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Resumo

Toxoplasmose & uma infecgdo que acomete 0 homem e animais domésticos
e silvestres, porém a manifestagdo clinica da doenca ¢é rara. Em cées, ela se
apresenta mais freqiientemente no feto (forma congénita), nos jovens, quando o
sistema imune esta ainda imaturo ou nos adultos imunodeprimidos apresentando
infecgdes concorrentes.

Este estudo teve como objetivo analisar o perfil imunoquimico ¢ a
reatividade de anticorpos anti-7oxoplasma gondii em amostras de soros de cides
doentes ¢ aparentemente sadios, procedentes do Hospital Veterinario da
Universidade Federal de Uberlandia e Centro de Controle de Zoonoses de
Uberlandia-MG.

Foram analisadas 307 amostras, sendo 173 de cdes doentes e 134 de céaes
aparentemente sadios, por meio dos testes de imunofluorescéncia indireta (IFT) e
imunoenzimatico (ELISA). Deste total, 69% das amostras foram também
analisadas por “western-blotting” (WB), sendo consideradas positivas as
amostras de soros que apresentaram reatividade para o antigeno de superficie
SAG-1 (P30) de taquizoitas de 7. gondii. O critério de positividade para os testes
IFI e ELISA foi determinado pelo perfil de reatividade do WB, sendo
consideradas amostras positivas quando estas apresentavam titulo > 32 para IFI
e > 64 para ELISA.

Observou-se 143 (46,6%) amostras concordantes positivas IFI+ / ELISA+
e 109 (35,5%) amostras concordantes negativas IFI - / ELISA - ; como resultados
discordantes foram encontradas 44 (14,3%) amostras IFI -/ ELISA + e 11 (3,6%)
amostras TFI + / ELISA -. Os titulos de anticorpos variaram de 32 a 4.096 para
IFI e 64 a 32.768 para ELISA, ndo sendo observadas diferengas significativas

entre os grupos de animais doentes € aparentemente sadios (p > 0,05).



O perfil imunoquimico das amostras analisadas pelo WB revelou que a
predomindncia de anticorpos com reatividade para SAG-1 (P30) e outras
proteinas foi diretamente proporcional aos titulos crescentes de anticorpos
detectados pela IFT € ELISA.

O total de positividade nas amostras de soros de animais doentes (42,2%)
nio foi estatisticamente diferente da positividade encontrada nas amostras de
soros de animais aparentemente sadios (52,2%). Entretanto, este grupo
apresentou indices de positividade significativamente maiores (p < 0,05), em
relagdo ao sexo, raga e idade.

Estes resultados indicam que a reagdo de WB associada aos testes IFT e
ELISA constituem métodos eficazes para o estabelecimento seguro da

soroprevaléncia de 7. gondii em caes.

Palavras chaves: 7oxoplasma gondii, toxoplasmose canina, testes sorologicos.
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INTRODUCAO

1.1- Historico

Toxoplasma gondii, protozoario parasita intracelular obrigatorio, infecta
uma ampla variedade de células de mamiferos e aves. Foi descrito pela primeira
vez em 1908 por Splendore em coelho de laboratério no Brasil € por Nicole e
Manceaux, no mesmo ano, que o encontrara no cérebro de um roedor do Norte
da Africa (Pessba, 1982). Posteriormente, ele foi identificado em inimeras
espécies de animais domésticos, silvestres € no homem.

O nome do roedor onde foi primeiramente encontrado (Ctenodactylus
gondi) deu nome a espécie do parasita (Pfefferkorn, 1990), o nome do género
deriva das letras gregas taxon (arco) e plasma (forma), devido a forma de lua

crescente em que o parasita € mais comumente observado (Neto et al., 1995).



1.2- Taxonomia e Habitat

O Toxoplasma gondii é um protozoario pertencente ao Reino Protista,
Sub-Reino Protozoa, Filo Apicomplexa, Classe Sporozoa, Subclasse Coccidia,
Ordem Eucoccidia, Subordem Eimeriina, Familia Sarcocystidae, Género
Toxoplasma e Espécie 1. gondii.

Apresenta ampla distribuigdo geografica infectando diversos tipos de
células de hospedeiros que compreende o homem, aves e mamiferos domésticos e
silvestres. Nestes hospedeiros, ¢ encontrado infectando células e tecidos como
figado, bago, pulmio, retina, sistema nervoso central, misculo estriado
esquelético ¢ miisculo estriado cardiaco. Sobrevive em liquidos organicos como
saliva (Dubey, 1985), esperma, liquido peritoneal, humor aquoso e leite (Hall,

1992).

1.3- Ciclo Biologico do Parasita

O Toxoplasma gondii apresenta ciclo de vida heteroxeno, ou seja,
necessita hospedeiros definitivos e hospedeiros intermediarios para completar seu
ciclo.

Durante o ciclo, apresenta uma fase enteroepitelial que ocorre no epitélio
dos felideos, hospedeiros definitivos, principalmente do gato doméstico e uma
fase extra-intestinal, nos hospedeiros intermediarios, onde ocorre a reprodugao
assexuada (Pess6a, 1982; Neto, 1995).

Quando os felideos se infectam, o parasita invade as células epiteliais da
mucosa intestinal reproduzindo-se assexuadamente ¢ sexuadamente (Pessoa,
1982). Da reprodugdo sexuada resulta oocistos imaturos que sdo eliminados nas
fezes dos gatos no periodo de duas a trés semanas apos a infecgdo. No ambiente,

eles necessitam de no minimo 24 horas para se tornarem maduros (Sullivan &



Pardo, 1993) sob condigdes 6timas de temperatura ¢ umidade (Feldman, 1982).
ApoOs a maturagdo, eles se tornam infectantes para gatos, aves € outros animais
mamiferos silvestres ¢ domésticos, inclusive o homem. Na forma infectante,
oocistos maduros, apresentam no seu interior 2 esporocistos cada um com 4
esporozoitas (Rey, 1991).

No meio externo, os oocistos maduros resistem varios meses. Quando os
oocistos sdo ingeridos pelo hospedeiro intermedidrio, 0s esporozoitas sao
liberados no tubo digestivo destes e penetram nas células do sistema fagocitico
monocitario (SFM). Multiplicam-se rapidamente sob a forma de taquizoitas no
interior das células hospedeiras que sdo lisadas liberando esses parasitas para o
meio extracelular onde estdo livres para invadir novas células (Sullivan & Pardo,
1993).

Essa multiplicagio rapida com a formagdo de taquizoitas (do grego
tachys= rapido) compreende a fase aguda ou proliferativa da infec¢do (Pessoa,
1982). Aproximadamente 8 - 10 dias apés a infecgdo, em resposta ao
estabelecimento de uma resposta imune, os parasitas se encistam em Varios
tecidos, especialmente no cérebro caracterizando a fase cronica e latente da
infecgdo. Nesta fase, os protozoarios sdo denominados bradizoitas (do grego
bradys= lento) e se diferem dos taquizoitas por apresentarem multiplicacdo lenta
e alta resisténcia a pepsina (McLeod et al., 1991).

Os protozodrios permanecem nesta forma cistica até por ocasiio de uma
queda na resisténcia do sistema imune ou, caso isto ndo ocorra, perdura por toda

a vida do hospedeiro (Rey, 1991; Ambroise-Thomas & Pelloux, 1993).



1.4- Morfologia do Parasita

Os protozodrios medem 4 a 8 wum de comprimento por 2 a 4 um de largura.
Apresentam niicleo localizado no meio do corpo ou proximo a extremidade
posterior, uma membrana externa simples e uma membrana interna dupla que ¢
fenestrada e incompleta (Rey, 1991).

Na extremidade anterior (mais afilada), também denominada pélo apical,
encontram-se o conoide, roptrias ¢ micronemas (Neves, 1991). O conoide € uma
concavidade no podlo anterior revestida por proteinas capazes de aderir a célula
hospedeira, tendo ainda o anel polar a sua volta que lhe da uma estrutura
relativamente estavel (Neto et al., 1995)

Os cistos que se formam na fase cronica da infecgdo medem entre 20 a 200
um, podendo ser alongados ou achatados dependendo do tecido onde se
encontram (Rey, 1991).

Embora entre a forma estrutural de taquizoitas e bradizoitas ndo haja muita
diferenga, a estrutura antigénica do parasita ¢ complexa. Durante o ciclo de vida
do Toxoplasma ha antigenos especificos para cada estagio (Lunde & Jacobs,
1983) e antigenos comuns entre eles. Proteinas da forma taquizoita da cepa RH
de aparente peso molecular 41 (P43), 35 (P35), 32 (P30), 23 (P23) e 21 (P22)
kDa foram descritas e estudadas por varios autores (Couvreur et al., 1988;
Parmley et al., 1992). Nos estagios oocistos e esporozoitos foram detectados
antigenos de aproximadamente 25, 67 ¢ 190 kDa (Sharma, 1990; Kasper et al,,
1984). Weiss e colaboradores, identificaram em bradizoitas antigenos de 28 kDa
¢ 116 kDa que ndo estdo presentes em taquizoitas (Weiss et al., 1992).

A P43, P35, P30 ¢ P22 sdo os quatro principais antigenos de superficie de
taquizoitas (Couvreur et al., 1988), mas foi observado que a P43 apresenta reag¢ao
positiva com soro de camundongo e rato anti-bradizoita (Darcy et al., 1990). A

presenga de antigenos especificos de bradizoitas antes da formagdo de cistos,



W

durante a transicdo da fase aguda para a fase cronica da infecgdo, revela a
ocorréneia de um estagio intermedidrio na diferenciagdo de taquizoitas em
bradizoitas (Soete et al., 1993).

Outras evidéncias de antigenos comuns entre estdgios diferentes foram
determinadas por meio de reagdo de imunofluorescéncia. Através desta, antigenos
do estigio taquizoita, bradizoita e esporozoita apresentaram marcacao
fluorescente frente a antisoros heterdlogos (Angel et al, 1991).

Foram descritas também caracteristicas antigénicas entre diferentes cepas.
Darcy e colaboradores (1990), descreveram que 0s antigenos de taquizoitas da
cepa RH com pesos moleculares 63, 43, 39 ¢ 28.5 kDa compartilham epitopos
comuns a antigenos de bradizoitas da cepa 76K. Entretanto, a P30 e P22
mostraram ser mais eficientemente reconhecidas por soro anti-cepa RH do que
por soro anti - cepas P e C, em ensaios de imunoblot (Ware & Kasper, 1987).

Essas diferencas antigénicas entre os tipos de cepas virulentas ¢ avirulentas
ndo é significativa visto que soro de camundongo cronicamente infectado com
uma determinada cepa precipita mesmas proteinas reconhecidas por diferentes
soros de camundongos infectados com outras cepas (Handman et al, 1980).

Entre os antigenos da forma taquizoita, a SAG-1 (P3) ¢ uma proteina
altamente imunogénica que apresenta peso molecular compreendido entre 30-35
kDa. Constitui cerca de 5% do total das proteinas neste estagio do protozoario
(McLeod, 1991) e, juntamente com a SAG-2 (P22), esta homogeneamente
distribuida por toda a membrana do taquizoita (Grimwood e Smith, 1995). A
habilidade de diferentes anticorpos monoclonais reconhecerem uma Unica regiao
da P30 e de inibirem 25 a 50% da ligagdo de anticorpos de pacientes com
toxoplasmose para extratos de taquizoitas demonstra que uma unica regido desta

molécula contem a maior parte da atividade imunogénica (Rodriguez et al., 1985)



1.5- Mecanismos de infec¢iio da célula hospedeira pelo Toxoplasma gondii

1.5.1- Adesdo dos taquizoitas a célula hospedeira

Um dos eventos muito discutidos entre pesquisadores € que ndo esta
totalmente elucidado se refere ao processo de invasio ou penetragdo do parasita
na célula hospedeira.

Segundo Mineo e colaboradores (1994), o primeiro passo requerido para
que ocorra invasdo é o ligamento do parasita &4 membrana da célula hospedeira
via receptores de membrana. Estudos tém revelado que SAG-1 (P30) pode ser um
importante ligante do receptor da célula hospedeira, visto que anticorpos
monoclonais e policlonais contra este antigeno inibem significativamente a
adesdo de taquizoitas para estas células (Grimwood & Smith, 1992; Kasper &
Mineo, 1994; Mineo et al., 1994, Grimwood & Smith, 1996). Por outro lado,
anticorpos contra outra proteina de superficie de taquizoita, a SAG-2 (P22), néo
alteraram a infecgfio in vitro. Também, anticorpos produzidos contra parasitas
mutantes deficientes de P30, ndo apresentaram efeito significante na infecg¢do da
célula hospedeira por cepas que expressam a P30 (Kasper & Mineo, 1994).

A eficiéncia da adesdo do parasita a célula hospedeira pode estar
diretamente relacionada com a fase do ciclo celular. A capacidade do 7. gondii
infectar células de mamiferos parece aumentar durante a passagem da fase G
para a fase S do ciclo de crescimento e diminui quando as células entram na fase
G, (Youn et al., 1991 apud Mineo e Kasper, 1994). Na fase S, ¢ maior o niimero
de receptores na superficie celular podendo explicar o aumento na taxa de
adesdio dos parasitas para as células que se apresentam nesta fase (Grimwood et
al., 1996).

No reconhecimento da célula hospedeira pelo parasita podem ainda

estarem envolvidas moléculas “lectin-like” presentes na superficie do parasita



(Kasper & Mineo, 1994). Lectinas sdo proteinas ligantes de carboidrato que
medeiam interagdes célula-a-célula. Receptores de glicoproteinas e de lectinas
foram indentificados em Leishmania, Trypanosoma € Entamoeba que estdo
envolvidos na interagdo parasita-célula hospedeira (Werk, 1985; Saffer & Petri
Junior, 1991).

Foi demonstrado que Toxoplasma gondii se liga fortemente a glicosamida
de soroalbumina bovina, glicosamida-BSA (Robert et al, 1991). Esta
glicoproteina bloqueia competitivamente a infecgdo de fibroblastos humanos por
diferentes tipos de taquizoitas positivos para P30, enquanto tem pouco efeito na
infeccdo por parasitas deficientes de P30 (Mineo et al., 1993) ). Pelo fato de
glicoproteinas estarem presentes na superficie de uma grande variedade de
células, o entendimento da caracteristica da ligagdo do Toxoplasma para esta
glicoproteina podera confirmar se esta interagdo representa um evento critico no

mecanismo pelo qual este parasita entra na célula hospedeira (Robert et al,

1991).

1.5.2- Invasiao da célula hospedeira

Uma vez na superficie da célula, se da invasdo, um evento que € concluido
entre 10 a 15 segundos, aproximadamente. Este processo envolve organelas do
complexo apical (condide, roptrias e micronemas), microfilamentos de actina
(Sibley, 1995) e os movimentos de ondulagdo apresentados pelo parasita (Werk,
1985; Joiner & Dubremetz, 1993).

Com a extremidade anterior em contato com a membrana plasmatica do
hospedeiro, o conoide é protraido e as roptrias ¢ micronemas secretam uma

substancia denominada “penetration-enhancing factor” (Werk, 1985; 1986,

Werk, 1989; Pfefferkorn, 1990). O papel bioquimico deste material permanece



incerto mas, provavelmente altera as propriedades da membrana promovendo a
penetragdo do Toxoplasma gondii na célula hospedeira.

Além dos microtibulos presentes no citoesqueleto de taquizoitas ha ainda
miosina e actina na extremidade anterior do parasita, sendo que actina distribui-se
também pelo citoplasma. Provavelmente elas estdo envolvidas com a protusao do

conoide no inicio da invasdo (Joiner & Dubremetz, 1993).

1.5.3- Formacio do Vaciolo Parasitéforo

Durante a invasio, a célula hospedeira parece apresentar um papel ativo no
processo produzindo invaginagdo na regido anterior dos taquizoitas aderidos
(Werk, 1985). Esta invaginagdo prossegue envolvendo o parasita até o final da
invasdo constituindo a membrana do vactiolo parasitoforo (Kimata et al., 1987),
onde o parasita iniciara seu crescimento. Este vaciiolo é incapaz de acidificar ou
fundir com organela ligante de membrana dentro do sistema endocitico da célula
hospedeira dando condigdes de sobrevivéncia ao parasita (Joiner & Dubremetz,
1993).

Parece que esta propriedade de ndo sofrer fusdo com as membranas
lisossomais da célula hospedeira e, consequentemente, a auséncia de enzimas
digestivas se deve a modificagdes da membrana do vaciolo em relacdo a
membrana da célula hospedeira (Werk, 1989; Sibley, 1995). Segundo Kimata &
Tanabe (1987), esta membrana ¢ modificada por uma proteina de 66 kDa,
secretada pelo parasita durante a penetragdo, e pela proteina de 30 kDa (P30),

secretada durante o desenvolvimento no interior do vacuolo.



1.6- Perfil da Toxoplasmose

A toxoplasmose, zoonose causada pelo Toxoplasma gondii, pode ocorrer
pela via congénita ou adquirida.

A infecgdo adquirida ocorre quando a pessoa ou animal esta na fase adulta
do seu desenvolvimento. Toxoplasmose adquirida pos-natalmente se desenvolve
normalmente pela ingestio de cistos ou oocistos maduros em comida
contaminada. Na Franga, a causa mais freqiiente de contaminagdo na populagdo ¢
a transmissdo de cistos através de carne mal cozida, enquanto a contaminag¢do
pela ingestdo de oocistos é muito rara (Desmonts et al., 1965 apud Ambroise-
Thomas & Pelloux, 1993).

Geralmente a infecgdo é assintomatica sendo a toxoplasmose aguda e
infecgdo em individuos imunocomprometidos as mais sérias formas da doenga.
Nio & conhecida a proporgio do total de casos em que a infecgdo ¢
assintomatica, mas provavelmente varia de acordo com a linhagem do parasita
adquirido (Hall, 1992).

Apés a aquisi¢io inicial do parasita ocorre uma ampla distribuigdo do
parasita pelo corpo do hospedeiro (Hall, 1992). A fase aguda da infecgdo,
caracterizada pela multiplicagio ativa de taquizoitas no interior de células
nucleadas, muda para fase latente durante a qual os organismos se encistam em
muitos tecidos, principalmente no musculo esquelético, cardiaco e cérebro (Hall,
1992; Rothova, 1993).

A multiplicagdo ativa dos taquizoitas dentro das células nucleadas durante
0 estigio agudo da infecgdo ¢ bloqueada por mecanismos imunologicos.
Taquizoitas extracelulares sdo destruidos por anticorpos. A imunidade celular
apresenta também importante papel principalmente quando os parasitas estdo no

interior das células (Ambroise-Thomas & Pelloux, 1993).
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Na fase cronica, os parasitas permanecem encistados e viaveis durante
toda a vida do hospedeiro sem afetar a satide de hospedeiros imunocompetentes.
Sua existénecia é indicada pela presenga de anticorpos IgG especificos para
Toxoplasma e a prevaléncia de soropositivos varia entre diferentes populagdes,
dependendo dos habitos alimentares, clima, etc (Rothova, 1993).

Em caso de imunodepressio, como em pacientes que se submeteram a
cirurgia para transplante de 6rgdo ou em pacientes com AIDS, os cistos podem
ser reativados e induzir sérios problemas. Nos dois casos a deplegdo do sistema
imune pode induzir reativagio de infecgdo latente com liberagdo de taquizoitas
dos cistos causando infecgdo disseminada (Ambroise-Thomas & Pelloux, 1993),
que pode ter sérias consequéncias como encefalite, miocardite, danificar o tecido
local como na retinocoroidite toxoplasmica (Hall, 1992). Entretanto, em casos de
transplante de orgdos a infecgdo pode ainda ser devido a reativagdo de cistos
presentes no proprio 6rgdo transplantado (Ambroise-Thomas & Pelloux, 1993).

Em pessoas com sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS), a
toxoplasmose ¢ a mais comum causa de lesdes cerebrais e se desenvolve em
aproximadamente um tergo dos soropositivos (Sharma, 1990).

A infeccdo congénita pode ocorrer quando uma mulher gravida ¢ infectada
ou por ocasido de reagudizacdo de infecgdo latente. Durante a parasitemia, 0
Toxoplasma atravessa a placenta e invade os tecidos do feto em
desenvolvimento. As consequéncias da infec¢do dependem do tempo de
gestagdo, sendo mais grave a infecgdo adquirida durante os primeiros estagios de
gravidez (Rothova, 1993).

Aproximadamente 40% das criangas de mdes infectadas se tornardo
também infectadas e destas, somente uma pequena propor¢do exibird sinais
clinicos logo apds o nascimento (Rothova, 1993; Hall, 1992). Isto acontece

porque a rapida multiplicagdo dos taquizoitas nos tecidos do feto ocorre por um
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curto periodo de tempo se transformando em bradizoitas e encistando devido a
presenga de anticorpos maternos no local (Ambroise-Thomas & Pelloux, 1993).

Muitos bebés com toxoplasmose congénita s3o assintomaticos no
nascimento ou apresentam sintomas ndo especificos como crescimento
intrauterino retardado e hepatoesplenomegalia, podendo ou ndo, em seguida,
desenvolver sequelas. Ao passo que, uma minoria de recém-nascidos infectados
congenitamente apresentam manifestagdes severas no nascimento ou durante a
infancia. Dentre as manifestagdes incluem hidrocefalia, calcificagdo intracranial e
retinocoroidite (Hall,1992).

Das criancas infectadas congenitamente ¢ assintomaticas no nascimento,
aproximadamente oitenta por cento (80%) desenvolverdo em algum periodo da

vida sequelas neuroldgicas e/ou oculares (Rothova, 1993).

1.7- Toxoplasmose e Sistema Imune do Hospedeiro

A toxoplasmose é acompanhada pelo desenvolvimento da resposta imune
mediada por célula e resposta imune humoral especifica que destri muitos
taquizoitas. Nos homens com toxoplasmose, anticorpos IgM podem ser
detectados nos primeiros 7 dias apos a infec¢do. Anticorpos IgG aparecem dentro
de 1 a 2 semanas pos infecgdo. O titulo aumenta rapidamente atingindo valor
maximo dentro de aproximadamente 6 semanas declinando gradualmente até a
persisténcia de baixos titulos durante toda a vida (Sharma, 1990). Entretanto, um
titulo muito alto de IgG ndo ¢ indicativo de infecgdo recente.

O desenvolvimento de titulos de anticorpos para 7Toxoplasma &
influenciado também pela imunocompeténcia de individuos infectados, assim

como pela forma e estagio da doenga (Suter et al., 1984). Outros fatores como

viruléncia da cepa, baixas quantidades de Cistos ou 0ocistos ¢ taquizoitas que
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produziram a infec¢do natural, manuseio e condi¢des de estoque dos soros podem
interferir no nivel de anticorpos (Svoboda, 1987).

Os taquizoitas que escapam da destrui¢do se transformam em bradizoitas e
ficam dentro de cistos. Desta forma, observa-se que a imunidade ndo determina o
fim da infeccdo mas, impede a multiplicagao de taquizoitas e a destruigdo de
célula hospedeira (Sharma, 1990).

Os linfocitos T CD4* ¢ CD8' sio as principais células efetoras na
manutencdo da infecgdo cronica. Estas células parecem agir sinergicamente para
prevenir a reativagdo do parasita durante o estagio cronico da infecgdo
(Yamamoto & Gongalves, 1997). Segundo Gazzinelli e colaboradores (1991),
estudando in vivo a imunidade a 7. gondii induzida por vacina, o efeito sinérgico
de células T CD4" esta relacionado, provavelmente, ao aumento de INF-y pelas
células CD8" .

Em camundongos com infecgdo cronica e timectomisados foi observado o
aparecimento de taquizoitas no exsudato peritoneal a0 mesmo {empo em que
apresentaram um declinio na porcentagem de subpopulagdo de linfécitos T.
Baixos niveis de anticorpos nestes animais demonstraram que anticorpos ndo sao
importantes para estabelecer imunidade mas podem prevenir a disseminagao dos
parasitas durante a infecgdo cronica (Goyal et al., 1989). Cées que passaram por
tratamento de IMuUNOSSUpressao quimica morreram Ccom toxoplasmose
generalizada (Dobos-Kovacs & Varga, 1982).

Vollmer et al. (1987) apud Kasper & Boothroyd, 1993, estudaram a
importancia das subpopulagoes de células T helper CD4" em toxoplasmose
experimental. Eles detectaram que camundongos com infecgdo aguda e cronica
morrem quando depletados de linfocitos CD4",

Em relagdo as células T CDS8", trabalhos sugerem que 0 7 oxoplasma induz

aumento no seu nimero. Um namero maior de células T CD8" foi observado em
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pessoas com infecgdo sintomatica apos estimulagio com antigenos do parasita €
em pessoas com infecgdo adulta (Kasper & Boothroyd,).

Muitos pesquisadores estdo investigando a funcgdo das citocinas liberadas
pelas células T. Células T CD4" e CD8' produzem INF-y através da secregdo de
L2 ¢ células Natural Killer (NK) (Gongalves & Yamamoto, 1997). INF-y
apresenta papel importante na imunidade contra varios patégenos com ciclo
intracelular facultativo ou obrigatério (Peleman et al.,1989; Suzuki et al, 1990;
Silva et al., 1992; Hunter & Remington, 1994). Estudos em camundongos
infectados com Trypanosoma cruzi apresentaram um excelente modelo da
importancia de INF-y no controle da infeccdo aguda em camundongos
geneticamente resistentes. A parasitemia nestes animais teve significativo
aumento em grupos tratados com anticorpo monoclonal anti-INF-y (Silva et al,
1992).

Em camundongos infectados com Toxoplasma, a administra¢do de INF-y
reduziu significativamente as lesdes no cérebro sugerindo que esta citocina induz
morte ou previne a proliferagéo de taquizoitas no cérebro (Suzuki et al., 1990).

A atividade protetora de INF-y esta associada principalmente com a
ativacdo de macrofagos. INF-y € TNF-o ativam macrofagos e estes inibem a
replicagdo de parasitas através da producdo de radicais livres de oxigénio €
intermediarios reativos de nitrogénio (RNI) (Hunter & Remington, 1994;).

T. gondii e outros patogenos podem estimular diretamente macrofagos a
produzirem 1L-12 ¢ TNF- o (Hunter & Remington, 1994). Khan e colaboradores
(1996), observaram que a administragdo exdgena de 1L.-12 para camundongos da
linhagem IRF-17" infectados com Toxoplasma resultou em aumento significativo
da sobrevivéncia dos animais. Porém, uma vez estabelecida a infec¢do a
importancia de IL-12 parece ser reduzida porque, mesmo continuando com a

terapia, todos os camundongos morreram. Isto pode sugerir que IL-12 ¢ um
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importante modulador da resposta do hospedeiro somente durante o estagio
agudo da infecgdo.

As citocinas, IL-12 e TNF-a, produzidas por macrofagos, induzem a
produgio de INF-y pelas células NK, e, consequentemente, a ativacdo da
atividade microbicida de macrofagos. Estes eventos podem atuar como primeira
linha de defesa na resisténcia a infecgdes antes do desenvolvimento da resposta

de células T (Hunter & Remington, 1994).

1.8-Toxoplasma gondii e Neospora caninum

Até 1988, os sinais clinicos da neosporose, infecgdo em caes provocada
pelo protozoario Neospora caninum, foram erroneamente diagnosticados como
toxoplasmose (Lindsay et al., 1990). Contrario a toxoplasmose, a neosporose €
considerada ser um patogeno exclusivo de cdes e a caracteristica predominante
da infecgdo ¢ a paralisia dos membros posteriores (Dubey, 1989).

Nio ha reagdo sorologica cruzada entre Toxoplasma gondii € N.caninum
(Dubey, 1989; Morales, 1995). Os dois se diferenciam antigenica e
estruturalmente. Andlises estruturais mostraram que somente bradizoitas de T.
gondii apresentam microporos e granulos de amilopectina s3o mais eletrodensos
em 7. gondii (Bjerkas & Dubey, 1991). Taquizoitas de N. caninum apresentam
roptrias mais eletrodensas e forma cistos somente no tecido neural ao passo que
cistos de 7. gondii sdo encontrados em muitos orgdos ¢ tecidos como musculo
estriado cardiaco ¢ esquelético, pulmdo, figado, sistema nervoso (Dubey &

Lindsay, 1983).
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1.9-Epidemiologia

Toxoplasma gondii apresenta ampla distribuigdo geografica
infectando diversos tipos de células de hospedeiros que compreende o homem,
aves e mamiferos silvestres e domésticos. Causa lesdes em diversos Orgaos
(Rothova, 1993). Lesdes no miusculo esquelético e corddo nervoso foram
observadas em cdes com menos de um ano de idade (Braund et al., 1986).

O parasita é responsavel pela zoonose conhecida por toxoplasmose, uma
enfermidade cujo grau de infec¢do varia de uma area a outra e ha indicagdo da
influéncia do clima na sua prevaléncia (Maldonado, 1986)

Estudos sorologicos em humanos indicam que de 20 a 90 % da populagio
adulta foi infectada por Toxoplasma e sérias doengas devido a presenga deste
parasita ocorre em criangas congenitamente infectadas e em pacientes
imunodeprimidos (Handman, 1980). No Brasil, pesquisas mostram uma
freqiiéncia média em torno de 60% de contato com o parasita para mulheres
adultas, com discretas variagdes regionais (Neto, 1995).

Animais domésticos como gatos, cdes, equinos € bovinos apresentam
evidéncias de sorologia positiva para Toxoplasma gondii. Caes capturados na
provincia de Granada demonstraram alto indice de reagdes positivas (79,05%)
para 1. gondii demonstrando que sdo altamente susceptiveis a infecgdo
(Maldonado ¢ al., 1986).

No municipio de Sio Paulo resultados de soroprevaléncia para
toxoplasmose em cées revelou a incidéncia de 63,8% de soropositivos (Ishizuka
& Yasuda, 1981). Em Campinas, Sdo Paulo, a prevaléncia da infec¢do nestes
animais foi igual a 91% (Germano et al, 1985). Em nenhum dos dois estudos
houve diferenga estatisticamente significante entre o sexo dos animais.

A toxoplasmose clinica em cdes foi primeiramente descrita por Melo no

ano de 1910, em Turin na Italia e, em 1911, por Carini (Brasil) ¢ 1913 por Carini
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¢ Maciel. Desde entdo, a toxoplasmose clinica e subclinica tem sido relatada em
cdes de muitos paises (Pimenta et al., 1993).

Nestes animais a toxoplasmose é secundaria frequentemente concorrente
com o virus da cinomose (Dubey et al., 1989; Dubey et al., 1991; Ehrensperger &
Pospischil, 1989) ¢ outros agentes ou condi¢des imunosssupressoras (Harmelin,
et al., 1992). Antes da descoberta da vacina contra o virus da cinomose, foi
descrito numerosos casos de toxoplasmose canina fatal (Morales, 1995).

Ndo s6 os cdes com cinomose desenvolvem toxoplasmose em atividade.
Reimann ef al. (1978) encontraram alta prevaléncia de sorologia positiva para o
I gondii entre cdes com doengas renais ou com hiperfungdo da adrenocortical,
citando também o “stress” por hospitalizagio como responsavel pela reativagdo
da infecgdo.

Harmelin et al. (1992), relataram um caso de toxoplasmose em cio
associado a Hepatozoon canis e Lindsay et al. (1990), observaram a ocorréncia
de infecgdes concorrentes de 77 gondii e Neospora caninum.

A incidéncia de infec¢do pelo Toxoplasma foi estudada em outros animais
domésticos. Foi descrito indices de 38,95% de soropositividade para
toxoplasmose em bovinos da cidade de Machagai, provincia do Chaco. Isto
demonstra a importéncia destes animais na epidemiologia da infecgdo. Estes
animais constituem importante risco de contaminagio para o homem seja por
eventuais acidentes durante os estagios de preparo da carne em matadouros ou
pelo consumo de carne mal cozida e leite crii (Marder et al., 1990). Ha evidéncias
de que animais infectados eliminam parasitas no leite, sendo este um veiculo de
infec¢@o para humanos (Skinner et al., 1990 apud Hall, 1992).

Estudos de soroprevaléncia de anticorpos anti-Toxoplasma foi realizado
em animais domésticos ¢ humanos da cidade Ahwaz na provincia Khoozestan,
Iran (Hoghooghi-Rad & Afraa, 1993). As taxas de soropositividade encontradas

parecem ndo sofrer muita influéncia de oocistos porque gatos ndo sdo criados
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como animais de estimagdo e as condi¢des climaticas sio desfavoraveis a
sobrevivéncia de oocistos. Entdo, a ingestdo de came mal cozida de animais
infectados parece ser a razio da presenca de soropositividade nas pessoas.

Evidéncias que relacionam a toxoplasmose humana com o habito de
criagdo de amimais de estimagdo, principalmente cdes (Jackson ef al., 1987:
Frenkel et al., 1995) despertaram para a necessidade de investigagdes sobre o
papel destes na distribui¢do da toxoplasmose (Svoboda, 1987).

A possibilidade de aquisi¢do de anticorpos para Toxoplasma gondii em
criangas da cidade do Panama, foi estudada no periodo de agosto 1987 a julho
1992. Observou-se que 12,6% das criangas acompanhadas se tornaram positivas
¢ foi registrado uma alta correlagdo entre soroconversdo de criangas e contato
com cées ¢ gatos (Frenkel er al., 1995).

Em comparagdo com a Europa e América, a China apresentou menor
indice de infec¢do com Toxoplasma gondii provavelmente devido ao habito dos
chineses de consumirem carne bem cozida e a raridade de gatos nas casas (Shen
et al., 1990).

Em soroprevalénica para anticorpos de Toxoplasma gondii realizada em
Shiraz, Iran, constatou-se que 31% dos cdes foram positivos e destes, 41,8%
eram cdes sem dono e 9,1% caes domésticos. Estes dados indicam um potencial
risco para a saude piblica (Shad-Del, 1993).

A diferenga de soropositivos entre cdes sem dono ¢ cdes domésticos pode
estar relacionada aos habitos alimentares destes animais. Riemann et al. (1978),
citou que cdes e gatos da zona rural estio mais sujeitos a maior risco de
contaminag¢do do que os urbanos, porque tém mais oportunidades para consumir
passaros e mamiferos selvagens eventualmente infectados.

Frenkel (1971) apud Ishizuka (1981), admite o carnivorismo como sendo o
principal mecanismo de transmissdo da toxoplasmose. Um estudo com cdes do

exercito na republica Czech e Slovak, alimentados somente com rag¢do animal e
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mantidos em boas condigdes de higiene, mostrou que a prevaléncia de animais
soropositivos tendeu a diminuir (Hejlecek, 1995).

Outro estudo evidenciando o papel do carnivorismo na infecgdo foi feito
por Hilali (1995). Alimentando gatos com amostras de carne coletadas de
camelos abatidos na cidade do Al-Ahsa na Arabia Saudita, observou que 3 dos 4
gatos criados presos individualmente em gaiolas de ago apresentaram oocistos de
Toxoplasma gondii e outros parasitas em suas fezes.

A contaminagdo dos cdes pode ser, além da ingestdo de alimentos com
cistos, através do contato com solo contaminado com oocistos (Germano et al.,
1985). Embora muitos cdes apresentam sorologia positiva para Toxoplasma
gondii, os sinais clinicos da doenga s3o raros variando com a espécie animal
afetada e com a cepa do protozoario (Riemann et al. (1 978).

A doenga mais frequentemente se manifesta no feto (forma congénita) € no
jovem, onde o sistema imune estd imaturo. Entretanto, Riemann ef al, (1978),
observaram que entre gatos existiu uma tendéncia em aumentar a prevaléncia de
anticorpos com a idade mas, o mesmo ndo foi observado quanto ao sexo. Em
parte estes resultados estdo de acordo com o achados de Svoboda & Svobodova
(1987). Eles ndo encontraram diferenga significativa na prevaléncia de anticorpos
em relagdo ao sexo. Notaram, entretanto, maior frequéncia de sorologia positiva
em animais com at¢ um ano de idade do que nos animais com idade superior
(Svoboda & Svobodova, 1987).

Em cdes, Jackson et al. (1987), ndo notaram diferenca significativa na
extensdo da infecgdo quanto ao sexo, mas a diferenca entre a taxa de infecgdo em
idades abaixo de 6 meses (2%) e acima de 6 meses (27,9%) foi evidente. O
oposto foi descrito por Aganga & Ortese (1984). Embora ndo tenham encontrado
diferengas estatisticas entre raga, sexo e idade de cdes do Zaria, na Nigéria, ele
observou maior nimero de soropositivos entre animais com idade abaixo de 1

ano. Esta porcentagem diminuia com o aumento da idade. Svoboda & Svobodova
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(1987), ndo encontraram diferenga significativa na prevaléncia de anticorpos em
relagdo ao sexo, idade e raga de cies .

Embora existam numerosos relatos de infec¢do por 7Toxoplasma gondii em
cdes, pouco ¢ conhecido a respeito de diagnostico ¢ tratamento (Dubey, 1985).
Tradicionalmente, o diagndstico de toxoplasmose tem sido baseado em técnicas
sorologicas e microscopicas. Devido a problemas com sensibilidade ¢
especificidade, estes métodos podem ndo apresentar o valor desejado como
ferramentas diagnosticas, quando usados em medicina veterinaria. Por exemplo,
embora o teste Sabin-Feldman seja util para diagnosticar toxoplasmose humana,
ele ¢ inviavel quando aplicado a bovino (MacPherson e Gajadhar, 1993).

De acordo com Faust et al.(1961) apud Ganley e Comstock (1980), titulos
de anticorpos imunofluorescentes nao necessariamente refletem exposi¢do ao 7.
gondii, desde que outros isosporideos sdo conhecidos por ocorrer em humanos.
Talvez baixos titulos possam estar refletindo reatividade cruzada a estes
organismos. Entdo titulos soroldgicos mais baixos que 1:16 podem incluir
exposi¢do a uma variedade de organismos Isospora que poderiam mascarar 0s
titulos verdadeiros (Ganley e Comstock, 1980).

Diante do que se sabe até o presente a respeito das técnicas para
diagnéstico soroldgico e complicagdes provocadas pelo 7. gondii em associagdo
com outras doengas, torna-se importante um estudo de associagdo de sorologia

positiva e valores dos titulos com testes sorologicos diferentes.
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2 - OBJETIVOS

- Comparar os resultados dos testes sorologicos, imunofluorescéncia
indireta ¢ ELISA, utilizados no estabelecimento do diagndstico laboratorial da

toxoplasmose canina, com a técnica “Western blotting™.

- Analisar o perfil imunoquimico, a reatividade e os titulos de anticorpos

anti - 7. gondii em amostras de soros de cdes doentes e aparentemente sadios.

- Verificar a prevaléncia de anticorpos IgG anti - 7. gondii em relagio ao
sexo, raga e idade da populagdo canina aparentemente sadia e com infecgdo

concorrente.
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3-MATERIAL E METODOS

3.1- Procedéncia das amostras de soros

Amostras de sangue de cdes foram obtidas de animais atendidos no
Hospital Veterinario da Universidade Federal de Uberlandia - MG (UFU) e de
animais do Centro de Controle de Zoonoses da mesma cidade. Do total de 307
amostras de soros colhidas, 173 foram de animais doentes do Hospital
Veterinario ou do Centro de Controle de Zoonoses e 134 foram de animais
aparentemente sadios do Centro de Controle de Zoonoses.

Volumes de sangue, variando de 2 a 10ml, foram colhidos por pungdo da
veila cefalica antebraquial ou da veia safena e pungdo cardiaca. Foram mantidos a
temperatura ambiente para retragdo do coagulo e entdo, centrifugados a 300 g por
10 minutos. As amostras de soros foram armazenadas em frascos etiquetados, a -

20°C, até a realizacdo dos exames laboratoriais.
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3.2- Avaliacdo Sorolégica

3.2.1- Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta

3.2.1.1- Preparo do antigeno e das IAminas de Imunofluorescéncia

A suspensdo de Toxoplasma gondii para preparagdo do antigeno foi
obtida do exsudato peritoneal de camundongos inoculados com 0,4 ml da cepa
RH de 7' gondii, 48 horas antes. Apds centrifugagdo da suspensdo a 500 g
durante 10 minutos, descartou-se o sobrenadante e o sedimento foi ressuspendido
em salina tamponada com fosfato 0,01M (PBS) pH 7,2 e novamente centrifugado
por duas vezes durante 10 minutos. O sedimento foi tratado com formol a 1%
(10,5ml de salina + 300l de formol 35%). Apds 30 minutos de formolizagdo a
temperatura ambiente sob agitagdo lenta e constante, procedeu-se a uma
centrifugagdo rapida a 500 g durante 30 segundos. Descartou-se o sedimento e
centrifugou-se novamente o sobrenadante a 500 g por 10 minutos. O sedimento
foi ressuspendido com PBS, submetido a nova centrifuga¢do a 1000 g, por duas
vezes, durante 10 minutos. Finalmente, o sobrenadante foi ressuspendido em dgua
destilada estéril num volume de 2 ml e a concentragdo foi acertada para 20 a 30
parasitas por campo microscopico com aumento 400x. Foram adicionados 10 ul
da suspensdo parasitaria em areas demarcadas das ldminas de imunofluorescéncia
(Perfecta Ind. € Com. de Laminas de Vidro Ltda., Sdo Paulo, SP, Brasil)
previamente lavadas e desengorduradas em alcool-éter.

As laminas com taquizoitas formolizados de Toxoplasma gondii foram
fixadas por dessecagdo a temperatura ambiente por 2 a 3 horas, acondicionadas
em lengos de papel e em papel aluminio, sendo posteriormente armazenadas em

sacos plasticos a -20°C.
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3.2.1.2- Titulacdo do conjugado anti-IgG de cio-FITC

O conjugado IgG de coelho anti-IgG de cdo marcado com o fluorocromo
isotiocianato de fluoresceina (FITC), obtido do Centro de Zoonoses - Sdo Paulo -
SP, foi titulado com amostras de soros de cdes de referéncia, positivos e

negativos, para determinagio da diluicdo 6tima de uso.

3.2.1.3- Triagem e titulagdo das amostras de soros de cies pela reacio

de imunofluorescéncia

As reagdes de imunofluorescéncia indireta (IFI) para pesquisa de
anticorpos IgG anti - Toxoplasma gondii nas amostras de soros foram realizadas
conforme descrito por Camargo (1964), com modificagdes. As amostras dos
soros utilizadas para triagem foram diluidas a 1:16 € 1:32 em PBS, pH 7,2. Um
volume de 10 ul de cada diluigdo dos soros e das amostras de soros padrdes
positivo ¢ negativo, foi colocado sobre as laminas contendo taquizoitas de
Toxoplasma gondlii formolizados, preparados segundo as informagdes anteriores.
Ap6s um periodo de 30 minutos de incubagdo a 37°C em cdmara umida, as
laminas foram lavadas em PBS por 3 vezes durante cinco minutos, ¢ colocadas
para secar a temperatura ambiente. Em seguida, foram adicionados 10 ul do
conjugado anti-IgG de cao-FITC diluido 1:300 em solugdo de azul de Evans a 1%
e as laminas foram novamente incubadas a 37°C durante 30 minutos em cimara
umida. Procedeu-se a uma nova série de lavagens como anteriormente descrito.
As laminas foram montadas com laminulas em glicerina tamponada pH 9,5 ¢
examinadas em microscopio fluorescente com epi-iluminagio (Olympus Mod.
BH,, Tokyo, Japdo), por mais de um observador. Os soros reagentes foram, a

seguir, titulados a partir da diluigio de 1:16. Reagdes foram consideradas
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positivas quando os taquizoitas demonstravam completa marcagdo fluorescente
em toda a sua superficie e negativas quando taquizoitas ndo demonstravam

marcagdo ou com fraca marcagdo polar.

3.2.2- Teste imunoenzimatico ELISA para deteccio de anticorpos IgG anti -

Toxoplasma nas amostras de soros.

3.2.2.1 - Preparo do antigeno

Taquizoitas de Toxoplasma gondii da cepa RH foram obtidos do
exsudato peritoneal de camundongos Swiss, inoculados 48 horas antes com 0.4
m] de exsudatos de camundongos previamente infectados. Cada exsudato foi
examinado em microscopia Optica para selecionar aqueles com maior
concentragdo de parasitas. Apds a centrifugacdo do exsudato a 500 g por 10
minutos, o sedimento foi ressuspendido em PBS pH 7.2, estéril e submetido a
novamente a duas centrifuga¢do. Procedeu-se, entdo, a contagem dos parasitas
em camara hemocitométrica, sendo a concentragdo final dos parasitas (1 x 10°
taquizoitas/ 50 pl), realizada em PBS adicionado de gelatina a 1%. Taquizoitas
assim suspensos foram adicionados, em volumes de 50ul, em orificios de placas
de poliestireno para ELISA (Interlab, Sdo Paulo - SP) incubando-se por 18 horas
a 37°C. As placas sensibilizadas foram acondicionadas em sacos plasticos e

estocadas a -20°C até o momento do uso.
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3.2.2.2 - Titulagiio do conjugado Proteina A-peroxidase

O conjugado utilizado nesta reagdo foi a Proteina A-peroxidase (Sigma
Co., St Louis, USA). Este reagente foi titulado com amostras de soros positivos e
negativos, previamente determinados pela reagdo de imunofluorescéncia indireta.
Uma vez escolhida a diluigdo 6tima, foi feita uma triagem das amostras de soros

nas diluigdes de 1:32 e 1:64 pela técnica imunoenzimatica ELISA indireta.

3.2.2.3 - Titulacdo das amostras de soros pelo teste imunoenzimatico

ELISA para deteccdo de anticorpos IgG anti - 7. gondii.

As reagdes de ELISA utilizando as placas de poliestireno previamente
sensibilizadas com taquizoitas da cepa RH de Toxoplasma gondii foram
realizadas segundo as descricdes de Voller et al., (1976), com pequenas
modificagdes. As placas foram lavadas com PBS adicionado de Tween 20 a 0,1%
(PBS-T) (Sigma Chem. Co, St. Louis - MO, USA) por trés vezes com ciclos de
5 minutos cada. Com a finalidade de bloquear os sitios ativos das microplacas,
adicionou-se 200ul de PBS acrescido de 1% de soroalbumina bovina (BSA)
(Sigma Chem. Co, St. Louis - MO, USA), em cada orificio da placa, mantendo-as
a 37°C durante 30 minutos em cdmara timida.

As amostras de soros que apresentaram reatividade positiva na triagem
descrita anteriormente foram submetidas a diluigdes seriadas a partir do titulo de
1:64. O diluente dos soros consistiu de PBS-T a 0,1% acrescido de BSA a 0,1%.
O volume de 50 pl destas diluigdes foi adicionado nos pogos das placas
previamente lavadas por 3 vezes com PBS-T 0,1% apds o periodo de bloqueio.
Estas placas foram novamente incubadas a 37°C em cdmara umida por 45

minutos. Em todas as placas foram realizados controles da reag¢do consistindo de
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um soro positivo no teste de imunofluorescéncia indireta e trés soros negativos
para o mesmo teste. As placas foram submetidas a novo ciclo de lavagens por 3
vezes de 5 minutos e adicionado a cada pogo 50 pl do conjugado enzimatico
(proteina A-peroxidase) na diluigdo de 1:50.000, sendo o diluente 0o mesmo
utilizado para os soros (PBS-T a 0,1% e BSA a 0,1%). As placas foram mantidas
em camara umida durante 30 minutos a temperatura ambiente e foram lavadas,
como descrito anteriormente, apdés cada etapa de incubag¢do. O substrato
enzimatico consistiu de solugdo contendo S mg de OPD (orto-fenilenenodiamina-
Merck) e 5 ul de solugdo a 30% de 4gua oxigenada (Casa Americana de Artigos
para laboratorios Ltda, Sdo Paulo, SP) em tampdo citrato-Na,HPO, 0,1M (pH
5,5). Apos a adigdo da solugdo reveladora, procedeu-se a incubagdo por 15 a 20
minutos a temperatura ambiente em cdmara escura. A reagdo enzimatica foi
interrompida adicionando-se 25pul de solugdo de acido sulfurico 2N. A leitura foi
realizada em leitor de microplacas (Titertek Multiskan Plus, Flow, USA), a
492nm, ¢ o “cut-off “ para cada placa foi estabelecido pelo calculo da média

dos trés soros padrdes negativos mais dois desvios padrdes.

3.2.3- Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) e “Western
blotting”

3.2.3.1- Obtencio de Antigenos

Taquizoitas de Toxoplasma gondii da cepa RH foram obtidos do
exsudato peritoneal de¢ camundongos Swiss infectados, como descrito
previamente. Cada exsudato foi examinado em lidminas de microscopia Optica
para selecionar os melhores quanto & maior concentragdo de parasitas, menos

células peritoneais dos camundongos e menos contaminagdo por bactérias. Os
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exsudatos foram misturados em tubo e centrifugados durante 10 minutos a 500 g.
O sedimento foi ressuspendido em 10 ml de SF estéril , novamente centrifugado e

o sobrenadante estocado a -70.

3.2.3.2 - Preparo do Antigeno Criélise

Sedimentos de taquizoitas estocados nas condi¢des descritas acima foram
ressuspensos em um uUnico tubo de centrifuga e para cada 2 ml da suspensdo foi
adicionado 32 pl de PMSF (Phenylmethylsulfonyl Fluoride) - (Sigma). Esta
suspensdo foi submetida a 6 ciclos de congelamento ¢ descongelamento rapido
em N liquido e banho - maria a 37°C, centrifugada durante 10 minutos a 1000 g

e o sobrenadante armazenado a -20°C em aliquotas de 1 ml.

3.2.3.3 - Dosagem Protéica

Amostras dos antigenos obtidos pela cridlise foram dosadas quanto a
concentragdo protéica pelo método de Lowry et al. (1951), utilizando-se como
padrdo de referéncia a soroalbumina bovina (Sigma Chem. Co, St. Louis - MO,

USA).

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

O perfil de proteinas do Toxoplasma gondii reconhecidas pelos anticorpos
presentes nas amostras de soros de cdes foi analisado pela técnica de “Western

blotting”. Para isto, amostras do antigeno cridlise foram submetidas a eletroforese
em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) a 15% segundo Laemmli (1970).
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O gel de separagdo foi preparado utilizando-se Tris-HC1 0,375M pH 8.8,
SDS (sulfato dodecil de sodio) a 0,1%, acido etileno diamino tetra acético
(EDTA) 2mM, N,N N N- tetrametil etileno diamino (TEMED) a 0,125%,
persulfato de aménio (APS) a 0,125% e Acrilamida:Bisacrilamida na proporgio
de 30:0.8, respectivamente, no volume indicado para a obtencio do gel na
concentragdo de 15%.

Para o gel de empilhamento utilizou-se Tris-HC1 0,125M pH 6.8, SDS a
0,1%, EDTA 2mM, TEMED a 0]125%, APS a 0125% e
Acrilamida:Bisacrilamida a 5%.

Os reagentes dos géis foram obtidos dos seguintes fornecedores: Tris
(Hydroxymethyl aminomethane) e SDS (Sigma Chem. Co, St. Louis - MO,
USA), EDTA (Quimibras Ind. quimicas AS. Rio de Janeiro - RJ), Bisacrilamida,
TEMED e APS (Pharmacia - LKB, Produtos AB, Bromma, Suécia).

A solugdo do gel de separagdo foi vertida cuidadosamente para a cavidade
da placa previamente montada de maneira a evitar a formagdo de bolhas no gel,
sendo acrescentado, em seguida, uma camada de butanol (aproximadamente
250ul) para evitar a sua polimerizagdo em presenga de oxigénio. Apds a
polimerizagdo do gel de separagdo, o butanol foi descartado ¢ adicionado o gel de
empilhamento e o pente para formagdo dos pogos de aplicagdo das amostras

As placas foram montadas em cubas para eletroforese contendo o tampao
Tris-glicina 0,025M pH 8.3.

Amostras do antigeno cridlise (250ul) foram diluidas volume a volume
(v/v) em tampdo de amostra (Tris-HCI 0,IM pH 6,8, SDS a 4%, azul de
bromofenol a 0,2%, glicerol A 20%) (Sigma Chem Co, St. Louis - MO, USA),
sem [3-mercaptoetanol (agente redutor), ¢ submetidas a um aquecimento de 100°C
em banho-maria durante 3 minutos. Estas amostras foram aplicadas no pogo do
gel paralelamente a padrdes padrdes de alto e baixo peso molecular do Kit

“Electrophoresis calibration for molecular weight proteins” (Pharmacia LKB,
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Produtos AB, Bromma, Suécia). A corrente inicial da eletroforese foi de 20 mA
sendo aumentado para 30 mA quando as proteinas atingiram a linha

correspondente ao inicio do gel de separagio.

3.2.3.5 - Reacio de “Western-Blot”

No final da migragdo eletroforética das proteinas, realizou-se a
transferéncia destas para membranas de nitrocelulose 0,45 um (Sigma Chem. Co,
St. Louts - MO, USA), segundo as técnicas descritas por Towbin et al. (1979)
com modificagdes. Foi preparado um “sandwich” utilizando-se doze folhas de
papel de filtro (Munktell, Grau 1F, Pharmacia - LKB, Suécia) recortadas na
mesma medida do gel, membrana de nitrocelulose ¢ o gel de poliacrilamida
contendo as fragdes antigénicas, sendo a transferéncia efetuada em sistema semi -
umido, utilizando-se o equipamento Multiphor II Electrophoresis Unit (Pharmacia
- LKB, Suécia).

As folhas de papel de filiro e a membrana de nitrocelulose (10x15cm?)
foram umedecidas em tamp3o de transferéncia. Primeiramente, seis folhas de
papel de filtro foram colocadas uma sobre a outra na cuba de transferéncia
previamente umedecida com dgua destilada. Em seguida, colocou-se a membrana
de nitrocelulose, o gel ¢ as outras seis folhas de papel de filtro cuidando sempre
para que ndo se formasse bolhas em nenhuma das ctapas. A este material foi
aplicado uma corrente de 0,8 mA por cm® do “sandwich” durante duas horas.
ApOs a transferéncia, a nitrocelulose foi corada com solu¢do a 0,5% de Ponceau a
0,5% em acido acético a 1% a fim de verificar a eficiéncia da transferéncia.

A membrana de nitrocelulose foi cortada em tiras e seus sitios ativos foram

bloqueados com uma solu¢do de PBS a 0,05% de Tween 20 (PBS-T a 0,05%)

adicionada de 5% de leite desnatado durante duas horas. Um volume de 500 pl
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das amostras de soros, diluidas a 1:100 em solucdo de PBS-T a 0,05% acrescido
de leite desnatado a 1%, foi adicionado as tiras de nitrocelulose, paralelamente a
amostras padrées positivas e negativas. Estas foram constituidas,
respectivamente, por sobrenadante de cultura contendo anticorpos monoclonais
contra SAG-1 (Pso) e soro ndo imune de camundongo diluido a 1:100 em solugio
de PBS- T acrescido de 1% de leite desnatado. As tiras foram incubada por uma
noite a 4°C, sob agitagdo lenta e continua em camara umida e posteriormente
submetidas a 6 ciclos de lavagens durante cinco minutos, com PBS- T
acrescido de 1% de leite desnatado. As tiras que receberam amostras de soros de
caes, adicionou-se 500 pl do conjugado proteina A-peroxidase diluido a 1:5000
em PBS- T acrescido de 1% de leite desnatado. Aos controles positivos e
negativos, adicionou-se o conjugado IgG de coelho anti-imunoglobulina de
camundongo marcados com peroxidase diluido a 1:100 em PBS- T acrescido de
1% de leite desnatado. A reagdo foi incubada por duas horas & temperatura
ambiente sob agitacdo lenta e continua. As tiras foram submetidas a novas
lavagens com PBS pH 7,2 ¢ a reagéo foi revelada com solugdo contendo 2,5 mg
de 3,3-diaminobenzidina (DAB) - (Sigma Chem. Co, St. Louis - Mo, USA)
diluidos em 15 ml de PBS e acrescido de 225 pl de solugdo a 30% de H,O, .
Apé6s o aparecimento de bandas de coloragdio marrom, a reagdo foi

interrompida pela adi¢do de agua destilada.

3.3 - Calculo da sensibilidade e especificidade e anailises estatisticas

Os testes utilizados incluiram os caculos das significincias entre as
diferengas de duas proporg¢des ao nivel de erro o maximo de 5% (p < 0,05)

Os resultados dos testes de imunofluorescéncia indireta (IFI) ¢ ELISA
foram analisados calculando-se a sensibilidade e especificidade das reacdes,

tendo como referéncia as reagdes de “western-blot” (Guimares, 1985).
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As significincias das associagbes entre “western-blot” e IFL, “western-
blot” ¢ ELISA, foram determinadas pelo teste qui-quadrado corrigido (teste de
Yates) e teste de McNemar, utilizando o “software” “Statitica for windows”,

versdo 4.5A (StatSoft. Inc, 1993).



4- RESULTADOS

4.1 - Titulos de anticorpos IgG anti - T. gondii em amostras de soros de cies

doentes e aparentemente sadios.

As amostras de soros de cdes (307) tituladas por imunofluorescéncia
indireta (IFI) a partir da diluigdo 1:16 e por ELISA a partir da dilui¢do 1:32 foram
agrupadas segundo o estado clinico (cdes doentes) ou aparentemente sadios. Na
figura 1, est@o representados os resultados das amostras de soros testadas. Nio
foram incluidas as amostras que ndo apresentaram reatividade nas diluigdes
estudadas.

Pelo teste IFI, 180 amostras de soros testadas (58,6%) apresentaram titulos
de anticorpos IgG anti - 7. gondii que variaram de 16 a 4.096. Amostras com
titulos de 4.096 foram de cdes aparentemente sadios. Em amostras de cies
doentes, o maior titulo encontrado foi 2.048. Um maior niimero de amostras de
cdes aparentemente sadios (23,5%) apresentou titulo 128 e, em cdes doentes, uma

maior concentragdo das amostras foi observada nos titulos 16 e 128, ambos com



19,2%. Estes resultados estdo representados na figura 1. Ndo houve diferengas
estatisticas entre as frequéncias encontradas nas duas populagdes estudadas (p >
0,05).

Por ELISA, duzentos e trinta ¢ quatro amostras testadas (76,2%)
apresentaram titulos de anticorpos IgG que variaram de 32 a 32.768. Amostras
com titulos de 32.768 foram de caes aparentemente sadios. Em cies doentes, o
maior titulo encontrado foi 16.384, sendo observado uma maior concentracio de
amostras destes animais e cdes aparentemente sadios com titulo 32 (18,5% e
20,0%). Estes resultados estdo apresentados na Figura 2. As diferengas
encontradas em cada titulo entre as porcentagens de amostras de soros de cies
doentes em relagdo a cdes aparentemente sadios ndo foram estatisticamente

significantivas (p > 0,05)
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Figura 1 : Distribuicdo dos titulos de anticorpos anti - 7. gondii em amostras de soros de cies
doentes e aparentemente sadios, por meio do teste de imunofluorescéncia indireta
(IFT). Colunas pretas, animais aparentemente sadios; colunas brancas, animais

doentes.
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Figura 2 : Distribui¢@o dos titulos de anticorpos anti - 7. gondii em amostras de soros de cies
doentes e aparentemente sadios, por meio do teste ELISA. Colunas pretas, animais

aparentemente sadios; colunas brancas, animais doentes.



4.2 - Comparagio dos resultados da sorologia por imunofluorescéncia

indireta (IFI) e ELISA com o “western-blot”

Um percentual de 69% das 307 amostras de soros de cdes foi testado por
“western-blot” (WB) para avaliar os resultados obtidos por IFI e ELISA.

O critério para a escolha de amostras de soros a serem testadas por WB
baseou-se no valor dos titulos de anticorpos IgG anti- 7. gondii que variaram
entre 0 minimo de 16 ¢ o méximo de 4096 para IFI e 32 a 32.768 para ELISA.
Foram incluidas também amostras que ndo apresentaram reatividade.

No “western-blot”, foram consideradas positivas somente as amostras que
apresentaram marcagdo positiva para o antigeno SAG-1 (P30), mas foi analisado
tambem a presenga de outros antigenos como SAG-2 (P22) e SAG-3 (P43).

Pelas Tabelas 1 e 2, observou-se que amostras de soros totalmente
negativas para a P30 apresentou baixos titulos nos outros dois testes ou mesmo
ndo foram reativas. Fraca marcagdo positiva para P30 ocorreu também com
amostras apresentando no maximo titulo igual a 128 por IFI e 256 por ELISA,
porém quando se observa marcag¢io positiva bem evidente para esse antigeno, os
titulos variam desde o minimo até o ultimo encontrado nesses dois testes.
Marcagdo positiva bem evidente para P30 foi encontrada também em amostras

ndo reativas pelo teste de IFI e ELISA.



37

Tabela 1 - Distribuigdo dos titulos de anticorpos IgG anti - 7" gondii por imunofluorescéncia

indireta nas amostras de soros de cies doentes e aparentemente sadios em relagio

a reagdo de “western- blot” (WB).

TITULOS DE ANTICORPOS - IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA

WB. neg. 16 32 64 128 256 512 1024 2048 4096 TOTAL
P30-/OP- 31 1 - - : - - - - - 32
% (96.9) (3.1) - - . - - - - -
P30-/OP+ 32 7 2 1 - . - . - - 42
% (76.2) (16,7) (&7 (2.4 - - - - . .
Sub-total 63 8 2 1 74
% (85.1) (10.8) (2.7) (1.4)
P30+t/OP- 7 1 3 - 1 - - - - - 12
% (584) (83) (25.0) - (8.3) - - - - -
P30+f/OP+ 9 4 1 - - - - - - - 14
% (64.3) (28.6) (7.1 - - - . - ] -
Sub-total 16 5 4 - 1 26
% (61,6) (192) (154) - (3.8)
P30+/OP- 2 2 4 2 1 - - - - - 11
% (18.2) (182) (36,4) (18.2) (9,1) - - - - -
P30+/OP+ 4 10 7 13 24 18 9 12 3 1 101
A% (9.9 (69 (12,9 3,7 (178 (39 (1.9 (.0 (1,0
Sub-total 6 12 11 15 25 18 9 12 3 1 112
% (5.4) (107 (9.8) (134 (223) (161 (80 107 27 (0,9

P30- = auséncia de reatividade para SAG-1(p30)
P30+f = reatividade fraca para SAG-1(p30)

P30+ = presenc¢a de SAG-1(p30)
OP- = auséncia de reatividade para outras proteinas
OP+ = presenca de reatividade para outras proteinas



Tabela 2 - Distribuigdio dos titulos de anticorpos IgG anti - 1. gondii por ELISA nas
amostras de soros de cies doentes e aparentemente sadios em relagdo a reagio de

“western- blot” (WB).

- TITULOS DE ANTICORPOS - ELISA

- WB. neg. 32 64 128 256 512 1024 2048 4096 8192 16384 32768 TOTAL
P30-/OP- 29 - 2 1 - - - - R - ; 32
% (90,6) - 63)  G.1) - ; - - ; . .
P30-/OP+ 21 2 17 2 - - . ; - ; . 4
- % (50.0) (4.8) (404) (4.8) - - ; . . . ]
Sub-total 50 2 19 3 - - - - ; 74
% (67.6) 27 (257 (4.0) - - - .
_ P30HIOP- 4 2 5 1 . . - - - - - 12
% (33.3) (16.7) (41.7) (8.3) - - - - - . ]
~ P30+/OP 8 - 2 3 1 - - - - - - 14
+ (57.1) - (143) QL5 (LD - . - - ]
- %
Sub-total 12 2 7 4 1 - - - - - 26
% (462) (1.7) (269 (154) (3.8) - - - )
- P30+/OP- 1 1 3 2 - 2 - 2 - - - ; 11
% @) O @72 (182 - (182 - (182 . - ; ]
T P30+HOP+ - 3 8 9 13 17 20 9 14 6 1 1 101
A G0 (19 B9 (12,9 (168) (198) (89 (139 (6.9 (10)  (10)
Sub-total 1 4 11 11 13 19 20 11 14 6 1 1 112
% 09 (6 08 8 (L6 (1700 (178 .8 (125 G4 (09 (0.9

P30- = auséncia de reatividade para SAG-1(p30)
P30+f = reatividade fraca para SAG-1(p30)

P30+ = presenca de SAG-1(p30)

OP- = auséncia de reatividade para outras proteinas

- OP+ = presenga de reatividade para outras proteinas

|



4.3- Calculo da sensibilidade e especificidade

Os resultados das reagdes de “western-blot” foram importantes para o
calculo das sensibilidades e especificidades em relagdo aos testes de IFI ¢
ELISA. Nas Tabelas 3 e 4, estdo representados os valores extraidos das tabelas
1 e 2 que foram utilizados para fazer estes calculos.

A sensibilidade (S) e a especificidade (E) relativas, foram calculadas com
diferentes “cut-offs”. Assim, foram feitos calculos fixando-se o cut-off nas
diluigdes 1:16, 1:32 e 1:64 para IFI e 1:32, 1:64 e 1:128 para ELISA. Quando se
fixou o cut-off para IFI nas diluigdes 1:16 e 1:32, obteve-se, respectivamente, S =
84,0%, E = 85,1% e S =71,7% ¢ E 95,9%. Os valores de S = 60,.9% ¢ E =
98,6% foram obtidos com o “cut-off” 64.

No teste ELISA, obteve-se S = 90,6%, E = 67,6%; S = 86,2% , E =
70,3%; S =73,2% , E = 95,9% nas dilui¢des de 1:32, 1:64 ¢ 1:128.

Apds a analise dos calculos, o limite de positividade (“cut-off’) das
reagdes for determinado pela presenga de anticorpos IgG anti - 7.gondii com

titulos 1guais ou superiores a 32 para IFI e 64 para ELISA.



Tabela 3 - Associagdo entre os resultados do teste de imunofluorescencia indireta,
com “cut-offs” de 16, 32 e 64 com o teste de “western-blot” que foi

considerado o teste de referéncia.

LF.I(“cut-off’ =16)

W.B. + - Total
+ 116 22 138
- 11 63 74
Total 127 85 212
LF.I (“cut-off’ =32)
W.B. + - Total
+ 99 39 138
- 3 71 74
Total 102 110 212
LF.I (“cut-off” = 64)
WB + - Total
+ 84 34 138
- 1 73 74
Total 85 127 212




Tabela 4 - Associa¢do entre os resultados do teste ELISA, com “cut-offs” de 32, 64 ¢ 128

com o teste de “western-blot” que foi considerado o teste de referéncia.

ELISA ( “cut-off” = 32)

W.B. + - Total
+ 125 13 138
- 24 50 74
Total 149 63 212
ELISA ( “cut-off” = 64)
W.B. + - Total
+ 119 19 138
- 22 52 74
Total 141 71 212
ELISA ( “cut-off” = 128)
W.B. + - Total
+ 101 37 138
- 3 71 74
Total 104 108 212
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4.4 - Resultados discordantes e concordantes por imunofluorescéncia

indireta e ELISA

Tendo fixado o “cut-off” para imunofluorescéncia (> 32) e ELISA ((> 64),
foram observados resultados com amostras de soros positivas para um teste e
negativas para outro. O total de amostras com resultados discordantes, amostras
positivas em imunofluorescéncia e negativas em ELISA (IFI + / - ELISA) ou
vice-versa (IFI- / +ELISA) estdo apresentadas nas Tabelas 5, 6 ¢ 7 segundo o
sexo, raga ¢ idade dos animais doentes ¢ aparentemente sadios paralelamente as
amostras concordantes positivas (+ / +) e negativas (- / -).

Como demonstrado nestas Tabelas, a maior porcentagem de resultados
discordantes deveu-se a observagdo de resultados IFI - / ELISA + do que
resultados IFI + / ELISA -.
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Tabela 5 - Resultados concordantes (IFI + / ELISA +, IFI - / ELISA -) e discordantes (IFL +/

ELISA -, IFI - /

SE€XO0.

ELISA +) dos testes de imunofluorescéncia indireta ¢ ELISA

~ * e a
em amostras de soros de cies doentes e aparentemente” sadios, em relagio ao

RESULTADOS IFI/ ELISA

+/+ -/- +/- -/ +

CAES SEXO n £ (%) £ (%) £ (%) £ (%)
DOENTES MACHOS 101 42 (41,6) 42 (41,6) 5(4,9) 12 (11,9)
FEMEAS 72 31(43,0) 27 (37,5) 2(2,8) 12 (16,7)
SADIOS® MACHOS 65 35 (53,8) 18 (27,7) 0 (0,0) 12 (18,5)
FEMEAS 69 35(50,7) 22 (31,9) 2(2,9) 10 (14,5)
TOTAL 307 143 (46,6) 109 (35,5) 9(2,9) 46 (15,0)

n = numero de amostras de soros testadas

f= frequéncia de resultados concordantes ou discordantes
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Tabela 6 - Resultados concordantes (IFI + / ELISA +, IFI - / ELISA -) e discordantes (IFI + /
ELISA -, IFI - / ELISA +) dos testes de imunofluorescéncia indireta e ELISA em

amostras de soros de cdes doentes e aparentemente” sadios, em relagio a raga.

RESULTADOS IF1/ELISA

+/+ -/- +/- -/+

CAES RACA n f (%) £ (%) f (%) f (%)
DOENTES SRD* 101 42 (41,6) 39 (38,6) 2(2,0) 18 (17,8)

CRD* 72 31(43,1) 30 (41,7) 5(6,9) 6 (8,3)
SADIOS® SRD 134 70 (52,2) 40 (29,9) 2(1,5) 22 (16,4)

CRD 0 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0)
TOTAL 307 143 (46,6) 109 (35,5) 9(2,9) 46 (15,0)

SRD* = cies sem raga definida

CRD"= ces com raca definida

n = namero de amostras de soros testadas

f= frequéncia de resultados concordantes ou discordantes
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Tabela 7 - Resultados concordantes (IFI + / ELISA +, IFI - / ELISA -) e discordantes (IFT +/

ELISA -, IFI - / ELISA +) dos testes de imunofluorescéncia indireta ¢ ELISA em

amostras de soros de cdes doentes e aparentemente” sadios, em relacdo a idade.

RESULTADOS TFI/ELISA

+/+ -/- +/- -/+
CAES IDADE n f (%) f (%) £ (%) £ (%)
(anos)
DOENTES 0-2 9 32 (33,3) 52 (54,2) 1(1,0) 11 (11,5)
2-4 29 17 (58,6) 2(6,9) 4(13,8) 6 (20,7)
4-6 22 9 (40,9) 8 (36,4) 3 (13,6) 2(9,1)
6-8 12 8 (66,7) 3 (25,0) 0 (0,0) 1(8,3)
8§-10 11 6 (54,5) 3(27,3) 1(9,1) 1(9,1)
>10 3 1(33,3) 1(33.3) 0 (0,0) 1(33,3)
SADIOS™ 0-2 126  67(53,2) 38 (30,1) 2(1,6) 19 (15,1)
2-4 1 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 1(100)
4-6 5 2 (40,0) 1(20,0) 0 (0,0) 2 (40,0)
6-8 1 1 (100) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
8§-10 1 0 (0,0) 1(100) 0 (0,0) 0 (0,0)
>10 0 0 (0,0) 0(0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
TOTAL 307 143 (46,6) 109 (35,5) 11 (3,6) 44 (14,3)

n = numero de amostras de soros testadas

f'= frequéncia de resultados concordantes ou discordantes
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4.5- “Western-blot” de amostras com resultados concordantes positivos por

imunofluorescéncia indireta e ELISA

A Figura 1 representa “western-blot” de amostras concordantes positivas
com titulos baixos, médios e altos por IFI e ELISA. Todas apresentam marcagio
desde fraca a forte para o antigeno P30. Nas linhas 1 a 3 e linha 4, estdo amostras
de titulos baixos por IFI e ELISA apresentando, respectivamente, somente P30
no WB e P30 com outras proteinas.

Nas linhas 5 a 13 estdo representadas amostras com titulos de IFT e ELISA
crescentes demonstrando que a incidéncia de outras proteinas no “western-blot”
aumentou com o titulo dos anticorpos.

Nas linhas 14 e 15 estdo representados, respectivamente, sobrenadantes de
cultura contendo anticorpo monoclonal anti- P30 ¢ soro de camundongo nio

imune.
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Figura 1 - Anilise dos anticorpos anti-7. gondii em amostras de soros pela técnica de
“western-blot” (WB). Linhas 1 a 3, soros com resultados concordantes positivos
por imunofluorescéncia indireta (IFI) e ELISA e positivos fracos somente para
SAG-1 no WB: linha 4, soro positivo por IFI e ELISA e positivo para (P30) e
outras proteinas; Linhas 5 a 13, soros com resultados concordantes positivos por
IFI e ELISA e positivos para P30 e/ou outras proteinas; linhas 14 e 15, anticorpo

monoclonal anti-P30 e soro de camundongo ndo imune, respectivamente.
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Todas as amostras de soros que apresentaram resultados discordantes
foram testadas por “western-blot”. Dentre as amostras testadas, algumas
apresentaram fraca marcagdo para o antigeno SAG-1 (P30) e outras foram
negativas, porém positivas para outras proteinas. Nas linhas 1 a 5 da Figura 2
estio representados “western-blot” negativos para P30 mas positivos para outros
antigenos. Nas linhas 6 a 10 estdo WB positivos para P30.

Vale destacar que o titulo das amostras com resultados discordantes
variaram de ndo reativos a 32 na IFI e 32 a 128 no ELISA, sendo portanto de
valores baixos.

Nas linhas 11 e 12 estfio representados, respectivamente, sobrenadantes de
cultura contendo anticorpo monoclonal anti - P30 e¢ soro de camundongo ndo

imune.
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Figura 2 - Analise dos anticorpos anti - 7. gondii em amostras de soros de cies pela técnica
de “western-blot” (WB). Linhas 1 a 5, soros com resultados discordantes por
imunofluorescéncia indireta (IFI) e ELISA e negativos para SAG-1 (P30) no WB;
linhas 6 a 10, soros com resultados discordantes por IF1 e ELISA e com fraca
marcacgdo para SAG-1 (P30) no WB; linhas 11 e 12, anticorpo monoclonal anti-

P30 e soro de camundongo ndo imune, respectivamente.




4.7 - “Western-blot” de amostras com resultados concordantes negativos por

imunofluorescéncia indireta e ELISA

Amostras de soros que ndo apresentaram reatividade por IFI e ELISA,
simultaneamente, foram testadas por “western-blot”. Nenhuma das amostras foi
positiva para a proteina P30, confirmando a auséncia de anticorpos para este
antigeno, mas algumas apresentaram marcagdo para outras proteinas.

Nas linhas 1 a 5 da Figura 3 estdo representados amostras concordantes
negativas sem marcagdo para P30 e outros antigenos (P30 -/ -) e nas linhas 6 a
10 estdo amostras negativas para P30 mas positivas para outras proteinas.

Nas linhas 11 e 12 estdo representados, respectivamente, sobrenadantes de
cultura contendo anticorpo monoclonal anti - P30 ¢ soro de camundongo nao

imune.



KDa

67— | |

30— | v : 1

20—

i

12 345 6 7 8 9 10112

Figura 3 - Analise dos anticorpos anti-7. gondii em amostras de soros pela técnica de
“western blot” (WB). Linhas 1 a 5, soros com resultados concordantes negativos
por imunofluorescéncia indireta (IFI) e ELISA e negativos para SAG-1 (P30), e
outras proteinas no WB; Linhas 6 a 10, soros com resultados concordantes
negativos por IFI e ELISA, negativos para SAG-1 e positivos para outras
proteinas no WB; linhas 11 e 12, anticorpo monoclonal anti- P30 e soro de

camundongo ndo imune, respectivamente.




4.8- Agrupamento das amostras de soros

As 307 amostras de soros estudadas foram separadas por grupos segundo o
sexo, raga e idade dos cdes e os resultados estdo apresentados na tabela 8.

Do total de amostras de animais machos, 101 foram de animais doentes e
65 de animais aparentemente sadios. Setenta e duas (72) amostras foram de
animais fémeas doentes ¢ 69 de animais fémeas aparentemente sadias.

No agrupamento segundo a raga, obteve-se, respectivamente, 101 e 134
amostras de soros de animais doentes e aparentemente sadios sem raga definida
(SRD). Amostras de soros de animais doentes com raga definida (CRD) somaram
72 Nio houve amostras de soros de animais sadios com raca definida (Tabela 8).

A idade dos animais variou de 0 a 10 anos ou mais, sendo que o maior
nimero das amostras de soros concentrou-se na faixa etaria de 0 a 2 anos
apresentando 96 amostras de animais doentes ¢ 126 de amimais aparentemente
sadios. Nas faixas etarias subsequentes, esses numeros decresceram, sendo
menores nas amostras de animais aparentemente sadios que variaram de 0 a 5

amostras por faixa (tabela 1).

4.9- Soroprevaléncia de anticorpos IgG anti-T.gondii nas amostras de soros

pelos testes IFI e ELISA segundo o “western-blot”

A analise das reagdes de “western-blot” e as determinagdes dos “cut-offs”
para IFI e ELISA, foram utilizadas como referéncia para se calcular a
soroprevaléncia de anticorpos IgG anti - 7"gondii nas amostras de soros dos cdes.
A soroprevaléncia foi analisada considerando-se os agrupamentos das
amostras quanto ao sexo, raga ¢ idade dos animais. Foram consideradas positivas

somente as amostras de soros apresentando anticorpos IgG nos testes IFI €
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Na tabela 8, as diferengas nos resultados de positividade entre cdes machos
e fémeas doentes ou entre machos ¢ fémeas aparentemente sadios ndo
apresentaram significancia estatistica (p > 0,05). No entanto, a comparagéo de
animais do mesmo sexo entre grupos doentes € aparentemente sadios, revelou
diferenga significativa. Entre cies machos doentes e cdes machos aparentemente
sadios os testes apresentaram nivel de significancia 0,0018, e entre fémeas de
cies doentes e fémeas de cdes sadios a significancia foi de 0,0138.

Quando se comparou os resultados de positividade nas amostras de soros
em relacdo a raga, novamente os testes ndo revelaram diferengas significativas
entre amostras do mesmo grupo, ou seja, cdes doentes SRD e cées doentes CRD.
Porém, a comparagdo de amostras de soros de caes doentes SRD com amostras
de soros de cdes aparentemente sadio SRD, apresentou diferenga altamente
significativa (p = 0,0006). Entre amostras de soros de caes aparentemente sadios,
todas foram de cdes SRD (Tabela 8).

As amostras de soros de animais doentes apresentaram valores de
positividade maiores nas faixas etarias de 2 a 4 anos (58,6%), ndo sendo
significativa a diferenga com os outros indices de positividade encontrados nas
faixas superiores. Entretanto, o percentual de positividade em amostras de soros
de animais doentes com 0 a 2 anos foi significativamente menor em relagdo ao
encontrado em amostras de cdes doentes com idade acima de 2 anos (p =
0,0159).

Amostras de soros de cdes aparentemente sadios com 0 a 2 anos apresentaram
53.2% de positividade. Este resultado foi estatisticamente maior aquele
encontrado em amostras de soros de cdes doentes na mesma faixa etdria (p =

0,0035). O niimero de amostras de soros de cdes aparentemente sadios com mais

de dois anos fo1 baixo .



Tabela 8- Soroprevaléncia de anticorpos anti - 7 oxoplasma gondii em amostras de soros de
cies doentes e aparentemente (apar.) sadios da cidade de Uberlandia - MG (1994-
1996), em relagdo a sexo, raga e idade, por meio dos testes de Imunofluorescéncia

Indireta e ELISA tendo como referéncia a reago de “western-blot”.

CAES DOENTES CAES APAR. SADIOS
n POS® (%) NEG" (%) N° POS (%) NEG ("%)
SEXO
MACHOS 101 42 (41,6) 59 (58,4) 65 35(53.8) 30 (46,2)
FEMEAS 72 31(43,1) 41 (56,9) 69 35 (50,7) 34 (49,3)
RACA
SRD* 101 42 (41,6) 59 (58,4) 134 70(52,2) 64 (47,8)
CRD* 72 31 (43,1) 41 (56,9) 0 0 (0,0) 0 (0,0)
IDADE
0-2 96 32(33,3) 64 (66,7) 126  67(53,2) 59 (46,8)
2-4 29 17 (58,6) 12 (41,4) 1 0 (0,0) 1 (100)
4-6 22 9 (40,9) 13 (59,1) 5 2 (40,0) 3 (60,0)
6-8 12 8 (66,7) 4(33,3) 1 1 (100) 0 (0,0)
8-10 11 6 (54,5) 5(45,5) 1 0(0,0) 1 (100)
> 10 3 1(33,3) 2 (66,7) 0 0 (0,0) 0 (0,0)
TOTAL 173 73 (42.2) 100 (57,8) 134 70(52,2) 64 (47,8)

Pos® - Amostras positivas em ambos os testes (IFI e ELISA)

Negb = Amostras negativas em ambos os testes ou pelo menos em um (IFT e/ou ELISA)

SRD®= Cies sem raga definida

CRD‘= Caes com raca definida

n = nimero de amostras de soros testadas



5- DISCUSSAO

Entre os testes sorologicos mais utilizados para o diagnostico da
toxoplasmose, estdo a imunofluorescéncia indireta ¢ o ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay). O teste de imunofluorescéncia indireta (Camargo, 1964)
apresenta boa especificidade. Ele ¢ amplamente utilizado para o diagndstico da
toxoplasmose em diferentes espécies de animais inclusive da toxoplasmose
humana (Ahmed et al., 1983; Guimardes et al., 1992). Por este teste, a maioria
dos trabalhos citados na literatura consideram positivos os soros apresentando
titulos = 16 ou > 64. Guimaries et al. (1992), em um estudo soroepidemiolégico
em suinos no municipio de Igarapé - M.G., consideraram positivos 0s SOros com
titulos > 16 ¢ Ahmed et al. (1983), estudando a relagdo da toxoplasmose com
outras doengas, consideraram positivos somente os soros apresentando titulo >
64.

O ELISA (Voller et al., 1976), ¢ uma técnica que apresenta alta
sensibilidade e boa especificidade. Dubey (1995) apud Ferreira (1997), em
estudo para determinar a especificidade e sensibilidade de diferentes testes
sorolégicos, observou que o teste de ELISA foi o que apresentou maiores indices
de resultados falsos positivos. Ferreira (1997), estudando a prevaléncia de

toxoplasmose em veados-campeiros e cervos do Pantanal por hemaglutinagao
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indireta, IFI e ELISA, considerou negativas as amostras reativas somente por este
teste.

No presente estudo, IFI ¢ ELISA foram utilizados para determinar a
prevaléncia de anticorpos anti - 7. gondii em amostras de soros de caes doentes
atendidos no Hospital Veterinario da UFU e cdes doentes ¢ aparentemente sadios
do Centro de Controle de Zoonoses de Uberlandia - MG.

Para se obter um diagnostico mais preciso da toxoplasmose neste animais,
os resultados obtidos na IFI e ELISA, foram confirmados por “western-blot” pelo
fato deste teste ser altamente sensivel, além de permitir a visualizagdo de
determinados epitopos especificos do Toxoplasma gondii os quais funcionam
como marcadores moleculares da infec¢do toxoplasmica.

Um limite de positividade, “cut-off”, para se interpretar os titulos de
anticorpos anti-7. gondii ndo foi estabelecido para nenhuma espécie de
hospedeiro (Quist et al.,, 1995 apud Ferreira, 1997) provavelmente devido a
auséncia de padronizagdo de cada teste as diferengas na sensibilidade e
especificidade (Dubey, 1985). Por isso, no presente trabalho o “cut-off” para as
reagdes de IFI ¢ ELISA foi determinado através dos calculos de sensibilidade e
especificidade (Guimardes, 1985) utilizando-se o “western-blot” como teste de
referéncia.

Pelo “western-blot” foram testadas mais de 50% das amostras, sendo
consideradas positivas somente aquelas que apresentaram marcagdo referente ao
antigeno P30. Apds os calculos da especificidade e sensibilidade relativas, o
“cut-off” > 32 e > 64 determinado para IFI e ELISA, respectivamente, foi em
fun¢do de se obter um maior equilibrio entre estes dois testes. Embora com “cut-
off” > 16 na IFI obteve-se valores sensibilidade e especificidade mais proximos
(S = 84,0% ¢ E = 85,1%), foi escolhido “cut-oft” > 32 (S = 71,7% ¢ E = 95,9%)

por apresentar menos falsos positivos €, quando estes valores sdo avaliados com
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aqueles apresentados por ELISA com “cut-off” > 64, aumenta-se a possibilidade
de se obter um diagndstico mais preciso.

A proteina SAG-1 (P30), foi a proteina determinante de positividade ou
negatividade no “western-blot” das amostras de soros do presente estudo por ser
uma das principais proteinas de superficie do estigio taquizoita (Couvreur et al.,
1988, Parmley et al., 1992). E uma proteina altamente imunogénica e constitui
cerca de 5% do total de proteinas de taquizoitas (Mcleod, 1991; Grimwood e
Smith, 1995). A maior parte da sua atividade imunogénica estd restrita a uma
tinica regido (Rodriguez et al., 1985; Velge-Roussel, 1994).

O efeito imunogénico da P30 foi testado experimentalmente com o uso de
adjuvante. Camundongos foram imunizados com P30 da cepa RH e lipossomo
como adjuvante antes de serem infectados com taquizoitas da cepa C. No 17° dia
apOs a infecgdo, apenas 7% dos animais haviam morrido ao passo que dos
animais controle o indice de mortalidade para o mesmo dia foi de 73% (Bulow,
1991).

Outros antigenos de taquizoita, como a P63, P43, P39, ndo foram avaliados
pelo “western-blot™ porque trabalhos t€ém demonstrado que eles compartilham
epitopos comuns a antigenos de bradizoita. Darcy et al. (1990), observaram que a
P43 apresenta reagdo positiva para soro de camundongo e rato anti - bradizoita.

Mamiferos e aves de varias espécies podem ser infectados por 7. gondii e
representam seus hospedeiros intermediarios. Os estagios do parasita encontrados
nestes hospedeiros sdo taquizoitas e cistos teciduais intracelular. Exame de tecido
de cdes e gatos demonstrou maior numero do parasita no cérebro, coragdo e
figado (Svoboda et al., 1988). O 7. gondii encista em resposta a aquisi¢do de
imunidade pelo hospedeiro (Rhyan & Dubey, 1992) permanecendo latente por
toda a vida destes ou até por ocasido de uma queda de imumdade.

Os cdes sdo considerados animais altamente susceptivels a este parasita,

provavelmente devido ao habito de carnivorismo, que facilita a ingestdo de
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tecidos contaminados com cistos, € ao contato com o solo contaminado com
oocistos esporulados (Germano et al., 1985).

Em muitos cdes, a infec¢do permanece subclinica. A toxoplasmose clinica,
ocorre mais frequentemente associada ao virus causador da cinomose, sendo
encontrado também casos associados a disfungdo renal e hepatica (Riemann et
al., 1978; Rhyan & Dubey, 1992). Em casos clinicos de infec¢do provocada pelo
virus da cinomose, relatados na Inglaterra, o Toxoplasma foi encontrado em 99%
dos relatos (Dubey, 1985).

Ahmed e colaboradores (1983), associaram os altos titulos de anticorpos
anti - 7. gondii encontrados em soros de cdes ao “stress”, fraturas, parasitismo
por helmintos e infecgdes bacterianas ¢ virais. Eles observaram 62,7% de casos
positivos apresentando uma destas disfungdes, 28,8% apresentando tumor € 5,2%
doenga renal. Durante uma epidemia provocada pelo virus da cinomose nos anos
1984 - 1985, foram diagnosticados 6 casos de toxoplasmose associada ao virus
(Ehrensperger & Pospischil, 1989).

No presente estudo, observou-se que amostras de soros de cdes
aparentemente sadios apresentaram maior incidéncia de animais sOropositivos,
comparando-se com amostras referentes a cdes doentes. Uma diferenga
significante na soropositividade foi detectada quando se estratificou as amostras
de soros provenientes de animais de diferentes grupos e divididos quanto ao sexo,
raga ¢ idade. Por outro lado, ndo foi estatisticamente significativa a diferenga na
soropositividade quando os grupos de animais ndo foram estratificados.

Muitos estudos foram feitos correlacionando a incidéncia de anticorpos
anti - 7. gondii com o sexo dos animais (Maldonado et al., 1986; Jackson, 1987,
Marder et al., 1990). Varios autores ndo encontraram diferenga na prevaléncia de
infecgdo entre animais machos e fémeas de diferentes espécies de animais
domésticos e silvestres. Em um estudo epidemiologico, soro de 253 cées

apresentaram 79,05% de casos positivos ¢ nenhuma diferenga estatisticamente
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significante dos casos positivos foi observada quanto ao sexo (Maldonado et al.,
1986).

Ferreira (1997), em estudo para detecgao de anticorpos anti - 7. gondii em
veados campeiros e cervos do pantanal, ndo observou existéncia de diferengas
significativas na prevaléncia de anticorpos em relagdo ao sexo. No presente
trabalho, as diferencas na incidéncia de amostras soropositivas de cdes machos e
fémeas do mesmo grupo (machos doente x fémeas doentes; machos
aparentemente sadios x fémeas aparentemente sadias) ndo foram estatisticamente
significativas. Isto demonstra que animais de ambos o0s sexos apresentam
possibilidades de serem infectados. Entretanto, quando avaliados os resultados de
amostras soropositivas de grupos diferentes (machos doentes x machos
aparentemente sadios de rua, fémeas doentes x fémeas aparentemente sadias de
rua) em relagdo ao sexo, diferengas estatisticamente significativas foram
encontradas. Os testes revelaram que machos e fémeas aparentemente sadios de
rua foram mais susceptiveis a infecgio.

Svoboda e Svobodova (1987), relataram que anticorpos anti - 7. gondii sdo
encontrados com menos freqiiéncia em cédes e gatos mantidos em apartamentos ¢
alimentados com comida submetida ao calor do cozimento. Em vista da grande
concordancia entre inumeros autores em atribuirem a machos e fémeas
freqiéncias semelhantes de infecgdo, as diferengas aqui encontradas podem ser
devido & origem dos animais aparentemente sadios. A grande maioria das
amostras de soros de cdes aparentemente sadios foram obtidas de animais que
viviam nas ruas de Uberlandia e que foram capturados pelo Centro de Controle
de Zoonoses. Cides vivendo nestas condigdes, t€ém maior acesso a diferentes
ambientes e alimentos provavelmente contaminados com formas do parasita, o
que pode estar aumentando os riscos de contaminagdo.

Diferencas significativas na prevaléncia de toxoplasmose nos animais

quanto as diferentes ragas foram descritas por Svoboda e Svobodova (1987). No
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estudo de soroprevaléncia de anticorpos anti-7. gondii em cles e gatos,
observaram que gatos da raga Européia de pélo curto apresentaram maior indice
de positividade em relagdo as outras ragas estudadas. Nenhuma diferenca,
portanto, foi observada entre as ragas dos cdes. Os mesmos resultados foram
encontrados por Riemann et al. (1978), que, pesquisando a prevaléncia de
anticorpos anti - 1. gondii em soros de cdes, gatos, cavalos ¢ bovinos de ragas
diversas, ndo encontraram nenhuma diferenga estatistica significante. No presente
estudo, ndo foi observado diferengas estatisticamente significantes na prevaléncia
de anticorpos em amostras de cdes do mesmo grupo quanto a raga (cées doentes
sem raga definida x cdes doentes com raga definida), porém cdes aparentemente
sadios sem raca definida mostraram-se significativamente mais propicios a
infec¢do (cdes aparentemente sadios sem raga definida x cées doentes sem raga
definida).

Jackson et al. (1987), ao estudarem a prevaléncia Toxoplasma gondii em
153 cées, encontraram maior porcentagem de cies infectados com idade acima de
seis meses (27,9%) do que aqueles com idade abaixo de 6 meses (p < 0,001). A
prevaléncia de anticorpos anti - 7. gondii, no presente estudo, apresentou-se mais
elevada nas amostras de soros de cdes doentes com idade acima de dois anos ao
passo que foi maior em animais jovens (0 a 2 anos) aparentemente sadios “de
rua”. Estas diferencas foram estatisticamente significativas e¢ podem ser
explicadas pelo fato dos cdes aparentemente sadios estarem mais expostos aos
riscos de infecgdo desde a tenra idade. O numero insuficiente de amostras de
soros de cdes aparentemente sadios com idade superior a dois anos € explicado
em virtude de serem capturados antes de atingirem idades mais elevadas.

Os resultados obtidos neste estudo reforgam a susceptibilidade dos cdes a
infecgdo pelo 7. gondii e o seu papel no ciclo epidemioldgico do parasita. Sendo
assim, é de suma importancia se avaliar a real participagdo deste grupo de

animais domésticos como fator de transmissdo da infecgdo para o homem,
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determinando-se os principais fatores que concorrem para sua elevada freqiiéncia.
Em adicdo, as reagdes sorologicas que detectam imunoglobulinas especificas ao
T. gondii devem ser utilizadas com o objetivo de se confirmar o grau de
reatividade contra os componentes especificos deste parasita, os quais funcionam

como marcadores moleculares de alto valor diagndstico.
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6- CONCLUSOES

Os resultados do presente trabalho permitem concluir que:

- A determinagdo dos valores de sensibilidade e especificidade para os
testes IFI e ELISA, baseada no perfil de reatividade do WB, foi decisiva para

estabelecer o critério de positividade (“cut off””) para os referidos testes.

- Foram observadas 143 (46,6%) amostras concordantes positivas (IFI + /
ELISA+) e 109 (35,5%) amostras concordantes negativas (IFI - / ELISA-), em
ambos os testes. Os resultados discordantes representaram 14,3% para IFI - /
ELISA + e apenas 3,6% para IFI + / ELISA-, demonstrando maior sensibilidade
do teste ELISA.

- Os titulos de anticorpos variaram de 32 - 4.096 para IFI, com
predominancia do titulo 128 ¢ de 64 - 42.768 para ELISA, com predominancia
dos titulos de 64 ¢ 512 - 1024, tanto nos grupos de amimais doentes como nos

aparentemente sadios.
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- A soroprevaléncia no grupo de animais doentes (42,2%) ndo foi
estatisticamente diferente da encontrada no grupo de animais aparentemente
sadios (52,2%).

- O grupo de animais aparentemente sadios apresentou soroprevaléncia
significativamente maior quanto ao sexo, raca € idade em relagdo ao grupo de

animais doentes.

- O perfil munoquimico das amostras analisadas pelo WB revelou
predomindncia de anticorpos com reatividade para SAG-1 (P30) e outras
proteinas diretamente proporcional aos titulos crescentes de anticorpos

detectados pelo IFI ¢ ELISA.

- A associacdo dos testes WB, IFI ¢ ELISA constituem métodos eficazes

para o estabelecimento seguro da soroprevaléncia para 7. gondii em cies.
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