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RESUMO

A toxoplasmose pode causar lesdes oculars em individuos imunocompetentes e doenga
grave em fetos, pacientes infectados pelo virus HIV e transplantados. O Toxoplasma gondii
tem um ciclo de vida complexo, envolvendo gatos, como hospedeiros definitivos e animais
de sangue quente, como hospedeiros intermediarios. A infecgdo ocorre pela ingestdo de
alimentos e 4gua contaminados com fezes de felinos infectados, leite e queijo contaminado
ou carnes cruas ou mal cozidas. Até o momento, ndo existem vacinas comerciais para o uso
em humanos. Neste trabalho, taquizoitos de 7. gondii cepa RH foram irradiados com 255
Gy e inoculados em camundongos C57Bl/6j (3 doses), em seguida foram desafiados com 1,
5,10, 20 e 25 cistos da cepa ME-49 por via oral. As lesdes e 0 numero de cistos no cérebro
de todos os animais foram analisados, ap6s 4 semanas do desafio. A mortalidade foi de 20%
no grupo controle e inexistente nos animais imunizados. O niimero de cistos encontrados no
grupo controle foi elevado, mas em pequeno niimero nos camundongos imunizados. Os
camundongos imunizados apresentaram pouca patologia cerebral. A radiagdo ionizante ¢
uma importante ferramenta no estudo da toxoplasmose e no desenvolvimento de uma
vacina.

Keywords: Toxoplasma gondii, toxoplasmosis and ionizing radiation.

I. INTRODUCAO O T. gondii apresenta um ciclo complexo, no qual os
felinos sdo os hospedeiros definitivos ¢ os demais animais
de sangue quente, como aves e mamiferos, s3o os
hospedeiros  intermedidrios. O homem adquire a
toxoplasmose pela ingestio de alimentos e dgua

contaminados com oocistos provenientes das fezes de

O Toxoplasma gondii é um protozoario parasita de
importdncia humana e veterinaria. A toxoplasmose apesar
de geralmente ser uma doenca benigna, pode ser uma
importante causa de doenga ocular em individuos

imunocomprometidos e imunocompetentes [1], como vista
na cidade de Erechin, Sul do Brasil, onde a prevaléncia de
lesdes oculares é cerca de 21%[2]. A doenga pode ser
severa, quando ocorrem infec¢des agudas em mulheres
gravidas, sendo o organismo transmitido através da placenta
para o feto (toxoplasmose congénita), podendo causar
lesdes oculares, retardamento mental, hidrocefalia,
calcificagdes intracranianas ou até mesmo levar a morte [3].
Outros grupos gravemente afetados pela doenga sdo os
infectados pelo virus HIV que sofrem principalmente lesdes
cerebrais  (encefalite), os transplantados devido a
imunossupressdo e os portadores de céancer que estdo
submetidos a quimioterapias [4, 5 e 6].

felinos, pela ingestdo de carne crua ou mal cozida contendo
cistos ou pela ingestdo de leite e derivados ndo devidamente
pasteurizados [7, 8].

Até o momento ndo existe nenhuma vacina
comercial para a toxoplasmose humana e somente uma para
uso veterindrio, mas que apresenta baixa eficiéncia [9].
Varios modelos foram desenvolvidos utilizando diferentes
antigenos e esquemas de imunizagdo, mas com resultados
conflitantes. A radiacdo foi utilizada no T. gondii com
dados promissores quando utilizado desafio intraperitoneal,
pois os taquizoitos irradiados mantém 0s processos
metabodlicos e de invasdo, mas perdem a capacidade de se
multiplicarem [10]. Neste trabalho foram irradiados
taquizoitos de T. gondii, seguindo-se imunizagdo grupos de
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camundongos e desafio dos animais com cistos (via oral) da
cepa ME-49 com analise da sobrevida, lesdes cerebrais
quantificagdo do niimero de cistos.

II. MATERIAIS E METODOS

Todos os reagentes utilizados foram de quaiidade
pré-analise, sendo a dgua utilizada purificada em sistema
Milli Q, apresentando resistividade de 18 megaQ.

Parasitas

Foram utilizados taquizoitos de 7. gondii cepa RH
que sdo mantidos rotineiramente no Laboratério de
Protozoologia dos Instituto de Medicina Tropical de Séo
Paulo, através de sucessivas passagens intraperitoneais (i.p.)
em camundongos Swiss. 7. gondii cepa ME-49
(cistogénica), que foi cedida gentilmente pelo Prof. Dr.
Ricardo T. Gazzinelli (UFMG), sendo mantida por
passagens seriais por sonda oral do macerado cerebral em
novos animais.

Camundongos

Camundongos machos isogénicos C57Bl/6j e ndo
isogénicos Swiss obtidos da colonia da Faculdade de
Medicina de Sdo Paulo foram mantidos em gaiolas plésticas
com maravalha de pinho autoclavada, recebendo ragao
comercial e agua ad libitum. A manipulagdo dos animais,
antes e durante os ensaios, foi conduzida de acordo com as
regras de cuidados de animais de laboratério [11] e com os
“Principios de Etica em Experimentagdo Animal” (COBEA
— Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal).

Purificagio dos Parasitas

Os parasitas da cepa RH utilizados foram retirados
por lavagem peritoneal de animais previamente infectados,
com salina ou PBS de maneira estéril, os quais
posteriormente  foram  passados em coluna com
SEPHADEX® G 50-80, hidratada 4 horas do momento de
uso em PBS estéril e montada sobre coluna de
cromatografia com filtro de teflon poroso como meio de
retengde. Apos lavagem da coluna com dois volumes de
PBS estéril, 2 volumes de exsudato peritonial foram
aplicados, seguidos de lavagem com PBS estéril. As fragdes
recolhidas foram reunidas e centrifugadas a 800 g por 10
min a 4° C e posteriormente ressuspendidas em meio de
cultura RPMI 1640. A preparagdo foi observada por
microscopia de contraste de fase para contagem dos
parasitas e de eventuais células contaminantes. Preparagdes
com contaminagdes maiores que 1 célula do hospedeiro
para 100 taquizoitos foram desprezadas.

Irradiagio

As suspensdes de taquizoitos foram mantidas em
banho de gelo e entdo submetidos a irradiagdo na dose de
255 Gy com blindagem de 90%, pela exposi¢do a raios y de
uma fonte Cobalto-60 (GAMMACELL, Atomic Energy of

Canada, Ltd.), de forma homogénea, na presenga de
oxigénio, a uma taxa de dose de 7,91 kGy. Os controles
permaneceram na parte externa da fonte. Apos a irradiagéo,
a viabilidade de todas as amostras foi determinada pelo
corante Azul de Tripano.

Imuniza¢ao dos animais

Grupos de 5 camundongos C57Bl/6j foram
imunizados com trés doses de 1 x 107 taquizoitos irradiados
por camundongo a intervalos de 15 dias cada dose.

Desafio dos animais imunizados

Os grupos de camundongos imunizados com
taquizoitos irradiados a 255 Gy apds 15 dias do (ltimo
inoculo foram desafiados com 1, 5, 10, 20 e 25 cistos da
cepa ME-49 por sonda oral. A mortalidade dos animais foi
acompanhada diariamente. Ap6s 4 semanas do desafio os
camundongos foram sacrificados e o cérebro dos animais
removido e fixado (10% formaldeido/PBS pH 7,2) e
emblocados em parafina. Cortes do cérebro 7 um foram
corados com hematoxilina-eosina (H.E.) e examinados
quanto a presenca de cistos e lesdes em um foto-
microscopio Axiophot. Partes do cérebro fresco foram
homogeneizados em 5 volumes de PBS (mg/ml) e contados
em volume fixo na cimara de Neubauer.

III. RESULTADOS

Viabilidade

A viabilidade dos taquizoitos foi acompanhada
durante o processo de irradiagdo, por meio da afinidade
tintorial pelo Azul de Tripano, dos taquizoitos mortos. Nas
doses de 255 Gy com blindagem de 90%, a proporgdo
corada (morta) foi sempre inferior a 5%. Em cada
preparagao pelo menos 1000 taquizoitos eram analisados.

Mortalidade

Ndo houve mortalidade em nenhum dos grupos de
animais previamente imunizados e desafiados com cistos da
cepa  ME-49. Nos animais dos grupos controle,
camundongos somente desafiados com cistos da cepa ME-
49, a mortalidade de 20% ocorreu somente nos grupos de
animais que receberam 10, 20 e 25 cistos

Anilise histo-patolégica

A histologia dos animais imunizados com taquizoitos
irradiados  apresentou poucas patologias cerebrais e
pequeno numero de cistos quando desafiados com cistos da
cepa ME-49, enquanto nos animais do grupo controle foram
detectados inumeros cistos e lesdes cerebrais (Figura 1).
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Figura 1. Histologia do cérebro de camundongos C57Bl/6j
desafiados com 25 cistos da cepa ME-49 de 7. gondii. (A e
B) camundongos normais; (C e D) imunizados com trés
doses i.p. a cada 15 dias com 1 x 10 taquizoitos irradiados a
255 Gy. As setas pretas indicam cistos de 7. gondii e as
setas brancas focos inflamatdrios nos cérebros.

Quantifica¢do do niimero de cistos

Quando grupos de camundongos foram inoculados
com diferentes quantidades de cistos (1, 5, 10, 20 e 25), os
animais do grupo controle apresentaram sempre uma grande
quantidade de cistos cerebrais, enquanto os camundongos
imunizados com taquizoitos irradiados 255 Gy apresentaram
poucos cistos, mesmo com os desafios maiores (Inoculo 25
cistos, numero de cistos grupo controle >1000; grupo
imunizado n<100) (Figura 2).
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Figura 2. Quantificagdo do nliimero de cistos encontrados no
cérebro de camundongos inoculados via oral com cistos da
cepa ME-49 de T. gondii, 30 dias ap6s o desafio. As barras
indicam a média. Controle, camundongos normais;
Imunizado, camundongos imunizados com com trés doses
i.p. a cada 15 dias com 1 x 10 taquizoitos irradiados a 255
Gy.
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IV. DISCUSSAO

Trabalhos prévios demonstraram que 0S
taquizoitos de T. gondii irradiados perdem a habilidade de
se reproduzir, sem interferéncia com as outras fungdes
celulares como as fungdes metabolicas, proteinas, sintese
de 4cidos nucléicos e quando animais sdo imunizados com
taquizoitos irradiados ha produgdo de anticorpos
especificos e aumento na sobrevida ao desafio contra
inoculo i.p. [11, 12, 13]. Neste trabalho utilizou-se desafio
oral, pois esta é principal fonte de infeccdo de humanos e
animais, pela ingestdo de oocistos e cistos teciduais.

Suzuki e  colaboradores  [14] utilizando
camundongos CBA/Ca infectados com a cepa ME-49,
encontraram mortalidade de 60% apds 30 dias de infecgdo,
no presente ensaio, no grupo controle a mortalidade foi de
20%, enquanto que entre os camundongos imunizados com
taquizoitos irradiados 255 Gy e posteriormente inoculados
com cistos da cepa ME-49 ndo houve mortalidade. Estes
autores, encontraram também area de lesdo, necrose €
grande nimero de cistos nos cérebros dos animais por
histologia, semelhantes aos encontrados no grupo controle,
0 que ndo ocorreu nos animais previamente imunizados,
demonstrando que a imuniza¢do induz um aumento na
sobrevida dos animais, e protege contra grande nimero de
lesdes e cistos cerebrais.

O numero de cistos nos cérebros dos animais
desafiados com a cepa ME-49 contados em PBS foi
extremamente elevados no grupo controle, dados
semelhantes ao encontrados quando animais foram
desafiados com 10 cistos i.p. [14], mas no experimento
presente, no grupo imunizado mesmo quando desafiado
com 25 cistos o nimero de cistos contados foi extremamente
baixo, corroborando com os dados histolégicos,
demonstrando que a imunizagdo foi eficiente para induzir a
diminui¢do do numero de cistos nos animais.

Proteinas recombinantes foram utilizadas para
imunizar camundongos, mas ndo foram totalmente
eficientes, proporcionando prote¢do parcial, sem diminui¢ao
no nimero de cistos ou aumento da sobrevida dos animais,
quando desafiados [15, 16, 17]. Outros esquemas de
imunizag¢des utilizaram antigenos purificados, mas apesar de
induzir aumento de sobrevida nos animais contra
taquizoitos i.p. € oocisto administrados via oral, ndo houve
diminuigdo significativa no numero de cistos comparados
com o grupo controle [18]. Parasitas intactos, que néo
produzem cistos, também foram utilizados [19, 20], no
entanto estas cepas podem matar os animais, caso estes
apresentem algum problema no sistema imune [21], o que
nio ocorre com os taquizoitos irradiados, pois foi
demonstrado que estes ndo tem capacidade de se
reproduzir, apesar de manterem intactas as fungdes
metabolicas [10].

Taquizoitos irradiados podem ser uma alternativa
para o desenvolvimento de esquemas de imunizagdes ou
serem utilizados como ferramenta no estudo de reinfec¢do,
da toxoplasmo se.
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ABSTRACT

Toxoplasmosis can cause ocular lesions in
normal individuals and several diseases in foetus,
HIV infection and transplants. Toxoplasma gondii
has a complex life cicle, involving cats, as the
definitive host, and warm blood species, as
intermediated hosts. The infection occurs by
ingestion of food and water contaminated with
infected cat faeces, contaminated milk and cheese
or raw and undercook meat of the intermediated
hosts. To date, there is no commercial vaccine of
use in humans. In this work, tachyzoites of T.
gondii RH strain were irradiated with 255 Gy and
inoculated in C57Bl/6j mice (3 doses, biweekly),
after mice were challenged with 1, 5, 10, 20 and
25 cysts of ME-49 by oral gavage. The lesions
and cysts in the brain were analyzed in all mice,
after 4-week post infection. The mortality was
20% in control mice (ME-49 cysts only) and not
one in immunized mice. The number of cysts was
high in the control group, but low in immunized
255 Gy mice (n<100). Immunized mice showed
less cerebral pathology and necrosis foci. Ionizing
radiation is an important tool in the study
toxoplasmosis and vaccine development.
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