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RESUMO

Avidez de anticorpos (IgG) anti-Toxocara canis em coelhas infectadas
experimentalmente

A toxocariase é uma importante zoonose transmitida principalmente pela ingestao
de ovos embrionados de T.canis, um parasito de caes, presente no solo. A larva do
nematodeo pode migrar por varios 6rgdos do corpo e ocasionar distarbios, como
problemas respiratorios, hepaticos, neurolégicos, cardiacos e oftalmicos. O
diagnostico é realizado principalmente com a deteccdo de anticorpos, em especial
de Imunoglobulinas da classe G (IgG), pela técnica de ELISA. A avidez de IgG tem
sido utilizada para avaliar a fase de infeccdo de uma doenca. No caso da
toxocariase, estudos experimentais sdo escassos na literatura. O objetivo do estudo
foi o de avaliar a avidez de anticorpos anti-Toxocara canis em coelhas infectadas
experimentalmente, antes e apds lactacao, e de suas progénies. Foram utilizadas 17
coelhas da linhagem Nova Zelandia, brancas, nuliparas, distribuidas em dois grupos.
No grupo experimental, doze coelhas foram infectadas, oralmente, com 1.000 ovos
larvados de T. canis. O segundo grupo, constituido por cinco coelhas serviu como
controle. Nos dias 7, 14, 21 e 28 pos-infeccdo (DPI) e no primeiro dia apos o
desmame (60 DPI), foram coletadas amostras de soro para analise. O teste de
ELISA indireto foi realizado para avaliar a o indice de reatividade (IR) de anticorpos
IgG anti-T. canis e para calculo do indice de avidez (IA). A soroconversdo nos
animais ocorreu a partir do 142 DPI. Com excecéo de um animal (aos 14 DPI), todos
os IA foram classificados como de alta avidez. Apds lactacdo, (60 DPI), todos os
animais foram considerados como ELISA positivo. Em relagdo aos filhotes todos os
animais foram sororreagentes e apresentaram alto IA. Entretanto, tanto o IR quanto
o IA das fémeas foram significativamente maiores que da sua progénie. Os
resultados demonstraram a transmisséo vertical de larvas. A correlacdo negativa
entre os valores da IR das coelhas e de seus filhotes sugere a possibilidade de
protecdo passiva pela transferéncia de anticorpos maternais.

Palavras-chave: Toxocariase; Resposta Humoral, ELISA; Infeccdo Experimental.



ABSTRACT
Anti-Toxocara canis (IgG) avidity in experimentally infected rabbits

Toxocariasis is an important zoonosis mainly transmitted by ingestion of
embryonated T. canis eggs, a parasite of dogs, present in soil. The nematode larvae
can migrate by a variety of organs e may cause disturbances, including respiratory,
hepatic, neurological, cardiac and ophthalmic problems. Diagnostic of toxocariasis is
based on detection of anti-Toxocara antibodies, particularly 1gG, by ELISA. Avidity of
IgG has been employed in order to evaluate the phase of infection of a disease.
However, experimental studies regard to toxocariasis are scarce in literature. This
study aimed to evaluate the Toxocara canis-IgG avidity in experimentally infected
rabbits, before and after lactation, and of their offsprings. Seventeen nullipar white
New Zealand female rabbits were distributed in two groups. In experimentally
infected group, 12 animals were inoculated by oral route with 1,000 T. canis
embryonated eggs, whereas five animals were uninfected (control group). Blood
samples collections were performed on +7, +14, +21 and +28 days post-infection
(dpi) and on the first day following the weaning (60 dpi) in order to obtaining serum
for ELISA analysis. ELISA indirect test was run in order to obtain the anti- T. canis
antibody reactivity index (RI) as well as the avidity index (Al). Seroconversion was
observed on 14 dpi, and all the evaluated animals showed a high Al, excepting one
animal (on 14 dpi). After the weaning period, all the studied rabbit showed
seroconversion. All the studied bunnies were considered positive for ELISA and
showed a high Al. Nevertheless, both Rl and Al of mothers were significantly higher
than their offspring. According to the results, it was possible to demonstrate the
vertical transmission of T. canis larvae. In addition, the negative correlation between
the RI obtained from the rabbits and the bunnies pointed out the possibility of passive
protection due to the maternal transfer of antibodies.

Keywords: Toxocariasis; Humoral Response; ELISA; Experimental Infection.



LISTA DE SIGLAS

Ig — Imunoglobulina

ELISA — Ensaio de Imunoadsorcédo Enzimatica (Enzyme Linked Immuno Sorbent
Assay)

DPI — Dias pos-infeccéo

IA — Indice de Avidez

IR — indice de Reatividade

spp. — Espécie

°C — Grau(s) Celsius

r.p.m. — Rotac¢des por minuto

® — Marca Registrada

mg/Kg — Miligrama por quilograma

ml — Mililitro

PBS - Solucédo Fosfato Tamponada

pg/ml — Micrograma por litro

M — Molar

pH — Potencial de Hidrogénio

PBS-T — Solucao Fosfato Tamponada com adicdo de Tween
Hg — Micrograma

H202 — Perdxido de Hidrogénio

H2S04 — Acido Sulfarico
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R2 — Coeficiente de Determinagcao da Regressao
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1 INTRODUCAO

A toxocariase é uma doenca parasitaria cosmopolita, de carater
zoonodtico, mas pouco reconhecida como um problema de saude publica
(MAGNAVAL et al., 2001; ALTCHEH et al., 2003; SANTAREM; RUBINSKY-
ELEFANT; FERREIRA, 2011).

O homem se infecta principalmente pela ingestdo acidental de ovos
embrionados presentes em solo contaminado (SCHANTZ, 1989). As larvas
presentes nos ovos apos ingestao eclodem no intestino delgado, atravessam a sua
parede e alcangcam a circulacdo hepatica. A partir do figado, pode haver uma
migracdo somatica por diversos 6rgaos, como coracao, pulmao, olhos, entre outros
(STENSVOLD; NIELSEN; PETERSEN, 2011).

A migracdo das larvas pode ocasionar lesdes em diversos 0rgaos,
ocasionando a toxocariase visceral (Larva Migrans Visceral) (STENSVOLD;
NIELSEN; PETERSEN, 2011), ou atingir os olhos, provocando a toxocariase ocular
(Larva Migrans Ocular) (AREVALO; ESPINOZA; AREVALO, 2013).

O diagnostico da doenca € geralmente confirmado por testes
sorolégicos, especialmente o teste de ELISA (RUBINSKY-ELEFANT et al., 2010).

Modelos experimentais tém sido realizados em animais para avaliar a
toxocariase, especialmente em modelo murino, considerado o de escolha, um vez
que as larvas seguirem o ciclo com sinais e sintomas semelhando ao dos seres
humanos (CHIEFFI; CASEIRO, 2002).

Entretanto, o0 modelo murino ndo permite a avaliagdo de um mesmo
animal em diferentes momentos de infeccdo, e mesmo ndo permite o estudo das
suas progénies.

Com base no ELISA, o teste de avidez de anticorpos tem sido
amplamente utilizado para avaliar o curso da infeccdo em varias doencas
parasitarias de importancia em saude publica, como doenca-de-Chagas
(MARCIPAR et al.,, 2001), toxoplasmose (LAPPALAINEN; HEDMAN, 2004;
CANDOLFI et al., 2007, CLEMENTINO; SOUZA; ANDRADE NETO, 2007) e
cisticercose (MANHANI et al., 2009).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Classificacéao, Ciclo Bioldgico e Transmissao

Os nematdédeos do género Toxocara pertencem ao filo Nematoda,
ordem Ascaridida (BOWMAN, 2009). Sdo conhecidas 21 espécies do género
Toxocara, sendo que, as espécies T. canis e T. cati, que parasitam,
respectivamente, cdes e gatos sdo as mais prevalentes em animais de companhia
(CHIEFFI; CASEIRO, 2002; ALVARADO-ESQUIVEL, 2013).

T. canis tem sido considerado como o principal nematédeo envolvido
na toxocariase humana (SANTAREM; RUBINSKY-ELEFANT; FERREIRA, 2011). O
parasito, quando adulto, pode medir de 4 a 18 cm de comprimento.

Os ovos, quando eliminados pelas fezes de cédes, nao sao
embrionados, e necessitam de duas a trés semanas em condi¢bes adequadas de
umidade e temperatura, para seu embrionamento. Os ovos tornam-se infectante
quando ha o desenvolvimento da larva de segundo estagio L, no seu interior.
(DESPOMMIER, 2003; SANTAREM; RUBINSKY-ELEFANT; FERREIRA, 2011).

Os cdées adultos adquirem a infeccdo principalmente apoés ingestao de
ovos embrionados infectantes de T. canis presentes no meio ambiente (MAGNAVAL
et al., 2001). O ovo, quando ingerido, passa pelo estbmago, e ao chegar ao intestino
delgado, ha eclosédo da larva. As larvas que eclodem no intestino atravessam a
mucosa intestinal e, por via linfatica, alcancam o figado, e, posteriormente, através
do sistema vascular chegam ao coracdo e pulméo. Apds a chegada das larvas nos
pulmdes, podem ocorrer duas migracdes. A migracao tragueal, onde as larvas sao
deglutidas e chegam a sua fase adulta (Ls) no intestino. A migracdo somatica ocorre
quando as larvas invadem os tecidos, tornam-se latentes (hipobiose), e podem
permanecer inativas por um periodo prolongado (GLICKMAN; SCHANTZ, 1981,
DESPOMMIER, 2003).

A ingestdo de ovos infectantes por animais adultos, dificilmente resulta
na presenca do parasito adulto no trato digestivo desses animais, devido a aquisi¢do
de resisténcia a reinfeccdo (WOODRUFF, 1970).
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Animais com menos de cinco meses de idade ainda nédo apresentam
resposta imunoldgica eficiente. Consequentemente, caes jovens sdo frequentemente
mais acometidos que os animais adultos, uma vez que a rota de migracdo mais
comumente seguida pelas larvas do parasito € a hepato-traqueal. A partir dos seis
meses de idade, os cdes apresentam uma resposta imunoldgica adquirida, em
resposta ao parasito. Consequentemente, as larvas seguem por migracdo somatica,
passando pelos pulmdes e retornando ao coracdo, entdo migram para os tecidos,
onde permanecem em estado de hipobiose (GLICKMAN; SCHANTZ, 1981).

Roedores e aves, comportam-se como hospedeiros paraténicos, e pela
migracdo somatica que ocorre nesses animais, podem apresentar larvas de T. canis
em hipobiose na musculatura e, assim sendo, comportam-se como fonte de infeccéo
aos caes, quando estes ingerirem os mesmos (NIEC, 1980).

Outra forma de infec¢do nos cées é a migracdo transplacentéria, que
ocorre quando a cadela gestante possui larvas em hipobiose nos tecidos, e por
ativacdo hormonal no terco final da gestacao, alcancam o figado dos fetos atraves
da placenta. Além dessa via, as larvas podem ainda alcancar as glandulas mamarias
e serem transmitidas aos filhotes pela via transmamaria (BARRIGA, 1988).

A carga parasitaria do animal infectado pode chegar a véarias centenas
de parasitos, uma vez que a fémea adulta do T. canis é capaz de produzir até
200.000 ovos por dia. Portanto, a contaminacdo do ambiente pelas fezes desses
hospedeiros pode chegar a milhdes de ovos por dia (GLICKMAN; SCHANTZ, 1981).

A infeccdo entre os cdes € observada com maior frequéncia em
cadelas prenhes e lactantes (transmissdo transplacentaria e transmamaria), assim
como em filhotes com idade de trés a seis meses. Nos filhotes de cées infectados, 0
parasito completa seu ciclo de trés a quatro semanas ap0s 0 nascimento, quando
sao capazes de eliminar ovos de T. canis para o0 meio ambiente junto com as fezes
(DAMIAN et al., 2007).

Os ovos eliminados nas fezes ndo sao embrionados, passando cerca
de duas a cinco semanas, em temperatura e umidade ambiental adequadas, para se
tornarem infectantes (SCHANTZ, 1989). Os ovos sdo muito resistentes a acao dos
produtos quimicos, mas perdem sua viabilidade se submetidos a temperaturas altas
(FORTES, 2004).
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Do ponto de vista epidemiolégico, a transmisséo transplacentéaria é a
mais importante, uma vez que os filhotes nascem com alto grau de infeccao,
contaminando o meio ambiente (WOODRUFF, 1970).

O homem se comporta como hospedeiro paraténico de Toxocara
sSpp., uma vez que o parasito migra por diversos 6rgdos, mas nao completa o seu
ciclo. A infecgdo do ser humano se da, principalmente, pela ingestdo acidental de
ovos embrionados (SANTAREM; PEREIRA; PORTO ALEGRE, 2012).

No ser humano, apdés serem ingeridas, as larvas eclodem no
intestino delgado e, através da circulacéo pela via hepatica, atingem a circulacéo
sistémica, seguindo a mesma rota somatica como no hospedeiro definitivo
(DESPOMMIER, 2003), como apresentado na Figura 1.

Figura 1. Ciclo simplificado Toxocara canis.

Hospedeiro Definitivo

Transmissao
Transplacentéria
Transmamaria

Ingestéo de ovo

Liberacéo de ovos
contendo L,

ndo embrionados
pelas fezes

-

b b ovos ~J
\i Larva Migrans
W14 Visceral

Embrionamento de

Eclosado da L3
no intestino delgado

e migracao pelo organismo STe~, LarvaMigrans

g Ocular

Fonte: Adaptado de Santarém, Rubinsky-Elefant e Ferreira (2011).
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A principal via de transmissdo de toxocariase humana se da pela
ingestado de ovos embrionados ou estagios larvais de T. canis que pode acarretar a
migracao erratica de suas larvas através dos tecidos. Uma vez que o homem néo é o
hospedeiro habitual do nematddeo, as larvas ndo conseguem completar o seu ciclo
evolutivo, e podem permanecer vivas por periodos prolongados e provocar diversas
manifestacdes clinicas, entre as quais a sindrome conhecida como larva migrans
(SILVA, TAKEDA, 2007).

A toxocariase € de carater cosmopolita, e esta associada a baixos
niveis econémicos da populacdo, acometendo principalmente criancas, ja que as
mesmas possuem maior exposicdo ao solo contaminado, hébitos de geofagia e
onicofagia, o que facilita a ingestdo de ovos de Toxocara spp. presentes no ambiente
(MAGNAVAL et al., 2001).

Certos habitos culturais também podem representar fator de risco de
infeccdo por Toxocara; entre estes esta o habito de comer carnes e visceras cruas
de hospedeiros paraténicos, observada em algumas populacdes (TAIRA et al.,
2004). Mesmo que nesses hospedeiros o ciclo ndo seja completado, ocorre a
migracdo somatica que mantém as larvas em hipobiose nos tecidos. Casos de
toxocariase humana tém sido associados ao consumo de aves, como frango
(NAKAMURA et al., 1989; MORIMATSU et al., 2006), pato (HOFFMEISTER et al.,
2007) e avestruz (NOH et al., 2012); de ruminantes, incluindo ovinos (SALEM;
SCHANTZ, 1992) e bovinos (YOSHIKAWA et al., 2008; PARK et al., 2012), além de
outros animais como coelhos (STURCHLER; WEISS; GASSMAN, 1990),

Cianferoni et al. (2006) relata que o consumo de vegetais frescos
cultivados em solos contaminados permite a ingestao de legumes contaminados com
ovos de Toxocara spp.

O contato direto com os cées, principalmente filhotes, pode servir
também como fonte de transmissdo, uma vez que a presenca de ovos embrionados
tem sido observada no pélo desses animais (AYDENIZOZ-OZKAYHAN; YAGCI;
ERAT, 2008; RODDIE et al., 2008; KEEGAN; HOLAND, 2010), inclusive em estudo
realizado no Brasil (AMARAL et al., 2010).
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2.2 Epidemiologia

A toxocariase esta associada a baixos niveis econdmicos da
populacdo e acomete principalmente criancas (SANTAREM; RUBINSKY-ELEFANT;
FERREIRA, 2011). Entretanto, a doenca tem sido considerada como a principal
helmintose em paises industrializados (MAGNAVAL et al., 2001).

No Brasil, estudos soroepidemiolégicos tém mostrado a presenca de

anticorpos anti-Toxocara tanto em criancas quanto em pessoas adultas ( Quadro 1).

Quadro 1 - Frequéncia (%) de anticorpos anti-Toxocara spp. em populacdo humana no

Brasil, nos ultimos 10 anos

Cidade/Estado Amostras Frequéncia (%) Autor(es) (Ano)
S&o Paulo, SP 208° 54,8 Figueiredo et al. (2005)
Salvador, Ba 1445° 47,0 Mendonca et al. (2012)
Salvador, Ba 268" 46,3 Dattoli et al. (2011)
Recife, Pe 386° 39,4 Aguiar-Santos et al. (2004)
Sao Paulo, SP 399°¢ 38,8 Alderete et al. (2003)
Sorocaba, SP 180° 38,3 Coelho et al. (2004)
Maringé, Pr 450° 28,8 Paludo et al. (2007)
S&o Paulo, SP 338¢ 26,9 Muradian et al. (2005)
Ramal do Granada, Ac 403" 26,8 Rubinsky-Elefant et al. (2008)
Teodoro Sampaio, SP* 794¢ 21,5 Prestes-Carneiro et al. (2008)
Teodoro Sampaio, SP* 1824¢ 13,7 Prestes-Carneiro et al. (2009)
Jaboatdo Guararapes, Pe 215°¢ 12,1 Coélho et al. (2005)
Presidente Prudente, SP 252¢ 11,0 Santarém et al. (2011)
Presidente Prudente, SP 253" 8,7 Negri et al. (2013)
Uberlandia, MG 242°¢ 8,7 Teixeira et al. (2006)

“Populacéo infantil “Populacéo adulta *Comunidade Rural

Fonte: Adaptado de Santarém, Rubinsky-Elefant e Ferreira (2011)
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2.3 Sinais Clinicos

Nos cdes, principalmente filhotes, observa-se abaulamento abdominal,
perda de apetite, diarréia, pneumonia e a presenca de parasitos imaturos em vomito
(FORTES, 2004).

As manifestacdes clinicas da toxocariase no homem dependem de
varios fatores, como resposta imune do hospedeiro, a frequéncia de reinfeccdes e a
dose infectante, padrdo de migracao e distribuicdo das larvas nos diferentes tecidos
(SCHANTZ, 1989; DESPOMMIER, 2003).

As lesdes ocasionadas pelas larvas de Toxocara spp. podem ser
decorrentes das lesbes mecanicas ou da resposta aos antigenos liberados pelas
mesmas, conhecidos como antigenos excretérios-secretérios (TES) (DESPOMMIER,
2003).

No homem, durante o processo de migracéo pelo organismo, as larvas
podem causar a sindrome de larva migrans visceral - LMV (BEAVER et al., 1952), ou
pelos olhos, originando a sindrome larva migrans ocular - LMO (ZINKHAM, 1978).
Podem ainda provocar hemorragia, necrose e inflamacdo eosinofilica, ou serem
encapsuladas em granulomas, sendo destruidas ou permanecendo viaveis por muitos
anos (MAGNAVAL et al., 2001).

Finsterer e Auer (2007) propuseram a denominacdo de
neurotoxocariase para 0s quadros com comprometimento do sistema nervoso
central. Taylor (1987) propbds a toxocariase assintomatica, ou forma oculta da
toxocariase (covert toxocariase), casos com sinais clinicos inespecificos.

A LMV pode se manifestar através de alteracdes respiratorias como
sibilancia ou asma (FERNANDO et al., 2009; KANOBANA et al., 2013); urticaria,
hepatomegalia (ALTCHEH et al., 2003); abscessos hepaticos (TRESKA et al., 2011);
manifestacbes cardiovasculares (BOLIVAR-MEJIA et al., 2013), pancreatite
(D'ONOFRIO et al.,, 2006), e alteragcbes neurolégicas como vasculite cerebral
(LOMPO et al, 2012) e meningoencefalites (HELSEN; VANDECASTEELE;
VANOPDENBOSCH, 2011; NOH, et al., 2012).
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A LMO pode ocasionar desde perda da acuidade visual, como pode
levar & cegueira. Estudos recentes tém relatado a formacéo de catarata, uveite,
retinopatia (SANCHEZ et al., 2011; NIMIR; SALIEM; IBRAHIM, 2012; BERSIRLI;
ELNER, 2013) e acometimento do disco oOptico (KIM; MOON; CHANG, 2013) em
virtude da toxocariase.

Achado de larvas em hipobiose na musculatura de seres humanos,séo
raramente relatadas (RAYES et al., 2000). Normalmente, a toxocariase muscular
manifesta como piomiosite, acompanhada pelo desenvolvimento de abscessos
musculares, a formacado de granulomas em torno de larvas, e necrose tecidual
(RAYES; LAMBERTUCCI, 1999).

No SNC, o local da invasdo das larvas depende de multiplos fatores,
como o numero de larvas ingeridas e fatores genéticos do hospedeiro, o que
diretamente se relaciona para gravidade da lesdo no SNC e inflamagéo (XINOU et
al., 2003). O envolvimento do SNC compreende meningite, encefalite (MOREIRA-
SILVA et al.,, 2004), mielite (OSOEGAWA, 2004), vasculite cerebral (DOUSSET,;
SIBON; MENEGON, 2003).

2.4 Diagnéstico

2.4.1 Cao

O diagnéstico clinico em filhotes de cées observa-se pela proeminéncia
do abdome, perda de apetite, diarréia, pneumonia, presenca de parasitas imaturos
em vomito, sugerem a infeccéo por T. canis. Ja o diagndstico laboratorial se faz pela
constatacdo e identificacdo microscopica de ovos em exame de fezes de céo, pelo
Método de Flutuacao (FORTES, 2004).

2.4.2 Homem

O diagnostico da toxocariase humana € realizado com base em
manifestacbes clinicas e exames laboratoriais, principalmente pelo teste de
ELISA, para deteccdo de imunoglobulinas do tipo IgG anti-Toxocara spp.
(RUBINSKY-ELEFANT et al., 2010).
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A técnica possui sensibilidade de 78% e especificidade de 92%
(GLICKMAN, et al. 1978). Entretanto, ndo é possivel distinguir se a detec¢cédo de
IgG em um individuo é decorrente de uma infec¢cdo recente, uma vez que a
persisténcia de anticorpos pode durar varios anos (GLICKMAN; SCHANTZ;
GRIEVE, 1986).

A sorologia para deteccdo de anticorpos IgG anti-Toxocara tem sido
uma excelente ferramenta no diagndéstico da toxocariase, juntamente com os dados
clinicos. Antigenos de excrecdo e secrecdo de larvas de Toxocara tém sido os
antigenos de escolha por apresentarem melhor especificidade (DE SAVIGNY;
VOLLER; WOODRUFF, 1975) e o ensaio imunoenzimatico de ELISA, o mais
amplamente utilizado tanto no diagnostico como em inquéritos soroepidemioldgicos
(ALDERETE et al., 2003; RUBINSKY-ELEFANT et al., 2010).

Nos paises em desenvolvimento, onde os individuos apresentam co-
infeccdo por diversos agentes, a ocorréncia de reatividade cruzada é muito comuns
e, Sao necessarios absorventes para a remoc¢ao de anticorpos inespecificos (LYNCH,
et al., 1988).

2.5. Avidez de Anticorpos

Werblin et al. (1973) prop6s um marcador soroldgico capaz de distinguir
entre infeccOes recentes e infecgdes antigas, ao introduzir o estudo da avidez de
anticorpos 1gG especificos. Nas infec¢des recentes, segundo o autor, uma alta
porcentagem desses anticorpos mostra baixa avidez, isto é, baixa afinidade para
antigenos correspondentes. Durante semanas ou meses, esses anticorpos vao
apresentando avidez crescente de modo que nas infec¢cbes de mais longa duracéo,
encontra-se um predominio marcante de anticorpos de grande afinidade.

O teste de avidez de anticorpos IgG tem sido amplamente utilizado para
avaliar o curso de infeccdo em varias doencas parasitarias de importancia em saude
publica, como doenca-de-Chagas (MARCIPAR et al., 2001), toxoplasmose
(LAPPALAINEN; HEDMAN, 2004; CLEMENTINO; SOUZA; ANDRADE NETO, 2007)
e cisticercose (MANHANI et al., 2009).

Estudos experimentais tém sido realizados para avaliacdo da avidez de
anticorpos contra agentes parasitarios de animais, como, por exemplo, fasciolose
(ABOU-BASHA, 2000) e neosporose (AGUADO-MARTINEZ et al., 2005).
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Com base nesses estudos foi possivel observar que o desafio pode
induzir um alto estimulo antigénico na fase aguda da infec¢cdo, como aquele descrito
por Bjorkman et al. (2003), em vacas infectadas experimentalmente por Neospora
caninum.

No caso da toxocariase, pesquisas sobre a avidez de anticorpos em
modelos animais sdo escassos, restringindo-se ao estudo em camundongos.

Apesar dos murinos serem considerados como o melhor modelo para a
toxocariase experimental, o0 acompanhamento da resposta humoral de um mesmo
animal em momentos distintos apos infeccdo é relativamente dificil, uma vez que a
obtencdo do sangue em quantidade suficiente para realizacdo do ELISA, mesmo
apos eutanasia. Aléem disso, é possivel o acompanhamento da resposta humoral das
progénies desses animais.

Dessa forma, o estudo da avidez de anticorpos anti-Toxocara spp. em
outros modelos animais que possam ser acompanhados em varios momentos apos a
infeccdo experimental e de sua progénie é de grande importancia para entendimento

da resposta humoral na toxocariase.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

- Avaliar a avidez de anticorpos em coelhos infectados experimentalmente

com Toxocara canis e de suas progénies

3.2 Objetivos Especificos

- Estudar, pela técnica de ELISA, o indice de reatividade de anticorpos IgG

anti-Toxocara em coelhas.

- Calcular o indice de avidez de anticorpos entre 0s momentos estudados.

- Avaliar o indice de avidez nas progénies das coelhas infectadas.
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Resumo

O objetivo do estudo foi o de avaliar a avidez de anticorpos anti-Toxocara canis em coelhas infectadas
experimentalmente, antes e apds lactacdo, e de suas progénies. Foram utilizadas 17 coelhas New
Zealand nuliparas, distribuidas em dois grupos. No grupo experimental, doze coelhas foram
infectadas, oralmente, com 1.000 ovos larvados de T. canis. Um segundo grupo, constituido por cinco
coelhas serviu como controle. Nos dias 7, 14, 21 e 28 pos-infecgdo (DPI) e no primeiro dia apds o
desmame (60 DPI), foram coletadas amostras de soro para analise. O teste de ELISA indireto foi
realizado para avaliar a o indice de reatividade (IR) de anticorpos IgG anti-T. canis e para calculo do
indice de avidez (IA). A soroconversio nos animais ocorreu a partir do 142 DPI. Com excec¢&o de um
animal (aos 14 DPI) todos os IA foram classificados como de alta avidez. Apéds lactacdo, (60 DPI),
todos os animais foram considerados como ELISA positivo. Em relacdo aos filhotes todos os animais
foram sororreagentes e apresentaram alto IA. Entretanto, tanto o IR quanto o IA das fémeas foram
significativamente maiores que da sua progénie. Os resultados mostram a transmissdo vertical de
larvas e que a correlagdo negativa entre os valores da IR das coelhas e de seus filhotes sugere a
possibilidade de protecdo passiva pela transferéncia de anticorpos maternais.

Palavras-chave: Toxocariase; Avidez de anticorpos; ELISA.

Abstract

This study aimed to evaluate the Toxocara canis-1gG avidity in experimentally infected rabbits, before
and after lactation, and of their offsprings. Seventeen nulipars white New Zealand female rabbits were
distributed in two groups. In experimentally infected group, 12 animals were inoculated by oral route
with 1,000 T. canis embryonated eggs, whereas five animals were uninfected (control group). Blood
samples collections were performed on +7, +14, +21 and +28 days post-infection (dpi) and on the first
day following the weaning (60 dpi) in order to obtaining serum for ELISA analysis. ELISA indirect
test was run in order to obtain the anti- T. canis antibody reactivity index (RI) as well as the avidity
index (Al). Seroconversion was observed on 14 dpi, and all the evaluated animals showed a high Al,
excepting one animal (on 14 dpi). After the weaning period, all the studied rabbit showed
seroconversion. All the studied bunnies were considered positive for ELISA and showed a high Al
Nevertheless, both Rl and Al of mothers were significantly higher than their offspring. According to
the results, it was possible to confirm the vertical transmission of T. canis larvae. In addition, the
negative correlation between the RI obtained from the rabbits and the bunnies pointed out the

possibility of passive protection due to the maternal transfer of antibodies.

Key words: Toxocariasis; Antibody avidity; ELISA.



1. Introducéo

A toxocariase, apesar de pouco reconhecida como um problema de saude publica, é
apontada como uma importante zoonose em paises industrializados (MAGNAVAL et al., 2001,
ALTCHEH et al., 2003; SANTAREM; RUBINSKY-ELEFANT; FERREIRA, 2011). No homem, a
principal via de transmissdo se da pela ingestdo de ovos embrionados dos nematddeos Toxocara
canis ou T. cati, que parasitam, respectivamente, cdes e gatos. A doenca é de carater cosmopolita,
estd associada a baixos niveis econdémicos da populacdo e acomete principalmente criangas
(MAGNAVAL et al., 2001).

Ao eclodir no intestino delgado, as larvas atingem a circulacdo pela via hepatica, migrando
por diversos 6rgaos, causando a sindrome de larva migrans visceral - LMV (BEAVER et al., 1952),
ou olhos, originando a sindrome larva migrans ocular - LMO (ZINKHAM, 1978). Nesse processo
de migragdo pelo organismo, as larvas podem causar hemorragia, necrose e inflamacdo
eosinofilica, ou serem encapsuladas em granulomas, sendo destruidas ou permanecendo viaveis por
muitos anos (MAGNAVAL et al., 2001).

O diagndstico da toxocariase é realizado com base em manifestacbes clinicas e exames
laboratoriais, principalmente pelo teste de ELISA, para deteccdo de imunoglobulinas do tipo IgG
anti-Toxocara spp. A técnica possui sensibilidade de 78% e especificidade de 92%. Entretanto, ndo
é possivel distinguir se a deteccdo de IgG em um individuo é decorrente de uma infeccéo recente,
ou tardia, uma vez que a persisténcia de anticorpos pode durar véarios anos (GLICKMAN;
SCHANTZ; GRIEVE, 1986).

O teste de avidez de anticorpos IgG tem sido amplamente utilizado para avaliar se a
infeccdo em vérias doencas parasitarias de importancia em salde pablica, como doenca-de-Chagas
(MARCIPAR et al., 2001), toxoplasmose (LAPPALAINEN; HEDMAN, 2004; CANDOLFI et al.,
2007; CLEMENTINO; SOUZA; ANDRADE NETO, 2007) e cisticercose (MANHANI et al.,
2009). Estudos experimentais tém sido realizados para avaliacdo da avidez de anticorpos contra
agentes parasitarios de animais, destacando-se a neosporose (AGUADO-MARTINEZ et al., 2005)
e a fasciolose (ABOU-BASHA et al., 2000).

No caso da toxocariase, estudos sobre a avidez de anticorpos em modelos animais s&o
escassos, restringindo-se a infeccdo de camundongos. Apesar dos murinos serem considerado como
o melhor modelo para a toxocariase experimental, é dificil o acompanhamento da resposta humoral
de um mesmo animal em momentos distintos apds infec¢do, uma vez que a obtengdo do sangue em
quantidade suficiente para realizagdo do ELISA, muitas vezes, é apenas possivel mediante a
eutanasia dos mesmos.

Dessa forma, o estudo da avidez de anticorpos anti-Toxocara spp. em outros modelos
animais que possam ser acompanhados em varios momentos apds a infeccdo experimental é de

grande importancia para entendimento da resposta humoral na toxocariase experimental.
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Com base nessas premissas, 0 presente estudo teve como objetivo estudar a avidez de
anticorpos anti-Toxocara canis em coelhas infectados experimentalmente, antes e apés lactacéo, e

de suas progénies.

2. Material e Métodos

2.1 Animais

Foram utilizadas dezesseis coelhas da linhagem Nova Zelandia, com dois meses de idade,
obtidos no Coelhario da Unoeste, com confirmagdo de diagndstico negativo para nematddeos pela
técnica de Wiilis-Molay e Hoffman, em amostras de fezes (HOFFMANN, 1987).

2.2 Grupos Experimentais

No presente estudo, foram formados dois grupos. O primeiro grupo composto por 12 fémeas
infectadas artificialmente com ovos de T. canis, enquanto outro grupo contendo seis fémeas serviu
como controle.

Ainda antes do experimento, os animais passaram por um periodo de adaptacdo, onde foram
manipulados diariamente por 15 minutos para cada caixa, durante uma semana, para facilitar o manejo
dos animais durante a fase experimental (HORAK; TUMMELEHT; TALVIKET, 2006).

Durante todo o periodo experimental, os animais receberam racdo peletizada comercial para

coelhos e 4gua e ad libitum e foram mantidos no Coelhério da Unoeste.

2.3 Obtencé&o de ovos de Toxocara canis

Os ovos foram obtidos de fémeas adultas de Toxocara canis liberadas espontaneamente por
filhotes de cdes infectados naturalmente, no Canil do Hospital Veterinario da Unoeste
(Universidade do Oeste Paulista, Presidente Prudente/SP). As fémeas do parasito foram
acondicionadas em coletores universais de pléastico e encaminhadas ao Laboratério de Medicina
Veterinaria (Parasitologia Veterinaria) do Hospital Veterinario da mesma instituicao.

As fémeas do nematddeo foram, entdo, dissecadas no tergo anterior do Utero para obtencéo dos
ovos (FAN et al., 2003). Estes ovos por sua vez, foram mantidos sob temperatura controlada de 27°C
durante 25 a 30 dias até embrionamento e deteccdo de larvas no seu interior. Apos este periodo, o
material foi lavado em solucéo fisiologica, por centrifugacéo a 2.000 r.p.m., por trés minutos. Um total

de 1000 ovos larvados foram contados em cdmara de Neubauer, para a infecgdo experimental.

2.4 Infecgéo dos Animais

Antes da infeccdo experimental, os animais receberam 30mg/kg da associacdo de
tiletamina/zolazepam (Zoletil 5%, Virbac), diluida em solucdo salina, por via intraperitoneal, para
sedacdo (KANASHIRO, CASSU, 2008).
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Para a realizacdo da infecgéo, adotou-se, com pequenas modificacGes, o procedimento descrito
por Faccioli et al. (1998) e Pecinali et al. (2005). Os animais receberam 3,0 mL de solucdo fosfato
tamponada estéril (PBS) contendo os ovos, por via oral, com auxilio de sonda géstrica. Outros 3,0 mL
de PBS foram administrados pela mesma via aos animais para assegurar a passagem dos ovos. O
grupo controle recebeu 3,0 mL+3,0 mL de PBS, seguindo o mesmo procedimento anestésico e de
administracdo do indculo.

Para obter o soro, amostras de sangue foram colhidas de animais experimentalmente infectados
e controle (ndo infectados) através de puncdo da artéria central de ouvido, de acordo com as diretrizes
da  Animal Care |Institucional e Comité de Uso da Universidade de lowa
(research.uiowa.edu/animal/?get =rbt_tech). Amostras de sangue foram coletadas nos dias 0 (pré-

infeccdo), 7, 14, 21 e 28 pés-infeccdo (DPI) e no primeiro dia apés o desmame (60 DPI).

2.5 ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay)

O teste de ELISA indireto foi realizado para avaliar a producao anticorpos IgG anti-T. canis de
acordo com o protocolo descrito por De Savigny et al. (1979) com pequenas modificagdes (ELEFANT
et al., 2006).

Para realizar o teste, microplacas de poliestireno de 96 pocos (Corning, Costar, New York,
NY) foram revestidas (1,9 pg/mL de antigeno/pog¢o) com antigenos excretorios-secretdrios produzidos
por larvas de T. canis (TES), durante 2 horas, a 37°C, seguido de 18 horas a 4°C. Em seguida, foram
lavadas trés vezes durante 5 minutos com 0,01 M de tampéo fosfato, pH 7,2, contendo 0,05% de
Tween-20 (PBS-T). As microplacas foram bloqueadas com 2,5% de leite desnatado (Molico, Nestlé)
em tampédo PBS-T (200 uL/ pogo) durante 1 hora a 37 ° C e em seguida lavadas trés vezes com PBS-T

As amostras de soro (100 mL/poco) foram diluidas a 1:200 e incubadas durante 40 minutos a
37°C. Apbs trés ciclos de lavagem, as placas foram incubadas com conjugado anti-lgG de coelho
produzido em caprino (100 pL/poco; Sigma-Aldrich A0545, EUA) na diluicdo 1:40.000 em PBS-T,
durante 40 minutos a 37° C. Depois de um novo ciclo de lavagem, as placas foram incubadas com
solugdo de cromogénica (100ul/pogo; OPD Fast-Sigma, St Louis, EUA), composto de orto-
fenilenodiamina (0,4 mg/mL) e H,O,.uréia peroxido (0,4 mg/mL) em 0,05 M de tampéo fosfato-
citrato, durante 15 minutos a 37°C. A reacdo foi parada com H,SO, 2N (50 uL/pogo), e a densidade
Optica foi medida a 492 nm (Titertek Multiskan MCC/340, Lab-System, Finlandia).

O valor de corte (cut-off) foi calculado pela soma de dois desvios padrdo e a média da
absorbancia de 17 soros controle negativo (6 controles e 11 animais pré-infec¢do). Os niveis de
anticorpos forma expressos como indices de reatividade (IR), calculados como a razéo entre o valor de
absorbéncia de cada amostra testada e o valor de cut-off (0,292). As amostras que apresentaram IR

acima de 1 foram consideradas positivas.
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2.6 Avidez de anticorpos (1gG)

Para o estudo da avidez foi utilizado o método da dissociacdo, utilizando-se a uréia como
agente denaturante (HEDMAN et al., 1989). Foram testadas as concentracdes de 4, 6, e 8M, tendo sido
escolhida a concentragdo de 8 M. Inicialmente, para avaliar a possibilidade do agente denaturante estar
agindo sobre o antigeno adsorvido a fase sélida e interferindo nos resultados, a placa de ELISA
sensibilizada e bloqueada foi tratada por 5 minutos com uréia 8M anteriormente a realizagdo do
ensaio.

O indice de avidez (IA) foi calculado pela relacdo da D.O. da amostra tratada com uréia pela
D.O. da amostra sem o tratamento com uréia, multiplicado por 100, conforme a férmula:

IA (%) = (D.O. com uréia/D.O. sem uréia) X 100

Os indices de avidez foram estabelecidos segundo Hedman e Rousseau (1989), sendo que a IA
menor que 30% indica predominio de anticorpos de baixa avidez; IA com valor entre 30 e 50%,
predominio de anticorpos de média avidez e IA acima de 50%, predominio de anticorpos de alta

avidez.

2.7. Andlise Estatistica

Foram calculados a partir dos dados obtidos, os valores médios de indice de avidez e indice de
reatividade. Os 1A e IR dos soros das fémeas, antes e apos a lactagdo foram comprados pelo teste t
pareado. Para determinar se 0s mesmos indices diferiram entre as mées e as progénies, recorreu-se ao
teste t ndo pareado. A relagdo existente entre o IA e IR foi avaliada pela anélise de regressdo linear
simples. A adequagdo do modelo proposto foi testada pela andlise de residuos e estatisticas de
ajustamento, como o coeficiente de determinacio (R?). Para todas as comparagdes, utilizou-se nivel de
significancia de 5%. Todas as analises foram conduzidas com auxilio do software SPSS v. 13.0 for
Windows, conforme Field (2009).

2.8 Aspectos Eticos
O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica em Pesquisa da Universidade do Oeste
Paulista, Presidente Prudente, Sdo Paulo (Protocolo 132/09).

3. Resultados

A soroconversdo nos animais estudados no presente estudo ocorreu a partir do 142 dia pos-
infeccdo (DPI) (Figura 1).

Dos 12 animais infectados, cinco (41,7%) foram considerados sororreagentes aos 14 DPI (IR:
1,013-4,278; Média= 2,553), nove animais (75,0%) aos 21 DPI (IR= 1,171-4,472; Média= 2,768) e
91,6% (11/12) aos 28 DPI (IR= 1,383-4,639; Média= 3,361). Apés a lactacdo (60 DPI), todos os
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animais apresentaram soroconversdo (IR= 4,457-5,315; Média= 4,895). Apenas um dos animais
(8,3%) apresentou anticorpos apds a lactacao.

A média do Indice de Reatividade (IR) a partir do momento em que houve a soroconversio
(14 DPI) variou de 2,553 a 3,361 antes da lactacdo e 4,895 apo6s a lactagdo (60 DPI). As médias de IR
mensuradas antes e apds a lactacdo diferiram significativamente (p= 0,0019). Observou-se que o IR
aumentou gradativamente durante os momentos estudados, inclusive comparando o momento antes
(28 DPI) e pos-lactacéo (60 DPI) (Figura 1). No animal que soroconverteu apds lactacao, o IR estava
um pouco abaixo dos apresentados pelos outros animais (IR= 4,457).

A classificacdo do indice de Avidez (IA) dos animais esta representada na Figura 2.
Observou-se que todos os animais gque soroconverteram houve alta avidez, com excec¢ao de um animal,
que aos 14 DPI apresentou média avidez de anticorpos (IA= 46,6%). Os IA variaram de 46,6% a
86,6% (IA Médio= 65,1%) aos 14 DPI, de 51,0 a 92,6% (1A Médio= 67,5%) aos 21 DPI e de 55,4% a
90,9% (1A Médio= 74,1%) aos 28 DPI. Apo6s a lactacdo o IA variou de 95,7% a 99,9% (IA Médio=
97,4%). As médias de avidez mensuradas antes e apos a lactagdo diferiram significativamente (p =
0,0012). Foi observado que apesar de dois animais apresentarem oscilacdo nos IA, esses indices
continuaram como de alta avidez.

No presente estudo foi possivel avaliar a correlagdo entre o IR e 1A nos dias 21 e 28 DPI e no
momento pos-lactagdo, em virtude do nimero de animais sororreagentes (Tabela 2). Foi observada
uma correlacdo significativa entre as duas variaveis no periodo poés-lactacdo, das fémeas adultas, cuja
reta de regressdo ajustada (y = 73,25+4,89x; R? = 0,768) esta representada na Figura 3.

Em relagdo aos filhotes, foi possivel coletar a amostra das progénies de seis coelhas. Todos 0s
animais foram sororreagentes (IR: 1,088-2,498; Média=1,910) e apresentaram alto 1A (1A: 64,3%-
84,8%; Média= 75,6%). Observou-se que tanto o IR (p=0,0003) quanto o IA das fémeas foi

significativamente maior que da sua progénie.

4. Discussao

No presente estudo, a soroconversdo dos animais infectados ocorreu a partir do14% DPI, o que
corrobora os resultados descritos por Morales et al. (2002), que observaram soroconverséo de coelhos
aos 15% DPI. Os dados de ambos os estudos também coincidiram no que se refere a cinética da
resposta humoral, uma vez que o IR apresentou aumento gradativo.

Outros autores observaram variacGes no inicio da deteccdo de 1gG em diferentes espécies
infectadas experimentalmente por T. canis. Em suinos, o periodo variou do 72 (SOMMERFELT et al.,
2001) ao 14° DPI (TAIRA; PERMIN; KAPEL, 2003). Lescano et al. (2012) obtiveram resultados a
partir do 232 DPI, em camundongos. Em ovinos os resultados foram observados a partir do 212 DPI
(SANTAREM et al., 2011).

A avidez de anticorpos tem sido utilizada para distin¢éo das fases aguda e cronica de diversas

enfermidades parasitérias, incluindo cisticercose (MANHANI et al., 2009), esquistossomose
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(MOSTAFA; AWAD; SHALABY, 2002), leishmaniose (TEIXEIRA et al. 2010) e toxoplasmose
(LAPPALAINEN; HEDMAN, 2004; CLEMENTINO; SOUZA; ANDRADE NETO, 2007
CANDOLFI et al, 2007), e pode ser diferente dependendo do tipo de infeccdo (FOX et al., 2006).
Gray-Andrieu et al. (2009) observaram que na toxoplasmose, a alta avidez é observada em pessoas
com infec¢do crbnica, enquanto aquelas com estagio inicial da doenga, a avidez é baixa. J& em
pacientes positivos para neurocisticercose, Manhani et al. (2009) observaram que o indice de avidez
(1gG) foi significativamente maior nas pessoas com infec¢do ativa.

Em seres humanos, nédo é possivel quantificar o nimero de estruturas parasitarias responsaveis
pela infeccdo, e talvez por isso, o estimulo antigénico nao seja suficiente para induzir uma alta avidez
em casos agudos.

Segundo Dziemian et al. (2008), a avidez de anticorpos especificos (IgG) aumenta com o
tempo depois da estimulacdo antigénica por Toxocara spp. € que a avaliacdo do grau de avidez pode
ser usada para discriminar toxocariase aguda e cronica.

A alta avidez de IgG em casos crénicos e baixa avidez em infec¢Oes agudas apresentadas por
humanos com toxocariase foi observada por Hubner et al. (2001). Dziemian et al. (2008), a partir do
historico clinico e confirmacdo sorolégica pelo ELISA, estimaram a infeccdo por toxocariase em
criangas, no qual 94,2% das pessoas com infeccdo h&d mais de seis meses apresentaram valores
elevados de avidez IgG, enquanto nas infecgdes recentes, 25,9% apresentaram baixos indices de
avidez.

Esses dados mostram que em infeccdo experimental, o desafio pode induzir um alto estimulo
antigénico na fase aguda. Em vacas infectadas experimentalmente por Neospora caninum, a avidez foi
alta durante o curso inicial da infeccdo, sendo que 15 dasl16 vacas apresentaram baixa avidez aos 42
DPI e nenhum animal atingiu alta avidez até 63 DPI (BJORKMAN et al., 2005).

Fenoy et al. (2008) observaram, experimentalmente, que um aumento no IA (em torno de
50%) foi detectado 40 a 60 DPI em camundongos BALB/c infectados com uma Unica dose contendo
6, 12, 50 100, 200 ou 1000 ovos, ou contendo 200 e 1000 ovos em doses multiplas. Segundo os
autores, baixas doses infectantes poderiam induzir a cronicidade da resposta humoral.

Em nosso estudo foi possivel acompanhar a avidez de anticorpos em diferentes momentos, a
partir de um modelo experimental em coelhos. No caso de murinos, entretanto, ndo é possivel avaliar a
resposta humoral nos mesmos animais em momentos distintos de infecgdo, uma vez que a eutanasia é
necessaria para coleta de amostras. Dessa forma, outros experimentos sdo necessarios para avaliar a
resposta humoral e a avidez de anticorpos em coelhos submetidos a diferentes protocolos de infeccéo.

No nosso estudo, observou-se que a partir da soroconversdo aos 14 DPI, com excec¢do de um
animal, todos apresentaram alta avidez. Apesar da média do IR ter sido crescente entre 0s momentos,
assim como na soroconversao, variando de 65,1 a 74,1% antes da lactacdo e 97,4% pods-lactacdo, foi
possivel perceber que alguns animais apresentaram avidez transitéria entre 0s momentos. Entretanto,

todos foram classificados como alta avidez.
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Foi observado, segundo modelo de regressdo linear proposto, que 76,8% (R°=0,768) da
variabilidade observada na avidez pode ser explicada pelo indice de sororeatividade no teste de
ELISA. Desta forma, o modelo proposto apresentou bom ajustamento aos dados.

A transmisséo vertical de Toxocara spp. tem sido verificada em estudos experimentais com
murinos, tanto pela via transplacentaria (AVILA et al., 2009; MOURA et al., 2011), quanto pela via
lactogénica (REITEROVA; TOMASOVICOVA; DUBINSKY, 2003; JIN; AKAO; OHTA, 2008;
DIAS, 2011). No nosso estudo foi possivel avaliar a presenca de anticorpos nos filhotes de seis
coelhas infectadas. Verificou-se que todos os animais foram sororreagentes e apresentaram alto indice
de avidez. Entretanto, tanto o IR quanto o 1A das fémeas foi significativamente maior que da sua
progénie. Esses resultados mostram a transmissdo vertical de larvas e que a correlacdo negativa entre
os valores da IR das coelhas e de seus filhotes sugere a possibilidade de protecdo passiva pela

transferéncia de anticorpos maternais.
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Tabela 1 - indice de reatividade (IR) e indice de avidez (IA%) de 1gG detectadas pelo ELISA, em

coelhas infectadas experimentalmente com Toxocara canis, em diversos momentos pds-infec¢do

(DPI), antes e pos-lactacdo. Presidente Prudente, 2013.

Pré-Lactacao

Pos-lactacdo

Grupo/Dias 0 7 14 21 28 60
Infectado IR 1A IR IA IR 1A IR 1A IR 1A IR 1A
1 0250 NC 0,127 NC 0,851 NC 2165 525 3323 630 4,712 964
2 0,685 NC 0,111 NC 0244 NC 0278 NO 1,383 554 4587 96,6
3 0,159 NC 0,123 NC 0756 NC 1171 512 1573 NO 4,886 975
4 0485 NC 0,196 NC 0880 NC 3592 699 4101 725 5106 97,9
5 0082 NC 0,142 NC 0171 NC 0111 NO 0282 NO 4457 96,2
6 0,575 NC 0,858 NC 0959 NC 1,209 766 1,715 788 5095 984
7 0,300 NC 0,361 NC 1,013 582 2652 813 3715 730 NO NC
8 0,068 NC 0,089 NC 1,089 466 3,396 70,7 3,927 909 NO NC
9 0,098 NC 0,158 NC 4278 86,6 4,472 926 4,494 90,2 4,824 957
10 0,045 NC 0,098 NC 0579 NC 2190 61,9 3506 741 NO NC
11 0498 NC 0,196 NC 2497 582 4,063 510 4592 693 5315 999
12 NO NC 0367 NC 3889 758 NO NC 4639 NC 5074 986
Medias 030 - 024 - 1064 651 2264 6752 3081 7413 4895 975
Controle

1 NO NC 0377 NC 0339 NC 0286 NC 0397 NC 0313 NC
2 04760 NC 0271 NC 0231 NC 0240 NC 0228 NC 0235 NC
3 06062 NC 0,728 NC 0553 NC 0271 NC 0265 NC 0412 NC
4 0,1541 NC 0,086 NC 0057 NC 0062 NC 0089 NC 0059 NC
5 0,575 NC 0,116 NC 0,135 NC 0045 NC 0082 NC 0,09 NC
Meédias 0348 - 0316 - 0263 - 0181 - 0212 - 0222 -
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Tabela 2 - Estimativa de coeficientes de correcdo de Pearson (r), por ponto e intervalo de confianca de
95% (1C95%), entre o indice de reatividade (IR) e o indice de avidez (IA; %) de IgG detectadas pelo
ELISA, em coelhas infectadas experimentalmente com Toxocara canis, em diversos momentos pos-

infeccdo (dpi), e nos periodos pré-lactacdo e pds-lactagdo. Presidente Prudente, 2013.

Momentos pés-infecgdo r IC 95% p

Pré-lactacéo

(IR X 1A) 21 dias 0.3567 -0.64 -0.91 0.4876
(IR X 1A) 28 dias 0.4597 -0.56 - 0.93 0.3590
Pos-lactacéo

(IR X 1A) 60 dias 0.8765 0.36-0.98 0.0096*

*p <0,005
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Figura 2 — Indice de Avidez (IA) (%) e de Reatividade (IR) para anticorpos (IgG) detectados pelo

ELISA, em coelhas infectadas experimentalmente com Toxocara canis, em diversos momentos pos-

infeccdo (DPI), e nos periodos pré-lactacdo e pos-lactacdo (60 DPI).
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Figura 3. Classificacdo do indice de Avidez (%) de lgG anti-Toxocara canis em coelhas infectadas
experimentalmente, detectados pelo ELISA, em diversos momentos poés-infeccdo (DPI), e nos
periodos pré-lactagdo e pds-lactacdo (60 DPI). Classificacdo do IA: menor que 30: predominio de
baixa avidez; maior ou igual a 30 e menor que 50: predominio de média avidez; igual ou maior que

50: predominio de alta avidez.



44

100+

994

98 4

27 -

Indice de Avidez (LA %)

96

95 T T T I 1
4.4 4.6 43 5.0 52 5.4

* TA )

Linear y=73,25+4 8%z R<=0768

Figura 4. Correlacdo entre o Indice de Avidez (IA%) de lgG anti-Toxocara canis em coelhas

infectadas experimentalmente, detectados pelo ELISA, um dia pds-lactacdo (60 dias pos-infeccao).
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