MARINA NEVES FERREIRA

Determinacéo da viruléncia de isolados brasileiros de Toxoplasma

gondii em camundongos

Sao Paulo
2017



MARINA NEVES FERREIRA

Determinacé&o da viruléncia de isolados brasileiros de Toxoplasma gondii

em camundongos

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdo em Epidemiologia Experimental
Aplicada as Zoonoses da Faculdade de
Medicina  Veterindria e  Zootecnia da
Universidade de S&o Paulo para a obtencéo do
titulo de Mestre em Ciéncias.

Departamento:
Medicina Veterinaria Preventiva e Saude

Animal

Area de concentragéo:
Epidemiologia Experimental Aplicada as
Zoonoses

Orientador:

Profa. Dra. Solange Maria Gennari

Sao Paulo
2017



Autorizo a reproducéo parcial ou total desta obra, para fins académicos, desde que citada a fonte.

DADOS INTERNACIONAIS DE CATALOGAGAO NA PUBLICAGCAO

(Biblioteca Virginie Buff D’Apice da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S&o Paulo)

T. 3598 Ferreira, Marina Neves
FMVZ Determinagdo da viruléncia de isolados brasileiros de Toxoplasma gondii em
camundongos / Marina Neves Ferreira. — 2017.
55f. :il.

Dissertagdo (Mestrado) - Universidade de S&o Paulo. Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia. Departamento de Medicina Preventiva e Sadde Animal, S&o
Paulo, 2018.

Programa de Pds-Graduagao: Epidemiologia Experimental Aplicada as Zoonoses.

Area de concentragéo: Epidemiologia Experimental Aplicada as Zoonoses.

Orientadora: Profa. Dra. Solange Maria Gennari.

1. Toxoplasmose. 2. Viruléncia. 3. Brasil. 4. Camundongos. 5. Swiss Webster. I. Titulo.

Ficha catalografica elaborada por Camila Molgara Gamba, CRB 7070-8.



UNIVERSIDADE DE SAD PALLD i

VWCLILDADE DE b EDECINA VETERIMARIA E ZOOTECH LA

Cormeshi d¢ Evca be Boa de g ————=F

CERTIFICADO

Certificarncs que a proposta intitulada “Fadronimcio de metodologa para estudo de windéncia em isolados de Tomplasma gondi®,
promcolada sob o CEUA 7@ T4O0080G15, sob 3 mesporsabdidade de Solamge Maria Gesmarl £ equips; Maring Neves Fomeim - que
envohve a producio, mamutenio efou utilzacio de animaks pertencentes ao flo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem),
para firs de pesquisa cientffica ou ensino - estd de acordo com o5 preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubm de 2008, com o Decreto
E.2393 de 15 O juhio de 2009, DEm COMa 00 35 NoMmas sdtadas pelo Conselho Hmwu:cmmapunmadumwl
(COMCEA], © fol aprovada pela Comessdo de Etica no Uso de Animais da Faculdade de Medicima Veterindna e Zootecnia da
Universidade de 530 PFaulo (CEUAFNNT | na reunido de 14042016,

We certify that the proposal “Methodology standardization for virulence study in Toxoplasma gondd isolates®, utilzing 360
Heterogenics mice (360 females), protocsl ramber CELW 7400080915, under the respansibiity of Solange Maria Gennar and
Eeam; Mariny Neves Ferrelra - which invokees the production, maintenance andior use of animials belonging to the phylum
Chondata, subphybum Vertebrata {except buman beings], for scientific reseasch purposes or teaching - ks in accordance with Law
11734 of October B, 2008, Decree 6899 of [uly 15, 2008, as well a5 with the nules isswed by the Matonal Councl for Control of
Animal Evperimentation (CONCEA), and was appreved by the Ebic Committes on Animal Use of the School of Vieternary Medcone
and Animal Science [University of 530 Faulo) {OELAFMYT] in the meeting of D&/14/2016.

Finalidade da Propostac Pesquisa
Wigénoia da Froposta: de 012016 a 132016 Area: Doencas Parasitirias

Orgem: Biokério do Departamento die Patologa da FMWE USP

Espécie:  Camundongos heterogénicos sewce Fémeas idade: B a 10 semanas N: 380
Lirhagem: SwissBak Pesoe d0ablg

Resumao: A boxoplasmiose & wma zoonose de prevaléncla mundal, cavsada pelo paraskn infraceiuiar cbrigatdno Tomplasma gomdi,
qQue acomete aves & mamiferos, inclundo o homem. Estima-se que aproxmadamente um terge da populasdo mundial esteja
infectada por T. gondi. & prevaiéncia da infecgio por T. gondi em humanes no Brasd & muito aka, atingindo mads de BO% em
algumas regifies. A infeccio pelo T. gondil atinge, outros animals mamfferos ¢ as aves. Mo Brasil, os indices utrapassam 50% em
animais domésticos & de produsio. Por so tomarem fonte de transmissio de T. gondi, estes animals constituem risco par a salide
pliblica. Estudes realzados com isolados de T. gondil de: humanos ¢ animais no Brasi|, mostraram uma ampla dversidade genética,
difererte da encontrada em cutros continentes, com a presenca de cepas atipicas. A avaliagio da virukncla das cepas de T. gondii
¢ realzada por melo do bioensaio em camundongos. Dessa maneir, pode-se notar caracteristicas fenotipicas nos camundongos
decomentes da infecgho. A5 manifestagies clinicas ajudam a debenmminar a patogenicidade das cepas inoculadas, com cepas que
causam nenphuma sintomatoioga nos animais até cepas gue matam os camundonges em pouccs das. Os genes polimdrficos
ROPF1H e ROPS constikuem fatores que determinam a vindncia de T. gondil. . Mo entanto, com a grande diversidade de cepas
encontradas no Brasi, oubros genes podem estar associados 205 fatores de viruléncia.

Local do experiments: Laborattng de Doengas Parsiddas 11 - VRS

S0 Fauio, 30 de outubro de 2016

hnn S arii

Profa. Dra Denise Tabacchi Famtoni Ricsell da Costa Gomes
Presidente da Comissio de Exica no Uso de Animais Secretaria Executhia da Comissio de Eticano Uso de Animais
Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia da Universidade  Faculdade de Mediona Veterindria ¢ Zootecnia da Universidade
de S0 Faulo de 530 Fauks

ix Frof, Dr. Ofimnck -] W7, Cdnck L cha e andlnar il C 53 PS5 D0 M0 s P - el - i 503 (L0 TR T PR ¢ B 55 L1) D800
Horirda 3 stwnclimentoc w0 dae 05w 19 sraill eeusvstgag. br
CELLE W PALDEMRLY




FOLHA DE AVALIACAO

Autor: FERREIRA, Marina Neves

Titulo: Determinacéo da viruléncia de isolados brasileiros de Toxoplasma gondii em

camundongos

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Pds-Graduagéo em Epidemiologia
Experimental Aplicada as Zoonoses da
Faculdade de Medicina Veterindria e
Zootecnia da Universidade de Sao Paulo
para obtencdo do titulo de Mestre em
Ciéncias

Data: / /

Banca Examinadora

Prof. Dr.

Instituicéo: Julgamento:

Prof. Dr.

Instituicao: Julgamento:

Prof. Dr.

Instituicao: Julgamento:




AGRADECIMENTOS

A minha orientadora, Profa. Dra. Solange Maria Gennari, pelo “sim” da orientaciio ha
dois anos. Pela confianca e oportunidade. Por ter sido uma pessoa fundamental em

minha caminhada profissional. Minha sincera admiracao e enorme gratidao!

A Dra Hilda por todos os ensinamentos e por todo o trabalho desenvolvido ao seu
lado nesse tempo. Em cada trabalho, inameros aprendizados, os quais levarei por

onde seguir. Pela paciéncia e ajuda.

Aos meus pais, José Luiz (in memoriam) e Elza, que nunca mediram esforgos para
garantir meus estudos e para que nada me faltasse. Por todo apoio em cada fase de

minha vida. Por conquistarem comigo este momento.

A minha irm3, Jalia, meu exemplo e maior orgulho! Por acreditar e me ajudar a

realizar meus sonhos.

Aos amigos, em especial, Ana Beatriz, Amanda, Maria Carolina, Ryan e Jairo. Pela
presenca em todos os momentos. Por cada conversa, conselho e ajuda. Vocés fizeram

da rotina, dias melhores. Levarei historias lindas vividas ao lado de voceés.

Aos colegas do laboratério de Doencas Parasitirias, por toda a colaboracao,
companheirismo e momentos bons e alegres vividos juntos. Em especial, a Brisa, por

toda a disposicao e prontidao em ajudar sempre.

Ao Prof. Dr. Marcos Amaku, pela prontidao, paciéncia e ajuda com as analises deste
trabalho.

A todos os professores e funcionarios do Departamento de Medicina Veterinaria

Preventiva e Satde Animal.



“Eu que ja nao sou assim
Muito de ganhar
Junto as maos ao meu redor
Faco o melhor que sou capaz
S6 pra viver em paz.”

Marcelo Camelo



RESUMO

FERREIRA, M. N. Determinacdo da viruléncia de isolados brasileiros de
Toxoplasma gondii em camundongos. 2017. 55 f. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao
Paulo, Sao Paulo, 2018.

Os isolados de Toxoplasma gondii encontrados no Brasil apresentam grande
variedade genética. No pais, foram verificadas quatro linhagens clonais,
denominadas tipo Brl, Brll, Brlll e BrlV. Dentre elas, a viruléncia para camundongos
varia, sendo Brl virulenta, Brlll n&o virulenta e, as linhagens Brll e BrlV sé&o
consideradas de viruléncia intermediéaria. A definicdo da viruléncia desses isolados é
feita, na maioria dos estudos, a partir do isolamento por bioensaio, com a
determinacdo da mortalidade de camundongos infectados. No entanto, a dose de T.
gondii inoculada nesses animais € desconhecida e, assim, trata-se de um método
Impreciso para caracterizagdo da viruléncia. Dessa maneira, este estudo tem por
objetivo avaliar a viruléncia, em camundongos, de 22 isolados brasileiros de T.
gondii, utilizando in6culos padronizados. Para o teste de viruléncia, utilizou-se
taquizoitas de cada um dos isolados, em trés concentracbes (10, 102 e 103). Cada
dose foi inoculada via intraperitoneal em grupos formados por quatro camundongos
heterogénicos fémeas, de oito semanas de idade, da linhagem Swiss Webster. A
mortalidade dos animais foi observada por 30 dias e, baseando-se nesses dados,
além do tempo decorrido pés-inoculacdo até a morte dos animais, determinou-se a
viruléncia dos isolados. Dos 22 isolados brasileiros incluidos nesse estudo, sete
(32%) foram definidos como de viruléncia intermediaria, pois houve sobrevivéncia de
animais infectados e a mortalidade foi dose-dependente. Além disso, 15 (68%) foram
considerados virulentos, uma vez que causaram a morte de todos os camundongos
independente da dose analisada. Comparando as classificacbes definidas pelo
bioensaio e pelo teste de viruléncia, 83% dos isolados virulentos analisados se
mantiveram como virulentos, em contrapartida os isolados ndo virulentos e de
viruléncia intermediéaria pelo bioensaio mostraram um fenétipo de maior viruléncia no
teste. Devido a predominancia de isolados virulentos no Brasil, o uso de uma
metodologia padronizada para determinacdo da viruléncia em camundongos é de

pouca utilidade epidemioldgica.

Palavras-chave: Toxoplasmose. Viruléncia. Brasil. Camundongos. Swiss Webster.



ABSTRACT

FERREIRA, M. N. Determination of the virulence of Brazilian isolates of
Toxoplasma gondii in mice. 2017. 55 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, Sao
Paulo, 2018.

The isolates of Toxoplasma gondii found in Brazil present a great genetic variety. In
the country, four clonal lineages, denominated type Brl, Brll, Brlll and BrlV were
verified. Among them, virulence for mice varies, with virulent Brl and non-virulent
Brlll, and the Brll and BrlV strains are considered as intermediate virulence. The
determination of the virulence of these isolates is made, in the majority of the studies,
from the isolation by bioassay, with the determination of the mortality of infected
mice. However, the dose of T. gondii inoculated in these animals is unknown and
thus is an imprecise method for characterization of virulence. Thus, this study aims to
evaluate the virulence of 22 Brazilian isolates of T. gondii in mice using standardized
inocula. For the virulence test, tachyzoites from each of the isolates were used in
three concentrations (101, 102 and 103). Each dose was inoculated intraperitoneally
into groups consisting of four 8-week-old female heterogenic mice of the Swiss
Webster strain. The mortality of the animals was observed for 30 days and, based on
these data, in addition to the time elapsed post-inoculation until the death of the
animals, the virulence of the isolates was determined. Of the 22 Brazilian isolates
included in this study, seven (32%) were defined as intermediate virulence, since
there was survival of infected animals and mortality was dose-dependent. In addition,
15 (68%) were considered virulent, since they caused the death of all mice
regardless of the dose analyzed. Comparing the classifications defined by the
bioassay and the virulence test, 83% of the virulent isolates analyzed remained
virulent. In contrast, the non virulent isolates and intermediate virulence by the
bioassay showed a phenotype of greater virulence in the test. Due to the
predominance of virulent isolates in Brazil, the use of a standardized methodology for

the determination of virulence in mice is of little epidemiological utility.

Keywords:  Toxoplasmosis.  Virulence. Brazil. Mice. Swiss Webster.
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1. INTRODUCAO

A toxoplasmose, zoonose cosmopolita de grande importancia médica e
veterinaria, é causada pelo protozoario Toxoplasma gondii. O coccidio pertence ao
filo Apicomplexa e apresenta, em sua forma morfologica proliferativa e circulante, um
complexo apical constituido, principalmente, pelas organelas micronemas e roptrias
(DUBEY, 2010). Esse parasito foi descrito pela primeira vez por Nicole e Manceaux,
na Tunisia, em 1908, no cérebro de um roedor selvagem e, no mesmo ano no Brasil,
por Splendore, que o encontrou em coelhos de laboratério (HALONEN, WEISS,
2013). Trata-se da Unica espécie referente ao género Toxoplasma.

Toxoplasma gondii é um protozoario de ciclo heteroxénico facultativo e
intracelular obrigatério e infecta uma grande diversidade de animais vertebrados,
sendo os mamiferos e as aves 0s reservatorios naturais. No entanto, apenas 0s
felideos apresentam as formas de reproducdo sexuada de T. gondii e séo, portanto,
0s Unicos hospedeiros definitivos (DUBEY, 2010). Por seu perfil zoondtico, infecta o
homem levando a um quadro cronico assintomatico na maioria dos casos. Por outro
lado, traz risco a individuos imunocomprometidos, ao se apresentar como parasito
oportunista, estabelecendo uma infec¢cdo sintomatica, com desenvolvimento de
doencas oculares e quadros de encefalia (PETERSEN, KIILSTRA, STANFORD,
2012; OLIVEIRA, 2016). Além disso, pode prejudicar o desenvolvimento do feto ao
ser transmitido verticalmente pela placenta (GILBERT et al., 2008; YAMAMOTO et
al., 2017).

Aproximadamente um terco da populacdo mundial se encontra infectada
cronicamente por T. gondii (AJIOKA, SOLDATI, 2007). No Brasil, a prevaléncia
atinge percentual superior a 80% em algumas regides (DUBEY et al. 2012a). Os
indices de toxoplasmose congénita no pais também séo elevados (20 em cada
10.000 recém-nascidos vivos), resultando em graves consequéncias aos fetos e
recém-nascidos, podendo inclusive levar a obitos. A soroprevaléncia de T. gondii em
criancas e gestantes brasileiras € considerada uma das mais altas no mundo, com
valores superiores a 70% em algumas localidades (GILBERT et al., 2008; PAPPAS
et al., 2009). As doencas oculares, decorrentes da infeccéo pelo parasito, afetam até
27,3% da populacédo (FERREIRA et al., 2014).
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Em seu ciclo de vida, T. gondii pode se apresentar em trés formas biologicas
infectantes: bradizoitas, taquizoitas e, esporozoitas. Os bradizoitas estdo presentes
em cistos que se localizam nos diversos tecidos dos hospedeiros. Caracterizam-se
por serem de divisdo lenta e se desenvolvem, predominantemente, na fase crénica
da infeccdo. Os taquizoitas constituem a forma circulante e de replicacdo rapida.
Dessa maneira, sdo responsaveis pela disseminacdo do parasito no organismo do
hospedeiro. Ambas as formas podem ser encontradas tanto nos hospedeiros
definitivos, quanto nos intermediarios. Ja 0s esporozoitas se encontram no interior
de oocistos liberados pelos felideos (HALONEN, WEISS, 2013).

O ser humano, dentre os hospedeiros intermediarios, pode fazer parte do
ciclo de desenvolvimento da toxoplasmose, ao adquirir a infec¢cdo por meio de trés
maneiras principais: consumo de carnes cruas ou mal cozidas contaminadas com
cistos teciduais de T. gondii, ingestdo de oocistos esporulados presentes no
ambiente (os quais podem contaminar fontes de agua ou alimentos) e pela
transmissao transplacentaria, na qual taquizoitas, oriundos da infeccdo na gestante,
podem atingir o feto (MONTOYA, LIESENFELD, 2004). Além disso, € possivel
contrair o parasito pela realizacdo de transplantes e transfusdes sanguineas
(AMARAL, 2008; FOROUTAN-RAD et al., 2016). Independentemente da forma
bioldgica contraida, T. gondii ird se desenvolver nesses hospedeiros por reproducao
assexuada (DUBEY, 2010).

Espécies da familia Felidae se infectam por meio das mesmas vias. No
entanto, além do desenvolvimento do parasito pela reproducdo assexuada, ocorrem
as formas sexuadas de T. gondii no epitélio intestinal desses animais, com a
formacdo de macro e microgametdcitos, tornando-os hospedeiros definitivos do
parasito. Essas formas ao fertilizarem originardo zigotos que, posteriormente,
formardo oocistos ndo esporulados. Esses seréo liberados nas fezes dos felideos,
sendo, dessa maneira, responsaveis pela contaminagcdo ambiental. Sob condi¢bes
ideais de umidade e temperatura, 0s oocistos irdo esporular, tornando-se infectantes
e resistirdo no ambiente por meses (HALONEN, WEISS, 2013).

A estrutura populacional de T. gondii exibe trés linhagens clonais
predominantes na América do Norte e na Europa, denominadas tipo I, Il e Ill,
indicados por RFLP (HOWE, SIBLEY, 1995). O tipo Il € o mais encontrado tanto em



16

animais quanto em humanos nessas regides (AJZENBERG et al., 2002; FEKKAR et
al., 2011; VERMA et al., 2015; VILARES et al. 2017).

A viruléncia em camundongos esta relacionada a esses tipos clonais, de
maneira que cada um induz diferentes respostas no hospedeiros, resultando em
patologias distintas. A linhagem tipo | é considerada virulenta, sendo letal mesmo
com baixas doses do parasito. Os tipos Il e lll s&o menos virulentas, levando ao
desenvolvimento de uma infeccdo crbnica com producdo de cistos teciduais e
sobrevivéncia dos animais (SIBLEY, MORDUE E HOWE, 1999). Em relacdo a
viruléncia em humanos, Xia et al. (2017), em um estudo de meta-andlise,
encontraram associacao entre infecgcbes pelo tipo 1l e o desenvolvimento de
toxoplasmose pulmonar, além de um maior risco de toxoplasmose congénita nas

infeccdes pelo tipo .

Isolados de T. gondii encontrados na América do Sul apresentam alta
diversidade genética e sdo, portanto, diferentes dos encontrados na Ameérica do
Norte e Europa (SHWAB et al.,, 2014). Nos paises desse continente, verifica-se a
existéncia de linhagens atipicas e gendétipos recombinantes, predominantemente

virulentas para camundongos (SILVA et al. 2014).

No Brasil, essa grande variedade genética de isolados de T. gondii esta
amplamente distribuida pelo pais e é proveniente de diferentes hospedeiros (DUBEY
et al., 2012a). Pena et al. (2008) observaram uma estrutura populacional diversa,
com a presenca de quatro genotipos mais comuns, considerados linhagens clonais
brasileiras. Esses foram denominados tipo Brl, Brll, Brlll e BrlV. Em relacdo a
viruléncia em camundongos, Brl se mostrou virulenta, Brlll ndo virulenta e as
linhagens Brll e BrlV apresentaram viruléncia intermediaria. Considerando infec¢ao
em humanos, ao contrario do que é observado no hemisfério norte, a maioria das
cepas nao arquétipos, chamadas por muitos de atipicas, sao virulentas, e a infec¢ao
leva ao desenvolvimento de quadros clinicos, mesmo em pacientes
imunocompetentes (ALEIXO et al., 2009; HIGA et al., 2014; SANDERS et al., 2017).
Além disso, a maioria dos casos de toxoplasmose congénita estdo associados a
infeccdes por isolados atipicos virulentos (FERREIRA et al., 2011; CARNEIRO et al.,
2013).
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A invasao celular por T. gondii € um processo ativo que envolve a producao
de diversas proteinas das roptrias, micronemas e granulos densos (FOX et al., 2016;
CLOUGH, FRICKEL, 2017; LIU et al., 2017). Ao atingir algum de seus hospedeiros,
ocorre a transformacéo do parasito para a forma de taquizoitas. Esses irdo infectar
diferentes tipos celulares, replicando-se rapidamente no interior do vacuolo, e se
disseminando pelo organismo até o desenvolvimento da resposta imune, que
determina o inicio da fase crbénica com a formacdo de cistos teciduais (BLADER,
SAEIJ, 2009).

A interiorizacdo do parasito ocorre, inicialmente, com a adesdo do parasito a
célula hospedeira. Em seguida h& a liberacao de proteinas do micronema (MICs) —
responsaveis por ativar o complexo actomiosina -, e das roptrias (ROPs) — as quais
formardo estruturas denominadas moving junction. Com o estabelecimento dessas
condicdes, ha a internalizacdo do parasito na célula do hospedeiro por meio da
formacao simultanea do vacuolo parasitéforo (CARRUTHERS, BOOTHROYD, 2007)

No interior desse vacuolo, os taquizoitas irdo se replicar por endodiogenia, e serdo
liberados no interior da célula hospedeira. Dessa maneira, ha inducdo da resposta
imune no organismo hospedeiro, a fim de controlar a multiplicacdo de T. gondii e
conter a infeccdo. No entanto, essa resposta imune inata apresenta perfil
inflamatério e pode gerar danos aos tecidos infectados (BLADER, SAEIJ, 2009).
Pinheiro et al. (2015) verificaram visiveis alteracdes histopatolégicas em tecidos de
camundongos experimentalmente infectados com linhagens atipicas de T. gondii. Os
maiores danos decorrentes da infeccdo e da imunidade pré-inflamatéria foram

verificados no figado, pulméo e ileo.

Células dendriticas e macrofagos sdo o0s primeiros tipos celulares que
reconhecem o parasito. Essa identificacdo se da por meio de receptores do tipo Toll,
gue reconhecem proteinas do T. gondii como a glicosilfosfatidilinositol (GPI) e a
profiina (HUNTER, SIBLEY, 2012). Em resposta a deteccdo do agente, essas
células do sistema imune produzem a citocina pré-inflamatdria interleucina 12 (IL-
12). Isso desencadeia a resposta de linfécitos do tipo Thl — por estar relacionado a
uma infecgdo por parasito intracelular — que ativa a producgéo de INF-¥ pelas células
T e NK (BLADER, SAEIJ, 2009). Além disso, ha producdo de TNF-a pelos

macréfagos. Ambas citocinas (INF-¥ e TNF-a) apresentam atividade antimicrobiana,
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uma vez que alteram o metabolismo celular, induzindo a producgéo de 6xido nitrico
(NO) e espécies reativas de oxigénio (ROS) pelos fagocitos, o que prejudica o
desenvolvimento do patdgeno. Dessa maneira, atuam no controle da proliferacédo do
protozoario em questdo (HUNTER, SIBLEY, 2012).

Na infeccéo por T. gondii em roedores, além da producéo de citocinas, o INF-
¥ aumenta a expressao de duas proteinas de defesa da familia das GTPases: as
IRGs e as GBPs. Essas atuam por autofagia no vacuolo parasitéforo para

eliminacao do parasito (KIM et al., 2016).

A interacdo de T. gondii com o hospedeiro envolve a producédo de proteinas
imunomodulatérias pelo parasito, as quais constituem mecanismos de evasdo da
resposta imune (HUNTER, SIBLEY, 2012). Isso resulta na variacdo da viruléncia
entre as diferentes cepas de T. gondii. Dentre as mais conhecidas, que apresentam
modos de agdo em sua maior parte elucidados em modelo murino, estédo as
proteinas polimérficas da familia das roptrias ROP16, ROP18 e ROP 5 (SAEIJ et al.,
2006; DUBREMETZ, LEBRUN, 2012; NIEDELMAN et al. 2012)

A quinase ROP 16 é secretada no citoplasma da célula hospedeira infectada
e age no nucleo, interferindo em diversas vias de transcricdo. Essa proteina é
responsavel por fosforilar as vias STAT3/6, resultando na diminuicdo de citocinas
pro-inflamatéria e, consequentemente, na supressao da resposta Thl sobre o
parasito (SAEIJ et al., 2006; BUTCHER et al., 2011; DUBREMETZ, LEBRUN, 2012).
A serino-treonina quinase ROP18 também € secretada no interior da célula
hospedeira e tem acdo fundamental na patogenia de T. gondii, além de estar
relacionada a viruléncia na fase aguda da infeccdo (TAYLOR et al., 2006). Localiza-
se na superficie do vacuolo parasitéforo, e sua funcéo principal é fosforilar as IRGs,
preservando o parasito da acdo do sistema imune. A pseudoquinase ROP5 é
fortemente associada a ROP18, uma vez que aumenta a atividade de fosforilagédo
dessa quinase, protegendo o vacuolo (BEHNKE et al., 2015). A combinacéo de
alelos das proteinas ROP18 e ROP5 constitui um importante fator de viruléncia tanto
para as cepas clonais encontradas na América do Norte e Europa (NIEDELMAN et
al. 2012; DUBEY et al.,2014), quanto para os isolados da Ameérica do Sul,
considerados virulentos em sua maioria (SHWAB et al., 2016; BEHNKE et al., 2015).
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Um estudo utilizando cepas clonais de T. gondii identificou que a
pseudoquinase ROP54 também estd relacionada a viruléncia do parasito. Essa
proteina é secretada no interior da célula hospedeira e responsavel pela evaséao da
resposta imune mediada por INF-¥. Além disso, localiza-se na membrana do
vacuolo parasitéforo e, assim, modula a resposta da outra classe de proteinas de
defesa do hospedeiro, as GBPs (GBP2) (KIM et al., 2016).

Além das quinases e pseudoquinases secretadas pelas roptrias, ha liberacao
de proteinas por outra organela presente nos taquizoitas de T. gondii, os granulos
densos. A GRA25, secretada no interior do vacuolo parasitéforo, modula a producéo
de citocinas por macrofagos infectados, constituindo assim, um outro fator de
viruléncia (SHASTRI et al., 2014).

O marcador CS3, utilizado na genotipagem de T. gondii, esta associado a
viruléncia em camundongos. Esse locus esta presente no cromossomo Vlla, o
mesmo no qual se localiza a quinase ROP18. A variacdo alélica observada nesse
marcador, pode indicar a viruléncia de isolados considerados atipicos (PENA et al.,
2008; SILVA et al., 2014). No entanto, considerando-se a grande diversidade de
cepas existente, outros genes podem estar associados a viruléncia de T. gondii
(DUBEY et al, 2014).

Os estudos de viruléncia sdo conduzidos por meio de ensaios bioldgicos,
utilizando camundongos para infeccdo experimental. Os dados sdo obtidos com a
analise da mortalidade dos animais infectados (DUBEY et al., 2004). Isolados dos
tipos clonais I, Il e 1l apresentam viruléncia bem definida. Porém isolados
recombinantes e atipicos possuem variacdo nesta caracteristica, e ndo ha uma
metodologia estabelecida para determina-la. Alguns fatores influenciam na viruléncia
de isolados de T. gondii. S&o eles: forma bioldgica e cepa do parasito, dose, rota de
inoculacao e linhagem do camundongo (DUBEY et al., 2004; JOHNSON et al., 2002;
PINHEIRO et al., 2015).
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2. JUSTIFICATIVA

O isolamento de T. gondii € realizado, principalmente, por meio de bioensaio
em camundongos. Nesse procedimento, amostras de tecidos infectadas sé&o
inoculadas nesses animais, 0s quais sdo o modelo experimental mais utilizado
devido a susceptibilidade ao parasito e a maior facilidade de manuseio. Se viaveis,
T. gondii leva a infeccdo aguda em duas semanas, com desenvolvimento de
pneumonia e/ou encefalite, ou se estabelece infec¢do crénica, apds seis semanas,

com sobrevivéncia dos animais (DUBEY, 2010).

Além do bioensaio em camundongos, pode-se isolar T. gondii in vitro, por
meio de cultivo celular. Por se tratar de um protozoario bem adaptado, o que se
verifica pela sua distribuicdo e diversidade de hospedeiros, € possivel cultiva-lo em
varias linhagens celulares de mamiferos (SZABO, FINNEY, 2017). S&o muito
utilizadas as de origem endotelial e epitelial, como a VERO, derivada de rim do
macaco africano Chlorocebus sp. (SAADATNIA et al., 2010). No entanto, de acordo
com a linhagem utilizada, a susceptibilidade ao parasito é distinta e, além disso, a
multiplicacdo de taquizoitas varia também de acordo com a cepa de T. gondii,
indicando diferencas na viruléncia (BOOTHROYD, GRIGG, 2002).

A infeccdo experimental em camundongos mostra uma variacdo na
patogenicidade causada pelo parasito nesses animais (DUBEY, 2010). Isso ocorre,
pois, a viruléncia das cepas de T. gondii se diferencia de acordo com a forma
biolégica e cepa do parasito utilizados, dose, rota de inoculagdo e linhagem do
camundongo (DUBEY et al., 2004; PINHEIRO et al., 2015). Devido a esses
diferentes fatores, encontra-se uma dificuldade na determinacdo da viruléncia dos
isolados, uma vez que cada estudo faz uso de condi¢cbes pertinentes a cada

realidade.

A realizacdo do bioensaio, método mais comum utilizado para isolamento de
T. gondii, ndo permite determinar a viruléncia da cepa obtida, pois ndo se conhece a
guantidade de cistos inoculados, e de bradizoitas presentes nos cistos teciduais das
amostras primarias a serem analisadas (DUBEY et al. 2012b). Dessa maneira, 0s
resultados de viruléncia verificados com a utilizacdo desse ensaio biologico séo

imprecisos e podem variar de acordo com a dosagem de T. gondii (PENA et al.,
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2008). Além disso, ndo se considera o tempo apos a inoculacdo do parasito até a
morte dos camundongos. Este intervalo € uma varidvel importante ao se analisar

viruléncia.

Para determinacdo da viruléncia de isolados de T. gondii, alguns estudos
utilizam taquizoitas via inoculacdo intraperitoneal ou oocistos via oral, em
camundongos de linhagens distintas (FERREIRA et al., 2001; DUBEY et al., 2012b).
O oocisto, aléem de ser a forma de infeccdo natural no ciclo do parasito, é
considerado mais virulento em relacdo aos taquizoitas e bradizoitas (DUBEY et al.,
2004). Entretanto, em um estudo no qual foi verificada a viruléncia de isolados de T.
gondii de animais silvestres, ndo se encontrou diferenca nos resultados com o uso
de taquizoitas e oocistos (DUBEY et al., 2014).

A fim de diminuir as diferencas no delineamento dos estudos de viruléncia de
isolados de T. gondii em camundongos, Saraf et al. (2017) propuseram a
padronizacdo de uma metodologia, de maneira que os resultados obtidos possam
ser comparados. Sugere-se a preparacéo de quatro dosagens de taquizoitas (10* a
10%) por 500 pL, obtidos de lavado peritoneal de camundongos ou cultivo celular,
gue devem ser inoculados via intraperitoneal em grupos de cinco camundongos (de

uma das seguintes linhagens: CD-1, CF-1 ou Swiss-Webster).

A viruléncia dos isolados de T. gondii encontrados no Brasil foi verificada, em
sua maioria, pela mortalidade de camundongos infectados no procedimento de
bioensaio (PENA et al., 2008; VITALIANO et al.,, 2014; SILVA et al., 2017). No
entanto, devido a inconsisténcia desse método para determinar tal fator, e diante da
diversidade genética do parasito existente no pais, e da grande variedade de
hospedeiros 0s quais esse parasito infecta, torna-se necessario a avaliacdo da

viruléncia de isolados brasileiros seguindo uma metodologia padréo.
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3. OBJETIVOS

Avaliar a viruléncia de isolados brasileiros de T. gondii obtidos de diversas
regides do pais e de diferentes hospedeiros, por meio do bioensaio em

camundongos, com a utilizacdo de in6culos padronizados.

3.1. Objetivos Especificos

Relacionar a viruléncia dos isolados analisados e a morbidade dos
camundongos infectados, por meio da observacédo de sinais clinicos e variacao de

peso corporal para cada uma das doses de T. gondii.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Comité de Etica

Este projeto foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA),
da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ) da Universidade de Sao
Paulo (USP), protocolo n° 7400080915.

4.2. Selecédo dos Isolados

Inicialmente, selecionou-se 41 isolados brasileiros de T. gondii obtidos em
estudos prévios, que sdo mantidos no Banco de Isolados do Laborat6rio de Doencas
Parasitarias do Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva e Saude Animal
(VPS) da FMVZ-USP. Esses contemplam trés regifes do Brasil (norte, nordeste e
sudeste) e provém de oito estados (Figura 1). Os isolados se encontravam em
amostras de pulmdo ou cérebro de camundongos, nas formas de taquizoitas ou

cistos contendo bradizoitas, respectivamente.

Os critérios para escolha dos isolados foram os dados de viruléncia (definidos
por meio do bioensaio em camundongos), genétipo (ToxoDataBase —ToxoDB#) e
regibes do pais de origem das amostras primarias de diferentes hospedeiros. A
tabela 1 mostra os isolados selecionados para este estudo, seguindo essas

caracteristicas.

Os isolados, em relacdo a viruléncia determinada pelo bioensaio, foram
classificados como: virulentos (morte de 100% dos animais infectados), nao
virulentos (sobrevivéncia de 100% dos animais infectados) ou de viruléncia
intermediaria (padrdo de mortalidade entre os extremos), conforme sugerido por
Sibley & Howe (1995).
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Figura 1. Mapa do Brasil com indicacédo dos locais de obtencdo dos isolados de T. gondii, de acordo
com os hospedeiros.
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Tabela 1. Lista dos isolados brasileiros de T. gondii selecionados para o estudo de viruléncia,
classificados de acordo com a taxa de mortalidade dos camundongos em bioensaio; genétipo
(ToxoDB), hospedeiro e Estado de obtencdo da amostra.

N&o virulentos

Isolados ToxoDB # Hospedeiro (espécie) Estado Referénciaisolamento
TgCatBr63 26 Gato (Felis silvestris catus) SP Pena et al., 2006
TgCatBr66 26 Gato (Felis silvestris catus) SP Pena et al., 2006
TgCatBr74a 8 Gato (Felis silvestris catus) SP Pena et al., 2006
TgCpBr20 Capivara (Hydrochaeris hydrochaeris) SP Yai et al., 2008

TgCpBr5* Capivara (Hydrochaeris hydrochaeris) SP Yai et al., 2008

TgCpBr7* Capivara (Hydrochaeris hydrochaeris) SP Yai et al., 2008
TgGtBrl1o * 13 Caprino (Capra hircus) RN Ragozo et al., 2009

TgGtBr8* 135 Caprino (Capra hircus) RN Ragozo et al., 2009
TgRhHmMBr1 13 Macaco (Alouatta belzebul) PE Penaetal., 2011

TgRatnoBrFN12a 3 (Il variante) Brown rat (Rattus norvegicus) PE Silva et al., 2017
TgRatnoBrFN2 146 Brown rat (Rattus norvegicus) PE Silva et al., 2017
Viruléncia Intermediéaria

Isolados Toxo DB # Hospedeiro (espécie) Estado Referénciaisolamento
TgCatBr39 11 Gato (Felis silvestris catus) SP Pena et al., 2006
TgCatBr67 121 Gato (Felis silvestris catus) SP Pena et al., 2006
TgCpBri1 11 Capivara (Hydrochaeris hydrochaeris) SP Yai et al., 2008
TgCpBri3 34 Capivara (Hydrochaeris hydrochaeris) SP Yai et al., 2008
TgCpBri5 34 Capivara (Hydrochaeris hydrochaeris) SP Yai et al., 2008

Virulentos

Isolados Toxo DB # Hospedeiro (espécie) Estado Referénciaisolamento

TgBatBr2 19 Morcego (Desmodus rotundus) SP Cabral et al., 2013
TgCantBr2* 234 Tamanduda (Tamandua tetradactyla) PA Vitaliano et al., 2014
TgCantBr3* 236 Tamandua (Tamandua tetradactyla) SP Vitaliano et al., 2014
TgCatBr53 6 Gato (Felis silvestris catus) SP Pena et al., 2006
TgCatBr76 67 Gato (Felis silvestris catus) SP Pena et al., 2006
TgCkBr169 78 Galinha (Gallus gallus domesticus) RN Oliveira et al., 2009
TgCkBrl177 109 Galinha (Gallus gallus domesticus) CE Oliveira et al., 2009
TgCkBr186 88 Galinha (Gallus gallus domesticus) AL Oliveira et al., 2009
TgCkBr282* 257 Galinha (Gallus gallus domesticus) AM Vitaliano et al., 2014
TgCkBr283* 258 Galinha (Gallus gallus domesticus) AM Vitaliano et al., 2014
TgCpBri0* 19 Capivara (Hydrochaeris hydrochaeris) SP Yai et al., 2008
TgCpBr25 175 Capivara (Hydrochaeris hydrochaeris) SP Yai et al., 2008
TgCpBr34 33 Capivara (Hydrochaeris hydrochaeris) SP Yai et al., 2008
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(Continuacéo da tabela 1).

Virulentos

Isolados Toxo DB # Hospedeiro (espécie) Estado Referénciaisolamento

TgGtBr7 149 Caprino (Capra hircus) SP Ragozo et al., 2009
TgHoFBrl1* 237 Raposa do Campo (Pseudalopex vetulus) SP Vitaliano et al., 2014
TgJagBrl 166 Jaguarundi (Puma yagouaroundi) PE Penaetal., 2011
TgLWpBr1* 175 Pica-pau (Dryocopus lineatus) SP Vitaliano et al., 2014
TgMWBrl1* 11 Lobo-guara (Chrysocyon brachyurus) SP Vitaliano et al., 2014
TgNbaBr3* 195 Tatu (Dasypus novemcinctus) PA Vitaliano et al., 2014
TgSbhaBr2* 6 Tatupeba (Euphractus sexcinctus) MG Vitaliano et al., 2014

TgShBrl 144 Ovino (Ovis aries) SP Ragozo et al., 2008

TgShBr3 150 Ovino (Ovis aries) SP Ragozo et al., 2008
TgSpPBr2* 240 Paca (Cuniculus paca) PA Vitaliano et al., 2014
TgWIpBri1* 232 Queixada (Tayassu pecari) PA Vitaliano et al., 2014
TgWIpBr3* 233 Queixada (Tayassu pecari) PA Vitaliano et al., 2014

* |solados que néao reativaram
a |solados em que nao se obteve taquizoitas

4.3. Reativacao dos Isolados

As amostras contendo os isolados de T. gondii se encontravam
criopreservadas, por um periodo que variou de trés a 14 anos. O procedimento de
reativacdo consistiu, primeiramente, de um descongelamento rapido em banho-
maria a 37°C e adicéo de soro fetal bovino (SFB), para neutralizacdo do composto
dimetilsulféxido (DMSO) utilizado para criopreservacéo, seguido de centrifugacéo
(1500g — 10 min). Ao pellet resultante foi adicionado solucdo de NaCl 0,85%
(solucdo salina) e assim, inoculou-se aproximadamente 250 uL em camundongos,
via intraperitoneal. Os camundongos utilizados nessa etapa do experimento eram da
linhagem Swiss Webster, com seis a oito semanas de vida e de ambos 0s sexos,
obtidos do biotério do VPS-FMVZ (USP).

A maioria dos isolados causou infeccdo aguda, resultando na morte dos
camundongos em até 14 dias poés-inoculacdo. Nesses casos, confirmou-se a
infeccdo pela presenca de taquizoitas nos pulmdes (imprinting de um fragmento do

orgao, analisado em microscopia Optica). Amostras do tecido positivas foram
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criopreservadas, para a manutencgéo dos isolados no Banco e sucessivas passagens
foram feitas em novos camundongos (via intraperitoneal), para obtengcdo de maior

guantidade do parasito em lavado peritoneal.

Apoés varias passagens (de trés a 13), ao se iniciarem as manifestacdes
clinicas nos camundongos em até 10 dias pés-inoculacdo, realizou-se a eutanasia
para colheita de lavado peritoneal. Para isso, 0s animais foram anestesiados com
xilazina e quetamina (via intramuscular), seguindo-se de aprofundamento em uma
camara fechada, contendo algoddo embebido em isoflurano. O lavado foi realizado
com a injecao intraperitoneal de 10mL de solucdo-tampéo salina de Hank (HBSS),
imediatamente seguida de uma etapa de recolhimento do liquido. Esse material foi
centrifugado a 1500g por 10 min e o pellet formado foi ressuspendido em solugéo
para criopreservacao (5% DMSO + 10% SFB + 85% meio RPMI 1640).

Os camundongos que sobreviveram por 30 dias, tiveram o sangue colhido por
puncdo submandibular, para realizacdo do exame soroldogico MAT (Modified
Agglutination Test), segundo Dubey & Desmonts (1987). O cérebro de todos os
animais foi analisado, em microscopia 6ptica, a fim de confirmar o resultado obtido
na sorologia. Aqueles com resultado da sorologia positivo e cérebro contendo cistos
de T. gondii tiveram esse tecido macerado em solucdo salina tamponada com
fosfato (PBS) pH 7,2 e inoculado, via intraperitoneal, em outros camundongos, na
tentativa de gerar uma infeccdo aguda para obtencdo de taquizoitas no lavado

peritoneal.

4.4. Teste de Aglutinagcéo Modificado (DUBEY, DESMONTS, 1987)

O diagnéstico soroldgico para pesquisa de anticorpos contra T. gondii dos
camundongos que sobreviveram ao periodo de 30 dias pés-inoculacao foi realizado
por meio do Teste de Aglutinacdo Modificado (MAT, em inglés). Trata-se de um teste
direto de aglutinacdo, de alta especificidade que detecta apenas anticorpos anti-T.
gondii da classe IgG. Para sua realizacdo ndo € necessario o uso de conjugados
espécie-especificos, sendo muito utilizado para diagnéstico desse parasito em

diferentes espécies de animais.
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Nesse teste o soro foi diluido a 1:25 em solu¢édo de PBS 0,01 M. Em seguida,
25uL dessa solucédo é adicionada a mesma parte de uma mistura de antigeno de T.
gondii, contendo 2-mercaptoethanol (o qual remove residuos de anticorpos da
classe IgM) e solucéo corante azul de Evans. A placa € incubada a 37°C overnight.

A reacédo ocorre com a ligacdo dos anticorpos IgG anti-T. gondii presentes no
soro e o antigeno adicionado. Nesse caso, a amostra é considerada positiva e se
observa o fundo da placa limpo. Quando nao ha interacdo antigeno-anticorpo devido
a auséncia de anticorpos, nota-se a formacdo de um ponto no fundo da placa, que

corresponde ao antigeno precipitado, e a amostra é considerada negativa.

4.5. Modelo animal experimental para o teste de viruléncia

Foram utilizados camundongos fémeas de 60 dias de idade (variacdo maxima
de trés dias em relacdo a data de nascimento), da linhagem de camundongos
heterogénicos Swiss Webster obtidas no Biotério de Producéo e Experimentacdo da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas e do Instituto de Quimica da USP. Durante o

experimento, 0s animais receberam racao comercial e 4gua ad libitum.

4.6. Quantificacdo do in6culo

A medida em que os grupos de camundongos para realizacdo do teste de
viruléncia foram preparados, os lavados peritoneais de cada isolado, contendo
taquizoitas provenientes da etapa de reativacdo, foram descongelados de acordo
com 0s mesmos procedimentos empregados para as amostras de cérebro e pulméo,
anteriormente descritos. Foram realizadas no minimo duas passagens das amostras
em camundongos, a fim de obter quantidade suficiente de taquizoitas viaveis para
preparacdo das diferentes dosagens de indculos. Posteriormente, o lavado

peritoneal desses animais foi recuperado.

Nesse material, foi realizada a quantificagcdo de taquizoitas com utilizacdo da
Camera de Neubauer. Foram feitas quatro contagens de taquizoitas para cada

isolado, excluiu-se os valores extremos e a quantidade final foi obtida por meio da
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média dos valores intermediérios. A partir disso, preparou-se as diluicdes seriadas
para obtencédo de 103, 102 e 10! taquizoitas em 0,5 mL de solu¢édo de PBS pH 7,2.

4.7. Teste de Viruléncia

Foram inoculados quatro camundongos (via intraperitoneal) para cada uma
das diluicdes dos isolados de T. gondii. Adicionalmente, um grupo controle negativo
foi inoculado com 0,5 mL de solucdo de PBS pH 7,2. Além dos isolados brasileiros
selecionados para o estudo, o teste de viruléncia foi realizado com amostras das

cepas referéncias RH (tipo | — virulento) e VEG (tipo Il — néo virulento).

Os animais foram pesados a cada trés dias, iniciando-se pelo dia 0, dia da
inoculacdo, até o 30° dia pos-inoculacdo. Além disso, durante 30 dias, foram
registrados dados de mortalidade e sinais clinicos nos camundongos, sendo eles:
conjuntivite, dispneia, diarreia, ascite, pelos arrepiados, pelos aglutinados, relutancia

em se mover, desequilibrio no andar e torso encurvado.

Dos animais que morreram, a infeccdo por T. gondii foi confirmada com a
busca de taquizoitas na cavidade peritoneal. Além disso, foram colhidas amostras
de cérebro, coracdo, pulméo, figado, baco, rim, masculo esquelético, intestino (3
porcdes — duodeno, ileo e célon descendente), olhos e linfonodos mesentéricos
(quando visiveis) para futuras analises de imunohistoquimica e exame

histopatolégico.

Os camundongos que sobreviveram no periodo de 30 dias pds-inoculacao
tiveram 0 sangue coletado para realizacdo do exame sorologico (MAT) e
confirmagdo da infeccdo. Além disso, fragmento do cérebro desses animais foram

analisados em microscopia 6ptica em busca de cistos teciduais.



30

4.8. Anéalise dos Resultados

Os critérios de avaliagcdo da viruléncia dos isolados brasileiros de T. gondii
foram a mortalidade dos camundongos infectados nas doses determinadas e tempo
decorrido da inoculacéo até a morte dos animais. Considerando essas variaveis foi
feito um grafico de disperséo para avaliagdo desses dados. Para andlise da variacao
de peso corporal dos camundongos, calculou-se a média da variacdo por dia e
construiu-se um gréafico de variacdo de peso por animal, por dia para cada dose e

isolado. Todos as andlises foram realizadas com a utilizacdo do software R.
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5. RESULTADOS

5.1. Selecéo e reativacdo dos isolados de T. gondii

Foram selecionados 41 isolados brasileiros de T. gondii para reativagdo, com
a seguinte classificacdo de viruléncia resultante do bioensaio: 11 (26,8%) nao
virulentos, cinco (12,1%) de viruléncia intermediaria e 25 (60,9%) virulentos. Esses
possuem genotipos atipicos. Sete sdo dos tipos clonais brasileiros: TgCatBr53 e
TgSpPBr2 (Brl); TgCatBr39, TgCpBrll e TgMWBIr1 (Brll); TgCatBr74 e TgCpBr20
(Brlll). H& uma predominancia de isolados do estado de S&o Paulo, pois a maioria
das amostras que foram armazenadas no Banco de Isolados pertencem a esse

territorio.

Dos isolados selecionados, conseguiu-se reativar 24 (58,5%), com a obtencéo
de taquizoitas no pulmdo dos camundongos e/ou cistos no cérebro. Foram feitas
passagens sucessivas desses tecidos contendo T. gondii em outros camundongos,
via intraperitoneal, para manutencdo do isolado e aumento da quantidade do
parasito, bem como para obtencdo da forma de taquizoitas no caso de cistos

cerebrais.

Mesmo apOs varias passagens, ndo se obteve taquizoitas do lavado
peritoneal de dois isolados (TgCatBr74 e TgRatnoBrFN1). Esses desenvolveram
sempre infeccéo crénica nos camundongos, com a presenca de cistos no cérebro.
Dessa maneira, ndo foi possivel proceder com a metodologia proposta para analise

de viruléncia nesses isolados.

5.2. Teste de Viruléncia

O teste de viruléncia foi realizado com 22 isolados brasileiros de T. gondii,
além das cepas padrdo RH e VEG. Desses, de acordo com a classificacdo de
viruléncia determinada por bioensaio, efetuou-se o teste em cinco isolados nao
virulentos, cinco de viruléncia intermediaria e 12 virulentos. Os dados de mortalidade
obtidos para cada isolado, em cada uma das doses de taquizoitas, e os dias de

morte apos a inoculagcdo dos camundongos, encontram-se na tabela 2. Para todos
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os isolados foi feita a confirmacao da infecgdo nos camundongos, por meio do MAT
e exame do cérebro, no caso dos animais que sobreviveram ao periodo do
experimento, ou pela busca de taquizoitas no liquido peritoneal daqueles que

morreram durante o teste.

A cepa padrdo RH, considerada altamente virulenta, matou todos os animais
infectados dentre as trés doses analisadas, entre sete e oito dias pds-inoculacao.
Em relacdo a cepa padrdo VEG, caracterizada como nao virulenta, todos os
camundongos, pertencentes aos grupos das trés doses de taquizoitas, se infectaram
e sobreviveram os 30 dias do experimento. O soro desses animais testado no MAT
foi positivo e, no exame do cérebro, verificou-se cistos de T. gondii. Os
camundongos do grupo controle negativo, inoculados com PBS, sobreviveram ao
periodo do teste, apresentando resultados negativos na sorologia e no exame em

busca de cistos cerebrais.

Dos isolados brasileiros de T. gondii testados, 15 (68,2%) levaram a morte de
todos os camundongos infectados, independente da dose inoculada, entre seis e 16
dias poés-inoculacdo. Sao eles: TgCatBr63, TgCpBr20, TgCatBr39, TgCatBr67,
TgCpBrl3, TgBatBr2, TgCatBr53, TgCatBr76, TgCkBr177, TgCkBr186, TgCpBr25,
TgGtBr7, TgJagBrl, TgShBrl, TgShBr3. De acordo com esses resultados, tais
isolados foram letais como a cepa padrdao RH e sdo considerados virulentos. Os
dados de letalidade dos isolados de T. gondii, considerando o dia médio de morte
pos-inoculacdo em cada uma das doses analisadas, podem ser observados na

figura 2.



Tabela 2. Taxa de mortalidade e dias de morte pds-inoculagdo dos camundongos Swiss para cada isolado e doses de T. gondii.
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Virulénciaa

Isolados

Doses de T. gondii*

Taxa cumulativa
de mortalidade

n° n° dias de morte " n° dias de morte n° n° dias de morte (%)
infectados  mortos (p.i.) b mficstad mortos (p.i.) infectados  mortos (p.i.)
TgCatBr63 4 4 8,999 3 3 9,9,11 4 4 11,11, 11,12 100
TgCatBr66 4 4 10, 10, 10, 11 4 4 9,10, 10, 12 4 3 13,13, 14 92
~Néo TgCpBr20 4 4 11,11, 11, 12 4 4 9,10, 11,11 4 4 10, 11, 12,12 100
virulentos 4R anoBrEN2 4 2 11, 11 4 2 13, 15 4 1 13 42
TgRhHmMBr1 4 4 9,11,11,11 4 4 10, 1112 11, 4 3 11,12, 13 22
TgCatBr39 4 4 8,8,8,9 4 4 8,9,9, 12 4 4 10, 10, 10, 11 100
TgCatBr67 4 4 9,9,10,11 4 4 10, 112 11, 4 4 10, 10, 11, 12 100
|n\t/emeeg%?ia TgCpBril 4 1 15 4 0 . 1-1 . 4 0 - 1?)0
TgCpBri3 4 4 9,9,99 4 4 P 4 4 10, 11, 11, 11
TgCpBri5 4 3 14,17, 18 4 0 - 4 0 - 25
TgBatBr2 3 3 7,7, 7 4 4 7,7,7,8 4 4 8,8,8,8 100
TgCatBr53 4 4 7,7,7,7 4 4 8,8,8,9 4 4 9,9, 10,10 100
TgCatBr76 4 4 7,7,8,8 4 4 8,8,8,8 4 4 8,8,99 100
TgCkBr169 4 4 8,9,9,10 4 4 9,99, 10 4 2 9,10 80
TgCkBr177 4 4 8,8,9 11 4 4 9,11, 11,12 4 4 10, 10, 13, 16 100
_ TgCkBr186 4 4 8,8,8,9 4 4 9,9,9,10 4 4 10, 10, 11, 12 100
Virulentos TgCpBI25 4 4 6.7.7.9 4 4 7.8,8.8 4 4 8,8,8,8 100
TgCpBr34 4 4 8,8,9,9 4 4 8,8,9,9 4 3 8,9, 10 92
TgGtBr7 4 4 6,7,7,7 4 4 7,7,7,8 4 4 7,8,8,9 100
TgJagBrl 4 4 6,7,7,7 4 4 7,7,8,8 4 4 7,7,9,9 100
TgShBr1 4 4 7,7,8,8 4 4 8,8,8,10 4 4 9,9, 10,10 100
TgShBr3 4 4 8,8,8,8 4 4 8,8,8,9 4 4 9,9,910 100
Cepas RH 4 4 7,7,7,8 4 4 7,8,8,8 1 1 8 100
padrao VEG 4 0 - 4 0 - 4 0 - 0
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Figura 2. Letalidade dos isolados brasileiros de T. gondii em relagdo ao dia-médio de morte dos
camundongos, nas trés doses de taquizoitas analisadas.
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Os isolados TgCpBri11, TgCpBri15 e TgRatnoBrFN2 apresentaram letalidade
inferior & 100% nas trés doses analisadas, mostrando-se um grupo de menor
viruléncia em relacdo aos outros incluidos no estudo. Além disso, nas doses de 10!
e 102 taquizoitas de TgCpBrll e TgCpBrl5, todos os camundongos infectados
sobreviveram, igualmente ao que foi observado para cepa padrdao nao virulenta
VEG. No entanto, para a maior dose analisada (103 taquizoitas), a letalidade de
ambos os isolados aumentou (25 e 75%, respectivamente). Em relacdo a menor
dose avaliada neste experimento (10! taquizoitas), letalidade dos isolados
TgCatBr66, TgCpBr34, TgCkBr169 e TgRhHmBr1 foi inferior em relacdo as outras
doses, nas quais esses foram 100% letais. A variacdo da letalidade observada
nesses isolados de T. gondii indica que a viruléncia dos mesmos € dose-dependente
e, ainda, a mortalidade dos camundongos foi mais tardia comparado aos altamente

letais, variando de oito a 18 dias pds-inoculacao.

De acordo com os dados de mortalidade dos camundongos inoculados com
0os 22 isolados brasileiros de T. gondii neste estudo, utilizando-se in6culos
padronizados, sete isolados (32%) foram considerados de viruléncia intermediaria e
15 (68%) foram virulentos. A nova classificacdo de viruléncia se encontra na tabela
3. Isolados que mataram 100% dos animais infectados independentemente da dose,
foram considerados virulentos. Definiu-se como néo virulentos, aqueles em que
todos os camundongos infectados sobreviveram ao periodo do experimento, nas
trés doses analisadas. Os que tiveram padrdo de mortalidade dos animais entre
esses dois niveis foram considerados de viruléncia intermediaria. Em relacdo aos
fatores definidos para a realizacéo do teste de viruléncia neste trabalho (trés doses
de taquizoitas inoculados, via intraperitoneal, em camundongos da linhagem Swiss),
os isolados foram classificados em duas categorias (viruléncia intermediaria e

virulentos) e, ndo foram identificados isolados néo virulentos.
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Tabela 3. Classificacdo de viruléncia dos 22 isolados brasileiros de T. gondii, considerando trés
doses de taquizoitas, inoculados via intraperitoneal, em camundongos da linhagem Swiss Webster.

Viruléncia Intermediaria

Isolados Toxo DB # Classificacdo por bioensaio
TgCpBril 11 Viruléncia intermediaria
TgCpBri5 34 Viruléncia intermediaria
TgCpBr34 33 Virulento
TgCatBr66 26 N&o virulento
TgCkBr169 78 Virulento

TgRhHmMBr1 13 N&o virulento
TgRatnoBrFN2 146 N&o virulento
Virulentos

Isolados Toxo DB # Classificagdo por bioensaio

TgBatBr2 19 Virulento
TgCatBr39 11 Viruléncia intermediaria
TgCatBr53 6 Virulento
TgCatBr63 26 N&o virulento
TgCatBr67 121 Viruléncia intermediaria
TgCatBr76 67 Virulento
TgCkBri177 109 Virulento
TgCkBr186 88 Virulento
TgCpBr13 34 Viruléncia intermediaria
TgCpBr20 8 N&o virulento
TgCpBr25 175 Virulento

TgGtBr7 149 Virulento

TgJagBrl 166 Virulento

TgShBrl 144 Virulento

TgShBr3 150 Virulento

Dos 22 isolados brasileiros analisados no teste de viruléncia, 10 (45,5%)
foram classificados diferentemente em relacao ao que foi determinado por bioensaio.
Dessa maneira, obteve-se um total de sete isolados de viruléncia intermediéaria e 15
virulentos. O grupo definido pelo bioensaio como virulento, com 12 isolados, foi o
gue menos sofreu alteracdes e 83% deles se mantiveram na mesma classificacao

de viruléncia.
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Seguindo esta classificacdo, foi possivel observar que isolados que
apresentam o mesmo genotipo foram separados em categorias diferentes. Sao eles:
TgCpBrll e TgCatBr39 (ToxoDB #11); TgCpBrl5 e TgCpBrl3 (ToxoDB #34);
TgCatBr66 e TgCatBr63 (ToxoDB #26). Os primeiros de cada par foram definidos
como de viruléncia intermediaria, e os outros, classificados como virulentos. Em
relacdo a classificacdo determinada pelo bioensaio, os isolados com genotipos
ToxoDB #11 e #34 apresentam viruléncia intermediaria e, os #26 se encontram

definidos como isolados nao virulentos.

Além disso, neste teste de viruléncia, quanto aos tipos clonais brasileiros,
quatro isolados foram incluidos: TgCatBr53 (tipo Brl); TgCatBr39 e TgCpBril1 (tipo
Bril); TgCpBr20 (tipo Brlll). Desses, seguindo a classificacdo de viruléncia aqui
proposta, apenas TgCpBrl1l foi definido como de viruléncia intermediaria. Os outros

foram considerados virulentos.

A morbidade resultante da infeccdo por T. gondii nos camundongos foi
avaliada de acordo com a variagdo do peso corporal desses animais, e pela
presenca de sinais clinicos. A figura 3 (3a e 3b) mostra essa variacdo de peso dos
animais inoculados com cada isolado analisado, em cada uma das doses. Dos 22
isolados somente o TgCkBri169 nao foi considerado por problemas técnicos. Para a
maioria dos isolados € possivel observar uma variagdo, tanto de ganho quanto de
perda de peso em relacdo ao peso inicial, no dia da inoculacédo dos animais (dia 0) e
esse valor era comparado ao grupo controle negativo (inoculado com PBS) durante
o mesmo periodo. Nao se observou associacdo entre a variagdo de peso e a

viruléncia dos isolados, ou as doses inoculadas.

Em relacdo aos sinais clinicos observados nos animais infectados, os mais
comuns foram: pelos arrepiados, pelos aglutinados, torso encurvado, dispneia e
ascite. Porém, também ndo houve um padrdo no aparecimento de sinais clinicos,

em relacdo a viruléncia dos isolados e doses inoculadas nos grupos.
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6. DISCUSSAO

A maioria dos isolados brasileiros de T. gondii selecionados para este estudo
foram considerados virulentos pelo bioensaio em camundongos. Apesar da
imprecisdo do método para definicdo de viruléncia, uma vez que a dose inoculada
no modelo experimental é desconhecida, sabe-se que no Brasil ha predominancia
de cepas virulentas e patogénicas (BRANDAO et al., 2006; PENA et al., 2008;
CARNEIRO et al., 2013; HIGA et al., 2014).

Depois da etapa de reativacdo, para obtencdo da quantidade adequada de
taquizoitas e realizacdo do teste de viruléncia, foram feitas sucessivas passagens
dos isolados em camundongos, via intraperitoneal. Passagens continuas do
parasito, tanto em camundongos como em cultivo celular, podem alterar suas
caracteristicas biolégicas e de patogenicidade (DUBEY et al., 1999; KHAN et al.,
2009). No entanto, alteracdes no fenotipo de isolados de T. gondii foram verificadas
somente apos 30 (LINDSAY et al.,, 1991) e 40 passagens (FRENKEL, DUBEY,
HOFF, 1976), numero bastante superior ao utilizado no presente estudo, de trés a

13 passagens.

Mesmo com esse procedimento, os isolados TgCatBr74 (Tipo Brlll) e
TgRatnoBrFN1 (Tipo Il variante) ndo produziram quantidade suficiente de taquizoitas
para ser colhido em lavado peritoneal, uma vez que causaram infeccédo crénica nos
camundongos, com a formacédo de cistos cerebrais. Para obtencdo de taquizoitas de
T. gondii em isolados néo virulentos, pode-se realizar a imunossupressao dos
camundongos, com a utilizacdo de corticosteroides, ou executar 0S ensaios em
camundongos knock-out para o gene interferon gama (DUBEY, 2010). Diante do que
foi observado, e considerando o gendétipo desses isolados, observou-se que estes
séo isolados né&o virulentos. O mesmo resultado havia sido anteriormente obtido
quando do isolamento pelo bioensaio em camundongos (PENA et al., 2006; SILVA
et al.,, 2017). Chiebao et al. (2016) utilizaram oocistos do isolado TgCatBr74 para
infectar camundongos e também observaram baixa viruléncia desse isolado quando

comparado a outros do tipo Brl.
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A viruléncia de T. gondii depende de diversos fatores, dentre eles: a forma
biolégica e a quantidade do parasito a que o hospedeiro é exposto; a via de infeccéo
e a espécie de hospedeiro infectado, 0s quais apresentam variagdo na
susceptibilidade ao parasito. Em ensaios bioldgicos, tratando-se da viruléncia desse
coccidio, geralmente se utiliza camundongos (DUBEY et al., 2012b). Pinheiro et al.
(2015), em um estudo de patogenicidade com isolados de humanos (provenientes
de casos de toxoplasmose congénita no Brasil), em duas linhagens de
camundongos, mostraram que a linhagem C57BL/6 é mais susceptivel a infeccéo

por T. gondii em relacdo a linhagem BALB/c.

Para a avaliacdo da viruléncia dos isolados de T. gondii selecionados neste
estudo, foram utilizados camundongos heterogénicos da linhagem Swiss-Webster.
Diversos trabalhos com objetivos semelhantes e considerando isolados brasileiros
do parasito, também usaram camundongos dessa mesma linhagem (MITSUKA et al,
1998; SEVA et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2014; CHIEBAO et al., 2016).

A forma biolégica do parasito esta relacionada ao fator dose. Neste estudo,
utilizou-se a forma de taquizoita do coccidio. A quantificacdo de oocistos e
taquizoitas traz maior precisdo, porém os bradizoitas presentes no interior dos cistos
ndo podem ter sua quantidade determinada. Devido a maior dificuldade para
obtencdo de oocistos de T. gondii quando se trabalha com muitos isolados, por
serem necessarios bioensaios em gatos para cada um, a maioria dos estudos utiliza
taquizoitas, os quais sao inoculados via intraperitoneal (MITSUKA et al, 1998;
BRANDAO et al., 2006, CARNEIRO et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2014). Apesar da
infeccdo natural por T. gondii acontecer por oocistos e cistos teciduais, Dubey et al.
(2014), ao analisar a viruléncia de isolados recombinantes de T. gondii por meio de
infeccdo experimental com oocistos e com taquizoitas em camundongos da
linhagem Swiss Webster, ndo encontraram diferencas na viruléncia e patogenicidade

entre as duas formas biologicas do parasito.

A determinacédo da viruléncia é feita, na maioria das vezes, de acordo com o
isolamento primario de T. gondii (bioensaio), ou entdo, conforme sugerido por
Ferreira et al. (2001), com a utilizacdo de in6culos graduados do parasito. No
entanto, considerando os diversos fatores relacionados a viruléncia e as diferencas

em que sao realizados 0s ensaios experimentais, Saraf et al. (2017) propuseram a
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padronizacdo de uma metodologia para definir a viruléncia de isolados de T. gondii,
a fim de unificar os resultados. Nesta, recomenda-se a realizagcdo de infec¢éo
experimental em grupos formados por cinco camundongos das linhagens CD-1, CF-
1 ou Swiss Webster, com inoculacdo de quatro doses de taquizoitas, via
intraperitoneal. O artigo de Saraf et al. (2017) € apenas descritivo, e ndo valida a
metodologia proposta. O presente estudo jA estava em execu¢do quando da
publicacdo da proposta de padronizacdo para determinacdo de viruléncia, com a
realizacdo do mesmo ensaio sugerido, exceto pela utilizacdo de trés doses de
taquizoitas, inoculados em grupos formados por quatro camundongos da linhagem
Swiss-Webster. Além disso, pela primeira vez, aplica-se essa metodologia sugerida
para determinagéo da viruléncia de 22 isolados brasileiros de T. gondii, comparando
os dados obtidos com os resultados de viruléncia prévios, definidos pelo bioensaio

em camundongos.

A cepa padrdo RH é considerada altamente virulenta, uma vez que a dose
letal para 100% (DL100) é igual a um taquizoita (DUBEY et al., 1999). Neste estudo,
todos os camundongos infectados com essa cepa, independente da dose, morreram
entre sete e oito dias pos-inoculacdo. Apesar da susceptibilidade a infeccdo por T.
gondii do modelo experimental utilizado, todos os animais infectados pela cepa nao
virulenta VEG, sobreviveram ao periodo do experimento. Dessa maneira, 0S
resultados encontrados estdo de acordo com os descritos na literatura para essas
cepas, indicando serem excelentes cepas controle em estudos de viruléncia
(DUBEY et al., 1999; KHAN et al., 2009).

Conforme as condi¢cbes estabelecidas para a realizacdo deste teste de
viruléncia e, observando-se a taxa de mortalidade dos camundongos infectados com
os 22 isolados analisados, bem como os dias de 6bito pos-inoculacéo, foi possivel a
classificacdo desses em virulentos (matam todos os camundongos infectados,
independente da dose) e de viruléncia intermediaria (isolados que causam
mortalidade apenas de parte dos animais infectados e muitos apresentam dose-
dependéncia). O presente trabalho analisou trés doses de taquizoitas: 10, 102 e 103.
Para essas dosagens, 15 isolados foram letais (virulentos). Ndo foram observados
isolados nao virulentos, ou seja, que permitiram a sobrevivéncia de todos os

camundongos, nas trés doses.
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Por outro lado, os isolados TgCpBrll e TgCpBrl5 tiveram comportamento
fenotipico semelhante a cepa VEG nas doses mais baixas, nas quais todos os
camundongos infectados sobreviveram ao periodo do teste de viruléncia e, foi
observada mortalidade dos animais apenas nos grupos 103 (25 e 75%,
respectivamente). Além disso, os isolados TgCatBr66, TgCpBr34, TgCkBrl69 e
TgRhHmMBrl mataram 100% dos animais inoculados com as doses de 102 e 103
taquizoitas, porém, a mortalidade foi menor no grupo da dose 10! Na literatura, o
critério para determinacdo de isolados virulentos € comum, definindo-os por
apresentar DL100 = 10° taquizoita. No entanto, a definicdo de isolados né&o
virulentos varia entre os trabalhos, sendo esses considerados por possuir DL50 >
103 taquizoitas (DARDE, 2008; KHAN et al., 2009) ou DL100 > 103 (FERREIRA et
al., 2001; CARNEIRO et al., 2013). Assim, para classificar com maior precisdo esses
isolados que apresentaram variacdo na mortalidade dos camundongos em alguma
das doses analisadas, faz-se necessario a realizacdo do teste de viruléncia com a

utilizacdo de mais inéculos como, por exemplo, de 10° a 10*taquizoitas.

Considerando a morbidade dos camundongos, resultante da infeccdo por
isolados de T. gondii virulentos e de viruléncia intermediaria, ndo se observou
relacdo da variacdo de peso corporal dos animais e do aparecimento dos sinais
clinicos com a viruléncia dos mesmos e doses de taquizoitas inoculadas.
Camundongos infectados com cepas altamente letais morrem, muitas vezes, antes
da manifestacao clinica da fase aguda. Além disso, muitos animais desenvolvem um
quadro de retencédo hidrica (ascite), decorrente da multiplicacdo de taquizoitas no
epitélio intestinal devido a inoculacdo no local, e isso resulta em um aumento no

peso corporal.

Os sinais clinicos mais comuns observados foram: pelos arrepiados, pelos
aglutinados, torso encurvado, dispneia e ascite. Oliveira et al. (2014) também
observaram a morbidade em camundongos infectados com isolados de suinos, do
sul do Brasil, e os sinais mais frequentes foram pelos arrepiados, cianose e apatia.
No entanto, devido a diversidade genotipica dos isolados de T. gondii encontrada no
pais, torna-se dificil fazer uma associacdo com viruléncia e patogenicidade (DARDE,
2008). Carneiro et al. (2013), ao analisar isolados provenientes de casos de
toxoplasmose congénita em humanos, ndo encontraram associagao entre o genotipo

dos isolados e o desenvolvimento de retinocoroidite nos recém-nascidos infectados.
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De acordo com a classificacdo determinada neste teste, alguns isolados que
possuem 0 mesmo genoétipo mostraram diferengas em relagdo a viruléncia em
camundongos. Chiebao et al. (2016) observaram diferenca na mortalidade de dois
grupos de camundongos Swiss, um do isolado TgCatBr60 e outro do TgCatBr74,
inoculados, via oral, com oocistos, sendo ambos do mesmo gendétipo (Brlll). Carneiro
et al. (2013), ao definir a viruléncia de 27 isolados brasileiros de T. gondii,
provenientes de recém-nascidos com toxoplasmose congénita e, utilizando
metodologia semelhante a esta, também encontraram um mesmo genotipo com
viruléncias distintas entre si. Além disso, dois genétipos analisados por eles também
se encontraram neste estudo, sendo: Toxo DB# 11 (tipo Brll) e # 8 (tipo Brlll). A
viruléncia observada para o primeiro genétipo foi concordante entre ambos estudos.
No entanto, para Carneiro et al. (2013) o isolado do tipo Brlll foi classificado como
nao virulento e, no presente trabalho, foi definido como virulento. Isso indica que o
gendtipo de isolados atipicos ndo esta relacionado a viruléncia dos mesmos
(DARDE, 2008).

O Brasil é cenario de grande diversidade fenotipica e genotipica de T. gondii
(DUBEY et al., 2012), visto a enorme quantidade de isolados, com viruléncia e
patogenicidade distintas. Apesar da relacao gendtipo e viruléncia ainda ndo ser bem
esclarecida, muitos isolados recombinantes sdo identificados em casos de
toxoplasmose congénita (CARNEIRO et al., 2013; HIGA et al., 2014) e em pacientes
com AIDS (FERREIRA et al., 2008; SILVA et al., 2016), mostrando a importancia
clinica dessa zoonose. Além disso, ja foram identificados isolados de véarios animais
domésticos, definidos, em sua maioria, como virulentos e de viruléncia intermediaria
para camundongos (BRANDAO et al., 2006; SILVA et al., 2014), apesar da grande
maioria desses terem sido isoladas de animais aparentemente sadios. Isso
evidencia a importancia epidemiologica desses hospedeiros no ciclo de transmissao

do parasito.

A metodologia utilizada neste estudo, para determinacdo da viruléncia de
isolados brasileiros de T. gondii, redefiniu precisamente essa caracteristica para 0s
isolados classificados pelo bioensaio como ndo virulentos e de viruléncia
intermediaria, pois das 10 alteracdes que foram feitas, baseado nos resultados do
teste, 80% correspondem a mudancas nesses dois grupos. No entanto, para

isolados considerados virulentos pelo bioensaio, a maioria (83%) se manteve nessa
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mesma classificagdo. Como h& predominancia de isolados virulentos e patogénicos
no Brasil, a aplicacdo dessa metodologia para estudos epidemioloégicos no pais se
torna irrelevante. O uso da mesma com isolados menos virulentos, como o0s
encontrados no hemisfério norte (VILARES, et al., 2017) pode ser de maior utilidade
e permitir a diferenciacdo de viruléncia dos mesmos. Além disso, para estudos de
marcadores de viruléncia, os resultados de testes semelhantes podem fornecer
informacGes importantes, entretanto em isolados de alta patogenicidade para

camundongos como 0s aqui utilizados, o teste foi de baixa discriminacao.
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7. CONCLUSOES

- Os isolados brasileiros de T. gondii sdo predominantemente virulentos para

camundongos.

- A utilizacdo do teste de viruléncia em camundongos ndo permitiu boa

discriminagdo com as doses de in6culo utilizadas.

- A morbidade observada nos camundongos infectados pelo parasito em questao

nao é relacionada a viruléncia dos isolados.

- Nao se observou associacédo do gendtipo e viruléncia dos isolados brasileiros de T.

gondii.
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