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PESQUISA DE Toxoplasma gondii (NICOLLE & MANCEAUX, 1909) NO SEMEN,
TESTICULOS E EPIDIDIMOS DE GATOS (Felis catus) PRIMOINFECTADOS

RESUMO - Este estudo teve como objetivo pesquisar a presenga de T. gondii no
sémen, testiculos e epididimos de gatos experimentalmente infectados por este
coccidio. Para tanto, doze felinos machos, sem raga definida, em idade reprodutiva e
sorologicamente negativos para T. gondii foram selecionados e distribuidos em trés
grupos experimentais, Gl: inoculados com 600 cistos teciduais de T. gondii (cepa
“P”), Gll: inoculados com 2x10° taquizoitos (cepa “RH”), e GlII: ndo inoculados
(grupo controle). Anteriormente a inoculagao (dias -7 e 0) e no 7°, 14°, 21°, 28°, 42°,
56° e 70° dias pds-inoculacdo (DPI), todos felinos, foram submetidos a exames
clinicos, sorologicos (RIFI) e hematologicos (hemograma e parasitemia pelo T.
gondii). As colheitas de sémen (eletroejaculacéo), foram realizadas nas referidas
datas, sendo posteriormente realizada a pesquisa do T. gondii por meio da nested
PCR e bioprova em camundongos. No 70° DPI, os doze felinos foram
orquiectomizados, sendo em seus testiculos e epididimos avaliada a presencga do
parasito (nested PCR, bioprova em camundongos, analises histopatolégicas e
imunohistoquimicas). Todos os felinos inoculados com T. gondii (Gl e Gll), soro-
converteram a infeccdo toxoplasmica e apresentaram picos parasitémicos em
diferentes datas experimentais pos-inoculagcdo. Os felinos inoculados com a cepa
“‘RH” (GIl) apresentaram titulos soroldgicos mais elevados que os inoculados com a
cepa “P” (Gl). Nestes animais (Gll) também foram diagnosticados mais picos
parasitémicos e alteragbes clinicas que nos felideos pertencentes ao grupo I. Em
nenhuma data experimental foi diagnosticada (bioprova e nested PCR) a presenca
de T. gondii nas amostras seminais colhidas dos felinos (GI, Gll e Glll), nem
tampouco nos testiculos e epididimos colhidos destes animais (nested PCR,
bioprova, analises histopatolégicas e imunohistoquimicas). Tais resultados
possibilitam inferir que a transmissao sexual, em gatos doméstico, ndo é uma via de

infecgao importante na disseminagao da toxoplasmose entre felinos.

Palavras- chave: felinos, PCR, taquizoitos, toxoplasmose, transmissao sexual.
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Toxoplasma gondii SEARCH (NICOLLE & Manceaux, 1909) IN SEMEN,
TESTICLES AND EPIDIDYMIS OF PRIME-INFECTED CATS (Felis catus)

ABSTRACT - This study aimed to investigate the presence of T. gondii in semen,
testicles and epididymis of cats experimentally infected with this coccidia. Therefore,
twelve mongrel male cats of reproductive age and serologically negative for T. gondii
were selected and divided into three experimental groups, Gl: inoculated with 600
tissue cysts of T. gondii ("P" strain), Gll : inoculated 2x10° tachyzoites (strain "HR"),
and GlllI: not inoculated (control group). Prior to inoculation (days -7 and 0) and days
7°, 14°, 21°, 28°, 42°, 56° and 70° post-inoculation (PID), all cats underwent clinical,
serological (IFA) and haematological (blood count and parasitemia by T. gondii)
examinations. Semen samples were obtained (eletroejaculation) those dates, and
later held the T. gondii search by nested PCR and bioassay in mice. On 70° PID, the
twelve cats were castrated, and their testicles and epididymis were evaluated for the
presence of the parasite (PCR, bioassay in mice, and histopathological and
immunohistochemical analyzes). All cats inoculated with T. gondii (Gl and Gll),
seroconverted to T. gondii infection and showed parasitemia peaks in different
experimental days post inoculation. The cats inoculated with the "RH" strain (Gll) had
higher titers than those inoculated with the "P" strain (Gl). In these animals (Gll) were
also diagnosed more parasitemia and clinical changes compared to those belonging
to Group I. In no trial date was diagnosed (bioassay and nested PCR) the presence
of T. gondii in semen samples taken from the cats (Gl, Gll and Glll), nor their testis
and epididymis (PCR, bioassay, histopathological and immunohistochemical
analyzes). These results make it possible to infer that sexual transmission in
domestic cats is not an important route of infection in the spread of toxoplasmosis

among cats.

Key words: cats, PCR, tachyzoites, toxoplasmosis, sexual transmission.



1. INTRODUGAO

Dentre todos os animais de estimagao, os gatos domésticos juntamente com
0s caes, sao geralmente animais de companhia de eleicdo ao convivio humano.
Segundo Vargas (2006), os gatos merecem especial atengdo quanto ao seu papel

na epidemiologia e disseminagao da toxoplasmose.

Em um levantamento feito por Nunes (2008), no municipio de Jaboticabal, SP,
foram evidenciados 160 gatos em 367 residéncias visitadas, apresentando relagéo

felino por residéncia de 1/2,29.

Devido ao crescente convivio entre homem e animais, € de suma importancia
atentar ao risco de infecgdes zoondticas naturalmente transmitidas destes “pets” a
seus respectivos proprietarios (GEFFRAY; PARIS, 2001; ORGANIZACAO MUNDIAL
PARA A SAUDE ANIMAL-OIE, 2008). Dentre as zoonoses urbanas, se destaca a
toxoplasmose, sendo uma enfermidade de distribuicdo cosmopolita (SANTOS et al.,
1968; SILVA et al.,, 2001; GIRALDI et al., 2001) causada pelo Toxoplasma
gondii (T. gondii), um protozoario coccideo, parasito intracelular obrigatorio
(DUBEY; BEATTIE, 1988).

Os felinos domésticos (Felis catus) sao os principais responsaveis pela
disseminagao da toxoplasmose no ambiente urbano em humanos e outros animais,
por serem 0s Unicos hospedeiros definitivos do parasito habitantes neste meio
(DUBEY et al., 2004). Apos infectados, estes animais podem eliminar em suas fezes
oocistos de T. gondii, formas evolutivas capazes de suportar a diferentes
adversidades ambientais, podendo ser altamente infectante para diversas espécies
de mamiferos e aves (LAPPIN, 1993).

A forma mais comum de infeccdo dos felinos domésticos com o T. gondii,
ocorre por meio da predacao de um hospedeiro intermediario infectado, ingerindo
cistos teciduais do parasito (SWANGO et al., 1989).

Outra via de transmissao igualmente importante entre felinos é a congénita,
sendo causadora de diversas alteragbes reprodutivas na espécie (DUBEY et al.,
1996; SAKAMOTO et al., 2009).



Em diferentes hospedeiros intermediarios, o T. gondii foi isolado no sémen e
orgaos reprodutivos (SPENCE et al., 1978; DUBEY; SHARMA 1980; BLEWETT et
al., 1982; TEALE et al.,, 1982; MARTINEZ-GARCIA et al., 1996; LIU et al., 2006,
MOURA et al., 2007; ARANTES et al., 2009; LOPES et al., 2009; SCARPELLI et al.,
2009; MORAES et al., 2010; SANTANA et al., 2010; KOCH, 2014), sendo
comprovada a transmissao sexual em algumas espécies (ARANTES et al., 2009; DE
SA, 2011; LOPES et al. 2013; SANTANA et al. 2013, WANDERLEY et al., 2013).

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1.Histoérico

Este parasito foi descrito do género Toxoplasma foram descritos pela
primeira vez por Nicolle e Manceaux (1908), que isolaram o parasito de um roedor
Ctenodactylus gundi no norte da Africa, sendo inicialmente denominado Leishmania
gondii. No mesmo ano, no Brasil, formas evolutivas deste parasito foi identificado por
Splendore em coelhos, sendo que somente no ano seguinte, denominado como T.
gondii, baseado em sua forma arqueada (DUBEY, 1998b).

Apesar da ocorréncia do parasito ter sido primeiramente relatada em 1908,
seu mecanismo de transmissao so foi definido em 1970, quando seu ciclo biolégico
completo foi descoberto (DUBEY, 1998b).

De acordo com Tenter et al. (2000), os primeiros relatos da toxoplasmose sao
de 1900, com descricbes de ocorréncia do parasito em pardais. Em humanos, o
primeiro relato do parasito ocorreu em 1923, em uma crianga de 11 meses de idade
com hidrocefalia congénita (JANKU, 1923). Na década de 1930 foi descoberta a
transmisséo vertical em humanos do parasito (WOLF; COWAN, 1937).

Em 1948, foi padronizado o diagndstico com azul de metileno (dye test),
utilizado na deteccao de anticorpos contra T. gondii. Tal teste (SABIN; FELDMAN,
1948), revolucionou os estudos soroepidemioldogicos em humanos e em varias
outras espécies animais, permitindo evidenciar a grande distribuicdo e alta

prevaléncia do parasito em varias regides do mundo.



Na década de 1950 foram descritos os primeiros relatos de importancia da
carne na transmissdo horizontal da toxoplasmose via cistos teciduais (WEINMAN;
CHANDLER 1954).

Os oocistos do parasito foram identificados primeiramente em 1970 (DUBEY
et al., 1970) sendo nesta década reconhecida a natureza coccidiana do T. gondii,
devido a capacidade de um de seus estagios infecciosos estar presente no meio
ambiente por meio das fezes dos gatos. No mesmo trabalho, estes pesquisadores
realizaram a primeira descrigdo da fase sexual do ciclo biolégico no intestino delgado
de felideos, reconhecendo o papel epidemioldgico do gato na disseminagcdo da
doenca.

Em meados de 1980, foram relatados os primeiros casos de toxoplasmose no
sistema nervoso central, de pacientes com AIDS (ISRAELKI; REMINGTON, 1988).

2.2. Classificagcao do parasito

O T. gondii (NICOLLE; MANCEAUX, 1908) € um protozoario coccideo
pertencente ao reino Protista, filo Apicomplexa, classe Sporozoa, ordem
Eucoccidiida, subordem Eimeriina, familia Sarcocystidae e subfamilia
Toxoplasmatinae (LEVINE et al., 1980).

2.3. Ciclo e hospedeiros

O ciclo de vida do T. gondii ocorre na maneira sexuada (ciclo enteroepitelial) e
assexuada ou ciclo extra-intestinal (FRENKEL, 1971), sendo os animais da familia
Felidae, os unicos hospedeiros que permitem que este parasito complete a fase
sexuada do ciclo (gametogonia) (DUBEY, 1998b). A fase assexuada (esquizogonia)
pode ocorrer tanto nos hospedeiros definitivos quanto nos intermediarios (LINDSAY
et al., 1997).

Trés formas evolutivas (taquizoitos, bradizoitos e oocistos) sao consideradas
estagios infectantes do agente, tanto para os hospedeiros intermediarios, quanto
para os definitivos (DUBEY, 1987). Os hospedeiros definitivos (felideos) podem
se infectar pela ingestdo de qualquer uma das trés formas evolutivas, sendo a

ingestao de cistos com bradizoitos (carnivorismo), a via mais frequente e importante



de ocorrer nestes animais (SWANGO et al., 1989). Apds a ingestdo, no trato
digestorio dos felideos, a parede do cisto ou do oocisto se rompe, por agéo
enzimatica, liberando as formas infectantes de bradizoitos e esporozoitos,
respectivamente. As formas infectantes penetram nas células epiteliais intestinais,
multiplicam-se por reprodugéo assexuada (merogonia), havendo desenvolvimento de
varias geracdes (DUBEY; FRENKEL, 1972). Em seguida ocorre a reprodugéo
sexuada, com a produgcdo de gametas masculinos, moveis (microgametas) e de
femininos, imoveis (macrogametas). Os macrogametas permanecem nas células e
0s microgametas saem e vao ao encontro dos primeiros, ocorrendo a fecundagao e
formacado do zigoto, que se desenvolve em oocisto imaturo (n&o infectante).
Estes sdo eliminados com as fezes, se tornando infectantes (esporulados) apds
quatro dias, dependendo de condi¢gdes de umidade e temperatura (DUBEY et al.,
1970).

O termo taquizoito (“tachos”, do grego, rapido) descreve o estagio no qual o
T. gondii se multiplica rapidamente em qualquer célula do hospedeiro
(intermediario/definitivo), destacando-se o sistema mononuclear fagocitario, células
do parénquima de varios 6rgados e nas células epiteliais intestinais do hospedeiro
(FRENKEL, 1973). Essa replicagdo ocorre até que a célula hospedeira parasitada
seja destruida, liberando novos taquizoitos que adentram em uma nova célula
hospedeira reiniciando a replicacdo (PETRAK; CARPENTER, 1965).

A presenca de taquizoitos caracteriza a fase aguda da infec¢ao toxoplasmica
(DUBEY et al., 1970; SHERDING, 1998) e sao epidemiologicamente importante, pois
sdo as formas evolutivas transmitidas verticalmente, na gestacéao, representando um
grave problema em Saude Publica (DUBEY; BEATTIE, 1988).

Durante a replicacao, os taquizoitos invadem células nucleadas (com maior
afinidade por células musculares e nervosas), distribuindo-se praticamente por todo
organismo (via circulagdo sanguinea) ou se difundindo de uma célula (macrofagos,
linfécitos ou granuldcitos) para outra, podendo ser também encontrados em liquidos
organicos (DUBEY, 1987). Os taquizoitos utilizam-se de estruturas de superficie e
do complexo apical para penetrar na célula hospedeira. Ao aderir a célula, por meio
de receptores de superficie, o protozoario orienta seu complexo apical de forma a

criar uma jungao intracelular, formando um vacuolo (HUYNH et al., 2003). Esse



modo de invasdo usa um minimo de exposi¢gao de antigenos, o que dificulta o
reconhecimento pelo sistema imune (HIRAMOTO et al.,, 2001). Desta forma, o
parasito replica-se rapidamente e se dissemina por meio da corrente sanguinea para
varios tecidos como o sistema nervoso central (SNC), olhos, placenta, musculo
esquelético e cardiaco (MONTOYA; LIENSENFELD, 2004).

Com o avancgo da infeccao, o hospedeiro comecga a desenvolver uma resposta
imune que atua sobre a multiplicacédo dos taquizoitos, os quais passam a dividir-se
mais lentamente, sendo entdo denominados bradizoitos e que se encontram
confinados em forma de cisto no interior do tecido parasitado, protegidos contra a
acéao do sistema imune hospedeiro (DUBEY et al., 1970).

Os bradizoitos sdo mais comumente encontrados nos tecidos neurais e
musculares, incluindo o cérebro, os olhos, musculos esqueléticos e cardiacos, e sua
presenga, indica a fase crbénica da infeccdo (DUBEY et al., 1970), que pode
perpetuar-se por toda vida do hospedeiro (HAY; HUTCHINSON, 1983). O cisto
tecidual € a principal forma infectante para carnivoros, pois, segundo Sherding
(1998), mesmo apdés a morte do hospedeiro, o cisto mantém a capacidade de

transmitir a doencga.

2.4.Vias de transmissao

As principais vias de transmissao do T. gondii para o ser humano incluem a
infecgao transplacentaria por meio de taquizoitos circulantes, sendo mais frequente
no terco final da gestacédo (FRENKEL, 1973; DUBEY; TOWLE, 1986; MAMIDI et al.,
2002); a ingestao de agua (ARAMINI et al., 1998; ARAMINI et al., 1999), ou
alimentos contaminados com oocistos esporulados oriundos das fezes de felideo
e, ainda, a ingestdo de cistos teciduais em carnes cruas ou mal cozidas (DA
SILVA et al., 2000).

Outras formas de transmissdo, porém com menores frequéncias, incluem
acidentes laboratoriais (WONG; REMINGTON, 1993), transplantes de 6érgaos
(MUNIR et al., 2000), ingestédo de leite ndo pasteurizado contendo taquizoitos
(SACKS et al., 1982; CHIARI et al.,1984) e transfusdo sanguinea (FIGUEROA-
DAMIAN, 1998).



Outra via alternativa de transmisséo de toxoplasmose foi descrita por Lindsay
et al. (1997), que determina o contato com caes, uma fonte de infecgédo, devido ao
comportamento desta espécie de ingerir e rolar sobre fezes de gatos contaminadas
com oocistos de T. gondii. Este comportamento € denominado como xesnomofilia,
possibilitando a transmiss&o do parasito para o humano, devido a possivel presenga
de oocistos na pelagem desses animais.

Em animais, a infeccdo do T. gondii por via trans placentaria, que esta
intimamente ligada a ocorréncia de abortos, natimortos e nascimento de fetos
debilitados como evidenciados por diferentes autores (DUBEY et al., 1996;
BRESCIANI et al., 1999; SAKAMOTO et al., 2009, COSTA et al., 2011; SILVA et al;
2014).

A via sexual € outra forma de transmissdo do T. gondii comprovada em
diferentes espécies animais (ARANTES et al., 2009; DE SA, 2011; LOPES et al.
2013; SANTANA et al. 2013, WANDERLEY et al., 2013). Em diferentes trabalhos
realizados nesta linha de pesquisa, foi comprovada a ocorréncia de formas
infectantes de T. gondii no sémen de ovinos (SPENCE et al., 1978, BLEWETT et al.,
1982, TEALE et al.,, 1982, LOPES et al.,, 2009, MORAES et al., 2010), caprinos
(DUBEY; SHARMA, 1980, SANTANA et al., 2010), humanos (MARTINEZ-GARCIA
et al., 1996), suinos (MOURA et al., 2007), bovinos (SCARPELLI et al., 2009) e caes
(ARANTES et al., 2009; KOCH, 2014), originando discussdes sobre a importancia da
transmissao venérea em diferentes espécies animais, até entdo desconhecida.

Spence et al. (1978) ao inocular T. gondii em dois ovinos diagnosticaram a
presenca do parasito no sémen de um dos animais no 20° DPI, e no outro no 20° e
25° DPI.

Por meio da bioprova em camundongos, Dubey e Sharma (1980) isolaram T.
gondii a partir de amostras de seminais de caprinos experimentalmente infectados
via oral com oocistos, sendo diagnosticada a eliminagdo seminal do parasito nos
primeiros 52 dias pds-infecgao.

Em ovinos experimentalmente infectados (LOPES et al., 2009) foram
observadas alteragdes clinicas como hipertermia e apatia, além da presenca do DNA

de T. gondii em amostras seminais colhidas em diferentes datas apds a inoculagao.



Neste estudo ainda foi comprovada a presenca do parasito em tecidos reprodutivos
(testiculo, epididimo, vesicula seminal e prostata) de alguns dos animais infectados.

A eliminagédo de T. gondii no sémen de ovinos, foi também confirmada por
meio da técnica de nested-PCR, em animais naturalmente infectados pelo parasito,
sendo diagnosticada a presengca do DNA do coccideo em 66% das amostras
colhidas (MORAES et al., 2010).

Resultados similares foram obtidos em suinos (MOURA et al., 2007) e touros
(SCARPELLI et al., 2009), sendo diagnosticada a presenga do parasito no sémen
(diferentes datas poés-inoculagdo) e em tecidos reprodutivos como testiculo,
epididimo e vesicula seminal.

Em caes infectados experimentalmente com T. gondii, foi diagnosticada a
presenca do parasito em ejaculados esporadicos, sendo também evidenciada por
meio de analises imunohistoquimicas, a ocorréncia do parasito em fragmentos de
testiculos e epididimos (ARANTES et al. 2009).

2.5. Toxoplasmose em gatos

Em gatos criados dentro de casa, que n&o se alimentam de carne crua, o
risco de infeccédo pelo T. gondii € menor, diferentemente de felinos errantes, que
apresentam maior risco de infecgao pelo parasito (JONES et al., 2001).

Apos a primoinfeccdo com T. gondii, gatos domésticos podem eliminar até
1.000.000 oocistos/g de fezes (DUBEY; BEATTIE, 1988; SHERDING, 1998). De
acordo com Brown et al. (2003), os gatos eliminam oocistos por dias apds a ingestéo
de cisto tecidual, e por semanas apos a ingestao de oocisto esporulado, sendo esta
excrecao sempre no final do ciclo enteroepitelial do parasito.

Os oocistos excretados pelos felinos sdo muito resistentes a condicdes
climaticas, podendo ficar viaveis no ambiente por até dois anos (FREYRE et al.,
1993; LAPPIN, 1993). Eles desempenham um papel fundamental na epidemiologia
da toxoplasmose, sendo considerados a principal fonte de infeccdo toxoplasmica
para os animais herbivoros (LANGONI et al., 2001).

Antes de se tornarem infectantes os oocistos devem esporular, fato que

ocorre entre um a cinco dias apds a excrecdo. Quando esporulados os oocistos



medem 12x10 micrometros, possuindo dois esporocistos, com quatro esporozoitos
cada (ZAMAN, 1970). As condi¢bes ambientais ideais para que o0s oocistos se
tornem infectantes (esporulados), s&o temperatura de 20°C e umidade de 65%.
(LINDSAY et al.,1997).

Os oocistos de T. gondii podem ser disseminados no ambiente por meio da
agua, do vento e hospedeiros de transporte. Este estagio parasitario € altamente
resistente a diferentes reagentes quimicos, permanecendo viaveis em acido
sulfurico a 2% ou em dicromato de potassio a 2,5%, e por varios anos a uma
temperatura de 4°C. Também sado resistentes a solugdes desinfetantes, como
hipoclorito de sédio podendo estar presentes em alimentos humanos e animais, nao
higienizados. Sob temperatura de —20°C podem sobreviver, na agua, até 28 dias, e
a 37°C até 306 dias (DUMETRE; DARDE, 2003).

O risco de ter um felino como animal de estimagao, ter contato ou trabalhar
com estes animais ndo constitui risco de aquisicdo de toxoplasmose (REIF, 1980),
pelo habito destes enterrarem suas fezes. Jones et al.(2001) atribuiram o risco de
infeccdo humana a felinos errantes, ja que estes animais podem contaminar parques
publicos com fezes contendo oocistos.

As prevaléncias de infeccdo pelo T. gondii em gatos podem ser variaveis
dependendo do numero de amostras analisadas, do método utilizado, da area
geografica estudada e dos habitos alimentares da populacdo em estudo (DUBEY;
BEATLE, 1988; VELASCO et al., 1992, LANGONI et al., 2001).

O ambiente de criagao dos felinos € um fator preponderante para que ocorra
a infecgdo toxoplasmica nesta espécie animal, esperando maior prevaléncia da
toxoplasmose em gatos provenientes de areas rurais do que urbanas (DUBEY,
2010). Maior taxa de infecgdo pode também ser detectada em gatos semi-
domiciliados e errantes, pois estes tendem a cacar mais do que felinos domiciliados
(DUBEY, 1994). A idade dos felinos é outro fator importante, sendo individuos mais
velhos mais propensos a infecgédo pelo T. gondii, devido as maior possibilidade de
exposigcao ao parasito ao decorrer dos anos (DUBEY, 1994).

Na Tabela 1 estdo expressos resultados sorolégicos sobre a frequéncia da

infeccao toxoplasmica em gatos em diferentes regidées do mundo.



Tabela 1. Percentuais de positividade da infeccdo toxoplasmica em
gatos no mundo de acordo com o autor e ano da descricdo do

estudo, local e técnica sorologica utilizada.

Sogorb et al., 1972 Brasil SF 50,8
Mendez et al., 1983 Brasil HAI 24,0
Santos et al., 1983 Brasil HAI 59,0
Chaplin et al., 1984 Brasil HAI 40,7
Rosa et al., 1987 Brasil RIFI 25,9
Bracini et al., 1992 Brasil HAI 10,2
Lucas et al., 1998 Brasil ELISA 27,8
Garcia et al., 1999 Brasil RIFI 73,0
Lucas et al., 1999 Brasil RIFI 17,7
Summer; Ackland, 1999 Australia ELISA 39,0
Langoni et al., 2001 Brasil RIFI 19,4
Meireles, 2001 Brasil ELISA 40,0
De Feo et al., 2002 EUA MAT 42,0
Dorny et al., 2002 Bélgica MAD 70,2
Dubey et al., 2002 EUA MAT 48,0
Silva et al., 2002 Brasil MAT 26,3
Silva et al., 2002  Brasil RIF] 180
MAD 19,0

Araujo et al., 2003 Brasil HAI 37,0
Gauss et al., 2003 Espanha MAT 45,0
Maruyama et al., 2003 Japao MAT 5,4
Netto et al., 2003  Brasil AAl 195
ELISA 2,55

Convencodes: RIFI: Reagado de Imunofluorescéncia Indireta; ELISA: Reacao
de Ensaio. Imunoenzimatico; MAT: Teste de Aglutinagao Modificada; LAT:
Teste de Aglutinacdo em Latex. SF: teste de Sabin-Feldman. HAI:
Hemaglutinagéo Indireta. MAD: método de aglutinagéo direta.

Continua na proxima pagina.



Tabela 1. Percentuais de positividade da infeccdo toxoplasmica em
gatos no mundo de acordo com o autor e ano da descricdo do

estudo, local e técnica soroldgica utilizada (continuagao).

MAT 87,3

Cavalcante et al., 2006 Brasil
RIFI 87,3
Dubey et al., 2004 Brasil MAT 84,4
HAI 17,0

Meirelles et al., 2004 Brasil
ELISA 40,0
Mir6 et al., 2004 Espanha RIFI 32,3
Vollaire et al., 2005 EUA ELISA 31,6
Afonso et al., 2006 Franca MAT 18,6
Dubey et al., 2006 Colémbia MAT 45,3
Jittapalapong et al., 2006 Tailandia LAT 11,0
Pena et al., 2006 Brasil MAT 35,4
Vargas, 2006 Brasil RIFI 17,2
Bresciani et al., 2007 Brasil RIFI 25,0
Cruz, 2007 Brasil RIFI 16,3
HAI 26,9

Pinto, 2007 Brasil
RIFI 37,9
Besné-Meérida et al., 2008 Meéxico ELISA 21,8
Craeye et al., 2008 Bélgica RIFI 25,0
Lopes et al., 2008 Portugal MAT 35,8
Sharif et al., 2009 Iran LAT 40,0
A-Kappany et al., 2011 Egito MAT 95,5
Cruz et al., 2011 Brasil RIFI 16,3
Kulasena et al., 2011 Sri Lanka MAT 30,2
Rosa et al., 2010 Brasil RIFI 14,3
Hong et al., 2013 Korea Elisa 2,2
Cerro et al., 2014 Peru HAI 11,0

Convengoes: RIFI: Reagao de Imunofluorescéncia Indireta; ELISA: Reagéo
de Ensaio. Imunoenzimatico; MAT: Teste de Aglutinagao Modificada; LAT:
Teste de Aglutinacdo em Latex. SF: teste de Sabin-Feldman. HAI:
Hemaglutinagéo Indireta. MAD: método de aglutinagéo direta.
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2.6. Justificativa

Os felideos podem eliminar nas fezes oocistos de T. gondii, formas evolutivas
aperfeicoadas pela selecdo natural para suportar as adversidades ambientais,
podendo ser altamente infectantes para diversas espécies de mamiferos e aves.

Deve-se lembrar que o gato € um dos animais domésticos de mais intimo
convivio com o ser humano. Assim sendo, investigacdes relativas a toxoplasmose,
nesta espécie, sdo fundamentais, tendo em vista o potencial zoondtico desta
enfermidade e sua patogenicidade em animais de producgao e de estimagao.

Além da importancia da transmissao transplacentaria e suas sequelas para as
mulheres gestantes, também ha o risco de aquisicao desta enfermidade na vida pos-
natal. J& foram comprovados disturbios reprodutivos, como aborto e mortalidade
neonatal, em pequenos ruminantes, suinos, caes e principalmente gatos domésticos,
enfatizando, assim, a relevancia do estudo da toxoplasmose nesta espécie animal.

Vale salientar que nao foi encontrado na literatura consultada trabalhos sobre
isolamento de T. gondii no sémen de felinos (hospedeiros definitivos) e possivel
transmissao sexual deste parasito, nesta espécie animal, fato ja comprovado em

diferentes hospedeiros intermediarios.
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3. OBJETIVOS

3.1. Geral

Pesquisar a eliminagdo de formas infectantes do T. gondii em sémen,
testiculos e epididimos de gatos primoinfectados com as cepas “P” e “RH” deste

parasito.

3.2. Especificos

Avaliar os parametros clinicos e hematolégicos (hemograma) em felinos
primoinfectados com as cepas “P” e “RH” de T. gondii.

Descrever os principais sinais clinicos evidenciados nos felinos experimentais
primoinfectados com o T. gondiii.

Diagnosticar, por meio da bioprova em camundongos, surtos parasitémicos
do parasito em diferentes datas pds-inoculacéo.

Avaliar a reciproca sorologica (IgG) dos reprodutores felinos apos

primoinfeccdo com T. gondii.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Bem estar animal

Este estudo foi realizado obedecendo todos os requisitos de bem estar e
saude animal.

O numero de felinos propostos por grupo experimental, visou utilizar o minimo
de individuos possiveis, tendo em vista que a inoculagao de T. gondii apresenta um
risco potencial ao bem estar dos animais.

Todo manejo dos felinos experimentais foi realizado de acordo com o projeto
previamente submetido e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais -
CEUA/ FCAV/ UNESP, Campus Jaboticabal, SP (Protocolo n® 024137/13).

4.2. Locais de realizagao do estudo

Toda fase experimental com os animais (selegcado e inoculagao dos felinos, e
colheitas de amostras), a RIFI e a bioprova em camundongos, foram conduzidas no
CPPAR - Centro de Pesquisas em Sanidade Animal, da Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias FCAV/UNESP-Campus de Jaboticabal, SP.

As analises moleculares (nested PCR), realizadas nas amostras seminais e
teciduais (testiculos e epididimos), colhidas dos felinos experimentais, foram
realizadas no CPPAR/FCAV/UNESP, juntamente com o Departamento de
Higiene Veterinaria e Saude Publica, FMVZ/UNESP - Botucatu, SP.

No CPPAR/FCAV/UNESP também foram realizados o0s exames
histopatolégicos e imunohistoquimicos, nas amostras de testiculos e epididimos
colhidos dos felinos, sendo as l|aminas confeccionadas no Laboratério de

Imunohistoquimica do Centro de Patologia do Instituto Adolfo Lutz, SP.
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4.3. Cepas de T. gondii

Foram utilizadas as cepas “P” (isolado tipo Ill) e “RH” (isolado tipo |), ambas
mantidas em camundongos, no Centro de Pesquisas em Sanidade Animal
(CPPAR/FCAV/UNESP-Jaboticabal, SP).

4.4. Obtencgao dos taquizoitos de T. gondii e preparagao do inéculo

Para a obtencgao do indculo contendo taquizoitos de T. gondii, foram utilizados
10 camundongos albinos sui¢cos (Mus musculus) que receberam, via intraperitoneal,
taquizoitos de T. gondii (cepa RH).

Decorridos dois dias da inoculagao (+/- 48 horas), estes camundongos foram
eutanasiados, sendo, realizados lavados intraperitoneais com injecdo de 3 mL de
solugao fisiolégica estéril, sequida de aspiracdo deste exsudato. Estes lavados
intraperitoneais foram examinados sob microscopia optica (objetiva de 40X), visando
constatar a auséncia de bactérias e células sanguineas dos roedores. A seguir, 0s
taquizoitos, presentes no exsudato aspirado, foram quantificados em camara de
Newbauer, ajustando a quantidade de células parasitarias para cada indculo
(taquizoitos/solucao fisiolégica). Os in6culos foram padronizados no dia da infecgao

dos felinos, realizada segundo a metodologia descrita por Costa et al. (1977).

4.5. Obtencao dos cistos de T. gondii (cepa “P”) e preparagao do inéculo

Camundongos albinos suigos, com idade média de 35 dias, foram inoculados
intraperitonealmente com aproximadamente 10 cistos (cepa “P”) cada e observados
diariamente até o 42° dia pds-inoculagdo, quando foram eutanasiados por
deslocamento cervical (BRASIL, 2013).

Apo6s esse procedimento, estes roedores foram posicionados em decubito
esternal, onde com o auxilio de pinga e tesoura, cada encéfalo foi removido e
transferido para um tubo falcon (15 mL) juntamente com aproximadamente 1 mL de

solucao fisioldgica estéril, onde foram macerados com auxilio de um bastao de vidro.
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Da solucado resultante, foi retirada uma aliquota de 50 pL, sendo esta
examinada com auxilio de um microscopio O6ptico (objetiva de 40X), para
identificacdo e quantificagdo dos cistos de T. gondii presentes.

A preparacéo dos inéculos contendo os cistos de T. gondii foi realizada por
meio de diluigdo da solugcdo anteriormente citada, em solugdo fisioldgica esteéril,

ajustando assim a quantidade de cistos que foi administrada por felino.

4.6. Origem e destino dos felinos experimentais

Todos os felinos selecionados para este estudo, foram obtidos de gatis
particulares, gentiimente cedidos pelos seus respectivos proprietarios,
permanecendo apdés o término do estudo, no CPPAR/FCAV/UNESP, sendo

destinados a doacéo.

4.7. Selecao e constituicao dos grupos experimentais de felinos

Para realizagdo deste estudo, foram selecionados 12 gatos machos
saudaveis, sem raga definida, com idade entre um a quatro anos, e soronegativos
para infeccao por T. gondii. Para tanto, soros de 39 gatos provenientes do municipio
de Jaboticabal-SP, foram submetidos a pesquisa de anticorpos (IgG) anti-T. gondii
por meio da técnica de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI titulo <16).

No processamento da RIFI utilizou-se como controles negativo e positivo,
duas amostras sorologicas felinas previamente conhecidas, que serviram de
referéncia para a leitura da reagéo.

Os 12 gatos selecionados foram identificados com numeros em suas baias,
vacinados contra a (raiva, clamidiose, rinotraqueite, panleucopenia e calicivirose),
sendo desverminados com praziquantel (20mg) e pamoato de pirantel (230mg) e

distribuidos, por sorteio, em trés grupos experimentais, conforme a Tabela 2.
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4.8. Alojamento dos animais e periodo de aclimatagao

A partir da formacéo dos trés grupos experimentais (Gl, Gll e Glll), estes
foram mantidos até o termino do estudo, em ambientes separados no
CPPAR/FCAV/UNESP. Cada felino permaneceu isoladamente em gaiolas metalicas,
providas de comedouro, bebedouro, plataforma para descanso e brinquedos.

Um periodo prévio de aclimatacéo (30 dias) foi realizado, para que os felinos
experimentais se adaptassem as condi¢gdes de alojamento e nutricdo proposta no
estudo.

4.9. Inoculagao dos gatos com T. gondii

Os animais foram inoculados conforme descrito na Tabela 2.

Tabela 2. Distribuicdo dos grupos experimentais, indculos utilizados e via de
inoculagao. CPPAR/FCAV/UNESP-Jaboticabal, SP.

Resultado Sorolégico

Grupos Dose dos . . .
N° de (RIFI*) para Via de inoculagao
Experimentais Inéculos
gatos Toxoplasmose
I 4 Negativos 600 cistos Oral
. 2x 10°
Il 4 Negativos Subcutanea
taquizoitos
1l 4 Negativos - -

* Imunofluorescéncia Indireta (CAMARGO, 1964) para T. gondii.

Os animais pertencentes ao grupo um (Gl), receberam, via oral, 600 cistos
(cepa “P”) de T. gondii, diluidos em uma solugdo fisiolégica. Tal in6culo, foi
administrado com auxilio de uma sonda acoplada a uma seringa de 10mL. Logo
ap6s a administracédo, a seringa foi novamente preenchida com 10mL de solugéo
fisiologica, que foi também administrada ao felino, visando a retirada do in6culo
remanescente da seringa e sonda segundo metodologia descrita por Costa at al.
(1977).
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Os reprodutores felinos do grupo dois (Gll) foram inoculados, via parenteral
subcutanea (regido dorsal) com 2x10° taquizoitos de T. gondii (cepa “RH”),
utilizando-se uma seringa de 1 mL e agulha 21G, ap6s prévia desinfecg¢ao local com
alcool iodado (0,1%).

Os felinos pertencentes ao grupo trés (Glll) ndo foram inoculados,

permanecendo como controle do estudo.

4.10. Medidas de seguranca pessoal e desinfec¢ao das instalagoes

Todo o pessoal envolvido neste estudo, tinha conhecimentos sobre o parasito,
inclusive medidas basicas de prevencado e riscos da infeccdo. Em todos os
procedimentos experimentais foram adotadas medidas de seguranga pessoal, sendo
utilizados, quando necessario, equipamentos de protecao individual (EPls) como:
luvas, jalecos, gorros, propés, mascaras e oculos de protegéao.

Os comedouros e bebedouros foram lavados todos os dias com detergente

neutro, antes do fornecimento de alimentacéao.

4.11. Manejo nutricional dos gatos

Diariamente os felinos receberam ragao comercial e agua potavel, fornecidas

“ad libitum”.
4.12. Observagoes clinicas diarias dos felinos
Observagdes gerais de saude foram realizadas diariamente em todos os

felinos experimentais, visando constatar a ocorréncia de qualquer anormalidade

clinica, decorrente ou n&o, da infecgdo por T. gondii.
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4.13. Exames coproparasitolégicos

Exames coproparasitolégicos, foram realizados diariamente utilizando-se as
amostras fecais dos felinos pertencentes ao grupo |, excretadas do 1° ao 17° DPI.
Para tanto, as excretas totais dos reprodutores felinos foram colhidas diretamente
das caixas de areia, pesadas, e submetidas (dois gramas) a técnica de centrifugo
Flutuacdo em solugao de Sheather.

Ao material restante, foi acrescida uma solugdo de acido sulfurico a 2%,
permanecendo em temperatura ambiente, sendo homogeneizado mecanicamente
duas vezes por dia, durante 10 dias até a completa esporulacdo dos oocistos
(DUBEY et al., 1972).

Na sequéncia, as amostras de fezes de cada animal foram submetidas a
sucessivas centrifugagdes com agua destilada para lavagem e remogao completa do
acido sulfurico. Desta forma, os sedimentos formados foram estocados em
temperatura de refrigeracdo (4°C) e imersos em solugdo salina para posterior
pesquisa, identificacdo e quantificacdo dos oocistos esporulados em camara de
Neubauer, de acordo com a técnica descrita por Costa et al. (1977).

A identificagao dos oocistos esporulados foi realizada sob microscopia de luz,
com objetiva micrométrica de 400X, utilizando-se critérios morfolégicos (ZAMAN,
1970), e por meio de inoculagdes intraperitoneais em camundongos (DUBEY et al.,
1972).

4.13.1 Bioprova em camundongos: inoculagao de oocistos de T.
gondii

As amostras comprovadamente positivas quanto a presenga de oocistos
esporulados (microscopia Optica), foram adicionadas de ampicilina (1 mg/mL) e
inoculadas (via intraperitoneal) cada uma, em grupos de cinco camundongos
(DUBEY et al., 1972).

Os roedores inoculados foram observados diariamente por 42 dias avaliando
o surgimento da infecgao toxoplasmica (COSTA et al., 1977). ApOs este periodo, os

camundongos sobreviventes foram eutanasiados sendo pesquisada a presenga de
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anticorpos (IgG) contra T. gondii por meio da RIFI (CAMARGO, 1964) com
diluicdo 1:32, e ainda, a presenca de cistos cerebrais do parasito.

Dos roedores que vieram a o6bito, do 3° ao 10° dia pés-inoculagdo, foram
colhidos os exsudatos intraperitoneais para pesquisa de taquizoitos por meio de
microscopia.

Nos camundongos que morreram do 11° ao 42° dia pos-inoculagdo, além da
pesquisa de taquizoitos intraperitoneais, realizou-se exame sorolégico (RIFI) para
detectar anticorpos (IgG) contra T. gondii, e a pesquisa de cistos cerebrais do

parasito.

4.14. Resposta Imune humoral

De cada felino (GI, Gll e GIlll) foram colhidas por venopuncédo femural,
amostras sanguineas (1mL), as quais foram acondicionadas em tubos estéreis
(desprovidos de anticoagulante) anteriormente a inoculagado ( dia -7 e 0) e no 7°, 14°,
21°, 28° 42° 56° e 70° dia péds-inoculacdo (DPI). Estas amostras foram
centrifugadas a 1500 rpm por 10 minutos, para obtengdo das amostras séricas
destinadas a realizagao da RIFI (CAMARGO, 1964).

Constatada a soroconversao dos felinos (titulo IgG > 64), foram realizadas
ainda, diluigdes seriadas, visando assim titular a reciproca sorologica de anticorpos

(IgG) anti-T. gondii em cada felino experimental.

4.14.1. Confecgoes das laminas com antigenos de T. gondii

A confeccao das laminas com antigeno de T. gondii foi realizada a partir dos
exsudatos contendo taquizoitos aspirados do peritdbnio de camundongos infectados
com a cepa RH (+/- 48 horas pds-inoculagao).

Este exsudato foi mantido em solugdo salina estéril acrescida de heparina,
sendo fixado em formol a 0,5%, em estufa a 37°C, por 30 minutos. Apds esta
incubacado, o antigeno foi centrifugado a 1500 rpm, por 10 minutos, sendo
descartado o sobrenadante. O sedimento resultante foi suspenso em PBS (pH 7.2) e
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centrifugado (10 minutos a 1500 rpm), sendo novamente descartado o
sobrenadante.

Posteriormente, no sedimento foram quantificados os taquizoitos (objetiva de
40X), diluidos (PBS pH 7.2), até totalizar 20 a 30 parasitos por campo de
microscopia.

Para confecgao das laminas, 10 uL da suspenséao de taquizoitos, foi colocado
em cada pogo das laminas (Perfecta - 25,4 x 76,2mm — 12 circ.F.LAP.Trans; Verde),
aguardando a completa secagem deste material em temperatura ambiente. A seguir,
as laminas contendo o antigeno fixado, foram mantidas em caixas (porta laminas) a

-20°C, até o momento da realizagéo da RIFI.

4.14.2. Realizagao da RIFI

Todas RIFI realizadas neste estudo foram realizadas em duplicata, para
melhor confiabilidade dos resultados.

Previamente, os soros dos felinos a serem examinados, foram diluidos em
PBS (pH 7.2), respeitando-se no periodo pds inoculagado dos felinos a diluicao 1:64.
Posteriormente, 10 yL de cada amostra sorolégica diluida (1:64), foram depositados
no pog¢o da lamina 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 em tampao PBS (pH 7.2), e colocadas para secar (estufa
a 37°C).

A seguir, sob protegédo da luz, foram adicionados 10 pyL do conjugado anti-
IgG de gatos (Sigma Chemical — IgG-FITC), marcado com isotiocianato de
fluoresceina diluido (1:64) em PBS (pH 7.2), sendo as laminas novamente
acondicionadas em camara umida e incubadas a 37°C por 40 minutos.

Ao termino da incubacao, as laminas foram submetidas a uma nova lavagem
com PBS (pH 7.2), e secadas em estufa.

Apos a secagem definitiva das laminas, uma gota de glicerina tamponada
acrescida de azul de Evans (0,2%), foi adicionada as mesmas, sendo recobertas
com laminulas e examinadas em microscopio equipado para fluorescéncia (objetiva

de 40X) em ambiente escuro.
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Como controles positivos e negativos de cada reagao, foram utilizados soros

previamente conhecidos quanto a positividade.

4.15. Exames clinicos e laboratoriais nos felinos

As frequéncias cardiaca e respiratoria, e temperatura retal de cada felino (Gl,
GllI e Glll) foram aferidas antes da inoculagao (dia -7 e 0) e no 7°, 14°, 21°, 28°, 42°,
56° e 70° DPI.

Nestas datas foram também realizadas colheitas de sangue (1mL/ felino) com
anticoagulante (EDTA), para realizagdo de hemograma em contador automatico,
com excegao da contagem diferencial de leucécitos, realizada por meio de leitura
microscoépica (aumento 1000x) de esfregagos sanguineos corados com pandtico
rapido.

Os parametros de normalidade adotados nos exames clinicos e
hematoldgicos, seguiram respectivamente, os valores de referéncia descritos por
Feitosa (2008) e Thrall (2007).

4.16. Determinagao de parasitemia

Parasitemia por T. gondii, foi avaliada, nos gatos experimentais,
anteriormente a inoculagao (dia -7 e 0) e no 7°, 14°, 21°, 28°, 42°, 56° e 70° DPI
(COSTA et al., 1977). Nestas datas experimentais, foram colhidas dos felinos (Gl,
Gll e Glll) amostras sanguineas (1mL), e transferidas para um tubo eppendorf
(2mL), contendo anticoagulante (EDTA). Para obtengdo da camada leucocitaria, as
amostras sanguineas foram submetidas a centrifugacao (1500 rpom por 10 minutos),
sendo aspirada com auxilio de uma pipeta, a camada leucocitaria (intermediaria
entre 0 plasma e as hemacias). Apds obtengdo, cada camada leucocitaria foi
inoculada intraperitonealmente com auxilio de seringa e agulha, em cinco
camundongos (bioprova).

Depois da inoculagdo, os camundongos foram observados diariamente

durante 42 dias. Dos roedores que vieram a 6bito, do 3° ao 10° dia pds-inoculagao,
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foram colhidos os exsudatos intraperitoneais para pesquisa de taquizoitos por meio
de microscopia.

Nos camundongos que morreram do 11° ao 42° dia pds-inoculagdo, além da
pesquisa de taquizoitos intraperitoneais, realizou-se exame sorolégico (RIFI) para
detectar anticorpos (IgG) contra T. gondii, e a pesquisa de cistos cerebrais do
parasito. Foram considerados como amostras positivas (RIFI), os soros dos
camundongos que apresentassem titulos iguais ou superiores a 32 (CAMARGO,
1964).

4.17. Colheitas de sémen

As colheitas de sémen dos felinos foram realizadas nos dias -7 e 0 antes da
inoculagao e no 7°, 14°, 21°, 28°,42°, 56° e 70° DPI.

O método adotado para a colheita de sémen dos felinos foi a eletroejaculagao
pos-anestesia dos animais. Para tal, utilizou-se um eletroejaculador acoplado a um
transdutor cilindrico retal (12,0 cm x 1,0 cm de diametro) (Figura 1), provido de trés
tiras longitudinais de ago inoxidavel (eletrodos), cada uma delas possuindo cinco

centimetros de comprimento.
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Figura 1. Eletroejaculador e transdutor cilindrico (probe), utilizados na

colheita de sémen dos felinos.

Previamente a cada colheita (Figura 2), os animais foram pesados, sendo
administrado Zoletil® 50 (cloridrato de tiletamina - 125,0mg e zolazepam - 125,0 mg),
na dose de 5 mg/Kg, via intramuscular. Apds a entrada em plano anestésico, os
animais foram posicionados em decubito lateral, aplicando-se uma suave pressao na
base do pénis para sua exposi¢ao, sendo posicionado um tubo coletor (ependorf)
para a colheita do sémen.

O protocolo utilizado na estimulagao elétrica foi o descrito por Howard et al.
(1984), com algumas modificagdes que mostraram resultado satisfatorio: a sonda
transretal previamente lubrificada (KMed Gel-lubrificante) foi introduzida cerca de
cinco a sete centimetros no assoalho da ampola retal de cada animal, sendo
aplicados 40 estimulos elétricos crescentes de 2 a 3 V, divididos em duas séries de
20 estimulos cada. Cada estimulo permaneceu cerca de trés segundos na voltagem
desejada, com um intervalo de aproximadamente dois segundos. A quantificagéo
destes estimulos foi realizada de acordo com a resposta do animal em relagao a

erecao peniana e a ejaculagao.
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Cada amostra de sémen obtida pela técnica acima descrita, foi dividida em
duas aliquotas equivalentes, sendo uma utilizada na pesquisa do T. gondii por meio
de analise molecular (nested PCR), e a outra na pesquisa do agente por meio da

bioprova em camundongos.

D

Figura 2. Colheita de sémen felino. A e B: brobe (previamente lubrificada)

posicionada no reto do felino. C: tubo coletor posicionado para colheita de sémen. D:

tubo com a amostra seminal colhida.

4.18. Pesquisa de T. gondii no sémen dos gatos

As pesquisas de T. gondii nas amostras seminais colhidas foram realizadas
por meio das técnicas de bioprova em camundongos (COSTA et al., 1977) e da
nested PCR (SILVA et al., 2009).



25

4.18.1. Bioprova em camundongos (sémen)

Em cada aliquota amostral de sémen destinada a pesquisa de T. gondii por
meio da bioprova em camundongos, foram adicionados 0,5 mL de solugao
fisiolégica, acrescida de ampicilina (1 mg/mL).

Cada amostra seminal diluida foi inoculada, via intraperitoneal, em cinco
camundongos. Os camundongos inoculados foram observados diariamente 42 dias
(COSTA et al., 1977), para avaliagdo da presenga de sinais clinicos sugestivos de
toxoplasmose. Neste periodo, os camundongos que apresentaram pelos arrepiados
foram eutanasiados e pesquisada a presenca de taquizoitos no exsudato peritoneal.
Nos roedores sobreviventes apds seis semanas, foi avaliada a ocorréncia de
anticorpos (IgG) contra T. gondii por meio da RIFI (CAMARGO, 1964), além de

cistos cerebrais (microscopia oOptica).

4.18.2. Pesquisa do DNA de T. gondii no sémen por meio da nested PCR

As aliquotas de cada amostra seminal felina foram devidamente armazenadas
(-20°C) “in natura” logo apods a colheita, para posterior analise pela técnica de nested
PCR (SILVA et al., 2009).

4.18.2.1. Extragcao de DNA (sémen)

A extragao e purificacdo do DNA das amostras seminais foram realizadas
utilizando-se o kit de extragéo lllustra blood Prep Mini spin kit (GE Healthcare Life

Sciences do Brasil Ltda®, Brasil), conforme instrugdes do fabricante.

4.18.2.2. Nested PCR (sémen)

Em todas as amostras de DNA gendmico extraido, pesquisou-se a presenca
do DNA de T. gondii por meio da nested PCR (SILVA et al., 2009).

Para tanto, foram utilizados oligonucleotideos iniciadores especificos para
amplificagdo de fragmentos do gene codificador da subunidade 18S do RNA
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ribossémico, Tg18s48F (5'CCATGCATGTCTAAGTATAAGCS3") e Tg18s359R
(5'GTTACCCGTCACTGCCACSI') na reacao primaria, e Tg18s58F
(5'CTAAGTATAAGCTTTTATACGGC3") e Tg18s348R
(5'TGCCACGGTAGTCCAATACS'") na reagao secundaria amplificando uma regiao
de 290 pares de base (pb).

Ambas reagdes (primaria e secundaria) foram realizadas em um termociclador
Master Cycler EP gradient, sob as mesmas condigcbes de amplificagao:
desnaturacao inicial de 95°C por 4 minutos, seguida de 35 ciclos com desnaturagao
a 94°C por 30 segundos, pareamento a 60°C por 1 minuto e extensdo a 72°C por 2
minutos, seguida de uma extencdo final a 72°C por 10 minutos. Como controle
positivo utilizou-se uma amostra de DNA extraido de taquizoitos da cepa RH de T.

gondii.

4.18.2.3. Eletroforese em gel de agarose

Aliquotas de 10uL das amostras amplificadas foram homogeneizadas com
3uL de solugédo de azul de bromofenol e submetidas a eletroforese horizontal em gel
de agarose 1,5% em tampéo tris-borato-EDTA (TBE) 1x, adicionado de 2uL de
brometo de etidio.

Adicionalmente as amostras, utilizou-se marcador de peso molecular (Life
Technologies, EUA).

A corrida foi realizada inicialmente a 80 voltz por 60 minutos. Apds a corrida, o
produto da amplificacdo foi visualizado em sistema de foto documentacéo digital

(Sistema Gel-Doc it18), sob luz ultra-violeta, e fotografado.

4.19. Pesquisa do T. gondii em amostras teciduais (testiculos e epididimos)

dos gatos

Decorridos 70 dias pods-inoculagéo, todos os felinos (Gl, Gll e Glll) foram
orquiectomizados para colheita dos testiculos e epididimos.
As amostras teciduais (testiculos e epididimos), assim obtidas, foram

divididas cada uma, em trés aliquotas, sendo uma utilizada na pesquisa de T. gondii
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por meio da bioprova em camundongos, a segunda armazenada sob temperatura de
-20°C e utilizada na pesquisa do parasito por meio da nested PCR (SILVA et al.,
2009), e a terceira foi fixada em formol tamponado 10%, sendo utilizada nas analises

histopatoldgicas e imunohistoquimicas.

4.19.1. Orquiectomia dos felinos

Este procedimento cirurgico foi realizado de acordo com a técnica descrita por
Lui et al. (2011), sendo todo paramento pessoal, e os instrumentos cirurgicos
utilizados, previamente esterilizados. No momento pré-cirurgico, realizou-se a
pesagem de cada felino para a administragdo de acepromazina 0,1 mg/kg/IM e
cloridrato de tramadol 2 mg/kg/IM. A anestesia geral foi realizada com cloridrato de
tiletamina e zolazepan na dosagem de 7 mg/kg/IM.

Quando estes animais entraram em plano anestésico, foi colocada uma gota
de pomada oftalmica nos olhos de cada felino, evitando assim a desidratacdo do
globo ocular, o que poderia resultar em lesdo do mesmo. A seguir, procedeu-se a
tricotomia do pubis, perineo e bolsa escrotal, seguida de antissepsia local com
clorexidina de uso topico (1%) e alcool.

Os felinos foram posicionados em decubito dorsal em uma calha cirurgica,
com os membros toracicos e pélvicos devidamente contidos. Panos de campo
esterilizados foram afixados, e a incisdo realizada com auxilio de bisturi, na
extremidade da bolsa escrotal, permitindo a exteriorizagdo de cada testiculo.
Imediatamente, incidiu-se a tunica vaginal, desprendendo sua inser¢ado na cauda do
epididimo, e com auxilio de pingas hemostaticas realizou-se a ligadura do ducto
deferente com fio absorvivel 2-0 (categute cromado). O mesmo procedimento foi
realizado no outro testiculo (Figura 3). Na dermorrafia da ferida cirargica, foram
feitos trés pontos com fio de nylon.

Todo o procedimento cirurgico foi monitorado, aferindo-se temperatura,
movimentos respiratorios e batimentos cardiacos. Ao final da cirurgia os felinos
receberam penicilina benzatina 40.000Ul/kg/IM, sendo realizada a administragao oral
de dipirona sédica 25 mg/kg, a cada 12 horas, durante cinco dias, além de assepsia

diaria com clorexidina a 1% na ferida cirurgica.



28

A retirada dos pontos cirurgicos foi realizada apds total cicatrizagdo da ferida
cirurgica (sete dias apos a cirurgia).

Figura 3. Orquiectomia realizada nos reprodutores felinos.

4.19.2. Bioprova em camundongos (testiculos e epididimos)

Fragmentos de testiculos e epididimos extraidos dos trés grupos
experimentais de felinos foram digeridos em pepsina (DUBEY, 1998a) e inoculados
(1 mL) em grupos de cinco camundongos. Estes animais foram observados quanto a
presenca da infeccao toxoplasmica, de acordo com a metodologia descrita por Costa
et al. (1977), avaliando a ocorréncia de sinais clinicos da toxoplasmose durante seis
semanas. Neste periodo, os camundongos que apresentaram pelos arrepiados
foram eutanasiados e realizada a pesquisa de taquizoitos no exsudato peritoneal.
Nos sobreviventes apds 42 dias, foi pesquisada (RIFI) a presenga de anticorpos (IgG
anti-T. gondii) (CAMARGO, 1964) e cistos cerebrais do parasito.
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4.19.3. Nested PCR (testiculos e epididimos)

A pesquisa de DNA do parasito nas amostras de testiculos e epididimos
colhidas dos felinos pertencentes aos grupos |, Il e lll, foi realizada por meio da
Reacao em Cadeia da Polimerase (nested PCR).

Das amostras teciduais (testiculos e epididimos) previamente armazenadas a
-20°C, foi extraido o DNA gendmico, utilizando-se o kit lllustra TM tissue e cells
genomic Prep Mini Spin kit (GE Healthcare, EUA), conforme instrugbes do

fabricante.

4.19.4. Exames histopatolégicos e imunohistoquimicos (testiculos e

epididimos)

Exames histopatologicos e imunohistoquimicos foram realizados nos
fragmentos de testiculos e epididimos colhidos dos gatos por meio da orquiectomia,
com o objetivo de identificar formas cisticas de T. gondii nestes tecidos.

Para as analises histopatolégicas, os testiculos e epididimos, fixados em
formalina 10%, foram clivados e os fragmentos desidratados, diafanizados,
impregnados e incluidos em parafina histolégica. Os blocos foram cortados em
micrétomo rotativo a 5y de espessura, os cortes histolégicos corados pela técnica de
Hematoxilina-Eosina (HE) e montados em laminas.

Nas analises Imunohistoquimicas, as amostras de testiculos e epididimos,
ap6s o processamento histolégico para obtengdo de blocos de parafina, foram
submetidas a cortes histolégicos de 3um de espessura, sendo estendidas em
laminas silanizadas (MARCA EASY-PATH) que posteriormente foram incubadas em
estufa a 55°C por seis horas. A desparafinizagao destes cortes foi realizada em xilol,
seguida de banhos em alcoois gradualmente hidratados (alcool absoluto, alcool a
95%, alcool a 80%) e agua destilada.

Foi utilizado um anticorpo policlonal contra T. gondii produzido em coelhos
(MINEO, 2002 — comunicagdo pessoal), na diluigdo de 1:5000 em solugdo de

soroalbumina bovina (BSA) a 1% em PBS e 0,1% de azida sédica.



30

Apos, foi realizado o bloqueio da peroxidase endégena dos cortes
histolégicos, por meio de duas lavagens em peréxido de hidrogénio a 6%, seguidas
de lavagens em agua destilada e solugédo tampao (PBS — pH 7,2). Em seguida, o
anticorpo diluido foi colocado sobre os cortes, sendo estes primeiramente incubados
em camara umida a 37°C por 30 minutos, e posteriormente, a 4°C por 18 horas.

ApoOs este procedimento, foram realizadas trés lavagens em PBS, de cinco
minutos cada, seguidas de nova incubagao com anticorpo biotinilado (solugdo de
anticorpos biotinilados contra imunoglobulinas de coelho/camundongo/cabra), em
cédmara umida a 37°C por 30 minutos. Em seguida, foram realizadas trés lavagens
em PBS (cinco minutos cada), sendo adicionada as lédminas, estrepto-avidina-
biotina-peroxidase, sendo realizada nova incubagdo em camara umida a 37°C por 30
min.

Apo6s esta incubacdo, trés banhos de 30 minutos cada em PBS foram
realizados, sendo a revelagéo feita por meio de lavagem em solugdo peroxido de
hidrogénio a 0,1% e cromogeno (diaminobenzidina 60 mg%, Sigma D5637, USA)
diluidos em PBS.

Por fim, as laminas assim preparadas foram lavadas novamente em agua
destilada e submetidas a contracoloragao com hematoxilina de Harris, sendo o
material desidratado em alcoois, diafanizado em xilol e montado entre lamina e

laminula por meio de resina sintética (Entellan, Merck, Germany).

4.20. Analise estatistica

Os parametros pré e pods-inoculacdo foram avaliados por meio de um
delineamento em parcela subdividida no tempo, considerando-se os dados obtidos
nos felinos inoculados (Gl e Gll) e controle (Glll). As comparagdes entre as médias
(parametros clinicos, hematoldgicos e titulos soroldgicos) obtidas nos grupos
experimentais felinos (Gl, Gll e Glll) foram aplicados por meio do teste Kruskal-
Wallis (95% de confianga). As comparagdes entre os surtos parasitémicos obtidos
nos diferentes grupos experimentais, foram realizadas por meio do teste exato de
Fisher (95% de confianga). Todas as analises estatisticas foram realizadas no

programa computacional SAS (2001).
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5. RESULTADOS

5.1. Selegao dos felinos experimentais

Das 39 amostras soroldgicas colhidas na triagem dos felinos, e avaliadas por
meio da RIFI, 56,41% (22/39) apresentaram-se positivas quanto a presenga de
anticorpos (IgG) contra-T. gondii.

Os 17 animais negativos (RIFI<16 em triplicata), foram submetidos a colheita
de sémen por eletroejaculagdo, verificando-se, o comportamento destes ao
procedimento. Quatro deles ndo responderam positivamente, ndo ejaculando apds o
termino dos ciclos de estimulagao elétrica propostos, foram excluidos da selegao.

Dos 13 felinos restantes, foi excluido um animal por meio de sorteio.

5.2. Obtencao dos taquizoitos (cepa “RH”) de T. gondii e padronizagao dos

indculos

Dos dez camundongos albinos suicos (Mus musculus) utilizados na
replicacdo dos taquizoitos de T. gondii, apenas quatro foram aproveitados, por
apresentarem em seus lavados peritoneais, uma solugdo contendo taquizoitos,
isenta de hemacias e/ou células inflamatérias.

Destes roedores foram extraidos 7,8 mL (taquizoitos/exsudato
peritoneal/solugao fisioldgica) contendo 1.177.500 taquizoitos por mL. Destes, foram
inoculados (via subcutanea) 169,85 uL (adicionados a 500 uL de solucéo fisiolégica),

em cada felino do grupo I, totalizando 200.000 taquizoitos por indculo.

5.3. Obtencao dos cistos (cepa “P”’) de T. gondii e padronizagao dos inéculos

Seis camundongos portadores da toxoplasmose cronica foram eutanasiados.

Dos encéfalos destes animais (“pool”) foram isolados 3420 cistos em uma solugao
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de 9mL, sendo inoculados por felino, 1,57 mL, contendo aproximadamente 600

cistos de T. gondii.

5.4. Observacgoes clinicas dos felinos

Durante o periodo experimental, todos felinos (grupo I, Il e IllI), foram
observados clinicamente em busca de qualquer alteracdo sugestiva ou ndo de
toxoplasmose, o que se encontra registrado na Tabela 3.

Todos os felinos inoculados com taquizoitos (cepa “RH”) de T. gondii (grupo
II), apresentaram apatia e hiporexia, em algum momento pds-inoculagao.
Diferentemente, apenas um felino (P2) inoculado com cistos teciduais (cepa “P”) do
parasito (grupo |) apresentou apatia apds a infeccéo (Tabela 3).

Pelos arrepiados foi o segundo sinal clinico mais observado nos gatos
pertencentes ao grupo Il (felinos RH1, RH2 e RH3), seguido de diarreia (felino RH4)
e secrecgao nasal e ocular (felino RH2).

Dois felinos (P2 e P4) inoculados com cistos teciduais (grupo ), também
apresentaram diarreia apds a inoculagcao. Neste grupo, ainda foi observada a

ocorréncia de secrec¢ao ocular, diagnosticada em um felino (P1) do 11° ao 14° DPI.
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Tabela 3. Observagdes clinicas diarias dos felinos pertencentes aos grupos |, Il e lll. CPPAR/FCAV/UNESP-Jaboticabal, SP.

Felinos
Experimentais

Sinais Clinicos/ Periodo (dias) pés-inoculagao

Grupo
Apatia

Hiporexia

Diarréia

Pelos
Arrepiados

Secregcdo Secregdo Obstrugdo Sintomatologia

Nasal

Ocular

Uretral

nervosa

Abcesso
local da
inoculagao

P1

P2

P3

P4

(9-14)
| (Infectado "P")

(8)

(7-8)

(11-14)

RH1

RH2

RH3

RH4

(4-13) (49-60)
(5-44)
Il (Infectado "RH")
(6-12)

(7-11)

(6-9) (49-60)
(4-31)
(9-10)

(8-11) (22-23)

(21-23)

(44-55)
(14-25)
(7-17)

(16)

(51-63)

C1

Cc2

C3

C4

[l (Controle)

(-):Nada digno de nota.
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No 6° DPI, o felino RH3 desenvolveu um abcesso no local onde foi injetado o

in6culo (Figura 4), sendo 0 mesmo drenado naturalmente no 10° DPI.

Figura 4. Abcesso formado no local da inoculagao de T. gondii do felino
RH3.

No 49° DPI, o felino RH1 apresentou disuria, permanecendo muito tempo na
posicdo de micgdo (tenesmo), porém, sem conseguir urinar (Figura 5). Este
movimento era repetido varias vezes por minuto, sendo necessario o
encaminhamento do animal ao Hospital Veterinario "Governador Laudo Natel" (HV)
da FCAV/UNESP, Campus de Jaboticabal, SP. No exame clinico realizado,
observou-se apatia, e um grande dilatamento vesical, provocado por obstrugéo
uretral decorrente de uma cistite intersticial felina obstrutiva. Uréia e creatinina foram
mensuradas (125,0 e 2,5 mg/dL respectivamente).

Para desobstrucido da uretra, o felino foi anestesiado com cloridrato de
tiletamina (125,0mq) e zolazepam (125,0 mg), na dose de 5 mg/Kg/IM, para fixagao

de uma sonda uretral n°® 4. A seguir, realizou-se lavagem vesical com cloreto de
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sédio, e fluidoterapia intravenosa (cloreto de sodio 0,9% + 0,24 mL de cloridrato de
ranitidina). Cloridrato de tramadol, 0,2 mL via SC, também foi administrado durante o
procedimento de desobstrugao.

No 51° DPI, ja anoréxico, o felino comegou a apresentar sintomatologia
sugestiva de lesdo nervosa, andando em circulos, escondendo em cantos de parede
e apresentando crises convulsivas. Encaminhado novamente ao HV da
FCAV/Unesp, foram realizados testes neurolégicos constatando lesao cerebelar.

Testes bioquimicos (ureia e creatinina) foram novamente realizados, né&o
identificando alteragdes (ureia 53,0 mg/dL e creatinina 1,40mg/dL). Pelo historico de
recente inoculagdo com T. gondii, a toxoplasmose passou a ser a suspeita clinica
principal, sendo realizada uma nova titulagdo no 52° DPI comprovando aumento na
titulo (IgG anti-T. gondii) de 256 para 1024.

Apos a confirmacédo do quadro, decidiu-se por motivos de bem estar animal,
excluir o felino do presente estudo, realizando o tratamento da toxoplasmose com
sulfametoxazol 200mg/5mL + trimetropina 40mg/5mL, administrados via oral, a cada
12 horas, durante 10 dias, juntamente com alimentagao liquida, fornecida por meio
de uma sonda nasogastrica afixada (Figura 6).

A alimentacgéo liquida foi administrada com auxilio de uma seringa de 50 mL
acoplada a sonda nasogastrica, iniciando com duas refeicdes menores no primeiro
dia (30 mL), aumentando para quatro refeicbes no segundo dia (65 mL) e seis
refeicoes no terceiro dia (130 mL). A partir do quarto dia foram mantidas seis
refeicdes diarias (200 mL) até a retirada da sonda (61° DPI).

A recuperacao clinica do felino ocorreu apdés o 63° DPI, ndo sendo mais
observada qualquer sintomatologia anteriormente descrita.

Outra observacgao clinica relevante foi realizada no 49° DPI nos felinos C1 e
C2, quando foi diagnosticada infestacao por Ctenocephalides felis felis. Apos a
constatacdo da presenca destes ectoparasitos foi imediatamente realizada a retirada
total destes ectoparasitos com auxilio de pinga e pente fino, além do controle
ambiental destes parasitos e mudanca de ambiente dos animais.


http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1984-29612012000400002

bﬂ XA

Figura 5. Felino RH1 com tenesmo vesical no 49° DPI.

-

Figura 6. Sonda nasogastrica afixada no felino RH1 (51° DPI).

36



37

5.5. Pesquisa de T. gondii nas amostras fecais felinas

Nas Tabelas 4 e 5 estdo expressos os dados referentes a consisténcia e peso
de fezes excretada respectivamente pelos quatro felinos pertencentes ao grupo |
(inoculados com cistos teciduais de T. gondii) entre 0 1° e 17° DPI.

Nas Tabelas 6 e 7 estdo sintetizadas, respectivamente, as quantificacbes de
oocistos de T. gondii eliminados pelos felinos (Gl) em dois gramas de fezes, e na
excreta total.

Todos os reprodutores felinos inoculados com cistos cerebrais de T. gondii
eliminaram oocistos em algum momento experimental, sendo observado um periodo
pré-patente de 5 a 13 dias pos-inoculagéo (Tabelas 6 e 7).

A presenca de oocistos de T. gondii nas fezes dos gatos inoculados com a
cepa “P” do parasito em diferentes datas experimentais, pode ser comprovada por
meio de avaliagdes morfologicas e inoculagées em camundongos (Tabela 8 e Figura
7).

Um total aproximadamente de 2406210 oocistos, foram isolados de todos os
gatos durante o periodo de eliminagdo, sendo o maior pico de excregdo de oocistos
observado no felino P3, que apresentou 1455770 oocistos eliminados durante o
estudo (Tabela 7).

Os camundongos inoculados intraperitonealmente com amostras fecais
felinas contendo oocistos apresentaram-se positivos apdés seis semanas da
inoculagdo, fato comprovado por meio da soroconversdao dos mesmos (RIFI -

titulo>32) e/ou observacgdes de cistos cerebrais (Tabela 8 e Figura 7).
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Figura 7. Bioprova positiva. A: Cisto de T. gondii em cérebro de camundongo

inoculado com fezes dos felinos GI. B: RIFI positiva titulo>32 (soro camundongo
inoculado com oocistos). C: Oocistos esporulados de T. gondii excretados pelos

felideos (microscopia de luz).
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Tabela 4. Consisténcia das fezes excretadas pelos felinos pertencentes ao grupo I, do 1° ao 17° dia pdés-inoculagdo de cistos de
Toxoplasma gondii (cepa “P”). CPPAR/FCAV/UNESP-Jaboticabal, SP.

Consisténcia das fezes / Dias pés-inoculagao

Felinos
Experimentais 4 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16 17
P1 Pastosa Firme Firme Firme Firme Pastosa Pastosa Pastosa Pastosa Pastosa Pastosa Firme Firme Firme Firme Firme Firme
P2 Pastosa  Pastosa Firme Pastosa Pastosa Pastosa Pastosa Liquida Pastosa Pastosa Pastosa Pastosa Pastosa Pastosa Pastosa Pastosa Pastosa
P3 Firme Firme Pastosa  Pastosa Firme Firme Firme Pastosa Pastosa Firme Pastosa  Pastosa Pastosa Pastosa Pastosa Pastosa Pastosa
P4 Firme Firme Firme Firme Firme Firme Liquida Liquida Pastosa Pastosa Firme Firme Firme Firme Firme Firme Pastosa

Tabela 5. Peso (g) total das fezes excretadas pelos felinos pertencentes ao grupo |, do

Toxoplasma gondii (cepa “P”). CPPAR/FCAV/UNESP-Jaboticabal, SP.

1° ao 17° dia pds-inoculagcédo de cistos de

Felinos Quantidades excretadas de fezes (g) / Datas experimentais

Experimentais 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
P1 32,0 48,0 46,4 35,0 44,2 76,0 43,0 71,0 47,0 35,5 33,1 40,0 330 329 33,3 45,7 449

P2 55,8 43,5 76,3 45,0 67,2 44,3 34,2 ND 85,0 93,7 59,2 76,0 803 720 84,1 68,7 69,0

P3 58,7 44,6 67,0 89,2 72,0 67,0 88,3 71,0 69,0 65,0 38,2 780 820 586 65,0 59,1 78,0

P4 40,0 43,0 55,0 54,0 35,9 42,8 ND ND 43,6 43,0 40,2 446 200 284 42,0 31,0 50,1
Média 34,8 30,3 53,1 42,7 54,8 42,3 40,8 43,3 51,1 59,3 38,8 793 57,3 48,0 63,6 47,8 94,5
Total 186,5 1791 2447 2232 2193 2301 1655 1420 2446 2372 170,7 2386 2153 1919 2244 2045 2420

ND: Nao determinado (amostra de fezes néo colhida).
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Tabela 6. Numero de oocistos eliminados em dois gramas de fezes pelos gatos experimentalmente infectados com cistos da cepa “P” de
Toxoplasma gondii. CPPAR/FCAV/UNESP-Jaboticabal, SP.

Felinos Numero de oocistos* / Datas experimentais
Experimentais
2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16 17  Total
P1 0 0 0 O 0 0 7000 2000 2000 1000 1000 1000 1000 0 0 0 0 15000
P2 0 0 0 O 0 0 1000 ND 2000 3500 2000 0 0 0 0 0 0 8500
P3 0 0 0 O 0 1000 2000 3500 29000 4000 2000 0 1000 0 0 0 0 42500
P4 0 0 0 O 1000 6000 ND ND 4000 1500 1000 0 0 0 0 0 0 13500
Média 0O 0 0 0 2500 17500 33333 27500  9250,0 2500,0 1500,0 250,0 500,0 0 0 0 0 19875
Total 0O 0 0 0 1000,0 70000 10000,0 5500,0 37000,0 10000,0  6000,0  1000,0  2000,0 0 0 0 0 795000
* Numero de oocistos de T. gondii quantificados em dois gramas de fezes.
ND: Nao determinado.
Tabela 7. Numero aproximado de oocistos eliminados por cada felino experimentalmente infectado com cistos da cepa “P” de
Toxoplasma gondii, nas diferentes datas experimentais. CPPAR/FCAV/UNESP-Jaboticabal, SP.
Felinos Numero de oocistos* / Datas experimentais
Experimentais 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17  Total
P1 0 0 0 O 0 0 150500 71000 47000 17750 16525 20000 16500 0 0 O 0 339275
P2 0 0 0 O 0 0 17105 ND 85000 163940 59220 0 0 0 0 0 0 325265
P3 0 0 0 O 0 33500 88300 124250 1000500 130000 38220 0 41000 0 0 0 0 1455770
P4 0 0 0 0 17950 128400 ND ND 87200 32250 20100 0 0 0 0 0 0 285900
Média 0O 0 O O 44875 404750 85301,7 976250 3049250 859850 33516,3 50000 143750 0 O 0 0 6015525
Total 0 0 0 0 17950,0 161900,0 2559050 195250,0 1219700,0 343940,0 1340650 20000,0 575000 O O 0 0 2406210

* Numero de oocistos de T. gondii excretados pelos felinos em 24 horas.

ND: Nao determinado (amostra de fezes n&o colhida).
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Tabela 8. Pesquisa de oocistos (Toxoplasma gondii) nas fezes dos felinos inoculados com cistos (cepa “P”) do parasito (grupo 1), por

meio da bioprova em camundongos e microscopia de luz. CPPAR/FCAV/UNESP-Jaboticabal, SP.

Pesquisa de oocistos (Toxoplasma gondii) em fezes felinas

Bioprova em camundongos (RIFI*/Detecgio de cistos cerebrais**)

Felinos

Exame coproparasitolégico***

Experimentais Datas experimentais’

Datas experimentais’

01234 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 345 7 8 10 11 12 13 14 15 16 17
Pl - - - - AB A AB A A A AB - - - - - - P P P P P P - - - -
P2 .- - - AB ND AB AB AB - - - - - - - - P NDPP P - - - - - -
P3 .- - - AB AB A AB AB AB A AB - - - - - - P P P P - P - - - -
P4 - A A ND ND AB A AB - - - - - - --PP ND NDPP P - - - - - -

*Titulagdo de anticorpos contra T. gondii (IgG>32-RIFI).

** Cistos cerebrais contendo bradizoitos de T. gondii.

*** Pesquisa de oocistos esporulados de T. gondii por meio de microscopia éptica.
A — Resultado positivo RIFI.

AB — Resultado positivo RIFI e detecgéo de cistos cerebrais.

(-): Resultados negativos.

P: Positivo para presenca de oocistos.

N: Negativo para presencga de oocistos.

ND: Nao determinado (amostra de fezes n&o colhida).
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5.6. Exames clinicos dos felinos

Nas Tabelas 9, 10, 11 estdo registrados respectivamente, todos os dados
clinicos (frequéncia respiratéria, frequéncia cardiaca, e temperatura corporal)
aferidos dos felinos experimentais, seguido da analise estatistica referente a cada
um destes parametros (Tabela 12).

As frequéncias respiratérias médias obtidas nos felinos variaram de 35 a 48
movimentos por minuto nos animais do grupo controle (Glll), de 39 a 45 nos animais
inoculados com cistos (Gl), e 38 a 53 movimentos nos inoculados com taquizoitos
(Gll) (Tabela 9). Diferenca estatistica (p<0,05) foi detectada entre os valores médios
de frequéncia respiratéria mensurados apenas no 21° DPI, onde este parametro
clinico aferido nos felinos controles (Glll), foi significativamente inferior aos aferidos
nos felinos Gl e Gll (Tabela 12).

As frequéncias cardiacas médias variaram de 139 a 184 bpm nos animais
pertencentes ao grupo controle, de 194 a 212 nos inoculados com a cepa “P”, e 133
a 168 nos inoculados com a cepa “RH” do parasito (Tabela 10). As médias de
batimentos cardiacos por minuto, aferidas nos felinos inoculados com cistos
teciduais de T. gondii (Gl) foram estatisticamente (p<0,05) superiores as obtidas nos
felinos infectados com taquizoitos (Gll) (Tabela 12).

A temperatura retal média dos felinos pertencentes ao grupo controle (Glll)
variou de 38,3 a 38,8°C durante todo periodo experimental. Ja nos grupos de felinos
inoculados com cistos teciduais (Gl) e taquizoitos (Gll), estas médias variaram
respectivamente de 38,0 a 38,5°C, e 38,0 a 38,8°C (Tabela 11), ndo sendo
diagnosticada em nenhuma data experimental, diferenga estatistica (p>0,05) entre
as temperaturas médias obtidas nos felinos dos trés grupos (Tabela 12).

Independente da analise estatistica, quando analisados os dados de
temperatura retal obtidos de cada animal, constatou-se hipertermia nos felinos RH4
(dia 0 e 7° DPI), C1 (dia 0 e 14°DPI) e C2 (7° e 28° DPI), de acordo com os
parametros de normalidade adotados por Feitosa, (2008). Diminuigdo na
temperatura corpérea (hipotermia) também foi observada nos felinos RH1 (42° DPI)

e RH2 (21° e 28° DPI). E relevante informar que em algumas datas experimentais, a
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temperatura retal de alguns animais foi aferida apos a anestesia, devido ao stress

apresentado pelos felinos no momento da contencao (Tabela 11).
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Tabela 9. Frequéncia respiratoria aferida nas diferentes datas experimentais dos felinos infectados com Toxoplasma gondii
(Gl e Gll) e ndo infectados (GlIl). CPPAR/FCAV/UNESP-Jaboticabal, SP.

Frequéncia respiratéria (mpm) / Datas experimentais

Felinos Grupo

Experimentais P
-7 (] 7 14 21 28 42 56 70
P1 52* 36 44* 60* 40 52* 40 44* 48*
P2 .Grupo I 48* 44* 44* 36 44* 36 32 40 40
P3 ('”ﬁ?FfjadO 48" 48* 40 36 40 44* 56* 32 40
P4 ) 32 36 36 36 44* 40 40 40 44*
Média 45,0* 41,0 41,0* 42,0* 42,0* 43,0* 42,0* 39,0 43,0
RH1 Grupo |l 40 36 40 60* 44* 48* 28 ND ND
RH2 (infegta do 48* 44* 52* 32 52* 36 52* 20 56*
RH3 "RH") 44* 44* 48* 40 44* 44* 36 56* 48*
RH4 40 36 32 52* 72* 40 36 52* 52*
Média 43,0* 40,0 43,0 46,0* 53,0* 42,0* 38,0 42,7* 52,0*
c1 44* 48* 36 36 24 40 56* 56* 44*
c2 Grupo I 40 44* 60* 48* 36 56* 52* 36 40
C3 (controle) 40 44* 48* 52* 36 48* 44* 44* 44*
C4 36 44* 48* 36 44* 44* 40 36 36
Média 40,0 45,0* 48,0* 43,0* 35,0 47 0* 48,0* 43,0* 41,0*

*: Parametro aumentado (FEITOSA, 2008).

ND: Nao determinado (felino excluido).
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Tabela 10. Frequéncia cardiaca aferida nas diferentes datas experimentais dos felinos infectados com Toxoplasma gondii (Gl

e Gll) e nao infectados (GllIl). CPPAR/FCAV/UNESP-Jaboticabal, SP.

Felinos

Frequéncia cardiaca (bpm) / Datas experimentais

Experimentais Grupo
-7 0 7 14 21 28 42 56 70
P1 192 204 200 196 220 192 200 220 188
P2 Grupo | 208 188 216 192 192 212 224 216 200
P3 (infectado "P") 200 200 188 204 208 208 220 184 212
P4 188 184 196 216 212 220 204 224 204
Media 197,0 194,0 200,0 202,0 208,0 208,0 212,0 211,0 201,0
RHA1 Grupo || 124 128 160 124 140 128 128 ND ND
RH2 (infeg’ta do 144 156 168 144 124 156 172 180 152
RH3 "RH") 148 124 144 148 160 144 180 168 156
RH4 132 124 132 124 180 124 136 156 184
Média 137,0 133,0 151,0 135,0 151,0 138,0 154,0 168,0 164,0
C1 148 124 164 128 144 152 180 148 ND
C2 Grupo lI 128 128 196 128 124 196 160 140 128
C3 (controle) 136 140 200 180 196 200 200 180 196
C4 180 164 176 204 200 168 184 228 200
Média 148,0 139,0 184,0 160,0 166,0 179,0 181,0 174,0 174,7

ND: Nao determinado (felino excluido)
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Tabela 11. Temperatura retal aferida nas diferentes datas experimentais dos felinos infectados com Toxoplasma gondii (Gl e
Gll) e ndo infectados (Glll). CPPAR/FCAV/UNESP-Jaboticabal, SP.

Temperatura retal (°C) / Datas experimentais

Felinos Grupo
Experimentais

7 0 7 14 21 28 42 56 70

P1 38,0 38,0 38,3 38,5 38,2 38,4 38,0 38,3 37,9
P2 (iﬁc;“g;’d'o 38,1 37,9 38,2 38,1 38,4 38,0 38,1 38,3 38,4
P3 Py 37,9 37,9 38,0 39,0 38,1 38,0 38,3 38,0 38,2
P4 38,3 38,3 38,6 38,5 38,5 38,4 38,5 38,4 38,3
Média 38,1 38,0 38,3 38,5 38,3 38,2 38,2 38,3 38,2

RH1 Grupo | 38,5 38,0° 37,9 38,7 384 380 37,42 ND ND
RH2 (infectado 38,7 38,7 38,8 38,6 37,3** 37,7 38,1 38,7 38,9

RH3 "RH") 38,6 37,9 38,7 38,1 38,1 38,4 38,1 38,2 38,1
RH4 39,0 40,6* 39,5* 38,4 38,8 38,7 38,5 38,8 38,9
Média 38,7 38,8 38,7 38,5 38,2 38,2 38,0 38,6 38,6

C1 38,9 40,0* 39,2 39,3* 39,2 38,8 38,4 38,4° ND
c2 Grupo Il 39,1 39,0 39,3* 39,1 39,1 39,3* 38,7 38,8 38,8
C3 (controle) 38,0 38,0 38,1 38,0 38,0 38,2 38,1 38,1 38,0
C4 38,1 38,1 38,0 38,1 38,2 38,2 38,1 38,3 38,2
Média 38,5 38,8 38,7 38,6 38,6 38,6 38,3 38,4 38,3

a: Temperatura retal aferida apds anestesia

*: Pardmetro aumentado (FEITOSA, 2008).

**: Parametro diminuido (FEITOSA, 2008).

ND: Nao determinado (felino excluido).
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Tabela 12. Resultados das comparagbes multiplas dos parametros clinicos (frequéncia
respiratoria, frequéncia cardiaca, e temperatura retal), mensurados nas diferentes datas
experimentais, nos felinos infectados com Toxoplasma gondii (Gl e Gll) e ndo infectados
(Glll). CPPAR/FCAV/UNESP-Jaboticabal, SP.

Parametro Datas Grupos Experimentais / Médias e Desvios Padrées’

Clinico Experimentais Grupo | (infectado "P") Grupo Il (infectado "RH")  Grupo lll (controle)

= -7 450 + 89 Aa 430 + 38 Aa 400 *+ 33 Aa
= 0 410 + 60 Aa 400 + 46 Aa 450 + 20 Aa
@ 7 410 + 38 Aa 430 + 89 Aa 480 + 98 Aa
‘g 14 420 + 120 Aa 460 + 124 Aa 430 + 82 Aa
% 21 420 + 23 Aa 530 + 132 Aa 350 + 82 Ba
© 28 430 + 68 Aa 420 + 52 Aa 470 + 68 Aa
§ 42 420 + 101 Aa 380 + 101 Aa 480 + 73 Aa
8 56 390 + 50 Aa 427 + 197 Aa 430 * 95 Aa
L 70 430 + 38 Aa 520 + 40 Aa 410 + 38 Aa
-7 197,0 + 89 Aa 1370 + 110 Ba 1480 * 229 ABa
T 0 1940 + 95 Aa 1330 + 154 Ba 1390 * 180 ABa
a 7 2000 * 11,8 Aa 1510 + 161 Ba 1840 * 17,0 ABa
§ 14 2020 + 106 Aa 1350 + 128 Ba 160,0 * 382 ABa
% 21 2080 + 118 Aa 1510 + 243 Ba 1660 * 37,9 ABa
o 28 2080 * 118 Aa 1380 + 148 Ba 1790 * 229 ABa
c
< 42 2120 + 118 Aa 1540 + 258 Ba 1810 * 165 ABa
E 56 2110 + 183 Aa 1680 + 120 Aa 1740 *+ 399 Aa
70 2010 + 100 Aa 1640 + 174 Aa 1747 + 405 Aa
-7 381 + 02 Aa 387 + 02 Aa 385 * 06 Aa
_ 0 380 * 02 Aa 388 + 13 Aa 388 * 09 Aa
e 7 383 + 03 Aa 387 + 07 Aa 387 + 07 Aa
g 14 385 + 04 Aa 385 + 03 Aa 386 * 07 Aa
o 21 383 + 02 Aa 382 + 06 Aa 386 * 06 Aa
‘§ 28 382 + 02 Aa 382 + 04 Aa 386 * 05 Aa
% 42 382 + 02 Aa 380 * 05 Aa 383 * 03 Aa
- 56 383 + 02 Aa 386 *+ 03 Aa 384 * 03 Aa
70 382 + 02 Aa 386 + 05 Aa 383 * 04 Aa

1: Valores seguidos pela mesma letra, maiuscula na linha e minuscula na coluna, ndo diferem entre si pelo teste
Kruskal-Wallis (p=0,05).
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5.7. Exames hematolégicos dos felinos experimentais

Nas Tabelas 13 e 14 estdo inseridos respectivamente, os parametros
eritrocitarios e as comparagdes multiplas destes valores obtidos nas avaliagbes
hematoldgicas dos felinos pertencentes aos grupos experimentais |, Il e Ill.

As contagens meédias de hemacias dos felinos variaram de 7,41 a 8,8
(x10%/uL) nos animais nao infectados (GlIl), de 7,1 a 10,4 (x10%/uL) nos inoculados
com cistos teciduais (cepa “P”), e de 8,1 a 10,5 (x10%/uL) nos inoculados com
taquizoitos (cepa “RH) de T. gondii (Tabela 13). Nenhum felino apresentou
diminuicdo no numero de hemacias (anemia), durante o periodo experimental
(THRALL, 2007), sendo pelo contrario, diagnosticada o aumento na concentragao
destas células nos felinos RH1 (7°, 28° e 42° DPI) e RH2 (7° e 14° DPI).

Diferenca significativa (p<0,05) foi diagnosticada sete dias antes da
inoculagdo, onde os felinos do Gl apresentaram contagens de hemacias
respectivamente superiores as obtidas nos animais pertencentes aos grupos Il e Il
(Tabela 14). Em contrapartida, no 14° DPI o Gll apresentou contagens de eritrécitos
estatisticamente superiores (p<0,05) ao grupo Gl.

Os valores médios da concentragao de hemoglobina obtidos dos gatos nao
infectados (controle) variaram entre 11,4 a 12,5 (g/dl) durante todo o periodo
experimental. Nenhum felino controle ou inoculado com cistos teciduais de T. gondii
apresentou alteracdo nos niveis de hemoglobina (THRALL, 2007), diferentemente
dos felinos RH1 (7°, 28° e 42° DPI), RH2 (7° DPI) e RH3 (42° DPI), inoculados com a
cepa “RH” de T. gondii (Tabela 13).

Em relagdo ao hematdcrito (%), o grupo controle (GlIl) obteve valores médios
que variaram de 33,8% a 42,0 %. Este parametro eritrocitario oscilou (média) de
31,0% a 43,9% nos felinos inoculados com cistos teciduais (cepa “P”), e de 36,2% a
48,9% nos inoculados com taquizoitos (cepa “RH”). Nenhum felino (Gl, Gll e GllI)
apresentou diminuicdo no hematécrito durante o estudo, entretanto, o aumento
neste parametro eritrocitario foi diagnosticado em todos felinos inoculados com a
cepa “RH” em diferentes datas experimentais, como descrito na Tabela 13.

No 7° e 14° DPI os felinos pertencentes ao grupo Il apresentaram valores de

hematacrito superiores (p<0,05) aos obtidos pelos felinos do grupo | (Tabela 14).
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Tabela 13. Parametros eritrocitarios obtidos nas diferentes datas experimentais nos
felinos infectados com Toxoplasma gondii (Gl e GIll) e nao infectados (Glll).
CPPAR/FCAV/UNESP-Jaboticabal, SP.

Eritrograma
Dia do Fe_linos ) Grupo
Estudo Experimentais Hemécias (x10°uL) Hemoglobina (g/dL)  Hematécrito (%)
Ref. (5,0-11,0) Ref. (8,0-15,0) Ref. (25-45)
P1 9,55 14,55 42,5
P2 Grupo | 10,26 15 45
P3 (Infectado "P") 10,97 14,3 44,2
P4 11 14,7 44
Média 10,45 14,64 43,93
RH1 8,3 13,00 38
RH2 Grupo Il 8,1 15,00 42
-7 RH3 (Infectado "RH") 8,4 14,30 44
RH4 8,1 13,10 45
Média 8,23 13,85 42,25
C1 8,6 13,2 41
c2 Grupo Il 7,5 11 43
C3 (Controle) 9 12,3 40
C4 10,10 13,10 42,00
Média 8,80 12,40 41,50
P1 7,2 1 32
P2 Grupo | 7,3 10,9 32
P3 (Infectado "P") 8,4 12,4 37
P4 9,4 13,9 42
Média 8,08 12,05 35,75
RH1 8,1 11,9 36
RH2 Grupo Il 8,3 12 36
0 RH3 (Infectado "RH") 8 11,8 36
RH4 8,4 12,6 37
Média 8,20 12,08 36,25
C1 8,7 12,5 37
c2 Grupo lll 7.1 10,3 31
C3 (Controle) 6,5 10,6 34
C4 7,5 12,2 35
Média 7,45 11,40 34,25
P1 7 10 30
P2 Grupo | 7,8 11,4 34
P3 (Infectado "P") 8,8 12,9 39
P4 8,8 12,6 38
Média 8,10 11,73 35,25
RH1 12,68* 17 56,9*
RH2 Grupo Il 11,13* 15,4* 51,1*
7 RH3 (Infectado "RH") 10,08 14,5 46,5*
RH4 8,22 12,7 41,3
Média 10,53 14,90 48,95
C1 8,07 11,9 40,2
c2 Grupo Il 9,14 12,6 42,3
C3 (Controle) 7,2 12,5 38
C4 8 11,8 38
Média 8,10 12,20 39,63

Ref. Valores de referéncias.
*parametro aumentado (THRALL, 2007).
ND: Nao determinado (felino excluido).

Continua na proxima pagina.
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Tabela 13. Parametros eritrocitarios obtidos nas diferentes datas experimentais nos
felinos infectados com Toxoplasma gondii (Gl e GIll) e nao infectados (Glll).
CPPAR/FCAV/UNESP-Jaboticabal, SP (continuacao).

Eritrograma

Dia do Felinos
Estudo Experimentais Grupo 6
Hemacias (x10°/uL) Hemoglobina (g/dL) Hematocrito (%)
Ref. (5,0-11,0) Ref. (8,0-15,0) Ref. (25-45)
P1 6,7 9,5 28
P2 Grupo | 6,4 10,5 31
P3 (Infectado "P") 8,4 12,4 37
P4 7,2 10,3 30
Média 7,18 10,68 31,50
RH1 8,81 10,8 37,7
RH2 Grupo Il 11,53* 13,6 52*
14 RH3 (Infectado "RH") 9,91 12,6 45,4*
RH4 10,8 14,8 54,5*
Média 10,26 12,95 47,40
C1 6,99 9,7 34
Cc2 Grupo Il 9,44 12 43,3
C3 (Controle) 7 11,4 36
C4 7,8 12,7 39
Média 7,81 11,45 38,08
P1 6,7 9 28
P2 Grupo | 6,3 11 30
P3 (Infectado "P") 8,6 12 39
P4 8 11 28
Média 7,40 10,75 31,25
RH1 7,45 9,8 32,2
RH2 Grupo Il 10,46 14,4 47,9*
21 RH3 (Infectado "RH") 9,64 13,8 44,9
RH4 9,21 14,5 46,4*
Média 9,19 13,13 42,85
C1 8,86 13,6 43,9
c2 Grupo lll 8,39 12 38,8
C3 (Controle) 7,3 12,3 35
C4 8 11,6 39
Média 8,14 12,38 39,18
P1 6,5 9,1 27
P2 Grupo | 6,9 9,6 28
P3 (Infectado "P") 9,2 12,6 38
P4 7,6 10,3 31
Média 7,55 10,40 31,00
RHA1 11,4* 16,4* 53,9*
RH2 Grupo Il 10,44 14,5 48*
28 RH3 (Infectado "RH") 7,49 10,6 34,2
RH4 7,29 11,4 36,1
Média 9,16 13,23 43,05
C1 7,28 11,5 36
Cc2 Grupo Il 8,31 12,1 39,2
C3 (Controle) 7,8 12,3 33
C4 8,2 12,4 36
Média 7,90 12,08 36,05

Ref. Valores de referéncias.
*parédmetro aumentado (THRALL, 2007).

Continua na proxima pagina.



51

Tabela 13. Parametros eritrocitarios obtidos nas diferentes datas experimentais nos

felinos infectados com Toxoplasma gondii (Gl e GIll) e nao infectados (Glll).

CPPAR/FCAV/UNESP-Jaboticabal, SP (continuacao).

Eritrograma

Dia do Felinos
Estudo Experimentais Grupo 6
Hemacias (x10°/uL) Hemoglobina (g/dL) Hematocrito (%)
Ref. (5,0-11,0) Ref. (8,0-15,0) Ref. (25-45)
P1 6,9 9,7 32
P2 Grupo | 75 10,2 31
P3 (Infectado "P") 9,7 13,5 40
P4 7,9 10,9 33
Média 8,00 11,08 34,00
RH1 11,01* 15,4* 47,8*
RH2 Grupo Il 9,38 13,8 41,9
42 RH3 (Infectado "RH") 10,02 15,4* 45,7*
RH4 7,41 12,5 36,4
Média 9,46 14,28 42,95
C1 8,96 14,5 43,4
Cc2 Grupo Il 7,62 11,8 34,8
C3 (Controle) 6,9 12,1 37
C4 7,5 11,6 34
Média 7,75 12,50 37,30
P1 7,2 10,1 30
P2 Grupo | 6 8,8 26
P3 (Infectado "P") 7.8 11,5 34
P4 8 12,4 38
Média 7,25 10,70 32,00
RH1 ND ND ND
RH2 Grupo Il 9,67 14,2 42,5
56 RH3 (Infectado "RH") 5,92 9 25,9
RH4 8,85 14,6 43,9
Média 8,15 12,60 37,43
C1 8,08 13 38,8
Cc2 Grupo lll 8,3 12,4 37,5
C3 (Controle) 7,4 11,9 32
C4 6,9 11,5 37
Média 7,67 12,20 36,33
P1 7,5 10,9 33
P2 Grupo | 6,3 9,4 28
P3 (Infectado "P") 8,2 12,1 36
P4 8,3 12,4 37
Média 7,58 11,20 33,50
RHA1 ND ND ND
RH2 Grupo Il 8,42 12,5 37,3
70 RH3 (Infectado "RH") 7,29 11,1 33,3
RH4 8,74 14,5 43,4
Média 8,15 12,70 38,00
C1 6,77 10,8 32,3
c2 Grupo Il 7,95 11,8 35,4
C3 (Controle) 7,3 11,7 33
C4 7,6 12,1 39
Média 7,41 11,60 34,93

Ref. Valores de referéncias.

*parédmetro aumentado (THRALL, 2007).

ND: N&o determinado (felino excluido).
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Tabela 14. Resultados das comparacdes multiplas dos parametros eritrocitarios obtidos
nas diferentes datas experimentais, nos felinos infectados com Toxoplasma gondii (Gl e
Gll) e ndo infectados (Glll). CPPAR/FCAV/UNESP-Jaboticabal, SP.

Parametro Datas Grupos Experimentais / Médias e Desvios Padroes’
Hematolégico Experimentais Grupo | Grupol I Grupo Il Valores
(infectado "P") (infectado "RH") (controle) de Referéncias
-7 10,5 £ 0,7 Aa 8,2 + 0,2 Ba 88 £+ 1,1 Aba
— 0 8,1 £+1,0 Aa 82 = 0,2 Aa 75 £ 09 Aa
% 7 8,1 £+0,9 Aa 10,5 £ 1,9 Aa 8,1 £+ 0,8 Aa
= 14 72 +0,9 Ba 10,3 + 1,2 Aa 78 £+ 1,2 ABa
\;/ 21 74 £11 Aa 92 + 1,3 Aa 8,1 £+ 0,7 Aa 5’0-21’0
@ (x10°/uL)
:g 28 76 1,2 Aa 92 + 2,1 Aa 79 £+ 05 Aa
g 42 80 +12 Aa 95 % 15 Aa 77 + 09 Aa
T 56 7,3 £+0,9 Aa 8,1 £ 2,0 Aa 77 £+ 0,6 Aa
70 76 +09 Aa 82 + 0,8 Aa 74 = 05 Aa
-7 14,6 £0,3 Aa 139 £+ 1,0 2‘5 124 + 1,0 Ba
- 0 121 £ 1,4 Aa 121 + 04 Aa 114 £ 1,1 Aa
% 7 11,7 £ 1,3 Aa 149 £ 1,8 Aa 122 + 04 Aa
E 14 10,7 £ 1,2 Aa 130 + 1,7 Aa 115 £ 13 Aa
s 21 10,8 +1,3 Aa 13,1 + 22 Aa 124 + 09 Aa  90-11,0(g/dLl)
g’ 28 10,4 £ 1,5 Aa 132 + 27 Aa 121 £ 04 Aa
§ 42 11,1 £1,7 Ba 143 + 1,4 Aa 125 + 1,3 ABa
56 10,7 £+ 1,6 Aa 126 £+ 3,1 Aa 122 + 0,6 Aa
70 11,2 £+ 1,4 Aa 12,7 + 1,7 Aa 116 £ 0,6 Aa
-7 439 +1,0 Aa 423 £+ 3,1 Aa 415 + 13 Aa
0 358 +48 Aa 363 + 05 Aa 343 t 25 Aa
;\; 7 353 +4,1 Ba 49,0 £+ 6,6 Aa 396 + 2,1 ABa
?9' 14 31,5 £ 3,9 Ba 474 £+ 75 Aa 381 + 4,0 ABa
E 21 31,3 £53 Aa 429 + 72 Aa 392 t+ 36 Aa 25-45 (%)
g 28 31,0 £5,0 Aa 431 £ 95 Aa 361 + 25 Aa
% 42 34,0 £+41 Aa 430 + 50 Aa 37,3 £+ 43 Aa
56 32,0 £5,2 Aa 374 + 100’ Aa 363 + 3,0 Aa
70 335 £+4,0 Aa 380 * 51 Aa 349 + 3,0 Aa

1: Valores seguidos pela mesma letra, maiuscula na linha e mindscula na coluna, ndo diferem entre si pelo teste
Kruskal-Wallis (p=0,05).
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Na Tabela 15 estéo registrados os parametros leucocitarios (contagem global
de leucdcitos, eosinofilos, mondocitos, linfécitos, neutrdfilos segmentados e
bastonetes) obtidos dos felinos infectados (Gl e Gll) e ndo infectados (GlIl) com T.
gondii.

Os valores médios obtidos na contagem de leucécitos nos felinos nao
infectados (Glll) variaram de 8475,00 a 11400,00 células/ yL. As contagens médias
de leucdcitos nos gatos infectados com T. gondii, variaram de 8925,00 a 12025,00
células/uL nos animais inoculados com cistos (Gl), e de 11550,00 a 17450 células/
ML nos inoculados com taquizoitos (Gll). Quando analisado individualmente (por
animal), foi diagnosticada leucocitose (THRALL, 2007) nos felinos P1 (42° e 56°
DPI), P2 (7° e 56° DPI), P3 (14°, 28°, 42° e 56° DPI), P4 (7°, 14°, 21° DPI), RH2 (7°,
42° e 56° DPI), RH3 (-7, 0, 7°, 14°, 21°, 28°, 42°, 56° e 70° DPI), RH4 (-7, 0 e 7° DPI)
e C1 (21° DPI) (Tabela 15).

Na analise diferencial dos leucdcitos, a neutrofilia foi diagnosticada nos felinos
RH2 (7° DPI), RH3 (-7, 0, 7°, 14°, 21°, 28°, 42°, 56° e 70° DPI), e RH4 (7° DPI), todos
inoculados com taquizoitos (cepa “RH”) de T. gondii (Tabela 15).

Monocitose foi observada nos felinos P3 (70° DPI), RH2 (7°, 21° e 56° DPI) e
RH4 (70° DPI).

Outra alteragéo leucocitaria diagnosticada nos felinos foi a eosindfilia, por sua
vez, foi evidenciada nos reprodutores P2 (21°, 56° e 70° DPI), P3 (42° DPI), e C2
(56° DPI).

Os felinos RH3, RH2 e P4, ambos inoculados com T. gondii, apresentaram
diminuicdo no numero de linfocitos circulantes (linfopenia), respectivamente no 7°,
21°e 70° DPI.

Valores fisiologicos para contagens de plaquetas inclui o intervalo de 150 a
700 mil/mm?® (THRALL, 2007). Baseando-se neste parametro, o felino RH1
apresentou trombocitose (aumento na concentragcdo de plaquetas) no 7°, 14° e 28°
DPI (Tabela 15).

Durante todo estudo, nao foi diagnosticada diferenga estatistica significativa
(p=0,05) entre as contagens de leucdcitos totais, basofilos, neutréfilos segmentados,
eosindfilos, monécitos e plaquetas obtidas nos diferentes grupos felinos (Gl, Gll e

Glll) como descrito na Tabela 16.
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Entretanto, as contagens de bastonetes (uL) obtidas no grupo felino inoculado
com cistos teciduais (Gl) foram estatisticamente (p<0,05) superioras as contagens
obtidas nos grupos Il e Il respectivamente, do 7° ao 42° DPI.

No 28° e 70° DPI, as contagens de linfocitos obtidas nos felinos inoculados
com cistos de T. gondii (Gl), foram estatisticamente inferiores (p<0,05) as
mensuradas nos inoculados com taquizoitos do parasito (Gll). No 70° DPI, as
contagens de linfocitos do grupo |, ainda foi estatisticamente inferior (p<0,05) a

obtida pelos animais pertencentes ao grupo lll (controle) (Tabela 16).
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Tabela 15. Parametros leucocitarios e plaquetarios obtidos em diferentes datas experimentais nos
felinos infectados com Toxoplasma gondii (Gl e Gll) e ndo infectados (GlIl). CPPAR/FCAV/UNESP-
Jaboticabal, SP.

Leucograma Plaquetograma
Dia do Felinos i
Estudo Experimentais Grupo Leucécitos Basdfilos Bastonetes Segmentados Eosindfilos  Linfécitos Mondcitos Namero de
plaquetas
(WL) (WL) (WL) (WL) (WL) (WL) (WL) (mm?)
P1 Grupo | 10200 0 102 6120 306 3468 204 360000
P2 (Infectado 10430 0 104,3 6153,7 104,3 3859,1 208,6 320000
P3 npn 10660 0 0 6609,2 106,6 3837,6 106,6 280000
P4 ) 10890 0 108,9 6207,3 217,8 42471 108,9 240000
Média 10545,00 0,00 78,80 6272,55 183,68 3852,95 157,03 300000,00
RH1 Grupo II 7100 0 0 3763 142 2911 284 393000
RH2 (Infectado 11300 0 226 7119 226 3503 226 319000
-7 RH3 "RH") 19000* 0 0 12730 190 5510 570 324000
RH4 19200 0 192 14400 192 4032 384 375000
Média 14150,00* 0,00 104,50 9503,00 187,50 3989,00 366,00 352750,00
C1 10000 0 0 5500 400 3700 400 312000
Cc2 Grupo lll 11500 0 0 5980 1150 3795 575 336000
C3 (Controle) 5200 0 52 2704 104 2132 208 432000
C4 7200,0 0 0 3960 216 2664 360 423000
Média 8475,00 0,00 13,00 4536,00 467,50 3072,75 385,75 375750,00
P1 Grupo | 7500 0 75 4125 450 2700 150 484000
P2 (Infectado 11500 0 230 7820 345 2645 460 416000
P3 "pny 11400 0 114 5472 684 4788 342 430000
P4 7400 0 74 4662 370 1998 296 399000
Média 9450,00 0,00 123,25 5519,75 462,25 3032,75 312,00 432250,00
RH1 Grupo |l 7700 0 0 4004 385 2926 308 393000
RH2 (Infectado 10100 0 101 6161 404 3131 303 319000
0 RH3 "RH") 18400* 0 184 13248* 184 4048 736 324000
RH4 19100* 0 191 13370* 382 4393 764 375000
Média 13825,00* 0,00 119,00 9195,75 338,75 3624,50 527,75 352750,00
C1 11400 0 0 6270 456 4218 456 356000
Cc2 Grupo lll 10100 0 0 5252 1010 3333 505 336000
C3 (Controle) 10500 0 0 5670 315 4305 210 487000
C4 8800 0 88 4576 352 3520 264 365000
Média 10200,00 0,00 22,00 5442,00 533,25 3844,00 358,75 386000,00
P1 Grupo | 9000 0 90 5670 630 2160 450 501000
P2 (Infectado 13900* 0 139 9035 1390 2780 556 455000
P3 Py 11900 0 119 6664 357 4165 595 399000
P4 12600* 0 126 6930 1134 3780 630 402000
Média 11850,00 0,00 118,50 7074,75 877,75 3221,25 557,75 439250,00
RH1 Grupo II 5000 0 0 2850 200 1550 400 819000*
RH2 (Infectado 20800* 0 0 16640 208 2912 1040* 419000
7 RH3 "RH") 24200* 0 0 21296* 968 1452** 484 534000
RH4 15300* 0 0 11934 459 2448 459 232000
Média 16325,00* 0,00 0,00 13180,00 458,75 2090,50 595,75 501000,00
C1 10700 0 0 6848 856 2568 428 514000
Cc2 Grupo I 11600 0 0 8468 1276 1624 232 405000
C3 (Controle) 9600 0 0 5376 768 3168 288 463000
C4 7400 0 74 4070 518 2442 296 334000
Média 9825,00 0,00 18,50 6190,50 854,50 2450,50 311,00 429000,00
Valores de referéncia
(THRALL. 2007) 5.500-12.500 0-100 0-300 2500-12.500 0-1.500 1.500-7.000 0-800 150.000-700.000

*Parametro aumentado.
**Parametro diminuido.
Continua na proxima péagina.
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Tabela 15. Parametros leucocitarios e plaquetarios obtidos em diferentes datas experimentais nos
felinos infectados com Toxoplasma gondii (Gl e Gll) e ndo infectados (GlIl). CPPAR/FCAV/UNESP-
Jaboticabal, SP (continuacgao).

Leucograma Plaquetograma
Dia do Felinos Grupo ] ] __ ) ) ]
Estudo Experimentais p Leucécitos  Basofilos Bastonetes Segmentados Eosindfilos Linfocitos  Mondcitos Numero de
(W) (ML) (WL) (WL) (uL) (uL) (uL) plaquetas (mm?)
P1 Grupo | 11400 0 114 7980 456 2280 570 464000
P2 (Infectado 9100 0 91 5369 1092 2002 546 480000
P3 "pny 13000* 0 260 8450 1170 2600 520 475000
P4 12800 0 256 9344 256 2560 384 369000
Média 11575,00 0,00 180,25 7785,75 743,50 2360,50 505,00 447000,00
RH1 Grupo |l 4800 0 0 2160 240 2016 384 729000*
RH2 (Infectado 12300 0 0 7503 246 3936 615 475000
14 RH3 "RH") 20400* 0 0 15504* 204 4080 612 565000
RH4 8700 0 0 3654 522 4089 435 351000
Média 11550,00 0,00 0,00 7205,25 303,00 3530,25 511,50 530000,00
C1 11100 0 0 7548 111 3108 333 424000
C2 Grupo lll 12200 0 0 6710 1098 3904 488 404000
C3 (Controle) 8700 0 87 5133 957 2175 348 489000
C4 10200 0 0 5814 1020 3060 306 375000
Média 10550,00 0,00 21,75 6301,25 796,50 3061,75 368,75 423000,00
P1 Grupo | 12100 0 242 7744 363 3267 484 463000
P2 (Infectado 10800 0 108 6372 1512* 2484 324 471000
P3 Py 12100 0 121 7260 1210 2904 605 462000
P4 13100* 0 131 8908 393 3144 524 355000
Média 12025,00 0,00 150,50 7571,00 869,50 2949,75 484,25 437750,00
RH1 Grupo II 5000 0 0 2050 350 2050 550 558000
RH2 (Infectado 8300 0 0 5146 0 1494** 1660* 384000
21 RH3 "RH") 24000* 0 0 19200* 480 3840 480 353000
RH4 9600 0 0 5952 960 2496 192 266000
Média 11725,00 0,00 0,00 8087,00 447,50 2470,00 720,50 390250,00
C1 13400* 0 0 9112 402 3350 536 476000
Cc2 Grupo lll 12200 0 0 6588 1220 3904 488 366000
C3 (Controle) 9800 0 0 5880 784 2842 294 499000
C4 10200 0 0 5916 918 2958 408 386000
Média 11400,00 0,00 0,00 6874,00 831,00 3263,50 431,50 431750,00
P1 Grupo | 8100 0 81 4860 729 2025 405 448000
P2 (Infectado 10800 0 108 6480 1296 2592 324 432000
P3 "pny 15900 0 159 11130 954 3180 477 482000
P4 6100 0 0 2684 427 2684 305 405000
Média 10225,00 0,00 87,00 6288,50 851,50 2620,25 377,75 441750,00
RH1 Grupo II 7000 0 0 3220 420 3080 280 767000*
RH2 (Infectado 12200 0 0 6710 122 4880 488 366000
28 RH3 "RH") 21300* 0 0 13206* 426 7455 213 364000
RH4 10800 0 0 5184 216 4860 540 183000
Média 12825,00* 0,00 0,00 7080,00 296,00 5068,75 380,25 420000,00
C1 9300 0 0 5952 372 2976 0 413000
C2 Grupo lll 11200 0 0 8064 672 2128 336 304000
C3 (Controle) 11200 0 0 7056 672 3136 336 501000
C4 9700 0 0 5626 776 3104 194 402000
Média 10350,00 0,00 0,00 6674,50 623,00 2836,00 216,50 405000,00
Valores de referéncia 5.500-12.500  0-100 0-300 2500-12.500  0-1.500 1.500-7.000 0-800  150.000-700.000

(THRALL. 2007)

*Parametro aumentado.
**Parametro diminuido.

Continua na préxima pagina.
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Tabela 15. Parametros leucocitarios e plaquetarios obtidos em diferentes datas experimentais nos
felinos infectados com Toxoplasma gondii (Gl e Gll) e ndo infectados (GlIl). CPPAR/FCAV/UNESP-
Jaboticabal, SP (continuacgao).

Leucograma Plaquetograma
Dia do Felinos 7
Estudo Experimentais Grupo | gycécitos Basofilos Bastonetes Segmentados Eosinéfilos Linfocitos Monécitos Numero de
plaquetas
(uL) (WL) (WL) (WL) (WL) (WL) (WL) (mm?)
P1 Grupo | 12700° 0 127 7747 1016 3175 635 2430000
P2 (Infecpta jo 9400 0 94 4700 1316 2820 470 456000
P3 o 16400* 0 164 9840 1968* 3608 820 418000
P4 9100 0 91 5096 1001 2457 455 388000
Média _ 11900,00 0,00 119,00 6845,75 132525 301500 595,00 423000,00
RH1 Gruoo I 8800 0 0 6512 88 1760 440 317000
RH2 (Infe(‘;’ta do  13400° 0 0 8576 134 4154 536 474000
42 RH3 "RHY) 39000 0 0 33150 390 5070 390 253000
RH4 8600 0 0 5074 860 2322 344 220000
Média _ 17450,00© 0,00 0,00 13328,00% 368,00 332650 427,50 316000,00
C1 12000 0 0 6720 480 4560 240 504000
c2 Grupo Il 7700 0 0 3542 770 3234 154 562000
C3 (Controle) 10400 0 0 6136 1040 3120 104 420000
Cc4 7700 0 77 4697 539 2156 231 456000
Média  9450,00 0,00 19,25 5273,75 707,25  3267,50 182,25 485500,00
P1 Gruoo| 127007 0 0 7366 762 4064 508 318000
P2 (Infe(ga g 12900° 0 0 8256 1548* 2580 516 335000
P3 o 13900* 0 139 9591 973 2780 417 298000
P4 8500 0 85 5355 850 1870 340 370000
Média _ 12000,00 0,00 56,00 7642,00 1033,25 282350 44525 330250,00
RH1 Gruvo I ND ND ND ND ND ND ND ND
RH2 (Infegta g 15200° 0 0 9120 304 4560 1216* 251000
56 RH3 "RHY 21400* 0 0 13482 1284 6206 428 353000
RH4 12300 0 0 6273 369 5289 369 171000
Média _ 16300,00° 0,00 0,00 9625,00 652,33 5351,67 671,00 258330,00
C1 9800 0 0 3332 1372 4704 392 538000
c2 Grupo Il 10700 0 0 5778 1712+ 2568 642 222000
c3 (Controle) 9400 0 0 5358 752 3102 188 394000
Cc4 8100 0 81 4779 729 2268 243 396000
Média _ 9500,00 0,00 20,25 4811,75 114125  3160,50 366,25 387500,00
P1 7300 0 0 4380 365 2263 292 265000
P2 Grupo | 11100 0 11 6216 1887* 2442 444 265000
(Infectado
P3 b 9300 0 93 6789 465 1581 372 215000
P4 8000 0 80 5280 960 1280** 400 335000
Média  8925,00 0,00 71,00 5666,25 91925  1891,50 377,00 270000,00
RH1 ND ND ND ND ND ND ND ND
RH2 Grupo Il 10400 0 0 4784 208 4784 624 170000
70 RH3 ('”,.fgﬂ?)do 25900* 0 0 18907* 1295 5439 259 250000
RH4 9100 0 0 3458 546 4186 910 205000
Média  15133,33* 0,00 0,00 9049,67 683,00  4803,00 597,67 208330,00
C1 9100 0 0 4914 364 3549 273 442000
c2 Grupo I 8400 0 0 3864 672 3192 672 195000
c3 (Controle) 8900 0 0 5251 712 2759 178 410000
C4 9600 0 0 5568 864 2784 384 407000
Média  9000,00 0,00 0,00 4899,25 653,00  3071,00 376,75 363500,00
Valores de referéncia 5.500-12.500  0-100 0-300 2500-12.500  0-1.500 .500-7.000  0-800  150.000-700.000

(THRALL. 2007)

*Parametro aumentado.
**Parametro diminuido.
ND: N&o determinado (felino excluido).
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Tabela 16. Resultados das comparacbes multiplas dos parametros leucocitarios e
plaquetarios dos felinos infectados com T. gondii (Gl e Gll) e nao infectados (Glll), nas
diferentes datas experimentais. CPPAR/FCAV/UNESP-Jaboticabal, SP.

Parametro Datas Grupos Experimentais / Médias e Desvios Padrées’
Hematolégico Experimentais Grupo | (infectado "P") Grupo Il (infectado "RH") Grupo lll (controle)
-7 10545,0 + 296,9 Aa 14150,0 + 5968,0 Aa 84750 + 28182 Aa
0 9450,0 + 2310,1 Aa 138250 + 5777,8 Aa 10200,0 + 1080,1 Aa
7 11850,0 + 2072,8 Aa 163250 + 83934 Aa 98250 + 1811,8 Aa
14 11575,0 + 1797,0 Aa 11550,0 + 6647,6 Aa 10550,0 + 1479,9 Aa
"e“(‘;‘?_‘;itos 21 120250 + 9430 Aa 117250 + 84093 Aa 114000 + 16971 Aa
28 102250 + 42453 Aa 128250 + 6062,1 Aa 10350,0 * 995,0 Aa
42 11900,0 + 3414,7 Aa 17450,0 + 14536,7 Aa 9450,0 + 2123,7 Aa
56 12000,0 + 2391,7 Aa 16300,0 + 4648,7 Aa 9500,0 + 1080,1 Aa
70 89250 + 1670,1 Aa 15133,3 + 9346,8 Aa 9000,0 + 496,7 Aa
-7 0,0 + 0,0 Aa 0,0 + 0,0 Aa 00 * 0,0 Aa
0 0,0 + 0,0 Aa 0,0 + 0,0 Aa 0,0 = 0,0 Aa
7 0,0 + 0,0 Aa 0,0 + 0,0 Aa 0,0 = 0,0 Aa
14 0,0 # 0,0 Aa 0,0 + 0,0 Aa 00 * 0,0 Aa
Basofilos
(uL) 21 0,0 + 0,0 Aa 0,0 + 0,0 Aa 0,0 = 0,0 Aa
28 0,0 + 0,0 Aa 0,0 # 0,0 Aa 00 * 0,0 Aa
42 0,0 + 0,0 Aa 0,0 + 0,0 Aa 0,0 = 0,0 Aa
56 0,0 + 0,0 Aa 0,0 + 0,0 Aa 00 * 0,0 Aa
70 00 + 0,0 Aa 00 + 0,0 Aa 00 0,0 Aa
-7 78,8 * 52,6 Aa 104,5 121,5 Aab 13,0 + 26,0 Aa
0 123,3 73,6 Aa 119,0 + 89,2 Aa 22,0 44,0 Aa
7 118,5 + 20,7 Aa 0,0 + 0,0 Bb 18,5 = 37,0 Ba
14 180,3 + 90,3 Aa 0,0 # 0,0 Bb 21,8 + 43,5 Ba
Bas(tSE)eteS 21 1505 + 617 Aa 00 + 0.0 Bb 00 * 00 Ba
28 87,0 * 66,4 Aa 0,0 # 0,0 Bb 0,0 * 0,0 Ba
42 1190 + 34,1 Aa 0,0 + 0,0 Bb 193 = 38,5 Ba
56 56,0 + 68,3 Aa 0,0 + 0,0 Ab 20,3 40,5 Aa
70 710 + 49,0 Aa 0,0 + 0,0 Bb 0,0 % 0,0 Ba
-7 6272,6 + 227,3 Aa 9503,0 + 4933,7 Aa 4536,0 +* 1494,7 Aa
0 5519,8 + 16304 Aa 91958 + 4830,8 Aa 5442,0 + 712,7 Aa
7 7074,8 + 1414,9 Aa 13180,0 + 7876,2 Aa 6190,5 + 1895,5 Aa
14 77858 + 1707,6 Aa 72053 + 5972,8 Aa 6301,3 + 1052,6 Aa
Segrrzsrc;ados 21 75710 + 1057,0 Aa 8087,0 + 7597,2 Aa 6874,0 + 1527,1 Aa
28 62885 + 3582,8 Aa 7080,0 + 4326,6 Aa 66745 + 1110,2 Aa
42 68458 + 2411,3 Aa 13328,0 + 13292,6 Aa 5273,8 + 1433,7 Aa
56 7642,0 + 1777,8 Aa 9625,0 + 3630,9 Aa 4811,8 + 1068,1 Aa
70 5666,3 + 1059,3 Aa 9049,7 + 8562,4 Aa 4899,3 + 740,0 Aa

1: Valores seguidos pela mesma letra, maiuscula na linha e minidscula na coluna, ndo diferem entre si pelo teste Kruskal-Wallis
(p>0,05).
Continua na proxima pagina.
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Tabela 16. Resultados das comparagbes multiplas dos parametros leucocitarios e
plaquetarios dos felinos infectados com T. gondii (Gl e Gll) e nao infectados (Glll), nas
diferentes datas experimentais. CPPAR/FCAV/UNESP-Jaboticabal, SP (continuagao).

Parametro Datas Grupos Experimentais / Médias e Desvios Padrées’
Hematolégico Experimentais Grupo | (infectado "P") Grupo Il (infectado "RH") Grupo lll (controle)
7 1837 + 97,2 Aa 1875 + 345 Aa 4675 + 4711 Aa
0 4623 + 1545 Aa 3388 + 1036 Aa 533,3 + 3234 Aa
7 877,8 +  469,3 Aa 4588 + 3602 Aa 8545 + 3154 Aa
14 7435 + 4559 Aa 3030 + 1472 Aa 7965 + 4606 Aa
EOS(iSS"OS 21 8695 + 5809 Aa 4475 + 3973 Aa 8310 + 3392 Aa
28 851,5 +  366,6 Aa 2960 + 1516 Aa 6230 + 1744 Aa
42 13253 + 4524 Aa 368,0 + 3539 Aa 7073 + 2547 Aa
56 10333 + 3539 Aa 652,3 + 5480 Aa 11413 + 4832 Aa
70 919,3 + 6956 Aa 6830 + 5563 Aa 653,0 + 2097 Aa
-7 38530 + 3182 Aa 39890 + 11126 Aabc 30728 + 8098 Aa
0 3032,8 + 12128 Aab 36245 + 7074 Aabc 38440 + 4894 Aa
7 32213 + 9172 Aab 20905 +  707,7 Ac 24505 + 6356 Aa
14 23605 + 2782 Aab  3530,3 + 1011,9 Aabc 30618 + 7066 Aa
"i”(f;’fi)tos 21 20498 + 3452 Aab 24700 + 1001,1 Abc 32635 + 4791 Aa
28 2620,3 + 4735 Bab 50688 + 1800,8 Aa 28360 + 4770 Ba
42 30150 + 4922 Aab 33265 + 1547,8 Aabc 32675 + 9881 Aa
56 28235 + 9145 Bab 53517 + 8248 Aa 31605 + 10853 Ba
70 18915 + 5512 Cb 48030 + 6267 Aab 30710 + 3754 Ba
7 1570 + 56,9 Aa 366,0 +  150,8 Aa 3858 +  150,9 Aa
0 3120 + 1282 Aa 527,8 + 2569 Aa 358,8 + 1437 Aa
7 557,8 + 77,9 Aa 5958 + 2983 Aa 311,0 + 83,0 Aa
14 505,0 + 83,2 Aa 5115 + 119,86 Aa 368,8 + 814 Aa
MO?Sf;tOS 21 4843 + 1181 Aa 7205 + 6452 Aa 4315 + 1058 Aa
28 377,8 + 791 Aa 380,3 + 1583 Aa 2165 + 1591 Aa
42 5950 +  170,7 Aa 4275 + 82,3 Aa 1823 + 64,9 Aa
56 4453 83,3 Aa 671,0 + 4729 Aa 366,3 + 2030 Aa
70 377,0 * 63,9 Aa 5977 + 3263 Aa 376,8 + 2141 Aa
7 3000000 + 51639,8 Aa 3527500 + 368816 Aa  375750,0 + 606651 Aa
0 4322500 + 36754,8 Aa 352750,0 + 368816 Aa  386000,0 + 684154 Aa
7 4392500 + 485412 Aa 501000,0 + 245830,6 Aa  429000,0 + 774209 Aa
Nimero de 14 447000,0 + 52427,7 Aa 530000,0 + 1590514 Aa  423000,0 + 483804 Aa
P'?ﬂﬁfs 21 437750,0 + 553135 Aa 390250,0 + 1224810 Aa 4317500 + 65566,1 Aa
28 4417500 + 321701 Aa  420000,0 + 2467320 Aa  405000,0 + 80601,9 Aa
42 423000,0 + 282135 Aa 316000,0 + 1127682 Aa  485500,0 + 615224 Aa
56 330250,0 + 30510,9 Aa 2583333 + 912213 Aa  387500,0 + 1292994 Aa
70 270000,0 + 49328,8 Aa  208333,3 + 401040 Aa 3635000 + 1134446 Aa

1: Valores seguidos pela mesma letra, maiuscula na linha e mindscula na coluna, nédo diferem entre si pelo teste Kruskal-Wallis
(p>0,05).
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5.8. Resposta Imune Humoral

A resposta imune humoral dos felinos (Gl, Gll e Glll), seguida das
comparagdes multiplas entre os titulos soroldégicos médios obtidos nos trés grupos
experimentais, estdo respectivamente expressas nas Tabelas 17 e 18.

Todos os felinos pertencentes ao grupo | e Il soroconverteram (titulos 1gG
anti-T. gondii = 64) ap6s a inoculagao (Tabela 17).

No 7° DPI foi diagnosticada a soroconversao de trés felinos (P4, RH2 e RH4)
todos com titulo 64.

O titulo sorolégico maximo (IgG) anti-T. gondii, foi diagnosticado no felino
RH3 (titulo 1024), em cinco datas experimentais (D21, D 28, D 42, D 56 e D 70). Nos
demais felinos pertencentes ao grupo | e Il, a reciproca sorolégica maxima
diagnosticada foi de 256.

Nenhum animal pertencente ao grupo controle (Glll) apresentou anticorpos
(IgG) contra T. gondii ao longo de todo experimento.

A titulacdo média obtida nos felinos inoculados com cistos teciduais (Gl), foi
estatisticamente inferior (p<0,05) a observada no grupo inoculado com taquizoitos
(GlIl) no 7°, 14° e 21° DPI, se equivalendo nas datas posteriores (28°, 42°, 56° e 70°
DPI).
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Tabela 17. Reciprocas soroldgicas obtidas por meio da Reagdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) realizada nas amostras

soroldgicas, colhidas dos felinos infectados com T. gondii (Gl e Gll) e ndo infectados (Glll), nas diferentes datas experimentais.

CPPAR/FCAV/UNESP-Jaboticabal, SP.

Fe]inos . Grupo Titulos obtidos pela RIFI / Datas experimentais
Experimentais 7 0 7 14 21 28 42 56 70
P1 - - 64 64 256 64
P2 Grupo | - - . ) 64 256 256 256
P3 (infectado "P") - - . 64 64 256 64 64 64
P4 - - 64 64 64 256 256 256 256
RH1 - - . 256 256 256 256 ND ND
RH2 Grupo |l - - 64 256 256 256 256 256 64
(infectado
RH3 "RH") - - . 256 1024 1024 1024 1024 1024
RH4 - - 64 256 256 256 256 256 64
C1 - - - - - - - - -
C2 Grupo llI - - - - - - - - -
C3 (controle) - - - - - - - - -
c4 - - - - - - - - -

* . o
: Pré-inoculagao

ND: ndo determinado (felino excluido).

(-) : Sorologia negativa.



62

Tabela 18. Comparagdes multiplas dos titulos soroldgicos (IgG anti-T. gondii) obtidos dos felinos infectados com T. gondii (Gl e
Gll), nas diferentes datas experimentais. CPPAR/FCAV/UNESP-Jaboticabal, SP.

Datas Grupos Experimentais / Médias e Desvios Padroes’
Experimentais Grupo | (infectado "P") Grupo Il (infectado "RH")
7 16,0 + 32,0 B 32.0 + 37,0 A
14 32,0 + 37,0 B 256,0 + 0,0 A
21 32,0 + 37,0 B 448,0 + 384,0 A
28 160,0 + 110,9 A 448,0 + 384,0 A
42 160,0 + 110,9 A 448,0 + 384,0 A
56 208,0 + 96,0 A 512,0 + 4434 A
70 160,0 + 110,9 A 384,0 + 5543 A

1: Valores seguidos pela mesma letra, maiuscula na linha, nao diferem entre si pelo teste Kruskal-Wallis (p=0,05).
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5.9. Determinacao da Parasitemia

A parasitemia exercida pelo T. gondii pode ser detectada em  todos os
felinos pertencentes aos grupos | e Il, variando do 7° ao 42° DPI como demonstrado
na Tabela 19.

Nos gatos pertencentes ao grupo | foram diagnosticados durante todo periodo
experimental, cinco pontos de parasitemia pelo T. gondii, diferentemente do grupo II,
que neste mesmo periodo foram diagnosticados nove pontos (Tabela 19).

Na andlise estatistica realizada (Tabela 20), ndo foi constatada diferenca
estatistica (p>0,05) entre os surtos parasitémicos diagnosticados entre os dois grupos

felinos, infectados com T. gondii (Gl e GlI).
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Tabela 19. Determinagao da parasitemia do Toxoplasma gondii nos reprodutores felinos (Gl, Gll e Glll) nas diferentes datas

experimentais. CPPAR/FCAV/UNESP-Jaboticabal, SP.

Felinos

Parasitemia (bioprova) / Datas experimentais

Grupo
Experimentais -7* 0* 7 14 21 28 42 56 70

P1 - - - - + - - - -
P2 Grupo | - - - + - + - - -
P3 (Infectado "P") _ + - - - - - -
P4 - - - + - - - -
RH1 - - + + - - - ND ND
oo S S S -
RH3 "RH") - - + + - - - - -
RH4 - - - - + + - - -
C1 - - - - - - - - -
C2 Grupo lll - - - - - - - - -
c3 (Controle) _ _ - - - - - -
c4 - - - - - - - - -

*. Pré-inoculagéo

(+): Positivo.

(-): Negativo.

ND: ndo determinado (felino excluido).
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Tabela 20. Analise estatistica entre os dados obtidos de parasitemia do Toxoplasma gondii nos reprodutores felinos Gl e
Gll, nas diferentes datas experimentais. CPPAR/FCAV/UNESP-Jaboticabal, SP.

N° de surtos Parasitémicos / Datas experimentais

Grupo
-7 0* 7 14 21 28 42 56 70
Grupo | (Infectado "P") 0 0 1A 2h 1A 1A 0 0 0
Grupo Il (Infectado "RH") 0 0 3" 2h 1A 28 1A 0 0

1: Valores seguidos pela mesma letra, na coluna, nédo diferem entre si pelo teste Exato de Fisher (p>0,05).
*: Pré-inoculacéao
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5.10. Colheita de sémen dos felinos

As colheitas de sémen bem sucedidas, por meio de eletroejaculagéo, estao
registradas na Tabela 21.

Os felinos PI (nos 42° e 56° DPI), RH2 (no 70° DPI), RH3 (no 56° DPI) e C2
(no 28° DPI), ndo ejacularam apos os estimulos elétricos (2 a 3 v) realizados durante

o procedimento de eletroejaculacdo (Tabela 21).
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Tabela 21. Amostras de sémen colhidas dos felinos experimentais (Gl, Gll e Glll) nas diferentes datas experimentais, por
meio da eletroejaculagao. CPPAR/FCAV/UNESP-Jaboticabal, SP.

Felinos Grupo Colheita de sémen/ Datas experimentais
Experimentais -7* 0* 7 14 21 28 42 56 70
P1 + + + + + + NR NR +
P2 Grupo | + + + + + + + + +
(Infectado
P3 "P") + + + + + + + + +
P4 + + + + + + + + +
RH1 + + + + + + + ND ND
RH2 Grupo I + + + + + + + + NR
(Infectado
RH3 "RH") + + + + + + + NR +
RH4 + + + + + + + + +
c1 + + + + + + + + +
C2 Grupo Ill + + o+ + + NR + + +
c3 (Controle) + + o+ + + + + + +
ca + + + + + + + + +

* 2 ~
: Pré-inoculagéo
(+): Colheita de sémen bem sucedida
NR: Colheita de sémen nao realizada (animal ndo ejaculou apds os estimulos elétricos).

ND: ndo determinado (felino excluido)
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5.11. Pesquisa do T. gondii no sémen e tecidos (testiculos e epididimos) dos

felinos (bioprova)

Todos os camundongos inoculados com as amostras seminais e teciduais
(testiculos e epididimos) colhidas dos felinos inoculados com T. gondii (Gl, Gll) e
mantidos como controle (GllIl), ndo manifestaram sintomatologia clinica da infec¢ao
toxoplasmica (bioprova negativa). Fato este, confirmado pela auséncia de cistos
cerebrais e de anticorpos (IgG) anti-T. gondii (RIFl 232) nestes roedores (Tabela 22).

Os resultados obtidos na pesquisa de T. gondii no sémen e tecidos (testiculos
e epididimos) dos felinos, realizada por meio da bioprova em camundongos,

encontram-se descritos na Tabela 22.
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Tabela 22. Resultados obtidos na pesquisa do Toxoplasma gondii realizada por meio da bioprova em camundongos, em
amostras de sémen e tecidos (testiculos e epididimos) colhidas dos reprodutores felinos (Gl, Gll e Glll). CPPAR/FCAV/UNESP-
Jaboticabal, SP.

Bioprova em Camundongos

Felinos Grupo Presenca T. gondii sémen / Datas experimentais Presenca T. gondii
Experimentais 7+ 0* 7 14 21 28 42 56 70 Testiculos  Epididimos
P1 = = = = = = NR NR = - =
P2 (ngcagdlo ) i i ) ) i i i i ) i
P3 "P") - - - - - - - - - - -
P4 - - - - - - - - - = -
RH1 - - - - - - - ND ND ND ND
A R
RH3 "RH") - - - - - - - NR - - -
RH4 - B - B - - - - - - -
C1 - - - - - - - - - = -
Cc2 Grupo lll - - - - - NR - - - - -
c3 (Controle) _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
C4 - - - - - - - - - = -

*. Pré-inoculagéo
(-): resultados negativos (auséncia de cistos teciduais e RIFI negativa - titulo = 32)
NR: Colheita de sémen nao realizada (animal ndo ejaculou apds os estimulos elétricos).

ND: ndo determinado (felino excluido)
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5.12. Pesquisa do T. gondii no sémen e tecido (testiculos e epididimos) dos

felinos pela nested PCR

Os resultados referentes a pesquisa no sémen e tecidos (testiculos e
epididimos) do T. gondii nos felinos (Gl, Gll e Glll) por meio da nested PCR, estédo
expressos na Tabela 23.

Por meio desta técnica molecular, ndo foi possivel identificar o DNA do T.
gondii nas amostras seminais dos reprodutores felinos (Gl, Gll e Glll), nas diferentes
datas pés-inoculagdo do parasito. A auséncia de DNA do T. gondii, também foi
evidenciada nas amostras de tecidos (testiculos e epididimos) colhidas dos felinos
apos orquiectomia dos animais pertencentes aos grupos Gl, Gll e GlIlI.

Os resultados da eletroforese em gel de agarose, na pesquisa de DNA do T.
gondii (sémen, testiculos e epididimos) realizada apos prévia amplificagdo pela

nested PCR, estéo ilustrados na Figura 8.
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Tabela 23. Resultados obtidos na pesquisa do Toxoplasma gondii realizada por meio da nested PCR, em amostras seminais e
teciduais (testiculos e epididimos) colhidas dos reprodutores felinos (Gl, Gll e Glll). CPPAR/FCAV/UNESP-Jaboticabal, SP.

. nested PCR
Felinos -
Grupo Presenca T. gondii sémen / Datas experimentais Presenca T. gondii
Experimentais 7 0 7 14 21 28 42 56 70 Testiculos  Epididimos

P1 - = - = = - NR NR - - =
Grupo | - - - - - - - - - - -

P2 (Infectado

P3 uPn) - - - - - - - - - - -

P4 - - - - - - - - - - =

RH1 - - - - - - - ND  ND ND ND
Grupo I - - - - - - - - - -

RH2 (Infectado NR

RH3 "RH") - - - - - - - NR - - -

RH4 - - - - - - - - - - -

C1 = = = = = = = = = = =

Cc2 Grupo I - - - - - NR = - - - =
Controle

c3 ( ) - - - - - - - - - - -

C4 B B B B B B B B B B -

(-): nested PCR negativa
NR: Colheita de sémen nao realizada (animal ndo ejaculou ap6s os estimulos elétricos).

ND: n&do determinado (felino excluido)



Figura 8. Eletroforese em gel de agarose contendo as amostras de DNA

(previamente amplificadas pela nested PCR), extraidas do sémen e tecidos
(testiculos e epididimos) felinos. PM: Marcador de peso molecular. C+: Controle

Positivo. C-: Controle negativo.
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5.13. Pesquisa do T. gondii nos testiculos e epididimos felinos por meio de

analises histopatolégica e imunohistoquimica

Por meio de exames histopatologicos e imunohistoquimicos realizados nos
testiculos e epididimos extraidos dos doze reprodutores felinos (Gl, Gll e Glll), ndo

foi possivel identificar o parasito, e tampouco, lesées decorrentes desta parasitose.
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6. DISCUSSAO

Para realizacdo deste estudo foram selecionados felinos machos adultos,
saudaveis, sorologicamente negativos para a infecgdo por T. gondii. Estes animais
foram todos submetidos a prévias colheitas de sémen por eletroejaculagéao,
respondendo positivamente a este procedimento, com baixo nivel de estresse, o que
possibilitou colheitas de sémen bem sucedidas, comprovadas por visualizagao dos
espermatozoides por meio de microscopia de luz (aumento de 400 vezes).

A eletroejaculagédo € o método de eleicao para obtengcdo de sémen em felinos
domésticos, realizada apos prévia anestesia geral destes animais (VIEIRA et al.,
2007).

A contencao quimica dos felinos para realizagao das colheitas de sémen foi
realizada de maneira segura, proporcionando de uma forma rapida, a entrada em
plano anestésico, seguida de bom relaxamento muscular dos gatos. Esta associagao
farmacolégica foi escolhida, principalmente, por sua alta segurangca apos
administracao, pela indugao anestésica imediata, e por ocasionar um despertar dos
animais de forma progressiva e calma.

Apesar da maioria das colheitas de sémen terem sido bem sucedidas, cinco
delas ndo foram realizadas (Tabela 21), Os felinos P1 (42° e 56° DPI), RH2 (70°DPI),
RH3 (56° DPI) e C2 (28° DPI), ndo responderam aos impulsos elétricos realizados
durante a colheita, ndo ejaculando. Silva et al. (2008) ao realizar colheitas seminais
por eletroejaculagdo em 13 felinos domésticos (Felis catus), anestesiados com
cloridrato de tiletamina e zolazepam, nao obtiveram amostra seminal de um animal.
A ejaculagao retrograda é frequentemente observada durante ejaculagdo natural ou
durante a eletroejaculacdo em gato domeéstico, com percentuais de 15 a mais de
90% (DOOLEY et al., 1991).

Na ejaculagdo antrégrada observa-se trés eventos: a emissao seminal, o
fechamento do colo da bexiga e a expulsdo seminal pela uretra peniana. Na
ejaculacao retrograda, ha o fechamento inadequado do colo da bexiga. Assim, nao
ha aumento de pressao dentro da uretra prostatica e 0 sémen segue o caminho de

menor resisténcia, indo para o interior da bexiga. Qualquer processo que interfira na
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inervagdo simpatica do sistema reprodutor e da bexiga pode resultar em
retroejaculacdo (ROMAGNOLI et al., 1999).

Os felinos inoculados com taquizoitos de T. gondii (cepa “RH” — isolado tipo [)
apresentaram mais sinais clinicos (Tabela 3), que os inoculados com cistos teciduais
do parasito (cepa “P’- isolado tipo Ill). Em camundongos, esta inferéncia foi
comprovada, sendo as cepas pertencentes ao isolado tipo | do parasito, mais
virulentas que as pertencentes aos isolados tipo Il e Ill, devido principalmente a sua
alta capacidade de replicacdo no organismo do hospedeiro (BARRAGAN; SIBLEY,
2002). O surgimento de sinais clinicos ocorrem principalmente devido ao aumento na
liberacdo de mediadores pro-inflamatérios, ocorrido durante a replicacao do parasito
(GRAVRILESCU; DENKERS, 2001).

Os sinais clinicos mais comumente observados nos felinos inoculados com T.
gondii foram: apatia, hiporexia, pelos arrepiados, secre¢gao nasal e secrecao ocular.
Todos comuns a toxoplasmose, de acordo com Dubey e Lappin (2006). A variedade
dos sinais clinicos observados na toxoplasmose animal é decorrente do
envolvimento do parasito em diferentes 6rgaos e sistemas, sendo o tipo e magnitude
da sintomatologia clinica, dependente da localizagado do parasitismo pelo T. gondii e
do grau de lesdo tecidual provocada no 6rgdo ou sistema parasitado (CORREA;
CORREA, 1992). Embora a grande quantidade dos animais de companhia sejam
sorolégicamente positivos para toxoplasmose, poucos desenvolvem sinais clinicos
da doenga (DUBEY; LAPPIN, 2006).

O felino RH1 apresentou sintomatologia nervosa sugestiva de toxoplasmose
aguda no 51° DPI, logo apés um quadro de obstrugdo uretral provocada por uma
cistite intersticial felina, sendo excluido do estudo. Possivelmente, o estresse sofrido
pelo felino RH1 durante a obstrucdo uretral, desencadeou o processo de
reagudizagdo da infeccdo toxoplasmica. E notério que o aumento de corticosteroides
no organismo, em situagcbes de estresse, pode provocar o rompimento de cistos
teciduais latentes de T. gondii, ocasionando o aparecimento de sintomatologia
clinica (LAPPIN, 1999; DUBEY, 2006). Segundo teoria defendida por Swinger et al.
(2009), a manifestacédo clinica da toxoplasmose ocorre principalmente devido ao

déficit na imunidade local ou sistémica do organismo do hospedeiro, de modo que
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individuos imunologicamente incompetentes sdao mais propensos a apresentar a
infecgao primaria ou recorrente.

Em um estudo realizado por Dubey e Carpenter (1993), com 100 gatos com o
diagndstico positivo para toxoplasmose, foi confirmada pelo exame histopatoldgico, a
presencga de cistos (bradizoitos) ocorreu no sistema nervoso central de 96,4% dos
felinos examinados, confirmando a alta afinidade do T. gondii pelo encéfalo de
felinos, o que pode justificar o ocorrido com o felino RH1 do presente estudo.

Os sinais neuroldgicos da toxoplasmose dependem da localizagdo do parasito
no sistema nervoso (cérebro, cerebelo e medula espinhal), sendo a replicagdo do
protozoario nestes tecidos, a principal causa de disturbios convulsivos, déficits de
nervos cranianos, ataxia, tremores, paresias e paralisias (DUBEY; LAPPIN, 2006).

O surgimento de sintomatologia clinica no felino RH1, impossibilitou a
continuagdo do animal neste estudo. O tratamento do gato foi realizado conforme
protocolo adotado no Hospital Veterinario da FCAV/UNESP, Jaboticabal, SP,
visando além do bem estar, a total recuperacgao do felino.

Outra alteracao clinica observada, foi o surgimento de um abcesso no local da
inoculagdo dos taquizoitos (Figura 4) no felino RH3 (6° DPI), sendo o mesmo
drenado naturalmente no 10° DPI. Apesar de tomados os devidos cuidados no
momento da inoculacdo como: desinfeccdo local e utilizagdo de materiais estéreis
(agulha e seringa), a formacado deste abcesso pode ser atribuida a presenga de
bactérias, embora a formagdo de um abcesso asséptico, ndo seja descartada.
Mesmo com a formacédo de abcesso no local da inoculacdo dos taquizoitos de T.
gondii no felino RH3, a infecgdo foi bem sucedida. Fato comprovado pela
soroconversdao do animal (titulo maximo 1024) e parasitemia desenvolvida pelo
protozoario.

Episddios de diarreia foram diagnosticados nos felinos P2 (8° DPI), P4 (7° e 8°
DPI) e RH4 (21° ao 23° DPI) (Tabela 4), ndo podendo ser unicamente
correlacionada com a infecgdo toxoplasmica, devido a auséncia da pesquisa de
outros fatores causadores deste tipo de sinal clinico. Apesar de ter sido
diagnosticada em trés felinos apenas, a diarreia € relatada por diversos autores

como um dos sinais clinicos mais frequentemente observados em gatos com
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toxoplasmose (CASTRO et al., 1976; LAPPIN et al., 1989; DUBEY et al., 1995;
NAVARRO et al., 1998).

Analises coproparasitolégicas foram realizadas somente nas amostras fecais
dos felinos inoculados com cistos teciduais do parasito (Gl), tendo em vista que, esta
€ a via classica de infeccdo para a espécie animal estudada. A auséncia das
analises coproparasitologicas nas amostras fecais dos felinos inoculados via
parenteral com taquizoitos (Gll), se deu pelo fato de raramente ocorrer a formagao
de oocistos e consequentemente a excregado destes nas fezes de gatos inoculados
pela via e estagio do parasito utilizados (JAMRA et al., 1985). Quanto ao grupo lll,
por se tratar de felinos comprovadamente negativos para toxoplasmose, com
acompanhamento soroldgico (RIFI), também n&o foi realizada a pesquisa de
oocistos de T. gondii em fezes. E relevante informar que a realizacdo das analises
coproparasitolégicas, neste estudo, teve como objetivo primario, confirmar a infecgéo
toxoplasmica nos felinos inoculados com cistos teciduais do parasito (Gl) e por
consequéncia elucidar a curva de excrecao de oocistos nas fezes destes animais.

Por meio das analises coproparasitologicas (microscopia de luz e bioprova em
camundongos) realizadas nas amostras fecais colhidas (1° ao 17° DPI), dos felinos
inoculados com cistos teciduais (Gl), foi possivel comprovar a excre¢gdo de oocistos
de T. gondii em diferentes niveis em todos os animais. Dubey (2005), ao inocular
bradizoitos de T. gondii, via oral, em felinos, constatou a eliminagdo de oocistos nas
fezes de 100% dos animais, fato também ocorrido no presente estudo, onde todos
gatos pertencentes ao grupo lll eliminaram oocistos apds a inoculagdo com cistos
teciduais da cepa “P”.

Nesta avaliagdo, a bioprova em camundongos demonstrou-se mais sensivel
que a microscopia (Tabela 8). De acordo com Dubey (2009), a caracterizagao
morfolégica e o bioensaio em camundongos, sdo de suma importancia na
confirmacado da presenga de oocistos (T. gondii) nas fezes dos felinos, ja que
existem outros oocistos de protozoarios (Hammondia hammondi e Besnoitia spp)
que se assemelham morfologicamente com os de T. gondii em microscopia optica.

A excregao de oocistos nas fezes dos felinos teve inicio no 5° DPI perdurando
até o 13° DPI, divergindo dos resultados obtidos por Costa et al. (1979), que ao

inocularem felinos com as amostras AS-28, observaram eliminagao de oocistos, nas
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fezes destes animais, do 3° ao 10° DPIl. Como amplamente descrito na literatura, o
periodo de eliminagdo de oocistos (T. gondii) por felinos, € muito variavel, e esta
diretamente correlacionado com a via de infecgao do felino, o isolado do parasito
(cepa) e o estagio evolutivo do mesmo no momento da infec¢gao (DUBEY, 1970;
JAMRA et al., 1985; DUBEY, 1996; DUBEY, 2006). No 9° DPI foi observado o pico
de excrecdo de oocistos do parasito (1219700 oocistos). Segundo Llorente-Lacha
(1983), um felino pode excretar mais de 1 milhdo de oocistos por dia nas fezes, fato
também evidenciado no presente estudo, onde o felino P3 eliminou 1000500
oocistos no 9° DPI.

Em diferentes datas, foram observadas alteracbes (taquipnéia) nas
frequéncias respiratorias médias obtidas dos felinos pertencentes aos trés grupos
experimentais (Gl, Gll e Glll), considerando como parametro de normalidade, 20 a
40 movimentos respiratorios por minuto (FEITOSA, 2008). Apesar dessas variagoes,
apenas no 21° DPI as médias de movimentos respiratorios por minuto dos felinos
Glll foram superiores estatisticamente (p<0,05) as médias obtidas nos demais
grupos (Gl e Gll). E importante salientar, que o exame fisico em felinos pode
constituir um fator estressante ao animal (FEITOSA, 2008), podendo a taquipnéia
diagnosticada neste estudo, ser decorrente de tal evento.

Quando analisadas as frequéncias cardiacas médias e individuais
mensuradas nos felinos (Gl, Gll e Glll), constatou-se que este parametro manteve-
se dentro da normalidade (Feitosa, 2008) durante todo periodo experimental.
Entretanto, do sétimo dia pré-inoculagdo até o 42° DPIl as médias de frequéncia
cardiaca obtidas no grupo | foram superiores estatisticamente (p<0,05) as
mensuradas no grupo Il. Sakamoto et al. (2009), inoculando cistos teciduais da cepa
TgCatBr 71 e TgCatBr 60 de T. gondii em gatas gestantes, ndo diagnosticaram
alteracdes nos parametros clinicos aferidos desses animais, fato condizente com os
resultados de frequéncia cardiaca obtida dos felinos inoculados com o parasito (Gl e
Gll) no presente estudo.

As meédias das temperaturas corporais obtidas em cada grupo experimental
felino (Gl, Gll e Glll), permaneceram, em todas as datas experimentais, dentro dos
parametros de normalidade (FEITOSA, 2008), ndo sendo observada diferengas

estatisticas (p>0,05) entre estes dados. Entretanto, individualmente foi diagnosticada
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hipertermia nos felinos RH4 (dia 0), C1 (dia 0 e 14° DPI) e C2 (7° e 28° DPI) e
hipotermia nos felinos RH1 (42° DPI), RH2 (21° e 28° DPI). O aumento da
temperatura corpdérea dos animais € um sinal caracteristico na toxoplasmose felina
(LAPPIN, 2004), contudo, no presente estudo tal achado foi evidenciado no felino
RH4 (antes da inoculagdo) e nos animais nao infectados (C1 e C2), impossibilitando
correlacionar este evento a infecgdo toxoplasmica. Segundo Feitosa (2008), a
dificuldade na contengdo dos animais, podem estressa-los, causando hipertermia
por esforgo. Este fator pode ter sido preponderante no aumento da temperatura
corpdrea dos animais no presente estudo.

O estresse de alguns felinos impossibilitou em diferentes datas experimentais
aferir a temperatura retal antes da anestesia, o que pode ter ocasionado hipotermia
nos animais RH1 (42° DPI) e RH2 (21° e 28° DPI). O desenvolvimento de hipotermia
durante a anestesia geral ocorre principalmente pela inibicdo central da
termorregulagdo e consequente perda térmica (0,5 a 1°C/h), que ocorrem
conjuntamente a termorregulagao e redistribuicao interna de calor (BIAZZOTTO et
al., 2006).

Segundo Lappin  (1999), n&o existem alteragbes hematoldgicas
patognomoénicas para toxoplasmose, entretanto, algumas alteragdes hematoldgicas
puderam ser observadas neste estudo. Diferentes autores relatam anemia em
animais infectados com T. gondii (ETTINGER et al., 2004; DUBEY; LAPPIN, 2006),
fato ndo ocorrido no presente estudo, onde nenhum felino experimental (Gl, Gll e
GllIl) apresentou diminuicdo nas contagens de eritrécitos, na concentragdo de
hemoglobina ou hematdécrito durante todo periodo experimental.

Em contrapartida, nos felinos inoculados com a cepa “RH” (Gll), foram
evidenciados em diferentes datas experimentais, aumento no niumero de eritrocitos,
nas concentragdes de hemoglobina e nos hematécritos (Tabela 13). Estes animais
ainda apresentaram apdés a infecgdo, médias de eritrocitos (14° DPI), concentragéo
de hemoglobina (42° DPI) e hematrécrito (7° e 14° DPI) estatisticamente (p<0,05)
superiores aos demais grupos (Gl e GllI).

Segundo Thrall (2007), o aumento dos parametros eritrocitarios estao
intimamente ligados a desordens na medula 6ssea, ou em casos de desidratagcdo. A

desidratacdo dos animais pode ter sido a causa primaria destas alteracbes



80

eritrocitarias observadas, tendo em vista que elas foram diagnosticadas, quase na
sua totalidade, nos primeiros 28 dias pés-infeccéo (Tabela 13), coincidindo com o
surgimento de sinais clinicos como apatia e hiporexia (Tabela 3), observados nos
felinos inoculados com taquizoitos (cepa “RH”) do parasito.

Leucocitose e neutrofilia foram as alteragbes leucocitarias mais
frequentemente diagnosticadas nos felinos experimentais (Tabela 15). Segundo
Dubey e Lappin (2006), leucocitose seguida de neutrofilia € um achado comum em
felinos com toxoplasmose. Esta inferéncia corrobora com achados do presente
estudo, na qual foi possivel diagnosticar leucocitose seguida de neutrofilia nos
felinos RH2 (7° DPI), RH3 (-7, 0, 7°, 14°, 21°, 28°, 42°, 56° e 70° DPI) e RH4 (7°
DPI). Segundo Thrall (2007) a ocorréncia de neutrofilia esta sempre correlacionada a
um processo inflamatério, resposta a esterdide (estresse) ou resposta a excitagao
(liberagédo epinefrina). A neutrofilia sem desvio a esquerda (auséncia de bastdes),
em conjunto com a linfopenia, observada nos felinos RH3 (7° DPI) e RH2 (21° DPI)
(Tabela 15), é caracterizada em eventos de estresse crénico com liberagdo de
corticosteroides (cortisol) na corrente circulatoria (KLEMM, 1996; KERR, 2003;
THRALL, 2007).

Além dos felinos RH3 (7° DPI) e RH2 (21° DPI), linfopenia também foi
diagnosticada no felino P4 (70° DPI), pertencente ao grupo controle. O fato de ter
sido diagnosticada a presenca de alteracdes leucocitarias em felinos nao infectados
por T. gondii (Glll), reforgou a hipotese de outros fatores (principalmente o estresse),
ter contribuido para o aparecimento de alteragbes hematolégicas nos demais grupos
experimentais.

Entretanto, o estresse causador da neutrofilia observada neste estudo, pode
nao estar somente ligado ao alojamento (em gaiolas) e manejo realizado com os
felinos, podendo ser também atribuido a infeccéo toxoplasmica dos animais (Gl e
Gll), principalmente nos primeiros dias pés-infecgdo, devido ao aparecimento de
sinais clinicos da enfermidade.

Outro evento que pode ter contribuido no aparecimento da neutrofilia
observada neste estudo, foi a formagdo de um abcesso no felino RH3 (6° DPI), no

qual foi diagnosticado aumento de neutrdéfilos sem desvio a esquerda.
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Monocitose foi a segunda alteragdo leucocitaria mais observada nos
reprodutores felinos do presente estudo (Tabela 15). Esta alteragdo foi também
diagnosticada por Sakamoto et al. (2009), em felinos infectados com dois isolados
de T. gondii (TgCatBr71 e TgCatBr60). Segundo Dubey e Lappin (2006) o aumento
de mondcitos quase sempre esta presente na avaliagdo hematologica de felinos
infectados pelo T. gondii. Além da toxoplasmose, a monocitose pode ser
correlacionada a respostas inflamatérias agudas ou crénicas, e estar associada a
acgao aos esterodides em situacao de stress (THRALL, 2007).

A ocorréncia de eosinofilia foi somente observada nos felinos P2 (21°, 56° e
70° DPI), P3 (42° DPI), e C2 (56° DPI) (Tabela 15). O aumento de eosindfilos nos
felinos inoculados com T. gondii (P2 e P3) corrobora com Pinto (2007), que
diagnosticou aumento neste tipo de células em felinos infectados com o parasito.
Segundo Thrall (2007) essa alteragdo esta relacionada a reagdes alérgicas de
hipersensibilidade e infec¢des parasitarias.

O aparecimento de eosincfilia no felino C2, coincidiu com a presenca de uma
infestagéo por Ctenocephalides felis felis, diagnosticada sete dias antes da colheita
de sangue para analise hematologica (49° DPI). Notou-se que apods a eliminagao da
infestagéo por pulgas (49° DPI), o nivel sérico de eosindfilos do felino C2 retornou a
normalidade (70° DPI) (Tabela 15).

Apesar de algumas alteragdes leucocitarias terem sido diagnosticadas
durante a realizacédo deste estudo, por meio das comparagdes multiplas dos dados
(Tabela 16), ndo foram observadas diferengas significativas (p>0,05) entre as
médias de leucdcitos totais (basdfilos, neutrdfilos segmentados, eosindfilos,
monadcitos) e plaquetas obtidas dos trés grupos felinos (Gl, Gll e GlllI).

Alteracbes hematoldégicas foram diagnosticadas na sua maioria nos felinos
inoculados com taquizoitos da cepa “RH” (isolado tipo |) de T. gondii, comprovando a
maior viruléncia desta cepa em felinos, fato ja evidenciado em camundongos
(MONDRAGON et al., 1998; OWEN; TREES, 1999; BOOTHROYD; GRIGG, 2002;
DUBEY et al., 2002; SEVA et al., 2006).

A curva de IgG anti-T. gondii, observada neste experimento, iniciou (Tabela
17), com reciproca soroldgica de 64, no 7° DPI (felinos P4, RH2 e RH4). Navarro et

al. (1998), descreveram uma rapida soroconversao em gatos (7° DPI) portadores de
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infeccdo toxoplasmica experimental. Entretanto, em contrapartida a Navarro et al.
(1998) que demonstraram reciproca sorologica maxima de 16384 em felinos
primoinfectados com a cepa “VPS” do parasito, o titulo sorolégico maximo detectado
no presente estudo foi consideravelmente inferior, alcangando titulo de 1024 no
felino RH3 do 21° ao 70° DPI. Segundo Dubey (1986), anticorpos relacionados a
infeccdo cronica (IgG) possuem a capacidade de manterem-se “ativos” por um
longo periodo de tempo, como observado no presente estudo, onde diagnosticou-se
elevada atividade desta classe de anticorpos até 70° DPI, nos felinos inoculados
com a cepa “RH”.

Os niveis de anticorpos nos felinos apds a inoculagao do parasito (Tabela 17),
aponta uma diferenga no perfil imunoldgico entre os animais dentro de cada grupo.
Estas flutuagdes, particularmente importantes, podem estar associada a capacidade
de resposta individual dos animais utilizados, como descrito por Sharma (1990), que
atribuiu tais diferencas a capacidade de resisténcia individual de cada hospedeiro,
ao T. gondii, regulada por genes dos antigenos do complexo de histocompatibilidade
H-2. Como os reprodutores felinos utilizados no presente estudo n&o eram
geneticamente homogéneos, parece perfeitamente coerente, que diferengas nas
respostas imunoldgicas individuais sejam observadas.

Foi notéria a superioridade estatistica (p<0,05) entre os titulos sorolégicos
(lgG anti-T. gondii) obtidos nos pelos felinos inoculados com a cepa “RH”, em
relagdo ao obtido pelos inoculados com a cepa “P”, como também evidenciado em
ovinos por (LOPES et al., 2009).

A infecgcdo toxoplasmica dos gatos experimentais, apds a inoculacdo do
parasito, pode ser também comprovada pelos surtos parasitémicos por T. gondii
evidenciados em todos os reprodutores felinos inoculados (Gl e Gll) por meio da
bioprova e camundongos (Tabela 19).

No presente estudo nao foi diagnosticada a eliminacao de T. gondii no sémen
dos felinos inoculados com a cepa “P” e “RH” do parasito, por meio da bioprova em
camundongos e pela nested PCR, nas diferentes datas experimentais. Tais
resultados discordam dos relatados em pesquisas anteriormente realizadas em
outras espécies, nas quais foi diagnosticada a presenca de T. gondii em amostras
seminais: humanos (MARTINEZ-GARCIA et al., 1996), bovinos (SCARPELLI et al.,
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2009), suinos (MOURA et al., 2007), coelhos (LIU et al., 2006), caninos (ARANTES
et al., 2009), caprinos (DUBEY; SHARMA 1980; SANTANA et at., 2010) e ovinos
(SPENCE et al., 1978; BLEWETT et al., 1982; TEALE et al., 1982; LOPES et al.,
2009; MORAES et al., 2010).

Nos exames histopatologicos e imunohistoquimicos realizados nos testiculos
e epididimos colhidos dos felinos experimentais, pertencentes aos trés grupos
felinos, ndo foi possivel identificar alteragdo sugestiva de toxoplasmose, nem
tampouco a presenca de cistos teciduais deste coccideo. Resultado divergente ao
obtido na pesquisa do T. gondii em caes (ARANTES et al., 2009), suinos (MOURA
et al., 2007), caprinos (SANTANA et al., 2010), e ovinos (LOPES et al., 2009;
BEZERRA et al., 2013), todos hospedeiros intermediarios do parasito.

E relevante informar que a eliminagdo do T. gondii no sémen, bem como, a
identificacdo do parasito no sistema reprodutor, viabilizaram a transmissao sexual do
coccideo em caes (ARANTES et al.,, 2009), caprinos (SANTANA et al.,, 2013;
WANDERLEY et al., 2013) e ovinos (LOPES et al., 2013). Os resultados obtidos no
presente estudo possibilitam inferir que a transmissdo via sexual em gatos
domeésticos, ndo parece ser uma via importante na disseminacdo da toxoplasmose

entre felinos.
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7. CONCLUSOES

Dos resultados obtidos neste estudo, podem ser extraidas as seguintes

conclusoes.

a) Todos os felinos inoculados com cistos (Gl) e taquizoitos (Gll) de T. gondii,
apresentaram a infeccdo toxoplasmica, fato comprovado pelo diagnéstico de
oocistos nas fezes (grupo 1), surtos parasitémicos e soroconvergao (produgao IgG

anti- T. gondii) destes animais.

b) Os felinos inoculados com a cepa “RH” (taquizoitos) do parasito, apresentaram
mais sinais clinicos da enfermidade que os infectados com a cepa “P” (cistos

teciduais).

c) Embora alteragdes hematoldgicas tenham sido observadas nos felinos em
diferentes datas deste estudo, tais alteracbes ndao podem ser atribuidas somente a

infeccéo toxoplasmica.

d) Por meio das técnicas de diagnostico utilizadas nesse estudo (bioprova, nested
PCR, analises histopatoldgica e imunohistoquimica) nao foi detectada a ocorréncia
de T. gondii no sémen, testiculos e epididimos dos reprodutores felinos

primoinfectados com a cepa “P” e “RH” do parasito.

e) Embora novos estudos sejam necessarios, os resultados obtidos no presente
estudo possibilitam inferir que a transmisséo via sexual em gatos domésticos, parece

nao ser uma via importante na disseminacéo da toxoplasmose entre os felinos.
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Anexo 1. Valores de referéncia para os Parametros Clinicos felinos.

Parametro Clinico

Valor de referéncia*

Frequéncia cardiaca
Frequéncia Respiratéria
Temperatura Retal

120 a 240 Bpm
20 a40 Mpm
37,8a39,2C

*Feitosa (2008).

Anexo 2. Valores de referéncia para os Parametros Hematoldgicos e Bioquimicos.

Parametros Hematolégico/Bioquimico

Valor de referéncia

Hemacias (x10%/uL)
Hemoglobina (g/dL)
Hematocrito (%)
Leucdcitos (uL)
Basdfilos (uL)
Bastonetes (uL)
Segmentados (uL)
Eosindfilos (uL)
Linfécitos (L)
Mondcitos (uL)
Numero de plaquetas (mm?)
Uréia (mg/dL)
Creatinina (mg/dL)

5,0-11,0*
8 —-15*
25 — 45*

5.500 — 12.500*
Raros (0 — 100)*

0 - 300"
2.500 — 12.500*
0 - 1.500*
1.500 — 7.000*

0 — 800"
150.000 — 700.000*
42,8 — 64,2**
0,8-1,8"

*Thrall (2007)
**Kaneko (1997)



