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RESUMO.

Para a deteccao de antigenos de T. gondii na urina e plasma de
camundongos infectados com o parasito foi utilizada técnica de ELISA de
captura. Na técnica, IgG humana anti-T. gondii, obtida por cromatografia de
afinidade, foi utilizada para o revestimento da placa de ELISA com o intuito
de capturar antigenos especificos. Nas reacoes positivas, os antigenos de 7.
gondii  foram reconhecidos por IgG de coelho anti-T. gondii obtida por
cromatografia de afinidade. Utilizou-se o conjugado IgG de cabra anti-IgG
de coelho marcado com peroxidase e como substrato a ortofenilenodiamina.
Em cada placa de reagdo foram incluidos padroes contendo concerntracoes
conhecidas de proteinas de taquizoitos (AgS T. gondii). A concentracdo de
proteinas presentes nas amostras testadas foram expressas em pg/ml. A
técnica  evidenciou alta reprodutibilidade, com limite inferior de
sensibilidade de 0,05 pg/ml. Foi observada antigentria em camundongos
inoculados com 1000, 25000, 50000 e 100000 taquizoitos da linhagem N de
alta viruléncia de Toxoplasma gondii , durante a fase aguda da infeccdo.
Camundongos inoculados com L, 6 ou 12 cistos da linhagem P de moderada
viruléncia de T. gondii apresentaram antigentiria e antigenemia na fase
aguda e cronica da infeccio. Os primeiros cistos foram detectados no
cérebro dos camundongos infectados com a linhagem P, 11 dias apés a
infec¢do. O nimero de cistos e o volume médio aumenta com o tempo de
infec¢do, independentemente do nimero de cistos inoculados. Na fase
cronica da infeccao dos animais observou-se o ocorréncia simultdnea de
cistos grandes e pequenos, indicando neoformacdo de cistos. A neoformacio
de cistos e antigentria na fase crénica da infeccfo, indicam a possibilidade
de reagudizacao periddica da infeccdo pelo T. gondii.



1. INTRODUCAO
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O  Toxoplasma gondii ¢ protozodrio intracelular obrigatério e
multiplica-se  em qualquer célula nucleada do organismo. Possui ciclo
heteroxénico facultativo em que o gato e outros felideos sio os hospedeiros
definitivos e outros mamiferos e aves, atuam como hospedeiros
intermedidrios. Os taquizoitos de T. gondii j4 foram demonstrados em
liquidos corporais e secrecoes, humanas e de animais, tais como leite, saliva,
urina, sémen e liquor (SACKS et alii, 1982; DUBEY et alii, 1980; CHIARI
& NEVES, 1984; VITOR et alii, 1991; TERRAGNA et alii, 1981; CATHIE,
1954; AMENDOEIRA & COUTINHO, 1982; JACOBS et alii, 1966;
DUBEY & SHARMA, 1980; SABIN, 1941; GUIMARAES, 1943; ROCHA
et alit, 1993; CARAMELLO et alii, 1993).

As infecgdes por T. gondii sio, em geral, assintomdticas ou
apresentam sintomas inespecificos (KOSKINIEMI et alii, 1989), embora este
parasito tenha se mostrado um patSgeno oportunista fatal em pacientes
aidéticos, uma vez que 30 a 509% destes pacientes apresentam reativacdo na
fase cronica, desenvolvendo quadro agudo de encefalite, miocardite e /ou
pneumonia (LUFT & REMINGTON, 1992). Das infeccoes maternas
agudas, 40% resultam em doen¢a congénita no feto (DESMONTS &

COUVREUR, 1974)
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A patogenicidade de diferentes linhagens de T. gondii varia
dependendo de fatores do hospedeiro e do parasito. Entre as propriedades
do hospedeiro, consideradas extrinsecas a0 parasito, sdo descritas
caracteristicas genéticas (ARAUJO et alii, 1976; WILLLIAMS et alii, 1978),
status imunoldgico e idade (GARDNER & REMINGTON, 1977). Sao
consideradas propriedades intrinsecas de viruléncia do parasito, o estdgio, a
via de inoculagio, a dose de infeccio (DUBEY & FRENKEL, 1973), a
invasividade, a taxa de multiplicacio (KAUFMAN et alii, 1958) e a
cistogenicidade (OMATA et alii, 1987). As linhagens de alta viruléncia
matam os camundongos na fase aguda, geralmente até 10 dias apls a
infeccdo, independente do niimero de parasitas inoculados. Geralmente ndo
produzem cistos teciduais, mesmo quando os animais sio tratados e
sobrevivem a fase aguda da infecgdo. Linhagens de baixa viruléncia sio
aquelas que promovem uma infeccdo assintomdtica em camundongos,
evoluindo para a fase cronica geralmente sem mortalidade e com formacéo
de cistos teciduais. As linhagens do parasita consideradas subaguda ou de
moderada viruléncia apresentam um perfil intermedidrio de patogenicidade
para camundongos, onde alguns animais morrem durante a fase aguda e

outros evoluem para a fase cronica, com formagfio de cistos. Neste contexto,
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o fendmeno da viruléncia sé pode ser compreendido & luz da interacdo
parasito-hospedeiro.

Vdrios autores tém procurado caracterizar as linhagens de alta e baixa
viruléncia do T. gondii através de parametros bioquimicos, genéticos e
imunolégicos. A caracterizagdo genética pela anidlise isoenzimdtica de
linhagens, mostra que as linhagens de alta viruléncia sio genotipicamente
idénticas, e as de baixa viruléncia sao polimérficas (BARNERT et alii, 1988;
DARDE et alii , 1988; DARDE et alii, 1992; CRISTINA et dlii, 1991;
SIBLEY & BOOTHROYD, 1992). Por outro lado, os estudos imunclégicos
dos principais antigenos de membrana ndo demonstram variacio
significativa entre diferentes linhagens de T. gondii (HANDMAN et alii,
1980; HANDMAN & REMINGTON, 1980). Taquizoitos e bradizoitos
possuem antigenos comuns (DARCY et alii, 1990; TORPIER et alit, 1993;
WOODISON & SMITH, 1990), com similaridades entre as estruturas
primdrias de suas proteinas (CESBROW-DELAUW et alii, 1994).

A proliferagio dos taquizoitos ocorre durante a fase ativa da infecgéo,
aguda ou reagudizada, com consequente  destruicdo celular e
comprometimento tissular. E nesta fase que podem ocorrer os sintomas, que

sdo inespecificos. O diagnéstico etioldgico nestes casos é crucial para o
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tratamento adequado. As drogas atualmente disponiveis sio eficazes no
tratamento da toxoplasmose na fase proliferativa, mas nao agexﬁ sobre as
formas encistadas do parasito (HUDSON, 1993).

Na toxoplasmose o diagndstico deve evidenciar a fase ativa da
infeccdo. Entretanto, a demonstragio direta de formas proliferativas do
parasito em liquidos corporais através do exame a fresco ou ap6s coloracao,
¢ de baixa eficiéncia, principalmente quando nao se suspeita da etivlogia da
infeccao (BOTTONE, 1991).

O isolamento do parasito através da inoculagio de material biologico
em camundongos, ¢ uma técnica especifica, utilizada em casos especiais,
como no diagnostico prenatal da infeccdo congénita e em liquidos corporais
de aidéticos (DESMONTS et alii, 1985; DIEGO et alii, 1993). No primeiro
caso, ¢ realizada a inoculagdo de amostras de liquido amniético e/ou sangue
do corddo umbilical e no segundo, liquidos corporais. Por outro lado, a
desvantagem desta técnica ¢ a necessidade da utilizacao de animais de
laboratério, além de requerer 4 a 6 semanas para comprovacio do
diagnéstico (REMINGTON & DESMONTS, 1990).

As formas proliferativas do T. gondii podem também ser demonstradas

em cortes histoldgicos, através de técnicas histoquimicas de peroxidade-anti-
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peroxidase (PAP). Tanto formas integras do parasito, quanto fragmentos
podem ser detectados. Trata-se de uma técnica dtil, uma vez que é muito
dificil demonstrar o parasito em estudo histopatolégico utilizando coloragoes
rotineiras (FRENKEL et alii, 1975). Entretanto, sua utilizacao ¢ restrita,
porque exige procedimentos invasivos (CONLEY et alii, 1981; HUANG &
CHOU, 1988).

Entre os métodos indiretos, a demonstracdo de anticorpos circulantes
¢ mais comumente utilizada para diagnéstico da infeccao por T. gondii.
Embora altos niveis de anticorpos ocorram durante a fase aguda da infeccio,
¢ necessdrio demonstrar a elevagéo significativa de titulos de anticorpos da
classe IgG em amostras obtidas com intervalo de 2 a 3 semanas ou a
presenca de anticorpos IgM especificos. Considerados como indicadores de
fases aguda, anticorpos IgM podem persistir no soro por mais de um ano
apds o inicio da infeccdo, complicando a interpretacdo dos resultados
(DECOSTER et dlii, 1988). Além disso, em condicdes clinicas de
imunocomprometimento, ¢ raro o aumento dos niveis dos titulos de
anticorpos ou o aparecimentc de resposta IgM especifica (HAKES &

ARMSTRONG, 1983; LUFT & REMINGTON, 1992).
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A demonstracdo de antigenos ou DNA do parasito em liquidos e
secre¢Oes corporais, surge como alternativa para comprovar a ocorréncia de
uma infecgdo ativa sem a necessidade de recorrer a métodos invasivos.

Vdrios estudos estdo sendo desenvolvidos para utilizacdo da técnica
de ELISA para captura de antigenos parasitdrios na urina e outros liquidos
corporais humanos (ESPINO ez alii, 1990; FREILY et alii, 1987; UNGAR,
1990; WATT et alii, 1986; GOLDIN et alii, 1993). Nas infec¢ées por
T. gondii, antigenos do parasito j4 foram demonstrados no sangue circulante
e na urina de organismos natural e experimentalmente infectados (HASSL et
alii, 1988a; HASSL et alii, 1988b; LAPPIN et dlii, 1989; HUSKINSON et
alii, 1989; FACHADO et alii, 1990; HAFID et dlii, 1992).

A detecgdo de antigenos na urina de animais experimentalmente
infectados com T. gondii foi demonstrada utilizando as. técnicas de
coaglutinagdo (FACHADO et alii, 1990) e ELISA (HUSKINSON et dlii,
1989). Estes estudos foram realizados em camundongos experimentalmente
infectados éom uma linhagem de alta viruléncia do parasito, durante a fase
aguda da infecgdo. Entretanto, nio se conhece a dindmica de eliminacdo

de antigenos na fase cronica da toxoplasmose.
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H4 evidéncias de que novos cistos sdo formados durante a fase cronica
da infec¢do por Toxoplasma gondii, a partir de formas do parasito chegando
ao cérebro a intervalos intermitentes, devido a episddios recorrentes de
parasiternia (CONLEY & JENKINS, 1981) ou a partir da liberacdo de
bradizoitos sem ruptura de cistos (WONG & REMINGTON, 1993).

A determinagio do nimero de cistos no cérebro tem sido usada no
estudo da genética da resisténcia ao T. gondii (BROWN & McLEOD, 1990),
da reativagdo da infeccdo durante a fase cronica (FERGUSON &
HUSTCHISON, 1987) e na imunoterapia experimental (SUZUKI et dlii,
1994).

A reativagdo da toxoplasmose na fase cronica ainda é um fendmeno
pouco esclarecido. A deteccio de antigenos na urina e plasma pode ser
pardmetro util para avaliar a ocorréncia de reativacdo da infecgio em
hospedeiros imunocompetentes. A andlise concomitante do volume de cistos

no cérebro pode também contribuir para compreensio deste fendomeno.
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OBJETIVOS

e Verificar a ocorréncia de antigenos na urina e sangue durante a fase

aguda e cronica da infec¢do experimental de camundongos com T. gondii

Para atingir este objetivo serd desenvolvido o método de ELISA para
captura de antigenos especificos de Toxoplasma gondii .

e Verificar se o volume de cistos é um bom parametro para avaliar a

neoformagio de cistos durante a infecgao pelo Toxoplasma gondii .



3. MATERIAL E METODOS
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3.1 ANIMAIS

Camundongos heterogenéticos da linhagem Swiss, com idade
aproximada de 30 dias, foram adotados como modelo de experimentacio.
Os camundongos, livres de patdgenos especificos, foram produzidos no

Centro de Bioterismo da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP).

3.2 Toxoplasma gondii

Duas linhagens de Toxoplasma gondii foram utilizadas para
inoculacao dos animais: a linhagem P (moderada viruléncia) e a linhagem N

(alta viruléncia).

A linhagem P foi isolada do pulmio de um cdo em 1978 pela Prof:.
Ligia F. Jamra, do Instituto de Medicina Tropical de Sdo Paulo. Esta
linhagem é mantida em laboratério pela inoculacdo intraperitoneal de cistos,

a cada 2 meses, em camundongos.

A linhagem N foi gentilmente cedida pelo Dr. Mario Camargo do
Laboratério Fleury SP em 1992. Esta linhagem é mantida por passagem

sucessiva de taquizoitos via intraperitoneal, em camundongos. Os
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camundongos sdo inoculados com taquizoitos e apés 48 hs de infeccdo, os
mesmos $30 recuperados pela inoculagdo de 4 ml de SST 0,11M pH 7,2 na
cavidade peritoneal dos camundongos, com o auxilio de seringa e agulha
estéreis. O exsudato rico em taquizoitos é entdo aspirado, examinado e

inoculado em camundongos, via intraperitoneal.

3.3 GRUPOS EXPERIMENT AIS.

As amostras de wurina e/ou sangue dos camundongos
experimentalmente infectados com T. gondii, foram obtidas a diferentes
intervalos de tempo apds a infecgfio com o parasito. O dia da infecgio foi
considerado o dia zero do periodo experimental.

Foram utilizados dois protocolos bésicos:

Protocolo 1- Os camundongos foram separados em 5 gaiolas e
inoculados com taquizoitos da cepa N obtidos como descrito no item 3.4
solugdo salina tamponada com fosfate (SST) 0,11M pH 7,2 (10
camundongos); 1000 taquizoitos (10 camundongos); 25000 taquizoitos (8

camundongos); 50000 taquizoitos (8 camundongos) e 100000 taquizoitos (10
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camundongos). As amostras de urina dos animais foram coletadas a cada

dois dias, até a sua morte.

Protocolo 2 - Os camundongos foram distribuidos em gaiolas (8
animais por gaiola) e inoculados com 1, 6 ou 12 cistos da linhagem P ou com
SST 0,01M pH=7,2 via intraperitoneal. Foram constituidos dois grupos de
animais para cada inoculo: de um grupo coletou-se apenas urina (animais
ndo sangrados- ANS) e do outro urina e sangue (animais sangrados - AS). A
coleta de urina e sangue, assim como a pesagem dos animais seguiu o
seguinte esquema: de 2 em 2 dias, até 32 dias apds a infecgdo; de 4 em 4 dias
de 32 a 68 dias apds a infecgdio e de 7 em 7 dias de 68 a 103 dias apds a
infec¢do. Ap6s a ultima coleta, os animais que sobreviveram 2 fase aguda da
infecgdo foram sacrificados. A mortalidade dos animais também foi
registrada.

Os animais sacrificados no final do experimento ou no curso da
infecgdo, foram examinados e o numero de cistos no cérebro estimado

conforme descrito no item 3.5. Os cistos foram medidos conforme item 3.6.

O protocolo aplicado aos animais de cada gaiola foi determinado por

sorteio, para aleatorizacdo dos dados.
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3.4 CONTAGEM DE TAQUIZOITOS

Para inoculagdo dos animais experimentais (item 3.3, protocolo 1), os
taquizoitos foram recuperados da cavidade peritoneal de camundongos
previamente inoculados com a linhagem N de T. gondii, como descrito no
item 3.2. A quantidade de taquizoitos presentes foi determinada através de

contagem em camara de Neubauer.

3.5 CONTAGEM DE CISTOS -

O ndmero de cistos foi estimado no cérebro de animais sacrificados
ou mortos durante os experimentos com os animais inoculados com cistos da
linhagem P (protocolo 2 - item 3.3). O cérebro de cada animal foi macerado
em 1,0 mlde SST 0,11 M pH=7,2 em tubo de hemdlise, usando bastdo de
vidro. Para determinar o nimero de cistos, 10 ul do macerado do cérebro de
cada animal foram examinados, a fresco, entre lamina e laminula
(20x20mm), com objetiva de 10x de aumento em microscopio 6ptico. Para a
contagem dos cistos foram examinados todos os campos da laminula. Foram
examinadas duas amostras por animal. Os resultados foram expressos pela

média do nimero de cistos presentes nas duas aliquotas examinadas.
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3.6. MEDIDAS DE CISTOS

Para a medida dos cistos foram realizados, em duplicata, esfregagos
de 10 pl de macerado de cérebro (item 3.5), posteriormente corados pelo
Giemsa. Os cistos foram medidos em esfregacos, com objetiva de 100x, em
microscopio dptico acoplado 4 cadmara clara e mesa digitalizadora ligada ao
computador. Todos os cistos presentes no esfregaco foram medidos. De cada
cisto foram tomadas medidas de comprimento e largura. Estas medidas
foram transformadas em micrometros, utilizando-se padroes de 10 um de
lamina micrométrica Zeiss, nas mesmas condicoes em que foram feitas as

-medidas de cistos.

As medidas de comprimento e largura foram usadas para estimar o
volume de cada cisto, segundo a férmula V=@w/6)A.B.C, onde:
A=comprimento, B=largura e C=espessura. Na impossibilidade de obter

medidas de espessura de cistos, assumiu-se C=B, de acordo com MELLO &

VIDAL (1980).
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3.7. OBTENCAO DE URINA E SANGUE

A emissao da urina dos camundongos foi induzida por pressdo
externa sobre a bexiga dos animais. As amostras de urina dos animais de
cada grupo, foram misturadas e centrifugadas a 1030.g, por 15 minutos, a
4°C. Ap6s a centrifugacdo, o sobrenadante foi cuidadosamente removido e

estocado a -18°C, até o momento do uso.

O sangue dos camundongos foi colhido através do plexo orbital
utilizando pipeta Pasteur heparinizada. O plasma foi separado mediante
centrifugagdo, a 670.g, por 15 minutos, 4 temperatura ambiente. Apds a

centrifugacgio, o material foi mantido a -18° C, até o uso.

3.8. DOSAGEM DE PROTEINAS.

Todas as concentragdes de proteinas foram determinadas pelo

método de Lowry, modificado por HARTREE (1972).
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3.9. REACAO DE IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA (IF]).

3.9.1. ANTIGENOS DE Toxoplasma gondii

Os taquizoitos de Toxoplasma gondii, obtidos de exsudato peritoneal
de camundongos previamente infectados com parasitos da linhagem N,
foram lavados, por centrifugacdo, 3 vezes com SST 0,11M pH=7,2, a 450.g,
durante 15 minutos, & temperatura ambiente. Ao sedimento resultante da
dltima lavagem, foi acrescentado SST 0,11M pH=7,2 contendo 2% de
formol. O material foi deixado, durante 20 a 30 minutos, 4 temperatura
ambiente, com agitac¢do periddica. Em seguida, o material foi lavado 5 vezes
em SST 0,1IM pH=7,2, a 450.g, por 15 minutos e o sedimento da ultima
lavagem ressuspendido em SST 0,1IM pH=7,2 contendo 0,1% de soro
albumina bovina (SAB). O antigeno foi diluido com SST 0,11M pH=7,2 de
modo que apds distribuicdo em laminas de imunofluorescéncia, apresentasse
em média 30 a 40 taquizoitos por campo (objetiva 40x). Apds secagem, 2
temperatura ambiente, as lAminas foram devidamente embaladas e mantidas
a -18°C até o momento do uso. O armazenamento das laminas nunca

ultrapassou 6 meses.
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3.9.2. CONJUGADO - Para a reacio de IFl, utilizou-se como
conjugado  IgG de coelho anti-imunoglobulina total de camundongo,
gentilmente cedido pelo Prof. Dr. Ricardo W. A. Vitor, do Departamento de
Parasitologia do Instituto de Ciéncias Biol6gicas da Universidade Federal de
Belo Horizonte. O titulo étimo do conjugado foi determinado por titulagao

em bloco.

3.9.3 A REACAO DE IFI

Para a detecgdo de anticorpos circulantes, foram realizadas reacoes de
IFI como descrito por CAMARGO (1966) com algumas modificacoes.
Resumidamente, os plasma testados foram diluidos a partir de 1:16 em SST
0,I1IM pH=7,2 ¢ 10 pl de cada diluicao foram aplicados aos circulos
delimitados das laminas de imunofluorescéncia contendo os taquizoitos de
T. gondii. Apds incubagdo, por 45 minutos, a 37°C, as laminas foram lavadas
3 vezes por imersdo em cubas de vidro contendo SST 0,11M pH=7,2. Apds
a tltima lavagem, as laminas foram secas e 10 pl do conjugado IgG de
coelho anti imunoglobulina total de camundongo (item 3.9.2) diluido a 1:80
em SST 0,11M pH=7,2, contendo azul de Evans (0,01%) foram adicionados

a cada circulo. As laminas foram incubadas e lavadas como ja descrito. Apds
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secagem, as ldminas foram montadas em glicerina tamponada pH=9,5
com laminula 24X50mm para leitura em microscopio de fluorescéncia,

utilizando-se objetiva 40x (Microscépio Carl Zeiss, com epi-iluminacio).

Em todas as laminas de reacdo foram incluidos controles positivo e

negativo.

3.10. IMUNIZACAO DE COELHO PARA OBTENCAO DE SORO

POLICLONAL ANTI -7 gondii
3.10.1. ANTIGENOS SOLUVEIS DE T. gondii. (AgS T. gondii)

Os taquizoitos de T. gondii obtidos de exsudato peritoneal de
camundongos previamente infectados com parasitos da linhagem N, foram
lavados, por centrifugagio, 3 vezes com SST 0,11M pH=7,2, a 2800.g, por 5
minutos, a 4°C. Apds a iltima lavagem, o precipitado foi ressuspendido em
5 ml de SST 0,11M pH=7,2. O material foi sonicado, em banho de gelo, por
trés minutos (1 minuto sonicac@o/ 1 minuto de pausa) em Sonicador Branson
Sonomax, modelo SX-30 - com ciclo pulsado e poténcia 3,5. Ap6s a sonicacio,
o material foi mantido sob agitacdo continua, a 4°C, por 2 horas e a seguir
centrifugado, a 2800.g, por 15 minutos, a 4°C. O sobrenadante, contendo os

AgS T. gondii, foi cuidadosamente separado. Ap6s determinacio da
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concentragdo de proteinas, o material foi mantido a -18°C até o momento do

Uuso.

3.10.2. IMUNIZACAO DE COELHO

Coelhos foram  inoculados com AgS T. gondii (I mg/ml),
emulsionado (viv) com 1 ml de adjuvante completo de Freund (Sigma
Chemical Corp., St. Louis, USA), na regifo dos ganglios popliteos das patas
posteriores. Apds 3 semanas, os coelhos foram inoculados nos mesmos locais
com 0,25 mg do antigeno emulsionado em 1 ml de adjuvante incompleto de
Freund. Ap6s dez dias, os coelhos foram sangrados por puncéo cardiaca. Os
soros, apresentando titulos maiores do que 1/8000 por IFI, foram

aliquotados e conservados a -18°C até o uso.

3.11. FRACIONAMENTO DE SORO HUMANO E DE COELHO

COM SULFATO DE AMONIO.
Seis soros humanos apresentando titulos IgG anti-T. gondii por

IFT > 1/32000 (gentilmente cedidos pelo Prof. Dr. Claudio Lucio Rossi, do

Departamento e Patologia Clinica da Faculdade de Ciéncias Médicas da
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Unicamp), foram misturados e a fragdo globulina foi precipitada com uma
solucdo de sulfato de amonio saturado, como segue: Para cada volume do
pool de soros humanos foi adicionado Y2 volume de solucao saturada de
sulfato de amonio, gota a gota. O material foi mantido sob agitacdo
continua, por 2 ¥ horas, 2 temperatura ambiente. Apés este periodo, o
material foi centrifugado, a 1000.g, por 20 minutos, & temperatura
ambiente. O precipitado foi ressuspendido em solugdo NaCl 0,I5M e
dialisado, a 4°C, por 48 horas contra salina 0,15M e por 96 horas contra
tampdo fosfato de sédio 0,0175M pH=6,3 com trocas do tampao a cada 8
horas aproximadamente. O material foi centrifugado a 1000.g por 15
minutos a 4°C, para remover o precipitado. Uma aliquota foi retirada para

dosagem de proteinas e o restante do material foi mantido a -18° C até o uso.

O mesmo procedimento foi realizado com o soro de coelho

imunizado com AgS T. gondii (item 3.10.2).

3.12 - PURIFICACAO DE IMUNOGLOBULINAS DA CLASSE IgG

POR CROMATROGRAFIA DE TROCA IONICA.

As globulinas da classe IgG do soro humano e de coelho (item 3.11)

foram isoladas através de cromatografia de troca idnica em colunas de
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DEAE celulose, como descrito por GARVEY et alii (1977), com pequenas

modificagoes:

Trinta e cinco (35) gramas de DEAE celulose (Sigma Chemical
Corp., St. Louis, USA) foram homogeneizadas com 700 ml de dgua
destilada e o material foi mantido em repouso, lh, & temperatura
ambiente. Apds decantagdo do fluido, acrescentou-se 1L de NaOH 0,5M
a resina e o material foi deixado por 40 minutos, a temperatura
ambiente, com agitacdo ocasional. A resina foi, entdo, lavada
exaustivamente com dgua destilada antes de ser equilibrada e
empacotada com tampdo fosfato de sédio 0,0175M pH=6,3, (tampio de
equilibrio).

As preparag¢oes obtidas por precipitacdo com sulfato de amonio
(item 3.10), foram aplicadas a coluna de DEAE celulose (1,9 x 38,5cm).
Ap6s a aplicagio da fracdo globulinica, continuou-se adicionando o
tampao de equilibrio e o efluente foi coletado em fracoes de 3 ml/tubo,
sendo as absorbancias lidas a 280 nm em espectrofotometro de luz
ultravioleta até obter-se fracoes com densidade 6ptica igual a zero
(Anexo - Figuras | e Z). As fra¢Ges nas quais as densidades 6pticas foram

maiores que zero foram agrupadas e a amostra final foi concentrada por
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ultrafiltragao a vdcuo, usando membrana capaz de reter moléculas com
pesos moleculares maiores do que 10.000 daltons (filtros imersiveis CX
10, Millipore Corp. Massachusetts, USA).

A concentragao de proteina foi determinada e as amostras foram
mantidas a -18°C, até separacdo dos anticorpos especificos por

cromatografia de afinidade.

3.13. LIGACAO DE ANTIGENOS DE T. GONDII A

SEPHAROSE 4B.

O AgS T. gondii (item 3.9.1) foi ligado & Sepharose 4B (Pharmacia
Biotech), segundo técnica descrita por GARVEY et alii (1977).
Resumidamente, 3 ml de gel (Sepharose 4B) foram lavados com 4gua
destilada em funil com placa porosa & viacuo. O gel foi, entdo, transferido
para um bequer e adicionou-se ao mesmo 5 ml de Na:COs 2ZM.
Paralelamente foram misturados 3 ml de acetonitrila (Carlo Erba 0,1 Hz0) e
1,2 g de brometo de cianogénio. Esta mistura foi adicionada, gota a gota, ao
gel, em banho de gelo, sob agitacdo continua, para ativacio do mesmo.
Apés 13 minutos, o gel foi transferido para funil com placa porosa e lavado,

sequencialmente, com as seguintes solugdes: tampdo carbonato 0,1M,



Material e Métodos. 25

pH=9,7, contendo 0,5M de NaCll; dgua destilada e tampio carbonato 0,IM,
pH=9,7, contendo 0,5M de NaCl. O gel dmido foi transferido,
imediatamente, para bequer contendo 17,5 mg de proteinas (AgS T. gondii -
item 3.10.1), dissolvido em tampiao carbonato 0,IM, pH=9,7, contendo
0,5M de NaCl. O material foi mantido sob agitacdo continua, por 2 h, a
temperatura ambiente e em seguida, 20 h a 4°C. O gel foi, entéo, transferido
para coluna de vidro (4 x 8 cm) com placa porosa e lavado exaustivamente
com SST 0,15M, pH=7,2. Ap6s a lavagem, o fluxo da coluna foi fechado e

a coluna mantida a 4°C até o uso.

3.14. CROMATOGRAFIA DE AFINIDADE

Anticorpos IgG anti-T. gondii humanos ou de coelhos (item 3.12)
foram separados por cromatografia de afinidade em coluna de Sepharose-4B
acoplados com AgS T. gondii (item 3.13) de acordo com GARVEY et alii
(1977). Resumidamente, com o fluxo da coluna fechado e com SST 0,15M
pH=7,2 cobrindo superficialmente o gel, foram adicionados & coluna 5 ml
de SST 0,15M pH 7,2 contende 4 mg/ml de IgG humana ou de coetho
purificada (item 3.12). A coluna foi mantida a temperatura ambiente, por 20

minutos, com agitagio ocasional do gel, com o auxilio de uma espdtula de
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vidro. O fluxo da coluna foi, entdo, normalizado e a coluna lavada
exaustivamente com SST 0,15M, pH=7,2, até que a densidade Sptica do
efluente, a 280 nm, fosse igual a zero. . O fluxo foi novamente interrompido
e adicionou-se 5 ml de glicina-HCI 0,2M, pH=2,3 ao gel. Apds 15 minutos,
o fluxo da coluna foi normalizado, a amostra contendo IgG humana ou de
coelho anti-T. gondii coletada, ao mesmo tempo em que foram adicionados
mais 10 ml de glicina-HCI, seguidos de 35 ml de tampdo borato 0,2M,
pH=38,4. Deste modo, o volume final da solugdo contendo IgG humana ou
de coelho anti-T. gondii foi de, aproximadamente, 50 ml. Esta amostra final
foi concentrada por ultrafiltracdo a vécuo, usando membrana capaz de reter
moléculas com pesos moleculares maiores do que 10.000 daltons (filtros
imersiveis CX 10, Millipore Corp. Massachusetts, USA), até atingir o

volume inicial de 5 ml. A concentracio de proteinas foi determinada e as

amostras mantidas a -4°C, até o uso.

3.15. ELISA PARA CAPTURA DE ANTIGENOS (ELISAc).

As reacdes de ELISAc foram realizadas de acordo com HASSL &

ASPOCK (1990), com algumas modificacées, como segue:
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Para sensibilizar as placas de microtitulacao (Greiner Labortecnik)
foram adicionados a cada orificio 100 pl de uma solucio de IgG humana
anti-T. gondii contendo 5 mg de protefna/ml em tampao carbonato 0,1M,
pH=9,6 (item 3.14). As placas foram, entdo, mantidas durante 1 hora, a
temperatura ambiente e 18 h, a 4°C. Apds a remocio do material nio
acoplado & placa, os sitios livres, foram bloqueados com soro albumina
bovina (SAB) a 1% em SST 0,11M, pH=7,2 contendo 0,05% de Tween 20
(SST/Tw20/SAB). As placas foram incubadas com esta solucdo, a 4°C, por
6 horas. Os orificios das placas foram, entdo, lavados, 3 vezes, com 150 pl de
SST 0,11M, pH=7,2 contendo 0,05% de Tween 20 (SST/Tw20). A seguir,
100 pl das amostras de wurina ou plasma, diluidas a 1/10 em
SST/Tw20/SAB, foram adicionados aos orificios das placas. As placas
foram, entdo, incubadas por 18 h, a 4°C, e posteriormente seus orificios
lavados como descrito. Foram, entdo, adicionados aos orificios da placa, 100
pl de uma solugdo de IgG de coelho anti-T. gondii contendo uma
concentragdo de proteinas de 2,5 mg/ml diluida em SST/Tw20 (item 3.14).
Apds 2 h de incubaggo, a 37°C, os orificios das placas foram lavados, como
descrito, e aos mesmos foram acrescentados 100 pl de conjugado (IeG de

cabra anti-lgG de coelho conjugada a peroxidase - (Sigma Chemical Corp.,
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St. Louis, USA), diluido a 1:8000 em SST/Tw20. Apés 1 h, a temperatura
ambiente, as placas foram lavadas como descrito. Adicionou-se, entio, a
cada orificio da placa, 100 pul de uma solucio contendo 0,4 mg/ml de
ortofenilenodiamina (OPD- Sigma Chemical Corp., St. Louis, USA), diluido
em tampdo citrato 10 mM, pH=4,5 contendo 0,004% de H:O: .Apés
incubagdo por 20 minutos, & temperatura ambiente, no escuro, adicionou-se
25 pl de H2SO4 2N a cada orificio da placa. A leitura das densidades Opticas
foi realizada a 490 nm em uma leitora de placas de ELISA (Ety System

Reader, Sorin Biomédica, Itilia).

Todas as amostras foram testadas em triplicata. Todas as placas
continham controles de antigeno, conjugado, substrato e tampao, além dos
controles positivos e negativos. Foram também incluidos em cada placa,
padrdes com concentragGes conhecidas de proteinas (AgS T. gondii). A
média das absorbéncias de cada amostra foi convertida em pg de
proteina/ml usando a curva padrio resultante do ensaio dos padrées com

concentragdes conhecidas de proteinas.
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3.16. ANALISE ESTATISTICA.

Foi feita andlise da variancia dos dados experimentais utilizando o

pacote estatistico Statgraf versdo 6.2.

Os resultados da analise estatistica, foram expressos em intervalo de

confianca para média (SNEDECOR & COCHRAN, 1980).

3.17. MATERIAIS.

Acetato de sédio, dcido sulfirico, dcido bérico, azida sédica, azul de
Evans, bicarbonato de sédio, carbonate de sédio, cloreto de sédio, fosfato
dibégsico de sédio, fosfato monobdsico de sédio, glicerina, glicina,, glicina
acido cloridrico, hidréxido de sédio, reagente de Folinciocalteau, sulfato de
amonio, tetraborato de sédio, uréia, E. Merck Darmstadt, Alemanha.

Placas de microtitulagiao de poliestireno, Greiner, Alemanha.

Adjuvante completo de Freund, dgua oxigenada 30 volumes, brometo
de cianogénio, DEAE celulose, Ig(G de cabra anti-IgG de coelho conjugado a
peroxidase, ortofenilenodiamina, Sigma Chemical Corp. St. Louis, USA.

Acetonitrila, Carlo Erba, It4alia.

Filtros imersiveis CX10, Millipore Corp. Massachusetts, USA.

Soro albumina bovina, Serva, Alemanha.
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4.1. Detecgao de antigenos de 7. gondii.

Para a deteccdo de antigenos de T. gondii na urina e plasma de
camundongos infectados com o parasito foi utilizada a técnica de ELISA de
captura (ELISAc). Na técnica, IgG humana anti-T. gondii, obtida por
cromatografia de afinidade, foi utilizada para o revestimento dos orificio da
placa de ELISA com o intuito de capturar antigenos nos materiais testados.
Nas reacoes positivas, os antigenos de T. gondii foram reconhecidos por IgG
de coelho anti-T. gondii obtida também por cromatografia de afinidade.
Utilizou-se o conjugado IgG de cabra anti-leG de coelho marcado com
peroxidase e como substrato a ortofenilenodiamina.

Em cada placa de reacio foram incluidos padrdes contendo
concentragoes conhecidas de protefnas (AgS T. gondit). Todos os ensaios
foram testados em triplicata e a média das absorbancias foi considerada. A
curva padrio obtida pela andlise dos padroes , foi utilizada para transformar
as absorbancias obtidas em concentracio de proteinas, expressas em pg/ml.

Em todas as reacoes realizadas nas amostras de plasma e urina, a
técnica evidenciou alta reprodutibilidade, com limite inferior de

sensibilidade de 0,05 pg/ml.
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4.2. LINHAGEM N DE T. gondii.

4.2.1. Mortalidade dos animais

Todos os camundongos inoculados com taquizoitos da linhagem N de
T. gondii (1000, 25000, 50000 e 100000 parasitos) morreram durante a fase
aguda da infecgdo até 10 DAIL Os animais inoculados com 1000 taquizoitos,
morreram entre 7 e 10 DAI, enquanto que os que receberam dose maior
morreram entre 6 e 7 DAL Metade dos animais inoculados com 100000

taquizoitos morreu entre 5 e 6 DAI (Fig. 1).

4.2.2. Concentra¢des de antigenos na urina.

A concentragdo de antigenos na urina dos animais no 6° dia apéds a
inoculagdo de 25000, 50000 e 100000 taquizoitos foi 194,5 vezes maior do
que aquela observada na urina dos animais inoculados com 1000 taquizoitos

no 82 dia apds a inoculagao (Tabela 1).
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4.3. LINHAGEM P DE T. gondii.

4.3.1. Mortalidade dos animais.

A Fig. Z mostra a mortalidade dos animais inoculados com 1, 6 ou 12
cistos da linhagem P de moderada viruléncia de T. gondii. O tempo de
sobrevida dos animais infectados com um dnico cisto foi maior do que

aquele observado para os animais inoculados com 6 ou 12 cistos.

4.3.2. - Concentra¢tes de antigenos na urina e plasma

Os antigenos foram evidenciados no plasma, antes de serem
detectados na urina. Antigenos de T. gondii foram detectados na urina de
todos grupos de animais infectados com cistos da linhagem P. Na fig.
3A,B,C, observa-se que existem picos de eliminacdo relativamente
sincrénicos entre os animais inoculados com diferentes indculos, aos 6, 18,
30 e 60 DAL Padrao similar de eliminacdo pode ser observado para os
animais sangrados inoculados com 1 cisto (Fig. 4A). Os animais sangrados
inoculados com 6 ou 12 cistos ndo foram acompanhados além de 32 e 20
DAI, respectivamente. Todos os animais inoculados com 12 cistos morreram

até 20 DAIL Um dos animais inoculados com 6 cistos sobreviveu a fase
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aguda da infec¢do, mas suas amostras de urina e plasma obtidas a partir de
32 DAIL foram insuficientes para submeter & tecnica de ELISA, embora
tenha sido suficiente para a reacéo de IFI para pesquisa de anticorpos.

As concentragbes mais elevadas de antigenos na urina e plasma
ocorreram em animais inoculados com 6 ou 12 cistos (Figs 3A,B,C e
4A,B,C), embora para todos os grupos de animais, as maiores concentracoes
tenham sido registradas entre 2 e 32 dias, periodo que coincide com aquele
em que hd ascendéncia de anticorpos. No plasma o pico de maior
concentracio de antigenos foi observado em torno de 18 DAI (Fig. 4A,B,C),

independente do indculo. Também foi detectada atingenemia na fase

cronica (Fig. 4A).

4.3.3 Peso dos animais

Os animais infectados apresentaram uma curva de peso muito
diferente dos animais normais (Fig. 5). Enquanto estes ganharam peso
continuamente, os infectados comecaram a perder peso entre 10 e 12 DAI,
apresentando uma curva descendente até 22 DAL Apés este periodo, houve

uma gradativa recuperacdo do peso. O perfodo onde ocorreu acentuada
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perda de peso, coincide com a fase de maior mortalidade dos camundongos

(Fig. 2A,B).

4.3.4. Titulos de anticorpos

A Fig. 6 mostra os niveis de anticorpos circulantes, obtidos pela
reacdo de IFI, nos animais inoculados com diferentes nimeros de cistos de
T. gondii . Para melhor vizualizagdo dos resultados os dados foram expressos
em log da reciproca dos titulos de anticorpos obtidos. Os animais inoculados
com 12 cistos morreram até 19 DAI, o que permitiu o acompanhamento da
cinética dos anticorpos apenas neste periodo. Nos animais inoculados os
titulos de anticorpos foram detectados a partir de 8 DAI, exceto no grupode
animais inoculados com 1 cisto, cujos anticorpos s6 foram detectados a
partir de 10 DAIL Como pode ser observado, houve um continuo aumento
dos titulos de anticorpos circulantes até o 36 DAI, periodo no qual os
titulos de IFI atingiram valores de 1/64000 e se estabilizaram no periodo
subsequente, com ligeiras oscilagoes. A Fig. 7A,B,C mostra os titulos
de anticorpos dos animais inoculados com 1, 6 ou 12 cistos frente as
respectivas concentragoes de antigenos observadas no plasma e urina. Nesta

figura pode-se observar que as maiores concentra¢des de antigeno no plasma
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ocorreram no periodo em que os titulos de anticorpos estavam em elevagéo,
independente do nuimero de cistos inoculados. A maior concentracio de

antigenos no plasma ocorreu em torno de 18 dias apés a infecgéo.

4.3.5. - Niimero de cistos no cérebro

Todos os valores apresentados quanto ao nimero de cistos no cérebro
foram expressos considerando apenas o volume da aliquota examinada. O
nimero de cistos de T. gondii no cérebro por animal infectado nao depende
do ndmero de cistos inoculados (Fig 8, p=0,7955), mas est4 relacionado com
o tempo de infeccdo dos animais (Fig 9, p=0,0058). Em geral os animais que
morrem entre 10 e 19 DAI (valores destacados em circulo na Fig 9)
apresentam pequeno (até 8) nimero de cistos no cérebro, enquanto animais
que morreram entre 20 e 42 DAI o nimero de cistos presentes no cérebro foi
maior {entre 12 e 35 cistos). Nos animais que foram sacrificados aos 103
DAI esta média foi maior que a dos animais que morreram até 20 DAL
Aqueles que morreram entre 20 e 41 DAI revelaram perfil diferente dos
demais. E interessante destacar que entre os animais que foram sacrificados
aos 103 DAIL hi os que apresentam numero de cistos compativeis com os

dois grupos anteriormente mencionados.
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4.3.6. Volume de cistos no cérebro

A Fig. 10 apresenta a distribuicdo de frequéncia do volume dos cistos
(expresso em um’) de todos os animais examinados (Fig 10A), dos que
morreram durante a fase aguda da infeccio (Fig 10B) e dos que foram
sacrificados no final do experimento(Fig 10C). Esta figura mostra que ha
predominio de cistos pequenos no cérebro, independente do periodo em que
foram observados. O volume médio dos cistos por animal, nio estd
relacionado com numero de cistos inoculados (Fig. 11, p=0,7428), mas com
tempo de infecgdo (Fig. 12 p=0,0058), sendo que o volume médio dos cistos
aumenta no decorrer da infeccdo.

A Fig. 13A,B,C ilustra a dispersiao dos volumes dos cistos de T. gondii
(expresso em pm’) por animal, expresso pelo dia do &bito nos animais
infectados com I, 6 ou 12 cistos da linhagem P de T. gondii .

A deteccao mais precoce de cistos no cérebro ocorreu 11 dias apos a
infeccdo (Fig. 13B), quando o titulo de anticorpos circulantes era de 1:128
(Fig. 6) e jd se constatava antigendiria e antigenemia (Fig. 3 e 4).

O menor cisto foi observado 16 DAI com volume de 480 pm’,

enquanto que o maijor, detectado aos 103 DAI, apresentou volume de



Resultados. 38

1129612,83 um’, 2355 vezes maior (Fig. 13B). E interessante constatar a

presenca simultdnea de cistos grandes e pequenos No mesmo tempo de

infeccao (Fig. 13A,B,C).

4.3.7. Tabela e Figuras

TABELA 1. Concentragio de antigenos (ug/ml) de T. gondii na
urina de camundongos experimentalmente infectados com diferentes
quantidades de taquizoitos da linhagem N, em diferentes perfodos
apds a infecgéo.

Neg de Concentracio (ig/ml) de antigenos de T. gondii na urina
taquizoitos DAI 2 DAI 4 DAI®6 DAIS8
1000 ND ND ND 0,08
25000 ND ND 14,86 ¢
50000 ND 1,22 21,08 *
100000 ND 4,05 10,74 ¢

2 . Nio houve sobrevivente.

ND - Nio detectavel.
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Mortalidade (%)

1 2 3 4 6 7 8 9 10 11
Dias apés a infeccio

Figura 1 - Mortalidade de camundongos inoculados com 1000, 25000, 50000
e 100000 taquizoitos da linhagem N de T. gondii.
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Animais Sangrados (AS).



Resultados. 41

na urina (pgimi)

Concentragio de antigenos

2>

2 6 10 14 18 22 26 30 36 44 52 60 68 8 9
Dias apés a infecgiio
8‘
]
s 7
%3 54
§2
E 41
83
gg 3
14
B ¢
2 6 10 14 18 22 26 30 36 44 52 60 68 82 9
Dias apés a infecgfo
8
3 7
5 ¢
EE
HEX
=
§E3
g ‘
s
14

®

26 10 14 18 22 26 30 36 44 S2 6 68 8 96

Dias ap6s a infecgiio
Figura 3 -Concentragio de antigenos (ug/ml) na urina de animais ndo
sangrados inoculados com cistos da linhagem P de 7. gondii, em diferentes
periodos ap6s a infecgdo. A) Animais inoculados com 1 cisto. B) Animais
inoculados com 6 cistos. C} Animais inoculados com 12 cistos.
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Figura 8- Intervalo de confianga da média para nimero de cistos no exame
a fresco de cérebro de camundongos inoculados com 1, 6 ou 12 cistos de
linhagem P de T. gondii.(p = 0,7955). MSD =Minima diferenca significativa
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Figura 9 - Dispersio do ndmero de cistos no exame a fresco de cérebro de
camundongos inoculados com 1, 6 ou 12 cistos da linhagem P de T. gondii,
em diferentes intervalos de tempo apés a infecgao. Valores no circulos sio
significativamente diferentes dos demais (p=0,0058).
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Figura 10 - Histograma de frequéncia do volume dos cistos. A) Volume de
todos os animais. B) Volume dos cistos dos animais que morreram durante
a fase aguda da infec¢do. C) Volume dos cistos dos animais que foram
sacrificados com 103 dias de infeccio.
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Figura 12 -Dispersio de volume dos cistos no cérebro de camundongos
inoculados com 1, 6 ou 12 cistos de linhagem P de T. gondii, em diferentes
periodos apos a infecgiio (p = 0,0058).
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Esta € a primeira vez que se demonstra a ocorréncia de antigenos de
T. gondii na urina e plasma de camundongos na fase cronica da infecgdo. Os
relatos anteriores demonstraram a antigentiria em camundongos durante a
fase aguda com linhagem de alta viruléncia do parasito (HUSKINSON et
alii, 1989; FACHADO e alii, 1990).

A técnica de ELISA para captura de antigenos, apresentou boa
sensibilidade, ja que foi possivel detectar niveis de proteina na concentragio
de 0,05 pg/ml, ao contririo do que foi obtido por FACHADO et alii (1990),
cujo método de coaglutinagdo apresentou sensibilidade de 0,118 pg de
proteinas/ml. A reprodutibilidade foi satisfatéria, uma vez que os padroes
com diferentes concentracdes de proteinas, incluidos em todas as placas,
apresentaram curva semelhante.

Foi possivel detectar antigenos na urina de camundongos sem
necessidade de concentrar as amostras, recurso requerido para detectar
antigeno de Trypanosoma cruzi, Plasmodium falciparum e Plasmodium vivax na

urina de pacientes, mesmo durante a fase aguda da infecgdo (FREILY] et alii ,

1987, KATZIN et alii, 1991; UMEZAWA et alii, 1993).



Discussio. 52

As amostras de urina obtidas de camundongos infectados com a
linhagem N (Tabela 1) expressaram maior concentragdo de antigenos do que
aquelas obtidas no mesmo periodo de animais submetidos 4 linhagem P do
parasito (Figuras 3 e 4). Dados semelhantes foram observados por ACEBES
et alii (_1994) que investigaram antigenos circulantes com a técnica de ELISA
de captura em camundongos infectados com trés linhagens de T. gondii.
Destas linhagens, duas apresentavam perfil semelhante 2s estudadas por nds,
uma de alta viruléncia e outra subaguda. A concentracdo de antigenos
circulantes nos animais inoculados com a linhagem de alta viruléncia foi
muito maior do que aquela observada nos animais submetidos & infecg¢do
com a linhagem subaguda.

As Figuras 3 e 4 ilustram a cinética de antigenuria e antigenemia. No
decorrer da infecgéio persiste a eliminacio de antigenos na fase cronica. Os
antigenos de T. gondii foram detectados no plasma dos animais infectados
antes de serem detectados na urina (Figura 4), independente do inéculo. Os
antigenos foram observados na urina a partir de 4 DAL, concordante com
HUSKINSON et alii (1989), enquanto FACHADO et alii (1990) observaram

eliminacdo de antigenos a partir de 2 DAL
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Foram detectadas concentragées antigénicas maiores na fase aguda do
que na fase cronica da infec¢io em camundongos inoculados com T. gondii
(Figura 3). Estes dados sugerem gque antigenos de taquizoitos sio
predominantemente reconhecidos pela ELISA de captura de antigenos.
Entretanto nio podemos descartar a possibilidade de reacdo com antigenos

de bradizoitos uma vez que é descrita a existéncia de antigenos comuns entre

bradizoitos e taquizoitos (CESBRON-DELAUW et alii, 1994).

As concentracdes antigénicas detectadas na urina sofrem um
decréscimo apés a fase aguda (36 DAI). Foram observados picos de
eliminagdo de antigenos na fase crénica da infeccdo (Figura 3A) indicando a
possibilidade de reagudizacdo. FREIL] et alii (1987), estudando pacientes
chagésicos, observaram associacdo entre eliminacdo de antigenos na urina e
fase ativa ou infeccdo recente pelo T. cruzi. Entretanto, KATZIN et alii
(1991), observaram que a antigeniria nfo estd relacionada com a
parasitemia. ROCHA (1988) demonstrou a ocorréncia de formas do T.
gondii na urina de camundongos durante a fase aguda de camundongos e
durante a na fase aguda e cronica, em ratos imunocompetentes. Estes dados

parecem indicar, que para T. gondii, a ocorréncia de reagudizacdo pode estar
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associada com o aparecimento de antigenos na urina de animais

imunocompetentes infectados.

Os anticorpos foram detectados no sangue dos animais
infectados com cistos da linhagem P de T. gondii, a partir de 8 DAIL Estes
dados estdo de acordo com os resultados obtidos por HANDMAN &
REMINGTON (1980), que demonstraram anticorpos circulantes em
camundongos infectados com linhagens avirulenta e de relativa viruléncia de
T. gondii, a partir de 8 DAI, pela reacio de IFI e Sabin-Feldman. Estes
autores observaram titulos ascendentes de anticorpos até 35 ou 43 DAI,
dependendo da linhagem e consideraram que os animais estavam na fase
cronica da infeccdo a partir de 50 DAI, ocasifio em que os titulos de
anticorpos se estabilizaram. Em nossos experimentos, os titulos de anticorpos
circulantes aumentaram até 36 DAL O periodo compreendido entre 2 e 40
DAL foi considerado fase aguda da infecgéo e o periodo posterior, a partir de
40 DAI, fase cronica. Todos os animais morreram no periodo coincidente
com a fase aguda da infecgdo, exceto dois animais inoculados com 1 cisto do
grupo AS gque morreram 41 e 42 DAI no inicio da fase cronica . Esta
mortalidade, considerada tardia, pode ter ocorrido em decorréncia de uma

reagudizagdo, embora ndo tenham sido demonstrados antigenos na urina
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destes animais aos 40 DAL Porém, aos 44 DAI os animais deste grupo

eliminaram antigeno na urina.

Para comprovar a hipétese de reagudizagdo utilizando a técnica de
FLISA para captura de antigenos, torna-se necessiria a caracterizagio
molecular dos antigenos eliminados na urina e sua respectiva comparagao
com os de taquizoitos e bradizoitos, ja descritos. O antigeno denominado
SAGI (P30), proteina altamente imunogénica de taquizoitos tem despertado
interesse cOmo reagente para diagndstico, componente de vacina e seu papel
na invasao celular (MINEO & KASPER, 1994). Existe discriminagao
antigénica entre taquizoitos de linhagens virulentas e avirulentas. O uso de
anticorpos monoclonais para antigeno de superficie P22, expresso em 25
linhagens de T. gondii (4 virulentas e 21 avirulentas), revelou que dois alelos
estio envolvidos, um deles idéntico ao gene da linhagem virulenta RH
(PARMLEY et alii, 1994a). Recentemente, foi descrito um antigeno

abundante mna matriz de cistos que ndo foi detectado em taquizoitos

(PARMLEY et alii, 1994b).

QO monitoramento de anticorpos circulantes pela reagio de IFI
concomitante i reacdo de antigenos na ELISA, buscou relacionar a cinética

dos antigenos com a de anticorpos. Os resultados ilustrados na Figura 7
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indicam que a diminuigdo dos niveis antigénicos no plasma estd relacionado

com a ascensio dos titulos de anticorpos.

O perfil de mortalidade apresentado pelos animais infectados com
10° taquizoitos da linhagem N (Figura 1), onde todos morreram entre 5 e 6
DAI, foi similar ao apresentado pelos camundongos infectados com o
mesmo indculo do parasito da linhagem RH (HUSKINSON et alii, 1989),
com sobrevivéncia de 6 a 8 dias. Resultados compativeis também foram
descritos por DEROUIN & GARIN (1991). Estes dados parecem indicar que
0s mecanismos que levam a morte dos animais inoculados com linhagens de

alta viruléncia devem ser semelhantes.

A imunidade protetora contra T. gondii ¢ mediada pela resposta
celular do hospedeiro. A sobrevivéncia de camundongos na fase aguda da
toxoplasmose ¢ atribuida 4 IL-12, citocina produzida por macréfagos e
mondcitos e que estimula a produgdo de interferon gama pelas células NK
(GAZZINELLI et alii, 1994). O papel protetor de 1L-12 foi evidenciado em
dois experimentos. Camundongos imunodeficientes scid/scid infectados com
T. gondii, quando tratados com anticorpo policlonal anti-IL12 expressaram
mortalidade precoce na fase aguda (HUNTER et alii , 1994). Camundongos

imunocompetentes (A/]) aumentam a sobrevida na fase aguda da
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toxoplasmose se recebem injecdo de 1L-12 exdgena até o 32 dia da infeccio.
Ap6s este periodo, a IL-12 exdgena perde a capacidade de controlar a

infeccdo (KHAN et dlii, 1994).

No decorrer da infecgdo com a linhagem P, houve perda de peso dos
animais concomitante ao periodo de maior mortalidade (Figuras 3 e 5).
Houve recuperagao parcial de peso dos animais infectados, em contraposicio
com os achados de STAHL & TUREK (1988). Estes autores infectaram
camundongos heterogenéticos Nya com 8 cistos da linhagem CS,
descrevendo uma sindrome degenerativa onde os animais evoluem com
marcante perda de peso, sintomas neurolégicos e morte. A diferenca
observada em nossos resultados pode estar associada a linhagem do parasito

e do hospedeiro.

O encontro dos primeiros cistos aos 11 DAI é concordante com os
achados de CONLEY & JENKINS (1981) e REMINGTON &
CAVANAUGH (1965) que observaram o aparecimento dos primeiros cistos

de T. gondii entre 6 e 12 dias ap®s a infecgdo.

Quando se analisa a dispersio do nimero de cistos em funcao do

tempo de infecgdo até 20 DAL, o nimero de cistos encontrados é baixo
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(Figura 9 - valores no interior do circulo). Existe um outro padrio de
comportamento que corresponde aos animais que morrem entre 20 e 42
DAIL A média do nimero de cistos em animais que foram sacrificados com
103 DAI foi similar aos valores obtidos nos animais que morreram entre 20 e
42 DAL Entretanto, foi possivel cbservar em alguns animais sacrificados no
final do experimento valores compativeis aos dos animais que morreram até
20 DAI Estes dados indicam que deve haver uma assincronia no inicio do
aparecimento de cistos no cérebro, sendo que alguns animais iniciam a
producio de cistos no cérebro mais tardiamente. Qutro fato que refor¢a esta
hipétese é a constatacdo de que a maioria dos cistos presentes no cérebro
deste animais apresentam pequeno volume (inferiores a 100000 pm’ - Fig.

13A).

Na populagio de camundongos submetida a varios indculos de cistos
da linhagem P de T. gondii, foi possivel observar que mesmo aqueles
individuos que evoluiram para a fase crénica, apresentam volumes de cistos
similares aos encontrados na fase aguda (Figura 10). Foi possivel constatar a

predominancia de cistos pequenos no cérebro 103 DAI (Fig. 10C e Fig. 13).

O encontro de cistos pequenos na fase cronica (Figura 14) sugere a

ocorréncia de neoformacio. WONG & REMINGTON (1993) consideram a
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possibilidade de bradizoitos escaparem de cistos sem romper completamente
a parede dos cistos para gerarem cistos filhos em células adjacentes.
CONLEY & JENKINS (1981), estudando cistos no cérebro de camundongos
por reacoes imunohistoquimicas sugeriram a disseminacdo de taquizoitos, via
hematogénica para explicar recrudescéncia da parasitemia. Da mesma forma
HOFLIN & REMINGTON (1985) postulam que as lesdes cerebrais de
aidéticos resultam de reativacdo em 6rgaos periféricos com disseminacio de
taquizoitos via hematogénica para o sistema nervoso central. FRENKEL &
ESCAJADILLO (1987), estudando nédulos microgliais em macacos,
sugerem a ruptura de cistos como possivel mecanismo para induzir a
imunopatologia. Estes mecanismos poderiam também explicar a
neoformagdo de cistos no cérebro de animais infectados com T. gondii.

A melhor forma de caracterizar inequivocamente a fase ativa da
infeccdo pelo T. gondii, ainda estd para ser determinada. Na tentativa de
encontrar um método diagndstico ndo invasivo, tem-se procurado
indicadores de fase ativa da infecgdo na resposta imune do hospedeiro e na
demonstracao de DNA do parasito utilizando técnicas de biologia molecular
ou na deteccao de antigenos especificos através de técnicas imunoldgicas em

fluidos corporais.
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A IgA tem sido apontada como um eficiente indicador de fase aguda
da infeccdo em casos de pacientes com linfadenopatia (TAKAHASHI &
ROSSI, 1994), desaparecendo da circulacdo rdpidamente (GROSS et alii,
1992). PINON et alii (1995), estudando casos de toxoplasmose ativa
relacionada & sindrome de imunodeficiéncia adquirida (SIDA), detectou a
IgA em 38% dos casos, enquanto a IgM ajudou no diagnéstico apenas de 1
em 71 pacientes. Entretanto PATEL et alii (1993), relatam que enquanto
pacientes aidé€ticos com toxoplasmose primdria sempre produzem IgM e IgA,
ndo ha diferenca significativa na frequéncia de deteccio de IgA entre
pacientes aidéticos com toxoplasmose créonica e aqueles que apresentam
doencga cerebral resultante de reativacio da infeccio.

EL-SAYED-KHALIFA et alii (1994), usando a reacio de polimerase
em cadeia para amplificacdo de DNA de T. gondii, demonstrou parasitemia
em 55,5% a 77,8% em casos de toxoplasmose extracerebral, mas em apenas
13,3% dos pacientes com toxoplasmose cerebral, indicando a utilidade da
técnica em casos em que hd uma infeccdo disseminada pelo parasita.
NOVATI et alii (1994) tiveram éxito na amplificacio do DNA do parasita
no fluido cérebro espinhal em 42,1% dos casos comprovados de encefalite

toxopldsmica, observando melhores resultados quando o fluido era colhido e
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examinado na primeira semana de terapia anti-Toxoplasma. A deteccdo de
DNA do parasita apresenta limitacdes, uma vez que ¢ dificil localizar regices
no genoma que representem as diferencas entre linhagens do T. gondii
(RINDER et alii, 1995).

HAFID et alii (1995) compararam a técnica de ELISA de captura de
antigenos com a técnica de “imunoblotting” para avaliar antigenemia em
gestantes e aidéticos na fase aguda da infeccio pelo T. gondii. O teste de
“imunoblotting” detectou mais casos do que a de ELISA de captura e os
casos de reativagdo s6 foram encontrados no grupo de aidéticos, onde
existia antigenemia. Estes resultados demonstram a validade em detectar
antigeno  circulante para diagndstico da toxoplasmose humana,
principalmente em pacientes imunocomprometidos onde a resposta
soroldgica estd prejudicada. FACHADO et dlii (1994) demonstraram
antigenos de T. gondii na urina em todos os pacientes aidéticos que
apresentaram sintomas neurolégicos devido a reativagido de toxoplasmose
cronica. Estes autores também sugerem que o monitoramento de antigenos
de T. gondii na urina de pacientes aidéticos pode ser util para orientar a
terapia de modo a impedir o aparecimento da encefalite toxopldsmica

porque os sintomas e antigenuria desaparecem com a terapia adequada.
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Provavelmente serd necessdrio utilizar mais de uma técnica para
demonstrar a fase ativa do T. gondii, uma vez que nenhuma tem se mostrado
capaz de caracterizd-la em todos os caso de toxoplasmose clinica.

Os nossos dados indicam que a detecgdo de antigenos no sangue e
urina deve ser usada como alternativa de diagnostico, uma vez que foi
observado ocorréncia intermitente de antigenos de T. gondii no sangue e

urina de animais imunocompetentes.

Adicionalmente, a persisténcia de antigentria e antigenemia
(Fig. 4) no decorrer da infecgdo, associada & constatacdo de cistos pequenos
na fase cronica (Fig. 13), sugere que ocorre reagudizacdo da toxoplasmose em

camundongos imunocompetentes.



6. CONCLUSOES
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5. CONCLUSOES.

1. Foi possivel demonstrar a ocorréncia de antigenos de T. gondii na urina e
plasma, mna fase aguda e cronica da infecgdo experimental em
camundongos inoculados com a linhagem P de T. gondii, independente do
nimero de cistos inoculados.

2. A técnica de ELISA para captura de antigenos foi desenvolvida para
avaliar a concentracdo de antigenos de T. gondii na urina de
camundongos experimentalmente infectados. Esta técnica mostrou alta
reprodutibilidade e sensibilidade com limite inferior de 0,05 pg de
proteinas/ ml.

3.0 numero e volume médio dos cistos presentes no cérebro de
camundongos experimentalmente infectados com a linhagem P de T.
gondii, aumentam com o tempo de infec¢do e independe do nimero de
cistos inoculados.

4.Na fase crénica da infecgio com T. gondii em camundongos observa-se a
ocorréncia simultdnea de cistos grandes e pequenos, indicando
neoformacéio de cistos.

5.A andlise de volume de cistos é um bom parametro para avaliar a
neoformagio, permitindo estudar o fendmeno da reativacao da infeccio
pelo T. gondii.

6. A antigenuria e antigenemia persiste no decorrer da infeccdo, associada a
neoformagao de cistos indicando a ocorréncia de reagudizacdo durante a
fase cronica da toxoplasmose em camundongos.



7. ANEXO
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Figura 1. Densidade 6ptica a 280 nm das fracoes eluidas da cromatografia de
soro humano anti-Toxoplasma gondii em coluna de DEAE-celulose.

(Coluna de 1,9 x 32,4cm, 0.9ml/min, a 4°C, de 5,5 ml de soro, precipitado com
sulfato de amonio e dialisado com tampio fosfato 0,0175M, pH=6,3).
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Figura 2. Densidade 6ptica a 280 nm das fragoes eluidas da cromatografia de
soro de coleho anti-Toxoplasma gondii em coluna de DEAE-celulose. (Coluna de
1,9 x 32,4cm, 0.9ml/min, a 4°C, de 6,0ml de soro, precipitado com sulfato de
amoénio e dialisado com tampao fosfato 0,0175M, pH=6,3).
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Anexo Estatistico
Analysis of Variance for ANCIST.VIDA - Type Tl Sums of Squares

Source of variation Sum of Squares d.f. Mean square Foratio Sig. level

MAIN EFFECTS
A:ANCIST.INOCUL 13166.828 2 6583.4140  5.322 .0092
B:ANCIST.SANGRIA 2938.331 1 29383308 2.376 .1315

RESIDUAL 47002.410 38  12136.9055

TOTAL (CORRECTED) 63535.333 41
1 missing values have been excluded.
All Feratios are based on the residuzl mean square error.

Table of Least Squares Means for ANCIST.VIDA

95% Confidence

Level Count Average Stnd. Error for mean
GRAND MEAN 42 43332135 5.4360664 32.314849 54.339411
A:ANCIST.INOCUL

i 13 68.122515 9.7633314 48.353113 87.891%18

6 14 35701043 9.4317350 16.603078 54.799009

i2 15 26.171846 9.0880476  7.770801 44.574892
B:ANCIST.SANGRIA
S 21 34924832 7.7019228 19.329498 50.520166
N 21 51.739438 7.7000358 36.147925 67.330951

Multiple range analysis for ANCIST.VIDA by ANCIST.INOCUL

Method: 95 Percent LSD
Level Count LS Mean Homogeneous Groups

12 15 26.172846 X
6 14 35701043 X
1 13 68.122515 X

contrast difference +/- limits
1-6 32.4215 27.5362 *
1-12 41.9497 26.9854 *
6-12 9.52820 26.5649

* denotes a statistically significant difference.
Multiple range analysis for ANCIST.VIDA by ANCIST.SANGRIA

Method: 95 Percent LSD

Level Count LS Mean Homogeneous Groups
S 21 34924831 X

N 21 51.739438 X

contrast difference +/- limits
$-N -16.8146 22.0902

* denotes a statistically significant difference.
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Analysis of Variance for AGNSANG.AGUR - Type I Sums of Squares
Source of variation Sum of Squares d.f. Mean square F-ratio Sig. level

MAIN EFFECTS
A:AGNSANG.DAI 17.307741 2 8.6538704  4.89%  .00%7
B:AGNSANG.GAIOLA 3.946816 2 1973413t 1117 .3320

RESIDUAL 146.60129 83  1.7662806

TOTAL (CORRECTED) 168.00614 87

6 missing vaiues have been excluded.
All Foratios are based on the residual mean square error.

Table of Least Sguares Means for AGNSANG.AGUR
95% Confidence

Level Count Average Stnd. Error for mean

GRAND MEAN 88 4988598  .1596924 .1811666  .8165530
A:AGNSANG.DAI

2 47 11085531  .1939048 7227975 1.4943088

4 27 3307407 2557690  -.17808B81  .B395695

7 14 .0572854 .3554897 -.6499184  .7644993

B:AGNSANG.GAIOLA

30 3241950 2529009 1789279 8273179
6 36 3715283 2529009 1315946  .8746512
12 28 .B008560  .2630795  .2774837 1.32422184

[

M le range analysis for AGNSANG.AGUR by AGNSANG.DAI

Method: 95 Percent LSD

Level Count LS Mean Homogeneous Groups
7 14 0572854 X

4 27 3307407 X

2 47  1.1083331 X

contrast difference +/- limits
l-4 0.77781 0.63852 *
2-7 1.05127 0.80527 *
-7 0.27346 0.87124

* denotes a statistically significant difference.

Multiple range analysis for AGNSANG.AGUR by AGNSANG.GAIOLA

Method: 95 Percent LSD

Level Count LS Mean Homogeneous Groups

1 30 3241950 X
6 30 3715283 X
12 28 .BO08560 X

contrast difference 4 /- limits
1-6 -0.04733 0.68267
1-12 -0.47666 0.69504
6-12 -0,42933 0.69504

* denotes a statistically significant difference.
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cAnalysis of Variance for AGSANGLAGUR - Type HI Sums of Squares
Source of variation Sum of Squares d.f. Mean square Feratio Sig. level

MAIN EFFECTS

A:AGSANGI1.DAI D769536 2 .0384768 3577020
B:AGSANG1.GAIOLA 1057648 2 .0518824 490 6158
RESIDUAL 4.5285227 42 .1078220

TOTAL (CORRECTED) 47827319 46

12 missing values have been excluded.
All Foratios are based on the residual mean square error.

Table of Least Squares Means for AGSANGL.AGUR

95% Conrnfidence

Level Count Average Stnd. Error for mean
GRAND MEAN 47 .1790095 0927327 -.0081758  .3661947
A:AGSANGIL.DAI
z 36 (2289499 0557532  .1164095 3414904
4 8  .2434142 1383957  -.0359438 5227711
7 3 0646642 2040007 3471205 4764490
B:AGSANGL1.GAIOLA
i 25 1143452  .0796659  -.0464642 2751546
6 ~ 13 .2392903  .1311787  -.0255000  .5040806
12 O 1833929 1445478 - 1083836 4751693

Multiple range analysis for AGSANGL.AGUR by AGSANGLDAI

Method: 95 Percent LSD

Level Count LS Mean Homogeneous Groups
1 3 0646642 X

2 36 .2289499 X

4 8 2434142 X

contrast difference +/- limits
2-4 -0.01446 0.29376
2-7 0.16429 0.42169
4.7 0.17875 0.44873

* denotes a statistically significant difference.
Maultiple range analysis for AGSANGI.AGUR by AGSANGI.GAIOLA

Method: 95 Percent LSD
Level Count LS Mean Homogeneous Groups

i 25 1143457 X

12 9 .1833929 X

6 13 2392903 X
contrast difference +/- limits
1-6 -0.12495 0.25529
1-12 -.06905 0.28319
6-12 0.05590 0.28742

* denotes a statistically significant difference.
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Analysis of Variance for AGSANG.AGPL - Type Ili Sums of Squares

Source of variation Sum of Squares d.f. Mean square Foratio Sig. level

MAIN EFFECTS

A:AGSANG.GAIOLA 1.8202731 2 9101366  3.486 .0400
B:AGSANG.DAI 0170795 1 0085398 033 .9678
RESIDUAL 10.703560 41  .2610624

TOTAL (CORRECTED) 13.295286 45

1 missing values have been excluded.
All F-ratios are based on the residual mean square error.

Table of Least Squares Means for AGSANG.AGPL
95% Confidence

Level Count Average Stnd. Error for mean
GRAND MEAN 46 4681667 1373117 (1907961  .7455372
A:AGSANG.GAIOLA
1 8 1713519 (1113936 -.0536638  .3963675
6 9 7215741 2172944 (2826380 1.1605101
12 9 5115741 11771944 0726380  .9505101
B:AGSANG.DAI
2 33 .502148F 0915412 3172344 6870619
4 9 4690370 2078175  .0492444 88882197
7 4 4333148 .1818631 -.1360503 1.0026800

Multiple range analysis for AGSANG.AGPL by AGSANG.GAIOLA

Method: 95 Percent L5D
Level Count LS Mean Homogeneous Groups

1 28 1713519 X
12 9 5115741 XX
6 9 .7215741 X

comntrast difference +/- limits
1-6 -0.55022 0.43517 *
I-12 -0,34022 0.43517
6-12 0.21000 0.48654

* denotes a statistically significant difference.
Multiple range analysis for AGSANG.AGPL by AGSANG.DAI

Method: 95 Percent LSD

Level Count L3 Mean Homogeneous Groups
7 4 4333148 X

4 9 4690370 X

2 33 5021481 X

contrast difference +/- limits
2-4 0.03311 0.43517
2-7 0.06883 0.58080
4-7 0.03572 0.62022

* denotes a statistically significant difference.
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Analysis of Variance for ANCISTO.EFX - Type Il Sums of Squares

Source of variation Sum of Squares d.f. Mean square Feratio Sig. level

COVARIATES
ANCISTOVIDA 1050.8498 1 1059.8498  8.437 .0058
MAIN EFFECTS
A:ANCISTO.INOCUL 57.788882 2 18.804441 230 7955
B:ANCISTO.SANGRIA 38.226418 1 38.226418 304 5899

RESIDUAL 5401.8064 43  125.62341

TOTAL (CORRECTED) 7073.6667 47

{0 missing values have been excluded.
All Foratios are based on the residual mean square error.

Table of Least Squares Means for ANCISTO.EFX

95% Confidence

Level Count Average Stnd. Error for mean
GRAND MEAN 48  11.333333 1.6177621 8.070054% 14.596612
A:ANCISTO.INOCUL

1 16 11.444377 3.1258784 5.1389932 17.749761

6 16 9.933000 2.8330590 4.2181788 15.647712

12 16 12.622642 2.9643658 6.6430344 18.602210
B:ANCISTO.SANGRIA
8 24 10.417486 2.3181084 5.7414995 15.093471

N 24 11.149181 1.3181084 7.5731952 16.925167
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One-Way Analysis of Variance

Data: ANCISTC.EFX
Level codes: ANCISTOVIDA
Labels:

Means plot: LSD Confidence level: 95 Range test: LSD

Analysis of variance

Source of variation Sum of Squares d.f. Mean square Foratio Sig. level

Between groups 4308.4906 16 169.28066  3.019 .0041
Within groups 2765.1760 31  89.19913
Total {corrected) 7073.6667 47

0 missing valae(s} have been excluded.

Multiple range analysis for ANCISTO.EFX by ANCISTO.VIDA

Method: 95 Percent LSD

Level Count Average Homogeneous Groups

i0 1 000000 X

15 5 1.400000 XX

11 1 2.000000 XXX

13 Z 2.250000 XXXX

16 5. 2.400000 XXXXX

12 4 2.500000 XXXXX

14 3 3.333333 XXXXXX

i7 2 4500000 XEXXXXX

20 2 12.000000 XX2XXXXXX

28 I 14.000000 XXXXXXXX

42 1 16.000000 XXXXXXXX

103 16 18.281250 XX XX

25 T 20.500000 XXXXXXXX

24 I 24.500000 X XX XXX

22 1 30.500000 X

41 1 32.000000 X

21 1 35.500000 X
contrast difference +/- limits
10-11 -2.00000 27.2473
10- 12 -2.50000 21.5409
10-13 -2.25000  23.5969
10-14 -3.33333 22.2473
10-15 -1.40000 21.1057
10 - 16 -2.40000 21.1057
10- 17 -4.50000  23.5969

* denotes a statistically significant difference.
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Multiple range analysis for ANCISTO.EFX by ANCISTO.VIDA

Method: 95 Percent LSD

Level Count Average Homogeneous Groups
10-20 -12.0000 23.5969
10-21 -35.5000 27.2473 *
10-122 -30.5000 27.2475 %
10-24 -24.5000 27.2473
10-25 -20.5000 27.2473
10-28 -14.0000 27.2473
10- 41 -32.0000 17.2473 %
10 - 42 -16.0000 27.2473
10 - 103 -18.2813 19.8597
11-12 -0.50000 21.5409
11-13 -0.25000 23.5969
11-14 -1.33333 22.2473
11-15 0.60000 21.1057
it-16 -0.40000 21.1057
11-17 -2.50000 23.5969
11-120 -10.0000 23.5969
11-21 -33.5000 27.2473 %
11-22 -28.5000 27.2473 %
11-24 -22.5000 27.2473
11-25 -18.5000 27.2473
11-28 -12.0000 27.2473
11-41 -30.0000 27.2473 *
11-42 -14.0000 27.2473
11-103 -16.2813 19.8597
12-13 0.25000 16.6855
12-14 -0.83333 14.7152
12-15 1.10000 12.9245
12-16 0.10000 12.9245
12.17 -2.00000 16.6855
12-20 -9.50000 16.6855
12-121 -33.0000 21.5400 *
12-22 -28.0000 21.5409 *
12 - 24 -22.0000 21.5400 *
12-25 -18.0000 21.5409
12-28 -11.5000 21.5409
12 - 41 -29.5000 21.5409 *
12 -42 -13.5000 21.5400
12 - 103 -15.7813 10.7704 *
13- 14 -1.08333 17.5881
13- 15 0.85000 16.1197
13-16 -0.15000 16.1197
13-17 -2.25000 19.2668
13-20 8.75000 19.2668
13-21 -33.2500 23.5969 *
13-22 -28.2500 23.5969 *
13-24 -22.2500 23.5969
13-25 -18.2500 23.5969
13-28 -11.7500 23.5969

* denotes a statistically significant difference.
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Multiple range analysis for ANCISTO.EFX by ANCISTO.VIDA

Method: 95 Percent LSD

Level Count Average HMomogeneous Groups
13-41 -29.7500 23.5969 *
13-42 -13.7500 23.5969
13-103 -16.0313 14.4501 #
14 - 15 1.93333 14.0705
14- 16 0.93333 14.0705
14 - 17 -1.16667 17.5881
14-20 -8.66667 17.5881
14 - 21 -32.1667 22.2473 %
14 - 22 -27.1667 22.2473 %
14 - 24 -21.1667 22.2473
14 - 25 -17.1667 22.2473
14-28 -10.6667 12.2473
14 - 41 -28.6667 22,2473 %
14 - 42 -12.6667 22.2473
14 - 103 -14.9479 12.1217 *
15-16 -1.00000 12.1854
15-17 -3.10000 16,1197
15-20 -10.6000 16.1197
15-21 -34.1000 21.1057 *
15-22 -29.1000 21.1057 *
15- 24 -23.1000 21.1057 *
15-125 -19.1000 21.1057
15-28 -12.6000 21.1057
15-41 -30.6000 21.1057 *
15-42 -14,6000 21.1057
15103 -16.8813 9.87128 %
16-17 -2.10000 16.1197
16 - 20 -2.60000 16,1197
16-121 -33.1000 21.1057 *
16-22 -28.1000 21.1057 *
16 - 24 -22.1000 21.1057 *
16 -25 -18.1000 21.1057
16 - 28 -11.6000 21.1057
16 - 41 -29.6000 211057 *
16 - 42 -13.6000 21.1057
16 - 103 -15.8813 0.87128 *
17-20 -7.50000 19.2668
17-21 -31.0000 23.5960 *
17-22 -26.0000 23.5969 *
17 - 24 -20.0000 23.596%
17-25 -16.0000 13.5969
17- 28 -9.50000 23.59469
17 - 41 -27.5000 23.5969 *
17 - 42 -11.5000 23.5969
17 - 103 -13.7813 14.4501
20-21 -23.5000 23.5969
20-22 -18.5000 23.5960
20- 24 -12.5000 23.5969
20- 25 -8.50000 23,5969

* denotes a statistically significant difference.
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Multiple range analysis for ANCISTO.EFX by ANCISTO.VIDA

Method: 95 Percent LSD

Level Count Average Homogeneous Groups
20-28 -2.00000 23.5969
20-41 -20.0000 23.5969
20-42 -4.00000 23.5969
20 - 103 -6.28125 14.4501
21-22 5.00000 27.2473
21-24 11.0000 27.2473
21-25 15.0000 27.2473
21-28 21.5000 27.2473
21-41 3.50000 27.2473
21-42 19.5000 27.2473
21-103 17.2188 19.8597
22-24 6.00000 27.2473
22-125 10.0000 27.2473
22 -28 16,5000 27.2473
22-41 -1.50000 27.2473
22-42 14.5000 27.2473
22-103 12.2188 19.8597
24-125 4.00000 27.2473
24 -28 10.5000 27.2473
24 - 41 -7.50000 27.2473
24 - 42 8.50000 27.2473
24- 103 6.21875 19.8597
25 -28 6.50000 27.2473
25-41 -11.5000 27.2473
25-42 4.50000 27.2473
25-103 2.21875 19.8597
28 - 41 -18.0000 27.2473
28 - 42 -2.00000 27.2473
28 - 103 4.28125 19.8597
41-42 16.0000 27.2473
41 - 103 13.7188 19.8597
421 -103 -2.28115 19.8597

* denotes a statistically significant difference.



Anexo Estatistico. 76

95 % MDS
tesie I
intervalode confianca para
média
66 | ]
] 7
46+ T -
Namero de gisios
no exame a fresco z
260

10 12 14 18 20 22 25 41 103
11 13 15 17 21 24 28 42

Dias apos a infecgio
iy A
%l s
®
2
3@_. k]
CISTDTRR.EFX . 3
! . :
_ L3
20 8
k-]
k3
&
w0
B >
k]
0»:_&_ P
9 20 40 60 85 100 120
Diias apds a infecgio

GRAFICO 3 - A) Intervalo de confianca B) Dispersao de nimero de cistos
no exame a fresco de cérebro de camundongos inoculados 1, 6 e 12 cistos de
cepa P de Toxoplasma gondii, por periodo de tempo apés a infecgdo (p =

0,0041) .
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One-Way Analysis of Variance

Data: ANCISTO.MEDIA
Level codes: ANCISTOVIDA
Labels:

Means plot: LSD Confidence level: 95 Range test: LSD

Analysis of variance

Source of variation Sum of Squares d.f. Mean square Feratio Sig. level

Between groups 7.8039E0010 14 5.5742E0009 6,439  .0000
Within groups 2.0777E0010 24 B8.6570E0008

Total {corrected) 9.8816E0010 38
9 missing value(s) have been excluded.

Table of means for ANCISTO.MEDIA by ANCISTOQ.VIDA

41
47
103 1

43061.46 000 29422.865  111.598  86011.32
38948.07 000 29422.865 -4001.792  81897.93
105574.41 12514.661 8493.649 93175.858 117972.97

Stnd. Error Stnd. Error 95 % LSD
Level Count Average (internal) (pooled s) intervals for mean
11 1 6791.67 000 29422.865 -36158.192  49741.53
12 4 6852.50  1471.241 14711.432 -14622.436  28327.43
13 1 14097.66 000 29422.865 -218852.202 57047.52
14 2 8811.05 1330.455 20805.107 -21559.093 39181.18
15 5 5607.90  587.106 13158.305 -13599.864  24815.66
16 5 7805.83  1421.406 13158.305 -11401.928 27013.60
17 1 2404.34 000 29427.865 -40545.522  45354.20
20 2 7801.06  3653.305 20805.107 -22569.083  38171.19
22 1 8286.79 000 29422.865 -34663.072 51236.65
24 1 9662.14 JO0C 29422.865 -33187.722  51612.00
25 1 12719.64 000 29422.865 -30230.222  55669.50
28 1 7236.72 000 29422.865 -35713.142 50186.58
I
I
2z

Total 39 39430.88 4711429 4711.429 32553.398  46308.36

Multiple range analysis for ANCISTO.MEDIA by ANCISTO.VIDA

Method: 95 Percent LSD
Level Count Average Homogeneous Groups

17 1 240434 X
15 5 5607.90 X
11 1 6791.67 X
12 4 685250 X
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Multiple range analysis for ANCISTO.MEDIA by ANCISTO.VIDA

Method: 95 Percent LSD
Level Count Average Homogeneous Groups

28 1 7236.77 X

20 2 7801.06 X

16 5 7805.83 X

22 1 8286.79 X

14 Z 8811.05 X

14 1 9662.14 X

25 1 1271964 X

13 1 1409766 X

42 3 38948.07 X

41 i 4£3061.46 XX

103 12 10557441 X
contrast difference +/- limits
11-12 -60.8250 67909.7
11-13 -7305.95 85899.7
11- 14 -2019.38 74391.3
11-15 118377 66537.6
11-16 -1014.16 66537.6
11 - 17 4387.33 85899.7
i1-120 -1009.39 74391.3
11-22 -1495.12 85899.7
i1 -24 -2870.47 85899.7
11-125 -5927.97 85899.7
11-128 -445.050 85899.7
11 - 41 -36269.8 85899.7
11-42 -32156.4 85899.7
11- 103 -98782.7 63220.5 *
12-13 -7245.16 67909.7
12 - 14 -1958.55 52602.6
12-15 1244.60 40745.8
12-16 -853.339 40745.8
12 - 17 4448.16 67909.7
12-20 -948.560 52602.6
12-122 -1434.29 67909.7
12 - 24 -2809.64 67909.7
12-125 -5867.14 67909.7
12 - 128 -384.215 67909.7
12-41 -36209.0 67909.7
12 - 42 -32095.6 67909.7
12 - 103 98711.9 35068.4 *
13- 14 5186.62 74391.3
13-15 8489.76 66537.6
13-16 6291.83 $6537.6
13- 17 11693.3 85895.7
13- 20 6296.61 74391.3
13-24 4435.52 85899.7
13-125 1378.02 85899.7
13- 28 6860.94 85899.7

13- 41 -28963.8 85899.7



Anexo Estatistico.

Multiple range analysis for ANCISTO.MEDIA by ANCISTO.VIDA

Method: 95 Percent LSD

Level Count Average Homogeneous Groups
13- 42 -24850.4 85899.7
13-103 -51476.8 $3220.5 *
4-15 3203.15 50819.0
4-16 1005.21 50819.0
4-17 6406.71 74391.3
14 - 20 1009.99 60740.3
14 .22 524.255 74391.3
14 - 24 -851.095 74391.3
14-25 -3908.59 743913
14-128 1574.33 74391.3
14 - 41 -34250.4 74391.3
14 - 42 -30137.0 74391.3
i4- 103 -96763.4 46391.2 *
15-16 -2197.94 38415.5
1517 3203.56 66537.6
i5-20 -2193.16 50819.0
i5-22 -2678.89 66537.6
i5-24 -4054.24 66537.6
15-125 -7111.74 66537.6
15-28 -1628.82 66537.6
15- 41 -37453.6 66537.6
15- 42 -33340.2 66537.6
15- 103 -99966.5 32331.5%
16- 17 5401.49 66537.6
16-20 4.77900 50819.0
16-22 -480.956 66537.6
16 - 24 -1856.31 66537.6
16 - 25 -4913.81 66537.6
16 - 28 569.114 66537.6
16 - 41 -35255.6 66537.6
16 - 42 -31142.2 66537.6
16 - 103 97768.6 323315 %
17-20 -5396.72 74391.3
17-122 -5882.45 85899.7
17 - 24 -7257.80 85899.7
i7-125 -10315.3 85899.7
17 - 18 -4832.38 85899.7
17-41 -40657.1 85899.7
17-42 -36543.7 85899.7
17 - 103 -103170. 63220.5*
20-22 -485.735 74391.3
20-24 -1861.08 74391.3
20-25 -4918.58 74391.3
20-28 564.335 74391.3
20-41 -35260.4 74391.3
20-42 -31147.0 74391.3
20 - 103 977734 46391.2 *
22-24 -1375.35 85899.7
22-125 4432.85 85899.7

22-18 1050.07 85899.7



Anexo Estatistico.

Multiple range analysis for ANCISTO.MEDIA by ANCISTO.VIDA

Method: 95 Percent LSD

Level Count Average Homogeneous Groups
12 -41 -34774.71  85899.7
22-42 -30661.3 85899.7
22 - 103 -97287.6 632205 %
4.125 -3057.50 85899.7
24 - 18 241542  85899.7
24 - 41 -33399.3  85899.7
24 - 42 2192859 85899.7
24 -103 -95912.3 63220.5 *
15-28 5482.92  85899.7
15 - 41 -30341.8  85899.7
25-42 -16228.4  85899.7
25- 103 928548  63220.5%
28 - 41 -35824.7  85899.7
28 - 42 -31711.4  85899.7
28 - 103 -98337.7 632205 %
41 - 41 4113.39  85899.7
4] - 103 -62513.0 632205
42 - 103 -66626.3 63220.5 *

* denotes a statistically significant difference.
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Analysis of Variance for ANCISTO.MEDIA - Type Tl Sums of Squares

Source of variation Sum of Squares d.f. Mean square Foratio Sig. level

COVARIATES

ANCISTO.VIDA 6.0020EQ010 1 6.0020EQ0IC  97.062  .0000
MAIN EFFECTS -

AANCISTO. INOCUL 3.4348E0008 2 L7174E0008 278 7592
B:ANCISTO.SANGRIA  2.4080E0007 1 Z.4080EQ007 039 8468

RESIDUAL 2.1025E0010 34 6.1837E0008

TOTAL (CORRECTED) 9.8816E00I0 38

9 missing values have been excluded.
All F-ratios are based on the residual mean square error.

Table of Least Squares Means for ANCISTO.MEDIA

95% Confidence

Level Count Average Stnd. Error for mean

GRAND MEAN 39 39271919 3992.3876 31136523 47387.314
A:ANCISTO.INOCUL

1 13 38161.687 7426.1389 23066.445 53256.929

6 14 43335.235 6744.3312 29625916 57044.554

12 I2  36318.834 7452.7298 71169.541 51468.128
B:ANCISTO.SANGRIA
S 19 40088.83% 5852.9880 281%91.368 51986.309

N 20 38454.999 5647.6408 26974.941 49935.056
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Esta € a primeira vez que se demonstra a ocorréncia de antigenos de
T. gondii na urina e plasma de camundongos na fase crénica da infeccao. Os
relatos anteriores demonstraram a antigentria em camundongos durante a
fase aguda com linhagem de alta viruléncia do parasito (HUSKINSON et
alii, 1989; FACHADO et alii, 1990).

A técnica de ELISA para captura de antigenos, apresentou boa
sensibilidade, ji que foi possivel detectar niveis de protefna na concentracio
de 0,05 pg/mml, ao contrdrio do que foi obtido por FACHADO et alii (1990),
cujo método de coaglutinagdo apresentou sensibilidade de 0,118 ug de
proteinas/ml. A reprodutibilidade foi satisfatéria, uma vez que os padroes
com diferentes concentracoes de proteinas, incluidos em todas as placas,
apresentaram curva semelhante.

Foi possivel detectar antigenos na urina de camundongos sem
necessidade de concentrar as amostras, recurso requerido para detectar
antigeno de "I'mypanosoma cruzi, Plasmodium falciparum e Plasmodium vivax na

urina de pacientes, mesmo durante a fase aguda da infeccao (FREILIJ er alii ,

1987, KATZIN et alit, 1991; UMEZAWA et alii, 1993).
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As amostras de urina obtidas de camundongos infectados com a
linhagem N (Tabela 1) expressaram maior concentragdo de antigenos do que
aquelas obtidas no mesmo periodo de animais submetidos linhagem P do
parasito (Figuras 3 e 4). D‘ados semelhantes foram observados por ACEBES
et alii (1994} que investigaram antigenos circulantes com a técnica de ELISA
de captura em camundongos infectados com trés linhagens de T. gondii.
Destas linhagens, duas apresentavam perfil semelhante as estudadas por nds,
uma de alta viruléncia e outra subaguda. A concentragao de antigenos
circulantes nos animais inoculados com a linhagem de alta viruléncia foi
muito maior do que aquela observada nos animais submetidos a infeccdo
com a linhagem subaguda.

As Figuras 3 e 4 ilustram a cinética de antigenuria e antigenemia. No
decorrer da infecgao persiste a eliminagdo de antigenos na fase cronica. Os
antigenos de T. gondii foram detectados no plasma dos animais infectados
antes de serem detectados na urina (Figura 4), independente do inéculo. Os
antigenos foram observados na urina a partir de 4 DAI, concordante com
HUSKINSON et alii (1989), enquanto FACHADO et alii (1990) observaram

eliminagdo de antigenos a partir de 2 DAL



Discussio, 53

Foram detectadas concentracoes antigénicas maiores na fase aguda do
que na fase crénica da infeccio em camundongos inoculados com T. gondii
(Figura 3). Estes dados sugerem que antigenos de taquizoitos sdo
predominantemente reconhecidos pela ELISA de captura de antigenos.
Entretanto nédo podemos descartar a possibilidade de reagioc com antigenos

de bradizoitos uma vez que é descrita a existéncia de antigenos comuns entre

bradizoitos e taquizoitos (CESBRON-DELAUW et alii, 1994).

As concentracdes antigénicas detectadas na urina sofrem um
decréscimo apés a fase aguda (36 DAI). Foram observados picos de
eliminagdo de antigenos na fase cronica da infeccdo (Figura 3A) indicando a
possibilidade de reagudizacdo. FREILD et dlii (1987), estudando pacientes
chagdsicos, observaram associaciao entre eliminacao de antigenos na urina e
fase ativa ou infeccdo recente pelo T. cruzi. Entretanto, KATZIN et alii
(1991), observaram que a antigendria ndo estd relacionada com a
parasitemia. ROCHA (1988) demonstrou a ocorréncia de formas do T,
gondii na urina de camundongos durante a fase aguda de camundongos e
durante a na fase aguda e cronica, em ratos imunocompetentes. Estes dados

parecem indicar, que para T. gondii, a ocorréncia de reagudizacido pode estar
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associada c¢om o aparecimento de antigenos na urina de animais

imunocompetentes infectados.

Os anticorpos foram detectados no sangue dos animais
infectados com cistos da linhagem P de T. gondii, a partir de 8 DAL Estes
dados estdo de acordo com os resultados obtidos por HANDMAN &
REMINGTON (1980), que demonstraram anticorpos circulantes em
camundongos infectados com linhagens avirulenta e de relativa viruléncia de
T. gondii, a partir de 8 DAI, pela reacdo de IFI e Sabin-Feldman. Estes
autores observaram titulos ascendentes de anticorpos até 35 ou 43 DA
dependendo da linhagem e consideraram que os animais estavam na fase
cronica da infeccdo a particr de 50 DAI, ocasifio em que os titulos de
anticorpos se estabilizaram. Em nossos experimentos, os titulos de anticorpos
circulantes aumentaram até 36 DAL O periodo compreendido entre 2 e 40
DAL foi considerado fase aguda da infecgdo e o periodo posterior, a partir de
40 DAI, fase créonica. Todos os animais morreram no periodo coincidente
com a fase aguda da infeccio, exceto dois animais inoculados com 1 cisto do
grupo AS que morreram 41 e 42 DA, no inicio da fase crénica . Fsta
mortalidade, considerada tardia, pode ter ocorrido em decorréncia de uma

reagudizacdo, embora nio tenham sido demonstrados antigenos na urina
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destes animais aos 40 DAL Porém, aos 44 DAI os animais deste grupo

eliminaram antigeno na urina.

Para comprovar a hipétese de reagudizacio utilizando a técnica de
ELISA para captura de antigenos, torna-se necessdria a caracterizacdo
- molecular dos antigenos eliminados na urina e sua respectiva comparagio
com os de taquizoitos e bradizoitos, j4 descritos. O antigeno denominado
SAGI (P30), proteina altamente imunogénica de taquizoitos tem despertado
interesse como reagente para diagndstico, componente de vacina e seu papel
na invasdo celular (MINEO & KASPER, 1994). Existe discriminacio
antigénica entre taquizoitos de linhagens virulentas e avirulentas. O uso de
anticorpos monoclonais para antigeno de superficie P22, expresso em 25
linhagens de T. gondii (4 virulentas e 21 avirulentas), revelou que dois alelos
estdio envolvidos, um deles idéntico ao gene da linhagem virulenta RH
(PARMLEY et alii, 1994a). Recentemente, foi descrito um antigeno

abundante na matriz de cistos que nio foi detectado em taquizoitos

(PARMLEY et alii, 1994b).

O monitoramento de anticorpos circulantes pela reacdo de IFI
concomitante & reagdo de antigenos na ELISA, buscou relacionar a cinética

dos antigenos com a de anticorpos. Os resultados ilustrados na Figura 7
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indicam que a diminuigdo dos niveis antigénicos no plasma estd relacionado

com a ascensdo dos titulos de anticorpos.

O perfil de mortalidade apresentado pelos animais infectados com
10° taquizoitos da linhagem N (Figura 1), onde todos morreram entre 5 e 6
DAJ, foi similar ao apresentado pelos camundongos infectados com o
mesmo indculo do parasito da linhagem RH (HUSKINSON et alii, 1989),
com sobrevivéncia de 6 a 8 dias. Resultados compativeis também foram
descritos por DEROUIN & GARIN (1991). Estes dados parecem indicar que
0s mecanismos que levam a morte dos animais inoculados com linhagens de

alta viruléncia devem ser semelhantes.

A imunidade protetora contra T. gondii ¢é mediada pela resposta
celular do hospedeiro. A sobrevivéncia de camundongos na fase aguda da
toxoplasmose € atribuida a IL-12, citocina produzida por macrofagos e
mondcitos e que estimula a producéo de interferon gama pelas células NK
(GAZZINELLI et alii, 1994). O papel protetor de IL-12 foi evidenciado em
dois experimentos. Camundongos imunodeficientes scid/scid infectados com
T. gondii, quando tratados com anticorpo policlonal anti-1L12 expressaram
mortalidade precoce na fase aguda (HUNTER et alii , 1994). Camundongos

imunocompetentes (A/]) aumentam a sobrevida na fase aguda da
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toxoplasmose se recebem injecdo de IL-12 ex6gena até o 32 dia da infecgdo.
Apds este periodo, a IL-12 exSgena perde a capacidade de controlar a

infeccao (KHAN et alii, 1994).

No decorrer da infeccdo com a linhagem P, houve perda de peso dos
animais concomitante ao periodo de maior mortalidade (Figuras 3 e 5).
Houve recuperagéo parcial de peso dos animais infectados, em contraposicio
com os achados de STAHIL & TUREK (1988). Estes autores infectaram
camundongos heterogenéticos Nya com 8 cistos da linhagem CS,
descrevendo uma sindrome degenerativa onde os animais evoluem com
marcante perda de peso, sintomas neurolégicos e morte. A diferenca
observada em nossos resultados pode estar associada & linhagem do parasito

e do hospedeiro.

O encontro dos primeiros cistos aos 11 DAI é concordante com os
achados de CONLEY & JENKINS (1981) e REMINGTON &
CAVANAUGH (1965) que observaram o aparecimento dos primeiros cistos

de T. gondii entre 6 e 12 dias apoSs a infeccdo.

Quando se analisa a dispersio do nimero de cistos em fun¢ido do

tempo de infecgdo até 20 DAI, o numero de cistos encontrados & baixo
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(Figura 9 - valores no interior do circulo). Existe um outro padrdao de
comportarnento que corresponde aos animais que morrem entre 20 e 42
DAI A média do nimero de cistos em animais que foram sacrificados com
103 DAI foi similar aos valores obtidos nos animais que morreram entre 20 e
42 DAL Entretanto, foi possivel observar em alguns animais sacrificados no
final do experimento valores compativeis aos dos animais que morreram até
20 DAL Estes dados indicam gue deve haver uma assincronia no inicio do
aparecimento de cistos no cérebro, sendo que alguns animais iniciam a
produgéo de cistos no cérebro mais tardiamente. Qutro fato que reforca esta
hipétese é a constatagdo de que a maioria dos cistos presentes no cérebro
deste animais apresentam pequeno volume (inferiores a 100000 um’ - Fig.

13A).

Na populagio de camundongos submetida a virios indculos de cistos
da linhagem P de T. gondii, foi possivel observar que mesmo aqueles
individuos que evoluiram para a fase crénica, apresentam volumes de cistos
similares aos encontrados na fase aguda (Figura 10). Foi possivel constatar a

predominancia de cistos pequenos no cérebro 103 DAI (Fig. 10C e Fig. 13).

O encontro de cistos pequenos na fase crénica (Figura 14) sugere a

ocorréncia de neoformacdo. WONG & REMINGTON (1993) consideram a
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possibilidade de bradizoitos escaparem de cistos sem romper completamente
a parede dos cistos para gerarem cistos filhos em células adjacentes.
CONLEY & JENKINS (1981), estudando cistos no cérebro de camundongos
por reagbes imunohistoquimicas sugeriram a disseminagdo de taquizoitos, via
hematogénica para explicar recrudescéncia da parasitemia. Da mesma forma
HOFLIN & REMINGTON (1985) postulam que as lesdes cerebrais de
aidéticos resultam de reativagdo em 6rgdos periféricos com disseminacdo de
taquizoitos wia hematogénica para o sistema nervoso central. FRENKEL &
ESCAJADILLO (1987), estudando nédulos microgliais em macacos,
sugerem a ruptura de cistos como possivel mecanismo para induzir a
imunopatologia. Estes mecanismos poderiam também explicar a
neoformacao de cistos no cérebro de animais infectados com T. gondii.

A melhor forma de caracterizar inequivocamente a fase ativa da
infeccao pelo T. gondii, ainda estd para ser determinada. Na tentativa de
encontrar um método diagnéstico nido invasivo, tem-se procurado
indicadores de fase ativa da infec¢sio na resposta imune do hospedeiro e na
demonstracdo de DNA do parasito utilizando técnicas de biologia molecular
ou na detecgdo de antigenos especificos através de técnicas imunolégicas em

fluidos corporais.
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A IgA tem sido apontada como um eficiente indicador de fase aguda
da infecgdo em casos de pacientes com linfadenopatia (TAKAHASHI &
ROSSI, 1994), desaparecendo da circulacdo rdpidamente (GROSS er alii,
1992). PINON et alii (1995), estudando casos de toxoplasmose ativa
relacionada & sindrome de imunodeficiéncia adquirida (SIDA), detectou a
IgA em 38% dos casos, enquanto a IgM ajudou no diagnéstico apenas de 1
em 71 pacientes. Entretanto PATEL et alii (1993), relatam que enquanto
pacientes aidéticos com toxoplasmose primdria sempre produzem IgM e IgA,
nio hd diferenga significativa na frequéncia de deteccio de IgA entre
pacientes aidéticos com toxoplasmose crénica e aqueles que apresentam
doenca cerebral resultante de reativacio da infeccio.

EL-SAYED-KHALIFA et alii (1994), usando a reacso de polimerase
em cadeia para amplificacdo de IDNA de T. gondii, demonstrou parasitemia
em 55,5% a 77,8% em casos de toxoplasmose extracerebral, mas em apenas
13,3% dos pacientes com toxoplasmose cerebral, indicando a utilidade da
técnica em casos em que hd uma infecgdo disseminada pelo parasita.
NOVATI et alii (1994) tiveram éxito na amplificacio do DNA do parasita
no fluido cérebro espinhal em 42,1% dos casos comprovados de encefalite

toxopldsmica, observando melhores resultados quando o fluido era colhido e
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examinado na primeira semana de terapia anti-Toxoplasma. A deteccdo de
DNA do parasita apresenta limitacoes, uma vez que é dificil localizar regices
no genoma que representem as diferencas entre linhagens do T. gondii
(RINDER et alii, 1995).

HAFID et dlii (1995) compararam a técnica de ELISA de captura de
antigenos com a técnica de “imunoblotting” para avaliar antigenemia em
gestantes € aidéticos na fase aguda da infecciio pelo T. gondii. O teste de
“imunoblotting” detectou mais casos do que a de ELISA de captura e os
casos de reativacdo s6 foram encontrados no grupo de aidéticos, onde
existia antigenemia. Estes resultados demonstram a validade em detectar
antfgeno  circulante para diagnéstico da toxoplasmose humana,
principalmente em pacientes imunocomprometidos onde a resposta
sorolégica estd prejudicada. FACHADO et dalii (1994) demonstraram
antigenos de T. gondii na urina em todos os pacientes aidéticos que
apresentaram sintomas neurolégicos devido a reativagdo de toxoplasmose
cronica. Estes autores também sugerem que o monitoramento de antigenos
de T. gondii na urina de pacientes aidéticos pode ser util para orientar a
terapia de modo a impedir o aparecimento da encefalite toxopldsmica

porque os sintomas e antigenuria desaparecem com a terapia adequada.
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Provavelmente serd necessdrio utilizar mais de uma técnica para
demonstrar a fase ativa do T. gondii, uma vez que nenhuma tem se mostrado
capaz de caracterizd-la em todos os caso de toxoplasmose clinica.

Os nossos dados indicam que a deteccdo de antigenos no sangue e
urina deve ser usada como alternativa de diagndstico, uma vez que foi
observado ocorréncia intermitente de antigenos de T. gondii no sangue e

urina de animais imunocompetentes.

Adicionalmente, a persisténcia de antigentria e antigenemia
(Fig. 4) no decorrer da infec¢do, associada a constatacdo de cistos pequenos
na fase cronica (Fig. 13), sugere que ocorre reagudizacdo da toxoplasmose em

camundongos imunocompetentes.



6. CONCLUSOES
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5. CONCLUSOES.

1. Foi possivel demonstrar a ocorréncia de antigenos de T. gondii na urina e
plasma, na fase aguda e cronica da infeccao experimental em
camundongos inoculados com a linhagem P de T. gondii, independente do
admero de cistos inoculados.

2. A técnica de ELISA para captura de antigenos foi desenvolvida para
gvaliar a concentragdo de antigenos de T. gondii na urina de
camundongos experimentalmente infectados. Esta técnica mostrou alta
reprodutibilidade e sensibilidade com limite inferior de 0,05 pg de
protefnas/ ml.

3.0 ndmero e volume médio dos cistos presentes 1O cérebro de
camundongos experimentalmente infectados com a linhagem P de T.
gondii, aumentam com O tempo de infecciio e independe do numero de
cistos inoculados.

4. Na fase cronica da infec¢do com T. gondii em camundongos observa-se a
ocorréncia simultanea de cistos grandes € pequenos, indicando
neoformacdo de cistos.

5. A analise de volume de cistos € um bom pariametro para avaliar a
neoformacio, permitindo estudar o fenomeno da reativagao da infeccdo
pelo T. gondii.

6. A antigentria e antigenemia persiste no decorrer da infeccdo, associada &
neoformacio de cistos indicando a ocorréncia de reagudizagdo durante a
fase cronica da toxoplasmose em camundongos.




7. ANEXO
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Figura 1. Densidade ¢ptica a 280 nm das fracées eluidas da cromatografia de

soro humano anti-Toxoplasma gondii em coluna de DEAE-celulose.
(Coluna de 1,9 x 32,4cm, 0.9ml/min, a 4°C, de 5,5 ml de soro, precipitado com
sulfato de amonio e dialisado com tampdo fosfato 0,0175M, pH=6,3).
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Figura 2. Densidade 6ptica a 280 nm das fracoes eluidas da cromatografia de
soro de coleho anti-Toxoplasma gondii em coluna de DEAE-celulose. (Coluna de
1,9 x 32,4cm, 0.9ml/min, a 4°C, de 6,0ml de soro, precipitado com sulfato de
amonio e dialisado com tampéo fosfato 0,0175M, pH=6,3).
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Anexo Estatistico

Analysis of Variance for ANCIST.VID A - Type Il Sums of Squares

Source of variation Sum of Squares df. Mean square F-ratio Sig. level

MAIN EFFECTS
A:ANCIST.INOCUL 13166.828 21 6583.4140 5322 .0092
B:ANCIST.SANGRIA 2938.331 1 2038.3308 21376 1315

RESIDUAL 47002.410 38  1236.9055

TOTAL (CORRECTED) 63535.333 41
1 missing values have been excluded.
All F-ratios are based on the residual mean square error.

Table of Least Squares Means for ANCIST.VIDA

95% Confidence

Level Count Average Stnd. Error for mean
GRAND MEAN 41 43332135 5.4360664 32.324849 54.339471
A:ANCIST.INOCUL

i 13 68.122515 9.7633314 48.353113 87.891918

6 14 35701043 9.4317350  16.603078  54.799009

12 15 26.172846 9.0880476  7.770801 44.574892
B:ANCIST.SANGRIA
S 21 34.924832 7.7019228 19.329498 50.520166
N 21 51939438 7.7000358 36.147915 67.330951

Multiple range analysis for ANCIST.VIDA by ANCIST.INOCUL

Method: 95 Percent LSD
Level Count LS Mean Homogeneous Groups

12 15 26.172846 X
6 14 35701043 X
1 13 68.122515 X

contrast difference +/- limnits
1-6 32.4215 27.5362 *
1-12 41.9497 26,9854 =
6-12 9.52820 26.5649

* denotes a statistically significant difference.
Multiple range analysis for ANCIST.VIDA by ANCIST.SANGRIA

Method: 95 Percent LSD

Level Count LS Mean Homogeneous Groups
S 21 34924832 X

N 21 51.739438 X

contrast difference +/- limits
S$-N -16.8146 22.0902

* denotes a statistically significant difference.
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Analysis of Variance for AGNSANG.AGUR - Type Il Sums of Squares
Source of variation Sum of Squares d.f. Mean square Feratio Sig. level

MAIN EFFECTS
A:AGNSANG.DAI 17.307741 2 8.6538704  4.899  .0097
B:AGNSANG.GAIOLA 3.946826 2 15734131 1117 .3320

RESIDUAL 146.60129 83  1.7661806

TOTAL (CORRECTED) 168.00614 87

6 missing values have been excluded.
All Foratios are based on the residual mean square error.

Table of Least Squares Means for AGNSANG.AGUR
95% Confidence

Level Count Average Stnd. Error for mean
GRAND MEAN 88 4988598  .1596924  .1811666  .8165530
A:AGNSANG.DAI

2 47 1.1085531 .1939048  .7227975 1.4943088

4 27 3307407 2557690  -.1780881  .8395695

1 14 .0572854 3554897 -.6499284  .7644993
B:AGNSANG.GAIOLA

1 30 3241950  .2529009  -.1789279  .8273179

6 30 .3715283  .2519009 -.1315946  .B746512

12 28 8008560 .2630795  .2774837 1.32421284

Mu' e range analysis for AGNSANG.AGUR by AGNSANG.DAI
Method: 95 Percent LSD

Level Count LS Mean Homogeneous Groups
7 14 05721854 X

4 27 3307407 X

Z 47  1.1085531 X

contrast difference +/- limits
2-4 0.77781 0.63852 *
2-17 1.05127 0.80527 %
4.7 0.27346 0.87124

* denotes a statistically significant difference.
Multiple range analysis for AGNSANG.AGUR by AGNSANG.GAIOLA

Method: 95 Percent LSD
Level Count LS Mean Homogeneous Groups

1 30 .3241950 X
6 30 .3715283 X
iz 28 .8008560 X

contrast difference +/- limits
1-6 -0.04733 0.68B267
1-12 -0.47666 0.69504
6-12 -0.42933 0.69504

* denotes a statistically significant difference.
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cAnalysis of Variance for AGSANGLAGUR - Type Il Sums of Squares
Source of variation Sum of Squares d.f. Mean square Foratio Sig. level
MAIN EFFECTS

A:AGSANG1.DAI 0769536 2 0384768 357 L7020
B:AGSANG1.GAIOLA 1057648 2 .0528824 490 6158
RESIDUAL 45185227 41 .1078120

TOTAL (CORRECTED) 471827319 46

12 missing values have been excluded.
All F-ratios are based on the residual mean square error.

Table of Least Squares Means for AGSANG1.AGUR

95% Confidence

Level Count Average Stnd. Error for mean
GRAND MEAN 47 1790095 .0927317 -.0081758  .3661947
A:AGSANGL.DAL

i 36 2289499 0557532 1164095 3414904

4 8 2434142 1383957 -.0359438 .52277:2

7 3 .0646642 2040007 -.3471205 4764450
B:AGSANG1.GAIOLA

1 25 1143452 0796659 -.0464642  .2751546

13 .2392903  .1311787  -.0255000  .5040806
12 9 .1833929  .1445478 -.1083836  .4751693

Muitiple range analysis for AGSANGL.AGUR by AGSANGI1.DAI

Method: 95 Percent LSD

Level Count LS Mean Homogeneous Groups
7 3 0646642 X

2 36 .2289499 X

4 8 .2434147 X

contrast difference +/- limits
-4 -0.01446 0.29376
2.7 0.16429 0.42169
4.7 0.17875 0.44873

* denotes a statistically significant difference,

Multiple range analysis for AGSANG1L.AGUR by AGSANGI.GAIOLA

Method: 95 Percenit LSD
Level Count LS Mean Homogeneous Groups

1 25 .1143450 X

12 9 .1833929 X

6 13 2397903 X
contrast difference +/- limits
1-6 -0.12495 0.25529
1-12 -0.06905 0.28319
65-12 0.05590 0.28742

* denotes a statistically significant difference.
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Analysis of Variance for AGSANG.AGPL - Type HI Sums of Squares

Source of variation Sum of Squares d.f. Mean square Feratio Sig. level

MAIN EFFECTS
A:AGSANG.GAIOLA 1.8202731 2 .9101366  3.486 .0400
B:AGSANG.DAI D170795 2 .0085398 033 9678

RESIDUAL 10.703560 41  .2610624

TOTAL (CORRECTED} 13.295286 45

1 missing values have been excluded.
All F-ratios are based on the residual mean square error.

Table of Least Squares Means for AGSANG.AGPL
95% Confidence

Level Count Average Stnd. Error for mean
GRAND MEAN 46 4681667 1373117  .1907961  .7455371
AAGSANG.GAIOLA
1 28 1713519 1113936 -.0536638  .3963675
6 & 7215741 2172944  .2826380 1.1605101
12 9  .5115741 .2172944  .0726380 .9505101
B:AGSANG.DAI
2 33 5021481 .0915411 3172344  .6870619
4 9 4690370 2078175  .0492444  .88BBI97
7 4 4333148 2818631 -.1360503 1.0026800

Multiple range analysis for AGSANG.AGPL by AGSANG.GAIOLA

Method: 35 Percent 15D
Level Count LS Mean Homogeneous Groups

i 28 1713519 X

12 g 5115741 XX

& 9 7215741 X
contrast difference +/- limits
1-6 .55022 0.43517 *
1-12 -0.34022 0.43517
6-12 0.21000 0.48654

* denotes a statistically significant difference.

Multiple range analysis for AGSANG.AGPL by AGSANG.DAI

Method: 95 Percent LSD

Level Count LS Mean Homogeneous Groups
7 4 4333148 X

4 9 4690370 X

i 33 .5021481 X

contrast difference +/- limits
-4 0.03311 0.43517

2-7 0.06883 0.58080
4.7 0.03572 0.62022

* denotes a statistically significant difference.
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Analysis of Variance for ANCISTO.EFX - Type IN Sums of Squares

Source of variation Sum of Squares d.f. Mean square F-ratio Sig. level

" COVARIATES
ANCISTOVIDA 1059.8498 1  1059.8498 8437 .0058
MAIN EFFECTS
A:ANCISTO.INOCUL 57.788882 2 28.894441 230 L7955
B:ANCISTO.SANGRIA 38.226418 1 38.226418 304 5899

RESIDUAL 5401.8064 43 125.621341

TOTAL (CORRECTED) 7073.6667 47

0 missing values have been excluded,
All F-ratios are based on the residual mean square error.

Table of Least Squares Means for ANCISTO.EFX

95% Confidence

Level Count Average Stnd. Error for mean
GRAND MEAN 48 11.333333  1.6177621 8.0700549 14.596612
A:ANCISTO.INOCUL

1 16 11.444377 3.1258784 5.1389932 17.749761

6 16 9.933000 2.8330590 4.2182788 15.647712

iZ 16 12.622622 1.9643658 6.6430344 18.602210
B:ANCISTO.SANGRIA
S 24 10417486 2.3181084 5.7414995 15.093471

N 24 12.249181 2.3181084 7.5731952 16.925167




Anexo Estatistico. T2

One-Way Analysis of Variance

Data: ANCISTO.EFX
Level codes: ANCISTO.VIDA
Labels:

Means plot: LSD Confidence level: 95 Range test: LSD

Analysis of variance

Source of variation Sum of Squares d.f. Mean square Feratio Sig. level

Between groups 43084906 16 269.218066  3.019 .0041
Within groups 2765.1760 31  89.19913
Total (corrected) 7073.6667 47

0 missing value(s) have been excluded.

Multiple range analysis for ANCISTOLEFX by ANCISTO.VIDA

Method: 95 Percent LSD

Level Count Average Homogeneous Groups

10 1 000000 X

15 5 1.400000 XX

11 1 2.000000 XXX

13 1 2.250000 XXXX

16 5 2.400000 XXXXX

12 4 2.500000 XXXXX

14 3 3.333333 XXXXXX

17 2 4.500000 XXXOOXXX

20 2 12.000000 XXXXXXXX

28 1 14.000000 XXXXXXXX

42 U 16.000000 XXXXXXXX

103 16 18.281250 XX XX

25 1 20.500000 XXXXXXXX

24 1 24.500000 X XX XXX

22 1 30.500000 X

41 1 32.000000 X

21 1 35.500000 X
contrast difference +/- limits
10- 11 -2.00000 27.2473
10-12 -2.50000 21.5409
10-13 -2.25000 13.5969
10- 14 -3.33333 22.2473
10-15 -1.40000 21.1057
10-16 -2.40000 21.1057
10-17 -4.50000 23.5969

* denotes a statistically significant difference.
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Multiple range analysis for ANCISTO.EFX by ANCISTO.VIDA

Method: 95 Percent LSD

Level Count Average Homogeneous Groups
10-20 -12.0000 13.5969
10-21 -35.5000 27.2473 *
10-22 -30.5000 27.2473 %
10-24 -24.5000 27.2473
10-25 -20.5000 17.2473
10-128 -14.0000 27.2473
10 - 41 -32.0000 17.2413 *
10 - 42 -16.0000 27.2473
10 - 103 -18.2813 19.8597
11-12 -0.50000 21.5405
11-13 -0.25000 23.5969
11-14 -1.33333 22.2473
11-15 0.60000 21,1057
11-16 -0.40000 21.1057
11-17 -2.50000 23.5969
11-20 -10.0000 23.5969
11-21 -33.5000 27.2473 %
11-22 -28.5000 27.2473 *
11-24 -22.5000 27.2473
11-25 -18.5000 27.2473
11-28 -12.0000 27.2473
11-41 -30.0000 27.2473 #*
il -42 -14.0000 27.2473
it-103 -16.2813 15.8597
i2-13 $.25000 16.6855
12 - 14 -0.83333 14.7152
12-15 1.10000 12.9245
12 - 16 {.10000 12.9245
12 - 17 -2.00000 16.6855
12 - 20 -9.50000 16.6855
12-21 -33.0000 21.5400 *
12-122 -28.0000 21.5409 *
12 - 24 -22.0000 21.54Q0 *
12-125 -18.0000 21.5409
12-18 -11.5000 21.5409
12-41 -29.5000 21.5400 *
i2-42 -13.5000 21.5409
12 - 103 -15.7813 10.7704 *
13- 14 -1.08333 17.5881
13-15 0.85000 16.1197
13- 16 4.15000 16.1197
13-17 -2.25000 19.2668
13-20 -9.75000 19.2668
13-21 -33.2500 23.5969 *
13-22 -28.2500 23.5969 *
13-24 -22.2500 23.5969
13-125 -18.2500 23.5969
13-128 -11.7500 23.5969

# denotes a statistically significant difference.
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Multiple range analysis for ANCISTO.EFX by ANCISTO.VIDA

Method: 95 Percent LSD

Level Count Average Homogeneous Groups
13-41 S29.7500 23.5069 %
13-42 -13.7500 23.5969
13- 103 -16.0313 14.4501 *
14-15 1.93333 14.0705
14-16 0.93333 14.0705
14-17 -1.16667 17.5881
14-20 -8.66667 17.5881
14-121 -32.1667 22.2473 *
14-22 -27.1667 22,2473 %
14 - 24 -21.1667 22.2473
14 - 25 -17.1667 22.2473
14-128 -10.6667 12,2473
14 - 41 -28.6667 22,2473 *
14-42 -12.6667 11,2473
14 - 103 -14.9479 12.1217 *
15-16 -1.00000 12.1854
15-17 -3.10000 16,1197
15-20 -10.6000 16,1197
15-121 -34.1000 21.1057 =
15-122 -29.1000 21,1057 *
15-24 -23.1000 21.1057 *
15-125 -19.1000 21.1057
15- 28 -12.6000 21.1057
15 - 41 -30.6000 21,1057 *
15 - 42 -14.6000 21.1057
15-103 -16.8813 9.87128 *
16-17 -2.10000 16.1197
16- 20 -9.60000 16.1197
16 - 21 -33.1000 21.1057 *
16 - 22 -28.1000 21.1057 *
16-24 -22.1000 21.1057 #
16 - 25 -18.1000 21.1057
16 - 28 -11.6000 21.1057
16 - 41 -29.6000 21.1057 *
16 - 42 -13.6000 21.1057
16 - 103 -15.8813 9.87128 *
17-20 ~7.50000 19.2668
17-21 -31.0000 23.5969 *
17-22 -26.0000 23.5969 *
17-24 -20.0000 23.5969
17-25 -16.0000 23.5969
17-28 -9.50000 23.5969
17 - 41 -27.5000 23.5969 *
17-42 -11.5000 13.5969
17 - 103 -13.7813 14.4501
20 - 21 -23.5000 23.5969
20-22 -18.5000 23.5969
0-24 -12.5000 23.5969
20-25 -8.50000 23.5969

* denotes a statistically significant difference.
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Multiple range analysis for ANCISTO.EFX by ANCISTO.VIDA

Method: 95 Percent LSD

Level Count Average Homogeneous Groups
20-28 -2.00000 23.5969
20 - 41 -20.0000 23.5969
20-42 -4.00000 23.5969
20- 103 -6.28125 14.4501
21-22 5.00000 27.2473
21-24 11.0000 27.2473
21-125 15.0000 217.2473
21-28 21.5000 27.2473
21-41 3.50000 27.2473
21-42 19.5000 27.2473
21- 103 17.2188 19.8597
22-24 6.00000 27.2473
22125 10.0000 27.2473
22-28 16.5000 27.2473
22 - 41 -1.50000 27.2473
22-42 14.5000 27.2473
22 - 103 12.2188 19.8597
24-25 4.00000 27.2473
24 .28 10.5000 27.2473
24 - 41 -7.50000 27.2473
24 - 42 8.50000 27.2473
24 - 103 6.21875 19.8597
25-128 6.50000 27.2473
25 -41 -11.5000 27.2473
25-42 4.50000 27.2473
25103 2.21875 19.8597
28-41 -18.0000 27.2473
28-42 -2.00000 27.2473
28-103 -4.28125 19.8597
41 - 42 16.0000 27.2473
41-103 13.7188 19.8597
42 - 103 -2.281125 19.8597

* denotes a statistically significant difference.
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One-Way Analysis of Variance

Data: ANCISTO.MEDIA
Lewvel codes: ANCISTO.VIDA
Labels:

Means plot: LSD Confidence level: 95 Range test: LSD

Analysis of variance

Source of variation Sum of Squares d.f. Mean square F-ratio Sig. level

Between groups 7.8039E0010 14 5.5742ZE0009  6.439  .0000
Within groups 2.0777EQ010 24 B.6570E0D08

Total {correcred) 0.8816E001C 33
9 missing value(s) have been excluded.

Table of means for ANCISTO.MEDIA by ANCISTQ.VIDA

Stnd. Error Stnd. Error 95 % LSD

Level Count Average (internal}) (pooleds) intervals for mean
11 1 6791.67 D00 29422.865 -36158.192 49741.53
12 4 6852.50  1471.241 14711.432 -14622.436 28327.43
13 1 14097.66 000 29422.865 -28852.202  57047.52
14 2 8811.05  1330.455 20805.107 -21559.093  39181.18
15 5 5607.90  587.106 13158.305 -13599.864  24815.66
16 5 7805.83 1421406 13158.305 -11401.928 27013.60
17 i 2404.34 .00C  79412.865 -40345.522  45354.20
20 2 7801.06  3653.305 20805.107 -22569.083 38171.19
22 i 8286.79 000 29422.865 -34663.072  51236.65
24 1 3661.14 000 29422.865 -33287.722  52612.00
25 i 12715.64 D00 29422.865 -30230.222  55669.50
28 1 7236.72 D00 29422.865 -35713.142  50186.58
41 1 43061.46 000 29422.865 111,598 86011.32
42 1 38948.07 000 29422.865 -4001.792  81897.93

103 12 105574.41 12514.661 8493.649 93175.858 117972.97

Total 39 39430.88 4711.429 4711.429 32553.398  46308.36

Multiple range analysis for ANCISTO.MEDIA by ANCISTO.VIDA

Method: 95 Percent LSD
Level Count Average Homogeneous Groups

17 1 240434 X
15 5 5607.90 X
11 1 6791.67 X
12 4 6852.50 X
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Muitiple range analysis for ANCISTO.MEDIA by ANCISTO.VIDA

Method: 95 Percent LSD
Level Count Average Homogeneous Groups

28 1 723672 X

20 2 7801.06 X

16 5 7805.83 X

22 i 8286.79 X

14 2 8811.05 X

4 13 09662.14 X

25 1 12719.64 X

13 1 14097.66 X

42 1 38948.07 X

41 1 43061.46 XX

103 12 10557441 X
contrast difference +/- limits
11-12 -60.8250 67909.7
11-13 -7305.99 85899.7
11-14 -2019.38 74391.3
i1-15 1183.77 66537.6
11-16 -1014.16 66537.6
11-17 4387.33 85899.7
11-20 -1009.39 74391.3
11-22 -1495.12 85899.7
i1-24 -2870.47 858997
11-25 -5927.97 85899.7
11-128 -445.050 85899.7
11-41 -36169.8 85899.7
11-42 -32156.4 85899.7
11-103 -98782.7 63220.5 *
12-13 -7245.16 67909.7
12 - 14 -1958.55 52602.6
12-15 1244.60 40745.8
12- 16 -053.339 40745.8
12 - 17 4448.16 67909.7
12-20 -048.560 52602.6
12-22 -1434.29 67909.7
12 - 24 -2809.64 67909.7
12-125 -5867.14 67909.7
12 - 28 -384.225 67909.7
12-41 -36209.0 67909.7
12-42 -32095.6 67909.7
12 - 103 -98721.9 35068.4 *
13- 14 5286.62 74391.3
13.15 8489.76 66537.6
13-16 6291.83 66537.6
13-17 11693.3 85899.7
13- 20 6296.61 74391.3
13-24 4435.52 85899.7
13-25 1378.02 85899.7
13.128 6860.94 85899.7

13-41 -18963.8 85899.7
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Multiple range analysis for ANCISTO.MEDIA by ANCISTO.VIDA

Method: 95 Percent LSD

Level Count Average Homogeneous Groups
13-42 -24850.4 85899.7
13-103 -91476.8 63220.5 *
14-15 3203.15 50819.0
14-16 1005.21 50819.0
14-17 6406.71 74391.3
14-20 1009.99 60740.3
14 - 22 524.255 74391.3
14 -24 -851.095 74391.3
14-25 -3908.59 74391.3
14-28 1574.33 74391.3
14 - 41 -34250.4 74391.3
14 - 42 -30137.0 74391.3
14 - 103 96763.4 46391.2 *
15- 16 -2197.94 38415.5
15-17 3203.56 66537.6
15-20 -2193.16 50819.0
15-22 -2678.89 66537.6
15-24 -4054.24 66537.6
15-125 -7111.74 66537.6
15-28 -1628.82 66537.6
15- 41 -37453.6 66537.6
i5-42 -33340.2 66537.6
15- 103 -89966.5 32331.5+%
16-17 5401.49 66337.6
16 - 20 4.77900 50819.0
16-22 -480.956 66537.6
16 - 24 -1856.31 66537.6
16 - 25 -4913.81 66537.6
16 - 28 569.114 66537.6
16-41 -33255.6 66537.6
16 - 42 -31142.2 66537.6
16 - 103 97768.6 313315 =%
17 - 20 -5396.72 74391.3
17-22 -5882.45 85899.7
17 - 24 -71257.80 85899.7
17-15 -10315.3 85899.7
17 -28 -4831.38 85899.7
17 - 41 -40657.1 85899.7
17-42 -36543.7 85899.7
17 -103 -103170. 63220.5 *
20-22 -485.735 74391.3
20-24 -1861.08 74391.3
20-25 -4918.58 74391.3
20-128 564.335 74391.3
20-41 -35260.4 743%91.3
20-42 -31147.0 74391.3
20-103 97773.4 46391.2 *
22-24 -1375.35 85899.7
22-25 -4432.85 85899.7

22-28 1050.07 85899.7
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Multiple range analysis for ANCISTO.MEDIA by ANCISTO.VIDA

Method: 95 Percent LSD

Level Count Average Homogeneous Groups
22-41 -34774.7 85899.7
22-42 -30661.3 85899.7
22 - 103 -97287.6 632205 %
24-15 -3057.50 85899.7
24 - 28 241542 85899.7
24 -41 -33399.3 858089.7
24-42 -29285.9 85899.7
24 - 103 -95012.3 632205#
25-18 5482.92 85899.7
25-41 -30341.8 85899.7
25-41 -26228.4 85899.7
25-103 -92854.8 63220.5 %
28 -41 -35824.7 85899.7
28 -42 -31711.4 85899.7
28-103 98337.7 63220.5*
41 -42 4113.39 85899.7
41 - 103 -62513.0 63220.5
42 - 103 -66626.3 632205 *

-

* denotes a statistically significant difference.
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Analysis of Variance for ANCISTO.MEDIA - Type T Sums of Squares

Source of variation Sum of Squares d.f. Mean square Foratio Sig. level

COVARIATES

ANCISTOVIDA 6.0020E0010 1 6.0020E0Q10 97.06Z  .00QO
MAIN EFFECTS -

A:ANCISTO.INOCUL 3.4348E0008 2 1L.7174E0008 278 7592
B:ANCISTO.SANGRIA  Z.4080E0007 1 Z.4080E0007 039 8468

RESHDUAL 2.10Z5E0010 34 6.1837E0008

TOTAL (CORRECTED) 9.8816E0C10 38

9 missing values have been excluded.
All F-ratios are based on the residual mean square error.

Table of Least Squares Means for ANCISTO.MEDIA

95% Confidence

Level Count Average Stnd. Error for mean

GRAND MEAN 39 39271.919 3991.3876 31156.523 47387.314
A:ANCISTO.INOCUL

1 13 38161.687 7416.1389 23066.445 53256.929

6 14 43335235 67443312 29625916 57044.554

12 12 36318.834 7452.7298 21169.541 51468.128
B:ANCISTO.SANGRIA

5 19 40088.839 5852.9880 28191.368 51986.309

N 20 38454.999 5647.6408 26974.941 49935.056

81
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