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TRANSMISSAO CONGENITA DE Toxoplasma gondii (Nicolle & Manceaux, 1909),
EM CABRAS EXPERIMENTALMENTE REINFECTADAS.

RESUMO - Avaliou-se a transmissdo congénita em cabras, infectadas e reinfectadas
experimentalmente por T. gondii, em trés fases gestacionais. Foram selecionadas 25
fémeas, negativas para T. gondii e, destas, 20 foram inoculadas (cepa ME 49) e 15
reinoculadas (cepa VEG) com oocistos de T. gondii. As fémeas foram distribuidas em
cinco grupos experimentais (n=5): Gl - reinfectadas no 40° dia de gestacao (DG), Gl -
80° DG, GllIl - 120° DG, GIV - infectadas nédo reinfectadas e GV - ndo infectadas. Nos
dias 0 (antes da inoculag&o), 3, 6, 9, 15, 21 e a cada sete dias pds-inoculagéo (DPI) e
no 3° e a cada sete dias pos-reinoculagdo (DPR), foram realizados exames clinicos e
sorolégicos (RIFI-IgG). Quando as fémeas apresentaram titulos IgG <1024 iniciou-se o
manejo reprodutivo. Apos a confirmacao da gestagdo, as ultrassonografias foram
realizadas a cada 15 dias até o término do periodo gestacional. Apds as parigbes, as
cabras e suas crias foram eutanasiadas para colheita de tecidos para avaliagédo de
parasitismo por T. gondii (histopatologia, bioprova e PCR). Das crias colheu-se sangue
para a realizagdo da RIFI. No 9° DPI registrou-se hipertermia em todas as cabras
inoculadas (P<0,05). A soroconversao dos animais primoinfectados ocorreu no 21° DPI,
com titulos (IgG) entre 1024 e 16384. No 119° DPI ocorreu a estabilizacdo da fase
cronica da toxoplasmose (IgG <1024), em todas as fémeas infectadas. Apos as
reinfecgdes as cabras permaneceram assintomaticas. Aumentos significativos de titulos
IgG (=21024) ocorreram no 28° 7° e 3° DPR, nos grupos |, IlI, lll, respectivamente
(P<0,05). Severos disturbios reprodutivos foram observados apenas em cabras
reinfectadas, assim como determinadas lesdes histolégicas (renais e hepaticas) em
suas respectivas crias. Titulos de anticorpos IgG foram registrados em todas as crias
das cabras reinfectadas. Parasitismo tissular por T. gondii foi diagnosticado tanto nas
cabras infectadas e reinfectadas como nas respectivas crias pela bioprova e PCR. Em
sintese, os resultados obtidos comprovam que toxoplasmose congénita pode ocorrer

tanto em cabras persistentemente infectadas como em cabras reinfectadas.

Palavras-chave: cabras gestantes; reinfecgao; toxoplasmose congénita.



XX

CONGENITAL TRANSMISSION OF Toxoplasma gondii (Nicolle & Manceaux, 1909),
IN GOATS EXPERIMENTALLY REINFECTED.

SUMMARY - We evaluated the congenital transmission in goats experimentally infected
and re-infected with 7. gondii in three stages of pregnancy. We selected 25 females
negative for T. gondii and of these, 20 were inoculated (ME 49 strain) and re-inoculated
15 (VEG strain) with oocysts of T. gondii. The females were distributed into five
experimental groups (n = 5): Gl — re-infected after 40" days of gestation (DG), GlI - 80"
DG, Glll - 120" DG, GIV - infected and not re-infected and GV - uninfected. On days 0
(before inoculation), three, six, nine, 15, 21 and seven days post-inoculation (DPI) and
the 3" and every seven days after reinoculation (DPR), we performed clinical and
serological (IFAT -IgG). When the females had titers IgG <1024 began the reproductive
management. After confirmation of pregnancy, the ultrasounds were performed every 15
days until the end of pregnancy. After parturition, the goats and their offspring were
euthanized to collect tissue for assessment of parasitism by T. gondii (histopathology,
bioassay and PCR). Blood’s newborn was collected to perform the IFAT. In the 9" DPI
was recorded hyperthermia in all inoculated goats (P <0.05). Seroconversion occurred in
animal primoinfectados 215 DPI, with titers (IgG) between 1024 and 16384. At 119" DPI
and then leveled off in the chronic phase of toxoplasmosis (IgG <1024) in all infected
females. After the goats remained asymptomatic re-infections. Significant increases in
securities IgG (= 1024) occurred in 28", 7" and 3" DPR, in groups |, II, Il respectively
(P <0.05). Severe reproductive disorders were observed only in re-infected goats, as
well as certain histological lesions (kidney and liver) in their offspring. IgG antibody titers
were recorded in all offspring of goats re-infected. Tissue parasitism by T. gondii was
diagnosed in both infected and re-infected goats and their offspring in the bioassay and
PCR. In summary, the results show that congenital toxoplasmosis may occur in

persistently infected goats and in goats re-infected.

Keywords: congenital toxoplasmosis, pregnant goats, reinfection.
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1 INTRODUGAO E REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Aspectos gerais do Toxoplasma gondii

T. gondii foi descrito pela primeira vez em coelhos por SPLENDORE (1908), em
Sao Paulo, Brasil, e por NICOLLE & MANCEAUX (1908), na Tunisia, em um pequeno
roedor, o Ctenodactylus gundii. Em 1909, NICOLLE & MANCEAUX determinaram o
nome cientifico deste parasito. O nome genérico Toxoplasma refere-se a sua forma (do
grego taxon = arco) e o especifico gondii refere-se ao pequeno roedor.

Trata-se de um protozoario pertencente ao filo Apicomplexa, ordem Coccidia,
intracelular obrigatério, facultativamente heteroxeno. E considerado um dos parasitos
de melhor adaptacdo a diferentes hospedeiros, entre eles incluem-se vertebrados
aéreos (passaros), mamiferos marinhos (baleias e golfinhos), herbivoros e carnivoros
terrestres (roedores, animais de caga, animais de produgédo e o homem), ndo possuindo
restricdo geografica (CARRUTHERS, 2002).

Embora exista variabilidade entre as propriedades bioldgicas de diferentes cepas
de T. gondii (SU & DUBEY, 2006; PENA et al., 2008), que influenciam na sua
patogenicidade (CRISTINA et al., 1991; HOWE & SIBLEY, 1995), ha apenas o
reconhecimento de uma espécie deste género (TENTER & JOHSON, 1997). As
diferentes cepas de T. gondii virulentas e avirulentas isoladas (SU & DUBEY, 2006;
PENA et al.,, 2008), apresentam esta classificacdo, com base na resisténcia ou
susceptibilidade do modelo experimental camundongo (BOHNE et al., 1993). De acordo
com a estrutura genética do T. gondii ha trés tipos clonais existentes: tipo I, Il e Il
(HOWE & SIBLEY, 1995). As cepas do tipo clonal | sdo altamente virulentas, enquanto
que as do tipo Il e Ill apresentam baixa viruléncia em camundongos (CAVALCANTE et
al., 2007; MAUBON et al., 2008), tais particularidades influenciam sobre a severidade
da doenca no homem e nos animais.

Em humanos, as cepas do tipo | desenvolvem uma infeccdo aguda e estéo
relacionadas a toxoplasmose congénita (HOWE & SIBLEY, 1995; FUENTS et al., 2001)
e ocular (VALLOCHI et al, 2005). Ja o tipo Il leva a infeccéo crénica (MAUBON et al.,
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2008) e apresenta-se mais prevalente em pacientes com sindrome da imunodeficiéncia
adquirida — AIDS (FUENTS et al., 2001).

HOWE & SIBLEY (1995) relatam que a frequéncia das cepas do tipo Il € maior
em animais e esta associada a casos de infec¢des crbnicas e subclinicas.

O ciclo evolutivo do T. gondii apresenta trés formas principais de infecgao:
oocistos (contendo dois esporocistos e quatro esporozoitos); taquizoitos, de rapida
multiplicacéo (infec¢cdo aguda) e bradizoitos em cistos teciduais (infecgdo crénica). Em
sua biologia, os felideos, em especial os gatos domésticos, sdo considerados como
hospedeiros definitivos, enquanto que os demais animais de sangue quente mostram-

se como hospedeiros intermediarios deste coccideo (Figura 1).
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Figura 1. Ciclo de vida do Toxoplasma gondii. Fonte: DUBEY (2004).

Os felideos podem se infectar pela ingestdo de qualquer uma das trés formas
evolutivas (Figura 1), sendo a ingestdo de cistos com bradizoitos (carnivorismo), a via
mais frequente de infecgdo (SWANGO et al., 1989), ainda, nestes animais ocorre o ciclo
entero-epitelial com esquizogonia e gametogonia, culminando com a fecundagao e
produgdo de oocistos (WONG & REMINGTON, 1993). Apos a ingestdo, no trato
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digestdrio a parede do cisto ou do oocisto se rompe, por agdo enzimatica, liberando as
formas infectantes de bradizoitos e esporozoitos, respectivamente. As formas
infectantes penetram nas células do epitélio intestinal, multiplicam-se por reproducéo
assexuada (merogonia), havendo desenvolvimento de varias geragbes (DUBEY e
FRENKEL, 1972). Em seguida ocorre a reprodugcdo sexuada, com a producdo de
gametas masculinos, moéveis (microgametas) e de femininos, imoéveis (macrogametas).
Os macrogametas permanecem nas células e os microgametas saem e vao ao
encontro dos primeiros, ocorrendo a fecundagéo e formac¢ao do ovo ou zigoto, que se
desenvolve em oocisto imaturo (ndo infectante). Estes saem com as fezes e se tornam
infectantes (esporulados) apds quatro dias, dependendo de condigbes de umidade e
temperatura.

O termo taquizoito (tachos, do grego, rapido) descreve o estagio no qual o T.
gondii se multiplica rapidamente em diferentes células do hospedeiro, destacando-se as
do sistema mononuclear fagocitario, parenquimatosas e epitélio intestinal (FRENKEL,
1973). Essa replicagao processa-se até que a estrutura celular seja destruida e a forma
infectante liberada atinja novos tecidos (PETRAK & CARPENTER, 1965).

A sequir, estas formas infectantes agregam-se umas as outras formando cistos
no interior das células e comegam a se multiplicar mais lentamente e se acumulam nos
tecidos (neural, ocular e musculares esquelético e cardiaco), sendo entdo denominados
de bradizoitos. Ambos os estagios evolutivos do T. gondii (taquizoitos e bradizoitos)
apresentam morfologias semelhantes, no entanto s&o fisiologicamente distintos
(MONTOYA e LIENSENFELD, 2004).

O termo bradizoito (brady, do grego, lento) também foi dado por FRENKEL
(1973). No interior dos cistos, estas estruturas estdo protegidas contra a acéo do
sistema imune e de drogas (infecgdo latente ou crbnica) e podem perpetuar por varios
anos (SAWANGO et al., 1989).

O agente utiliza-se de estruturas de superficie e do complexo apical para
penetrar na célula hospedeira. Ao aderir a célula, por meio de receptores de superficie
(SAG-1), o protozoario orienta seu complexo apical de forma a criar uma juncéo

intracelular, formando um vacuolo (HUYNH et al., 2003). Esse modo de invasao usa um
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minimo de exposicdo de antigenos, o que dificulta o reconhecimento pelo sistema
imune (HIRAMOTO et al., 2001). Dessa forma o parasito replica-se e se dissemina para
varios tecidos como o sistema nervoso central, olhos, placenta, musculatura esquelética
e cardiaca, por via circulatéria (MONTOYA e LIENSENFELD, 2004).

O grau de destruicdo das células e posterior doenga dependem do equilibrio
entre os estagios evolutivos do T. gondii e da habilidade do hospedeiro em inibi-los.
Com o avanco da infecgao toxoplasmica, o organismo desenvolve uma resposta imune
complexa que envolve duas etapas: celular e humoral (DA SILVA & LANGONI, 2009),
intimamente relacionadas ao estagio da toxoplasmose. Segundo BOOTHROYD (2009)
as técnicas sorolégicas auxiliam no diagnostico das fases aguda e cronica desta
protozoonose. Estas fases podem ser determinadas por meio da analise de
imunoglobulinas (ROBERTS et al., 2001; VITOR et al., et al., 1999; SANTANA et al.,
2010).

As vias mais frequentes de transmissédo do T. gondii para os hospedeiros sao:
infeccao transplacentaria, por meio de taquizoitos circulantes, principalmente no tergo
final da gestacdo (DUBEY e TOWLE, 1986; MAMIDI et al., 2002); ingestdo de agua
contaminada (ARAMINI et al., 1998; ARAMINI et al., 1999) e alimentos contaminados
com oocistos esporulados oriundos de fezes de gato e ingestdo de cistos teciduais em
carnes cruas e/ou mal cozidas (DA SILVA et al., 2000).

Outras vias de transmissdo menos frequentes ja foram descritas: ingestdo de
leite ndo pasteurizado (RIEMANN et al., 1975; SACKS et al., 1982; CHIARI et al.,1984);
acidentes laboratoriais (WONG & REMINGTON, 1993), transfusdo sangiinea
(FIGUEROA-DAMIAN, 1998) e transplante de 6rgdos (MUNIR et al., 2000).

1.2 Importancia da toxoplasmose em humanos

Em seres humanos a infeccéo toxoplasmica € comum e, frequentemente, ndo ha
manifestacdes clinicas, entretanto, em alguns casos pode desencadear doenca severa,
principalmente na forma congénita (DUBEY, 1993). E importante frisar que, a

toxoplasmose congénita ocorre quando a infec¢ao toxoplasmica é adquirida durante a
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primeira gestacdo e em outros dois momentos, quando ha reativacdo da infecgéo
crbnica devido a uma doenga imunossupressiva ou quando esta ocorre antes da
concepgédo (MONTOYA & ROSSO, 2005).

A mortalidade devido a toxoplasmose pode ocorrer tanto em neonatos (forma
congénita) como em individuos que apresentam severa imunossupressao iatrogénica
devido a transplantes, tratamentos de neoplasias e dialise renal (SAAD et al., 1996) ou
que sofram de enfermidades imunossupressoras como doengas auto-imunes ou a
sindrome de imunodeficiéncia adquirida — AIDS (SMITH, 1993).

A principal consequéncia clinica da infecgéo por T. gondii € o aborto no terco final
da gestacao, observado tanto em mulheres quanto em ovelhas, cabras, porcas, vacas e
cadelas (DUBEY & TOWLE, 1986; TENTER et al. 2000; MAMIDI et al., 2002).

Calcula-se que um terco, ou mais, da populagdo humana possua anticorpos
contra T. gondii (DUBEY & BEATTIE, 1988; TENTER et al., 2000, HILL & DUBEY,
2002). As taxas de infecgdo por T. gondii apontadas para a populagdo mundial variam

em diferentes paises (Tabela 1).
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Segundo dados da Secretaria de Vigilancia em Saude, do Ministério da Saude, a
prevaléncia de toxoplasmose em mulheres em idade reprodutiva € de 37,00% a 58,00%
na Europa Central, 51,00% a 72,00% nos paises Latino-Americanos e 37,00% a
91,00% no Brasil (BRASIL, 2012a). Foram notificados, ainda, surtos de toxoplasmose

na populagao brasileira, em diferentes regides do pais (Tabela 2).

Tabela 2. Surtos de toxoplasmose humana notificados nas regides Sul e Centro-Oeste,
Brasil, entre 2002 a 2006. CPPAR/FCAV/UNESP, Jaboticabal, SP, Brasil,

2012.
Ano do N° de
Regiao Estado Cidade Referéncia
surto casos
Parana Santa Isabel do Ivai 2002 426  ALMEIDA et al. (2011)
Sul Rio Grande Santa Vitéria do
2005 10 ALMEIDA et al. (2006)
do Sul Palmar
Centro Goi Anapolis 2006 168 RENOINER et al. (2007)
oias
-Oeste Goiania 2006 11 BRASIL (2012b)

Salienta-se que a via mais frequente de transmisséo da toxoplasmose ao homem
€ a ingestao de cistos por meio de produtos de origem animal, principalmente quando
estes sdo ingeridos crus ou sem um tratamento térmico adequado (COOK, 2000; DA
SILVA et al., 2000; ALMEIDA et al., 2006; RENOINER et al., 2007; JONES et al., 2009;
ALMEIDA et al., 2011).

Em animais destinados ao consumo humano no Brasil, 9,60% dos suinos
(SUAREZ-ARANDA et al., 2000), 19,25% dos bovinos e 24,50% dos ovinos (HASHEMI-
FESHARKI, 1996), apresentaram positividade para o T. gondii, o0 que demonstra a
importancia do consumo de carne como uma das fontes de contaminagcdo humana,
caso nao haja coccdo adequada do alimento (DUBEY, 1996). Na Europa, mais de
50,00% da carne de ovinos e suinos, pesquisada por ACHA & SZYFRES (1986)

apresentaram-se parasitadas pelo T. gondii.



28

Nos EUA estima-se que mais de 60 milhdes de pessoas sejam infectadas por T.
gondii e este parasito € considerado a principal causa de morte atribuida a doengas
transmitidas por alimentos (NHANES, 2012).

Em estudos realizados em produtos de origem caprina verificaram que tanto o
leite (RIEMANN et al, 1975; DUBEY et al., 1980; SACKS et al., 1982; CHIARI et al.,
1984; VITOR et al., 1991; DUBEY, 1994; JONES et al., 2009) quanto a musculatura de
animais (DUBEY, 1980; PEPIN et al., 1997) apresentaram-se contaminados por T.
gondii.

1.3 Importancia da toxoplasmose caprina

A toxoplasmose caprina constitui-se de um grave problema de saude publica,
uma vez que, a transmisséo de T. gondii ao homem ocorre tanto pela ingestédo de leite e
carne contaminados, inadequadamente preparados (RIEMANN et al, 1975; DUBEY et
al., 1980; SACKS et al, 1982; CHIARI et al., 1984; VITOR et al., 1991; DUBEY, 1994;
PEPIN et al., 1997; TENTER et al, 2000; JONES et al., 2009), quanto em virtude de
medidas sanitarias incorretas quando do manejo dos animais (ISHAG et al., 2008).
Aliando-se a isto ha as consequéncias reprodutivas, principalmente o aborto no tergo
final da gestacdo que afeta tanto mulheres quanto as fémeas domésticas, inclusive as
cabras (DUBEY & TOWLE, 1986; TENTER et al. 2000; MAMIDI et al., 2002).

Nos Estados Unidos, FELDMAN & MILLER (1956) encontraram a primeira prova
da toxoplasmose em rebanhos caprinos e MUNDAY & MASON (1979), na Australia,
relataram as primeiras descricdes sobre esta enfermidade, como importante causa de
prejuizos reprodutivos em caprinos.

Os danos ocorrem tanto em animais jovens como nos adultos (DUBEY, 1987).
Além disso, cabras adultas e de ragas puras apresentam maiores riscos de infecgédo por
T. gondii, quando comparadas a animais jovens e mesticos (CAVALCANTE et al., 2008;
CARNEIRO et al., 2009).

As perdas reprodutivas relacionadas a toxoplasmose caprina envolvem

reabsorcédo embrionaria, aborto, mumificacdo, natimortalidade, nascimento de crias
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fracas, deformidades corporais €, também nas aparentemente normais infectadas com

T. gondii. A morte de cabras jovens e adultas pode ocorrer devido a complicagbes
recorrentes a esta zoonose (DUBEY, 1987; DUBEY & ADAMS, 1990).

Em cabras infectadas com T. gondii durante o primeiro tergco gestacional
(primeiros 50 dias), a parasitemia ocorre na primeira semana da gestacéo, a placenta
apresenta patogenia na segunda semana e os fetos na terceira semana de gestacao
(VOGT ENGELAND et al.,, 1996). As consequéncias reprodutivas desta infeccéo
resultam em morte fetal com subsequente reabsor¢do, aborto, mumificacdo e
natimortalidade ou nascimento de crias fracas ou aparentemente normais (VOGT
ENGELAND et al., 1996). Quando a infeccao toxoplasmica ocorre no terco médio da
gestacao (entre 70 a 90 dias), aumentam as chances de abortos e natimortalidades
(BEVERLEY e WATSON, 1971; WATSON e BEVERLEY, 1971; MILLER et al., 1982).
Enquanto que no final da gestacao (>110 dias) as parigbes ocorrem normalmente, com
a probabilidade de nascimento de crias infectadas por T. gondii (WATSON AND
BEVERLEY, 1971; BLEWETT et al., 1982; MILLER et al., 1982).

Em relagdo ao aborto, este pode ocorrer nas cabras, a qualquer momento, apos
o 9° dia pés-infecgao toxoplasmica (DUBEY, 1988) e esta intimamente relacionado ao
tipo de cepa infectante.

Vale frisar que a toxoplasmose constitui a segunda maior causa de abortos em
caprinos na Frangca (CHARTIER & MALLEREAU, 2001) e na Suica (CHANTON et al.,
2002).

Nas cabras este protozoario ao invadir a placenta, causa necrose focal com
deposicao mineral nos cotilédones, que afeta diretamente a fungdo enddcrina placenta-
feto (FREDRIKSSON et al., 1990; VOGT ENGELAND et al., 1996). Nos fetos, T. gondii
tem um tropismo pelo sistema fagocitico-mononuclear, que leva a formagédo de
pseudocistos, que atingem a circulagdo sanguinea e se alojam, principalmente, no
sistema nervoso central e ocular (LUFT, 1989).

As taxas de infecgao toxoplasmica descritas para caprinos s&o variaveis (Tabela
3) e isto se deve, principalmente, ao tipo de teste soroldgico utilizado, a regiao e a idade
dos animais estudados (DUBEY, 1990).
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A prevaléncia de toxoplasmose observada em rebanhos caprinos (Tabela 3)
evidencia que a disseminagao desta enfermidade podera limitar o desenvolvimento da
caprinocultura e afetar os indices de produtividade, os quais em 2010 atingiram uma
producdo de 30 mil toneladas de carne e mais de 148 milhdes de litros de leite
(FAOSTAT, 2012). Isso induz a necessidade de um planejamento em saude animal,
conscientizagdo dos produtores para transformar seu produto em fator positivo para a
saude animal e publica e para atender as exigéncias sanitarias (MAINARDI et al.,
2003).

O diagnodstico da toxoplasmose caprina pode ser feito por meio de diferentes
técnicas sorologicas (Tabela 3), entre estas, a reagdo de imunofluorescéncia indireta
(CAMARGO, 1964; GARCIA, et al, 1999;. FIGLIUOLO et al, 2004; FARIA et al, 2007)
tem-se mostrado efetiva na titulagdo de anticorpos.

Os resultados dos titulos de anticorpos podem indicar uma infeccéo ativa,
quando os titulos contra T. gondii s&o superiores a 1024 e abaixo deste limiar séo
indicativos de infecgéo crénica (DUBEY & KIRKBRIDE, 1989).

Muitas vezes, o desenvolvimento de reposta imune sem manifestagdes clinicas é
comum na toxoplasmose caprina (MACHADO & LIMA, 1987). No entanto, a alteragao
na temperatura corporal é observada em animais infectados por T. gondii (DUBEY et
al., 1980; DUBEY, 1988; ESTEBAN-REDONDO et al., 1999; ROSA et al., 2001;
AbouZEID et al., 2010; SANTANA et al., 2010).

A fase crbnica ou pregressa € a forma mais comum de toxoplasmose
(CAMARGO et al, 1991), caracterizada pela presenca de imunoglobulinas da classe G.
Este marcador sérico é frequentemente utilizado em medicina veterinaria (MACHADO &
LIMA, 1987; VIDOTTO et al., 1990; GONDIM et al, 1999, VITOR et al, 1999; MAINARDI
et al, 2003, SILVA et al, 2003; FIGLIUOLO et al, 2004;. FARIA et al, 2007;
CAVALCANTE et al, 2008;. CARNEIRO, 2009; AbouZEID et al, 2010, SANTANA et al,
2010; GARCIA et al., 2012a; GARCIA et al., 2012b).

Outros métodos de diagnostico da toxoplasmose, tais como histopatologia,
bioprova e reacdo da polimerase permitem identificar o parasitismo tissular em

caprinos.
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Estudos avaliaram a distribuicdo de T. gondii nos tecidos e fluidos das cabras,
fetos e crias (DUBEY, 1981; DUBEY; 1988; AbouZEID et al., 2010; MARQUES et al.
2011). Taquizoitos de T. gondii foram isolados da mucosa vaginal, saliva, secre¢ao
nasal e urina de caprinos experimentalmente infectados (GALUZO, GOLOSOV &
GORBUNOVA, 1970).

As alteragdes histopatoldégicas mais comumente encontradas em caprinos séo:
necrose placentaria, encefalomielite, lesbes hepaticas e no miocardio do feto (DUBEY,
1988).

A bioprova em camundongos é uma das técnicas laboratoriais mais utilizadas
para a confirmacgao da infecgédo toxoplasmica em animais (DUBEY, 1980; DUBEY et al.,
1980; DUBEY, 1989; KANETO et al., 1997; ESTEBAN-REDONDO et al., 1999; DA
SILVA & LANGONI, 2001; ROSA et al., 2001; GARCIA et al., 2006; CAVALCANTE et
al., 2007; BRESCIANI et al., 2009; LOPES et al., 2009b; RAGOZO et al., 2009;
SANTANA et al., 2010; COSTA et al., 2011; LOPES et al., 2011; GARCIA et al., 2012b).
Diferentes estudos consideram esta técnica como a melhor no diagnostico da
toxoplasmose (ROSA et al., 2001; GARCIA et al., 2006; LOPES et al., 2009b).

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) que se baseia na ampliacdo das
sequéncias especificas de DNA (HOLLIMAN, 1994), permite detectar o parasito tanto
em tecidos de animais adultos (ESTEBAN-REDONDO et al., 1999; DA SILVA &
LANGONI, 2001; GARCIA et al., 2006; CAVALCANTE et al., 2007; MOURA et al., 2007;
ZIA-ALI et al., 2007; VELMURUGAN, et al., 2008; ARANTES et al. 2009; SILVA et al.,
2009; AbouZEID et al., 2010; SANTANA et al., 2010) quanto em tecidos de animais
jovens (HURTADO et al., 2001; BRESCIANI, et al., 2009; GUTIERREZ et al., 2010;
MORAES et al., 2011b; MARQUES et al.,, 2011; WIENGCHAROEN et al., 2011). A
técnica da PCR pode ser um método vantajoso, quando associado a outro meio de
diagnéstico (STEUBER et al., 1995; ELLIS 1998).
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1.4 Justificativa

A importancia da toxoplasmose em animais decorre, em primeiro lugar, pelo fato
dos hospedeiros parasitados servirem de fonte direta ou indireta de infeccdo ao homem
e, em segundo, pelas diversas alteragdes reprodutivas como o aborto, a mortalidade
neonatal e os defeitos congénitos consequentes a esta enfermidade, que representam
significativos prejuizos em animais de interesse econémico (SAWADOGO et al., 2005;
YU et al., 2007) e de companhia (BRESCIANI et al.,1999).

As pesquisas com a utilizacdo de animais de producéo tém por intuito principal
promover descobertas que visem resguardar a integridade fisica e sanitaria destes, e
consequentemente, inviabilizar ou atenuar a transmissdo de enfermidades como a
toxoplasmose, ao homem. Dentre os animais de produgao, os caprinos juntamente com
0s suinos, ovinos e coelhos sdo mais comumente infectadas pelo T. gondii, quando
comparados a bovinos e equinos (DUBEY & HAMIR, 2002).

Embora muitos trabalhos tenham sido realizados em caprinos para comprovar a
infeccao toxoplasmica (DUBEY et al., 1980; DUBEY, 1988; DUBEY, 1989; ROSA et al.,
2001; ZIA-ALI et al., 2007; CAVALCANTE et al., 2007; VISWANATHAN et al., 2008;
RAGOZO et al., 2009; SILVA et al., 2009; AbouZEID et al, 2010, SANTANA et al, 2010),
desordens reprodutivas, tais como lesdes placentarias (DUBEY et al., 1980; DUBEY,
1988; DUBEY, 1989; AbouZEID et al., 2010); transmissdo congénita (DUBEY et al.,
1980; ABOUZEID et al, 2010) e sexual (SANTANA et al, 2010), e modelos
experimentais utilizando infecgbes experimentais com oocistos de T. gondii, por via oral,
em cabras gestantes, em diferentes fases gestacionais, sdo recomendados por DUBEY
et al. (1980). Ainda s&o inexistentes os estudos que comprovem as consequéncias de
uma reinfecgéo por este coccideo, nesta espécie animal.

A possivel reinfeccdo toxoplasmica em individuos imunocompetentes e
primoimunizados frente a infecgé&o primaria por T. gondii tem sido amplamente estudada
em camundongos (REYKVAM & LORENTZEN-STYR, 1976; FORTIER et al.,, 1991;
ARAUJO et al., 1997; DAO et al., 2001; ELBEZ-RUBINSTEIN et al., 2005; DZITKO et

al., 2006). Além disso, estes autores sugerem que novos estudos sejam feitos em



34

outros modelos animais, uma vez que, este novo ponto de vista cientifico &€ de
fundamental importancia na medicina humana e veterinaria.

Em contra partida, FRENKEL (1990) afirma que em humanos a infecgéo
toxoplasmica gera forte imunidade a reinfecgdo, limitando uma futura transmisséo
congénita durante as proximas gestagcbes, sendo que qualquer crianca
subseqlientemente gerada nao sera infectada.

Por outro lado, pesquisas recentes em medicina veterinaria foram realizadas
para avaliar a reinfeccao por T. gondii tanto em animais de companhia (BRESCIANI et
al., 2009), quanto em animais de producédo (SANTOS, 2012).

A elevada susceptibilidade dos caprinos a infeccao toxoplasmica (Tabela 3), a
grande possibilidade destes animais se reinfectarem com T. gondii a inexisténcia de
literatura sobre as consequéncias reprodutivas em cabras gestantes, decorrentes de
uma reinfeccao, bem como a importancia desta espécie animal como fonte de alimento
e renda para muitas populagdes, motivaram a realizagcao deste projeto de pesquisa. A
confirmacao de transmissao vertical por T. gondii, apds a reinfec¢ao, contribuirdo para
elucidar a elevada disseminagao desta zoonose, nesta espécie animal, responsavel por

enormes prejuizos a caprinocultura mundial.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Estudar a transmissdo congénita em cabras, infectadas e reinfectadas

experimentalmente com oocistos de Toxoplasma gondii, em trés fases gestacionais.
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2.2 Objetivos especificos

» Comprovar se a imunidade adquirida na primoinfecgcdo protege a cabra, quando
reinfectada, contra disturbios reprodutivos (abortos e/ou transmisséao transplacentaria).

» Compilar dados clinicos e laboratoriais para melhor conhecimento da reinfeccéo
toxoplasmica em caprinos.

» Auvaliar a resposta imune humoral das fémeas (soro) reinfectadas e crias (soro e/ou
fluido pleural) por meio da Reagéo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI).

» Pesquisar por meio de técnicas laboratori

« ais (histopatologia, bioprova e PCR) a presenca de T. gondii em amostras teciduais
(sistema nervoso central, pulmdes, coragao, figado, bago, rins, musculatura esquelética,
ovarios, utero e placenta) colhidas das cabras infectadas, reinfectadas e seus

respectivos cabritos e/ ou cabritas.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local do estudo

O experimento foi conduzido no Setor de Pequenos Ruminantes, do CPPAR -
Centro de Pesquisas em Sanidade Animal, da Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias (FCAV), da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”
(UNESP), Campus de Jaboticabal, Estado de S&o Paulo, Brasil (Figura 2). O Setor
possui baias coletivas, providas de solario, piso ripado de madeira, comedouros e

bebedouros.
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Silva, H.M.

Setor de Pequenos Ruminantes. GPPAR/ FCAV/ UNESP, Jaboticabal, SP, Brasil.

Figura 2. Vista parcial do Setor de Pequenos Ruminantes, do CPPAR/FCAV/UNESP.
3.2 Manejo sanitario e nutricional dos caprinos

O manejo sanitario das instalacdes foi realizado rigorosamente a cada 24 horas,
por meio da limpeza das baias, remocado das fezes, lavagem dos bebedouros e
comedouros, troca diaria de agua e retirada de sobras de alimento. As fémeas foram
mantidas em baias coletivas e os reprodutores foram alojados individualmente. Todas
as baias foram, previamente, desinfectadas com vassoura de fogo.

As medidas sanitarias adotadas para os animais foram exames quinzenais
coproparasitologicos (OPG) e sorologicos para doengas infecciosas que pudessem
causar desordens reprodutivas, tais como neosporose, brucelose e leptospirose que
viessem a comprometer os estudos com T. gondii. Nao foram realizadas vacinagdes e
nem tratamento anti-helmintico nos animais.

A alimentacao fornecida duas vezes ao dia, foi composta de silagem de milho,
feno de tifton, sal mineral (Purinafés Caprinos®) e ragao balanceada (Caprinotech®) na
quantidade de 500 g/dia/cabra e 600 g/dia/reprodutor. A propor¢cdo volumoso:

concentrado foi de 70:30. Agua potavel e sal mineral foram fornecidos ad libitum.



37

3.3 Sele¢édo dos caprinos

Neste estudo, todos os procedimentos utilizando animais estdo de acordo com
os principios Eticos de Experimentagdo Animal, adotado pelo “Guide for the Care and
Use of Agricultural Animals in Research and Teaching (2010)".

O projeto do estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA), FCAV/UNESP (Protocolo n° 010192).

3.3.1 Fémeas

Foram selecionadas 25 fémeas, mesticas (% Boer 74 Saanen), nao gestantes, em
idade reprodutiva (18 meses a trés anos), negativas para toxoplasmose, neosporose,
brucelose e leptospirose (Figura 4). Para o processo seletivo das mesmas foram
realizados exames clinicos, ultrassonograficos e sorolégicos em 104 animais,
pertencentes a trés propriedades rurais, mas apenas foram adquiridos animais
saudaveis, oriundos da Fazenda Oncga, localizada no municipio de Monte Santo de
Minas, Estado de Minas Gerais.
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Figura 3. Fémeas selecionadas. CPPAR/FCAV/UNESP.
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3.3.2 Reprodutores

Foram adquiridos, ainda, da mesma propriedade, dois reprodutores Boer, puros
de origem, com 18 meses e quatro anos de idade, com peso médio de 80 kg,
clinicamente saudaveis e sorologicamente negativos para as doencgas reprodutivas
supracitadas (Figura 5). A relacdo macho: fémea deste estudo, pode ser considerada

suficiente para garantir bons indices reprodutivos.

Figura 4. Reprodutores selecionados. CPPAR/FCAV/UNESP.

3.4 Delineamento experimental

A execugdo das etapas experimentais seguiu um cronograma pré-estabelecido
(Figura 3). Inicialmente, procedeu-se a selecao e aquisicdo de caprinos negativos para
doencas reprodutivas (toxoplasmose, neosporose, brucelose e leptospirose),
clinicamente saudaveis e nao gestantes. Apds este processo, os animais selecionados
foram transferidos para o local do experimento, onde passaram por um periodo de

quarentena, submetidos a avaliagbes clinicas e soroldgicas.
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Figura 5. Cronograma para infeccdo e reinfeccdo experimental com oocistos de
Toxoplasma gondii em cabras. CPPAR/FCAV/UNESP.

No dia zero (D0), imediatamente antes da primoinoculagédo com oocistos de T.
gondii, ocorreu de forma aleatoria a distribuicdo das fémeas nédo gestantes aos grupos
experimentais (Tabela 4) e foram realizados, periodicamente, exames clinicos e
sorolégicos.

Apbs as inoculagbes as fémeas foram transferidas para cinco baias, de acordo

com 0s grupos experimentais.

Tabela 4. Delineamento experimental de cabras nédo infectadas, infectadas (cepa ME
49) e reinfectadas (cepa VEG) com oocistos de Toxoplasma gondii.

CPPAR/FCAV/UNESP.
Infecgéo experimental Reinfecgéo experimental
Numero
. (cepa ME 49) (cepa VEG)
Grupo de Sorologia* - -
Oocistos Titulo (RIFI-IgG) Oocistos Titulo (RIFI-IgG)  pias de
cabras "
(1 mL) T. gondii (1 mL) T. gondii gestagéo
I 5 Negativo 2,5 x 10° =264 2,5x10° <1024 40
I 5 Negativo 2,5 x 10° 264 2,5x10° <1024 80
1] 5 Negativo 2,5 x 10° =264 2,5x10° <1024 120
v 5 Negativo 2,5 x 10° =64 SFE <1024 -
\Y 5 Negativo SFE Negativo SFE Negativo -

*Sorologia: toxoplasmose, neosporose, brucelose e leptospirose, no dia zero (antes da primoinoculagao).

SFE: Solugéo Fisiologica Estéril.
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Quando ficou confirmado que as cabras primoinfectadas eram portadoras de
infeccao toxoplasmica cronica (RIFI - IgG <1024), iniciou-se 0 manejo reprodutivo em
todas as fémeas. Confirmada a gestacao, procedeu a reinoculagdo com oocistos de T.
gondii em cabras cronicamente infectadas, em trés fases gestacionais (Tabela 4).

Apbs as paricdes espontdneas as cabras e suas respectivas crias foram
eutanasiadas e necropsiadas para colheita de tecidos para a pesquisa de parasitismo
por T. gondii. Em cada cria foi colhido sangue e/ ou fluido pleural (apés o nascimento)
para a realizagdo da RIFI, salienta-se que as crias ndo ingeriram o colostro antes das

colheitas sanguineas.
3.5 Cepas de Toxoplasma gondii

Foram utilizadas duas cepas de T. gondii: na primoinfeccéo a cepa gendtipo Il -
ME 49 e na reinfecc¢do a cepa genétipo Il - VEG.

Os oocistos de T. gondii (cepas ME 49 e VEG) utilizados nos desafios dos
animais, gentilmente cedidos pelo Prof. Dr. Jodo Luis Garcia, do Laboratério de

Zoonoses e Protozoologia Animal, da Universidade Estadual de Londrina.

3.6 Infeccao e reinfeccdo experimentais com oocistos de Toxoplasma

gondii

Vinte fémeas nao gestantes (grupos |, Il, Il e IV) foram inoculadas, via oral, com
oocistos de T. gondii, por meio de seringa plastica, na dose de 1 mL (2,5 x 10° oocistos
de T. gondii cepa ME 49), conforme o delineamento experimental descrito na Tabela 4.
As cinco fémeas restantes foram mantidas como grupo controle negativo n&do inoculado
com oocistos de T. gondii (GV).

A reinfecgdo experimental foi realizada utilizando-se 2,5 x 10° oocistos de T.
gondii da cepa VEG, via oral, em 15 fémeas gestantes infectadas (cepa ME 49) que

apresentavam titulos de anticorpos, contra T. gondii (RIFI-IgG), menor que 1024
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(infeccdo crénica). As demais fémeas gestantes constituiram os grupos controles
positivo e negativo. A reinfecgcdo ocorreu em diferentes estagios da gestacéo (Tabela
4).

Posteriormente, as inoculagbes e reinoculagdes experimentais foram
administrados 10 mL de solucéo fisiologica estéril, em cada animal, para lavagem das

paredes da seringa, onde eventualmente os oocistos pudessem estar aderidos.

3.7 Exames clinicos e laboratoriais nos caprinos

Nos dias 0 (antes da inoculacéo), 3, 6, 9, 15, 21 e a cada sete dias pos-
inoculacéo (DPI) foram realizadas nas fémeas avaliagdes clinicas (frequéncias cardiaca
e respiratoria, temperatura retal, movimentos ruminais, inspecdo de linfonodos e
condicao corporal), segundo FEITOSA (2008) e colheitas sanguineas (10mL/ cabra) por
meio da venopunc¢ao da jugular, utilizando tubo a vacuo sem anti-coagulante.

Na reinfeccdo experimental as fémeas foram submetidas a exames clinicos e
colheitas de sangue do 3° dia p6s-reinoculacéo (DPR) e, semanalmente, até o término
da gestacao.

As amostras sanguineas foram processadas em centrifuga clinica modelo 80-2b
(Centribio), a 1500 rpm, durante 10 min e os soros sanguineos obtidos, congelados a

aproximadamente -20 °C até a realizacdo dos exames sorologicos.

3.7.1 Sorologia

A técnica sorologica empregada para detecgao de anticorpos contra T.gondii foi
a Reacdo da Imunofluorescéncia Indireta - RIFI (CAMARGO, 1964), utilizando-se
conjugado anti-IgG especifico para caprinos (Sigma Chemical — F9012), marcado com
isotiocianato de fluoresceina. As laminas utilizadas na RIFI foram confeccionadas a
partir de antigenos provenientes da cepa RH (SABIN, 1941), mantida no
CPPAR/FCAV/UNESP.
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Estabeleceu-se como amostras positivas soros que apresentavam titulos de
anticorpos IgG anti-Toxoplasma iguais ou superiores a 64 (FIGUEIREDO et al., 2001).
A partir destes resultados, os soros de todos os animais, foram diluidos até 1:16.384,
em todas as datas experimentais. Estes exames foram realizados no CPPAR/
FCAV/UNESP, na mesma periodicidade estabelecida para as avaliagdes clinicas.

O diagnéstico da presencga de anticorpos contra Neospora caninum foi realizado
no Laboratério de Imunodiagnostico, do Departamento de Patologia Veterinaria,
FCAV/UNESP. Para tal, utilizou-se a RIFI (CONRAD et al. 1993), sendo considerados
positivos (FIGLIUOLO et al., 2004) caprinos com titulos soroldgicos a partir de 50, que
foram, consequentemente, descartados do experimento.

Os exames soroldgicos para detectar anticorpos contra Brucella e Leptospira
foram realizados no Laboratério do Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva e
Reprodugcdo Animal, FCAV/UNESP. A técnica do antigeno acidificado tamponado,
também conhecida como teste do rosa bengala ou “Card Test” (ALTON et al., 1988) foi
empregada para o diagnéstico da brucelose. Neste teste, as mesmas quantidades de
soro e de antigeno (0,03 mL) foram colocadas em contato em placa de vidro para
leitura. A mistura foi homogeneizada e a placa mantida em movimentos rotatorios
durante quatro minutos para observar a ocorréncia, ou ndo, de aglutinagéo bacteriana,
indicativos da soroconverséo.

A prova de soroaglutinacdo microscoépica foi utilizada para o diagnéstico de
leptospirose. Os soros foram testados contra 24 sorovares (Andamana, Brastislava,
Austalis, Butembo, Autumnalis, Castelollonis, Bataviae, Canicola, Whitcombi, Cynopteri,
Grippotyphosa, Sentot, Hebdomadis, Copenhageni, Icterohaemorrhagiae, Javanica,
Panana, Pomona, Pyrogenes, Hardjo, Wolffi, Patoc, Shermani, Tarassovi). O critério
adotado para considerar um soro reagente foi de 50% de aglutinagao no titulo final de
100, ou seja, metade das leptospiras aglutinadas no campo microscépico, observado no
aumento de 100x. A metodologia utilizada para a realizagdo da técnica e interpretagao
do grau de aglutinacao seguiu as recomendacgdes de COLE et al. (1973).

Amostras de fezes foram colhidas diretamente da ampola retal de cada animal,

submetidas a exames coprolégicos individuais, pela técnica de McMaster modificada,
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descrita por UENO & GONCALVES (1998). Os resultados destes exames foram

mensurados em numero de ovos por grama de fezes (OPG).

3.8 Manejo reprodutivo

O manejo reprodutivo teve inicio quando ficou confirmado que as cabras
primoinfectadas eram portadoras de infecgdo toxoplasmica crénica (< 1024 IgG-RIFI,
DUBEY & KIRKBRIDE, 1989). Foi utilizado o tratamento hormonal para indugéo e
sincronizagao da ovulagao (MAIA, 1997) modificado (Figura 6), para que ocorressem 0s

acasalamentos em tempo fixo.

DO D9 D11 D13 Observagio D15
de estro™.
v Implante intravaginal v Cloprostenol — 0,530 mg Rgmolgéct) dos
contendo acetado de (Ciosin ®), via intramuscular. impantes

intravaginais.
medroxiprogesterona — v Gonadotrofina coriénica

60 mg (Progespon ®).  equina — 5000 Ul (Novormon ®),

via intramuscular profunda.
*Acasalamento em tempo fixo (12h pos-estro).

Figura 6. Protocolo de indugéo e sincronizagcéo da ovulagdo em cabras nao infectadas
e infectadas com oocistos de Toxoplasma gondii. CPPAR/FCAV/UNESP.

Na selegao, antes e apds a estacdo de monta, os reprodutores foram submetidos
a exames sorologicos (toxoplasmose, neosporose, brucelose e leptospirose) e
androlégicos, sendo avaliados os seguintes parametros (FONSECA et al., 1992):
volume (mL), aspecto (aquoso, turvo, leitoso, leitoso-espesso, cremoso € cremoso-
espesso), concentragdo espermatica (x10° sptz/mL), motilidade individual progressiva
(MIP, 0-100%), vigor (0-5) e morfologia espermatica. O perimetro escrotal foi medido
com fita métrica milimetrada, e a consisténcia testicular classificada numa escala de 0 a
4, sendo 0= flacida; 1= firme elastica diminuida; 2= firme elastica; 3= firme elastica

aumentada e 4= endurecida (fibrose).
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Os exames androldgicos foram realizados pela empresa Top in Life
Biotecnologia e Genética Animal Ltda., situada a Estrada Velha de Taquaritinga, km 04,
caixa postal 55, Jaboticabal, SP.

Os reprodutores tiveram o peito tingido com uma mistura de p6 xadrez e 6leo
vegetal, para que no momento dos acasalamentos marcassem as fémeas e,
imediatamente, estas fossem transferidas para outra baia.

Na pratica, quando a fémea encontrava-se em estro pela manh3, era realizada a
monta no final da tarde do mesmo dia. Ocorrendo o estro a tarde a fémea era coberta
no dia seguinte pela manhd (GORDON, 1997).

Durante o periodo de acasalamento as fémeas e os reprodutores foram
observados diariamente. Decorridos 35 dias do acasalamento, as fémeas foram
submetidas ao exame de ultrassonografia, via transabdominal, por meio de
equipamento Chison, realizado pela empresa Top in Life Biotecnologia e Genética
Animal Ltda., Jaboticabal, SP. Apd6s a confirmagdo da gestagdo, os exames

ultrassonograficos foram realizados, a cada 15 dias.

3.9 Pesquisa de Toxoplasma gondii nos tecidos das cabras e crias

Apbés o parto, as cabras e suas crias foram eutanasiadas (item 3.8.1) e
necropsiadas, segundo metodologia de CARLTON & DONALD McGAVIN (1998), para
colheita de tecidos para a pesquisa de T. gondii.

Nas cabras foram colhidos os seguintes tecidos: sistema nervoso central (SNC),
pulmbes, coracao, figado, bago, rins, musculo esquelético, ovarios, utero e placenta.

Nas crias, foram colhidos fragmentos teciduais do SNC, pulmdes, coragéo,
figado, bago, rins e musculo esquelético. Além disso, em cada cria foi colhido sangue e/

ou fluido pleural para a realizagao da RIFI.
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3.9.1 Protocolo de eutanasia nos caprinos

O protocolo de eutanasia seguiu a “AVMA Guidelines on Euthanasia — American
Veterinary Medical Association (2007)”.

As cabras e suas crias foram eutanasiadas por meio do seguinte protocolo:
1) Medicagdo pré-anestésica: 1,0 mL de cloridrato de xilazina 2g (Rompum®), via
intramuscular.
2) Anestesia geral: 6 a 10 mg/Kg de tiopental sodico 2,5% (Thiopentax®), via
intravenosa lenta.
3) Eutanasia: 200 mg de lidocaina (Anestésico L®). Com o animal em decubito lateral
sua cabeca foi posicionada em um angulo de 90° em relagdo ao pescogo e desta forma
foi puncionado uma agulha 40 x 16 no espaco intra-tecal da articulagao atlanto-ocipital.
ApoOs a retirada do liguor na mesma quantidade de lidocaina que foi aplicada, o
anestésico foi injetado e a partir deste momento, monitorado o tempo até a parada
cardio-respiratéria dos animais.

A confirmacao da morte foi avaliada por meio de exames clinicos (freqiéncias
cardiaca e respiratoria, reflexos oculares, interdigitais e outros) realizados

imediatamente ap6s a administragdo da lidocaina.
3.9.2 Histopatologia

Para realizagdo dos exames histopatologicos, os tecidos colhidos das cabras e
suas respectivas crias (item 3.8) foram fixados em formol tamponado a 10% durante 24
horas, transferidos para uma solugado de alcool 70% e em seguida emblocados em
parafina histolégica. Os tecidos emblocados em parafina foram submetidos a
microtomia para obtencao de secgdes histoldégicas de 5 um de espessura, estendidas
em laminas sialinizadas e incubadas em estufa a 55° C, por seis horas, para fixacdo dos
cortes. Para desparafinizacédo foi usado xilol, seguido de banhos em alcool

gradualmente hidratados (alcool absoluto, a 95% e a 80%) e em agua destilada.
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As laminas histologicas foram submetidas a técnica de histopatologia (coloracéo
de hematoxilina-eosina), para posterior leitura em microscopia 6ptica, no Laboratério de

Imunopatologia, do Departamento de Patologia Veterinaria, FCAV/UNESP.

3.9.3 Bioprova

Para a realizacédo da bioprova foi feito um “pool” de tecidos (item 3.8) das cabras
e outro das crias, que foram inoculados em camundongos, conforme a metodologia
descrita por DUBEY (1998), para diagnostico da infecgdo toxoplasmica. Os
camundongos foram observados diariamente, por seis semanas (COSTA et al., 1977),
para avaliagcdo da presenca de sinais clinicos sugestivos de toxoplasmose. Pesquisou-
se, ainda, a presenca de anticorpos IgG-RIFI contra T. gondii (CAMARGO, 1964), além
de cistos cerebrais (DUBEY et al., 1998). Foram considerados como amostras
sorologicas positivas (RIFI), os soros de camundongos que apresentassem titulos
iguais ou superiores a 32 (CAMARGO, 1964).

3.9.4 Detecgdo do DNA de Toxoplasma gondii pela PCR

Cada tecido colhido (item 3.8) das cabras e suas crias foram processados,
separadamente, de acordo com a metodologia descrita por FUENTES et al. (1996) e
examinados pela técnica da reacdo em cadeia da polimerase (PCR), no Laboratério de
Biologia Molecular, do Departamento de Higiene Veterinaria e Saude Publica, FMVZ/
UNESP, Botucatu, SP.

A extracdo do acido desoxirribonucléico (DNA) de T. gondii, das amostras
teciduais dos animais, foi realizada por meio de lllustraTM Tissue & Cells Genomic Prep
Mini Spin kit (GE Healthcare, USA). Para as reagcbes de PCR foram empregados os
“primers” descritos por HOMAN et al. (2000) para amplificar um fragmento de 529 bp.
Foram utilizados 0s ‘primers” TOX4
(5'CGCTGCAGGGAGGAAGACGAAAGTTG3)eTOX5(5'CGCTGCAGACACAGTGCATC
TGGATT- 3').
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As reacbes (volume final 25 ul) foram executadas com os seguintes reagentes:
10 mM Tris HCI pH 8,0, KCI 50 mM, MgCI2 1,5 mM, 0,2 mM dNTP, 10 rmol de cada
“‘primer”, 0,2 unidades de Taq DNA polimerase e template 10 ng DNA.

A amplificagdo foi realizada em um termociclador modelo EP Mastercycler

gradient (Eppendorf), de acordo com as seguintes etapas:

1 2 3 4 5 6

94°C | 94°C ;
’ 72°C | 72°C

7 min 1 min :
: 1min {10 min
: 4 °C
x35 — n—

Esquemaisilva, H.M. CPPAR/ FGAV/ UNESP, Jaboficabal, SP, Brasil, 2011.

1 min

AT

A sequéncia foi analisada por eletroforese em agarose 1,5% com SYBR® safe
DNA gel stained (Invitrogen), e gravou usando Gel-Documentation system (UVP, USA),

em um computador compativel.
4 ANALISE ESTATISTICA

O delineamento experimental utilizado foi em parcela subdividida no tempo (“Split
Plot in Time”), considerando-se os grupos (n=5) reinfectados e os controles positivo e
negativo.

Os resultados dos exames sorolégicos (RIFI) e parametros clinicos (frequéncias
cardiaca e respiratéria e temperatura retal) foram analisados por meio dos testes F para
efeito de tratamentos e Tukey a 5% de significancia para as comparag¢des entre as

meédias e os tratamentos (SAS, 1996).
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5 RESULTADOS

5.1 Exames realizados durante a sele¢gdo dos caprinos

Os resultados dos exames clinicos, laboratoriais e ultrassonograficos realizados
nas 104 fémeas, pertencentes as trés propriedades rurais, permitiram selecionar 25
fémeas ndo gestantes, todas pertencentes a uma mesma propriedade, negativas
sorologicamente para toxoplasmose, neosporose, brucelose e leptospirose e com
contagens de OPG inferiores a 500.

Na propriedade C foram selecionados dois reprodutores, saudaveis, negativos
sorologicamente para as mesmas doencas avaliadas nas fémeas. Exames clinicos
realizados nestes animais revelaram o bom estado sanitario e as contagens de OPG
realizadas eram inferiores a 500.

Antes e apés a estagdo de monta, os reprodutores foram submetidos a exames
sorologicos e androldgicos (Tabela 5). Os resultados revelaram que os animais estavam

saudaveis e aptos a reprodugéo.

Tabela 5. Resultados da avaliagdo da ocorréncia de anticorpos contra T. gondii, N.
caninun, Brucella e Leptospira (*) e exames androlégicos realizados nos

reprodutores, antes e apds a estagdo de monta. CPPAR/FCAV/UNESP.

Exame androlégico

NU '
do Brame | Permelo e eonceniatas
sorologico®  escrotal '
reprodutor (om) (0-100%) (x10° sptz/ mL) e mczl;;o)lggla
e vigor (0-5) volume (mL) °
06013 Negativo 34,5 75/ 80 e 2500/ 2550 e 6/ 6
4/ 6 0,5/ 0,5
. 80/80e 3780/ 3785 e
09037 Negativo 31,5 5/ 4 0.25/ 0,30 5/ 6

**Defeitos totais: menores + maiores (FONSECA, 1992).
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5.2 Exames sorologicos e clinicos realizados nos caprinos apdés a infecgao

e reinfeccao com oocistos de Toxoplasma gondii

Nas Tabelas 6 a 9 e Figuras 7 a 10 estdo inseridos os resultados referentes aos
exames sorologicos (RIFI) e clinicos (frequéncias cardiaca e respiratoria e temperatura

retal) realizados nos caprinos ao longo de todo o periodo experimental.
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5.2.1 Resposta imune e avalia¢ées clinicas nos caprinos apés infecgao

toxoplasmica

Titulos positivos de anticorpos IgG anti — Toxoplasma foram observados nos
animais primoinfectados com oocistos de T. gondii (cepa ME 49) e ocorreram a partir do
21° dia p6s inoculagéo (DPI). Desta data em diante, todos os soros foram diluidos até
1:16.384 (RIFI). Os niveis séricos de anticorpos IgG comeg¢aram a diminuir (<1024) no
105° DPI. A estabilizagdo da fase crénica da toxoplasmose (IgG <1024), em todas as
fémeas infectadas, ocorreu no 119° DPI (Tabela 6 e Figura 7).

Diferenca significativa (P<0,05) foi observada nos resultados referentes as
comparagdes multiplas dos titulos de anticorpos IgG, ao longo do periodo pés-infecgao,
em cada grupo primoinoculado (Tabela 6).

Foram observadas diferencas estatisticas significativas nos grupos I, Il e lll
(P<0,05; Tabela 7), para freqiiéncia cardiaca e no grupo Il (P<0,05) para freqUéncia
respiratéria, ao longo dos dias pés-infec¢ao (Tabela 8).

Nas cabras infectadas (grupos I, I, lll e IV) verificou-se entre o 3° e 9° DPI
aumento significativo da temperatura retal (P<0,05, Tabela 9) quando comparadas as
cabras do grupo nao infectado (GV). Na Figura 10, é possivel observar este pico na

temperatura corporal das cabras primoinoculadas.

5.2.2 Resposta imune e avaliagbes clinicas nos caprinos apoés

reinfecgdo toxoplasmica

Nas datas das reinoculagbes experimentais com oocistos de T. gondii (cepa
VEG), as fémeas gestantes apresentavam titulos de anticorpos IgG inferiores a 1024
(Tabela 6 e Figura 7).

Apos as reinfecgbes em cabras em diferentes fases gestacionais, o aumento
significativo de titulos IgG (=1024) diferiu entre os grupos reinoculados e controle
positivo (P<0,05, Tabela 6): aos 40 dias de gestagao (Gl) observou-se que os titulos de

IgG aumentaram no 28° dia pés-reinfecgdo (DPR), quando comparados aos grupos GlI,
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Glll e GIV; no GlI (80 dias de gestacao) a elevagéo de anticorpos ocorreu no 7° DPR
diferindo dos grupos Il e IV. No Glll (120 dias de gestagéo), o incremento soroldgico
ocorreu no 3° DPR, diferentemente do GIV.

Nas cabras pertencentes ao GIV, os titulos sorolégicos (IgG) foram inferiores a
1024 durante toda a gestagdo (Tabela 6 e Figura 7), nao sendo observada, inclusive,
diferenca significativa (P=0,05) nas comparagdes multiplas destes titulos ao longo dos
dias gestacionais (Tabela 6).

Vale ressaltar, ainda, que as fémeas do grupo controle negativo continuaram
sorologicamente negativas para T. gondii, durante todo o periodo experimental,
inclusive na gestacéo (Figura 7).

E importante frisar que todos os caprinos estavam soronegativos para
neosporose, brucelose e leptospirose, durante todo o estudo. Os reprodutores, também,
encontravam-se negativos para T. gondii até o final do experimento.

Variagdes significativas nos parametros clinicos foram observadas para a
frequéncia cardiaca nos 61° e 83° dia gestacional (P<0,05, Tabela 7) e no 123° dia
gestacional para a frequéncia respiratéria (P<0,05, Tabela 8).

Nao foi observado aumento significativo da temperatura retal (P=0,05; Tabela 9)

das cabras pos-reinfecgado com oocistos de T. gondii.
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5.3 Término da gestagao (observagoes clinicas e sorologia)

Nenhuma das cabras nao infectadas, infectadas e reinfectadas com oocistos de
Toxoplasma gondii abortou.

E importante frisar que, nenhum animal foi tratado com anti-helmintico ao longo
de todo o estudo.

O periodo gestacional das cabras variou de 129 a 156 dias (Tabela 10). Ap6s o
nascimento, as crias foram submetidas ao corte e desinfeccdo do umbigo com iodo a
10% e a colheita de amostra sanguinea. E importante salientar que as crias n&o
ingeriram o colostro antes das colheitas de sangue.

No grupo | (reinoculagdo com oocistos de T. gondii da cepa VEG aos 40 dias de
gestacao), trés cabras apresentaram problemas reprodutivos (Tabela 10). A cabra 610
pariu um macho vivo, com fraqueza muscular e cabeca voltada para baixo e para o lado
esquerdo (Figura 10). Da cabra 907 resultou uma fémea viva, com o0os membros
anteriores e posteriores mal formados (Figura 12). A cabra 980 teve parto distécico,

com dois machos natimortos, sendo um com opistétomo (Figura 13).
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Tabela 10. Duragao do periodo gestacional em cabras ndo inoculadas, inoculadas (cepa ME 49) e reinoculadas
(cepa VEG) com oocistos de Toxoplasma gondii CPPAR/FCAV/UNESP.

Nuamero da Grupo g;:-:;i;:zal Quantit.:lade Sexo das crias Condicdo do (a)
cabra (dias) de crias Macho Fémea parto cria
610 % '8 g_ g 148 1 1 (0] normal deformidade
859 g g g ! 140 2 1 1 normal normal
907 | g 'g ﬁ 150 1 (o] 1 normal deformidade
980 E 5 .8 140 2 2 o distocia deformidade
1128 g8k g 152 1 1 ) normal normal
Soma - 7 5 2 - -
Média 146,0 1,4 - - - -
Desvio Padrao 5,66 0,55 - - - -
Minimo 140 1 - - - -
Maximo 152 2 - - - -
E" 8 §_ _@ 146 2 1 1 normal normal
1087 E a C g ! 141 2 o} 2 normal fraqueza
1107 g 'g ;g 8 149 1 1 (0] normal deformidade
1120 @ E g .8 156 1 1 [0} normal fraqueza
1121 0 129 2 1 1 distocia natimortalidade
Soma - 8 4 4 - -
Média 144,2 1,6 - - - -
Desvio Padrao 10,08 0,55 - - - -
Minimo 129 1 - - - -
Maximo 156 2 - - -
ﬁ" ‘8 g_ g 144 2 [0} 2 normal normal
E é ] ‘8 8 147 1 1 o} normal normal
E g g g 137 1 1 o distocia natimortalidade
= E .8 140 1 1 (0] normal normal
0 '\ @ 147 1 1 o normal normal
Soma - 6 4 2 - -
Média 143,0 1,2 - - - -
Desvio Padrao 4,42 0,45 - - - -
Minimo 137 1 - - - -
Maximo 147 2 - - - -
873 .@ 8 g g 148 2 0 2 normal normal
1096 E 9 <~ g é 150 1 ) 1 normail normail
1099 ; g E é‘ 147 1 1 (0] normal normal
1124 0] E Y E 152 2 1 1 normal normal
Soma - 8 2 4 - -
Média 149,3 1,5 - - - -
Desvio Padrao 2,22 0,58 - - - -
Minimo 147 1 - - - -
Maximo 152 2 - - - -
o xg _ 146 3 1 2 normal normal
g £ .g 148 2 1 1 normal normal
145 3 2 1 normal normal
6 § E 154 1 o 1 normal normal
152 1 (0] 1 normal normal
Soma - 10 4 6 - -
Média 149,0 2,0 - - - -
Desvio Padrao 3,87 1,00 - - - -
Minimo 145 1 - - - -

Maximo 154 3 - - - -
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832011 832011
Cabrito 610(6)..CPPAR/ FCAV.LUNESP, Jaboticab

Figura 11. Cabrito 610 (Gl): deformidade corporal (a) e cabecga voltada para baixo e
para o lado esquerdo (b). CPPAR/FCAV/UNESP.

.

Silva, H.M.
Silva, H.M..

!

2011 2011 2011
Cabrita907 (G). CPPAR/ FCAV/ UNESP, Jab{

Figura 12. Cabrita 907 (Gl): membros anteriores e posteriores deformados (a), luxacéo
da articulagcdo umero-radioulnar (b) e defeitos de aprumos (c).

CPPAR/FCAV/UNESP.

QO
Silva, H.M
SI
Silva,

boticabal, SP, Brasil.

Figura 13. Cabrito 1 com opistétomo (a e b) e (c) cabritos 1 e 2 natimortos (cabra 980 -
Gl). CPPAR/FCAV/UNESP.
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Quatro fémeas pertencentes ao grupo Il (reinoculagdo com oocistos de
Toxoplasma gondii aos 80 dias de gestacéo) tiveram problemas com suas crias (Tabela
10; Figura 14). Da cabra 1107 nasceu um macho vivo, com opistotomo e membros
posteriores debilitados. Outro macho vivo oriundo da cabra 1120 também nasceu com

fraqueza muscular. A cabra 1121 apresentou parto distdcico e também dois natimortos,

um macho e uma fémea.

%
e TR
e -
ECDl o022t 4207 Feititog natimdfios 1 e 2 (cabra 1121) = GILCPPAR/ FCAV/| {ESP_ Jabo A N —
Figura 14. Cabritos pertencentes ao grupo Il : (a) cabrito 1107 com opistétomo e
fraqueza de membros posteriores, (b) cabrito 1120 fraqueza muscular e (c)
cabritos 1 e 2 natimortos (cabra 1121). CPPAR/FCAV/UNESP.

No grupo Il (reinoculacdo com oocistos de T. gondii aos 120 dias de gestagao),
todas as cabras pariram crias vivas e fisicamente normais (Tabela 10), exceto a cabra

1024 que apresentou parto distécico e um natimorto (Figura 15).
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Silva, H.M.

- au B
Cabrae cabrito 999% e cabrito 1124b (Glil). CPPAR/FCAR// UNESP, Jaboticabal, SP, B

Figura 15. Caprinos pertencentes ao grupo lll. (a) cabra e cabrito 999 fisicamente
normais e (b) cabrito 1024 natimorto. CPPAR/FCAV/UNESP.

As cabras pertencentes aos grupos controles positivo (GIV: inoculado e nao
reinoculado) e negativo (GV: n&o inoculado com oocistos de Toxoplasma gondii)
apresentaram partos normais, com crias nascidas vivas e aparentemente saudaveis
(Tabela 10; Figura 16).

2011 23201

Figura 16. (a) Cabra 1099 e cabrita (GIV). (b) Cabra 566 e cabritos (GV).
CCPAR/FCAV/UNESP.

Os resultados soroldgicos da RIFI realizados nas cabras inoculadas e
reinoculadas confirmaram a infectividade das cepas de T. gondii utilizadas (Tabelas 6 e
11).
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Pela Tabela 11, observa-se que todas as crias das cabras reinfectadas
apresentaram resposta imune-humoral por meio da presenga de anticorpos IgG anti-

Toxoplasma (RIFI).
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Tabela 11. Reciproca dos titulos sorolégicos obtidos pela Reagdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIF1)

em cabras ndo inoculadas, inoculadas e reinoculadas com oocistos de Toxop/lasma gondii e
suas respectivas crias.CPPAR/FCAV/UNESP.

Titulos de anticorpos anti-

Grupo Numero da cabra/ respectivo cabrito (a) Toxoplasma (IgG264 - RIFI)

cabra

cabrito

cabra

859 cabrita

cabrito

cabra

cabrita

cabra

980 cabrito 1
cabrito 2

cabra

cabrito

610

istcsde T-

a0 canaod

907

godi (CGpaVES assdasde

QA: Renoo,

1128

cabra
858 cabrita
cabrito
cabra
1087 cabrita
L cabrito
cabra
cabrito
cabra
cabrito
cabra
1121 cabrito 1121
cabrita 1121

istcsde T-

lacZ0 comaoodi

1107

1120

gadi (CGgaVES acs 80das ce

Al: Ranoou

cabra
995 cabrita 1
cabrita 2

istcs e 7.

lacE0 comaod

cabra
999
A cabrito

cabra
1024

cabrito
1131 cabra
cabrito

cabra

godi (CGpaVES acs 1 Ddas de

All: Reiroou:

1161
cabrito

cabra
873 cabrita 1
cabrita 2 -

B N R T N S R S S S S [ S S S S S S

istcs dsT-

+

cabra
1096
cabrita -

cabra

1099

+
cabrito +
cabra +

+

1124 cabrito 1

QV Incodagso comaod
godi (CGgaME49) - acotrde positivg

cabrita 1 -

cabra -
cabrito 1 -
cabrita 2 -
cabrita 3 -
cabra -
566 cabrita 1 -
cabrito 2 -
cabra -
cabrito 1 -
cabrita 2 -
cabrito 3 -

491

accoe
istcs deT. goii)

acE0 comaod

893

cabra -
cabrita -
cabra -
cabrito -

réoreinoou;

993

GV Gortrde negetivo (népinoau

1084

(+): Positivo. (-): Negativo.
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5.4 Necropsias

Apés as parigbes, as cabras e suas respectivas crias foram eutanasiadas e
necropsiadas para colheita de tecidos para a pesquisa de parasitismo por T. gondii.
Durante a necropsia, seguiu-se a metodologia de CARLTON & DONALD McGAVIN
(1998), para descrever todas as alteragdes macroscépicas relacionadas a forma, cor e
tamanho das estruturas anatémicas, além da observacédo da presenca de liquidos nas

cavidades naturais, toracica e abdominal.

Nas cabras pertencentes aos grupos I, Il e lll foram observadas alteracées
macroscopicas nos seguintes tecidos: utero e placenta (Figuras 17 e 18).

R T & e

g!'g!li
e
g .
-
o o

e

Figura 17. (a) Hemorragia na serosa uterina da cabra 610 (Gl). (b) Presenca de liquido
catarro-sanguinolento no Utero da cabra 1121 (Gll). (c) Utero da cabra 999
(GlIl). CPPAR/FCAV/UNESP.

N e 282801 q o0

L g L]

chtadacabrad80 (GIP. cabrad02s? 416154 oo PR/ FCAV) UNESP, Jabotcabal, P, Bras

Figura 18. (a) Liquido com aspecto catarral na placenta da cabra 980 (Gl). (b) presenca
de fibrina (seta) aderida a placenta da cabra 1024 (Glll). (c) alteracbées no
formato dos placenténeos da cabra 1161 (Glll). CPPAR/FCAV/UNESP.
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Nas crias ndo foram observadas alteracées macroscoépicas nos tecidos, exceto, o
cabrito da cabra 610, pertencente ao grupo |, que apresentou opacidade de cornea e

alteracdes dos rins direito e esquerdo, com cortical congesta e medular hemorragica.

5.5 Pesquisa de Toxoplasma gondii nos tecidos das cabras e crias

5.5.1 Histopatologia

Os resultados dos exames histopatologicos realizados nas cabras nao
infectadas, infectadas e reinfectadas com oocistos de T. gondii e suas crias estéo
descritos nas Tabelas 12 e 13, respectivamente.

Nas cabras infectadas e reinfectadas com oocistos de T. gondii, praticamente,
todos os tecidos apresentaram alteracdes histopatologicas (Tabela 12).

Nenhuma lesdo histopatologica foi diagnosticada nos ovarios das cabras
experimentais.

Algumas alteragcbes histopatoldgicas foram observadas tanto nos animais
portadores de infec¢do toxoplasmica quanto nao infectados por T. gondii.

Os achados histopatolégicos, a seguir, foram observados tanto nas crias das
cabras infectadas quanto nas crias das cabras reinfectadas por T. gondii: infiltrado
(cérebro, pulmdes, figado e musculatura esquelética), degeneragdo hidropica e
tumefacao hepatica (Tabela 13).

Somente, nas crias das cabras reinfectadas por T. gondii verificou-se as
seguintes lesbes teciduais (Tabela 13 e Figura 19): rins (aumento da capsula de
Bowman, hemorragia, infiltrado e necrose tubular) e figado (fibroplasia portal,
hemorragia e infiltrado polimorfonuclear).

Nao foram observados cistos de T. gondii, nos tecidos das cabras infectadas e
reinfectadas por T. gondii e suas respectivas crias, pela histopatologia. Tal resultado

nao descarta a possibilidade do T. gondii estar presente nos mesmos.
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Figura 19. Fotomicrografias das crias das cabras reinfectadas com oocistos de Toxoplasma
gondii. A) Fibroplasia portal (*), HE, bar = 300 um (cabrito 2 859 — Gl). B)
Fibroplasia portal (*), Tricrémio de Masson (TM), bar = 200 ym (cabrito 2 859 —
Gl). C) Figado com focos de infiltrado inflamatério mononuclear (setas), HE, bar =
60 um (cabrita 1 1087 — Gll). D) Figado com presenca de linfécitos (seta)
constituindo foco inflamatério, HE, bar = 20 ym (cabrito 1 1121 — Gll). E) Rim
apresentando tubulos necroéticos, notar formacdes tubulares sem a presencga de
nucleos (seta), HE, bar = 60 um (cabrito 2 858 — Gll). F) Rim apresentando area
de hemorragia, notar a presenga de hemacias entre os tubulos renais (*), HE, bar
= 60 um (cabrita 2 995 — Glll). CPPAR/FCAV/UNESP.
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5.5.2 Bioprova

Os tecidos colhidos das cabras e suas crias pertencentes aos grupos I, II, lll, IV e
V (item 3.8) foram inoculados em camundongos e apds seis semanas, estes animais
foram submetidos a pesquisa de anticorpos IgG anti-Toxoplasma (RIFI) e de cistos
cerebrais contendo bradizoitos de T. gondii.

Parasitismo tissular por T. gondii ficou definitivamente comprovado tanto nas
cabras reinfectadas como nas respectivas crias pela bioprova (sorologia positiva dos
camundongos inoculados e em alguns casos, também, pela pesquisa de cistos
cerebrais).

Verificou-se que a maioria dos camundongos, inoculados com “pool” de tecidos
das crias das cabras pertencentes ao grupo reinoculado aos 120 dias de gestacgéo,
apresentou cistos cerebrais contendo bradizoitos de T. gondii.

A auséncia de cistos de T. gondii, nos cérebros dos camundongos inoculados,
nao pode ser considerada um diagnostico definitivo. Em contraposicéo, a sorologia
positiva (RIFI) comprova a presenca de T. gondii nestes roedores.

A Tabela 14 sintetiza os resultados obtidos na bioprova.
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Tabela 14. Resultados obtidos pela bioprova em camundongos inoculados com fragmentos teciduais obtidos

das cabras nao infectadas, infectadas e reinfectadas com oocistos de Toxoplasma gondii e suas

respectivas crias.
CPPAR/FCAV/UNESP.

Grupo Numero da cabra/ respectivo cabrito (a)

Titulagdo de anticorpos contra
T. gondii (1gG=32 - RIFI)

Cistos cerebrais contendo
bradizoitos de T. gondii

610

istosde 7.

lagE0 comood

859

907

980

1128

cabra
cabrito
cabra
cabrita
cabrito
cabra
cabrita
cabra
cabrito 1
cabrito 2
cabra
cabrito

+

oo+

858

1087

1107
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5.5.3 Detecgdo do DNA de Toxoplasma gondii pela PCR

Por meio da reagcdo em cadeia da polimerase (PCR) foi possivel detectar a
presenca do parasitismo por T. gondii em, praticamente, todos os tecidos colhidos das
cabras reinoculadas (cepa VEG) com oocistos de T. gondii e suas respectivas crias
(Tabela 15). E importante salientar que ndo foram extraidos DNA de T. gondii das
amostras teciduais colhidas das cabras e crias, pertencentes ao grupo controle negativo
(GV).

N&o foi obtido material genético de T. gondii na placenta das fémeas infectadas e
reinfectadas com oocistos de T. gondii (Tabela 15).

Verificou-se que o Gl foi o grupo que apresentou o maior niumero de tecidos com
DNA de T. gondii (Tabela 15).

A deteccao de DNA de T. gondii pela PCR, nos tecidos das crias das cabras
reinfectadas foi a seguinte (Tabelas 15 e 16): Gl (cérebro, diafragma, baco, rins, figado
e musculo semi-tendinoso), Gll (cérebro, pulmdes, coracéo, diafragma, bacgo, rins e
musculo semi-tendinoso) e GllI (cérebro, pulmdes, coracao, diafragma, bago e musculo
semi-tendinoso).

Pode-se observar uma variagao na distribuicado de material genético de T. gondii,
nos tecidos das crias pertencentes aos grupos reinfectados (Tabela 16). No GlI, os
tecidos mais infectados por DNA de T. gondii foram o diafragma, isolado em 71,43%
das crias, seguido de cérebro, baco e musculo semi-tendinoso, em 42,86% das crias.

No GIl, os pulmbdes e musculatura esquelética apresentaram o0s maiores
isolados de material genético de T. gondii, detectados em 50,00% e 37,50% das crias,
respectivamente (Tabela 16).

Em 50,00% das crias pertencentes ao Glll, o cérebro e pulmdes foram os tecidos

mais infectados por T. gondii, seguido de coragéo (33,33% das crias).
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6. DISCUSSAO

Os exames prévios realizados em todos os caprinos permitiram selecionar
animais saudaveis para esta pesquisa, que néo tiveram contato com T. gondii. Salienta-
se, ainda, que os animais adquiridos mantiveram-se soronegativos para outras
enfermidades reprodutivas (neosporose, brucelose e leptospirose), durante todo o
experimento (365 dias).

A soroconversdo das cabras confirmou a primoinfecgdo experimental com
oocistos de T. gondii (cepa ME 49) e a hipertermia nos primeiros dias pos-inoculagao,
foi a principal sintomatologia clinica observada. A resposta imune do hospedeiro frente
ao estagio infeccioso da toxoplasmose € complexa (BOOTHROYD, 2009) e envolve
dois tipos de resposta: celular e humoral (DA SILVA & LANGONI, 2009). A resposta
imune celular secreta citocinas, com diferentes potenciais de acao, entre estas, os que
interagem com receptores no hipotalamo e aumentam o ponto fixo termorregulador,
ocasionando elevacao da temperatura corporea. A alteracado na temperatura corporal é
comum em animais infectados por T. gondii (ESTEBAN-REDONDO et al., 1999).

O aumento da temperatura corporal no inicio da infeccéo toxoplamica foi relatado
em outros estudos com caprinos. DUBEY et al. (1980) observaram em todas as cabras
um estado febril entre 40,00 °C e 41,00 ° C, do 2° ao 4° dia pés-inoculagcéo (DPI), via
oral, com oocistos de T. gondii. Resultados similares também foram encontrados em
cabras inoculadas oralmente com oocistos deste coccideo, que apresentaram febre
entre o 3° e 6° DPI (DUBEY, 1988), 3° e 8° DPI (ROSA et al., 2001) e a partir do 5° DPI,
com apice de 41,00 °C nos dias 6 e 7 pos-infecgdo toxoplasmica (AbouZEID et al.,
2010).

SANTANA et al. (2010) verificaram elevagdo na temperatura corporal (40,65 °C)
em machos, aos cinco dias pos-inoculagdo com oocistos de T. gondii. E importante
frisar que os reprodutores utilizados no presente estudo nédo foram infectados por T.
gondii e outros agentes patogénicos, tais como Neospora caninum, Brucella e

Leptospira, durante todo o periodo experimental.
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A alteracao da temperatura corporal também foi observada no inicio do periodo
infeccioso da toxoplasmose, em outras espécies animais (COSTA et al.,, 1977;
ESTEBAN-REDONDO et al., 1999; GUTIERREZ et al., 2010; COSTA et al., 2011;
LOPES et al., 2011; WIENGCHAROEN et al., 2011).

As fémeas desenvolveram uma resposta humoral de anticorpos IgG anti—
Toxoplasma tardia (21 dias), apés as primoinoculagdes, com posterior aumento e
persisténcia de titulos elevados por mais de trés meses. Tais resultados sao muito
variaveis para a espécie caprina.

AbouZEID et al. (2010) inocularam oocistos de T. gondii (cepa ndo mencionada),
por via oral, em cabras gestantes e ndo gestantes, e obtiveram respostas de anticorpos
IgG anti-Toxoplasma entre 14 e 21 dias pos-infecgdo, utilizando os testes de
aglutinacéo em latex e hemaglutinagdo indireta, respectivamente, e em ambos os testes
os titulos de anticorpos permaneceram elevados (20480) até 48 semanas.

Em contrapartida, outros estudos com caprinos detectaram respostas
imunolégicas mais recentes, a partir do 10° DPI (NISHI et al., 2001), 11° DPI
(SANTANA et al., 2010) e 12° DPI (VITOR et al., 1999). Ainda, VITOR et al. (1999)
encontraram variagdes das titulagdes de anticorpos IgG entre 1:256 a 1:32768 ao longo
de 406 dias.

A variacao dos titulos de anticorpos determina a fase da toxoplasmose, uma vez
que, o nivel de anticorpos anti-Toxoplasma superior ou igual a 1024 é indicativo de
infeccdo toxoplasmica recentemente adquirida e abaixo deste limiar é sugestivo de
infeccdo cronica (DUBEY & KIRKBRIDE, 1989).

No Brasil verifica-se um alto percentual de ocorréncia de anticorpos contra T.
gondii em rebanhos caprinos, criados em diferentes regides do pais (AMARAL et al.,
1978; ARAUJO et al., 1984; CHIARI et al., 1987; MACHADO & LIMA, 1987; SELLA et
al., 1994; SERRA-FREIRE, 1995; MAINARDI, et al., 2003; SILVA, et al., 2003;
FIGLIUOLO et al.; 2004; FARIA et al., 2007; CAVALCANTE et al., 2008; CARNEIRO et
al., 2009; VARASCHIN et al., 2011; GARCIA et al.,, 2012a). No entanto, como estes
estudos sédo realizados a campo, ndo ha um estabelecimento do momento exato da

infeccdo e com isso determinar a duracdo de cada fase da doenca. Tal fato é
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importante para definir o grau de exposicao dos animais frente ao parasitismo por T.
gondii e permitir um acompanhamento por meio de titulagées de anticorpos, caso ocorra
reinfecgao.

Por esta razéo neste estudo quando os titulos de IgG das cabras primoinfectadas
com T. gondii comegaram a diminuir (105 DPI), estes foram monitorados até a
estabilizacdo da fase crénica em todos os animais (119 DPI). Em seguida, iniciou-se o
manejo reprodutivo, com a finalidade de descartar qualquer possibilidade dos animais
estarem na fase aguda da infec¢ao toxoplasmica, no momento das concepgdes e das
reinfecgdes experimentais.

Vale ressaltar, ainda, que os reprodutores utilizados neste estudo, ndo foram
infectados por T. gondii apés as montas naturais. Tal resultado, embora, ndo tenha sido
0 objetivo deste estudo, demonstra que ndao houve transmissdo sexual da fémea
portadora de infeccao toxoplasmica para o macho. O contrario, ja ficou comprovado em
estudos realizados com ovinos (LOPES, 2010) e caprinos infectados por T. gondii
(SANTANA et al.,, 2010). Por isso, torna-se necessario a realizacdo de pesquisas
objetivando avaliar os efeitos da reinfeccao toxoplasmica sobre a transmissao sexual
para machos.

As cabras reinfectadas desenvolveram uma resposta imune humoral contra T.
gondii, indicativa de toxoplasmose aguda, em todas as fases gestacionais (40, 80 e 120
dias de gestacao). Comprovou-se, ainda, transmissao transplacentaria as respectivas
crias, considerando que estas apresentaram anticorpos anti-Toxoplasma e parasitismo
tissular por T. gondii.

Adicionalmente, uma importante questéo diz respeito a resposta imune materno-
fetal, dentro da cadeia de eventos que envolve a infec¢do por T. gondii. Quando os
taquizoitos alcangam o utero gravidico, estes infectam a placenta, onde se multiplicam
e por via hematogena disseminam-se para os tecidos fetais (MARQUES et al., 2011).
No organismo fetal, normalmente, o DNA do T. gondii pode ser detectado (GUTIERREZ
et al., 2010).

Reinfeccdo toxoplasmica com consequente transmissdo congénita foi
diagnosticada em cadelas (BRESCIANI et al., 2009) e em ovelhas (SANTOS, 2012).
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Ap6s as reinoculagbes com oocistos de T. gondii (cepa VEG) nao foram
observados sinais clinicos decorrentes da reinfeccdo toxoplasmica, embora tenha
ocorrido a elevagéao dos titulos de anticorpos IgG anti—Toxoplasma em todas as cabras
gestantes reinfectadas.

Por outro lado, BRESCIANI et al. (2009) estudaram a reinfecgdo toxoplasmica
em cadelas gestantes e verificaram que os sinais clinicos mais frequentes
foram:linfoadenopatia e febre.

O desenvolvimento de resposta imune sem manifestacdes clinicas € comum na
toxoplasmose caprina (MACHADO & LIMA, 1987). Os resultados da presente pesquisa
demonstram que a reinfecgédo por T. gondii em caprinos pode se manifestar de forma
assintomatica, quando os animais forem expostos a desafios com cepas heterélogas.

Além disso, alguns aspectos sao relevantes para compreender a reinfecgdo no
que se refere ao contato dos hospedeiros, com gendtipos distintos de T. gondii
(REYKVAM & LORENTZEN-STYR, 1976; ARAUJO et al., 1997; DAO et al., 2001;
ELBEZ-RUBINSTEIN et al., 2009; DZITKO, et al., 2006), inclusive durante a gestacéo
(DE ROEVER-BONNET, 1969; FORTIER et al., 1991; ELBEZ-RUBINSTEIN et al.,
2009). Neste contexto, mesmo que o hospedeiro entre em contato com uma cepa de T.
gondii de baixa viruléncia e desenvolva uma resposta imune, isso ndao impede uma
nova resposta frente a outra cepa de maior viruléncia (DZITKO et al., 2006).

E importante frisar que a estabilizagdo da fase crénica da toxoplasmose nas
cabras, adquirida antes da gestacdo, foi confirmada pela manutencdo dos titulos
sorolégicos de anticorpos da classe IgG, inferiores a 1024 (DUBEY & KIRKBRIDE,
1989). Isto protegeu as fémeas gestantes de problemas reprodutivos como reabsorcao
fetal e abortamento, durante a reinfecgdo com oocistos de T. gondii. Tais achados sao
frequentes quando ha primoinfecgdo durante a gestacdo (VAUGHAN et al., 1996;
AbouZEID et al., 2010).

Vale frisar, entretanto, que outras consequéncias reprodutivas foram observadas
apos as reinfecgbes por T. gondii: parto prematuro, natimortalidade, deformidades
corporais e nascimentos de animais fracos, em todas as fases gestacionais (40, 80 e
120 dias pds-gestagdo). Os disturbios reprodutivos afetaram 57,14%, 75% e 16,66%
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das crias das cabras reinfectadas com T. gondii aos 40, 80 e 120 dias de gestacgao,
respectivamente. MONTANO et al. (2010) corroboram tais resultados, pois segundo
estes autores a gravidade da toxoplasmose € maior quando a infecgcdo materna ocorre
no primeiro trimestre de gestacéo.

Nas cabras infectadas por T. gondii ndo foram observados problemas durante as
parigdes, as quais ocorreram dentro do periodo considerado normal para a espécie e
com o nascimento de crias aparentemente saudaveis, apesar de algumas crias das
cabras infectadas por T. gondii apresentaram anticorpos contra este protozoario.

O aumento de titulos IgG contra T. gondii, nas cabras apos as reinfeccoes,
demonstra uma resposta imune frente a uma infecgao recentemente adquirida. Titulo de
anticorpos IgG igual ou superior a 1024 ¢ indicativo de toxoplasmose aguda (DUBEY &
KIRKBRIDE, 1989). Este fato ndo foi observado nos titulos de IgG das cabras,
pertencentes ao grupo infectado, que mantiveram-se inferiores a 1024 durante todo
periodo gestacional. Além disso, as cabras do grupo nao infectado permaneceram
soronegativas para T. gondii e demais doencgas reprodutivas (neosporose, brucelose e
leptospirose), ao longo de todo o experimento, inclusive na gestacéo.

Os anticorpos IgG anti-Toxoplasma detectados pela RIFI, nos soros das crias
das cabras reinfectadas, correspondem a resposta imune frente a infeccdo
transplacentaria por T. gondii. Transmissdo congénita ja foi registrada em casos de
reinfecgdo toxoplasmica (DE ROEVER-BONNET, 1969; FORTIER et al.,, 1991;
BRESCIANI et al., 2006; SANTOS et al.,, 2012). Salienta-se, ainda, que os fetos
possuem um sistema imunolégico capaz de combater infecgbes, caracterizado pela
presenca de anticorpos de fase crénica, o que indica que estes animais entraram em
contato com o agente patogénico. Outra questdo, diz respeito a placenta do tipo
sinepiteliocorial, caracteristica dos ruminantes (WOODING, 1992), a qual apreseta entre
muitas peculiaridades, a nao transferéncia de anticorpos maternos, como anti-
Toxoplasma, aos fetos (DUBEY et al. 1987). A presenca de anticorpos em fetos € um
indicativo de infecgdo (AGERHOLM et al., 2006; BROADDUS et al., 2009).

A maturacdo imunolégica de cabritos e cabritas se completa apés o nascimento,

reforcado pela transmissdo passiva de imunoglobulinas maternas pelo colostro
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(O'BREIN & SHERMAN, 1993). Por este motivo, as crias ndo mamaram o colostro e
foram necropsiadas, juntamente com as cabras logo ap6s as pari¢des. Com isso evitou-
se, também, outras fontes de infeccdo que pudessem interferir no estudo da
transmissao congénita de T. gondii em cabras.

Os resultados obtidos por meio de técnicas laboratoriais (bioprova e PCR)
confirmaram a presencga de T. gondii, em amostras teciduais das cabras infectadas e
reinfectadas e seus respectivos cabritos e/ ou cabritas. Semelhantemente, nos exames
microscopicos (histopatologia), realizados nestes animais, foram diagnosticadas lesdes
histopatologicas especificas sugestivas de toxoplasmose.

A necropsia foram observadas lesdes macroscopicas no sistema reprodutivo
(utero e placenta) das cabras reinfectadas, nos rins e cérneas de apenas uma cria
pertencente ao grupo | (reinfeccao aos 40 dias de gestacéao).

No exame histopatologico foi possivel diagnosticar resposta inflamatéria no
cérebro, pulmdes, rins, figado, musculatura esquelética e utero das cabras parasitadas
por T. gondii. Resultados similares foram encontrados por DUBEY et al. (1980) e
DUBEY (1989) no sistema nervoso, pulmdes e musculos de cabras infectadas e
BRESCIANI et al. (2009) diagnosticaram lesdes no utero, pulmbes e figado de cadelas
reinfectadas por T. gondii.

Os achados histopatologicos (infiltrado no cérebro, pulmdes, figado e
musculatura esquelética; degeneragcdo hidropica e tumefacdo hepatica) observados
tanto nas crias das cabras infectadas quanto nas crias das cabras reinfectadas por T.
gondii, correspondem as alteragdes diagnosticadas, por outros autores, em tecidos
fetais parasitados por este coccideo (DUBEY et al., 1980; DUBEY, 1988; MORAES et
al., 2011b).

Outro aspecto a ser considerado, sdo as lesdes detectadas somente nas crias
das cabras reinfectadas por T. gondii, localizadas nos rins (aumento da espessura da
capsula de Bowman, hemorragia, infiltrado e necrose tubular) e figado (fibroplasia
portal, hemorragia e infiltrado polimorfonuclear). Nenhum estudo foi encontrado na

literatura referenciando tais lesoes.
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Nao foram observados taquizoitos e cistos teciduais de T. gondii nos exames
histologicos realizados, o que ndo significa a auséncia destas formas infectantes nos
tecidos dos animais parasitados por este protozoario. A identificacdo do T. gondii em
cortes histologicos corados pela eosina-hematoxilina € dificil, pois este parasita ndo
possui caracteristicas tintoriais proprias que podem impossibilitar identifica-lo por meio
desta técnica (ROSA et al., 2001). Ainda segundo estes autores, as alteracbes
histopatologicas observadas tanto em animais nao infectados quanto infectados por T.
gondii, nao séo sugestivas de toxoplasmose, ou seja, sdo inespecificas.

Todos os animais portadores de infecgdo toxoplasmica que apresentaram lesées
histologicas foram positivos pela bioprova. Por meio desta técnica, isolou-se T. gondii
em camundongos inoculados com um “pool” de tecidos das cabras infectadas e
reinfectadas, quanto em camundongos inoculados com “pool” de tecidos de suas
respectivas crias.

A confirmacdo de parasitismo tissular por T. gondii pela bioprova ficou
comprovada pela sorologia positiva (RIFI) de todos os camundongos inoculados com o
‘pool” dos tecidos dos animais portadores de reinfecgao toxoplasmica, bem como de
suas crias e em alguns casos, também, pela pesquisa de cistos cerebrais contendo
bradizoitos.

O isolamento de T. gondii pela bioprova foi relatado em outros estudos feitos em
caprinos (DUBEY, 1980; DUBEY et al., 1980; BUBEY, 1989; ROSA et al., 2001,
CAVALCANTE et al.,, 2007; RAGOZO et al., 2009; SANTANA et al., 2010), ovinos
(ESTEBAN-REDONDO et al., 1999; SILVA & LANGONI, 2001; LOPES et al., 2011);
bovinos (ESTEBAN-REDONDO et al.,, 1999; COSTA et al.,, 2011; GARCIA et al,,
2012b), suinos (GARCIA et al., 2006) e caninos (BRESCIANI et al., 2009).

A presenca de T. gondii diagnosticado neste bioensaio demonstra a viabilidade
das cepas utilizadas, em desenvolver a doengca em camundongos. Além disso,
evidencia que durante a gestacdo houve passagem de formas infectantes deste
protozoario, pela placenta das fémeas portadoras de infeccdo e reinfecgéo
toxoplasmica as crias. Tal fato foi comprovado em cadelas gestantes reinfectadas
(BRESCIANI et al., 2009) e em ovelhas, também, reinfectadas (SANTOS, 2012).
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A bioprova apesar de demorada e onerosa, € considerada, ainda, o melhor
método para a pesquisa de T. gondii em tecidos de animais infectados e assintomaticos
(ROSA et al., 2001; GARCIA et al., 2006; LOPES et al., 2009b).

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) que se baseia na ampliacdao das
sequéncias especificas de DNA, constitui um teste sensivel (HOLLIMAN, 1994), permite
detectar o parasito mesmo que ele esteja em numero muito reduzido ou mesmo lisado.
Sendo assim, a extracdo de DNA do T. gondii pela PCR pode ser feita tanto em fluidos
corporais quanto em fragmentos de tecidos (HOWE et al., 1997).

Em pesquisas para fins de diagnéstico da toxoplasmose em medicina veterinaria,
a PCR é uma das técnicas laboratoriais mais empregadas para detectar material
genético de T. gondii tanto em tecidos de animais adultos (ESTEBAN-REDONDO et al.,
1999; DA SILVA & LANGONI, 2001; GARCIA et al., 2006; CAVALCANTE et al., 2007;
MOURA et al., 2007; ZIA-ALI et al., 2007; VELMURUGAN, et al., 2008; ARANTES et al.
2009; SILVA et al., 2009; AbouZEID et al., 2010; SANTANA et al., 2010) quanto em
tecidos de animais jovens (HURTADO et al., 2001; BRESCIANI, et al., 2009;
GUTIERREZ et al.,, 2010; MORAES et al., 2011b; MARQUES et al, 2011,
WIENGCHAROEN et al., 2011).

Isto reforca os resultados encontrados no presente estudo, o qual diagnosticou
material genético de T. gondii em praticamente todos os tecidos colhidos das cabras
portadoras de infeccéo e de reinfecgdo toxoplasmica, assim como de suas respectivas
crias. O maior numero de isolados de DNA de T. gondii foi observado no diafragma
destes animais. Resultados similares foram encontrados em ovinos (SPOSITO-FILHA
et al., 1992; DA SILVA & LANGONI, 2001).

Detectou-se, ainda, uma variacdo na distribuicdo de material genético de T.
gondii, nos tecidos das crias pertencentes aos grupos reinfectados com oocistos de T.
gondii, em diferentes fases gestacionais. No Gl (reinfecgdo aos 40 dias de gestagao) os
tecidos portadores de DNA de T. gondii foram o diafragma (71,43%), seguido pelo
cérebro, bagco e musculo semi-tendinoso (42,86%). No GlI (reinfecgdo aos 80 dias de

gestacdo) os pulmdes e musculatura esquelética apresentaram os maiores isolados de
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material genético de T. gondii, sendo detectados em 50,00% e 37,50% das crias,
respectivamente.

Em 50,00% das crias pertencentes ao GlIl (reinfeccdo aos 120 dias de
gestacao), o cérebro e pulmdes foram os tecidos mais infectados por T. gondii, seguido
de coragéo (33,33% das crias).

Os resultados supracitados referentes aos achados de material genético de T.
gondii em crias de cabras portadoras de reinfeccao toxoplasmica, sao inéditos na
literatura consultada.

A deteccgao de material genético de T. gondii nos tecidos dos animais é aleat6ria.
GUTIERREZ et al. (2010) identificaram DNA de T. gondii em diferentes tecidos de fetos
ovinos, conforme a fase gestacional. O bago e o figado foram mais infectados no
estagio inicial, cérebro no meio da gestacdo e os pulmdes em todos os estagios
gestacionais.

Em abortos ovinos foram isolados DNA de T. gondii em bacgo, pulmdes, figado,
rins e cérebro (HURTADO et al.,, 2001), sendo este ultimo tecido o que apresentou
maiores taxas de ampliacées de material genético (HURTADO et al., 2001; ESTEBAN-
REDONDO et al, 1999).

Por outro lado, os pulmées foram os tecidos com maior positividade pela PCR
em cordeiros (DUNCANSON et al. (2001) e em um aborto caprino (SREEKUMAR et al.,
2004).

Em um estudo realizado na Bahia, foram extraidos DNA de T. gondii em lingua
(2,94%), coracédo (3,92%) e cérebro (6,86%) de caprinos naturalmente infectados por
este protozoario (SILVA et al., 2009).

WIENGCHAROEN et al. (2011) identificaram a presenca de material genético de
T. gondii em varios tecidos de fetos bovinos (cérebro, figado, pulmdes, bago, coragéo e
rins).

A PCR mostrou-se efetiva, no diagnoéstico de toxoplasmose em suinos, onde
14,1% de musculatura esquelética e 26,6% dos cérebros apresentaram DNA de T.
gondii (GARCIA et al., 2006).
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A técnica da PCR pode ser um método vantajoso, quando associado a outro
meio de diagnostico (STEUBER et al., 1995; ELLIS 1998). Portanto, os resultados da
PCR reforgam os achados da bioprova, histopatologia, RIFI e avaliagdes clinicas, o que
evidencia que estas técnicas podem ser utilizadas no diagnoéstico da transmisséo
congénita de T. gondii em cabras experimentalmente reinfectadas.

De acordo com os resultados (clinicos, sorologicos, bioprova, histopatologia e
PCR) obtidos na presente pesquisa pdde-se comprovar a transmissdo congénita tanto
em cabras persistentemente infectadas, quanto em cabras reinfectadas, em diferentes

fases gestacionais, por T. gondii.

7 CONCLUSOES

a) A imunidade adquirida na primoinfeccdo nao protegeu cabras contra futura

reinfecgédo por cepa heterologa de T. gondii.

b) Parasitismo por T. gondii péde ser diagnosticado nas cabras (infectadas e
reinfectadas) e suas respectivas crias (cabritos e cabritas), por meio de trés

importantes técnicas laboratoriais (RIFI, bioprova em camundongo e PCR).

c) Pela histopatologia foram encontradas lesbes renais (aumento da capsula de
Bowman, hemorragia, infiltrado e necrose tubular) e hepaticas (fibroplasia portal,
hemorragia e infiltrado polimorfonuclear) nas crias das cabras reinfectadas por T.
gondii. Tais alteragbes n&o foram diagnosticadas nas crias das cabras portadoras de

infecg&o toxoplasmica.

d) Severos disturbios reprodutivos (distocia, parto prematuro, natimortalidade,
deformidades corporais e debilidade) foram diagnosticados apenas em cabras
reinfectadas por Toxoplasma gondii, em diferentes fases gestacionais (40, 80 e 120

dias p6s-gestacao).

e) Em sintese, os resultados obtidos comprovam que toxoplasmose congénita pode

ocorrer tanto em cabras persistentemente infectadas como em cabras reinfectadas.
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Portanto, a primoinfeccao, diferentemente da espécie humana, ndo protegeu as

cabras de desordens reprodutivas decorrentes de uma reinfecgcéo toxoplasmica.
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