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RESUMO

Neste estudo, 50 galinhas caipiras foram obtidas nas feiras livres da
cidade de Goiania, seu soro foi testado para anticorpos anti T. gondii através do
teste de aglutinacdo modificado (MAT), seus 6rgaos (coracdo e cérebro) foram
processados e inoculados em grupos de 6 camundongos. Amostras dos 6érgaos
das aves e dos camundongos sobreviventes foram corados com Hematoxilina-
Eosina objetivando a busca de estruturas morfologicamente compativeis com
cistos de Toxoplasma. O soro dos camundongos sobreviventes foi analisado pela
reagdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI). Os isolados foram submetidos a
estudo de viruléncia para camundongos através de inoculagbes com diferentes
concentragdes de taquizoitos. 25 aves (50%) mostraram-se positivas (MAT = 1:5)
obtendo um total de trés isolados. Estruturas morfologicamente compativeis com
cistos de T. gondii foram encontradas em cortes histolégicos de oito aves (16%) e
orgaos de camundongos de dois grupos (2%). Dos 25 experimentos com indculos
de aves soropositivas, em 11 (44%) houve a detecgdo de IgG antiToxoplasma.
Nas amostras de aves soronegativas, ndo foram encontradas evidéncias da
presenga de Toxoplasma. Dos trés isolados obtidos, dois foram letais para
camundongos a partir de concentragdes de mil taquizoitos, enquanto outro foi

100% fatal a partir da concentragao de dez mil taquizoitos.



ABSTRACT

In this study, 50 free-range chickens were obtained from free fairs of the city
of Goiania, its serum were tested for antibodies anti T. gondii with the modified
agglutination test (MAT), its heart and brain had been processed and inoculated in
groups of 6 mice. Samples of the organs of the birds and the surviving mice had
been sectioned and stained with Hematoxylin-Eosin for the search of Toxoplasma-
like cysts structures. The serum of the surviving mice was analyzed by the indirect

immunofluorescence reaction (RIFI). The isolated ones had been submitted to the

study of virulence for mice by inoculations with different concentrations of
tachyzoites. 25 birds (50%) had revealed positive (MAT = 1:5) getting a total of
three isolated. Toxoplasma-like cysts structures had been found in histologic cuts
of eight birds (16%) and organs of mice of two groups (2%). Of the 25 experiments
with inoculeted of positives birds, in 11 (44%) it had the detention of IgG anti-
Toxoplasma. In the samples of negatives birds, evidences of the presence of
Toxoplasma had not been found. Of the three isolated, two had been lethal for
mice from concentrations of a thousand tachyzoites., while another one was 100%

fatal one from the concentration of ten a thousand tachyzoites.



1- INTRODUCAO

Toxoplasma gondii € o agente causador da toxoplasmose, uma das
infec¢des parasitarias mais comuns mundialmente (Montoya & Liesenfield 2004;
Dubey & Beattie, 1988). O T. gondii € um parasito intracelular obrigatorio que
desenvolveu diversas vias potenciais de transmissao, sendo capaz de infectar
provavelmente todos os animais de sangue quente, tornando-se um dos
protozoarios parasitas mais bem sucedidos (Tenter et al 2000; Boothruyd & Grigg
2002). Seu ciclo de vida é heteroxeno facultativo tendo todos os animais
homeotérmicos como hospedeiros intermediarios e os membros da familia Felidae
como hospedeiros definitivos. Nos hospedeiros intermediarios ocorre a fase
assexuada da reproducgao, enquanto que nos felinos ocorre primeiramente uma
fase assexuada seguida posteriormente por uma fase sexuada de reproducéo,
esta ocorrendo exclusivamente no epitélio intestinal dos felinos (Tenter et al 2000).

O parasito apresenta-se durante o seu ciclo de diversas formas evolutivas:
taquizoitos, de formato crescente e multiplicacédo rapida, presentes na fase aguda
da infeccdo; bradizoitos que sdo morfologicamente idénticos aos taquizoitos,
porém com multiplicacdo mais lenta e funcionalmente diferentes, encontrados no
interior de cistos teciduais presentes na fase crénica da infecgcao e esporozoitos
que apresentam o mesmo formato e encontram-se no interior dos oocistos
formados exclusivamente nos felinos. Os oocistos possuem formato esférico e sdo
liberados nas fezes n&o esporulados, passando por tal processo no meio externo
num periodo de 1 a 5 dias dependendo das condi¢gdes ambientais (Montoya &
Liesenfield 2004; Dubey 2004).

A toxoplasmose pode ser adquirida através da manipulagédo ou ingestédo de
carne contendo cistos teciduais, bebidas ou alimentos contendo oocistos
esporulados, através de liquidos organicos ou ainda por via transplacentaria
(Montoya & Liesenfield, 2004; Dubey 2004). Em individuos imunocompetentes, a
infeccdo geralmente é assintomatica, porém em 10% destes surgem sintomas
como linfadenopatia, coriorretinites e mais raramente miosites. Entretanto, se a

primoinfeccdo materna ocorrer durante a gestagcdo, o parasito pode invadir a



circulacao fetal via infecgdo da placenta, levando a toxoplasmose congénita, com
sequelas graves para o feto, como aborto, morte neonatal e anomalias fetais
(Gagne 2001). Encefalite toxoplasmica e toxoplasmose disseminada tém sido
observadas em individuos imunocomprometidos por transplante de dérgaos ou
medula, cancer, terapia imunossupressora, bem como em pacientes com AIDS,
onde grave encefalite toxoplasmica ocorre em cerca de 40% dos casos (Luft 1989;
Amassari et al 1996). Nestes individuos, o quadro de toxoplasmose aguda
geralmente é resultado da reativacdo de uma infec¢ao crénica (Porter & Sande
1992). No caso de uma primoinfeccdo em individuo imunocomprometido, a
toxoplasmose geralmente apresenta-se sobre a forma de doenga pulmonar e
encefalite difusa (Luft 1989).

Os oocistos de T. gondii sédo liberados nas fezes de gatos domésticos e
outros felinos, resultando em uma grande contaminagao do ambiente (Jewell et al
1972; Dubey & Beattie 1988; Lukesova & Literak 1998; Ocholi et al 1989; Dubey &
Odening 2001). Os gatos domeésticos sao provavelmente a maior fonte de
contaminagéo pois s&o comuns e produzem um numero enorme de oocistos que
sdo capazes de sobreviver por longos periodos de tempo no ambiente (Dubey &
Frenkel 1972; Dubey 2001).

Recentemente T. gondii tem sido encontrado em muitos mamiferos
marinhos, sugerindo que a contaminagédo da agua do mar por oocistos seja mais
comum que o imaginado (Dubey et al. 2003c). Além disto, grandes surtos de
toxoplasmose aguda como o ocorrido no Canada em 1994 (Bowie et al. 1997)
foram relacionados a contaminagédo da agua por oocistos de T. gondii. Estes fatos
proveram razdes para se questionar e reavaliar ndo s6 o papel da agua como
mecanismo de infeccdo da toxoplasmose bem como também a verdadeira
dimensdo da contaminacdo ambiental por oocistos liberados ndo apenas pelos
gatos domésticos como pelos felinos selvagens.

O estudo da contaminagdo ambiental por T. gondii é complexo, pois,
embora os oocistos possam ser detectados por métodos de concentragdo nas
fezes contaminadas (Ruiz & Frenkel 1980b), estes ndo podem ser distinguidos

morfologicamente dos oocistos de pelo menos outros quatro coccideos



(Hammondia hammondi, H. heydorni, Neospora caninum, Besnoitia), fazendo-se
necessario o ensaio em camundongos para confirmagdo da espécie (Dubey
2004). Soma-se a isto, o fato de nao existir até 0 momento técnica padronizada
para detectar oocistos de T. gondii no ambiente (Dubey 2004). Métodos de
Biologia Molecular tém sido sugeridos, embora a detecgao do DNA nao consiga
distinguir entre oocistos viaveis e nao viaveis, limitando sua utilidade. Villena et al
(2004) encontraram DNA de T. gondii em 10 de 125 amostras ambientais mas
nenhuma foi positiva no ensaio em camundongos.

Devido a todas estas dificuldades muitos trabalhos tém utilizado as aves
como indicadoras da contaminagdo ambiental por oocistos de T. gondii devido a
seus habitos geofagicos. Neste ponto merece destaque a galinha criada livre, que
pode dar valiosos indicios da contaminacdo ambiental, bem como, do seu papel
como possivel transmissora de T. gondii para o homem (Dubey et al 2005a).

Nesta década, Dubey e diversos colaboradores iniciaram um estudo

mundial da estrutura populacional do Toxoplasma (Dubey et al 2005b), para isto,
as galinhas criadas livres foram selecionadas para o bioensaio em camundongos,
(Dubey 2005a).
Desta forma, os orgaos (coragdo e cérebro) das aves sdo processados e
inoculados em grupos de camundongos objetivando o isolamento do parasito. A
metodologia destes trabalhos propde uma triagem soroldgica prévia das aves com
o MAT, o ponto de corte tem sido normalmente estabelecido em titulos de 1:5 ou
1:10, sendo a inoculagdo em camundongos feita apenas com material oriundo de
galinhas positivas, Normalmente é feito um pool com os 6rgdos das galinhas
negativas e este é servido como alimento para gatos livres de Toxoplasma,
objetivando o encontro de oocistos nas fezes destes felinos. Em alguns casos
foram recuperados oocistos de T. gondii das fezes destes gatos demonstrando a
presenga do parasita mesmo em aves com titulos considerados negativos (Dubey
et al 2003b).Este fato deve-se muito provavelmente a grande sensibilidade dos
felinos aos cistos teciduais de T. gondii, pois praticamente todos os gatos
alimentados com cistos de toxoplasma acabam liberando oocistos nas fezes
(Dubey & Frenkel 1976; Dubey et al 2005a).



2 - REVISAO DE LITERATURA

2.1 - Histoérico

O Toxoplasma foi primeiramente descrito de forma independente por Alfonso
Splendore, num coelho de laboratorio em 1908 em Sao Paulo e por Nicolle e Manceaux
1908 num roedor norte africano chamado Ctenodactylus gondii em pesquisas
desenvolvidas no Instituto Pasteur de Tunis. Na ocasido estes pesquisadores acharam

tratar-se de um membro do género Leishmania e o batizaram de Leishmania gondii.

Nicolle e Manceaux 1909 caracterizaram o parasita como uma nova
espécie batizando-o de Toxoplasma gondii. O nome Toxoplasma € derivado de
sua forma crescente (toxon= arco e plasma= forma, em grego) e gondii deriva do
nome do roedor onde primeiro foi identificado.

Janku 1923 na cidade de Praga foi o primeiro a descrever a toxoplasmose
em humanos, ele fez a descricao de Toxoplasma gondii na retina de uma crianga
com 11 meses de idade com hidrocefalia e cegueira. Levaditi et al 1928 foram os

primeiros a descrever os cistos teciduais como estagio persistente do parasito.



Pinkerton & Weinman 1940 foram os primeiros a relatar um caso de morte por
toxoplasmose disseminada em um adulto humano.
Wolfet al 1937 e 1939, descreveram a doenga congénita causada pelo T. gondii,
enquanto que Pinkerton & Hendersen (1941) identificaram o parasita como causador de
doenga aguda e cronica em seres humanos. A hipdtese de que o estagio infeccioso do
protozoario € liberado no ambiente junto com as fezes dos gatos foi formulada por

Hutchison 1965.

Luft et al 1984 publicaram o primeiro caso de toxoplasmose do sistema
nervoso central num paciente com AIDS. Atualmente diversas vertentes da
biologia do Toxoplasma gondii entre elas: a contaminacdo ambiental
(principalmente o papel dos oocistos), a estrutura populacional do parasito,
métodos diagndsticos que separem mais claramente infecgbes agudas de
crbnicas e novos medicamentos que possam ser efetivos na fase de cistos
teciduais tem tido destaque, principalmente devido a crescente populagdo de

individuos imunossuprimidos infectados.

2.2 - Biologiado T. gondii

O T. gondii € um protozoario parasita que pertence ao filo Apicomplexa,
classe Sporozoa, subclasse Coccidia, ordem Eucoccidiida, subordem
Eimeriina, familia Sarcocystidae, subfamilia Toxoplasmatinae, género
Toxoplasma e espécie unica Toxoplasma gondii (Kawazoe 2003). Os coccidios
em geral apresentam um ciclo de vida complexo, entretanto geralmente séo
hospedeiro-especifico e com ciclo de transmissdao unicamente fecal-oral, o T.
gondii por sua vez, também pode ser transmitido por liquidos organicos, via
transplacentaria e por carnivorismo (Dubey 2004). O ciclo de vida pode ser
dividido em duas fases: no hospedeiro intermediario ocorre apenas o ciclo

assexuado da reprodugdo, enquanto que no hospedeiro definitivo (felinos)



primeiramente ocorre uma fase assexuada seguida posteriormente por uma

fase sexuada de reproducao (kawazoe 2003).

2.2.1 - Ciclo no hospedeiro intermediario

Apos a infeccdo com qualquer forma infectante do parasita, estes
desenvolvem-se em taquizoitos, que dividem-se rapidamente por sucessivas
endodiogenias dentro de diferentes células hospedeiras, o tempo de cada divisao
€ de seis a oito horas para uma cepa virulenta (Kasper & Boothroyd 1992).
Quando o numero de taquizoitos intracelulares aproxima-se de 64-128, a célula é
rompida liberando os parasitas que passam a invadir as células adjacentes, esta
fase é conhecida como fase aguda da infecgdo. Dentro de aproximadamente dez
dias a maioria dos taquizoitos sdo destruidos pela resposta imunoldgica celular e
humoral do hospedeiro. Os parasitos restantes da ultima geragéo iniciam entdo a
formacao de cistos teciduais que encerram formas parecidas com os taquizoitos,
porém, de multiplicagao lenta conhecidas como bradizoitos. Estes cistos teciduais
podem permanecer viaveis por toda a vida do hospedeiro e possuem alta
afinidade por tecidos nervosos e musculares (Dubey & Beattie 1988; Dubey
1993a; Dubey 1998 a; Tenter et al 2000).

2.2.2 - Ciclo no hospedeiro definitivo

Apds a ingestao de cistos teciduais na carne, por membros da familia
felidae, a parede cistica destes € digeridas pelas enzimas proteoliticas do
estdbmago e intestino delgado, liberando os bradizoitos. Alguns penetram na
lamina propria intestinal e multiplicam-se como taquizoitos que fardo o ciclo
assexuado no hospedeiro definitivo, outros por sua vez, penetram nas células
epiteliais do intestino delgado e iniciam o desenvolvimento de numerosas
geragbes assexuadas chamadas esquizontes (Dubey & Frenkel 1972). Em
seguida sdo formados gametas masculinos (microgametas, méveis, biflagelados)

e femininos (macrogametas, imoveis), apos a fertilizagdo dos macrogametas pelos



microgametas, inicia-se a formacdo da parede do oocisto ao redor do gameta
fertilizado. Quando o oocisto esta maduro, é liberado no lumen intestinal, via
ruptura das células do epitélio. Posteriormente o oocisto é liberado nas fezes
ainda nao esporulado, sofrendo o processo de esporulacdo no meio externo
dentro de 1-5 dias dependendo das condigbes ambientais (Dubey 1998a; Dubey
2004).

Além da ingestao de cistos teciduais, os felinos também podem infectar-se
através de taquizoitos e oocistos presentes no ambiente (alimentos e agua),
entretanto, estas vias parecem ser menos eficientes. Experimentos realizados com
infeccdo experimental de gatos mostraram que praticamente todos os animais
infectados com cistos teciduais (bradizoitos) liberam oocistos nas fezes, enquanto
que menos de 30% dos animais infectados com oocistos ou taquizoitos liberam

oocistos nas fezes (Dubey & Frenkel 1972).

2.2.3 - Formas infectantes

O T. gondii apresenta trés formas infectantes: taquizoitos (formas livres),

bradizoitos (nos cistos teciduais) e esporozoitos (nos oocistos).

Taquizoitos

E o estagio de multiplicacdo rapida do parasita, apresenta formato
crescente ou semioval, mede entre 4-8 ym de comprimento e 2-4 ym de largura,
possuindo um nucleo central e poucos ou nenhum granulos PAS-positivos (Acido
Periédico De Schiff) (Dubey 1998a). Os taquizoitos sao capazes de infectar todos
os tipos de célula nucleada, invadindo-as por penetracdo ativa e formando um
vacuolo citoplasmatico denominado vacuolo parasitéforo. Apds a invasao celular,
os taquizoitos sofrem sucessivas replicagdes, quando entdo rompem a célula e
sdo disseminados via corrente sanguinea invadindo outras células. Este processo
leva a uma forte reacdo inflamatéria e destruicdo tecidual, causando as
manifesta¢des clinicas da toxoplasmose, sendo caracteristico da fase aguda da

doenga (Montoya & Liesenfield 2004). Por outro lado, sdo as formas menos



resistentes do parasito, sendo facilmente destruidos pelas condi¢bes ambientais,
pelo suco gastrico, pela desidratagao e por variagées osmoéticas. Por estimulo do
sistema imune, os taquizoitos transformam-se em bradizoitos dentro de cistos

teciduais.

Bradizoitos
Os bradizoitos sao morfologicamente muito semelhantes aos taquizoitos,
porém apresentam um nucleo terminal e varios granulos PAS-positivos, além de
possuirem metabolismo e reprodugcdo mais lento e expressarem moléculas
estagio-especificas, sendo também menos suscetiveis a destruicdo por enzimas
proteoliticas (Dubey 2004).
Os bradizoitos estao encerrados em cistos teciduais, estes medem de 5 a
70 ym de comprimento, com uma membrana dupla elastica, podendo conter de
centenas a milhares de bradizoitos. Os cistos podem ser formados em
praticamente todos os 6rgéos, incluindo rim, figado e pulmdes, porém, parecem
demonstrar predilecdo para tecidos nervosos e musculares, incluindo o cérebro,
olhos, musculatura esquelética e cardiaca (Dubey et al 1998). Os cistos teciduais
apresentam boa resisténcia as variagbes de temperatura, sendo mortos por
cozimento a 55°C em 30 minutos (Dubey et al 1970) e congelamento a -20°C
(Frenkel et al 1975). Entretanto, em carnes estocadas a temperaturas entre 4°c e
6°c, os cistos permanecem viaveis por mais de 2 meses (Jacobs et al 1960).
Modelos experimentais demonstram que cistos teciduais sao formados entre 5 e 6 dias
pOs- infecgdo oral com bradizoitos em camundongos (Dubey 1997) e entre 6 e 7 dias pos

infec¢do oral com oocistos (Dubey et al 1997).

Esporozoitos

Como resultado da fase sexuada da reprodugdo do T. gondii no epitélio
intestinal dos felinos, ocorre a formagédo de oocistos, que sédo estruturas de
formato sub-esférico ou esférico, com didmetro aproximado de 12 um e dupla
membrana, sendo a forma de resisténcia ambiental. Dubey & Frenkel (1972),

estimam que um unico gato possa liberar milhdes de oocistos ndo esporulados



(n&o infectantes) nas fezes diariamente. Esta liberacao tem inicio entre 5 e 10 dias
apos a infeccgdo inicial. A esporulagcédo dos oocistos ocorre no ambiente entre 1 e 5
dias apos a liberacao nas fezes. Cada oocistos esporulado contém 2 esporocistos
elipsoides e dentro de cada um destes existem quatro esporozoitos, que sao
formas infectantes medindo 2 um de largura por 6 um de comprimento (Dubey
1998a).

Apés a ingestado de oocistos esporulados, os esporozoitos abandonam este
e invadem as células do epitélio intestinal, dentro de quatro horas ja é possivel
observar esporozoitos no sangue periférico ( Dubey, 1997; Speer & Dubey; 1998).

Estudos em laboratério mostram que os oocistos sdo muito resistentes as
variagdes ambientais, podendo suportar temperaturas de -21°C por no minimo 28
dias, 30°C por 107 dias, 40°C por 24 horas e 50°C por uma hora (Frenkel & Dubey
1972; Dubey 1998a; Dubey et al 1970). Em condi¢gdes naturais, por sua vez,
Frenkel et al 1975 obtiveram oocistos viaveis de fezes que foram expostas a
temperaturas que variaram entre -20°C a 35°C num periodo de 548 dias no
Kansas, USA. Os oocistos também s&o muito resistentes aos desinfetantes
normalmente usados, permanecendo vidveis mesmo apos a exposi¢cao a formalina
10% por 48 horas; &acido sulfurico+ dicromato (63%-7%) por 30 minutos;
etanol+acido acético (95%-5%) por uma hora; lauril sulfato de sddio (0.1%) por 24
horas e amoénia liquida (5.5%) por uma hora (Ito et al 1975; Dubey et al 1970;
Frenkel & Dubey 1972).

2.2.4 - Cepas de T. gondii

Um dos fatos mais interessantes na biologia do T. gondii é a sua estrutura
populacional, apesar da presenca de um ciclo sexual que ocorre em felinos, a
populacéo do parasito apresenta-se primariamente clonal, existindo trés linhagens
que embora distintas, estdo fortemente relacionadas (Darde” et al 1992; Sibley &
Boothroyd 1992; Howe & Sibley 1995).

Estas linhagens sdo denominadas de tipo I, Il e Ill e apresentam uma

variagdo menor que 2% em seu genoma (Grigg et al 2001). Existe uma marcada



diferenca entre a letalidade para camundongos entre as trés linhagens, a do tipo |
possui dose letal absoluta (LD1gg) com um unico parasito viavel, sendo chamada
de linhagem virulenta, enquanto que as linhagens Il e Ill possuem dose letal de
50% (LDso) em indculos iguais ou maiores que mil parasitos, provocando
facilmente infecgdo crbnica. Estas linhagens sao designadas como avirulentas
(Howe et al 1996). Existem muitas explicagbes possiveis para a estrutura
populacional clonal do T. gondii, em primeiro lugar, o parasito pode ser transmitido
entre hospedeiros intermediarios, através do carnivorismo e necrofagia, nao
passando pelo ciclo sexual no hospedeiro definitivo (Howe & Sibley 1995; Su et al
2003). Em segundo lugar, muitos macrogametas nao fertilizados permanecem
viaveis no hospedeiro definitivo, podendo formar oocistos por partenogénese
(Ferguson 2002). Em terceiro lugar, € provavelmente raro o encontro de felinos
naturalmente infectados simultaneamente por duas diferentes linhagens de T.
gondii (Boothroyd & Grigg 2002).

A alta viruléncia da linhagem do tipo |, foi primeiramente explicada, como
sendo resultado das sucessivas passagens entre hospedeiros ou talvez resultado
de condicbes ambientais. Este ponto de vista foi reforcado pelo isolamento
precoce da cepa RH em 1939 por Sabin. Esta cepa é caracteristica do tipo I,
sendo letal para camundongos mesmo em baixos inoculos. Apds o isolamento, a
cepa RH foi distribuida para varios laboratérios e usada por varios grupos de
pesquisa, desta maneira sofreu diversas passagens em camundongos,
teoricamente aumentando sua viruléncia. Atualmente, entretanto considera-se o
carater virulento das cepas do tipo | como resultado primario do gendtipo. Vinte
isolados de T. gondii foram caracterizados como pertencentes ao tipo | e todos
compartilhavam o fendtipo de alta viruléncia para camundongos, indicando que
esta possui estrita correlagdo com o gendtipo do parasita (Sibley & Boothroyd
1992).

Na tentativa de mapear os genes responsaveis pela viruléncia das cepas do
tipo |, foi realizado o cruzamento genético entre uma cepa deste grupo com uma
do tipo Ill (avirulenta), a F1 resultante foi entdo utilizada em inoculagdes com

camundongos e posteriormente genotipada usando-se uma combinagdo de



aproximadamente 70 marcadores de DNA que em seguida foram analisados por
técnicas moleculares. Como resultado, obteve-se que a viruléncia aguda € um
carater multigénico, sendo o ponto chave um lIécus no cromossomo VII. Sugere-se
que apenas este l6cus possa contribuir com cerca de 50% do trago de viruléncia
das cepas do tipo | (Su et al. 2002). Cepas do

tipo | s&o letais independente da via de inoculagdo e dosagem, contrariamente, a
letalidade das cepas do tipo Il e Il esta diretamente ligada a via de inoculagéo,
dosagem e gendtipo do hospedeiro (Sibley 2003).

Embora existam diferencas, a letalidade das cepas do tipo I, ndo pode ser
atribuida a maior taxa de multiplicacdo, velocidade de disseminacao tecidual ou
namero de parasitas nos tecidos. Em vez disto, a patogénese parece ocorrer devido a
presenca ou inducdo de mediadores inflamatorios soltveis (Sibley 2003). Embora
existam dramaticas diferencas entre infeccbes com cepas do tipo | e cepas do tipo 11 ou
111 em camundongos, ndo existem garantias que estas diferencas sejam observadas em

outros hospedeiros (Boothroyd & Grigg 2002).

Diversos estudos tem mostrado a predominancia de cepas do tipo Il em
pacientes imunossuprimidos (principalmente portadores de AIDS) e infecgdes
congénitas. Em estudo de coorte realizado na Franga com pacientes
imunossuprimidos, cerca de 75%-80% dos pacientes apresentavam cepas do tipo 11
(Honore et al 2000). Em outro estudo Francés, as cepas do tipo 11 foram novamente
predominantes, dos 45 pacientes portadores de AIDS com infec¢do toxoplasmica, 34
apresentavam cepas tipo Il (Howe et al 1997). Estudos realizados nos USA, déo
suporte a idéia que cepas do tipo Il sdo predominantes também em casos de
toxoplasmose congénita (Howe & Sibley 1995). Cepas do tipo 111 sdo pouco comuns
em seres humanos, sendo isoladas principalmente de animais (Montoya & Liesenfield,
2004).

Cepas do tipo | tém sido encontradas em casos de toxoplasmose ocular nédo
usual, onde ocorre grande destruicéo tecidual e pouca resposta ao tratamento
quimioterapico (Boothroyd & Grigg 2002). De fato, em surtos de toxoplasmose ocular
no Canada e no Brasil, cepas do tipo | foram isoladas dos casos mais graves, enquanto
nenhuma cepa dos tipos Il e 111 foi obtida (Burnett et al 1998).



Embora 95%-98% das cepas de T. gondii isoladas de humanos e outros
animais pertencam aos tipos I, Il ou lll, existe um grupo de cepas que néo se
enquadram em nenhum destes grupos, sendo conhecidas como recombinantes ou
atipicas. A existéncia deste grupo de cepas, sugere a recombinag¢do natural entre
cepas de T. gondii, embora seja muito raro o encontro de hospedeiros infectados
com mais de um tipo de cepa (Howe & Sibley 1995). As cepas atipicas sdo mais
comumente encontradas em casos de toxoplasmose ocular severa (Boothroyd &
Grigg, 2002).

2.3 - Aspectos Epidemioldgicos

Inquéritos soroepidemioldgicos realizados em diferentes regides do mundo tem
demonstrado que a toxoplasmose ¢ uma das zoonoses mais comuns mundialmente.
Atualmente estima-se que um ter¢o da populacao do planeta tenha tido contato com o

parasita (Tenter et al 2000).

Desde a introducdo do Dye Test em 1948 por Sabin e Feldman, diversos
estudos soroepidemiologicos tanto em seres humanos como em diversas
espécies animais tem provido evidéncias da larga distribuicdo e grande
prevaléncia da infecgado por T. gondii no mundo, entretanto esta soroprevaléncia
varia grandemente entre diferentes paises ou até mesmo entre areas de um
mesmo pais. Variagbes também sao encontradas entre grupos étnicos, faixa etaria
e principalmente habitos alimentares e de higiene das populagdes, fato que
reforga a idéia de que a via oral € a principal fonte de contaminagéao (Desmonts et
al 1965; Remington et al 2001).

No entanto, devemos ser cuidadosos ao compararmos informagdes sobre
soroprevaléncia da infecgdo, pois os estudos realizados, muitas vezes utilizam
meétodos diferentes para detecgdo de anticorpos e estes testes variam muito
quanto a sensibilidade, especificidade e valores preditivos, como consequéncia,
dois testes geralmente ndo produzem o mesmo resultado, mesmo que realizados

no mesmo laboratério (Fleck, 1989; Petithory et al 1996).



Embora dados soroepidemiolégicos possam nao refletir a verdadeira
prevaléncia da infeccdo por T. gondii nas diversas populagdes, tornam-se
importantes se interpretados como estimativas ou como meio de comparagao de
prevaléncia entre populagcbes similares (Tenter et al 2000). Por exemplo, na
década de 90, a soroprevaléncia da infecgao por T. gondii nos paises da Europa
Central, como Austria, Bélgica, Franca, Alemanha, e Suica foi estimada em taxas
entre 37% e 58% em mulheres em idade feértil. Soroprevaléncia comparavel foi
encontrada em populagdes similares na Croacia, Polénia, Eslovénia e Australia.
Soroprevaléncia sensivelmente maior foi encontrada em paises da América latina,
como Argentina, Brasil, Cuba, Jamaica e Venezuela (54%-72%). Em contraste,
baixa prevaléncia foi encontrada no sudeste asiatico, como China e Coréia (4%-
39%), sendo pequena também em areas com clima frio como os paises
escandinavos (11%-28%) (Tenter et al 2000).

2.3.1 - Soroprevaléncia em seres humanos

Devido a sua importancia como doenga congénita, a maioria dos inquéritos
epidemioldgicos sobre a infecgao por T. gondii em seres humanos, sao realizados
em mulheres em idade fértil. Deve-se ter atencdo no entanto que infelizmente, os
estudos feitos até o momento usaram diferentes tipos de teste para detecgcado de
anticorpos antitoxoplasma, apresentando também variagdo quanto ao numero de
amostras utilizadas. Desta maneira em um unico pais, as taxas obtidas variam
enormemente, como por exemplo, na Alemanha, onde um estudo realizado em
1992 com 5670 mulheres encontrou uma taxa de infeccdo de 39% utilizando o
ensaio de aglutinagdo por imunoabsorgdo (ISAGA) como teste padrao (Beringer
1992), enquanto que um outro estudo feito de 1987 até 1990 com 4355 mulheres
encontrou taxa de infecgdo de 73% utilizando o ensaio enzimatico de
imunoabsorgao (Elisa) como teste padrao (Kraube et al 1993).

Na Europa, estudos realizados durante a década de 90 encontraram taxas
de infeccado de 50% na Bélgica; 28% na Dinamarca; 20% na Finlandia; 37% na

Grécia; 23% na ltalia; 59% na Polbnia; 14% na Suécia; 42% na Espanha; 71% na



Franga e 10% no Reino Unido (Tenter et al 2000). Na Asia, no mesmo periodo,
foram encontradas taxas de 38% em Bangladesh; 8% na india; 7% na Coréia;
55% no Nepal e 13% na Tailandia (Tenter et al 2000). As taxas encontradas no
Continente Africano foram de 43% no Egito; 20% na Etidpia; 71% no Gabéo; 84%
em Madagascar; 78% na Nigéria e 60% no Congo (Tenter et al 2000).

Nas Américas as taxas foram de 59% na Argentina; 60% na Colémbia; 51% em
Cuba; 54% na Venezuela e 35% no México (Tenter et al 2000).

No Brasil, também durante a década de 90, foram realizados varios estudos
onde encontraram taxas de soro positividade de 54% em Porto Alegre (Neves et al
1994); 65% em S&o Paulo (Inagaki 1997) e 69% em Recife (Nodbrega 1998). Na
cidade de Goiania, em estudo realizado no hospital das clinicas da Universidade
Federal de Goias, foi descrita taxa de soropositividade variando entre 48,6% e
56,7%, neste trabalho foram amostrados pacientes oriundos de diversos setores
do hospital (Fernandes & Barbosa 1972).

2.3.2- Soroprevaléncia em animais

Além do ser humano, diversos outros animais domésticos e selvagens, tém
sido alvo de estudos soroldgicos para determinar a infecgao por T. gondii. Muitos
destes estudos tentam inferir a importancia destes animais como fonte de infeccéo
para o homem, visto que a maioria € utilizada como alimento. Da mesma forma
que em inquéritos realizados em seres humanos, as diferentes amostragens e os
variados tipos de testes soroldgicos empregados, s&o agentes dificultadores da
interpretagdo e comparacéo dos resultados. Em gado, foram encontradas taxas de
positividade de 69% na Franca; 40% na Grécia; 5% na Noruega; 43% em
Portugal; 40% na Espanha; 92% na ltalia; 26% em Bangladesh; 1% na China ; 9%
na india; 49% no Egito; 39% na Argentina e 32% no Brasil (Tenter et al 2000)

Durante muitos anos, os porcos foram considerados as principais fontes de
infeccao de T. gondii para o homem nos Estados Unidos e na Europa, este fato
deve-se as altas taxas de soropositividade e ao isolamento do parasito na carne
destes animais (Janitschke 1999; Shirley 1997; Dubey 1994). No entanto, o



desenvolvimento de melhores técnicas de produgdo e manejo em fazendas de
engorda e abate de suinos, em muitos paises europeus e nos Estados Unidos,
resultou em um decréscimo significativo da soropositividade. A Alemanha € um
bom exemplo desta tendéncia, pois um estudo realizado em 1962 em fazendas de
engorda e abate de suinos encontrou taxas de soro positividade de até 97% (Boch
et al 1964). Em contraponto, um estudo realizado de 1993-1995, apds a
implantacado de técnicas de manejo intensivo nas fazendas, encontrou taxas de
soropositividade menores que 1% (Seineke 1996). A Holanda é outro exemplo,
pois um estudo realizado em 1969 também em fazendas de engorda e abate de
suinos encontrou taxa de soro positividade de 54% (Cremers 1969), apds a
implantacdo do manejo intensivo, a taxa caiu para menos de 2%, como revelou
um estudo feito em 1995 (Van Knapen et al 1995).
No entanto, os suinos continuam a ter papel importante na transmissao da toxoplasmose,
pois em muitos paises, poucas ou nenhuma sao as fazendas com manejo intensivo do
rebanho. Soma-se a isto o fato que mesmo nos paises onde tal manejo foi implantado,
existem ainda muitas pequenas propriedades que engordam e abatem os animais da
maneira tradicional, posteriormente vendendo a carne para a populagdo. Estudos
realizados durante a década de 90 encontraram taxas de soropositividade em suinos de
43% na Argentina; 9% no Canada e 64% na Italia (Tenter et al 2000). Nos Estados
Unidos as taxas variaram de 1% na Carolina do Norte até 22% em lowa (Tenter et al
2000). No Brasil, Guimaraes et al 1992 encontraram taxas de soro positividade de 90%
em suinos da raca piau e Aratjo & Souza 1997 encontraram taxas de até 54% na regido

de Erechim, no estado do rio grande do sul.

Animais que pastam estdo inevitavelmente em risco de adquirir a infecgao
por T. gondii, pois estdo mais expostos a contaminagdo ambiental por oocistos,
neste quesito cabras e ovelhas assumem papel importante como fontes de
infecgao, visto que a soroprevaléncia nestes animais ¢é alta (Tenter et al 2000). Em
ovelhas a positividade pode chegar a 92% (Cabannes et al 1997) enquanto que
em cabras pode alcancgar até 75% do rebanho (Roger et al 1991). Estes dados
tornam-se particularmente importantes devido ao encontro de cistos de T. gondii

em variados pedacgos de carne de ovelha e ao encontro de taquizoitos em leite de



cabra (Dubey & Kirkbride 1989; Lundén & Uggla 1992; Sacks et al 1982). Animais
selvagens também tem sido alvo de estudos soroldgicos para determinar o grau
de infecgdo por T. gondii, tendo especial importancia aqueles que sao usados
como alimento por cacadores e suas familias. Em veados foi encontrada uma taxa
de 27% de positividade no Brasil; até 100% na Republica Tcheca; 44% no
Alabama (USA) e 60% na Pensilvania (USA) (Tenter et al 2000). Em gansos, a
taxa variou de 4% na Turquia até 50% no Iran, em perus a taxa variou entre 71%
no Alabama e 10% na Virginia Leste (Tenter et al 2000). Em ursos a variagao ficou
entre 15% no Alaska e 84% na Carolina do Norte (Tenter et al 2000). Tanto o
consumo destas carnes quanto sua manipulagéo sao fontes de contaminagao para
0 homem, como visto num surto de toxoplasmose congénita ocorrido no norte de
Quebec (Canada), que foi atribuido ao habito das mulheres gravidas de retirar a
pele de animais selvagens (lobos, raposas) para usar como agasalhos (Mcdonald
et al 1990).

Outro animal que parecer ter participacéo importante na epidemiologia da
toxoplasmose € o cdo, sendo também comuns os inquéritos soroepidemioldgicos
nesta espécie. Embora o consumo de carne de cachorro seja comum em algumas
culturas, o principal papel destes animais na transmissdo do T. gondii é
aparentemente o de veiculadores de oocistos. Desta maneira o animal ao se deitar
ou rolar em areas contaminadas com oocistos, levaria estes presos em seu pélo,
permitindo a infeccdo principalmente de criangas, que possuem o habito de
acariciar os animais e depois levarem as maos a boca (Frenkel et al 1995; Lindsay
et al 1997). Em estudos realizados durante a década de 90 foi encontrada uma
taxa de soropositividade em céaes de 60% na Argentina; 39% na Franga; 17% na
Italia e 8% em Taiwan. No Brasil as taxas variaram entre 46% e 84% (Tenter et al
2000).

Os felinos sédo os hospedeiros definitivos do T. gondii, podendo cada animal
liberar milhdes de oocistos nas fezes diariamente, por isso os felinos e
principalmente os gatos sdo objeto de estudos sorolégicos para detectar a
presenca de anticorpos antitoxoplasma. Devido as dificuldades de isolamento de

oocistos das fezes, os inquéritos baseados na presenga de anticorpos sao



epidemiologicamente mais satisfatorios, visto que, um gato soropositivo
provavelmente ja eliminou oocistos em algum momento da vida (Dubey & Frenkel
1972). Devido aos habitos higiénicos e alimentares, sdo encontradas diferengas
consideraveis na positividade entre gatos domésticos e vadios. No Brasil, por
exemplo foi encontrada uma taxa de soropositvidade de 18% em gatos
domésticos (Lucas et al 1999) e 73% em gatos vadios (Garcia et al 1998). Em
recente estudo, Penna et al 2005 analisaram 237 gatos vadios de 15 municipios
do estado de Sao Paulo e encontraram soropositividade de 35,4%, porém oocistos

so6 foram isolados nas fezes de 1,3% desses animais.

2.3.3 - Fontes de infeccao

Durante muito tempo, os cistos teciduais contidos na carne de diversos
animais, principalmente de porcos foi considerada a maior fonte de infecgéo por T.
gondii para o homem (Mcallister 2005). Porém recentes surtos de toxoplasmose
relacionados com a contaminagdo da agua por oocistos, bem como numerosos
trabalhos demonstrando a infecgdo em mamiferos marinhos como golfinhos,
focas, lontras e baleias (Dubey et al 2003b) tém dado subsidios para a mudancga
deste conceito. Um caso bem acompanhado foi o surto ocorrido numa cidade do
Canada, onde entre 2894 e 7718 pessoas adquiriram infeccdo por T. gondii.
Destas, 100 apresentaram sintomas de toxoplasmose aguda, sendo que 20
individuos apresentaram toxoplasmose ocular, 8 tiveram sintomas de
toxoplasmose generalizada como suor noturno, calafrios e dor de cabega, outros
51 individuos apresentaram aumento dos linfonodos. A faixa etaria dos doentes
variou entre 6 e 83 anos. Durante exames pré-natais, 37 mulheres foram
identificadas como portadoras de primoinfeccdo e um total de 12 criancas
nasceram portadoras de toxoplasmose congénita. Embora oocistos ndo tenham
sido identificados no reservatorio de agua municipal, a contaminagcéo deste com
fezes de gatos domésticos e ledes da montanha foi a provavel fonte de infecgéo
(Isaac-Renton et al 1998; Aramini et al 1998, 1999).



Como os mamiferos marinhos tornam-se infectados ainda € desconhecido,
a ingestdo de oocisto direto da agua do mar ou de animais contaminados com
estes sdo as formas mais provaveis (Dubey 2004). Miller et al 2002 apresentou
evidéncias de que os fluxos d’agua doce contaminados com fezes de felinos
proximos as regides costeiras, possam apresentar-se como fonte de
contaminagado da agua do mar, ao carrearem oocistos para esta. Os oocistos de
T. gondii podem esporular e manter-se viaveis na agua do mar por muitos meses
(Lindsay et al 2003). Novos estudos também sugerem papel importante dos
invertebrados marinhos filtradores; Lindsay et al 2004 contaminaram com oocistos
de T. gondii um tanque com ostras e 21 dias depois recuperaram oocistos viaveis
nos tecidos destas, obtendo taquizoitos, ap6s a inoculagdo em camundongos. As
colegdes d'agua doce, também podem estar diretamente ligadas a transmisséao
de T. Gondii para o0 homem via oocistos, por exemplo, Bahia-Oliveira et al 2003
investigando um surto de toxoplasmose em Campos dos Goytacazes, cidade do
norte do estado do Rio de Janeiro, sugeriram a ingestdo de oocistos pelo consumo
de agua nao tratada de rios, lagos ou pogos como a principal via de contaminagao
por T. gondii naquela cidade.

As altas taxas de soroprevaléncia em grupos de vegetarianos restritos
também podem ser explicadas pela contaminagdo tanto da agua quanto dos
alimentos, até mesmo vegetais, com oocistos de T. gondii (Hall et al 1999).

Apesar do surgimento de uma nova visdo quanto a importancia do oocisto
presente na agua e nos alimentos, como fonte de infec¢gdo para o homem (Dubey,
2004; Mcallister 2005), os cistos teciduais ainda tem importante papel na
transmissdo da toxoplasmose para o ser humano. Um estudo multicéntrico
europeu que incluiu cidades selecionadas na Bélgica, Dinamarca, Italia, Noruega,
Suigca e Reino Unido, atribuiu 30%-63% dos casos de infecgdo humana por T.
gondii ao consumo de carne mal cozida ou curada (Cook et al 2000). Resultado
semelhante foi encontrado numa populagdo similar na Polénia (Paul 1998).
Estudos de caso controle, desenvolvidos na Franga, lugoslavia e USA também
associaram o consumo de carne crua ou mal cozida a infecgdo por T. gondii
(Tenter et al 2000).



Embora o consumo de carne crua ou mal cozida tenha sido
consistentemente identificado como fator de risco para infecgdo por T. gondii, a
sua importancia relativa e o tipo de carne predominantemente envolvida variou
muito de uma regiao para outra. Na Franga o consumo de carne bovina foi um
fator de risco mais forte que o consumo de cordeiros (Baril et al 1999), por outro
lado, na Noruega o consumo de cordeiro mostrou-se um fator de risco maior que o
consumo de carne suina (Kapperud et al 1996). Contrariamente, na Poldnia a
carne suina foi o principal fator de risco (Cook et al 2000). Provavelmente, estes
resultados refletem ndo apenas os habitos alimentares da populagdo como
também as diferentes prevaléncias da infecgdo nos diferentes rebanhos (Tenter et
al 2000). Possuem também importante papel na transmissao da toxoplasmose, 0
habito de experimentar o alimento durante o preparo e o uso de utensilios
domeésticos como facas e colheres sem a devida higienizagdo com agua quente ou
sabdo (Dubey 1998a).

Além da via transplacentaria, dos oocistos no ambiente e dos cistos
teciduais, a transmissdo do T. gondii, também pode ocorrer por outras vias tais
como: transplantes de 6rgaos (Montoya & Liesenfield 2004), taquizoitos no leite e
saliva, deposi¢cdo de taquizoitos na mucosa vaginal junto com o esperma e
acidentes de laboratorio (Kawazoe 2003). O leite ndo pasteurizado pode ser uma
importante fonte de infeccao toxoplasmica para o homem, desta forma, a mae
pode transmitir taquizoitos para a crianga durante a amamentagdo (Kawazoe
2003). Além disto, o leite de outros animais (principalmente cabras) tem sido

relacionado a casos de toxoplasmose (Lundén & Uggla 1992).

2.3.4 — Toxoplasmose em aves

Durante muito tempo, a maioria dos relatos de infeccdo natural por T.
gondii, foi feita em aves selvagens, abrangendo as mais diferentes familias, como
por exemplo, Columbiformes (Frenkel et al 1995; Literak et al 1992),
Passeriformes (Literak et al 1992; Ruiz & Frenkel 1980a) e Galiformes (Lindsay et
al 1994; Literak et al 1992).



Diversos estudos foram também realizados para determinar a prevaléncia
soroldgica da infecgédo por T. gondii em diferentes espécies de aves, devendo-se
no entanto ter cautela na interpretacdo dos resultados destes estudos, visto que
nem todos os testes sorolégicos usados em mamiferos funcionam em aves
(Dubey 2002). Um bom exemplo € o Sabin-Feldman Dye Test, que pode detectar
anticorpos no soro de pombos, porém € ineficiente na detec¢cao de anticorpos em
pardais e galinhas (Dubey 2002). Ruiz & Frenkel 1980a conseguiram isolar
Toxoplasma viavel de pardais sem anticorpos detectaveis pelo Dye Test.
Atualmente dentre os testes soroldgicos mais utilizados para o estudo em aves
estdo o teste de aglutinacdo em latex (LAT), o teste de hemaglutinacdo direta
(IHAT), o teste de aglutinagdo modificado (MAT), o Elisa e a reagdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI) (Dubey 2002). O MAT mostrou-se mais eficiente
que o LAT e o IHAT, pois detectou anticorpos mais cedo e em titulos maiores
(Dubey et al 1993, 1994ab, 1995). O Elisa mostrou-se eficiente na detecgao de
anticorpos no soro de perus e galinhas (Dubey et al 1993a), porém nao foi testado
em outras espeéecies. A RIFI mostrou-se eficiente para testes em soro de
galinaceos (Sedlak et al 2000).

Estudos utilizando infec¢des experimentais demonstraram que a susceptibilidade a
infecgao toxoplasmica parece ser diferente nas diversas espécies de aves. Perdizes e
pombos mostram-se muito susceptiveis a infeccao (Sedlak et al 2000; Dubey 2002),
enquanto que perus domésticos mostraram-se resistentes, mesmo quando infectados com

milhdes de taquizoitos da cepa virulenta RH (Drobeck et al 1953).

Os sinais clinicos da toxoplasmose naturalmente adquirida em aves sao
também muito variaveis, existem trabalhos reportando anorexia, febre alta,
convulsdes, lesdes necréticas no baco e pulmdes e lesdes oculares (Vickers et al
1992; Cassamagnaghi et al 1977; Johnson 1943). No que tange as galinhas
especificamente, a infeccdo por T. gondii € geralmente subclinica, raramente
apresentando sintomas (Miller et al 1972). Porém, em alguns casos como, por
exemplo, o estresse causado pelo cativeiro (Parenti et al 1986) os sintomas de
toxoplasmose aguda podem surgir, entre eles, os mais comuns s&0 anorexia,

perda de peso e cegueira (Da Silva 2003). Kaneto et al 1997 alerta para a real



possibilidade de transmissdo do T. gondii para o homem através de cistos
presentes no coragao e musculos esqueléticos destas aves, principalmente devido
ao fato de raramente estas apresentarem sintomas clinicos da doenca.

Diversos 6rgaos das galinhas séo infectados com o T. gondii, tendo sido
encontrados parasitos, nos olhos, baco, rins, figado e pulmdes (Da Silva 2003).
Porém, Dubey 1981 demonstrou que o T. gondii apresenta um tropismo maior
para células do cérebro, coragao e ovarios das galinhas.

Nesta década, Dubey e diversos colaboradores iniciaram um estudo
mundial da estrutura populacional do toxoplasma (Dubey et al 2005b). Para isto,
as galinhas criadas livres com fins comerciais foram escolhidas como indicadoras
da contaminag&o ambiental por oocistos de T. gondii (Dubey et al 2005a).

Estas aves, no Brasil popularmente conhecidas como “galinhas caipiras”,
assumem papel importante como indicadoras da contaminagdo ambiental por
oocistos de T. gondii devido a seu habito geofagico de alimentagédo (Dubey et al
2003a b).

2.4 — LesOes ocasionadas pela toxoplasmose

O tamanho do indculo, a viruléncia da cepa, a via de infeccdo e a espécie
hospedeira parecem afetar diretamente o rumo da infecgcéo toxoplasmica em seres
humanos e demais animais (Montoya & Liesenfield 2004). Os processos
patoldgicos e os sinais clinicos da toxoplasmose podem ser separados conforme o

status do hospedeiro:

2.4.1 - Toxoplasmose em hospedeiro imunocompetente

Cerca de 90% dos casos de infeccdo por T. gondii em individuos
imunocompetentes (incluindo criangas e mulheres gravidas) s&o assintomaticos,
em 10% dos casos surgem sintomas pouco especificos que raramente necessitam
de tratamento (Montoya & Liesenfield 2004). O sintoma mais comum é a

linfadenite que pode ser regional ou generalizada, os taquizoitos apds a



reproducdo intracelular rompem a célula hospedeira causando necrose e 0s
ganglios linfaticos apresentam-se aumentados e dolorosos. Paralelamente podem
surgir episédios de febre acompanhados ou ndo de exantema que geralmente
possuem curso benigno (Frenkel 1996; kawazoe 2003).

Como a infeccdo € usualmente contraida por via oral, pode-se suspeitar de
uma fase entérica, mais tarde o parasito dissemina-se por via linfatica e sanguinea
podendo alcangar 6rgaos como o figado, pulmdes e coragdo. A destruicdo das
células destes orgaos pelos taquizoitos pode gerar hepatite, pneumonia e
miocardite respectivamente, entretanto estas apresentagdes sdo muito raras. A
hepatite deve-se a necrose focal , sendo discreta e de curta duragédo, a
cicatrizagdo n&o acarreta sequelas (Vischer et al 1967); a pneumonia é difusa com
expectoragdo escassa contendo mononucleares (Ludlam & Beattie 1963); a
miocardite inicial & fruto da destruicdo tecidual provocada pelos taquizoitos,
posteriormente sdo formados cistos que ao se romperem geram sintomas de
hipersensibilidade (Jones et al 1969; Theologides & Kennedy 1969). Entre 2% a
3% dos pacientes que adquirem infeccdo toxoplasmica surgem sintomas de
toxoplasmose ocular (Perkins 1973).

Durante muito tempo a toxoplasmose ocular foi considerada oriunda da
reativacdo de casos crénicos, entretanto estudos recentes tem demonstrado que
as lesbes oculares podem surgir também como resultado de primoinfec¢cdo em
individuos saudaveis (Couvreur & Thulliez 1996). Acredita-se que a corrente
sanguinea é a via de infecgdo. Os capilares levam os taquizoitos livres ou dentro
de leucdcitos até a regido da retina, onde estes comegaram a invadir as células
adjacentes ao vaso, rompendo-as em seguida ocasionando destruicao tecidual
(Roberts & McLeod 1999).

A retinocoroidite € a lesdo mais frequente, consistindo em um foco de
necrose coagulativa bem definido na retina, as lesbes sdo branco-amareladas,
circunscritas por hiperemia, apresentando bordas borradas devido a inflamacgao no
vitreo (Frenkel 1996; Roberts & McLeod 1999). As lesdes podem evoluir para

perda parcial da visdo, cegueira total ou entdo curar por cicatrizagdo. Neste caso,



as cicatrizes apresentam-se com bordas hiperpigmentadas como resultado da
ruptura do epitélio da retina.

Apos a fase aguda da infecgdo, o T. gondii forma cistos teciduais que
podem permanecer viaveis por toda a vida do hospedeiro e em determinadas
circunstancias (principalmente imunossupressao), liberarem bradizoitas que
recomegam o processo de destruicdo tecidual da retina (Frenkel 1996; kawazoe
2003).

2.4.2- Toxoplasmose em hospedeiro imunossuprimido

Contrastando com o curso geralmente favoravel da toxoplasmose em
individuos imunocompetentes, a infeccdo em pacientes imunossuprimidos pode ser
fatal. A toxoplasmose € a causa primaria da morte de cerca de 10%-30% dos
pacientes com AIDS. Infecgdes por T. gondii tem sido relatada também em pacientes
transplantados que receberam coracéo (Anthuber et al 1991), rim (Renoult et al
1991), figado (Kusne et al 1986) e medula 6ssea (Derouin et al 1992).

O sistema nervoso central € o local mais tipicamente atingido pela infec¢ao
no grupo de individuos imunossuprimidos (Montoya & Liesenfield 2004). Entre os
principais sintomas desta infeccdo encontram-se febre, dores de cabeca, tontura,
paralisias focais, convulsées e coma (Remington 1974). A encefalite toxoplasmica
atinge cerca de 40% dos pacientes com AIDS, possuindo lesées focais com centro
de necrose coagulativa. Existem também diversos relatos de pacientes
transplantados que apresentaram quadro de encefalite toxoplasmica (Dietrich et al
2000). A retinocoroidite em pacientes imunossuprimidos apresenta-se de forma
mais dramatica, estando presente uma necrose difusa da retina associada com
leve inflamacgao e grande numero de parasitos (Roberts & McLeod 1999).

Além dos pacientes com AIDS e transplantados outras situagdes de
imunossupressao facilitam a instalagcdo de casos graves de toxoplasmose, entre
elas, o uso de medicagao imunossupressora, radioterapia e a doenca de hodgkins
(Frenkel, 1996). Apés a introdugdo da HAART (Terapia Anti Retroviral Altamente

Ativa) para os pacientes com AIDS o numero de casos de encefalite toxoplasmica



neste grupo vem declinando em diversos paises. Paralelamente, estudos indicam
que o uso da combinacdo de pirimetamina e sulfadiazina pode ser eficaz para
prevenir uma possivel reativacdo de toxoplasmose crénica em individuos
imunossuprimidos. Em alguns casos, € necessario o uso da medicagao por toda a
vida do paciente (Tenter et al 2000; Montoya & Liesenfield 2004).

2.4.3 - Toxoplasmose congénita

Atualmente, estima-se que 0s casos de toxoplasmose congénita variam de um a
dez por 10.000 nascimentos dependendo do pais (Guerina et al 1994; Lebech et al
1999), contudo, a transmissao vertical do T. gondii esta diretamente ligada ao
momento gestacional em que a infeccdo materna foi adquirida. Quanto mais tarde
ocorrer a infeccdo maior o risco do feto ser atingido. O risco de transmissao para o
feto é de menos de 2% se a infeccdo materna for adquirida nas primeiras seis semanas
de gestacdo, elevando-se para mais de 90% se a infeccdo for adquirida nas ultimas
semanas de gestacdo (Desmonts et al 1985; Desmonts 1982). Em média, a taxa de
transmissao para o feto é de 14% para infec¢des adquiridas no primeiro trimestre de

gravidez, 30% para o segundo e 59% para o terceiro.

Se a primoinfeccdo materna for adquirida pouco antes da concepgéo ou
durante a gravidez, o T. gondii pode ser transmitido via placenta para o feto,
resultando em infecgdo aguda que pode levar a graves sequelas. O mecanismo de
invasao fetal pelo toxoplasma ainda nao esta totalmente esclarecido, acredita-se
que a parasitemia temporaria durante a primoinfeccdo da mae, possa resultar na
invasdo da placenta por taquizoitos que ai se multiplicariam. Eventualmente,
alguns destes poderiam atravessar a placenta, alcangando a circulagédo e os
tecidos fetais (Tenter et al 2000).

Mulheres infectadas entre 4% e 6% semanas antes da concepcgéo,
desenvolvem imunidade mediada principalmente por imunoglobulinas da classe G,
com efeito protetor para o feto, porém se a infeccdo é adquirida depois deste
periodo, a transmissao vertical podera ocorrer (Gagne 2001). Enquanto o risco de

transmissdo aumenta conforme avanga a gestacdo, o risco de toxoplasmose



congénita sintomatica e a gravidade da doenca est&o inversamente relacionados a
semana em que a infeccdo materna foi adquirida. Desta forma, infecgdes
adquiridas tardiamente apresentam sintomas mais brandos, enquanto que
infecgdes adquiridas nas primeiras semanas de gravidez apresentam-se com
sintomas mais graves. A maior freqiéncia de anomalias graves no nascimento
foram observados em criangas cujas maes adquiriram a doenga entre a 102 e 242
semanas de gravidez (Gagne 2001).

Um dos grandes problemas no que tange a toxoplasmose congénita reside
no fato de que a infeccdo materna é geralmente assintomatica, ndo sendo
detectada, permitindo assim a instalagdo da infecgéo fetal pelo T. gondii (Frenkel
1996). Devido a este fato, discute-se atualmente, a utilizagdo de screenins
sorolégicos que atinjam todas as mulheres em idade fértil, identificando-se
aquelas soronegativas, que formam o principal grupo de risco. Entretanto a
viabilidade desta proposta é questionavel, principalmente no quesito custo x
beneficio, sé sendo viavel em paises com baixas prevaléncias da infec¢ao, onde o
numero de mulheres em idade fértil soronegativas € muito alto (Sukthana 2006).

A utilizacdo de apenas um teste sorologico para identificagdo de casos
suspeitos também apresenta-se como problema, pois os titulos de anticorpos
podem permanecer altos por anos e nao indicam necessariamente uma infecgao
recente. Desta forma, o mais interessante seria 0 emprego de testes rotineiros nas
gravidas, objetivando identificar o aumento sequencial dos titulos de anticorpos
(indicacao de infecgao recente), entretanto esta proposta mostra-se dispendiosa e
com beneficios finais limitados (Frenkel 1996). Desmonts & Couvreur 1974
propuseram que utilizando-se apenas um teste sorolégico, teremos um teste
positivo devido a infecgdo adquirida na gravidez para vinte ou trinta testes
positivos devido a infecgdes passadas.

Um estudo realizado em 2001 por 20 centros de referéncia europeus,
recomendou a combinacdo de dois ensaios com 95% de especificidade
(preferencialmente testes de avidez de IgG e IgM), que apresentando-se ambos

positivos, confirmariam um quadro de infecgao recente (Sukthana 2006).



Gagne 2001 por outro lado, propde que a adog¢ao de medidas simples como
0 uso de questionarios epidemioldgicos e programas informativos a populagéo,
principalmente as mulheres em idade fértil, seriam suficientes para diminuir em
63% a soroconversdo durante a gravidez. Este método identificaria habitos de
risco (contato com gatos, ingestdo de carnes mal cozidas etc) e permitiria a
prevencdo da soroconversdao, sendo muito mais barato que inquéritos

soroepidemiolégicos.

2.5 - Resposta imunolégica ao T. gondii

A resposta imune a infeccdo toxoplasmica é complexa e envolve
mecanismos humorais e celulares (Kawazoe 2003). Em geral, a infecgao por T.
gondii induz a uma resposta imunoldgica potente e protetora, que € insuficiente
para eliminar completamente o parasita (Denkers et al 2004; Alexander & Hunter
1998; Denkers & Gazzinelli 1998; Yap & Sher 1999). A imunidade celular
aparentemente possui papel chave na reagdo imune do hospedeiro frente ao
ataque por T. gondii (Lindberg & Frenkel 1977; Schluter et al 1991). Os
macrofagos, as células “natural killer’(NK), bem como as citocinas, sao os
principais elementos envolvidos na resposta imune, enquanto os anticorpos
possuem papel secundario (Filisetti & Candolfi 2004).

A resposta imunoldgica ao T. gondii inicia-se logo apos a infecg¢ao, pois o
parasita é capaz de desencadear a ativacdo n&o-especifica de macrofagos
(Filisetti & Candolfi 2004), que juntamente com as células NK formam a primeira
linha de defesa contra o T. gondii (Roberts & McLeod 1999). Os macrofagos
possuem papel crucial na resposta imune pois, sdo estimulados pelos taquizoitos
a produzirem interleucina 12 (IL-12) (Gazzinelli et al 1993; Sher & Sousa 1998)
que por sua vez, ativa as células NK e células T, que produzem interferon-y (INF-
v), sendo este crucial para a resisténcia a infeccdo (Bhopale 2003). A acéao
sinérgica do INF-y com o fator de necrose tumoral (TNF) media a destruicdo dos
taquizoitos pelos macrofagos. Os mecanismos de destruigdo incluem mecanismos

oxidativos e n&o oxidativos (com destaque para a agéo do oxido nitrico), produtos



do metabolismo do acido araquiddnico (Roberts & McLeod, 1999) e degradacéao
do triptofano intracelular pela indolamina 2, 3—dioxigenase (Pfefferkorn et al 1986).
O mecanismo nao especifico de defesa possui seu pico na primeira semana de
infeccdo, declinando vagarosamente até desaparecer por volta da segunda
semana (Filisetti & Candolfi 2004). A resposta imunoldgica nao especifica leva a
diferenciacdo de macrofagos e células B em células apresentadoras de antigenos,
estimulando a agéo de células efetoras (Filisetti & Candolfi 2004), estas exercem
sua funcdo via atividade citotdxica e/ou secretando citocinas envolvidas na
regulacao da resposta imune (Hunter et al 1994).

Entre as populacdes de células T, as CD8+ sao consideradas as mais
efetoras, sendo responsaveis pela protecdo contra a infecgdo por T. gondii,
enquanto que as CD4+ possuem um papel de agao sinérgico com as primeiras
(Parker et al 1991; Denkers et al 1996). A linhagem CD8+ ¢ ativada especialmente
por antigenos de superficie do parasito (Kasper et al 1992) sendo essencial na
fase aguda da infecgcado (Denkers et al 1993; Subauste et al 1991) pois exerce
funcéo citotéxica para taquizoitos e células infectadas (Subauste et al 1991; Yano
et al 1989). A linhagem CD4+ por sua vez é dividida € em duas sub-populagdes,
Th1 e Th2 baseado nas citocinas liberadas apds a estimulagdo. A sub-populagao
Th1 produz IL-2 e IFN-y e a Th2 produz IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10. Enquanto as
citocinas produzidas pela sub-populagdo Th1 estdo associadas a agao protetora
contra a infecgdo, as citocinas produzidas pela sub-populagédo Th2 estéo
relacionadas a baixa regulagdo da resposta imune e promog¢ao da multiplicagao
dos parasitas (Roberts & McLeod 1999; Mosmann & Moore 1991; Denkers et al
2004).

Nesta década, diversos estudos tém relacionado a viruléncia aguda de
cepas do tipo | de T. gondii com a capacidade destas de gerar uma resposta
imunolégica com niveis extremamente altos de citocinas do grupo Th1, que
provavelmente contribuiria com a lesdo tecidual e até morte do individuo,
enquanto que as cepas avirulentas dos tipos Il e Il gerariam também uma
resposta do tipo Th1, mas com as citocinas em niveis adequados (Sibley 2003;
Gavrilescu & Denkers 2001; Mordue et al 2001; Saeij et al 2005). Muitas destas



informacdées, no entanto, foram obtidas de modelos experimentais em
camundongos, nao podendo ser diretamente transpostas para o modelo humano,
necessitando de estudos mais aprofundados (Filisetti & Candolfi, 2004).

As células B produzem imunoglobulinas das classes M, G, A e E contra
antigenos de T. gondii, estas na presenga de complemento permitem a lise de
taquizoitas extracelulares (Bhopale 2003; Schreiber & Feldman 1980) néo
possuindo agao entretanto sobre os parasitas intracelulares (Roberts & McLeod
1999). Apds o surgimento da imunidade especifica, os taquizoitos desaparecem
dos tecidos, permanecendo viaveis sobre a forma de bradizoitos dentro de cistos
teciduais (Kawazoe 2003; Frenkel 1996). Estes cistos ndo podem ser destruidos
pelo sistema imune e podem permitir a reagudizagdo de um quadro crénico de
toxoplasmose, se houver alguma ruptura do equilibrio imune (Roberts & McLeod
1999; Filisetti & Candolfi 2004).

3 - OBJETIVOS DO TRABALHO

Visando contribuir para a melhor compreensdo da epidemiologia da

toxoplasmose na cidade de Goiania, este trabalho tem como objetivos:

3.1- Objetivos gerais

Determinar a soroprevaléncia, isolar e caracterizar quanto a viruléncia para

camundongos, cepas de T. gondii em galinhas comercializadas nas feiras livres da



cidade de Goiania

3.2 - objetivos especificos

- Avaliar a prevaléncia de anticorpos contra o T. gondii no soro das aves
através do teste de aglutinagdo modificado (MAT).

- Isolar T. gondii dos tecidos destas aves, através de bioensaio com
inoculagdo em camundongos.

- Investigar a viruléncia dos possiveis isolados através de inoculagdes com
diferentes concentragdes de parasitos

- Determinar a possivel presenca de cistos T. gondii nas aves e
camundongos utilizados no bioensaio, através da analise de cortes histoldégicos
dos 6rgéos (cérebro e coragao) destes animais

- Investigar a soroconversdo nos camundongos sobreviventes do bioensaio

através da reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI).



4 - MATERIAIS E METODOS

4.1- Obtencao das amostras

Foram obtidas 50 aves em feiras livres na cidade de Goiania, estado de
Goias no periodo de janeiro a setembro de 2005, estas foram devidamente
acondicionadas em sacos plasticos, identificadas e guardadas em isopor com
gelo. Posteriormente foram levadas ao Laboratério de Protozoologia do Instituto
de Patologia Tropical e Saude Publica da Universidade Federal de Goias (IPTSP-
UFG) onde foram processadas com a retirada do sangue, do cérebro e do
coragao. Através de entrevista informal com os feirantes, foram selecionadas aves
que se enquadravam no seguinte perfil: (a) animais criados livres em quintais
localizados dentro dos limites da cidade, (b) que nao receberam alimentagéo
industrializada ou qualquer tipo de medicagao (como antibiéticos), (c) animais que
foram abatidos e prontamente levados para comercializagdo ndo passando por
processo de congelamento.

As amostras foram obtidas nas feiras livres dos seguintes setores: Urias
Magalhdes, Pedro Ludovico, Vila Nova, Praca do Ipé e CEPAL (setor Sul).
Entretanto € importante destacar que em entrevista informal, todos os feirantes

declararam comercializar suas aves em mais de uma feira semanalmente.

4.2 - Processamento das amostras

No laboratério, as amostras foram processadas para o isolamento do
parasita seguin do a metodologia descrita por Dubey 1998b com pequenas
modificacdes. No modelo proposto por este autor, apenas o material proveniente
de galinhas positivas para o MAT foi inoculado em camundongos, enquanto que
neste estudo procedeu o modelo de inoculagao “as cegas”, ou seja, o material de
todas as galinhas foi processado e inoculado de maneira semelhante,
independente da detecgdo ou n&o de anticorpos anti T. gondii. Num primeiro
momento, foram retirados o tecido conectivo e a gordura com o auxilio de uma

tesoura, em seguida os érgaos foram lavados com solugdo salina e secos com



papel toalha. Posteriormente foram seccionados fragmentos do coragéo e cérebro
das aves com cerca de 1/6 do tamanho total do 6rgdo. Estes fragmentos foram
conservados em tubos contendo formaldeido a 10% para estudo histolégico. As
porcoes restantes dos oOrgaos passaram por processamentos distintos de

isolamento do parasita.

4.3 - Processamento do sangue das aves

O sangue das aves, ap6s a coagulacéo, foi centrifugado a 4000 RPM/15
minutos, o soro obtido foi retirado, aliquotado, identificado e armazenado em tubos

de polipropileno a -20°C para futura sorologia.

4.4- Teste de aglutinacdo modificado (MAT)

A analise sorolégica das galinhas foi realizada pelo teste de aglutinacéo
modificado (MAT) segundo metodologia descrita por Desmonts & Remington
1980. Estes autores fizeram modificagbes a partir da metodologia original,
adicionando 2-mercaptoetanol no tamp&o de diluigdo de antigeno, objetivando
aumentar a sensibilidade e especificidade do teste, por eliminagao de reacbes do

parasito com IgM nao especifica para T. gondii.

4.4.1 - Preparo de antigeno para o MAT

Para a realizacdo do MAT foi utilizado como antigeno taquizoitos de T.
gondii (cepa RH). A cepa RH foi mantida no laboratorio de protozoologia do
IPTSP-UFG, através de passagens sucessivas em camundongos e por processo
de criopreservacdo. Para a obtencdo do antigeno, apdés a retirada da
criopreservagao, o T. gondii sofreu duas passagens em camundongos Balb-c,
objetivando o aumento da viruléncia. Apdés 72 horas os animais infectados
apresentavam sintomas agudos de toxoplasmose (pélos arrepiados, intensa

taquicardia e prostragdo). Logo apos a morte dos camundongos foi feito o lavado



intraperitoneal onde se obteve um material com quantidade significativa de
taquizoitos e desprovido de células. A auséncia de células no lavado € importante,
pois estas diminuem a sensibilidade do teste.

Foram obtidos lavados de seis camundongos, estes foram misturados,
centrifugados a 5000 RPM/15 minutos, o sobrenadante descartado e o sedimento
suspenso em 5 mL de PBS e realizada a contagem de taquizoitos com o auxilio
de camara de Neubauer. A concentragao entéo foi ajustada para cerca de 25.000
taquizoitos/uL, o material novamente centrifugado, o sobrenadante descartado e o
sedimento suspenso em formalina diluida em PBS 1:5 (solugdo de formaldeido a
6%). Foi realiza nova contagem dos parasitos para confirmar a concentragéo
destes na solugdo. Os taquizoitos foram mantidos nesta solugao por 16 horas, e
entdo centrifugados e suspensos em PBS por trés vezes, objetivando a retirada da
formalina. Apds a ultima lavagem, o sedimento foi suspenso em tampéo alcalino
(7,02g de NaCl, 3,09g de H3BO3, 24 mL de NaOH, 4g de albumina de plasma
bovino e agua destilada suficiente para alcancar 1 litro) pH 8,7. A concentragao foi

aproximadamente de 20.000 taquizoitos por pL.

4.4.2 — Realizagcdo do MAT

O teste foi realizado em placas de Elisa com fundo em U, onde em cada
poco foi adicionado 50 pl de 2 mercaptoetanol 0.2 M (14 mL/litro), 50 pl de
antigeno e 50 pyl do soro a ser testado previamente diluido em PBS. Em seguida a
placa foi agitada cuidadosamente e incubada por 16 horas a 32°C. Cada soro
passou primeiramente por uma triagem em duas diluicées 1:5 e 1:10, aqueles com
resultado positivo, foram entéo testados para outras diluigdes (Fig.1).

As placas foram lidas apds 48 horas (a leitura pode ser feita entre 16 e 72
horas sem modificagdo significativa dos resultados). Os anticorpos anti T. gondii
presentes nos soros positivos, ligam-se ao antigeno através de uma reagado de
aglutinagéo, formando uma rede que impede a precipitagdo dos taquizoitos, desta
forma, nas amostras positivas os pogos apresentaram-se limpidos, sem sedimento

no fundo da placa. Nas amostras negativas, como néo ha reagao de aglutinagéo,



os taquizoitos sedimentaram formando um precipitado no fundo da placa.

FIGURA 1 — Placa de Elisa com fundo em U para
realizacdo do MAT.

4.5- Bioensaio em camundongos

45.1- Animais utilizados

Os camundongos utilizados neste trabalho foram fornecidos pelo biotério do Instituto de
Patologia Tropical e Saude Publica da Universidade Federal de Goias (IPTSP-UFG). Os

animais eram da linhagem Balb-c de ambos os sexos pesando aproximadamente 20g.

Para cada ave estudada foram utilizados seis camundongos, trés
inoculados com material proveniente do cérebro e trés com material proveniente
do coragédo da ave. Apos a inoculagdo os animais foram mantidos no biotério do
IPTSP-UFG onde receberam ragao comercial e agua ad libitum. Os camundongos
foram observados diariamente por um periodo de 60 dias, tomando-se especial
atencdo para o surgimento de sintomas tipicos de toxoplasmose aguda (diarréia,

cegueira, letargia e pélos arrepiados).

4.5.2 - Processamento do coracao das aves

Cada amostra de coracgao foi cortada em pequenos pedacos com o auxilio



de uma tesoura, acondicionada num gral e macerada com o auxilio de um pistilo.
Durante o processo de maceragao, foi adicionado solugao salina numa proporgao
de 60 mL de salina para 25g de tecido. Em seguida foi adicionado 120 mL de
solugao péptica (pepsina 2,6g; NaCl 5,0g; HCI 7,0 mL e agua destilada o suficiente
para completar 500 mL; pH de aproximadamente 1,1-1,2) pré-aquecida a 37°C. O
homogeneizado foi entdo colocado em tubos de polipropileno, levado ao banho-
maria a 37°C e agitado a cada dez minutos. Apés uma hora o homogeneizado foi
filtrado em gaze dupla, acondicionado em tubos e centrifugado a 5000 RPM/10
minutos. Apds a centrifugagéo, o sobrenadante foi descartado e suspenso em 10
mL de salina, este procedimento foi repetido por trés vezes objetivando-se retirar a
solugcdo péptica do homogeneizado. Apds a ultima lavagem, o sedimento foi
suspenso em 4 mL de salina e inoculado em um grupo de trés camundongos (1

mL em cada animal).

4.5.3 - Processamento do cérebro das aves

Cada amostra de cérebro de galinha foi acondicionada num gral,
adicionados 4 mL de salina e macerado com o auxilio de um pistilo até se obter
um homogeneizado. Este foi filtrado em gaze dupla e inoculado em um grupo de

trés camundongos (1 mL em cada animal).

4.5.4 - Manipulacdo dos animais sintomaticos

Os animais que apresentaram sintomas de toxoplasmose aguda foram
sacrificados e realizada a lavagem peritoneal, onde foi inoculado cerca de 5 mL de
salina na cavidade peritoneal do animal e o liquido recolhido com auxilio de uma
seringa. Uma gota do lavado foi colocada sobre lamina, coberta com laminula e
observada ao microscopio de luz e examinado em aumento de 400X para procura

de taquizoitos. Com o encontro ou nao destes, o lavado foi centrifugado a 4.000



RPM/12 minutos, o sobrenadante descartado, o sedimento suspenso em 1 mL de
solugdo salina e inoculado em dois camundongos que foram observados como
acima descrito. Quando encontrado taquizoitos, estes foram mantidos por duas ou

trés passagens em camundongos e criopreservados (Fig. 2).
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FIGURA 2- Lavado peritoneal contendo varios

taquizoitas de T. gondii.

4.5.5 - Manipulacdo dos animais assintomaticos

Os animais que apos 60 dias ndao apresentaram sintomas de toxoplasmose
aguda, foram sacrificados, necropsiados e tiveram o cérebro e o coragao retirados
(Fig. 3). Fragmentos com cerca de 1/3 do tamanho total dos o6rgdos foram
retirados e guardados em tubos contendo formaldeido a 10% para estudo
histolégico.

O restante dos 6rgéos foram processados separadamente segundo metodologia
acima descrita, apds a filtragem em gaze e retirada da solucéo péptica através de
sucessivas lavagens, os homogenatos foram misturados formando um “pool”. Este foi
inoculado em trés camundongos objetivando um possivel isolamento do parasita. Os

animais foram observados diariamente por 60 dias conforme metodologia descrita.



Apos este periodo aqueles que ndo apresentaram sinais de toxoplasmose aguda foram

sacrificados e o0 experimento encerrado.

FIGURA 3 — Necropsia de camundongos para retirada

de amostras de coracgéao e cérebro.

4 .6- Estudo da viruléncia dos isolados

Das 50 aves estudadas foram obtidos trés isolados denominados 32 A, 33
A e 33 B . Estes isolados de T. gondii, foram submetidos individualmente a estudo
de viruléncia em camundongos através de inoculagbes com diferentes
concentragdes de taquizoitos. Para isto, cada isolado foi mantido por duas
passagens consecutivas em camundongos, posteriormente os animais foram
sacrificados e realizada a lavagem intraperitoneal. O material obtido foi
centrifugado em 5000 RPM/15 minutos, o sobrenadante foi descartado e o
sedimento suspenso em salina. Em seguida foi feita a contagem dos taquizoitos
com o auxilio de camara de Neubauer. Posteriormente foram realizadas diluicbes
seriadas com concentracdes de 10 a 10° taquizoitos. Essas foram inoculadas em
grupos de cinco camundongos Balb-c, que foram mantidos no biotério do IPTSP-
UFG, sendo observados, para o surgimento de sintomas clinicos de toxoplasmose
aguda e eventual morte do animal durante 60 dias apos a infeccdo. Apds morte

espontanea foi realizado o lavado intraperitoneal nos camundongos objetivando o



encontro de taquizoitos de T. gondii. Como controle foi utilizada a cepa RH, cuja
biologia e comportamento foram caracterizados por Dubey 1977. Os animais
sobreviventes apos 60 dias foram sacrificados e tiveram seu soro retirado para

estudo através da RIFI, objetivando a confirmagao da infecgao.

4.7- Obtencdo do soro dos camundongos para a reacdo de

imunofluorescéncia indireta (RIFI)

Os camundongos inoculados com ceérebro e coragdo das aves, apos o

sacrificio, tiveram uma amostra do sangue recolhida por pungéao cardiaca (Fig. 4).

FIGURA 4- Pungéo cardiaca em camundongo.

Para realizagdo da pungao o animal foi sacrificado por deslocamento
cervical, realizado a desinfecgcao da regido toracica com alcool iodado, introduziu-
se uma agulha 24 X %% com seringa de 1 mL estéril (ambas heparinizadas)
paralelamente a linha do esterno, em diregdo ao lado esquerdo do animal no
antepenultimo espaco intercostal num &angulo de aproximadamente 45° e
succionou-se o volume de sangue desejado (aproximadamente 1 mL).

O sangue retirado foi centrifugado a 3.000 RPM/10 minutos, o soro obtido
foi transferido para tubos de polipropileno devidamente identificados e guardados

a -20°C até o momento de serem utilizados na RIFI.



4.8- Reacao de imunofluorescéncia indireta (RIFI) no soro dos

camundongos

Objetivando o encontro de anticorpos anti T. gondii (Imunoglobulinas das
classes G e M), os soros dos camundongos foram analisados pela técnica de RIFI,
segundo metodologia de Camargo 2001, onde, o soro foi descongelado até
alcancar a temperatura ambiente e em seguida foi diluido em salina tamponada
(PBS). Para este estudo foi realizada primeiramente uma triagem com diluigbes de
1/16 para IgG e 1/8 para IgM, em seguida o soro diluido foi colocado em Iaminas
com pogos sensibilizadas com taquizoitos de Toxoplasma (Bioshop). As laminas
foram acondicionadas em camara umida e incubadas em estufa por 30 minutos a
35°C. Apos este periodo as laminas foram lavadas em PBS por duas vezes (cinco
minutos cada), secas e adicionado o conjugado. Foram utilizados os conjugados
IgG e IgM fluorescente de cabra anti-camundongo (conjugado anti-cadeia pesada
com isotiocianato de fluoresceina - SIGMA) diluido numa proporcao de 1/200 em
solugdo de azul de Evans a 1%. As laminas foram para a camara umida e
novamente incubadas em estufa por 30 minutos a 35°C e depois lavadas duas
vezes em PBS (cinco minutos cada). Posteriormente foram secas, cobertas com
glicerina tamponada e observadas ao microscopio. A reagao foi considerada
positiva quando todo o perimetro dos taquizoitos na lamina se mostrou definido e
fluorescente com coloragéo esverdeada (Fig. 5).

O resultado foi considerado negativo quando os taquizoitos se mostravam
pouco definidos com coloragao avermelhada e sem fluorescéncia.

Cada soro foi triado duas vezes, aqueles considerados positivos foram
entdo estudados nas seguintes diluicdes de 1/32 e 1/64 para IgG e 1/16 e 1/32
para IgM. Durante todo o estudo foram utilizados soros controles positivos e
negativos, o primeiro obtido de infecgdo experimental de camundongos com T.
gondii e o segundo obtido de animais nado infectados oriundos do biotério do
IPTSP — UFG.



FIGURA 5- Reacao de imunofluorescéncia indireta

positiva para T. gondii.

4.9- Criopreservacéao dos isolados obtidos

Os isolados de T. gondii obtidos neste estudo foram criopreservados
conforme a metodologia a seguir. Apos o isolamento, os parasitos sofreram duas
a trés passagens em camundongos, visando obter um numero maior de
taquizoitos no lavado intraperitoneal. Apds a ultima passagem, foi realizada a
lavagem intraperitoneal, o material obtido centrifugado a 4000 RPM/15 minutos, o
sobrenadante descartado e o sedimento suspenso em aproximadamente 1 mL de
salina. Logo apés foi acrescentado 0,5 mL de DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle
Medium)/BSA (albumina sérica bovina) 16% e 0,5 mL de DMEM/DMSO (dimetil
sulféxido) 50%, onde as concentragdes finais de BSA e DMSO foram de 4% e
12,5% respectivamente. As amostras foram acondicionadas em criotubos,
incubados por 20 minutos a -20°C, em seguida a -70°C por 18-20 horas.
Terminado este periodo as amostras foram transferidas para os criotanques

contendo nitrogénio liquido.

410 - Confeccdo de laminas das amostras de aves para estudo

histolégico



Fragmentos dos o¢rgdos (coragdo e cérebro) das aves foram
individualmente emblocados em parafina quente, cortados em micrétomo e as
lAaminas coradas com hematoxilina-eosina para busca de formas cisticas de T.
gondii. Estes procedimentos foram realizados segundo técnicas descritas por
Junqueira 1983, onde, as amostras passaram por uma bateria crescente de
alcoois visando a desidratagdo. Primeiramente os o6rgaos ficaram 30 minutos
embebido em alcool 50%, sendo depois transferido para o alcool 70%, 80%, 90%,
95%, alcool absoluto I, Il e lll onde ficaram 30 minutos em cada concentragao.
Posteriormente as amostras foram embebidas em uma solugédo contendo alcool e
xilol a 50% por 15 minutos, passando depois por uma bateria de xilol I, 1l e Ill,
onde permaneceram 15 minutos em cada, visando a diafanizagdo. Em seguida, as
amostras foram mergulhadas numa bateria de parafina quente |, Il e Ill, onde
permaneceram 10 minutos em cada. Apds este procedimento, as amostras foram
emblocadas em parafina definitiva (55°C) em férmas de plastico. Apos o
resfriamento, os blocos foram cortados em micrétomo, onde foram confeccionados
10 cortes de 5 pym de cada ¢6rgao, que foram colocados em laminas de
microscopia devidamente identificadas. Depois da secagem, as laminas passaram
por nova bateria de xilol (1,1l e Ill) trés minutos em cada, seguida de uma bateria
decrescente de alcool (absoluto | e Il, 90%, 80%, 70%) dois minutos em cada.
Posteriormente as laminas sofreram um rapido mergulho em agua, sendo em
seguida mergulhadas em hematoxilina (entre 1 e 2 minutos) e lavadas em agua
corrente por dez minutos, mergulhadas em eosina (aproximadamente um minuto)
e passadas ligeiramente em bateria crescente de alcool (70%, 80%, 90% e
absoluto | e Il). Logo apés foram passadas numa bateria de xilol (I, Il e Ill) cerca
de trés minutos em cada. Apds a secagem, as laminas foram montadas com
balsamo do Canada e posteriormente observadas ao microscopio de luz no
aumento de 200X para procura de estruturas morfologicamente compativeis com

cistos de T. gondii.

4.11 - Confeccdo das laminas de amostras de camundongos para



estudo histoldgico

Os 6rgaos (cérebro e coragdao) dos camundongos passaram pelo mesmo
processo descrito acima para confecgdo de laminas histolégicas, objetivando a
procura de estruturas morfologicamente compativeis com cistos de T. gondii.
Devido ao grande numero de 6rgaos para serem analisados, optamos por estudar
apenas dois dos trés orgaos existentes em cada experimento. Para tanto foram
criados critérios para selecdo dos orgaos a serem estudados: (a) 6rgéos de
camundongos positivos na RIFI, (b) 6rgdos de animais com os maiores titulos na
RIFI, (c) caso existissem animais no experimento com a mesma titulagdo ou todos
os animais fossem negativos na RIFI, eram sorteados aleatoriamente dois 6rgaos

como amostras.

4.12 — Selecédo dos cortes para estudo histolégicos

Os ¢6rgaos (cérebro e coracgdo) tanto das aves como dos camundongos
foram cortados seguindo um padrdo, onde de cada amostra foram realizados
aproximadamente 100 cortes. Deste total, 10 foram selecionadas aleatoriamente
para a confecgao de laminas para o estudo histolégico. O Unico parametro
utilizado para a selecéao foi o perfeito estado do corte que n&o poderia apresentar-

se incompleto, enrugado ou com estrias.
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5 - RESULTADOS

5.1- Prevaléncia de anticorpos pelo MAT

Anticorpos anti T. gondii foram encontrados no soro de 25 (50%) das 50
aves testadas, com titulos de 1:5 em 4; 1:10 em 10; 1:20 em 4; 1:40 em 1; 1:80
em 3; 160 em 1; 1:200 em 1 e 1:400 em 1. Um total de 25 galinhas (50%)
apresentaram-se negativas no teste (Tab.1).

5.2 - Isolamento de T. gondii a partir de cérebro e coracdo de galinha

Um total de trés isolados foram obtidos, entretanto dois destes foram
oriundos de material da mesma ave nao sendo possivel dizer tratar-se de cepas
diferentes ou néao, desta forma, T. gondii foi isolado de duas galinhas perfazendo
4% do numero total de aves e 8% das aves positivas pelo MAT.

Dois destes isolados foram provenientes de amostras de cérebro e um de
amostra de coragao de galinha. Estes foram oriundos do primeiro inoculo em
camundongo, nédo sendo feito isolamento a partir do segundo inoculo (pool de
orgaos).

O isolamento de T. gondii obteve sucesso a partir de material proveniente das
aves com maiores titulos para o MAT, no grupo numero 32 a galinha apresentou
titulo de anticorpos de 1:200 sendo isolados parasitos a partir do cérebro da ave.
Enquanto que no grupo numero 33, a ave apresentou titulo de anticorpos de 1:400
e T. gondii foi isolado a partir de amostras do coracéo e cérebro.

No grupo numero 33, dois camundongos que receberam o coragdo da ave
morreram oito dias apds a inoculagdo e o exsudado peritoneal destes animais
mostrou-se rico em formas taquizoiticas, o animal restante permaneceu vivo
durante todo o experimento. Também no grupo 33, apds 22 dias um animal que foi
inoculado com o cérebro da ave apresentou sintomas de toxoplasmose aguda e o
lavado peritoneal apresentou-se com poucos taquizoitos, enquanto que os dois

animais restantes permaneceram vivos durante todo o experimento.



No grupo numero 32, dois animais inoculados com o cérebro da ave
apresentaram sintomas de toxoplasmose aguda, 40 dias apds a inoculagcéo e o
lavado peritoneal apresentou-se com pouquissimos taquizoitos, o camundongo
restante permaneceu vivo durante todo o experimento (Tab.1).

Tabela 1- Soroprevaléncia, histologia e isolamento de T. gondii de galinhas no
municipio de Goiania-GO.

Histologia das aves Isolamento de T. gondii
Galinhas MAT cérebro coracao cérebro coracgao
12 - - - - -
13 - - - - -
14 - - - - -
15 - - - - -
16 - - - - -
17 - - - - -
18 - - - - -
19 - - - - -
20 01:20 - + - -
21 01:20 - - - -
22 - - - - -
23 01:20 + - - -
24 - - - - -
25 01:05 + + - -
26 - - - - -
27 01:10 - - - -
28 01:10 - - - -
29 01:05 + - - -
30 01:05 - - - -
31 01:80 - - - -
32 01:200 - - + -
33 01:400 + - + +
34 01:80 - - - -
35 01:160 + - - -
36 - - - - -
37 - - - - -
38 - - - - -
39 - - - - -
40 - - - - -
41 01:10 - - - -
42 01:10 - - - -
43 01:10 - - - -
44 - - - - -
45 - - - - -
46 01:10 - - - -
47 01:10 - - - -
48 01:10 - - - -
49 - - - - -
50 - - - - -
51 - - - - -
52 01:20 - - - -

53 01:10 - - - -



54 01:80 + - - -
55 01:05 - - - -
56 - - - - -
57 - - - - -
58 -
59 01:40 + - - -
60 01:10 - - - -
61 - - - - -
62 - - - - -

5.3- Estudo histoldgico de 6rgaos das aves

Das 50 aves estudadas, em oito (16%) foram encontradas estruturas
morfologicamente compativeis com cistos de T. gondii (Fig. 7 A e B). Em seis
aves, tais estruturas estavam presentes em amostras do cérebro, em uma ave na
amostra de coracdo e em uma ave tais estruturas foram encontradas em amostras

de cérebro e coracgao.



FIGURAS 7 (A e B)- Estruturas morfologicamente compativeis com cistos de T. gondii.

5.4- Comparagao da viruléncia dos isolados obtidos



Os isolados de T. gondii obtidos foram estudados quanto a sua viruléncia
para camundongos através de inoculos com diferentes concentracbes de
parasitos. As concentracdes utilizadas foram 10, 102, 10°, 10% 10° © 10°
taquizoitos. O isolado 33 A mostrou-se com letalidade de 100% a partir da
concentragao de mil parasitos, enquanto que na concentragcado de cem taquizoitos
a letalidade caiu para 60%, matando trés animais dos cinco inoculados. Todos
animais inoculados com a concentracdo de dez taquizoitos sobreviveram,
entretanto a investigacédo através da RIFI mostrou que dos cinco camundongos
apenas trés soroconverteram (RIFI =1:16). Este isolado matou os camundongos
entre 0 6° e 0 39° dia pds indculo.

O isolado 33 B, da mesma forma apresentou-se com 100% de letalidade a
partir da concentracdo de mil parasitas, na concentracdo de cem taquizoitos a
mortalidade sofreu uma queda para 20%, enquanto que a concentracdo de dez
parasitos nao provocou a morte de nenhum animal. O estudo com a RIFI mostrou
que nesta concentragdo dois animais nao soro converteram. Neste isolado as
mortes ocorreram entre o 4° e 0 40° dia pds indculo.

O isolado 32 A mostrou-se com 100% de letalidade a partir da concentragao
de dez mil parasitos, esta caiu para 40% na concentragcao de mil e 20% na de cem
taquizoitos, o estudo com a RIFI mostrou que nesta concentracdo, dois
camundongos nao soroconverteram. A concentracdo de 10 parasitas nao
provocou a morte de nenhum animal, entretanto o estudo com a RIFI mostrou que
apenas um animal soroconverteu. Este isolado provocou a morte de animais entre

0 8° e 42° dia apos a inoculacao (Tab. 2).

Tabela 2. Comparagao da viruléncia dos isolados 33A, 33B e 32A de T. gondii
apos inéculo com diferentes concentragdes de taquizoitas, em que é expresso o

numero e tempo de mortalidade dos camundongos.

Camundongos Camundongos Camundongos
(inéculo isolado 33A) (in6culo isolado 33B) (in6culo isolado 32A)
Mortalidade Média de Mortalidade Média de Mortalidade Média de
Concentragao N° de pés inéculo mortalidade  pds inéculo mortalidade pés inéculo  mortalidade
de taquizoitos camundongos (%) (em dias) (%) (em dias) (%) (em dias)
10" 5 0 0 0 0 0 0
102 5 60 38 20 40 20 42

10° 5 100 19 100 20 40 30



104 5 100 15 100 12 100 25
10° 5 100 9 100 6 100 21
10° 5 100 8 100 5 100 20

5.5- Reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) no soro dos

camundongos

Foi realizado a RIFI em todos os soros dos camundongos sobreviventes,
objetivando a busca de anticorpos anti T. gondii das classes IgG e IgM, no
entanto, apenas camundongos inoculados com material proveniente de aves
positivas pelo MAT, apresentaram evidéncias de soroconversao.

Em apenas um camundongo a reagao foi positiva para IgM na titulagédo de 1:8, o
que indica ser um resultado falso positivo, pois todos os camundongos foram
sacrificados com no minimo 60 dias pés-inoculagao.

Dos 25 grupos com indculos de 6rgaos de galinhas soropositivas, em 11 (44%)
houve a detecgdo de IgG anti T. gondii em pelo menos um camundongo do

experimento (Tab. 3).

Tabela 3- soropositividade e titulagdo pela RIFI de camundongos inoculados com
cérebro e coracao de galinha.

camundongos infectados

Numero Amostras de cérebro Amostras de coragao

do experimento Positivos* Titulagéo Positivos* Titulagéo

20 1:16 1:16

—_
—_

21
27
28
29
30
41
46
47
48
52
59
60

S NDNMNDNOOODNN-A

1:16
1:16
1:16
1:16
1:16

1:32
1:16
1:16
1:16

QO OO -2 =_2DNOO

1:16
1:16
1:16

* Infectados grupos de trés animais.



5.6- Estudo histoldgico de 6rgaos de camundongos

Dos 100 grupos de animais inoculados, em dois (2%) foram encontradas
estruturas morfologicamente compativeis com cistos de T. gondii. No grupo
namero 32, tais estruturas foram encontradas no cérebro de camundongos
inoculados com o coragéo da ave e no grupo numero 33 estas foram encontradas

no coragao e no cérebro de camundongos inoculados com o cérebro da ave.

6- DISCUSSAO

O valor de soroprevaléncia de anticorpos anti T. gondii em “galinhas
caipiras” encontrado neste estudo para a cidade de Goiania € relativamente altos
se comparado com os resultados obtidos em outras regides. Por exemplo, no
estado do Parana em 40 aves estudadas a soroprevaléncia foi de 40% (Dubey et
al 2003b), no Rio Grande do Sul a soroprevaléncia foi de 38% numa amostragem
de 50 galinhas (Dubey et al 2007), enquanto que em Sao Paulo, o indice foi de
39% em 82 aves estudadas (Dubey et al 2002).

Embora altos, os valores encontrados na cidade de Goidnia ndo sdo os
mais elevados do Brasil, pois no estado do Para em estudo que amostrou 34 aves
(Dubey et 2007), a soropositividade encontrada foi de 58% e na cidade de
Campos dos Goytacazes, ao norte do estado do Rio de Janeiro, a soropositividade
encontrada ficou na ordem de 64% (Da Silva 2003) das 228 aves testadas. Em
termos mundiais, os valores também se apresentam bastante variados, em
Portugal a soroprevaléncia foi de 44% (225 aves), na Austria 36% (830 aves), na

Colébmbia 44% (72 aves), no México 6% (208 aves), no Peru 28% (50 aves) no



Chile 55% (85 aves) e na india 18% (741 aves) (Dubey et al 2006b, 2005a, 2005b,
2004b, 2004a, 2006, Sreekumar et al 2003).

Os titulos encontrados nas aves deste estudo estdo de acordo com aqueles
obtidos nas diversas regides do globo, chamando a atengado apenas o fato de nao
terem sido encontradas aves com titulos muito altos de anticorpos anti T. gondii.
No estudo conduzido no Parana, por exemplo, duas aves apresentaram titulos
maiores que 1:1280, mas estes casos devem muito provavelmente a uma vigorosa
resposta imunoldgica individual destes animais (Da Silva 2003).

Para a inoculagdo em camundongos objetivando o isolamento de T. gondii,
foram selecionados o coragdo e o cérebro das aves, baseando-se em estudos
prévios desenvolvidos por Dubey 1981, onde a partir de infecgdes experimentais
de galinhas, estes 6rgaos mostraram-se mais freqlientemente infectados, quando
comparados com os pulmdes, olhos, rins, figado, ovario e musculos peitorais.

Na metodologia proposta por Dubey 1998b, o coracdo e o cérebro da ave
sdo digeridos juntos em solugao péptica por uma hora a 37°C, este processo visa
a liberacédo dos bradizoitos que estdo contidos nos cistos teciduais e também a
sua concentracdo para potencializar as chances de isolamento (Dubey et al 2002).
Entretanto o proprio autor especula que muito provavelmente apenas 10% dos
bradizoitos liberados sobrevivam aos processos de digestdo péptica e lavagem.

A metodologia utilizada neste estudo propds o processamento diferencial
das amostras das aves, enquanto os fragmentos de coragdo passaram pela
digestao péptica proposta por Dubey 1998b, os de cérebro foram maceradas em
salina, concentrados por centrifugacdo e inoculados nos animais. Este
procedimento visou evitar a destruicdo dos bradizoitos, contidos em possiveis
cistos teciduais, pela solugéo péptica e pelos procedimentos de lavagem.

Neste estudo foi obtido um total de trés isolados, porém dois destes foram
provenientes da mesma ave nao sendo possivel dizer tratar-se de cepas
diferentes ou ndo. Desta forma, T. gondii foi isolado de duas galinhas perfazendo
4% do numero total de aves e 8% daquelas positivas pelo MAT. Embora muito

rara, a infeccdo de um mesmo animal com duas cepas diferentes de T. gondii ja



foi descrita por Ajzenberg et al 2002 numa ovelha e por Dubey et al 2003a numa
galinha no norte do estado do Rio de Janeiro.

A taxa de isolamento de 8% das galinhas positivas pode ser considerada
baixa se comparada com estudos similares desenvolvidos em outras regides,
como por exemplo, 22% de isolamento na Austria, 71% na Colémbia, 46% no
México, 76% no Peru e 75% no estado do Para (Dubey at al 2005a, 2005b, 2004b,
2004a, 2007) . Entretanto todos estes estudos visavam a genotipagem dos
isolados obtidos, para tanto, diversas técnicas adicionais ao bioensaio em
camundongos foram utilizados para maximizar o sucesso do isolamento. Por
exemplo, no estudo realizado no Peru, gatos “Toxoplasma-free” foram alimentados
com 6rgaos de aves soronegativas e suas fezes foram analisadas para a presenca
de oocistos de T. gondii, enquanto que no estudo desenvolvido na Austria foi feito
um pool de cérebros de camundongos soropositivos que sobreviveram ao
experimento e este foi inoculado em camundongos knock out (KO) para o
interferon gama, pois tais animais sao altamente susceptiveis a infecgcao
toxoplasmica. Outra metodologia utilizada foi alimentar gatos “Toxoplasma-free”
com pool de érgaos de camundongos soropositivos que, entretanto sobreviveram
a todo o experimento. Posteriormente fazendo-se a busca de oocistos nas fezes
dos felinos (Dubey et al 2002). Diversos fatores interferem diretamente no
isolamento de T. gondii a partir de tecidos, entre eles, 0 numero de camundongos
inoculados, a concentracdo de parasitas no tecido estudado e a quantidade de
tecido utilizada no bioensaio (Dubey et al 2005a).

O titulo relativamente baixo de anticorpos anti T. gondii (MAT < 1:80)
encontrado em boa parte das aves estudadas pode estar diretamente relacionado
a idade das aves, pois titulos baixos sao indicativos de infecgdo recentemente
adquirida (Da Silva 2003; Dubey et al 2003a) ou do declinio destes com o passar
do tempo, visto que estudos anteriores mostram que em aves, os titulos de
anticorpos contra o Toxoplasma caem com o decorrer de alguns meses,
contrariamente ao que ocorre com os mamiferos que mantém tais titulos por anos
(Aganda & Belino, 1984).



Os trés isolados obtidos foram oriundos das duas aves com maiores titulos
no MAT (1:200 e 1:400) sugerindo altas concentragbes de parasitos nos tecidos
destas, este dado corrobora com os da literatura, que mostram um maior sucesso
de isolamento nas galinhas com titulos de MAT compreendidos entre 1:160 e
1:320 (Dubey et al 2004; Da Silva 2003; Dubey et al 2003b)

Durante todo o estudo, apenas cinco dos 300 camundongos apresentaram
sinais clinicos de toxoplasmose, sendo obtidos taquizoitos do lavado peritoneal de
todos. Este resultado € muito semelhante ao obtido em estudo realizado no Chile,
onde dos 94 animais inoculados, apenas quatro apresentaram sintomatologia de
toxoplasmose aguda (Dubey et al 2006a). Entretanto a viruléncia do T. gondii em
camundongos, depende de muitos fatores incluindo o estagio do parasita
inoculado, a rota de inoculagéo, a dosagem de parasitos, o tipo de animal utilizado
e a cepa do parasito (Dubey et al 2002). Desta forma os resultado obtidos em
estudos similares tem demonstrado grande discrepéancia nos resultados. Por
exemplo, enquanto no estudo desenvolvido em Sdo Paulo a taxa de mortalidade
dos camundongos alcangou 100% dos animais em 30 dias, no estudo feito na
Austria todos os animais permaneceram assintomaticos durante o experimento
(Dubey et al 2002; Dubey et al 2005a).

Neste estudo, amostras do cérebro e coracdo das aves e dos animais
inoculados, foram cortados e corados com HE objetivando o encontro de
estruturas morfologicamente compativeis com cistos de T. gondii. Os critérios
morfologicos estabelecidos foram baseados naqueles propostos por Dubey 2004,
onde os cistos teciduais apresentam-se em formato esférico ou semi oval,
medindo entre 5 ym e 70 ym, com uma fina parede cistica, sendo possivel dentro
do cisto observar os nucleos dos bradizoitos fracamente corados ou em alguns
casos até mesmo os proéprios bradizoitos. Foi feita a opgdo de nao procurar outra
formas de T. gondii como taquizoitos ou pseudocistos, visto que, em cortes
histologicos corados com HE torna-se dificil a identificagdo do Toxoplasma, pois
este ndo possui caracteristicas tintoriais proprias que permitam distingui-lo

nitidamente das células adjacentes podendo ser confundido com nucleos e



fragmentos celulares que se coram de maneira semelhante (Farrel et al 1952;
Tsunematsu et al 1964; Barbosa 1988).

Das 50 aves, foram encontradas estruturas morfologicamente compativeis
com cistos de T. gondii em oito, sendo seis em cérebro, uma em coragdo e uma
em ceérebro e coragdao. Enquanto que nas amostras de camundongos, dos 100
grupos estudados em apenas dois houve o encontro de tais estruturas. Diversos
estudos tém utilizado a histologia como método para a pesquisa de Toxoplasma
em tecidos de diversos animais, entretanto os resultados e a eficacia deste estao
diretamente ligados a diferentes fatores. O tamanho do animal parece ser o
primeiro ponto importante, pois animais grandes provavelmente propiciam uma
maior dispersdo dos cistos nos tecidos dificultando seu encontro. Da silva &
Langoni 2001 n&o encontraram cistos nos tecidos de 552 ovelhas estudadas,
embora o isolamento de T. gondii tenha sido feito em 27 amostras por inoculagao
em camundongos. Garcia et al 2006 também n&o encontraram cistos de T. gondii
em 98 amostras de tecidos de porcos experimentalmente inoculados com a cepa
avirulenta VEG, embora o parasito tenha sido isolado por ensaio em
camundongos. Mesmo em animais de pequeno porte, 0 encontro de cistos de T.
gondii nos tecidos pode ser dificultado pela baixa quantidade dos mesmos. Dubey
et al 2005a relataram a necessidade de se examinar até um quarto do cérebro de
certos camundongos para que fosse possivel o encontro de cistos teciduais. Por
certo, a densidade de cistos na amostra é fato relevante para o achado de tais
estruturas através de analises histologicas. Kuticic & Wikerhauser 2000
encontraram cistos de Toxoplasma em apenas trés das 716 amostras de
camundongos inoculados com 6rgaos de galinhas. Enquanto que Sreekumar et al
2003 nao encontraram cistos de toxoplasma nas 133 amostras analisadas de
camundongos igualmente inoculados com 6rgaos de galinhas. Dubey et al 2006a
também descreveu o encontro de pouquissimos cistos nas amostras de 94
camundongos soropositivos para toxoplasmose.

No presente estudo, estruturas morfologicamente compativeis com cistos
de T. gondii foram encontradas majoritariamente em amostras de cérebro tanto de

aves como de camundongos, da mesma forma, dois dos isolados obtidos foram



oriundos de amostras de cérebro enquanto apenas um de amostras de coragéo,
estes dados reforgcam o conceito geral que T. gondii € um organismo neurotropico,
entretanto este € baseado em estudos desenvolvidos em camundongos e também
no fato de seres humanos poderem desenvolver neurotoxoplasmose severa
(Dubey et al 2004). Porém estudos adicionais realizados em outros animais
assintomaticos tém questionado tal conceito. Jacobs & Melton 1966 isolaram
Toxoplasma de ovarios e musculo das pernas de galinhas de Maryland (USA),
mas nenhum parasito foi isolado do cérebro de tais aves. Mais recentemente
Dubey et al 2004 isolou Toxoplasma de 10 galinhas no Peru, todos os isolados
foram obtidos do coragéo das aves enquanto que os indculos dos cérebros destas,
n&o resultou em isolamento.

Os camundongos que permaneceram assintomaticos foram sacrificados
apos 60 dias e seu soro analisado através da RIFI objetivando o encontro de
imunoglobulinas das classes G e M. Dos 100 grupos, em 11 foi possivel a
deteccdo de anticorpos anti T. gondii em pelo menos um dos camundongos
inoculados. Em apenas uma amostra foram encontradas imunoglobulinas da
classe M, mas o baixo titulo (1:8) e o fato de tal anticorpo ter sido encontrado no
soro de apenas um camundongo, sugere tratar-se de um resultado falso positivo.
A negatividade dos soros estudados pode estar diretamente ligada ao tempo pés-
infeccdo que estes foram analisados. Durante a infeccdo toxoplasmica, as
imunoglobulinas da classe M sdo as primeiras a surgirem por volta do quinto dia,
posteriormente surgem as da classe G, entdo gradativamente os titulos de IgM
vao diminuindo até desaparecerem completamente restando apenas a IgG.
Devido a este fato, a IgM é considerada caracteristica de infecgdo aguda em
curso. Handman & Remington 1980 demonstraram através de infecgdes
experimentais em camundongos que os titulos de IgM sofrem queda consideravel
por volta do 28° dia pés-infeccdo. Todos os animais utilizados no presente estudo
foram sacrificados apdés 60 dias de inoculagdo, sendo bem provavel que este
periodo de tempo tenha propiciado o desaparecimento da IgM do soro dos

camundongos.



Em mamiferos, a IgG anti T. gondii pode permanecer em titulos detectaveis
por provavelmente toda a vida do hospedeiro, conferindo desta forma imunidade
protetora (Kawazoe 2003). Entretanto neste estudo, os titulos encontrados nos
soros dos camundongos nao foram superiores a 1:32 reforgando a probabilidade
de existir uma baixa densidade de parasitos nos tecidos inoculados. Em estudo
desenvolvido por Sreekumar et al 2003 que contou com a inoculacido de 186
amostras de galinhas soropositivas no MAT, todos o0s camundongos
permaneceram soronegativos. Paradoxalmente, o bioensaio em gatos das
amostras de aves negativas no MAT, propiciou a obtencéo de cinco isolados de T.
gondi.

Os isolados obtidos no presente estudo (33 A, 33 B e 32 A) foram
submetidos a estudo de viruléncia para camundongos através de inoculos com
diferentes concentragdes de taquizoitos. Classicamente o T. gondii tem sido
classificado em trés linhagens distintas chamadas tipos |, Il e lll. Estas apresentam
marcantes diferengas na viruléncia para camundongos, a linhagem do tipo | possui
dose letal absoluta (LD1p) com um Unico parasita viavel, sendo chamada de
linhagem virulenta, enquanto que as linhagens Il e Ill possuem dose letal de 50%
(LDso) em indculos iguais ou maiores que mil parasitas, estabelecendo facilmente
infeccao cronica.

Entretanto diversos relatos tém-se acumulado na literatura de cepas de T.
gondii genotipadas como pertencentes a uma das trés linhagens, com
comportamento atipico. Dubey et al 2002 relatam a viruléncia para camundongos
de cepas posteriormente genotipadas como pertencentes ao tipo lll, reconhecido
como avirulento para estes animais. Dubey et al 2003a também relata a
sobrevivéncia de camundongos inoculados com cepas que posteriormente foram
classificadas como pertencentes ao tipo |, considerado altamente virulento. De
forma semelhante Ferreira et al 2001 relata o comportamento atipicamente
virulento de uma cepa pertencente ao tipo Ill. A viruléncia do T. gondii em
camundongos, depende de varios fatores incluindo o estagio do parasita
inoculado, a rota de inoculagao, a dosagem de parasitas, o tipo de animal utilizado

e a cepa do parasita (Dubey et al 2002). Alguns autores propdem que sucessivas



passagens em camundongos possam provocar o aumento da viruléncia de cepas
de T. gondii. Jacobs & Melton 1954 e Dubey 1974 descreveram substancial
aumento da viruléncia em cepas primariamente avirulentas depois de algumas
passagens em camundongos.

Por outro lado Grigg et al 2001, propuseram que a viruléncia das cepas seja
oriunda de um alelo no genoma, desta forma as sucessivas passagens em
camundongos nunca provocariam aumento significativo na viruléncia destas. Os
esclarecimentos destes pontos obscuros necessitam de maiores estudos, sendo
preconizados principalmente aqueles que utilizam varios marcadores genéticos
para definir a linhagem.

Frente a este quadro, o estudo da viruléncia de isolados de T. gondii para
camundongos através de curva de parasitemia deve ser considerado com cautela
e apenas como indicativo da linhagem.

Neste estudo dos trés isolados, dois foram 100% letais para camundongos
a partir de concentracdo de mil taquizoitos e um a partir de dez mil taquizoitos,
nas concentracées menores a letalidade caiu para niveis diferentes entre os trés
isolados. Estes resultados podem sugerir a impossibilidade dos isolados
pertencerem ao tipo |, visto que teoricamente esta linhagem é fatal para
camundongos mesmo na concentragao de apenas um taquizoito (Ferreira et al
2001). Desta maneira os isolados pertenceriam ao tipo Il ou Ill, que sao
considerados avirulentos. Entretanto como discutido acima, o resultado obtido com
este estudo de viruléncia pode tdo somente sugerir a provavel linhagem dos
isolados, a confirmagado sé pode ser obtida através de estudos moleculares,

preferencialmente com multiplos marcadores genéticos.



7- CONCLUSOES

A soroprevaléncia de anticorpos anti T. gondii nas amostras de “galinhas
caipiras” comercializadas em feiras livres na cidade de Goiania foi de 50%;
O isolamento do parasita obteve sucesso a partir de amostras de aves com
0s maiores titulos de anticorpos;

Foram encontradas estruturas morfologicamente compativeis com cistos
de T. gondii em cortes de 6rgaos tanto de aves como de camundongos;
Ocorreu a soroconversao de diversos camundongos que permaneceram
assintomaticos durante o estudo;

Nao foram encontradas evidéncias da presenga de T. gondii, em amostras

de aves consideradas soronegativas.
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