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RESUMO

Grupos de seis camundongos Swiss albinos, de 30 dias de idade, fémeas, foram inoculados
com 20 cistos teciduais das cepas ME49 (geno6tipo II): G1 e G2 e M7741 (genotipo 11I): G3 e
G4, vias oral (G1 e G3) e subcutanea (G2 ¢ G4), e ndo inoculado (G5). Os animais foram
observados diariamente para verificacdo de alteracdes clinicas, e submetidos a eutandsia aos
60 dias pos-inoculagdao. Foram pesados o figado, bago, rins, pulmdes, coracdo e cérebro, que
foram macerados para contagem de cistos. Amostras de sangue foram coletadas a cada 15
dias e o soro submetido ao método de aglutinagdo direta (MAD) para detec¢do de anticorpos
anti-Toxoplasma gondii. Houve diferenca expressiva no peso dos orgdos dos animais
infectados em relagdo ao grupo controle, principalmente quando considerada a via de infecg¢ao
oral, independente da cepa inoculada. A cepa M7741 nao formou cistos cerebrais visiveis a
microscopia Optica, enquanto que para a cepa ME49 houve maior nimero de cistos na
infec¢do oral, em comparagdo com a via subcutdnea. Nenhum soro de camundongos do grupo
controle, e todos os outros de animais dos grupos experimentais, apresentaram anticorpos
anti-Toxoplasma, demonstrando a sensibilidade e especificidade do MAD para esta espécie.
Apesar das curvas de anticorpos dos quatro grupos inoculados diferirem, em geral houve
detec¢do de anticorpos a partir de 14 dias apos a inoculacdo (DPI), pico aos 28 ou 42 DPI e
queda ou manuten¢ao do titulo de anticorpos aos 56 DPI.

Palavras-chave: Toxoplasma; camundongo; infec¢do experimental; cistogénese; cinética de
anticorpos; peso de 6rgaos.
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COMPARISON OF TISSUE CYSTS FORMATION, ORGAN WEIGHT GAIN AND
KINETICS OF ANTIBODIES IN SWISS MICE INFECTED WITH Toxoplasma gondii

ABSTRACT

Groups of six Swiss albino mice, 30 days of age, females, were inoculated with 20 tissue
cysts of strains ME49 (genotype II): G1 and G2 and M7741 (genotype III): G3 and G4), by
oral (G1 and G3) or subcutaneous (G2 and G4) routes, and not inoculated (G5). Animals were
observed daily for clinical changes and were killed 60 days after inoculation. The liver,
spleen, kidneys, lungs, heart and brain were weighted, and the brain was macerated for cyst
counting. Blood samples were collected every 15 days and serum samples were submitted to
modified agglutination test (MAT) for the detection of anti-Toxoplasma gondii antibodies.
There was a significant difference in the weight of the organs of infected animals when
compared with the control group, mainly for the oral inoculation, no matter the strain used.
Strain M7741 did not produce cysts visible in light microscopy, whereas strain ME49 showed
a greater number of cysts in oral infection compared with the subcutaneous infection. No
serum sample of the control group and all serum samples of the experimental groups showed
antibodies anti-Toxoplasma, demonstrating the sensitivity and specificity of MAT for this
species. Although antibody profiles of the four groups inoculated were different, antibody
detection generally occurred starting 14 days post-inoculation (DPI), peaked at 28 or 42 DPI
and antibody titers dropped or were maintained at 56 DPI.

Key-words: Toxoplasma; mouse; experimental infection; cistogenesis; antibodie kinetics;
organ weight.

COMPARACION DE LA FORMACION DE QUISTES, PESO DE LOS ORGANOS Y
DE LA CINETICA DE ANTICUERPOS EN RATONES SWISS INFECTADOS CON
Toxoplasma gondii

RESUMEN

Grupos de seis ratones Swiss albinos, de 30 dias de edad, hembras, fueran inoculados con 20
quistes tejiduales de las cepas ME49 (genotipo II): G1 e G2 y M7741 (genotipo III): G3 e G4,
por las vias oral (G1 e G3) o subcutdnea (G2 e G4), y no inoculado (G5). Los animales fueran
observados diariamente para verificacion de alteraciones clinicas, e sometidos a eutanasia a
los 60 dias después de la inoculacion. Fueran pesados el higado, bajo, rifiones, pulmones,
corazon y cerebro, que fue macerado para contaje de quistes. Muestras de sangre fueran
colectadas a cada 15 dias e el suero sometido al método de aglutinacién directa (MAD) para
deteccion de anticuerpos anti-Toxoplasma gondii. Hubo diferencia expresiva en el peso de los
organos de los animales infectados en relacion a el grupo controle, principalmente cuando
considerada la via de infeccion oral, independiente de la cepa inoculada. La cepa M7741 no
formo quistes cerebrales visibles a microscopia Optica, y para la cepa ME49 hubo mayor
numero de quistes en la infeccion oral en comparacion con la via subcutdnea. Ninguno suero
de ratones del grupo controle, y todos los soros de animales de los grupos experimentales,
presentaran anticuerpos anti-7oxoplasma, demostrando la sensibilidad y especificidad del
MAD para esta especie. Mientras las curvas de anticuerpos de los cuatro grupos inoculados
diferiré, en general hubo deteccion de anticuerpos a partir de los 14 dias pos la inoculacién
(DPI), pico a los 28 0 42 DPI y queda o manutencion del titulo de anticuerpos a los 56 DPI.

Palabras-clave: Toxoplasma; raton; infeccion experimental; cistogénese; cinética de
anticuerpos; peso de los o6rganos.
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INTRODUCAO

A toxoplasmose ¢ uma das zoonoses parasitdrias mais comuns, causando também
perdas econOmicas significativas a pecuaria. Modelos experimentais de toxoplasmose tém
sido desenvolvidos em animais de laboratorio para estudar variados aspectos desta
enfermidade. Como observado em outras doengas parasitarias, a patologia da infeccao pelo 7.
gondii resulta da interagdo entre fatores parasitarios e do hospedeiro. Isto reforca as
dificuldades em comparar os dados, algumas vezes discordantes, obtidos por diferentes
instituicdes, uma vez que geralmente os modelos experimentais variam em muitos aspectos: a
linhagem do animal, a via de infeccdo, a cepa de T.gondii utilizada, as condi¢des de
manuten¢do e o numero de passagens do parasita (1).

Apbs a ingestdo pelos camundongos de cistos teciduais ou bradizoitos, estes penetram
nos enterocitos, invadindo varios tipos celulares na 1amina propria, e dividem-se ja no estagio
de taquizoitos as 18 horas poés-infeccdo. Os parasitas disseminam-se aos Orgaos
extraintestinais, com a parasitemia ocorrendo das 24 a 48 horas ap0s a infec¢do. A bioprova e
o exame histopatologico demonstram que cistos teciduais formam-se aos seis dias apos a
infec¢ao no cérebro e outros tecidos (2, 3).

Este estudo investigou a formagdo de cistos teciduais cerebrais em camundongos, a
partir da inoculacdo de cistos teciduais de cepas geneticamente distintas, por duas vias de
inoculacdo, verificando também a alteragdo no peso dos orgdos e a cinética de anticorpos
séricos.

MATERIAL E METODOS
Delineamento experimental

Foi realizado um estudo experimental aleatorizado, em que grupos de seis
camundongos albinos da linhagem Swiss Webster, foram infectados com duas cepas
geneticamente distintas de Toxoplasma gondii, por duas vias de inoculag@o. Este animais
foram acompanhados durante aproximadamente dois meses, avaliando-se a produgdo de
anticorpos séricos pelo método de aglutinagdo direta — MAD, em dilui¢des sucessivas na
razdo dois, de 1:10 até 1:51.200 (4), os efeitos da infeccdo sobre o peso dos o6rgdos dos
animais e a formagao de cistos teciduais cerebrais. O protocolo desta pesquisa foi submetido e
aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacio da Universidade Paranaense.

Cepas de Toxoplasma gondii

Foram utilizadas as cepas ME49 (genotipo 1) e M7741 (gendtipo I1I) de Toxoplasma
gondii, no estadgio de cisto tecidual, cedidas pelo Laboratorio de Medicina Veterinaria
Preventiva e Saude Publica da Universidade Paranaense — UNIPAR, Campus Sede. Os cistos
teciduais foram obtidos a partir de macerado de cérebros de camundongos previamente
inoculados com cistos teciduais via oral, de manuten¢do permanente na UNIPAR, segundo o
protocolo de Dubey; Beattie (5).

Inoculacio, manutencgio e observacao das unidades experimentais
Os grupo G1 e G2 receberam 20 cistos teciduais de Toxoplasma da cepa MEA49, vias

oral e subcutanea, respectivamente. Os grupos G3 e G4 receberam 20 cistos teciduais da cepa
M7741, pelas mesmas vias. O grupo G5 ndo foi inoculado, permanecendo como controle. Os
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camundongos dos grupos G3 e G4 receberam tratamento com solucao de sulfadiazina pela
agua de bebida a partir do quarto dia apds inoculagdo até o décimo quinto, para inducdo da
formagdo de cistos teciduais (6). Apds a inoculacdo os camundongos foram mantidos na sala
de manuten¢do do Laboratério de Farmacologia, UNIPAR, Campus Umuarama — Sede, com
controle de temperatura e ventilagao, fotoperiodo de 12/12 horas, agua e racao ad libitum, por
dois meses. A observacao dos animais ¢ a coleta de dados foram realizadas uma vez ao dia,
sendo anotados quaisquer sinais de alteragdo comportamental ou clinica.

Coleta de amostras

Foram realizadas cinco coletas de amostras de sangue dos animais com intervalo de 14
dias, pela puncdo do plexo retroorbitdrio. A seguir eram centrifugadas, e o soro obtido
recolhido em microtubos plasticos de 0,5 mL, e congelados a -20°C até a execug¢do do MAD.
Ao final de dois meses os animais foram anestesiados e submetidos a eutanisia por
deslocamento cranio-cervical, pesados, ¢ fixados em decubito dorsal, para procedimento das
aberturas peritoneal, toracica e craniana. Foram coletados o bago, figado, rins, coracdo,
pulmdes e cérebro, que foram pesados. Para a evidenciagdo da formagao de cistos teciduais, o
cérebro de cada camundongo foi macerado com 0,5 mL de solugdo salina, e 25ul da
suspencdo de tecido foi examinada por microscopia Optica entre ldmina e laminula para
contagem dos cistos teciduais.

Analise dos resultados

O peso final dos animais foi expresso como média + erro-padrdo da média e
comparado entre os grupos pela andlise de varidncia para experimento inteiramente
aleatorizado (ANOVA-EIA). O peso dos o6rgdos foi dividido pelo peso dos camundongos,
obtendo-se entdo os indices organo-somaticos, e expressos como média + erro-padrio da
média e comparado entre os grupos (ANOVA-EIA), sendo a titulagdo de anticorpos
transformada em logaritmo. O ntimero de cistos teciduais cerebrais foi comparado entre os
grupos pelo método de Mann-Whitney. Em todas as analises considerou-se um nivel de
significancia de 5% (7).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Verificou-se que nao houve formagdo, nos grupos G3 e¢ G4, inoculados com a cepa
M7741 (tipo III), de cistos cerebrais detectaveis ao exame pela microscopia Optica. Uma
hipdtese para a ndo formacgao de cistos cerebrais nestes grupos ¢ de que a dose de sulfadiazina
utilizada para o tratamento tenha inibido a cistogénese no cérebro. Segundo Freire (8), a
administracdo na agua de 150 mg/L de sulfadiazina a partir do quarto dia pos infecgao ¢
eficaz para controlar a fase aguda pela cepa M7741 e induzir a cistogénese. Denota-se, entdo,
a necessidade de se testar outras doses da droga para verificar a formacao de cistos teciduais
nesta cepa.

Na contagem de cistos teciduais no cérebro de camundongos inoculados com a cepa
ME49 (tipo II) de Toxoplasma gondii, pela via oral (G1) obteve uma produgdo mediana de
600 cistos cerebrais, enquanto que a subcutanea (G2) mediana de 140 cistos cerebrais. Pela
Figura 1, observa-se que entre 25% e 75% dos camundongos de G1 apresentaram contagem
entre 240 a 640 cistos, enquanto que o mesmo percentual de G2 contagem de 60 a 190 cistos
cerebrais (p<0,05). Dubey (3) comparando as vias oral e subcutanea na formagdo de cistos
cerebrais da cepa ME49, a mesma utilizada neste experimento, obteve maior produgdo de
cistos cerebrais nos camundongos inoculados pela via oral, com inéculos de 1 a 10°
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bradizoitos livres. A média variou de 566 a 1340 cistos, naqueles inoculados com 10* a 10°
parasitos, enquanto que com as mesmas concentragdes, via subcutanea, 340 a 740.
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Figura 1. Estatisticas descritivas da contagem de cistos teciduais em cérebro de camundongos
inoculados com 20 cistos teciduais de uma cepa tipo Il de Toxoplasma gondii, vias
oral (G1) ou subcutanea (G2). Umuarama, 2007.

A Figura 2 apresenta a média + erro-padrao do peso dos animais aos 60 dias apos a
inocula¢do. Comparando o grupo G1 que recebeu a cepa ME49, via oral, e o grupo controle,
pode-se observar uma queda no peso dos animais durante o periodo de experimento. Apesar
das médias dos demais grupos inoculados terem sido menores que a do grupo controle, estas
diferencas ndo foram significativas (p>0,05). Arsenijevic et al. (9) verificaram que
camundongos Swiss Webster inoculados com a cepa ME49 apresentaram, nos primeiros 14
dias da fase aguda, aumento de metabolismo e perda de peso. Na avaliagdo da fase cronica, os
camundongos apresentaram recuperagdo parcial de peso ou o mantiveram. Aparentemente, o
aumento da atividade metabodlica estd associado com a elevagdo da oxidacado lipidica, que ¢
dependente da producdo de INF-y. Resultados semelhantes foram obtidos por Picard et al.
(10), ao inocularem dez cistos da cepa ME49, pela via intraperitoneal, em camundongos
Swiss Webster. Constataram uma perda de peso inicial de 27 a 30% em todos os
camundongos e, at¢ o 28° dia de observagdo, cerca da metade dos animais recuperaram
aproximadamente 62% do peso, enquanto que o restante mantiveram-se em queda.

Na Figura 3 verifica-se os indices de massa de cada 6rgdo. Independente da cepa e da
via de inoculagdo utilizadas, todos os o6rgdos examinados tiveram aumento de massa em
relagdo o grupo controle.
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Figura 2. M¢édia + erro-padrdo do peso aos 60 dias de camundongos inoculados com 20
cistos teciduais de uma cepa tipo II (Gl e G2) ou tipo III (G3 e G4) de
Toxoplasma gondii, vias oral (Gl e G3) ou subcutanea (G2 e G4), ou nao
inoculados (G5). Umuarama, 2007.

Comparando o indice de massa das duas cepas, observou-se que na ME49 o aumento,
em geral, foi maior que os indices dos grupos inoculados com a M7741. Contudo, ¢
importante ressaltar que os animais deste grupo receberam tratamento com sulfadiazina,
podendo haver influéncia deste quimioterapico nas diferengas encontradas. Aliado a genética
do parasito, a resposta individual as agressdes causadas pelo parasito, como a intensidade da
resposta inflamatoria e a intensidade da resposta imunoldgica podem ter influenciado no
aumento da massa dos 6rgdos avaliados.

Quanto as vias em estudo, os animais inoculados via oral apresentaram peso dos
orgaos, maior do que aqueles via subcutdnea. Uma possivel explicacdo para este fato estd na
diferenga das populacdes de células macrofagicas encontradas no tecido intestinal em
comparagdo com a pele e subcutdneo. Uma maior populagdo de células dendriticas no tecido
subcutdneo poderia atuar como barreira a proliferacdo inicial do parasito, diminuindo o
impacto sobre os orgaos afetados (11).

Sumyuen et al. (12) investigaram os estagios iniciais da infec¢do de camundongos
com a cepa C de T. gondii, considerada avirulenta para este modelo. Os autores inocularam os
camundongos via oral, com 20 cistos do parasito, fazendo a quantificagdo do mesmo no
sangue, baco, placas de Peyer, figado, pulmdes e cérebro dos animais das12 horas aos 72 dias
apos a infec¢do (DPI). Nenhuma altera¢do foi encontrada nos 6rgdos entre o dia 0 e o dia 3,
quando entdo o bago e as placas de Peyer aumentaram de tamanho, entretanto com gradual
retorno ao normal, no decorrer do experimento. Os pulmdes permaneceram normais até dez
DPI, quando entdo rapidamente aumentaram, e aos 14 dias apresentavam-se congestos e
edematosos. Ao contrdrio, o exame do cérebro e do figado ndo demonstrou alteragdes
macroscopicas expressivas. Ressalta-se que, para os grupos G1 e G2, inoculados com uma
cepa tida como pouco virulenta para camundongos, o aumento de peso do figado e de bago foi
significativo em relacdo aquele observado no grupo controle. Assim, a reac¢do inflamatéria a
presenca do parasito, mesmo em sua fase cronica, pode ter influenciado positivamente para o
aumento de massa dos 6rgdos avaliados.
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Figura 3. M¢édia + erro-padrao dos indices hepatico (A), esplénico (B), renal (C), pulmonar
(D), cerebral (E) e cardiaco (F) de camundongos inoculados com 20 cistos
teciduais de uma cepa tipo II (G1 e G2) ou tipo III (G3 e G4) de Toxoplasma
gondii, vias oral (G1 e G3) ou subcutanea (G2 ¢ G4), ou ndo inoculados (GY).
Umuarama, 2007.

De acordo com a Figura 4 pode-se observar que a média dos titulos de anticorpos
séricos dos animais inoculados com a cepa M349 (G1 e G2), foram maiores com relagdo aos
animais inoculados com a cepa M7741 (G3 e G4). Nenhum camundongo do Grupo GS5,
controle, apresentou reagdes positivas ao exame de deteccdo de anticorpos séricos. Os
resultados obtidos no grupo G2 (SC) sdo semelhantes aos encontrados no trabalho de
Handman e Remington (13), que utilizaram a mesma via e a cepa C37, de viruléncia
semelhante a ME49.
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Figura 4. M¢édia dos titulos de anticorpos séricos (log do titulo) de camundongos inoculados
com 20 cistos teciduais de uma cepa tipo II (G1 e G2) ou tipo III (G3 e G4) de
Toxoplasma gondii, vias oral (G1 e G3) ou subcutanea (G2 e G4), de acordo com
os periodos apds a infecgcdo (DPI). Umuarama, 2007.

Os titulos de anticorpos foram mais elevados nos grupos G1 e G3, inoculados via oral,
que nos inoculados via sub-cutanea. Uma possivel multiplicagdo maior de parasitos, quando
inoculados via oral, pode ser uma explicagcdo para este comportamento, ja observado em ratos
infectados com diferentes concentragdes de bradizoitos da cepa ME49 (14). Com relagdo a
cepa M7741, nossos resultados sdo similares aos de Dubey e Frenkel (15).

CONCLUSOES

e A infeccdo pelo parasito determinou alteragdes nos Orgdos, principalmente na
inoculacdo oral, sendo também, mais eficiente na producdo de cistos cerebrais da
cepa genotipo II;

e Camundongos inoculados com uma cepa genétipo I e ndo tratados, apresentaram
titulos de anticorpos mais elevados que aqueles inoculados com o gendtipo III e
tratados com sulfadiazina.
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