PLEOMORFISMO DE AMOSTRAS DO Toxoplasma gondii NICOLLE
& MANCEAUX, 1909 (APICOMPLEXA: TOXOPLASMATINAE)
ISOLADAS DE GALINHA NATURALMENTE INFECTADA E
MANTIDAS EM CAMUNDONGOS ALBINOS

SIMONI MACHADO DE MEDEIROS

1996



' UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO
INSTITUTO DE BIOLOGIA
CURSO DE POS-GRADUACAO EM MEDICINA VETERINARIA
PARASITOLOGIA VETERINARIA

PLEOMORFISMO DE AMOSTRAS DO Toxoplasma gondii NICOLLE
& MANCEAUX, 1909 (APICOMPLEXA: TOXOPLASMATINAE)
ISOLADAS DE GAL!NHA NATURALMENTE INFECTADA E
MANTIDAS EM CAMUNDONGOS ALBINOS

SIMONI MACHADO DE MEDEIROS

SOB A ORIENTACAO DO PROFESSOR:
Dr. CARLOS WILSON GOMES LOPES

Tese submetida como requisito parcial para
a obteng¢do do grau de Magister Scientiae
em Medicina Veterinana - Parasitologia
Veterinaria.

ITAGUAI, RIO DE JANEIRO
FEVEREIRO, 1996



TITULO DA TESE

PLEOMORFISMO DE AMOSTRAS DO Toxoplasma gondii NICOLLE

& MANCEAUX, 1909 (APICOMPLEXA: TOXOPLASMATINAE)

ISOLADAS DE GALINHA NATURALMENTE INFECTADA E
MANTIDAS EM CAMUNDONGOS ALBINOS

AUTORA

SIMONI MACHADO DE MEDEIROS

APROVADAEM: _27 / 02 / 1996

Dr. CARLOS WILSON GOMES LOPES

Dra. CATHIA MARIA SERRA PEIXOTO

Dr. ZELSON GIACOMO LOSS

Dr. CARLOS LUIZ MASSARD




Aos meus pais £1za ¢ Dorival, pelo
apoio e incentivo.

Ao Welifon, pela compreensido,



AGRADECIMENTOS

Agradego a todos aqueles que contribuiram para a realizacdo deste
trabalho, especialmente ao Professor CARLOS WILSON GOMES LOPES pela
amizade ¢ orientacio.

Aos Professores do Curso de P6s-Graduacfio em Medicina Veterinaria -
Parasitologia Veterinaria, Instituto de Biologia, Univgrsidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, em especial & VANIA RITA ELIAS PINHEIRO BITTENCOURT, RITA DE
CASSIA ALVES ALCANTARA DE MENEZES e ERIK DAEMON DE SOUZA
PINTO.

Ao Departamento de Ultra-Estrutura Celular ¢ ao Laboratério de
Patologia da Fundagdo Instituto Oswaldo Cruz.

A LUCIA HELENA O'DWEYR, MARTA PEDROSA SOUTO
MAIOR ¢ LANASSA GUIMARAES pela amizade ¢ carinho a mim demonstrados.

Aos estagiarios ALEXANDRE DIAS MUNHOZ e GFORGE REGO

DE ALBUQUERQUE pela ajuda nos experimentos.



BIOGRAFIA

SIMONI MACHADO DE MEDEIROS, filha de Dorival Frazio de
Medeiros e Elza Machado de Medeiros, natural do Estado do Rio de Janeiro, onde
nasceu em 1 de abril de 1966.

Em 1988 ingressou na Faculdade de Humanidades Pedro I no Curso de
Ciéncias Biologicas.

Estagiaria a nivel de Iniciagio Cientifica e Aperfeigoamento
Profissional no Departamento de Protozoologia da Fundagiio Tnstituto Oswaldo Cruz,
no periodo de 1990 a 1994, sob orientacfio do Professor Wilson Jacinto Silva de
Souza.

Ingressou em 1994 no Curso de Pés-Graduagdio em Medicina

Veterindria - Parasitologia Veterinaria da UFRRJ, a nivel de Mestrado.



1. INTRODUCAOQ ...

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Histérico .................
2.2. Classificagfio ..............

2.3. Aspectos bioldgicos ...

CONTEUDO

.........................................................................
..............................................................
.........................................................................

.........................................................................

2.3.1. Ciclo enteroepitelial ........................cooooee

2.3.2. Ciclo extra-intestinal ...

2.4. Aspectos morfolégicos

2.5. Patogenicidade do Toxoplasma gondii ...

2.6. Toxoplasmose em aves

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Obtengéo dos animais

....................................................................

.........................................................................

11
12
15

15



......................................................................

3.1.1. Origem das aves
3.1.2. Origem dos camundongos ................cooooomeieioe
3.2. Necropsia das aves - coleta e processamento de 6rgios para o isola-

mento do Toxoplasma gondii

.............................................................

3.3. Inoculagdo em camundongos

3.3.1. Pesquisa do Toxoplasma gondii nos camundongos inoculados

subcutancamente com fragmentos de cérebro e coragio das

3.4 MensSuracGao ...
3.5. Pesquisa do Toxoplasma gondii nos camundongos inoculados
intraperitonealmente com fragmentos de cérebro e coragio de
galinha

3.5.1. Obtengdo de antigenos do Toxoplasma gondii isolados de

3.5.2. Obtengdo de antigeno do Toxoplasma gondii da cepa “C”

3.6. Teste de imunofluorescéneia indireta ..ooovveeeeeeeee

3.7. Preparagdo das amostras de Toxoplasma gondii isoladas de cérebro

e coragdo de galinha e da cepa “C™ para microscopia eletronica ...

16

16

17

18

18

19

19

20

20



3.8. Manutencio do Toxoplasma gondii

3.9. Fotomicrografia

4.1. Isolamento de Toxoplasma gondii
4.2. Caracterizagio das formas de Toxoplasma gondii
4.2.1. Formas extra-intestinais
4.2.2. Morfométrica
4.23 Sorologica
4.2.4. Microscopia eletrénica

4.3. Distribuigdo dos zoitas de Toxoplasma gondii em drgios de camun-

4.4. Distribut¢do de macrofagos com zoitas de Toxoplasma gondii

..................................................................................

.............................................................................

............................................................

...........................................................................

.............................................................................................

5. CONCLUSOES ..o

..................................................

............................................................................................

Pags.
21
21
21
22
22
25
25
28
33

37

37

46
53
55

69



INDICE DAS FIGURAS

Pags.

FIGURA 1. Cérebro de camundongo infectado com taquizoitas de
Toxoplasma gondii. = Reagio a presenca de antigeno de

T. gondji. Avidina-Biotina (— =10 pum) ... 24

FIGURA 2. Taquizoitas de Toxoplasma gondii: A. formas finas (m) e em
divisdo e=w), B. largas (»=) e extralarga (=), C. largas em
rosetas; D. extralargas no citoplasma de macréfagoe E. ex-
tralargas num _process;o de invasdo () & proliferagdo (m=).

Giemsa (— =10 M) .. . 27



FIGURA 3. Microscopia eletronica de taquizoitas de Toxoplasma em
macréfagos peritoneais de camundongos albinos; A. amos-
tra procedente de cérebro (—— =32.900X), conoide (c),
roptrias (r) e nicleo (n); B. amostra procedente de coracio
(— =7.300X), condide (c), vacuolo parasitdforo (v); C. cepa

C (— =7.300X), condide (c) e roptrias (r) ......ccooovrerrviiv.....

FIGURA 4. Distribuigdo de zoitas em 6rgos de camundongos albinos
infectados experimentalmente com uma amostra de
Toxoplasma gondii isolada de cérebro de galinha naturalmen-

te Infectada ..

FIGURA §. Distribuigdio de zoitas em orgdos de camundongos albinos
infectados experimentalmente com uma amostra de
Toxoplasma gondii isolada de coragdo de galinha natural-

mente infectada ...

Xi

Pags.

38

39

40



FIGURA 6. Distribuicio de zoitas em Grgfos de camundongos albinos
infectados experimentalmente com uma amostra de
Toxoplasma gondii da 5* passagem de cérebro de galinha
naturalmente infectada ...

FIGURA 7. Distribuigdo de zoitas em orgdos de camundongos albinos
infectados experimentalmente com uma amostra de
Toxoplasma gondii da 5" passagem de coragio de galinha
naturalmente infectada ...

FIGURA 8. Distribuigdo de zoitas finos de Toxoplasma gondii isotados
de cérebro e corago de galinha naturalmente infectada em

Orgdos de camundongos albinos infectados experimental-

Xii

Pags.

42

43

44



FIGURA 9. Distribui¢io de zoitas finos de Toxoplasma gondii da 5°

passagem de cérebro e coragdio de galinha naturalmente
infectada em o6rgdos de camundongos albinos infectados

experimentalmente. ..o,
FIGURA 10. Distribuigdo de zoitas largos de Toxoplasma gondii isolados
de cérebro e coragdo de galinha naturalmente infectada em

drgdos de camundongos albinos infectados experimental-

........................................................................................

FIGURA 11. Distribuigdo de zoitas largos de Toxoplasma gondii da 5
passagem de cérebro e coragdo de galinha naturalmente
infectada em orglos de camundongos albinos infectados

experimentalmente

....................................................................

X1l

Pags.

45

47

48



Xiv

Pags.

FIGURA 12 Distribui¢do de zoitas extra-largos de Toxoplasma gondii
isolados de cérebro e coragdo de galinha naturalmente
infectada em orpdos de camundongos albinos infectados
experimentalmente........................... 49

FIGURA 13. Distribui¢io de zoitas extra-largos de Toxoplasma gondii da
5" passagem de cérebro e coragfio de galinha naturalmente
infectada em érgdos de camundongos albinos infectados
experimentalmente ... ... 50

FIGURA 14. Distribuicio de macrdfagos com zoitas de uma amostra de
Toxoplasma gondii isolada de cérebro e coragiio de galinha
naturalmente infectada em orgdos de camundongos albinos

infectados experimentalmente ....................c.coooeeoooiooioin 51



XV

Pags.

FIGURA 15 Distribuigio de macréfagos com zoitas de uma amostra de
Toxaplasma gondii da 5° passagem de cérebro e coragfio de
galinha naturalmente infectada em orgéos de camundongos

albinos infectados experimentalmente ... 52



INDICE DAS TABELAS

Pags.
TABELA 1. Aspectos comparativos das medidas de zoitas de uma amos-
tra do Toxoplasma gondii inoculados por via subcutinea
em camundongos albinos, isolada do cérebro de galinha
naturalmente infectada ... 29

TABELA 2. Aspectos comparativos das medidas de zoitas de uma amos-
trado Toxoplasma gondii inoculados por via subcutinea
em camundongos albinos, isolada do cérebro de galinha

naturalmente infectada ... 30



XVii

Pags.

TABELA 3. Aspectos comparativos das medidas de zoitas de uma amos-
tra do Toxoplasma gondii inoculados por via subcutinea
em camundongos albmos, isolada do cérebro de galinha
naturalmente infectada ... 31

TABELA 4. Aspectlos comparativos das medidas de zoitas de uma amos-
tra do Toxoplasma gondii inoculados por via subcutinea
em camundongos albinos, isolada do coragdo de galinha
naturalmente infectada ... 32

TABELA 5. Aspectos comparativos das medidas de zoitas de uma amos-
tra do Toxoplasma gondii inoculados por via subcutinea
em camundongos albinos, isolada do coragdo de galinha

naturalmente infectada ... 33



XVIHI

Pags.
TABELA 6. Aspectos comparativos das medidas de zoitas de uma amos-
tra do Toxoplasma gondii inoculados por via subcutinea
em camundongos albinos, isolada do corago de galinha
naturalmente infectada ... 34

TABELA 7. Aspectos sorologicos ao TIFT de uma amostra isolada de
uma galinha naturalmente infectada frente a cepa “C”

de Toxoplasma gondii mantida em camundongos albinos ...... 36



INDICE DOS APENDICES

Pags.

APENDICE 1. Avaliagdo da sobrevivéncia de camundongos singénicos,
inoculados com taquizoitas do Toxoplasma gondii Nicolle

& Manceaux, 1909 (Apicomplexa: Toxoplasmatinae)

APENDICE 2. Distribui¢do do Toxoplasma gondii Nicolle & Manceaux,
1909 (Apicomplexa: Toxoplasmatinae) em orgios de ca-

mundongos albinos inoculados com uma amostra acistogé-

nica: dados preliminares ... 78

APENDICE 3. Pleomorfismo de uma amostra acistogénica de Toxoplasma
gondii Nicolle & Manceaux, 1909 (Apicomplexa: Toxo-

plasmatinae) isolada de uma galinha naturalmente infectada . 83



RESUMO

Onze galinhas foram obtidas no Municipio de Seropédica, locatizado no
Estado do Rio de Janeiro. Amostras de cérebro ¢ coragio dessas aves foram
inoculadas intraperitonealmente e subcutancamente em camundongos albinos.
Toxoplasma gondii foi isolado de uma das galinhas. A morte dos camundongos
ocorreu entre 0 6° ¢ o 8° dia apos inoculagfo (DAI) intraperitoneal e 12° ¢ 15° DAI
subcutdnea. A necropsia, os orgdos afetados dos camundongos inoculados
subcutaneamente foram os pulmdes, bago, rins, figado e coraglio com presenga de
taquizoitas. Néo foram observados cistos no cérebro e nos orgdos desses animais, seja
na amostra proveniente do cérebro ou coragdo das galinhas. Os taquizoitas,
independentes da origem das amostras, foram caracterizados como pleomérficos com
trés formas: finos, largos ¢ extralargos. Nos pulmdes desses animais ndo encontrou-se
zoitas extralargos. A variagio nas medidas dos didmetros maior e menor das trés
formas foram significativas ao se comparar os zoitas obtidos no isolamento com

aqueles da 5" passagem.



SUMMARY

Eleven chickens were obtained at the municipality of Seropédica in the
state of Rio de Janeiro, Brazil. Brain and heart samples from these animals were
inoculated intraperitoneally (IP) and subcutaneously (SC) in albino mice. Toxoplasma
gondii was isolated from one of these chickens. After inoculation, abino mice died
from 6° to 8° days after infection (DPI) by IP and from 12° to 15° DAI by SC
inoculation. At necropsy, the more affected organs of the subcutaneosly inoculated
mice were lungs, spleen, kidneys, liver and heart respectively where tachyzoites were
present. In both isolates were not found cysts in brain or in tissues smears of any
organs of mice independently of the inoculation route. Tachyzoites found in affected
organs were considered as pleomorphic with three forms well defined: thin, large and
extra-large. In the lungs of the inoculated animals were not found any extra-large
forms. A significant variation was observed when tachyzoites from isolation and 5t

passage were compared.



1. INTRODUCAO

Comumente se notam modificages morfologicas nas estruturas de
protozodrios, sendo reconhecidas como parte de estagios evolutivos em seus ciclos
biologicos, caracterizando, assim, uma estreita relacio com seus hospedeiros, sejam
eles considerados definitivos ou intermediarios.

Na relagdo parasita e hospedeiro observou-se que tém havido
modificagdes em suas caracteristicas biolégicas, podendo estas serem alteradas, se for
considerada a capactdade de parasitar um ou mais hospedeiros, e nestes, localizagdes
previamente determinadas. Tais alteragdes t8m sido acompanhadas com modificagdes
fisiologicas existentes entre protozodrios e as células dos érgios dos hospedeiros,
acarretando, dessa forma, um intenso pleomorfismo, o que geralmente é observado na
maioria dos coccidios.

Aos estagios multiplicativos tém sido relacionadas a maioria destas

observagdes, muitas vezes utilizadas na caracterizaglo de familia, géneros, espécies e



mesmo dentro de uma Unica espécie. Esta ultima ¢ associada a capacidade de alguns
coccidios acometer um maior numero de hospedeiros. Um exemplo bem evidente
ocorre quando se estuda a interagiio entre Toxoplasma gondii e seus diversos
hospedeiros.

Este trabalho teve como objetivo isolar e caracterizar o 7. gondii, obtido
de galinha mfectada naturalmente e mantidos por via subcuténea em camundongos

albinos, quanto ao seu pleomorfismo e 4 sua relagio com os drgdos parasitados.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Histérico

Toxoplasma gondii foi observado pela primeira vez em 16 de julho de
1908 por SPLENDORE em Sdo Paulo, Brasil. Este autor encontrou o parasita em
coethos que morreram em seu laboratorio, confundindo-o com parasitos do género
Leishmania Ross, 1903.

No mesmo ano, em 26 de outubro, NICOLLE & MANCEAUX
descreveram um parasito idéntico, encontrados em roedores africanes da espécie
Ctenodactylus gondi Pallas, 1778 na regifioc Matmata, Tunisia. Os mesmos autores,
tal como SPLENDORE, a principio, confundiram o parasita com Leishmania, sendo
proposto na época o nome de L. gondii. Entretanto, em fevereiro de 1909, NICOLLE
& MANCEAUX, ao estudar em outros “gondis” caplurados na mesma érea,
verificaram que haviam encontrado um novo protozoario, tendo em vista a auséncia

de cinetoplaste, organela presente nos tripanosomatideos. Ainda no referido trabalho,



¢ novo parasita também foi diferenciado do género Haemogregarina pela distingdo
de multiplicagdo e inoculagio em animais.

Pelo aspecto em arco (do grego = toxon) que o parasita assume, fora e
dentra de células, e par ter sido demonstrado nos € gondi, NICOLLE &
MANCEAUX propuseram em 1909, o nome de Toxoplasma gondii.

A seguir, SPLENDORE (1909) e CARINI (1909), baseando-se em
formas esquizogbnicas, encontradas no bago e figado de coelho, diferenciaram o
parasita do coelho, encontrado no gendi, pelo fato de ele sO apresentar divisdes
binarias. Sendo assim, denominaram esse parasita como 7. cuniculi. No mesmo ano,
PROWAZEK chamou de T. talpae aos parasitas encontrados nas impressdes de
figado de toupeira no Japdo.

MELLO (1910) descreveu como 7. canis o parasita encontrado na
necropsia de um cfio em Turim, Itdlia. CARINI (1911), a0 examinar pombaos
naturalmente infectados, encontrou formas do Toxeplasma que, mais tarde,
MIGLIANO (1913) denominou de 7. columbae. Da mesma maneira, SANGIORGI
(I913) observou o parasita em camundongos em Turin, Italia, denominando-o de 7.
musculi. O mesmo fez CASTELLANI (1914), que examinande um caso humano
denommou o parasita como 7. pyrogenes.

Desde entdo, muitos isolamentos de Toxoplasma foram conseguidos de
vdrios animais examinados, passando a receber denominacdes especificas, de acordo

com o hospedeiro parasitado.



Finalmente, SABIN (1939) concluiu que todas as espécies até entdo
encontradas ndo eram haspedeiro-especificas, nem imunologicamente diferentes e
que deveriam pertencer a uma so espécie. Levando-se em considera¢do a lei da

prioridade, deveriam ser chamadas de Toxoplasma gondii NICOLLE &

MANCEUAX, 1909.

2.2, Classificacio

Até o presente momento, o Comité da Sociedade de Protozoologistas em
relagdo a Sistemdtica e Evolugdo (LEVINE e alli, 1980) tem cituado o género
Toxoplasma como pertencente ao filo Apicomplexa Levine, 1970; classe Sporozoa
Leuckart, 1879; subclasse Coccidia Leuckart, 1879; ordem Eucoccidia Léger &
Dubosc, 1910; subordem Eimeriina Féger, 191t.

LEVINE (1973a) colocou o género Toxoplasma em uma familia isolada
Toxoplasmatidae Biocca, 1956, e, posteriormente, (LEVINE, 1973b) na familia
Sarcocystidae Poche, 1913. FRENKEL (1974) situou-o novamente na familia
Toxoplasmatidae. No entanto, FRENKEL (1977) reconsiderou, reconhecendo-o como
pertencente a subfamilia Toxoplasmatinae Biocca, 1965 na familia Sarcocystidae.

LEVINE (1977), ap6s revisdo das principais caracteristicas do

Toxoplasma, descreveu-o como um género da familia Eimeriidae Minchin, 1903,



propondo tambeém a inclusio de 7 espécies de Toxoplasma, sendo T. gondii ¢ T.
hammondii (syn. Hammondia hammondi, FRENKEL & DUBEY, 1975). Unicas
espécies cujos ciclos de vida foram estudados até entfio. Aos outras cinco espécies
propostas {(T. alencari, T. brumpti, T. colubri, T. ranae ¢ T. serpai) encontradas em
répteis e anfibios, foram consideradas por DUBEY (1977) como de posi¢ao
taxondmica tncerta, devido ao desconhecimento de suas estruturas celulares e ciclos

biologicos.

2.3. Aspectos bioldgicos

O ciclo do 7. gondii apresenta duas fases: enterocpitelial e extra-
intestinal. A fase entérica encontra-se somente nas espécies de felideos, hospedeiros
definitivos. A fase somética foi denominada de extra-intestinal nos hospedeiros

inlermedidrios e definitivos FRENKEL (1974).

2.3.1. Ciclo enteroepitelial

Realizado nas células epiteliais da mucosa do intestino declgado de

felideos, especialmente no gato doméstico. Esses animais infectam-se, geralmente,

com participagio de hospedeiros intermedidrios, contendo taquizoitas ou bradizoitas



(WALLACE, 1973a,b). Anteriormente, DUBEY & FRENKEL (1972) realizaram
estudo sobre o ciclo do 7. gondii em gatos, apds a inoculagio oral de cistos. Embora o
ciclo assexuado no epitélio intestinal do gato possa ser iniciado através de taquizoitas
¢ esporozoitas, somente o ciclo induzido com bradizoitas tem sido melhor estudado.
Esses autores associaram ao ciclo “enteroepitelial” cinco novas fases de
multipticagdo, denominadas como “tipos”A.B,C.D e E. O conceito de um “tipo”
baseia-se na sua estrutura, no seu modo de divisdo. A gametogonia, com conseqiiente
formagdo de oocistos, foi também estudada. A origem dos gametdcitos ndo foi
determinada provavelmente os merozoitas, provenientes dos merontes “tipos” D e
E, possam ser responsdveis por ela. Os oocistos sdo eliminados nas fezes de felideos
(FRENKEL et alii, 1970; DUBEY et alii, 1970a,b) ainda imaturos ndo infectantes. A
esporulagdo ocorre dentro de um periode de 1 a 4 dias, sendo entretanto dependente
da temperatura e condigSes acrobicas. Dentro de cada oocisto infectante formam-se 2
esporocistos, cada qual contendo 4 esporozoitas (DUBEY et alii, 1970c).

Os periodos pré-patentes variam dependendo da forma infectante
ingerida pelo hospedeire definitivo. Sendo assim, o periodo pré-patente apos a
ingestdo de cistos contendo bradizoitas € de 4 a 5 dias; apos a ingestdo de taquizoitas
¢ de 5 a 19 dias e apds a ingestdo de oocistos esporulados, de 21 a 49 dias

(WALLACE,1973a).



2.3.2. Ciclo extra-intestinal

No ciclo dos hospedeiros ndo felideos desenvolvem-se, inicialmente,
taquizoftas, que possuem a capacidade de parasitar varios tipos celulares como
fibroblastos, células reticulares, hepatocitos, pneumdcitos, neurbnios e células do
musculo cardiaco, sendo essas formas observadas durante a miecedo aguda
(FRENKEL, 1973). Além disso, MANWELL (1941) demonstrou o 7. gondii em
eritrocito de aves. Ja os cistos sdo observados na infecgio cronica, comumente no
cérebro, coragdo ¢ musculo esquelético, podendo, no entanto, ser encontrado em
qualquer orgdo (FRENKEL, 1973).

A parede dos cistos isola os bradizoitas dos tecidos do hospedeiro,
impedindo a reagéo inflamatdria (FRENKEL, 1956). Dessa maneira, os cistos intactos
provavelmente ndo causam prejuizo ao hospedeiro, padendo persistir por toda a vida
(DUBEY, 1977).

O ciclo extra-intestinal também ocorre no gato, simultancamente ao
ciclo que se passa no intestino. Assim, os tecidos extra-intestinais do gato podem
ser parasitados por taquizoitas e, mais tarde, conter cistos (DUBEY & FRENKEL,

1972).



2.4. Aspectos morfoldgicos

Os taquizoitas do 7. gondii apresentam forma em arco ou meia lua que,
por vezes se torna arredondada. Mede 4 a 7 pm de comprimento € 2 a 4 pm de
largura, sendo sua extremidade anterior mais afilada que a posterior. O nicleo, na
matoria das vezes, ¢ semi-central, localizado na metade posterior do taquizoitas
(FRENKEL, 1973).

Estudos em microscopia eletrdnica revelaram inimeras organelas. Uma
membrana dupla envolve o protozodrio. Na extremidade anterior, mais afilada, ha um
anel polar que envolve o conéide, o qual corresponde a uma organela em forma de
cone truncado formado por microtibulos. Do condide estendem-se posteriormente 4 a
8 arganelas pares, ligeiramente claviformes, afiladas, cujo didmetro vai aos poucos
aumentando até atingir as proximidades do nticleo. Tais estruturas sdo chamadas de
roptrias. Ribossomas, mitocondrias com numerosas cristas ¢ vactiolos de glicogénio
tém sido também identificados no citoptasma (SOUZA, 1974).

“Pseudocistos”, grupos, clones ou coldnias terminais sdo denominages
dadas a célula hospedeira, contendo numerosos taquizoitas (DUBEY, 1977). Porém,
FRENKEL {1971), considerou o termo “pseudocisto” confuso e controvertido, por ser

usado tanto para formas cisticas como ndo cisticas. Esse mesmo autor propds em
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1974, o termo “grupe tecidual” em substitui¢io aos anteriores, dando a nocdo de
conjunto de parasitas.

Os bradizoitas envaltos por uma membrana argirofilica formam cistos
de tamanho variavel, os jovens podem medir S um, possuindo 4 bradizoilas; os cistos
mais velhos padem ter até 100 um e conter centenas de bradizoitas em seu interior
(BEVERLEY,1976). DUBEY & FRENKEL (1976) observaram que, durante a
divisfo, tanto taquizoitas como bradizoitas tiveram o nucleo localizado centralmente.
Os bradizoitas contém varios gréanulos de glicogénio, os quais s3o raros ou ausentes
nos taquizoitas (DUBEY, 1977). Os bradizoitas sdo morfologicamente semelhantes
a0s taquizoitas. A microscopia eletrdnica também sio evidenciadas semelhangas entre
as duas formas. Diferencas antigénicas entre bradizoitas e taquizoitas tém sido
detectadas através de anticorpos fluorescentes (LUNDE & JACOBS, 1983). Anti-
soros contra os bradizoitas reagem especificamente e somente contra eles mesmo,
a0 passo que 0s antl-soros anti-taquizoitas reagem contra as duas formas evolutivas
(taquizoitas em bradizoitas). Por outro lado, a adsor¢do desses tiltimos anti-soros com
0s taquizoitas, removem as reagdes positivas contra eles proprios, sugerindo que
existem nitidas diferengas antigénicas entre bradizoitas ¢ taquizoitas do Toxoplasma
in vitro. Existem ainda similaridades antigénicas entre 7. gondii ¢ outros coceidios,

tats come H. hammondi Frenkel & Dubey, 1974 (ARAUIO ez alii, 1984),



11

Os oocistos ndo esporulados sdo subesféricos a esféricos e medem cerca
de 10x 12 pm, e quando esporulados sdio subesféricos a elipsoidais medindo cerca de
1L x 12,5 pm (DUBEY et alii, 1970a; DUBEY & FRENKEL., 1976). Os espoarocistos
sdo elipsordais, medindo cerca de 6 x 8,5 pm e os esporozoitas s#o atongados,

medindo cerca de 2 x 8 pm quando livres (DUBEY et alii, 1970a).

2.3. Patogenicidade do Toxeplasma gondii

BEVERLEY (1976) relatou que a maioria das cepas do 7. gondii que
ocorre na natureza € de baixa viruléncia, pois se encista e freqiientemente ndo mata o
animal.

Estudos sobre a patogenicidade de cepas de Toxoplasma tém sido
realizados em camundongos (DUBEY & FRENKEL.1973; DUBEY,1980). Algumas
cepas sdo fatais, mesmo em baixas doses, para camundongos, enquanto outras nio
causam doenga aparente (BEVERLEY, 1976). Utilizando-se cepas virulentas
facilmente obtém-se traquizoitas em camundongos, 0 que nio ocorre com cepas
avirulentas, as quais crescem lentamente, formando usualmente cistos cerebrais
(DUBEY, 1977).

Em animais inoculados experimentalmente (STRANNEGARD, 1967:
TOS-LUTY, 1980a,b; UGA et alii, 1980) ou mesmao a infec¢do natural em primatas

n3o humanos (ARAUJO et afii, 1973; NERY - GUIMARAES & FRANKEL,
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1971a,b) demonstram a difusdo do parasitismo nesses animais, quando infectados
com T. gondii.

Além da infecgéio adquirida do 7. gondii por animais (FRENKEL, 1986;
McCOLM et alii, 1981) domésticos e silvestres, existe a possibilidade de trasmissdo
cOngenita com passagem de taquizoitas pela placenta e infecgdo do concepto
(BEVERLEY, 1976). Com isse pode ocorrer abortos precoces (DUBEY et afii, 1980:
DUBEY,1981a,c)

A toxoplasmose tem assumido importincia para individuos que
necessitem de transplante de orgios ou de medula 6ssea, quando submetidos a
imunossupressdo com medicamentos; ou que tenham imunodeficiéneia adquirida
como por exemplo AIDS (Sindrome de imunodeficiéncia adquirida). Existindo ainda
a possibilidade de recrudescéncia de uma infeccio latente, com ruptura de cistos; se a
nivel cercbral (FRENKEL & ESCAJADILLO, 1987, FRENKEL, 1988), podera
determinar um quadro de encefalite toxoplasmica, podendo ser fatal (AMBROISE-

THOMAS & PELLOUX, 1993),

2.6. Toxoplasmose em aves

A primeira descrigio de toxoplasmose clinica em aves, no Brasil,

foi feita por NOBREGA e afii (1955), que relataram uma epizootia num lote de 600
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frangos, com dois a trés meses de idade, cujo indice de mortalidade atingiu 50%. O
quadro clinico observado foi considerado semelhante a0 observado para
“coccidiose”. O figado e o bago apresentavam-se com volumes aumentado e focos
necrdticos quando avaliados macroscopicamente. O coragfo estava palido, com
nodulos branco-amarelados e o pulmio, com 4reas congestas. A presenga do parasito
fot constatada no pulméo, figado ¢ bago ao exame histolégico. 7. gondii foi isolado
dos orgdos citados anteriomente ¢ também do cérebro. A cepa isolada de 76,6% dos
animais, doentes ¢ clinicamente sadios ndo foi capaz de provocar sintomatologia em
aves infectadas experimentalmente com taquizoitas por via oral. PEIXOTO (1990)
isolou o T. gondii em 30% de galinhas de fundo de quintal examinadas no Distrito de
Seropédica em Itaguai, Rio de Janeiro.

A mporténcia epidemioldgica das aves que vivem préximo as
habitagdes humanas tém sido motivo de avaliagfio por ter hébitos de se alimentarem
de grios e insetos espalthados nos quintais; onde, muitas vezes gatos enterram sua
fezes positivas para oocistos de 7. gondii. Sendo assim, aves de fundo de quintal
podem ser apontadas como fonte de infecgfio do 7. gondii, apesar de se manterem
clinicamente saudaveis (FOSTER e afii, 1969; PEIXOTO & LOPES, 1995).

Desta maneira, foram observadas infeccio do parasita em aves
silvestres como pombos (JACOBS ef alii, 1952), corujas (KIRKIPATRICK ef alii,

1990; DUBEY et alii, 1992), picitacidios (HOWERTH ef alii, 1991), pinguim
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(MASON er alii, 1991), codornas (DUBEY et alii, 1993), echidnias (DUBEY &
HARTLEY, 1993), perus (LINDSAY ef alii, 1994) e perdizes silvestres {(DUBEY et
alii, 1995), e em aves ornamentais (VICKERS ez alii, 1992).

A partir do momento que se tem conhecimento da importincia do
processo de disseminacéio deste parasito, poucos estudos tém sido observados sobre a
presenga de 7. gondii em aves no Brasil, que sdo utilizadas na alimentacdo de animais
¢ do homem. Além dos trabalhos feitos no exterior em galinhas (DUBEY et alii,

1993), perus (DUBEY et alii, 1993) e faizbes (DUBEY et alii, 1994).



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Obtenciio dos animais

3.1.1, Origem das aves

Onze galinhas (Gallus gallus domesticus) criadas em condig¢des naturais

foram obtidas no Municipio de Seropédica, localizado na Microrregifio Fluminense do

Grande Rio (FIBGE, 1985). As aves foram adquiridas aleatoriamente e de diversos

proprietarios.

3.1.2. Origem dos camundongos

Foram utilizados camundongos (Mus musculus) albinos fémeas jovens

pesando 20 + 2 g Esses animais eram de procedéncia do Biotéria Central do Instituto
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Oswaldo Cruz da Fundagdo Instituto Oswaldo Cruz (FIOCRUZ, RJ). Os trabalhos de
isolamento e caracterizagdo morfologica do T gondii em camundongos foram
realizados no Setor de Imunologia do Projeto Sanidade Animal (EMBRAPA/
UFRRY), Km 7 da BR-465, Seropédica, Rio de Janeiro. Os animais forant

acondicionados em caixas plasticas com agua e racdo’ ad libitum.

3.2, Necropsia das aves - coleta ¢ processamento de 6rgiios para o isolamento do

Toxoplasma gondii

Apos a necropsia das aves, foram coletados fragmentos de cérebro e
coracdo. Posteriormente, cada fragmento de drgdo foi isoladamente triturado em gral
¢ pistilo estereis, homogeneizados em 10 ml de solugdo salina a 0,9%7 e filtrados
através de gaze estéril de 4 camadas. A esse material foram adicionadas 100UI de

penicilina G potassica e 100 pg de estreptomicina.

3.3. Inoculacio em camundongos

A suspensdo de fragmentos de orgdos foi inoculada subcutinea e

intraperitonealmente em camundongos. Para cada suspensio de 6rgdos, foram

! Labina-Purina, Sio Paulo.
? Solugdo de Cloreto de Sodio a 0,9 %, Darrow Laboratérios.
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utilizados cinco camundongos por cada via de inoculagio acima citadas, sendo que
cada animal recebeu 1 mi por inéculo. De cada grupo de vinte camundongos
inoculados, correspondente a uma galinha, cinco outros foram separados para

controle.

3.3.1. Pesquisa do Toxoplasma gondii nos camundongos inoculados
subcutaneamente com fragmentos de cérebro e coracio das

galinhas

Cada animal foi observado diariamente apés inoculagio (DAI),
anotando-se as alteragdes eventuatmente observadas durante o periodo de mfeccdo.
Neste periodo alguns animais morreram e aqueles que apresentaram sinais de
infeccio foram anestesiados e sacrificados em camara saturada em éter. O sangue
destes animais foi coletado por pungdo cardiaca para Teste de Imunofluorencéncia
Indireta (TIFI). Foram realizadas nccropsias para pesquisa do protozodrio. Para
pesquisa de cistos de 7. gondii foram feitos exames a fresco de fragmentos de cérebro
comprimidos entre limina ¢ laminula e esfregagos . Para observagdes de taguizoitas
foram feitas impressdes de figado, bago, pulmdes, rins e coragdio, as quais foram secas
a0 ar, fixadas em metanol por 3 minutos ¢ coradas pelo Giemsa na propor¢io de 1:3

por 30 minutos. Foram coletados fragmentos de cérebro dos animais, fixados em
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formalina a 10%, incluidos em parafina, cortados em micrétomo” e corados pela

Avidina - Biotina para observagfo de antigenos do parasita.

3.4. Mensuracio

As mensuragdes de taquizoitas nas impressdes de figado, baco, pulmées,
rins e coragdic foram feitas com auxilio de microscopio éptico Dialux- Leitz 20 EB*

com ocular micrométrica K-15x PZO’.

3.5. Pesquisa do Toxoplasma gondii nos camundongos inoculados
intraperitonealmente com fragmentos de cérebro e coracao de

galinha

Cada animal foi observado diariamente apos inoculagdo (DAID). Os que
apresentaram sinais de infecgfio aparente foram sacrificados, como descrito no item

3.3.1., para retirada do exsudato peritoneal.

? Leitz Wetzlar, Repiiblica Federal da Alemanha,
* Leitz Wetzlar, Republica Federal da Afemanha.
* Republica da Poldnia
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3.5.1. Obtencaio de antigenos do Texoplasma gondii isclados de galinha

Os antigenos foram obtidos do exsudato peritoneal de camundongos
inoculados com amostras de cérebro e coraglio. Ao exsudato peritoneal foi adicionado
um volume duas vezes maior de formol a 2%. O material foi centrifugado a 500 rpm
durante 10 minutos, a fim de que as células do hospedeiro, caso existissem, fossem
separadas do sobrenadante contendo parasitas. O sobrenadante foi centrifugado a
2000 rpm por 10 minutos ¢ o sedimento resuspenso em solugiio de cloreto de sédio a
0,85% e centrifugado a 2000 rpm por 10 minutos. Apés a Gltima centrifugacdo, o
sedimento foi resuspenso em pequena quantidade de solugdo de cloreto de sédio a
0.85%, de forma a originar uma suspensdo com 7x10°® taquizoftas/ml. O antigeno foi,
entdo, colocado em 1dminas® reticuladas especiais para microscopia de fluorescéncia.

As ldminas foram secas 4 temperatura ambiente (SOUZA, 1986).

3.5.2. Obtencdio de antigeno do Toxoplasma gondii da cepa “C”

O antigeno usado da cepa “C” foi de uma amostra de T. gondii isolada

de um caso congénito humano (cepa gentilmente cedida pelo Dr. Wilson Jacinto Silva

de Souza do Departamento de Protozoologia - FIOCRUZ).

% Lamina Perfecta-Extrafina, $&o Paulo.
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3.6. Teste de ununofluorescéncia indireta

Utilizou-se o Teste de Imunofluorescéncia Indireta (TIF1), a fim de se
detectar anticorpes das classes de imunoglobulinas M (IgM) ¢ G (IgG) para
toxoplasmose em camundongos.

O soro, obtido apds centrifugagdo do sangue, foi diluido em solugio
tampdo fosfato (PBS} de Ph 7.2, a partir de 1:16 com diluigdes sucessivas na
razdo 4, ate se obter a negatividade dos soros que se apresentassem positivos.

Os conjugados fluorescentes anti-IgM e anti-IgG de camundongos’,
produzidos em caprinos e ligados ao isottocianato de fluoresceina, foram diluidos em
PBS-Azul de Evans, no momento do uso.

As TIFI IgM e IgG foram observadas ao microscopio dptico (modelo

Axiphot)®, adaptado com luz ultravioleta (Lampada HBO-50WY’,

3.7. Preparaciio das amostras de Toxoplasma gondii isoladas de cérebro

e coracio de galinha e da cepa “C” para microscopia eletrénica

As amostras foram fixadas em formaldeido-glutaraldeido, contendo

CaCl, (KARNOSVSKY, 1963).

7 Biolab, Sao Paulo.
¥ Carl Zeiss, Repiiblica Federal da Alemanha.
¥ Osram, Repiblica Federal da Alemanha.
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3.8. Manutencio do Toxeplasma gondii

No sentido de manter as amostras do 7. gondii isoladas do cérebro e do
coragdo, for feito homogeneizado do cérebro dos camundongos separadamente e
mnoculado por via subcutinea em cinco camundongos e, dessa maneira,

sucessivamente em lotes de camundongos.

3.9. Fotomicrografia

As estruturas identificadas como taquizoitas do 7. gondii foram

fotografadas com o auxilio de microscopio friocular Jenapol'® e equipamento

fotografico modelo m~AKS 24 x 36 /automatic-2'° com filme Kodak 135 mm, 100

ISO.

3.10. Analise estatistica

Para analise estatistica dos resultados utilizou-se o programa Minitab

(SCHAEFER & ANDERSON, 1989).

" Carl Zeiss-Jena, Repiblica Federal da Alemanha,



4. RESULTADOS E DISCUSSAQ

4.1. Isolamento de Toxeplasma gondii

Foi possivel isolar o T. gondii de uma das galinhas em um total de 11
examinadas. Todos os camundongos inoculados com fragmentos de cérebro e coracdo
dessa ave foram positivos. O encontro do 7. gondii, principalmente no cérebro e
coragdo de galinhas foi descrito anteriormente por PEIXOTO (1990).

Toxoplasma gondii isolado da galinha foi fatal para camundongos. A
morte natural dos camundongos ocorreu entre 0 12° ¢ o 15° dia apds inoculagdo (DAD)
subcutinea. DUBEY (1980) considcrou que, em infecgdes experimentais, as cepas
patogénicas matam o camundonge dentro de 15 dias, enquanto que cepas pouco
patogénicas podem determinar a morte dentro de 1 a 2 meses, Geralmente, o tempo de
morte ¢ menor nas inoculagdes intraperitoneais que nas subcutineas FRENKEL

(1973)
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As alteragdes observadas nos camundongos até o 12° DAI foram
caracterizados por perda de peso, inapeténcia, pélos ericados, dificuldades
respiratoria e tique mervoso. Da mesma maneira PEIXOTCO (1990) observou as
mesmas alteragdes quando trabathou com uma amostra que formava cistos em
camundongos, isolada de galinhas na mesma regidio; porém, nfio abservou a presenca
de tique nervoso. Da mesma forma, sinais clinicos semethantes a estes sdo descritos
em camundongos infectados com Neospora caninum (LINDSAY & DUBEY, 1989).

Os pulmdes dos animais inoculados por via subcutdnea eram de aspecto
palido e, ao corte do parénquima, observou-se a saida de uma grande quantidade de
muco pelas narinas. O figado, bago e rins tinham manchas brancas de bordos
circunseritos por todo o parénquima. De maneira geral, o figado e o bago estavam
aumentados. FRENKEL (1973} descreveu quadro semelhanlte, verificando que, apos
inocula¢do subcutdnea do 7. gondii, o parasito se dissemina, atingindo os pulmdes,
resultando em pneumonia significativa e finalmente acometendo praticamente todos
os Orgdos, podendo ser fatal.

Com relagéio aos cistos do T. gordii, ndio foram observados no cérebro
desses animais, quando examinados a fresco, bem como nos esfregacgos
corados pelo Giemsa. Ao corte e coloragdo pela Avidina-Biotina (Figura 1) foram
verificados antigenos do parasito no cérebro desses animais. PEIXOTO (1990)

verificou cistos no cérebro da maioria dos camundongos a partir do 13° DAL
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FIGURA 1. Cérebro de camundongo infectado com taquizoitas de Toxoplasma
gondii. (=) Reagdo a presenga de antigeno de T. gondii. Avidina-

Biotina (-— = 10 um).
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DUBEY & FRENKEL (1973), utilizando a cepa M7741, encontraram cistos no
cérebro do camundongos, principalmente durante a 3* semana de infecgéio; ja com a
cepa GT-1, DUBEY (1980) observou que a maioria dos camundongos morreu antes
que os cistos pudessem ser encontrados no cérebro e, mesmo naqueles camundongos
que morreram entre o 21° ¢ 30° DAL, ndo foram observados cistos no cérebro.

Nas passagens subcuténeas realizadas em camundongos, a partir do
isolamento de cérebro e coragdo de galinha, verificou-se uma diminui¢o na média
dos dias de morte, de 15 dias na primeira passagem para 8-6 dias na quinta passagem.
Do mesmo modo, nas inoculagdes intraperitoneais, houve diminuigdio de 8 dias na
primeira passagem para 3-2 dias nas subseqiientes. Tal diminuigio também foi
observada por PEIXOTO (1990) em inoculagdo subcutdnea, verificando a variagdo de
18 dias e 10-8 dias, consecutivamente. DUBEY (1977) afirmou que a viruléncia de
uma determinada cepa de 7. gondii pode ser aumentada por repetidas passagens em

camundongos.

4.2. Caracterizac¢io das formas de Toxoplasma gondii

4.2.1, Formas Extra-Intestinais

Os taquizoitas observados nas impressdes de orgdos (figado, baco,

pulmdes, rins e coragio) de camundongos foram caracterizados como pleomorficos,
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aparecendo com as seguintes formas: finas, largas e extralargas. As formas finas
(Figura 2A), foram encontradas predominantemente nos pulmdes, sendo as mais
freqiientes neste orgdo e apresentavam niicleo bem visivel na extremidade anterior do
parasita. Tanto nos pulmdes quanto nos demais 6rgdos foram observados taquizoitas
dentro e fora de macrofagos.

Os macrofagos, na sua maioria, apresentavam-sec rompidos, pelo
grande numero de parasitas no seu interior. Varias formas largas (Figura 2B) com
nucleo no tergo posterior e central, apresentaram-se com formacdo em “rosetas”
(Figura 2C).

Em todos os 6rgéos que ndo os pulmdes predominaram formas largas. Ja
as extralargas apareceram em menor quantidade, com nicleo terminal e, as vezes,
central, bem como citoplasma pouco corado ao Giemsa. Quando dentro de
macrofagos, estas se apresentavam em pequenos nlmeros €, por vezes, foram
encontrados macrofagos com dois taquizoftas dentro de um vacuolo parasitoforo
(Figura 2DE). Formas semclhantes foram encontradas por OVERDULVE

(1978a,b) em células epiteliais do intestino delgado de gatos.



FIGURA 2. Taquizoitas de Toxoplasma gondii: A. formas finas ( » ) e em
divisdo (=-m-); B. largas ( » ) ¢ extralarga (==m); C. largas em
rosetas; D. extralargas no citoplasma de macréfago e E. extralargas
num processo de invasdo (=-a-) e proliferacio ( » ). Giemsa

(— =10 um).
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4.2.2. Morfométrica

Das formas observadas nos esfregagos oriundos de cérebro e de
coragiio tiveram acentuado pleomorfismo, onde suas modificagdes puderam ser
observadas tanto a nivel de isolamento quanto na 52 passagem em camundongos
albinos.

As formas oriundas de cérebro foram pleomorficas, caracterizando-se
por finas, largas e extralargas. Nas formas finas (Tabela 1), variagdes podem ser
vistas, muitas delas significativas quando se comparou a procedéncia, se do
isolamento ou da 5° passagem. Tais observages também séo validas para as formas
largas (Tabela 2) e para as extralargas (Tabela 3). Estas, j& mencionadas
anteriormente, ndo foram observadas nos pulmdes.

Os zoitas obtidos no isolamento do coragdo de galinha tiveram medidas
semelhantes as observadas para os isolados de cérebro. Diferencas significativas
foram observadas quando se comparou as formas finas (Tabela 4), obtidas em
diversos 6rgdos entre os periodos 1solamento e a 5% passagem. Mesma situagfo foi
observada para zoitas largos (Tabela 5) e os extralargos (Tabela 6).

Na literatura consultada nio encantrou-se descricio de variaglo
morfométrica de taquizoitas em fungdo de Orgdos parasitados no hospedeiro

intermediario.
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TABELA 1. Aspectos comparativos das medidas de zoitas de uma amostra do

Toxoplasma gondii inoculados por via subcutdnea em camundongos

albinos, isolada do cérebro de galinha naturalmente infectada.

Finos (um)*
Orggios Isolamento 5 passagem
DM dm DM dm
Figado 561£060° 1,55+035(19) 5,51 +0,59¢ 1,58 + 0,29 (17)*
Bago 568065  1,641030(12) 553056 1,48+0,29 (10)°
Pulmées 550+ 0,54" 1,40+ 0,28 (20)° 534+0,62° 1.48+0.34(20)°
Rins 586+078"  145+036(22)" 546+0,61°  1,56+0,30(24)"
Coragio 599+0,60" 1,69+023(11° 549+ 0,54 1.52+035(11)°

* Didmetro maior (DM) e menor (dm),

® P <0,005.

¢ Numero de parasito medido entre parénteses.

¢ Nio significativo.
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TABELA 2. Aspectos comparativos das medidas de zoitas de uma amostra do

Toxoplasma gondii inoculados por via subcutfinea em camundongos

albinos, isolada do cérebro de galinha naturalmente infectada.

’ Largos (um)*
Orgéios [solamento 5% passagem
DM dm DM dm

Figado 5,79+ 0,61 249+ 0,26 (19)% 571=051"  2,50+0,28 (17)
Bago 5,71+ 0,62° 24101812y 5650607  242+021(10)
Pulmées 557+0,54° 2,45 028 (20 567+051° 242 +0.729(20)
Rins 549+ 0490 247028 (22 560=0,60° 2,40+ 0,30 (24)°
Coragdo 591+0,74" 258+025(11) 549+024" 240024 (11)

* Didmetro maior (DM) e menor (dm).

Y P < 0,005.

© Namero de parasito medido entre parénteses.

4 Nio significativo,
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TABELA 3. Aspectos comparativos das medidas de zoitas de uma amostra do

Toxoplasma gondii inoculados por via subcutdnea em camundongos

albinos, isolada do cérebro de galinha naturalmente infectada.

Extralargos (um)*

Orgéos Isolamento 5° passagem

DM dm DM dm
Figado 6,47+ 037" 377048 (19" 6.38+045"  355+048(17)
Bago 6,38+ 0,34  3,67=0,43(12)° 6,45+ 0380 347+0.32(10)
Pulmdes n.o. n.o. 1.0 n.o.
Rins 6,45+ 0,37° 3521041 (22)° 6,31 +0,36° 3,54+ 0,37 (24)°
Coragio 6,45+ 0,40° 398048 (11)° 6,31 +0,30° 330027011

* Difmetro maior (DM} e menor (dm).

Y P <0,005.

‘ Namero de parasito medido entre parénteses.

4 N3io significativo.
n.0. = ndo cbservado.
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TABELA 4. Aspectos comparativos das medidas de zoitas de uma amostra do
Toxoplasma gondii inoculados por via subcutinea em camundongos
albinos, isolada do coragio de galinha naturalmente infectada.

' Finos (um)”
Orgdos Isolarmento 5" passagem
: DM dm DM dm

Figado 5,74 £0,64°  1,55+032(13)® 5,60 + 0,65° 1,74 £ 0,25 (11)°

Bago 553£0,69°  1,75:0,17 (1) 5,49 +0,23¢ 1,77+ 0,20 (8)"

Pulmdes 580081  1,514034 200 5,51+037° 1,52+ 0,36 (20)°

Rins 551074 1,55+ 0,34 (16)° 581+0,75" 1,50 £ 0,32 (19)°

Coragio 583+0,85"  1,55+0,32(13)° 5,56+ 022 1,64 0,33 (8)°

* Didgmetro maior (DM) e menor (dm).

" P <0005,

¢ Namero de parasito medido entre parénteses.
INo significativo.
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TABELA 5. Aspectos comparativos das medidas de zoitas de uma amostra do

Toxoplasma gondii inoculados por via subcutdnea em camundongos

albinos, isolada do coragdo de galinha naturalmente infectada.

Largos (um)*
Orggos [solamento 5° passagem
DM dm DM dm
Figado 6,00 £ 0,81° 2,39 024 (13) 562+0,82°  2,38x0,28(11)°
Bago 575+0,66° 2,40 %025 () 5,83 +0,71¢ 2,38 +0,27 (8)°
Pulmbes 574+0,50° 2,49+ 030 (20)° 553=029°  252+027 (200
Rins 520+0,34° 2,48+ 0,29(l6)° 571=0,53° 2,53=0,27 (19)°
Coragio 5,66+0,27°  248+0,29(13)° 582+0,62°  2,44+032 (8)

* Didmetro maior (DM) e menor (dm).
® P< 0,005,

* Nimero de parasito medido entre parénteses.
4 Nao significativo.
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TABELA 6. Aspectos comparativos das medidas de zoitas de uma amostra do

Toxoplasma gondii inoculados por via subcutdnea em camundongos

albinos, isolada do coragio de galinha naturalmente infectada.

Orgiios

Extralargos (um)®

Isolamento 5" passagem
DM dm DM dm
Figado 6424039  3,61=0,38(13)% 0,36+0,33"  370:043(11)°
Bago 6,27+ 0,387 348028 (7)° 6,36 +0,447 3501034 (3
Pulmdes n.o. n.o. 1.0 n.o.
Rins 6,38 £036'  3,61+0,49(16)° 6,37+0,35'  35320.40(19)°
Coragéio 6,46+ 0,31  3,41=0,25(13)° 6,39+042" 34310728 (8)°

¥ Didgmetro maior (DM) e menor (dm).
*P <0,005.

* Numero de parasito medido entre parénteses.
“ Nio significativo.
1.0. = néio observado.
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As observagées mencionadas acima, embora nio fossem relatadas
por FRENKEL (1971). DUBEY (1977), PEIXOTO (1990) ou mesmo por
SCHOLTYSECK & PIEKARSKI (1965) quando estes ultimos utilizaram da
microscopia, eletrdnica estiveram dentro dos limites de variagdes observadas para os

taquizoitas de 7. gondii.

4.2.3. Sorologica

Na tabela 7, observa-se que ndo houve modificagdes no TIFI quando se
compararam os antigenos procedentes de cérebro e coracfio de galinhas naturalmente
infectadas juntos a cepa “C’para 1gM. Porém, quanto 4 1gG das amostras isoladas de
galinha, notou-se uma tendéncia a obter titulos mais elevados do que a cepa “C”, que
e mantida no laboratério em camundongos albinos por mais de 20 anos. FISZMAN
& COUTINHO (1980) usaram quatro cepas do T. gondii, separadamente, em TIFI,
com a finalidade de verificar a influéncia nos titulos de anticorpos séricos humanos.
Uma das amostras, isolada de caso congénito humano, cepa “C”, apresentou uma
tendéncia a obter titulos de IgG, mais elevados do que as outras trés cepas do parasita.
Outro fato importante foi que, nos testes realizados com preparacdes das amostras
1soladas do cérebro e coragdo, os zoitas mostraram-se mais brilhantes em comparacio

com os da cepa “C”, quando utilizados para o TIFI. Sendo assim, o soro dos animais
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TABELA 7. Aspectos sorologicos ao TIFI de amostras isoladas de uma galinha

naturalmente infectada frente a cepa “C” de Toxoplasma gondii

mantida em camundongos albinos.

Soro de Amostras Cepa C
camundongos Cérebro Coragéo igM IeG
IgM IpG [gM IgG
i 1:64 1:256 1:64 1:64 1.64 1:64
2 1:64 1:1024 1:64 1:256 1:64 1:64
3 1:64 1:.256 1:64 1:256 1:64 1:64
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inoculados com material do cérebro € do coragfio reagiram positivamente quando se

utilizou antigeno da cepa “C”, podendo, entio ser afirmado que o parasita isolado da

ave foi 7. gondii.

4.2.4. Microscopia cletronica

Caracteristicas semelhantes observadas 4 microscopia eletronica por
SOUZA (1974) e NICHOLAS & O’CONNOR (1981) quando trabalharam com a
cepa RH, foram encontradas nas amostras isoladas, do coragdo (Figura 3A) e do

cerebro (Figura 3B) e mesmo quando comparadas com a cepa “C” (Figura3Q).

4.3, Distribuicdo dos zoitas de Toxoplasma gondii em 6rgios de camundongos

A distribuigdo de zoitas por d6rgéos de camundongos, observadas nas
amostras do cérebro e coragdio de galinha, mostrou variacoes, apresentando trés
formas caracteristicas. Observam-se, na figura 4, que as formas extralargas de 7.
gondii isoladas de cérebro de galinha apareceram em todos os orgdos examinados,
a excecdo dos pulmbes, onde formas finas apareceram em maior quantidade e,
também, maior nimero de macréfagos. Quandoe observado, o isolamento de coragio,

foi contirmada a presenga uniforme de zoitas largos com predomindncia das formas

finas nos pulmdes (Figura 5). Posto isso, ndio ocorrem modificagdes acentuadas dos



FIGURA 3.

Microscopia eletrdnica de taquizoitas de  Toxoplasma em
macrofagos peritoneais de camundongos albinos: A amostra
procedente de cérebro (- =32900X), condide (c), roptrias (r)
e nucleo (n), B. amostra procedente de coragio (— = 7.300X),
conoide (¢), vacuolo parasitoéforo (v), C. cepa “C” (— = 7.300X),

condide {c) e roptrias (r).
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Distribuigdo de zoitas em drglos de camundongos albinos infectados
experimentalmente com uma amostra de Toxoplasma gondii isolada

de cérebro de galinha naturalmente infectada.



100

80

60

Percentual

FIGURA 5.

40 1

B

40

BiFinos [Cllargos MExtralargos

Figado Bago Pulmdes Rins Coracao

Distribui¢fo de zoftas em drgfos de camundongos albinos infectados
experimentalmente com uma amostra de Toxoplasma gondii isolada

de coragdo de galinha naturalmente infectada.
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tipos de zoitas nos orgdos, sejam eles procedentes do isolado de cérebro ou do
coragio de galinha ¢ inoculados em camundongos albinos

Quando se observa a figura 6, na 5° passagem, com material oriundo do
cerebro de galinha nota-se a predomindncia das formas largas. J4 nos pulmdes ndo se
pode afirmar que as largas, embora aparessem em maior nimero, do que no
isolamento, sejam predominantes, pois as formas finas ainda aparecem em maior
numero. Porém, ao se avaliar os isolados de coragfio, ndo se observou uma variagio
tdo brusca (Figura 7) quanto as observadas anteriormente para as formas isoladas de
cérebro e coragdo e para a 5° passagem dos isolados de coragdo, persistindo, no
entanto, maior numero de formas finas nos pulindes. As formas extralargas, apesar de
serem menos frequentes, foram observadas em maior nimero no figado e rins,
independentemente de serem do isolamento ou da 5° passagem.

Observando-se separadamente cada uma das formas, as finas obtidas no
1solamento  de cérebro preponderaram, quando comparadas com as finas
isoladas do coragio (Figura 8). Da mesma maneira, observa-se que os zoitas
finos localizados no figado do camundongo sio em maior nimero na 5
passagem do material procedente do cérebro de galinha. Em relagio aos do
isolamento do mesmo (Figura 9), nota-se uma certa alternincia, porém a maior
concentragio de formas finas estd nos pulmdes. Tal colocagdo ja foi feita por
PEIXOTO (1990), quando afirmou que formas encontradas nos pulmdes

estdo associadas a uma pneumonia interticial difusa em camundongos albinos
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FIGURA 6. Distribuigdio dc zoitas em 6rgos de camundongos albinos infectados
experimentalmente com uma amostra de Toxoplasma gondii da 5°

passagem de cérebro de galinha naturalmente infectada.
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FIGURA 7. Distribui¢io de zoitas em orgdos de camundongos albinos infectados
experimentalmente com uma amostra de Zoxoplasma gondii da 5°

passagem de coracéo de galinha naturalmente infectada.
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FIGURA 8. Distribuiggio de zoitas finos de Toxoplasma gondii isolados de cérebro

¢ coragdo de galinha naturalmente infectada em ¢rghos de

camundongos albinos infectados experimentalmente.
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FIGURA9. Distribuigdo de zoitas finos de Toxoplasma gondii da 5° passagem de

cérebro e coragdio de galinha naturalmente infectada em 6rgfios de

camundongos albinos infectados experimentalmente.
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noculados com uma amostra de 7. gondii também isolada de galinhas naturalmente
infectadas.

As formas largas tiveram menor concentragdio nos pulmdes,
independentemente do 6rgdo de origem do parasita, se o cérebro ou o coragéo.
Todavia, foram bem expresivas nos demais orgios examinados, embora elas tenham
s¢ alternado quando se levou em consideragdo os érgios examinados, a origem dos
isolados e o tempo de inoculagdo (Figura 10 e 11).

Nas figuras 12 e 13 observa-se a maior concentragdo de formas

extralargas nos rins € no figado, a qual aumentou ao longo das passagens.

4.4. Distribuicio de macréfagos com zoftas de Toxoplasma gondii

A distribuigdio de macrofagos positivos por drgidos de camundongos
mostrou variagdo quanto a origem da amostra, se cérebro ou coragdo, como também
do periodo de infecgdo. No isolamento ¢ na 5* passagem de coracdo os Orgéos
apresentaram maior percentagem de positividade quando comparados com isolamento
¢ 5 passagem de cérebro, com exce¢lo dos pulmdes, que apresentaram 28% no
isolamento de cérebro € o coragdo de camundongos, que apresentou  29% no
material procedente de cérebro de galinha da 5? passagem. A maior positividade foi
zncontrada no bago, tanto para o isolamento (43%), quanto para a 5° passagem (45%)

o material do corag3o de galinha (Figuras 14 ¢ 15).
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FIGURA 10.
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Distribuigdo de zoitas largos de Toxoplasma gondii isolados de
cérebro e coragio de galinha naturalmente infectada em Orgios de

camundongos albinos infectados experimentalmente.
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FIGURA 11. Distribuigdo de zoitas largos de Toxoplasma gondii da 5* passagem

de cérebro e coragfio de galinha naturalmente infectada em drgfos de

camundongos albinos infectados experimentalmente.
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FIGURA 12. Distribui¢io de zoitas extralargos de Toxoplasma gondii isolados de
cérebro e coragdo de galinha naturalmente infectada em orgios de

camundongos albinos infectados experimentalmente.
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FIGURA 13. Distribuigio de zoitas extralargos de Toxoplasma gondii da 5°
passagem de cérebro e coragBo de galinha naturalmente infectada em

drgéos de camundongos albinos infectados experimentalmente.
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FIGURA 14. Distribuigio de macréfagos com zoitas de uma amostra de
Toxaplasma gondii 1solada de cérebro e coragio de galinha

naturalmente infectada em Orgdos de camundongos albinos

infectados experimentalmente.
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FIGURA 15. DistribuicBo de macréfagos com zoitas de uma amostra de

Toxoplasma gondii da 5* passagem de cérebro ¢ coracdo de galinha
g g g

naturalmente infectada em odrgdos de camundongos albinos

infectados experimentalmente.



5. CONCLUSOES

I. Os taquizoitas de amostras de 7. gondii isoladas de galinha
naturalmente infectada, cstudados neste trabalho foram caracterizados como formas
extra-intestinas de 7. gondii. A afirmativa foi tomada com base no desenvolvimento
biologico, presenga de complexo apical e roptrias observadas 4 Microscopia
Eletronica, pela reagio da Avidina-Biotina ¢ pela Técnica de Imunofluoréncia

Indireta.

2. Dos taquizoitas estudados foram identificadas trés formas distintas
caracterizadas por zoitas finos, largos e extralargos. Verificou-se que estas formas
variaram de acordo com o 6rgdo parasitado, sendo que nos pulmées n3o foram
observados zoitas extralargos, s¢ja para o material procedente de cérebro, bem como

para os de coragio, predominando neste 6rgio as formas finas.

3. As variagdes observadas nas medidas dos didmetros maior € menor

das formas finas, largas ¢ extralargas foram significantes ao se comparar com 0s



54

zoitas obtidos no isolamento e os da 5* passagem, demonstrando que, com as
passagens as formas também se modificam, caracterizando, com isso, o seu

pleomorfismo.
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APENDICE 1.

AVALIACAO DA SOBREVIVENCIA DE CAMUNDONGOS SINGENICOS,
INOCULADOS COM TAQUIZOITAS DO TOXOPLASMA GONDII NICOLLE &

MANCEAUKX, 1909 (APICOMPLEXA: TOXOPLASMATINAE)

SIMONI MACHADO DE MEDEIROS!

WILSON JACINTO SILVA DE SOUZA?

ABSTRACT: MEDEIROS, S.M. de & W.J.S, de SOUZA. 199 . Survival avaluation
of syngenic mice inoculated with taquizoites of Toxoplasma gondii Nicolle &
Manceaux, 1909 (Apicomplexa: Toxoplasmatinae). Rev. Univ. Rural - Sér. Ciénc. da
Vida, _ (_):__-__. Mice C57BL/10 and DBA/2 of both sexes were infected with 10°
and 10° Toxoplasma gondii taquizoites. This parasite was isolated from congenital
human toxoplasmosis, and mantained in swiss mice, using intraperitoneal routc since
1974, Male and female mice (C57BL/10 and DBA/2), were inoculated intraperitoneal
(IP), intramuscular (IM), and subcutaneous (SC) routes with this coccidian

parasite.

'Curso de Pés-Graduagiio em Medicina Veterinaria - Parasitologia Velerinaria, Universi-
dade Federal Rural do Rio de Janeiro, km 47 Antiga Rod. Rio-S Paulo, Seropédica,
ltaguai, RJ, CEP 23851-970; *Instituto Oswaldo Cruz - FIOCRUZ - Dept. Protozoologia,
Av, Brasil, 4365 - Manguinhos-RJ, CEP 21045-900.
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Survival times after infection with 10° taquizoites were shorter in IP route in both
strains of mice than others two ones. Male DBA/2 survivied longer than other groups of

mice until 11 days after inocutation principally for SC routes.

KEY-WORDS: Toxoplasmosis - taquizoites - Coccidia - parasite - protozoan.

INTRODUCAO

O loxoplasma gondii Nicolle & Manceaux, 1909 ¢ capaz de infectar mamiferos e
aves (FAYER, 1981; FRENKEL, 1985; DUBEY, 1986).

A toxoplasmose pode ser dividida em: adquirida e congénita (PESSOA &
MARTINS, 1982; REY, 1991). A chamada toxoplasmose adquirida ocorre por via oral,
atraveés da ingestdo de came crua ou mal cozida (camivorismo) contendo cistos com
bradizoitas vidveis e/ou por intermédio de agua ou alimentos cruz contaminados com
oocistos esporulados no solo, procedentes das fezes de felideos, especialmente, o gato
doméstico (FRENKEL, 1985, DUBEY, 1986).

A toxoplasmose congénita ocorre em uma primo-infecgdo de fémeas gravidas, tanto
em humanos quanto em suinos, ovinos e caprinos. Por outro lado, fémeas de
camundongos cronicamente infectadas (cistos com bradizoitas) podem transmitir o
parasito (taquizoitas), por via transplancentdria, em pelo menos cinco geracdes
subsequentes (BEVERLEY, 1959). Contudo, recentemente, foi verificado que
camundongos singénicos (BALB/c) comportam-se como os humanos, suinos, ovinos e
caprinos, isto ¢, caso as fémeas tenham se infectado com o 7. gondi antes da gravidez,

mesmo que sejam re-infectadas, s#io consideradas resistentes, e ndio transmitem o
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protozoario a sua prole. Se por outro lado, fémeas gravidas nfio imunes sdo inoculadas,
por exemplo, no 12° dia gestacional, ocorre a transmissdo vertical do coccidio
(ROBERTS & ALEXANDER, 1992).

Também tem-s¢ realizado estudos sobre a toxoplasmose adquirida
experimentalmente em camundongos, relativos a amostras do parasito, consideradas
algumas delas como avirulentas e, outras, como virulentas, enfocando-se aspectos
histopatologicos, principalmente a niveis cerebral e ocular dos murinos (DUTTON ef
al., 1986a;, DUTTON et al., 1986b).

No presente trabalho, foram feitas inoculagdes de 10° e 10° taquizoitas do 7. gondii -
amostra considerada como virulenta, no sentido de avaliar-se a sobrevivéncia de duas

linhagens de camundongos singénicos (C57 BL/10 e DBA/2), correlacionadas entre si,

bem como avaliar-se a dose infectante e vias de inoculagiio do parasito.

MATERIAL E METODOS

Grupos de camundongos inbred (CS7BL/10 e DBA/2), de ambos os sexos, pesando
20+ 2 g, foram inoculados com 10° e 10° taquizoitas do 7. gondii. A amostra do parasito
fot isolada em 1974, a partir de um caso humano congénito ¢ mantida por inoculages
intraperitoneais em camundongos albinos fémeas de 20 + 2 g de peso corporal. As vias
de inoculagBo do parasita nos camundongos singénicos foram as intraperitoneais (IP),
intramuscular (IM) e subcutdnea (SC). Os murinos foram mantidos a temperatura
ambiente, em grupo de 6 animais por gaiola-plastica, contendo vermiculita (isolante

termo-acistico), ragdo propria (CR1-Nuvilar) e 4pua potavel em bebedouros.
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O preparo dos taquizoitas do 7. gondii foi feito de modo asséptico, a fim de obter-se
10* e 10° parasitos em 0,1 ml para indculo por cada uma das vias utilizadas (IP, IM ou
SC), tendo sido adicionado antibioticos (100 UI de penicilina G potdssica e 100 pg de
estreptomicing).

Tanto os machos e fémeas de C57BL/10, quanto os de DBA/2, foram inoculados com
10* e 10° taquizoitas do 7. gondii a0 mesmo tempo, tendo sido [eitos trés experimentos

subsequentes.

RESULTADOS

Na tabela 1 s@io apresentados os resultados obtidos de acordo com: as vias de
inoculagdo e doses infectantes dos taquizoitas de T. gondii, assim como os grupos e
sexos dos camundongos singénicos (C57BL/10 e DBA/2), utilizados no presente
trabalho. Nota-se que as fémeas foram mais suscetiveis & infecgdio pelo protozoario do
que os machos € que a via intraperitoneal matou os roedores mais precocemente ao se
comparar esta via com os periodos de sobrevivéncia em dias dos animais inoculados

pelas vias intramuscular e subcutinea.

DISCUSSAQ

Na toxoplasmose murina crénica, fémeas gravidas podem transmitir congenitamente
a infecgdo aos seus conceptos em mais de uma gestagio. Neste caso o0s recém-natos
apresentam-se com comprometimento do sistema nervoso central e globo ocular

(BEVERLEY, 1959; DUTTON er af, 1986a, DUTTON ef ol 1986b). Em outros
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animais, 0s casos de toxoplasmose congénita, assim como os de toxoplasmose adquirida,
muitas vezes se apresentam com necessidade de estudos mais amplos, para um
diagndstico correto.

PETTERSEN (1977), DUTTON er al. (1986a; 1986b) e HAY er al. (1986), ao
estudar o comportamento de amostras do 7. gondii em infecgAo experimental de murinos
e/ou coelhos, observaram que aspectos importantes na geragio do parasita, tais como
amostras avirulentas ou virulentas, podem estar implicados no desenvolvimenta da
patogenia ao hospedeiro. Os animais utilizados, sfio singénicos (C57BL/10 e DBA/?),
sendo que seus haplotipos (TRICHMAN ez al., 1978) sdo referidos como H-2" e H-29,
respectivamente.  Por isto, também usamos animais do sexo masculino e feminino,
inoculados simultaneamente, a fim de verificar s¢ os hormonios sexuais poderiam estar
envolvidos na suscetibilidade ou resisténcia ao parasita. Neste altimo aspecto, os
camundongos DBA/2 machos tiveram sobrevida maior (11 dias) do que os C57BL/10,
quando inoculados por via subcutinea com 10° taquizoitas do 7. gomdii, amostra
considerada como virulenta. Da mesma maneira, os machos de ambas linhagens foram
mais resistentes do que as fémeas.

Em rela¢do 4 via de inoculagdo, observamos que a intraperitoneal matou os roedores

mais rapidamente, seguida da via intramuscular e, finalmente, a subcutinea, quando

inoculados com 10° taquizoitas do pratozodrio.
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TABELA 1. Sobrevida em dias de camundongos singénicos inoculados com

taquizoitas Toxoplasma gondii

C57 BL/10? DBAR?
Via de
inoculagio” 10% 10° 10° 10°
Fem® Masc. Fem. Masc. Fem. Masc. Fem. Masc,
Intraperitoncal 7,0 8,0 50 55 8,0 9,5 6,0 7.0
Intramuscular 7.5 9.5 6,0 7.0 9,0 10,5 7.0 7.5
Subcutdneo 80 10,0 70 80 95 11,0 80 85

" Linhagens utilizadas.

® Numero de 6 animais por tratamento.
“ Dose utilizada,

¢ Feminino (Ferm.) e masculino (Masc.).
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APENDICE 2.

COMUNICAGAO CIENTIFICA

DISTRIBUICAO DQ Toxoplasma gondii NICOLLE & MANCEAUX, 1909
(APICOMPLEXA: TOXOPLASMATINAE) EM ORGAOS DE CAMUNDONGOS
ALBINOS INOCULADOS COM UMA AMOSTRA ACISTOGENICA: DADOS

PRELIMINARES

(Distribution of acystogenic Toxoplasma gondii Nicolle & Manceaux, 1909

(Apicomplexa: Toxoplasmatinae) in organs of albino mice: preliminary data)
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Resumo

Vinte camundongos albinos fémeas foram inoculados por via sub-cutinea com 10°
taquizoitas de foxoplasma gondii. 40 outros animais foram usados como controles, sendo
20 utilizados como controle alimentar ¢ 20 como controle negativo. Taquizoitas foram
observados em um dos animais inoculados aos 5° dias apds infecgdo (DAI)
caracterizando-se com formas finas e pequenas. Do 11° ao 13° DAI, taquizoitas finos ¢
largos foram observados em esfregagos do figado, bago, pulmio, rins e coraglo. Os
animais controles foram assintomaticos e negativos para 7. gondir.

Palavras-chave: Toxoplasma gondii, taquizoitas, camundongos.

O Toxoplasma gondii (Nicolle & Manceaux, 1909) é um parasita heteroxeno. Seu
ciclo de vida completo s6 pode ser realizado no hospedeiro definitive, ou seja, um
felideo. Contudo, varias espécies de animais entre mamifero ¢ aves podem ser
hospedeiros intermediarios (LEVINE, 1977).

A demonstraciio do parasito em tecidos por exames histopatologicos ¢ muito
dificil. Existe atualmente duas técnicas que podem ser usadas; a imunofluorescéncia de
tecido ¢ a peroxidase anti-peroxidase, para demonstragfio de antigenos ou protozoario nas
lesdes teciduais (KANAMURA-KAWADA et al., 1986). Por outro lado pode ser feita a
tentativa de 1solamento do coccidio por inoculagdes subcutaneas de orgdos e tecidos em
camundongos (PEIXOTO, 1990).

Dos vinte camundongos albinos fémeas inoculados com 10’ de taquizoitas por via
subcutdnea e apos necropsia observou-se que nio houve infecgdo desses animais nos dias
1, 3 e 7 apés inoculagio (DAI). Formas finas e pequenas do parasita foram encontradas

em um dos camundongos no 5° DAL Nos 11°, 12° ¢ 13° DAI foram necropsiados 2, 1 e 3
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ammais respectivamente, que apresentavam-se apaticos, com pélos iricados e dificuldade
respiratoria e foram encontradas formas finas e largas nos érgfos: figado, bago, pulmdes,
rins ¢ coragdo (Tabela 1). Verificou-se também que embora o peso vivo desses animais
ndo tenha se alterado, em relagio & pesagem das carcagas houve redugio, enquanto que
as visceras apresentavam-se mais pesadas quando comparadas aos grupos controtes. Nio
s¢ observou formas do parasita em esfregagos do cérebro dos animais infectados.

Quanto aos grupos controles negativo ¢ alimentar nenhuma das laminas examinadas foi

positiva.

Summary

Distribution of acystogenic Toxoplasma gondii Nicolle & Manceaux, 1909

(Apicomplexa: Toxoplasmatinae) in organs of albino mice: preliminary data

Twenty female albino mice were each inoculated subcutaneously wich 10°
Toxoplasma gondii tachizoites. Fourty mice used as controls, been twenty were used as
per fed animals and twenty were negative controls. Tachizoites were observed in one of
the inoculated animals at 5 days after infection (DAI) and they were characterized by
slender and small forms. At 11 to 13 DAI, slender and wide tachizoites were observed in
tissues smears of the liver, spleen, lungs, kidneys, and heart. The control animals
remained asymptomatic and negative for 7. gondii

Key words: Toxoplasma gondii, tachizoites, mice.
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Tabela 1 - Percentagem de taquizoitas de Toxoplasma gondii observados em orpos

dos camundongos.

Orgiios * Formas (%)

Finas Largas
Figado 26 74
Bago 38 62
Pulmdges 47 53
Rins 52 48
Coragio 50 50

* Mensurados 100 taquizoitas por 6rgdo parasitado.
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APENDICE 3.

PLEOMORFISMO DE UMA AMOSTRA ACISTOGENICA DE Toxoplasma gondii
NICOLLE & MANCEAUX, 1909 (APICOMPLEXA: TOXOPLASMATINAFE)

ISOLADA DE UMA GALINHA NATURALMENTE INFECTADA!

PLEOMORPHISM OF AN ACYSTOGENIC Toxoplasma gondii NICOLLE &
MANCEAUX, 1909 (APICOMPLEXA: TOXOPLASMATINAE) ISOCLATED FROM A
CHICKEN INFECTEDED NATURALLY

Simoni Machado de Medeiros®

Carlos Wilson Gomes Lopes’

RESUMO - Amostras de cérebro e cora¢do de galinhas, foram inoculadas
intraperitonealmente em camundongos albinos fémeas. Das 11 galinhas examinadas, uma
foi positiva para Texeplasma gondii. Taquizoitas foram observados no figado, bago,
coragdo, pulmdes ¢ rins independente da origem do indculo, cérebro ou coragido. Estes
zoitas foram caracterizados como pleomérficos, onde as formas extra-largas mediram
7,06 + 0,06 por 3,38 + 0,38 um e foram encontrados com maior freqiiéncia no figado e

rins das amostras de cérebro do que nas do coragio.

' Trabalho realizado sob auspicio do CNPg.
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do Rio de Janeiro (UFBRY), Seropédica, RJ.
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PALAVRAS-CHAVE - Pleomorfismo, Taquizaitas, Toxoplasma gondii,

Camundongos albinos, Galinhas.

SUMMARY - Samples of brain and heart of chickens were  inoculated
intraperitoneally into females albino mice. Of 11 chickens examined, one was positive
for Toxoplasma gondii. Tachizoites were observed in smears of liver, spleen, heart, lungs
and kidneys, independent of the origen of the isolates as brain or heart. These zoites
were characterized as pleomorphic, where the extra-large forms measured 7.06 + 0.06 by
3.38 £ 0.38 um, and they were found with more frequency in the liver and kidneys trom

brain isolate than in heart one.

KEY-WORDS - Pleomorphism, Tachizoites, Taxoplasma gondii, Albino

mice, Chickens.

INTRODUCAQ

Toxoplasma gondii (Nicolle & Manceaux, 1909) & um parasito
heteroxeno. Seu cicle biologico completo sé pode ser observado quando o hospedeiro for
um felideo (LEVINE, 1977).

Trés fases evolutivas do parasita podem estar envolvidas na transmissio:
taquizoitas e bradizoitas teciduais c esporozoftas de oocistos esporulados (DUBEY,
1986). Podendo ainda, ser transmitido por via transplacentaria, por ingestio de carne crua

ou mal cozida, por 4gua ou comida contaminadas com oocistos (DUBEY, 1976).
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O isolamento do T. gendii em carne (JACOBS ef al. 1960a,b), geralmente
traz subsidios importantes, em termos epidemioldgicos, porque as formas encistadas s&o
bem mats resistentes do que as chamadas formas proliferativas.

O objetivo deste trabalho foi isolar o T. gondii de galinha naturalmente
infectada e caracterizar uma amostra acistogénica quanto ao pleomorfismo das formas

proliferativas deste protrozoario.

MATERIAL E METODOS

Onze galinhas (Crallus gallus domesiicus) criadas em condigdes naturais
foram obtidas no Municipio de Seropédica, localizado na Microrregido Fluminense do
Grande Rio (FIBGE, 1985).

Dos fragmentos de cérebro e coragdo destas aves, foram isoladamente
triturados em gral e pistilo estéreis, homogeneizados em 10 ml de solugfio salina a 0,9% ¢
filtrados através de gaze estéril de quatro camadas. Aos mesmos foi adicionado 100 Ul
de penicilina G potissica e 100 pg de estreptomicina. A suspensio de cada fragmento foi
inoculada, intraperitonealmente, em camundongos albinos fémeas (Mus musculus). Para
cada suspensdo dos drgdos, foram utilizados cinco camundongos, sendo que cada animal
receben 1 ml por inoculo. Para cada grupo de 10 camundongos inoculados,
correspondente a uma galinha, cinco outros foram separados para controle. Cada animal
foi observado diariamente, e em caso de morte, necropsia ¢ pesquisa do protozodrio
foram realizadas. Para a pesquisa de cistos de 77 gondii foram feitos exames a fresco de

fragmentos de cérebro comprimidos entre 1dmina e laminula e esfregagos fixados com
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alcool metilico por trés minutos e corados pelo Giemsa por 30 minutos. Da mesma forma

para observagio de laquizoitas em impressdes de figado, bago, pulmdcs, coracio e rins.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi possivel isolar o 7. gondii de uma das galinhas de um total de 11 galinhas
examinadas. Todos os camundongos inoculados com o material do cérebro e coragiio
desta ave foram positives. Os sinais clinicos observados até o 8° dia apos inoculagio
(DPT) foram caracterizados por perda de peso, inapeténcia, pelos erigados, abaulamento
abdominal e tique nervoso. PEIXOTO (1990} observou 0s mesmos sinais clinicos quando
trabalhou com uma amostra cistogénica isolada de galinhas na mesma regifio; porém, nio
observou a presenga de tique nervoso. Da mesma forma, sinais clinicos semelhantes a
estes sdo descritos em camundongos infectados com Neospora caninum (LINDSAY &
DUBEY, 1989).

Apds a necropsia dos camundongos inoculados com o material do cérebro
e com o do coraglo das aves, estes foram examinados para evidenciagdo do parasita.
Com excegéo do cérebro todas as impressdes de orgios foram positivas para taquizoitas
de T. gondii. Os taquizoitas observados nas impressdes de orgdos analisados foram
caracterizados como pleomérficos, aparecendo com as seguintes formas: finas, largas e
exira largas (Figura 1). Formas semelhantes foram encontradas por OVERDULVE
(1978a,b) em células entero-epitelial de felinos. Estas caracteristicas modificaram-se a
razdo da origem da amostra; cérebro ou coragio e localizagio, esta Gltima de acordo com
0 Orgdo parasitado. Com a amostra obtida do cérebro, observou-se as seguintes formas,

com suas respectivas medidas ¢ localizagdio (Tabela 1). Da mesma maneira foi observada
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para amostra proveniente do coragdo (Tabela 2). Apesar do pequeno nGmero de
taquizoitas extra-largos, estes foram observados em maior nimero no figado e rins da
amostra do cérebro medindo 3,38 + 0,38 por 7,06 £ 0,6 um. Nao foi encontrado a
microscopia optica, cistos nos esfregagos por esmagamento de cérebro ¢ nem naqueles

corados pelo Giemsa.
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Fig. 1: Toxoplusma gondii. Formas morfologicas observadas em camundongos. (A) finas,

(B) largas ¢ (C) extra-largas. Giemsa (—= 10 um).
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Tabela 1. Valores observados para taquizoitas de Toxoplasma gondi: isolado de cérebro

de galinha naturalmente infectada por via intraperitoneal em camundongos albinos

Taquizoitas (um)®

Finos
Dm® dm® DM dm
Figado 5,600, 66 1,65+0,31 6,00x0,65 2,43+0.27
Baco 5,50+0,58 1,714025 5,8610,58 2424025
Pulmdes 5,68+0,60 1,6140,26 5,7510,66 2,45+0,24
Rins 5,70+0,59 1,62+0.27 5.56+0,48 2,.48+0,29
Coragéio 5,54+0,70 1,7040.25 5,8810.61 2,4010,27

* Valores de 50 taquizoitas por 6rgio parasitado.

® Didmetro maior.
¢ Didmetro menor.
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Tabela 2. Valores observados para taquizoitas de Toxoplasma gondii isolados de

coragdo de galinha naturalmente infectada por via intraperitoneal em camundongos

albinos.
Taquizoitas (um)”*
- Finos _ Largos )
Dm® dm"® DM dm

Figado 5,6440,70 1,7440,23 5,9110,71 2,3520,24
Bago 5,4310,57 1,67+0,26 5,58+0,61 2,4610,28
Puimdes 5,6340,65 1,6740,27 5,80+0.57 2,4610,26
Rins 5,450,53 1,6240,26 5,6340,69 2,4340,29
Coragiio 5,600 66 1,70+0.25 5,640 54 2,4240,26

“Valores de 50 taquizoitas por 6rgfo parasitado.

® Diagmetro maior.
* Didmetro menor





