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RESUMO

A toxoplasmose € uma protozoonose
causada pelo Toxoplasma gondii, de distribuicdo mundial e que acomete todos
0s animais homeotérmicos, incluindo o homem. Apresenta desde quadros
assintomaticos a manifestacdes sistémicas graves. Nos seres humanos a
infeccdo  atinge com maior gravidade principalmente individuos
imunocomprometidos e gestantes, sendo que a primoinfeccdo, pode levar a
Obitos, abortamentos, natimortos além de lesdes severas do sistema nervoso
central.

Técnicas sorolégicas precisas de
facil aplicacdo a campo e de menores custos, podem auxiliar na promocao de
medidas de prevencdo e controle, mas para isso € importante garantir a
producdo de antigenos em quantidade e de qualidade, a fim de atender as
necessidades do método empregado, para garantir a sua padronizacao.

A producgéo in vitro de taquizoitos de
T.gondii usando células de sarcoma murino TG180 em histoculturas, mostra-se
uma alternativa viavel para a producdao de antigeno de T. gondii, em
quantidade e qualidade para uso no diagnéstico dessa infeccao utilizando-se o
Método de Aglutinacao Direta, o que pode permitir sua difusdo como um teste
rapido a campo, possibilitando a sua utilizagao por profissionais autbnomos ou
unidades de saude, podendo-se assim agilizar com uma maior rapidez as

acoes de prevencao dessa zoonose.



ABSTRACT

Toxoplasmosis is one protozoonosis
caused by Toxoplasma gondii, of world-wide distribution and that acomete to all
the animals, including the man. It presents since without symptoms until serious

clinical manifestations.

In the human beings the infection
reaches with bigger gravity immunocompromised patients individuals mainly
and pregnant woman, being that the primary infecction, it can take the deaths,

abortions, stillborn beyond severe injuries of the central nervous system.

Serologicals techniques of easy
application in the field and of lesser costs, can assist in the promotion of
measures of prevention and control, but for this it is important to guarantee the
production of antigens in amount and quality, in order to take care of the
necessities of the employed method to guarantee its standardization. The
production in vitro of taquizoitos of T.gondii using cells of sarcom murine TG180
in histoculture, reveals to a viable alternative for the antigen production of T.
gondii, in amount and quality for use in the diagnosis of this infection by the
Direct Agglutination Test, what it can allow its diffusion as a fast test in the field,
allowing its use for independent professionals or units of health, and thus

allowing to a bigger rapidity in the actions of prevention of this zoonose.



1 — INTRODUCAO

A toxoplasmose € uma protozoonose
causada pelo Toxoplasma gondii, de distribuicdo mundial e que acomete todos
0s animais homeotérmicos, incluindo o homem. Apresenta desde quadros
assintomaticos a manifestacdes sistémicas graves. No homem a infecgéao
atinge com maior gravidade e repercussao individuos imunocomprometidos e
mulheres gravidas, na primoinfec¢do, podendo levar a ébitos, abortamentos,
natimortos e mesmo lesbes severas do sistema nervoso central (SNC). Deve-
se levar em conta também os custos relacionados a doenca, como os gastos
com medicamentos, e a necessidade de acompanhamento médico durante o
curso da doenca, além das graves seqlielas na infecgao transplacentaria.

A producdo de antigenos em
guantidade e de qualidade, que atenda as necessidades do método empregado
€ importante para a padronizacao e difusdo de uma técnica sorolégica como o
Método de Aglutinagdo Direta (MAD). O método de aglutinagédo direta (MAD)
baseia-se na reagdo antigeno-anticorpo, usando como antigeno o préprio
parasita, no estagio de taquizoito. Uma vantagem da MAD é a possibilidade do
tratamento do soro com 2- mercapoetanol, o que diminui a inespecificidade da
prova.

A produgéo in vitro de taquizoitos de
T.gondii usando células de sarcoma murino da linhagem TG180 ja tem sido
empregada para a avaliagdo de medicamentos contra o parasita e para
estudos sobre o seu desenvolvimento, assim pretende-se adaptar as células de
sarcoma TG180 em histocultura, para posterior producao de antigeno de T.
gondii, em quantidade e qualidade para uso no MAD.

O Método de Aglutinagdo Direta
(MAD) é rapido, de baixo custo e ndo necessita de equipamentos sofisticados
para sua realizacao e leitura, ampliando o seu uso por médicos veterinarios
autdbnomos e outros profissionais da area, tornando-se instrumento Gtil na
avaliacao epidemiolégica de rebanhos e aplicacao de medidas de prevencao e

controle da doenca.



Por outro lado, o cultivo celular para
producdo de antigeno dispensa a necessidade de utilizacdo de animais de
laboratério, permitindo a producao continua de antigeno de qualidade e a baixo
custo, sem contar ainda a relevancia da nao utilizacao de conjugado espécie-
especifico como na RIFI, que além de dificultar encarece a prova.

Assim buscou-se a padronizagdo da
producdo em histocultura de células de sarcoma murino TG180 a fim de
assegurar a producdo de Toxoplasma gondii para uso em diagndstico

laboratorial da toxoplasmose.
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2 - REVISAO DE LITERATURA

A toxoplasmose é uma zoonose de
distribuicdo mundial, causada por um protozoario, o Toxoplasma gondii,
pertencente ao filo Apicomplexa, subclasse Coccidia. Acomete todas as
espécies animais, causando desde uma infecgdo assintomatica a quadros
sistémicos extremamente graves (CARRUTHERS; 1999).

O T. gondii foi descrito pela primeira
vez em 1908 por Nicolle e Manceaux no norte da Africa sendo isolado de um
roedor denominado Gondi (Ctenodactylus gondii) e, ao mesmo tempo mas
independentemente, por Splendore no Brasil, isolando-o de um coelho. A
denominagcdo Toxoplasma gondii origina-se dos vocabulos gregos taxon que
significa “arco”, e plasma que significa “forma”, uma referéncia a aparéncia de
“quarto crescente” ou “meia-lua” caracteristica de um dos seus estagios de
desenvolvimento; e gondii em referéncia ao roedor de onde se isolou o0 parasita
(BLACK & BOOTHROQYS; 2000). O Toxoplasma gondii é o Unico representante
conhecido do género.

Durante seu desenvolvimento o T.
gondii apresenta trés estagios principais, os taquizoitos (do grego taqui =
rapido), presentes na infeccdo aguda e com rapida proliferagdo e disseminacao
pelo hospedeiro devido as sucessivas multiplicagdes no vacuolo parasitéforo.
Apresentam forma de “quarto crescente”, medindo em torno de 2 x 6 um; os
bradizoitos (do grego bradi = lento), formas de resisténcia encontradas
principalmente nos tecidos musculares e no sistema nervoso central (SNC),
sob a forma de cistos tissulares, sao frequientes na infeccao crbnica ou latente;
e 0s oocistos, encontrados no intestino de felideos como resultado da fase
sexual do parasita e eliminados junto com as fezes. Cada oocisto mede em
torno de 10 x 13 um e possui em seu interior dois esporocistos, com quatro
esporozoitos; e assim como os bradizoitos, podem causar infeccdo por meio da
sua ingestao.

O parasita possui ciclo heteroxeno
sendo os felideos o0s hospedeiros definitivos e o0s demais animais
homeotérmicos, os hospedeiros intermediarios. Os felideos de modo geral, e o

gato particularmente, possuem importante papel na epidemiologia da



toxoplasmose, uma vez que eliminam centenas de milhares de oocistos pelas
fezes durante a primoinfeccéo. A eliminacédo dos oocistos pelos felideos, varia
de acordo com a forma infectante do parasita , e pode ocorrer de trés a dez
dias apds a ingestao de bradizoitos, e ao redor de 18 dias ap6s a ingestao de
oocistos esporulados, e de 13 dias ap6s ingestdao de taquizoitos (DUBEY,
1998).

A infeccéo pelo T. gondii pode se dar
por trés formas principais: a) por meio da ingestdo de oocistos presentes no
solo e areia (locais onde gatos ou outros felinos defecam), podendo ser
disseminados por vetores mecanicos bem como carreados pela agua, b) pela
ingestdo de carne crua ou mal-cozida contendo cistos (bradizoitos) de
toxoplasma, e c) pela infeccdo transplacentaria. Essa Ultima, embora
represente em seres humanos apenas 1% das infeccdes pelo toxoplasma, 40%
dos fetos infectados sdo de mulheres que se infectaram durante a gravidez
(VERONESI & FOCACCIA, 1999).

Durante o desenvolvimento do
parasita pode-se distinguir dois ciclos principais, o ciclo enteroepitelial, nos
hospedeiros definitivos e um extraintestinal nos hospedeiros intermediérios. O
ciclo enteroepitelial ocorre no intestino de felideos, passando o parasita por
cinco formas diferentes reprodutivas assexuadas e uma de gametogonia que
termina com a producao de oocistos. O ciclo extraintestinal ocorre quando o
hospedeiro intermediario ingere o0 oocisto esporulado ou carne e outros tecidos
animais com cistos contendo bradizoitos. Na Iamina prépria do intestino os
bradizoitos transformam-se em taquizoitos que proliferam com rapidez e sao
levados pelos vasos linfaticos e circulacdo venosa aos pulmdes onde se
disseminam pelo organismo pela circulacao arterial. Podem se propagar
também, de uma célula a outra sendo disseminados por macréfagos, linfocitos
e granuldcitos, além de circularem como formas livres.

Por ser um parasita intracelular
obrigatério as formas livres desaparecem em pouco tempo e os taquizoitos
somente se encontram em células nucleadas, onde se desenvolvem com
rapidez até destrui-las. Os taquizoitos podem invadir todas as células
nucleadas de qualquer tecido, mas parasitam preferencialmente o sistema

muscular e nervoso.
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As cepas de T. gondii diferem em
seu poder de invasdo e taxa de multiplicagcdo e, por conseguinte em sua
viruléncia; variam também em sua patogenicidade havendo cepas que sao
virulentas para uma espécie animal e nao para outras (DUBEY; 1997).

Como os danos causados ao
hospedeiro pelo parasita ocorrem na fase aguda da primoinfecgéo ou durante a
recidiva de uma infeccao anterior, € de extrema importancia a diferenciacao
entre a doencga aguda e a crbnica (VILLAVEDRA et al; 2001).

A resposta imune do hospedeiro
resulta ndo somente na morte dos taquizoitos mas também no aparecimento
de formas de resisténcia do parasita, originando o estagio de encistamento
(bradizoito) nos tecidos do hospedeiro, principalmente nos tecido muscular e
no SNC (ALEXANDER et al; 1997). Os cistos podem ser observados uma ou
duas semanas apos a infecgéao.

Os cistos teciduais sa@o resistentes
aos fatores ambientais e persistem no organismo durante anos ou por toda a
vida do hospedeiro. O ciclo se reinicia quando outro hospedeiro intermediario
ou definitivo ingere carne ou tecidos animais contendo cistos, sendo essa uma
das formas de infeccao mais comuns. Na espécie humana o significado dessa
via como forma de infeccdo pode ser maior ou menor em decorréncia dos
habitos culturais e alimentares de uma determinada populacdo. Surtos de
toxoplasmose aguda em humanos em varias regides do mundo demonstram
que as fontes de infeccdo variam enormemente em diferentes populacoes
humanas, com diferencas culturais e alimentares.

Dentre as espécies animais, o0
rebanho suino constitui talvez a mais importante fonte de infecgdo para o
homem, sendo talvez a mais comum. A prevaléncia de T. gondii em suinos
varia mundialmente, mas estimativas dos Estados Unidos sugerem uma
variacao de 3-20% dependendo da fase de criacao do animal (GAMBLE et al;
1999).

Em ovelhas constitui a infeccao mais
prevalente sendo grande parte dos animais assintomaticos. Em animais nao
imunes a infeccdo pode chegar ao feto ocasionando abortos, natimortos,
nascimento de animais fracos e cordeiros infectados (MARCA et al; 1996). O T.
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gondii € uma das principais causas infecciosas de falhas reprodutivas em
ovelhas da Austrdlia, Nova Zelandia, Gra-Bretanha, Estados Unidos e em
outros paises (FREYRE et al;1997).

DUBEY et al (1999) em estudos
conduzidos em soros de equinos abatidos na América do Norte, para uso na
alimentacao encontraram 6,93% de positividade em, 1788 animais, revelando a
importancia desta espécie na cadeia de transmissdo da toxoplasmose ao
homem, a partir da ingestao de produtos carneos.

Os primeiros relatos da doenca em
seres humanos foram feitos nas décadas de 1920 e 1930. Em 1923, JANKU
observou o agente no olho de uma crianca na Tchecoslovaquia. TORRES em
1927, descreveu-o como causa de meningoencefalite congénita, miocardite e
miosite. Em ambos os trabalhos foram descritos como Encephalitozoon, um
protozoario de dificil distincdo do T. gondii sem coloracdes especiais. Em 1937,
WOLF & COWAN, relataram a doenca em varias criangas e demonstraram a
transmissao transplacentaria, além de isolarem o parasita por inoculagdo em
animal.

O T. gondii é talvez o protozoario
parasita humano mais difundido que se conhece. Estima-se que 10 a 90% da
populacdo pode estar infectada dependendo da regido que se analisa
(CARRUTHERS, 1999). A freqiiéncia anual de soroconversdo € estimada em
cerca de 10% em criancas de 0 a 5 anos, 1% entre 6 e 20 anos e 0,3% acima
dos 20 anos de idade. MEAD et al (1999), verificaram que a toxoplasmose € a
terceira causa de ébitos de origem alimentar nos Estados Unidos.

ROBERTS et al (1994) estimaram
que a transmissdo congénita ocorre em 1 de cada 1000 nascidos vivos nos
Estados Unidos. A incidéncia de infeccao por T. gondii pré-natal, em diferentes
paises, esta estimada entre 1 a 100 para cada 10000 nascimentos.

A infeccao causada pelo T. gondii
embora assintomatica em adultos saudaveis, pode ser importante agravo para
mulheres gravidas na primoinfec¢do, por induzir embriopatias. Embora a
maioria das infeccdes congénitas seja subclinica, fetos que desenvolvem a
infeccdo podem sofrer abortamento, e nos neonatos cegueira ou mesmo

prejuizos cognitivos graves. As duas ultimas sdo irreversiveis e bastante
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severas 0 que requer cuidados de saude por muito tempo incluindo a
hospitalizacdo em alguns casos. Os custos estimados com cuidados de saude
em decorréncia da toxoplasmose sao estimados em 5,2 bilhées de dblares/ano
somente nos Estados Unidos (ROBERTS et al, 1994).

No Brasil a taxa de prevaléncia de
anticorpos contra T. gondii em adultos varia de 54% no Centro-Oeste a 75%
na regiao Norte (VERONESI & FOCACCIA, 1999). Em algumas areas do
mundo 50 a 90% da populagdo apresentam anticorpos contra o parasita.
Alguns paises como a Tailandia, Japao e Estados Unidos apresentam baixa
prevaléncia (< 20%), ja a Australia, Polénia. Reino Unido e Bélgica mostram
prevaléncia média (entre 23 e 53 %), o Taiti e Franca apresentam alta
prevaléncia (> 60%) (AVELINO et al; 2003).

Segundo VILLAVEDRA et al (2001),
em pacientes imunocomprometidos, particularmente aqueles com aids, a
toxoplasmose causa encefalite e morte. Pacientes submetidos a transplantes
de medula 6ssea podem reativar a toxoplasmose e apresentar taxas de
mortalidade maiores que 90% (SLAVIN et al; 1994, DE MEDEIROS et al,
2001).

BRINDLE et al (1991), demonstraram
que a toxoplasmose é a maior causa de mortalidade de pacientes com aids em
paises subdesenvolvidos, com recursos financeiros e de infra-estrutura
limitados, para comprar e distribuir drogas anti-HIV. Estima-se que 30% dos
pacientes com aids, soropositivos para o T. gondii irdo desenvolver encefalite
toxoplasmica (NAVIA et al; 1986).

Mesmo sendo no homem uma
doenca rara, estima-se que apenas nos Estados Unidos ocorram 1.437.500
novos casos de toxoplasmose por ano, com um custo aproximado de 445
milhdes de dolares/ano, quando contabilizados os gastos com hospitalizacéo,
tratamento, escolas e cuidados especiais com criancas com retardo mental
(TODD, 1989).

Para a espécie humana, o teste de
aglutinagdo direta demonstrou sensibilidade de 95,0% e especificidade de
92,0% no estudo de OZKUYUMCU et al (1988). VALTAUD et al (1991),

demonstraram que o teste de aglutinagdo direta proporcionou melhores

21



resultados que o ELISA quando comparados com a imunofluorescéncia
indireta, com concordancia de 97,4% e 96,1% respectivamente.

Freqlientemente é necessaria uma
grande producao de antigeno para ser usado em testes sorolégicos, o que
demanda uma quantidade significativa de animais, elevando ndo somente os
custos financeiros mas levantando questionamentos éticos sobre o uso da
técnica como diagnéstico de rotina. O uso de animais para fins cientificos e
mesmo didaticos tem suscitado amplos debates entre ativistas, populacédo e
cientistas, pelos direitos dos animais.

Em 1959, William Russel e Rex
Burch, citados por VEISSIER (1999), escreveram um livro intitulado “Principles
of Humane Experimental Technique”, onde os autores sugerem o delineamento
do que deve ser um experimento correto envolvendo animais, e que ficou
conhecido como o conceito dos trés “R”. Sendo, Refinement (refinamento),
procurando sempre os métodos de manejo, contencdo e acomodacdo, que
possam eliminar ou minimizar o sofrimento do animal ou mesmo melhorar seu
bem—estar, Reduction (reducao), considerando-se sempre métodos de trabalho
que garantam a obtencdo dos dados necessarios avaliando sempre as
necessidades estatisticas e reduzindo a quantidade de animais utilizados e
Replacement (substituicdo), que € a busca por metodologias que diminuam ou
eliminem a necessidade de utilizagdo de animais vivos, como ocorre com 0S
métodos in vitro.

A producao de antigeno, em cultivo
celular, pode entdo ser utilizada para atender a demanda rapidamente, com
extrema facilidade de obtencdo de uma grande quantidade de taquizoitos
intactos, de localizagcao extracelular e com menor nimero de células, sem a
utilizacdo de modelos animais.

A producdo de taquizoitos é
essencial para todos os modelos experimentais, genéticos, da estrutura celular,
dos ciclos bioquimicos e para a realizacdo de testes com drogas contra o
parasita, além de servirem para o desenvolvimento de estudos sorologicos e
mesmo no isolamento do parasita (CHATTERTON et al; 2002; EVANS et al,
1999).
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O T. gondii é de crescimento facil,
tanto em passagem em animais quanto em meios de cultura. Entretanto, um
método que permita o fornecimento de taquizoitos de forma confiavel e
constante, e de boa qualidade, € fundamental para as pesquisas sobre o
parasita.

HARMER et al (1996), relataram
varias vantagens da sua producgao por meio de cultivo in vitro, tais como: custo
de investimentos e de manutencao baixo, € menor demanda de pessoal e de
estrutura fisica. Embora o custo para a producao de taquizoitos in vitro seja
estimado como sendo de um tergco a metade do custo da sua producdo em
animais, o uso rotineiro desse método ndo é empregado com freqiéncia
(EVANS et al; 1999). COUATARMANACH et al (1991), citado por BARBOSA et
al (2000), demonstraram que a cultura celular de TG180 pode produzir uma
grande quantidade de taquizoitos de T. Gondii chegando a mais de 259
parasitas /células.

EVANS et al (1999) testaram a
producédo de taquizoitos em células das linhagens HelLa, LLC e células Vero,
para a producao de antigeno de T.gondii encontrando bons resultados com as
linhagens Hela e LLC, principalmente da primeira, recomendando a utilizagdo
da mesma para a producao constante de antigenos para a prova do corante de
Sabin-Feldman. Ressaltaram no entanto, que a manutencao dessas linhagens
celulares e do parasita requer protocolos bem definidos a fim de se evitar a
contaminacdo, além de cuidados com a manutencdo das linhagens nao
infectadas, alertando, por outro lado que esses mesmos problemas sao
encontrados quando se utiliza a passagem e manutencdo do agente em
animais, como por exemplo em camundongos.

Dentre as provas soroldgicas para a
deteccdo de anticorpos especificos anti- Toxoplasma gondii tém-se o MAD que
consiste em um teste simples, ndo espécie-especifico e pode ser usado tanto
em amostras de soros humanos quanto de animais. O MAD detecta apenas
IgG, porque o 2-mercaptoetanol, utilizado no teste, inativa as IgM especificas e
nao especificas. No entanto, o teste pode ser realizado com a utilizacdo de
acetona ou formalina como fixadores dos taquizoitos, permitindo assim

diferenciar as IgGs de fase aguda e crénica da infeccdo (WILSON et al., 1990).
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DUBEY (1997) analisou a
especificidade do MAD para toxoplasmose, em amostras de soro de suinos,
negativos para T. gondii, porém inoculados com outros agentes relacionados e
nao-relacionados a este protozoario, como o Sarcocystis miescheriana, varios
virus e helmintos como o Trichuris suis, o0 Ascaris suum e a Trichinella spiralis,
além de verificar a presenca em alguns porcos gnotobioticos e fetos suinos
abortados. Nenhuma amostra sorolégica foi positiva ao MAD, ndo havendo
evidéncias de reacdo cruzada com outros antigenos utilizados e o T. gondii, o
que reforca a importancia do MAD como ferramenta diagnéstica na
toxoplasmose, especialmente para a diferenciacdo da infeccdo aguda e
cronica.

DESMONTS & REMINGTON (1980)
utilizaram o 2-mercaptoetanol 0,2M para aumentar a sensibilidade do MAD,
tornando-se uma técnica tdo util como a Reacdo de Sabin-Feldman (SF). Em
2000 amostras de soro de pacientes testadas, houve uma concordancia
excelente (98%) entre os dois métodos. Verificaram, ainda, que os titulos no
MAD foram menores que os titulos para SF durante a infec¢do de fase aguda,
enquanto que para a infeccao de fase cronica foram maiores que na SF.

Desta forma o MAD pode ser
utiizado como prova de triagem simples e barata, em varias situacoes,
principalmente em mulheres soronegativas durante a gravidez, e para a
deteccdo de soroconversdes, em amostras de soros das diferentes espécies

animais.
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2 - OBJETIVOS

1. Adaptacao por cultivo celular, de
células da linhagem de sarcoma murino TG 180.

2. Producdo em larga escala de
antigeno de T. gondii em cultivo celular da linhagem TG 180, para utilizagéo no
diagnéstico sorolégico pelo Método de Aglutinacao Direta (MAD)

3. Avaliacdo do antigeno de T.
gondii obtido em cultivo celular e a partir da inoculagdo de camundongos
Swiss, quanto ao custo, mao-de-obra, quantidade e qualidade, especialmente
quanto a especificidade e sensibilidade do MAD ao se comparar os dois
antigenos, em amostras de soro de ratos Fisher sabidamente positivos e
negativos para anticorpos anti- Toxoplasma gondii.



3 — MATERIAL E METODOS

Os trabalhos experimentais foram
realizados nos laboratérios do Nucleo de Pesquisa em Zoonoses - NUPEZO,
Departamento de Higiene Veterinaria e Saude Publica, Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, SP.

3.1 — Animais de experimentacao

Para a manutencdo da linhagem de
sarcoma murino TG 180 e das cepas de T. gondii, foram utilizados
camundongos Swiss, albinos de 30 dias de idade, pesando 30 a 40 g. Para a
producédo de soros-controle foram utilizados ratos Fischer de 30 dias de idade,
com peso variavel, de 50 a 80 g. Os animais foram obtidos junto ao Biotério

Central da Universidade Estadual Paulista, campus de Botucatu.

3.2 — Manutencao da linhagem de sarcoma murino TG 180

A manutencdo das células da
linhagem do sarcoma TG180 (SARTORELLI & BOOTH; 1961), foi realizada por
meio de passagens em camundongos albinos Swiss a cada 12 dias,
inoculando-se por via intraperitonial cinco camundongos com idade entre 40 e
50 dias, com 0,2 mL de exsudato intraperitonial contendo células do sarcoma
TG180, recuperados de camundongos também previamente inoculados.

3.3 — Manutencao da cepa RH de T. gondii

A manutencdo dos taquizoitos da
cepa RH gendtipo tipo | (isolada por Sabin em 1939), foi realizada por meio de
inoculag&o intraperitonial em cinco camundongos Swiss, a cada sete dias. Trés
a quatro dias ap6s a inoculacéo foi realizado o lavado intraperitonial, utilizando-
se seringa de 10 mL contendo 5 mL de solucéo fisiolégica 0,9% estéril para a
recuperacao dos taquizoitos. A seguir foi procedida a avaliacao dos lavados,

em microscépio de campo claro em aumento de 400x, escolhendo-se para



reinoculacdo aqueles que apresentavam maior numero de taquizoitos e/ou
rosetas viaveis, ou presenca de grande numero de células, descartando-se os
hemorragicos e/ou com presenca de contaminantes.

Os lavados escolhidos para
reinoculacdo foram armazenados a temperatura de refrigeracao (4-8 °C) por
até 15 dias. Para a manutencdo das cepas reinoculou-se 1 mL do lavado
anterior contendo os taquizoitos de T. gondii, em outros cinco camundongos
Swiss de 30 dias.

3.4 - Producao dos soros-controle.

Os ratos Fischer foram agrupados da
seguinte forma: Grupo 1 (G1) sendo quatro animais que receberam por via oral,
10* bradizoitos de T. gondii, com auxilio de gavage, e o Grupo 2 (G2) em que
quatro animais receberam por via oral, solucdo salina 0,9% estéril, com auxilio
de gavage (grupo controle).

Para a inoculacdo dos ratos dos
grupos experimentais foi utilizada a cepa BTU 4 isolada de cérebro de cdo com
sintomatologia nervosa, atendido no ambulatério de Enfermidades Infecciosas
dos Animais, do Hospital Veterinario da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Universidade Estadual Paulista, Campus de Botucatu, SP. A cepa
foi previamente caracterizada como pertencente ao gendétipo tipo | e mantida
por inoculacdo intraperitonial semanal em camundongos Swiss, albinos. Esta
cepa € patogénica para camundongos albinos e propicia a formacao de cistos
teciduais cerebrais em ratos.

Os animais foram mantidos sob
observacédo por um periodo de trés meses a partir da infeccéo, realizando-se
colheitas semanais de sangue para obtencdo de soro. Ao final do periodo de
observacédo os animais foram sacrificados em camara saturada com vapor de

isofluorano.
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3.5 — Teste de exclusao do corante — “Dye Test Exclusion”

O teste de excluséo do corante
baseia-se na capacidade das células vivas de excluirem, do seu citoplasma, o
corante adicionado a amostra a ser examinada. Dentre os corantes utilizados
para a realizacdo do teste, o Azul Tripan, pela facilidade de preparacgao, € o
mais comumente utilizado para diferenciar células viaveis das nao-viaveis. As
células inviaveis absorvem o corante, aparecendo ao microscéopio Optico
coradas em azul e algumas vezes de forma assimétrica (Fig. 1 e Fig. 3); por
sua vez, as células viaveis aparecem redondas e refringentes, sem absorver o

corante. (Fig. 2).

FIGURA 1 - Células da Linhagem de Sarcoma TG 180 coradas com
solucao de Azul Tripan, em camara de Neubauer (células nao viaveis
coradas em azul). Botucatu, 2007.
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FIGURA 2 - Taquizoitos viaveis de T. gondii (aspecto refringente) em
coloracao pelo Azul Tripan. Botucatu, 2007.

FIGURA 3 - Taquizoitos de T. gondii viaveis (seta vermelha) e inviaveis
(seta azul). Colaracao pelo Azul Tripan, em camara de Neubauer
(células nao viaveis coradas em azul). Botucatu, 2007.
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O teste, no entanto, é sensivel ao
tempo de permanéncia das células no meio contendo o corante; assim as
células viaveis passam a absorvé-lo, e em caso de demora para realizar a
contagem, os resultados do calculo da sua viabilidade se alteram. Para se
evitar que isso ocorra, é preciso estabelecer a diluicao mais adequada antes da
contagem, e o tempo de leitura. Desta forma impede-se que as células vivas
absorvam o corante, e se mostrem como nao-viaveis. Outro ponto importante
ao se trabalhar com o Azul Tripan, € que ele apresenta maior afinidade por
proteinas do soro do que por proteinas celulares; assim, para células cultivadas
em concentracées de soro elevadas (maior que 2%), o fundo da camara de
Neubauer pode aparecer fortemente corado. Neste caso, as células foram
centrifugadas a 600 G, e o pelet, ressuspendido em solucdo salina tamponada
de fosfato — SST — pH 7,2, ou em meio de cultura livre de soro antes da
contagem.

O teste foi utilizado da mesma forma,
para a contagem dos taquizoitos utilizados para a inoculacdo tanto das
culturas, quanto dos animais, para a produ¢ao de antigeno.

3.6 — Preparo das amostras

Em microplacas de 96 pocos,
acrescentou-se 10 pl da amostra a ser avaliada (linhagem de sarcoma ou
taquizoitos de T. gondii) e acrescentou-se 40 ul de solugdo Azul Tripan 0,4%,
obtendo-se assim uma diluigdo 1:5, adicionando-se o0 corante apenas no
momento da contagem evitando-se a sua absorcao pelas células viaveis, em
decorréncia do fator tempo. Com auxilio de uma pipeta Pasteur ou de uma
micropipeta, transferiu-se 10 pl da suspensdo de células coradas, para a
camara de Neubauer, procedendo-se a leitura em microscépio Optico em
aumento de 100X.
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3.6.1 — Camara de Neubauer e campos de contagem

Apbés o preparo das amostras a
serem avaliadas, e prévia montagem em camara de Neubauer, focou-se o
centro da mesma em aumento de 100 X (Fig 4). Para avaliagdo foram
utilizados apenas cinco campos aleatoriamente, preferencialmente na diagonal
(Fig 5); Todas as células presentes nos 16 quadrados menores de cada um
dos cinco campos escolhidos foram contadas excluindo-se aquelas que
estivessem em contato com as linhas triplas a esquerda e inferior (marcadas
em vermelho na Fig 6). Todas as células em contato com as linhas triplas da

direita, e a superior foram contadas.
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FIGURA 4 — Visao geral da camara de Neubauer. Botucatu,
2007.

FIGURA 5 - Delimitacao dos campos. Botucatu, 2007.
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FIGURA 6 — Contagem das células. Botucatu, 2007.
3.6.2 — Avaliacao das amostras

A avaliacdo das amostras foi feita
segundo os critérios relacionados a seguir (MEDIATECH, 2004):

a. Numero de células viaveis por mL (CV)
n®. de células viaveis

CV: X 10* X Fator de Diluicao
n®. de quadrantes contados

Esse numero foi utilizado para
avaliagdo do cultivo da linhagem de sarcoma murino TG 180, na escolha das
amostras utilizadas para os repiques das histoculturas e contagem dos
taquizoitos viaveis. O fator de diluicdo foi variavel em decorréncia da
necessidade de diluicbes maiores devido ao excessivo numero de células

presentes na amostra.
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b. Numero de células viaveis totais da suspensao original (VT)

VT: N° de células viaveis totais X Volume da suspenséo original

Esse numero foi utilizado para se
comparar a producdo da linhagem TG180 em histocultura, e passagem

intraperitonial em camundongos.

c. Viabilidade em porcentagem (V%)

n?. de células viaveis
V%: _ : X100
n?. de células totais

Esse dado foi utilizado para a
avaliacao da qualidade das amostras analisadas. Esta variavel fornece uma
referéncia para andlise de perdas na producdo de células de sarcoma e dos
taquizoitos.

3.7 — Colheita de materiais

3.7.1. Colheita de sangue

As amostras de sangue foram
colhidas por puncdo do seio orbital previamente a inoculagdo dos ratos, e
semanalmente durante o periodo de observacéo, por até trés meses, incluindo-
se o dia do sacrificio dos animais. O soro sanglineo obtido por meio da
centrifugagdo das amostras de sangue a 1600G por 10 minutos foi transferido
para microtubos identificados e congelados a temperatura de —20 °C para
posterior realizacdo dos exames sorolégicos.
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3.8 — Producao de antigeno para o método de aglutinacao direta in vivo

3.8.1. Amostras da cepa RH de Toxoplasma gondii e de Sarcoma Murino
TG 180

A manutencdo das amostras de
Toxoplasma gondii e de sarcoma Murino TG180 foi procedida de acordo com

os itens 3.2 e 3.3.

3.8.2. Producao do antigeno

A producdo do antigeno para a
utilizacdo no método de aglutinagéo direta (MAD), seguiu o protocolo abaixo, ja
padronizado para uso no Laboratério de Diagnostico de Zoonoses da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, campus de Botucatu.

Dia 0: foram inoculados cinco
animais com a linhagem de sarcoma murino TG180, mantidas por repique a
cada 12 dias no Laboratério de Diagnostico de Zoonoses, como descrito no
item 3.2.

Dia 4: foram inoculados pela via
peritonial 10 camundongos Swiss (Grupo 3 — G3) com 30 dias de idade, com 1
mL de lavado peritonial rico em taquizoitos da cepa RH de Toxoplasma gondii
(item 3.3).

Dia 7: foi realizado o lavado peritonial
dos camundongos do G3 com 10 mL de solucao fisiolégica 0,9%. Os lavados
foram avaliados descartando-se aqueles que se apresentavam hemorragicos
ou com contaminagcdo, sendo aproveitados somente os lavados ricos em
taquizoitos. No caso de lavados peritoneais pobres em taquizoitos, eles foram
concentrados mesmos, por centrifugacdo a 1000G por 10 minutos,
descartando-se o sobrenadante, ressuspendendo-se a seguir o sedimento, em
volume menor que o inicial, com solucao fisiolégica 0,9%. Apds a avaliacéo e
selecédo dos lavados peritoneais do G3, inoculou-se 1 mL do lavado final obtido
em 20 camundongos Swiss (Grupo 4 — G4), com 30 dias de idade, pela via
peritonial.
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Dia 10: realizou-se o lavado do grupo
4, com 10 mL de solucao fisiolégica 0,9%. Novamente foram avaliados os
lavados peritoneais, e aproveitados somente aqueles ricos em taquizoitos. No
mesmo dia realizou-se a recuperacao de células de sarcoma murino TG180
inoculadas no Dia 0, descartando-se 0s que se apresentavam hemorragicos ou
contaminados.

Apos a selecao, os lavados contendo
taquizoitos foram homogeneizados resultando um volume de 90 mL, que por
meio do “dye test’, demonstrou uma concentracdo de 8,4 x 10° taquizoitos/mL.
O recuperado de células de sarcoma murino TG180, foi de 20 mL, e pelo “dye
test” revelou 1,05 x 10° células/mL.

Um volume de 7,5mL da suspensao
de células de sarcoma foi diluida em 52,5mL de solucdo fisiolégica 0,9%
(diluicado 1:8), obtendo-se um volume final de 60 mL, com uma concentragdo de
1,32 x 10° células/mL. A suspensao celular foi homogeneizada, volume/volume,
com a suspensao antigénica de taquizoitos, totalizando 120 mL. A seguir,
foram inoculados, pela via peritonial, 60 camundongos Swiss (Grupo 5 — G5),
com 30 dias de idade, com 2 mL da suspensao final para cada animal.

Dia 13: foram realizados os lavados
dos camundongos do G5, com 5 mL de solucao fisiolégica 0,9%,
homogeneizados e avaliados em microscépio Optico, separando somente
aqueles ricos em taquizoitos e com poucas células. Os que continham muitas
células e poucos taquizoitos foram descartados, resultando um volume final de
80 mL. A suspenséao obtida foi submetida ao seguinte protocolo: 1) os lavados
foram homogeneizados e centrifugados a 659 por 5 minutos; 2) o
sobrenadante, rico em taquizoitos foi pipetado para outro tubo de centrifuga (o
sedimento foi reservado); 3) centrifugou-se o sobrenadante a 440g por 20
minutos; 4) o sedimento resultante da segunda etapa, foi ressuspendido em
solucdo fisiolégica 0,9%; 5) e centrifugado a 260G por 10 minutos; 6) o
sobrenadante foi entdo adicionado a suspensao obtida no passo 2, totalizando
64,5 mL, que foi submetida a técnica de fixacdo do antigeno pela formalina,
também padronizada para uso no laboratério. Durante a preparagdao do
antigeno, a suspensao foi mantida em gelo seco, para preservacao de sua
viabilidade.
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FIGURA 7 — Aspecto do aspirado peritonial de sarcoma
murino TG 180. Botucatu, 2007.

3.8.3. Fixacao do antigeno pela formalina

Homogeneizou-se volume/volume, a
suspensao final contendo os taquzoitos, com solucao de formalina-12%, diluida
em PBS 7,2, mantendo-se overnight a 4°C. A seguir, centrifugou-se a 600G
por 10 minutos, ressuspendendo-se o sedimento em 50mL de PBS 7,2. O
processo foi repetido mais duas vezes, para remover o formaldeido, e
finalmente ressuspendeu-se em solucao tampéao borato pH 8,7, garantindo uma
concentragdo de 2 x 10* parasitas por ul. A solucdo final de 11 mL, foi
conservada a 4°C (DESMONTS & REMINGTON, 1980).

3.8.4. Titulacao do antigeno
Para a titulagdo do antigeno foram
usadas trés amostras de soros sabidamente positivas (com titulos maiores que

256) e trés sabidamente negativas. Os soros testados foram diluidos em
microplaca de fundo chato. Em cada poco a ser utilizado foi acrescentado
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150ul de PBS 7,2. Nos primeiros pocos adicionou-se 10ul da amostra (diluicao
1:16); apds homogeneizacdo com auxilio de micropipeta transferiu-se 50ul para
0 poco seguinte (diluicdo 1:64), homogeneizou-se novamente e transferiu-se
50ul para o poco seguinte (diluicdo 1:256). A seguir, 25ul de cada diluicao de
todas as amostras testadas foram transferidos, para os respectivos pogos em
uma microplaca de fundo “V”; adicionando-se 25ul de solucdo de 2-
mercaptoetanol 0,2 M e 50 ul do antigeno ja diluido em solucao tampao borato
pH 8,7, nas razdes 1:5, 1:10, 1:15 e 1:20. A placa foi selada com filme plastico
e homogeneizada por um minuto, sendo incubada a temperatura ambiente por
seis horas, procedendo-se a leitura. Para os resultados positivos considerou-se
a formacao de uma “rede” ou pelicula em pelo menos metade do fundo da
cavidade, e negativos aqueles com formacao de um botdo no fundo dos pocos.
A diluicao do antigeno que mostrou melhor resultado foi 1:5.

3.9. Sorologia pelo método de aglutinacao direta

Foram testados 19 soros-controle
positivos e 11 negativos, pelo método de aglutinagdo direta de acordo com o
proposto por DESMONTS & REMINGTON (1980).

Os soros testados bem como os
controles positivo e negativo, foram diluidos em microplaca de fundo chato, nas
diluicbes 1:16, 1:64 e 1:256, como descrito anteriormente, procedendo-se
dessa forma para todos os soros testados. A seguir, 25ul de cada diluicao
testada foi transferida para os respectivos po¢cos em microplaca de fundo “V”;
acrescentando-se em cada uma delas 25ul de solugcédo de 2-mercaptoetanol 0,2
M e 50 ul do antigeno ja diluido em solucao tampéao borato pH 8,7, na diluicdo
1:5. A placa foi selada com filme plastico, homogeneizada por um minuto e
incubada a temperatura ambiente por seis horas, procedendo-se apds esse
periodo, a leitura dos resultados, conforme descrito anteriormente.
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3.10 — Producao da linhagem de Sarcoma Murino TG180 em histocultura

Seguindo o protocolo desenhado no
pré-projeto, cada garrafa de 25 cm? de histocultura recebeu 5 mL de Meio de
Eagle Modificado (MEM), suplementado com 10% de soro fetal bovino. As
células de sarcoma murino TG180 foram contadas para determinacao de sua
viabilidade, sendo cada garrafa inoculada com 6,0 x 10° células viaveis/mL.
Apds esse processo as garrafas eram mantidas em estufa de cultivo em
atmosfera de 5% de CO, a temperatura de 37 °C.

A partir do 2° dia, a passagem de
células da linhagem TG180 para novos meios, era realizada em fungao do
crescimento celular e conseqiente demanda de nutrientes determinada pelo
inicio de mudanga na cor do meio; assim a troca podia ser didria ou a cada dois
dias. As garrafas inoculadas foram avaliadas diariamente para observacao do
desenvolvimento celular em microscopio de luz invertida e também pela

contagem de células viaveis, a fim de se determinar o melhor momento de uso.
3.10.1 — Adaptacao a partir de amostras criopreservadas

As células de sarcoma murino
TG180 mantidas em nitrogénio liquido foram descongeladas e contadas para
determinacdo de sua viabilidade. A seguir foram inoculadas segundo o
protocolo de trabalho. Apds 12 horas a suspensao de cada garrafa, contendo
células e meio, foram centrifugadas em tubos de Falcon, a 1000G por 10
minutos sendo o sobrenadante desprezado e o pelete formado ressupendido
em 5 mL de meio MEM. Essa troca se faz necessaria em decorréncia da
toxicidade do DMSO (utilizado no protocolo de criopreservagdao) em
temperaturas acima de 4° C. A partir dessa primeira troca de meio, seguia-se 0
protocolo assinalado anteriormente.

As garrafas inoculadas com
amostras de sarcoma criopreservadas ndo conseguiam manter a viabilidade
adequada a partir da 3% passagem, sendo inviavel a principio o uso dessas
amostras para a producao em larga escala.
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3.10.2 — Adaptacao a partir de amostras frescas

A amostra de sarcoma murino
TG180 mantida in vivo no Laboratério de Diagndstico de Zoonoses, foi colhida
de camundongos albino swiss, com idade entre 40 e 50 dias, inoculados
previamente e mantidos no infectério do mesmo laboratério.

Para a utilizacdo no experimento o
animal escolhido foi sacrificado e realizou-se o aspirado do conteudo peritonial
com seringa de 10 mL, até o maximo volume conseguido. A amostra foi
mantida em camara de gelo para a preservacao da integridade celular.
Posteriormente a amostra foi diluida (V/V) e homogeneizada com solucéo
salina tamponda com antibiéticos (SST + ATB) contendo estreptomicina 5.000
Ul/mL e penicilina mg/mL, também resfriada para a preservacao da amostra.

Para a realizacdo da contagem de
células viaveis, levou-se em consideracao a afinidade do Azul Tripan por
proteinas plasmaticas e 0 excesso de exsudato presente na amostra, em
decorréncia da reacao inflamatéria local. Desta maneira, realizou-se a lavagem
desse material, segundo dois protocolos distintos:

A) No primeiro protocolo metade da
amostra inicial foi centrifugada a 1000G por 10 minutos, descartando o
sobrenadante e ressuspendendo o pelete formado em volume igual ao da
suspensao inicial; repetindo-se 0 processo mais duas vezes e por fim
ressuspendendo-se o pelete em 5 mL de SST + ATB, a partir do qual a
contagem foi realizada;

B) A segunda parte da amostra foi
centrifugada a 800G por 10 minutos descartando o sobrenadante e
ressuspendendo o pelete formado em volume igual ao da suspensao inicial;
repetindo-se o0 processo mais duas vezes e por fim ressuspendendo-se o
pelete em 5 mL de SST + ATB, a partir do qual a contagem foi realizada.

Apés a realizacao da contagem para
calculo da viabilidade das amostras verificou-se que o segundo protocolo

permitiu a preservacdo de um maior numero de células viaveis, sem
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comprometer a leitura em decorréncia de excessiva coloracdo de fundo pelo

Azul Tripan.
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4 - RESULTADOS

Levando-se em consideracdo o tipo
de pesquisa realizada, cujos objetivos eram a adaptacéo por cultivo celular, de
células da linhagem de sarcoma murino TG 180, a producdo em larga escala
de antigeno de T. gondii para utilizacdo no diagnéstico sorolégico pelo Método
de Aglutinagéo Direta (MAD), e a avaliacdo do antigeno de T. gondii, quanto ao
custo, mao-de-obra, quantidade e qualidade, e especialmente a especificidade
e sensibilidade do MAD, ao comparar os dois antigenos, frente a amostras de
soro de ratos Fisher sabidamente positivos e negativos para anticorpos anti-
Toxoplasma gondii; parte dos resultados ja foram descritos, juntamente com a
metodologia, pois algumas adaptacdes foram sendo realizadas ao longo da
fase experimental, em funcao dos resultados que estavam sendo obtidos.

Procurar-se-4& mostrar os resultados
mais significativos quanto a producdo do antigeno. Na producdo in vivo de
antigeno para MAD, além das perdas de amostras de sarcoma devido a
hemorragia (contaminando o lavado com hemacias, ocasionando uma baixa
qualidade do antigeno) e da morte de alguns animais, notou-se que:

1. O volume total de aspirado de
sarcoma murino TG180, n&o foi aproveitado em sua totalidade, tinha que ser
diluido em PBS pH 7,2;

2. O volume de lavados contendo
taquizoitos era muito préximo do que seria utilizado, entretanto eventualmente
poderia ser descartado um volume maior;

3. A contagem das células de
sarcoma murino e de taquizoitos viaveis revelaram concentracées inferiores as
estabelecidas no protocolo de trabalho (respectivamente 1,32 x 10° células/mL
de aspirado e 8,4 x 10° taquizoitos/mL de lavado peritonial);

4. Ao serem homogeneizadas para
posterior inoculacdo nos 60 animais, as concentracées resultantes foram
respectivamente de 8,25 x 10° células de sarcoma/mL e de 4,2 x 10°
taquizoitos/mL (numa razdo de 1,96:1), muito abaixo do que se estabeleceu
para a histocultura (6x10° células de sarcoma/mL de meio de cultura e 1x10°

taquizoitos/mL de meio, em uma raz&o de 3:1);



5. Optou-se, para nao prejudicar o
volume final do inéculo (células sarcomatosas + taquizoitos), nao se ajustando
as concentracdes para os valores propostos para a histocultura.

Os resultados referentes as células
viaveis, inviaveis e células totais trabalhando-se com amostras de sarcoma

murino TG180 criopreservadas e frescas podem ser observados na Tabela 1.

TABELA 1 — Numero de células de amostras criopreservadas
e frescas. Botucatu, 2007.

o Amostra Amostra fresca
Condicao .
Criopreservada Protocolo 1 Protocolo 2
Células Viaveis 270 212 388
Células Inviaveis 385 134 59
Células Totais 655 346 447

Utilizando as férmulas para o calculo
do Numero de células viaveis por mL (CV), Numero de células viaveis totais da
suspensao original (VT) e Viabilidade em porcentagem (V%) descritas no item
3.6.2, chegou-se aos resultados apresentados na Tabela 2.
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TABELA 2 - Resultados obtidos com relacao ao conteudo

celular de amostras criopreservadas e amostras frescas. Botucatu, 2007.

Amostra Amostra fresca
Condicao ]
Criopreservada Protocolo 1 Protocolo 2
Volume inicial 2 mL 5mL 5mL
CV 4 5 5
) 1,35x10 10,6 x10 19,4 x 10
(células/mL)
vT 5 5 5
] ] 2.7x10 21,2x 10 38,8 x10
(células Totais)
V% 41,22% 61,27% 86,80%

Em relacdo a adaptacédo das células
e a producao de antigeno de T. gondii em histocultura pode-se observar que:

1. A adaptagdo das células de
sarcoma murino TG180 em histocultura a partir de amostras criopreservadas,
nao se mostrou adequada devido a baixa viabilidade celular, optando-se pelas
amostras oriundas de passagem em camundongo, submetidas ao protocolo 2
como de melhor resultado.

2. As células da linhagem de
sarcoma apresentam grande degeneragdo a partir da quarta passagem,
dificultando a sua manutencao por um maior periodo, o que seria desejavel
para facilitar a producao do antigeno.

3. A producdo de antigeno de T.
gondii em histocultura embora viavel, apresentou um baixo rendimento, uma
vez que as amostras de sarcoma murino apresentavam uma perda significativa
de viabilidade e dessa forma a multiplicacao intracelular do parasita.

4. Avaliando-se o0s antigenos
produzidos, ndo houve discordancia dos resultados sorolégicos frente as
amostras de soros escolhidos como padrao para o método de aglutinagéao
direta, na pesquisa de anticorpos anti- Toxoplasma gondlii.
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5. Foram testadas 30 amostras de

soro de ratos (19 sabidamente positivas e 11 negativas) como descrito

anteriormente, com o antigeno produzido, avaliando-se os resultados. Foram

testadas apenas para as diluicoes de 1:16, 1:64 e 1:256, cujos resultados estao

expressos no Quadro 1;

QUADRO 1 - Comparacao dos resultados sorologicos para a

pesquisa de anticorpos anti-T. gondii utilizando-se antigenos produzidos

a partir da inoculacao intraperitonial em camundongos (in vivo) e em

histocultura. Botucatu, 2007.

Amostra Antigeno Amostra Antigeno
in vivo | histocultura in vivo | histocultura

1 256 256 16 64 64

2 64 64 17 64 64

3 256 256 18 64 64

4 256 256 19 256 256

5 64 64 20 Negativo Negativo
6 256 256 21 Negativo Negativo
7 256 256 22 Negativo Negativo
8 64 64 23 Negativo Negativo
9 256 256 24 Negativo Negativo
10 256 256 25 Negativo Negativo
11 64 64 26 Negativo Negativo
12 256 256 27 Negativo Negativo
13 64 64 28 Negativo Negativo
14 64 64 29 Negativo Negativo
15 64 64 30 Negativo Negativo
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5 - DISCUSSAO

A discussdao deve ser entendida
como esclarecimento dos resultados obtidos na presente pesquisa, pois ndo ha
dados na literatura que permitam a sua discussdao, uma vez que foram
ensaiadas possibilidades de obtencdo de um antigeno que permitisse a
realizacdo da MAD com resultados seguros, conferindo a prova sensibilidade e
especificidade para a sua padronizacéo.

Na produgao do antigeno in vivo pela
inoculag&o intraperitonial de camundongos ha um significativo descarte de
material que a principio poderia ser aproveitado com um volume maior de
inéculo, entretanto, a utilizacdo de um numero maior de camundongos
inoculados, estaria se criando também um impasse no que diz respeito aos
principios de bioética que nortearam a execugdo desse trabalho, quanto a
reducéao, ou utilizacdo do menor nimero possivel de animais no experimento.

E preciso considerar ainda, os custos
para a manutencdo de um numero maior de animais e a necessidade de
espaco fisico para acomodacgao adequada. Outro dado importante é a auséncia
de padronizacao das concentracdes de células de sarcoma e de taquizoitos, o
que ocasiona uma menor eficiéncia na producao in vivo, além de possibilitar
variagdes significativas entre partidas de antigenos diferentes, o que
inviabilizaria a producdo em larga escala. Comparando-se o que fora
estabelecido no protocolo para producao in vitro, uma Unica garrafa de
histocultura ja inoculada para producdo de antigeno, teria trés vezes mais
células de sarcoma e duas vezes mais taquizoitos inoculados do que nos 120
mL de inéculo produzido in vivo.

Em relacio a producdo em
histocultura a literatura tem relatado a producdo de linhagens celular de
sarcoma murino TG 180 na producado de taquizoitos de T.gondli, objetivando
estudos de novos farmacos e para estudos de fisiologia do parasita. Entretanto
as mesmas tém utilizado amostras ja adaptadas em meio de cultura. (EVANS
et al., 1999; BARBOSA et al., 2000; CHATTERTON et al., 2002)

A perda de viabilidade das amostras

de sarcoma murino aumenta o custo de produgdo uma vez que é necessario



refazer o repique a partir de amostras frescas. Para a resolucdo desse
problema pode-se adquirir linhagens de sarcoma em laboratérios em que a
producdo esteja padronizada, fato que deve ser avaliado, pois nem sempre é
facil a sua obtencgao, transporte, entre outros aspectos.

Embora comparadas a adaptacao do
sarcoma murino a partir de amostras criopreservadas e frescas, deve-se
ressaltar que a utilizacdo de outros protocolos de criopreservacao devem ser
avaliados a fim de minimizar os problemas no que se refere a baixa viabilidade
celular.

A producao de taquizoitos pode ser
melhorada com a utilizagdo de amostras de sarcoma murino, ja adptadas,pois
a viabilidade baixa acarreta na nao multiplicacdo do T. gondii, refletindo
diretamente na menor produc¢éo de taquizoitos.

Em decorréncia das dificuldades de
adaptacao em histocultura da linhagem de sarcoma, a producdo de antigeno
de T. gondii ndo foi obtida, como imaginou-se inicialmente. O antigeno
produzido nas condi¢cdes do presente estudo foi utilizado para a comparagao
frente ao produzido em camundongos, frente a MAD, nao revelando diferencas
quanto aos resultados na detecgcédo de titulos de anticorpos anti- Toxoplasma
gondii. (Quadro 1).

Apesar dos resultados apresentados
nao corresponderem na integra aos objetivos pretendidos, a producao de
antigeno em histocultura, pode ser variavel, devendo-se, entretanto, avaliar
outros aspectos referentes a linhagem celular, para se assegurar a
multiplicacdo taquizoitica, para a estabilizacdo e padronizacdo de uma técnica
segura para a pesquisa sorolégica de anticorpos anti- Toxoplasma gondii.
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6 —CONCLUSOES

1. A producdo de antigeno de T.
gondii em histocultura de sarcoma murino TG180 mostra-se viavel e de facil
manutenc¢ao no laboratério.

2. Em relagdo a qualidade do
antigeno produzido em histocultura ndo houve discordancia de resultado com o
obtido segundo a técnica de passagem em camundongos, na pesquisa de
anticorpos anti- Toxoplasma gondii.

3. Face aos resultados obtidos
sugerem-se novos estudos para a obtengédo da linhagem de sarcoma murino

TG180 para a producao de antigeno de Toxoplasma gondii em larga escala.
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ANEXO

a) Preparo da solucao-mae de Azul Tripan a 0,4%

Em um Becker de 100 mL contendo
49,8 mL de solugao diluente (PBS 7,2), adicionou-se 0,2 mg de Azul Tripan. A
solucdo foi homogeneizada e conservada, devidamente identificada (nome da
solucdo, data e concentracdo), em geladeira. No momento da utilizacdo a
mesma foi agitada levemente.

Para a utilizacdo na contagem de
taquizoitos foram testadas duas concentracbes de solucdo de Azul Tripan a
0,2% e 0,4%, sendo esta ultima a que apresentou melhor resultado.

b) Tampao Borato (pH 8,7)

Para o preparo do tampao borato pH
8,7, adicionou-se em 976 mL de agua deionizada, 7,2g de cloreto de sédio
(NaCl), 3,09g de éacido bérico (H3BOg3), 49 de albumina plasmatica bovina
fracdo V e 24 mL de hidréxido de sédio (NaOH) 1Normal.

¢) Solucao salina tamponada de fosfato 0,01 M, pH 7,2 (PBS 7,2)

Para o preparo de PBS 7.2,
adicionou-se em um litro de agua deionizada 8,183g de cloreto de sédio (NaCl),
1,051g de fosfato de sédio dibasico anidro (NaoHPO,) e 0,358g de fosfato de
sédio monobasico anidro (NaH.PO4H.O). Aferiu-se o pH, ajustando se
necessario para pH 7,2.

d) 2-Mercaptoetanol 0,2M

Para o preparo da solucdo de 2-
mercaptoetanol (2-ME), adicionou-se 14 pyL de 2-mercaptoetanol em 1 litro de
PBS 7,2. Estocou-se por um més em frasco ambar, armazenado em caixa com

tampa, a temperatura ambiente.
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e) Materiais e Equipamentos

Estufa de CO,

Placa p/ microtitulacao fundo V s/tampa
Frascos p/ cultura celular 25cm?, cap. 50 ml
Azul Trypan em p6

MEM (Minimal Essential Medium Eagle) RT
Soro Fetal Bovino Esteril, DI

Céamara de Newbauer, dupla, espelhada
Tubos tipo Eppendorf® 2,0ml

Ponteiras para micropipetas de 5 a 250 pl

Micropipetas

SANYO
KIMA
GREINER
NUCLEAR
SIGMA

NUTRICELL
SATELIT

SSI
SSI
EPPENDORF
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*Produgﬁo de antigeno de Toxoplasma gondii em células de sarcoma murino TG180>
Antigen production of Toxoplasma gondii in cells of sarcoma murino TG180

Produccion del antigeno del Toxoplasma gondii en células del sarcoma murino TG180

André Peres Barbosa de Castro®

Helio Langoni*
RESUMO

A toxoplasmose € uma protozoonose causada pelo Toxoplasma gondii, de
distribuicdo mundial e que acomete todos os animais homeotérmicos, incluindo o homem.
Apresenta desde quadros assintomdticos a manifestacdes sist€émicas graves. Nos seres
humanos a infeccdo atinge com maior gravidade principalmente individuos
imunocomprometidos e gestantes, sendo que a primoinfeccdo, pode levar a Obitos,
abortamentos, natimortos além de lesdes severas do sistema nervoso central.

Técnicas soroldgicas precisas de facil aplicacdo a campo e de menores custos,
podem auxiliar na promocao de medidas de prevencao e controle, mas para isso € importante
garantir a producdo de antigenos em quantidade e de qualidade, a fim de atender as
necessidades do método empregado, para garantir a sua padronizagao.

A producio in vitro de taquizoitos de T.gondii usando células de sarcoma murino
TG180 em histoculturas, mostra-se uma alternativa vidvel para a producdo de antigeno de T.
gondii, em quantidade e qualidade para uso no diagnéstico dessa infec¢do utilizando-se o
Método de Aglutinacdo Direta (MAD), o que pode permitir sua difusdo como um teste rapido
a campo, possibilitando a sua utilizacao por profissionais autobnomos ou unidades de saude, e

podendo-se assim agilizar com uma maior rapidez as acdes de prevencdo dessa zoonose.
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ABSTRACT

Toxoplasmosis is one protozoonosis caused by Toxoplasma gondii, of world-
wide distribution and that acomete to all the animals, including the man. It presents since
without symptoms until serious clinical manifestations.

In the human beings the infection reaches with bigger gravity
immunocompromised patients individuals mainly and pregnant woman, being that the
primary infecction, it can take the deaths, abortions, stillborn beyond severe injuries of the
central nervous system.

Serologicals techniques of easy application in the field and of lesser costs, can
assist in the promotion of measures of prevention and control, but for this it is important to
guarantee the production of antigens in amount and quality, in order to take care of the
necessities of the employed method to guarantee its standardization. The production in vitro
of taquizoitos of T.gondii using cells of sarcom murine TG180 in histoculture, reveals to a
viable alternative for the antigen production of 7. gondii, in amount and quality for use in the
diagnosis of this infection by the Direct Agglutination Test, what it can allow its diffusion as
a fast test in the field, allowing its use for independent professionals or units of health, and

thus allowing to a bigger rapidity in the actions of prevention of this zoonose.

Key words: Toxoplasmosis, Murine Sarcoma TG180, Diagnosis, Toxoplasma gondii.

RESUMEN

El toxoplasmosis es un protozoonosis causado por el gondii de Toxoplasma, de la
distribucién mundial y de ese acomete a todos los animales, incluyendo el hombre. Presenta
desde entonces sin sintomas hasta manifestaciones clinicas serias. En los seres humanos que
la infeccion alcanza con una gravedad mds grande immunocompromised a individuos de los
pacientes principalmente y mujer embarazada, siendo que el infecction primario, él puede
tomar las muertes, abortos, stillborn mas alla de lesiones severas del sistema nervioso central.

Las técnicas de Serologicals del uso facil en el campo y de pocos costes, pueden asistir
a la promocion de medidas de prevencion y de control, pero para esto es importante garantizar
la produccién de antigenos en cantidad y calidad, para tomar el cuidado de las necesidades del
metodo empleado para garantizar su estandardizacién. La produccién in vitro de taquizoitos
de T.gondii usando las células del sarcoma murino TGI180 cultivo celular, revela a un

alternativa viable para la produccion del antigeno del 7. gondii en cantidad y calidad para el



uso en la diagnosis de esta infeccién por la prueba de aglutinacién directa, qué puede no
prohibir a su difusion como prueba rdpida en el campo, permitiendo su uso para los
profesionales independientes o las unidades de la salud, y asi permitiendo a una rapidez mas

grande en las acciones de la prevencion de este zoonose.

Palabras-clave: Toxoplasmoses, Sarcoma Murino TG180, Diagnosis, Toxoplasma gondii.



INTRODUCAO

A toxoplasmose € uma zoonose de distribuicio mundial, causada por um
protozodrio, o Toxoplasma gondii, pertencente ao filo Apicomplexa, subclasse Coccidia.
Acomete todas as espécies animais, causando desde uma infec¢do assintomatica a quadros
sist€émicos extremamente graves. Pode se dar por trés formas principais: a) por meio da
ingestdo de oocistos presentes no solo e areia (locais onde gatos ou outros felinos defecam),
podendo ser disseminados por vetores mecanicos bem como carreados pela dgua, b) pela
ingestdo de carne crua ou mal-cozida contendo cistos (bradizoitos) do agente, e c¢) pela
infecgdo transplacentdria. Essa tultima, embora represente em seres humanos apenas 1% das
infec¢des pelo toxoplasma, 40% dos fetos infectados sdo de mulheres que se infectaram
durante a gravidez (VERONESI & FOCACCIA, 1999).

Em 1923, JANKU observou o agente no olho de uma crianca na
Tchecoslovdquia e TORRES em 1927, descreveu-o como causa de meningoencefalite
congénita, miocardite e miosite. O 7. gondii é talvez o protozodrio parasita humano mais
difundido. Estima-se que 10 a 90% da populacdo esta infectada dependendo da regido que se
analisa (CARRUTHERS, 1999). A freqiiéncia anual de soroconversao € estimada em cerca de
10% em criancgas de 0 a 5 anos, 1% entre 6 e 20 anos e 0,3% acima dos 20 anos de idade.
MEAD et al (1999), verificaram que a toxoplasmose € a terceira causa de 6bitos de origem
alimentar nos Estados Unidos. No Brasil a taxa de prevaléncia de anticorpos contra 7. gondii
em adultos varia de 54% no Centro-Oeste a 75% na regido Norte (VERONESI &
FOCACCIA, 1999).

ROBERTS et al (1994) estimaram que a transmissdo congénita ocorre em 1 de
cada 1000 nascidos vivos nos Estados Unidos. A incidéncia de infec¢do por T. gondii pré-
natal, em diferentes paises, esta estimada entre 1 a 100 para cada 10000 nascimentos. Os
custos estimados com cuidados de saide em decorréncia da toxoplasmose sdo estimados em
5,2 bilhoes de dodlares/ano somente nos Estados Unidos.

Como os danos causados ao hospedeiro pelo parasita ocorrem na fase aguda da
primoinfeccdo ou durante a recidiva de uma infec¢do anterior, € de extrema importancia a
diferenciagdo entre a doenca aguda e a cronica (VILLAVEDRA et al, 2001). Dentre as provas
soroldgicas para a detec¢do de anticorpos especificos anti-Toxoplasma gondii t€ém-se 0 MAD
que consiste em um teste simples, ndo espécie-especifico e pode ser usado tanto em amostras
de soros humanos quanto de animais (WILSON et al., 1990). Desta forma pode ser utilizada

como prova de triagem simples e barata, em vdrias situagdes, principalmente em mulheres



soronegativas durante a gravidez, e para a detec¢do de soroconversodes, em amostras de soros
das diferentes espécies animais.

Para a espécie humana, o teste de aglutinacdo direta demonstrou sensibilidade de
95,0% e especificidade de 92,0% no estudo de OZKUYUMCU et al (1988). VALTAUD et al
(1991), demonstraram que o teste de aglutinacao direta proporcionou melhores resultados que
o ELISA quando comparados com a imunofluorescéncia indireta, com concordancia de 97,4%
e 96,1% respectivamente.

Freqiientemente € necessdria uma grande producdo de antigeno para ser usado
em testes soroldgicos, o que demanda uma quantidade significativa de animais, elevando néo
somente os custos financeiros, mas levantando questionamentos éticos sobre o uso da técnica
como diagnéstico de rotina. O uso de animais para fins cientificos e mesmo didéticos tem
suscitado amplos debates entre ativistas, populacao e cientistas, pelos direitos dos animais.

Em 1959, William Russel e Rex Burch, citados por VEISSIER (1999),
escreveram um livro intitulado “Principles of Humane Experimental Technique”, onde os
autores sugerem o delineamento do que deve ser um experimento correto envolvendo animais,
e que ficou conhecido como o conceito dos trés “R”: Refinement, Reduction, Replacement. A
producdo de antigeno, em cultivo celular, pode entdo ser utilizada para atender a demanda,
com extrema facilidade, de uma grande quantidade de taquizoitos intactos, de localizacdo
extracelular e com menor nimero de células, sem a utilizacdo de modelos animais.

HARMER et al (1996), relataram vdrias vantagens da sua produg@o por meio de
cultivo in vitro, tais como: custo de investimentos e de manuten¢do baixo, e menor demanda
de pessoal e de estrutura fisica. Embora o custo para a producdo de taquizoitos in vitro seja
estimado como sendo de um ter¢co a metade do custo da sua produ¢do em animais, 0 uso
rotineiro desse método nao € empregado com freqiiéncia (EVANS et al, 1999).
COUATARMANACH et al (1991), citado por BARBOSA et al (2000), demonstraram que a
cultura celular de TG180 pode produzir uma grande quantidade de taquizoitos de 7. gondii

chegando a mais de 259 parasitas /células.

MATERIAL E METODOS

Manutencao da linhagem de sarcoma murino TG 180
A manutengdo das células da linhagem do sarcoma TG180 (SARTORELLI &
BOOTH, 1961), foi realizada por meio de passagens em camundongos albinos Swiss a cada

12 dias, inoculando-se por via intraperitonial cinco camundongos com idade entre 40 e 50



dias, com 0,2 mL de exsudato intraperitonial contendo células do sarcoma TG180,
recuperados de camundongos previamente inoculados.

A manuteng¢ao dos taquizoitos da cepa RH gendtipo tipo I foi realizada por meio
de inoculagdo intraperitonial em camundongos Swiss. Trés a quatro dias apds realizava-se o
lavado intraperitonial, com 5 mL de solucdo fisioldgica 0,9% estéril para a recuperacao dos
taquizoitos. Apds a avaliagcdo dos lavados, eram reinoculados aqueles que apresentavam maior
numero de taquizoitos descartando-se os hemorrdgicos e/ou com contaminantes.

Para a producdo dos soros-controle, foram utilizados ratos Fischer, a saber:
Grupo 1 (G1) quatro animais que receberam por via oral, 10* bradizoitos de T. gondii, com
auxilio de gavage, e, Grupo 2 (G2) com quatro animais inoculados por via oral, com solugdo
salina 0,9% estéril, com auxilio de gavage sendo considerados como grupo controle.

Para a inoculagao dos animais foi utilizada a cepa BTU 4 (genétipo 1), isolada de
cérebro de cdo com sintomatologia nervosa, que € mantida por inoculac¢do intraperitonial
semanal em camundongos Swiss, albinos. Ela é patogénica para camundongos albinos, e
propicia a formacdo de cistos teciduais cerebrais em ratos. Os animais foram mantidos sob
observacao por um periodo de trés meses a partir da infeccdo, realizando-se colheitas
semanais de sangue para obtencdo de soro. Ao final do periodo de observacdo os animais
foram sacrificados em camara saturada com vapor de isofluorano.

Para avaliac@o celular utilizou-se o teste de exclusdo do corante — “Dye Test
Exclusion”. Em microplacas de 96 pocos, acrescentou-se 10 ul da amostra a ser avaliada
acrescentando-se 40 pl de solugdo Azul Tripan 0,4% (diluicdo 1:5). Com auxilio de
micropipeta, transferiu-se 10 pl da suspensdo de células coradas, para a camara de Neubauer,
procedendo-se a contagem em microscopio optico em aumento de 100X. As células invidveis
absorvem o corante, corando-se em azul e algumas vezes de forma assimétrica. Por sua vez,
as células vidveis aparecem redondas e refringentes.

O ndmero de células vidveis (CV) por mL , foi calculado de acordo com a
férmula abaixo, e foi utilizado para avaliagdo do cultivo da linhagem de sarcoma murino TG
180, ,na escolha das amostras utilizadas para os repiques das histoculturas e contagem dos
taquizoitos vidveis.

n°. de células vidveis

CV: X 10* X Fator de Dilui¢do
n°. de quadrantes contados




O ndmero de células vidveis totais da suspensdo original (VT), foi estabelecido
pela férmula abaixo e com ele foi possivel comparar a producao da linhagem TG180 em

histocultura, e passagem intraperitonial em camundongos.

VT: N° de células vidveis totais X Volume da suspensao original

Para célculo da viabilidade em porcentagem (V%) utilizou-se a féormula a seguir.
Este dado fornece uma referéncia para andlise de perdas na producao de células de sarcoma e

dos taquizoitos.

n°. de células viaveis
V%: X 100
n°. de células totais

Para os exames sorologicos, as amostras de sangue foram colhidas por puncao
do seio orbital previamente a inoculacdo dos ratos, e semanalmente durante o periodo de
observacdo, por até trés meses, incluindo-se o dia do sacrificio dos animais. O soro sangiiineo
obtido por centrifugacdo a 1000G durante 10 minutos, foi transferido para microtubos
identificados e congelados a temperatura de —20 °C até o momento da prova.

A producdo do antigeno para a utilizacdo no método de aglutinacdo direta
(MAD), foi realizado de acordo com o protocolo: no dia zero foram inoculados cinco animais
com a linhagem de sarcoma murino TG180, mantidas por repique a cada 12 dias. No dia 4:
foram inoculados pela via intraperitonial 10 camundongos Swiss (Grupo 3 — G3) com 30 dias
de idade, com 1 mL de lavado peritonial rico em taquizoitos da cepa RH de Toxoplasma
gondii. No dia 7 foi realizado o lavado peritonial desses animais com 10 mL de solugdo
fisiolégica 0,9%. Apds avaliacdo foram descartados aqueles os hemorrdgicos ou com
contaminagdo, aproveitando-se somente aqueles ricos em taquizoitos. No caso de lavados com
menor concentragdo taquizoitica, eles foram concentrados por centrifugacdao a 1000G por 10
minutos, descartando-se o sobrenadante, ressuspendendo-se a seguir o sedimento, em volume
menor que o inicial, com soluc¢do fisiolégica 0,9%. Apds a avaliagdo e selecao dos lavados
peritoneais do G3, inoculou-se 1 mL do lavado final em 20 camundongos Swiss (Grupo 4 —
G4), com 30 dias de idade, também intraperitonial. No dia 10, realizou-se o lavado dos
animais do grupo 4, com 10 mL de solugao fisiologica 0,9%. Novamente foram avaliados, e
aproveitados somente aqueles ricos em taquizoitos. No mesmo dia realizou-se a recuperacdo

de células de sarcoma murino TG180 inoculadas no dia 0, descartando-se os lavados que se



apresentavam hemorrdgicos ou contaminados. Apds a selecdo, os lavados contendo
taquizoitos foram homogeneizados resultando um volume de 90 mL, que por meio do “dye
test”, demonstrou uma concentracio de 8,4 x 10’ taquizoitos/mL. O recuperado de células de
sarcoma murino TG180, foi de 20 mL, e pelo “dye test” revelou 1,05 x 10° células/mL.

Um volume de 7,5mL da suspensdo de células de sarcoma foi diluido em 52,5
mL de solugdo fisiolégica 0,9% (diluicao 1:8), obtendo-se um volume final de 60 mL, com
uma concentracio de 1,32 x 10° células/mL. A suspensdo celular foi homogeneizada,
volume/volume, com a suspensdo antigénica de taquizoitos, totalizando 120 mL. A seguir,
foram inoculados, pela via intraperitonial, 60 camundongos Swiss (Grupo 5 — G5), com 30
dias de idade, com 2 mL da suspensdo final para cada um. No dia 13, foram realizados os
lavados dos camundongos do G5, com 5 mL de solug¢ao fisioldgica 0,9%, homogeneizados e
avaliados em microscépio Optico, separando somente aqueles ricos em taquizoitos e com
poucas células. Os que continham muitas células e poucos taquizoitos foram descartados,
resultando um volume final de 80 mL. A suspensdo obtida foi submetida ao seguinte
protocolo: 1) os lavados foram homogeneizados e centrifugados a 65g por 5 minutos; 2) o
sobrenadante, rico em taquizoitos foi pipetado para outro tubo de centrifuga (o sedimento foi
reservado); 3) centrifugou-se o sobrenadante a 440g por 20 minutos; 4) o sedimento resultante
da segunda etapa, foi ressuspendido em solucao fisiologica 0,9%; 5) e centrifugado a 260G
por 10 minutos; 6) o sobrenadante foi entdo adicionado a suspensdo obtida no passo 2,
totalizando 64,5 mL, que foi submetida a técnica de fixacdo do antigeno pela formalina,
segundo DESMONTS & REMINGTON (1980). Durante a preparacio do antigeno, a
suspensao foi mantida em gelo seco, para preservacao de sua viabilidade.

Para a produc¢do da linhagem de sarcoma murino TG180 em histocultura,
utilizou-se garrafa de 25 cm?® de histocultura, com 5 mL de Meio de Eagle Modificado
(MEM), suplementado com 10% de soro fetal bovino. As células de sarcoma murino TG180
foram contadas para determinagdo de sua viabilidade, sendo cada garrafa inoculada com 6,0 x
10° células vidveis/mL. ApOs esse processo as garrafas eram mantidas em estufa de cultivo
em atmosfera de 5% de CO, a temperatura de 37 °C. A partir do segundo dia, procedia-se a
troca do meio de cultura, que era realizada em funcdo do crescimento celular e conseqiiente
demanda de nutrientes determinada pelo inicio de alteracdo na cor do meio. Desta forma a
troca podia ser didria ou a cada dois dias. As garrafas inoculadas foram avaliadas diariamente
para observagdo do desenvolvimento celular por microscopia de luz invertida e também pela

contagem de células vidveis, para se determinar o melhor momento de uso.



A adaptacgdo a partir de amostras de células criopreservadas de sarcoma murino
TG180, mantidas em nitrogénio liquido foi realizada descongelando-se e contando-se para
determinacdo da viabilidade. A seguir foram inoculadas segundo o protocolo de trabalho.
Ap6s 12 horas a suspensdo de cada garrafa, contendo células e meio, foram centrifugadas em
tubos de Falcon, a 1000G por 10 minutos sendo o sobrenadante desprezado e o pelete
formado ressupendido em 5 mL de meio MEM. Essa troca € necessdria em decorréncia da
toxicidade do DMSO, utilizado na criopreservacdo em temperaturas acima de 4° C. A partir
da primeira troca de meio, procedeu-se como anteriormente. As garrafas inoculadas com
amostras de sarcoma criopreservadas ndo conseguiam manter a viabilidade adequada a partir
da terceira passagem, pois se inicia o processo de degeneracgdo celular.

A adaptagdo a partir de amostras frescas do sarcoma murino TG180 mantida pela
inoculag@o intraperitonial de camundongos albino swiss, com idade entre 40 e 50 dias. O
animal foi eutanasiado realizando-se o aspirado do contetido intraperitonial até o maximo
volume conseguido, mantendo-se em camara de gelo para a preservacdo da integridade
celular, e posteriormente diluida (V/V) e homogeneizada com solu¢ao salina tamponda com
antibidticos (SST + ATB) contendo estreptomicina 5.000 UI/mL e penicilina mg/mL, também
resfriada para a preservacdo da amostra.

Realizou-se a lavagem da suspensdo obtida, segundo dois protocolos: no
primeiro, metade da amostra inicial foi centrifugada a 1000G por 10 minutos, descartando-se
o sobrenadante, ressuspendendo-se o pelete em volume igual ao da suspensdo inicial;
repetindo-se o processo por mais duas vezes, ressuspendendo-se finalmente o pelete em 5 mL
de SST + ATB, procedendo-se a contagem. No segundo protocolo procedeu-se da mesma
forma, centrifugando-se a amostra a 800G.

Para a titulacdo do antigeno foram usadas trés amostras de soros controle
positivas (com titulos maiores que 256) e trés controles negativas. Utilizou-se como prova
sorolégica a MAD (DESMONTS & REMINGTON, 1980), testando-se 19 soros-controle
positivos e 11 negativos. Os soros testados bem como os controles positivo e negativo, foram
diluidos em microplaca de fundo chato, nas dilui¢des 1:16, 1:64 e 1:256. A seguir, 25ul de
cada diluicdo testada foi transferida para os respectivos pog¢os em microplaca de fundo “V”;
acrescentando-se em cada uma delas 25ul de solucdo de 2-mercaptoetanol 0,2 M e 50 ul do
antigeno ja diluido em solugdo tampao borato pH 8,7, na diluicdo 1:5, de acordo com o
resultado de titulagdo prévia. A placa foi selada com filme plastico, homogeneizada por um
minuto e incubada a temperatura ambiente por seis horas, procedendo-se apds esse periodo, a

leitura. Para os resultados positivos considerou-se a formacao de uma “rede” ou pelicula em



pelo menos metade do fundo da cavidade, e negativos aqueles com formac¢do de um botdao no

fundo dos pocos.



RESULTADOS

Parte dos resultados ja foram apresentados com a metodologia, pois
algumas adaptacoes foram realizadas ao longo da fase experimental, em funcao desses
resultados. Serdo apresentados os resultados mais significativos quanto a produgdo do
antigeno. Na a producdo in vivo de antigeno para MAD, além das perdas de amostras de
sarcoma devido a hemorragia, contaminando o lavado com hemacias, ocasionando uma
baixa qualidade do antigeno e da morte de alguns animais, notou-se que o volume de
total de aspirado de sarcoma murino TG180, ndo foi aproveitado em sua totalidade,
devendo ser diluido em PBS pH7,2; o volume de lavados contendo taquizoitos era
muito préximo do que seria utilizado, entretanto, eventualmente poderia ser descartado
um volume maior; a contagem das células de sarcoma murino e de taquizoitos vidveis
revelaram concentragdes inferiores as estabelecidas no protocolo de trabalho, 1,32 x 10°
células/mL. de aspirado e 84 x 10° taquizoitos/mL. de lavado peritonial,
respectivamente; ao serem homogeneizadas para posterior inoculagdo nos animais, as
concentracdes resultantes foram respectivamente de 8,25 x 10° células de sarcoma/mL e
de 4,2 x 10° taquizoitos/mL (numa razdo de 1,96:1), muito abaixo do que se estabeleceu
para a histocultura (6x10° células de sarcoma/mL de meio de cultura e 1x10°
taquizoitos/mL de meio, em uma razdo de 3:1). Desta forma optando-se, para nao
prejudicar o volume final do indculo (células sarcomatosas + taquizoitos), ndo se ajustar
as concentragdes para os valores propostos para a histocultura.

Os resultados referentes as células vidveis, invidveis e células totais
trabalhando-se com amostras de sarcoma murino TG180 criopreservadas e frescas

podem ser observados na Tabela 1.

(Tabela 1)

Utilizando as férmulas para o cdlculo de nimero de células vidveis por mL
(CV), nimero de células vidveis totais da suspensdo original (VT) e viabilidade em

porcentagem (V %), chegou-se aos resultados apresentados na Tabela 2.

(Tabela 2)



Quanto a adaptacdo das células e a produgdo de antigeno de T. gondii em
histocultura verificou-se que: a adaptacdo das células de sarcoma murino TG180 em
histocultura a partir de amostras criopreservadas, ndo se mostrou adequada devido a
baixa viabilidade celular, optando-se pelas amostras oriundas de passagem em
camundongo; as células da linhagem de sarcoma apresentam degeneracdo celular a
partir da terceira passagem, dificultando a sua manutencdo ao longo do tempo; a
producdo de antigeno de 7. gondii em histocultura embora vidvel, apresentou um baixo
rendimento, uma vez que as amostras de sarcoma murino apresentavam uma perda
significativa da viabilidade, dificultando a multiplicacdo intracelular do parasita; apds a
realizacdo da contagem para cdlculo da viabilidade, verificou-se que a centrifugacio a
800G manteve a preservacdo de um maior nimero de células, sem comprometer a
leitura em decorréncia de excessiva coloracdo de fundo pelo Azul Tripan.

A comparacdo dos resultados dos exames soroldgicos pela MAD, nas
amostras de soros controle positivos e negativos com os antigenos produzidos “in vivo”
a partir da inoculacdo intraperitonial em camundongos e em histocultura ndo revelou

resultados discordantes, como mostra o Quadro 1.

(Quadro 1)



DISCUSSAO

A discussdo esclarece os resultados obtidos, pois nao ha dados na literatura
que permitam discuti-los. O objetivo principal era a obtencdo de um antigeno que
permitisse a realizacio da MAD com resultados seguros, conferindo a prova
sensibilidade e especificidade, para a sua padronizagdo. Na producdo do antigeno in
vivo pela inoculagdo intraperitonial de camundongos hd um significativo descarte de
material que a principio poderia ser aproveitado com um volume maior de indculo,
entretanto, a utilizagdo de um numero maior de camundongos criaria também um
impasse no que diz respeito aos principios de bioética que nortearam em parte a
execugdo desse trabalho, quanto a reducdo, ou utilizagdo do menor nimero possivel de
animais no experimento.

E preciso considerar ainda, os custos para a manutencio de um nimero
maior de animais e a necessidade de espaco fisico para acomodacdo adequada. Outro
dado importante € a auséncia de padronizacdo das concentracdes de células de sarcoma
e de taquizoitos, o que ocasiona uma menor eficiéncia na produgdo in vivo, além de
possibilitar variagdes significativas entre partidas de antigenos diferentes, o que
inviabilizaria a producdo em larga escala. Comparando-se o que fora estabelecido no
protocolo para producdo in vitro, uma unica garrafa de histocultura ja inoculada para
producdo de antigeno, teria trés vezes mais células de sarcoma, e duas vezes mais
taquizoitos inoculados do que nos 120 mL de in6culo produzido in vivo.

Em relagdo a producdo em histocultura a literatura tem relatado a producao
de linhagens celulares de sarcoma murino TG 180 na producdo de taquizoitos de
T.gondii, objetivando estudos de novos farmacos e para estudos de fisiologia do
parasita. Entretanto as mesmas tém utilizado amostras ja adaptadas em meio de cultura
(EVANS et al., 1999; BARBOSA et al., 2000; CHATTERTON et al., 2002).

A perda de viabilidade das amostras de sarcoma murino aumenta o custo
de producdo uma vez que é necessdrio refazer o repique a partir de amostras frescas.
Para a resolug@o desse problema pode-se adquirir linhagens de sarcoma em laboratérios
em que a producdo esteja padronizada, fato que deve ser avaliado, pois nem sempre €
facil a sua obtencdo, transporte, entre outros aspectos.

Embora comparadas a adaptagdo do sarcoma murino a partir de amostras
criopreservadas e frescas, deve-se ressaltar que a utilizacdo de outros protocolos de

criopreservacio devem ser avaliados a fim de minimizar os problemas no que se refere a



baixa viabilidade celular. A produgdo de taquizoitos pode ser melhorada com a
utilizacdo de amostras de sarcoma murino, jd adaptadas, pois a viabilidade baixa
acarreta na nao multiplicag¢do do 7. gondii, refletindo diretamente na menor producao de
taquizofitos.

Em decorréncia das dificuldades de adaptagdo em histocultura da linhagem
de sarcoma, a producdo de antigeno de 7. gondii ndao foi obtida, como imaginou-se
inicialmente. O antigeno produzido nas condi¢des do presente estudo foi utilizado para
a comparaciao frente ao produzido em camundongos, pela a MAD, ndo revelando
diferencas quanto aos resultados na deteccdo de titulos de anticorpos anti-7Toxoplasma
gondii, fator importante quanta a qualidade dos antigenos.

Apesar dos resultados apresentados nao corresponderem na integra aos
objetivos pretendidos, a produgcdo de antigeno em histocultura, pode ser varidvel,
devendo-se, entretanto, avaliar outros aspectos referentes a linhagem celular, para se
assegurar a multiplicacdo taquizoitica, para a estabilizacdo e padronizacio de uma
técnica segura para a pesquisa soroldgica de anticorpos anti-Toxoplasma gondii, e nas
condic¢des do presente estudo pode-se concluir que a produgdo de antigeno de T. gondii
em histocultura de sarcoma murino TG180 mostra-se vidvel e de facil manutengdo no
laboratério; quanto a qualidade do antigeno produzido em histocultura ndo houve
discordancia de resultado com o obtido segundo a técnica de passagem em
camundongos, na pesquisa de anticorpos anti-Toxoplasma gondii; e face aos resultados
obtidos sugerem-se novos estudos para a obtencdo da linhagem de sarcoma murino

TG180 para a producido de antigeno de Toxoplasma gondii em larga escala.



AGRADECIMENTOS

A Rodrigo Costa da Silva e Veruska Maia da Costa, Karen Roth e Benedito Donizete

Menozzi pelo auxilio durante o desenvolvimento do projeto.



BIBLIOGRAFIA®

BARBOSA, H.M.R; SILVA, M.; FERRO, E.A.V;MINEO, IJR.
Ultrastructural study of TG180 murine sarcoma cell invasion by Toxoplasma gondii
comparison between in vivo and in vitro cell culture. Memorias do Instituto Oswaldo
Cruz, v.95, n.2, p.265-270, 2000

CARRUTHERS, V.B. Armed and dangerous: Toxoplasma gondii uses and
arsenal of secretory proteins to infect host cells. Parasitology International, v.48, p.1-
10, 1999.

CORREA, W.M.; CORREA, C.N.M. Toxoplasmose: In:
Enfermidades Infecciosas dos Mamiferos Domésticos. 1.ed. Medsi, 1992, p.757-766.

DESMONTS, G.; REMINGTON, J.S. Direct agglutination test for
diagnosis of Toxoplasma infection: method for increasing sensitivity and specificity.
Journal of Clinical Microbiology, v.11, p.562-568, 1980.

EVANS, R.; CHATTERTON, J.W.M.; ASHBURN, D.; JOSS, A W.L,;
HO-YEN, D.O. Cell-culture system for continuous production of Toxoplasma gondii
tachyzoites. European Journal of Clinical Microbiology and Infectious Diseases, n.18,
p.879-884, 1999.

HARMER, C.; HASSL, A.; KREINECKER, S.; ASPOCK, H. Toxoplasma

gondii in vitro cultivation: economic and efficient mass production. Journal of
Microbiological Methods, v.27, n.2-3, p.225-228, 1996.

OZKUYUMCU, C.; DURUPINAR, B.; GIRISKEN, E. Comparison of the
IFA, ELISA IgG, ELISA IgM, IHA and the direct agglutination tests in Toxoplasma
gondii. Mikrobiology Bulletin, v.22, p. 2171-275, 1988.

ROBERTS, T.; FRENKEL, J.K. Estimating income losses and other
preventable costs caused by congenital toxoplasmosis in people in the United States.
Journal of the American Veterinary Medical Association, v.196, n.2, p.249-256, 1994.

SARTORELLI, A. C. & BOOTH, B. A.. Studies on mechanisms of

therapeutic synergy by combinations of asazerine and purine analogs. Fed Proceed,

v.20, p.156, 1961.

> UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA. Coordenadoria Geral de Bibliotecas. Normas para
publicacées da UNESP. Sao Paulo: Editora UNESP, 1994. v.2: Referéncias bibliograficas.



VAULTAUD, E.; LACROIX, C.; RODIER, M.H.; TOULLAT, G
JACQUEMIN, J.L. Critical study of ELISA technique and high sensitivity direct
agglutination test for the screening of antitoxoplasma IgG. Annales de Biologie
Clinique, v.49, p.397-400, 1991.

VEISSIER, I. Expérimentation animale: biologie, éthique, réglementation.
INRA Productions Animales, n.12, p.365-375, 1999.

VERONESI, R.; FOCACCIA, R. Tratado de Infectologia, 2* ed. Sao
Paulo, Atheneu, 1999. 1764p

VILLAVEDRA, M.; RANSPOLDI, C.; CAROL, H.; BAZ, A,
BATTISTONI, J.J.; NIETO, A. Identification of circulating antigens, including an
immunoglobulin binding protein, from Toxoplasma gondii tissue cyst and tachyzoites
in murine toxoplasmosis. International Journal for Parasitology, v.31, p.21-28, 2001.

WILSON, M.; WARE, D.; JURANEK, D. Serologic aspects of
toxoplasmosis. Journal of the American Veterinary Medical Association, v.196, n.2,

p.277-281, 1990.

70



LISTA DE TABELAS

TABELA 1 — Numero de células de amostras criopreservadas e frescas, Botucatu. 2007.

Amostra fresca
Condicao Amostra Criopreservada
Protocolo 1 Protocolo 2
Células Viaveis 270 212 388
Células Inviaveis 385 134 59
Células Totais 655 346 447

TABELA 2 — Resultados obtidos com relacdo ao contetido celular de amostras
criopreservadas e amostras frescas, Botucatu. 2007.

Amostra Amostra fresca
Condicao
Criopreservada Protocolo 1 Protocolo 2
Volume inicial 2 mL 5 mL 5mL
Cv 4 s 5
1,35x 10 10,6 x10 19,4 x 10
(células/mL)
VT s 5 5
2.7x 10 21,2x 10 38,8 x 10
(células Totais)
V % 41,22% 61,27% 86,80%
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LISTA DE QUADROS

QUADRO 1 - Comparagdo dos resultados sorolégicos para a pesquisa

de anticorpos anti-7. gondii utilizando-se antigenos produzidos a partir da inoculagao

intraperitonial em camundongos (in vivo) e em histocultura. Botucatu, 2007.

Amostra Antigeno Amostra Antigeno
in vivo histocultura in vivo histocultura

1 256 256 16 64 64

2 64 64 17 64 64

3 256 256 18 64 64

4 256 256 19 256 256

5 64 64 20 Negativo Negativo
6 256 256 21 Negativo Negativo
7 256 256 22 Negativo Negativo
8 64 64 23 Negativo Negativo
9 256 256 24 Negativo Negativo
10 256 256 25 Negativo Negativo
11 64 64 26 Negativo Negativo
12 256 256 27 Negativo Negativo
13 64 64 28 Negativo Negativo
14 64 64 29 Negativo Negativo
15 64 64 30 Negativo Negativo
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Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina
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Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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