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“TOXOPLASMOSE EXPERIMENTAL EM CAPRINOS MACHOQOS,

COM ENFASE NO SISTEMA REPRODUTOR”
RESUMO

Seis caprinos machos em idade reprodutiva foram selecionados e distribuidos em trés
grupos: Gl — dois caprinos mantidos como controle (placebo), GIl — dois caprinos
inoculados com 1 x 10° taquizoitos de T. gondii (cepa RH) e GlIl — dois caprinos
inoculados com 2 x 10° oocistos de T. gondii (cepa P). Periodicamente foram aferidos
parametros clinicos, hematolégicos e sorologicos, assim como avaliacbes
parasitémicas, além de exames andrologicos. A presenca do parasito no sémen e,
também, nos tecidos do sistema reprodutor foi pesquisada por meio das técnicas de
bioprova, PCR e imunohistoquimica. Surtos parasitémicos foram detectados em todos
0s animais inoculados com taquizoitos ou com oocistos. A reciproca dos titulos
soroldgicos (RIFI) alcangou valores maximos de 4096 nos dois grupos de animais que
receberam o Toxoplasma gondii. Pela técnica da bioprova foi possivel revelar
precocemente a presenca do coccidio nas amostras seminais dos animais inoculados
como taquizoitos (5% 75 28° 49°% 63°e 70°DPI) e um pouco mais tardiamente nas
amostras seminais daqueles inoculados com oocistos (56° e 70° DPI). Pela PCR foi
possivel identificar, no sémen, material genético de T. gondii, em cinco e em duas
datas experimentais pos-inoculancdo dos animais pertencentes aos grupos Gll e GllI,
respectivamente. Por esta mesma técnica foi possivel, ainda, isolar material genético
deste protozoéario também em amostras teciduais (pool de prostata, testiculo, vesicula
seminal e epididimo) dos caprinos 11 e 36 inoculados com taquizoitos e oocistos,
respectivamente. Pela imunohistoquimica foi diagnosticado o T. gondii no epididimo de
todos os caprinos que receberam o protozoario. O isolamento de T. gondii, no sistema
reprodutor de caprinos (sémen e tecidos), sugere a possibilidade da transmisséo sexual
constituir uma importante via na disseminagdo desta zoonose tdo difundida na

caprinocultura mundial.

Palavras-chave : Toxoplasma gondii, caprinos reprodutores, sistema reprodutor.



‘TOXOPLASMOSIS EXPERIMENTAL IN GOAT MALES, WITH
EMPHASIS IN THE REPRODUTIVE SYSTEM’
ABSTRACT

Six goat males in reproductive age had been selected and distributed in three groups: Gl
- two goat noninoculated (control), Gl - two goat inoculated with 1 x 10° tachyzoites of
T. gondii (RH strain) and GlII - two goat inoculated with 2 x 10° oocysts of T. gondii (P
strain). Periodically had been measured clinical parameters, hematologics and
sorologics evaluations, as well as parasitemics, beyond andrologics examinations. The
presence of the parasite in the semen, and also in tissues of the reproductive system
was searched by means of the techniques of bioassay, PCR and immunehistochemistry
(only for tissues). Parasitemia was detected in the two animals inoculated with
tachyzoites and in the inoculated others two with oocysts. The reciprocal one of the
sorologicys titles (RIFI) reached maximal level of 4096 in the two groups of animals
inoculated with the Toxoplasma gondii. Using biossay technique was possible
precociously to disclose to the presence of the coccidy in the seminal samples of
animals inoculated with tachyzoites (5° 7 28°% 4 9°% 63°e 70°DPI) and a little more

delayed in the seminal samples of it inoculated with oocysts (56°e 70° DPI). For the

PCR it was possible to identify to the genetic material of the T. gondii, in the semen in
five and two experimental dates after-inoculancéo of the pertaining animals to groups
Gll and GllI respectively. For this same technique was possible still to isolate material
genetic of this protozoario also in tissues samples (pool of prostate, testicule, vesicula
seminal and epididim) of goat 11 and 36 inoculated with tachyzoites and oocysts,
respectively. By the immunehistochemistry was diagnosised T. gondii in epididim of all
goats ones that had received the protozoario. The isolation of T. gondii, in the
reproductive system of goat (semen and tissues), suggests the possibility of the sexual
transmission to constitute an important way in the dissemination of this zoonose in world

caprinoculture.

KEYWORKS: Toxoplama gondii, goats reproducers, reproductive system



1. INTRODUCAO E REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Aspectos Gerais

O Toxoplasma gondii € um protozoario de ciclo de vida facultativamente
heteroxeno e infecta todas as espécies de animais homeotérmicos, incluindo
mamiferos, aves e o ser humano. E uma zoonose de carater cosmopolita, tendo
importancia veterinaria e meédica, por ser causa de aborto e doenca congénita em varias
espécies de hospedeiros intermediarios (TENTER et al., 2000).

Nos Estados Unidos estima-se que um em cada mil criangcas nascidas por ano
tenha toxoplasmose congénita (JONES et al., 2001). Em certas areas do Brasil,
aproximadamente 60% das criangas de seis a oito anos tém anticorpos contra T. gondii
em consequéncia da ingestao de oocistos (BAHIA-OLIVEIRA et al., 2003).

No homem, em infec¢des primarias, a doenca é usualmente subclinica, mas em
alguns pacientes pode ocorrer linfadenopatia cervical ou distarbios oculares. Em
infeccbes adquiridas durante a gestacao (principalmente no primeiro ou segundo
trimestre) podem ocorrer danos severos ao feto como morte e aborto espontaneo
(MONTOYA & LIESENFELD, 2004). Em pacientes neonatos, a toxoplasmose congénita
pode se manifestar de varias formas incluindo hidrocefalia, estrabismo, deficiéncias
visuais, calcificagbes cranianas, coriorretinite, epilepsia, retardamento mental ou
psicomotor, trombocitopenia, anemia (MCAULEY et al., 1994; SWISHER et al., 1994).

As principais vias de transmissdo do T. gondii sdo: infeccdo transplacentaria
(taquizoitos circulantes) sendo mais freqiente no tergo final da gestacdo (DUBEY e
TOWLE, 1986; MAMIDI et al., 2002); ingestdo de agua, como sugerem os trabalhos de
ARAMINI et al. (1998 e 1999), ou alimentos contaminados com oocistos esporulados
oriundos das fezes do gato e, ainda, ingestdo de cistos teciduais em carnes cruas e/ou
mal cozidas (SILVA et al., 2000).



Embora menos frequente, a infeccdo pode se dar por meio de acidentes
laboratoriais (WONG e REMINGTON, 1993), transfusdo sangiinea (FIGUEROA-
DAMIAN, 1998), transplante de orgaos (MUNIR et al., 2000), e ingestdo de leite ndo
pasteurizado (RIEMANN et al., 1975; SACKS et al.,, 1982; CHIARI et al., 1984). Em
mulheres, embora ndo se tenha comprovado a transmissao por meio da amamentacao,
BONAMETTI et al. (1997) descreveram um caso positivo de toxoplasmose em uma
crianca cuja dieta era constituida exclusivamente por leite materno, e a mae fazia parte
de um grupo de 17 individuos que haviam adquirido toxoplasmose pela ingestdo de
carne ovina crua. Um inquérito soroldgico, na propriedade de origem de tais ovinos,
revelou que 43% dos animais eram soropositivos para toxoplasmose.

No seu ciclo evolutivo, o T. gondii se apresenta sob trés formas principais: 1)
taquizoitos, de rapida multiplicagcdo e que ocorrem na infeccdo aguda; 2) bradizoitos,
localizados em cistos teciduais e presentes na infeccdo crbnica e 3) oocistos, produto
final da reproducdo sexuada e que ocorre somente no trato digestivo de felideo, seu
hospedeiro definitivo (MILLER et al., 1972). Os oocistos sdo eliminados para o meio
juntamente com as fezes dos felideos onde, apds esporulagéo, tornam-se infectantes.

Apés a ingestéo, a parede do cisto ou do oocisto se rompe, por acdo enzimaética,
liberando as formas infectantes (bradizoitos e esporozoitos, respectivamente) no trato
digestivo do hospedeiro. Penetram entdo nas células epiteliais do intestino, onde, apos
multiplicagdo, transformam-se em taquizoitos. A disseminagéo ocorre pelo rompimento
das células infectadas, seguido da invasdo das células vizinhas, distribuindo-se
praticamente por todo organismo via circulagcdo sanguinea ou se difundindo de uma
célula a outra, podendo, ainda, ser disseminados por macrofagos, linfocitos ou
granulécitos, além de circular na corrente sanguinea na sua forma livre.

Os taquizoitos sado encontrados somente em células nucleadas, com uma maior
afinidade pelos sistemas muscular e nervoso, onde se multiplicam com rapidez até
destrui-las.

Com o avango da infeccdo, o hospedeiro comeca a desenvolver uma resposta
imune que atua sobre a multiplicagdo dos taquizoitos, os quais passam a se dividir mais

lentamente, sendo entdo denominados bradizoitos e que se encontram confinados num



cisto no interior das células parasitadas, protegidos contra a acdo do sistema imune e
de drogas. E a infecgdo latente ou cronica, que pode se perpetuar por varios anos
(SWANGO et al., 1989).

Normalmente o T. gondii parasita seus hospedeiros sem a manifestacdo de
sinais clinicos, porém é capaz de desencadear doenca severa, principalmente na forma
congénita (DUBEY, 1993).

Além deste ciclo, no hospedeiro definitivo, em especial o gato doméstico, ocorre
o ciclo entero-epitelial com esquizogonia e gametogonia, culminando com a fecundacao
e producdo do oocisto (WONG & REMINGTON, 1993). Os felideos podem se infectar
pela ingestdo de qualquer uma das trés formas evolutivas, sendo a ingestao de cistos
com bradizoitos, por meio do carnivorismo, a via mais frequente (SWANGO et al.,
1989).

1.2 Toxoplasmose em pequenos ruminantes

Desde 1954, o parasito é descrito como agente de abortamentos em ovinos,
sendo considerado o maior agente causador de problemas reprodutivos nesta espécie
animal (UNDERWOOD & ROOK, 1992). Em consequéncia disso na Nova Zelandia e
em alguns paises europeus tem sido licenciado o uso de uma cepa atenuada “S48”
com o objetivo de minimizar as perdas econdmicas neste sistema de producao
(MONTOYA & LIESENFELD 2004).

MUNDAY & MASON (1979) foram os primeiros a descreverem a toxoplasmose
como importante causa de prejuizos reprodutivos em caprino, e apesar de menos
documentada nesta espécie, aparentemente os danos sdo maiores, acometendo
clinicamente tanto animais jovens, como também adultos (DUBEY, 1987). Para as duas
espécies, a principal via de infeccdo € a ingestdo de oocistos esporulados do parasito
(DUBEY & BEVERLEY, 1988).

As taxas de infeccdo apontadas para rebanhos caprinos e ovinos sao variaveis.

Esta flutuacdo deve-se principalmente ao tipo de teste sorologico utilizado, a regido e a



idade dos animais estudados (DUBEY, 1990). Em Minas Gerais, MACHADO & LIMA
(1987) encontraram 36,8% de caprinos positivos em 46 propriedades estudadas, com
taxas de 36,1% em rebanhos leiteiros e 11,4% nos animais de corte. GONDIM et al.
(1999) detectaram 18,75% e 28,93% de ovinos e caprinos, respectivamente, positivos
ao teste de aglutinagdo ao latex, em pesquisa realizada no estado da Bahia. No estado
de S&o Paulo, MAINARDI et al. (2003) encontrou taxa de 14,5% de animais
sorologicamente positivos em sete diferentes regides criadoras de caprinos leiteiros e,
em um levantamento mais recente feito por FIGLIUOLO et al. (2004), também no
estado de Sao Paulo, foi observado que a prevaléncia de toxoplasmose em 19
fazendas, chega a 28,7% dos soros dos caprinos testados. Em outras regides do
territorio nacional pode se observar prevaléncia ainda maior da doenca, como, por
exemplo, no estado do Pernambuco onde foi encontrado indice de até 40,4% em
caprinos, oriundos de propriedades localizadas na Zona da Mata e no Agreste, testados
pela reacdo de imunofluorescéncia indireta (SILVA et al., 2003).

A toxoplasmose € apontada como a segunda causa de abortos em caprinos na
Franca (CHARTIER & MALLEREAU, 2001) e na Suica (CHANTON et al., 2002).
Desordens reprodutivas, como abortos e neonatos mortos ou fracos, que evoluem para
Obito geram perdas econbmicas consideraveis em rebanhos (VIDOTTO & COSTA,
1987; BRESCIANI et al., 1999).

DUBEY (1987) relata que os resultados referentes as infeccdoes experimentais
com oocistos de T. gondii, por via oral, em cabras gestantes, variam de acordo com o

estagio da prenhez e com o periodo de inoculacdo com o parasita.

Toxoplasma gondii foi isolado no sémen, pela técnica de bioprova, em trés
caprinos inoculados oralmente com 10* oocistos da cepa GT —1. O parasito foi
detectado no sémen sete dias apds a inoculacdo em um dos caprinos e 12 dias pos-
infeccdo, nos outros dois. O periodo de excrecao perdurou até o 59° dias. (DUBEY e
SHARMA, 1980).

DUBEY e SHARMA (1980) relatam o isolamento de T. gondii em sémen de

caprinos, mas, diferentemente destes autores no presente trabalho foram utilizadas



duas metodologias (bioprova e PCR) nas tentativas de isolamento. Todos os resultados
relativos ao sistema reprodutor (parametros espermaticos, histopatologia, bioensaio,

imunohistoquimica e PCR) sdo inéditos na literatura compulsada.



2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Avaliar os efeitos da infeccdo experimental com oocistos e taquizoitos de T.

gondii em caprinos machos, com énfase especial ao sistema reprodutor.

2.2. Especificos

2.2.1 - Avaliar clinica e laboratorialmente caprinos machos, em idade reprodutiva,

infectados experimentalmente com oocistos e taquizoitos de T. gondii.

2.2.2 - Estudar, por meio da Reacéo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), a resposta

imune humoral dos animais infectados;

2.2.3 - Demonstrar pelas técnicas de bioprova e da Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR), a eventual presenca do T. gondii em amostras de sémen colhidas dos caprinos

infectados experimentalmente.

2.2.4 - Investigar a presenca de T. gondii nos tecidos dos caprinos infectados
experimentalmente com énfase para os 0Orgdos do sistema reprodutor (testiculo,
epididimo, prostata e vesicula seminal), por meio do bioensaio (inoculacdo em

camundongos), Imunohistoquimica e PCR.

2.2.5 — Dos resultados obtidos, devidamente analisados, extrair inferéncias sobre a
importancia do T. gondii no sistema reprodutor de caprinos experimentalmente

infectados.



3. MATERIAL E METODOS

3.1 — Cepas de Toxoplasma gondii

No presente trabalho foram utilizadas as cepas “P” e "RH”, mantidas junto ao
“CPPAR - Centro de Pesquisas em Sanidade Animal’ da Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias, UNESP - Campus de Jaboticabal. A cepa “P” é capaz de
produzir infeccbes letais, em condicdbes de laboratério, nos camundongos
experimentais. Os sobreviventes a infeccdo normalmente apresentam razoéavel
guantidade de cistos cerebrais. Os oocistos desta cepa sdo infectantes para
camundongos (VIDOTTO et al., 1986) mesmo depois de mantidos durante cinco anos

em temperatura de refrigeracdo (4°C a 8°C).

3.2 — Obtencao de oocistos de  Toxoplasma gondii

Os oocistos de Toxoplasma gondii foram obtidos de forma semelhante a técnica
descrita por COSTA et al. (1977). Exames coproparasitologicos (Método de Sheather),
utilizando-se o volume total de fezes excretadas durante 24 horas por dois gatos, foram
realizados, diariamente, durante 15 dias consecutivos poés-infeccdo com o referido
parasita. As fezes recentemente colhidas foram misturadas com agua até a formacéao
de uma massa pastosa. Uma solugdo de sacarose (500g de agucar dissolvidas em
320mL de &gua destilada) foi adicionada na proporcao 1:1 para homogeneizacdo do
material. Em seguida, este material foi filtrado para a remocéo das particulas maiores e
transferido para tubos conicos de centrifuga de 50mL (Falcon). O material, assim
obtido, foi centrifugado (3000 a 4000 rpm por 10 minutos) e com o auxilio de uma pipeta
Pasteur foram aspiradas aliquotas do sobrenadante para a pesquisa de oocistos de T.
gondii em microscopio Optico (objetiva de 40X). Aos oocistos, assim obtidos, foi

adicionada solucdo de acido sulfarico a 2% para auxiliar na esporulacdo. O material foi



mantido em temperatura ambiente, parcialmente fechado e aerado mecanicamente
duas vezes ao dia, durante trés a sete dias, até completa esporulacdo. Os oocistos
esporulados foram lavados em solucdo fisiologica, por meio de sucessivas
centrifugacdes, para remogdo do acido sulfurico 2%, e estocados em temperatura de
refrigeracdo (4°C a 8°C), imersos em solucgéo salina a 0,85%.

A identificacdo dos oocistos esporulados foi feita pela mensuracdo dos oocistos
(10 a 12 micrébmetros) em régua micrométrica ocular calibrada para a objetiva de
aumento 40X do microscéopio Optico, conforme ZAMAN (1970) e inoculagbes
intraperitoneais em camundongos (DUBEY et al., 1972). Apoés a identificacdo, foi feita a

guantificacéo total dos oocistos utilizando-se camara de Neubauer.

3.3 — Obtencéo de taquizoitos de Toxoplasma gondii

Para a obtencdo de taquizoitos de T. gondii, foram utilizados camundongos
albinos suicos (Mus musculus) os quais foram testados periodicamente para a infeccao
toxoplasmica por meio da RIFI. Estes animais receberam, via intraperitoneal,
exsudatos peritoneais, colhidos por meio de injecdo e posterior aspiracdo de 1,0 mL de
solucéo fisioldgica, contendo taquizoitos de T. gondii (Cepa RH). Decorridos dois dias
da inoculagéo, estes camundongos foram eutanasiados e entdo realizados lavados
intraperitoneais com injecdo de 1,0 mL de solugdo fisiologica estéril e posterior
aspiracdo. Em seguida estes lavados intraperitoneais foram avaliados em microscopia
optica (objetiva de 40X) para concentracdo, viabilidade e morfologia dos taquizoitos,
objetivando a obtencdo dos indéculos a serem utilizados nos caprinos, seguindo
metodologia proposta por COSTA (1979).



3.4 — Selecao e inoculagdo dos machos caprinos.

Foram selecionados seis caprinos machos, com idade entre um e cinco anos,
sorologicamente negativos para T. gondii. A técnica sorologica empregada foi a Reacao
de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), segundo CAMARGO (1964). Foram considerados
positivos todos 0s animais com titulos soroldgicos a partir da diluicdo 1:16. Os animais
selecionados foram identificados, sorteados e distribuidos para posterior inoculacao,

conforme o delineamento experimental expresso na Tabela 1.

Tabela 1. Delineamento experimental dos caprinos reprodutores submetidos a infeccéo

toxoplasmica.

Oocistos de o _
N° de Taquizoitos de Via de
Grupo Toxoplasma . _ .
caprinos . Toxoplasma gondii inoculagéo
gondii
A 2 Placebo Oral
B 2 - 1x10° Subcutanea
C 2 2x10° - Oral

Todos os animais foram mantidos em baias individuais, pertencentes ao CPPAR
(Centro de Pesquisas em Sanidade Animal) da Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias, Campus de Jaboticabal, UNESP. Agua e alimentac&o foram fornecidas “ad
libitum”. Vermifugacéo foi executada durante a fase de adaptacéo dos animais.

Dois animais receberam oocistos de T. gondii, via oral, por meio de uma seringa
acoplada a uma sonda de metal, depositando assim o inéculo diretamente no esoéfago

dos animais, apos jejum prévio de 12 horas. Em seguida, 200 mL de solucdo



fisiologica, foram administrados aos animais a fim de se remover possiveis oocistos
que eventualmente estivessem aderidos a seringa e/ou sonda.

Dois animais foram infectados com taquizoitos, via subcutanea, utilizando-se
seringas e agulhas devidamente esterilizadas conforme descrito por BRESCIANI
(2003). Dois caprinos receberam solucao fisiologica, via oral, constituindo o grupo
controle.

As fezes dos caprinos inoculados com oocistos foram removidas e tratadas com
desinfetante, diariamente, por sete dias consecutivos apos a infec¢éo, para a destruicdo
dos oocistos eventualmente presentes nos dejetos dos animais experimentais.

Exames soroldgicos para a deteccdo de anticorpos contra doencas infecciosas
gue possam provocar desordens reprodutivas, como brucelose e leptospirose, foram
realizados previamente e mensalmente durante o experimento. Para brucelose foi
empregada a Técnica do Antigeno Acidificado Tamponado, também conhecida como
Teste do Rosa Bengala ou “Card Test” (ALTON et al., 1988). Para este teste, 0,03 mL
do soro foi colocado em contato com 0,03 mL do antigeno, em placa de vidro propria.
Em seguida, a mistura foi homogeneizada e a placa mantida em movimentos rotatorios
durante quatro minutos, para observar a ocorréncia, ou ndo, de grumos de aglutinacao,
indicativos da soroconversao. No caso da leptospirose, a técnica empregada foi a Prova
de Soroaglutinacdo Microscopica. Os soros foram testados contra 0s sorovares
pomona, icterohaemorrhagiae e hardjo. O critério adotado para considerar um soro
reagente foi de 50% de aglutinacdo no titulo final de 1:100, ou seja, metade das
leptospiras aglutinadas no campo microscépico, observado no aumento de 100X. Para
a realizacdo da técnica e interpretacdo do grau de aglutinacdo foram adotadas as
recomendactes do CENTRO PANAMERICANO DE ZOONOSIS (1985).

3.5 — Exames clinicos
Dados clinicos (frequéncias cardiaca e respiratoria e temperatura retal) dos

animais experimentais foram colhidos dois dias antes da inoculagéo e no 3° 5% 7° 11°
14° 21° 28° 35° 42° 49° 56° 63°e 70°dias p 0s-inoculacgéo.



3.6 — Exames hematolégicos

Hemogramas foram realizados, em todos os animais, nos dias 3, 7, 11, 14, 21,
28, 35, 42, 49, 56, 63 e 70 pos-inoculagcdo. Técnicas usuais de hematimetria foram
empregadas na realizagdo dos hemogramas. Para tanto foi colhido 1 mL de sangue, por
meio de puncao da veia jugular com agulhas 40 X 12. As amostras de plasma foram
acondicionadas em microtubos (ependorf) estéreis contendo solucdo de acido
etilenodiaminotetracetato dissddico (EDTA) a 10% conforme recomendado por
ROSENFELD (1995). Os hemogramas foram realizados no Laboratorio de Patologia
Clinica do Hospital Veterinario Governador Laudo Natel da FCAV/UNESP.

3.7 — Determinacéo da parasitemia

Para esta etapa experimental amostras de sangue (10 mL) dos animais
inoculados e controles foram colhidas em tubo estéril contendo EDTA, nas mesmas
datas dos hemogramas. Apos centrifugacdo (3000 rpm por 15 minutos), a camada
leucocitaria foi cuidadosamente aspirada com auxilio de pipeta Pasteur e inoculada,
intraperitonealmente, em grupos de trés camundongos. Esses camundongos foram
observados por 15 minutos apés as inoculagdes para avaliar possiveis efeitos adversos
a inoculacdo. Em seguida, avaliagbes diarias foram efetuadas até 42 dias poés-
inoculacéo para verificagdo de manifestagfes da infeccao toxoplasmica.

Nos animais que apresentaram aumento de volume abdominal ou que morreram
até o 10° DPI, foi pesquisada a presenca de taquizoitos de T. gondii por meio da
microscopia do exsudato peritoneal dos mesmos. Nos animais que morreram a partir do
11° até o 42° DPI, realizou-se a pesquisa de anticorpos séricos contra T. gondii (RIFI),

além da pesquisa de cistos teciduais nas amostras de cérebro.

3.8 — Resposta Imune humoral

Nos soros de todos os caprinos reprodutores infectados experimentalmente,

obtidos de amostras de sangue colhidas dois dias anteriores a inoculacdo e nos dias 1,



3,5, 7,11 e 14 apoés a infeccdo e, semanalmente, até o fim do experimento, foram
pesquisados anticorpos contra T. gondii pela RIFI (CAMARGO, 1964).

A colheita de sangue foi feita em tubo de ensaio estéreis por meio de punc¢éo da
veia jugular com agulha 40 x 16 mm . Foram colhidos aproximadamente 10 mL de
sangue sem anticoagulante de cada animal. Este material foi processado para obtencao
do soro, sendo centrifugado por 10 minutos a 3000 rpm. O soro foi retirado com auxilio
de pipeta de vidro e acondicionado em microtubos previamente autoclavados, e
mantidos sob congelamento (-20°C).

Para a realizacdo da RIFI, foi utilizado como antigeno taquizoitos da cepa RH de
T. gondii, obtidos de lavado intraperitoneal, com solucdo salina estéril acrescida de
heparina (25uL de heparina em 50 mL de solucéo salina), de camundongos no segundo
dia pés-infeccdo, inativados por formol a 0,5%, em estufa a 37°C por 30 minutos. Apds
centrifugacao (um minuto a 500 rpm) para sedimentar células do exsudato peritoneal, o
sobrenadante recolhido foi novamente centrifugado (10 minutos a 1500 rpm) e o
sobrenadante obtido agora, desprezado. O sedimento foi entdo ressuspenso em PBS e
centrifugado mais uma vez. Ap0os nova ressuspensdo do sedimento, o mesmo foi
avaliado (microscopia Optica, objetiva de 40X) quanto ao numero de taquizoitos e entdo
diluido em PBS até obter-se uma média de 20 a 30 taquizoitos por campo. Dez
microlitros desta suspensdo de taquizoitos foram entdo colocados em “pogos”
(impressos em laminas de microscopia pela técnica de “Silk Screen”). As laminas
contendo o antigeno foram entdo mantidas a temperatura ambiente, “overnight”,
cobertas para evitar contaminagao por poeira, para secarem. Em seguida, as mesmas
foram envoltas em papel aluminio e estocadas a —20°C até sua utilizag&o.

Os soros dos caprinos foram diluidos em PBS em multiplos de 4 (1:.16 até
1:4096). Dezesseis microlitros de cada diluicAo de cada soro foram adicionados nos
pocos das laminas contendo o antigeno. As laminas, assim preparadas, foram
acondicionadas em camara Umida e incubadas a 37°C por 40 minutos. Em seguida, as
laminas foram lavadas trés vezes (em tampao PBS, 10 minutos cada vez) e colocadas
para secarem (seis minutos em estufa a 37°C). Posteriormente, adicionou-se o

conjugado gamaglobulina anti-IgG total de caprino/ovino marcado com isotiocianato de



fluoresceina e as laminas foram novamente incubadas em camara Umida (37°C por 40
minutos) em estufa, lavadas duas vezes com tampao PBS e uma vez com &agua
bidestilada (10 minutos cada lavagem) para remoc¢do do excesso de sais. ApOs a
secagem definitiva das laminas, glicerina tamponada foi adicionada as mesmas,
recobertas com laminulas e examinadas em microscépio de fluorescéncia (objetiva de
40X).

3.9 — Exames no sistema reprodutor dos caprinos

3.9.1 — Colheita do sémen

Durante aproximadamente 2 meses, 0s seis caprinos foram freqientemente
submetidos ao “treinamento” para a colheita de sémen com o uso do eletro-ejaculador.

Dos seis caprinos experimentais foram obtidas amostras de ejaculados, dois dias
antes da inoculagcdo e nos dias 3, 5, 7, 11, 14 e semanalmente até o final do
experimento para que fossem avaliados 0s seguintes parametros espermaticos:
volume, motilidade, concentragéo, vigor e morfologia (MIES FILHO et al., 1992).

Os ejaculados foram recolhidos em tubos graduados acoplados a funis plasticos
previamente esterilizados. Estes foram mantidos a 37°C e, no momento da colheita,
acoplados a um recipiente aquecido para evitar o choque térmico, que poderia
ocasionar mortalidade dos espermatozéides.

Imediatamente ap6s o término da ejaculacdo, o tubo contendo o sémen era

colocado em banho-maria (38 a 40°C) para garantir a integridade espermaética.

3.9.2 — Parametros espermaticos

3.9.2.1 - Motilidade e Vigor
Para avaliacdo da motilidade (expressa em % de espermatozoides que se
movimentam em trajetoria retilinea e para frente) e do vigor (intensidade com que esta

motilidade é exercida), uma aliquota do sémen coletada de cada um dos caprinos



(aproximadamente 10uL), nas datas experimentais especificadas, foi colocada sobre
lamina e recoberta por laminula (previamente aquecidas a 38°C) e observada ao
microscopio 6ptico (aumentos de 10 e 40X) imediatamente apds a colheita. Os dados
foram expressos em porcentagem (motilidade) e numa escala de 0 a 5 (vigor) e

anotados em fichas préprias para posterior analise.

3.9.2.2 - Concentracgao e volume

Para analise da concentracdo espermatica foram obtidas aliquotas de 5pL,
diluidas em 4995uL de solucao salina formol. A concentracéo foi estimada por meio da
contagem em camara de Neubauer, sendo o volume seminal mensurado por meio da

observacao direta dos tubos graduados no momento da colheita.

3.9.2.3 - Morfologia espermatica

Para a analise da morfologia espermatica foram obtidas aliquotas de 50uL,
diluidas em 1 mL de solu¢éo salina formol (0,9%). A morfologia seminal, para evidenciar
possiveis patologias espermaticas, foi realizada de acordo com critérios padronizados
por BLOM (1973), utilizando-se de microscopia de contraste de fase, conforme o
Manual de Exame Androldgico e Avaliagio de Sémen Animal do COLEGIO
BRASILEIRO DE REPRODUCAO ANIMAL (1998).

3.9.3 — Pesquisa do Toxoplasma gondii no sémen dos caprinos (Bioprova)

Para o isolamento de T. gondii das amostras de sémen colhidas, foi utilizada a
metodologia proposta por TEALE et al. (1982), modificada. Amostras de sémen de
cada animal (infectados e controles) foram inoculados em cinco camundongos, via
intraperitoneal, com aliqguotas de aproximadamente 0,4 mL do ejaculado. Os

camundongos foram observados e examinados, conforme descrito para aqueles que



receberam camadas leucocitarias para a determinacdo da parasitemia (OLIVEIRA,
1997), como descrito no item 3.7.

3.9.4 — Pesquisa do Toxoplasma gondii no sémen dos caprinos (Reacdo em

Cadeia da Polimerase - PCR)

Parte da suspensdo espermatica ressuspensa de cada amostra de sémen (item
3.9.1) era fracionada em aliquotas de 1 mL e devidamente armazenadas para posterior
processamento e avaliacdo pela técnica de PCR (FUENTS et al., 1996).

3.9.4.1 — Construcédo das escalas de diluicdo de taq uizoitos de T. gondii

Uma escala de dilui¢bes sucessivas de taquizoitos da cepa “RH” de T. gondii foi
preparada para ser utilizada como controle da PCR na determinacdo da sensibilidade
da técnica.

Taquizoitos da cepa “RH” de T. gondii foram contados em camara de Neubauer
modificada, em microscopio de campo escuro (objetiva 400x), tendo sua concentracao
ajustada para 10 parasitos/mL. A partir desta diluicdo inicial, 500pL foram diluidos em
9,5 mL de SST estéril e assim, sucessivamente, obtendo-se as diluicdes de 10°, 10,
107, 10°, 10° 10% 103 10% 10%e 10° parasitos por mL de amostra.

As diluicdes foram aliquotadas em volume de 700uL e o DNA de cada amostra

extraido.



3.9.4.2 - Extracdo do DNA das amostras de sémen

Todas as amostras seminais obtidas ao longo do experimento foram avaliadas
guanto a presenca do T. gondii pela PCR.

O DNA de T. gondii das escalas de diluicdo (controle positivo) e das amostras de
sémen para a deteccdo do DNA de T. gondii foi extraido segundo metodologia
preconizada por ZADWORNY e KUHLEIN (1990).

Uma aliquota de 100puL do sémen previamente preparado para a extracdo de
DNA, conforme item 3.9.4, foi transferida para um microtubo de 1500 uL. A esta, foram
acrescidos 900 pL de tampdo PBS, pH 7,2, previamente autoclavado. Apdés
homogeneizacédo, o material foi entdo centrifugado (8000 rpm por 6 min) para lavagem,
sendo o sobrenadante removido por inversdo. Ao sedimento, foram acrescidos 100 pL
de PBS e 400 pL da solucéo de lise (2% [-mercaptoetanol, 10 mM Tris pH 8,0, 10 mM
EDTA pH 8,0, 0,5% SDS e 100 mM de NaCl). Ap6s agitacdo em vortex, a amostra foi
incubada em banho Maria (37°C) por 30 minutos. Foram entdo adicionados 5uL de
Proteinase K (200ug/mL) e nova incubagdo em banho Maria (37°C por 12 a 16 horas).
Na sequéncia, foram realizadas duas extracdes de DNA com fenol:cloroférmio:alcool
isoamilico (25:24:1). Em seguida, foram acrescentados 10% do volume de uma
solucdo de Acetato de Sodio para precipitacdo do DNA. Na sequéncia, foi adicionado
etanol 100%, gelado (duas vezes o volume). O material foi entdo agitado levemente
com movimentos manuais até a formagéo da “medusa” de DNA. Em seguida, o material
foi centrifugado (12000-16000 rpm por 20 min), o sobrenadante descartado por inversao
e 900uL de etanol 70% foram acrescidos. O DNA precipitado foi submetido a agitacao
(vortex) para se desprender o pellet. Nova centrifugacéo (12000-16000 rpm por 20 min)
e 0 sobrenadante foi desprezado por inversédo e o tubo contendo o DNA foi deixado a
secar de boca para baixo em papel absorvente. O DNA foi ressuspenso em 50 puL de

agua miliQ autoclavada e mantido em temperatura ambiente “overnight” para, em



seguida, ser estocado sob temperatura de congelamento (-20°C) até realizacdo da
PCR.

A quantificacdo do DNA foi realizada por meio de corrida eletroforética, em gel de
agarose 0,8% corado com brometo de etidio, de 5uL do DNA previamente extraido. Foi
utilizado o padrédo de peso molecular A (50ng/10uL) e, por comparagao visual, a

guantidade de DNA foi estimada.

3.9.4.3 — Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

Esta etapa experimental foi realizada seguindo a técnica descrita por FUENTS et
al. (1996). Para a deteccdo do DNA de Toxoplasma gondii foi amplificado um fragmento
do gene B1 de uma sequéncia de 194 pares de base (bps), utilizando-se os iniciadores
5 —GGAACTGCATCCGTTCATGAG-3' (B1;) e 5- TCTTTAAGAGTTCGTGGTC -3
(B1,). As amostras a serem amplificadas eram previamente expostas a 95°C durante
dois minutos. As reacdes eram realizadas com um volume final de 50uL com 0,5uM de
cada oligonucleotideo iniciador (primers), 1mM de MgCl,, 200mM de mistura de dNTPs,
uma concentracdo de DNA de 40ng/uL e Taq polimerase (1U/reacdo). Em seguida,
eram realizados 35 ciclos de amplificacdo em termociclador programado conforme

descrito na tabela 2.



Tabela 2. Protocolo de Reag&o em Cadeia da Polimerase (PCR):

PASSO TEMPO TEMPERATURA (°C)
1 2 minutos 95
2 1 minuto 95
3 30 segundos 55
4 1 minuto 72
S 35 vezes (passo 2 a 4) -
6 7 minutos 72
7 - 4

As reacbes foram realizadas em termociclador modelo Mastercycler gradient®

(Eppendorf).

3.9.4.4 - Eletroforese em gel de agarose para anali se dos produtos amplificados
na PCR

Aliguotas de 15uL do material amplificado pela PCR foram separados por
eletroforese (95 volts, 90 minutos de corrida em tampéo TBE1X) em géis de agarose na
concentracdo de 2%, corados com brometo de etidio. Posteriormente, 0s géis eram
fotografados, com o auxilio de um transluminador de luz ultra-violeta, a fim de identificar
a presenca, ou nao, do fragmento 194 pb caracteristico do T. gondii (FUENTS et al.,
1996).



3.9.5 - Pesquisa do Toxoplasma gondii em tecidos do sistema reprodutor dos

caprinos

3.9.5.1 - Exames anatomo-histopatoldgicos

Estes exames foram realizados em todos 0s seis caprinos, inclusive os do grupo
controle, os quais foram sacrificados ao final do experimento e colhidas amostras de
testiculos, vesiculas seminais, epididimos e préstatas para os exames histopatoldgico,
imunohistoquimico e para isolamento de T. gondii por meio da técnica da bioprova.
Para os exames histopatoldgicos e imunohistoquimicos, o material colhido foi fixado em
formol tamponado a 10%, por um periodo de 24 horas, sendo entédo transferido para
uma solucdo de alcool 70%. Em seguida o material foi emblocado em parafina
histologica, e levados a microtomia, obtendo-se assim cortes histolégicos de 3um de
espessura, 0os quais foram estendidos em laminas silanizadas e incubadas em estufa a
55T por seis horas para fixagdo dos cortes (MOURA, 2004). Para a técnica da

bioprova, o material colhido foi processado conforme descrito no item a seguir.

3.9.5.2 - Bioensaio em camundongos

Para esta etapa experimental foi feito, para cada um dos seis animais, um “pool”
de aproximadamente 100g dos tecidos colhidos apds necropsia (testiculo, epididimo,
vesicula seminal e préstata). Conforme técnica descrita por DUBEY et al. (1980), estas
amostras sofreram digestdo péptica antes da inoculagdo em 15 camundongos cada.
Um volume de 400 mL de solugéo de pepsina a 1% ( 6g de pepsina, 600 mL de H,O e
10mL de &cido cloridrico PA) foi adicionado ao erlenmeyer contendo tecidos colhidos na
necropsia. Estas amostras teciduais foram trituradas e mantidas em agitacdo constante
sob temperatura de 37°C (estufa BOD) durante duas horas para a completa digestdo
dos tecidos. Em seguida, o material foi filtrado com gaze cirurgica, transferido para

tubos Falcon de 50 mL e centrifugado (3000 rpm por 10 min), sendo descartado o



sobrenadante. O sedimento foi ressuspenso em solugdo salina (10 X o volume) e
novamente centrifugado (3000 rpm por 10 min). Mais duas lavagens foram realizadas
para remocao da solucdo de pepsina, que poderia digerir 0s possiveis cistos presentes
nas amostras. Apos a Ultima lavagem o material foi ressuspenso em solucdo tampao
PBS contendo antibittico (ampicilina, Img/mL).

Os camundongos inoculados (1mL/camundongo) foram observados diariamente,
por seis semanas (COSTA et al., 1977), para a avaliagdo da presenca de sinais clinicos
da toxoplasmose. Naqueles que apresentaram pélos ericados e/ou aumento de volume
abdominal durante este periodo, foi pesquisada a presenca de taquizoitos de T. gondii
no seu exsudato peritoneal, além da realizagdo de “imprint” de pulmdo. Os
sobreviventes foram exsanguinados para a obtencdo de soros para a pesquisa de
anticorpos contra T. gondii (RIFI - CAMARGO, 1964).

3.9.5.3 — Imunohistoquimica

Fragmentos de testiculo, epididimo, vesicula seminal e prostata dos caprinos
reprodutores (controle e inoculados), colhidos e processados conforme item 3.9.5.1,
foram analisados pela imunohistoquimica para pesquisa de possiveis antigenos de T.
gondii. Para tanto, foi utilizado o método imuno-enziméatico de amplificacdo com o
complexo estrepto-avidina com peroxidase-biotina (Kit LSAB/HRP, Dako, USA)
conforme GUESDON et al. (1979).

Os tecidos incluidos em parafina foram submetidos a microtomia para obtencao
de seccdes histologicas de 3um de espessura, estendidas em laminas silanizadas e
incubadas em estufa a 55°C por seis horas para fixacdo dos cortes. Os cortes
histologicos foram submetidos a desparafinizacdo em xilol, seguida de banhos em
alcoois gradualmente hidratados (&lcool absoluto, alcool a 95%, alcool a 80%) e em

agua destilada.



Foi empregado anticorpo policlonal contra T. gondii produzido por MINEO (2002
— comunicacado pessoal), cuja diluicdo otimizada para o ensaio imunohistoquimico foi de
1:5000.

Apés desparafinizacdo e hidratacdo, os cortes foram submetidos a dois banhos
(10 min) em peréxido de hidrogénio a 6%, para bloqueio da peroxidase enddgena,
seguidos de lavagens em 4gua destilada e solugdo tampé&o (PBS — pH 7,2).

O anticorpo foi diluido a 1:5000 em solucao de soroalbumina bovina (BSA) a 1%
em PBS contendo 0,1% de azida sOdica. O BSA foi utilizado para o bloqueio de
possiveis ligacdes inespecificas entre outras proteinas presentes na solucdo de
anticorpos e os tecidos em estudo, evitando-se, desta forma, reacdes espurias (“de
fundo”).

O anticorpo diluido foi, entdo, aplicado aos cortes e estes incubados em camara
UGmida a 37°C por 30 minutos e, em seguida, a 4°C por 18 horas. Apds este
procedimento, foram realizadas trés lavagens em PBS, de 5 minutos cada, seguindo-se
nova incubacdo com anticorpo biotinilado (solucdo de anticorpos biotinilados contra
imunoglobulinas de coelho/camundongo/cabra), em camara Umida a 37°C por 30
minutos. Em seguida, foram realizadas trés lavagens em PBS (5 min cada) e o material
foi entdo incubado com estrepto-avidina-biotina-peroxidase, em camara Umida a 37°C
por 30 min.

Apés nova etapa de lavagens em PBS (3 banhos de 30 min cada), as amostras
foram reveladas por meio de um banho em solu¢do contendo substrato (peréxido de
hidrogénio a 0,1%) e cromégeno (diaminobenzidina 60 mg%, Sigma D5637, USA) em
PBS. Na sequéncia, o material foi lavado em &gua corrente e em agua destilada e
submetido a contracoloracdo em hematoxilina de Harris. Finalizando o procedimento, o
material foi desidratado em &lcoois, diafanizado em xilol e montado entre lamina e
laminula empregando resina sintética (Entellan, Merck, Germany).

A reacdo foi acompanhada de controles positivo e negativo, sendo este ultimo
submetido a todas as etapas do procedimento técnico, suprimindo-se, entretanto, a
aplicacdo do anticorpo primario contra T. gondii. A presenca do antigeno foi revelada

pela coloracdo acastanhada assumida pelo parasita presente no tecido.



3.9.5.4 — Pesquisa do DNA de T. gondii pela PCR

Foi realizado um pool dos tecidos do aparelho reprodutor (testiculos, epididimos,
vesicula seminal e préstata) dos reprodutores (inoculados e controle), e devidamente

armazenados para posterior processamento da técnica de PCR conforme item 3.9.4.

3.9.6 — Andlise estatistica

Os parametros pré e pos-inoculacdo foram avaliados por meio de analise de
variancia com medidas repetidas no tempo, sendo um fator entre os animais, com trés
niveis (controle, taquizoitos e oocistos) e um fator dentro dos animais, com 12 ou 13
niveis (tempo). Para este fim foi utilizado o método de Scott e Knott proposto por
Ramalho et al. (2000).



4 - RESULTADOS

4.1 - Obtencao de taquizoitos de T. gondii

Apés padronizagcdo da técnica para manutencdo da cepa “RH” de T.gondii em
camundongos, foi possivel obter lavados peritoneais ricos em taquizoitos. Apoés
avaliagdo, os mesmos eram inoculados em novos camundongos, procedendo assim, a
cada dois dias a fim de se manter a cepa em condi¢cOes de uso. Para obtencédo dos
indculos, contendo taquizoitos, que foram destinados aos caprinos experimentais,
camundongos foram sacrificados, os taquizoitos recuperados de lavados peritoneais,

padronizados e imediatamente inoculados nos reprodutores.

4.2 - Obtencdao de cistos cerebrais contendo bradiz  oitos de T.gondii

Camundongos inoculados intraperitonealmente com a cepa “P” foram medicados
com sulfadiazina, durante 10 dias, para obtencdo de maiores quantidades de cistos de
T. gondii. Decorridos 30 dias poés-inoculacdo, 20 camundongos foram sacrificados,

sendo removidos os respectivos encéfalos para a coleta dos cistos presentes.

4.3 - Obtencao de oocistos de T.gondi

Do primeiro gato inoculado, via oral, com 1500 cistos cerebrais de T.gondii , foi
possivel recolher de suas fezes aproximadamente 1,0 x 10° oocistos esporulados apés
somatéria dos valores individuais, encontrados do quarto (D + 4) até o nono dia (D + 9)
pos-inoculagdo. O pico de eliminagdo ocorreu no quarto dia, obtendo-se
aproximadamente 485 000 oocistos esporulados.



Do segundo gato, inculado com 885 cistos de T. gondii, foi possivel recolher
612 500 oocistos esporulados eliminados em trés dias (5°, 6° e 7° DPI), ocorrendo o
pico de liberagcdo no sexto dia pds-inoculacao .

Os felinos inoculados ndo apresentaram nenhuma alteracdo da higidez que
pudesse ser evidenciada pelos parametros clinicos avaliados (temperatura corporal,
frequéncias cardiaca e respiratoria) diariamente.

Os oocistos produzidos foram confirmados como de T. gondii por meio de
critérios morfologicos (ZAMAN, 1970) e pela infectividade utilizando-se inoculacao
intraperitoneal em camundongos (2500 oocistos por animal, totalizando 15
camundongos). Tais camundongos vieram a Obito entre o 10° e o 12° dia pos-
inoculagcédo. No lavado peritoneal de 80,0% destes camundongos foram encontrados
taquizoitos viaveis em quantidades variadas. Os camundongos sobreviventes, apés

seis semanas de inoculacéo, apresentaram cistos cerebrais de T.gondii.
4.4 - Selecao dos machos reprodutores

Pelos resultados dos exames sorologicos realizados em 60 machos, relativos a
presenca de anticorpos contra Toxoplasma gondii, Neospora caninum, Brucela abortus
e Leptospira sorovares pomona, icterohaemorrhagea e hardjo, foi possivel selecionar

seis machos negativos para as quatro enfermidades supracitadas.

Estes resultados soroldgicos encontram-se sumariados a seguir:



Tabela 3: Resultados dos exames sorolégicos realizados em caprinos machos

reprodutores (selecao dos caprinos experimentais).

Sorologia Toxoplasmose Neosporose Brucelose Leptospirose

Positiva 42 04 16 11

Negativa 18 56 44 49
Total 60 60 60 60

4.5 - Exames clinicos

Os resultados referentes aos parametros clinicos avaliados nos caprinos
experimentais estdo sumariados (médias dos grupos) nas Tabelas 4, 5 e 6 e ilustrados
nas Figuras 1, 2 e 3. Considerando como parametro de normalidade a variacdo de 38,5
a 40,5T, hipertermia foi detectada apenas no 5 ° dia ap6s a inoculagédo de oocistos (G
). Em véarias datas experimentais foi possivel também aferir temperaturas retais
meédias abaixo de 38,5C tanto nos animais dos grupos inoculados quanto naqueles
pertencentes ao grupo controle, o que nos leva a crer que as condi¢cdes ambientais
favoreceram esta queda de temperatura, ndo sendo portanto, hipotermia devida a
inoculagdes do parasita.

No que se refere as frequéncias cardiacas médias (Tabela 5 e Figura 2)
podemos dizer que, na literatura os parametros ditos de normalidade para esta espécie
estdo compreendidos entre 70 e 90 batimentos por minuto, mas, no entanto, em varias
datas experimentais este valor maximo (90 bat/min) foi superado tanto pelos animais
inoculados com oocistos ou taquizoitos, como também naqueles pertencentes ao grupo
controle, sendo portanto esta extrema variacao atribuida ao estresse ocasionado no
manejo dos animais.

Com base na Tabela 6 e Figura 3 que se referem a frequiéncia respiratoria meédia

dos grupos e tendo como parametros de normalidade frequéncia respiratoria



compreendida entre 20 a 30 movimentos por minuto, e, tendo por base os resultados
encontrados para 0s animais do grupo controle ndo podemos também atribuir nenhuma

destas variagbes a infeccdo com Toxoplasma gondii, sendo portanto estes valores

considerados normais para esta condi¢cdo experimental.



Tabela 4: Temperatura retal média mensurada nos caprinosimepeais pertencentes aos grupos néo inoculadogr@e) e inoculados com 1 x i@quizoitos ou com 2 x 1@ocistos dd". gondii .

Dias p6s-inoculagdo/Temperatura retal média

Grupos
-2 3 5 7 11 14 21 28 35 42 49 56 63 70
[ 39,55 38,55 38,05 38,9 37,15 36,9 38,05 38,6 38,6 38,55 538,1 38,3 38,8 38,85
1] 39,75 37,75 39,2 39,8 38,3 37,85 38,4 38,35 37,55 38,3 59,1 38,75 38,45 38,95
11 39,85 38,5 40,65 40,3 39,05 38,35 37,6 38,65 38,8 38,75 ,8 38 38,6 38,7 38,65
I: Controle, II: Inoculados com taquizoitos, llikdculados com oocistos esporulados
Tabela 5: Frequiéncia cardiaca média mensurada nos capxipesmeentais pertencentes aos grupos nio inocu({@dmerole) e inoculados com 1 x®t@quizoitos ou com 2 x 1@ocistos dd. gondii .
Grupos Dias p6s-inoculagdo/Frequéncia cardiaca média (batin)
-2 3 5 7 11 14 21 28 35 42 49 56 63 70
[ 120 72 82 105 105 80 100 114 96 118 92 76 93 99
1] 110 68 78 120 100 76 90 108 80 100 114 126 112 112
1l 118 80 126 140 70 112 96 96 97,5 160 94 73 106 118
I: Controle, II: Inoculados com taquizoitos, llikdculados com oocistos esporulados
Tabela 6:. Frequiéncia respiratoria média mensurada nosneaspekperimentais pertencentes aos grupos nadadosuControle) e inoculados com 1 X 1quizoitos ou com 2 x 1@ocistos dd. gondii .
Grupos Dias p6s-inoculagdo/Freqiiéncia repiratdria média (ma/min)
-2 3 5 7 11 14 21 28 35 42 49 56 63 70
[ 24 16 16 26 22 24 26 24 14 20 26 16 18 24
1] 54 22 26 22 24 20 24 24 18 22 28 20 22 21
1l 28 20 36 28 22 22 22 22 17 24 30 14 18 20

I: Controle, II: Inoculados com taquizoitos, llikdculados com oocistos esporulados
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Figura 1. Temperatura retal média mensurada nos caprinos experimentais
pertencentes aos grupos ndo inoculados (Controle) e inoculados com 1 x 10°

taquizoitos ou com 2 x 10° oocistos de T. gondii.

Frequéncia Cardiaca Média
(bpm)
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Figura 2. Frequéncia cardiaca média mensurada nos caprinos experimentais
pertencentes aos grupos ndo inoculados (Controle) e inoculados com 1 x 10°

taquizoitos ou com 2 x 10° oocistos de T. gondii.
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Figura 3. Frequéncia respiratéria média mensurada nos caprinos experimentais
pertencentes aos grupos ndo inoculados (Controle) e inoculados com 1 x 10°

taquizoitos ou com 2 x 10° oocistos de T. gondii.

4.6 - Exames hematolégicos

Os parametros hematoldgicos observados nos hemogramas efetuados nos
caprinos experimentais estdo registrados nas Tabelas 7 a 15 e ilustrados nas

Figuras 4 a 12.



Tabela 7. Valores totais e médios das contagens de hemacias (n x 10%/uL) em caprinos néo inoculados (Controle) e inoculados

com 1x10° taquizoitos ou com 2 x 10° oocistos de Toxoplasma gondii.

Grupo N©° fjo Contagens totais de hemacias (n x 10 °uL) / Dias Pés-inoculagéo

caprino 3 7 11 14 21 28 35 42 49 56 63 70
| (Controle) 32 17300 17000 15560 15366 14500 13600 17900 15300 16580 18565 21700 16700
41 16300 16000 16700 18655 18550 19600 18800 16700 17500 19825 32000 18000
Média 16800 16500 16130 17011 16525 16600 18350 16000 17040 19195 26850 17350
Il 1 19900 18000 16410 16413 16580 16650 10600 18350 19540 17520 17800 18100
(Taquizoitos) 11 16700 17800 14360 14911 13000 10500 16900 12600 13100 15620 16580 17700
Média 18300 17900 15385 15662 14790 13575 13750 15475 16320 16570 17190 17900
Il (Oocistos) 36 18100 17100 15900 16660 17560 20850 17555 15800 15890 17895 33200 15900
47 16400 17500 16690 15662 16330 18100 17300 17550 17950 18560 25600 18700
Média 17250 17300 16295 16161 16945 19475 17300 16675 16920 18228 29400 17300




Tabela 8. Valores médios de hemoglobina (g/dL) em caprinos ndo inoculados (Controle) e inoculados com 1 x 10°

taquizoitos ou com 2 x 10° oocistos de Toxoplasma gondii.

Grupo N° (-:io Concentracdo médias de hemoglobina (g/dL) / Dias P6  s-inoculacao
caprino 3 7 11 14 21 28 35 42 49 56 63 70
32 13,62 12,35 11,57 11,82 11,8 11,9 14,1 11,28 11,29 11,52 10,21 9,29
' (Controle) 41 12,59 12,62 12,86 14,35 14,2 14,1 14,7 13,12 12,35 11,3 11,44 10,71
Média 13,1 12,48 12,21 13,08 13 13 14,4 12,2 11,82 11,4 10,82 10
[l 1 15,35 13,56 12,63 12,63 12,71 12,9 14,8 12,32 12,12 11,32 10,56 10,17
(Taquizoitos) 11 12,89 1258 11,05 11,47 11,52 119 13,1 9,59 9,58 9,55 9,52 9,06
Média 14,12 13,0/ 11,84 12,05 11,12 124 1395 10,95 10,85 10,43 10,04 9,61
Il (Oocistos) 36 13,93 13,52 12,24 12,82 13,5 14 13,1 11,28 11,28 11,33 11,13 10,9
47 1266 12,78 12,84 11,74 12,52 13,6 14,1 13,12 13,65 12,55 11,24 10,67
Média 13,29 13,15 12,54 12,28 13,01 13,8 14,1 12,2 12,46 11,94 11,18 10,78




Tabela 9. Valores médios de hematécrito (%) em caprinos ndo inoculados (Controle) e inoculados com 1 x 10°

taquizoftos ou com 2 x 10° oocistos de Toxoplasma gondii

G N° do Valores totais de hematocrito (%) / Dias Pés-inocul  acéo
rupo _
caprino 3 7 11 14 21 28 35 42 49 56 63 70
32 35 33 35 35 33 30 32 31 29 30 28 27
| (Controle)
41 39 38 36 40 38 34 36 33 32 31 29 28
Média 37 35,5 35,5 37,5 35,5 32 34 32 305 30,5 28,5 27,5
I 1 40 37 36 38 36 25 39 36 35 34 33 31
(Taquizoitos) 11 35 32 33 40 39 34 30 26 28 28 27 29
Média 37,5 34,5 34,5 39 37,5 29,5 345 31 31,5 31 30 30
_ 36 38 35 36 35 35 35 32 31 32 31 30 29
[l (Oocistos)
47 34 38 35 37 36 34 36 33 32 30 29 30

Média 36 36,5 35,5 36 35,5 34,5 34 32 32 30,5 29,5 29,5




Tabela 10. Valores médios das contagens totais de leucécitos (nx 10%ulL) em caprinos ndo inoculados (controle) e

inoculado com 1x10° taquizoitos ou com 2 x 10° oocistos de Toxoplasma gondii.

Grupo N° (.210 Contagens totais de leucécitos (n x 10 ) / Dias Pés-inoculac&o

caprino 3 7 11 14 21 28 35 42 49 56 63 70
| (Controle) 32 11500 9500 9200 7000 7500 7600 7500 9700 9500 8500 7250 13100
41 9500 9000 6100 7700 7600 9350 8500 6200 7560 9560 10800 10000
Média 10500 9250 7650 7350 7550 8475 8000 7950 8530 9030 9025 11550
I 1 10000 9550 7800 7500 7570 7850 8000 11150 11250 11000 11300 11700
(Taquizoitos) 11 9200 7750 8250 8700 8500 8300 7000 6550 9540 10100 16540 17700
Média 9600 8650 8025 8100 8035 8075 7500 8850 10395 10550 13920 14700
Il (Oocistos) 36 7500 6500 5100 9300 8650 6350 6550 5800 5980 6500 6900 9100
47 9500 7000 6100 7400 7500 7550 11000 8800 8980 8500 7100 9000
Média 8500 6750 5600 8360 8075 6950 8775 7300 7480 7500 7000 9050




Tabela 11. Valores médios das contagens diferenciais de eosindéfilos (%) em caprinos nao inoculados (Controle) e inoculados

com 1x10° taquizoitos ou com 2 x 10° oocistos de Toxoplasma gondii.

G N° do Contagens diferencial se eosinofilos (%) / Dias P0s  -inoculagéo
rupo _
caprino 3 7 11 14 21 28 35 42 49 56 63 70
32 2 2 3 4 21 0 1 1 1 1 1 2
| (Controle)
41 1 7 3 4 1 2 2 0 0 1 1 1
Média 15 4,5 3 4 15 1 1,5 0,5 0,5 1 1 15
I 1 2 2 2 2 2 2 2 1 1 1 1 1
(Taquizoitos) 11 1 0 2 0 0 1 4 4 3 0 1 0
Média 15 1 2 1 1 15 3 2,5 2 0,5 1 0,5
_ 36 3 1 1 2 2 0 0 0 0 1 2 1
[l (Oocistos)
47 1 1 0 0 1 2 1 3 2 1 1 5
Média 2 1 0,5 1 15 1 0,5 15 1 1 1,5 3




Tabela 12. Valores médios das contagens de neutréfilos bastonetes (%) em caprinos nao

inoculados com

1 x 10° taquizoitos ou com 2 x 10° oocistos de Toxoplasma gondii

inoculados (Controle) e

G N° do Contagens totais de neutréfilos bastonetes (%) / Di as Poés-inoculagéo
rupo .
caprino 3 7 11 14 21 28 35 42 49 56 63 70
32 0 O 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1
| (Controle)
41 0 O 0 4 0 2 0 0 1 0 0 0
Média 0 O 0 2 0 1 0 0 1 0 0,5 0,5
Il 1 0 O 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1
(Taquizoitos) 11 0O O 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1
Média 0O O 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1
_ 36 0 O 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0
[l (Oocistos)
a7 0 2 0 0 0 0 0 1 0 0 1 2
Média 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 1 1




Tabela 13. Valores médios das contagens de neutréfilos segmentados (%) em caprinos ndo inoculados (Controle) e

inoculados com 1 x10° taquizoitos ou com 2 x 10° oocistos de Toxoplasma gondii

G N° do Contagens totais de neutréfilos segmentados (%) / D ias Pds-inoculacao
rupo _
caprino 3 7 11 14 21 28 35 42 49 56 63 70
32 51 58 53 24 32 48 51 48 50 52 67 25
| (Controle)
41 36 51 31 32 38 41 57 45 52 54 68 37
Média 43,5 54,5 42 28 35 44,5 54 46,5 51 53 67,5 31
Il 1 72 63 26 27 30 33 46 78 62 42 22 19
(Taquizoitos) 11 57 57 41 28 42 59 37 52 50 45 32 18
Média 64,5 60 33,5 27,5 32 46 41,5 65 56 43,5 27 18,5
_ 36 45 57 29 41 45 50 55 44 47 55 60 73
[l (Oocistos)
47 72 46 22 20 30 50 58 34 45 62 73 68

Média 58,5 51,5 25,5 30,5 37,5 50 56,5 39 46 58,5 66,5 70,5




Tabela 14. Valores médios das contagens de linfécitos (%) em caprinos nédo inoculados (Controle) e inoculados com 1 x 10°

taquizoftos ou com 2 x 10° oocistos de Toxoplasma gondii

G N° do Contagens totais de linfocitos (%) / Dias P6s-inocu  lag&o
rupo _
caprino 3 7 11 14 21 28 35 42 49 56 63 70
32 48 39 44 72 55 52 48 50 48 45 30 25
| (Controle)
41 62 41 66 60 57 54 41 55 51 32 29 37
Média 55 40 55 66 56 53 44,5 52,5 49,5 38,05 29,5 31
I 1 26 33 91 70 66 63 51 21 25 29 30 19
(Taquizoitos) 11 41 43 57 72 60 39 58 44 42 40 36 18
Média 335 38 74 71 63 51 54,5 32,5 33,5 34,5 33 18,5
_ 36 49 41 67 56 53 50 51 55 51 43 36 24
[l (Oocistos)
47 27 47 78 80 52 47 41 60 45 33 23 22
Média 38 44 725 68 525 48,5 46 57,5 48 38 29,5 23




Tabela 15. Valores médios das contagens de mondcitos (%) em caprinos ndo inoculados (controle) e inoculados com 1 x 10°

taquizoitos ou

com 2 x 10° oocistos de Toxoplasma gondii.

G N° do Contagens totais de mondcitos (%) / Dias Pés-inocul  acéo
rupo )
caprino 3 7 11 14 21 28 35 42 49 56 63 70
32 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 2
| (Controle)
41 1 1 0 0 0 2 0 0 0 0 2 1
Média 0,5 1 0 0 0 1 0 0 0 0,5 1,5 15
Il 1 0 2 3 1 1 1 1 0 0 0 1 3
(Taquizoitos) 11 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 2
Média 0,5 1 1,5 0,5 0,5 0,5 1 0 0 0 1 2,5
) 36 3 1 3 1 0 0 0 0 0 1 1 2
[l (Oocistos)
47 0 4 0 0 0 0 0 2 2 2 2 3
Média 1,5 2,5 1,5 0,5 0 0 0 1 1 15 1,5 2,5
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Figura 8. Média de valores de eosindfilos (%) em caprinos néo inoculados (controle)
e inoculados com 1 x 10° taquizoitos ou com 2 x 10° oocistos de Toxoplasma
gondii.
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inoculados (controle) e inoculados com 1 x 10° taquizoitos ou com 2 x 10°

oocistos de Toxoplasma gondii.
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Figura 12. Média de valores de mondcitos (%) em caprinos ndo inoculados

(controle) e inoculados com 1 x 10° taquizoitos ou com 2 x 10° oocistos de

Toxoplasma gondii.

4.7 - Determinacéo de Parasitemia

A parasitemia foi determinada, conforme descrito no item 3.7, de forma
indireta, pela sorologia dos camundongos inoculados, sendo considerados positivos
aqueles que apresentaram titulos soroldgicos = 1:64, sendo realizado também a
confirmag&o da presencga de cistos teciduais nas amostras cerebrais dos respectivos
camundongos. Desta forma, surtos parasitémicos foram detectados nos caprinos
inoculados com taquizoitos, nos dias 11, 14, 28, 49, 56, 63 e 70 DPI. Naqueles que
receberam oocistos, parasitemia foi diagnosticada nos dias 14, 21, 56 e 70 poOs-
inoculagao (Tabela 16).



Tabela 16. Parasitemia em Caprinos n&o inoculados (controle) e inoculados com 1 x 10° taquizoitos ou com 2 x 10° oocistos de Toxoplasma gondii.

Parasitemia (dias p6s-inoculacéo)

N° dos caprinos  In6culo
-2 3 5 7 11 14 21 28 35 42 49 56 63 70 Total

Controle
Total 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1 - - - - - Ps - Ps - - - - Ps - 3

Taquizoitos

11 - - - - Ps Ps - - - - Ps Ps - Ps 5
Total 0 0 0 1 2 0 1 0 0 1 1 1 1 8
36 - - - - - Ps - - - - - Ps - Ps 3

Oocistos
47 - - - - - Ps Ps - - - - - - - 2
Total 0 0 0 0 0 2 1 0 0 0 0 1 0 1 5

Ps - RIFI para Toxoplasma gondii positiva (2 1 : 64) em camundongos inoculados - Confirmagéo pela presenca de cistos nos encéfalos dos camundongos inoculados



4.8 - Resposta Imune Humoral (RIFI)

As reciprocas dos titulos obtidos por meio da Reacdo de
Imunofluorescéncia Indireta — RIFI (CAMARGO, 1964) estdo expressas na
Tabela 17.

Observou-se a soroconversao (titulo = 1:64) a partir do 11° DPI em
ambos os grupos inoculados, sendo a diluicdo 1:4096 o titulo soroldgico
maximo verificado nos 14° 21°e 28°DPI para 0 g rupo de animais inoculados
com 1,0 x 10° taquizoitos e nos 21° e 28° DPI para 0 grupo de an imais
inoculados com 2 x 10° oocistos. Embora tenham ocorrido variagdes nos titulos
de anticorpos nos animais que receberam T. gondii durante o decorrer do
experimento, tornou-se visivel um decréscimo deste titulo a partir do 28° DPI
para todos os animais inoculados com T. gondii.

Os animais do grupo controle ndo apresentaram anticorpos contra o

parasita em nenhum momento experimental.



Tabela 17. Reciproca dos titulos obtidos pela Reagdo de Inumofluorescéncia Indireta (RIFI) nos soros de caprinos ndo inoculado (controle) e inoculados
con1LOXlOGdetaquhoﬁose2i)x105deoocSH)deToxoMasmagondw

Reciproca dos titulos sorolégicos

Dia N°caprino / controle N°caprino / taquizoitos N°cap rino / oocistos
Pés-inoculacao 32 41 1 11 36 47
-2 - - - - - -
3 - - - - - -
5 - - - - - -
7 - - - - - -
11 - - 256 1024 - 256
14 - - 4096 256 256 256
21 - - 4096 4096 4096 4096
28 - - 4096 4096 4096 4096
35 - - 1024 1024 1024 1024
42 - - 1024 1024 1024 1024
49 - - 1024 1024 1024 1024
56 - - 1024 1024 64 1024
63 - - 1024 1024 1024 1024

70 - - 1024 1024 1024 1024




4.9 Exame do sistema reprodutor dos caprinos

4.9.1 Parametros espermaticos:

Os valores espermaticos medios, referentes as 84 amostras de sémen

colhidas encontram-se sumariados nas tabelas 18 a 20 e ilustrados nas figuras

13 al7.

Tabela 18. Valores espermaticos médios obtidos de caprinos nao inoculados

(grupo controle).

Datas Valores espermaticos médios
experimentais volume Motil. (%) Vig. (0-5) Patol. (%) Concentragao
(mL) (sptz/mL)
-2 0,65 25 3 1,5 10x10°
0,75 25 2 1 36,5x10°
0,75 30 1,5 5 4,35x10°
0,75 37 2 3,5 27,5x10°
11 1,3 67 3,5 3,5 74,5x10°
14 1,5 65 4 2 41,5x10°
21 1,4 80 3,5 2 34,5x10°
28 1,1 47 3 1,5 23,5x10°
35 0,6 30 7 45x10°
42 0,7 30 1 2 20x10°
49 1,3 12 1,5 3,5 17,5x10®
56 0,8 0 0 0 13x10°
63 0,9 30 1,5 1,5 24,5x10°
70 1,25 3 0 5 19,5x10°




Tabela 19. Valores espermaticos médios obtidos de caprinos inoculados com

taquizoitos de Toxoplasma gondii.

Datas Valores espermaticos meédios
experimentais Volume (mL) Motil. (%) Vig. (0-5) Patol. (%) Concentragao
(sptz/mL)
-2 1,0 70 3,5 5 68,63x10°
3 1,25 45 4 2 47x10®
1,6 57 4 4,5 151,2x10°
7 1,95 60 2,5 8 47,1x10°
11 1,2 70 3,5 2 106x10°
14 1,7 60 4 1,5 47x10®
21 2,0 75 3 1 35,75x10°
28 1,8 80 1,5 2,5 32,3x10°
35 1,8 37 2,5 5,5 44,7x10°
42 1,5 80 2 3 22x10°
49 1,9 32 0,5 4,5 37,8x10°
56 1,3 40 2,5 2 1,2x10°
63 1,7 55 3 1 27,5x10°

70 2.5 40 3 5 5,7x108




Tabela 20. Valores espermaticos médios obtidos de inoculados com oocistos

esporulados de Toxoplasma gondii.

Datas Valores espermaticos médios
Volume Concentracgao
experimentais Motil. (%) Vig. (0-5) Patol. (%)
(mL) (sptz/mL)
-2 1,7 70 3,5 8,5 27,34x10°
1,4 85 4 0,5 32,2x10°
2 80 4 3 76,35x10°
2,35 55 2,5 3,5 67,35x10°
11 2 72 3,5 1,5 96,75x10°
14 1,9 75 4 1,5 65,75x10°
21 1,9 55 3 4 65,5x10°
28 2,2 35 1,5 38 79x10°
35 1,3 45 2,5 9 35,5x10°
42 1,1 60 2 6 42,8x10°
49 2,4 12 0,5 5 53x10°
56 1,3 42 2,5 6 32,3x10°
63 1,7 75 3 4,5 44,2x10°

70 1,8 65 3 10 67,9x10°8
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Figura 14. Motilidade esperméatica média (%) em caprinos ndo inoculados
(controle) e inoculados com 1 x 10° taquizoitos ou com 2 x 10° oocistos de

Toxoplasma gondii.
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Figura 15. Vigor espermatico médio (0 a 5) em caprinos ndo inoculados
(controle) e inoculados com 1 x 10° taquizoitos ou com 2 x 10° oocistos de
Toxoplasma gondii.
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Figura 16. Patologias espermaticas médias (%) em caprinos ndo inoculados
(controle) e inoculados com 1 x 10° taquizoitos ou com 2 x 10° oocistos de

Toxoplasma gondii.
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Figura 17. Concentracdo espermaticas médias (x 10%) em caprinos ndo
inoculados (controle) e inoculados com 1 x 10° taquizoitos ou com 2 x 10°

oocistos de Toxoplasma gondii.

4.9.2 Isolamento de T. gondii em amostras seminais (Bioprova)

Em todas amostras de sémen colhidas foi pesquisada a presenca de T.
gondii, conforme metodologia proposta por TEALE et al. (1982).

Nas amostras seminais colhidas dos caprinos inoculados com 1 x 10°
taquizoitos detectou-se a presenca de T. gondii nos dias 5, 7, 28, 49, 63 e 70
pés-inoculacdo por meio da viragem sorolégica nos camundongos inoculados.
Naquelas colhidas dos caprinos inoculados com oocistos, T. gondii pode ser
isolado apenas no 56° e 70° dia pds-inoculagdo (Tab ela 21). Nas amostras
positivas pela bioprova foi feita a pesquisa para a confirmacdo de cistos

cerebrais nos camundongos correspondentes.



Tabela 21. Presenca de Toxoplasma gondii em ejaculados de sémen de caprinos ndo inoculados (controle) e inoculados com 1 x10° taquizoftos ou com 2 x 10°

oocistos (técnica da Bio-prova)

T. gondii (dias pés-inoculagéo)

N° dos caprinos  In6culo

-2 3 5 7 11 14 21 28 35 42 49 56 63 70
Controle
Total 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1 - - - Ps - - - Ps - - Ps - Ps Ps
Taquizoitos
11 - - Ps - - - - Ps - - - - Ps -
Total 0 0 1 1 0 0 0 2 0 0 1 0 2 1
36 - - - - - - - - - - - Ps - -
Oocistos
47 - - - - - - - - - - - Ps - Ps
Total 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 1

Ps - RIFI para Toxoplasmose positiva (= 1 : 64) em camundongos inoculados - Confirmagéo pela presenga de cistos nos encéfalos dos camundongos inoculados



4.9.3 Pesquisa de DNA de T. gondii no sémen dos caprins pela PCR

Das amostras seminais positivas na bioprova foi pesquisada a presenca
de material genético de T. gondii pela técnica da PCR sendo os resultados
registrados na Figura 18, que apresenta ainda os resultados referentes a
pesquisa do parasita pela mesma técnica em tecidos do sistema reprodutor
(tem 4.11.2). Como se pode observar foi detectado material genético do
parasita nos 5°, 7°, 28°, 49° e 70° DPI em algumas amostras seminais do grupo
de animais inoculados com taquizoitos, e no 56° DPI nas amostras seminais

dos dois animais pertencentes ao grupo inoculado com oocistos.

4.10 Exames anatomo-histopatolégicos dos reproduto res

Nas amostras teciduais (testiculo, epididimo, prostata e vesicula
seminal) dos caprinos incoluados com T. gondii e dos né&o inoculados

(controle), ndo foram observadas les6es anatomopatoldgicas.

4.11 Pesquisa de Toxoplasma gondii nos tecidos dos caprinos (sistema

reprodutor)

4.11.1 — Bioprova

Macerados teciduais de testiculos, epididimos, prostata e vesicula
seminal dos reprodutores foram preparados e inoculados, por Vvia
intraperitoneal, em camundongos, conforme técnica descrita por DUBEY
(1980). Apds quarenta dias foi realizada a sorologia (RIFI) dos camundongos.
Foram detectadas sorologias positivas (RIFI = 1. 64) para o animal n° 11
referente ao grupo de caprinos inoculados com 1 x 10° taquizoitos e para o
reprodutor n® 36 referente ao grupo de animais inoculados com 2 x 10°
oocistos. Também foi realizada a confirmacdo pela pesquisa de cistos nas
amostras cerebrais dos camundongos inoculados (CAMARGO, 1964).



4.11.2 — Reacgdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

A Figura 18 ilustra a presenca / auséncia do DNA de T. gondii nas
amostras seminais (item 4.9.3) assim como no “pool” de tecidos (testiculos,
epididimos, vesicula seminal e prostata) de cada animal. Nas amostras
teciduais analisadas, somente nos caprinos 36 (inoculado com oocistos) e 11
(inoculado com taquizoitos) foi verificada a presenca de T. gondii por meio da
técnica de PCR.

Kb

2,072
1,500

600

194
100

Figura 18. Eletroforese em gel de agarose 2% de produto da reacdo em
cadeia da polimerase (PCR), a partir das amostras seminais (amostras de 1
a 11) e do “pool” das amostras de tecidos (testiculos, vesicula seminal,
prostata e epididimos — amostras de 12 a 17) dos caprinos
experimentalmente infectados. (1) Sémen do caprino 11 (5 dias pos-
inoculacao). (2) Sémen do caprino 01 (7 dias pés-inoculacéo). (3) Sémen do
caprino 01 (28 dias pés-inoculacéo). (4) Sémen do caprino 11 (28 dias pos-
inoculacao). (5) Sémen do caprino 01 (49 dias pés-inoculacao). (6) Sémen
do caprino 36 (56 dias pos-inoculacdo). (7) Sémen do caprino 47 (56 dias
pés-inoculacdo). (8) Sémen do caprino 01 (63 dias poés-inoculacao). (9)
Sémen do caprino 11 (63 dias pés-inoculagcédo). (10) Sémen do caprino 01
(70 dias pos-inoculagdo). (11) Sémen do caprino 47 (70 dias pés-
inoculacéo). (12) Caprino 36 (inoculado com oocistos). (13) Caprino 47
(inoculado com oocistos). (14) Caprino 01 (inoculado com taquizoitos). (15)
Caprino 11 (inoculado com taquizoitos). (16) Caprino 32 (controle). (17)
Caprino 41 (controle).



4.11.3 — Imunohistoquimica

Foi detectada imunorreatividade ao T. gondii nas amostras
teciduais de epididimo dos dois animais inoculados com 1 x 10° taquizoitos
(Figura 19) quanto nos outros dois inoculados com 2 x 10° oocistos (Figura
20).



Figura 19. Fotomicrografia de epididimo de caprino inoculado com 1 x 10°
taquizoitos de Toxoplasma gondii (animal 01) com imunomarcagao positiva
para Toxoplasma gondii (seta). Aumento de 400x .

Figura 20. Fotomicrografia de epididimo de caprino inoculado com 2 x 10°
oocistos de Toxoplasma gondii (animal 36) com imunomarcagao positiva para
Toxoplasma gondii (seta). Aumento de 400x .



4.12. Andlise estatistica
Os resultados da andlise estatistica referentes aos parametros clinicos e
hematoldgicos estdo sumariados nas Tabelas 22 a 33.



Tabela 22. Analise estatistica dos valores médios das temperaturas retais de caprinos néo inoculados (Controle) e inoculados

com 1 x 10° taquizoitos ou com 2 x 10° oocistos de Toxoplasma gondii.

Grupo Temperatura retal média / Dias Pos-inoculagéo
2 3 5 7 11 14 21 28 35 42 49 56 63 70 X Geral
| (Controle) 39,6 % 38679 381C 3890 372AP 359AP 381AC 38640 38640 38640 382A 383AC 388Ad 389Ad 3gu A
Il (Taquizoitos) 39,8 "2 378°P 392 B2 39882 33380 379BP 354 AP 35,4 AP 37680 353 A0 395, A8 355 AD 35 AD 395 AR g6 A
Il Oocistos) 39,972 385°° 407 C2 40382 39180 38480 37670 38740 388°° 388”° 388 386" 3877 3877 390”
X Geral 3072 383° 3032 3972 382° 377® 380" 385 383° 385° 387”386 3P 38

Valores seguidos por letras iguais e mindsculas na mesma linha néo diferem estatisticamente entre si ao nivel de significancia de 5% (p>0,05)
Valores seguidos por letras iguais e mailsculas na mesma coluna néo diferem estatisticamente entre si ao nivel de significancia de 5% (p>0,05)



Tabela 23. Analise estatistica dos valores médios das frequiéncias cardiacas em caprinos nao inoculados (Controle) e inoculados
com 1 x 10° taquizoitos ou com 2 x 10° oocistos de Toxoplasma gondii.

Grupo Frequéncia cardiaca média / Dias Pés-inoculacdo
-2 3 5 7 11 14 21 28 35 42 49 56 63 70 X Geral

| Controle) 120,02 72072 820”2 1050”2 1050”7 80,0% 100,0% 1140 960" 1180"% 920" 760"% 930°% 990”% 965"

Il (Taquizoitos) ~ 110,0 °2 68,0 2% 78,02 12002 100,0% 76,0”% 90,0"% 1080"% 80,072 100,0 A% 114,0°% 126,082 1120A% 1120”2 9954

Il (Qocistos) 118,022 80,0A° 126,072 140,072 700”° 1120%° 960" 9604° 9754° 160052 9407° 7307 1060”° 1180"P 106,1 A

X Geral 11602 7330  953P 12172  917P  893P  953P 10602 912P 126,02  100,0P 91,7° 103,72 109,72

Valores seguidos por letras iguais e mindsculas na mesma linha ndo diferem estatisticamente entre si ao nivel de significancia de 5% (p>0,05)
Valores seguidos por letras iguais e mailisculas na mesma coluna ndo diferem estatisticamente entre si ao nivel de significancia de 5% (p>0,05)



Tabela 24. Analise estatistica dos valores meédios das frequéncias respiratorias em caprinos nao inoculados (Controle) e

inoculados com 1 x 10° taquizoitos ou com 2 x 10° oocistos de Toxoplasma gondii.

Frequéncia respiratéria média / Dias POs-inoculagdo

Grupo
2 3 5 7 11 14 21 28 35 42 49 56 63 70 X Geral
| (Controle) 24,0 7% 16042 160/% 2602 22072 22072 26072 2402 1402 2007 260" 160" 1807 24072 211 A
Il (Taquizoitos) 54,0 A% 22,04 26040 22040 22 0AP 20 0AP 24040 24040 180AP 220AP 280AP 2004 2204 21042 2474
Il (Oocistos) 280" 200% 360" 280" 220" 220% 220% 220" 170% 240" 300" 140" 180" 200" 2307
X Geral 3532 193P 2600 2530 226P 220P 240P 2330 1630 2200 28 16 190 218

Valores seguidos por letras iguais e mindsculas na mesma linha néo diferem estatisticamente entre si ao nivel de significancia de 5% (p>0,05)
Valores seguidos por letras iguais e mailsculas na mesma coluna néo diferem estatisticamente entre si ao nivel de significancia de 5% (p>0,05)



Tabela 25. Anédlise estatistica dos valores médios das contagens de hemacias (nx10°/uL em caprinos nao

Inoculados (Controle) e inoculados com 1 x 10° taquizoitos ou com 2 x 10° oocistos de Toxoplasma gondii.

Grupo Valores médios das contagens de hemécias (n x 10 6) / Dias Pés-inoculagao
3 7 11 14 21 28 35 42 49 56 63 70 X Geral
| (Controle)  16800,0 A% 16500,0 A% 16130,0 % 170105 A% 165250 A% 16600,0 ** 18350,0 % 16000,0 2 17040,0 A® 191050 A% 26850,0 B° 173500 A% 17862,5 A
Il (Taquizoitos) ~ 18300,0 °2 17900,0 A% 15385,0 A% 15662,0 *% 14790,0 4% 135750 4% 13750,0 * 154750 % 16320,0 *® 16570,0 % 17190,0 ** 17000,0 ** 16068,0 A
Il (Oocistos)  17250,0 * 17300,0 A% 16295,0 A% 16161,0 % 169450 °% 104750 °% 174275 7% 166750 % 169200 A% 18227,5 7% 29400,0 B° 173000 4% 182813 "
X Geral 17450,0 @ 1723332 1503672 16277,82 160867 @ 16550,0 2 16500,23 16050,0 2 1676002 17997,52 24480,0° 1751672

Valores seguidos por letras iguais e minusculas na mesma linha ndo diferem estatisticamente entre si ao nivel de significancia de 5% (p>0,05)
Valores seguidos por letras iguais e mailsculas na mesma coluna ndo diferem estatisticamente entre si ao nivel de significancia de 5% (p>0,05)



Tabela 26. Analise estatistica dos valores médios de hemoglobina (g/dL) em caprinos nao inoculados (Controle) e inoculados

com 1 x 10° taquizoitos ou com 2 x 10° oocistos de Toxoplasma gondii.

Grupo Valores médios das concentracao de hemoglobina (g/d L) / Dias Pés-inoculagéo
3 7 11 14 21 28 35 42 49 56 63 70 X Geral
| (Controle) 131 A8 105A8 15,A% 431 A8 130AR 30AR AR 155 A8 g AD 114 AP 108 AP 100 AP 1p 3 A
Il (Taquizoitos) 14172 1317% 1182° 12180 1012 1542 14082 110A% 109%° 1047° 1004 96/ 1177
Il (Oocistos) 13372 13082 12580 1p3AP 130A% 138A8 141 A8 o AP o AR g AP 1o AD g8 AP o5 A
X Geral 1359  129€¢  122¢  125¢ 124 132¢ 1429 118" 11,72 11 10”2 102

Valores seguidos por letras iguais e mindsculas na mesma linha ndo diferem estatisticamente entre si ao nivel de significancia de 5% (p>0,05)
Valores seguidos por letras iguais e mailsculas na mesma coluna nao diferem estatisticamente entre si ao nivel de significAncia de 5% (p>0,05)



Tabela 27. Analise estatistica dos valores médios de hematdécrito (%) em  caprinos nao inoculados (Controle) e inoculados

com 1 x 10° taquizoitos ou com 2 x 10° oocistos de Toxoplasma gondii.

Valores médios de hematocrito(%) / Dias Pés-inocula  ¢&o

Grupo
3 7 11 14 21 28 35 42 49 56 63 70 X Geral
| (Controle) 37,078 35548 35548 375A8 355A8 350 AD 34 AR 35 g AD 305 AD 30 5 AD Hg 5 AD 57 5 AD g5 o A
Il (Taquizoitos) 37,5 "% 34572 34572 390A% 37588 595AP 345A8 31 0AD 31 5AP 51 AP 30 AD 3p g AP g3, A
Il Oocistos) 36,02 36572 3557 36072 35577 3457% 340™% 320°P 320AP 305AP 205AP 29540 3354
X Geral 3688 3552 3528 3758 36238 3200 3428 317P 313P 307P 203P  29,0P

Valores seguidos por letras iguais e minlsculas na mesma linha nao diferem estatisticamente entre si ao nivel de significancia de 5% (p>0,05)
Valores seguidos por letras iguais e mailsculas na mesma coluna nédo diferem estatisticamente entre si ao nivel de significancia de 5% (p>0,05)



Tabela 28. Anélise estatistica dos valores médios das contagens totais de leucdcitos (n x 10*/uL)em caprinos n&o inoculados

(Controle) e inoculados com 1 x 10° taquizoitos ou com 2 x 10° oocistos de Toxoplasma gondii.

Valores médios da contagem total de leucécitos (n X 103/uL) / Dias Pés-inoculagao

Grupo
3 7 11 14 21 28 35 22 49 56 63 70 X Geral
| (Controle)  10500,0 % 9250,0 4% 7650,0 A% 7350,0 A% 7550,0 A% 84750 A% 8000,0 4% 7950,0 A% 8530,0 "% 9030,0 A% 00250"? 115500 % 873833 "
Il (Taquizoitos) ~ 9600,0 °2 8650,0 °? 8025,0 A% 8100,0 A% 80350 "% 80750 *% 7500,0 *® 8850,0 °* 103950 ** 10550,0 °? 13920,0 B 147000 B 97000 A
Il (Oocistos) 8500,0 *? 6750,0 °% 5600,0 °® 8360,0 *® 80750 % 6950,0 % 87750% 73000°% 74800% 7500,0"% 70000°% 90500% 76116 "
X Geral 953332 8216,7P 7091,7P 79367 788670 78333P 8001,7P 80333P  8801,7°  9026,°  9981,2 11766,

Valores seguidos por letras iguais e mindsculas na mesma linha nédo diferem estatisticamente entre si ao nivel de significancia de 5% (p>0,05)
Valores seguidos por letras iguais e mailusculas na mesma coluna nao diferem estatisticamente entre si ao nivel de significancia de 5% (p>0,05)



Tabela 29. Analise estatistica dos valores meéedios das contagens diferenciais de eosinofilos (%) em caprinos nao inoculados

(Controle) e inoculados com 1 x 10° taquizoitos ou com 2 x 10° oocistos de Toxoplasma gondii.

Grupo Valores médios da contagem diferencial de eosindfil  0s(%) / Dias Pds-inoculacéo
3 7 11 14 21 28 35 42 49 56 63 70 X Geral
| (Controle) 1578 45A% gghd  ygAR g gAd g gAd g gAd gghAa ggAa g gAa g pAd g gAR g A
Il (Taquizoitos) 1,573 1078 2088  1pf8  jof@ gAd gpha HgAa ,0A ggha g pfd g A
Il (Oocistos) 2078 1pf8  g5fd g g gAd AR ggha g gha g pf gl g AR gpfa g A
X Geral 1,72 2,28 1,82 2,02 1,32 128 1,72 152 1,22 0,82 128 1,72

Valores seguidos por letras iguais e mindsculas na mesma linha nao diferem estatisticamente entre si ao nivel de significancia de 5% (p>0,05)
Valores seguidos por letras iguais e mailsculas na mesma coluna nédo diferem estatisticamente entre si ao nivel de significancia de 5% (p>0,05)



Tabela 30. Analise estatistica dos valores meédios das contagens de neutréfilos bastonetes em  caprinos nao inoculados

(Controle) e inoculados com 1 x 10° taquizoitos ou com 2 x 10° oocistos de Toxoplasma gondii.

Grupo Valores médios da contagem de neutréfilos bastonete (%) / Dias Pos-inoculacdo
3 7 11 14 21 28 35 42 49 56 63 70 X Geral
I (Controle) 0042  gpfd  gphAd  pgha gghd g gha gpAR gghAd A8 gphAd ggAa g A g A
Il (Taquizoitos) 0,072 0072 008 0082 00/ 108 pf% o g0/ pf g g oA
Il (Oocistos) 0078 1088 o 0B gofd gphd g of8 gpfd gpfd g gfd AR g5 A
X Geral 0,02 032 0,02 0,72 002 0,72 0,02 032 0,32 0,02 052 0,82

Valores seguidos por letras iguais e mindsculas na mesma linha néo diferem estatisticamente entre si ao nivel de significancia de 5% (p>0,05)
Valores seguidos por letras iguais e mailsculas na mesma coluna néo diferem estatisticamente entre si ao nivel de significancia de 5% (p>0,05)



Tabela 31. Analise estatistica dos valores meédios das contagens de neutrofilos segmentados em  caprinos nédo inoculados

(Controle) e inoculados com 1 x 10° taquizoitos ou com 2 x 10° oocistos de Toxoplasma gondii.

Grupo Valores médios da contagem de neutréfilos segmentad 0s(%) / Dias Pés-inoculacao
3 7 11 14 21 28 35 42 49 56 63 70 X Geral
| Controle) 43572 54540 42042 280A% 350A8 44588 54040 46542 510AP 530 AP g75AP 310A8 4547 A
Il (Taquizoitos) 645 2 60,072 3352 2752 32020 460"P 4152 650582 56072 435°° 2708 185°° 4207
Il Oocistos) 58,5 2% 51,52 2554P 305 3754P 500/ 56542 390 460" 5857 66572 70558 492 A
X Geral 5558 5538 3370 2870 3480 4682 5072 50228 5102 5172 5373  400P

Valores seguidos por letras iguais e mindsculas na mesma linha néo diferem estatisticamente entre si ao nivel de significancia de 5% (p>0,05)
Valores seguidos por letras iguais e mailsculas na mesma coluna néo diferem estatisticamente entre si ao nivel de significancia de 5% (p>0,05)



Tabela 32. Analise estatistica dos valores meédios das contagens de linfécitos (%) caprinos nao inoculados (Controle) e

inoculados com 1 x 10° taquizoitos ou com 2 x 10° oocistos de Toxoplasma gondii.

Grupo Valores médios da contagem de linfocitos(%) / Dias  Pdés-inoculacdo
3 7 11 14 21 28 35 42 49 56 63 70 X Geral
I (Controle) 55072 400”P 55072 66072 560/% 530°% 44540 525A2 4g5Ad 3g5 AP g5 AD 31 gAD 475 A
Il (Taquizoitos) 33,552 38072 7407 7107° 630”7 5102° 545”7 32582 335A% 345R% 330A% 1g5R2 g A
Il Oocistos) 38,0 2% 24072 7250 6800 525AP 4g5”% 460”2 575°P 40”7 380”7 20577 23077 471 A
X Geral 4222 4072 6720P e3P s572P 50828 4832 47528 4372  370C  30,7C 242

Valores seguidos por letras iguais e minUsculas na mesma linha nao diferem estatisticamente entre si ao nivel de significancia de 5% (p>0,05)
Valores seguidos por letras iguais e mailsculas na mesma coluna nédo diferem estatisticamente entre si ao nivel de significancia de 5% (p>0,05)



Tabela 33. Analise estatistica dos valores meédios das contagens de mondcitos (%) de caprinos nao inoculados (Controle) e

inoculados com 1 x 10° taquizoitos ou com 2 x 10° oocistos de Toxoplasma gondii.

Grupo Valores médios da contagem de mondcitos / Dias Pds-  inoculacéo
3 7 11 14 21 28 35 42 49 56 63 70 X Geral
| (Controle) 0572 10%% 00%% 00A% gof% 10A% pfR A% A% g5A? jgAd 1Al g A
Il (Taquizoftos) 0578 0% 1A% gghd gghd ggAd A8 ggAd gpfR gpfd gl H5AR (g A
lll (Oocistos) 1578 oA g ghd ggha gaAd gpfd gphl AR gpfa g gAl g gAR LA A
X Geral 0828 15P 102 032 022 o052 038 032 032 o7& 13P 22b

Valores seguidos por letras iguais e mindsculas na mesma linha nao diferem estatisticamente entre si ao nivel de significancia de 5% (p>0,05)
Valores seguidos por letras iguais e mailsculas na mesma coluna néo diferem estatisticamente entre si ao nivel de significAncia de 5% (p>0,05)



5. DISCUSSAO

A infeccdo toxoplasmica dos caprinos reprodutores utilizados nesta
pesquisa, ap0s a inoculacdo de taquizoitos ou oocistos de T. gondii, foi
confirmada pela parasitemia (Tabela 16) e também pela soroconversdo dos
animais inoculados (Tabela 17). Hipertermia (40,65°C) no 5° DPI foi a
alteracdo clinica mais marcante observada no grupo de animais inoculados
com oocistos (Tabela 4 e Figura 1). Semelhantemente, NISHI et al (2001)
relatam que aumento de temperatura constitui um dos sinais clinicos mais
evidentes em caprinos (com até nove meses de idade) inoculados com 10°
oocistos de T. gondii, por via oral. Além da hipertermia, observaram também
anorexia e letargia do 3°ao 7°DPI, em todos os a nimais inoculados. DUBEY &
SHARMA (1980), CHHABRA et al. (1982) e DUBEY (1989), também
observaram sintomatologias clinicas semelhantes, além do ébito de um animal
(dois a trés meses de vida) inoculado com oocistos de T. gondii (DUBEY,
1989). Pela analise estatistica efetuada, observou-se (Tabela 22) ocorréncia de
diferenca significativa (p<0,05) entre os valores médios de temperaturas, no
59 7% 11°% 14° e 35° DPI, dos grupos inoculados e controle. Tais valores
médios, entretanto, estdo dentro dos parametros de normalidade (SMITH;
1993).

A auséncia de outras alteragBes clinicas, além da hipertermia,
decorrentes da infecgdo toxopldsmica nos caprinos reprodutores da presente
pesquisa, pode ser consequéncia da idade dos animais utilizados (acima de 12
meses). Deve-se ressaltar que o0s autores supracitados utilizaram animais
jovens (menos de 12 meses), demonstrando, assim, que a infeccdo
toxoplasmica é mais patogénica em jovens, além de estar relacionada a
patogenicidade da cepa e a dose do inoculo utilizado (DUBEY, 1985). Outro
ponto interessante a ser explorado € a auséncia na literatura de trabalhos
relatando parametros clinicos de caprinos inoculados como as cepas “P” ou
mesmo com a “RH”, o que dificulta uma discussdo mais aprofundada sobre o

comportamento dos animais inoculados na presente pesquisa.



Embora alteracbes hematimétricas tenham sido verificadas em alguns
dos reprodutores ao longo do experimento, ndo foram observadas diferencas
estatisticas entre um mesmo parametro de diferentes grupos experimentais
(Tabelas 7 a 15 e 25 a 33), o que poderia, possivelmente, justificar a auséncia
de alteracdes clinicas mais evidentes. Inexistente também é a literatura sobre
parametros  hematolégicos de  caprinos infectados  natural ou
experimentalmente por T. gondii, 0 que certamente impossibilita relacionar tais
alteracdes hematoldgicas ao parasitismo. Entretanto, as alteragdes no numero
de leucdcitos, influenciadas por oscilacbes nas contagens de neutrofilos,
eosinofilos, mondcitos e linfocitos (Tabelas 10 a 15 e 28 a 33), podem,
possivelmente, ser em decorréncia de uma resposta ao fator estressante
(instalacdo do T. gondii) no organismo animal. Vale frisar que, em decorréncia
de um estimulo estressante, o sistema neuro-enddécrino é ativado, o que leva a
liberacdo de cortisol pela glandula supra-renal, gerando uma diminuicdo dos
glébulos brancos quantitativamente mais expressivos, como também os
neutréfilos e eosindfilos. Estes resultados estdo de acordo com aqueles
encontrados por COSTA (1982) e VIDOTTO et al. (1987) em suinos
experimentalmente infectados. No entanto, apesar de ter sido notada uma
variacdo de alguns destes parametros, hematologicos, os mesmos enquadram-
se, dentro dos parametros de normalidade, segundo SMITH (1993).

A deteccdo do T. gondii na corrente sanguinea (parasitemia) dos
caprinos experimentais foi verificada de forma indireta, por meio da
soroconversdao (RIFI) dos camundongos inoculados com camadas
leucocitarias, assim como pela confirmacdo da presenca de cistos teciduais
nas amostras cerebrais de tais camundongos. Foram observados 13 surtos
parasitémicos ao longo do periodo experimental, sendo um no 11° 21°28°
49° 63°DPI, dois no 56°e 70°DPI e quatro no 14° DPI (Tabela 16). Em alguns
trabalhos como os realizados por CHHABRA et al (1982) e NISHI et al
(2001), os surtos parasitémicos foram mais restritos a fase aguda da doenca,
ou seja, do 7°ao 14°DPI e do 5°ao 12°DPI, respe ctivamente. Em um outro
trabalho, DUBEY et al (1980) observaram, em um caprino, parasitemia mais
precoce (4° DPI). A elevada ocorréncia de surtos p arasitémicos pode ser
justificada pela elevada susceptibilidade da espécie caprina ao T. gondii.



A Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) é aceita para o
diagnéstico e levantamento epidemioldgico de infec¢cdo toxoplasmica em
diversas espécies animais e também no ser humano, por ser considerada de
facil execugdo e alta sensibilidade (CAMARGO, 1964). Outro importante fator
sdo os antigenos de superficie do T. gondii serem comuns a diferentes cepas
do coccidio (ARAUJO, 2003).

Utilizando-se da RIFI, p6de-se verificar que a infecgdo toxopldsmica
desencadeou uma resposta imunoldgica rapida nos caprinos, com deteccdo de
anticorpos a partir do 11° DPI (Tabela 17). Esta precocidade na resposta
humoral foi também detectada por NISHI et al.(2001), no 10° DPI, tanto na
RIFI como no Teste de Aglutinacdo em Latex. CHHABRA et al (1982)
detectaram anticorpos circulantes em caprinos infectados com oocistos no 15°
DPI, utilizando-se do teste de Hemoaglutinacao Indireta. Inoculando taquizoitos
de T. gondii, via subcutanea, VITOR et al (1999) diagnosticaram anticorpos
circulantes, em caprinos, jA& no 5° DPIl, pelo ELISA teste e pela
Hemoaglutinacdo Indireta. Portanto, diferencas no tipo de indculo, como
também na via de infeccdo podem influenciar a dindmica da resposta humoral
do hospedeiro (NISHI et al, 2001).

A curva de IgG observada neste trabalho (Tabela 17) teve seu
inicio a partir do 11° DPI nos caprinos 01 e 11, inoculados com taquizoitos
(titulos de 1:256 e 1:1024, respectivamente) e no caprino 47, inoculado com
oocistos (1:256). O pico de titulos (1:4096) foi observado no 21° e no 28° DPI,
respectivamente nos animais inoculados com taquizoitos e naqueles que
receberam oocistos. A partir do 35° DPI houve uma diminuicdo da resposta
imune humoral nos caprinos inoculados, embora, na Ultima data experimental a
reciproca de titulos sorolégicos ainda se mostrasse com valores
significativamente elevados (1:1024) em todos 0s animais pertencentes aos
dois grupos inoculados com T. gondii.

Estes resultados discordam em parte daqueles encontrados por NISHI et
at. (2001) que detectaram picos de titulos sorolégicos (RIFI) mais tardiamente
(a patir do 35° DPI). Semelhantemente ao ocorrido no presente trabalho, tais

autores observaram que os titulos sorolégicos mantiveram-se também em

nivies relativamente elevados até o 56° DPI. Esta persisténcia de altos niveis



sorologicos (IgG) até o 70° DPI, no presente trabalho, pode ser justificada,
conforme SHIRAHATA e SHIMIZU (1974), citados por DUBEY (1986), pelo fato
destes anticorpos, relacionados a infeccéo cronica, apresentarem a capacidade
de manterem-se “ativos”, por longo periodo, quando comparado as
imunoglobulinas da classe IgM, notadamente identificadas apenas até poucas
semanas apos infeccao.

A avaliacdo espermética ou espermograma € largamente utilizada no
manejo reprodutivo de diversas espécies animais e considerada de extrema
importancia para o monitoramento de animais reprodutores. Comparada com
outras espécies animais, menor atencdo tem sido dada a fisiologia da
reproducdo em caprinos machos (GORDON, 1997). Variagbes no peso
testicular, producao de esperma, atividade e fertilidade tém sido estudadas por
varios pesquisadores (SONHA and SINGH, 1982; GREYLING and
GROBBELAAR, 1983; PANDEY et al., 1985; HIBBERT et al., 1986; OKERE et
al., 1986; CHEMINEAU et al., 1987; AL-HAZAB and BASIOUNI, 1988; ROCA et
al., 1992a, b; AHMED et al., 1997, MARTEMUCCI et al., 1998;
KARAGIANNIDIS et al., 2000; AL-GRALBAN et al,, 2004), entretanto, ainda
falta um estudo detalhado dos aspectos reprodutivos de caprinos,
principalmente no que se refere a possivel influéncia do T. gondii nos
resultados da avaliacdo espermatica.

Os parametros seminais e a morfologia espermatica podem ser
influenciados por diversos fatores, tais como erro de interpretagdo por parte
dos observadores, causas infecciosas, climatoldgicas, raciais e fenotipicas,
além de haver também significantes variacdes sazonais na qualidade do
sémen de caprinos submetidos a diferentes altitudes (CHEMINEAU et al,
1991). Tais variacdes, dificultam, também, uma comparacdo entre 0s
parametros espermaticos de caprinos encontrados na literatura pesquisada.

Possiveis justificativas para as variacdes observadas nos parametros
espermaticos de um mesmo animal, ao longo do experimento podem estar
relacionadas, também, as variagbes ambientais, tais como oscilacdes da
temperatura, assim como as disparidades existentes entre 0s animais, em uma
mesma data experimental, podem estar ligadas a fatores fenotipicos, uma vez

que ndo houve uma uniformidade entre os animais quanto as racas, medidas



escroto-testiculares, desenvolvimento ponderal e consisténcia testicular, que
sdo parametros diretamente ligados aos resultados andrologicos (MORAES et
al., 1981; BONGSO et al., 1982; BORGOHAIN et al., 1983; VILAR FILHO et al.,
1993). Segundo HAFEZ & HAFEZ (2004) o volume de sémen produzido por um
caprino pode variar de 0,1 a 1,5 mL, sendo que a concentracdo alcancada
pode variar de 20 x 10° a 60 x 10® (nimero de espermatozéites / volume de
sémen coletado). No entanto, como na presente pesquisa foi realizada a
colheita do sémen com o uso do eletro-ejaculador, ha de se levar em
consideracao as possiveis alteracdes observadas em algumas amostras. Entre
elas destaca-se o aumento do volume espermatico e, conseqientemente, na
variacdo das concentracdes, devido a técnica, provocando um grande estimulo
a secrecao de fluidos pelas glandulas acessorias, associado a uma diminui¢ao
da concentracdo espermatica. Isto pode justificar, por exemplo, os resultados
alcancados para o volume seminal médio e a concentracdo espermatica media
dos animais pertencentes ao grupo inoculado com taquizoitos (Tabela 19) no
70° DPIL. No referido momento, observou-se um grande volume coletado
(2,5mL), mas, em contrapartida, uma pequena concentracdo seminal (5,7 X
10%). Outro ponto a ser considerado é a elevada ocorréncia de patologias
(38%) observada no 28°DPI para o grupo de animais inoculados com oocistos
esporulados (Tabela 20). Este valor, muito provavelmente, foi alcancado em
virtude de uma possivel falha, principalmente na manutencdo da temperatura
da amostra seminal colhida, haja vista que em nenhuma outra data
experimental foi detectada elevada ocorréncia de patologias.

Um efeito direto do T. gondii na espermatogénese deveria ser
acompanhado de um aumento significativo da freqiéncia de patologias, bem
como de alteracOes relevantes nos parametros seminais. Entretanto, neste
trabalho ndo foi observada nenhuma alteracdo espermatica que pudesse ser
atribuida ao parasitismo.

No primeiro relato sobre isolamento de T.gondii em amostras seminais
encontrada na literatura (DISKO et al.,1971) foi encontrado coccidio em
amostras seminais de trés homens portadores de infec¢cdo toxopldsmica
natural, dentre 125 pacientes participantes da avaliacdo. Posteriormente,
SPENCE et al. (1978), TEALE et al. (1982) e AGANGA et al. (1988)



pesquisando amostras seminais de ovinos, DUBEY e SHARMA (1980) de
caprinos, SCARPELLI (2001) de bovinos, MOURA (2004) de suinos e
ARANTES (2005) em céaes, obtiveram resultados positivos, utilizando animais
experimentalmente infectados dos quais isolaram T. gondii nos ejaculados
colhidos.

SPENCE et al. (1978) inoculando quatro ovinos com T.gondii, isolaram o
coccidio em amostras seminais no 20° DPI, em um ovino, no 20°e 25°DPI e
no 14° e 32DPI em outros dois animais, e uma elimi nagdo constante do
protozoario, do 7°ao 32°DPI, no ultimo ovino.

TEALE et al (1982), ainda em ovinos, inocularam seis animais com 2000
cistos de T.gondii (cepa ndo mencionada), via subcutanea, obtendo sucesso no
isolamento do parasita supramencionado em trés animais, em duas ocasides
para cada ovino, entre 0 16°e 26 DPI.

Na Nigéria, AGANGA et al (1988) inoculando reprodutores ovinos
(machos e fémeas) com T.gondii, puderam recuperar o coccidio nas amostras
seminais colhidas 21 dias ap6s a inoculagdo em todos os animais.

O presente trabalho constitui, pela literatura compulsada, a primeira
descricéo de isolamento de T.gondii de amostras de sémen caprino, utilizando
como recursos de diagnéstico ndo apenas a bioprova, mas também a PCR.
Essas avaliagbes foram aliadas aos parametros esperméticos, assim como a
pesquisa do protozoario, ou de possiveis alteracdes, por ele causadas, nos
tecidos do aparelho reprodutor (prostata, vesicula seminal, testiculo e
epididimo) por meio da bioprova, da PCR, e de exames histopatoldgicos e
imunohistoquimicos.

DUBEY e SHARMA (1980) demonstraram pela bioprova em
camundongo, presenca de T.gondii no sémen de trés caprinos inoculados, por
via oral, com 10 * oocistos da cepa GT-1 (isolada de caprinos). O protozoario
identificado no 7° DPI, nas amostras seminais de dois animais, e no 12°DPI
do terceiro caprino experimental. Nas amostras seminais de um dos animais foi
possivel identificar a excrecdo do parasita até o 59°DPI. Levando-se em conta
a diferenga entre as cepas estudadas, houve uma discordancia entre os
resultados referentes a bioprova, relatados por estes autores, em relacdo

aqueles encontrados na presente pesquisa. Isto porque, encontrou-se o



protozoario no grupo de animais inoculados com oocistos mais tardiamente
nas amostras seminais, ou seja, aos 56° e 70° DPIl. Detalhe de extrema
importancia a ser considerado € a ocorréncia de excrecdo de T. gondii, em
amostras seminais, em um maior niumero de datas experimentais (5° 7° 28°
49° 63°e 70°DPI) para o grupo de animais inocula dos com taquizoitos, o que
se assemelha aos resultados obtidos por DUBEY e SHARMA (1980). Assim
como estes autores, no presente trabalho também foram realizados a pesquisa
de cistos de T. gondii nas amostras cerebrais dos camundongos inoculados
com as amostras seminais dos caprinos experimentalmente inoculados.

As amostras seminais que se apresentaram positivas na bioprova foram
tabém avaliadas pela PCR. Por esta técnica foi possivel identificar o material
genético (DNA) do T. gondii nas amostras dos animais 01 (7¢ 28° 49°e 70°
DPI) e 11 (5° DPI), inoculados com taquizoitos, assim como nas amostras
seminais dos animais 36 e 47, ambos no 56° DPI, ino culados com oocistos
esporulados.

As amostras seminais do 63° DPI referente ao animal 01, do 28°e 63°
DPI do animal 11, e do 70°DPI referente ao caprino 47, positivas na bioprova,
nao se mostraram positivas para o T. gondii na PCR (Figura 18).

Os resultados da PCR reforgam os achados da bioprova e confirmam a
técnica como importante ferramenta auxiliar no diagnéstico da infeccao
toxoplasmica. Especificamente no presente trabalho foi amplificado um
segmento de 194 bps do gene B; de T. gondii. Embora outras sequéncias do
DNA de T. gondii também possam ser utilizadas como alvo de amplificacado
(P30, TGR1E ou segmento do gene 18S r RNA) pela PCR ou “nested” PCR, o
gene B; foi escolhido por ser amplamente conservado nos varios isolados
analisados e por estar presente em pelo menos 35 locus do genoma do T.
gondii (FUENTES et al., 1996). Entretanto, recentemente um fragmento do
DNA de T. gondii de 529 bps, que se repete entre 200 a 300 vezes no genoma
do parasito, o que possivelmente amplia a sensibilidade do teste, foi
identificado e testado para o desenvolvimento de uma PCR com fins
diagnosticos, inclusive, quantitativos. Este fragmento apresentou sensibilidade
variando de idéntica a até 10 vezes mais eficiente, dependendo do tipo de

material, quando comparado com os resultados da PCR empregando-se o



gene B; (HOMAN et al., 2000). Porém o gene B; tem seu uso mais difundido na
pesquisa do T. gondii a partir de diversos tecidos/fluidos.

O uso da técnica da PCR para a deteccdo do T. gondii nas amostras
seminais dos caprinos inoculados, neste trabalho, foi suscitado pelo fato desta
metodologia apresentar vantagens sobre o0os métodos tradicionais de
isolamento do parasito (bioprova em camundongos ou inoculacdo em cultivo
celular). Em tais condi¢cdes foram predisponente o tempo necessario para o
resultado (seis horas na PCR contra 4 dias no cultivo celular, ou 0 minimo de 5
semanas, na bioprova), alta sensibilidade da PCR, que a partir de um Unico
parasito consegue a replicacdo de seu DNA, possibilitando sua deteccdo
mesmo em baixas concentracfes, com até 100% de sensibilidade (CAZENAVE
et al., 1992). Por outro lado, AOUIZERATE et al. (1993) afirmam que a
deteccdo de um Unico organismo € possivel somente em condi¢cdes 6timas.
Vérios relatos, entretanto, tém demonstrado uma boa correlacdo entre os
resultados da PCR com aqueles obtidos com a inoculagdo em camundongos
(HOMAN et al., 2000).

SCARPELI (2001) infectou experimentalmente 12 bovinos (seis com 1 X
10° oocisto da cepa “P” e seis com 5 x 10° taquizoitos da cepa “RH” de
T.gondii). Com isso, foi obtido sucesso no isolamento do coccidio no sémen de
todos os bovinos infectados entre o sétimo e 84°DP | (bioprova), sendo que 0s
isolamentos foram mais freqUentes entre o 14°e 21° DPI. No entanto, a técnica
da PCR nesta pesquisa néo trouxe a confirmacédo do coccideo nas amostras
seminais.

Em amostras seminais de suinos experimentalmente infectados
(oocistos e taquizoitos) com as cepas “P” e “RH”, MOURA (2004) isolou T.
gondii no 3% 49°e 56° DPI de um suino inoculado com oo cisto; no 5°e 49°
DPI de outro animal inoculado com taquizoito e no 49° DPI de um 3° suino
inoculado com taquizoito. Pesquisando o DNA toxoplasmico, por meio da PCR,
detectou o parasito também no 84° DPI em amostras s eminais de dois suinos
(um inoculado com oocisto e outro inoculado com taquizoito de T.gondii).

Em um trabalho mais recente em céaes, (ARANTES, 2005) foi possivel
isolar o protozoario através da bioprova em algumas das amostras seminais do

75 21° e 35° DPI de dois animais inoculados com ta quizoitos e no 7° DPI de



um animal inoculado com oocisto. Com o uso da PCR foi possivel identificar a
presenca de material genético do protozoario no 7° 21° e 35°DPI referentes
ao cao 01 e 35°DPI referente ao cao 24, ambos inoc ulados com taquizoitos;
para 0s animais inoculados com oocistos, a técnica da PCR ndo permitiu
identificar o material genético do T. gondii em nenhuma data experimental
avaliada.

A forma do parasito que possivelmente estava presente nas amostras
seminais dos caprinos experimentais, deve ser a de taquizoito, uma vez que
bradizoitos encontram-se encerrados dentro de um cisto e este necessita de
uma célula para se desenvolver, de tal forma que o espermatozdéide parece ser
muito pequeno para comportar um cisto (MOURA, 2004). A excrecdo de
taquizoitos de T. gondii em amostras seminais pode ser explicada partindo-se
do pressuposto de que cistos, localizados em algum local do sistema
reprodutor, possam ter liberados bradizoitos. Estes por sua vez, convertem-se
em taquizoitos (processo de interconversdo que pode ter origem em diversos
fenbmenos de ordem imunolédgica, principalmente imunidade celular),
atingindo, assim, o sémen destes animais.

O numero de amostras seminais positivas para a presenca de T. gondii,
a principio pequeno, € compativel com trabalhos anteriores, embora realizados
em espécies diferentes, conforme descrito previamente. Além disso, deve-se
levar em consideracédo o volume seminal excretado pelos caprinos, até 2,5mL,
do qual somente pequenas aliquotas foi tomada para a pesquisa do protozoario
por meio das técnicas da bioprova e da PCR.

Achados necroscopicos, inclusive histopatoldgicos, obtidos em diversos
experimentos, comprovam a existéncia de controvérsias no que concerne aos
resultados poderem ou nao ser atribuidos ao T. gondii (MOURA, 2004).

DUBEY (1989) apoés inoculagdo com oocistos, pela via oral em caprinos,
e posterior necropsia, observou lesbes tipicas de enterite aguda, necrose de
linfonodos mesentéricos e encefalomielite. Entretanto, em outros animais,
inoculados com doses diferentes de oocistos, ndo foram encontrados nenhum
tipo de lesGes macro e/ou microscoépica que pudesse ser atribuida ao coccideo.

Desta forma, alteracbes macro e/ou microscépicas como consequéncia da



inducdo da infeccdo nos caprinos ndo foram observadas no presente estudo,
principalmente no que se refere as estruturas do aparelho reprodutor.

Outro importante resultado que contribui para ratificar a presenca do
T.gondii no sémen dos animais experimentais, foi 0 da imunohistoquimica, por
meio da qual detectou-se a presenca de T.gondii em amostras de epididimo de
todos os caprinos inoculados, seja com oocistos ou com taquizoitos. Tal fato se
assemelha, pelo menos em parte, aqueles resultados encontrados por MOURA
(2004) em suinos, quando evidenciou o parasita, por esta mesma técnica em
amostras de epididimo para animais inoculados com oocistos ou com
taquizoitos. No entanto, este também obteve resultado positivo em amostras
vesicula seminal dos animais inoculados com taquizoitos da cepa “RH”.
ARANTES (2005) a mesma forma, obteve resultados semelhantes em cées,
sendo encontrado imunoreatividade ao T. gondii em amostras de testiculo e
epididimo dos animais inoculados com oocistos ou taquizoitos, cepas “P” e
“RH” , respectivamente. UGGLA et al. (1987) utilizaram, com sucesso, a
mesma técnica para demonstrar a presenca do T. gondii em tecidos como
cotilédones, coracao, cérebro e musculatura esquelética de fetos ovinos.

Salienta-se que além de todos os caprinos produzirem anticorpos contra
T. gondii, de ter sido identificado a presenca do protozoario no sémen dos
animais inoculados (bioprova e/ou PCR), pelos achados da imunohistoquimica,
foi possivel também o isolamento do parasita através de sua pesquisa nas
amostras teciduais (“Pool” de tecidos: epididimo, prostata, vesicula seminal e
testiculo). Com isso, péde-se acrescentar resultados nao sé pela bioprova, mas
também pela PCR, em dois animais, um pertencente ao grupo inoculado com
taquizoitos (Caprino 11) e outro inoculado com oocistos (caprino 36) conforme
apresentado nos itens 4.11.1 e 4.11.2. NISHI, et al. (2001) obtiveram também
sucesso nho isolamento do T. gondii, por meio da bioprova, em amostras
teciduais de cérebro, linfonodos, figado, rins, musculatura esquelética e
cardiaca, ndo sendo observada qualquer tipo de lesdo macroscopica nestes
tecidos.

SREEKUMAR et al. (2004) também obtiveram sucesso no diagnostico
positivo de toxoplasmose, através da PCR, em aspirados de linfonodos de

caprinos experimentalmente inoculados por via oral com 10* ou 10° oocistos



esporulados de T. gondii. No entanto, nesta pesquisa, ndo foi possivel
identificar o parasita, por esta mesma técnica, em amostras de sangue colhidas
dos animais experimentais.

O fato de nédo ter sido encontrado material genético do Toxoplasma
gondii em algumas amostras seminais, assim como em algumas das amostras
do pool de tecidos, ndo descarta a possibilidade de falha no procedimento da
PCR. Entretanto, resultados falsos negativos podem ser tabém conseqiiéncia
da reduzida quantidade (concentracdo) de material genético nas amostras
avaliadas.

Deste modo, os achados da PCR, apenas reforcam os achados da
bioprova e evidenciam que esta técnica pode ser uma ferramenta auxiliar no

diagndstico da infeccao toxoplasmica em diversos tecidos e fluidos.



6. CONCLUSOES

Dos resultados obtidos, por meio do delineamento experimental

proposto, puderam-se extrair as seguintes inferéncias:

a) A infeccdo toxoplasmica dos caprinos reprodutores inoculados com
oocistos ou taquizoitos foi comprovada pela producdo de anticorpos contra T.

gondii detectados pela RIFI.

b) Hipertermia foi a alteracdo clinica de maior importancia nos animais

infectados com Toxoplasma gondii

C) Os surtos parasitémicos observados ocorreram durante as fases aguda
e crbnica da infeccdo, tanto nos animais inoculados com oocistos quanto

naqueles que receberam taquizoitos.

d) Todos os reprodutores caprinos infectados, com taquizoitos ou oocistos
de T. gondii, responderam ao estimulo antigénico, por meio da producao de
anticorpos contra T. gondii, detectados pela Reacdo de Imunofluorescéncia
Indireta, sendo a reciproca de titulos soroldgicos semelhante para os diferentes

tipos de indculos (oocistos ou taquizoitos).

e) N&o foi possivel o diagnostico alteracdo nos parametros seminais que

pudesse ser atribuida ao parasitismo por T. gondii

f) O isolamento de T. gondii no sémen dos caprinos infectados
experimentalmente associado ao parasitismo tissular deste parasito em
fragmentos do sistema reprodutor, diagnosticadas por meio da bioprova, PCR e
imunohistoquimica, sugerem a possibilidade da transmissdo venérea deste

coccideo.
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