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The present study tested the action of 3-glucan in swine experimentally infected with tachyzoites of Toxoplas-
ma gondii. The experiment design used 8 mixed breed pigs (21 days) divided into three groups: G1 (B-glucan
treated and infected, n=3), G2 (untreated and infected, n=3), and G3 (untreated uninfected, n=2). The G1 animals
were treated with 1g of B-glucan by intramuscularly route at days 0, 14, and 28 before experimental infection, while
the other groups (G2 and G3) received only saline. The G1 and G2 were infected with viable tachyzoites (107) of
the RH strain at day 35 of experiment. The parasitemy was determined by mouse bioassay and PCR from whole
blood of each swine, obtained at days 3, 7, 14, 21, 31, 39, 47 e 69 post infections. The antibody levels of serum,
aqueous and vitreous humor were measured by indirect immunofluorescence assay (IFA); a title > 64 was considered
as positive. There were differences in the hematocrit, hemoglobin, plasmatic proteins, and eosinophils values between
groups (P<0.05). The swine of G1 and G2 serum converted 7 days post infection, and the highest title observed was
1024 in two pigs. Samples of aqueous and vitreous humor did not show antibodies against T. gondii. Parasite was
detected of whole blood on days 3, 14, 31, 39, and 47 in two animals from G1, and three animals from G2. There
were no differences between PCR and mouse bioassay. Animals from G3 remained without parasitemy by both
PCR and bioassay throughout the experiment. The use of B-glucan, as was used here, was not protective for pigs
against T. gondii tachyzoites acute infection. Additionally, the lineage of RH strain showed nonpersistent for pigs
(muscles and retina) 69 days after infection.
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RESUMO

No presente trabalho foi avaliada a agdo da 3-Glucana em sui-
nos infectados experimentalmente com taquizoitos do Toxo-
plasma gondii. Foram utilizados oito suinos (21 dias de idade).
Os animais foram divididos em trés grupos: G1 (B-glucana e
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infectados, n=3), G2 (ndo tratados e infectados, n=3) e G3 (ndo
tratados e ndo infectados, n=2). Os animais do G1 foram tra-
tados com 1g de B-glucana pela via intramuscular (IM) nos
dias 0, 14, e 28 antes da infec¢@o experimental, enquanto os
do G2 e G3 receberam apenas solugao salina estéril. Os ani-
mais do G1 ¢ G2 foram infectados com taquizoitos (107) da
cepa RH (IM), no dia 35 do experimento. A parasitemia foi
determinada por PCR e ensaio biolégico em camundongos a
partir do sangue total de cada animal, colhido nos dias 3, 7,
14,21, 31, 39, 47 e 69 pos-infecgdo. Os titulos de anticorpos
contra T. gondii foram obtidos dos suinos pela imunofluores-
céncia indireta (IFI) dos soros, humor aquoso e humor vitreo,
considerando positivo um titulo > 64. Diferengas estatisticas
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foram observadas na avaliagdo dos teores de hemoglobina,
percentual de hematocrito, valores de proteinas plasmaticas e
na contagem de eosinodfilos (P<0,05). Os suinos do G1 e G2
soro converteram sete dias pds-infec¢@o, e o maior titulo en-
contrado foi de 1024 em dois animais. As amostras de humor
aquoso e humor vitreo ndo revelaram titulos de anticorpos
pela IFI. Parasitas no sangue foram detectados nos dias 3, 14,
31, 39 e 47 em dois animais do G1, e em trés do G2. Nao
houve diferencas entre o PCR ¢ o bioensaio. As avalia¢des
das retinas tanto no ensaio bioldgico quanto no PCR foram
negativas em todos os animais. Os animais do G3 permanece-
ram negativos durante todo o experimento. O uso da 3-glucana,
na forma como foi utilizada no presente trabalho, nao foi efe-
tiva no controle da infec¢ao aguda contra taquizoitos inocula-
dos pela via intramuscular em suinos. A linhagem da cepa RH
mostrou-se nao cistogénica para suinos (musculos e retina)
69 dias apos a infeccao.

PALAVRAS-CHAVE: Toxoplasma gondii, cepa RH, suinos,
[B-glucana, ensaio bioldgico, PCR.

INTRODUCAO

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

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

As principais técnicas utilizadas para o diagnostico direto
do T. gondii em tecidos e sangue de animais sdo o bioensaio
em camundongos ¢ a PCR. Esse ultimo possui boa sensibili-
dade, alta especificidade e ¢ uma técnica que pode ser reali-
zada rapidamente (YAl etal., 2003; CHABBERT et al., 2004).
Garcia et al. (2006b) e Tsutsui et al. (2007) verificaram um
melhor desempenho do bioensaio em camundongos na
detecgdo de T. gondii em tecidos de suinos quando compara-
dos com a técnica da PCR.

A B-glucana é um dos principais componentes da parede
celular das leveduras (OLIVEIRA et al., 2006). A extragdo da
B-glucana de leveduras ¢ decorrente da suspensdo de particu-
las de b-1,3 polissacarideos (DI LUZIO et al., 1979). A ativi-
dade das B-glucanas “in vitro” tem sido descrita como
ativadoras diretas de leucocitos, estimulando fagocitose,
citotoxicidade ¢ atividades antimicrobiologicas. Os leucoci-
tos que possuem atividades de receptores para as 3-glucanas
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sd0 os macrofagos, neutrofilos, eosinédfilos e células extermi-
nadoras naturais (EN), além de outras células ndo pertencen-
tes ao sistema imune, tais como: células endoteliais, do epitélio
alveolar e fibroblastos (BROWN; GORDON, 2003).

As glucanas com essas caracteristicas podem levar resis-
téncia ao hospedeiro frente a infec¢des causadas por microor-
ganismos como bactérias, protozoarios, virus ¢ doengas cau-
sadas por fungos (BROWDER et al., 1984; GOLDMAN;
JAFFE, 1991; VACHA et al., 1994; OLIVEIRA et al., 2006).

Hetland et al. (1998) injetaram 100 pg de B-glucana sold-
vel pela via intravenosa em camundongos BALB/c trés dias
antes ¢ sete dias apds desafio com bacillus Calmette-Guérin
(BCQ). Os resultados encontrados indicaram uma inibi¢ao da
infecgdo dos camundongos quatro semanas ap6s o desafio. Essa
protegdo se deu, principalmente, pela ativagdo de macrofagos.

Tendo em vista a importancia epidemiologica do suino na
cadeia de transmissdo da toxoplasmose, objetivou-se com o
presente trabalho avaliar o uso da B-glucana extraida do Sac-
charomyces cerevisiae, como imunoestimulante, em suinos
infectados experimentalmente com taquizoitos de T. gondii.

MATERIAL E METODOS

Amostras de T. gondii

A cepa RH isolada por Sabin (1941) de uma crianga com
encefalite foi utilizada para infecgdo experimental dos suinos e
para arealizacao da reagdo de Imunofluorescéncia Indireta (IFT).

Preparo da suspenséo de taquizoitos de T. gondii

Para a obtencao dos taquizoitos da amostra RH, cinco ca-
mundongos foram inoculados pela via intraperitoneal com uma
suspensdo de taquizoitos vivos (10°/mL) em salina estéril
(NaCl 0,85%), obtidos através de lavagem peritoneal de ca-
mundongos previamente infectados, segundo Garcia et al.
(2004). Uma vez purificadas, as amostras foram padroniza-
das em 107 /mL por contagem em camara de Neubauer
(DUBEY; FRENKEL, 1976).

Animais

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

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

Todos os animais, bem como os procedimentos realiza-
dos, foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimenta-
¢do Animal da Universidade Estadual de Londrina sob o pro-
cesso de niimero 12/2007.

Delineamento experimental
Os animais foram divididos em trés grupos: G1, G2 ¢ G3;
com trés animais no G1 e G2 e com dois no G3 (Tabela 1).
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Tabela 1. Delineamento experimental.

Grupo Dia 0 Dia 14 Dia 28 Dia 35 Dia 104
Experimental

G1- 1g 1g 1g 10"taquizoitos
B-glucana B-glucana B-glucana B-glucana (RH) Abate
n=3 (I, I, 1) IM IM IM IM
G2 — Controle positivo ~ Salina Salina Salina  107taquizoitos(RH) Abate
n=3 (IV, V, VI) M IM M IM
G3 — Controle negativo Salina Salina Salina Salina Abate
n= 2 (VII, VIII) M IM M IM

IM= Via Intramuscular.

Todos os animais foram abatidos em frigorifico com inspegao
federal apos 69 dias da infec¢do. No abate foram obtidas
amostras de musculos (masseter, lingua, coracao e diafrag-
ma) e dos olhos (direito e esquerdo) para avaliagao da pre-
senga de cistos teciduais, bem como soro, humor aquoso e
vitreo para detecc¢ao de anticorpos contra T. gondii.

Os sinais clinicos e as temperaturas foram aferidas nos
dias 35, 38, 40,42, 49, 56, 66, 74 ¢ 82 do experimento. Amos-
tras de sangue com ¢ sem EDTA foram obtidas por pungao da
veia cava caudal utilizando-se agulhas descartaveis de
40x12mm. As amostras com EDTA foram encaminhadas ao
Laboratorio de Patologia Clinica do Hospital Veterinario da
UEL para realizagdo de hemograma completo. Uma aliquota
desse sangue foi utilizada para avaliar a parasitemia pelo en-
saio bioldgico em camundongos e PCR. O soro obtido foi
armazenado a —20 °C até a realizagdo da IFI.

Extracéo da B-glucana

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

A autolise da levedura de panificagdo foi realizada adicio-
nando-se agua destilada até a obtencao de aproximadamente
25% (p/v) de solidos totais . Em seguida o pH foi ajustado
para 5,0 - 5,5 e a suspensdo assim obtida levada a temperatura
de 50 °C. Apds 24 horas, a suspensao foi centrifugada a 3000
x g durante seis minutos. Os s6lidos imidos obtidos apos cen-
trifugagio correspondem a parede celular. A extragdo da f3-
glucana insoluvel foi realizada seguindo o procedimento pre-
conizado por Suphantharika et al. (2003). Apos a extragao a
[B-glucana foi solubilizada.

Diagnostico sorologico

Os soros (camundongos e suinos) ¢ humores aquoso e vi-
treo dos suinos foram submetidos a IFI para a pesquisa de
anticorpos IgG contra T. gondii (CAMARGO, 1973). Foram
considerados positivos os camundongos que apresentaram ti-
tulos maiores ou iguais a 16 e os suinos que apresentaram
titulos maiores ou iguais a 64.

Ensaio biolégico

Avaliacéo da Parasitemia. A parasitemia seguiu metodo-
logia descrita por Costa et al. (1977), com modificagdes. O
sangue obtido com anticoagulante foi inoculado em trés ca-
mundongos pela via intraperitoneal (0,5 mL/camundongo). Os
camundongos foram observados diariamente e apos 45 dias de
inoculagdo realizou-se a eutanasia. Procedeu-se o imprint de
cérebro, exame microscopico para a pesquisa de cistos e co-
lheita de soro para IFI.

Pesquisa de T. gondii nos tecidos dos suinos

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

As amostras de musculos foram processadas a partir de um
pool contendo 6,25 g de lingua, masseter, diafragma e cora¢do
de cada animal, totalizando 25 g de musculos. Este pool mus-
cular foi macerado e homogeneizado em 125 mL de salina.
Apo6s homogeneizagao, foram adicionados 125 mL de fluido
digestivo artificial (2,6 g de pepsina, 5,0 g de NaCl, 7,0 mL de
HCl e 500 mL de dgua g.s.p.). Os homogeneizados foram incu-
bados a 37 °C por 60 minutos sob agitagdo e posteriormente
filtrados em gaze com oito dobras. As por¢des de 250 mL fo-
ram centrifugadas a 1.180 x g por 10 minutos, o sobrenadante
foi descartado e o sedimento suspendido em 50 mL de solu¢ao
salina-bicarbonato (1,2%) ¢ novamente centrifugado. O sobre-
nadante resultante foi descartado e o sedimento ressuspenso
em 5 mL de salina com penicilina-estreptomicina e posterior-
mente inoculado em camundongos. Para cada amostra de pool
muscular e retina foram inoculados trés camundongos pela via
subcutanea (1 mL/camundongo) (DUBEY, 1998).

Ap6s 45 dias inoculagdo, os camundongos foram aneste-
siados para coleta de sangue e posteriormente eutanasia para
preparagdo de imprint de cérebro, exame microscopico para
a pesquisa de cistos e colheita de soro para IFI.

Extracdo do DNA
A extra¢@o do DNA dos tecidos e do sangue foi realizada
conforme descrito previamente por Garcia (2006b). Apos a
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homogeneizacdo da amostra, 300 pL foram transferidos para
um micro tubo com igual volume de tampao de extragdo (200
mM NaCl, 20 mM Tris, 50 mM EDTA, proteinase K 1 mg/
mL e 2% SDS) e incubadas a 56 °C por 1 hora. Apds, 300 uL
de fenol tamponado foram adicionados e centrifugados por
13.000 x g durante 5 minutos. A fase aquosa foi transferida
para outro tubo com fenol:cloroférmio:alcool isoamilico e
centrifugado por 13000 x g durante 5 minutos. A precipitacao
do DNA foi realizada com acetato de sodio e etanol
(SAMBROOK et al., 1989).

Reac¢do em cadeia pela polimerase (PCR)

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

A amplificacao do DNA do T. gondii seguiu metodologia
descrita por Homan et al. (2000). Os oligonucleotideos inici-
adores (primers) TOX4 (CGCTGCAGGGAGGAAGACGA
AAGTTG) e TOX5 (CGCTGCAGACACAGTGCATCTG
GATT) foram utilizados para amplificar um segmento de 529
pares de bases (pb) do DNA do T. gondii (GenBank n°
AFI146527). Este fragmento repete-se de 200 até 300 vezes
no genoma do T. gondii (HOMAN et al., 2000).

A reagdo de PCR foi realizada com uma mistura contendo
5 uL da solug@o obtida na extragao mais 20 pL (volume final
de 25 plL) da mistura de 1,0 mM de cada primer, 100 mM
dNTP (Invitrogen, life technologies, USA), 60 mM Tris+tHCI
(pH 9,0), 15 mM (NH,),SO,, 2 mM MgCl,, 0,5 U Tag DNA
polimerase (Invitrogen, life technologies, USA). A amplifica-
¢ao do DNA do T. gondii foi obtida ao fim de 35 ciclos no
termociclador PTC-100 (MJ-Research), realizando a reacdo
com as seguintes condi¢gdes: 7 minutos a 94 °C para a
desnatura¢ao no ciclo um; seguido de 33 ciclos, com 1 minu-
to a 94 °C para a desnaturacdo, 1 minuto a 55 °C para o
anelamento e 1 minuto a 72 °C para a extensao. No ciclo 35
foi realizada uma extensao final de 10 minutos a 72 °C. Ali-
quotas de todos os PCR foram submetidas a eletroforese em
gel de agarose a 2%. Controles positivos e negativos foram
adicionados em cada reagdo. Taquizoitos da cepa RH (107/
mL) foram diluidos em uma amostra de sangue, digestao
péptica e retina. Foi realizada a extragdo do DNA dessas amos-
tras para o uso como controle positivo. O controle negativo
consistiu na extragdo do DNA das mesmas amostras sem a
adi¢ao do T. gondii.

Sensibilidade da PCR

Para obtengdo da sensibilidade da PCR taquizoitos da cepa
RH, obtidos conforme descrito no item 2.2, foram preparados
em concentragdes de 107 a 107" equivalente de taquizoitos/
mL de TE. Posteriormente, fez-se a extragdo do DNA ea PCR
conforme descrito no item 2.8.1.

Anélise estatistica

As diferencas estatisticas foram avaliadas pelo ANOVA.
O teste t de Student foi utilizado para averiguar diferengas
estatisticas entre os grupos. Para avaliar as diferencas entre as
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porcentagens de detecgdo da parasitemia utilizou-se o Teste
Exato de Fisher. Utilizou-se o nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS

Sinais Clinicos

Os suinos que foram infectados com a cepa RH (G1 e
G2) apresentaram tosse secre¢ao ocular e aumento de tem-
peratura entre o terceiro e o quinto dia pés-infeccao (dpi)
(Figura 1). Embora se tenha observado um leve aumento na
temperatura corporal dos animais do G1(39,9+0,32 °C) e do
G2(39,7+0,1 °C) no quinto dpi ndo foram observadas dife-
rencas estatisticas com relagdo a temperatura corporal entre
os grupos, G1=39,3+ 0,28 °C, G2=39,3+0,19 °C, e
G3=39,2+0,37 °C.

41.07
40.5

——G1
X G2

Temperatura ( °C)
=]

g

0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33 36 39 42 45 48
Dias apés ainfecgio

Figura 1. Temperatura retal dos suinos dos trés grupos experimen-

tais (G1=p-glucana + infectado, G2=infectado, G3=controle). Os

animais foram infectados com 107 taquizoitos da cepa RH de Toxo-

plasma gondii pela via intramuscular no dia 0.

Valores Hematolégicos

Os resultados hematologicos estao representados nas Fi-
guras 2, 3 e 4. Houve diferenca significativa entre os grupos
nos resultados do hematdcrito (Figura 2), nG1=34,5+3,41,
pG2=35+0,96, nG3=31,7+£3,52 (P=0,02, G2'G3=0.009);
hemoglobina (Fig.2), nG1=11,1%1,24, nG2=11,5+1,49,
pnG3=9,83+1,08 (P=0,04; G2 ' G3=0,02); dos eosinodfilos (Fi-
gura 3), uG1=249+156, uG2=49+43, uG3=87+111 [P=0,004;
GI1 ' G2 (P=0,004); G1 * G3 (P=0,03)] e das proteinas plas-
maticas (Figura 4), nG1=7,28+0,377, nG2=7,05+0,321,
nG3=6,67+0,403 [P=0,01; G1'G3 (P=0,007)].

Entretanto, ndo foram observadas diferencas entre os gru-
pos nos resultados de contagem de hemadcias (Figura 2),
pG1=5,79+0,57, uG2=5,61+0,47, nG3=5,2+0,61 (P=0,13);
leucdcitos (Figura 2), uG1=18209+2913, nG2=16439+4436,
pG3=15551+£5283 (P=0,32); neutrofilos (Figura 3),
pG1=8920+1226, nG2=8023+2269, nG3=8311+2868
(P=0,65); linfécitos (Figura 3), pG1=8686+2708,
pG2=8066+3127, nG3=6905+2731 (P=0,23); e mondcitos
(Figura 3), pG1=95+78, pG2=146+208, pG3=159+174
(P=0,69) e fibrinogénio (Figura 4), pnG1=262+105,
uG2=279+100, pG3=198+79 (P=0,21).
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Figura 2. Média dos valores do hemograma obtida semanalmente dos suinos dos trés grupos experimentais. As setas pontilha-
das indicam a aplicacéo da -glucana (G1) e a seta continua indica o dia da infec¢é@o. Os animais (G1 e G2) foram infectados com
107 taquizoitos da cepa RH de Toxoplasma gondii pela via intramuscular. Os animais do G3 eram controle negativo. O P <0,05
indica significancia estatistica.
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Figura 3. Média dos valores das contagens diferenciais dos leucdécitos obtida semanalmente dos suinos dos trés grupos
experimentais. As setas pontilhadas indicam a aplicacdo da -glucana (G1) e a seta continua indica o dia da infecgdo. Os
animais (G1 e G2) foram infectados com 107 taquizoitos da cepa RH de Toxoplasma gondii pela via intramuscular. Os animais

do G3 eram controle negativo. O P > 0,05 indica significancia estatistica.
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Figura 4. Média dos valores das dosagens do fibrinogénio e proteina
plasmética obtida semanalmente dos suinos dos trés grupos experi-
mentais. As setas pontilhadas indicam a aplicacéo da -glucana (G1)
e a seta continua indica o dia da infeccdo. Os animais (G1 e G2)
foram infectados com 107 taquizoitos da cepa RH de Toxoplasma
gondii pela via intramuscular. Os animais do G3 eram controle nega-
tivo. O P > 0,05 indica significancia estatistica.

Resposta imune humoral

A cinética do nivel de anticorpos do G1 e G2 é mostrada
na Figura 5. Todos os suinos do G1 e G2 soro converteram
aos sete dpi. A média dos titulos de anticorpos dos suinos do
Gl (IFI-log10=2,55+0,15) ndo diferiu (P=0,9) da média G2
(IFI-log10 =2,66+0,15). Os suinos do G3 permaneceram ne-
gativos durante todo o experimento. Todas as amostras de
humor aquoso e humor vitreo dos suinos, dos trés grupos,
foram negativas pela IF1.

Sensibilidade da PCR

A PCR usada nas condigdes do experimento foi capaz de
detectar o equivalente de DNA de T. gondii na concentragao
de 10 taquizoitos/mL (Figura 6).

Avaliacéo da parasitemia (ensaio bioldgico em camundon-
gose PCR)

Os resultados da parasitemia obtidos pelo ensaio biologi-
co e a PCR estdo na Tabela 2. No G1 o suino I foi o tnico
positivo no ensaio biolégico, sendo detectada hé positividade
14 dias pos-inoculagdo (dpi). No G2 os 3 animais apresenta-
ram positividade no ensaio biologico; sendo os suinos V e VI
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Figura 5. Cinética do titulo de anticorpos dos suinos dos grupos 1 e
2. Os animais foram infectados com 107 taquizoitos da cepa RH de
Toxoplasma gondii pela via intramuscular no dia 0. A linha pontilhada
representa o ponto de corte (Log10=1,80). O P > 0,05 indica signifi-
cancia estatistica.

Figura 6. Eletroforese em gel de agarose a 2%, de amostras de
taquizoitos diluidos: teste de sensibilidade de 529 pb da PCR.
Canaleta 1: Padréo molecular. Canaletas de 2 a 10 representam a
diluigao: 107, 10°, 10°, 104, 103, 10%, 10%, 10°, 10 de taquizoitos/ml,
respectivamente.

Tabela 2. Resultado do bioensaio e da PCR, do sangue de
suinos, realizado a partir do terceiro dia ap6s o desafio. O
desafio dos animais (G1 e G2) foi realizado com 107 taquizoitos
da cepa RH, os animais do G3 permaneceram como grupo
controle negativo.

Suinos Dias ap0s a infeccéo
3 7 14 21 31 39 47 69
Gl | - - P, - - - P, -
Il . - - - - - P, -
I - - - - - - - -
G2 IV - - - - - P, P, -
\Y P, - - - - - P, -
VI P, - - - P, - - -
G3 VI - - - - - - - -
Vil - - - - - - - -

P,= Positivo bioensaio; Pp: Positivo PCR.

positivos no 3° dpi e o IV positivo no 47 dpi. Com relagao a
PCR o suino II do G1 foi positivo no 3° dpi e os suinos I e 11
aos 47 dpi. E no G2 os suinos VI, IV e V foram positivos pelo
PCR aos 31, 39 e 47 dpi, respectivamente. Nao houve dife-
rengas estatisticas entre os 2 testes estudados (PCR x ensaio
bioldgico, P=0,33) e entre os dois grupos (Gl x G2, P=0,3).
Os dois animais do G3 apresentaram resultados negativos para
a parasitemia tanto no ensaio bioldgico como na PCR durante
todo o experimento.
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Avaliacdo ocular e digestao péptica

Todas as amostras de retina e pool muscular (produto da
digestdo péptica) dos animais do G1, G2 e G3 apresentaram
resultados negativos nas provas de ensaio bioldgico e PCR.

DISCUSSAO

O presente estudo avaliou a a¢do da B-glucana pela via
intramuscular em suinos infectados experimentalmente com
taquizoitos (cepa RH) do T. gondii. Com exce¢ao dos eosind-
filos, o resultado da contagem diferencial de leucocitos san-
guineos nos animais do G1, quando comparados aos do G2 e
G3 nao foram significativos. Fogelmark et al. (2001) relata-
ram eosinofilia no intersticio pulmonar, no lavado pulmonar
e no epitélio das vias aéreas de porquinhos da india expostos
a inalagdo diaria de B-glucana. No entanto, o aumento de co-
sin6filos do G1 observados no presente trabalho ocorreu sete
dias apds a infecgdo. Dritz et al. (1995) ndo verificaram dife-
rengas significativas no nimero ou na func¢do de macrofagos
e de neutrofilos em leitdes desmamados que receberam b-
glucana pela alimentagdo. Além disto, Rylander e Holt (1998)
também nao verificaram diferengas significativas no nimero
dos leucocitos (neutrofilos, macrofagos, linfocitos e eosindfi-
los) de cobaios que receberam P-glucana pela via nasal.
Vidotto et al. (1987) observaram eosinopenia em porcas ges-
tantes do terceiro ao nono dia ap6s a infecgdo com oocistos
da cepa AS-28 do T. gondii; atribuindo a esses achados uma
possivel agéo do T. gondii. No presente estudo a $-glucana,
possivelmente, melhorou a resposta dos eosindfilos, visto que
foram os Unicos leucocitos que apresentaram diferengas entre
os animais do G1 com os do G2 e G3.

No presente estudo, trés dias apds a infeccao (dia 38) hou-
ve uma diminui¢ao no nimero de neutr6filos nos animais in-
fectados (G1 e G2), quando comparados aos ndo infectados
(G3). Embora ndo tenha sido observada nenhuma diferenca
estatistica entre os grupos, essa diminuigao poderia estar rela-
cionada a fase aguda da infecg@o e ser causada pela migragao
ou diapedese dos neutréfilos para os tecidos infectados. Apds
a inoculagdo IM, a cepa RH ¢ disseminada para outros teci-
dos de suinos (DUBEY et al., 1994). Além disto, Vidotto et
al. (1987) também observaram neutropenia em porcas
infectadas experimentalmente. As glucanas tém sido descri-
tas como estimuladoras das respostas imune celular e humoral
(CHEN; AINSWORTH, 1992; YUN et al., 1997). Elas pos-
suem um efeito antiinflamatdrio por inibirem citocinas pro-
inflamatorias (HOGABOAM et al., 1998). Outras atividades
biologicas também tém sido relacionadas as a-glucanas, tal
como, estimulagdo da hematopoiese, ativa¢do de macrofagos
e neutrofilos (RANKIN et al., 1990; HOFER; POSPISIL,
1997; TSIAPALI et al., 2001).

Hiss e Sauerwein (2003) ndo encontraram eficiéncia na
resposta imune especifica (humoral e celular) ap6s a adminis-
tragdo da (3-glucana pela via oral em suinos vacinados com o
virus da sindrome reprodutiva e respiratdria dos suinos
(VSRRS). Por outro lado, Xiao et al. (2004) relataram um
aumento na producao de interferon gama (IFN-3) em suinos

de quatro meses tratados com B-glucana soltvel e desafiados
com o VSRRS, sendo que a produgdo de IFN-© nio foi anti-
geno dependente. Camundongos tratados com [-glucana ex-
traida da aveia e inoculados com Eimeria vermiformis apre-
sentaram altos niveis de anticorpos especificos ¢ resposta ce-
lular significativa em relagdo aos camundongos nao tratados
(YUN et al., 2003). No mesmo estudo a B-glucana extraida
da aveia induziu a sobrevivéncia prolongada de camundon-
gos desafiados com 5 x 10® de Staphylococcus aureus. Li et
al. (2005) observaram resultados que indicam um aumento da
resposta imune especifica (produg@o de anticorpos), apenas
na primeira semana, em suinos desmamados e tratados via
alimentagdo com B-glucana extraida do S. cerevisiae.

Os valores do hematocrito e da hemoglobina ndo foram
conclusivos, uma vez que nao houve diferengas entre o G1 e
G2. Considerando os valores da proteina plasmatica (PP) ve-
rificou-se que os animais do G1 sempre apresentaram valores
mais elevados que os outros dois grupos durante todo o expe-
rimento. No entanto, os dois grupos infectados (G1 e G2) ti-
veram um aumento na concentra¢do de PP trés dias apos a
infecgao por T. gondii. As proteinas plasmaticas sdo classifi-
cadas como proteinas de fase aguda, pois, podem apresentar
um aumento na sua sintese pelas células do figado em decor-
réncia de processos inflamatoérios ou infecciosos (SILVA et
al., 2005). O fator de necrose tumoral e as interleucinas 1 ¢ 6
também sdo responsaveis pelo aumento das PP, e segundo
Silva et al. (2005) seria mais pratico e confiavel medir a con-
centracdo dessa ultima do que das PP.

A B-glucana néo se mostrou eficiente na melhora da res-
posta imune humoral, pois, a média dos titulos de anticorpos
entre os grupos nao se diferenciaram. Freire et al. (2003) ve-
rificaram titulos de anticorpos, em suinos inoculados pela via
intramuscular com a cepa RH (1* dose 10%; 2* dose 107), se-
melhantes aos encontrados no presente trabalho, porém, es-
ses titulos s6 foram obtidos apds a segunda dose de taquizoitos
Vivos.

A cepa RH ¢ o isolado de T. gondii mais comumente utili-
zada e estudada em laboratérios. Essa cepa foi isolada em
1939 por Sabin (1941) de um caso de encefalite toxoplasmica
fatal em uma crianga. Desde entdo, ela vem sendo propagada
em cultivo celular e em camundongos. A cepa RH tem sido
descrita como ndo persistente nos tecidos de suinos, por mais
de 64 dias, e inclusive indicada como uma alternativa vacinal
para os mesmos (WORK et al., 1970; DUBEY et al., 1991).

Cistos de T. gondii ndo foram demonstrados em suinos
aos 42 e 64 dpi com acepa RH (DUBEY etal., 1991). Porém,
Pinckney et al. (1994) recuperaram a cepa RH dos tecidos de
suinos infectados experimentalmente pela via intravenosa. No
presente experimento, todos os animais dos grupos um e dois
apresentaram sinais clinicos leves, caracterizados basicamente
por tosse e secre¢ao ocular, acompanhados de leve hipertermia.
Dubey et al. (1991) verificaram apenas a febre com sinal cli-
nico em suinos infectados pela via subcutdnea com 10°
taquizoitos da cepa RH. Por outro lado, Pinckney et al. (1994)
descreveram sinais clinicos severos em leitdes infectados pela
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via intravenosa. Da mesma forma, Garcia et al. (2005) inocu-
laram pela via intramuscular leitdes com taquizoitos da cepa
RH e verificaram sinais semelhantes aos do presente traba-
lho, porém, esses apresentaram temperaturas corporais mais
elevadas. Essas diferengas poderiam estar relacionadas & maior
dose infectante utilizada (7 x 107) por Garcia et al. (2005) e
pela via de inoculagdo diferentes utilizada por Dubey et al.
(1991) e Pinckney et al. (1994). Dubey et al. (1994) inocula-
ram suinos com 10° taquizoitos da cepa RH pela via intramus-
cular e intravenosa. Os animais inoculados pela via intramus-
cular apresentaram somente febre, ja os animais inoculados
pela via intravenosa adoeceram e/ou morreram.

Varios fatores podem influenciar os sinais clinicos da to-
xoplasmose tais como a espécie animal, a idade, caracteristi-
cas da cepa (inclusive linhagem), estadio do parasita, via da
infec¢ao, estado nutricional e outras infecgdes (BEKNER DA
SILVA et al., 1994; DUBEY, 1994; DUBEY et al., 1994).

Pinckney et al. (1994) verificaram conjuntivite, ulceragdes
e corioretinite oculares em suinos apds 7, 9, 14 e até mesmo
60 dias apos a infecgd@o pela via intravenosa com a cepa RH.
Toxoplasma gondii foi detectado na retina de suinos, inocula-
dos pela via oral com oocistos da cepa AS-28, tanto pelo en-
saio biologico como pela nested PCR (YAl et al., 2003). Mais
recentemente, Garcia et al. (2007) detectaram anticorpos em
humor aquoso ¢ DNA do T. gondii pela PCR na retina de su-
inos infectados experimentalmente pela via oral com oocistos
da cepa VEG. Estes autores detectaram baixos titulos de anti-
corpos no humor aquoso pela IFI (maior titulo de 128 em
apenas um animal) 60 dias ap6s a infeccdo e 3 (30%) amos-
tras positivas na PCR.

No presente estudo nao foram detectados anticorpos con-
tra o T. gondii pela IFI de humor aquoso e vitreo, bem como
DNA do parasita em todas as retinas avaliadas pela PCR e
ensaio biologico. Portanto, o que parece ser um fator impor-
tante, independentemente da idade, ¢ a via de inoculag@o, sen-
do a via intravenosa mais patogénica que as outras.

Os resultados observados nesse trabalho confirmam as
observagdes realizadas anteriormente quando se descreveu
diferenga entre linhagens da cepa RH entre laboratorios
(HOWE; SIBLEY, 1994). O fato ¢ que algumas cepas RH
podem causar toxoplasmose severa em suinos enquanto ou-
tras ndo (DUBEY et al., 1994). Outra observagdo importante
¢ que apos cerca de 50 anos de cultivo as linhagens da cepa
RH podem apresentar variagdes genéticas (HOWE; SIBLEY,
1994).

O ensaio bioldgico em gatos deve ser considerado a prova
padrdo para detectar parasitas de tecidos de animais de con-
sumo (HILL et al., 2006), porém, ela ¢ demasiadamente tra-
balhosa, cara, muito demorada e¢ perigosa para os
manipuladores (ESTEBAN-REDONDO et al, 1999). O uso
de camundongos no ensaio biologico ¢ aceitavel, na avalia-
¢ao de cistos teciduais (VIDOTTO; COSTA, 1987;
NAVARRO et al., 1992; DIAS et al., 2005; GARCIA et al.,
2005; GARCIA et al., 2006b), e prova padrao para avaliacdo
da parasitemia por T. gondii (COSTA et al., 1977; VIDOTTO;
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COSTA, 1987; KANETO et al., 1997). Garcia et al. (2006b),
bem como, Tsutsui et al., (2007) verificaram um melhor re-
sultado do ensaio bioldgico com relagdo a PCR em amostras
de carnes de suinos inoculados com oocistos da cepa VEG.

A PCR ¢ amplamente utilizada para avaliar a presenca de
DNA do parasita em varios fluidos, sangue e tecidos
(CHABBERT et al., 2004). A PCR tem a vantagem de ser um
teste rapido e mais barato que o ensaio bioldgico, porém nao
detecta o parasita vivo (GARCIA et al., 2006b).

Paugam et al., (1995) detectaram pela PCR de sangue de
camundongos, amostras positivas do 2° até o 21° dia apds a
inoculag¢do de uma cepa avirulenta de T. gondii. Ja em caes
avaliados pelo ensaio bioldgico foi possivel detectar surtos
parasitémicos de T. gondii pela inoculagdo de taquizoitos da
cepa RH aos 7 e 35 dias apds a inoculagdo (ARANTES, 2005).
A cepa RH ¢ considerada uma cepa ndo persistente, porém, o
figado, até o 14° dpi, seria o local da multiplica¢do e/ou des-
trui¢do do parasita, ndo sendo mais isoladas nos dias 52, 57 ¢
76 dpi dos tecidos suinos (DUBEY et al., 1994).

Verificou-se no presente trabalho que dois suinos do G1 e
todos os animais do G2 tiveram T. gondii detectado no san-
gue do 3° até 0 47° dpi, porém, nenhum organismo foi detec-
tado no sangue e tecidos dos suinos no dia do abate. O figado
ou 0 bago poderiam ser um dos locais de permanéncia do pa-
rasita durante a fase de parasitemia, porém, outros trabalhos
devem ser realizados para avaliar essa possibilidade.

Os resultados observados no presente estudo nao revela-
ram qualquer agdo da B-glucana na infec¢do por taquizoitos
do T. gondii, considerando a forma como foi utilizada. A li-
nhagem da cepa RH utilizada se mostrou de baixa
patogenicidade e acistogénica (musculos e retina) para suinos
69 dpi.
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