de 3 a 10), previamente hidratadas em tampé&o (DeStreak e IPG buffer pH 3-10, GE
Healthcare) de forma passiva (sem a aplicacdo de corrente elétrica as tiras), e incubadas
overnight a temperatura ambiente. Apds a incubacéo as tiras da FIE foram posicionadas
em aparato de focalizagdo isoelétrica (Ettan IPGphor 3, GE Healthcare), e cobertas com
6leo mineral (Immobiline™ DryStrip Cover Fluid, GE Healthcare) para manutengdo da
integridade das tiras. A FIE foi conduzida aplicando-se a corrente maxima de 50
MA/tira, de acordo com o seguinte programa de corrida, realizado em quatro etapas (S1
a S4): S1 — 600 Volt hora (Vhr); S2 — 650 Vhr; S3 — 4.500 Vhr e S4 — 2,500 Vhr. Ao
final da FIE, as tiras com o0s antigenos separados de acordo com seus pontos
isoelétricos, foram armazenadas a -70°C até o momento do uso.

Na sequéncia, realizou-se a separacdo das proteinas de STAg, de acordo com o
seu peso molecular, foi executada por meio de eletroforese bidimensional (SDS-PAGE).
As tiras de FIE, com os antigenos de STAg, foram descongeladas e equilibradas em
tampé&o SDS (uréia 6M, Tris-HCL 50 mM pH 8,8, glicerol 30% [v/v], SDS 2%, azul de
bromofenol 0,001%) acrescido de ditiotreitol (DTT) 0,01%, por 15 minutos a

temperatura ambiente. Em seguida as tiras foram submetidas a trés lavadas em solucéo
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tampdo Tris-glicina (Tris 25 mM, glicina 192 mM, SDS 0,1%). O protocolo de SDS-
PAGE bidimensional foi realizado utilizando o sistema de eletroforese vertical (miniVE
System, GE Healthcare). As tiras de FIE foram cuidadosamente acondicionadas na parte
superior do cassete para mini-gel (10cm x 10,5cm), em contato direto com a superficie
do gel de poliacrilamida a 12,5%. Paralelamente, no mesmo gel, foram aplicados 5 pL
do padréo de peso molecular (BenchMark™ Protein Ladder 6-200 kDa). Na sequéncia,
0 cassete para mini-gel foi selado com solucdo aquecida (aproximadamente 60°C) de
agarose 0,5% acrescida de azul de bromofenol 0,002%.

A eletroforese bidimensional foi executada em duas etapas: (1% etapa). 10
miliamperes (mA)/ gel durante 15 minutos; (22 etapa) 20 mA/gel por 90 minutos. Os
spots das proteinas de STAg bidimensionalmente resolvidas foram visualizados através
de coloracdo com Comassie Brilliant Blue G-250 coloidal (Sigma). Em seguida as
proteinas foram eletrotransferidas para membranas de nitrocelulose e em seguida
coradas com Ponceau (Sigma), nas mesmas condi¢des descritas no item 4.1.3.

O Western blot (WB) bidimensional (2D) foi realizado sob as mesmas condigdes
de execucdo descritas no item 4.1.3. Ap6s o bloqueio dos sitios remanescentes para
ligacdo de proteinas, as membranas de nitrocelulose foram incubadas com anticorpos
IgY policlonais anti-STAg, do 42° dia PI, na concentracdo proteica de 4 mg/mL em
PBS-T-M 1%, por duas horas a temperatura ambiente, sob agitacdo lenta. Na sequéncia,
as membranas foram lavadas em seis etapas sucessivas de cinco minutos com PBS-T-
0,05%. Em seguida, os anticorpos IgY foram detectados através da incubacdo das
membranas de nitrocelulose com IgG de coelho anti-IgY conjugada com peroxidase
(Sigma) diluida 20.000 vezes em PBS-T-0,05%, por duas horas a temperatura ambiente,
sob agitacdo lenta. Apos outro ciclo de lavadas, a revelagéo feita por meio da adi¢éo de
10mg de 3,3’ — Diaminobenzidino (DAB, Sigma), diluidos em 15 mL de TBS
acrescidos de 12 pL de H,O, 30% (Sigma). A revelacdo foi interrompida por lavadas
sucessivas das membranas de nitrocelulose em agua ultra pura. Na analise, a massa
molecular e o ponto isoelétrico aparente das proteinas detectadas foram calculados
utilizando o programa ImageMaster 2D Platinum v7.0 (GE Healthcare).

Alternativamente, membranas de nitrocelulose, contendo STAg que foi
bidimensionalmente resolvido, foram incubadas com amostras de soro de camundongos
imunizados com anti-STAg (s.c.), diluido 100 vezes em PBS-T-M 1%, por duas horas a
temperatura ambiente. Os anticorpos 1gG foram detectados por meio de incubagdo com
anticorpos IgG de cabra anti-IgG de camundongo conjugados com peroxidase (Sigma)
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diluidos 1000 vezes em PBS-T, por duas horas a temperatura ambiente. A etapa de

revelacéo foi realizada conforme descrito para WB-2D para IgY.

5.1.4. Inibicdo da replicacédo de T. gondii

Os anticorpos IgY policlonais anti-STAg foram avaliados quanto a sua eficacia
para inibir a proliferacdo de taquizoitos de T. gondii em cultivos celulares. Inicialmente,
taquizoitos de T. gondii cepa RH foram marcados através da incubacdo com ester de
carboxifluoresceina diacetato succinimidil (CFSE) 5uM a 37°C, em atmosfera com 5%
de CO,, por 10 minutos ao abrigo da luz. A reacdo de marcagdo foi interrompida por
centrifugaces sucessivas a 500 x g por 10 minutos a 4°C, com meio RPMI 1640,
suplementado com soro fetal bovino (SFB) 10%. Na sequéncia, o pellet contendo
taquizoitos/CFSE foi ressuspenso em PBS acrescido de Azul de Trypan 0,04%, em
seguida realizou-se a contagem das células viaveis em camara hemocitométrica
(Neubauer), sendo considerados viaveis 0s taquizoitos que ndo incorporaram o corante
em seu citoplasma. Em seguida a suspensdo foi ajustada para 1x10 taquizoitas/mL.

Aliquotas de 200 pL de suspensdes de células HeLa (ATCC No. CCL-2),
contendo 1 x 10° células/ml em RPMI 1640/ SBF 10%, foram cultivadas em placas de
24 pocos, por 3 horas a 37°C em atmosfera de 5% de CO,. Em seguida, a monocamada
de células HelLa foi infectada com taquizoitos/CFSE marcados, com MOI 1, por 24
horas a 37°C em atmosfera de 5% de CO,. Apds a primeira hora de incubacdo foram
adicionados aos cultivos celulares infectados, trés diferentes concentracdes de
anticorpos IgY anti-STAg, 1 pg/mL, 10 pg/mL e 100 pg/mL, purificados da gema dos
ovos do 42° dia PI. Apés 24 horas de incubagéo, as células HelLa foram descoladas das
placas atraves do tratamento com acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) 10mM
diluido em PBS, por 5 minutos a 37°C. Em seguida a suspensdo de células foram
lavadas em PBS duas vezes através de centrifugacdo a 1.200 x g por 10 minutos a 4°C e
depois fixadas em formaldeido 4% por cinco minutos a 4°C. Na sequéncia, a suspensdo
contendo as células fixadas foi ajustada para a concentracdo de 1 x 10° células/mL. A
proliferacdo de T. gondii, foi avaliada através da deteccdo da fluorescéncia verde
emitida pelas células HelLa parasitadas com taquizoitos/CFSE marcados, em
comparacdo com as celulas HeLa ndo parasitadas, utilizando filtros de comprimento de
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onda igual a 488nm, em equipamento préprio para citometria de fluxo (FACSCantoll,
BD Biosciences, EUA).
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5.2. Resultados

5.2.1. Imunomarcacéao

Na imunohistoquimica utilizaram-se os cortes histoldgicos do cérebro de
camundongos BALB/c cronicamente infectados. Os anticorpos IgY policlonais anti-
STAg detectaram antigenos na superficie de estruturas de contorno circular, que foram
marcadas em verde brilhante apds a interacdo de anticorpos secundarios conjugados
com FITC e os anticorpos IgY (Figura 10A e 10B). Também, na area interna da
estrutura, foram reconhecidos alvos antigénicos em pequenos Vvacuolos.
Adicionalmente, dentro deste vacuolos detectaram-se estruturas com fluorescéncia azul,
devido & marcacdo com DAPI (Figura 10A e 10B). As caracteristicas morfologicas
descritas sdo sugestivas de vacuolos parasitéforos contendo taquizoitas. Os anticorpos
anti-STAg reconheceram produtos antigénicos em uma forma evolutiva extracelular
(Figura 10C), a morfologia piriforme sugere um taquizoita. Em outras areas do corte
histologico, os anticorpos IgY anti-STAg reconheceram antigenos de superficie em
cistos teciduais, marcando-os de maneira uniforme e definida (Figura 10C e 10D). No
interior dos cistos teciduais foram corado pelo DAPI os nucleos dos bradizoitas (Figura
10C e 10D).

No ensaio de imunocitoquimica foram detectados taquizoitas de T. gondii
infectando monocamadas de células HelLa permeabilizadas, através dos anticorpos IgY
policlonais anti-STAg e evidenciados pelos anticorpos secundarios conjugados com
FITC. A utilizagdo de canais distintos para a captura da fluorescéncia emitida, permitiu
evidenciar os taquizoitos do parasito como estruturas emitindo fluorescéncia verde, com
morfologia eliptica e agrupadas, semelhantes a rosetas (seta branca, Figura 11A) ou
isoladas (seta vermelha, Figur 11D), geralmente préximas ao nucleo das células HeLa.
O reconhecimento dos antigenos de superficie dos taquizoitas de Toxoplasma gondii
ocorreu de maneira uniforme e intensa, conforme a fluorescéncia verde observada no
contorno destas células (Figura 11B e 11D). O nucleo das células HeLa foi marcado em
azul pelo DAPI (Figura 11A, 11B, 11C e 11D). A sobreposicdo das imagens de
fluorescéncia com as imagens obtidas por contraste de fase, evidenciou os taquizoitas

nas proximidades do nucleo rodeados pelo citoplasma das células HeLa (Figura 11C).
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Também observou-se a marcacao de estruturas internas do parasito, como regides mais
densamente coradas, na extremidade mais afilada do parasito, provavelmente sendo
reconhecidos antigenos das organelas do complexo apical dos taquizoitas (Figura 11B e
11C).
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Figura 14: Imunohistoquimica para deteccdo de T. gondii em tecidos formolizados
utilizando anticorpos IgY policlonais anti-STAg: Cortes desparafinados de cérebro
de camundongos BALB/c cronicamente infectados com a cepa ME-49 de T. gondii
foram incubados com anticorpos IgY policlonais anti-STAg e com anticorpos
secundarios anti-lgY conjugados com FITC. Foram detectados vacuolos parasitéforos,
externamente marcados com FITC (verde brilhante); internamente verificou-se a
presenca de taquizoitos, com seu nucleo corado em azul pelo DAPI (A e B). Os
anticorpos IgY anti-STAg foram capazes de reconhecer os antigenos da superficie
externa da parede cistica (C e D). Tambéem foram marcados taquizoitas livres (C, seta).
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Figura 15: Imunocitoquimica para detec¢do de T. gondii em monocamadas de
células HelLa utilizando IgY policlonal anti-STAg: Monocamadas de células HelLa
foram infectadas com taquizoitos de T. gondii da cepa RH (MOI=1); na sequéncia,
foram incubadas com anticorpos IgY policlonais anti-STAg, os quais foram detectados
através de anticorpos secundarios anti-lIgY/FITC. Na composi¢cdo das imagens a
sobreposicao das estruturas visualizadas por meio de contraste de fase e pelos canais de
fluorescéncia verde e azul, permitiu observar no citoplasma das células Hela, grupos de
taquizoitas em processo de multiplicacdo, de cor verde brilhante (FITC), proximos ao
nucleo corado de azul (DAPI) (A-C, setas), também parasitos isolados (D, setas).
Adicionalmente, os anticorpos IgY marcaram de forma mais densa a extremidade dos

taquizoitas, na regido do complexo apical (B, seta).
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5.2.2. Protebmica

Antigenos de STAg de Toxoplasma gondii com diferentes pesos moleculares e
pontos isoelétricos (pl) foram reconhecidos pelos anticorpos IgY policlonais anti-STAg
purificados no 42° dia Pl. Os anticorpos IgY policlonais detectaram proteinas
antigénicas de T. gondii com pl acidos e bésicos (Figural2A). Proteinas com peso
molecular aparente de 45kDa e pl variando de 5 a 9 foram reconhecidas, provavelmente
isoformas do mesmo antigeno de STAg (Figura 12A, retangulo tracejado). Fenbmeno
semelhante foi verificado com alvos antigénicos de 30kDa e entre 60kDa e 70kDa
(Figura 12A, retangulo tracejado). Aparentemente, os anticorpos IgY foram mais
reativos para proteinas de 30kDa e 45kDa.

Os anticorpos IgG policlonais de camundongo reconheceram alvos antigénicos
em Toxoplasma gondii com pl predominantemente &cidos (Figura 12B). Houve um
reconhecimento das proteinas p30 da parasito. Além disso, proteinas antigénicas com
massas moleculares de 50kDa a 90kDa, e pl proximo de 3, foram detectadas de maneira
intensa. Comparativamente, os anticorpos IgG anti-STAg dos camundongos nao

reconheceram os antigenos de 45kDa (Figura 12B).
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Figura 16: Western blot 2D de antigenos soltveis de T. gondii detectados por

anticorpos policlonais de galinhas e camundongos: Antigenos soluveis de taquizoitos

(STAQ) de T. gondii foram separados de acordo com 0s pontos isoelétricos (pl, pH 3,0-
10,0) e peso molecular (PM, BenchMark™ Protein Ladder 6-200 kDa)e incubados com
anticorpos IgY e IgG policlonais anti-STAg. Ambos anticorpos primarios reconheceram

as proteinas antigénicas de 30kDa. Os anticorpos IgY detectaram antigenos de

aproximadamente 45kDa e pl variando de 5 a 9 (retangulo tracejado, inferior), e

também entre 60kDa e 80kDa e pl variando de acido ao neutro (retangulo tracejado,

superior). Os anticorpos 1gG detectaram alvos antigénicos predominantemente acidos e

ndo reconheceram as proteinas de 45kDa. Por outro lado, os anticorpos IgG anti-STAg

marcaram antigenos acidos de peso molecular entre 50kDa e 90kDa.
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5.2.3. Protecao frente a infeccéo

As células HelLa nédo infectadas ndo apresentaram emissdo de fluorescéncia na
citometria (Figura 13A). Por outro lado, o controle positivo demonstrou 25,9% de
células positivas para fluorescéncia por CFSE (Figura 13B). O tratamento de cultivos
celulares infectados com taquizoitos de Toxoplasma gondii com anticorpos IgY
irrelevantes ndo apresentou diferencas no numero de células HelLa emitindo
fluorescéncia, quando comparadas ao controle positivo (Figura 13C).

A incubacdo das células HelLa infectadas, com concentracBes crescentes de
anticorpos IgY policlonais anti-STAg apresentou reducdo na porcentagem das células
infectadas, quando comparado ao controle positivo, de maneira dose-dependente e na
seguinte forma: (i) 1pg/mL: 20,7/25,9 (21%); (ii) 10pg/mL: 18,6/25,9 (28%); (iii)
100pg/mL: 16,7/25,9 (35%) (Figura 13D)..
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Figura 17: Avaliacdo da invasdo celular por taquizoitos de T. gondii cultivados em
presenca de anticorpos IgY policlonal anti-STAg: Monocamadas de células HelLa
(ATCC N° CCL-2) foram infectadas com taquizoitos de T. gondii da cepa RH marcados
com ester de carboxifluoresceina diacetato succinimidil (CFSE) 5uM, utilizando
multiplicity of infection (MOI) 1, depois foram tratadas com anticorpos IgY anti-STAg.
As células ndo infectadas (A) ndo apresentaram emissdo de fluorescéncia pelo CFSE, ao
contrario do controle infectado (B) que demonstraram 25,9% das células fluorescentes.
Os anticorpos IgY irrelevantes (C) ndo alteram a emissao de fluorescéncia em relacao
ao controle infectado. As células HelLa infectadas quando tratadas com IgY anti-STAg
(D) apresentaram reducao na fluorescéncia, em comparacdo com o controle de maneira
dose-dependente: (i) 1pg/mL: 20,7/25,9 (21%); (ii) 10pg/mL: 18,6/25,9 (28%); (iii)
100ug/mL: 16,7/25,9 (35%).
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6. Discussao

Neste estudo foram utilizadas galinhas poedeiras da linhagem Isa Brown para a
producdo de anticorpos IgY policlonais anti-STAg. Anteriormente, LI et al. (1998)
realizaram um estudo comparativo entre galinhas brancas da linhagem Single Comb
White Leghorn e galinhas vermelhas da linhagem Rhode Island Red para a producgéo de
anticorpos IgY especificos anti-albumina sérica bovina (BSA). Os autores
demonstraram que a concentracdo de proteinas e a quantidade de anticorpos anti-BSA,
para cada mL de gema pura, foi similar nas duas linhagens. CHALGHOUMI et al.
(2008) utilizaram galinhas Isa Brown para a producéo de anticorpos IgY policlonais
contra antigenos de Salmonella enteritidis e S. typhimurium homogeneizados com
adjuvante incompleto de Freund, obtendo simultaneamente e na mesma gema,
anticorpos contras os dois antigenos. No mesmo estudo, constatou-se que a utilizacéo de
adjuvante de Freund néo resultou em lesdes no local das inoculagdes. As galinha Isa
Brown imunizadas com STAg mais adjuvante completo de Freund, ndo desenvolveram
sinais inflamatorios perceptiveis no local das inoculacdes.

Galinhas poedeiras da linhagem Darco Brown, foram utilizadas por HASSL;
ASPOCK; FLAMM (1987), em um estudo com Toxoplasma gondii, que objetivou a
comparacdo de anticorpos IgY e 1gG de coelho, ambos policlonais e especificos contra
T. gondii. Outros estudos, também envolvendo protozoarios Apicomplexa, entre eles 0s
modelos com Plasmodium falciparum e Eimeria acerculina; E. maxima e E. tenella
empregaram galinhas de linhagens de cor branca para a producdo de IgY especifica,
sem prejuizo na quantidade e na qualidade dos anticorpos IgY purificados (QU et al.,
2011; LEE et al., 2009°; LEE et al., 2009°).

No presente estudo, a concentracdo proteica média de anticorpos IgY totais, das
galinhas imunizadas com STAg mais adjuvante completo de Freund (ACF), foi de 4
mg/mL de gema pura. Na purificacdo dos anticorpos IgY, utilizou-se agua acidificada
para retirar a fracdo rica em lipideos, e em seguida o sulfato de sodio para a precipitacdo
dos anticorpos IgY. Em estudo anterior, MA e ZHANG (2010) imunizaram galinhas
com lipopolissacarideo (LPS) emulsionado com adjuvante incompleto de Freund (AIF),
e realizaram a extracdo dos anticorpos IgY através de agua acidificada e sulfato de sodio
e obtiveram 8,5 mg/mL de gema. LEE et al. (2002) inocularam galinhas com
suspensOes de bactérias Gram negativas, Salmonella enteritidis e S. typhimurium,
diluidas em AIF, recuperando aproximadamente 7 mg de anticorpos total/mL de gema
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pura. LU et at. (2012) imunizaram galinhas com antigenos totais de Schistosoma
japonicum emulsionados com adjuvante completo de Freund (ACF) e extrairam 7,44
mg de IgY/mL de gema. QU et al. (2011) trabalharam com proteina recombinante de
Plasmodium falciparum misturado com ACF e purificaram aproximadamente 100mg de
anticorpos IgY/ovo, com 5% de anticorpos especificos. Possivelmente, o resultado de
concentragcdo proteica mais baixo, obtido neste estudo com os anticorpos IgY anti-
STAg, pode estar ligado & condugdo dos procedimentos da etapa de remocéo da fragdo
lipidica, pois antes da centrifugacédo foi realizada uma etapa de filtragem em algodéo
hidrofilo. No que diz respeito a porcentagem de anticorpos especificos, é provavel que
os valores obtidos com STAg sejam semelhantes aos de outros trabalhos, pois
utilizaram-se proteinas emulsionadas com adjuvantes de Freund (NAKANO et al.,
1998; LEE et al., 2002; WANG et al., 2011; PAULY et al., 2009).

Normalmente, a imunizacdo de galinhas pela via intramuscular, com antigenos
proteicos e adjuvantes de Freund, é utilizada para a inducdo de anticorpos IgY
policlonais (SCHADE et al., 1996; ARAUJO et al., 2010; PARMA et al., 2011; QU et
al.,, 2011; WEN et al., 2012). Entretanto, as reaces inflamatdrias locais sdo uma
preocupacdo, embora nem sempre sejam observadas em galinhas. Entretanto, um efeito
colateral frequente em galinhas é a queda transitéria na producdo de ovos durante o
periodo de imunizagbes (HATTA et al., 1993; SCHWARZKOPF; THIELE, 1996;
CHALGHOUMI et al., 2008). A distribuicdo do inéculo em locais diferentes reduz a
inflamacdo local e pode evitar a reducdo na producdo de ovos (SCHWARZKOPF;
THIELE, 1996). Neste estudo foi verificada que a inoculacdo de adjuvantes mais PBS
(grupo Controle) ndo resultou em processos inflamatorios locais que fossem
perceptiveis, da mesma forma ndo houve queda na producdo dos ovos além das
expectativas. Aparentemente a imuniza¢do com antigenos soluveis de taquizoitos de T.
gondii ou N. caninum pode afetar, transitoriamente, a postura de parte das galinhas.
Pode ser aconselhavel a utilizacdo de mais de uma galinha nos experimentos para

producdo de anticorpos IgY anti-STAg e anti-NLA.

A determinagdo do momento em que h4, na gema, as maiores concentracdes de
anticorpos 1gY especificos, permite racionalizar as coletas e os procedimentos de
purificacgio (BOLLEN et al, 1996; CHEN et al., 2002; SCHADE, 2005;
CHALGHOUMI et al., 2008). Os resultados iniciais da concentracdo proteica média,

das amostras de IgY obtidas ap6s precipitagdo com sulfato de sddio, dos trés grupos
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(STAg; NLA e controle) foram semelhantes entre si, entretanto sofreram uma reducao
significativa apds o primeiro booster, depois mantiveram-se estaveis até o final do
experimento, mesmo tendo ocorrido a queda na postura durante o protocolo de
imunizacbes. Verificou-se também, que o enriquecimento das amostras purificadas é
maior na auséncia da fracao lipidica, pois provavelmente a elevada concentracdo destes
compostos na gema, dificulte a solubilidade dos anticorpos IgY em &agua.

A deteccdo de anticorpos IgY na gema, ocorre com um atraso de
aproximadamente sete dias, depois da deteccdo sérica dos anticorpos. Este fenémeno
ocorre devido ao tempo requerido para a desenvolvimento do foliculo ovariano e
ovopostura (PEI; COLLISSON, 2005; DAVISON; MAGOR; KASPERS, 2008). Por
outro lado, os anticorpos IgY podem desenvolver, precocemente, a maturacdo da
avidez, logo ap6s a resposta imune primaria (WOOLLEY; LANDON, 1995).
Normalmente, para a avaliacdo da cinética de producdo, especificidade e avidez de
anticorpos IgY sdo utilizados ensaios imunoenzimaticos indiretos (ELISA) e Western
blot (GASSMANN et al., 1990; SHARMA, 1999; BRUJENI; GHARIBI, 2012;
ZHANG et al., 2011% QU et al., 2011). No presente estudo, as quantidades de
anticorpos IgY anti-STAg, estimadas através de indice ELISA (IE), foram detectadas a
partir do 21° dia pés-imunizacdo primaria (Pl) e foram crescentes, ao longo do
protocolo de imunizacdo, independentemente da concentracdo proteica das amostras
analisadas. O 42° dia PI, revelou a maior concentracdo de anticorpos especificos anti-
STAg. No 49° dia PI houve queda na quantidade de anticorpos, este fenédmeno foi
observado em outros experimentos, nos quais, a reaplicacdo dos antigenos retornou as
concentragfes de anticorpos IgY para os niveis mais elevados (CHEN et al., 2002;
PAULY et al., 2009).

A detecgdo dos antigenos proteicos de 30 kDa de T. gondii, através de anticorpos
especificos de mamiferos, é um critério para a determinar a exposi¢do do hospedeiro a
este patogeno (MINEO et al, 2001; SAGER ET AL., 2003). No presente estudo,
demonstrou-se que o0s anticorpos de galinhas imunizadas com STAg também
reconhecem alvos antigénicos de 30kDa de T. gondii, e que essas proteinas do
protozoario sdo as primeiras a serem detectadas pelos anticorpos IgY anti-STAQ.
Também verificou-se que os anticorpos IgY anti-STAg, mesmo apos o0 tratamento com
uréia 6M, conservaram reatividade residual para p30, logo apds o primeiro booster.

De maneira complementar, no ensaio de Western blot 1-D, outros antigenos de
STAg foram reconhecidos por anticorpos IgY especificos geradas na resposta imune



89

secundaria e dotados de alta avidez. Dentre os alvos antigénicos reconhecidos, pode-se
especular que existam proteinas relacionadas com organelas secretorias do taquizoito,
denominadas roptrias, micronemas e granulos densos, as quais participam na invaséo da
célula hospedeira viabilizando a formacgdo da moving junction (MJ), além de auxiliarem
no estabelecimento e composicdo do vaclolo parasitéforo (PV) (SOLDATI,
DUBREMETZ; LEBRUN, 2001; HAKANSSON; CHARRON, SIBLEY, 2001; EL
HAJJ et al., 2006; BRADLEY; SIBLEY, 2007; CARRUTHERS; TOMLEY, 2008). A
hipdtese de que anticorpos IgY policlonais, obtidos de galinhas imunizadas com STAg,
podem reconhecer proteinas antigénicas secretadas a partir das organelas de complexo
apical, possibilita 0 uso destes anticorpos em estudos de biologia e de viruléncia de T.
gondii (YAMAMOTO et al., 2011; FENTRESS; SIBLEY, 2011) auxiliando no
aperfeicoamento do diagnostico da toxoplasmose (WANG et al., 2011) ou o
conhecimento dos mecanismos da interacdo parasito-hospedeiro (GREGG et al., 2011),
como ja acontece com outros patogenos (NERI et al., 2011; CAI et al., 2012;
PALANIYAPPAN et al., 2012; BARTLEY et al., 2012). Além disso, a identificacdo de
antigenos conservados entre 0s microrganismos Apicomplexa, que usualmente é feita
por meio de anticorpos IgG obtidos de mamiferos, contribuem para o entendimento da
evolugéo dos parasitas (HEHL et al., 2000; GAFFAR et al., 2004; SOHN et al., 2011;
YANG et al., 2012) e também podem colaborar no desenvolvimento de imunogenos
mais eficazes (QU et al., 2011; ROCCHI et al., 2011; CUl et al, 2012).

Anticorpos IgY policlonais tem se mostrado eficientes em estudos associados a
fatores de viruléncia bacterianos (PARMA et al., 2011) e de protozoarios (GARATE et
al., 2005). Como as imunoglobulina Y apresentam resisténcia ao pH acido ou a
inativacdo proteolitica, desde que preparadas para esse fim (SCHADE, 2005;
KOVACS-NOLAN; MINE, 2012), essa possibilidade tem sido usada como uma
estratégia em pesquisas com patdgenos que possuem as vias mucosas como principal
porta de entrada nos hospedeiros (LIOU et al., 2010; VEGA et al., 2011; WEN et al.,
2012; KOVACS-NOLAN; MINE, 2012). Recentemente, foi demonstrado que a
administracdo continua de IgY especifica a frangos de corte, por via oral, conferiu
protecdo parcial contra trés espécies de Eimeria spp. (LEE et al., 2009% LEE et al.,
2009°). Na toxoplasmose, a ingestdo de oocistos infectantes ou cistos teciduais sdo as
formas mais frequentes de contagio para os diferentes hospedeiros (TENTER,;
HECKEROTH; WEISS, 2000). Os diferentes estagios evolutivos de T. gondii
compartilham diversos antigenos conservados (FRITZ et al., 2012). Neste sentido, é
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possivel que anticorpos IgY contra antigenos especificos possam ser ferramentas
interessantes para prevencdo de infeccdo primaria por via oral em hospedeiros
definitivos e intermediarios, j& que a presenca de anticorpos especificos, previamente a
infeccdo, parece demonstrar um certo efeito protetor contra a toxoplasmose aguda
(BEGHETTO et al., 2005; AZZOUZ et al., 2012).

A identificacdo de cistos teciduais de T. gondii denota a existéncia de infec¢do
cronica pelo parasito, e uma das localizagdes preferenciais dos cistos € o tecido cerebral,
estudos com cultivos celulares, nesse contexto anticorpos primarios especificos sdo
utilizados para detectar os estagios do parasito em cultivos celulares (SAHM et al.,
1997; LUDER, et al., 1999). Em estudo recente GUIMARAES e colaboradores (2009)
demonstraram a utilizacdo de culturas primarias de células de musculo esquelético de
camundongos na investigacdo da cistogenése de T. gondii, para tanto proteinas
selecionadas de parede cistica e de bradizoitos foram detectadas por meio de anticorpos
anti-T. gondii. O uso de anticorpos IgY policlonais anti-STAg para deteccdo de formas
de T. gondii em protocolos de imunohistoquimica e imunocitoquimica, demonstrou ser
eficaz na marcacdo de diversas formas evolutivas do parasito, sendo possivel evidenciar
taquizoitos em cultivos celulares, também cistos teciduais e vacuolos parasitéforos em
cortes histologicos de cérebro.

As galinhas se infectam com T. gondii, entretanto elas se mostram refratarias a
ocorréncia dos sinais clinicos da toxoplasmose (DUBEY, 2010). Na ultima década, a
funcdo de antigenos de T. gondii envolvidos na invasdo e estabelecimento de
parasitismo intracelular em mamiferos tem sido objeto de varios estudos
(BUGULISKIS et al., 2010; FENTRESS et al., 2010; FENTRESS; SIBLEY, 2011,
ONG; BOYLE; BOOTHROYD, 2011). Nesse contexto, a analise comparativa do perfil
de reconhecimento de antigenos de T. gondii, entre galinhas e mamiferos, pode ser uma
alternativa interessante para determinar mecanismos conservados ou nao, que Ss&o
utilizados pelo parasita para modular a resposta imune dos hospedeiros (ONG; BOYLE;
BOOTHROYD, 2011; MORGADO et al., 2011). Os estudos nessa area sdo focalizados
nos antigenos de superficie do parasito ou proteinas de excrecdo e secrecdo do
protozoario (DZIADEK et al., 2009). Os protocolos mais comuns, usados para tal
propdsito, sdo a incubacgdo do parasita com antissoro especifico ou a geracdo de cepas
geneticamente modificadas, prevenindo interacbes moleculares entre as proteinas do
parasito e do hospedeiro (TYLER; BOOTHROYD, 2011; PSZENNY et al., 2012;
AZZOUZ et al., 2012; SUBAUSTE, 2012). O desenvolvimento de anticorpos
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especificos que se liguem a determinados antigenos de relevancia para a viruléncia de T.
gondii podem contribuir para a prevencdo da invasdo da célula hospedeira (BAUM;
COWMAN, 2011). Os dados de inibicdo de invasdo in vitro utilizando os IgY
policlonais anti-STAg demonstraram que a adi¢do de anticorpos apos a incubacgédo de
taquizoitos com a monocamada de células Hela, produz queda no percentual de células
infectadas, e embora sejam eventos que ocorreram de maneira dose-dependente, 0s
resultados podem ser amplificados se as galinhas fossem imunizadas com uma menor
variedade de antigenos e os anticorpos IgY poderiam ser mais eficazes no bloqueio da
invasdo de células hospedeiras. Adicionalmente, o ensaio de immunoblot-2D apresentou
diferengas entre o perfil de reconhecimento de proteinas antigénicas por anticorpos de
galinhas e de camundongos, talvez anticorpos IgY produzidos contra antigenos,
reconhecidos exclusivamente por galinhas, tenham alguma participacdo na resisténcia

deste hospedeiro e no controle da viruléncia do protozoario.
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7. Conclusoes

- Anticorpos IgY policlonais anti-STAg sdo purificados da gema do ovo em grande
quantidade, com elevada pureza por meio de técnicas de baixo custo, facil execucdo e
que preservam a estrutura do anticorpo;

- Galinhas imunizadas com adjuvante de Freund produzem anticorpos de avidez
moderada precocemente, e apresentam as maiores concentracfes de anticorpos na gema
apos o segundo booster;

- Os anticorpos IgY anti-STAg detectam precocemente 0s principais antigenos do
parasito;

- Os anticorpos IgY anti-STAg reconhecem de forma eficaz formas evolutivas distintas
de T. gondii em cultivos celulares e em cortes histoldgicos;

- Os anticorpos IgY anti-STAg reconhecem antigenos distintos daqueles reconhecidos
por anticorpos de mamiferos, sendo que tal reatividade diferencial possa ser melhor
explorada no contexto de analise de viruléncia entre espécies resistentes e susceptiveis;

- Os anticorpos IgY anti-STAg blogueiam parcialmente a proliferacdo de taquizoitos in
vitro, demonstrando potencial para ser utilizado em protocolos de imunizacdo passiva

contra a infec¢do por T. gondii. .
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