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ELIMINACAO DE TOXOPLASMA GONDII PELA URINA DE CAMUNDONGOS
DURANTE A FASE AGUDA DA INFECCAO EXPERIMENTAL

R.J. ROCHA (1), W.L. TAFURI (2,3) & C.A. CHIARI (2)

RESUMO

Camundongos albinos heterogenéticos da linhagem Swiss, foram experimental-
mente infectados, via subcutdnea, com taquizoitos de uma cepa de Toxoplasma gon-
dii de baixa viruléncia. Todos morreram durante a fase aguda da infecgdo, entre 7
¢ 9 dias apds a infecgdo (DAI). Demonstrou-se, utilizando a bioprova, que 80% dos
animais eliminou T. gondii pela urina. Nos rins, observou-se, entre outras altera-
¢Oes, hemorragia intersticial intertubular e presenga de hemdcias integras nos espa-
¢os subcapsulares de Bowmann de alguns glomérulos. Discutiu-se sobre os possiveis
mecanismos de eliminagdo de T. gondii na urina dos animais infectados. Analisou-
se alguns aspectos relacionados com a eliminagdo de formas infectantes de T. gondii
na urina destes animais e a transmissdo da toxoplasmose na natureza.
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INTRODUCAO

Toxoplasma gondii ¢ um protozodrio com
reproducdo intracelular obrigatoria, podendo ser
encontrado nos exsudatos de organismos
infectados®. A ocorréncia de formas infectantes
de Toxoplasma tem sido demonstrada em secre-
¢Oes e/ou excregdes de varios hospedeiros,
naturais ou experimentalmente infectados, tais
como urina de cdes?3, saliva de coelho?4, saliva
humanal- 4, sémen ¢ leite de caprinos®10:11 ¢ uri-
na de camundongos?28:31,

Os camundongos (Mus musculus) sdo ani-
mais sinantrépicos muito susceptiveis a infeccdo
por T. gondii’® ¢ jé foi demonstrada a existéncia
de associacdo significativa entre casos de infec¢do
humana e sua presenca no domicilio!”-?%. Supde-
se que estes animais possam contribuir para a dis-
seminacdo da toxoplasmose na natureza, mediante
elimina¢do de formas infectantes do parasita pe-
la urina, uma vez que taquizoitos de T. gondii po-
dem permanecer viaveis na dgua entre 16 ¢ 18°C
por 48 horas!6 e podem resistir até 18 dias a des-
secagdo lenta entre 18 ¢ 20°C32, Entretanto, a fre-
qiiéncia de eliminagdo de formas infectantes do
parasito pela urina desses animais ndo foi ainda
avaliada. Com o objetivo de esclarecer esta pos-

sibilidade, foram utilizados como modelo expe-
rimental camundongos infectados, subcutdnea-
mente, com uma cepa de baixa viruléncia de T.
gondii.

MATERIAL E METODOS

Dez fémeas de camundongos albinos da li-
nhagem Swiss com aproximadamente um més de
idade, foram inoculadas por via subcutinea, com
0,15 ml de exsudato peritoneal (EP) contendo pre-
dominantemente taquizoitos intracelulares da ce-
pa C4, obtido de camundongos 7 dias apds a in-
fec¢do (DAI). Esta cepa foi isolada de pulméo de
cdo em agosto de 1972 por JAMRA, L. M. F. do
Instituto de Medicina Tropical de Sdo Paulo, e po-
de ser considerada de baixa viruléncia, segundo
critérios relacionados por OMATA et al.?’. Estes
animais constituiram o grupo dos infectados.

Os animais infectados foram observados 4 ve-
zes por dia para verificagdo da mortalidade. Es-
tes animais foram também avaliados quanto a pre-
sencga de:

(a) anticorpos anti-Toxoplasma em amostras
de plasma obtidas 3 e 5 DAI, colhidas através do
plexo orbital com pipeta Pasteur heparinizada. Os
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anticorpos foram titulados em dilui¢Ges seriadas
na razio de 2, a partir da dilui¢do inicial de 1/4,
pela Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RI-
FI), executada segundo técnica descrita por
CAMARGO?3. Foi utilizado conjugado, anti-Ig
total de camundongo, apresentando aproximada-
mente a relagdo fluoresceina/proteina de nove;

(b) formas infectantes de T. gondii em amos-
tras de urina, obtidas diariamente, utilizando-se
a prova de infectividade em camundongo normal
(bioprova), como descrito por DUBEY &
SHARMAI!9, com modificactes, como segue. As
amostras de urina foram colhidas em tubos de he-
molise, por pressdo externa da bexiga. Devido a
variagdo do volume das amostras colhidas por ani-
mal e DAI (0.01 a 0.6 ml), acrescentou-se 1 ml de
PBS estéril contendo 100 unidades de penicili-
na/ml e 100 ug de estreptomicina/ml. Cada amos-
tra colhida foi inoculada isoladamente em um ca-
mundongo normal, via intraperitoneal. Todos os
animais assim inoculados foram examinados
quanto a possivel infeccdo por T. gondii.
Realizou-se pesquisa de anticorpos anti-
Toxoplasma no plasma destes animais obtidos 7,
15, 30 e 45 DAI com a RIFI. Nos animais sacrifi-
cados apds 45 DAI ou que morreram durante o
periodo de observagao, efetuou-se pesquisa de for-
mas proliferativas no EP (até 20 DAI) e/ou de cis-
tos no cérebro. Macerados de cérebro, figado e
baco dos animais negativos foram inoculados em
outro camundongo normal, que foi avaliado tal
como o primeiro. Foram consideradas positivas
as amostras que resultaram no encontro de taqui-
zoitos no EP e/ou cisto no cérebro e/ou anticor-
pos anti-Toxoplasma em qualquer amostra de
plasma;

(¢) Toxoplasma no rim e bexiga realizando-
se bioprova;

(d) histopatologia renal, realizando-se cortes
de aproximadamente 5 um, corados por Hema-
toxilina e Eosina (HE) ¢ Acido Periédico de Schiff
(PAS).

Para realizacdo dos itens (c) e (d), os animais
que morreram foram rapidamente necropsiados
e os rins cortados sagitalmente, sendo metade pre-
servada em formol 10% tamponado (pH 7,2) até
o processamento do material para exame histold-
gico ¢ a outra metade triturada em homogeneiza-
dor de tecido com PBS (pH 7,2) para a realizacdo
da bioprova.
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Paralelamente foram constituidos 4 grupos
controle, para determinar:

(1) Infecg¢do natural por Toxoplasma (C1):
Foi realizada a pesquisa de anticorpos anti-
Toxoplasma, em amostras de sangue de 10% de
todos os camundongos usados nos experimentos,
procedentes do Biotério Central do Departamen-
to Parasitologia, ICB-UFMG.

(2) Influéncia da colheita de sangue sobre a
mortalidade em animais normais (C2): Foi cole-
tado sangue de dez fémeas de camundongos nor-
mais, nos mesmos dias do grupo experimental;

(3) Influéncia da colheita de sangue e urina
sobre a sobrevivéncia de camundongos normais
(C3): Foi feita a colheita de sangue e urina em dez
fémeas de camundongos normais, nos mesmos
dias do grupo experimental;

{(4) Bioprova com urina de camundongos nor-
mais (C4): Amostras de urinas colhidas dos ani-
mais do grupo C4 foram submetidas & bioprova
em camundongos normais.

A anadlise estatistica dos resultados foi reali-
zada utilizando o teste de significAncia Qui-
Quadrado ¢ as médias foram comparadas usan-
do tabelas de contingéncia 2x2 para dados
agrupados?.

RESULTADOS

Todos os camundongos experimentalmente
infectados com Toxoplasma morreram durante a
fase aguda, entre 7 ¢ 9 DAI. Oito dos dez camun-
dongos infectados eliminaram T. gondii pela uri-
na e as diferengas observadas na freqiiéncia de eli-
minag¢do (Tabela 1), ndo foram estatisticamente
significativas (x2= 2,34, p > 0,05). O numero de
camundongos com urina positiva para T. gondii
nio foi constante nos 8 dias de infec¢do € em dois
(4 ¢ 5 DAI), nenhum dos animais apresentava o
parasita na urina (Tabela 2). Das 71 amostras de
urina colhidas, 68 (95,8%) foram examinadas pela
inoculacdo em camundongos, treze das quais
(19,1%) estavam positivas.

Foi demonstrada, através da Bioprova, a pre-
senca de Toxoplasma nos rins dos 10 animais in-
fectados € na bexiga de quatro deles (Tabela 3).
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TABELA 1
Freqii€éncia e propor¢do de amostras de urina positivas para Toxoplasma gondii, colhidas de camun-
dongos infectados com a cepa C4 de baixa viruléncia, determinada pela inocula¢do em camundongos.

Camundongos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Total
no.
Amostras positivas 02 01 00 00 061 01 03 01 03 01 13
de
urina
colhidas e

examinadas 06 07 07 07 06 06 08 05 08 08 68

Proporg¢do de urinas 0,33 0,14 0,00 0,00 0,17 0,17 0,38 0,20 0,38 0,13 0,19
positivas

TABELA 2
Freqiiéncia e proporg¢éo de camundongos com Toxoplasma gondii na urina, em dias consecutivos apds
ainfec¢do experimental com a cepa C4 de baixa viruléncia, detectados pela inoculagio em camundongos.

N? de camundongos Proporg¢io de camundongos
DAI com Toxoplasma examinados com Toxoplasma gondii
gondii na urina na urina
1 02 092 0,22
2 02 092 0,22
3 03 10 0,30
4 00 10 0,00
5 00 10 0,00
6 02 10 0,20
7 01 060-° 0,17
8 03 04¢.d 0,75

DALI - Dias apds a infecgdo;

a - um camundongo da bioprova morreu sem ser examinado;
b - dois camundongos mortos;

¢ - um camundongo vivo ndo urinou;

d - trés camundongos mortos.

TABELA 3
Parasitismo de rins e bexiga, de camundongos experimentalmente infectados com a cepa C4 de Toxo-
plasma gondii de baixa viruléncia, detectado pela inocula¢do em camundongos.

Camundongos (ndmeros)

Orgéos : Total
01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 pos
Rins Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos Pos 10

Bexiga Neg Pos Neg Neg Pos Pos Neg Neg Neg Pos 04

Pos = positivo
Neg = negativo
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Os camundongos dos grupos C2 e C3 nao
morreram durante o periodo de observacgao, e 0s
resultados da bioprova da urina dos animais nor-
mais (grupo C4) foram negativos.

A anadlise da histopatologia dos rins revelou
as seguintes alteragdes: congestdo e edema da cor-
tical e da medular, hemorragias moderadas ou in-
tensas, intersticiais intertubulares (recentes e/ou
antigas), de aspecto estrelado, tanto da cortical
quanto da medula (Fig. 1A). Em alguns animais
foi possivel observar focos hemorragicos justaglo-
merulares, intersticiais intertubulares na cortical
e hemorragia discreta, ndo sistematizada de alguns

T et BN

glomérulos, com presenca de hemacias integras
nos espacos subcapsulares de Bowmann (Fig. 1B).
Alguns glomérulos apresentaram ainda, espessa-
mento da matriz mesangial, acompanhado, em al-
guns casos, de proliferacdo endotelial com redu-
¢do da luz capilar. Em um dos camundongos foi
observada necrose focal da cortical (Fig. 2A) e pre-
senca de agrupamento de taquizoitos em um glo-
mérulo (Fig. 2B). Nao foi possivel detectar para-
sitismo tecidual em nenhum dos outros rins exa-
minados. A arquitetura tubular estava, em geral,
preservada com discreta degeneracao albumino-
sa de alguns tubulos.

e 5o > S

Fig. 1 - Camundongo infectado pela via subcutdanea com taquizoitos de Toxoplasma gondii cepa C4 de
baixa viruléncia. A - Hemorragias intersticiais intertubulares na cortical e medular, recentes ou antigas,
de aspecto estrelado. HE 50x. B - Presenca de hemdcias integras (seta) no espago subcapsular de Bow-

mann, HE 320x.
.“' TEREIN ‘

de baixa viruléncia. A - Necrose tubular focal a esquerda, ao lado de tecido renal ainda parcialmente
preservado. HE 128x. B - Glomérulo com dilatacdo das alcas capilares e presenca de parasitos (seta) no
citoplasma de uma provavel célula endotelial. PAS 320x.
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A pesquisa de anticorpos anti-Toxoplasma
pela RIFI foi negativa nos animais infectados com
a cepa C4 de T. gondii.

DISCUSSAO

A proporc¢do de animais que estava eliminan-
do T. gondii pela urina foi alta (0,80), ¢ ainda po-
de estar sendo subestimada, uma vez que resulta-
dos negativos ndo excluem a possibilidade do ma-
terial submetido 4 bioprova ser positivol>. Além
disso, os rins de todos os animais apresentaram bio-
prova positiva (Tabela 3), o que sugere igual pro-
babilidade de eliminar formas do parasito na urina.

Alguns animais infectados ndo urinaram nos
6 ¢ 7 DAI (Tabela 2) ou o volume urindrio estava
muito abaixo do volume eliminado pelos animais
do grupo C3 (dados ndo mostrados). Nesse perio-
do da infeccio, observou-se um aumento do vo-
lume do exsudato peritoneal dos camundongos in-
fectados (dados ndo mostrados) o que, provavel-
mente, interferiu no volume da urina excretado.
Fato semelhante foi relatado por MAS BAKAL
& VELD?, que obtiveram menor volume de so-
ro de camundongos infectados experimentalmen-
te, em presenga de grande volume de exsudato pe-
ritoneal e/ou pleural.

Nio foi possivel detectar anticorpos circulan-
tes no sangue dos animais infectados aos 3 e 5
DAL, utilizando a RIFI. Segundo HANDMAN &
REMINGTONZ, anticorpos anti-Toxoplasma da
classe 1gG s0 sdo revelados pela RIFI, a partir de
8 DAI em camundongos experimentalmente ino-
culados com T. gondii. No se pode entretanto ex-
cluir a possibilidade de infec¢do por T. gondii na
auséncia de anticorpos anti-Toxoplasma, como ja
foi observado anteriormente em infecgdes natu-
rais e experimentais®12:33,

A ocorréncia de congestdo € hemorragia di-
fusa nos rins de animais experimentalmente infec-
tados com T. gondii ndo havia sido descrita ante-
riormente. A congestdo renal destes animais por
si 6 n3o determina a formacio de trombos, mas
aliada a fatores como lesGes do endotélio e alte-
racOes da crase sanguinea, ja relacionadas a in-
feccdo por T. gondii’-14.18.33 poderia levar a esta
alteragdo e conseqiientemente a necrose tal como
foi observada. O espessamento da matriz mesan-
gial ¢ a proliferagdo endotelial com reducdo da luz
capilar, ja foram descritos e associados 4 deposi-
¢do de complexo antigeno-anticorpo?!-3°,

Lesdes renais foram descritas em casos de to-
xoplasmose humana, congénita?6-30:36 ¢ adquiri-
dal!®19, sendo no entanto, consideradas raras!436,
A ocorréncia de lesGes renais parece fendémeno co-
mum na infeccdo por T. gondii, pelo menos na
toxoplasmose murina, uma vez que lesGes renais
em diferentes graus foram observadas em todos
os animais examinados. E possivel que o tipo de
lesdo esteja relacionada com a fase da infec¢do ou
com a viruléncia da cepa.

A eliminagdo de formas infectantes do To-
xoplasma na urina de camundongos durante a fase
aguda da infec¢éo, poderia ser explicada pelo rom-
pimento de células parasitadas com formas proli-
ferativas do parasito no endotélio glomerular (Fig.
2B) ou nos tubulos renais conforme descrito por
MILLER et al?6, Embora a presenca do parasita
s6 tenha sido observada na preparag¢do histoldgi-
ca do rim de um dos animais (Fig. 2B), as biopro-
vas dos rins de todos os animais infectados foram
positivas (Tabela 3). De fato as formas prolifera-
tivas de T. gondii ndo sdo facilmente observadas
em coloracdes comumente utilizadas em micros-
copia Gtica, mesmo quando presentes®. Por ou-
tro lado, a parasitemia, comum na fase aguda da
infeccdo?’, poderia estar contribuindo para a eli-
minagdo de taquizoitos, uma vez que hemadcias in-
tegras (2,2 x 7,2 um) foram observadas nos espa-
¢os subcapsulares de Bowmann, e possuem dimen-
sOes aproximadas de um taquizoito de T. gondii
(2 x 6 um). A parasitemia deve ter concorrido pa-
ra a alta positividade da bioprova dos rins (Tabe-
la 3).

A presenca de formas infectantes de T. gon-
dii na urina, deve interferir nos resultados de tes-
tes imunolégicos para demonstragido de antigenos
do parasita na urina de hospedeiros infectados,
que j4 tem sido utilizados'??2. Por outro lado,
nossos dados sugerem que camundongos na fase
aguda da infecgdo por T. gondii, podem contri-
buir para a disseminacdo da toxoplasmose na na-
tureza pelo contato direto da urina contaminada
com mucosas e solu¢do de continuidade na pele
de outros animais. Qutra alternativa seria a con-
taminagdo de alimentos com a urina de camun-
dongos na fase aguda da infecgéo por T. gondii,
uma vez que estes animais eliminam formas infec-
tantes do parasita pela urina com freqiiéncia ele-
vada, e estas permanecem vidveis no ambiente por
um periodo suficiente!$32 para permitir a infec-
¢do de outros animais € mesmo do homem.
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SUMMARY

Presence of Toxoplasma gondii in the urine
of mice experimentally infected.

Toxoplasma gondii tachizoites from an aviru-
lent strain, were used to subcutaneously infect
mice (Swiss outbred strain). All died 7 to 9 days
after infection (DAI) during acute phase infection.
Eighty per cent eliminated T. gondii forms by
urine. This was determined through infectivity test
in normal mice (bioprove). Interstitial intertubu-
lar hemorrhage were the more frequently observed
lesion in renal histology. Whole erythrocytes could
also be seen in some glomerular Bowmann’s sub-
capsular space. T. gondii elimination mechanism
is discussed, together with the relationship between
these observations and natural toxoplasmosis
transmission.
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