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APRESENTACAO

A colecao “Ciéncias Biologicas: Considera¢des e Novos Segmentos” € uma
obra com foco na discussao cientifica, por intermédio de trabalhos desenvolvidos por
autores de varios segmentos da area de ciéncias biologicas. A obra foi estruturada
com 36 capitulos e organizada em dois volumes.

A colecgéo ¢ para todos aqueles que se consideram profissionais pertencentes
as ciéncias biologicas e suas areas afins. Especialmente com atuacdo formal,
inserida no ambiente académico ou profissional. Cada e-book foi organizado de
modo a permitir que sua leitura seja conduzida de forma simples e com destaque no
que seja relevante para vocé. Por isso, os capitulos podem ser lidos na ordem que
vocé desejar e de acordo com sua necessidade, apesar de terem sido sequenciais,
desde algumas areas especificas das ciéncias biolégicas, até o ensino e a salde.
Assim, siga a ordem que lhe parecer mais adequada e util para o que procura.

Com 19 capitulos, o volume 1 relne autores de diferentes instituicoes
brasileiras que abordam trabalhos de pesquisas, relatos de experiéncias, ensaios
tedricos e revisdes da literatura. Neste volume vocé encontra atualidades nas areas
de biologia geral, biologia molecular, microbiologia, ecologia e muito mais.

Deste modo, a colecdo Ciéncias Biologicas: Consideracdes e Novos
Segmentos apresenta progressos fundamentados nos resultados obtidos
por pesquisadores, profissionais e académicos. Espero que as experiéncias
compartilhadas neste volume contribuam para o enriquecimento de novas praticas

multiprofissionais nas ciéncias biologicas.

Edson da Silva
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RESUMO: O estudo biolégico e genético de
Toxoplasma gondii € essencial no entendimento
da relacdo parasito-hospedeiro. O parasito
possui diferentes cepas patogénicas que
podem ser analisadas através da inoculagao em
modelos experimentais como o cultivo celular.
O objetivo deste trabalho foi avaliar diferencas
morfométricas e analisar o efeito citopatico de
isolados de Toxoplasma gondii. Os parasitos
utilizados no estudo foram previamente isolados
de camundongos, utilizou-se as cepas RH e a
cepa Me49. Para andlise do efeito citopatico,
foram mantidas culturas estaveis de células
VERO, em meio DMEM suplementado com SBF
10%. Em seguida, a cultura foi infectada com
os taquizoitos dos isolados na propor¢édo de
dois parasitos por célula. A partir da infeccao,
monitorou-se a interacdo célula/parasito por
meio de fotografias com o intervalo de 12
horas, durante 7 dias. Apbs este processo, a
confluéncia celular foi realizada utilizando-se o
programa Image J®'Para analises morfométricas
foram confeccionadas laminas pela coloracéo
de Pan(')tico®. Os taquizoitos foram fotografados
com utilizagdo de fotomicroscépio e as imagens
analisadas através do programa Image J

para avaliacdo de diferengcas no comprimento
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longitudinal, largura na altura do nucleo e distancia entre nicleo e complexo apical.
Os resultados obtidos indicam que o tamanho € inversamente proporcional a
patogenicidade da cepa, pois a confluéncia celular da cultura infectada com a cepa
RH foi menor (6,34%) que a infectada por Me49 (15,89%). Além disso, a analise
morfométrica da cepa Me49 em comparacdo com a RH demonstrou diferenca
significativa em pelo menos uma das variaveis analisadas. Assim, concluiu-se que o
estudo do efeito citopatico e da analise morfométrica de isolados de T. gondii poderao
auxiliar na compreensao da complexa relacédo parasito-hospedeiro, podendo assim
ser relacionada com diferengas na gravidade da infecgéo e no prognéstico da doenca.
PALAVRAS-CHAVE: Alteragbes morfométricas, cepa Me49, efeito citopatico e
Toxoplasma gondii.

MAINTENANCE AND /N VITRO EVALUATION OF THE VIRULENCE OF
TOXOPLASMA GONDII STRAINS

ABSTRACT: The biological and genetic study of Toxoplasma gondii is essential in
understanding the parasite-host relationship. The parasite has different pathogenic
strains that can be analyzed through inoculation in experimental models such as cell
culture. The objective of this work was to evaluate morphometric differences and
analyze the cytopathic effect of Toxoplasma gondii isolates. The parasites used in
the study were previously isolated from mice, using the RH strains and the Me49
strain. For cytopathic effect analysis, stable cultures of VERO cells were maintained in
DMEM medium supplemented with 10% SBF. Then, the culture was infected with the
tachyzoites of the isolates in the proportion of two parasites per cell. From infection,
cell/parasite interaction was monitored through photographs with the 12-hour interval
for 7 days. After this process, the cellular confluence was performed using the Image
J® program. For morphometric analyses, slides were made by Panotic® staining. The
tachyzoites were photographed using a photomicroscope and the images analyzed
through the Image J® program for evaluation of differences in longitudinal length, width
in core height and distance between nucleus and apical complex. The results obtained
indicate that the size is inversely proportional to the pathogenicity of the strain, because
the cell confluence of the infected culture. with the RH strain was lower (6.34%) than
me49 (15.89%). In addition, morphometric analysis of the Me49 strain compared to HR
showed a significant difference in at least one of the variables analyzed. Thus, it was
concluded that the study of the cytopathic effect and morphometric analysis of T. gondii
isolates can help in understanding the complex parasite-host relationship, and may
therefore be related to differences in the severity of the infection and the prognosis of
disease.

KEYWORDS: Morphometric changes, Me49 strain, cytopathic effect and Toxoplasma
gondii.

11 INTRODUGAO

A toxoplasmose, antropozoonose de distribuicdo universal, € uma infeccéo

causada por Toxoplasma gondii. Este parasito possui ciclo biolégico heteroxénico,
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os felideos sdo os hospedeiros definitivos, outros animais incluindo o homem
constituem os hospedeiros intermediarios. A transmissao da toxoplasmose pode
ocorrer principalmente através da ingestdo acidental de alimentos e/ou agua
contaminados por oocistos excretados nas fezes de hospedeiros definitivos, ou
ainda, pela ingestao de cistos contidos na musculatura de hospedeiros intermediarios
(ZANDONA et al., 2019).

A transmissdo congénita ocorre mediante a transferéncia placentaria de
T. gondii para o concepto, verifica-se alta frequéncia de casos quando a mulher
adquire toxoplasmose (infeccdo aguda) pela primeira vez durante a gestagéo e,
em menor propor¢do, na reinfec¢do ou reativacdo de um toxoplasma previamente
adquirido em mulheres imunodeprimidas (GONCALVES et al.,2019).

Quanto a sintomatologia, em individuos imunocompetentes a toxoplasmose
€, geralmente, assintomatica, porém pode ocasionar doenga ocular grave como a
retinite. Nos individuos imunocomprometidos, a infec¢ao é grave devido a reativacao
de cistos cerebrais, com ocorréncia, principalmente, de encefalite (MITSUKA-
BREGANO, LOPES-MORI e NAVARRO, 2010). Durante o periodo gestacional,
além de aborto espontaneo, ha risco de doengas congénitas graves. Na maioria dos
recém-nascidos a infec¢ao ocorre de forma assintoméatica, no entanto, quando estas
criancgas séo privadas de tratamento pode ocorrer, posteriormente, quadros clinicos
graves, com recidiva de toxoplasmose ocular que resulta em cegueira (MENDES,
2019).

A forma evolutiva do parasito define o estdgio da doenca. Na fase aguda,
encontra-se taquizoitos; os bradizoitos representam a fase cronica, sendo
encontrados em forma de cistos nos tecidos dos hospedeiros e os oocistos sao
eliminados nas fezes dos hospedeiros definitivos (SILVA, 2016).

O estudo biolégico e genético de Toxoplasma gondii € essencial no
entendimento da relagdo parasito-hospedeiro. O parasito possui diferentes
cepas patogénicas que podem ser analisadas através da inoculagdo em modelos
experimentais. Sendo assim, os camundongos correspondem aos critérios
essenciais no estudo da viruléncia destas cepas. Outro método alternativo de
estudo, € a avaliagéo in vitro por meio de cultivo celular.

A variacdo do comportamento biolégico do parasito possui forte relacédo
com a cepa patogénica em questédo. Por exemplo, a cepa RH é aguda, provocando
rompimento rapido das célulasinfectadas (AJZEMBERG, 2010; REY, 2001), enquanto
a cepa Me49 forma cistos, possuindo multiplicacao mais lenta (COMMODARQO et al,
2009).

A viruléncia dessas cepas pode ser analisada através da confluéncia
celular por meio de fotografias. Além disso, pode-se comparar o efeito citopatico

com a analise morfométrica dos taquizoitos obtidos através do preparo de laminas
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microscopicas.

Trabalhos avaliando a morfometria e o efeito citopatico da cepa Me49 néao
sdo descritos na literatura para T.gondii, assim sendo, a avaliacdo das cepas
correspondendo o comportamento bioldgico (efeito citopatico) com as diferencas
morfométrica podera ser de suma importancia para se compreender o melhor
progndstico da infeccdo em humanos. Dessa forma, o presente estudo visa a

avaliagdo morfométrica e a analise da viruléncia de cepas de T. gondii.

21 METODOLOGIA

2.1 Caracterizacao dos parasitos

A cepa RH e a Me49 foram mantidas em camundongos BALB/c no biotério
do Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica (IPTSP- UFG).

Os camundongos infectados pela cepa RH foram eutanasiados por
deslocamento cervical, para obtencdo de um exsudato peritoneal. O procedimento
consistiu na inoculagéo de 5 mL de salina estéril via intraperitoneal, homogeneizacéo
e aspiragdo do lavado. O exsudato foi, entdo, analisado em microscopio (entre
lamina e laminula) a fim de observar presenca de formas infectantes do parasito
(taquizoitos e/ou células infectadas) e constatar a infecgcéo, logo apds, inoculou-se
em cultura de células.

Os camundongos, infectados pela cepa Me49, foram eutanasiados por
deslocamento cervical, em seguida, extraiu-se o cérebro, realizando o macerado
cerebral para observacéo de cistos. Os cistos obtidos foram inoculados via oral em
trés camundongos BALB/c, ap6s quatro dias de infeccdo os animais apresentaram
sinais clinicos de toxoplasmose aguda, como: letargia, alteragbes respiratorias,
aumento dos batimentos cardiacos, cegueira, piloerecéo e diarreia. Os animais
foram eutanasiados e realizou-se a obtengdo de um exsudato peritoneal para
obtencgéo de taquizoitos, conforme a cepa RH.

2.2 Manutencao em células Vero

As células Vero foram mantidas em meio de cultura DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle Medium) Sigma-AIdrich®. O meio DMEM utilizado foi suplementado
com Soro Bovino Fetal (SBF) 10% e 40 mg/L de gentamicina. Trocou-se o meio de
cultura a cada 48 horas, e o crescimento do parasito foi monitorado pela observagéo
em microscoépio invertido (OLIVEIRA, 2016).

2.3 Avaliacao do efeito citopatico por lise celular

Inicialmente, foram mantidas culturas estaveis de VERO, com troca de meio
DMEM suplementado com SBF 10% em dias alternados. Transferiram-se 105 células
para quatro garrafas de cultura e incubadas a 37 graus por 24 horas. A partir da
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andlise do lavado peritoneal de dois camundongos BALB/c infectados com as cepas
RH e Me49, respectivamente, foi possivel realizar a inoculagcao dos taquizoitos na
propor¢éo de dois parasitos por célula nas quatro garrafas de cultura, realizando o
procedimento em duplicata para cada cepa.

A partir da infecgcdo, monitorou-se a interagdo célula/parasito por meio de
fotografias com o intervalo de 12 horas, durante 7 dias. Apds este processo, a

confluéncia da lise celular foi realizada por intermo programa Image J®.

2.4 Confeccéao das laminas para analise morfométrica

Ap6s a manutencéo do parasito em cultura de células, confeccionou-se uma
lamina a partir do liquido do meio DMEM de cada repeticéo, sendo fixado e corado
pelo método do Panético (Instant Prov, Pinhais, PR, Brasil). As laminas foram feitas
com, aproximadamente, 30 uL do lavado e, apds o esfregago, foram secas em
estufa (24 horas a 25 °C). Posteriormente, realizou-se a coloracado de Panético®
(Instant Prov, Pinhais, PR, Brasil), conforme orientacéo do fabricante.

2.5 Analise morfométrica dos isolados

Foram fotografadas cinco imagens de cada isolado com utilizagdo de
fotomicroscépio Zeiss® acoplado a uma camera digital Sony® para registro
e digitalizacdo dos resultados obtidos. As imagens foram analisadas através
do programalmage J® a partir da avaliagdo de caracteristicas morfolégicas dos
parasitos como: diferengcasno comprimento longitudinal, largura na altura do nucleo
e distancia entre nacleo e complexo apical. Para cada cepa, foram documentados
100 taquizoitos e os valores de cada parametro foi salvo em planilha para calcular-
se médias das medidas dos isolados.

2.6 Analise estatistica

As morfometrias das cepas foram comparadas através do programa Sigma
Stat® 3.2, todas as variaveis foram testadas quanto a distribuicdo normal e variancia
homogénea, utilizando o teste t.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

A anélise morfométrica dos isolados da cepa Me49 (figura 1) com a cepa
padréo RH (figura 2) demonstrou diferenca significativa em pelo menos uma das
variaveis analisadas, durante o periodo de sete dias. A média e o desvio padrao
destas variaveis estdo descritos na tabela 1.
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Figura 1: Taquizoitos da cepa RH. Coloragdo Panoético (aumento de 1000x)
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Figura 2: Taquizoitos da cepa Me49. Coloragéo Panético (aumento de 1000x)
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Isolados Distancia nucleo — Comprimento Largura (um)
complexo apical (um) (pm)

1° dia Cepa RH 2,21 £0,59 9,91 £1,11 2,11 £0,23
Cepa Me49 2,19 £0,50 9,85 + 1,08 2,21 +0,76*

2° dia Cepa RH 2,23 +0,58 10,02 + 1,24 2,07 £0,25
Cepa Me49 2,07 £0,51* 9,99 +1,13 2,22 +0,25

3° dia Cepa RH 2,25 +0,55 10,13+ 1,18 2,09 +0,29
Cepa Me49 2,23 + 0,51 9,97 +1,05* 2,26 +0,22

4° dia Cepa RH 2,27 +0,76 10,32 + 1,02 2,04 +0,28
Cepa Me49 2,20 + 0,48 10,01 +0,99* 2,19+0,24

5° dia Cepa RH 2,25+0,72 10,21 +1,22 2,09 +0,30

Cepa Me49 2,22 +0,52* 9,99+ 1,05 2,15 +0,21

6° dia Cepa RH 2,23 +0,71 10,21+ 1,09 2,11 £0,24
Cepa Me49 2,21 +0,55 10,01 £ 0,99 2,16 +£0,19*

7° dia Cepa RH 2,27 0,74 10,24 + 1,21 2,08 +0,38

Cepa Me49 2,20 + 0,49 10,26 = 1,04* 2,27 £ 0,31

Ciéncias Biologicas: Consideracdes e Novos Segmentos

Tabela 1: Analise morfométrica de isolados das cepas RH e Me49.

Os valores representam média + desvio padréo de medidas; * p < 0,05 (Teste t)
comparando a cepa me49 com a cepa padrao RH.

Em estudo realizado por Gomes-Junior et al. (2018), que avaliou sete isolados
obtidos de galinha caipira foram observadas diferencas estatisticas em pelo menos
uma das variaveis analisadas. Outro estudo realizado por Da Silva et al. (2018)
que avaliou trés isolados obtidos de gestantes e recém-nascidos foram observadas
diferengas estatisticas nas medidas de areas e um dos isolados apresentou maior
didmetro, em comparagéo com a cepa padrao RH/BH.

A diferenga significativa entre as cepas RH e Me49 na distancia nucleo-
complexo apical, comprimento e largura reforca a hipdtese de que, além das
diferencas de comportamento e variagcbes genéticas, ha variagdes morfoldgicas
entre diferentes cepas de T. gondii (TREVISANI, 2013).

Na avaliacdo da capacidade infectiva, 100% das cepas apresentaram
capacidade de promover efeito citopatico. Foi possivel observar taquizoitos no meio
extracelular apds decorrer 48 horas da inoculagéo das cepas nos meios de cultura.
A cepa padrdo RH apresentou expressiva capacidade de lise celular. Este fato pode
ser observado ao comparar o periodo de 12 horas ap6s inoculacao (figura 1) com
sete dias de incubacéo (figura 2). A confluéncia inicial era de 86%, apoés sete dias da
inoculacdo, observou-se uma confluéncia de 6,34%. N&o se observou formacéo de
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paredes cisticas nesta cultura.

A cepa me49 também apresentou diferenca significativa ap6s 12 horas de
inoculacéo (Figura 3) e sete dias (Figura 4). A confluéncia inicial era de 86%, ap6s
sete dias de incubacéo, encontrou-se uma confluéncia de 15,89%, evidenciando,
assim, a lise celular. Observou-se formacgéao de cistos nesta cultura.

Figura 3: Células ap6s 7 dias de inocula¢édo da cepa padrao RH observadas em
microscoépio invertido (Aumento de 400X).

Figura 4: Células ap6s 7 dias de inoculagdo da cepa padrédo RH observadas em
microscoépio invertido (Aumento de 400X).

Figura 5: Células ap6s 12 horas de inoculagdo da cepa Me49 observadas em
microscépio invertido(Aumento de 400X).
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Figura 6: Células apos sete dias de inoculagdo da cepa Me49, observadas em
microscopio invertido (Aumento de 400X).

De modo semelhante, um trabalho feito por Ferreira (2005), que avaliou
mastocitos infectados pela cepa RH, apds 24 horas de infec¢do foram encontrados
vacuolos parasitéforos em quantidade variada, de modo que decorrido 48 horas
havia taquizoitos no meio extracelular, corroborando com o resultado encontrado
nesta avaliacdo do efeito citopatico. Outra pesquisa realizada por Rocha et al. (2014)
detectou lise celular em células retinares infectadas pela cepa Me49 corroborando
com o presente estudo. Acredita-se que essa susceptibilidade das células as cepas
RH e Me49 ocorre devido a agdo das enzima ciclooxigenase em associagcdo com
endocitose mediada por clatrina (PEREIRA, 2016; PORTES, 2020).

Estudos realizados em diferentes regides mundiais apontam que as cepas
de T. gondii do Brasil sdo morfometricamente e geneticamente divergentes em
comparacao com aquelas encontradas na América do Norte e Europa devido ao
padrdo de patogenicidade. Essas evidéncias sdo baseadas em metodologias que
avaliam a viruléncia, seja in vitro ou in vivo (OLIVEIRA et al., 2014; YADAV; MAITY;
SAHA, 2014).

Além disso, os taquizoitos que apresentaram maior comprimento e largura
foram os da cepa Me49 no sétimo dia de incubagé@o. Ao comparar este parametro
com o efeito citopatico, infere-se que o comprimento € inversamente proporcional a
patogenicidade da cepa uma vez que a confluéncia celular da cultura infectada com
a cepa RH foi menor (6,34%) que a infectada por Me49 (15,89%). Da Silva et al.
(2018) também constatou que taquizoitos menores possuem maior patogenicidade.

41 CONCLUSAO

Nas cepas analisadas foi possivel detectar diferencas tanto na morfometria
como na capacidade infectiva, inferindo assim que a associagdo das diferencas
fenotipicas em analises morfométricas e efeito citopatico, pela lise celular,

demonstram serem importantes para compreensdo da complexa relagdo parasito-
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hospedeiros. Ap6s minuciosa analise genotipica, estas informagdes poderéo ser

relacionadas ao prognostico da infecgdo nos seres humanos.
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