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RESUMO

O protozoario Toxoplasma gondii tem os felideos como seus hospedeiros definitivos e
diversos outros animais como hospedeiros intermediarios. Em ovinos e humanos, a
toxoplasmose é responsavel por abortamentos e doenca neonatal quando a primoinfecgédo
ocorre durante a gestacdo. Apesar da resposta imunologica desenvolvida pelos hospedeiros, 0
protozoario persiste no organismo parasitado, e a ingestdo de carne ovina (crua ou mal cozida)
contaminada constitui importante fonte de infec¢cdo humana. Recentemente, proteinas ligadas
a glicosilfosfatidilinositol (GlyC) tém sido apontadas como importantes na ativacdo da
resposta imune inata e constituem grande parte das proteinas de superficie de taquizoitos de T.
gondii, além de serem reconhecidas por soros humanos na fase aguda da toxoplasmose. O
presente estudo objetivou estudar a cinética da resposta imunoldgica humoral e celular na fase
aguda da infeccdo pelo T. gondii em ovinos, e ap6s imunizacdo com GIlyC, e desenvolver
teste soroldgico baseado em GlyC. O ELISA para deteccdo de IgG anti-lisado antigénico (LA)
e anti-GlyC apresentou 100% e 30% de sensibilidade, e 96% e 94% de especificidade,
respectivamente. Os ovinos infectados produziram IgM anti-LA e GlyC, e 1gG anti-GlyC (p <
0.05); e os imunizados, IgM anti-LA e IgG anti-LA e GlyC (p < 0.05). A imuniza¢do com
GlyC induziu aumento de células CD8+ e reducdo de células expressando MHC de classe 11
na circulacdo 60 dias apds a injecdo. O ELISA baseado em GlyC apresenta alta especificidade.
GlyC é imunogénico para a especie ovina e deve ser melhor avaliado como ferramenta
diagnostica e profilatica na referida espécie.

Palavras chave: Toxoplasma gondii. Glicoconjugados. Resposta Imune. Ovino.



ABSTRACT

The protozoan Toxoplasma gondii has felids as definitive hosts and many other animals as
intermediate hosts. In sheep and humans, toxoplasmosis is responsible for abortions and
neonatal disease when the primary infection occurs during pregnancy. Despite the immune
response developed by the host, the parasite persists in the parasitized organism, and the
ingestion of sheep meat (raw or undercooked) contaminated is an important source of human
infection. Recently, glycosylphosphatidylinositol (GlyC) linked proteins, which constitutes
much of the surface proteins of T. gondii tachyzoites, have been identified as important in the
activation of innate immune response, and are recognized by human sera in the acute phase of
toxoplasmosis. The present study aimed to study the Kkinetics of the humoral and cellular
immune response in the acute phase of T. gondii infection in sheep, and after immunization
with GlyC, and to develop serological assay based on GlyC as antigens. ELISA for the
detection of 1gG anti-lysate antigen (LA) and anti-GlyC showed 100% and 30% of sensitivity,
and specificity of 96% and 94%, respectively. The infected sheep produced IgM anti-LA and
anti-GlyC, and IgG anti-GlyC (p < 0.05); and the immunized sheep, IgM anti-LA and 1gG
anti-LA and anti-GlyC (p < 0.05). Immunization with GlyC induced an increase in CD8 +
cells and reduction of cells expressing MHC class Il in the circulation 60 days after injection.
The ELISA based on GlyC presented high specificity. GlyC is immunogenic for sheep and
should be further evaluated as a diagnostic and prophylactic tool in this specie.

Keywords: Toxoplasma gondii; Glycoconjugates; Immune Response; Sheep.
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1. INTRODUCAO

O filo Apicomplexa compreende parasitos intracelulares obrigatorios que podem invadir e
crescer no interior das células do hospedeiro (QUEIROZ, 1998). O Toxoplasma gondii é um
membro deste filo, apresentando importancia médica e médica-veterinaria por induzir
abortamentos, natimortos e neonatos fracos e infectados. O referido protozoario é importante
causa de abortamento em ovinos e caprinos em muitos paises, especialmente na Nova
Zelandia, Reino Unido e Noruega (HARTLEY & MARSHALL, 1957; WALDELAND, 1976;
DUBEY & BEATTIE, 1988; DUBEY & WELCOME, 1988; DUBEY et al.,, 1990;
DUMETRE et al., 2006).

A primeira identificacdo do agente etiologico da toxoplasmose ocorreu simultaneamente
em um roedor na Tunisia e um coelho no Brasil (NICOLE & MANCEAUX, 1908;
SPLENDORE, 1908). O T. gondii pode infectar diversas espécies de animais de sangue
quente, incluindo humanos e ovinos (DUBEY & BEATTIE, 1988; WALTNER-TOEWS et al.,
1991; ESTEBAN-REDONDO & INNES, 1998; ESTEBAN-REDONDO et al., 1999). Quanto
as formas parasitarias com capacidade de multiplicacdo, o parasito apresenta os taquizoitos e
bradizoitos, cuja divisdo € rapida e lenta, respectivamente (FRENKEL, 1973). Cistos teciduais,
contendo bradizoitos, sdo resistentes a enzimas digestivas, constituindo fonte de infec¢do para
carnivoros (JACOBS et al., 1960a,b).

Hospedeiros intermediarios podem se infectar de forma congénita, pela ingestdo de
oocistos fecais maduros ou de carne contaminada com cistos teciduais (WOLF et al., 1939;
HUTCHISON, 1965; De MOURA et al.,, 2006). Os oocistos sdo produzidos apds o
desenvolvimento do estagio sexuado do protozoario no intestino delgado dos hospedeiros
definitivos felinos, em especial gatos domésticos (DUBEY et al., 1970a,b), os quais podem
eliminar milhGes de oocistos ap0s a infec¢do, constituindo importante fonte de contaminacéo
ambiental (DUBEY, 2001).

Os primeiros relatos de acometimento reprodutivo em ovinos ocorreram na década de 50,
com a identificacdo do protozoario em tecidos placentérios procedentes de abortamento e em
tecidos fetais (HARTLEY et al., 1954; HARTLEY & MARSHALL, 1957). Abortamentos em
ovelhas, causados por T. gondii, sdo relatados mundialmente, com grande impacto econémico.
No Reino Unido, o protozoario € um dos trés principais agentes indutores de abortamento em

ovelhas, responsavel por 1 a 2% de perda neonatal por ano, o que equivale a mais de 500 mil



borregos (BLEWETT & TREES, 1987; FREYRE et al.,, 1999; MASALA et al., 2007;
www.defra.gov.uk/vla/reports). No Uruguai, Freyre et al. (1999) estimaram entre 14.000 e
40.000 o namero de fetos de ovinos que foram abortados devido a infeccdo com T. gondii,

com perda anual podendo ultrapassar 4.5 milhdes de dolares.

Os ovinos podem se infectar de forma vertical ou horizontal (DUNCANSON et al., 2001;
KATZER et al., 2011). Apos ingestdo, ha liberacdo dos esporozoitos que invadem e se
multiplicam no epitélio intestinal, transformando-se em taquizoitos (DUBEY, 1984). A
disseminacéo para diversos tecidos ocorre e, estando a ovelha gestante, os parasitos invadem e
se multiplicam no septo caruncular materno e atingem as celulas trofoblésticas fetais
(BUXTON & FINLAYSON, 1986). A severidade da doenca esta na dependéncia do estagio
gestacional no momento da infeccdo. Quanto mais precoce a gestacdo, mais severas serao as
consequéncias para o feto, podendo ser fatal se a infeccdo ocorrer antes de 70 dias de gestacao
(WATSON & BEVERLEY, 1971; BUXTON & FINLAYSON, 1986;).

Vaérios testes soroldgicos sdo utilizados para diagnostico da toxoplasmose em ovinos.
Teste de aglutinacdo modificada (MAT), imunofluorescéncia indireta (IFAT) e
hemaglutinacédo indireta (IHA), aglutinacdo em latex (LAT) e ensaio imunosorvente ligado a
enzima (ELISA) foram descritos na literatura, com sensibilidades e especificidades variadas
(MORENO et al. 1991; OLIVEIRA-SIQUEIRA et al.,, 1993; SAVIO & NIETO, 1995;
MAINAR-JAIME & BARBERAN, 2007; SHAAPAN, EL-NAWAWI & TAWFIK, 2008).
No ELISA, o uso de antigenos totais e recombinantes tem sido empregado para deteccdo de
anticorpos em soros de ovinos (TENTER et al., 1992; SAGER et al., 2003; MAINAR-JAIME
& BARBERAN, 2007; CABALLERO-ORTEGA et al., 2008; SHAAPAN et al., 2008;
SOUSA et al.,, 2009; GHONEIM et al., 2010; SCHAEFER et al., 2011). Em humanos,
diagnosticos acurados, em especial diferenciando fase aguda da toxoplasmose, tem sido
obtidos com uso de glicoconjugados (GlyC) (PORTELA et al., 2004; GIRALDO et al., 2002).

A biosintese de glicosilfosfatidilinositol (GPI) € essencial para sobrevivéncia de T. gondii
(WICHROSKI & WARD, 2003). Os quatro antigenos imunodominantes dos taquizoitos do
protozoario sdo ancorados a GPl (TOMAVO et al., 1989). Boothroyd (2009) descreveu
diferengas nos grupos de proteinas GPI ancoradas na superficie dos diferentes estagios
parasitarios. A grande proporcdo de proteinas ancoradas a GPI nas formas parasitarias de
rapida multiplicacdo, e sua importancia na capacidade invasiva do parasito, assim como na
modulacdo da resposta imunolégica do hospedeiro (BLACK & BOOTHROYD, 2000;
DZIERSZINSKI et al., 2000; JACQUET et al., 2001; LEKUTIS et al., 2001; DEBIERRE-


http://www.defra.gov.uk/vla/reports

GROCKIEGO et al. 2003, 2007a, 2010) tornam esses antigenos de interesse para estudos de
desenvolvimento de vacinas e testes diagnosticos. De conhecimento do nosso grupo de
pesquisa, nenhum trabalho na literatura relata 0 uso de GlyC para a espécie ovina em um

ensaio diagnostico.

Ciente que a técnica de ELISA apresenta alta sensibilidade (MALIK et al., 1990;
WALTNER-TOEWS et al., 1991; ESTEBAN-REDONDO & INNES 1998; ESTEBAN-
REDONDO et al. 1999; CLEMENTINO et al., 2007; SHAAPAN et al., 2008), e que as
proteinas GPI ancoradas sdo reconhecidas pelo sistema imune humano e murino (PORTELA
et al.,, 2004; GIRALDO et al., 2002; WICHROSKI & WARD, 2003; DEBIERRE-
GROCKIEGO et al. 2003, 2007a,b, 2009), o objetivo deste trabalho foi avaliar a resposta
imunoldgica na fase aguda da infeccdo experimental pelo T. gondii em ovinos, assim como
apos imunizacdo com GlyC derivados de taquizoitos do protozoario, de forma a caracterizar o
perfil linfocitario, os momentos e as propor¢des de producdo das imunoglobulinas, além de
desenvolver ensaio imunodiagnostico baseado em GlyC.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. A ovinocultura brasileira

Os ovinos foram uma das primeiras espécies de animais domesticadas pelo homem para
consumo de carne e leite, além do uso da & como protecdo. Atualmente, a ovinocultura esta
presente em praticamente todos 0s continentes gracas ao excelente poder de adaptacdo a

diferentes climas, relevos e vegetacdes desta especie animal (VIANA, 2008).

No Brasil, 0 rebanho de ovinos esta crescendo rapidamente. Em 2010, havia 17.4 milhdes
de animais no territorio nacional, representando um aumento de 3.4% comparado com 0 ano
anterior, e de 21.8% comparado a 1998. O maior numero de cabecas (56.7%) esta em regides
nordestinas, sendo a Bahia o estado com maior numero de animais na regido: 18% do rebanho
nacional, o que perfaz mais de 3.1 milhdes de animais (IBGE, 2010; IBGE Séries Estatisticas,
2012). A predominante vegetagdo nativa da caatinga, que cobre 80% do nordeste, € usada
como principal fonte de alimentacdo para a maioria dos ovinos (EMBRAPA CAPRINOS,
2005).

A ovinocultura brasileira é considerada uma importante atividade econbémica,
apresentando diversos beneficios financeiros e sociais, além de grandes perspectivas de
desenvolvimento, em especial na Regido Nordeste. A exportacdo de pele ovina acumulada no
periodo de 1992 a 1999 foi de US$ 87.1 milhdes e, em 2000, representou US$ 7.1 milhdes
(BORGES et al., 2003).

Mesmo sendo um negdcio economicamente rentavel, a producdo/oferta de carne ovina
ainda ndo atende o mercado interno. O Brasil continua importando carne de ovino,
especialmente do Uruguai, o que demonstra a importancia do agronegécio da ovinocultura
como estratégia para o desenvolvimento rural (COELHO, 1999; WANDER et al., 2002;
VIANA, 2008). O sucesso dessa atividade € determinado, entre outros fatores, pela taxa de
cordeiros para abate, que varia em funcdo do numero de matrizes e seu subsequente
desempenho reprodutivo (SASA, 2002).

A regido Nordeste do Brasil constitui um centro latino-americano de ovinocultura
especializada em racas deslanadas adaptadas ao clima tropical (tais como Morada Nova e
Santa Inés), que apresentam alta rusticidade e cujo aproveitamento da carne e pele € de grande
importancia para a agropecuaria, tanto convencional quanto familiar (CAVALCANTI &
SILVA, 1988; MENDONCA JR., 1995; VIANA, 2008). Todavia, algumas racas deslanadas



apresentam uma diminuicdo no padrdo de qualidade devido ao manejo inadequado,
principalmente no tocante a sanidade e a reproducdo, com reflexos nos indices de

produtividade.

No Nordeste, assim como no Centro-oeste, cerca de 50% da carne ovina consumida é
proveniente do Uruguai, da Argentina e da Nova Zelandia, demonstrando o mercado ainda a
ser conquistado em territrio nacional, especialmente na regido nordestina (EMBRAPA
CAPRINQOS, 2005). Com a crescente procura por subprodutos da ovinocultura (SANTANA,
1999), ha um nimero maior de empresarios dispostos a investir nessa atividade, o que resulta
em uma busca maior por tecnificagio do manejo em geral, e por medidas de saude
preventivas mais eficazes e de pronto acesso (EMBRAPA CAPRINOS, 2005).

Na Bahia, a ovinocultura € caracterizada por diferentes tipos de unidades produtivas
variando de agronegécio familiar até modelos industriais (ARAUJO FILHO, 2006). Muitos
dos rebanhos estdo em sistema extensivo, com poucas praticas de manejo sanitario, 0 que

contribui para baixa produtividade dessa criagdo (CONAB, 2006).

As condic¢es sanitarias presentes nas criaces de ovinos, juntamente com a auséncia ou
uso inadequado de tecnologias de manejo, constituem os dois pilares em que se apoiam as
mais importantes causas de baixa producéo e rentabilidade aos caprinovinocultores da regido
semi-arida do Brasil (PINHEIRO et al., 2000). De um modo geral, no Brasil, a fertilidade dos
rebanhos de corte geralmente apresenta indices extremamente baixos. Em grande parte, essa
reduzida fertilidade deve-se a problemas reprodutivos em fémeas, agravados por aspectos

nutricionais e/ou sanitarios desfavoraveis.

Dentre as causas de baixa produtividade da ovinocultura, associadas a reproducdo e a
sobrevivéncia das crias, sdo as altas taxas de abortamentos associados a parasitoses, tais como
a toxoplasmose, a qual ja foi descrita como sendo extremamente disseminada no Brasil
(PITA-GONDIM et al., 1999; Da SILVA et al., 2003; CAVALCANTE et al., 2004;
FIGLIUOLO et al., 2004; ROMANELLLI et al. 2007; PINHEIRO JR et al., 2009; SOARES et
al., 2009; UENO et al., 2009; MORAES et al., 2011). A infeccdo primaria de ovelhas prenhas
por Toxoplasma gondii pode gerar resultados graves como: morte fetal com reabsorcao,
abortamentos, fetos mumificados, natimortos, nascimento de animais fracos que sobrevivem
clinicamente normais, porém infectados por toda vida, com o parasito presente em cistos
situados no cérebro e nos musculos (BUXTON, 1998; ASPINALL et al., 2002; MASALA et
al., 2003, 2007; ESTEBAN-REDONDO et al., 1999; ESTEBAN-REDONDO & INNES,
1998; HALOS et al. 2010; DUBEY et al., 1990; STEUBER et al, 1995; DUNCANSON et al.,



2001; PEREIRA-BUENO et al., 2004, INNES et al., 2007; JACOBS et al., 1960a,b; DUBEY
& BEATTIE, 1988; WEINMAN & CHANDLER, 1954).

2.2. Toxoplasmose

A toxoplasmose é mundialmente prevalente em humanos e em Vvérias espécies de animais
(DUBEY & BEATTIE, 1988), e gera grandes perdas econdémicas na ovinocultura (DUBEY &
BEATTIE, 1988; BUXTON et al., 2007).

A primeira identificagdo em humanos (WOLF et al., 1939) foi em uma crianca recém-
nascida com encefalomielite e retinite. As formas parasitarias livres e intracelulares foram
encontradas nas lesdes, post mortem, e a inoculacdo de fragmentos teciduais em animais
possibilitou isolamento do agente. A partir de entdo, diversos relatos foram publicados
(PINKERTON & WEINMAN, 1940; PINKERTON & HENDERSON, 1941; SABIN, 1941;
WILDER, 1952; TEUTSCH et al., 1979; SILVEIRA et al., 1988; SROKA, 2001; CHO &
NAM, 2012; SOARES et al., 2012).

Em humanos imunocompetentes, a toxoplasmose é assintomatica em 80 a 90% dos casos.
Os individuos sintomaticos podem apresentar linfadenopatias, acompanhadas ou nao de febre
e mal estar (TENTER, HECKEROTH & WEISS, 2000).

Os avangos médicos e a imunossupressdo relacionada aos transplantes contribuiram para o
aumento da deteccdo dos quadros clinicos da toxoplasmose (COHEN, 1970; RUSKIN &
REMINGTON, 1976). Na década de 80, com o advento da sindrome da imunodeficiéncia
adquirida (AIDS), os casos de acometimento neurolégico em adultos, que eram raros,
passaram a ser frequentes, sendo fatais se ndo tratados (LUFT et al., 1984; NAVIA et al.,
1986; ISRAELSKI & REMINGTON, 1988). A encefalite toxoplasmética em adultos foi tida
como sugestiva de AIDS, representando a perda do equilibrio parasito-hospedeiro em quadros
de infeccdo cronica (GALLINO et al., 1996), mas essa situa¢do se atenuou com 0s avangos no

tratamento de individuos HIV soropositivos.

Em 1948, houve o desenvolvimento de um teste diagnostico soroldgico para toxoplasmose
(SABIN & FELDMAN, 1948), que foi considerado o padréo ouro por muitos anos. E diversas
pesquisas foram realizadas nos anos seguintes ao descobrimento do parasito, na tentativa de
elucidar o ciclo biologico, o que so foi concretizado no final da década de 60 e inicio da
década de 70 (HUTCHISON et al.,, 1971; DUBEY, MILLER & FRENKEL, 1970a,b;
SHEFFIELD & MELTON, 1970).



2.2.1. Agente Etioldgico

O filo Apicomplexa compreende parasitos intracelulares obrigatdrios altamente adaptados,
que conseguem invadir e se desenvolver dentro das células hospedeiras (QUEIROZ, 1998).
Um dos membros deste filo, a familia Sarcocystidae, possui mais de 200 espécies
reconhecidas de coccideos heteroxenos formadores de cistos teciduais nos hospedeiros
intermediéarios, sendo subdividida em duas subfamilias, a Sarcocystinae e a Toxoplasmatinae
(MUGRIDGE et al., 1999).

A subfamilia Toxoplasmatinae compreende quatro géneros diferentes, dentro dos quais
pelo menos duas espécies, Toxoplasma gondii e Neospora caninum, sdo de importancia
médica e medico-veterinria, podendo causar problemas reprodutivos (HARTLEY &
MARSHALL, 1957; DUBEY & BEATTIE, 1988; DUBEY & WELCOME, 1988; DUBEY et
al., 1990; LIND & BUXTON, 2000).

Diversas espécies de animais de sangue quente consistem os hospedeiros intermediarios
do protozoario. Os felideos silvestres ou domésticos, por sua vez, sdo 0s hospedeiros
definitivos, e neles o parasito realiza a multiplicacdo enteroepitelial que culmina com a
reproducdo sexuada e eliminacdo de oocistos pelas fezes, com contaminacdo do meio
ambiente (DUBEY, 1977).

A andlise genética através do estudo do polimorfismo de tamanho de fragmentos de
restricdo (RFPL), realizada com amostras da Europa e América do Norte, enquadra a maioria
das linhagens de T. gondii em trés distintas linhagens clonais, tipos ou familias: I, 11 e Il
(SIBLEY & BOOTHROYD, 1992; HOWE & SIBLEY, 1995). Essas familias diferem quanto
a viruléncia e padrdo de ocorréncia epidemioldgica, apresentando diferencas genéticas de até
1% (SIBLEY & BOOTHROYD, 1992; SU et al., 2006).

Cerca de 95% das cepas caracterizadas estdo dentro do padrdo supradescrito, 5% séo
classificadas como recombinantes e 1% sdo denominadas exoticas. Isolados do tipo Il foram
encontrados em material de aborto no Reino Unido, Dinamarca, Franga, Estados Unidos e Ira,
sendo que nos dois ultimos paises tambem foram identificados o tipo 11l (OWEN & TREES,
1999; JUNGERSEN et al., 2002; DUMETRE et al., 2006; ZIA-ALI et al., 2007; DUBEY et
al., 2008). Segundo alguns autores, a toxoplasmose em humanos esta geralmente associada ao
tipo 11, sendo os demais tipos encontrados em menor propor¢do (HOWE & SIBLEY, 1995;
HOWE et al., 1997). No Brasil, casos de toxoplasmose ocular humana foram analisados por

Vallochi et al. (2005), que encontraram predominantemente a linhagem tipo |.



Estudos publicados na literatura apontam para uma grande variabilidade genética do T.
gondii presentes em outras regides do globo terrestre (DUBEY et al., 2002; FUX et al., 2003;
AJZENBERG et al., 2004; LEHMANN et al., 2004; EL BEHAIRY et al., 2013), inclusive
nos Estados Unidos (DUBEY et al., 2013). Na populacdo brasileira, Khan et al. (2006)
sugeriu uma diversidade clonal. Pena et al. (2008) estudaram isolados de cachorros, gatos e
frangos, obtidos no Brasil, e demonstraram alta diversidade populacional de T. gondii,
sugerindo alta taxa de recombinacédo. Essas cepas foram cassificadas em Brl (induz 100% de
mortalidade em camundongos infectados), Brll (com viruléncia intermediaria), Brlll (ndo

virulenta) e BrlV (também com viruléncia intermediéria).

Durante o ciclo biologico, o parasito apresenta uma forma proliferativa de rapida
multiplicacdo, denominada taquizoito ou trofozoito, e formas encistadas em tecidos chamadas
de bradizoitos ou citozoitos (FRENKEL, 1973). Essas formas parasitarias apresentam
diferencgas ultraestruturais. Quanto a resisténcia a acdo do suco gastrico, os taquizoitos sao
sensiveis, e 0s cistos teciduais sdo resistentes (JACOBS et al., 1960a; FERGUSON &
HUTCHISON 1987).

Oocistos séo eliminados nas fezes dos hospedeiros definitivos ndo imunes dois a trés dias
apos a contaminacdo, podendo permanecer por duas a trés semanas (DUBEY & BEATTIE,
1988). No meio ambiente, ocorre a esporulagdo do oocisto, originando dois esporocistos
contendo quatro esporozoitos cada (DUBEY et al., 1970a,b). Apos a ingestdo de oocistos, 0s
esporozoitos se multiplicam nas células intestinais e dos linfonodos mesentéricos antes da
parasitemia (BUXTON, 1998). Mais de 100 milhdes de oocistos podem ser eliminados nesse
periodo, o que demonstra a intensa contaminacdo ambiental (PLANT et al., 1974;
McCOLGAN et al., 1988).

Carnivoros e herbivoros podem se infectar de forma horizontal ou vertical
(DUNCANSON et al., 2001; KATZER et al., 2011). A ingestdo de carne crua ou mal cozida
contendo cistos teciduais repletos de bradizoitos, ou ingestdo de oocistos esporulados junto
com alimentos, agua ou maos e objetos contaminados consistem importantes fontes de
infeccdo. Diversos autores apontam a transmissao congénita como rara e na dependéncia da
infeccdo ocorrer em fémeas no inicio da gestacdo, com os taquizoitos alcangando a placenta e
o feto (WOLF et al., 1939; JACOBS et al., 1960a). Publicacao recente, contudo, demonstrou a
presenca de T. gondii em borregos nascidos de ovelhas cronicamente infectadas (EDWARDS
& DUBEY, 2013).



2.2.2. Patogénese em ovinos

Diversos trabalhos na literatura apontam o T. gondii como importante agente etiol6gico de
abortamento em ovelhas (FREYRE et al., 1999; MASALA et al., 2007). Apesar do
acometimento reprodutivo em fémeas infectadas, nenhuma alteracdo reprodutiva em machos

foi relacionada ao protozoéario (LOPES et al., 2009).

A infeccdo primaria de ovelhas prenhas com T. gondii pode gerar resultados graves
semelhantes ao que ocorre com mulheres gestantes, inclusive seguindo a mesma relacdo idade
gestacional/infeccdo: morte fetal com reabsorcdo, abortamentos, fetos mumificados,
natimortos, nascimento de animais fracos ou sobrevivéncia do borrego clinicamente normal,
porém infectado por toda vida, com o parasito presente em cistos situados em cérebro e
musculos (BUXTON, 1998). Até pouco tempo atras acreditava-se que gestacdes subsequentes
ndo seriam interrompidas em virtude da infeccdo crénica parasitaria (McCOLGAN et al.,
1988) contudo publicacao recente demonstra o contrario (EDWARDS & DUBEY, 2013).

Para a espécie ovina, a principal forma de contato com o protozoario € po6s-natal, em
virtude da contaminacéo de alimentos e/ou pastagens com oocistos esporulados (PLANT et al.,
1974; FAULL et al., 1986). Entretanto, a importancia da transmissao congénita tem sido
amplamente evidenciada (DUNCANSON et al., 2001; MORLEY et al., 2005).

Dez dias ap6s a infeccdo experimental, os parasitos ja sdo detectados na corrente
sanguinea e 0 ovino apresenta pirexia (DUBEY & SHARMA, 1980; REID et al., 1982;
WASTLING et al.,, 1993; LOPES et al., 2009). Sdo observados aumento da frequéncia
respiratoria e da temperatura corpérea do terceiro ao oitavo dia pos-infeccdo experimental
(ESTEBAN-REDONDO & INNES, 1998; ESTEBAN-REDONDO et al., 1999).

Dois dias ap0s a inoculacéo de taquizoitos em ovinos, ha producéo de IFNy (INNES et al.,
1995). Com a cronicidade e ativacdo de apropriada resposta imune, ha transformacdo de
taquizoitos em bradizoitos, os quais se multiplicam lentamente em cistos teciduais cerebrais e
musculares, especialmente coragéo, persistido no organismo animal por toda vida, o que
contribui para o alto indice de contaminacdo da carne e seus derivados e, consequentemente,
com a transmissdo horizontal (BUXTON, 1998; ESTEBAN-REDONDO & INNES, 1998;
ESTEBAN-REDONDO et al., 1999; ASPINALL et al., 2002; HALOS et al., 2010).

Quando a infeccdo acontece durante a gestacdo, ocorre metéstase parasitaria e
disseminacdo para o feto, sendo encontrada grande quantidade de taquizoitos nos fluidos
aminiotico e alantdico no 35° dia da infeccdo. O sistema imune fetal adquire habilidade



progressiva de responder a infeccdo por T. gondii a partir do 70° dia. Por essa razéo, infecgdes
que ocorrem antes dessa idade resultam em morte fetal com reabsor¢do, mumificagéo,
maceracao ou abortamento. Quando a infec¢cdo ocorre mais tardiamente na gestacéo, os danos
sdo menores e podem desencadear natimortos, ou nascimento de borregos fracos ou
clinicamente normais, apesar de infectados (BUXTON & FINLAYSON, 1986).

A resposta humoral do feto ao T. gondii é visivel pelos altos niveis de imunoglobulinas (1g)
presentes no conteudo estomacal (IgG) e no fluido amniotico (IgM e IgG) (MARQUES et al.,
2012).

2.2.3. Epidemiologia

Infecgbes por T. gondii em ovinos sdo relatadas em diversos paises, com indices de
soropositividade variaveis (HARTLEY & MARSHALL, 1957; WALDELAND, 1976;
DUBEY & BEATTIE, 1988; DUBEY & WELCOME, 1988; DUBEY et al.,, 1990;
STEUBER et al., 1995; LIND & BUXTON, 2000; DUMETRE et al., 2006). Alguns estudos
demonstram aumento da soroprevaléncia a toxoplasmose relacionada a idade, o que indica
uma intensa contaminagdo ambiental com oocistos e que a maioria das infeccdes em ovinos
ocorre poés-natal (WALDELAND, 1977; BLEWETT & WATSON, 1983; DUBEY &
BEATTIE, 1988; LUNDEN et al., 1994; MARTIN & AITKEN, 2000; FIGLIUOLO et al.,
2004; KATZER et al., 2011), apesar da auséncia de correlacéo soropositividade e presenca de
gatos encontrada por alguns autores (PINHEIRO JR et al., 2009; TZANIDAKIS et al., 2012).

Em Séao Paulo, Figliuolo et al. (2004) obtiveram 597 amostras séricas de animais de 30
fazendas e encontraram pelo menos um animal sorologicamente positivo em cada propriedade,

sendo 34,7% a soropositividade total para T. gondii, utilizando a imunofluorescéncia indireta.

A Bahia, por deter o maior efetivo de ovinos do pais (IBGE, 2010; IBGE SERIES
ESTATISTICAS, 2012), pode ser o estado nordestino mais afetado. Nas regides semiaridas,
onde os animais sdo criados de forma extensiva na vegetacao espinhosa da Caatinga, ha um
ambiente favoravel a contaminacdo dos animais e consequente disseminacdo da doenca. No
referido estado, 18,5% dos ovinos de 10 propriedades foram identificados como positivos

para o protozoario por aglutinagdo em latex (PITA GONDIM et al., 1999).

A infeccdo é de grande impacto econdémico em virtude da inducdo de abortamentos. Em
2007, Masala et al. relataram positividade para T. gondii pela reacdo da polimerase em cadeia

(PCR) em 18,1% e 13,1% de fetos e placentas, respectivamente, pertencentes a 366 amostras



de abortos de ovelhas, na Italia. No Uruguai, entre 1992 e 1994, em uma determinada
populagéo ovina de 18 fazendas de oito regides estudadas, estimou-se que os abortamentos
relacionados a toxoplasmose variaram de 1,4 a 3,9% dos casos, equivalente a uma perda de
US$ 1,4 a 4,7 milhGes em todo pais (FREYRE et al., 1999).

Preocupante também é o fato da intensa contaminacdo de carne usada para consumo
humano. Shahiduzzaman et al. (2011) analisaram a positividade em bovinos, caprinos e
ovinos criados para abate, e 0s maiores indices foram encontrados para a espécie ovina (40%).
A analise da contaminacéo da carne foi realizada por PCR em 71 amostras do Reino Unido,
com 38% (27/71) de positividade para o locus SAG2 de T. gondii (ASPINALL et al., 2002).

A ingestdo de carne ovina mal cozida contendo bradizoitos de T. gondii € uma importante
fonte de infeccdo humana (DUBEY & SHARMA, 1980) e pouco se sabe sobre a densidade de
cistos teciduais. Estima-se que a existéncia possa ser inferior a 1 cisto tecidual / 50 g de carne
(DUBEY et al., 1996), o que dificulta o diagnostico histologico e remete a reflexdo da
importancia da ingestdo de carne na contaminacdo humana por toxoplasmose. Estudos
experimentais demonstram uma grande variacdo na prevaléncia de contaminacdo de carne
suina e ovina, utilizadas na alimentacdo humana, de 1,5 a 38% (WARNEKULASURIYA et
al., 1998; ASPINALL et al., 2002).

2.2.4. Resposta Imune e Escape Parasitario

Pela caracteristica de intracelularidade obrigatoria do T. gondii, a resposta imune celular €
a mais importante para proteger os hospedeiros da infeccdo. Contudo, a resposta humoral,
assim como a inata, também s&o ativadas em individuos com toxoplasmose (GAZZINELLI et
al., 1993; INNES & VERMEULEN, 2006).

A presenca do parasito, com estimulacdo macroféagica direta, induz a sintese de IL-12 e,
subsequentemente, de IFNy por células NK de camundongo (SUZUKI et al. 1988;
GAZZINELLI et al. 1993; HAYASHI et al. 1996; YAP & SHER, 1999). Neutrdéfilos e células
dendriticas também produzem altos niveis de IL-12 (GAZZINELLI et al., 1993, 1994; BLISS
et al., 1999). A influéncia de citocinas na atracdo de macrofagos é relatada, em especial IL-6,

que estimula a sintese hepatica de proteinas de fase aguda (APPELBERG et al.,1994).

Sob acéo das citocinas Thl, tem inicio a resposta imune humoral, que pode persistir por
anos (DUBEY & BEATTIE, 1988). Na espécie ovina, a sintese de anticorpos IgM é visivel na

2% semana pos-infecgdo (p.i.), com pico na 3% semana p.i., sendo predominante no 1° més p.i.,



e podendo ser detectada até o 3° més p.i. InfeccBes experimentais subsequentes nao
promovem elevacdo de IgM especifica (BLEWETT et al., 1983; McCOLGAN et al., 1988;
TREES et al.,, 1989; TENTER et al., 1992; ESTEBAN-REDONDO & INNES, 1998;
ESTEBAN-REDONDO et al., 1999).

Apesar da IgM anti-T. gondii ser considerada o principal marcador soroldgico para
diagndsticos de infeccBes recentes, a literatura aponta niveis persistentes de IgM por meses
apos a infeccdo humana (FERREIRA & CAMARGO, 2002).

Apbs o pico de IgM, segue-se a producdo de 1gG, a qual predomina no 2° més p.i.
Significante producdo de IgG em ovinos apos infeccdo oral com oocistos foi verificada no 14°
dia p.i. (BLEWETT et al., 1983; McCOLGAN et al., 1988; ESTEBAN-REDONDO &
INNES, 1998). Esses animais estdo imunes ao protozoario, apesar da infeccdo persistir, com
0s parasitos situados em cistos teciduais. Os anticorpos produzidos podem desempenhar
intenso papel protetor em infec¢des subsequentes (INNES & VERMEULEN, 2006).

A inducdo de resposta imune celular do perfil Thl é importante para o controle da
proliferacdo parasitaria. Estudos in vitro usando células de ovinos demonstraram que IFNy
produzida por essa espécie animal inibe a multiplicagdo intracelular dos taquizoitos, com
possivel morte do parasito (SUZUKI et al., 1988; OURA et al., 1993; YAP & SHER, 1999).
A sintese de IFNy ocorre no 2° dia da infeccdo de ovinos com cepa atenuada (S48) de T.
gondii (INNES et al., 1995).

A atuacdo de IFNy associada a outras citocinas pro-inflamatorias, como TNFa, IL-1 e IL-
6, tem efeito sinérgico (SIBLEY et al. 1991; CHAO et al. 1994; HALONEN et al., 1998). Os
mecanismos intracelulares antiparasitarios induzidos por IFNy consistem na formacdo de
metabolitos reativos de oxigénio e dxido nitrico, e no acdimulo de membros da familia p47
GTPase que promovem a ruptura do vacuolo parasitéforo (MURRAY et al. 1979;
DAUBENER et al. 1996; MARTENS et al. 2005).

A acdo conjunta de linfocitos T e IFNy € a principal ferramenta imunologica contra T.
gondii (MOSMANN & COFFMAN, 1987; INNES et al., 1995; INNES & WASTLING,
1995). A resposta celular inicial & infecgdo por T. gondii € predominantemente de linfocitos T
CD4+, que atuam na regulacdo da resposta imune. Por volta do 10° dia p.i., ha significante
aumento de células CD8+, que atuardo como células efetoras na imunidade (SUZUKI &
REMINGTON, 1988; DENKERS & GAZZINELLI, 1998; GAZZINELLI et al., 1991, 1992;
BUXTON et al., 1994; INNES et al., 1995).



Associada a secrecdo de citocinas pro-inflamatorias (IL-12, IFNy e TNFa), a infec¢éo por
T. gondii induz sintese de citocinas anti-inflamatorias, tal como fator transformador de
crescimento (TGFB) e IL-10. Neste processo, a IL-10 atua essencialmente em células
fagociticas e células apresentadoras de antigenos, inibindo a transcricdo e a producdo de
citocinas pro-inflamatérias (OSWALD et al.,, 1992; MOORE et al.,, 2001). Esse efeito
antagbnico das citocinas, com carater imunossupressor inflamatorio, tem acdo favoravel tanto
para 0 parasito quanto para o hospedeiro: para o parasito, frente a reducdo da atividade
microbicida dos macréfagos, primariamente induzida por IFNy, o que possibilita a
multiplicacdo intracelular do parasito.; e para o hospedeiro, visto que um processo flogistico
excessivo poderia culminar com a morte do animal parasitado (BOGDAN & NATHAN 1993;
GAZZINELLI et al. 19964, b).

A expansdo clonal de linfocitos citotoxicos ocorre em maior proporcao que de linfocitos
auxiliares. Adicionalmente, células CD4+ de animais infectados por T. gondii se tornam
irresponsivas a estimulacdo antigénica in vitro, favorecendo a propagacdo parasitaria. Ha
aumento da apoptose em células CD4+, possivelmente pela morte celular passiva. Contudo, a
inibicdo da cascata da caspase e resisténcia a citotoxidade por células T (mediada por Fas,
granzimas e perforinas), contribuindo para o equilibrio da relacdo parasito-hospedeiro, com
longevidade para hospedeiro e protozoario (LUFT et al., 1984; SKLENAR et al., 1986;
KHAN et al., 1996; NASH et al., 1998; GOEBEL et al., 2001; PAYNE et al., 2003).

Apos a ligacdo de IFNy a receptores especificos, presentes em quase todas as células,
diversas respostas antimicrobianas podem ser ativadas. Estima-se que esta citocina regule a
expressdo de diversos genes relacionados com a producdo de proteinas envolvidas na criacao
de barreiras efetivas contra os patégenos (PESTKA et al., 2004), como as moléculas co-
estimulatorias e as de histocompatibilidade principal (MHC) de classe | e Il por diversos tipos
de células (BOEHM et al., 1997).

Um interessante mecanismo de escape de T. gondii é a alteracdo na expressdo de MHC de
classe | e Il, que normalmente sdo reguladas positivamente por IFNy em diversos tipos
celulares. Na infeccdo, IFNy ndo consegue aumentar a sintese dessas moléculas na superficie
de macréfagos derivados da medula dssea (LUDER et al., 1998). Ha inibicdo da sintese de
MHC de classe Il em macrdfagos, linfécitos B, astrocitos e microglia de algumas espécies

animais. Esse efeito em MHC de classe Il ¢ observado em células infectadas e células



vizinhas sem infeccéo parasitéria, independente da sintese de citocinas inibitorias como 1L-10
e TGFp, assim como prostaglandina E e éxido nitrico (LUDER et al., 2003; McKEE et al.,
2004).

McKee et al. (2004) ndo demonstrou alteragcdo na expresséo de MHC de classe Il em
células dedriticas (DCs) imaturas apds estimulo com T. gondii viavel, mas o oposto ocorria
quando o estimulo era com parasitos mortos ou extratos parasitarios. Nem a presenca de
lipopolissacarideo induziu aumento da expressdo de MHC de classe Il quando parasitos
viaveis estavam presentes. Em DCs que maturaram antes do encontro com o protozoério, a
expressao de MHC de classe Il parece nédo se alterar. Contudo, DCs imaturas foram ativadas
por T. gondii para o aumento da expressao de MHC de classe Il e moléculas co-estimulatérias
in vitro e in vivo nos experimentos de Pepper et al. (2008). As DCs induziram a proliferacéo
células T CD4+ antigeno-especificas virgens, constituindo a principal célula envolvida no
processamento e apresentacdo de peptideos do parasito. Outro papel importante das DCs na
toxoplasmose, verificada pelos autores, € a producdo de altos niveis de IL-12 e apresentacdo
cruzada de peptideos para linfécitos T CD8+ apontando o importante papel dessas células na
ligagéo entre a resposta imune inata e adaptativa.

O risco da infeccdo durante a gestacdo reside na modulacdo imunoldgica na interface
materno-fetal. A supressdo dos mecanismos inflamatérios, com minima expressdo de 1L-12,
IFNy e TNFa, tornam a placenta e o feto susceptiveis a invasdo parasitaria durante a
parasitemia por T. gondii. Caso a infeccdo ocorra precocemente durante a gestacdo, as
consequéncias para o feto serdo fatais (BUXTON & FINLAYSON, 1986; ENTRICAN &
WHEELHOUSE, 2006), mas se a infeccdo ocorrer em gestacdo anterior ou antes do
cruzamento, a imunidade e memaria imunoldgica desenvolvidas irdo garantir parto normal e
nascimento de neonato ndo infectado (WATSON & BEVERLEY, 1971; McCOLGAN et al.,
1988). Contudo, indicios de que a protecdo imunoldgica ndo € absoluta foram publicados esse
ano (EDWARDS & DUBEY, 2013).

2.2.5. Diagnostico

Na atualidade, as técnicas sorologicas sd@o as mais utilizadas no diagnostico da
toxoplasmose, mas resultados falso-positivos e falso-negativos podem acontecer. Anticorpos
especificos na fase aguda da toxoplasmose podem estar ausentes, assim como em quadros
imunossupressivos (LIN et al., 2000; BERTOZZI et al., 1999; DECOSTER et al., 1988a;



DECOSTER et al., 1988b). Por esse motivo, alguns autores encorajam o uso de testes
diagnédsticos com alvos diferentes, como Ghoneim et al., que sugerem o diagnostico
concomitante com uma técnica soroldgica e outra molecular, especialmente para caprinos e

oVvinos.

Varios testes diagnosticos ou Kits tém sido desenvolvidos para o diagnéstico da
toxoplasmose ovina, incluindo aglutinacdo direta, hemaglutinacdo indireta, western blotting
(WB), reacdo da polimerase em cadeia (PCR), aglutinagdo modificada (MAT), aglutinacdo
em latex, imunofluorescéncia indireta (IFI) e ensaio imunoenzimatico em fase solida (ELISA)
(DUBEY et al., 1987; HARKINS et al., 1998; ESTEBAN-REDONDO et al., 1999; PAYNE
etal., 1988; SEEFELDT et al., 1989; TENTER et al., 1992; TREES et al., 1989; WASTLING
et al., 1995). Alguns destes testes ja foram ferramentas diagnosticas em estudos soroldgicos
desta parasitose em paises como Uruguai, Estados Unidos, Austrdlia, Suécia e Egito
(RIFAAT et al., 1979; UGGLA et al., 1983; DUBEY et al., 1986; MUNDAY et al., 1987,
MALIK et al., 1990; EL-GHAYSH & MANSOUR, 1994; SAVIO & NIETO, 1995). Dos
testes acima mencionados, a imunofluorescéncia indireta é altamente especifica, mas
demonstra sensibilidade ndo tdo elevada, além de requerer material especial e ser afetada pela
subjetividade na leitura (MALIK et al., 1990), enquanto o ELISA apresenta grande
sensibilidade, é quantitativo, de baixo custo, podendo ser automatizado (DUBEY et al., 1995).

Sensibilidade e especificidade variam entre as diversas metodologias utilizadas, assim
como na dependéncia do antigeno empregado no ensaio. Para o diagndstico de infeccdo
natural por T. gondii em ovinos, MAT e ELISA demonstraram sensibilidades superiores a
90%, sendo 0 MAT (96%) mais sensivel que o ELISA (90.1%) (SHAAPAN, EL-NAWAWI
& TAWFIK, 2008).

Para a espécie ovina, a sensibilidade nos ensaios de ELISA usando lisado antigénico total
de taquizoitos de T. gondii varia de 61% a 94%, com especificidade variando de 82 a 100%
(WERRE et al., 2002; CABALLERO-ORTEGA et al., 2008; SHAAPAN et al., 2008;
SCHAEFER et al., 2011; SAKATA et al., 2012). Os métodos de producédo de taquizoitos (in
Vvivo ou in vitro) e obtencdo de antigenos variam significativamente entre laboratorios, assim
como a possibilidade do antigeno conter fragmentos celulares ou materiais utilizados no
cultivo parasitario. Esses fatores podem ser responsaveis pelas grandes variagdes nos
parametros, em especial na sensibilidade, dos ensaios padronizados por diferentes grupos de

pesquisa.



Diferencas no reconhecimento antigénico por anticorpos IgM e IgG foram descritas na
década de 80. Robusta resposta de IgM contra polissacarideos e proteinas de T. gondii é
encontrada no inicio da infec¢do. Anticorpos IgG, por sua vez, reconhecem proteinas
derivadas do parasito, mas IgG anti-polissacarideos sdo observados ocasionalmente e em
baixos titulos (MINEO et al., 1980). Partanen et al. (1984) identificaram como principais
alvos de anticorpos IgM dois polipeptideos com peso molecular de 25 e 35 kDa. O
reconhecimento pela IgG abrangeu diversos peptideos, predominantemente na faixa de 30 a
67 kDa. Frente a essas diferencas, uma alternativa de conferir diagndstico mais acurado para
diferenciacdo de fase aguda ou crbnica da toxoplasmose consiste no uso de peptideos
imunodominantes exclusivos de T. gondii. Antigenos recombinantes podem ser utilizados em
testes soroldgicos, contudo publicacbes com essa caracteristica para a espécie ovina ainda sdo
discretas. Especificamente para ovinos, ensaios usando antigeno tradicional do endozoito
(TEA), e antigenos recombinantes H11 (rH11), antigeno de superficie de T. gondii - SAG1
(rSAGL1), granulos de proteinas densas - GRA (rGRA), antigeno do cisto tecidual - MAG1
(rMAG) foram publicados, com sensibilidade variando de 34% (rH11) a 96% (TEA ou
rSAG), e especificidade chegando a 100% (SAGER et al., 2003; HISZCZYNSKA-
SAWICKA et al., 2010, 2011). Com o uso de SAG purificado, Tzanidakis et al. (2012)
encontraram 93.9% de sensibilidade, e nenhum resultado falso-positivo.

O uso de proteinas ancoradas a GPI ou de glicosilinositolfosfolipideos (GIPLs) € descrito
apenas em diagnosticos para a espécie humana, na pesquisa de anticorpos IgM, IgG e IgA
(GIRALDO et al., 2002; PORTELA et al, 2004), com aparente producdo preferencial de IgG
anti-GlyC, e de IgA e IgM anti-GIPLs.

2.2.6. Tratamento e Profilaxia

Em humanos, a associacao de sulfonamidas com pirimetamina é o tratamento padrdo ouro
de escolha na comunidade médica, seguida de clindamicina (ARAUJO & REMINGTON,
1974; REMINGTON et al., 2006). Em mulheres gestantes, o uso profilatico de espiramicina é
indicado pela ndo toxicidade da droga associado a sua incapacidade de atravessar a barreira
placentaria (DESMONTS & COUVREUR, 1974). O uso de monensina ou sulfamezatina
associada a pirimetamina, reduziu numero de abortamentos em ovelhas e mortalidade de
borregos (BUXTON et al., 1988; BUXTON et al., 1993).



Apesar dos dados conflitantes acerca da influéncia positiva ou negativa da presenca de
gatos em propriedades rurais com pratica de ovinocultura e soropositividade para T. gondii
(WALTNER & TOEWS et al., 1991; FIGLIUOLO et al., 2004; PINHEIRO JR et al., 2009;
MORAES et al., 2011), é recomendavel impedir 0 acesso de gatos domésticos e/ou selvagens
nos locais de criacdo de animais, especialmente nos pastos. Manejo intensivo deve ser
preferivel ao extensivo, aliado a bom manejo de 4gua e comida (WALTNER & TOEWS et al.,
1991; PINHEIRO JR et al., 2009; MORAES et al., 2011). Congelar ou cozinhar a carne antes
do consumo humano ou animal consiste medida preventiva de simples implementacédo
(DUBEY etal., 1990; KOTULA et al. 1991).

Ja& esté disponivel uma vacina de segunda geragdo para a espécie ovina, com uma cepa
atenuada de T. gondii denominada S48. Esse isolado é capaz de induzir infeccdo transitoria
sem cronicidade do processo infeccioso, pois S48 ndo tem habilidade para se transformar em
taquizoito (BUXTON et al., 1993a). Apds administracdo de S48, ha adequado processamento
e apresentacdo de seus peptideos ao sistema imunolégico (BUXTON & INNES, 1995), com
inducdo de imunidade humoral e celular (linfécitos CD4+, CD8+ e IFNy) que previnem a
proliferacdo do protozoario apds ingestdo dos oocistos, com impedimento a colonizacdo da
placenta e do feto prevenindo, por tanto, o abortamento (BUXTON et al., 1994; WASTLING
et al., 1994; WASTLING et al., 1995; INNES et al., 1995). A vacina esta comercialmente
disponivel na Europa, sendo indicada para uso antes do cruzamento para prevencdo de
toxoplasmose congénita em ovinos. Experimentos demonstram imunidade duradoura por 18
meses (BUXTON et al., 1993a, 1994).

2.3. Glicoconjugados

Proteinas ligadas a glicosilfosfatidilinositol (GPI) sdo encontradas em células eucaridticas,
na faixa de 100 mil cdpias de ancoras de GPI por célula, enquanto protozoarios expressam
mais de 20 milhGes de copias por célula. A fungdo dessas ancoras seria conferir uma
associacdo mais estavel entre as proteinas com a camada bilipidica da membrana celular
(FERGUSON, 1999).

Wichroski e Wardi (2003) demonstraram que a sintese de GPl é essencial para a
viabilidade de T. gondii. Estudos preliminares observaram que diversas moléculas de

membrana de T. gondii, as quais possuem importancia no desenvolvimento de uma resposta



imune eficaz contra protozoarios, apresentam uma ancora GPI comum com papel primordial
na ativacdo de macréfagos (TOMAVO et al., 1989; ALMEIDA et al., 2000).

As GPls ancoram grande parte das proteinas de superficie de T. gondii, tais como SAG1,
SAG2 e SAG3. A ancora ¢ ligada por seu terminal etanolamina fosfato, via uma ligacéo
peptidica, ao terminal C da proteina (TOMAVO et al., 1989). Zinecker et al. (2001)
realizaram uma detalhada andlise da ancora GPI de SAG1, e encontraram duas glicoformas
principais que ancoram a proteina, com diferenca apenas de uma glicose entre elas. Os
mesmos autores, ao analisarem precursores de GPI, verificaram que a modificacdo do core da

ancora acontece antes da transferéncia deste para a proteina.

A maioria dos antigenos de T. gondii pertence a familia SAG, que consiste de proteinas
GPI ancoradas imunodominantes nos taquizoitos e presentes apenas neste estagio evolutivo
parasitario (BURG et al., 1988; DECOSTER et al., 1988b; RACHINEL et al., 2004). Nos
estagios iniciais da infecgdo, SAG1 é um dos primeiros antigenos reconhecidos por IgM de
seres humanos e camundongos, havendo também anticorpos especificos no estagio cronico da
toxoplasmose (DECOSTER et al., 1988b; RACHINEL et al., 2004).

Giraldo et al. (2000) descreveram o reconhecimento de GIPLs de membrana de T. gondii
por soros de humanos na fase aguda da toxoplasmose, e de proteinas ancoradas a GPI por soro
de pacientes na fase crbnica. Posteriormente, 0 mesmo grupo padronizou ensaio de ELISA
utilizando GIPLs como antigeno, obtendo alta especificidade e sensibilidade, associada com
um maior poder de discriminacdo entre a fase aguda e cronica da doenca, sem reatividade
cruzada com outras doencas infecciosas (GIRALDO et al., 2002). Em 2004, Portela et al.
descreveram o emprego de IgM-GIPL-ELISA para levantamento sorolégico em uma
populacdo do norte de Minas Gerais, e a correlacdo da presenca de IgA especifica contra o

parasito com a gravidade da lesdo ocular.

As proteinas ancoradas a GPI povoam densamente a superficie dos taquizoitos (BLACK
& BOOTHROYD, 2000; LEKUTIS et al., 2001) e estdo relacionadas a ligacdo com a célula
hospedeira e modulacao da resposta imunologica no animal parasitado (DZIERSZINSKI et al.,
2000; JACQUET et al., 2001; LEKUTIS et al., 2001; DEBIERRE-GROCKIEGO et al., 2003,
2007a, 2010).

GPIs de diversos protozoarios sdo reconhecidos por receptores toll-like (TLR), induzindo
a secrecdo de TNFa, IL-12 e 0xido nitrico por macrofagos (CAMPOS et al., 2001; De VEER
et al., 2003; KRISHNEGOWDA et al., 2005; MEDEIROS et al., 2007). Na infeccéo por T.



gondii, a ativacdo de TLR 2 e 4 por GPIs conta com o envolvimento de galectina-3
(DEBIERRE-GROCKIEGO et al., 2010), molécula que participa do recrutamento de células
efetoras em infeccdes (HEMMI et al.,, 2000). O reconhecimento de GPI, derivada de
taquizoitos, por TLR ativa o fator transcricional NF«kB e promove a secre¢do de TNFa, IFNy
e IL-12 em macrofagos e células esplénicas (DEBIERRE-GROCKIEGO et al., 2003, 2007a,
2010).

Indicios de protecdo a infeccdo por alguns protozoarios pelo uso de proteinas GPI
ancoradas derivadas dos mesmos foram descritos na literatura. Ap6s vacinacdo, houve o
desenvolvimento de resposta imunologica protetora, com ativacdo de linfocitos T CD8+ e
secrecao de IFNy, associada a producdo de Ig do perfil Thl (BRUNA-ROMERO et al., 2004;
OPHORST et al., 2007; LI, BASAGOUDANAVAR, GOWDA, 2008) ou com resposta imune
humoral mista, mas conferindo protecdo parcial ao desafio parasitario (MARTINS et al.,
2012).

Frente aos fatos supradescritos, que demonstram a importancia das proteinas GPI
ancoradas e das ancoras GPI na invasdo celular e modulacdo imunologica, é justificado o
estudo da cinética da resposta imune humoral e celular, em ovinos, ap6s infeccdo com

taquizoitos do protozoério ou imunizagdo com proteinas GPI ancoradas.



3. HIPOTESE

A infeccdo por Toxoplasma gondii em ovinos desencadeia elevacdo de IgM na fase aguda,
e de IgG na fase cronica da infeccdo, com aumento de linfocitos T CD4+ e CD8+.
Adicionalmente, moléculas de membrana de taquizoitos de T. gondii sdo imunogénicas para a

espécie ovina, podendo ser utilizadas no diagndstico e na imunizacao.

4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo Geral:

Estudar a resposta imunoldgica na fase aguda da infeccdo pelo Toxoplasma gondii em
ovinos, e apo6s imunizacdo com glicoconjugados, de forma a caracterizar o perfil linfocitario

circulante, assim como 0s momentos e as proporcdes de producdo das imunoglobulinas.

4.2. Objetivos Especificos:

a) Desenvolver ELISAs baseados no uso de lisado antigénico e glicoconjugados de T.
gondii;

b) Analisar o status imunolégico humoral em ovinos de alto padrdo genético;

c) Determinar a imunogenicidade de glicoconjugados de T. gondii in vivo;

d) Avaliar a cinética da producdo de anticorpos 1gG e IgM especifica contra lisado total e
glicoproteinas de taquizoitos em ovinos infectados experimentalmente e imunizados com

glicoconjugados de T. gondii;

e) Apresentar a cinética da resposta imune adaptativa, na sua vertente celular, através da
avaliacdo da imunofenotipagem leucocitaria do sangue periférico de ovinos infectados

experimentalmente e imunizados com glicoconjugados de T. gondii.



5. METODOLOGIA

Para realizar a cinética da resposta imunologica apds infec¢do de ovinos com taquizoitos
da cepa RH de Toxoplasma gondii, ou apds a imunizacdo com moléculas ancoradas a GPlI, e
desenvolver ensaios imunodiagnésticos para toxoplasmose, o presente trabalho foi organizado
em trés experimentos. Inicialmente, foi realizado o cultivo celular de taquizoitos da cepa RH
em quantidade suficiente para obtencdo das proteinas glicoconjugadas. A extracdo das
proteinas foi concluida e seu reconhecimento por soros de ovinos infectados naturalmente foi
analisado. A expansdo parasitaria foi mantida, objetivando obtencdo de taquizoitos viaveis
para infeccdo.

Paralelamente, foram coletadas amostras sanguineas de ovinos de alto valor genético e

comercial. Os soros obtidos foram armazenados até 0 momento de realizacdo dos ensaios.
A partir de entéo, trés experimentos foram organizados da seguinte forma:

1. Padronizacéo de ensaio de ELISA utilizando lisado antigénico e glicoconjugados de T.

gondii para diagnostico da toxoplasmose na espécie ovina.

2. Avaliacdo do status sorologico de ovinos de alto valor comercial e genético, criados no

Estado da Bahia, correlacionando a soropositividade com as praticas de manejo aplicadas.

3. Estudo da cinética da resposta imune humoral e celular ap6s infecgdo experimental ou

imunizagdo com proteinas GPl-ancoradas em ovinos.

Estes experimentos serdo apresentados em forma de manuscritos/capitulos, onde a
descricdo completa da metodologia, resultados e discussdo estdo especificadas em cada
manuscrito/capitulo. Conforme exigéncia do Programa de P6s-Graduacdo em Imunologia
(PPGIm), as referéncias bibliograficas estardo agrupadas no final desta tese.
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RESUMO

A toxoplasmose é uma infeccdo cronica causada pelo Toxoplasma gondii, e carne ovina parasitada € uma importante fonte de
contaminacdo para seres humanos. Com objetivo de identificar anticorpos contra T. gondii em amostras séricas de ovinos, um
ELISA baseado em glicoconjugados (GlyC) da superficie parasitaria foi desenvolvido, e comparado a imunofluorescéncia
indireta como padrdo-ouro. GlyC foi extraido de taquizoitos da cepa RH com particdo cloroférmio-metanol-agua. Dois
diferentes sistemas imunoenzimaticos, usando GlyC (ELISA-GIyC) e lisado antigénico total do parasito (ELISA-LA) foram
padronizados e os pardametros de ambos testes foram estabelecidos. ELISA-LA mostrou sensibilidade, especificidade, valor
preditivo positivo, valor preditivo negativo e acuricia de 100%, 96%, 91%, 93%, e 92%, respectivamente. 100% de
repetitibilidade, e reprodutibilidade de 100% e 67% para as amostras positivas e negativas, respectivamente, foram
encontradas. ELISA-GlyC apresentou sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo, valor preditivo negativo e
acuracia de 30%, 94%, 86%, 54%, e 60%, respectivamente. Reprodutibilidade e repetitibilidade das amostras positivas e
negativas foram de 100%. ELISA-LA é uma excelente ferramenta diagnostica para ovinos, contudo a sensibilidade de
ELISA-GIyC deve ser melhorada.

Palavras-Chave: Toxoplasmose; Toxoplasma gondii; Glicoconjugado; Ovino; ELISA.

Introducao

A toxoplasmose apresenta elevada prevaléncia em diversos animais, incluindo humanos e
ovinos (Dubey e Beattie, 1988; Waltner-Toews et al., 1991; Esteban-Redondo e Innes, 1998;
Esteban-Redondo et al., 1999; Duncanson et al., 2001; Masala et al., 2007). A infeccédo
primaria de ovelhas, durante a gestacdo, pode resultar em morte fetal, reabsorc¢éo/abortamento,
nascimento de borregos fracos, ou vivos e clinicamente normais, porém infectados (Buxton,
1998). Abortamento é um dos sinais clinicos mais comuns, mas ovinos infectados
normalmente ndo apresentam alteracGes clinicas perceptiveis, se tornando carreadores
assintométicos e fonte de infeccdo para carnivoros, incluindo uma grande variedade de
hospedeiros definitivos e humanos (Aspinall et al., 2002; Masala et al., 2007; Esteban-
Redondo et al., 1999; Esteban-Redondo & Innes, 1998; Halos et al. 2010).



No Brasil, infeccBes na espécie ovina sdo descritas nas cinco regides, com prevaléncia
variando de 18,5% a 51,5% (Pita-Gondim et al., 1999; da Silva et al., 2003; Cavalcante et al.,
2004; Figliuolo et al., 2004; Romanelli et al. 2007; Pinheiro Jr. et al., 2009; Soares et al., 2009;
Ueno et al., 2009; Moraes et al., 2011). Soropositividades em ovinos e caprinos, com altos ou
baixos titulos de anticorpos anti-T. gondii, foram registradas em varios paises de mundo, e a
variabilidade entre os estudos pode ser explicada pela variagdo na sensibilidade e
especificidade entre as técnicas utilizadas (Sroka, 2001; Ghoneim et al.,, 2010;
Shahiduzzaman et al., 2011; Tzanidakis et al., 2012).

As técnicas soroldgicas sdo 0s principais ensaios utilizados para diagnéstico da
toxoplasmose. Contudo, essas técnicas podem falhar na deteccdo de anticorpos especificos
anti-T. gondii durante a fase ativa da infeccdo e em pacientes imunossuprimidos (Lin et al.,
2000; Bertozzi et al., 1999; Decoster et al., 1988). Muitos autores descrevem o uso de ensaios
soroldgicos associados com a reacdo da polimerase em cadeia (PCR) para o diagnéstico mais
acurado, especialmente em ovinos e caprinos (Ghoneim et al., 2010). Portanto, testes

diagnosticos mais sensiveis sdo necessarios.

Relativamente poucos antigenos sao alvos da resposta imune. Em camundongos e humanos,
alguns antigenos de superficie abundantes e imunodominantes induzem resposta imune
humoral (Rachinel et al., 2004; Prince et al., 1990; Boothroyd, 2009). Entre eles, granulos de
proteinas densas (GRAL, GRA4, GRA6, GRA7Y), antigeno 1 do cisto tecidual (MAG1), e
antigeno de superficie de T. gondii (SAG1, SAG2) sdo reconhecidos pelas células B,
induzindo a produgdo de anticorpos especificos em ovinos (Li et al., 2010; Hiszczynska-
Sawicka et al., 2010, 2011; Tzanidakis et al., 2012).

A biossintese de glicosilfosfatidilinositol (GPI) é essencial para a sobrevivéncia de T.
gondii (Wichroski e Wardi, 2003). Os quatro antigenos de superficie imunodominantes de
taquizoitos de T. gondii sdo ancorados por GPI (Tomavo et al., 1989), e diferentes estagios
parasitarios sdo dominados por familias de proteinas GPIl ancoradas subgrupos estagio-
especificos (Boothroyd, 2009). Proteinas GPI ancoradas existem em grande propor¢do na
superficie do taquizoito (Black e Boothroyd, 2000; Lekutis et al., 2001), e sdo implicadas na
ligagdo a célula e na modulacgdo da resposta imunoldgica (Dzierszinski et al., 2000; Jacquet et
al., 2001; Lekutis et al., 2001, Debierre-Grockiego et al., 2003, 2007, 2010).

O ELISA ¢é um importante teste diagndstico devido a sua alta especificidade (Malik et al.
1990; Waltner-Toews et al. 1991; Esteban-Redondo e Innes 1998; Esteban-Redondo et al.
1999; Clementino et al. 2007; Shaapan et al. 2008) e sensibilidade, quando comparado ao



ensaio de imunofluorescéncia (Brasil, 2002). Visto que GPIl é reconhecido pelo sistema
imunoldgico, e sua biossintese é essencial para sobrevivéncia do T. gondii, 0 presente trabalho
objetivou desenvolver um ensaio de ELISA, usando glicoconjugados de T. gondii como

antigenos, para deteccédo de anticorpos especificos em amostras séricas de ovinos.

Materiais e Métodos
Parasitos

Taquizoitos de Toxoplasma gondii, cepa RH (gentilmente cedida pelo Prof. Luiz Fernando
Pita Gondim, Universidade Federal da Bahia), foram usados nesse estudo. Células VERO
foram mantidas em meio RPMI (Sigma Aldrich) com 5% de antibiético (5mg/mL de
penicilina, 5mg/mL de estreptomicina, 10mg/mL de neomicina Gibco) e 10% de soro equino
(Gibco), a 37°C e 5% de CO,. Resumidamente, as células VERO cresceram até formar uma
monocamada com 90% de confluéncia. Entdo, o meio de cultura foi trocado e os taquizoitos
foram adicionados a cultura. Apos trés dias, os parasitos foram recuperados por lavagem tripla
com solucdo fisioldgica estéril e centrifugacdo a 2500 rpm por 10 minutos, e a contagem foi

realizada usando a camara de Newbauer. O pellet foi mantido a -20°C até o uso.

Para o antigeno lisado de T. gondii (LA), os taquizoitos foram sonicados 5 vezes por 30
segundos no gelo. A concentracdo de proteina foi determinada pelo ensaio do acido
bicinconinico (Kit Micro BCA™ Protein Assay, Thermo Scientific).

Extracéo dos Glicoconjugados

Para obter uma solucdo enriquecida de glicoconjugados (GlyC) parasitarios, uma particdo
em agua-solvente organico foi realizada, como descrita por Giraldo et al. (2002). Em resumo,
um pellet com 10% taquizoitos foi submetido & extracdo com 10 volumes de cloroférmio-
metanol-agua (5/10/4, vol/vol/vol) por 1 hora a temperatura ambiente. Os parasitos foram
mantidos no gelo e sonicados 5 vezes, por 30 segundos, com intervalo idéntico. Apos
centrifugagdo a 5000 xg por 15 minutos a 10°C, o pellet resultante foi submetido ao mesmo
protocolo de extracdo duas vezes. Uma solucdo de butanol 9% em &gua foi acrescentada aos
pellets, seguida de trés centrifugacbes como supradescrito. Os sobrenadantes resultantes

foram unidos e rotaevaporados a 4°C e 45°C, 85,5kPa (Laborthechinik), e denomidado F3.



Essa fracdo continha GlyC, e a concentracdo protéica foi determinada como descrito
anteriormente. F3 foi estocado a -20°C até 0 momento do uso no ELISA.

Amostras de soros

Noventa amostras de soro de ovinos (45 negativas e 45 positivas), como estabelecido por
imunofluorescéncia indireta (IFAT) (Figliuolo et al., 2004), foram usadas para determinar a
especificidade e sensibilidade do ensaio de ELISA usando lisado antigénico total (ELISA-LA).
Para 0 ensaio baseado em glicoconjugados (ELISA-GIlyC), 75 amostras séricas foram

utilizadas: 30 de animais negativos e 45 de animais positivos, como definido por IFAT.

Analises Soroldgicas

O ensaio de ELISA indireto foi utilizado para identificar a presenca de 1gG especifica
contra T. gondii. LA ou GlyC diluido em tamp&o carbonato (Na,COs3, 4.8g/litro; NaHCOs,
1.5¢/litro; pH 9.6) foi adicionado aos pogos de placas de microtitulacdo de alta ligacdo (100
pL/pocgo) (Nunc). As placas foram incubadas em camara Umida (usada em todas etapas) a 4°C
por 16 horas, e entdo lavadas 3 vezes em solucdo tamponada (NaCl 8.0 g/litro; KH,PO,4 0.2
g/litro; NapHPO4 1.2 g/litro; KCI 0.2 g/litro; pH 7.4) contendo 0,05% de Tween 20 (Tween 20
0,5 mL/litro) (PBS-T). Cem microlitros do reagente de bloqueio, preparado de 5% leite de
vaca desnatado em PBS, foram adicionados. A placa foi entdo incubada por 3 horas a 37°C.
Apdbs lavagem como descrito anteriormente, as amostras e 0s controles foram diluidos em
PBS contendo 1% de leite de vaca desnatado (caseina 10 g/litro; PBS-M) e aplicados nos
pocos em duplicata. Apds incubacdo de 1 hora a 37°C, os pogos foram lavados como
supramencionado. Foram acrescentados 100 pL/pogo de uma solugé@o de imunoglobulina anti-
IgG ovina conjugada a peroxidade (Laboratério Bethyl Inc.) diluida em PBS-M, e incubada
por 1 hora sob as mesmas condic¢des descritas acima. As placas foram entdo lavadas como
descrito anteriormente. Cem microlitros do substrato o-fenilendiamina (0.1M acido citrico,
7.29 mL; 0,2M NayHPOy, 7.71 mL; pH 5.0; O-fenilendiamina Sigma, 60 mg; 30% H,0,, 6L)
foram dispensados em cada poco. Apds 15 minutos, a reacdo foi interrompida pela adi¢éo de
100 pL 1.5M H,SO,. As placas foram lidas nos comprimentos de onda de 490 e 655 nm
(ELISA Multiskan MCC/340, Titertek).

Os antigenos foram diluidos em diferentes concentragdes: 0,05; 0,1; 0,2 e 0,4 ug para LA

e 0,1; 0,2; 0,4; 0,6 e 10 ug para GlyC. Os soros foram diluidos, de modo seriado, de 1:50 a



1:400. O conjugado, por sua vez, foi diluido 1:5.000, 1:10.000, 1:20.000, 1:30.000, 1:40.000 e
1:50.000. A melhor concentracdo do antigeno, e a melhor dilui¢cdo do soro e conjugado foram
obtidas pelo método de titulacao “checkerboard”, onde o maior valor na correlagdo entre as
densidades oOpticas dos positivos/negativos foi usado como referéncia. Os controles positivos
e negativos foram formados pelo pool de 10 amostras positivas e negativas, definidas por
IFAT. Os controles e soros testes dos ovinos foram testados em duplicata e a absorvancia

média foi calculada.

Analises Soroldgicas

As amostras foram classificadas em quatro diferentes grupos, com base nos resultados
obtidos no ELISA: verdadeiro positivo (positivo no teste de referéncia IFAT e no ELISA);
verdadeiro negativo (negativo no teste de referéncia e no ELISA); falso positivo (negativo na
IFAT e positivo no ELISA); e falso negativo (positivo na IFAT e negativo no ELISA). Com
esses resultados, os parametros de sensibilidade (Se), especificidade (Sp), valor preditivo
positivo (PPV), valor preditivo negativo (NPV), e acuracia (Ac) do ELISA para deteccdo de
anticorpos contra T. gondii foram determinados usando as férmulas abaixo, onde VP ¢é

verdadeiro positivo, VN é verdadeiro negativo, FP ¢ falso positivo e FN € falso negativo:
Sensibilidade = VP / VP + FN
Especificidade = VN / VN + FP
Valor Preditivo Positivo = VP / VP + FP
Valor Preditivo Negativo = VN / VN + FN
Acuracia=VP+VN/VP+ VN + FP + FN

O software SPSS v. 12.0 foi usado para calcular o indice Kappa. O nivel de concordancia
foi classificado como descrito por Landis e Koch (1977): 0 — nenhuma concordancia; 0 a 0,19
— correlagdo muito baixa; 0,20 a 0,39 — pobre concordéncia; 0,40 a 0,59 — concordancia
moderada; 0,60 a 0,79 — correlacédo substancial; e 0,80 a 1,00 — elevada correlacdo. A curva
ROC (Receiver Operating Characteristics) foi obtida no mesmo software supramencionado.

Para verificar a repetitibilidade e reprodutibilidade, pools de amostras positivas e negativas
foram testados em 3 diferentes dias por distintos técnicos em laboratério clinico
(reprodutibilidade) e quarenta vezes em um mesmo dia (repetitibilidade). Os resultados desses

parametros estdo expressos em porcentagem (%) de resultados concordantes.



Resultados
Parametros do ELISA

As diluicdes 6timas de trabalho do LA, GlyC e conjugado foram determinadas por ensaios
“checkerboard” usando diferentes diluigdes de antigeno, soro e conjugado. Os numeros de
lavagens também foram avaliados. Os melhores resultados foram obtidos pela lavagem das
placas 3 vezes antes da adicdo dos reagentes.

No ELISA-LA, os melhores resultados, representados pela maior diferenca nas densidades
oOpticas (OD) entre amostras positivas e negativas, foram encontrados com 0,2 pg/poco de LA,
diluicdo sérica 1:400 e diluicdo do conjugado 1:20.000. Para o ELISA-GIyC, as diluicBes
escolhidas foram 1,0 pg/poco de GlyC, 1:200 para o soro e 1:10.000 para o conjugado.

Ambos ELISAs apresentaram reprodutibilidade de 100% e 66,7% para as amostras
positivas e negativas, respectivamente (Tabela 1). No ELISA-LA, as amostras positivas e
negativas apresentaram 100% de repetitibilidade. No ELISA-GIyC, a repetitibilidade para as
amostras positivas e negativas foi de 95% e 100%, respectivamente (Tabela 1).

Resultados do ELISA

Noventa amostras foram usadas para padronizacdo do ELISA-LA, sendo 45 positivas e 45
negativas por IFAT realizado previamente (Figura 2). Comparando os resultados do ensaio
desenvolvido com o teste de referéncia (IFAT), dois resultados discordantes foram obtidos: o
ELISA-LA apresentou dois resultados falso-positivos (Tabela 2). Baseado nesse resultado, o
ELISA-LA demonstrou Se, Sp, Ac, PPV e NPV de 100%, 96%, 92%, 91% e 93%,

respectivamente (Tabela 1).

Setenta e cinco amostras de soro de ovinos, 40 positivas e 35 negativas, foram usadas para
padronizacdo do ELISA-GIyC (Figura 2). Os resultados das amostras no ELISA e IFAT estdo
presentes na tabela 2. Trinta resultados discordantes foram encontrados: 2 falso positivos e 28
falso negativos. O ELISA-GlyC demonstrou Se de 30%, Sp de 94%, Ac de 60%, PPV de 86%
e NPV de 54% (Tabela 1).

O indice Kappa foi estimado pela analise do grau de concordancia entre os resultados
obtidos no ELISA e no teste referéncia, sendo encontrado 0,844 e 0,232 para ELISA-LA e
ELISA-GIyC, respectivamente (Tabela 1). O ensaio de ELISA baseado em LA demonstrou



alta concordancia com o teste referéncia. Contudo, uma pobre correlagdo entre ELISA-GyC e

0 ensaio de referéncia foi encontrada.

A curva ROC foi obtida usando o software SPSS v. 12.0 (Figura 1). De acordo com uma
orientacdo arbitraria (baseada na sugestdo de Swets, 1988), o valor da area sob a curva ROC
(AUC) pode determinar a Ac de um ensaio: menos acurado (0,5<AUCO0,7), moderadamente
acurado (0,7<AUCO0,9), altamente acurado (0,9<AUC<1,0) e teste perfeito (AUC=1). A AUC
dos dois ensaios padronizados no presente trabalho foi 0,982 para ELISA-LA e 0,698 para

ELISA-GlyC, demonstrando a alta Ac no primeiro teste, e a pobre Ac no segundo.

Discussao

Varios estudos tém sido realizados em busca de técnicas de diagndstico mais eficazes,
incluindo a discriminacao entre a infeccdo aguda e crénica pelo T. gondii. Nos seres humanos,
ELISA, PCR, immunoblotting, teste de corante Sabin Feldman, imunoensaio enzimético de
microparticulas (MEIA), ensaio fluorescente ligado a enzima (ELFA), microarray, citometria
de fluxo, e amplificacdo isotérmica loop-mediada (LAMP) estdo sendo avaliados e
aprimorados. Antigeno soluvel, fracdes parasitarias, proteinas recombinantes, amplificacao de
mais de um gene, e aplicagdo da bioinformatica estdo sendo utilizados e comparados em
termos de eficacia (Giraldo et al., 2002; Lau e Fong, 2008; Rodrigues et al., 2009; Aradjo e
Ferreira, 2010; Holec-Gasior et al., 2010; Jalallou et al., 2010; Lau et al., 2010; Mesquita et
al., 2010; Udonsom et al., 2010; Khammari et al., 2012; Maksimov et al., 2012; Selseleh et al.,
2012a, b; Silva-dos-Santos et al., 2012; Sterkers et al., 2012; Sukuthana et al., 2012).

A identificacdo precoce e precisa da infeccdo de animais pelo T. gondii, especialmente
naqueles amplamente utilizados como alimento humano, é tdo importante como o diagndstico
da toxoplasmose em seres humanos. Assim, este estudo teve como objetivo desenvolver uma
nova ferramenta de diagnostico para toxoplasmose utilizando proteinas GPI ancoradas.
Glicoconjugados tém sido implicados como importantes moléculas da invaséo e
estabelecimento de varias infec¢bes por protozoarios, com atividades imunoestimulantes e
reguladora (Schofield e Hackett, 1993; Tachado et al., 1997; Almeida et a., 2000; Debierre-
Grockiego et al., 2003). Em T. gondii, a superficie das diferentes fases é dominada por uma
familia de proteinas ancoradas a GPI (Burg et al., 1988; Kasper, 1989; Tomavo et al., 1989;
Manger et al., 1998; Lekutis et al., 2000), e a biossintese de ancoras de GPI € essencial para a
sobrevivéncia de T. gondii (Wichroski e Ward, 2003).



No presente trabalho, dois ensaios imunoenzimaticos foram padronizados. Primeiro,
taquizoitos de T. gondii foram sonicados, e o antigeno lisado foi usado como antigeno em
ELISA-LA. Este ensaio mostrou alta Se (100%), Sp (96%), PPV (91%), PPN (93%), e Ac
(92%) (Tabela 1). ELISA-LA é amplamente utilizado para a deteccdo de anticorpos
especificos da infeccdo natural e experimental em ovelhas (Tenter et al., 1992; Esteban-
Redondo e Innes, 1998; Redondo-Esteban et al., 1999; Sroka, 2001; Werre et al., 2002; Sager
et al., 2003; Mainar-Jamie e Barberan, 2007; Shaapan et al., 2008; Ghoneim et al., 2010; Li et
al., 2010; Katzer et al., 2011; Moraes et al., 2011; Schaefer et al., 2011; Sakata et al., 2012).
ELISA com antigenos de taquizoitos ja foi utilizado como padréo ouro por alguns grupos de
pesquisa (Sager et al., 2003; Sousa et al., 2009).

Em um estudo anterior, 222 amostras de soros de ovinos de cinco fazendas em Nova York
foram utilizadas para a validagcdo do ELISA utilizando a cepa RH de T. gondii, que mostrou
89% de Se e Sp, tendo o teste de aglutinagdo como padrdo ouro (Werre et al., 2002). Soros de
62 ovinos foram avaliados para 1gG especifica por ELISA com taquizoitos. 1gG anti-T. gondii
foi encontrada em 98,4% dos animais, um valor maior que o teste do corante de Sabin e
Feldman (90,3%) e PCR (67,7%) (Ghoneim et al., 2010), demonstrando a melhoria da Se
deste ELISA em comparagdo com outros testes diagnosticos. Em 2008, autores publicaram
um estudo com ELISA indireto para toxoplasmose utilizando taquizoitos, em ovinos no
México, e encontraram 92% e 88% para Se e Sp, respectivamente (Caballero-Ortega et al.,
2008). Bons resultados foram encontrados para especificidade (85,9%) e sensibilidade (90,1%)
do teste ELISA para a IgG anti-T. gondii em ovinos abatidos em um matadouro no Cairo,
Egito (Shaapan et al., 2008). Os mesmos autores analisaram aglutinacdo modificada (MAT) e
IFAT, e encontraram 96% e 80,4% de Se, 88,9% e 91,4% de Sp, respectivamente. Além disso,
um estudo no estado de Santa Catarina, Brasil, procurou anticorpos contra T. gondii em 360
ovinos. Em comparagdo com nossos resultados, o ELISA apresentou parametros mais baixos:
Se (61%), Sp (82%), PPV (81,7%) e NPV (61,3%) (Sakata et al., 2012). Schaefer et al. (2011)
avaliaram um ELISA comercial para seres humanos, modificado pelo uso de conjugados de
proteinas ndo-espécie-especificas (proteina A ou G), para o diagnostico em seis diferentes
espécies de animais. Semelhante aos nossos achados, o teste mostrou 91% de Se e 100% de

Sp para a especie ovina.

Os resultados de Ac no presente trabalho sdo semelhantes aos encontrados utilizando

taquizoitos como antigenos em diferentes ensaios. LAT, IHAT e IFAT para IgG anti-T. gondii



em caprinos e ovinos foram realizadas, e a maior Ac diagnostica foi encontrada por IFAT:
96,9 e 98,5% para caprinos e ovinos, respectivamente (Sanad e Al-Ghabban, 2007).

Apesar destes parametros aparentemente apropriados para os testes de ELISA descritos
anteriormente, os metodos de producdo de taquizoitos e antigenos podem variar
significativamente entre laboratdrios. Além disso, os antigenos de T. gondii obtidos podem ter

contaminantes como fragmentos de células hospedeiras ou materiais de meios de cultura.

Os ensaios imunoldgicos, utilizando GlyC ou glicoinositolfosfolipideo (GIPL) estdo
presentes na literatura para os seres humanos (Giraldo et al., 2002; Portela et al., 2004).
Alguns grupos de investigacdo usam apenas uma ou poucas proteinas ancoradas por GPI,
purificadas ou como proteinas recombinantes, para ovinos e outras espécies animais (Tenter et
al., 1992; Sager et al., 2003; Li et al., 2010; Hiszczynska-Sawicka et al., 2010, 2011; Chong et
al., 2011; Hosseininejad et al., 2009; Tzanidakis et al., 2012), e os seres humanos (Araujo e
Ferreira, 2010; Holec-Gasior et al., 2010; Jalallou et al., 2010; Dai et al., 2012; Maksimov et
al., 2012; Selseleh et al., 20123, b).

No presente estudo, o teste ELISA-GIyC apresentou 30% e 94% de Se e Sp,
respectivamente (Tabela 1). Em um estudo mencionado anteriormente para a espécie ovina,
trés ELISAs diferentes usando SAGL, antigeno tradicional endozoita (TEA) ou recombinante
H11 (H11lr) mostraram resultados distintos quando comparados com antigeno somaético
ELISA como padréo-ouro. ELISA com SAG1 ou TEA exibiram Se de 96% e Sp de 100%. No
entanto, Se e Sp de ELISA baseado em H11r corroboram os resultados de ELISA-GlyC: Se
de 34% e Sp de 89% (Sager et al., 2003).

O diagnostico de recém-nascidos com toxoplasmose congénita foi realizado utilizando
ELISA comercial como referéncia para o teste de ELISA com antigeno soltvel de taquizoitos,
rSAGLl e rMIC3. A Se foi elevada para IgG e IgGl anti-rSAGLl (99,4% e 95,4%,
respectivamente), e para IgG, IgGl e IgG2 anti-rMIC3 (86%, 90,2% e 95,9%,
respectivamente). Da mesma forma que nossos achados, no entanto, 1gG2, 1gG3 e IgG4 anti-
rSAGL apresentaram baixa Se (13,7%, 12,5% e 16,5%, respectivamente). Uma correlacéo
inversa entre Se e Sp foi encontrada. Sp foi baixa para 1gG e 1gG1 anti-rSAG1 (16,6% e
23,8%, respectivamente), e baixa para 1gG e 1gG2 anti-rMIC3 (34,8% e 27,2%,
respectivamente). Valores mais elevados, contudo, foram encontrados na Sp para 0S
anticorpos 1gG3 anti-rSAG1 (92,8%) e anti-rMIC3 (100%) (Silva et al, 2012).



Ensaios de ELISA utilizando GlyC como antigeno exibiu 60% de Ac, 86% de PPV, e 54%
de NPV. ELISA comercial baseado em taquizoitos, modificado pelo uso de proteina A ou G
conjugada, apresentou menor PPV (67%) e maior NPV (99%) do que 0s nossos resultados
(Schaefer et al., 2011). Maximo PPV e NPV de 80% foram identificados por Tenter et al.
(1992) usando a técnica de ELISA com antigenos recombinantes de T. gondii. Em recém-
nascidos no Estado de Goiés, Brasil, NPV semelhante ao encontrado neste estudo foi descrito
no ELISA para deteccdo de IgA (51,2%), no MEIA para IgM (55%), no ELFA para IgM
(55%) e na IFAT para IgM (53,7%) anti-T. gondii. As trés primeiras técnicas mostraram PPV
maximo (100%), enquanto na IFAT para IgM, PPV foi menor (93,3%). Com base em seus
resultados, os autores recomendaram o uso de outras técnicas, ndo apenas as soroldgicas, para

0 correto diagnostico de infec¢do (Rodrigues et al., 2009).

O indice Kappa para o ELISA-GlyC foi 0,232 (intervalo de confianca de 95% = 0,063-
0,401), sendo considerada uma correlagdo fraca com o teste de referéncia (Landis e Koch,
1977; Khan e Chien, 2001) (Tabela 1). Assim, uma discordancia significativa entre IFAT e
ELISA-GlyC foi encontrada. Para ELISA-LA, o indice de correlacdo foi maior (0,844),
mostrando forte concordancia com o padrdo-ouro. Um teste ELISA baseado no antigeno
lisado, desenvolvido para a espécie ovina, apresentou indice Kappa (0,84) idéntico ao nosso
teste ELISA-LA (Werre et al., 2002). Modificando um ELISA comercial, pelo uso de proteina
G conjugada, uma alta concordancia foi verificada (indice Kappa de 0,91) com o teste de
referéncia para ovinos. Com o uso da proteina quimérica A/G conjugada no mesmo ensaio
comercial, a concordancia entre os testes manteve-se elevada, com indice Kappa de 0,81
(Schaefer et al., 2011, 2012). Mainar-Jamie e Barberan (2007) pesquisaram imunoglobulina
anti-T. gondii de ovelha por ELISA indireto e MAT, e observaram alta concordancia, com
indice Kappa de 0,93.

Deteccdo de anticorpos contra T. gondii por citometria de fluxo multiplex em seres
humanos mostraram correlacdo muito baixa com ELFA (0,07) para a deteccdo de anticorpos
IgM (Binnicker et al., 2010). Em suinos, citometria de fluxo baseada em beads foi comparada
com dois ELISAs comerciais para toxoplasmose, com indices Kappa de 0,802 e 0,932,
demonstrando alto grau de concordancia entre os testes. A AUC na curva ROC para 0 ensaio
baseado em beads foi 0,911, e para os dois testes comerciais de ELISA foi 0,865 e 0,930
(Bokken et al., 2012). Apesar da diferenga entre as espécies animais, este resultado de AUC
foi menor do que o encontrado em ELISA-LA (0,982), mas maior do que ELISA-GIyC



(0,698), padronizados no presente trabalho. AUC semelhante ao ELISA-LA foi descrito por
ELISA indireto baseado em taquizoitos de T. gondii em javalis (0.975) (Opsteegh et al., 2011).

Os anticorpos monoclonais produzidos contra a glicoproteina variante de superficie (VSG)
de Trypanosoma brucei ndo se ligam de forma eficiente com o antigeno solivel em
imunoblotting, mas o fazem com o VSG na superficie do parasito, sugerindo mudancas
conformacionais. O oposto, isto é, 0s anticorpos produzidos contra a VSG soltvel mostraram
uma ligacéo inferior com VSG GPI ancorada (Cardoso de Almeida e Turner, 1983; Cardoso
de Almeida et al., 1984, Miller et al., 1984). E possivel que a extracdo de GlyC provoque
modificacbes na estrutura conformacional da proteina. Em ovinos, esta mudanca pode ser

significativa, levando a baixa avidez de imunoglobulina produzida pela infeccéo toxoplasmica.

Além disso, diferentes lotes do antigeno obtido podem apresentar diferencas no contetdo
de proteinas GPI ancoradas extraido. Uma vez que ha uma familia altamente polimorfica de
antigenos de superficie GPI ancorados relacionada a SAG-1, distribuidos em grupos de 3 a 13
genes, existe a possibilidade de que diversos genes sejam expressos em diferentes momentos
por T. gondii, permitindo a variacdo em antigenos de superficie, para possibilitar o escape
imunoldgico (Pollard et al., 2008). Assim, deve ser dada especial atencdo para futuras
extracBes de proteinas GPI ancoradas. Podem existir eventuais diferencas no perfil de proteina,
dependendo da fonte de proliferacdo de parasitos (in vivo ou in vitro) e do tempo de infecgéo
dos animais. Uma vez que 0 parasito esta sob constante pressdao imunoldgica, as alteraces
nas proporcdes de antigenos de superficie podem ocorrer, determinando que a imunoglobulina
produzida num dado momento da infeccdo ndo corresponda as proteinas do extrato obtido,

gerando resultados sorolégicos falso-negativos.

Conclusodes

O uso do ELISA baseado em lisado antigénico € de elevado valor diagndstico em ovinos.
No entanto, o ensaio de ELISA baseado em GlyC apresentou alta especificidade, mas baixa
sensibilidade, e precisa ser melhorado neste ponto.



TABELA 1. Parametros do ensaio imunoenzimatico baseado em lisado antigénico e glicoconjugados de
taquizoitos de T. gondii, em amostras de soros previamente testadas no ensaio de referéncia (imunofluorescéncia

indireta). As férmulas usadas para os calculos séo listadas na sessdo de Materiais e Métodos.

Parametros ELISA-LA ELISA-GlyC

Valor Valor

Sensibilidade (%) 100 30

Especificidade (%) 96 94

indice Kappa 0.844 0.232

Acurécia (%) 92 60

PPV (%) 91 86

NPV (%) 93 54

Reprodutibilidade
Positivo (%) 100 100
Negativo (%) 66.7 66.7
Repetitibilidade
Positivo (%) 100 95

Negativo (%) 100 100




TABELA 2. Tabela de contingéncia dois-por-dois com os resultados de ELISA-LA e ELISA-GIyC, e do teste de
referéncia (imunofluorescéncia indireta).

TESTE REFERENCIA

POSITIVO NEGATIVO TOTAL
ELISA-LA POSITIVO 45 2 47
NEGATIVO 0 43 43
TOTAL 45 45 90
ELISA- POSITIVO 12 2 14
GlyC
NEGATIVO 28 33 61

TOTAL 40 35 75
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FIGURA 1. Diagrama da curva ROC dos ensaios de imunodiagndsticos para T. gondii, obtido pelo SPSS v. 12.0:
(a) ELISA-LA ¢, (b) ELISA-GIyC.
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FIGURA 2. Resultados individuais das amostras séricas de ovinos previamente testadas pelo ensaio de

imunofluorescéncia (teste referéncia), e testado por dois diferentes sistemas imunoenzimaticos, para

identificacdo de 1gG especifica anti-T. gondii (a) ELISA-LA e (b) ELISA-GIyC. A linha continua representa o

cut off de cada teste.
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RESUMO

O presente estudo objetivou determinar o status sorolégico de ovinos de alto valor genético e comercial do Estado da Bahia
para a presenca de anticorpos anti-Toxoplasma gondii e correlacionar o referido status com as praticas de manejo relatadas
pelos fazendeiros. As amostras de soro foram testadas por ELISA indireto com objetivo de identificar a presenca de
anticorpos especificos contra T. gondii. Os proprietarios responderam um questionario acerca do sistema de criacéo, e 0s
dados obtidos foram usados para posterior correlagdo com os resultados da sorologia. Foi encontrada uma soroprevaléncia
real de 97%. Nao foram identificadas diferencas significativas da soropositividade entre as diferentes racas e sexo, mas um
aumento de significancia estatistica na soropositividade foi verificado com relagdo a idade (p = 0,047). A existéncia de
correlacdo entre as praticas de manejo e o status sorolégico dos animais foi analisada, e a falta de irrigagdo de pastagem e de
suplementacdo alimentar balanceada influenciaram positivamente na soropositividade dos animais (p = 0,001 e p = 0,000,
respectivamente). A selecdo dos animais por parametros zootécnicos e a segregagdo de animais doentes ou gestantes
demonstraram significante correlacdo com menor soropositividade (p = 0,000). Animais de alto valor genético do Estado da
Bahia apresentam elevada prevaléncia de anticorpos anti-T. gondi e varios procedimentos de criagdo podem ser adotados
pelos produtores da ovinocultura com objetivo de reduzir a infeccéo por este protozoario.

Palavras-Chave: Toxoplasmose; Toxoplasma gondii; Estado da Bahia; ovinos.

Introducao

O Toxoplasma gondii € um importante parasito do filo Apicomplexa que causa perdas
reprodutivas em muitas especies de animais em todo o mundo. O parasito intracelular foi
descrito pela primeira vez por Nicole e Manceaux (1908) e Splendore (1908). O ciclo
assexual pode ocorrer em humanos e varias espécies de animais de sangue quente, incluindo
pequenos ruminantes (Dubey e Beattie, 1988; Waltner-Toews et al., 1991; Esteban-Redondo e
Innes, 1998; Esteban-Redondo et al., 1999; Duncanson et al., 2001; Masala et al., 2007). A
infeccdo geralmente ocorre pela ingestdo de carne crua ou mal cozida de suinos, caprinos ou
ovinos (Dubey, 1980, 1986a, 1986b; Dubey e Towle, 1986).



Os primeiros relatos de toxoplasmose em ovinos foram publicados por Hartley et al. (1954)
e Hartley e Marshall (1957). A infec¢do nesses animais causa sérias complicagdes quando a
primoinfeccdo ocorre no inicio da gestacdo. Abortamentos devido a toxoplasmose foram
relatados em varios paises, assim como a deteccdo do parasito em amostras de abortos (Plant
et al., 1974; Dubey et al., 1990; Steuber et al, 1995; Duncanson et al., 2001; Masala et al.,
2003, 2007; Pereira-Bueno et al., 2004; Innes et al., 2007). Em fémeas gestantes e nao
gestantes, os sinais clinicos sdo praticamente inexistentes. No 10° dia apds a infeccdo pode
ocorrer febre, com producdo detectavel de interferon gama (IFNy) em linfonodos, sendo a
infeccdo considerada controlada quando IFNy ndo é mais detectado (Dubey e Sharma, 1980;
Buxton et al., 1994; Innes et al., 1995). Esses animais ndo mais apresentam alteracGes clinicas
perceptiveis, se tornando assintomaticos, mas representando uma fonte de infeccdo para os

hospedeiros definitivos e humanos.

O rebanho ovino brasileiro esta em franca expansdo. Em 2010, a populagdo de ovinos no
pais era proxima de 17.4 milhdes de cabecas, 0 que demonstra o crescimento de 3,4% e
21,8% quando comparado ao ano anterior e a 1998, respectivamente. O nordeste brasileiro
possui a maior populacdo de ovinos do pais (56,7%), e a Bahia é o0 estado mais representativo,
com quase 3.1 milhdes de animais, 18% do rebanho nacional de ovinos (IBGE, 2010; IBGE
Séries Estatisticas, 2012).

A ovinocultura no Estado da Bahia é caracterizada por diferentes tipos de unidades
produtivas, que variam de criagdes familiares a rebanhos rurais organizados em modelos
industriais (Aradjo Filho, 2006). Muitos rebanhos de ovinos desta regido sdo criados em
sistema extensivo, com adocdo relativamente baixa de praticas de manejo em saude, o que
contribui para a baixa produtividade presente na ovinocultura (CONAB e Abastecimento,
2006).

As melhores medidas para controlar a infec¢do por Toxoplasma sdo o diagndstico precoce
e as medidas profilaticas efetivas. Ensaio imunoabsorvente associado a enzima (ELISA) é
usado para diagnosticar a infec¢do parasitaria devido a sua alta especificidade (Malik et al.,
1990; Waltner-Toews et al., 1991; Esteban-Redondo e Innes, 1998; Esteban-Redondo et al.,
1999; Clementino et al., 2007; Shaapan et al., 2008). O presente estudo objetivou determinar
0 status soroldgico de ovinos de alto valor comercial e genético do Estado da Bahia, e

estabelecer correlagcGes com as préticas de manejo relatadas pelos criadores.



Materiais e Métodos
Amostragem e coleta de dados

As amostras de soro foram colhidas de animais apds inspecéo clinica e consentimento dos
produtores. Seiscentas e noventa amostras de sangue foram coletadas por meio de tubos de
vacuo, agulhas e suportes adequados. Os animais pertenciam a 54 produtores de 37 diferentes
municipios do Estado da Bahia (de um total de 417 exploragcdes de ovinos), pertencentes a
seis das sete regides do Estado (Fig. 1). Todos os animais eram registrados na Associacdo
Brasileira de Criadores de Ovinos (ARCO). Os tubos foram etiquetados com o namero de
registro de cada animal e com a identificacdo do criador. Todas as amostras de sangue foram
centrifugadas a 1500 xg durante 10 minutos e os soros foram distribuidos em aliquotas de 1

mL e, em seguida, mantidos a -20° C até utilizac&o.

Com o apoio da Associacdo dos Criadores de Caprinos e Ovinos da Bahia (ACCOBA) e da
Agéncia Estadual de Defesa Agropecuaria da Bahia (ADAB), os animais foram identificados
de acordo com a sua raca, sexo, idade e regido de origem no Estado da Bahia. Além disso, um
questionario foi respondido por todos os produtores, a fim de determinar as condicGes de

manejo dos animais, seus programas de nutri¢do, satde e medidas profilaticas.

De acordo com a ARCO, existem 145.438 mil ovinos da raga definida registrados no
Estado. O "n" amostral foi o dobro do minimo proposto (Callegari-Jacques, 2003), fixado em
um méaximo de 5% de erro de amostragem e intervalo de confianca de 95%. Todas 0s ovinos
eram das racas Santa Inés e Dorper, as duas mais comuns no Estado da Bahia. A raca Santa
Inés € originaria da regido nordeste do Brasil, resultante de um cruzamento de Somalis
deslanados, Morada Nova, Bergamacia, e crioulo (Paiva et al., 2005). A raca Dorper se
originou na Africa do Sul, como resultado do cruzamento entre o Dorset Horn e Cravo
Persian (conhecida no Brasil como Somalis), e foi introduzida com sucesso no Brasil em 1998
(Madruga et al., 2006).

Analises Soroldgicas

Um ensaio imunoenzimatico indireto (ELISA) foi usado para identificar a presenca de IgG
especifica contra T. gondii, caracterizado por 96% de especificidade e 100% de sensibilidade.
Lisado antigénico de taquizoitos da cepa RH T. gondii foi diluido (2 pg/mL) em tampéo de
carbonato (pH 9,6) e adicionado aos pogos de placas de microtitulacdo de alta ligacdo (100
pL/pocgo) (Nunc). As placas foram incubadas a 4°C durante 16 horas em camara imida. As

placas foram entdo lavadas trés vezes em solucdo salina tamponada com fosfato (PBS)



contendo 0,05% de Tween 20 (PBS-T). As amostras e os controles foram diluidos 1:400 em
PBS contendo 1% de leite desnatado (PBS-M) e distribuidos em pocos duplicados. Apos a
incubacdo de 1 hora a 37°C, a placa foi lavada como descrito anteriormente. Uma solucédo de
anti-lgG de ovelha conjugada com peroxidase (diluida 1:20.000 em PBS-M, Laboratdrios
Bethyl Inc., EUA) foi dispensada (100 uL/poco) e incubada durante 1 hora nas mesmas
condigcOes anteriormente mencionadas. As placas foram novamente lavadas como descrito.
Cem microlitros do substrato cromogeno 3,3',5,5'-tetrametilbenzidina (TMB Radim) foi
distribuido por cada poco. As placas foram lidas nos comprimentos de onda 450 e 620 nm
(ELISA Multiskan MCC/340, Titertek).

Os controles positivo e negativo consistiam da unido de 10 amostras séricas de ovinos
positivos ou negativos, conforme definido pela imunofluorescéncia indireta (IFA). O valor de

absorbancia média dos controles e soros-teste foi calculado.
Analises estatisticas

Os resultados dos testes soroldgicos, bem como as respostas dos produtores ao
questionario, foram analisados usando o software SPSS v.12.0. O teste do "Chi" quadrado de
Pearson foi empregado, com nivel de significancia p <0,05, para avaliar se houve associacao
dos procedimentos de assisténcia com a presenca de anticorpos especificos contra o T. gondii.
A taxa de prevaléncia verdadeira foi obtida seguindo metodologia previamente relatada
(Noordhuizen et al., 1997).

Resultados

A soropositividade para T. gondii, obtida por ELISA indireto, mostraram prevaléncia
aparente de 93,1%. A prevaléncia real, calculada de acordo com o método proposto por
Noordhuizen et al. (1997), foi de 97% (Fig. 2). A pequena diferenca estatistica entre a
prevaléncia aparente e a prevaléncia real é devido ao fato de que o teste de ELISA utilizado

neste estudo é de alta sensibilidade e especificidade.

Nossa pesquisa ndo encontrou nenhuma associagdo estatisticamente significativa entre o
status soroldgico dos animais estudados e os parametros de raga ou sexo (p > 0,05). Varios
procedimentos de manejo dos animais foram avaliados. Nenhuma associagéo significativa foi
encontrada com relagdo ao tipo de alimentacéo, fonte de alimentacdo e de agua, e acesso de

cdo ou gato a agua ou comida (p > 0,05). O tipo e forma de exploracdo, idade de abate,



inspecdo técnica, programas de vacinagcdo, ou adequado manejo pos-natal também n&o
exerceram influéncia significativa (p > 0,05).

Os seguintes procedimentos mostraram correlacdo estatistica positiva com soropositividade
ao T. gondii: auséncia de sistema de irrigacao (p = 0,000), falta de suplementacdo alimentar
equilibrada (p = 0,000), e inexisténcia de separacdo rebanho (p = 0,031) (Fig. 3). Foram
observadas correlacbes negativas significativas com a soropositividade para Toxoplasma
quando os proprietarios estavam filiados as associacoes rurais (p = 0,000), os animais foram
selecionados zootecnicamente antes da compra (p = 0,000), e quando os reprodutores eram de
uso exclusivo da propriedade rural (p = 0,007) (Fig. 3). Apenas as praticas que apresentaram
correlacdo estatisticamente significante com niveis de soroprevaléncia anti-T. gondii sdo aqui
mostradas. Soropositividade significativamente maior relacionada com a idade (p = 0,047) foi

também identificada (Fig. 4).

Discussao

O presente estudo foi realizado com um determinado estrato de animais. Eles sdo de alto
valor genético e comercial e recebem investimentos consideraveis dos proprietarios com o
objetivo de manter a sua saude e produtividade. Estes animais viajam constantemente para
participar de eventos e exposi¢Oes, aumentando o risco de infeccGes e a propagacdo de
doencas, o que pode ter contribuido para a alta soropositividade encontrada. Associado com o
fato de que muitas doencas tém periodo de incubacdo prolongado e fase subclinica, a

probabilidade de propagacéo de tais infeccGes aumenta significativamente.

Os ovinos utilizados no presente estudo ndo apresentaram sinais clinicos de qualquer
doenca infecciosa. A positividade para T. gondii encontrada neste trabalho foi extremamente
elevada (97%). Considerando o grupo de ovinos analisado, a positividade mostra que, mesmo
com o investimento de alto nivel, a transmissdo de T. gondii manteve-se em niveis alarmantes

em todas as propriedades analisadas.

A prevaléncia de anticorpos anti-T. gondii é extremamente variavel na literatura. Isto pode
ser explicado pelos diferentes processos de criagdo e mesmo diferentes testes soroldgicos
utilizados, com especificidade e sensibilidade variaveis. Na provincia de Kars, Turquia, a
prevaléncia em ovinos naturalmente infectados foi de 95,7% pelo ELISA (Mor e Arslan,
2007). No Egito, o mesmo teste de imunodiagnoéstico foi usado em pequenos ruminantes e

98,4% das amostras de ovinos foram positivas para anticorpos anti-Toxoplasma (Ghoneim et



al., 2010). Um estudo soroepidemiolégico com diferentes espécies de animais realizado na
regido de Lublin, Poldnia, encontrou 90% de ovinos positivos para o parasito, embora apenas

10 amostras foram analisadas (Sroka et al., 2001).

Altas prevaléncias de toxoplasmose ovina também foram encontradas em outras regides,
como Itélia Central (78%), Nova lorque (73,8%), Ahvaz (72,6%), Franca (65,6%), Ontéario
(57,6%), Escocia (56%), Grécia (48,6%), Cairo (41,7%) e Bangladesh (40%) (Dubey e
Welcome, 1988; Waltner-Toews et al., 1991; Dumetre et al., 2006; Gaffuri et al., 2006;
Hamidinejat et al., 2008; Shaapan et al., 2008; Katzer et al., 2011; Shahiduzzaman et al., 2011,
Tzanidakis et al., 2012). Frequéncias mais baixas de infec¢éo estavam presentes no Ir& (Urmia
com 21,1%, e Khoozestan com 13,8%), Paises Baixos (26,4%), Nigéria (19,5%), Arébia
Saudita (3,3%) e Africa do Sul (5,6%) (Hoghooghi-Rad e Afraa, 1993; Deconinck et al., 1996;
El-Metenawy, 2000; Abu Samra et al., 2007; Hofhuis et al., 2011; Raeghi et al., 2011). No
Brasil, a soroprevaléncia para toxoplasmose foi de 18,5%, 18,7%, 20,7%, 32,9%, 34,7%,
35,3%, 38,2%, 46,8% e 51,5% nos estados da Bahia, Maranhdo, Rio Grande do Norte,
Alagoas, Sao Paulo, Pernambuco, Distrito Federal, Rondénia e Parana, respectivamente (Pita-
Gondim et al., 1999; da Silva et al., 2003; Cavalcante et al., 2004; Figliuolo et al., 2004;
Romanelli et al. 2007; Pinheiro Jr. et al., 2009; Soares et al., 2009; Ueno et al., 2009; Moraes
etal., 2011).

Nenhuma influéncia de raga, sexo, vacinacao, idade de abate, ou acompanhamento técnico
foi encontrada neste estudo. Em Alagoas, 432 ovinos (Santa Inés, Dorper e mesticos) foram
avaliados por IFA para a presenca de anticorpos especificos contra T. gondii, e ndo foi
encontrada diferenca estatistica entre as diferentes idades (Pinheiro Jr et al., 2009). Um
grande estudo no norte da Grécia foi realizado com 1.121, 989 e 1.149 ovinos, caprinos e
rebanhos mistos, respectivamente, e o sexo dos animais ndo teve correlacdo com a

soroprevaléncia (Tzanidakis et al., 2012).

A idade, por sua vez, foi positivamente correlacionada (p = 0,047) (Fig. 4) com a
soropositividade para Toxoplasma nos ovinos estudados neste trabalho. Estudos mostrando
aumento soroprevaléncia relacionada com a idade indicam que existe uma importante
contaminacdo ambiental com oocistos, e que a maioria das infeccGes em ovinos sdo
adquiridas em momento pos-natal (Waldeland, 1977; Dubey e Kirkbride, 1989; Lunden et al.,
1994; Owen, 1996; Figliuolo et al., 2004; Dubey, 2009; Pinheiro Jr et al., 2009; Halos et al.,
2010; Katzer et al., 2011).



Vérios procedimentos de manejo dos animais foram analisados neste estudo. Manejo
adequado e cuidados pds-natal ndo tém nenhuma influéncia sobre a infeccéo pelo Toxoplasma.
No entanto, uma significativa menor soropositividade foi encontrada em rebanhos onde
fémeas gravidas ou animais doentes foram separados do rebanho (p = 0,000) (Fig. 3). No caso
de animais de alto valor, como apresentado neste estudo, espera-se que a tecnificacdo seja
comparativamente maior do que em outras unidades de producdo. A separacdo dos animais
doentes e das fémeas gravidas facilita 0 manuseio e a assisténcia as necessidades individuais

de cada animal.

A frequéncia de anticorpos contra T. gondii € maior no manejo extensivo, provavelmente
devido a maior probabilidade de ingestdo de oocistos do parasito eliminados por felinos
domeésticos ou selvagens (Waltner-Toews et al., 1991; Lopes et al., 2010). Os oocistos sdo
liberados de cinco a quatorze dias apos a infec¢do priméria e podem permanecer infectantes
por até 18 meses, dependendo das condi¢Bes de temperatura e umidade (Dubey e Beattie,
1988). A probabilidade de ser soropositivo é maior sob condigdes intensivas e semi-intensivas

de acordo com outros autores (Pinheiro Jr et al., 2009; Tzanidakis et al., 2012).

Agua e alimentos contaminados s3o considerados relevantes vias de infec¢fo. A associagdo
de alta prevaléncia com &gua corrente no pasto, pastagem rasteira e suplementacdo alimentar
com forragens ja foi relatada (Waltner-Toews et al., 1991; Pinheiro Jr et al., 2009). Nosso
estudo ndo encontrou nenhuma importancia na fonte de &gua (poco, represa, lago, bacia
hidrografica profunda, cisterna ou poco artesiano) ou alimentacdo (recipientes na unidade,
recipientes fora das instalacdes, beber na nascente da represa ou outros) (p > 0,05). No
entanto, houve maior positividade nas fazendas sem irrigacdo de pastagem (p = 0,001), o que
pode estar relacionado com a correlacdo significativa também apresentada com a
suplementacdo exclusiva com sal (p = 0,000) e a falta de instalacbes para estoque de
alimentos (p = 0,000) (Fig. 3). Supde-se que as pastagens ndo irrigadas sdao comuns em
sistemas extensivos, com menor qualidade nutricional, o que obriga os animais a caminhar

longas distancias em busca de comida, aumentando o risco de exposi¢édo a agentes infecciosos.

A associacdo entre a presenca de gatos nas ovinoculturas e a exposi¢do de ovinos ao T.
gondii foi descrita em estudos anteriores (Skjerve et al., 1998). A presenca de gatas ndo
castradas influencia positivamente a prevaléncia do T. gondii (Waltner-Toews et al., 1991).
Pinheiro Jr. et al. (2009) encontraram aumento de 1,7 vez na probabilidade de transmisséo da
toxoplasmose em fazendas que relataram a presenca de gatos. No presente estudo, a presenca

de cées ou gatos perto da propriedade ndo foi estatisticamente associada a infeccdo pelo T.



gondii (p > 0,05), e esta mesma situagdo foi observada por outros autores (Figliuolo et al.,
2004; Moraes et al., 2011; Tzanidakis et al., 2012).

Correlacdo negativa entre a participacdo em associacOes rurais e soropositividade para T.
gondii foi observada no presente estudo (p = 0,000) (Fig. 3). Estes resultados mostram que 0
acesso a informag&o e orientagdo sobre técnicas de gestdo, normalmente prestados por estas
associag0es, pode ajudar na reducéo da infeccdo pelo parasito no rebanho. Do mesmo modo, a
selecdo de animais por padrBes zootécnicos antes da compra e a presenca continua dos
criadores na fazenda diminuiu o risco de infeccdo com o parasito (p = 0,000 e p = 0,007,
respectivamente) (Fig. 3). Uma vez que a selecdo de animais é baseada em caracteristicas
fenotipicas e historia reprodutiva, ovelhas com a histéria do aborto (e possivelmente
infectadas com T. gondii) podem ser eliminadas, reduzindo a transmissdo horizontal no

rebanho.

Conclusodes

Foi possivel concluir que os animais com alto valor genético da Bahia apresentam alta
prevaléncia de anticorpos anti-T. gondii e que nenhuma correlacdo da infeccdo com o
protozoario e raca, sexo, origem ou o abastecimento de agua foi encontrada. O aumento da
soroprevaléncia relacionada a idade indica uma importante contaminacdo ambiental com
oocistos do parasito. Cuidados especiais na maternidade, o isolamento de animais doentes, 0
fornecimento de alimentos e pasto adequados podem ajudar a diminuir a infeccdo por T.

gondii.
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Fig. 1. Mapa do Estado da Bahia e suas sub-regides, conforme proposto pelo Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE, 2008). Sub-regides: 1 — Extremo Oeste 2 — Vale do Séo francisco, 3 — Central Sul 4 - Sul, 5 —
Central Norte, 6 — Nordeste da Bahia e 7 - metropolitana de Salvador. Em negrito, 0s 37 municipios avaliados

neste estudo.
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Fig. 2. Soroprevaléncia (A) aparente e (B) real da infec¢do por Toxoplasma gondii em ovinos de raga definida do
Estado da Bahia, Brasil.
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Fig. 3. Niveis de soroprevaléncia da infecgdo por Toxoplasma gondii em ovinos de raca definida no Estado da

Bahia, e sua relagdo com o manejo. As andlises estatisticas comparando o estado de soropositividade e as a¢Ges

de manejo foram realizadas por meio do teste do qui-quadrado de Pearson, com nivel de significancia de p <0,05.
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Fig. 4. Niveis de soroprevaléncia da infec¢do por Toxoplasma gondii em ovinos de raca definida do Estado da

Bahia e influéncia da idade. As analises estatisticas comparando o status sorolégico e idade foram realizadas por

meio do teste do chi-quadrado de Pearson, com nivel de significancia de p <0,05.
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RESUMO

A toxoplasmose € uma importante infeccdo parasitaria, principalmente em ovinos, que
constituem relevante fonte de infeccdo humana. Para avaliar a cinética da resposta
imunoldgica aguda, ovinos foram injetados com uma solucdo salina, infectados com
taquizoitos ou imunizados com glicoconjugados (GlyC) derivados de T. gondii. Os ovinos
infectados desenvolveram anticorpo IgM especifico contra antigeno lisado (LA) e GlyC a
partir do 4° dia, e IgG anti-GlyC desde o 12° dia pds-infeccao (p.i.). A administracdo de dose
Unica de GlyC induziu a producdo de IgM anti-LA a partir do 4° dia, e 1gG anti-LA e anti-
GlyC partir do dia 12° p.i. A imunizacdo induziu um aumento significativo de células CD8+
no sangue periférico no dia 60 p.i., com uma reducdo de células MHC de classe Il +
circulantes, no mesmo momento. Os resultados demonstram a cinética da resposta imune ap6s
a infeccdo aguda, e apontam GIlyC como importantes moléculas de reconhecimento
parasitario em ovinos na fase aguda da doenca.

Keywords: Toxoplasma gondii; Glicoconjugados; Ovinos; Resposta Humoral; Resposta Celular.

Introducao

O filo Apicomplexa compreende parasitos intracelulares obrigatorios altamente adaptados
que podem invadir e crescer dentro das celulas hospedeiras (Queiroz, 1998). Um membro
deste filo é o Toxoplasma gondii, que tem importancia médica e veterinaria devido a
abortamentos, natimortos ou doenca congénita gerada no hospedeiro. T. gondii é uma das
principais causas de abortamento em ovinos e caprinos, principalmente na Nova Zelandia,
Franca, Reino Unido e Noruega (Hartley e Marshall, 1957; Dubey e Welcome, 1988; Dubey
et al., 1990; Steuber et al., 1995; Lind e Buxton, 2000; Dumeétre et al., 2006). No Brasil, as

infeccbes em ovinos sdo descritas em todas as cinco regides, com prevaléncia variando de



18,5% a 51,5% (da Silva et al.,, 2003; Cavalcante et al., 2004; Figliuolo et al., 2004;
Romanelli et al., 2007; Pinheiro Jr. et al., 2009; Soares et al., 2009; Ueno et al., 2009; Moraes
et al., 2011). No estado da Bahia, 18,5% dos ovinos pertencentes a 10 propriedades foram
identificados como positivos para o protozoario por aglutinacdo de latex (Pita Gondim et al.,
1999).

Vaérios estudos na literatura apontam o T. gondii como um importante agente etiolégico de
abortamentos em ovinos (Freyre et al., 1999; Masala et al., 2007). InfeccGes nessa espécie
animal podem acontecer horizontal ou verticalmente (Duncanson et al., 2001; Katzer et al.,
2011). Apos a infecgdo, 0s poucos sinais clinicos observados em ovinos sdo aumento da taxa
respiratdria e elevacdo da temperatura corporea a partir do terceiro até o oitavo dia apés a
infeccdo. Com a cronicidade, o parasito multiplica-se lentamente e forma cistos,
preferencialmente localizados no cérebro e coracdo (Redondo-Esteban et al., 1998, 1999). Os
parasitos persistem por toda a vida do animal, contribuindo para os niveis significativos de
contaminacdo em carne e derivados comerciais (Aspinall et al., 2002; Halos et al., 2010).
Quando a infeccdo ocorre durante a gestacdo, o parasito se espalha para o feto, estando
presente em grandes quantidades no fluido amniotico e alantdide 35 dias apds a infeccdo. No
feto, niveis elevados de imunoglobulina (Ig) M e IgG séo detectados no fluido amnidtico, e de
IgG no contetido estomacal (Marques et al., 2012).

A partir do quarto dia de infeccdo, o animal apresenta pirexia e, no décimo dia, os parasitos
sdo detectados na corrente sanguinea (Sharma e Dubey, 1980; Reid et al., 1982; Wastling et
al., 1993; Esteban-Redondo et al., 1998). A inducéo precoce de interferon-gama (IFNy) pode
ser importante para controlar a proliferacdo dos protozodarios e induzir uma resposta imune
celular Thl. IFNy é importante para a inibicdo da multiplicacdo intracelular do parasito em

fibroblastos e macréfagos de ovinos (Oura et al., 1993; Innes et al., 1995).

Glicosilfosfatidilinositol (GPI) é uma molécula essencial para a sobrevivéncia de T. gondii
(Wichroski e Wardi, 2003) e proteinas ancoradas a GPI tém sido implicadas na ligacdo a
célula hospedeira e na modulagéo da resposta imune (Dzierszinski et al., 2000; Jacquet et al.,
2001; Lekutis et al., 2001; Debierre-Grockiego et al., 2003, 2007, 2010). GPI de varios
protozoarios sdo reconhecidos por receptores toll-like, induzindo a producdo de fator de
necrose tumoral alfa (TNFa), interleucina 12 (IL-12) e de oxido nitrico por macréfagos
(Campos et al., 2001; De Veer et al., 2003; Krishnegowda et al., 2005; Medeiros et al., 2007,
Debierre-Grockiego et al., 2007, 2010).



Ja que as proteinas GPI ancoradas existem em grande propor¢do na superficie do T. gondii
(Black e Boothroyd, 2000; Lekutis et al., 2001) e sdo importantes para imunomodulacéo, o
objetivo deste trabalho foi analisar a cinética da resposta imune aguda humoral e celular em
ovinos apés a infeccdo experimental com taquizoitos ou imunizagdo com proteinas GPI

ancoradas derivadas de T. gondii.

Materiais e Métodos
Animais

Trinta ovinos, de ambos 0s sexos, foram selecionados clinicamente e transportados para a
fazenda experimental do Laboratério de Imunologia e Biologia Molecular (LABIMUNO).
Nova avaliacdo clinica foi procedida, e exame parasitoldégico de fezes e sorologia para
deteccdo de anticorpos especificos contra T. gondii por ELISA foram realizados para

assegurar a higidez dos animais e auséncia de contato prévio com o parasito.

Quatorze animais foram excluidos da experimentacdo devido a presenca de anticorpo IgG
contra o parasito (infeccdo prévia). Nos dezesseis animais restantes, foi realizado o tratamento
com anti-helminticos e exame clinico antes do inicio do experimento. Ao longo da
experimentacao, os animais foram mantidos na referida fazenda, em sistema de criacdo semi-

intensivo, com fornecimento diario de sal e forragem, e dgua ad libitum.

Este trabalho teve a aprovacdo do Comité de Etica no Uso de Animais em

Experimentacdo (CEUA) da Universidade Federal do Ceara, Campus Cariri.

Desenho Experimental

Os 16 animais que permaneceram no estudo tinham entre quatro e 18 meses. Nas fémeas,
foi realizado exame ultrassonogréfico para descartar existéncia de gestacdo. Foram formados
trés grupos: G1: grupo controle salina (n = 4), G2: grupo imunizado (n = 5), G3: grupo
infectado (n = 7). G1 recebeu solugéo salina esteril (1,0 mL/animal). G2 foi injetado com 250
pg de glicoconjugados (GlyC) em 1,5 mg de saponina (1,0 mL/animal). G3 foi infectado com
10" taquizoitos (1,0 mL/animal). Todas as administracdes foram realizadas por via
subcutanea, na regidao dorsal do pescoco (Li et al., 2010; Hiszczynska-Sawicka et al., 2010,
2011).



As amostras de sangue para avaliagdo da resposta imune humoral foram coletadas da veia
jugular, utilizando tubos vacutainer sem anti-coagulante, nos dias 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 15, 20,
25, 30, 40, 50 e 60 pds-infeccdo (p.i.). Nos dias experimentais 0, 7, 15, 30 e 60 p.i. as
amostras de sangue, obtidas em tubos vacutainer contendo EDTA, foram utilizadas para
avaliar a resposta imune celular. Todas as etapas foram realizadas por médicos veterinarios,

garantindo acompanhamento clinico e procedimentos adequados.

Parasitos

Taquizoitos de T. gondii, cepa RH (gentilmente cedido pelo Prof Luis Fernando Pita
Gondim, Universidade Federal da Bahia), foram mantidos in vivo e in vitro. Camundongos
fémeas (Swiss) foram inoculados com 10° taquizoitos em solucdo salina, por via
intraperitoneal. Apds cinco a seis dias, os camundongos foram sacrificados e os parasitos

foram colhidos no fluido peritoneal com solucéo salina.

Para a cultura celular, células epiteliais renais VERO foram mantidas a 37°C, 5% de CO,,
em meio RPMI (Sigma Aldrich) com 5% de antibioticos (5 mg/mL de penicilina, 5 mg/mL de
estreptomicina, 10 mg/mL de neomicina, Gibco) e 10% de soro equino (Gibco).
Resumidamente, as células VERO foram cultivadas até a formacdo de uma monocamada com
90% de confluéncia. Em seguida, os taquizoitos obtidos in vivo foram adicionados a cultura,
apos a troca de meio de cultura. A recuperacdo dos parasitos foi realizada apds trés dias, por
trés lavagens com solucéo fisiologica estéril, e centrifugacdo a 2500 rpm durante dez minutos.

O sedimento contendo os parasitos foi mantido a -20 ° C até sua utilizacao.

Um sedimento contendo 10*° taquizoitos foi sonicado cinco vezes durante 30 segundos, em
gelo, com intervalo idéntico, para se obter o lisado antigénico de T. gondii (LA). O kit Micro
BCN Protein Assay (Thermo Scientific) foi utilizado para a determinacdo da concentracédo

protéica.

Extracéo dos glicoconjugados

O procedimento para purificar os glicoconjugados derivados dos taquizoitos de T. gondii
foi realizado como descrito por Giraldo et al. (2002). Resumidamente, o sedimento contendo
0s taquizoitos foi submetido a acdo de cloroférmio-metanol-agua (5:10:4) durante 1 hora a

temperatura ambiente. Nesta solucdo, foi realizada a sonicacéo dos parasitos com cinco ciclos



de 30 segundos de duracdo, com intervalo idéntico. O lisado parasitario foi centrifugado a
5000 xg durante 15 minutos a 10°C. O procedimento acima descrito foi aplicado duas vezes
mais no sedimento resultante. Os sedimentos foram submetidos a particdo com 9% de butanol
em agua, seguido de centrifugacdo como descrito acima, por trés vezes. Os sobrenadantes
resultantes foram reunidos e rotaevaporados 4°C e 45°C, 85,5 kPa (Laborthechinik), e
denomindado F3. Esta fracdo contém GlyC do parasito, e as concentracoes de proteinas foram

determinadas como descrito por LA. F3 foi armazenado a -20°C até o momento do uso.

IgM ELISA

Os anticorpos IgM anti-LA e anti-GlyC foram avaliados usando um ensaio
imunoabsorvente associado a enzima (ELISA) indireto. O antigeno (10 pg/mL parao LA e 6
pug/mL para GlyC) foi diluido em tampéo de carbonato (pH 9,6) e foi adicionado aos pocos
de placas de microtitulacdo de alta afinidade (100 pL/poco) (Nunc). As placas foram
incubadas a 4°C durante 16 horas em cadmara Umida. As placas foram entdo lavadas trés
vezes em solucdo salina tamponada com fosfato (PBS) contendo 0,05% de Tween 20 (PBS-T)
e incubadas durante 2 horas a 37°C com uma solucdo a 5% de albumina sérica bovina (BSA)
em PBS. Ap0s trés lavagens, as amostras e padrdes foram diluidos 1:50 ou 1:100 (LA e GlyC,
respectivamente) em PBS contendo 1% de albumina sérica de bovino (PBS-BSA), e
colocados nos pocos em duplicata. Apds a incubacdo de 1 hora a 37°C, 0s pogos foram
lavados como descrito anteriormente. Uma solucdo de anticorpo anti-lgM de ovino
conjugado com peroxidase (Laboratérios Bethyl Inc.), diluida 1:10.000 em PBS-BSA, foi
adicionada a 100 uL/poco e incubado durante 1 hora nas mesmas condicGes acima referidas.
As placas foram novamente lavadas tal como descrito anteriormente. Cem microlitros de
substrato contendo 4 mg/mL de o-fenilenediamina (OPD, Sigma), 0,04% de H,O, em 10 mM
de Na;HPO, e 100 mM de &cido citrico, pH 5,0, foram colcados em cada poco. O tempo
permitido para o desenvolvimento de cor foi de 10 minutos para LA e 15 minutos para GlyC,
no escuro. A reacgdo foi parada por adi¢do de 100 pL de 1,5 M de H,SO, e as placas foram
lidas a 492 e 655 nm (ELISA Multiskan MCC/340, Titertek).

Os controles positivos e negativos consistiram de pools de 4 amostras positivas e 10
amostras negativas para a presen¢a de IgM especifica. Controles e soros de ovinos foram
testados em duplicata e o valor médio da absorbancia foi calculado.



1gG ELISA

O ensaio de ELISA foi utilizado para deteccdo de anticorpos 1gG especificos anti-LA e
anti-GlyC. O antigeno (2 pg/mL para LA e 10 pg/mL para GlyC) foi diluido em tampé&o de
carbonato (pH 9,6) e adicionado aos pocos de placas de microtitulacdo de elevada afinidade
(100 pL / pool) (Nunc). O protocolo foi realizado semelhantemente ao IgM-ELISA. No
entanto, o bloqueio de sitios de ligacdo inespecificos foi realizado com 5% de caseina, e 0s

soros e anticorpos conjugados foram diluidos em 1% de caseina em PBS (PBS-M).

No ELISA usando LA, as diluicdes de soros (testes e controles) e anticorpos conjugados
foram 1:400 e 1:20.000, respectivamente. Este ensaio mostrou sensibilidade (Se) de 100%,
especificidade (Sp) de 96%, acuracia (Ac) de 92%, valor preditivo positivo (PPV) de 91% e
valor preditivo negativo (NPV) de 93%.

Para 0 ELISA-GIyC, amostras e padrbes foram diluidos a 1:200 e o anticorpo conjugado
foi diluido 1:10000. Os parametros do teste foram de 30% de Se, 94% Sp, 60% de Ac, 86%
de PPV e 54% de NPV.

Os controles positivos e negativos consistiram de pools de 10 soros de ovinos positivos e
negativos para anticorpos IgG especificos, determinado pela reacdo de imunofluorescéncia
indireta (IFAT). Os controles e soros de ovinos foram testados em duplicata e o valor médio
de absorbéancia foi calculado.

Citometria de Fluxo

A percentagem de células CD4", CD8", CD21", TCRyA", MHC de classe I' e MHC de
classe 11" foi avaliada por citometria de fluxo. Trés animais de G1, quatro animais do G2 e
cinco do G3 foram escolhidos para esta analise. O sangue foi coletado em tubos vacutainer
com &cido tetraacético etilenodiamina (EDTA) nos dias 0, 7, 15, 30 e 60 apds as inje¢des. O
sangue (100 pL) foi adicionado a 1:50 de 1gG1 monoclonal de camundongo (mlgG1) anti-
CD4, anti-CD8, anti-CD21 e anti-TcR1 (VMRD Pullman Inc.) (50 pL/tubo), com incubagdo
durante 15 minutos. Em seguida, os tubos foram incubados durante igual periodo de tempo
no escuro, com um anticorpo secundario anti-lgG de camundongo conjugado com
fluoresceina (FITC) (Rockland Immunochemicals Inc.), diluido a 1:100 (50 pL/tubo). O
tampdo de lise de eritrdcitos foi diluido 1:10 (500 pL/tubo) e incubado durante 20 minutos no

escuro. Apos lavagem com PBS (1 mL/tubo), os tubos foram centrifugados 2200 xg durante



trés minutos, os sobrenadantes foram descartados e os pellets foram ressuspensos em 0,9% de
cloreto de sodio (500 pL).

Para avaliar as celulas MHC de classe | e Il positivas, foi utilizado um protocolo
semelhante. Dois microlitros e meio, por tubo, de anticorpo monoclonal anti-MHC classe Il
DQ / DR polimérfico de ovino, conjugado com R-ficoeritrina (AbD Serotec), e 2,5 pL/tubo
de anticorpo monoclonal anti-MHC classe | ovina conjugado com FITC foram usados (AbD

Serotec). Os passos restantes foram idénticos aos descritos acima.

A operacdo foi realizada no citdbmetro de fluxo (FACScalibur - Becton Dickinson, San
José, EUA) utilizando o programa CellQuest (Becton-Dickinson, Canadd). A analise dos
dados foi realizada por FlowJo (Arvore Estrela Inc, California, EUA).

Andlises Estatisticas

Os resultados dos testes sanguineos foram analisados usando o software SPSS v.12.0. O
teste U de Mann Whitney foi empregado, com nivel de significancia p <0,05, para avaliar a
associacdo ou ndo entre os achados na resposta imune humoral e celular. A correlacdo de
Spearman também foi utilizada para medir a intensidade da relacdo entre a producdo de

anticorpos, em intervalos de tempo, nos diferentes grupos.

Resultados
Avaliacdo do Glicoconjugado Parasitario

As concentracbes de 2,3 mg/mL e 1,8 mg/mL foram encontradas para LA e GIlyC,
respectivamente. A eficiéncia da extracdo de GlyC foi confirmada por Western-blot usando
soro de ovinos infectados naturalmente por T. gondii. O perfil encontrado corresponde ao
esperado para GlyC (dados néo inseridos nesse manuscrito). Em seguida, o reconhecimento
de LA e GlyC por soros ovinos foi confirmada por dot-blot utilizando pool de soros de
animais positivos e negativos para 0s anticorpos especificos contra T. gondii (resultados nédo

inseridos nesse manuscrito).

Resposta Imune Humoral



A fim de analisar a cinética da resposta imune humoral, foi coletado sangue de todos os 16
animais nos dias 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 15, 20, 25, 30, 40, 50, e 60 p.i. de G1 (grupo salina), G2
(grupo imunizado) e G3 (grupo infectado). A producdo de anticorpos IgM e 1gG contra LA e
GlyC foi avaliada por ELISA.

No quarto dia p.i., houve aumento nos niveis de IgM anti-LA em G2 e G3, quando
comparado ao grupo controle. No G3, os niveis de anticorpo permaneceram elevados durante
os 60 dias de acompanhamento, mas em G2 0s niveis comecaram a cair no 25° p.i. (Figura
1A). Um aumento do mesmo isotipo de imunoglobulina contra GlyC foi observado no grupo
G3, com pico no 8° dia experimental. Uma diferenca nos niveis de IgM anti-GlyC em G3 nos
dias 8, 10 e 12 p.i. foi encontrada, com forte correlacdo (coeficiente de Spearman = 0,486, p =
0,000) (Figura 1B).

O aumento de 1gG anti-LA comecou no dia 12 p.i. em G2, com diferenca significativa no
dia 12 (p = 0,032), 30 (p = 0,032) e 60 (p = 0,016), em comparagdo com G1. O aumento de
IgG anti-LA em G2 também mostrou significado estatistico quando comparado ao G3 no dia
25 (p =0,018), 30 (p = 0,005), 40 (p = 0,005), 50 (p = 0,030) e 60 p.i. (p = 0,018) (Figura 2A).

Dez dias p.i., 0s niveis de IgG anti-GlyC aumentaram em G2 e G3, atingindo o0 pico no
mesmo dia para G3, e no dia 12 para G2. O aumento em G2 foi estatisticamente significativo
quando comparado com o grupo controle nos dias 12 (p = 0,016), 15 (p = 0,016), 20 (p =
0,016), 40 (p = 0,016) e 50 (p = 0,032) p.i. O nivel de IgG anti-GlyC em G3, quando
comparado a G1, foi estatisticamente significativo do 12° p.i. até o final do periodo
experimental (dia 12 p = 0,006, dia 15 p = 0,006, dia 20 p = 0,006, dia 25 p = 0,024, dia 30 p
= 0,024, dia 40 p = 0,006, dia 50 p = 0,024, dia 60 p = 0,012) (Figura 2B).

Resposta Imune Celular

Para avaliar o perfil celular gerado pela infeccdo com taquizoitos de T. gondii ou
imunizacdo com GlyC derivados de T. gondii, amostras de sangue foram coletadas nos dias 0,
7, 15, 30 e 60 p.i. As células circulantes CD8+ em G2 (12,5 £ 2,5) foram significativamente
mais elevadas quando comparadas com o grupo de controle (6,3 + 0,4) no dia 60 (p = 0,034)
(Figura 3B, a Tabela 1). Um aumento de células CD8+ em G3 (8,4 + 1,6) foi encontrado 60

dias p.i., embora sem significancia estatistica (Figuras 3B, Tabela 1).

Todos os pontos em G2 e G3 apresentaram contagem de células MHC de classe Il

positivas mais baixas quando comparada com o grupo salina, mas apenas no Ultimo dia



analisado foi encontrada diferenca estatistica entre G1 (36,1 £ 5,9) e G2 (21,8 + 5,6) (p =
0,034) (Fig. 3D, Tabela 1).

Percentagens mais elevadas de alguns tipos de células foram observadas, a saber: CD4+ e
CD21+ em G2 e G3 nos dias 30 e 60 p.i. (Figura 3, Tabela 1), TCRyA+ em G2 nos dias 30 e
60, e no G3 no dia 60 (dados ndo inseridos nesse manuscrito). No entanto, ndo houve

significancia estatistica para esses dados.

Discussao

Neste experimento, foram utilizados ovinos sem raca definida em condigcdes semi-
intensivas de criacdo e, portanto, sujeitos a mudancas nos niveis de nutrientes, que podem
influenciar a resposta imune. Apesar destes fatos, foram encontradas algumas diferencas na

cinética da resposta imunolégica desenvolvida pelos ovinos apds a imunizacéo ou infecgao.

Uma Unica imunizacdo com GIlyC derivado de taquizoitos de T. gondii induz resposta
imune humoral e celular em ovinos. Os cinco animais injetados com 250 pg de GlyC
produziram niveis detectaveis de anticorpos IgM e 1gG anti-LA e anti-GlyC (Figuras 1 e 2).
No quarto dia depois da imunizacdo, foi verificado um aumento na IgM anti-LA nos animais
imunizados (G2) e infectados (G3), diferindo do grupo controle (G1) por quase todo o periodo

experimental (Figura 1A), com diferenca estatistica no dia 25 entre G1 e G3.

A presenca de anticorpos IgM contra antigenos de taquizoitos é sugestiva de infeccdo
recente e é usada em testes de diagnostico para identificar a toxoplasmose aguda. Alguns
estudos presentes na literatura avaliam a presenca de anticorpos IgM contra antigeno lisado ou
peptideos recombinantes multiepitopos (rMEP), em seres humanos, sem analisar a cinética
devido a dificuldade de determinar o tempo de infeccdo (Giraldo et al., 2002; Araljo e
Ferreira, 2010; Dai et al., 2012).

Até o presente momento, ndo ha relatos na literatura utilizando GlyC como agente
imunizante em animais e os resultados da infeccdo experimental aqui apresentada sugerem
GlyC como importante alvo de anticorpos IgM em ovinos. Forte correlacdo entre os titulos de
IgM especifica para GlyC (Figura 1B) foi encontrada em G3 quando comparado a G1 na fase
aguda da infecgéo (dias 8, 10 e 12).

Uma proteina chamada SAG1 corresponde a cerca de 5% de todos os antigenos de T.

gondii (Burg et al., 1988). SAG1 é uma proteina GPIl-ancorada, imuno- e estagio-especifica,



presente em taquizoitos e ausente na fase de bradizoito. SAG1 é um dos primeiros antigenos
reconhecidos por anticorpos IgM humanos e murinos em infecgdes recentes, apesar de
anticorpos especificos contra SAG1 também serem encontrados na infeccao crénica (Decoster
et al., 1988; Rachinel et al., 2004). Giraldo et al. (2000) publicaram que o principal alvo de
IgM anti-T. gondii em humanos sdo residuos de carbohidratos glicosilinositolfosfolipideos
(GIPL). Estes autores desenvolveram um ELISA para deteccdo de IgM contra GIPL
purificada com 95,5% de especificidade e 81,8% de sensibilidade. Os mesmos autores
constataram que os anticorpos IgG sdo preferencialmente produzidos contra GlyC, sendo
excelente ferramenta para a discriminagéo entre individuos infectados e ndo infectados por T.
gondii.

Mineo et al. (1980) e Partanen et al. (1984) demonstraram diferengas de reconhecimento
por anticorpos IgM e IgG. Na quarta semana ap0s a infeccdo humana acidental, os principais
polipepetideos reconhecidos por anticorpos IgM apresentavam 35 e 25 kDa. Outras bandas
reconhecidas pela IgM no imunoblot possuiam 6, 14, 30, 40 e 50 kDa. Anticorpo IgG, por sua
vez, reagiu com varios polipeptideos com peso molecular variando entre 14 e 150 kDa, e
também com um peptideo com 6 kDa, a partir da quarta semana apés a infeccdo, mantendo-se
durante todo o seguimento experimental (45 semanas). As bandas dominantes reconhecidas

por IgG apresentaram peso molecular de 30 e 67 kDa.

Embora o anticorpo IgM especifico seja o principal marcador sorolégico para o
diagnostico da toxoplasmose aguda, seus niveis podem persistir por varios meses apés a
infeccdo (Ferreira e Camargo, 2002). Em animais, existem poucos relatos de avaliacdo da
resposta de IgM durante a fase aguda da infeccdo por T. gondii em ovinos, ou apés a
vacinacdo. Ap6s a imunizacdo de ovinos com DNA codificando antigenos de T. gondii, a
resposta imune humoral foi avaliada através da producdo de IgG (Li et al.,, 2010;
Hiszczynska-Sawicka et al. 2010, 2011).

A imunizagéo de ovinos com GlyC (G2) induziu a produgéo de anticorpos IgG contra o
LA e GlyC derivados de taquizoitos, estatisticamente significativa a partir do 12° dia apos a
injecdo. Anticorpos 1gG anti-GlyC também foram vistos em G3, diferindo de G1 a partir do
dia 12 da experimentacdo (Figura 2A e 2B). Resultados semelhantes, com producdo
significativa de anticorpos IgG contra taquizoitos, foram observados no dia 14 apos a infec¢édo
oral dos ovinos com oocistos de T. gondii (Esteban-Redondo e Innes, 1998). Uma forte
resposta de 1gG1 e 1gG2 foi relatada a partir da segunda semana apds a imuniza¢do com

plasmideo codificando antigenos de T. gondii em ovinos (Hiszczynska-Sawicka et al., 2010,



2011). Corroborando nossos resultados, também, os niveis de anticorpos 1gG anti-antigeno 1
de matriz (MAGL1) permaneceram elevados até o 56° apds a injecdo de ovinos com plasmideo
codificando MAG1, com ou sem adjuvante (Hiszczynska-Sawicka et al., 2010). Contudo, Li
et al. (2010) ndo encontraram nenhuma diferenca significativa nos niveis de 1gG1 e 1gG2

contra taquizoitos em ovinos tratados com plasmideo SAG1 e ROP1.

Uma alta concentragdo de GlyC utilizada como antigeno no ELISA pode explicar a maior
producdo de IgG anti-GlyC em G2 comparado a G3 (Figura 2B). Anticorpos 1gG anti-GlyC
sdo encontrados em humanos, com o aumento da producédo de isotipos do perfil Thl (IgG1 e
IgG3) em comparacdo com outras subclasses de 1gG (Portela et al., 2004). Embora as
subclasses de 1gG ndo tenham sido analisadas no presente trabalho, é possivel que a maior
proporcédo de IgG produzida pela infeccdo experimental e ap6s a imunizacdo com GlyC esteja

relacionada com um perfil de resposta protetora, assim como em seres humanos.

Em pacientes imunocompetentes, existe um envolvimento dos anticorpos, mas o controle
da infeccdo € mediado pela imunidade celular. Células T CD8+ séo as células efetoras,
enquanto que as células T CD4+ desempenham um papel crucial na regulacdo da resposta
imune contra o T. gondii (Suzuki e Remington, 1988; Denkers e Gazzinelli, 1998; Gazzinelli
et al, 1991, 1992). Apoés a infeccdo intraperitoneal de camundongos, antigenos circulantes de
T. gondii podem ser encontrados a partir do segundo dia (Jafar pour Azami et al., 2011). No
inicio da infeccdo, os componentes de T. gondii ativam a secrec¢do de niveis elevados de IL-12
por macrofagos, neutrofilos e células dendriticas (Gazzinelli et al., 1993; Gazzinelli et al.,
1994; Bliss et al., 1999), com ativacdo das células NK, secrecdo de IFNy e diferenciacdo para
o fendtipo protetor Thl, controlando a replicacdo do parasito (Suzuki et al., 1988; Gazzinelli
et al., 1993; Hayashi et al., 1996; Yap e Sher, 1999). Patologia associada com a estimulagéo
Th1 excessiva foi demonstrada em camundongos durante a infeccdo aguda (Liesenfeld et al.,
1996).

Na fase aguda da toxoplasmose, as células T CD4+ se multiplicam de forma menos
eficiente que as células T CD8+ (Luft et al., 1984; Sklenar et al., 1986). Células T CD4+
infectadas rapidamente sofrem apoptose por varios meios tais como o bloqueio da funcéo de
caspases e por anergia, tornando-se ndo responsivas a estimulacdo antigénica, o que favorece
uma resposta imunolégica inadequada na fase aguda da infecgdo (Strickland e Sayler, 1977;
Luft et al., 1984; Khan et al., 1996; Nash et al., 1998; Goebel et al., 2001; Payne et al., 2003).
E possivel que a auséncia de alteragdo na porcentagem de células CD4+ circulantes em G3,

no presente estudo, esteja relacionada a este mecanismo inibitério, o qual favorece a



persisténcia de protozoario, minimizando os sinais clinicos no hospedeiro e garantindo a

sobrevivéncia de ambos.

A presente experimentacdo revelou, no dia 60 apds a injecdo de GlyC, um aumento
significativo de células T CD8+ no sangue periférico, mas alteracdo das células MHC de
classe | + ndo foi encontrada (Figura 3B e 3E). Estudos mostram um papel dominante na
apresentacdo direta por células infectadas com T. gondii para ativar as células T CD8+
(Dzierszinski et al., 2007; Goldszmid et al., 2009). A auséncia de aumento de células MHC de
classe I+ circulantes no nosso procedimento de imunizacdo e infeccdo experimental pode

estar relacionada com esse mecanismo de ativacéo de linfocitéria.

O haplétipo MHC € uma variavel importante na resolugdo da toxoplasmose. Em
camundongos, o alelo “d” do MHC de classe |, locus L, apresenta de forma eficiente GRAG,
epitopo chave na resposta por células T (Suzuki et al., 1991; Brown et al., 1995; Blanchard et
al., 2008). J& em humanos, a influéncia MHC ¢é mais discreta, mas tem sido relatado aumento
da susceptibilidade a infeccdo congénita com haplétipos DQ3 do MHC de classe II.
Diferentemente de modelos murinos, genes de MHC de classe Il ndo parecem correlacionar-
se com a susceptibilidade a doenca em humanos (Mack et al., 1999). Um amplo estudo com
animais de raca e sem raca definida, de preferéncia com a andlise do polimorfismo de MHC,
poderia responder se essas moléculas de superficie celular também sdo importantes para os

0Vvinos como para 0s camundongos e seres humanos.

As células dendriticas ativadas realizam apresentacdo cruzada do antigeno a células T
CDB8+ (Pimenta et al., 2008). Sessenta dias ap0s a vacina¢do, menor porcentagem de células
MHC classe Il +, estatisticamente significante, estava presente na circulacdo dos animais de
G2 (Figura 3D). Lider et al. (1998) demonstraram que, mesmo em macrofagos pré-ativados
com IFNy, a sintese de MHC de classe Il € inibida por T. gondii em células infectadas e
células vizinhas ndo infectadas, independentemente da sintese de 1L-10, TGFf, 6xido nitrico
ou prostaglandina E2. Esta inibicdo tem sido observada em outros tipos de celulas de
camundongos, ratos e humanos (Llder et al., 2003), incluindo células dendriticas imaturas, o
que pode inibir ou retardar a ativacdo de linfécitos (McKee et al., 2004). Os nossos resultados
podem indicar GlyC como moléculas envolvidas na reducéo da sintese de MHC de classe 11
na infeccdo por T. gondii, ou apenas a migracdo de celulas MHC de classe |1+ para os tecidos

para realizar apresentacdo antigénica para células CD4+ e CD8+.



Em camundongos, o desenvolvimento de imunidade humoral protetora do perfil Thl foi
observado ap6s a vacinagdo com adenovirus que codifica a proteina recombinante
circunsporozoita (CS) de Plasmodium yoelii sem a regido de ancoragem de GPI. A
distribuicéo intracelular da proteina CS sem GPI foi mais uniforme, com um processamento
preferido por proteases citosdlicas, indicando que a &ncora GPI pode comprometer a resposta
imunoldgica in vivo (Bruna-Romero et al., 2004). Uma sintese maior de 1gG2 e secrecdo de
IFNy por linfocitos T CD8+, em camundongos imunizados com CS de P. falciparum sem ou
com GPI parcial, foi descrita por Ophorst et al. (2007). Embora n&o altere a expressdo ou
secrecdo de CS, a delecdo parcial ou completa de GPI da proteina CS resulta em uma melhor
resposta por células B e T, e altera a distribuicdo intracelular de CS, com impacto em seu

processamento.

Com Schistosoma mansoni, a clivagem da ancora GPI foi realizada e 0os camundongos
imunizados com a proteina sem ancora desenvolveram uma resposta imune mista, com
aumento de anticorpos I1gG, 1gG1, 1gG2 e IgE especificos de 30 dias ap6s a administragéo.
IFNy, TNFa, IL-5 e IL-10 foram produzidos por células esplénicas 7 dias ap6s o segundo
reforco. Os camundongos vacinados apresentaram uma protecdo parcial ao desafio com

cercarias do parasito, associado a doenca hepatica reduzida (Martins et al., 2012).

GlyC derivados de taquizoitos de T. gondii, em ovinos, podem apresentar as mesmas
caracteristicas de distribuicdo intracelular, transformacdo e inducdo da resposta imune
protetora demonstrado por outros autores com outros protozoarios (Ralton et al., 2002; Bruna-
Romero et al., 2004; Ophorst et al., 2007; Martins et al., 2012). Se esta hipotese for
confirmada em experimentos posteriores, GlyC podem ser potenciais candidatos a uma

formulacdo vacinal em ovinos.

Conclusodes

Infeccdo de ovinos com taquizoitos de T. gondii induziu resposta imune humoral especifica
com producdo de IgM e IgG anti-GlyC na infeccdo aguda e cronica. Simultaneamente, a
utilizacdo de dose Unica de GlyC foi eficaz como um imunogeno, com elevados niveis de
producdo de IgG e aumento nos nimeros de células T CD8+ no sangue periférico. GlyC
derivado de T. gondii € imunogénico para ovinos e deve ser melhor avaliado, tanto em ensaios
de diagndstico de toxoplasmose aguda como um componente de uma futura vacina para

ovinos.
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FIGURA 1. Niveis de IgM especificos (mediana + erro padrdo) contra (A) lisado antigénico, (B)
glicoconjugados derivados de T. gondii. Os ovinos foram injetados uma Unica vez, via subcutanea, com solugao
salina (G1), GlyC + saponina (G2) ou taquizoitos (G3). As diferencas com significancia estatistica entre os

grupos estdo marcadas: (A) "G1 x G3 p = 0.012.
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FIGURA 2. Niveis de 1gG especificos contra (A) lisado antigénico, (b) glicoconjugados derivados de T. gondii.
Os animais foram injetados uma vez, por via subcutanea, com solucéo salina (G1), Glyc + saponina (G2) ou
taquizoitos (G3). Os valores sdo representados por mediana + erro padrdo. Diferencas significativas entre o0s
grupos estdo marcadas: (A) *G1 x G2 p = 0.032, **G1 x G2 p = 0.016, “G2 x G3 p=0.018, YG2 x G3 p =
0.005, *G2 x G3 p = 0.030; (B) *G1 x G2 p = 0.016, **G1 x G2 p = 0.032, *G1 x G3 p = 0.006, YG1x G3 p =
0.024, 4G1 x G3 p =0.012.



TABELA 1. Percentagem de células CD4+, CD8+, MHC de classe 1+ e MHC de classe 11+ do sangue de ovinos
apos a administracdo de solucgdo salina (G1), glicoconjugados em saponina (G2) ou taquizoitos (G3). Os dados

estdo expressos como mediana + erro padrao.

Percentagem de células positivas (%)
Marcador

Dia 0 Dia 7 Dia 15 Dia 30 Dia 60

Gl 47+28 10.7+2.0 107 +1.7 7.2+2.4 7.6+2.4

CD4 G2 136+17 11.7+1.0 12.4+25 13.7+6.3 16.4+3.7

G3  141+08 106+13 116+18 13.0+35 140+ 35

Gl 6.7+1.3 6.4+0.2 6.6 +0.6 7.3+1.0 6.3+0.4
CDh8 G2 56+0.5 6.4+0.6 6.5+0.3 5.1+0.8 125+25
G3 7.8+0.7 6.1+0.5 7.2+06 8.1+0.9 8.4+16

Gl 27814 249+43 246+4.0 25447 226+34

MHC I G2 324+45 245+17 26.9+4.2 21.0+4.0 23.1+32

G3  206+17 227+31 18.3+5.1 223+1.6 235+2.9

Gl 36.8+7.3 33.0+79 29.1+3.9 348+6.1 36.1+3.4
MHC
1

G2  308+35 26.7+3.0 18.3+2.7 21.5+4.0 21.8+28

G3  300+35 26460 15.6 + 4.3 255+ 6.0 20.0 + 4.8
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FIGURA 3. Percentagem de células (A) CD4+, (B) CD8+, (C) MHC de classe I+ e (D) MHC de classe 11+ no
sangue periférico dos ovinos injetados com solugdo salina (G1), GlyC + saponina (G2) ou taquizoitos (G3) de T.

gondii. Os resultados estdo representados por mediana + erro padrdo. *p = 0.034.



CONCLUSOES FINAIS

e Glicoconjugados de T. gondii induzem resposta imunoldgica quando inoculados em
ovinos, com producdo de 1gG e IgM especifica.

e Ensaio de ELISA utilizando glicoconjugados de T. gondii apresenta alta especificidade,

mas deve ainda ser aprimorado com relacao a sua sensibilidade.

e Animais na fase aguda da toxoplasmose apresentam alta reatividade de IgG e IgM
especificas a glicoconjugados de T. gondii, podendo ser esses uma ferramenta
importante para o diagnostico nessa fase.
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