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BUGNI, Felipe Monteiro. Acdo da -Glucana em suinos infectados experimentalmente
com taquizoitos do Toxoplasma gondii. 2007. 75f. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncia
Animal) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2008.

RESUMO

Toxoplasma gondii ¢ um protozoario intracelular obrigatério que possui capacidade de
infectar todos os animais de sangue quente. O suino ¢ apontado como a principal causa de
contaminagdo de seres humanos pela ingestdo de carne crua ou mal cozida. Muitas
alternativas podem ser utilizadas na tentativa de prevenir a transmissdao deste importante
parasita aos suinos, entre elas, estd o uso de substancias imunomoduladoras como a [-
glucana, que tem a capacidade de melhorar a resposta do hospedeiro frente a infec¢des
causadas por microorganismos. O objetivo desse estudo foi avaliar a agdo da B-Glucana em
suinos infectados experimentalmente com taquizoitos do Toxoplasma gondii. Foram
utilizados oito suinos (21 dias de idade). Os animais foram divididos em trés grupos: G1 (-
glucana e infectados, n=3), G2 (ndo tratados e infectados, n=3) e G3 (ndo tratados e ndo
infectados, n=2). Os animais do Gl foram tratados com 1g de P-glucana pela via
intramuscular (IM) nos dias 0, 14, e 28 do experimento, enquanto os do G2 e G3 receberam
apenas solucio salina estéril. Os animais do G1 e G2 foram infectados com taquizoitos (107)
da cepa RH (IM), no 35° dia do experimento. A parasitemia foi determinada por PCR e
bioensaio em camundongos a partir do sangue total de cada animal, colhido nos dias 3, 7, 14,
21, 31, 39, 47 e 69 pos-infecgdo. Os titulos de anticorpos contra 7. gondii foram obtidos dos
suinos pela imunofluorescéncia indireta (IFI) dos soros, humor aquoso e humor vitreo,
considerando positivo um titulo > 64. Diferencas estatisticas foram observadas na avalia¢do
dos teores de hemoglobina, percentual de hematocrito, valores de proteinas plasmaticas e na
contagem de eosindfilos (P<0,05). Os suinos do G1 e G2 soro converteram sete dias pos-
infec¢do, e 0 maior titulo encontrado foi de 1024 em dois animais. As amostras de humor
aquoso e humor vitreo ndo revelaram titulos de anticorpos pela IFI. Parasitas no sangue foram
detectados nos dias 3, 14, 31, 39 e 47 em dois animais do G1, e em trés do G2. Nido houve
diferencgas entre o PCR e o bioensaio. As avaliagdes das retinas tanto no bioensaio quanto no
PCR foram negativas em todos os animais. Os animais do G3 permaneceram negativos
durante todo o experimento. O uso da B-glucana, na forma como foi utilizada no presente
trabalho, ndo foi efetiva no controle da infeccdo aguda contra taquizoitos inoculados pela via
intramuscular em suinos. A linhagem da cepa RH mostrou-se ndo cistogénica para suinos
(musculos e retina) 69 dias ap6s a infecgao.

Palavras-chave: Toxoplasma gondi., Cepa RH. Suinos. B-glucana. Bioensaio. PCR.



BUGNI, Felipe Monteiro. Action of B-glucan in swine experimentally infected with
tachyzoites of Toxoplasma gondii. 2007. 75p. Dissertation (Master Degree in Animal
Science) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2008.

ABSTRACT

Toxoplasma gondii is an intracellular protozoa parasite that infects all warm blood animals.
Pork is considered the main transmition source for human beings. Vaccines,
immunomodulators, and others therapies could be used for preventing the infection. B-glucan
can improve the immune response of the hosts against microorganism infection. The present
study tested the action of B-glucan in swine experimentally infected with tachyzoites of
Toxoplasma gondii. The experiment design used 8 mixed breed pigs (21 days) divided into
three groups: G1 (B-glucan treated and infected, n=3), G2 (untreated and infected, n=3), and
G3 (untreated uninfected, n=2). The Gl animals were treated with 1g of B-glucan by
intramuscularly route at days 0, 14, and 28 before experimental infection, while the other
groups (G2 and G3) received only saline. The Gl and G2 were infected with viable
tachyzoites (10”) of the RH strain at day 35 of experiment. The parasitemy was determined by
mouse bioassay and PCR from whole blood of each swine, obtained at days 3, 7, 14, 21, 31,
39, 47 e 69 post infections. The antibody levels of serum, aqueous and vitreous humor were
measured by indirect immunofluorescence assay (IFA); a title > 64 was considered as
positive. There were differences in the hematocrit, hemoglobin, plasmatic proteins, and
eosinophils values between groups (P< 0.05). The swine of G1 and G2 serum converted 7
days post infection, and the highest title observed was 1024 in two pigs. Samples of aqueous
and vitreous humor did not show antibodies against 7. gondii. Parasite was detected of whole
blood on days 3, 14, 31, 39, and 47 in two animals from G1, and three animals from G2.
There were no differences between PCR and mouse bioassay. The retinas were all negatives
in both PCR and bioassay. Animals from G3 remained without parasitemy by both PCR and
bioassay throughout the experiment. The use of B-glucana, as was used here, was not
protective for pigs against 7. gondii tachyzoites acute infection. Additionally, the lineage of
RH strain showed nonpersistent for pigs (muscles and retina) 69 days after infection.

Keywords: Toxoplasma gondi., Pigs. RH strain. B-glucan. PCR. Bioassay.



LISTA DE FIGURAS

Fig. 1. — Temperatura retal dos suinos dos trés grupos experimentais (G1=B-glucana +
infectado, G2=infectado, G3=controle). Os animais foram infectados com 107
taquizoitos da cepa RH de Toxoplasma gondii pela via intramuscular no dia 0....57

Fig. 2. — Média dos valores do hemograma obtida semanalmente dos suinos dos trés grupos
experimentais. As setas pontilhadas indicam a aplicagdo da B-glucana (G1) e a seta
continua indica o dia da infec¢do. Os animais (G1 e G2) foram infectados com 107
taquizoitos da cepa RH de Toxoplasma gondii pela via intramuscular. Os animais do
G3 eram controle negativo. O P < 0,05 indica significancia estatistica. ................... 59

Fig. 3. — Média dos valores das contagens diferenciais dos leucocitos obtida semanalmente
dos suinos dos trés grupos experimentais. As setas pontilhadas indicam a aplicacao
da B-glucana (G1) e a seta continua indica o dia da infec¢do. Os animais (G1 e G2)
foram infectados com 10’ taquizoitos da cepa RH de Toxoplasma gondii pela via
intramuscular. Os animais do G3 eram controle negativo. O P < 0,05 indica
SINITICANCIA ESTALISTICA. 1...eiiiieiieeiiieiee ettt 61

Fig. 4. — Média dos valores das dosagens do fibrinogénio e proteina plasmatica obtida
semanalmente dos suinos dos trés grupos experimentais. As setas pontilhadas
indicam a aplicacdo da B-glucana (G1) e a seta continua indica o dia da infec¢do. Os
animais (G1 e G2) foram infectados com 10’ taquizoitos da cepa RH de Toxoplasma
gondii pela via intramuscular. Os animais do G3 eram controle negativo. O P < 0,05
indica significAncia eStAtIStICA. .....c.eevuieeiieriieeiieeie ettt ettt et 63

Fig. 5. — Cinética do titulo de anticorpos dos suinos dos grupos 1 e 2. Os animais foram
infectados com 10 taquizoitos da cepa RH de Toxoplasma gondii pela via
intramuscular no dia 0. A linha pontilhada representa o ponto de corte
(Log10=1,80). O P < 0,05 indica significancia estatistica. ........c.cceeevreerreerrveeenneenns 64

Fig. 6. — Eletroforese em gel de agarose a 2%, de amostras de taquizoitos diluidos: teste de
sensibilidade de 529 pb da PCR. Canaleta 1: Padrao molecular. Canaletas de 2 a 10
representam a diluigao: 107, 106, 10° , 10*, 10° , 102, 101, 10°, 107" de taquizoitos/ml,
TESPECTIVAITICTIER. ..euvvieuiieiiieniiesiteetteeiteeteeseteeteeenbeenseessseeseeenseenseesnseeseesnseenseesnsesnsees 64



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Delineamento eXperimental. ............ccooiiiiiiiiiiiiiiiiee e 53

Tabela 2 — Resultado do bioensaio e da PCR, do sangue de suinos, realizado a partir do
terceiro dia ap6s o desafio. O desafio dos animais (G1 e G2) foi realizado com
107 taquizoitos da cepa RH, os animais do G3 permaneceram como grupo
CONIOLE NEGALIVO. ..veeeiiiiiieeiiieiie ettt ettt ettt e et eebe et eesbeesseeenbaesasaenseenens 65



SUMARIO

I REVISAO DE LITERATURA .....cooooimimiieeeeeeeeeeeeeeeeeee e 13
TINTRODUGAOQ ...oooooiiiiiie ettt 14
2 TOXOPLASMA GONDIL...............ocooeeeeeeneeeeienieiiereeeeeieeseeeisesesaessesessesese et ssesseseesensens 16
2.1 MECANISMOS DE INVASAO CELULAR ....ceotttiiiiieiiteeiite ettt ettt sttt e s e 17
2.2 RESPOSTA IMUNE.....ceiiiiiiiiiiiiiite ettt ettt ettt ettt ettt e et e st e st e e sabbeesabeeenane 18
2.3 EPIDEMIOLOGIA ....uttiiitiiteniteetteeite et e st et e sat et esate et e sttt sbeesat e e bt esstesateesateeaneesbeeeneenaneens 20
2.4. INFECCOES EXPERIMENTAIS EM SUINOS ....cooiiiiiiiiiiiiiie 22
241 €PA RH ...ttt et e e nn 22
2.4.2 Outras Cepas do Toxoplasma GONIT ...............ccccoeeeeruererseniinieiienieneeeeeeese e 23
2.5 DIAGNOSTICO DA TOXOPLASMOSE EM SUINOS .....ccutiiiriiiniiiiiniienieeie ettt 26
BP-GLUCANA ..ottt ettt ae et et s e et et e st e se s eneebesbeneeseebensens 29
4 CONSIDERACOES FINAIS ..ottt ees s s e eesenaeee 32
SREFERENCIAS ..ot 33
TITOBJIETIVOS ...ttt ettt e e e e st e et e et eeetbeessbeesasteesaseeenanes 45
2.1 OBIETIVO GERAL.....eiuiiiuitiiiteeiteeite ettt ettt ettt et sat e et esat e e bt e sbbeeateesabeebeesaaeeabeenaneens 45
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS ....c.uutiiitiiiiieieeiit ettt ettt ettt ettt et sat e et esaeeebeesaaeens 45
IIT ARTIGO PARA PUBLICACAO ... 47
ACAO DA B-GLUCANA EM SUINOS INFECTADOS EXPERIMENTALMENTE
COM TAQUIZOITOS DO TOXOPLASMA GONDII ........................eoceueeenne.... 48
TINTRODUGAO ...ttt sttt e s e e rese e 50
2 MATERIAL E METODOS ... 52
2.1 AMOSTRAS DE T. GONDIL.....cetiutieiiiteeiteeeiteeeiteeeiteesitte e sttt esiseeeiteesbaeesbbeesbbeesabeeesabeeenanes 52
2.2 PREPARO DA SUSPENSAO DE TAQUIZOITOS DE T. GONDIL......ccccoovviuiiiiiieeeeeeeiiieieereeeeeeeiinnns 52
2.3 ANIMALS ..ttt ettt ettt et e h e et e s bt e bt e ebe e et e e sa et e et e e ebb e et e e nhb e e bt e sbbeebeenaneens 52
2.4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL .....eiiuttiiiiteniteeiiteesitte et e st e et e ettt e st e sabteesabeeesaneeenane 52
2.5 EXTRAGAO DA [-GLUCANA .....uvtieiuiieeieieeeitteeeitteestteessesassseeesssseasssesassseeesssesssssessssseesssesensses 53
2.6 DIAGNOSTICO SOROLOGICO ....uuteuiiiauiieniiienteeniteeieesiteeteesieeabeesateeseesssesnbeesaseeseessseenseesaneans 54
2.7 BIOENSATO ...cceiuttteiitteeeitte et ettt ettt e ettt e sttt e e bt e e et e e sabeeeeabeeeaabeesasbeeanbeeesabbeesabbeesabaeenabeeenanes 54

2.7.1 Avaliacdo da PAraSItemia .............cc.oeeeeeeueeeeeeieeeeeeecieeeeeeeieeeeeeieeeeeeeireaeeeeiaeeeeeeiaaeeeeenes 54



2.7.2 Pesquisa de T. gondii nos Tecidos d0S SUINOS .............cccoueeeeeeescieeesiieeeiieeecieeeeieeeeieeens 54

2.8. REACAO EM CADEIA PELA POLIMERASE (PCR) .....coiiiiiiiiiiciieeeeeeeeee e 55
281 EXtrac@o do DINA .............cccc.oooeuueeeieeeeeeeeeeeeeeeee et 55
2.8.2 Reagdo em cadeia pela polimerase (PCR).............cccoceeiieiieaiieiieeeeeee e 55
2.8.3 Sensibilidade da PCR................cccc.cooouuiieiiiie et 56
2.9 ANALISE ESTATISTICA ..c.uttiiiietieeite ettt ettt ettt ettt ettt e st et esateebeesaaeens 56
SRESULTADOS ...ttt et e e e ettt e e ettt e e e e baeeeesssbaeeeessssaeeeenssseaeeanssaeeeannes 57
3.1 SINAIS CLINICOS ...ttt ettt ettt et b et sttt et eat e bt et sa e e bt et eaeenbeentesaeebeenees 57
3.2 VALORES HEMATOLOGICOS .....covutiiuiieiienieeiieeieenite et eite st e bt e st ebeesabeebeesstesbeesaneenseenaee 58
3.3 RESPOSTA IMUNE HUMORAL ....ceeruttiiititiiiteaiteeeitee sttt e site e st e esiteeeeiteeemeeesbaeesanaeesaneeenaneens 64
3.4 SENSIBILIDADE DA PCR ..ottt et e e e e et e e et e e e nnaeaa s 64
3.5 AVALIAGCAO DA PARASITEMIA (BIOENSAIO EM CAMUNDONGOS E PCR) .......occovviiiiiinnnne. 65
3.6 AVALIACAO OCULAR E DIGESTAO PEPTICA ..ot 65
ADISCUSSAOQ ...ttt 66
SREFERENCIAS ........ooooiiiiiiieiniee st 70

TV CONCLUSOES ..o e et e e e e e e e e s e e s e e eees e e es e s s e e e esenasann 74



REVISAO DE LITERATURA

13



14

I REVISAO DE LITERATURA

1 INTRODUCAO

A toxoplasmose ¢ uma zoonose causada pelo Toxoplasma gondii, parasita
intracelular obrigatorio, de distribui¢do mundial, € que acomete todos os animais de sangue
quente (JACOBS e LUNDE, 1957). Aproximadamente 25% da populacdo mundial humana
estao cronicamente infectadas pelo 7. gondii (KHAN et al., 2007).

Normalmente o 7. gondii parasita o hospedeiro sem causar sinais clinicos
(FISHER et al., 1998), porém ¢ capaz de causar uma doenga congénita severa em fetos,
encefalites em individuos imunossuprimidos e alteracdes oculares em animais ¢ humanos
(DUBEY, 1993; DUSQUENE et al., 1991; FISHER et al., 1998; GROSS et al., 1996;
JACOBS et al., 1998; KUMOLOSASI et al., 1996; SILVEIRA et al., 2003).

A disseminacdo da infec¢do no ser humano ¢ favorecida pela alta
prevaléncia da infecgdo em espécies de animais domésticos, principalmente nos suinos € nos
ovinos (NAVARRO et al., 1992). O risco de adquirir a infec¢do através do consumo de carnes
cruas ou mal cozidas, fato comum em varias regides do Brasil, ¢ relatado por Vidotto et al.
(1990), Navarro et al., (1992), e Dias et al. (2005). A toxoplasmose tem sido encontrada em
varias areas geograficas do mundo, atingindo aproximadamente um ter¢o da populacao
humana (DUBEY e BEATTIE, 1988; TENTER et al., 2000).

Toxoplasma gondii é considerado um dos parasitos de melhor adaptacao aos
seus hospedeiros, que incluem os passaros, mamiferos marinhos (baleias, ledes marinhos e
golfinhos), herbivoros e carnivoros terrestres (roedores, animais de caga, animais de producao
e 0 homem), ndo possuindo restricdo geografica (CARRUTHERS, 2002).

Entre os animais destinados a alimentacdo humana, suinos, ovinos e
caprinos s30 mais propensos a infeccdo que eqiiinos e bovinos, sendo que esta ultima espécie
pode reduzir ou eliminar os cistos de 7. gondii viaveis de seus tecidos (DUBEY, 1993). Os
suinos sao considerados a principal fonte de infeccdo da toxoplasmose para o homem nos
Estados Unidos (DUBEY, 1994). No Brasil diversos estudos soroldgicos para a
toxoplasmose, realizados em suinos de diferentes categorias, tém demonstrado prevaléncias
variando de 4% a 37,84% (CARLETTI et al., 2005; FIALHO e ARAUJO, 2003; GARCIA et
al., 1999; SUAREZ-ARANDA et al., 2000; TSUTSUI, et al., 2003 VIDOTTO et al., 1990).
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Estes achados caracterizam a criagao de suinos como um dos pontos importantes no controle

da toxoplasmose humana.

Dentre as formas de prevencdo do parasita podemos citar a melhoria nas
praticas de manejo dos animais, controle de roedores e felinos, além, da educacdo sanitaria e
vacinacdo. A vacinagdo dos animais domésticos pode ser uma das estratégias para o controle
do T. gondii, e tem dois objetivos, ou seja, reduzir as perdas econdmicas provocada pelos
danos reprodutivos, e reduzir o nimero de cistos teciduais. Assim, pode-se diminuir o risco da
infec¢do ao homem pela ingestdo de cistos em carnes cruas ou mal cozidas (DUBEY, 1996).
Outro fator importante na cadeia epidemiologica da toxoplasmose, e talvez o ponto chave no
seu controle, ¢ a vacinagdo de felinos para impedir a elimina¢do de oocistos pelas fezes
(GARCIA et al., 2007). Embora a vacinacdo seja uma medida importante no controle da
toxoplasmose, atualmente, apenas uma vacina (TOXOVAC) ¢ comercializada para uso em
ovinos (BUXTON, et al., 1993).

Desta forma, muitas alternativas podem ser utilizadas na tentativa de
prevenir a transmissdo deste importante parasita. Uma destas seria o uso de substincias
imunomoduladoras, como as B-glucanas, vém sendo utilizadas, em diversos experimentos,
para desenvolver a resposta do hospedeiro frente a infecgdes causadas por varios
microorganismos como bactérias, protozoarios, virus e doencas causadas por fungos
(BROWDER et al., 1984; GOLDMAN e JAFFE, 1991; OLIVEIRA et al., 2006 VACHA et
al., 1994).
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2 TOXOPLASMA GONDII

O T. gondii é um protozoario classificado dentro do filo Apicomplexa,
classe Sporozoazida, subclasse Coccidiasina, ordem Eimeriorina, familia Toxoplasmatidae,
género e espécie Toxoplasma gondii (DUBEY, 1993). Nicolle e Manceaux (1908) e
Splendore (1908) foram os primeiros a descrever o parasita. Inicialmente foi descrito como
Leishmania gondii e posteriormente, em 1909, como 7. gondii (NICOLLE e MANCEAUX,
1909).

Apesar de ter sido identificado no comeco do século XX, apenas no inicio
da década de 70 ¢ que foram descritos os seus hospedeiros definitivos e intermedidrios
(FRENKEL et al., 1970; MILLER et al., 1972).

Ha trés estagios de infec¢do do 7. gondii: taquizoitos (livres € em grupos),
bradizoitos (cistos em tecidos) e esporozoitos (ooscistos) (DUBEY, 1994). O parasita ¢
intracelular obrigatério e possui a capacidade de invadir uma enorme variedade de células
nucleadas, tecidos e hospedeiros (CARRUTHERS, 2002). Os gatos domésticos e felideos
selvagens sdo os Unicos hospedeiros definitivos do parasito, sendo os Unicos a eliminarem
oocistos pelas fezes (FRENKEL et al., 1970). No epitélio intestinal dos felideos ocorre a fase
de esquizogonia. Nessa multiplicagdo por gametogénese sdo formados os macrogametas
(femininos) e microgametas (masculinos), levando a formagao dos oocistos. Os gatos podem
eliminar oocistos apds a ingestdo de taquizoitos, bradizoitos ou esporozoitos (DENKERS,
1993). Porém, menos de 50% dos gatos conseguem eliminar oocistos apds a ingestdo de
taquizoitos ou oocistos comparado a ingestdo de bradizoitos (DUBEY e FRENKEL, 1976).
Os oocistos sdo eliminados através das fezes sob a forma ndo esporulada (ndo infectante). A
esporulacdo ocorre no meio ambiente entre 1 a 5 dias dependendo das condigdes de
temperatura e umidade (DUBEY et al., 1998).

Hospedeiros intermediarios, incluindo os gatos, podem adquirir o 7. gondii
pela ingestdo de tecidos de animais infectados com cistos; alimentos ou agua contaminados
com oocistos esporulados, ou por transmissdo transplacentaria. Apds a ingestdo, 0s
bradizoitos ou esporozoitos sdo liberados dos cistos ou dos oocistos e invadem o tecido
intestinal, transformam-se em taquizoitos, multiplicam-se localmente e se disseminam por
todo o corpo por via sanguinea ou linfatica (DUBEY, 1994). Com o desenvolvimento da
imunidade do hospedeiro os taquizoitos encistam nos tecidos e a ultima geracao destes dardo

origem aos bradizoitos, que se multiplicam lentamente apos a formagao de cistos teciduais.
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Estes cistos sao evidenciados em diversos 6rgaos, principalmente, no sistema nervoso central
(SNC), olhos, musculatura esquelética e cardiaca. Na maioria das espécies de hospedeiro
intermediario estes cistos podem persistir por toda a vida (MONTOYA e LIESENFELD,
2004).

O T. gondii ¢ um microorganismo eucarionte, com uma estrutura formada
por uma membrana externa, anéis polares, conodide, microtibulos, granulos densos,
micronemas, roptrias, mitocondria, reticulo endoplasmatico, complexo de Golgi, ribossomos,
reticulo endoplasmatico rugoso, microporo € um nucleo com parede bem definida (DUBEY,
1993; METSIS e PETERSEN, 1995). O T. gondii devido as suas caracteristicas bioldgicas
tais como infec¢do, multiplicagdo em grande numero de hospedeiros e células tem sido
utilizado como importante modelo de estudo biolégico do filo Apicomplexa (ROOS et al.
1999).

Com a elucidagdo do ciclo heteroxeno, o 7. gondii é considerado a Uinica
espécie deste género. Porém, estudos de epidemiologia molecular, diferenciaram trés
linhagens clonais, tipo I, II, Il (HOWE e SIBLEY, 1995), e tem-se discutido se estas
diferencas indicariam espécies diferentes (TENTER et al., 2000).

2.1 MECANISMOS DE INVASAO CELULAR

Todos os parasitas coccidianos apds entrada colidem ao acaso com as
células do hospedeiro e a penetragdo somente ocorre apds reorientacdo da por¢ao anterior do
parasita com a superficie da célula parasitada (PERKINS, 1992).

Dentre os mecanismos que permitem a entrada do parasita na célula do
hospedeiro estdo os movimentos de contragdo do condide e as secregdes liberadas pelas
organelas presentes no complexo apical (micronemas, roptrias e granulos densos). A invasao
celular pode ocorrer de forma ativa ou por fagocitose (NICHOLS e CHIAPPINO, 1987;
PACHECO SOARES e DE SOUZA, 2000; SETHI e PIEKARSKI, 1987).

A invasao da célula pelo taquizoito ¢ extremamente rapida, cerca de 15 a 40
segundos (MORISAKI et al., 1995; SAFFER e SCHWARTZMAN, 1991), e sofre influéncias
da concentragdo de ions extracelulares, da motilidade do taquizoito e de produtos secretados
(McLEOD, et al.,1991). O processo de invasao celular do 7. gondii é extremamente complexo

e altamente coordenado, interferindo na sobrevivéncia do parasita na célula do hospedeiro
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(CARRUTHERS e SIBLEY, 1997; DUBREMETZ e SCHWARTZMAN, 1993; SAFFER et
al., 1992).

Depois do reconhecimento e jun¢do da por¢do anterior do parasita na
membrana da célula do hospedeiro, formando uma éarea de adesdo bastante firme, ocorre a
protusdo do conoide e a secre¢do ordenada das organelas do parasita (CARRUTHERS e
SIBLEY, 1997), que irdo facilitar a penetragdao para o interior da célula com a formagao de
um vacuolo parasitéforo (VP) que ndo ¢ acidificado e tdo pouco se une ao lisossomo,
permitindo ao parasita a sua multiplicacdo no interior desse vaciolo (BONHOMME et al.,
1990; LECORDIER et al., 1999; SADAK et al., 1988).

Os mecanismos pelos quais o parasita evita a sua destruicdo no VP ainda
ndo estdo totalmente esclarecidos (CAMUS et al., 1995). Sabe-se, que o parasita impede a
acidificagdo do VP durante a sua formagdo (explosdo aerdbica). E que as modificagdes que
ocorrem na membrana do VP decorrentes de proteinas do parasita, impedem a fusdo com o
lisossomo (COPPENS et al., 1999; KIMATA ¢ TANABE, 1987).

E possivel que as modificagdes ocorridas na membrana do VP, que
impedem a fusdo com o lisossomo, possam também impedir a acidificacdo do VP, e isto pode
estar associado a exclusdo ou inativagdo de bombas de proteinas ou canais de ions da
membrana plasmatica (McLEOD et al., 1991). Com o advento da resposta imune os
taquizoitos formam os bradizoitos, enquanto o VP da origem ao cisto tecidual (CAMUS et al.,
1995). Os bradizoitos, dentro dos cistos teciduais, podem persistir por toda vida do hospedeiro
e, reconversdes ao estagio de taquizoitos podem ocorrer em pacientes imunodeprimidos

(LANZER et al., 1997).

2.2 RESPOSTA IMUNE

A resposta do hospedeiro ao 7. gondii esta relacionada a resisténcia natural (inata) e
adquirida (adaptativa). As diferencas de viruléncia entre as cepas do parasita sdo importantes
na resisténcia do hospedeiro sendo que a base molecular dessas diferencas permanece
desconhecida. Trés linhagens clonais do 7. gondii sdo reconhecidas e correlacionadas com a
viruléncia do parasita. A linhagem tipo um esta associada a viruléncia na fase aguda em
camundongos, a linhagem tipo dois na inducdo da fase cronica e a linhagem tipo trés ¢ a

menos virulenta (ALEXANDER e HUNTER, 1998).
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O numero de hospedeiros acometidos pelo 7. gondii ¢ muito grande,
contudo tém-se demonstrado que algumas espécies (ratos e galinhas) exibem um alto grau de
resisténcia natural. A idade ¢ outro fator importante para a resisténcia natural. Onde os
animais jovens, nas diferentes espécies, apresentam-se mais susceptiveis a infec¢do (DUBEY,
1993).

Apos a fase aguda o hospedeiro desenvolve uma boa imunidade que ¢
duradoura e protetora para reinfeccdes e na fase cronica, os parasitas permanecem em cistos
teciduais. Altos titulos de anticorpos especifico na presengca de complemento bem como
citotoxicidade celular dependente de anticorpos podem lisar os parasitas extracelulares,
bloqueando a invasao da célula do hospedeiro uma vez que a producdo maxima de anticorpos
coincide com o desaparecimento de taquizoitos vidveis (FRENKEL, 1990; WASTUNG et al.,
1995).

Isoladamente a resposta humoral ndo € suficiente para promover protecao no
hospedeiro, provavelmente devido a localizacdo intracelular do parasita. Varios autores t€m
demonstrado a importincia da resposta celular na imunidade do agente (BUXTON, 1993;
FRENKEL, 1990; SHER ¢ COFFMAN, 1992).

A principal porta de entrada do 7. gondii ¢ a via oral, sendo que nos
herbivoros os oocistos sdo a principal forma de infec¢ao. Portanto a imunidade local conferida
pelos linfécitos (principalmente linfocitos intra-epiteliais que apresentam atividade CDS) e
IgA sdo de fundamental importancia na protecdo contra o parasita (BOURGUIN et al. 1993;
VELGE-ROUSSEL et al., 2000).

A imunidade protetora ¢ essencialmente associada com respostas do tipo
Th1, o principal efeito esta associado a proliferacao de linfocitos T e produgao de interferon-y
(IFN-y) (GAZZINELLI et al., 1993). Porém, respostas imunes moderadas de Th2, também
podem ser benéficas para o controle de fendmenos imunopatologicos de excesso de reagdes
inflamatorias e de Thl (GAZINELLI et al., 1996). Estdo envolvidas ainda células
exterminadoras naturais (EN) produtoras de INF-y, que sdo importantes para a resisténcia na

fase aguda da infecgdo e para direcionar a resposta imune adquirida (DENKERS, 1993).
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2.3 EPIDEMIOLOGIA

Os suinos sdo considerados a principal fonte de infeccao da toxoplasmose
para o homem nos Estados Unidos (DUBEY, 1994). A ocorréncia e a distribuicdo do 7.
gondii tém sido relacionada com as condi¢des climaticas e influenciada pela temperatura,
chuva e umidade. A idade do animal, a raga, as condi¢des ambientais e 0 manejo em geral,
sao os determinantes principais da prevaléncia de anticorpos contra 7. gondii (ARKO-
MENSAH et al., 2000). A transmissdo do 7. gondii para os suinos ocorre primeiramente pela
ingestdo de agua, alimento e solo contaminado com oocistos eliminados pelas fezes dos gatos
e pela ingestdo de tecidos contendo cistos do parasita. Gatos jovens t€ém sido apontados como
a fonte primaria de transmissao do 7. gondii para o suino (MATEUS-PINILLA et al., 1999).

A toxoplasmose natural em suinos foi diagnosticada pela primeira vez nos
Estados Unidos por Farrel et al. (1952), em um rebanho que apresentava elevada mortalidade
em todas as faixas etdrias.

ApOs esse achado, estudos sorologicos t€ém demonstrado a alta disseminagao
do T. gondii, na Europa e EUA, particularmente em suinos, ovinos e caprinos (TENTER et
al., 2000). Em uma investigacdo epidemioldgica realizada nos EUA, anticorpos contra
T.gondii foram encontrados pela Técnica de Aglutinagdo Modificada (MAT) em 23% de
11229 suinos de terminagao e 42% de 613 porcos adultos abatidos para consumo nos anos de
1983 a 1984 (DUBEY et al., 1991). Ainda nos EUA, Dubey, et al. (1995) estudaram porcas
reprodutoras e detectaram 22,2% de animais positivas pelo MAT. Na Argentina um estudo
realizado em 109 suinos provenientes de um abatedouro em La Plata revelou uma prevaléncia
pela Imunofluorescéncia Indireta (IFI) de aproximadamente 40% (OMATA et al., 1994).
Mais recentemente, um estudo de soroprevaléncia nacional realizado em Gana com 641
suinos revelou que 39% dos animais pesquisados eram positivos no teste de ELIZA (ARKO-
MENSAH et al., 2000). Nesse estudo a prevaléncia de anticorpos anti 7. gondii foi mais
elevada nos animais de faixa etaria maior.

No Brasil, diversos estudos soroldgicos realizados em suinos de diferentes
categorias, demonstraram uma grande variacao da prevaléncia da toxoplasmose, sendo de 4%
(CARLETTI et al., 2005), 9,6% (SUAREZ-ARANDA et al., 2000), 15,35% (TSUTSUI, et
al., 2003), 24% (GARCIA et al., 1999), 33,75% (FIALHO e ARAUJO 2003) e 37,84%
(VIDOTTO et al., 1990). Esta grande variagdo pode ser relatada pela diferenca de fatores
regional-geograficos dos diversos sistemas de producdo no pais (GARCIA et al., 1999).
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A grande producdo e consumo da carne suina, aliada a alta disseminagao e
prevaléncia do 7. gondii, associada ainda ao fato de que os cistos podem permanecer viaveis
na musculatura dos suinos infectados por até 875 dias (DUBEY, 1988) e ndo serem
detectaveis na inspecdo no momento do abate (KOSKI, 1990), torna este alimento
potencialmente de risco na transmissdo da toxoplasmose ao homem, quando for ingerido cru
ou mal cozido.

Um estudo realizado no municipio de Londrina ressalta a importancia da
carne suina como transmissora do 7. gondii, neste trabalho Navarro et al. (1992) avaliaram
117 amostras de carne suina comercializada em agougues ¢ verificaram, através do bioensaio
em camundongos, 19,66% amostras positivas. Da mesma forma, Dias et al. (2005) analisaram
149 amostras de lingiiicas frescais obtidas de oito fabricas da regido de Londrina. Apos o
bioensaio em camundongos, 13 (8.7%) amostras de lingiiica foram positivas, sendo que em
uma delas foi possivel o isolamento do 7. gondii. Em um outro estudo, 33 de 70 amostras de
lingiiigas frescais obtidas de estabelecimentos comerciais no municipio de Botucatu (SP),
foram positivas pela técnica de PCR (MENDONCA, 2003). Gilbert et al. (2000) estimaram
que 2/3 de todos os casos de toxoplasmose sdo causados por ingestdo de carne infectada. Por
este motivo o controle da toxoplasmose suina assume um importante papel na cadeia
epidemiologica (DUBEY et al., 1994).

Embora muito desejavel para a interrupgdo da cadeia de transmissdo, nao
existe, até o momento, formas para realizar a inspe¢ao dos suinos para o 7. gondii, pois, nao ¢
possivel a deteccao dos cistos teciduais por visualizagdo. Os testes disponiveis para a detecgdo
da doenca em suinos, como o bioensaio € os exames sorologicos, ndo sao aplicaveis para a
inspe¢do em frigorificos.

Atualmente, existem pesquisas para a utilizacdo da PCR em tempo real para
averiguar a positividade de animais para a presenca de cistos teciduais (JAUREGUI et al.,
2001). Porém, este seria um método caro e detectaria apenas o DNA do parasita. Portanto,
com o uso dos testes soroldgicos ¢ possivel determinar a prevaléncia da infec¢do por
propriedade, rebanho ou regido. Bem como, usa-los como ferramenta de estudos
epidemioldgicos. Desta maneira, a avaliacdo da taxa de infec¢do unida com os esfor¢os para
reduzir a infec¢do pelo aprimoramento do manejo na propriedade, seria uma das medidas para

reduzir o potencial risco do consumo de carne suina contaminada com 7. gondii (GAMBLE et

al., 2005).
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2.4 INFECCOES EXPERIMENTAIS EM SUINOS

2.4.1 Cepa RH

A cepa RH ¢ o isolado de 7. gondii mais comumente utilizada e estudada
em laboratérios. Muito do conhecimento sobre a biologia desse parasita foi determinado pela
caracterizagdo da cepa RH (HOWE e SIBLEY, 1994). Esta cepa foi isolada em 1939 por
Sabin, (1941) de um caso de encefalite congénita fatal causada pelo Toxoplasma gondii.
Desde entdo, ela vem sendo propagada em cultivo celular e em camundongos em vérios
laboratorios.

Hé diferencas entre linhagens da cepa RH de diferentes laboratorios, sendo
que essa variagdo de linhagem se deve a diferencas genéticas causadas, provavelmente, pelos
50 anos de cultivo e passagens em camundongos (HOWE e SIBLEY, 1994).

Algumas cepas RH podem causar toxoplasmose severa em suinos enquanto
outras ndo (DUBEY et al., 1994). A cepa RH tem sido descrita como nao persistente nos
tecidos de suinos, por mais que 64 dias, e inclusive indicada como uma alternativa vacinal
para os mesmos (DUBEY et al., 1991; WORK et al., 1970). Porém, Pinckney et al. (1994)
recuperaram a cepa RH dos tecidos de suinos infectados experimentalmente pela via
intravenosa.

Além das diferengas genéticas entre as cepas RH, a via de inoculagdo pode
influenciar na patogenicidade causada ao animal. Cistos de 7. gondii ndo foram
demonstrados em suinos aos 42 e 64 dpi com a cepa RH inoculada tanto pela via subcutanea,
como pela intramuscular (DUBEY et al., 1991). Estes autores ndo verificaram sinais clinicos
a ndo ser febre com infecgdo de 10° taquizoitos da cepa RH. Da mesma forma, Garcia et al.
(2005) nao verificaram sinais clinicos em leitdes infectados pela via intramuscular com 7 x
10" taquizoitos da cepa RH. Dubey et al. (1994) inocularam suinos com 10° taquizoitos da
cepa RH pela via intramuscular e intravenosa. Os animais inoculados pela via intramuscular
somente apresentaram febre, j4 os animais inoculados pela via intravenosa adoeceram e/ ou
morreram.

Apesar da cepa RH ndo se apresentar como persistentes em tecidos de
suinos foram encontradas lesdes no figado (4 a 14 dias PI) dos animais inoculados, indicando

que esse 6rgao pode ser um local de multiplicagdo e/ou eliminagdo do 7. gondii (DUBEY et
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al., 1994). Pinckney et al. (1994) verificaram conjuntivite, ulceragdes e corioretinite oculares
em suinos apos 7, 9, 14 e até¢ mesmo 60 dias apds a infeccao pela via intravenosa com a cepa
RH. Freire et al. (2003) verificaram, pelo bioensaio em camundongos, uma de nove amostras
positivas apds a inoculacdo de cérebro dos suinos em camundongos. Esses suinos foram
inoculados com 10° e 10 taquizoitos da cepa RH pela via IM em um intervalo de 34 dias e
eutanasiados com mais de 110 dias da primeira inoculagao.

Portanto a dose, a via de inoculacdo e a cepa de 7. gondii, além da raca e
idade dos suinos devem ser levadas em consideracdo em estudos experimentais

(JUNGERSEN et al., 1999).

2.4.2 Outras Cepas do Toxoplasma gondii

Alguns trabalhos de infec¢do experimental com o 7. gondii em suinos t€ém
sido realizados com diferentes objetivos, principalmente, avaliar a viruléncia das amostras,
distribuicdo de cistos nos tecidos e protegdo contra desafio experimental em animais
vacinados.

Dubey et al. (1986) inocularam dois suinos com a cepa GT-1 (isolada de
caprinos), com o objetivo de avaliar a distribui¢do de cistos em cortes comerciais de suinos.
Os animais foram inoculados com 10* oocistos da cepa GT-1 e posteriormente (267 ¢ 357 dias
apos a inoculagdo) avaliados com relacao a presenca do parasita em cortes comercias € 6rgaos
pela prova de bioensaio em camundongos. 7. gondii foi isolado dos seguintes cortes de carne:
paleta, pernil, costela e bacon, bem como, lingua, diafragma, coragdo, cérebro e rim. Os
camundongos inoculados com os tecidos desses suinos morreram de toxoplasmose aguda,
caracterizando essa cepa como patogénica em camundongos e capaz da formagao de cistos
teciduais em suinos inoculados com oocistos.

Vidotto et al. (1987a) inocularam 10* oocistos da cepa AS-28 em porcas
gestantes e encontraram sinais clinicos como hipertermia, anorexia, corrimento nasal,
taquipnéia, lacrimejamento, prostragdo e abortamento a partir do 4° dia apds a infecgdo. As
porcas na primeira metade da gestagdo foram mais susceptiveis ao 7. gondii. Vidotto e Costa
(1987) determinaram a parasitemia dessas porcas pelo bioensaio em camundongos e

encontraram o parasita no sangue do terceiro dia até o nono dia apds a infeccdo. Os autores
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descreveram lesdes em varios 6rgaos dos fetos e leitdes, tais como; cérebro, figado, pulmao,
rim, coragdo ¢ musculatura esquelética.

Em outro experimento Dubey, (1988) relatou que tecidos suinos,
principalmente lingua e coragdo, podem permanecer infectados com 7. gondii por mais de 875
dias. Esse resultado foi obtido apds a inoculagdo de 16 animais com 10° oocistos de quatro
diferentes cepas de 7. gondii: GT-1, Me-49 (isolada de ovinos), TS-2 (isolada de cordeiro
abortado), TC-2 (isolada de gato). Outro dado relatado no estudo foi que o niimero de cistos
teciduais encontrados nos suinos era baixo, além de se apresentarem desigualmente
distribuido pelo animal.

Dubey et al. (1991) ap6s vacinar suinos com a cepa RH fez um desafio com
oocistos provenientes de uma mistura de dez cepas de 7. gondii. Os animais do grupo
controle, que ndo foram vacinados, também foram desafiados pela via oral com os oocistos,
nas doses de 10* ¢ 10°. No periodo de trés a oito dias apds o desafio com os oocistos, esses
animais passaram a apresentar febre, diarréia e anorexia. Um animal que recebeu a dose de
10° ficou muito doente e teve de ser eutanasiado nove dias apos o desafio. O T. gondii foi
isolado de tecidos como lingua, coracdo e cérebro desses suinos pelo bioensaio em
camundongos, 42 dias apods o desafio.

Bekner da Silva et al. (1994) infectaram suinos pela via intravenosa (IV) e
ndo observaram sinais clinicos além de hipertermia. Estes autores utilizaram 10° taquizoitos
vivos das cepas RH (isolada de seres humanos), LIV-4 e LIV-5 (isoladas de suinos), CPL-I
(isolada de caprinos) e HV-III (isolada de cdo). Isso reforca a idéia de que a viruléncia ndo ¢
um fator intrinseco ao parasita, mas ¢ dependente da interacdo parasita hospedeiro. Essas
divergéncias observadas na viruléncia das cepas de 7. gondii para diferentes hospedeiros sdo
um indicativo de que outros pardmetros genéticos, além daqueles descritos por Howe e Sibley
et al. (1995), determinam a patogenicidade para um dado hospedeiro (JUNGERSEN et al.,
1999).

Um estudo realizado com a cepa mutante TS-4 (termo sensivel) revelou que
suinos inoculados, tanto pela via IV como pela via SC, com 3 x 10° taquizoitos vivos ndo
desenvolveram sinais clinicos da doenga e a cepa TS-4 ndo foi isolada dos tecidos dos animas
infectados. Os animais apresentaram baixos titulos de anticorpos pelo MAT em ambas as vias
de inoculagdo. Além disto, os autores relataram que a idade nao ¢ um fator de suscetibilidade
para suinos inoculados com a cepa TS-4, pois os animais do estudo foram inoculados aos trés
dias de idade. No mesmo experimento esses animais foram submetidos a um desafio com 8 x

10* oocistos da cepa GT-1. Os autores verificaram que a cepa TS-4 ndo previne a formagio de
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cistos teciduais em suinos, porém pode diminuir o niimero de cistos teciduais nos animais
inoculados pela via SC e proteger contra a doenca clinica. Para o uso como uma vacina viva a
cepa TS-4 se mostrou segura, sem distribui¢do tecidual e ndo persistente (PINCKNEY et al.
1994).

Jungersen et al. (1999) demonstraram que uma dose moderada da cepa NED
(isolado de humano com toxoplasmose congénita) aparentou ndo ser mais virulenta para os
animais que as outras duas cepas originarias de suinos (SSI 119 e P14) ou a outra cepa isolada
de tecido cardiaco de uma raposa (Fox2). Entretanto a cepa isolada de um aborto de ovelha
(O14) demonstrou respostas menores em relacdo aos parametros avaliados na caracterizagao
da viruléncia do T. gondii. Esse experimento foi realizado com a inoculagio de 10*
taquizoitos destas cinco cepas em suinos jovens (6 a 7 semanas) pela via intravenosa para
verificar a viruléncia. Todos os suinos, com excecdo do grupo que recebeu a Ol4,
apresentaram um pequeno aumento de temperatura nos dias seis a oito pos-inoculagao (PI).
Outro grupo de suinos que receberam uma dose de 10° taquizoitos da cepa SSI 119, tornaram-
se clinicamente doentes e com febre aos quatro dias PI, com a morte de um suino ao sexto dia
PI e variagdes de temperatura até o 17" dia PI.

Outros parametros também foram avaliados (JUNGERSEN et al., 1999), ou
seja, anticorpos IgG contra 7. gondii foram detectados pelo ELISA a partir do décimo dia PI
em suinos inoculados com a dose de 10° taquizoitos da cepa SSI 119, enquanto que os
animais inoculados com a dose de 10" taquizoitos das outras cepas ndo apresentaram resposta
até o dia 14 a 17 dia PI. Com relacdo a dosagem de haptoglobina sérica somente os animais
inoculados com a cepa NED e O14 apresentaram diferenca significativa (p<0,05) em relagdo
ao grupo controle. Ja os niveis de FA no soro sanguineo apresentaram uma significante
reducdo do dia seis aos 14 PI em todos os suinos, exceto nos animais do grupo inoculado com
a cepa O14 e o grupo controle.

Em outro estudo realizado por Freire et al. (2003), com o objetivo de avaliar
a protecdo contra 7. gondii em suinos desafiados com oocistos, foram utilizadas duas cepas
LIV-5 (isolada de suinos) e AS-28 (cepa cistogénica isolada de camundongos). Os resultados
demonstraram que os animais vacinados com antigenos de superficie da cepa LIV-5
incorporados ao iscom (complexo imunoestimulante) foram protegidos contra um desafio de 5
x 10* oocistos da cepa AS-28. Os animais do grupo ndo vacinado e desafiados com a cepa
AS-28 demonstraram sinais clinicos da doenca incluindo hipertermia e prostragcdo. O

resultado do bioensaio desses animais foi positivo em amostras de coragdo e retina de dois dos
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nove suinos infectados. A soroconversao (IFI) de todos os animais vacinados somente ocorreu
apo6s o desafio com os oocistos da cepa AS-28.

Também com o objetivo de avaliar a protecdo contra a formagdo de cistos
teciduais Garcia et al. (2005) vacinaram suinos com roptrias do 7. gondii incorporados ao
iscom. Ap6s o desafio com 4 x 10* oocistos da cepa VEG verificaram uma protecio parcial,
ou seja, uma menor producao de cistos teciduais nos animais vacinados quando comparados
aos animais controle. Os animais inoculados com a cepa VEG apresentaram sinais clinicos
dos quatro aos sete dias ap6s a inoculagdo, inicialmente com secre¢ao ocular seguida de tosse,
anorexia, prostracao e febre alta. Esses animais se recuperam oito dias apds a inoculagdo ¢ a
maioria das amostras de tecidos musculares e cérebro foram positivas no bioensaio em
camundongos.

Mais recentemente Tsutsui et al. (2007) verificaram a distribuicao de cistos
teciduais em cortes comerciais de suinos inoculados com 4 x 10* oocistos da cepa VEG. Os
resultados foram avaliados pelo bioensaio em camundongos e pela PCR. Todos os cortes
comerciais avaliados (pernil, lombo, costela e paleta) foram positivos por um dos dois
métodos. Entretanto ndo foram observadas diferencas significativas na deteccdo do 7. gondii
entre os tipos de cortes comerciais que foram avaliados pelo bioensaio, que se mostrou como
melhor técnica de diagndstico quando comparado a PCR.

As diferencgas observadas na patogenicidade das varias cepas de 7. gondii
indicam que a viruléncia das cepas pode variar muito em relacdo ao agrupamento delas por
tipos, feito por técnicas biomoleculares. Essas diferencas podem estar relacionadas com a
adaptacdo ao hospedeiro ou mais ligadas a modifica¢des inerentes ao potencial proliferativo

das cepas em meios de cultura (JUNGERSEN et al., 1999).

2.5 DIAGNOSTICO DA TOXOPLASMOSE EM SUINOS

O diagnoéstico da toxoplasmose em suinos ¢ baseado, principalmente, no
diagnostico direto do parasita ou indiretamente pela deteccdo de anticorpos pelos testes
sorologicos. O diagndstico direto pode ser realizado pelo bioensaio em animais
(principalmente em camundongos e gatos), sendo este o principal método usado para detectar
cistos teciduais. O bioensaio em gatos possui alta sensibilidade, além de ser considerado o

padrao ouro para deteccdo do 7. gondii (DUBEY e FRENKEL, 1976). Entretanto possuem as
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desvantagens de apresentarem riscos ao executor, serem trabalhosos e caros (ESTEBAN-
REDONDO et al., 1999).

A reacdo em cadeia pela polimerase (PCR) ¢ uma eficiente técnica
molecular que detecta o parasite em diversos fluidos corporais, tecidos e sangue, tanto dos
animais como do homem. Esse método possui boa sensibilidade, alta especificidade e ¢ uma
técnica que pode ser realizada rapidamente (CHABBERT et al., 2004; YAI et al., 2003).
Jauregui et al. (2001) desenvolveram um teste real-time PCR para detectar 7. gondii em
tecidos de suinos e sugerem que essa técnica pode complementar ou até substituir as técnicas
de bioensaio e testes sorologicos. Porém, Garcia et al. (2006) encontraram um melhor
desempenho do bioensaio em camundongos na deteccdo de 7. gondii em tecidos de suinos
quando comparados com a técnica de PCR.

As técnicas de diagndstico direto por histopatologia (HE) ndo sdo eficientes
para detectar cistos de 7. gondii em amostras de tecidos (ESTEBAN-REDONDO et al., 1999;
GARCIA et al.,, 2006; YAI et al., 2003). Isto pode ser explicado pelo fato de suinos
apresentarem menos de um cisto por 50g de tecido (DUBEY, 1988). A imunoistoquimica ¢
um método histopatoldgico utilizado principalmente na fase aguda da infec¢do para detecgdo
de taquizoitos nos tecidos (DUBEY, 1994).

A presenca de anticorpos anti 7. gondii estd associada com a presenga do
parasita viavel no organismo, como na carne ou outros o6rgaos do suino (ANDREWS et al.,
1997).

Viérios testes soroldgicos, cada um com suas particularidades, podem ser
utilizados para a detec¢do de anticorpos, tais como, Sabin-Feldman (SF) ou dye test, IFI,
aglutinacdo em latex (LA), teste de hemaglutinacdo indireta (IHAT), ensaio imunoenzimatico
(ELISA), e o teste aglutinagdo modificada (MAT) (KOSKI, 1990, MONTOYA e
LIESENFELD, 2004). O ELISA e a IFI sdo testes capazes de distinguir a IgG e a IgM,
enquanto o MAT, ndo possui essa caracteristica. Entretanto a produgdo de IgM em suinos ¢
pouco duradoura, portanto ndo sendo um bom método para avaliar o tempo de infecgdo
(LIND et al., 1997). O SF ¢ de dificil aplicagdo e de certo risco bioldgico, devido ao uso de
taquizoitos vivos como antigeno, além de ser pouco usado no sorodiagnostico de animais. O
MAT apresentou boa especificidade quando comparado com soros de suinos infectados
experimentalmente com virus, helmintos e protozoarios como o Nesopora caninum € 0
Sarcocystis miescheriana (DUBEY, 1997).

Quando comparado com os outros testes soroldgicos o teste de ELISA

apresenta algumas vantagens, como, a leitura dos resultados ndo ser de carater subjetivo, ser
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mais apropriado para uso em larga escala, e ser mais barato que o MAT (DUBEY et al.,
1995). Além disto, o ELISA indireto apresentou melhor desempenho que o MAT, na detecgao
de anticorpos contra 7T.gondii no soro de suinos infectados natural e experimentalmente
(GAMBLE et al., 2005; HILL et al., 2006). Entretanto, a rea¢ao cruzada, resultando em falsos
positivos, ¢ um dos problemas mais importantes quando antigenos soluveis totais de 7. gondii
sao usados nos exames de ELISA indiretos (ANDREWS et al., 1997).

A TFI detecta anticorpos que aparecem no inicio da infec¢do, por meio do
reconhecimento de antigenos de superficie da membrana intacta dos taquizoitos. Enquanto os
anticorpos no ELISA s3o detectados mais tardiamente durante o curso da infec¢do (KOSKI,

1990).
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3 B-GLUCANA

As B-glucanas estdo entre os principais componentes da parede celular das
leveduras, e possuem atividades imunomoduladoras (OLIVEIRA et al., 2006). Também
podem ser encontradas em vegetais e algumas bactérias; mas ndo sdo encontradas nos
animais, sendo dessa maneira, reconhecidas pelo sistema imune inato dos vertebrados
(BROWN e GORDON, 2003). Sao polissacarideos com fungao estrutural na parede celular do
fungo (CAMELINI, et al., 2005). A estrutura quimica dessas macromoléculas ¢ um fator
fundamental para sua atividade sobre o sistema imune; constituindo-se de uma cadeia
principal com unidades de B-glucopiranose, com liga¢cdes do tipo B (1—3), e ramificacdes 3
(1—6) variadas e de diversos comprimentos (BROWN e GORDON, 2003). O interesse por
essas moléculas deu-se a partir de estudos que comprovaram atividade estimulatéria do
sistema imune com o zymosan, que dentre os seus diversos componentes, possui a glucana
como seu componente bioldgico mais ativo (FITZPATRICK e DICARLO, 1964).

A extragdo da [B-glucana de leveduras ¢ decorrente da suspensdo de
particulas de f—1,3 polissacarideos (DI LUZIO et al., 1979). As glucanas com essas
caracteristicas podem determinar resisténcia do hospedeiro frente a infec¢des causadas por
microorganismos como bactérias, protozoarios, virus e doengas causadas por fungos
(BROWDER et al., 1984; GOLDMAN e JAFFE, 1991; OLIVEIRA et al., 2006; VACHA et
al., 1994). Além dessas atividades bioldgicas as B-glucanas, presentes na parede celular dos
fungos, também possuem atividades antitumorais e efeitos pro-vasculogénicos, sendo este
relacionado com a atividade imunomodulatéria e hematopoiética das [-glucanas
(CAMELINI, et al., 2005).

A atividade das B-glucanas in vitro tem sido descrita como ativadoras
diretas de leucocitos, estimulando fagocitose, citotoxicidade e atividades antimicrobiologicas
(BROWN e GORDON, 2003). Entretanto, as [-glucanas podem apresentar atividades
supressoras da producdo de citocinas pro-inflamatorias, quando expostas a uma resposta
secundaria (NAKAGAWA et al., 2003). Esses efeitos podem estar relacionados com o
elevado tempo de permanéncia no organismo, pois as f-glucanas podem permanecer por
varias semanas no organismo (SUDA et al. 1996).

O reconhecimento das [-glucanas soluveis pelo sistema imune dos

vertebrados ocorre exclusivamente por receptores de superficie celular e a sua opsonizacao
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contribui para o reconhecimento de glucanas particuladas. Os leucdcitos que possuem
atividades de receptores para as B-glucanas sdo os macrofagos, neutrédfilos, eosinodfilos e
células exterminadoras naturais (EN), além de outras células ndo pertencentes ao sistema
imune, tais como: células endoteliais, do epitélio alveolar e fibroblastos (BROWN e
GORDON, 2003). Os receptores celulares de P-glucanas CR3 e dectin-1 possuem as
seguintes func¢des: os CR3 estimulam a secrecdo de citocinas como o fator de necrose tumoral
alfa (TNF-a), IFN- o, IFN-y e interleucina-6 (IL-6) em células EN, principalmente na
presenga de patdgenos (ROSS et al., 1999); e o dectin-1 possui ligante co-estimulatério para
células T e polissacarideos exdgenos em mondcitos e macrofagos, além de reconhecer [3-
glucanas com estruturas do tipo 3 (1—3) e B (1—-6) (BROWN ¢ GORDON; 2001, 2003).

Como os efeitos estimulatorios das P-glucanas, tanto no sistema imune
especifico como no ndo especifico, vém sendo demonstrado em mamiferos (WILLIAMS et
al., 1989; SUZUKI et al., 1990), varios estudos foram realizados para testar o uso da [3-
glucana nas criagdes animais. Hiss e Sauerwein (2003) administraram a 3-glucana derivada
do Saccharomyces cerevisiae na alimentacdo de suinos desmamados, e avaliaram o seu
crescimento e as respostas imunes, especifica e ndo especifica. Os animais, apds quatro
semanas de experimento, ndo apresentaram melhora no desempenho de crescimento quando
comparados com o grupo controle, além de ndo ser evidenciado efeito sobre o sistema imune
inato por meio da dosagem de haptoglobinas séricas. Através da proliferacao de linfocitos e
dosagem sérica de anticorpos vacinais foi relatado que a B-glucana ndo evidenciou efeitos no
sistema imune adaptativo. Apenas um efeito marginal da -glucana foi observado no aumento
da ingestao de ragdo, porém sem efeitos no ganho de peso dos animais.

Dritz et al. (1995) nao verificaram diferengas no ganho de peso diario em
suinos desmamados alimentados com diferentes concentracdes de B-glucana apos desafio com
Streptococcus suis. No entanto, Decuypere et al., (1998) relataram aumento no ganho médio
de peso diario de suinos suplementados com a -glucana nos animais que permaneceram em
instalacdes com as condicdes higi€nicas inferiores. O ambiente e as condi¢des sanitarias das
instalacdes influenciam o efeito da B-glucana quando administrada via alimentagdo, como
suplemento alimentar (HISS e SAUERWEIN, 2003).

Hetland et al. (1998) injetaram 100 pg de B-glucana solavel pela via
intravenosa em camundongos BALB/c trés dias antes e sete dias apds desafio com bacillus

Calmette-Guérin (BCG). Os resultados encontrados indicaram uma inibi¢ao da infec¢do dos
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camundongos quatro semanas apos o desafio. Essa protecdo se deu principalmente pela
ativacdo de macréfagos.

Yun et al. (2003) administrando B-glucana, derivada da aveia, pela via oral e
parenteral, encontraram uma altera¢do na populagdo de células T em camundongos
susceptiveis (C57BL/6) inoculados com Eimeria vermiformes, com o aumento da freqiiéncia
de esplenocitos produtores de IFN-y, reduzindo de maneira significativa a eliminagdo de
oocistos nos animais tratados quando comparados com o grupo controle. Ainda nesse estudo
foram encontrados aumentos nos titulos de anticorpos especificos contra E. vermiformes, além
de uma resposta imune celular especifica. Esses resultados indicam um aumento na resisténcia
do hospedeiro frente a uma infecgao experimental.

Xiao et al. (2004) encontraram aumento na freqiiéncia de producao de IFN-y
pelos mondcitos do sangue periférico em suinos desafiados com o virus da sindrome
respiratdria e reprodutiva dos suinos (PRRSV). Esse resultado foi obtido com a administracao
da B-glucana soluvel, porém a produgdo dessa citocina nao foi relacionada com a presenca do
antigeno (PRRSV). Tanto a 3-glucana solivel quanto insoluvel ndo afetaram a freqiiéncia das
células produtoras de IFN-y antigeno dependente. Esses resultados indicaram que a -glucana
aumenta preferencialmente a resposta imune mediada por linfocitos do tipo T auxiliar-1
(Th1), porém sem especificidade do agente. O fato de apenas a B-glucana na forma soltvel ter
efeito nos mondcitos, evidencia a presenga de um receptor especifico ligado a fagocitose.

Portanto, a eficidcia do tratamento com [-glucanas depende da via de
administracdo e da interacdo especifica entre o parasita e o hospedeiro (REYNOLDS et al.,
1980). A origem da B-glucana e a sua caracteristica quimica, soltivel ou insoluvel, além das
condigdes sanitarias das instalagdes podem influenciar o efeito do tratamento com a -glucana

(BROWN e GORDON, 2003; HISS e SAUERWEIN, 2003; XIAO et al., 2004).
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Apesar do grande nimero de publicacdes sobre 7. gondii, que tornou o
parasita um dos mais estudados na area da parasitologia e satde publica, muito se tem a
apreender sobre o mesmo, pois ainda ¢ grande a preocupacao sobre os seus efeitos ndo s6 na
populacdo humana como também na animal.

A forma mais grave desta parasitose, a forma congénita da doenga, ainda
preocupa autoridades de satide publica, especialmente nos paises em desenvolvimento. A
ciéncia, em especial a area de sanidade animal, tem a fun¢do de obter maiores informagdes
sobre as possiveis formas de preven¢do conhecidas, e propor medidas para o controle desta
enfermidade. Por isso ¢ importante o estudo da toxoplasmose nos animais de companhia e nos
de producao, sendo os suinos um dos animais de producdo que possui um papel chave na
transmissdo da doenga aos seres humanos pela ingestdo de carne crua ou mal cozida.

Como o suino ¢ um dos hospedeiros intermediario da toxoplasmose, 0s
estudos de soroprevaléncia assumem um importante papel na determinagdo do risco de uma
determinada populagdo adquirir a toxoplasmose por meio da ingestao de carne infectada. Por
meio desses estudos vem sendo possivel melhorar as técnicas de criacdo de suinos,
proporcionando uma carne de melhor qualidade aos consumidores. Com o ambiente adequado
€ 0 manejo sanitario, tanto das instalagdes, quanto dos animais sendo realizado de maneira
correta diminui-se muito o risco de contaminagao da carne suina pelo Toxoplasma gondii.

Porém, apenas essas medidas ndo sdo capazes de garantir uma carne livre de
T. gondii. Portanto, as pesquisas com vacinas e imunomoduladores para a preven¢do da
infec¢do, bem como, o uso de métodos diagnosticos para serem aplicados aos animais ou
tecidos no momento do abate; sdo de fundamental importancia, para a prevencao da doenca
nos seres humanos. Os estudos que envolvem a infec¢do experimental sdo importantes para

avaliar a imunopatogenia do parasita, cepas ou linhagens de 7. gondii.
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II. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

e Avaliar a agdo da B-glucana em suinos infectados experimentalmente com taquizoitos

de Toxoplasma gondlii.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a cinética da resposta imune humoral nos suinos infectados
experimentalmente pela via intramuscular com taquizoitos da cepa RH;

e (Comparar os parametros hematologicos entre os animais tratados e os animais nao

tratados;
e Avaliar a protecao da B-glucana contra a infec¢ao aguda por 7. gondii;

e Comparar as técnicas da PCR e bioensaio para a detec¢ao do 7. gondii no sangue e nos

tecidos.
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III. ARTIGO PARA PUBLICACAO

Acao da B-Glucana em suinos infectados experimentalmente com taquizoitos do

Toxoplasma gondii.

Resumo

No presente trabalho foi avaliada a acdo da [-Glucana em suinos infectados
experimentalmente com taquizoitos do Toxoplasma gondii. Foram utilizados oito suinos (21
dias de idade). Os animais foram divididos em trés grupos: G1 (-glucana e infectados, n=3),
G2 (ndo tratados e infectados, n=3) e G3 (ndo tratados e ndo infectados, n=2). Os animais do
G1 foram tratados com 1g de B-glucana pela via intramuscular (IM) nos dias 0, 14, e 28 antes
da infeccdo experimental, enquanto os do G2 e G3 receberam apenas solucdo salina estéril.
Os animais do G1 e G2 foram infectados com taquizoitos (10”) da cepa RH (IM), no dia 35 do
experimento. A parasitemia foi determinada por PCR e bioensaio em camundongos a partir do
sangue total de cada animal, colhido nos dias 3, 7, 14, 21, 31, 39, 47 e 69 pos-infec¢ao. Os
titulos de anticorpos contra 7. gondii foram obtidos dos suinos pela imunofluorescéncia
indireta (IFI) dos soros, humor aquoso e humor vitreo, considerando positivo um titulo > 64.
Diferengas estatisticas foram observadas na avaliagdo dos teores de hemoglobina, percentual
de hematocrito, valores de proteinas plasmaticas e na contagem de eosinofilos (P<0,05). Os
suinos do G1 e G2 soro converteram sete dias pds-infec¢do, e o maior titulo encontrado foi de
1024 em dois animais. As amostras de humor aquoso e humor vitreo ndo revelaram titulos de
anticorpos pela IFI. Parasitas no sangue foram detectados nos dias 3, 14, 31, 39 e 47 em dois
animais do G1, e em trés do G2. Nao houve diferencas entre 0 PCR e o bioensaio. As
avaliagdes das retinas tanto no bioensaio quanto no PCR foram negativas em todos os
animais. Os animais do G3, permaneceram negativos durante todo o experimento. O uso da (3-
glucana, na forma como foi utilizada no presente trabalho, ndo foi efetiva no controle da
infec¢do aguda contra taquizoitos inoculados pela via intramuscular em suinos. A linhagem da

cepa RH mostrou-se nao cistogénica para suinos (musculos e retina) 69 dias apos a infecgao.

Palavras-chave: Toxoplasma gondii, cepa RH, suinos, B-glucana, bioensaio, PCR.
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Abstract

The present study tested the action of B-glucan in swine experimentally infected with
tachyzoites of Toxoplasma gondii. The experiment design used 8 mixed breed pigs (21 days)
divided into three groups: Gl (B-glucan treated and infected, n=3), G2 (untreated and
infected, n=3), and G3 (untreated uninfected, n=2). The G1 animals were treated with 1g of [3-
glucan by intramuscularly route at days 0, 14, and 28 before experimental infection, while the
other groups (G2 and G3) received only saline. The G1 and G2 were infected with viable
tachyzoites (10”) of the RH strain at day 35 of experiment. The parasitemy was determined by
mouse bioassay and PCR from whole blood of each swine, obtained at days 3, 7, 14, 21, 31,
39, 47 e 69 post infections. The antibody levels of serum, aqueous and vitreous humor were
measured by indirect immunofluorescence assay (IFA); a title > 64 was considered as
positive. There were differences in the hematocrit, hemoglobin, plasmatic proteins, and
eosinophils values between groups (P< 0.05). The swine of G1 and G2 serum converted 7
days post infection, and the highest title observed was 1024 in two pigs. Samples of aqueous
and vitreous humor did not show antibodies against 7. gondii. Parasite was detected of whole
blood on days 3, 14, 31, 39, and 47 in two animals from G1, and three animals from G2.
There were no differences between PCR and mouse bioassay. Animals from G3 remained
without parasitemy by both PCR and bioassay throughout the experiment. The use of -
glucana, as was used here, was not protective for pigs against 7. gondii tachyzoites acute
infection. Additionally, the lineage of RH strain showed nonpersistent for pigs (muscles and

retina) 69 days after infection.

Keywords: Toxoplasma gondii, pigs, RH strain, B-glucan, PCR, bioassay.
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1. Introducao

Toxoplasma gondii é um protozoario, pertencente ao Filo Apicomplexa, que pode
infectar animais e seres humanos. E um parasita intracelular obrigatorio e pode se multiplicar
em todas as células nucleadas de seu hospedeiro (GARCIA et al., 2006a; JACOBS et al.,
1998).

O suino ¢ uma das mais importantes fontes de infeccdo para o homem (DUBEY et al.,
1991). Os cistos teciduais podem permanecer por mais de dois anos na carne suina (DUBEY
et al., 1998). O risco de ingestdo de cistos teciduais pelo consumo de carne de porco crua, mal
cozida ou linglii¢a ja foi descrito na regido de Londrina-PR (DIAS et al., 2005; NAVARRO et
al, 1992). Navarro et al. (1992) encontraram em torno de 20% de amostras de carne de porco
positivas para 7. gondii na forma de cistos teciduais. Em outro estudo com lingiiicas frescais
também foram observadas amostras positivas, 13/149 (8,72%) pelo bioensaio em
camundongos (DIAS et al., 2005).

As principais técnicas utilizadas para o diagndstico direto do 7. gondii em tecidos e
sangue de animais s30 o bioensaio em camundongos ¢ a PCR. Este ultimo possui boa
sensibilidade, alta especificidade e ¢ uma técnica que pode ser realizada rapidamente
(CHABBERT et al., 2004; YAI et al., 2003). Garcia et al. (2006b) e Tsutsui et al. (2007)
verificaram um melhor desempenho do bioensaio em camundongos na detec¢do de 7. gondii
em tecidos de suinos quando comparados com a técnica da PCR.

A B-glucana é um dos principais componentes da parede celular das leveduras
(OLIVEIRA et al., 2006). A extracdo da B-glucana de leveduras ¢ decorrente da suspensdo de
particulas de -1,3 polissacarideos (DI LUZIO et al., 1979). A atividade das -glucanas “in
vitro” tem sido descrita como ativadoras diretas de leucocitos, estimulando fagocitose,
citotoxicidade e atividades antimicrobioldgicas. Os leucdcitos que possuem atividades de
receptores para as [-glucanas sdo os macrofagos, neutrofilos, eosindfilos e células
exterminadoras naturais (EN), além de outras células ndo pertencentes ao sistema imune, tais
como: cé¢lulas endoteliais, do epitélio alveolar e fibroblastos (BROWN e GORDON, 2003).

As glucanas com estas caracteristicas podem levar resisténcia ao hospedeiro frente a
infecgdes causadas por microorganismos como bactérias, protozodrios, virus e doencas
causadas por fungos (BROWDER et al., 1984; GOLDMAN e JAFFE, 1991; OLIVEIRA et
al., 2006; VACHA et al., 1994).

Hetland et al. (1998) injetaram 100 pg de B-glucana soluvel pela via intravenosa em

camundongos BALB/c trés dias antes e sete dias apos desafio com bacillus Calmette-Guérin
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(BCG). Os resultados encontrados indicaram uma inibi¢do da infeccdo dos camundongos
quatro semanas apOs o desafio. Essa prote¢do se deu principalmente pela ativacdo de

macrofagos.

Tendo em vista a importancia epidemioldgica do suino na cadeia de transmissdo da
toxoplasmose, objetivou-se com o presente trabalho avaliar o uso da B-glucana extraida do
Saccharomyces cerevisiae, como imunoestimulante, em suinos infectados experimentalmente

com taquizoitos de 7. gondii.
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2. Material e Métodos

2.1. Amostras de 7. gondii

A cepa RH isolada por Sabin (1941) de uma crianga com encefalite foi utilizada para
infeccao experimental dos suinos e para a realizagdo da reacdo de Imunofluorescéncia Indireta

(IFI).

2.2. Preparo da suspensao de taquizoitos de T. gondii

Para a obtencdo dos taquizoitos da amostra RH, cinco camundongos foram inoculados
pela via intraperitoneal com uma suspensdo de taquizoitos vivos (10°/mL) em salina estéril
(NaCl 0,85%), obtidos através de lavagem peritoneal de camundongos previamente
infectados, segundo Garcia et al. (2004). Uma vez purificadas, as amostras foram
padronizadas em 10’ /mL por contagem em cdmara de Neubauer (DUBEY ¢ FRENKEL,
1976).

2.3. Animais

Oito suinos cruzados (Landrace x Large White) com 21 dias de idade foram utilizados
no experimento. Os animais foram mantidos em baias individuais com 4gua e ragdo a vontade
na Fazenda Escola da Universidade Estadual de Londrina, até o término do experimento (104
dias).

Camundongos Suwis-Webster fémeas, entre 45 a 60 dias (pesando entre 25 e 40g),
foram utilizados para replicar a cepa RH pela via intraperitoneal para obtencao de taquizoitos
e no bioensaio.

Todos os animais, bem como os procedimentos realizados, foram aprovados pelo
Comité de Etica em Experimentagio Animal da Universidade Estadual de Londrina sob o

processo de nimero 12/2007.

2.4. Delineamento Experimental

Os animais foram divididos em trés grupos: G1, G2 ¢ G3; com trés animais no G1 e
G2 e com dois no G3 (Tabela 1). Todos os animais foram abatidos em frigorifico com
inspecdo federal apos 69 dias da infeccdo. No abate foram obtidas amostras de musculos
(masseter, lingua, coracdo e diafragma) e dos olhos (direito e esquerdo) para avaliagdo da
presenca de cistos teciduais, bem como soro, humor aquoso e vitreo para deteccdo de

anticorpos contra 7. gondii.
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Os sinais clinicos e as temperaturas foram aferidas nos dias 35, 38, 40, 42, 49, 56, 66,
74 e 82 do experimento. Amostras de sangue com e sem EDTA foram obtidas por punc¢do da
veia cava caudal utilizando-se agulhas descartaveis de 40x12mm. As amostras com EDTA
foram encaminhadas ao Laboratério de Patologia Clinica do Hospital Veterinario da UEL
para realizagdo de hemograma completo. Uma aliquota deste sangue foi utilizada para avaliar
a parasitemia pelo bioensaio em camundongos ¢ PCR. O soro obtido foi armazenado a —20 °C

até a realizagao da IFL.

Tabela 1. Delineamento experimental.

Grupo .
_ Dia 0 Dia 14 Dia 28 Dia 35 Dia 104
Experimental
Gl- Ig lg lg 10"taquizoitos
p-glucana B-glucana B-glucana B-glucana (RH) Abate
n=3 (I, II, IIT) M M M M
G2 — Controle 10"taquizoitos
s Salina Salina Salina
positivo (RH) Abate
IM IM IM
n=3 (IV, V, V] M
G3 — Controle
negativo Salina Salina Salina Salina Abate
IM IM IM M

n=2 (VII, VIII)

IM= Via Intramuscular.

2.5. Extracio da B-glucana

A B-glucana utilizada no presente trabalho foi extraida de S. cerevisiae e gentilmente
cedida pelo Prof. Dr. Raul J. H. Castro Gémez, do Laboratorio de Tecnologia de Alimentos
(Departamento de Ciéncias Tecnologicas de Alimentos) da UEL. A escolha da B-glucana a
partir da levedura de panificacao foi realizada pela facilidade de obtengdo e crescimento.

A autolise da levedura de panificacao foi realizada adicionando-se agua destilada até a
obteng¢do de aproximadamente 25% (p/v) de solidos totais . Em seguida o pH foi ajustado para
5,0 - 5,5 e a suspensdo assim obtida levada a temperatura de 50 °C. Apds 24 horas, a
suspensdo foi centrifugada a 3000 x g durante seis minutos. Os s6lidos imidos obtidos apo6s

centrifugacdo correspondem a parede celular. A extra¢dao da B-glucana insoluvel foi realizada
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seguindo o procedimento preconizado por Suphantharika et al. (2003). Ap6s a extragdo a [3-

glucana foi solubilizada.

2.6. Diagnostico Sorologico

Os soros (camundongos e suinos) e humores aquoso ¢ vitreo dos suinos foram
submetidos a IFI para a pesquisa de anticorpos IgG contra 7. gondii (CAMARGO, 1973).
Foram considerados positivos os camundongos que apresentaram titulos maiores ou iguais a

16 e os suinos que apresentaram titulos maiores ou iguais a 64.
2.7. Bioensaio

2.7.1 Avalia¢ao da Parasitemia

A parasitemia seguiu metodologia descrita por Costa et al. (1977), com modificacdes.
O sangue obtido com anticoagulante foi inoculado em trés camundongos pela via
intraperitoneal (0,5 mL/camundongo). Os camundongos foram observados diariamente e apds
45 dias de inoculagdo realizou-se a eutandsia. Procedeu-se o imprint de cérebro, exame

microscopico para a pesquisa de cistos e colheita de soro para IFL

2.7.2 Pesquisa de 7. gondii nos Tecidos dos Suinos

As amostras de tecido dos suinos (musculos e retina) foram processadas e inoculadas
em camundongos Suwis-Webster, para se verificar biologicamente a presenga de cistos
teciduais (DUBEY, 1998). As amostras de retina de cada animal (olhos direito e esquerdo)
foram maceradas em graal estéril e filtradas em gaze com 3 mL de salina estéril (NaCl
0,85%), e ap6s adicionar penicilina-estreptomicina, foram inoculadas em trés camundongos
pela via intraperitoneal (1 mL/camundongo).

As amostras de musculos foram processadas a partir de um pool contendo 6,25 g de
lingua, masseter, diafragma e coragdo de cada animal, totalizando 25 g de musculos. Este pool
muscular foi macerado e homogeneizado em 125 mL de salina. Apds homogeneizacao, foram
adicionados 125 mL de fluido digestivo artificial (2,6 g de pepsina, 5,0 g de NaCl, 7,0 mL de
HCl e 500 mL de agua q.s.p.). Os homogeneizados foram incubados a 37 °C por 60 minutos
sob agitacdo e posteriormente filtrados em gaze com oito dobras. As porg¢des de 250 mL
foram centrifugadas a 1.180 x g por 10 minutos, o sobrenadante foi descartado e o sedimento
suspendido em 50 mL de solug¢do salina-bicarbonato (1,2%) e novamente centrifugado. O
sobrenadante resultante foi descartado e o sedimento ressuspenso em 5 mL de salina com

penicilina-estreptomicina e posteriormente inoculado em camundongos. Para cada amostra de
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pool muscular e retina foram inoculados trés camundongos pela via subcutinea
(1 mL/camundongo) (DUBEY, 1998).

Apo6s 45 dias inoculagdo, os camundongos foram anestesiados para coleta de sangue e
posteriormente sofreram eutandsia para realizacdo de imprint de cérebro, exame microscopico

para a pesquisa de cistos e colheita de soro para IFI.
2.8. Reacio em cadeia pela polimerase (PCR)

2.8.1 Extracao do DNA

A extracdo do DNA dos tecidos e do sangue foi realizada conforme descrito
previamente por Garcia (2006b). Apos a homogeneizagdo da amostra, 300 pL foram
transferidos para um micro tubo com igual volume de tampao de extracdo (200 mM NaCl, 20
mM Tris, 50 mM EDTA, proteinase K 1 mg/mL e 2% SDS) e incubadas a 56 °C por 1 hora.
Apos, 300 uL de fenol tamponado foram adicionados e centrifugados por 13.000 x g durante 5
minutos. A fase aquosa foi transferida para outro tubo com fenol:cloroférmio:alcool
isoamilico e centrifugado por 13000 x g durante 5 minutos. A precipitacio do DNA foi

realizada com acetato de sédio e etanol (SAMBROOK et al., 1989).

2.8.2 Reacao em cadeia pela polimerase (PCR)

As amostras submetidas & PCR foram: sangue (EDTA), retina ¢ pool de musculos
(produto da digestao péptica).

A amplificacdo do DNA do 7. gondii seguiu metodologia descrita por Homan et al.
(2000). Os oligonucleotideos iniciadores (primers) TOX4
(CGCTGCAGGGAGGAAGACGAAAGTTG) e TOXS
(CGCTGCAGACACAGTGCATCTGGATT) foram utilizados para amplificar um segmento
de 529 pares de bases (pb) do DNA do T. gondii (GenBank n° AFI46527). Este fragmento
repete-se de 200 até 300 vezes no genoma do 7. gondii (HOMAN et al., 2000).

A reagdo de PCR foi realizada com uma mistura contendo 5 pL da solugdo obtida na
extracdo mais 20 uL (volume final de 25 pL) da mistura de 1,0 mM de cada primer, 100 mM
dNTP (Invitrogen, life technologies, USA), 60 mM Tris+=HCI (pH 9,0), 15 mM (NH4),SO4, 2
mM MgCl,, 0,5 U Taq DNA polimerase (Invitrogen, life technologies, USA). A amplificagdo
do DNA do T.gondii foi obtida ao fim de 35 ciclos no termociclador PTC-100 (MJ-Research),
realizando a reacdo com as seguintes condigdes: 7 minutos a 94 °C para a desnaturagdo no
ciclo um; seguido de 33 ciclos, com 1 minuto a 94 °C para a desnaturagdo, 1 minuto a 55 °C

para o anelamento e 1 minuto a 72 °C para a extensdo. No ciclo 35 foi realizada uma extensao
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final de 10 minutos a 72 °C. Aliquotas de todos os PCR foram submetidas a eletroforese em
gel de agarose a 2%. Controles positivos e negativos foram adicionados em cada reacao.
Taquizoitos da cepa RH (10”/ mL) foram diluidos em uma amostra de sangue, digestio
péptica e retina. Foi realizada a extragdo do DNA dessas amostras para o uso como controle
positivo. O controle negativo consistiu na extragdo do DNA das mesmas amostras sem a

adicao do T.gondii.

2.8.3 Sensibilidade da PCR

Para obten¢do da sensibilidade da PCR taquizoitos da cepa RH, obtidos conforme
descrito no item 2.2, foram preparados em concentragdes de 10’ a 10" equivalente de
taquizoitos/ mL de TE. Posteriormente, fez-se a extragdo do DNA e a PCR conforme descrito

no item 2.8.1.

2.9. Analise Estatistica

As diferengas estatisticas foram avaliadas pelo ANOVA. O teste t de Student foi
utilizado para averiguar diferencas estatisticas entre os grupos. Para avaliar as diferengas entre
as porcentagens de detec¢do da parasitemia utilizou-se o Teste Exato de Fisher. Utilizou-se o

nivel de significancia de 5%.
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3. Resultados
3.1. Sinais Clinicos

Os suinos que foram infectados com a cepa RH (G1 e G2) apresentaram tosse
secrecdo ocular e aumento de temperatura entre o terceiro € o quinto dia pos-infec¢ao (dpi)
(Fig. 1). Embora se tenha observado um leve aumento na temperatura corporal dos animais do
G1(39,9+0,32 °C) e do G2(39,7+0,1 °C) no quinto dpi ndo foram observadas diferencas
estatisticas com relacdo a temperatura corporal entre os grupos, G1=39,3+ 0,28 °C,
G2=39,34+0,19 °C, e G3=39,2+0,37 °C.
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Fig. 1. Temperatura retal dos suinos dos trés grupos experimentais (G1=p-glucana + infectado,

G2=infectado, G3=controle). Os animais foram infectados com 10’ taquizoitos da cepa RH de
Toxoplasma gondii pela via intramuscular no dia 0.
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3.2. Valores Hematoldégicos

Os resultados hematologicos estdo representados nas Figuras 3, 4 e 5. Houve diferenca
significativa entre os grupos nos resultados do hematécrito (Fig.2), uG1=34,5+3,41,
uG2=35+0,96, pnG3=31,7£3,52  (P=0,02, G2#G3=0.009); hemoglobina (Fig.2),
uG1=11,1+1,24, nG2=11,5+1,49, nG3=9,83+1,08 (P=0,04; G2 # G3=0,02); dos eosinofilos
(Fig.3), nG1=249+156, nG2=49+43, uG3=87£111 [P=0,004; G1 = G2 (P=0,004); G1 # G3
(P=0,03)] e das proteinas plasmaticas (Fig.4), nG1=7,2840,377, nG2=7,05+0,321,
nG3=6,67+0,403 [P=0,01; G1~G3 (P=0,007)].

Entretanto ndo foram observadas diferengas entre os grupos nos resultados de
contagem de hemadcias (Fig.2), uG1=5,79+0,57, nG2=5,61+0,47, nG3=5,2+0,61 (P=0,13);
leucocitos (Fig.2), nuG1=18209+2913, uG2=16439+4436, nG3=15551+£5283 (P=0,32);



