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RESUMO

A imuno-histoquimica (IHQ) é considerada uma ferramenta rapida e precisa para a identificacdo de
protozodrios, como Toxoplasma gondii, em tecidos fetais e placentérios. Neste estudo foi avaliada a
imunodeteccdo de Toxoplasma gondii em tecido placentario de cabras naturalmente infectadas. Foram
coletadas e analisadas 80 amostras de placentas de cabras procedentes de Unico rebanho com sorologia positiva
para T. gondii na técnica de ELISA. Na histopatologia, 27/80 amostras apresentaram lesdes sugestivas de
infeccdo por protozodrios. ApGs a avaliagdo histopatoldgica, procedeu-se a realizagdo da técnica de imuno-
histoquimica, obtendo-se 85,2% (23/27) de amostras com marcagdo positiva. A imunodeteccdo ocorreu no
epitélio de revestimento das vilosidades coribnicas e foi classificada de acordo com o grau de intensidade da
imunomarcacgdo. Também foi evidenciada imunomarcagao no interior dos vasos sanguineos fetais em 8,69%
(2/23) das amostras. Este estudo demonstrou que a técnica de IHQ se comportou como uma ferramenta valiosa
no diagnéstico da infecdo por T. gondii em tecido placentario de cabras naturalmente infectadas e
complementou, de forma decisiva, o diagndstico, além de agregar maior valor aos resultados obtidos nas
analises histopatolégica e sorolégica.
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ABSTRACT

Immunohistochemistry (IHC) is considered to be a rapid and accurate tool for the identification of protozoa
such as Toxoplasma gondii in fetal and placental tissues. In this study, we evaluated the immunodetection of
Toxoplasma gondii in placental tissue from naturally infected goats. A total of 80 samples of goat placentas
from a single herd with positive ELISA serology for T. gondii were collected and analyzed. In the
histopathology, 27/80 samples presented lesions suggestive of protozoal infection. After the histopathological
evaluation, the immunohistochemistry technique was performed, obtaining 85.2% (23/27) of samples with
positive marking. Immunodetection occurred in the lining epithelium of the chorionic villi and was classified
according to the degree of intensity of the immunostaining. Immunostaining within the fetal blood vessels was
also evidenced in 8.69% (2/23) of the samples. This study demonstrated that the IHQ technique behaved as a
valuable tool in the diagnosis of T. gondii infection in placental tissue of naturally infected goats completing
the diagnosis in a decisive way and adding greater value to the results obtained in the histopathological and
serological analysis.
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INTRODUCAO um protozodrio intracelular obrigatorio de
distribuicdo mundial e de carater zoondtico, que
acomete 0S pequenos ruminantes e outros

mamiferos (Massala et al., 2003). A doenca

Dentre as vérias etiologias relacionadas a
problemas reprodutivos  em pequenos

ruminantes, destaca-se a toxoplasmose causada
por Toxoplasma gondii, protozoario pertencente
ao filo Apicomplexa (Dubey, 2009). Trata-se de
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também foi relatada como importante causa de
prejuizos econdémicos na caprinocultura (Munday
e Mason, 1979). Os felideos sdo considerados 0s
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hospedeiros definitivos de T. gondii, e o0s
oocistos liberados nas fezes desses animais
infectam outras espécies animais por meio da
transmissdo horizontal. Nesta espécie, a
transmissdo vertical também pode ocorrer por via
transplacentaria (Dubey, 2010).

O sistema imune nédo elimina o T. gondii, que se
aloja nos tecidos em forma de cistos, os quais
podem persistir por varios anos no hospedeiro.
Alguns desses cistos podem se romper em
periodos de imunossupressdo, liberando o0s
bradizoitos, que posteriormente se modificam em
taquizoitos (Dubey e Lindsay, 2006).

Toxoplasma gondii também pode comprometer o
desenvolvimento do embrido, culminando em
sua morte e interferindo na taxa de reabsorcédo
embrionéria de cabras (Wanderley et al., 2013).
Além disso, esse protozoario pode causar morte
fetal, mumificagcdo, abortos (Buxton, 1998) e
nascimento de crias debilitadas (Blewett e
Watson, 1983).

As infeccOes por T. gondii vém sendo relatadas
em varios paises do mundo, por meio do
diagndstico nos fetos abortados (Charleston,
1994), como na regido da Mdrcia/Espanha, em
cabras e ovelhas (Navarro et al., 2009); em
cabras (Caldeira et al., 2011; Pescador et al.,
2007); na Jordania, em cabras e ovelhas (Abu-
Dalbouh et al.,, 2012); ovelhas, na Turquia
(Atmaca et al., 2012); e, na Argentina, cabras
(Ungaza et al., 2014).

Em um estudo retrospectivo sobre abortos na
California, analisaram-se 211 casos em caprinos
no periodo de 1991 a 1998. O resultado mostrou
que 30,5% foram de origem bacteriana; 2%,
viral; 0,5%, flngica; e 4% de origem protozoaria.
O diagnostico dos abortos foi confirmado por
meio da observacdo de taquizoitos nos tecidos
por IHQ ou pela presenca de anticorpos com
titulos elevados para o protozoario na técnica de
aglutinacéo em latex (Moeller, 2001).

Sdo recomendados exames laboratoriais com
base em técnicas de pesquisa de antigenos
teciduais para a confirmacdo da causa dos
abortos (Dubey, 2009), destacando-se a imuno-
histoquimica (IHQ), que apresenta bons
resultados mesmo em animais com titulos baixos
de anticorpos contra o agente (Dagleish et al.,
2010; Silva et al., 2013).
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Considerando-se a escassez de estudos
direcionados ao diagnostico das causas de
abortos em cabras no Brasil e a auséncia de um
padrdo de diagndstico por imuno-histoquimica
em tecido placentario de cabras, objetivou-se
detectar T. gondii em tecido placentario de
cabras naturalmente infectadas, pela técnica de
imuno-histoquimica.

MATERIAL E METODOS

O projeto foi submetido e aprovado pelo Comité
de Etica no Uso de Animais da Universidade
Federal Rural de Pernambuco (Licenca n°
122/2015).

O acompanhamento das cabras naturalmente
infectadas por T. gondii foi realizado em uma
propriedade no estado de Alagoas. As cabras que
apresentaram historico de surto recente de aborto
eram criadas em sistema de manejo intensivo,
alimentadas a base de silagem de milho ou
capim-elefante e concentrado comercial para as
gestantes e lactantes. A mineralizagdo fornecida
era comercial, e a agua proveniente de poco
artesiano.

Inicialmente, realizou-se um levantamento
sorologico nas cabras deste rebanho, coletando-
se 246 amostras de soro analisadas pela técnica
de ELISA, de acordo com o protocolo de
Alvarez-Garcia et al. (2003), para se confirmar a
infeccdo por Toxoplasma gondii. Ap6s a
confirmacdo de positividade no rebanho para
esse protozoario, seguiu-se 0 acompanhamento
dos animais para coleta de amostras das
placentas. Durante o parto foram coletadas
amostras de 80 placentas que, inicialmente,
foram submetidas ao método rotineiro de
processamento e inclusdo em parafina e,
posteriormente, foram submetidas a anéalise
histopatologica para identificacdo de lesGes
compativeis com Toxoplasma gondii segundo
critério estabelecido por Buxton e Finlayson
(1986). As amostras placentarias foram
analisadas quanto a presenca de areas de necrose,
infiltrados mononucleares e areas de calcificacdo
e, posteriormente, foram submetidas a técnica de
IHQ (Pereira-Bueno et al., 2004).

Para a realizacdo da imuno-histoquimica, foram
utilizados 27 fragmentos de placentas, sendo 22
com lesBes compativeis com toxoplasmose na
histopatologia e cinco sem lesdes, provenientes
de animais com sorologia positiva. Os cortes
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foram realizados em micrétomo e dispostos em
laminas previamente silanizadas. Inicialmente,
foi realizada desparafinizacdo e recuperacdo
antigénica pela imersdo em solucéo &cido citrico
(pH 6,0), bloqueio de peroxidase endégena com
perdxido de hidrogénio a 30-32% (30 volumes) e
incubacdo com anticorpo anti-Toxoplasma gondii
de caprino positivo, com diluicdo de 1:100. O
blogueio das reacdes inespecificas foi realizado
pela imersdo em solucdo de leite desnatado a 6%,
diluido em tampéo citrato. A IHQ foi realizada
pela técnica de estreptavidina-biotina-peroxidase
com o kit comercial (DAKO LSAB2 System-
HRP KO0675, DAKO North America, USA). As
laminas foram contracoradas com hematoxilina
de Harris, desidratadas e montadas com balsamo
do Canada. Foram também utilizados como
controles positivos e negativos fragmentos de
placentas sabidamente positivas e negativas na
IHQ para esse protozoario.

As imunomarcagBes foram classificadas de
acordo com a intensidade das reagdes na IHQ,
em discretas (+), moderadas (++) e severas
(+++), segundo metodologia descrita por Costa
et al. (2014).

RESULTADOS

No rebanho estudado, observou-se frequéncia de
86,6% (213/246) de cabras positivas na
sorologia. Das 80 amostras de placenta coletadas,
22 amostras (27,5%) apresentaram lesdes
histopatoldgicas ou macroscépicas caracteristicas
de infec¢des por T. gondii.

As lesbes macroscopicas nas placentas foram
caracterizadas por areas necréticas de coloragdo
branco-amarelada nos cotilédones. Na analise
histopatoldgica, observaram-se lesbes
caracteristicas de infecgGes por protozoarios
como areas focais de necrose, infiltrados
inflamatérios  mononucleares e 4&reas de
calcificacdo focal.

Na anélise por IHQ, das 27 amostras de placenta
analisadas, 23 (85,2%) apresentaram
imunomarcacdo positiva, confirmando, assim, a
infec¢do por T. gondii. Os resultados obtidos na
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histopatologia e na IHQ estdo apresentados na
Tab. 1.

Das 80 amostras de placentas submetidas ao
exame histopatologico, trés foram provenientes
de animais negativos na sorologia, que
apresentaram lesdes caracteristicas de infeccdes
por protozoarios, e positivos na IHQ.

Tabela 1. Resultados das técnicas de ELISA,
anélise histopatoldgica e imuno-histoquimica e
suas respectivas frequéncias absoluta e relativa

A histc')O\r:atat‘l;lsc’;e ica
(soro) P 9

(placenta)

Identificacéo (place?na)

Animal 1 + +
Animal 2
Animal 3
Animal 4
Animal 5
Animal 6
Animal 7
Animal 8
Animal 9
Animal 10
Animal 11
Animal 12
Animal 13
Animal 14
Animal 15
Animal 16
Animal 17
Animal 18
Animal 19
Animal 20
Animal 21
Animal 22
Animal 23
Animal 24
Animal 25
Animal 26
Animal 27
Frequéncia
absoluta 22/27
Frequéncia

relativa 81,5%

o4+
+ +

+

+ + '
+ + F+ o+ o+
+ + +

+ A+ o+ o+ +
+ + 4+ + + 4

+ 4+ +++ o+ o+

T T T S S e S e e T T

+ +

22127 23/27

81,5% 85,2%

+: positivo; -: negativo.

As reacBes positivas observadas na IHQ
localizaram-se principalmente no epitélio de
revestimento das vilosidades coribnicas, o que
indica a presenca do agente nesse local (Fig. 1).
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Figura 1. placentas de cabras naturalmente infectadas por T. gondii, analisadas na imuno-histoquimica.
Figuras 1A e 1B: severa imunomarcacdo no interior de células trofoblasticas (seta) e vasos sanguineos
(V); hematoxilina de Harris (x400). Figura 1C: severa imunomarcagdo em epitélio de revestimento de
vilosidade coridnica (seta); hematoxilina de Harris (x100). Figura 1D: area ampliada com visualizagdo de
células trofoblasticas com severa imunomarcacgdo em citoplasma (seta vermelha); hematoxilina de Harris
(x400). Figura 1E: discreta imunomarcacdo em citoplasma de trofoblastos (seta); hematoxilina de Harris
(x400). Figura 1F: moderada imunomarcacdo em epitélio de revestimento da vilosidade coridnica;
hematoxilina de Harris (x400).
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O epitélio de revestimento das vilosidades
apresentou lesdes com graus que variaram de
reacbes moderadas a severas na imuno-
histoquimica, e uma  amostra  com
imunomarcacdo discreta (Tab. 2). Foram
visibilizadas células trofoblasticas vacuolizadas
com imunomarcacdo positiva para T. gondii.
Reacdo positiva no interior de vasos sanguineos
placentarios foi evidenciada em 8,69% (2/23),
indicando a presenca do parasito.

Tabela 2.  Classificagdo  das  células
imunorreativas em IHQ para T. gondii

Identificagdo da Intensidade de células

amostra imunorreativas na IHQ

Placenta 1 +++
Placenta 2 +++
Placenta 3 +++
Placenta 4 -

Placenta 5 ++
Placenta 6 ++
Placenta 7 +++
Placenta 8 -

Placenta 9 +++
Placenta 10 +++
Placenta 11 +++
Placenta 12 ++
Placenta 13 ++
Placenta 14 ++4+
Placenta 15 -

Placenta 16 +++
Placenta 17 +

Placenta 18 +++
Placenta 19 +++
Placenta 20 +++
Placenta 21 ++
Placenta 22 ++
Placenta 23 ++
Placenta 24 ++
Placenta 25 +++
Placenta 26 -

Placenta 27 +++

Graus de lesdes: discreta (+), moderada (+ +) e severa
(+ + +). Imuno-histoquimica classificada de acordo
com a intensidade da imunomarcagdo das células
(x400).

Das placentas com imunomarcagdo positiva,
4,4% (1/23) apresentaram reacéo discreta, 34,8%
(8/23) moderada e 60,8% (14/23) severa.

DISCUSSAO

T. gondii é um importante agente envolvido em
perdas reprodutivas na caprinocultura em
diversas partes do mundo. Estudos realizados nos
EUA (Moeller, 2001), no Brasil (Pescador et al.,
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2007), na Jordania (Abu-Dalbouh et al., 2012) e
na Argentina (Ungaza et al, 2014)
demonstraram a presenca de T. gondii em aborto
em cabras, e a confirmacdo do diagndstico é
necessaria para o controle dos surtos.

Neste estudo, foram detectadas lesbes associadas
a infeccdo por T. gondii em amostras de cérebro,
coracdo, figado e placenta, caracterizadas por
focos de infiltrado ndo supurativo com éreas de
necrose multifocal em placentas, com A&reas
necréticas focais com mineralizagdo e presenca
de infiltrado inflamatério mononuclear. Na
histopatologia, as &reas branco-amareladas nos
cotilédones sdo caracterizadas por calcificagéo e
necrose (Dubey, 1980). Esses achados s&o
descritos como compativeis de infeccbes por
protozoarios e foram observados em 22 amostras
de placentas examinadas em nosso estudo.

Dessas 22 amostras  placentarias  que
apresentaram lesbes na histopatologia
compativeis com T. gondii e que foram
submetidas a IHQ, juntamente com as cinco
amostras que ndo apresentaram  lesdes
caracteristicas. Porém, na IHQ, 23/27
apresentaram imunomarcacdo em epitélio das
vilosidades placentarias, o que confirma a
etiologia da toxoplasmose. Segundo Mota et al.
(2008), a IHQ é uma técnica importante no
diagnostico da toxoplasmose, visto que 0s
achados histopatolégicos sugestivos da infecgdo
por protozoarios, inclusive Toxoplasma gondii,
ndo séo conclusivos.

Duas amostras (8,69%) apresentaram
imunomarcacdo no interior de vasos sanguineos
placentarios, indicando presenga do parasito e
possivel transmissdo vertical. Esse achado
corrobora os resultados obtidos por Atmaka et al.
(2012) em cérebro e endotélio capilar em
cordeiros imunopositivos para T. gondii e
sinaliza infeccdo aguda.

Dagleish et al. (2010) identificaram, por meio da
IHQ, em cotilédones, cérebro, musculos
esqueléticos, cardiacos e pulmdes, casos de
toxoplasmose aguda em ovelhas, com marcacéo
positiva para T. gondii. A IHQ é um método
sensivel, mesmo em tecido decomposto, que
geralmente inviabiliza a aplicacdo de outras
técnicas (Buxton, 1998). Além disso, a
histopatologia ndo permite a deteccéo de cistos e
taquizoitos de forma precisa, sendo necessarios,
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portanto, testes especificos como IHQ e PCR
(Van Maanen et al., 2004). Silva et al. (2013)
compararam a IHQ com o MAT (teste de
aglutinacdo modificado), e o resultado indicou
gue 0s animais que apresentaram titulo de 25 no
MAT apresentaram imunomarcacdo apenas em
coracdo para T. gondii. Ja os animais com titulos
elevados (3200) apresentaram imunodeteccdo em
figado, coracdo e cérebro. Esses autores sugerem
que a IHQ deve ser utilizada no diagndstico da
toxoplasmose em tecidos, independentemente
dos niveis de anticorpos no animal.

O fato de a imunomarcacdo ter ocorrido no
epitélio das vilosidades coridnicas pode ser
explicado porque, em infeccbes naturais, o
protozoario atravessa a barreira do epitélio para
ter acesso a tecidos fetais, como cérebro,
placenta e retina (Barragan e Sibley, 2002).

ReacBes discretas na IHQ foram obtidas em
4,4% (1/23), reagbes moderadas em 60,8%
(14/23) e severas em 34,8% (8/23) das amostras
de placentas analisadas na IHQ. A
predominancia de reacdes moderadas e severas
pode indicar que ha prejuizo causado pelo
protozoario nesse 6rgdo, conforme demonstrado
por Costa et al. (2014).

Dubey et al. (2002) afirmam que as necroses
focais nas vilosidades cotiledonares séo
decorrentes da degeneracdo causada pelos
taquizoitos nos tecidos, sendo confirmada
posteriormente na IHQ. Esta é mais sensivel do
que a citoquimica convencional (histopatologia)
devido a identificagdo dos antigenos, permitindo
a conclusao precisa do diagndstico. Trés animais
negativos na sorologia apresentaram placentas
com lesdes caracteristicas de T. gondii na
histopatologia e foram positivos na IHQ, o que
demonstra que esta técnica foi capaz de
identificar tecido fetal infectado por T. gondii em
cabras falso-negativas na sorologia. Tal resultado
pode ter ocorrido porque as cabras estavam
provavelmente na fase inicial de infec¢do, ndo
havendo resposta imune materna de anticorpos
detectavel (toxoplasmose hiperaguda). Essa
resposta, posterior a infec¢do oral das cabras com
oocistos, geralmente é detectada ap6s 30 dias
pos-infeccdo como foi observado em ovelhas
prenhas e ndo prenhas (Buxton e Finlayson et al.,
1986).

Um animal positivo no ELISA e no exame
histopatolgico foi negativo na IHQ. Isso
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também pode ocorrer devido a presenga do
parasito em outros tecidos ou em partes do
mesmo tecido ndo analisadas, levando a um
resultado falso-negativo na IHQ (Nunes et al.,
2015), o que indica a necessidade de coletar
varios fragmentos dos Orgdos para minimizar
esse efeito.

As quatro amostras de placentas negativas na
IHQ podem estar infectadas com outros
patdégenos distintos do T. gondii, visto que se
trata de uma técnica segura e com sensibilidade e
especificidade altas de até 100% (Navarro et al.,
2009) na deteccdo T. gondii em placenta de
cabras.
CONCLUSAO

Os resultados deste estudo demonstram que a
imuno-histoquimica de tecidos placentarios é
uma ferramenta eficaz no diagnostico de
toxoplasmose em surtos de aborto em cabras,
principalmente quando associada a outras
técnicas de diagndstico, como a histopatologia e
a sorologia.
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