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RESUMO: Seis suinos mestigos Landrace-Large White, com aproximadamente 120 dias de idade, foram
inoculados, via endovenosa, com taquizoitos das cepas AS 28, LIV-IV e N de Toxoplasma gondii e analisados
quanto aos aspectos clinico, sorolégico, parasitolégico e histopatolégico. Para a avaliagdo das fécnicas de
diagndéstico post-mortem, os animais foram sacrificados e necropsiados nas fases aguda (n=3) e crénica (n=3) da
infecgdo. Tecidos formolizados e parafinados foram submetidos as técnicas de Hematoxilina-Eosina (H.E.),
Imunofluorescéncia Indireta (RIFl) e Peroxidase Anti-Peroxidase (PAFP). A H.E. revelou-se eficiente na analise
das alteragfes morfolégicas dos diferentes fecidos, mas ndo se mostrou util para detectar T. gondii. A RIFl e a
FPAP revelaram o parasifo na intimidade dos tecidos, sendo que a dlftima mostrou-se mais eficiente, uma vez que,

além de demonsirar parasitas, permitiu a analise das alteragbes morfolégicas dos 6rgdos estudados.
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INTRODUGAO

A toxoplasmose, uma das mais importantes
zoonoses, € causada pelo Toxoplasma gondii
(NICOLLE & MANCEAUX, 1909), protozoario com
uma longa existéncia, primordialmente intracelular com
a capacidade de invadir praticamente todos os tecidos
e orgaos dos animais de sangue quente, inclusive o
homem. Este protozoério determina sintomas e lesdes
severas porém inespecificas, dificultando o diagnastico
clinico, necessitando invariavelmente do diagnéstico
laboratorial.

Nas preparacdes coradas segundo as técnicas
rotineiras, suficientes para estudar a arquitetura celular
do orgdo ou tecido, com suas variagdes patoldgicas,
ndo se pode esperar o achado do parasito, mais do
gque de modo fortuito e, nem sempre, com imagem
convincente, ja que o T. gondii ndo possui
caracteristicas tintoriais proprias, que permitam
distingui-lo nitidamente das células adjacentes,

podendo ser confundido com nucleos ou fragmentos:

nucleares que tém as mesmas propriedades tintoriais
( FARRELL et al., 1952; TSUNEMATSU et al.; 1964,
BARBOSA, 1988 ).

SAINTE-MARIE, 1962; TSUNEMATSU et al,,
1964; LEE et al., 1973; FELTKAMP-VROOM, 1975;

ARNOLD et al., 1975; DORSETT & IOACHIM, 1978;
TAYLOR, 1978; CULLING et al., 1980 estudaram a
Toxoplasmose a partir da imunofluorescéncia em
tecidos, analisando as caracteristicas prdprias do
método, que se mostraram até certo ponto limitadas
em determinadas finalidades, tais como: distorgéo da
imagem emitida, decorrente de dificuldades de ajuste
da iluminacdo do campo e da absorcado luminosa pelo
conjugado; preservacdo da atividade antigénica e
manutencao de boa condigdo morfologica ( MILLER,
1972; BROZMAN, 1978, DORSETT & IOACHIM,
1978; ARNOLD et al., 1975); curto periodo de tempo
para andlise adequada das preparacdes, decorrente
do decréscimo da fluorescéncia emitida (FELTKAMP-
VROOM, 1975; TAYLOR, 1978). Acrescentam-se,
finalmente, os equipamentos relativamente caros.

STERNBERGER et al. (1970) aplicaram, pela
primeira vez, o método peroxidase anti-peroxidase
(PAP), demonstrando especificamente o Treponema
pallidum. Nesse método, o complexo peroxidase anti-
peroxidase (PAP) & constituido por duas moléculas
de imunoglobulina e trés de peroxidase ligadas por
pontes naturais. Esse método utiliza anticorpo néo
marcado e se processa em trés estagios, sendo o
terceiro constituido pelo complexo PAP.

Trabalhos comparativos tém demonstrado, tanto

1 - Trabalho realizado nas dependéncias do Depto. de Medicina Veterindria Preventiva e Hospital Veterinario da UEL.
2 - Depto. de Medicina Veterinaria/CCA/Universidade Estadual de Londrina, Caixa Postal 6001, Londrina, PR, Brasil, CEP 86051-870.
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no nivel de microscopia optica como de microscopia
eletrénica, a superioridade do método do anticorpo ndo
marcado (PAP), principalmente em relacdo a
sensibilidade e a qualidade das preparagdes (TAYLOR,
1978; BARBOSA, 1988), empregado com éxito na
identificacdo de antigenos teciduais os mais diversos,
como antigenos virais, bacterianos e alguns parasitas
de dificil identificagdo pelos métodos convencionais
(TAYLOR, 1978; CULLING et al., 1980; KITTAS et al.,
1984; BJERKAS & LANDSVERK, 1986; BARBOSA,
1988). Essa utilizacdo & encorajada também pelo fato
de que, na maioria das vezes, tecidos fixados
rotineiramente em formol prestam-se adequadamente
para a aplicagcdo dessas técnicas, mesmo para a
deteccdo de fragmentos de parasitas em areas de
necrose ou parasitas parcialmente digeridos no interior
de macriéfagos (TAYLOR, 1978; BJERKAS &
LANDSVERK, 1986; FELTKAMP-VROOM, 1975;
BROZMAN, 1978; DORSETT & IOACHIM, 1978;
BARBOSA, 1988). Portanto, essas técnicas
denominadas imunchistoquimicas, tais como a PAP e
a Avidina-Biotina, tém sido amplamente utilizadas no
diagnostico pés-mortem de diversos agentes
infecciosos, tendo mostrado bons resultados,
particularmente na identificagdo do T. gondii na
intimidade dos tecidos (DAVIDSON et al., 1993;
FALANGOLA & PETITO, 1993; DUBEY & LIN, 1994;
BREZIN et al., 1994). Utilizando-se de rotinas
implantadas nos Laboratdrios de Parasitologia
Veterinaria e de Histopatologia Veterinaria, realizou-
se 0 presente trabalho com o objetivo de avaliar as
técnicas de Hematoxilina Eosina, Imunofluorescéncia
Indireta e Peroxidase anti-Peroxidase, no diagnéstico
da Toxoplasmose suina.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 6 suinos mesticos Landrace/
Large White em fase de crescimento, sorologicamente
negativos para T. gondii, nos quais foram inoculados,
via endovenosa, 2,0x107 taquizoitos de um “pool” das
cepas AS 28, LIV IV e N, em 1 ml de solucdo salina
estéril. Foram utilizados também camundongos albinos
para determinacdo da parasitemia e para o
reisolamento de T. gondii dos 6rgdos dos suinos
inoculados. Os suinos foram observados diariamente
pela afericdo da temperatura retal e visualizacao de
outros sinais clinicos.

A cada 72 horas, desde a inoculagdo até a
necropsia, colhia-se de cada suino, 5ml de sangue
com EDTA para a determinacdo da parasitemia,
conforme técnica preconizada por COSTA (1979).
Também foram colhidas amostras de 5ml de sangue
para obtengao de soro, utilizados no acompanhamento
da evolugdo dos titulos de anticorpos anti-T. gondii,
procedendo-se 3 Reagéo de Imunofluorescéncia
Indireta (RIFI), conforme técnica descrita por

CAMARGO (1973), utilizando conjugado l|gG anti-
suino (Sigma).

Quando os animais apresentaram sinais clinicos
da Toxoplasmose e niveis de anticorpos medidos pela
RIF1, compativeis com a fase aguda da doenga
(VIDOTTO & COSTA, 1987), 3 animais foram
sacrificados com choque elétrico, necropsiados e as
alteragcGes macroscopicas anotadas. Os outros 3
suinos foram mantidos em observacéo clinica,
sorolégica e parasitoldgica até que os titulos de
anticorpos baixassem e se estabilizassem, sugerindo
a fase crénica da doenca, quando os animais também
foram sacrificados com choque elétrico, necropsiados
e as alteragbes macroscopicas anotadas. De cada
suino necropsiado, em ambas as fases, foram colhidas
amostras de cérebro, intestino, retina, figado, pulmao,
pancreas, musculos esquelético, cardiaco e lingua,
para o reisclamento e processamento histolégico.

Para o reisolamento, utilizaram-se fragmentos
com 30 gramas que. foram submetidos a digestao
péptica artificial conforme técnica preconizada por
DUBEY (1988). Apo6s digestdo os materiais eram
lavados e ressuspendidos em salina contendo 1 mg
de estreptomicina e 1000 Ul de penicilina por mililitro.
De cada amostra, foram inoculados 2 ml da suspensao
por camundongo, via intraperitonial, em trés
camundongos albinos, os quais ficaram em observagéo
diaria durante 6 semanas. Os camundongos que
morriam ou que apresentavam sinais sugestivos da
doenga, eram examinados microscopicamente para
a pesquisa de taquizoitos no esxudato peritoneal e
aqueles sobreviventes, ao término do periodo de
observacgio, eram sacrificados e examinados
sorologicamente, através da RIFI com conjugado IgG
anti-camundongo (Sigma) (NAVARRO, 1987).

Para o processamento histolégico, fragmentos
dos diferentes 6rgdos foram fixados em formalina 10%
em pH neutro e processados pela rotina de microtomia
em parafina. Foram confeccionadas 20 laminas para
cada fragmento em cortes semi-seriados com 4m de
espessura. Em seguida, procederam-se as coloragdes
utilizando-se & laminas alternadamente para cada
técnica: Hematoxilina de Harris e Eosina de Lison
(H.E.); Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) conforme
técnica de CULLING et al. (1980) e Peroxidase anti-
Peroxidase(PAP) conforme preconizado por TAYLOR
(1978).

RESULTADOS

Todos os suinos inoculados apresentaram
evidéncias da infeccdo Toxoplasmica que pdde ser
comprovada pelo aparecimento de sintomas
(hipertermia, anorexia, dispnéia e secregdes oculares
e nasal), reisolamento do agente do sangue (Tabela
1), sorologia positiva & RIFI com titulos elevados (Tabela
2) e, finalmente, pelo reisolamento do T. gondii de
diferentes 6rgdos (Tabela 3).
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Através das técnicas imunohistoquimica e foi possivel a visualizag&o do parasita, ainda que tenha

imunofluorescéncia (PAP e RIFI) observaram-se lesbes detectado alteragdes microscépicas em diferentes
e/ou a presenga do T. gondii e seus antigenos nos 6rgéos de animais das fases aguda e cronica (Tabela
tecidos dos suinos sacrificados na fase aguda da 4 e Figura 1).

doenca, enquanto pela técnica histoldgica de H.E nao

TABELA 1 — PARASITEMIA REALIZADA EM CAMUNDONGOS INOCULADOS COM MACERADO DE
FRAGMENTOS DE TECIDOS DE SUINOS INFECTADOS EXPERIMENTALMENTE, VIA ENDOVENOSA,
COM 2,0 X 107 TAQUIZOITOS DE Toxoplasma, gondii

DIAS APOS A INOCULACAO

SUiNOS 12 4° 7° 112 20° 28° 33¢ 48° 552 662 672 77°¢ TOTAL
1 - Pe Ps Ps* - - - - = = - - 3
2 - Pe - Ps*a - - - - - - - - 2
3 - Pe - Ps*b - - - - - - - - 2
4 - Pe Ps - Ps Ps Ps - - NR* - - 5
5 - Pe - - Ps Ps - - - - NR* - 3
6 - Pe Ps - - Ps Ps - - - - NR* 4

TOTAL - 6 3 3 2 3 2 - - - - - 19

Convencoes:

* = dia da necrdpsia - = negativo NR = N3o realizado

a = necropsiado no 122 dia b = necropsiado no 132 dia

Ps = RIFI para Toxoplasmose positiva ( = 1:64) em camundongos inoculados
Pe = Presenca de taquizoitos de 7. gondii no exsudato peritoneal de camundongos inoculados

TABELA 2 — RECIPROCAS DOS TiTULOS DE ANTICORPOS, OBTIDOS PELA REACAO DE
IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA (RIFI) EM SOROS DE SUINOS INOCULADQOS, VIA ENDOVENOSA,
COM 2,0 X 107 TAQUIZOITQOS DE Toxoplasma gondii

Dias apds Tftulos finais de anticorpos
Iinoculacao Sufno 1 Sufno 2 Sufno 3 Sufno 4 Sufno 5 Sufno 6
12 0 0 0 0 0 0
42 1024 1024 1024 1024 1024 1024
72 16384 16384 1024 16384 4096 16384
112 16384* 16384 16384 16384 16384 16384
12¢ 65b36* 65536 NR NR NR
13% 65536* 4096 16384 4096
202 4096 16384 1024
28¢ 1024 4096 1024
332 1024 1024 1024
482 1024 1024 1024
55° 1024 1024 1024
62° 1024 1024 1024
662 1024* 1024 1024
672 1024* 1024
77¢ 1024*
Convencobes:

* = Animal sacrificado e necropsiado
NR = ndo realizado
0 = negativo
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TABELA 3 - REISOLAMENTO DE Toxoplasma gondii, DIRETA (EM EXSUDATO PERITONEAL DE
CAMUNDONGOS) OU INDIRETAMENTE (RIFI), A PARTIR DE ORGAQS E TECIDOS DE SUINOS
INOCULADOS, VIA ENDOVENOSA, COM 2,0 X 107 TAQUIZOITOS

Material Sufno 1 Sulno 2 Sufno 3 Sulno 4 Sufno 5 Suino 6 Total
Inoculado RiFE Re RIFI Re RIFI Re RIFI Re RiIFlI Re RIFI Re
Sangue 1:64 - - - 1:64 = - = - - - 02
Cérebro 1:64 -5 - + - + - - - - = 03
Flgado - - 1:16 - - - - - - - - 01
Retina 1:16 + 1116 = 1:16 = 2 = = - - 03
Pancreas - - - - - = - - = = = 00
Intestino 164 - - - - - - - - - - 01
Mdsculo 1:64 - - + 1:64 - - - - - s 03
Lingua 164 - 164 + 1116 - - - - - - 03
Pulméo = - 1:16 + 1:16 = = = = = 2 02
Convengdes:

Re = reisolamento

RIFI = Reacao de imunofluorescéncia indireta
+ = presenca de taquizoitos

- = auséncia de taguizoitos

TABELA 4. SUMULA DOS RESULTADOS OBTIDOS PELAS TECNICAS DE HEMATOXILINA-EOSINA (HE),
IMUNOFLUORESCENCIA (RIFI) E PEROXIDASE ANTI-PEROXIDASE (PAP) EM TECIDOS DE SUINOS
INOCULADOS, VIA ENDOVENOSA, COM 2,0 X 107 TAQUIZOITOS DE Toxoplasma gondii

Orgsos Lesdes Suino 1 Suino 2 Suino 3 Suino 4 Suino 5 Suino 6
HE PAP IF HE PAP IF HE PAP IF HE PAP IF HE PAP IF HE PAPIF
Cérebro Infilt. perivasculares + + I + + - - =
infil. difusos -+ o+ - + + o+ - + _
Desmielinizagdo + - + = + . +
Aumento céls. glia -+ + -+ o+ + = +
Hiperemia - -+ * 28 - _
Edema + + + “ + +
Meningoencefalite - + + + + - - +
Cromoélise = = = G E +
Figado Hiperplasia/edema - + + + + +
Degen. hidropica - + + + o+ + +
Necrose + - + & _ _
Infiltragdes focais + + o+ + o+ ¥ - _
Coracdo Miosite focal + o+ + o+ + o+ - _ _
Miosite difusa + + + o+ -+ o+ o+ - -
Hiperemia + + = = s G
Retina Hiperemia/edema + - - - - - - -
Inflamacgéo focal = + = o = ” & . _
Pulmdc Edema - + - - i 4 &
Infilt. alvéolos + + + - - + + _
infilt. brénquios + + 4+ - & + - +
Hiperemia = - - - + - 4
Intestino Eosinofilia + o+ + + + + _
Desc. mucosa -+ + -+ + + +
Hiper./edema + + = 5 " .
Pancreas Hiperemia + + + -+ 4 - _ +
Edema + - - - - -
Mdsculo Inflamagéo - + -+ o+ < % + _ -
esquel. Hiperemia - + - - _ _
Convengdes:

+ (HE) = visualizagd@o apenas de lesdes teciduais.

+ (PAP) = visualizacd@o de lesbes e do parasito

+ (IF) = visualizagéo apenas do parasito fluorescente.
- = auséncia de lesbes (HE) ou de reagdo (PAP e IF)
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FIGURA 1. FOTOMICROGRAFIAS DE CORTES DE TECIDOS SUBMETIDOS AS TECNICAS DE H.E., RIFI E PAP NA TOXOPLASMOSE
SUINA. 1) MIOCARDITE FOCAL COM INFILTRADO DE CELULAS MONONUCLEARES NO SUINO 2. (SETA). (H.E. 400X); 2) INFILTRADO
LINFOCITARIO FOCAL CEREBRAL NO SUINO 3. (SETA). (H.E. 400X); 3) MUSCULO CARDIACO DO SUINO N° 1 COM TAQUIZOITOS
AGRUPADOS. (SETA). (RIFI 800X); 4) CEREBRO DO SUINO N° 2 COM GRANDE POSITIVIDADE COMO “MANCHA DE TAQUIZOITOS E
SEUS ANTIGENOS”, MARGEADA POR CELULAS DA GLIA. (SETA). (PAP 800X); §) FIGADO DO SUINO N° 2 COM TAQUIZOITOS NO
INFILTRADO INFLAMATORIO FOCAL. (SETA). (PAP 800X); 6) CORAGAO DO SUINO N° 3 COM REAGAO POSITIVA EM FIBRAS

MUSCULARES. (SETA). (PAP 800X)
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DISCUSSAO E CONCLUSOES

Embora os achados histopatolégicos deste
trabalho estejam de acordo com a maioria dos autores
consultados, no que diz respeito a visualizacdo do
parasito, eles sio discordantes, sobretudo com os
resultados de VERMA & BOWLES (1967), MOLLER
et al, (1970), MORIWAKI et al. (1976), BEVERLEY et
al. (1978), HUNTER (1979), MARBELLA (1983) e
DUBEY et al. (1986) que afirmam terem visualizado,
pela técnica de H.E., tanto taquizoitos como cistos
teciduais, o que ndo foi possivel neste trabalho, apesar
de terem sido examinadas seis l&minas por érgéo de
cada animal. Alias, TSUNEMATSU et al. (1964),
KATSUBE et al. (1975), KIKUCHI et al. (1977),
YERMAKOV et al. ( 1982), BUERGELT (1983),
BJERKAS & LANDSVERK (1986), VIDOTTO et al.
(1987) e BARBOSA (1988), ja haviam feito referéncias
quanto a técnica de H. E., sugerindo que tal método
ndo seria adequado para a pesquisa do 7. gondii em
tecidos. Pelos resultados da RIFI, constatou-se neste
experimento que, nos suinos de nimeros 1, 2 e 3,
sacrificados quando apresentavam titulos altos de
anticorpos anti-T. gondii (1:65536), era possivel
visualizar estruturas fluorescentes agrupadas e
isoladas, assemelhando-se a taquizoitos em cérebro,
musculos, figado, pulméao e pancreas (Figura 1). Estes
resultados estdo de acordo com os achados de
TSUNEMATSU et al. (1964), KATSUBE et al. (1975),
KIKUCHI et al. (1977), YERMAKOV et al. (1982),
KHAVKIN (1981) que, utilizando as técnicas da H. E.
e a RIFI, visualizaram através da primeira apenas as
lesbes microsco6picas basicas (proliferacdo de
macréfagos, hiperplasia linfdide, necrose e
hemorragias) ao passo que a segunda confirmou o
diagndstico parasitoldgico.

Os resultados da técnica da PAP revelaram
reacdo positiva em todos os 6rgdos examinados dos
suinos sacrificados na fase aguda da doenca,
evidenciando, através da coloragédo castanho tijolo, a
morfologia do parasita sob a forma de taquizoitos livres
e no interior de células, bem como seus antigenos
(Figura 1). Estes resultados estao de acordo com os
achados de BUERGELT (1983) e KITTAS et al. (1984),
que so puderam confirmar a presenca do parasito na
fase precoce da doenca, com a utilizagdo da PAP, uma
vez que taquizoitos podem ser facilmente confundidos
com outras estruturas teciduais e até mesmo com
detritos celulares. Mais recentemente, TUDURY et al.
(1991) utilizando a PAP, diagnosticaram com nitidez a
presenca de 7. gondii em casos de encefalites graves
em cées e gatos. DUBEY & LIN (1994), utilizando a
técnica imunoenzimatica da Avidina-Biotina, detectou
a presenca de cistos do parasito no cérebro de uma

raposa encontrada moribunda, que no exame post
mortem, apresentou lesdes de necrose e hemorragia
focal de linfonodos mesentéricos e cérebro.

Segundo BJERKAS & LANDSVERK (1986), em
estudo retrospectivo de casos de rotina de material
emblocado até 18 anos antes, concluiram que a técnica
PAP apresentou-se particularmente atil para
demonstrar o parasito em tecidos autolizados, no
interior de fagécitos parcialmente digeridos, mostrando
que a antigenicidade do protozoario pode ser
confirmada pela especificidade da técnica, aumentando
as possibilidades de estabelecer o diagndstico
etioldgico, quando sé tecidos formolizados estao
disponiveis. Tais afirmacdes coadunam-se com
TAYLOR (1978) e BARBOSA (1988), que afirmam que
a técnica da PAP é superior as técnicas rotineiras de
coloracdo para estudos do parasitismo tecidual e até
mesmo superior & RIF1, que ndo permite a visualizagdo
da morfologia dos tecidos e suas lesdes, além de néo
permitir a estocagem das laminas por periodos
prolongados, uma vez que ha perda de fluorescéncia
nos preparados.

Observando a Tabela 4, verifica-se que nos
animais sacrificados mais tardiamente (fase crénica),
apesar de apresentarem a H.E. lesGes degenerativas
inflamatérias e, até mesmo, necrose de neurdnios
(cromolise), ndo foi possivel verificar reagdes positivas
tanto na RIF| quanto na PAP. Este fato poderia ser
explicado pela natureza das cepas utilizadas, de alta
viruléncia mas ndo cistogénicas. Alids, MITSUKA et
al. (1993) que estudaram a viruléncia de nove cepas
de 7. gondii em camundongos, inclusive as utilizadas
neste experimento, também ndo conseguiram reisolar
o parasita de animais que sobreviveram a infecgdo. A
Tabela 3 (reinoculagdo em camundongos de
suspensio de 6rgdos dos suinos infectados) mostra
resultados que confirmam a auséncia do T. gondii nos
animais sacrificados mais tardiamente.

Nas condigbes que foram realizados os
experimentos e com base nos resultados obtidos
conclui-se que: 19 a técnica de H.E. ndo se mostrou
eficiente na revelacéo de T. gondii em tecidos, na fase
aguda da doenga, embora seja valida para evidenciar
as alteracdes teciduais; 2°) as técnicas de
imunohistoquimica (PAP) e de imunofluorescéncia
revelaram-se eficazes na detecgdo do parasito e/ou
de seus antigenos, na fase aguda da doenca e 3°) a
técnica da PAP mostrou-se mais eficiente em relagéo
3 H.E. e a imunofluorescéncia, na medida em que
identificou com precisdo e nitidez o parasito ou seus
antigenos, permitiu a visualizagao da reacéo tecidual,
além de possibilitar a obtencdo de preparacdes, se
ndo permanentes, mas por longa duragéo, importante
sob varios aspectos, inclusive o didatico.
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ABSTRACT: Six 120 days old Landrace/Large-white swines with were inoculated with taquizoites of the AS 28,
LIV-IV and N Toxoplasma gondii strains and analysed under clinical, sorological, parasitological and
histopathological aspects. In order to evaluate some postmortem diagnostic techniques, three swines were sacrificed
in the acute phase and three swines in the chronic phase of the infection. Formalin-fixed and parafin-embedded
tissues were submitted to Eosin-Hematoxilin, Indirect Immunofluorescence (IFA) and Peroxidase Anti-Peroxidase
(PAP) techniques. The Eosin-Hematoxilin showed to be efficient in the analysis of the morphological alterations in
the tissues, but did not detect any form of the parasite. Both, IFA and PAP revealed taquizoites of T. gondii,
although the last one showed to be more effective because it also allowed an analysis of the morphological tissue

alterations.

KEY WORDS: Toxoplasmosis, histopatology, immunohistochemistry, immunofiuorescence, swine
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