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TRANSMISSÃO SEXUAL DO Toxoplasma gondii (Nicolle & Manceaux, 1909) 

EM CAPRINOS (Capra hircus) 

RESUMO - Caprinos machos em idade reprodutiva, sorologicamente 

negativos para Toxoplasma gondii, foram selecionados e distribuídos como 

apresentado a seguir: A - um caprino inoculado, via oral, com 2,0 x 105 oocistos da 

cepa P; B - um caprino inoculado, via subcutânea, com 1,0 x 106  taquizoítos da 

cepa RH e  C - um caprino não inoculado mantido como controle. Após a 

inoculação dos machos com T. gondii, 12 cabras reprodutoras, não gestantes, 

sorologicamente negativas para as principais doenças reprodutivas, sobretudo 

toxoplasmose, foram sincronizadas. Em seguida, foram expostas à monta natural 

pelos machos, anteriormente inoculados: cinco cabras submetidas à monta natural 

pelo macho A (GI); cinco cabras submetidas à monta natural pelo macho B (GII) e 

duas cabras pelo macho C – controle (GIII). Nos soros das cabras obtidos nos 

dias -14, -7, -1  (antes da monta natural), e nos dias 3, 6, 9, 11, 14 e 

semanalmente até o parto, foi pesquisada a presença de anticorpos contra T. 

gondii pelo ELISA teste. Bioensaio em camundongos e Reação em Cadeia da 

Polimerase (PCR) foram realizados em amostras de sêmen e tecidos dos machos, 

tecidos das fêmeas e de seus respectivos “produtos”. Dez das 12 fêmeas 

utilizadas apresentaram anticorpos específicos contra T. gondii após a monta 

natural, sendo as cinco cobertas pelo macho inoculado com oocistos (GI) e cinco 

cobertas pelo caprino inoculado com taquizoítos (GII). Pelo bioensaio e pela PCR 



foi possível identificar, em várias datas experimentais em que ocorreu a monta 

natural, a presença do T. gondii nas amostras seminais dos caprinos inoculados. 

Posteriormente, após eutanásia, foi possível também isolar este parasito em 

algumas das amostras teciduais dos machos experimentais. Por estas mesmas 

técnicas de diagnóstico, identificou-se também a presença deste coccídio nas 

amostras teciduais das fêmeas experimentais, assim como de seus “produtos” 

oriundos das montas naturais, tais como fetos viáveis, prematuros ou abortos. Nos 

machos inoculados com o referido protozoário, assim como nas fêmeas 

naturalmente cobertas por estes reprodutores, não foi possível identificar qualquer 

alteração clínica sugestiva de parasitismo toxoplásmico. Portanto, pelos resultados 

obtidos comprovou-se , pela primeira vez, a transmissão sexual da toxoplasmose 

na espécie caprina. 

Palavras-chave: Monta natural, caprinos, transmissão sexual, toxoplasmose.  



SEXUAL TRANSMISSION OF Toxoplasma gondii (Nicolle & Manceaux, 1909) 

IN GOATS (Capra hircus) 

SUMMARY - Male goats in reproductive age, serologically negative for 

Toxoplasma gondii, were selected and distributed according to the following 

arrangement: A - one goat inoculated orally with 2.0 x 105  oocysts of the strain P; 

B - one goat inoculated subcutaneously with 1.0 x 106 tachyzoites of the strain RH 

and C - one uninfected goat kept as control. After T. gondii inoculation, 12 non-

pregnant female breeder goats serologically negative for the main reproductive 

diseases, especially toxoplasmosis, were synchronized and then exposed to 

natural mating by those males previously inoculated, being: five females submitted 

to natural mating by the male A (GI), five females exposed to natural mating by the 

male B (GII) and two females submitted to natural mating by the uninfected male 

(GIII). In sera obtained from all female goats on days  -14, -7, -1, (before natural 

mating) and on days 3, 6, 9, 11, 14 and weekly until partum, the presence of 

antibodies against T. gondii was investigated by ELISA test. Bioassay in mice and 

PCR were performed on samples of semen and tissues of males and females and 

on their products which were stillbirths, fetus and offspring. Ten out of 12 females 

used showed specific antibodies against T. gondii after natural mating, being five 

from group GI and five from group GII. On several dates in which natural mating 

occurred, T. gondii was identified in semen samples of infected males by bioassay 

and PCR. Subsequently, after euthanasia, it was possible to isolate T. gondii in 



some of tissue samples from experimentally infected males. Moreover, by PCR 

and bioassay techniques it was also possible to identify T. gondii in tissue samples 

from experimentally infected females as well as their products (stillbirths, fetus and 

offspring). It was not possible to notice any clinical signs of toxoplasmosis. 

Therefore, these results proved, for the first time, the sexual transmission of 

toxoplasmosis in goat species. 

keywords: Natural mating, goats, sexual transmission, toxoplasmosis  



1. INTRODUÇÃO 

1.1 - Aspectos Gerais  

Toxoplasma gondii é um protozoário de ciclo de vida facultativamente 

heteroxeno e capaz de infectar todas as espécies de animais homeotérmicos, 

incluindo mamíferos, aves e o homem. É uma zoonose de caráter cosmopolita, 

tendo importância veterinária e médica, sendo responsável por abortos e doença 

congênita em várias espécies de hospedeiros intermediários (TENTER et al, 

2000).  

As principais vias de transmissão do T. gondii são: infecção transplacentária 

(taquizoítos circulantes) sendo mais freqüente no terço final da gestação (DUBEY 

e TOWLE, 1986; MAMIDI et al., 2002), ingestão de água como sugerem os 

trabalhos de ARAMINI et al. (1998) e ARAMINI et al.(1999) e de alimentos 

contaminados com oocistos esporulados oriundos de fezes de gato e, ainda, 

ingestão de cistos teciduais em carnes cruas e/ou mal cozidas (SILVA et al, 2000).  

Embora menos freqüente, a infecção pode acontecer por meio de acidentes 

laboratoriais (WONG e REMINGTON, 1993), transfusão sangüínea (FIGUEROA-

DAMIAN, 1998), transplante de órgãos (MUNIR et al., 2000), e ingestão de leite 

não pasteurizado (CHIARI et al.,1984; RIEMANN et al., 1975; SACKS et al., 1982). 

Estudos recentes realizados por LIU et al., (2009) evidenciam também  grande 

risco de infecção em mulheres gestantes, que no ato de prepararem os alimentos, 

experimentam o tempero de carnes cruas. 

Em crianças lactentes, embora não se tenha comprovado a transmissão por 

meio da amamentação, BONAMETTI et al. (1997) descreveram um caso de 



toxoplasmose em uma criança cuja dieta era constituída exclusivamente por leite 

materno. A mãe fazia parte de um grupo de 17 indivíduos que haviam adquirido 

toxoplasmose pela ingestão de carne ovina crua. Um inquérito sorológico na 

propriedade de origem de tais ovinos, revelou que 43% dos animais eram 

soropositivos para toxoplasmose. 

No seu ciclo evolutivo, o T. gondii apresenta-se sob três formas principais: 

1) taquizoítos, de rápida multiplicação e que ocorrem na infecção aguda; 2) 

bradizoítos, localizados em cistos teciduais e presentes na infecção crônica e 3) 

oocistos, produto final da reprodução sexuada e que ocorre somente no trato 

digestivo de felídeos,  hospedeiros definitivos (MILLER et al., 1972), sendo estas 

formas eliminadas para o meio juntamente com as fezes dos felídeos e, após 

esporulação, tornam-se infectantes.  

Após a ingestão, a parede do cisto ou do oocisto se rompe, por ação 

enzimática, liberando as formas infectantes (bradizoítos e esporozoítos, 

respectivamente) no trato digestivo do hospedeiro, penetram então nas células 

epiteliais do intestino, onde, após multiplicação, transformam-se em taquizoítos. A 

disseminação ocorre pelo rompimento das células infectadas seguido da invasão 

das células vizinhas, distribuindo-se praticamente por todo organismo via 

circulação sanguínea.  Em tais circunstâncias difunde-se de uma célula a outra, 

sendo disseminados por macrófagos, linfócitos ou granulócitos, além de circular 

na corrente sanguínea na forma livre. 



Os taquizoítos são encontrados somente em células nucleadas, com uma 

maior afinidade pelos sistemas muscular e nervoso, onde se multiplicam com 

rapidez até destruí-las. 

Com o avanço da infecção, o hospedeiro começa a desenvolver uma 

resposta imune que atua sobre a multiplicação dos taquizoítos, os quais passam a 

se dividir mais lentamente, sendo então denominados bradizoítos e que se 

encontram confinados num cisto no interior das células parasitadas, protegidos 

contra a ação do sistema imune e de drogas. É a infecção latente ou crônica, que 

pode se perpetuar por vários anos (SWANGO et al., 1989). 

Segundo RUSSEL et al. (2002) e DARDE (2004), existe a possibilidade 

também, dependendo do estado imunológico do hospedeiro, de ocorrer a retro-

conversão de bradizoítos em taquizoítos, fazendo com que o hospedeiro volte a 

manifestar a fase aguda da doença e, conseqüentemente, ter disseminação de 

cistos teciduais para novos órgãos. 

Normalmente o T. gondii parasita seus hospedeiros sem a manifestação de 

sinais clínicos, porém, é capaz de desencadear doença severa, principalmente na 

forma congênita (DUBEY, 1993).  

Além deste ciclo no hospedeiro definitivo, em especial o gato doméstico, 

ocorre o ciclo entero-epitelial com esquizogonia e gametogonia, culminando com a 

fecundação e produção do oocisto (WONG & REMINGTON, 1993). Os felídeos 

podem se infectar pela ingestão de qualquer uma das três formas evolutivas, 

sendo a ingestão de cistos com bradizoítos, por meio do carnivorismo, a via mais 

freqüente (SWANGO et al., 1989) 



Segundo JACOBS (1957): “o homem vive num mar de infecção 

toxoplásmica”. De fato, esta parasitose é considerada a zoonose mais 

disseminada na natureza (JACOBS, 1973; HIRT, 1976). O avanço nas técnicas de 

diagnóstico, associados a um conhecimento mais racional por parte dos clínicos e 

patologistas, tem evidenciado a vasta distribuição e ocorrência da toxoplasmose 

tanto humana como animal (ISHIZUKA, 1974).  A toxoplasmose apresenta uma 

extensa variedade de manifestações patológicas, assumindo, ainda, uma gama de 

aspectos clínicos, fazendo com que pacientes acometidos sejam vistos em 

consultórios e enfermarias de quase todas as especialidades médicas. 

Estima-se que um terço, ou mais, da população humana possua anticorpos 

contra o Toxoplasma gondii (MONTOYA; LESENFELD, 2004). Em trabalhadores 

rurais ligados ao manejo de caprinos, a prevalência desta zoonose pode alcançar 

61% de humanos infectados, indicando grandes chances de infecção em virtude 

de medidas sanitárias inadequadas (ISHAG et al., 2008).  

Em pacientes aidéticos, a toxoplasmose manifesta-se com uma elevada 

freqüência, sendo considerada uma doença oportunista (LUTF e REMINGTON, 

1988) que provoca a reativação dos cistos, principalmente os cerebrais, 

produzindo grave encefalite (HALONEN et al., 2001; KHETSURIANI et al., 2002; 

CASTRO-SANSORES, et al., 2004; PRADHAN et al., 2007)). POTASMAN et al. 

(1987) observaram uma freqüência de encefalite por T. gondii entre seis e 10% de 

pacientes aidéticos nos EUA.  

A pesquisa com a utilização de animais de produção ou de companhia tem 

por intuito maior, promover descobertas que visem resguardar a integridade física 



e sanitária destes. A caprinocultura mostra-se como um dos sistemas de criação 

que muito se desenvolveu nos últimos tempos, e que, conseqüentemente, passa a 

necessitar de medidas sanitárias eficientes, não só no aspecto do melhoramento 

genético dos rebanhos. Desta forma, o estudo da toxoplasmose na espécie 

caprina torna-se de suma importância.  

1.2 - Toxoplasmose em pequenos ruminantes 

A toxoplasmose animal é uma doença parasitária de elevada importância 

veterinária, zootécnica e de saúde pública, uma vez que acarreta prejuízos aos 

animais de produção e de estimação (O’ROUKE, 2002), além de servirem de fonte 

direta ou indireta de infecção para o ser humano (LINDSAY et al., 1997; GARCIA 

et al., 1999; JITTAPALAPONGA et al., 2005).  

Os suínos, ovinos, caprinos e coelhos são mais comumente infectados com 

T. gondii, quando comparados a bovinos e eqüinos (DUBEY & HAMIR, 2002).  A 

carne suína é considerada a principal fonte de infecção para humanos nos 

Estados Unidos e, provavelmente, em vários outros países (GAMBLE, 1997). No 

entanto, em virtude das intensas modificações ocorridas na suinocultura industrial 

moderna, principalmente no que se refere à criação dos suínos em ambientes 

fechados, que não permitem o acesso de felinos disseminando oocistos, pode-se 

notar uma severa queda na soroprevalência  destes animais, paralelamente ao 

declínio desta zoonose em humanos (JONES et al., 2007). 

Estudos recentes realizados por RAGOZO et al (2010), no estado de São 

Paulo e Rio Grande do Norte, revelam uma alta diversidade genética dos isolados 

de T. gondii de pequenos ruminantes no Brasil. Desta forma, as taxas de infecção 



apontadas para rebanhos caprinos e ovinos são variáveis. Esta flutuação deve-se 

principalmente ao tipo de teste sorológico utilizado, à região e a idade dos animais 

estudados (DUBEY, 1990; KAMANI et al., 2010), assim como o número de 

amostras pesquisadas, o sistema de manejo, as condições de criação, a 

localização das propriedades  e as práticas sanitárias adotadas nos rebanhos 

(CARNEIRO et al., 2009; KAMANI et al., 2010). Segundo IVANA et al (2006) as 

maiores prevalências de toxoplasmose nas espécies domésticas esta ligada a 

localização das propriedades em climas quentes e úmidos. Em Minas Gerais, 

MACHADO & LIMA (1987) encontraram 36,80% de caprinos positivos em 46 

propriedades estudadas, com taxas de 36,10% em rebanhos leiteiros e 11,40% 

nos animais de corte. CARNEIRO et al. (2009), pesquisando 767 soros caprinos 

no mesmo estado brasileiro  encontraram uma prevalência de 45,80% e 42,80% 

através dos métodos de RIFI e ELISA respectivamente. GONDIM et al. (1999) 

detectaram 18,75% e 28,93% de ovinos e caprinos, respectivamente, positivos ao 

teste de aglutinação ao látex, em pesquisa realizada no estado da Bahia. FARIA et 

al. (2007) encontraram prevalência de 24,50% em caprinos abatidos em um 

frigorífico na cidade de Patos no estado da Paraíba.  

No estado de São Paulo, MAINARDI et al (2003) encontraram taxa de 

14,50% de animais sorologicamente positivos em sete diferentes regiões criadoras 

de caprinos leiteiros e, em um levantamento mais recente feito por FIGLIUOLO et 

al (2004), no mesmo estado, foi observado que a prevalência de toxoplasmose em 

19 fazendas atingia a 28,70% dos soros dos caprinos testados. Em outras regiões 

do território nacional, pode se observar prevalência ainda maior da doença, como, 



por exemplo, no estado do Pernambuco onde foi encontrado índice de até 40,40% 

em caprinos, oriundos de propriedades localizadas na Zona da Mata e Agreste, 

testados pela reação de imunofluorescência indireta (SILVA et al, 2003).  No Rio 

Grande do Norte, NETO et al. (2008), por meio da mesma técnica sorológica, 

examinaram 366 soros caprinos, encontrando uma prevalência de 30,60%.  

MUNDAY & MASON (1979) foram os primeiros a descreverem a 

toxoplasmose como importante causa de prejuízos reprodutivos em caprino, 

acometendo clinicamente tanto animais jovens, como os adultos (DUBEY, 1987).  

A toxoplasmose é apontada como a segunda causa de abortos em caprinos 

na França (CHARTIER & MALLEREAU, 2001 e na Suíça CHANTON et al., 2002). 

Desordens reprodutivas, como abortos e neonatos mortos ou fracos, que evoluem 

para óbito, geram perdas econômicas consideráveis em rebanhos suínos 

(VIDOTTO & COSTA, 1987). No Brasil, abortos sem diagnóstico definitivo têm 

sido observados em caprinos de diferentes estados da região nordeste, onde a 

caprinocultura tem uma imensa importância econômica (PINHEIRO et al., 2000; 

SILVA et al., 2005; BANDEIRA et al., 2007), sendo, portanto, de extrema 

relevância  a atenção dada a fatores de risco, para a infecção do rebanho como: a 

idade dos caprinos, número de gatos na propriedade, presença ou ausência de 

comedouros manufaturados, conforme citado por CAVALCANTE et al. (2008). 

DUBEY  et al.(1980) relatam que os resultados referentes às infecções 

experimentais com oocistos de T. gondii, por via oral em cabras gestantes, variam 

de acordo com o estágio da prenhez e com o período de inoculação com o 

parasita.  



Embora em ovinos (SPENCE et al., 1978; TEALE et al., 1982; AGANGA et 

al,1988, LOPES et al., 2006), caprinos (DUBEY e SHARMA, 1980, SANTANA et 

al, 2010), bovinos (SCARPELLI, 2001) e suínos (MOURA, 2004), o  isolamento do 

T. gondii no sêmen destes animais tenha sido realizado com sucesso, inexiste na 

literatura consultada, trabalhos que comprovam a viabilidade da transmissão 

sexual deste coccídio na espécie caprina, seja por meio de inseminação artificial 

com sêmen contendo T. gondii ou  montas naturais com machos portadores deste 

protozoário no sêmen.  

2. OBJETIVOS 

Geral: 

Estudar a viabilidade da transmissão sexual de T. gondii em fêmeas 

caprinas, sorologicamente negativas para toxoplasmose, cobertas naturalmente 

por machos infectados experimentalmente com oocistos ou taquizoítos do referido 

protozoário. 

Específicos - Machos 

Avaliar por meio da Reação de Imunofluorescência Indireta (RIFI), a 

resposta imune humoral dos reprodutores após a inoculação de T. gondii. 

Pesquisar pelas técnicas da bioprova e da Reação em Cadeia pela 

Polimerase (PCR), a presença de T. gondii em amostras seminais colhidas dos 

caprinos machos infectados experimentalmente. 



Específicos - Fêmeas 

Avaliar a possível infecção por T. gondii, clínica e laboratorialmente, de 

fêmeas caprinas em idade reprodutiva. 

Pesquisar por meio do Ensaio Imunoenzimático (ELISA-teste) a resposta 

imune-humoral das fêmeas pós-cobertura. 

Investigar a possível presença de T. gondii em diversos tecidos das 

reprodutoras cobertas naturalmente e em seus produtos, por meio da bioprova e 

da PCR. 

Após a interpretação dos resultados obtidos dos machos e fêmeas, elucidar 

a possível ocorrência da transmissão sexual do T. gondii na espécie caprina.  

3. MATERIAL E MÉTODOS  

3.1 – Cepa de Toxoplasma gondii 

Foram utilizadas as cepas “P” e ”RH”, obtidas junto ao CPPAR/UNESP – 

Jaboticabal.  A cepa “P” (JAMRA; VIEIRA, 1991), genotipicamente caracterizada e 

classificada como do Tipo III (BRESCIANI et al., 2009) é capaz de produzir 

infecções letais, em condições de laboratório, nos camundongos experimentais. 

Os sobreviventes à infecção normalmente apresentam razoável quantidade de 

cistos teciduais no cérebro. Os oocistos desta cepa mostram-se infectantes para 

camundongos (VIDOTTO et al., 1986) mesmo depois de mantidos durante cinco 

anos em temperatura de refrigeração (4oC a 8oC). Segundo PENA et al (2008) e 

HERRMANN et al (2010) a cepa “RH” (SABIN, 1941), é capaz também de produzir 



infecções letais em camundongos experimentais, sendo classificada 

genotipicamente como Tipo I. 

3.2 – Obtenção de oocistos de Toxoplasma gondii 

Os oocistos de Toxoplasma gondii foram obtidos de forma semelhante à 

técnica descrita por COSTA et al. (1977). Colheitas diárias de fezes foram 

realizadas,  em gatos experimentalmente infectados, durante 15 dias pós- 

infecção, por meio de exames coproparasitológicos (Método de Sheater). As fezes 

colhidas foram misturadas com água até a formação de uma massa pastosa. 

Solução de sacarose (500g de açúcar dissolvidas em 320mL de água destilada) 

foi adicionada na proporção 1:1 para homogeneização do material. Em seguida, 

este material foi filtrado para a remoção das partículas maiores e transferido para 

tubos cônicos de centrífuga de 50mL (Falcon). O material, assim obtido, foi 

centrifugado (3000 a 4000 rpm por 10 minutos) e com o auxílio de  pipeta Pasteur 

foram aspiradas alíquotas do sobrenadante para a pesquisa de oocistos de T. 

gondii em microscópio  de luz (objetiva de 40X). Aos oocistos, assim obtidos, foi 

adicionada solução de ácido sulfúrico a 2% para auxiliar na esporulação. O 

material foi mantido em temperatura ambiente, parcialmente fechado e aerado 

mecanicamente por duas vezes, diariamente, durante três a sete dias, até 

completa esporulação. Os oocistos esporulados foram lavados em solução 

fisiológica, por meio de sucessivas centrifugações, para remoção do ácido 

sulfúrico 2% e estocados em temperatura de refrigeração (4oC a 8oC) imersos em 

solução salina. 



 A identificação dos oocistos esporulados foi feita utilizando-se critérios 

morfológicos (ZAMAN, 1970), medidas (10 a 12 micrômetros) em régua 

micrométrica ocular calibrada para a objetiva de aumento 40X do microscópio de 

luz e inoculações intraperitoneais (2500 oocistos/animal) em camundongos 

(DUBEY et al., 1972). Após a identificação, foi feita a quantificação total dos 

oocistos utilizando-se câmara de Newbauer.  

3.3 – Obtenção de taquizoítos de Toxoplasma gondii 

 Os taquizoítos da cepa RH, mantidos em camundongos, foram 

administrados (1 x 106) a um caprino macho, pela via subcutânea. O inoculo foi 

padronizado conforme técnica descrita por BRESCIANI (2003). 

3.4 – Seleção e inoculação dos caprinos machos reprodutores experimentais 

Exames sorológicos para a detecção de anticorpos contra doenças 

infecciosas que possam provocar desordens reprodutivas (brucelose, leptospirose, 

toxoplasmose e neosporose) foram realizados previamente para a seleção dos 

três machos reprodutores, adquiridos junto ao setor de caprinos da FCAV/UNESP- 

Jaboticabal. Para brucelose foi empregada a Técnica do Antígeno Acidificada 

Tamponado, também conhecida como Teste do Rosa Bengala ou “Card Test” 

(ALTON et al., 1988). Para este teste, 0,03 mL do soro foram colocados em 

contato com 0,03 mL do antígeno, em placa de vidro própria. Em seguida, após 

homogeneizada a mistura, a placa foi mantida em movimentos rotatórios durante 



quatro minutos para observar a ocorrência, ou não, de grumos de aglutinação, 

indicativos da soroconversão.  

Para a pesquisa de leptospirose adotou-se a técnica de Soroaglutinação 

Microscópica. Os soros foram testados contra os sorovares pomona, 

icterohaemorrhagiae e hardjo. O critério adotado para considerar um soro 

reagente foi de 50% de aglutinação no título final de 1:100, ou seja, metade das 

leptospiras aglutinadas no campo microscópico, observado no aumento de 100X. 

Para a realização da técnica e interpretação do grau de aglutinação seguiu-se a 

metodologia adotada por COLE et al. (1973).  

  A técnica sorológica empregada na seleção dos animais experimentais para 

a pesquisa de anticorpos contra toxoplasmose e neosporose foi a Reação de 

Imunofluorescência Indireta (RIFI), de acordo com CAMARGO (1964). 

Considerou-se positivos soros com títulos a partir da diluição 1:64 e 1:50 para T. 

gondii e Neospora. caninum, respectivamente. Os animais selecionados foram 

sorteados e distribuídos em grupos experimentais conforme o delineamento 

contido na Tabela 1. 



Tabela 1. Delineamento experimental dos caprinos reprodutores submetidos à 

infecção toxoplásmica. 

N°°°° de 

caprinos 

Oocistos de 
Toxoplasma gondii 

Taquizoítos de 
Toxoplasma gondii 

Via de inoculação

1 2x 105 - Oral 

1 - 1 x 106 Subcutânea 

1 Placebo Oral 

Os três machos reprodutores selecionados de um total de 10 animais da 

raça Saanen,  de um a quatro anos de idade, foram mantidos em baias individuais 

no CPPAR (Centro de Pesquisas em Sanidade Animal) da Faculdade de Ciências 

Agrárias e Veterinárias, Campus de Jaboticabal, UNESP, com água, silagem de 

milho e concentrado fornecidos ad libitum.   

Um dos animais recebeu 2 x 105 oocistos de T. gondii, via oral, por meio de 

uma seringa acoplada a uma sonda de metal, depositando assim o inóculo 

diretamente no esôfago, após jejum prévio de 12 horas. Em seguida, 200mL de 

solução fisiológica, foram administrados ao animal, utilizando-se do mesmo 

instrumento, para remover possíveis oocistos que eventualmente estivessem 

aderidos à seringa e/ou sonda. Um segundo animal foi infectado com 1 x 106  

taquizoítos, via subcutânea, utilizando-se seringa e agulha devidamente 

esterilizadas conforme descrito por BRESCIANI (2003). O terceiro macho 

reprodutor recebeu solução fisiológica, via oral, sendo mantido como controle. 



As fezes do caprino inoculado com oocistos foram removidas e o ambiente 

tratado com desinfetante, diariamente, durante sete dias consecutivos, para a 

destruição dos oocistos eventualmente presentes nos dejetos. 

3.5 – Exames realizados nos caprinos reprodutores experimentalmente 

infectados 

3.5.1 – Exames clínicos 

Exames clínicos (freqüências cardíaca e respiratória e temperatura retal) 

foram realizados nos caprinos machos  um dia antes da inoculação e no 1°, 3°, 5°, 

7°, 9°, 11°, 14°, 21°, 28°, 35°, 42°, 49°, 56°, 63°  e 70° dias pós-inoculação (DPI).  

3.5.2 – Resposta Imune-humoral  

 Nos soros de todos os caprinos reprodutores, obtidos de amostras de 

sangue colhidas nos dias -14, -1 (anteriores à inoculação), 1, 3, 5, 7, 9, 11, 14, 21, 

28, 35, 42, 49, 56, 63 e 70 pós-inoculação, foram pesquisados anticorpos contra  

T. gondii pela RIFI (CAMARGO, 1964). 

A colheita de sangue foi feita em tubos de ensaio estéreis puncionando-se a 

veia jugular com agulha 40 x 16 mm. Foram colhidos aproximadamente 10 mL de 

sangue, sem anticoagulante, por animal. Este material foi processado para 

obtenção do soro, sendo centrifugado por 10 minutos a 3000 rpm. O soro foi 

retirado com auxilio de pipeta Pasteur estéril e acondicionado em microtubos 

previamente autoclavados, e mantidos sob congelamento (-20oC). 

Para a realização da RIFI, foram utilizados como antígeno taquizoítos da 

cepa RH de T. gondii, obtidos de lavado intraperitoneal, com solução salina estéril 



acrescida de heparina (25�L de heparina em 50mL de solução salina), de 

camundongos no segundo dia pós-infecção, inativados por formol a 0,5%, em 

estufa a 37oC, por 30 minutos. Após centrifugação (um minuto a 500 rpm) para 

sedimentar células do exsudato peritoneal, o sobrenadante recolhido foi 

novamente centrifugado (10 minutos a 1500 rpm) e o sobrenadante obtido, 

desprezado. O sedimento foi então ressuspenso em PBS e centrifugado mais uma 

vez. Após nova ressuspensão do sedimento, o mesmo foi avaliado (microscopia 

de luz, objetiva de 40X) quanto ao número de taquizoítos e então diluído em PBS 

até obter-se uma média de 20 a 30 taquizoítos por campo. Dez microlitros desta 

suspensão de taquizoítos foram então colocados em “poços” (impressos em 

lâminas de microscopia pela técnica de “Silk Screen”). As lâminas contendo o 

antígeno foram então mantidas à temperatura ambiente, “overnight”, cobertas para 

evitar contaminação por poeira, até secarem. Em seguida foram envoltas em 

papel alumínio e estocadas a  20oC negativos até sua utilização. 

Os soros dos caprinos foram diluídos em PBS em múltiplos de 4 (1:64 até  

1:4096). Dez microlitros de cada diluição de cada soro foram adicionados nos 

poços das lâminas contendo o antígeno. As lâminas assim preparadas foram 

acondicionadas em câmara úmida e incubadas a 37oC, por 40 minutos. Em 

seguida as lâminas foram lavadas três vezes em tampão PBS, 10 minutos cada 

vez, e colocadas para secarem seis minutos em estufa a 37oC. Posteriormente, 

adicionou-se o conjugado gamaglobulina anti-IgG total de caprino/ovino marcado 

com isotiocianato de fluoresceína e as lâminas foram novamente incubadas em 

câmara úmida (37oC por 40 minutos) em estufa, lavadas duas vezes com tampão 



PBS e uma vez com água bidestilada (10 minutos cada lavagem) para remoção do 

excesso de sais. Após a secagem definitiva das lâminas, glicerina tamponada foi 

adicionada às mesmas, sendo posteriormente recobertas com lamínulas e 

examinadas em microscópio de fluorescência (objetiva de 40X). 

3.5.3 – Exames no sistema reprodutor  

3.5.3.1 – Colheitas do sêmen 

Durante aproximadamente dois meses os três caprinos foram 

periodicamente submetidos ao “condicionamento” para a colheita de sêmen com o 

uso do eletro-ejaculador. 

Os ejaculados foram recolhidos em tubos graduados acoplados a funis 

plásticos previamente esterilizados. Estes foram mantidos a 37oC e, no momento 

da colheita, acoplados a um recipiente aquecido para evitar o choque térmico, que 

poderia ocasionar mortalidade dos espermatozóides. 

Imediatamente após o término da ejaculação, o tubo contendo o sêmen foi 

colocado em banho-maria (37 oC) para garantir a integridade espermática. 

Dos três caprinos experimentais foram obtidas amostras de ejaculados, nos 

dias -1, 1, 3, 5, 7, 9, 11, 14 pós-inoculação para avaliação dos seguintes 

parâmetros espermáticos: volume, motilidade, vigor, concentração e alterações 

patológicas (PAULA et al.,  2008). 

Para avaliação da motilidade (expressa em % de espermatozóides que se 

movimentam em trajetória retilínea e para frente) e do vigor (intensidade com que 

esta motilidade é exercida), imediatamente após a colheita, uma alíquota do 



sêmen (aproximadamente 10�L) foi colocada sobre lâmina e recoberta por 

lamínula (previamente aquecidas a 37ºC) e observada ao microscópio de luz 

(aumentos de 10 e 40X). Os dados foram expressos em porcentagem (motilidade), 

numa escala de 0 a 5 (vigor), e anotados em fichas próprias para posterior análise 

(PAULA et al.,  2008).  

Para análise da concentração espermática foram obtidas alíquotas de 5�l, 

diluídas em 4.995�l de solução salina formol. A concentração foi estimada por 

meio da contagem em câmara de Neubauer, conforme MAIA (1998). O volume 

seminal foi mensurado por meio da observação direta dos tubos graduados. 

Para a análise da morfologia espermática foram obtidas alíquotas de 50�l, 

diluídas em 1 mL de solução salina formol (0,9%), objetivando evidenciar 

possíveis alterações patológicas espermáticas. Esta análise foi realizada de 

acordo com critérios padronizados por BLOM (1973), utilizando-se microscopia de 

contraste de fase, conforme descrito por PAULA et al. (2008). 

3.5.3.2 – Pesquisa do Toxoplasma gondii no sêmen dos caprinos pelo 

bioensaio em camundongos 

Para o isolamento de T. gondii das amostras de sêmen colhidas nos dias -

1, 3, 5, 7, 9, 11, 14 e, semanalmente, até o 70º pós-inoculação, utilizou-se a 

metodologia proposta por TEALE et al. (1982).  Amostras de sêmen de cada 

animal (infectados e controle) foram inoculadas em cinco camundongos, via 

intraperitoneal, utilizando-se alíquotas de aproximadamente 0,2 mL do ejaculado, 

acrescidas de solução tampão - PBS (pH  7,2), autoclavada, além de 1000ug de 



penicilina e 100μg de estreptomicina/ mL de solução final preparada. Estes 

camundongos foram observados por 15 minutos após as inoculações para avaliar 

possíveis efeitos adversos.  Em seguida avaliações diárias foram efetuadas até 42 

dias pós-inoculação para verificação de manifestações decorrentes da infecção 

toxoplásmica. Nos animais que eventualmente apresentassem aumento de 

volume abdominal ou que morressem até o 10o DPI, foi pesquisada a presença de 

taquizoítos de T. gondii por meio de microscopia do exsudato peritoneal dos 

mesmos. Nos animais que vieram a óbito entre o 11o  e 42o DPI, realiizou-se a  

pesquisa de anticorpos séricos contra T. gondii (RIFI), além da pesquisa de cistos 

cerebrais. 

3.5.3.3 – Pesquisa do DNA de T. gondii pela PCR nas amostras seminais 

colhidas  

Alíquotas de cada amostra de sêmen, colhidas na periodicidade 

anteriormente citada foram congeladas a 20oC negativos  para posterior 

processamento e pesquisa de DNA pela  técnica da PCR (FUENTS et al., 1996), 

descrita a seguir. 

A) Extração do DNA das amostras do controle positivo 

A extração das amostras de DNA de T. gondii utilizadas como controle 

positivo, assim como das demais amostras pesquisadas (sêmen, tecidos de 

machos, fêmeas e produtos) foi feita com o uso do kit DNA (QIAamp DNA Mini Kit, 

Qiagem, USA) seguindo recomendações do fabricante. 



B) Reação em cadeia da polimerase (PCR) 

Esta etapa foi realizada de acordo com a técnica descrita por FUENTS et al. 

(1996). Para a detecção do DNA de Toxoplasma gondii foi amplificado um 

fragmento do gene B1 de uma seqüência de 194 pares de base (bps), utilizando-

se os iniciadores 5’ –GGAACTGCATCCGTTCATGAG-3’ (B11) e 5’- 

TCTTTAAGAGTTCGTGGTC –3’ (B12).  As amostras amplificadas foram 

previamente expostas a 95oC durante dois minutos. As reações foram realizadas 

com um volume final de 50�L com 0,5�M de cada oligonucleotídeo iniciador 

(primers), 1mM de MgCl2, 200mM de mistura de dNTPs, uma concentração de 

DNA de 40ng/�L e Taq polimerase (1U/reação) Em seguida, foram realizados 35 

ciclos de amplificação em termociclador programado para temperaturas de 95oC 

por um minuto, 57oC por 30 segundos e 72oC por um minuto. Quinze microlitros do 

produto amplificado foram utilizados para análise por eletroforese em gel de 

agarose. 

C) Eletroforese em gel de agarose para análise dos produtos amplificados na 

PCR 

Alíquotas de 15�L do material amplificado foram separadas por 

eletroforese (95 volts, 90 minutos de corrida em tampão TBE 1X) em géis de 

agarose na concentração de 2%, corados com brometo de etídio. Posteriormente 

os géis foram fotografados com  auxílio de um transluminador de luz ultra-violeta, 

a fim de identificar a presença, ou não do fragmento 194 pb característica do T. 

gondii (FUENTS et al., 1996). 



3.5.3.4 - Pesquisa do Toxoplasma gondii nos testículos, epidídimos, vesícula 

seminal e próstata dos caprinos reprodutores infectados experimentalmente 

A)  Imunohistoquímica  

Para esta etapa os caprinos reprodutores foram eticamente eutanasiados 

para colheitas de amostras de testículos, epidídimos, vesícula seminal e próstata. 

Estas amostras após fixação em formol tamponado a 10% durante 24 horas foram 

transferidas para solução de álcool 70%, e emblocadas em parafina histológica 

(GUESDON et al., 1979). Posteriormente, foram submetidas ao  diagnóstico pelo 

método imuno-enzimático de amplificação com o complexo estrepto-avidina 

adicionado à peroxidase-biotina (Kit LSAB/HRP, Dako, USA). 

 Os tecidos emblocados em parafina foram submetidos à microtomia para 

obtenção de secções histológicas de 3 m de espessura, estendidas em lâminas 

sialinizadas e incubadas em estufa a 55oC, por seis horas, para fixação dos 

cortes. Para desparafinização foi usado xilol, seguido de banhos em álcool 

gradualmente hidratados (álcool absoluto, a 95% e a 80%) e em água destilada. 

 Após desparafinização e hidratação, os cortes foram submetidos a dois 

banhos (10 min) em peróxido de hidrogênio a 30 volumes, para bloqueio da 

peroxidase endógena, seguidos de lavagens em água destilada e solução tampão 

(PBS – pH 7,2). 

 O anticorpo foi diluído a 1:5000 em solução de soroalbumina bovina (BSA) 

a 1% em PBS contendo 0,1% de azida sódica. Foi utilizado também o BSA a fim 

de se bloquear possíveis ligações inespecíficas entre outras proteínas presentes 



na solução de anticorpos e os tecidos em estudo, evitando-se, desta forma, 

reações espúrias de fundo. 

 O anticorpo diluído foi então aplicado aos cortes e estes incubados em 

câmara úmida a 37oC por 30 minutos e, em seguida, a 4oC por 18 horas. Após 

este procedimento foram realizadas três lavagens em PBS, de 5 minutos cada, 

seguindo-se nova incubação com anticorpo biotinilado (solução de anticorpos 

biotinilados contra imunoglobulinas de coelho/camundongo/cabra), em câmara 

úmida a 37oC por 30 minutos.  Em seguida foram realizadas três lavagens em 

PBS (5 min cada) e o material foi então incubado com estrepto-avidina-biotina-

peroxidase, em câmara úmida a 37oC por 30 min. 

 Após nova etapa de lavagens em PBS (3 banhos de 30 min cada), as 

amostras foram  reveladas por meio de um banho em solução contendo substrato 

(peróxido de hidrogênio a 0,1%) e cromógeno (diaminobenzidina 60 mg%, Sigma 

D5637, USA) em PBS. Na seqüência o material foi lavado em água corrente e em 

água destilada, sendo submetido a contracoloração em hematoxilina de Harris. 

Finalizando o procedimento, o material foi desidratado em álcool seqüenciado, 

diafanizado em xilol e montado entre lâmina/lamínula empregando resina sintética 

(Entellan, Merck, Germany). 

 A reação foi acompanhada de controles positivo e negativo, sendo este 

último submetido a todas as etapas do procedimento técnico, suprimindo-se, 

entretanto, a aplicação do anticorpo primário contra T. gondii 



B) Bioensaio em camundongos 

Para esta etapa  foram colhidas, de cada um dos três reprodutores 

necropsiados, amostras (aproximadamente 50g) de testículos, epidídimos, 

vesículas seminais e próstatas. Seguindo recomendações de DUBEY et al. (2010), 

estas amostras sofreram digestão péptica antes da inoculação em  camundongos 

(seis para cada amostra). Um volume de 400 mL de solução de pepsina a 1% (6g 

de pepsina, 600 mL de H2O e 10mL de ácido clorídrico PA) foi adicionado ao 

erlenmeyer contendo fragmentos dos tecidos colhidos à necropsia. Estas 

amostras teciduais foram trituradas e mantidas em agitação constante sob 

temperatura de 37oC (estufa BOD) durante duas horas para a completa digestão 

dos tecidos. Em seguida o material foi filtrado em gaze cirúrgica, transferido para 

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

sobrenadante. O sedimento ressuspenso em solução salina (10 X o volume) foi 

novamente centrifugado (3000 rpm por 10 min). Outras duas lavagens foram 

realizadas para remoção da solução de pepsina, evitando a digestão de  cistos 

presentes nas amostras. Após proceder a uma última lavagem do material, este foi 

ressuspenso em solução tampão PBS contendo antibiótico (ampicilina, 1mg/mL).  

Os camundongos inoculados (1mL/camundongo) foram observados 

diariamente, por seis semanas (COSTA et al., 1977), para a avaliação da 

presença de sinais clínicos de toxoplasmose. Naqueles que apresentaram pêlos 

eriçados e/ou aumento de volume abdominal durante este período, foi pesquisada 

a presença de taquizoítos de T. gondii no exsudato peritoneal, além da realização 

de “imprint” de pulmão. Dos camundongos inoculados (bioprova) que 



sobrevivessem até 42 dias pós- inoculação foram colhidos soros para pesquisa de 

anticorpos (CAMARGO, 1973) contra T. gondii e cérebros para pesquisa de cistos 

toxoplásmicos. 

C) Pesquisa de DNA de Toxoplasma gondii pela PCR nas amostras teciduais 

colhidas dos machos experimentais  

Amostras dos testículos, epidídimos, vesícula seminal e próstata colhidas 

dos  caprinos reprodutores (inoculados e controle) necropsiados, foram 

armazenadas e posteriormente analisadas pela técnica de PCR conforme item 

3.5.3.3. 

3.6 – Seleção das fêmeas reprodutoras para a realização da monta natural 

Para esta etapa  foram selecionadas 12 cabras mestiças, Saanen x Boer, 

de 12 a 18 meses de idade, não prenhes, sorologicamente negativas para 

toxoplasmose, neosporose, brucelose e leptospirose, seguindo metodologias 

descritas anteriormente para os machos. Posteriormente, com o objetivo de 

verificar a viabilidade da ocorrência da transmissão sexual do T. gondii, por meio 

da monta natural, utilizando machos experimentalmente infectados, estas fêmeas 

foram sorteadas e randomizadas conforme o delineamento  a seguir: 



Grupo

Reprodutoras cobertas 

naturalmente pelo 

caprino infectado com 

2x105 oocistos da cepa 

“P” 

Reprodutoras cobertas 

naturalmente pelo caprino 

infectado com 1x106

taquizoítos da cepa “RH” 

Reprodutoras 

cobertas pelo 

caprino 

pertencente ao 

grupo controle 

Via de 

inoculação 

I 5 -- -- 
Sêmen 

(Monta natural) 

II -- 5 -- 
Sêmen 

(Monta natural) 

III -- -- 2 
Sêmen 

(Monta natural) 

Todos os animais foram mantidos em baias individuais, pertencentes ao 

CPPAR (Centro de Pesquisas em Sanidade Animal) da Faculdade de Ciências 

Agrárias e Veterinárias, campus de Jaboticabal, UNESP. Os animais receberam 

concentrado, silagem de milho e água ad libitum.  Exames sorológicos para a 

detecção de anticorpos contra outras doenças infecciosas que possam provocar 

desordens reprodutivas (brucelose, neosporose e leptospirose) foram realizados, 

periodicamente, também nas fêmeas. 

3.6.1 – Determinação dos dias pós-inoculação em que os reprodutores 

experimentalmente infectados com Toxoplasma gondii, realizaram a monta 

natural nas fêmeas soronegativas. 

A escolha das datas em que as fêmeas foram cobertas pelos reprodutores 

experimentalmente infectados com T. gondii, baseou-se nos achados de 

SANTANA et al. (2010) . Neste estudo foi diagnosticado,  por meio da bioprova e 

PCR, quais dias pós-inoculação em que os machos que receberam oocistos (cepa 



“P”) e taquizoítos (cepa “RH”) de T. gondii, eliminaram no sêmen tal parasito. 

Estabelecem-se, ainda, as datas em que os títulos sorológicos dos camundongos 

inoculados com amostras seminais positivas para T. gondii, apresentaram se mais 

elevados.  

Baseando-se nos resultados obtidos por SANTANA et al  (2010), as fêmeas 

do presente estudo foram submetidas à sincronização do ciclo estral para que os 

machos reprodutores infectados com T. gondii, realizassem a cobertura natural 

conforme os seguintes cronogramas: 

Grupo I: Momentos das coberturas das cinco fêmeas pelo reprodutor inoculado 

com 2x105 oocistos de Toxoplasma gondii 

↓ ↓ ↓ ↓ ↓
3 5 7 11 14 21a 28a 35 42 49 56*b 63 70*

*Presença de cistos cerebrais em camundongos inoculados com amostras seminais de caprinos inoculados com oocistos (cepa P) de T.gondii 
a Pico de títulos sorológicos para os caprinos inoculados com oocistos de T. gondii 
b Amostra seminal positiva para a PCR

Caprino reprodutor inoculado com 2x105 oocistos de Toxoplasma gondii
GRUPO I

Dias pós-
inoculação

2a 

Fêmea
5a 

Fêmea
4a 

Fêmea
3a 

Fêmea
1a 

Fêmea

Grupo II: Momentos das coberturas das cinco fêmeas pelo reprodutor inoculado 

com 1x106 taquizoítos de Toxoplasma gondii. 

↓ ↓ ↓ ↓ ↓
3 5*b 7*b 11 14a 21a 28*ab 35 42 49*b 56 63* 70*b

*Presença de cistos cerebrais em camundongos inoculados com amostras seminais de caprinos inoculados com taquizoítos  (cepa RH) de T.gondii 
a Pico de títulos sorológicos para os caprinos inoculados com taquizoítos de T. gondii 
b Amostra seminal positiva para a PCR

Dias pós-
inoculação

3a 
Fêmea

5a 
Fêmea

2a 
Fêmea

1a 
Fêmea

Caprino reprodutor  inoculado com 1x106 taquizoítos de Toxoplasma gondii
GRUPO II

4a 
Fêmea



3.6.2 – Programa de sincronização de cio utilizado nas fêmeas reprodutoras 

 Para a manifestação de estro nas cabras reprodutoras nas datas pré 

estabelecidas, utilizou-se o protocolo curto de sincronização de cio para pequenos 

ruminantes (MAIA, 1998), o qual adota como o dia zero (D 0) de sincronização,  a 

data  em que é colocada a esponja vaginal  impregnada com 60mg de acetato de 

medroxiprogesterona (Progespon® - Intervet Schering), e o dia cinco (D 5) o de 

sua  retirada.  Simultaneamente, nesta mesma data, é administrado às fêmeas, 

por via intramuscular 0,5mL de d-cloprostenol (Prolise® - Tecnopec -0,075mg/ml 

d-cloprostenol), além de 1,5mL de gonadodrofina coriônica eqüina (Novormon® - 

Intervet Schering - 200UI ECG + PMSG /ml), esperando que o cio/cobertura ocorra 

no oitavo dia (D 8). 

3.7 - Exames realizados nas fêmeas reprodutoras 

3.7.1 - Exames clínicos 

As fêmeas foram submetidas a exames clínicos (freqüências cardíaca, 

respiratória e temperatura retal), desde o primeiro dia antes da cobertura e a cada 

três, até o 14º dia pós-cobertura (DPC). A partir desta data, tais exames foram 

realizados semanalmente, até o final do período gestacional. 

3.7.2 – Determinação da parasitemia  

Amostras sanguíneas de todas as fêmeas, obtidas um dia anterior à 

cobertura, no 1º, 3º, 5º, 7º, 11º e 14º DPC e, semanalmente, até o parto foram 



colhidas em tubo estéril contendo EDTA (Acido Etileno-diaminotetraacético). Após 

centrifugação destas amostras  (3000 g por 15 minutos) a camada leucocitária foi 

cuidadosamente aspirada com auxílio de pipeta Pasteur e inoculada 

intraperitonealmente em grupos de três camundongos. Estes foram observados 

por 15 minutos após as inoculações para avaliar possíveis efeitos adversos.  Em 

seguida, realizaram-se avaliações diárias até 42o dia pós-inoculação para 

diagnosticar possíveis manifestações ocasionadas pela infecção toxoplásmica. 

 Nos animais que apresentaram aumento de volume abdominal ou que 

pereceram até o 10o DPI, pesquisou-se a presença de taquizoítos de T. gondii por 

meio da microscopia do exsudato peritoneal. Nos animais que morreram a partir 

do 11o até o 42o DPI, foram pesquisados anticorpos séricos, títulos maiores ou 

iguais a 1:64 , contra T. gondii (RIFI) e cistos cerebrais. 

3.7.3 – Resposta imune humoral (ELISA-teste) 

Nas amostras de soro colhidas das cabras, nos dias -14, -7, -1, 3, 6, 9, 11, 

14 e semanalmente até o final do período gestacional, pesquisou-se a presença 

de anticorpos contra T. gondii por meio do ELISA teste (Enzyme linked 

immunosorbent assay).  

Para o ELISA teste preparou-se uma suspensão de taquizoítos (107 – 108) 

parasitos/ml)  que foi submetida a 11 ciclos de congelamento a 70º C negativos e 

descongelamento a 35º C, em banho-maria. Após o último descongelamento, o 

material foi mantido em banho de gelo e sonicado por três ciclos de um a dois 

segundos. Para cada 1ml de material sonicado foi adicionado 1μl de solução 



contendo 0,25M de phenylmethanesulfonyl fluoride; alfa-toluenesulfonyl fluoride 

(PMSF) e 1μl de solução leupeptina 0,1%. A mistura foi mantida em agitação lenta 

por 12 horas, a 4º C e, em seguida, foi centrifugada a 18000 g por 60 minutos. O 

sobrenadante foi distribuído em alíquotas de 0,5ml e armazenados a -70º C.  A 

concentração protéica do antígeno solúvel,  utilizado no ELISA –teste, foi 

determinada pelo médoto de HARTREE (1972). 

A) Dose de reatividade ótima de antígeno, soro e conjugado 

 Para esta etapa foi padronizado o uso da diluição ótima do antígeno na 

concentração de 5 μg/mL em tampão carbonato-bicarbonato (0,05M, pH 9,6), e os 

soros de referência positivo e negativo na diluição de 1/200 em tampão PBS 

0,01M, pH 7,4, contendo 0,05% de Tween 20 (PBS – Tween), acrescido de 5% de 

soro normal de coelho. O conjugado usado, constituído de anticorpo monoclonal 

anti-IgG de Cabra/Ovelha, acoplado à fosfatase alcalina, foi diluído a 1/50000 em 

PBS-Tween, acrescido de 5% de soro normal de coelho. 

 B) Soros de referências positivo e negativo 

 Como soro de referência positivo foi utilizado amostra de sangue colhida no  

28º DPI, do caprino macho inoculado com oocistos de T. gondii, após comprovada 

soropositividade tanto pela  RIFI como pelo Elisa. Para a amostra de soro de 

referência negativa foi utilizado amostra de sangue colhido do mesmo caprino 

macho no período pré-experimental, comprovadamente negativo pelas mesmas 

técnicas. 



C) Reação de ensaio imunoenzimático (ELISA-teste)  

A cada poço da microplaca foram adicionados 100μl do antígeno solúvel, 

diluído em tampão carbonato-bicarbonato de sódio 0,05M, pH 9,6, ajustando-se 

sua concentração protéica para 5μg/ml. As placas foram incubadas por 12 horas, 

à temperatura de 4º C, em câmara úmida, e lavadas por três vezes consecutivas 

em PBS-Tween 20. Posteriormente, estas placas foram bloqueadas com leite em 

pó diluído a 6% em PBS Tween 20, 200μl por poço, em câmara úmida, a 37º C 

por 120 minutos. Os soros das fêmeas caprinas a serem avaliados e os soros de 

referência positivos e negativos foram ensaiados diluídos a 1/200 em PBS-Tween, 

adicionados de 5% de soro normal de coelho. Após a adição de 100μL dos soros 

diluídos, as microplacas foram incubadas a 37º C por 90 minutos, em câmara 

úmida e lavadas conforme descrição acima. A cada poço da microplaca adicionou-

se 100μL de conjugado acoplado à fosfatase alcalina anti-IgG de caprino, diluído a 

1/50000 em PBS acrescido de 5% de soro normal de coelho. As placas foram 

incubadas a 37ºC, por 90 minutos e lavadas novamente. A cada poço da 

microplaca foram adicionados 100μL do substrato pNPP (Paranitrofenilfosfato) 

diluído em tampão de dietanolamina pH 9,8. 

 A leitura da reação foi realizada em um leitor de ELISA, com filtro de 

405nm, adotando-se como “branco” da reação o poço da microplaca que continha 

todos os elementos da reação com exceção do soro das fêmeas caprinas. 



D) Avaliação dos valores de absorbância dos soros testados 

 Os valores de absorbância dos soros testados foram comparados à média 

dos valores encontrados para as amostras de soro de referência negativas para 

Toxoplasma gondii. Desta forma, valores de absorbância iguais ou acima desta 

média foram aceitos como positivos e aqueles que se mostraram com valores 

abaixo desta média foram aceitos como negativos para o parasitismo. 

3.7.4 – Pesquisa de Toxoplasma gondii nos tecidos das fêmeas 

experimentais e em seus “produtos” 

Nestas amostras pesquisou-se a presença de T. gondii por meio da 

imunohistoquímica (item 3.5.3.4), do bioensaio,  (DUBEY et al, 1980),  e da 

técnica de PCR (FUENTES et al, 1996). Imediatamente após o parto ou da 

ocorrência de quaisquer alterações tais como aborto ou nascimento de 

prematuros, as fêmeas foram eticamente eutanasiadas, para colheita de  amostras 

dos seguintes tecidos: musculatura esquelética e cardíaca, cérebro/cerebelo, 

baço, fígado, útero, vagina e ovário.  

Nos “produtos” resultantes das gestações também foram pesquisados pelo 

bioensaio e PCR o parasitismo por T. gondii nas amostras de  placenta, cérebro, 

musculatura esquelética, fígado e baço. 



3.8 – Análise estatística 

Para os valores dos parâmetros clínicos e seminais dos machos foi utilizado 

o delineamento inteiramente casualizado, considerando a colheita dos dados para 

cada dia experimental como repetições e, as médias foram comparadas pelo teste 

Tukey ao nível de 95% de confiança. 

Os dados das fêmeas (parâmetros clínicos) foram analisados em esquema 

fatorial em parcelas subdivididas pelo procedimento Proc Mixed do pacote 

estatístico SAS, (2001) e as confrontações dos tratamentos foram obtidas pelo 

teste Tukey-kramer a 95% de confiança. 

4- RESULTADOS 

4.1 - Obtenção de cistos cerebrais contendo bradizoítos de T.gondii 

Camundongos inoculados intraperitonealmente com a cepa “P” foram 

medicados com sulfadiazina durante 10 dias para obtenção de maiores 

quantidades de cistos de T. gondii. Decorridos 30 dias pós-inoculação, 20 

camundongos foram eutanasiados, sendo removidos os encéfalos que 

posteriormente foram administrados aos gatos experimentais. 

4.2 - Obtenção de oocistos de T.gondii 

 Para esta etapa experimental foram utilizados dois gatos, sendo que do 

primeiro animal inoculado, via oral, com 1500 cistos teciduais de T.gondii

presentes em cérebros de camundongos, foram recolhidos aproximadamente 1,0 



x 106 oocistos, do 4° ao 9° dia pós inoculação (DPI). O pico de eliminação ocorreu 

no quarto dia (4,85 x 105 oocistos).  

Do segundo gato inoculado com cistos, foram isolados 6,125 x 105 oocistos 

do 5º ao 7º DPI, ocorrendo o pico de liberação no 6° DPI (3,406 x 10 5 oocistos). 

Os oocistos produzidos, após esporulação, foram identificados como de T. 

gondii por meio de critérios morfológicos (ZAMAN, 1970) e pela infectividade 

utilizando-se inoculação intraperitoneal em camundongos de 2500 oocistos por 

animal, totalizando 15 camundongos (DUBEY et al., 1972). Tais camundongos 

vieram a óbito entre o 10º e o 12º dia pós-inoculação. No lavado peritoneal de 

80,0% dos camundongos, que vieram a óbito, foram encontrados taquizoítos 

viáveis em quantidades variadas. Os camundongos sobreviventes após seis 

semanas de inoculação apresentavam cistos cerebrais de T.gondii. 

4.3 - Obtenção de taquizoítos de T. gondii 

Após padronização da técnica para manutenção da cepa “RH” de T.gondii 

em camundongos, foi possível obter lavados peritoneais ricos em taquizoítos, os 

quais foram inoculados em novos camundongos, a cada dois dias, para a 

manutenção da cepa. Além disso, elaborou-se a preparação de antígenos 

destinados a confecção de lâminas para RIFI e também para a preparação das 

microplacas destinadas à execução do ELISA-teste. 

4.4 - Seleção e inoculação dos caprinos reprodutores experimentais 

Pelos resultados dos exames sorológicos realizados em 10 caprinos 

machos, relativos à presença de anticorpos contra Toxoplasma gondii, Neospora 



caninum, Brucela sp e Leptospira sp sorovares L. pomona, L. icterihaemorrhagea 

e L. canicula, foi possível selecionar três caprinos da raça Saannen, 

sorologicamente negativos para as quatro enfermidades supracitadas. Tais 

animais foram  sorteados, distribuídos e inoculados conforme item 3.4. Os 

resultados sorológicos encontram-se sumariados a seguir: 

Enfermidade avaliada/ nº de caprinos machos 

Sorologia Toxoplasmose Neosporose Brucelose Leptospirose 

Positiva 5 4 0 0 

Negativa 5 6 10 10 

Total 10 10 10 10 

4.5 – Exames realizados nos caprinos reprodutores experimentalmente 

infectados 

4.5.1 – Exames clínicos 

Os resultados referentes aos parâmetros clínicos individuais, avaliados nos 

caprinos machos, estão registrados nas Tabelas 2, 3 e 4 e ilustrados nas Figuras 

1, 2 e 3. 
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Considerando 38,0 a 40,5°C como parâmetro de normal idade para a 

temperatura retal na espécie caprina, pelos resultados clínicos obtidos (Tabela 2 e 

Figura 1) não foi possível diagnosticar ao longo de todo o experimento, qualquer 

alteração de temperatura que pudesse ser atribuída à infecção toxoplásmica nos 

reprodutores experimentais. 
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A - Macho inoculado com oocistos B - Macho incoculado com  taquizoítos C  - Macho não inoculado (Controle)

Figura 1. Temperaturas retais individuais aferidas do caprino macho não 

inoculado (C - Controle) e dos caprinos machos inoculados com 2 x 105 oocistos 

(A) e 1 x 106  taquizoítos (B)  de Toxoplasma gondii, nos períodos pré e pós 

inoculação. 

Baseando-se nos parâmetros de normalidade de 70 a 90 batimentos por 

minuto (bpm), detectou-se que a freqüência cardíaca dos três caprinos (Tabela 3 e 

Figura 2) alterou-se em várias datas de avaliação, tanto nos animais inoculados 

com T. gondii, como naquele não inoculado (controle).  
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Figura 2. Freqüências cardíacas individuais, em batimentos por minuto (bpm), 

aferidas do caprino macho não inoculado (C - Controle) e dos caprinos machos 

inoculados com 2 x 105 oocistos (A) e com 1 x 106 taquizoítos(B) de Toxoplasma 

gondii, nos períodos pré e pós inoculação. 

Considerando como parâmetro de normalidade o intervalo de 20 a 40 

movimentos por minuto, os resultados referentes às mensurações de freqüência 

respiratória (Tabela 4 e Figura 3) revelam uma grande oscilação entre os valores 

mínimos e máximos deste parâmetro nos três caprinos.  
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Figura 3. Freqüências respiratórias individuais, em movimentos por minuto (mpm), 

aferidas do caprino macho não inoculado (C - Controle) e dos caprinos machos 

inoculados com 2 x 105 oocistos (A) e 1 x 106 taquizoítos (B) de Toxoplasma 

gondii, nos períodos pré e pós inoculação.  

 Os resultados da análise estatística referentes aos parâmetros clínicos 

avaliados dos três caprinos machos não inoculado e inoculados, estão 

sintetizados na Tabela 5. Analisando esta Tabela, observa-se que,  apesar de ter 

havido diferença estatística entre os valores médios das temperaturas retais e das 

freqüências respiratórias, estes estão dentro dos limites de normalidade para a 

espécie doméstica em questão, não podendo, portanto, serem atribuídas ao  

parasitismo toxoplásmico. 



Tabela 5: Médias e desvio padrões dos parâmetros clínicos observados nos 

períodos pré e pós-inoculação de caprinos não inoculado (C - Controle) e 

inoculados com 2 x 105 oocistos (A) ou com 1 x 106 taquizoítos (B) de Toxoplasma 

gondii.  

Caprino Temp FC FR (FR transf)*
A 38,74±0,26 b 102,75±14,36 a 39 (0,0266)±8,33(0,01) b
B 39,2±0,31 a 107,50±13,14 a 35,75 (0,0293)±8,94(0,01)ab
C 39,35±0,27 a 108,37±11,74 a 32 (0,0320)±5,84(0,01) a

Média 39,12 106,20 35,58 (0,0294)
CV (%) 0,722 12,35 18,36
F (Pr) 17,32 (>0,0001) 0,85 (0,4336) 4,15 (0,022)

Médias seguidas de mesma letra na coluna não diferem entre si (Tukey, Pr<0,05).
* Transformação realizada para atender as pressuposições de homogeneidade 
das variâncias e normalidade dos erros (FR = 1/FR)

Parâmetros Clínicos / Médias e Desvio Padrões

4.5.2 – Resposta Imune Humoral (RIFI) 

Na Tabela 6 estão as recíprocas dos títulos sorológicos dos caprinos 

machos, obtidos por meio da RIFI, realizada segundo CAMARGO (1964).   

A soroconversão (título ≥ 64) do macho inoculado com 2 x 105 oocistos de 

T. gondii, ocorreu a partir do 28o DPI, o que comprova a infectividade toxoplásmica 

do inóculo administrado. No macho inoculado com 1 x 106 taquizoítos, via 

subcutânea, a soroconversão foi mais precoce (14° D PI). 

 O animal mantido como controle não apresentou, como esperado, em 

nenhuma data, anticorpos contra o protozoário em questão. 

 Títulos sorológicos máximos (1:4096) foram detectados do 21º ao 42º DPI 

no animal que recebeu taquizoítos e no 35º DPI no caprino inoculado com 



oocistos. Naquele, o título decresceu a partir do 49º DPI e manteve o mesmo título 

(2048) até o final do experimento (70ºDPI). No caprino inoculado com oocistos, o 

título decresceu mais precocemente (42ºDPI), atingindo 1024 na última data. 
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4.5.3 – Exames no sistema reprodutor dos caprinos infectados 

experimentalmente 

4.5.3.1 – Colheita do sêmen 

Com o uso do eletro-ejaculador foi possível colher amostras de ejaculados 

dos caprinos, as quais foram avaliadas quanto aos parâmetros espermáticos. 

Posteriormente, nestas mesmas amostras, também, pesquisou-se a presença do 

protozoário por meio da bioprova e PCR.  

4.5.3.2 - Avaliação espermática  

Os valores dos parâmetros obtidos nas sete amostras de sêmen colhidas 

de cada animal, encontram-se sumariados na Tabelas 7 e ilustrados nas Figuras 

4, 5, 6, 7 e 8.   



Tabela 7.  Parâmetros seminais de caprinos machos não inoculado (C – Controle) 

e inoculados experimentalmente com 2 x 105 oocistos (A) e 1 x 106 taquizoítos (B) 

de Toxoplasma gondii. 

Volume (mL) Motilidade (%) Vigor (0-5) Patologia (%) Concentração ( x 108sptz/mL)
A Oocisto 1,2 80 3 3 11
B Taquizoíto 1,3 70 3 1 30
C Controle 0,9 80 4 0,6 41
A Oocisto 0,7 85 2 1,26 31
B Taquizoíto 1 80 3 0,6 45,3
C Controle 1,2 85 4 0,9 13,9
A Oocisto 0,7 85 3 0 6
B Taquizoíto 0,9 80 4 1,01 39,4
C Controle 1,5 70 3 0 32
A Oocisto 0,8 80 4 0 33,3
B Taquizoíto 1 85 4 1,2 30,9
C Controle 0,9 90 4 1,2 27
A Oocisto 0,9 80 3 1,4 17,3
B Taquizoíto 0,8 75 4 11,4 10,5
C Controle 1,1 80 4 0 9
A Oocisto 1,4 85 4 1,7 11,5
B Taquizoíto 1,2 85 4 0,6 28
C Controle 1,3 70 3 0,7 17
A Oocisto 1 70 3 0,4 7,8
B Taquizoíto 1,1 80 4 0,8 18
C Controle 1 75 3 0,4 12

DPI - Dias pós inoculação

11

14

DPI

1

3

5

7

Caprino Inóculo

-1

Parâmetros Seminais        

Segundo MAIA (1998), o volume de ejaculado considerado normal para 

pequenos ruminantes, a partir de 10 meses de idade, é de 1,0mL no mínimo. Não 

foi possível obter esta quantidade em todas as datas, nos três reprodutores 

(Tabela 7). A metodologia utilizada na colheita de sêmen e as variações 

individuais dos animais, certamente influenciaram na irregularidade destas 

quantificações. Entretanto tal fato não pode ser atribuído ao parasitismo por T. 

gondii.  
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Figura 4. Volume espermático (mL) de caprinos não inoculado (C – Controle) e 

inoculados  com 2 x 105 oocistos  (A) e 1 x 106 taquizoítos (B) de Toxoplasma 

gondii nos períodos pré e pós inoculação. 

Segundo o mesmo autor supracitado, a motilidade deve ser de no mínimo 

70%, condição esta alcançada por todos os animais em todas as datas (Figura 5).  
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Figura 5. Motilidade espermática (%) de caprinos não inoculado (C – Controle) e 

inoculados experimentalmente com 2 x 105 oocistos  (A) e 1 x 106 taquizoítos (B) 

de Toxoplasma gondii. 

Quanto aos parâmetros vigor e concentrações (Figuras 6 e 8) nota-se uma 

similaridade entre os valores obtidos nos três grupos.  
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Figura 6. Vigor espermático (0 - 5) de caprinos não inoculado (C – Controle) e 

inoculados experimentalmente com 2 x 105 oocistos  (A) e 1 x 106 taquizoítos (B) 

de Toxoplasma gondii. 

No que se refere à presença de alterações morfológicas nas amostras 

seminais avaliadas (Figura 7), nota-se também certa similaridade entre os valores 

obtidos, com exceção do valor encontrado no macho inoculado com 1 x 106

taquizoítos no 7º DPI. Observou-se nesta data elevada quantidade de alterações 

espermáticas, certamente ocasionadas por falhas na colheita e armazenamento 

da amostra seminal. 
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Figura 8. Concentração espermática (x 108 espermatozóides/mL) de caprinos não 

inoculado (C – Controle), inoculados experimentalmente com 2 x 105 oocistos  (A) 

e 1 x 106 taquizoítos (B) de Toxoplasma gondii. 



Os resultados da análise estatística referentes aos parâmetros 

espermáticos avaliados dos três caprinos machos não inoculado (C) e inoculados 

(A e B), estão na Tabela 8. Observa-se que não houve diferença significativa (P > 

0,05) entre os valores quanto aos cinco parâmetros seminais estudados.  

Tabela 8. Resultados das análises paramétricas e não paramétricas dos valores 

seminais obtidos nos períodos pré e pós-inocualção, dos caprinos não inoculado 

(C - Controle) e inoculados A - (2 x 105 oocistos) e B – (1 x 106 taquizoítos) com 

Toxoplasma gondii.  

Caprino Volume Motilidade Vigor Alterações Concentração
A 0,95±0,26 a 80,71±5,35 a 3,14±0,69 a 1,10±1,08 a 16,84±11,06 a
B 1,04±0,17 a 79,28±5,35 a 3,71±0,49 a 0,90±0,24 a 28,87±11,85 a
C 1,12±0,22 a 78,57±7,48 a 3,57±0,53 a 0,54±0,30 a 21,70±11,87 a

Média 1,04 79,52 3,48 0,85 22,47
F (Pr) 2,08(0,353) 0,589(0,744) 3,09(0,212) 2,26(0,322) 2,82(0,243)

Médias seguidas de mesma letra na coluna não diferem entre si (Tukey, P>0,05).
Tabela de contigência: totais seguidos pela mesma letra, na coluna, não diferem entre si pelo teste de qui-quadrado (P>0,05)

Parâmetros Seminais ± Desvio Padrão

4.5.4 - Pesquisa do Toxoplasma gondii no sêmen dos caprinos pelo bioensaio em 

camundongos 

Nas amostras seminais colhidas foi possível detectar indiretamente a 

presença do protozoário, ou seja, detectou-se a presença de anticorpos anti-T. 

gondii nos camundongos inoculados, conforme metodologia proposta por TEALE 

et al. (1982).  Os resultados referentes à presença de T. gondii em ejaculados 

seminais estão registrados na Tabela 9. 
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4.5.5 - Pesquisa de DNA de Toxoplasma gondii pela PCR nas amostras 

seminais  

Nas Figuras 20, 21, 22 e 23 estão ilustrados os resultados das análises das 

amostras seminais colhidas dos caprinos experimentais, inoculados com 2 x 105

oocistos (A) e 1x106 taquizoítos (B),  submetidas à pesquisa de material genético 

(DNA) de T. gondii pela PCR. Estes resultados estão sintetizados na Tabela 10. 
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4.5.6 - Pesquisa do Toxoplasma gondii em testículos, epidídimos, vesícula 

seminal e próstata dos caprinos reprodutores infectados experimentalmente  

4.5.6.1 – Imunohistoquímica  

 As amostras de próstata e vesícula seminal do caprino inoculado com oocistos (A), assim 

como as amostras de epidídimo, próstata e vesícula seminal do caprino inoculado com taquizoítos 

(B), necropsiados ao 78º DPI, mostraram-se positivas quanto à presença do T. gondii, pelo método 

da imunohistoquimica (Tabela 11). Nenhuma imunomarcação foi identificada nas amostras 

teciduais do caprino macho não inoculado (C).  

Tabela 11.  Pesquisa de Toxoplasma gondiii, nos tecidos do sistema reprodutor 

dos caprinos machos não inoculado (C – Controle) e   inoculados  com 2 x 105

oocistos (A) e 1 x 106  taquizoítos (B) de T. gondii por  meio da imunohistoquímica. 

Testículo Epidídimo Próstata Vesícula Seminal
A Oocisto + + + +
B Taquizoíto - + + +
C Controle - - - -

A: Macho inoculado com 2 x 105 oocistos esporulados, B: Macho inoculado com 1 x 106 taquizoitos, C: Macho não inoculado (Controle)
 - : Amostra tecidual com imunomarcação  negativa
+ : Amostra tecidual com imunomarcação positiva

Caprino Inóculo Imunohistoquímica



4.5.6.2 - Bioensaio em camundongos 

Macerados individuais de testículos, epidídimos, próstata e vesícula 

seminal, dos três caprinos reprodutores, foram preparados e inoculados, por via 

intraperitoneal, em camundongos, conforme técnica descrita por DUBEY (1998). 

Ocorridos quarenta dias, realizou-se a sorologia (RIFI) dos camundongos, sendo 

detectadas sorologias positivas (RIFI  1: 64) naqueles inoculados com 

macerados de testículo, epidídimo e próstata, colhidos do caprino inoculado com 2 

x 105 oocistos e naqueles que receberam  macerados de epidídimo e vesícula 

seminal do reprodutor inoculado com 1 x 106 taquizoítos (Tabela 12). Como 

método de confirmação destes resultados nos camundongos positivos para a RIFI, 

foram pesquisados cistos em amostras cerebrais (SANTANA, 2010).  

Tabela 12.  Pesquisa de Toxoplasma gondiii, nos tecidos do sistema reprodutor 

dos caprinos machos não inoculado (C – Controle) e   inoculados  com 2 x 105

oocistos (A) e 1 x 106  taquizoítos (B) de T. gondii por  meio do  bioensaio  em  

camundongos. 

Testículo Epidídimo Próstata Vesícula Seminal

A Oocisto + + + -

B Taquizoíto - + - +

C Controle - - - -

A: Macho inoculado com 2 x 105 oocistos esporulados, B: Macho inoculado com 1 x 106 taquizoitos, C: Macho não inoculado (Controle)
 - : Amostra tecidual com RIFI negativa  (<1:64)
+ : Amostra tecidual com RIFI  positiva (  1: 64) em camundongos inoculados - presença de cistos cerebrais

Caprino Inóculo Bioensaio em camundongo



4.5.6.3 – Detecção de Toxoplasma gondii pela PCR 

 Os resultados referentes à pesquisa de material genético de Toxoplasma 

gondii nos tecidos dos machos reprodutores (PCR) estão na Tabela 13 e Figura 

18. Após a realização da eletroforese em gel de agarose, do material genético 

amplificado na PCR, foi possível comprovar a existência de DNA do referido 

protozoário em todos os tecidos pesquisados em ambos caprinos inoculados com 

2 x 105 oocistos (A) e com 1 x 106 taquizoítos (B) de T. gondii.  

Tabela 13. Pesquisa de DNA de Toxoplasma gondiii, no sistema reprodutor de 

caprinos experimentais não inoculado     (C – Controle)   e   inoculados com  2 x 

105  oocistos   (A)  e   1  x 106    taquizoítos (B)   de  T. gondii  por  meio  da  

eletroforese   do material genético amplificados na PCR.  

Testículo Epidídimo Próstata Vesícula Seminal
A Oocisto + + + +

B Taquizoíto + + + +
C Controle - - - -

A: Macho inoculado com 2 x 105 oocistos esporulados, B: Macho inoculado com 1 x 106 taquizoitos, C: Macho não inoculado (Controle)
 - : ausência de T. gondii  na amostra tecidual avaliada
+ : presença de T. gondii  na amostra tecidual avalida 

Caprino Inóculo PCR

4.6 – Seleção das cabras reprodutoras para a realização da monta natural 

Foram realizados exames sorológicos em 164 fêmeas (Saanen, Boer e ½ 

sangue Saanen-Boer), pertencentes a uma propriedade rural localizado no 

município de Monte Santo de Minas, estado de Minas Gerais, cujos resultados 

estão sintetizados a seguir: 



Enfermidade avaliada/ nº  cabras 

Sorologia Toxoplasmose Neosporose Brucelose Leptospirose 

Positiva 33 14 0 0 

Negativa 131 150 164 164 

Total 164 164 164 164 

Após avaliação de parâmetros anátomo-morfológicos do sistema reprodutor 

e, considerando ainda, os resultados dos testes sorológicos realizados, foram 

adquiridas 12 fêmeas negativas para doenças reprodutivas. A seguir, as cabras 

foram transferidas para o CPPAR - Centro de Pesquisa em Sanidade Animal – 

FCAV, UNESP, onde foram mantidas durante todo período experimental.  

4.7- Exames realizados nas fêmeas reprodutoras 

4.7.1- Exames clínicos  

Os resultados referentes aos parâmetros clínicos avaliados, nos períodos 

pré o pós-cobertura das fêmeas experimentais, estão sumariados nas Tabelas 14, 

16 e 18 e ilustrados nas Figuras 9, 10 e 11.  

Considerando como parâmetro de normalidade, temperaturas retais de 

38,0°C a 40,5°C, não foi possível notar qualquer al teração nas fêmeas 

reprodutivas, que pudesse ser atribuída à infecção toxoplásmica pós monta 

natural (Tabela 14 e Figura 9). 
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GI - Femeas cobertas pelo macho A inocualdo com oocistos GII - Fêmeas cobertas pelo macho B  inoculado com taquizoítos

GIII - Fêmeas cobertas pelo macho C (Controle)  não inoculado

Figura 9: Temperaturas retais médias aferidas das cabras experimentais cobertas 

naturalmente por reprodutor não inoculado (GIII – Controle) e inoculados 

experimentalmente com 2,5 x 105 oocistos (GI) e 1 x 106 taquizoítos (GII) de 

Toxoplasma gondii. 

 Comparando estatisticamente os valores médios da temperatura retal das 

cabras nos períodos pré e pós-cobertura natural (Tabela 15), confirma-se que, 

apesar de ter havido diferença estatisticamente significativa (P  0,05) entre os 

valores médios em algumas datas entre os grupos e dentro do mesmo grupo, 

estes valores permaneceram dentro da faixa de normalidade estabelecida para 

este parâmetro clínico, nesta espécie animal. 



Tabela 15. Resultados das comparações múltiplas, aferidos em uma análise de 

variância em parcela subdividida, do parâmetro temperatura retal (ºC) de cabras 

cobertas naturalmente por reprodutores não inoculado (GIII–Controle) e 

inoculados com 2,5 x 105 oocistos (GI) e 1 x 106 taquizoítos (GII) de Toxoplasma 

gondii.  

-1 39,02 ± 0,16 Aa 39,24 ± 0,25 Aab 39,50 ± 0,71 Aa 1,83 0,215
3 39,00 ± 0,31 Aa 39,32 ± 0,39 Aa 39,10 ± 0,28 Aab 1,1 0,372
6 38,68 ± 0,27 Aa 39,20 ± 0,37 Aab 38,85 ± 0,35 Aab 3,26 0,086
9 39,08 ± 0,37 Aa 39,36 ± 0,28 Aa 39,15 ± 0,21 Aab 1,02 0,4
11 38,90 ± 0,21 Aa 39,08 ± 0,22 Aab 39,20 ± 0,00 Aab 1,89 0,206
14 38,84 ± 0,26 Aa 39,16 ± 0,36 Aab 39,20 ± 0,00 Aab 1,85 0,212
21 38,98 ± 0,13 Aa 39,00 ± 0,10 Aab 39,05 ± 0,21 Aab 0,21 0,817
28 38,84 ± 0,15 Aa 38,98 ± 0,11 Aab 38,60 ± 0,57 Ab 2,05 0,185
35 38,90 ± 0,26 Aa 38,98 ± 0,13 Aab 38,70 ± 0,14 Ab 1,37 0,302
42 38,98 ± 0,26 Aa 38,84 ± 0,31 Aab 39,05 ± 0,07 Aab 0,55 0,543
49 38,92 ± 0,23 Aa 38,94 ± 0,34 Aab 39,05 ± 0,21 Aab 0,16 0,854
56 38,78 ± 0,11 Ba 38,82 ± 0,52 Aab 39,05 ± 0,21 Aab 7,72 0,013
63 38,66 ± 0,34 Aa 38,84 ± 0,13 Aab 38,80 ± 0,28 Aab 0,63 0,552
70 38,96 ± 0,23 ABa 38,70 ± 0,16 Bab 39,25 ± 0,35 Aab 4,77 0,038
77 38,90 ± 0,14 Aa 38,84 ± 0,11 Aab 38,80 ± 0,14 Aab 0,51 0,61
84 38,88 ± 0,18 Aa 38,92 ± 0,08 Aab 39,05 ± 0,07 Aab 1,16 0,356
91 38,58 ± 0,49 Aa 38,76 ± 0,18 Aab 38,65 ± 0,07 Aab 0,34 0,721
98 38,86 ± 0,32 Aa 38,64 ± 0,45 Ab 39,05 ± 0,07 Aab 0,99 0,407
105 38,94 ± 0,26 Aa 38,75 ± 0,26 Aab 38,95 ± 0,21 Aab 0,72 0,515
112 38,70 ± 0,37 Aa 39,05 ± 0,17 Aab 39,05 ± 0,35 Aab 1,72 0,238
119 39,00 ± 0,10 Aa 38,97 ± 0,29 Aab 38,50 ± 0,14 Bab 5,09 0,0315
126 38,76 ± 0,11 Aa 38,90 ± 0,36 Aab 39,05 ± 0,21 Aab 1,25 0,344
133 39,06 ± 0,44 Aa 39,20 ± 0,28 Aab 39,15 ± 0,07 Aab 0,11 0,896
140 38,68 ± 0,26 Aa 39,10 ± 0,28 Aab 39,10 ± 0,14 Aab 3,2 0,113
147 38,83 ± 0,51 Aa - - - 39,30 ± 0,42 Aab 1,11 0,369

1 Médias seguidas pela mesma letra, maiúscula na linha e minúscula na coluna, não diferem entre si pelo teste Tukey-Kramer (P>0,05)
* Desdobramento dos tratamentos dentro de cada dia

0,278
2,63

0,0007

DTP*

Valor de F Pr > F

1,96

Cabras cobertas pelo macho 
não inoculado (GIII - 

Controle)

1,18DDT** Valor de F

** Desdobramento dos dias dentro de cada tratamento

Cabras cobertas 
naturalmente pelo macho 
inoculado com oocistos 

(GI)

Cabras cobertas naturalmente 
pelo macho inoculado com 

taquizoítos (GII)

Grupos Experimentais / Temperaturas retais médias1 e desvios padrões
Dias pré e 
pós-monta 

natural

Pr > F 0,013



Caprinos adultos possuem freqüências cardíacas normais que variam de 70 

a 90 batimentos por minuto (bpm) segundo SMITH (1993). Na Tabela 16 e Figura 

10 nota-se que, em várias datas experimentais este valor máximo (90 bpm) foi 

superado tanto pelas fêmeas cobertas pelos machos inoculados (oocistos ou 

taquizoítos), como, também, por aquelas cobertas pelo macho não inoculado 

(controle). Tal fato, portanto, pode ser atribuído ao estresse momentâneo ou ao 

manejo dos animais e não ao parasitismo toxoplásmico. 
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GI - Femeas cobertas pelo macho A inocualdo com oocistos GII - Fêmeas cobertas pelo macho B  inoculado com taquizoítos

GIII - Fêmeas cobertas pelo macho C (Controle)  não inoculado

Figura 10: Freqüências cardíacas médias aferidas em cabras cobertas 

naturalmente por reprodutores não inoculado (GIII – Controle) e inoculados com 

2,5 x 105 oocistos (GI) e 1 x 106 taquizoítos (GII) de Toxoplasma gondii. 

Os resultados referentes à análise estatística efetuada com os valores 

médios das freqüências cardíacas das fêmeas, nos períodos pré e pós-cobertura 

natural (Tabela 17), confirmam que, apesar de ter havido diferença 

estatisticamente significativa (P  0,05) entre os valores médios, em algumas 

datas, entre os grupos, estes valores ou estavam dentro da faixa de normalidade 

para este parâmetro ou não diferiram estatisticamente das médias apresentadas 

em outras datas, dentro do mesmo grupo, demonstrando não ter havido alteração 

clínica nas cabras ao longo de todo o período de avaliação. 



Tabela 17. Resultados das comparações múltiplas, aferidos em uma análise de 

variância em parcela subdividida, do parâmetro freqüência cardíaca (bpm) de 

cabras cobertas naturalmente por reprodutores não inoculado (GIII – Controle) e 

inoculados com 2,5 x 105 oocistos (GI) e 1 x 106 taquizoítos (GII) de Toxoplasma 

gondii. 

-1 93,60 ± 16,15 Aa 96,80 ± 9,55 Aa 82,00 ± 42,43 Aa 0,23 0,799
3 108,00 ± 8,00 Aa 91,20 ± 19,47 ABa 72,00 ± 0,00 Ba 5,24 0,03
6 88,00 ± 8,94 Aa 84,00 ± 11,31 Aa 78,00 ± 2,83 Aa 0,8 0,479
9 99,20 ± 10,35 Aa 90,40 ± 18,24 Aa 76,00 ± 5,66 Aa 1,96 0,196

11 92,80 ± 14,25 Aa 88,80 ± 14,25 Aa 72,00 ± 11,31 Aa 1,58 0,257
14 89,60 ± 14,59 Aa 94,40 ± 8,76 Aa 88,00 ± 16,97 Aa 0,2 0,818
21 84,00 ± 14,70 Aa 100,00 ± 8,49 Aa 90,00 ± 14,14 Aa 2,32 0,153
28 88,80 ± 7,69 Aa 88,80 ± 10,35 Aa 104,00 ± 22,63 Aa 1,66 0,242
35 89,40 ± 13,70 Aa 84,00 ± 10,20 Aa 92,00 ± 16,97 Aa 0,4 0,684
42 88,40 ± 12,03 Aa 89,60 ± 9,21 Aa 88,00 ± 11,31 Aa 0,02 0,98
49 88,80 ± 14,25 Aa 95,20 ± 6,57 Aa 84,00 ± 22,63 Aa 0,54 0,599
56 96,00 ± 10,95 Aa 80,00 ± 9,38 Aa 82,00 ± 25,46 Aa 2,27 0,159
63 83,20 ± 15,34 Aa 84,00 ± 19,80 Aa 86,00 ± 8,49 Aa 0,01 0,985
70 105,60 ± 15,13 Aa 87,20 ± 6,57 Aa 96,00 ± 5,66 Aa 3,72 0,066
77 91,20 ± 7,69 Aa 92,80 ± 7,16 Aa 90,00 ± 2,83 Aa 0,14 0,86
84 86,40 ± 16,40 Aa 92,00 ± 9,80 Aa 94,00 ± 2,83 Aa 0,3 0,748
91 76,00 ± 20,20 Aa 92,80 ± 14,53 Aa 88,00 ± 0,00 Aa 1,23 0,335
98 84,80 ± 17,30 Aa 99,20 ± 5,22 Aa 98,00 ± 2,83 Aa 1,68 0,64

105 95,20 ± 16,83 Aa 96,00 ± 5,66 Aa 98,00 ± 2,83 Aa 0,02 0,992
112 74,80 ± 19,27 Aa 95,00 ± 13,61 Aa 86,00 ± 2,83 Aa 1,47 0,285
119 81,60 ± 16,15 Aa 104,00 ± 4,00 Aa 98,00 ± 2,83 Aa 4,04 0,062
126 93,60 ± 16,15 Aa 101,33 ± 20,13 Aa 92,00 ± 22,63 Aa 0,24 0,79
133 93,60 ± 16,88 Aa 96,00 ± 33,94 Aa 70,00 ± 8,49 Aa 1,08 0,398
140 98,40 ± 9,21 Aa 112,00 ± 11,31 Aa 64,00 ± 0,00 Ba 12,24 0,0076
147 101,33 ± 10,07 Aa - - - 98,00 ± 8,49 Aa 0,15 0,72

1 Médias seguidas pela mesma letra, maiúscula na linha e minúscula na coluna, não diferem entre si pelo teste Tukey-Kramer (P>0,05)
* Desdobramento dos tratamentos dentro de cada dia
** Desdobramento dos dias dentro de cada tratamento

1,51
0,0591

1,33
0,174 0,299

Cabras cobertas pelo macho 
não inoculado (GIII - Controle)

DDT** Valor de F

Cabras cobertas pelo macho 
inoculado com oocistos (GI)

Cabras cobertas pelo macho 
inoculado com taquizoítos 

(GII)

Grupos Experimentais / Frequências cardíacas médias1 e desvios padrões
Dias pré e 
pós-monta 

natural

Pr > F

DTP*

Valor de F Pr > F

1,16



Considerando como parâmetros de normalidade valores de freqüência 

respiratória entre 20 a 30 movimentos por minuto (SMITH, 1993), observa-se que, 

nos dois grupos de fêmeas cobertas pelos machos inoculados assim como no 

grupo de fêmeas cobertas pelo macho controle, em algumas datas, os animais 

apresentaram valores acima e abaixo desta faixa de normalidade (Tabela 18 e 

Figura 11). Tal fato, não está relacionado ao parasitismo toxoplásmico e sim às 

condições de manejo a que esses animais foram submetidos. 
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GI - Femeas cobertas pelo macho A inocualdo com oocistos GII - Fêmeas cobertas pelo macho B  inoculado com taquizoítos

GIII - Fêmeas cobertas pelo macho C (Controle)  não inoculado

Figura 11: Freqüências respiratórias médias aferidas em cabras experimentais 

cobertas naturalmente por reprodutores não inoculado (GIII – Controle) e 

inoculados experimentalmente com 2,5 x 105 oocistos (GI) e 1 x 106 taquizoítos 

(GII) de Toxoplasma gondii. 

A análise estatística dos valores médios das freqüências respiratórias 

obtidos das fêmeas, nos períodos pré e pós-cobertura natural (Tabela 19), 

confirma também que, apesar de ter havido diferença estatisticamente significativa 

(P 0,05) entre os valores médios em uma data experimental (63º Dia pós monta 

natural), estes valores não diferiram estatisticamente das médias apresentadas 

em outras datas, dentro do mesmo grupo, o que comprova ausência de alteração 

clínica significativa nas fêmeas ao longo de todo o período. 



Tabela 19. Resultados das comparações múltiplas, aferidos em uma análise de 

variância em parcela subdividida, do parâmetro freqüência respiratória (mpm) de 

cabras cobertas naturalmente por reprodutores não inoculado (GIII – Controle) e 

inoculados experimentalmente com 2,5 x 105 oocistos (GI) e 1 x 106 taquizoítos 

(GII) de Toxoplasma gondii.  

-1 36,80 ± 5,22 Aa 38,40 ± 5,37 Aa 38,00 ± 2,83 Aa 0,16 0,857
3 39,20 ± 9,12 Aa 36,00 ± 7,48 Aa 30,00 ± 2,83 Aa 1 0,406
6 35,20 ± 3,35 Aa 37,60 ± 5,37 Aa 36,00 ± 11,31 Aa 0,22 0,806
9 37,60 ± 6,07 Aa 49,60 ± 16,15 Aa 38,00 ± 8,49 Aa 1,35 0,306
11 40,00 ± 5,66 Aa 36,40 ± 6,69 Aa 40,00 ± 11,31 Aa 0,39 0,685
14 44,80 ± 10,35 Aa 41,60 ± 2,19 Aa 48,00 ± 5,66 Aa 0,54 0,599
21 36,80 ± 8,67 Aa 36,80 ± 5,22 Aa 36,00 ± 11,31 Aa 0,03 0,974
28 40,00 ± 9,38 Aa 41,20 ± 6,87 Aa 38,00 ± 8,49 Aa 0,11 0,893
35 42,40 ± 6,07 Aa 40,80 ± 5,93 Aa 44,00 ± 0,00 Aa 0,28 0,765
42 36,00 ± 5,66 Aa 40,80 ± 7,16 Aa 30,00 ± 2,83 Aa 2,56 0,131
49 36,00 ± 7,48 Aa 35,20 ± 3,35 Aa 42,00 ± 2,83 Aa 1,09 0,375
56 40,80 ± 3,35 Aa 42,40 ± 8,29 Aa 44,00 ± 0,00 Aa 0,21 0,817
63 35,20 ± 7,16 Ba 44,80 ± 1,79 ABa 40,00 ± 5,66 Aa 4,63 0,041
70 38,40 ± 7,27 Aa 42,40 ± 5,37 Aa 37,00 ± 1,41 Aa 0,85 0,46
77 37,60 ± 5,37 Aa 44,00 ± 12,00 Aa 38,00 ± 8,49 Aa 0,63 0,55
84 41,60 ± 4,56 Aa 47,20 ± 7,69 Aa 46,00 ± 8,49 Aa 0,86 0,453
91 36,80 ± 4,38 Aa 43,20 ± 8,67 Aa 32,00 ± 0,00 Aa 2,88 0,107
98 39,20 ± 5,93 Aa 39,20 ± 10,35 Aa 40,00 ± 5,66 Aa 0,03 0,968

105 40,00 ± 7,48 Aa 44,00 ± 7,30 Aa 38,00 ± 14,14 Aa 0,48 0,635
112 42,80 ± 12,30 Aa 39,00 ± 3,83 Aa 34,00 ± 2,83 Aa 0,64 0,552
119 41,60 ± 7,80 Aa 41,33 ± 6,11 Aa 38,00 ± 2,83 Aa 0,18 0,842
126 39,20 ± 5,22 Aa 42,67 ± 4,62 Aa 38,00 ± 2,83 Aa 0,68 0,536
133 40,80 ± 7,16 Aa 40,00 ± 11,31 Aa 32,00 ± 5,66 Aa 1,04 0,409
140 39,20 ± 7,16 Aa 40,00 ± 5,66 Aa 42,00 ± 8,49 Aa 0,11 0,9
147 36,00 ± 0,00 Aa - - - 40,00 ± 5,66 Aa 1,8 0,272

1 Médias seguidas pela mesma letra, maiúscula na linha e minúscula na coluna, não diferem entre si pelo teste Tukey-Kramer (P>0,05)
* Desdobramento dos tratamentos dentro de cada dia
** Desdobramento dos dias dentro de cada tratamento

Pr > F 0,909 0,254

DTP*

Valor de F Pr > F

1,21

Cabras cobertas pelo 
macho não inoculado (GIII -

Controle)

0,62 1,03
0,433

DDT** Valor de F

Cabras cobertas pelo 
macho inoculado com 

oocistos (GI)

Cabras cobertas pelo 
macho inoculado com 

taquizoítos (GII)

Grupos Experimentais / Frequências respiratórias médias1 e desvios padrõesDias pré e 
pós-monta 

natural



4.7.2 - Ocorrências clínicas   

 Das doze fêmeas, três (cabras 1003, 1032 e 1013), cobertas pelo macho 

inoculado com 1 x 106 taquizoítos de Toxoplasma gondii, apresentaram 

intercorrências no processo gestacional . A cabra 1003, coberta aos 21 dias pós-

inoculação (DPI) do macho, apresentou episódio de aborto (dois fetos natimortos) 

aos 115 dias do período gestacional; a cabra 1032, coberta aos 28 DPI do macho, 

apresentou episódio de aborto (um feto natimorto – Figura 25 no anexo) aos 100 

dias de gestação, a cabra 1013, coberta aos 70 DPI do macho, pariu aos 128 dias 

do período gestacional, dois prematuros, que vieram a óbito decorridas 24 horas. 

Imediatamente após a ocorrência destas anormalidades reprodutivas, as fêmeas, 

assim como os “produtos” das respectivas gestações foram eutanasiados para a 

colheita de tecidos para pesquisa de T. gondii, por meio da bioprova e PCR. As 

fêmeas do grupo controle (Figura 24), como era esperado, apresentaram gestação 

normal, com produção de crias viáveis, os quais, juntamente com as respectivas 

reprodutoras, foram eutanasiados também para a pesquisa de parasitismo 

toxoplásmico. Nas demais fêmeas e em seus respectivos filhotes, não foram 

observadas quaisquer alterações gestacionais que pudessem ser atribuídas ao 

parasitismo por T. gondii.   

4.7.3 - Determinação da parasitemia 

  Surtos parasitêmicos foram pesquisados, conforme descrito no item 3.7.2 , 

de forma indireta, pela sorologia dos camundongos inoculados com as amostras 

sanguíneas colhidas das fêmeas caprinas, nas diferentes datas experimentais, 



sendo consideradas positivas as amostras de soro, dos camundongos inoculados.  

Nos camundongos que apresentavam títulos sorológicos ≥ 1:64, realizou-se 

também, a confirmação da presença de cistos teciduais nos encéfalos dos 

mesmos. Desta forma, surtos parasitêmicos foram detectados em seis ocasiões, 

em duas fêmeas  cobertas pelo macho inoculado com 2 x 105 oocistos de T. gondii

e em sete ocasiões, em quatro fêmeas  cobertas pelo macho inoculado com 1 x 

106 taquizoítos (Tabela 20). 
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4.7.4 - Resposta imune humoral (ELISA - teste)  

 Os resultados sorológicos das fêmeas experimentais, nos períodos pré e 

pós – coberturas, obtidos pelo método de ELISA indireto estão expressos Tabela 

21. 
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4.7.5 Pesquisa de Toxoplasma gondii nos tecidos das fêmeas e em seus 

“produtos” 

  Ao final do período gestacional ou posteriormente à ocorrência de qualquer 

eventualidade, como aborto, as fêmeas foram necropsiadas para colheitas de 

amostras teciduais destinadas a pesquisa de T. gondii por meio da 

imunohistoquímica, do bioensaio e pela técnica de PCR. Tais procedimentos 

também foram realizados nos “produtos”  resultantes das gestações das cabras 

experimentais. 

4.7.5.1 Imunohistoquímica 

 Das 10 cabras (GI e GII) cobertas naturalmente pelos machos reprodutores 

infectados por T. gondii (A e B) nove apresentaram resultados positivos para T. 

gondii, em pelo menos uma amostra tecidual, quando avaliadas pela  

imunohistoquímica. Estes resultados estão sumariados na Tabela 22, e alguns 

deles ilustrados nas Figuras 26 e 27. Nenhuma imunomarcação sugestiva do 

parasitismo toxoplásmico foi observada nas  cabras pertencentes ao grupo III 

(controle). 



Tabela 22: Identificação de Toxoplasma gondii por meio da imunomarcação, em 

tecidos reprodutivos das fêmeas caprinas, utilizando o método da 

imunohistoquímica. 

Cérebro Fígado M. Esquelética M. Cardíaca Baço Ovário Ùtero Vagina
1031 - - - - - - + -
1048 + - + - + - + -
1055 + - - - - - - -
1064 - + + - - - - -
1077 - - - - - - - -
1003 + + - - - + - -
1013 + - + - - - + +
1032 + + - + - + + +
1040 + - + - - - -
1088 - - - + + + +
1012 - - - - - - - -
1042 - - - - - - - -

I: Fêmeas cobertas pelo macho inoculado com oocistos, II: Fêmeas cobertas pelo macho inoculado com taquizoitos, III- Fêmeas cobertas pelo macho controle,
 - : Amostra tecidual com imunomarcação  negativa
+ : Amostra tecidual com imunomarcação positiva

Amostras teciduais das fêmeas experimentais/ Imunohistoquímica

I

Grupos Nº/Cabra

II

III

4.7.5.2 Bioensaio em camundongos 

Os resultados do bioensaio em camundongo dos diferentes tecidos colhidos 

das fêmeas experimentais e de seus respectivos “produtos” encontram-se 

sumariados na Tabela 23. 
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4.7.5.3 Pesquisa do DNA de T. gondii pela PCR 

Os resultados referentes à presença ou ausência do DNA de T. gondii nas 

amostras teciduais das fêmeas experimentais e respectivos “produtos” após 

avaliação dos materiais amplificados e processados em gel de agarose na 

eletroforese estão registrados na Tabela 24 e ilustrados nas Figuras 12 a 20 e 23. 
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5. - DISCUSSÃO 

5.1.  Obtenção de oocistos e seleção dos caprinos 

A metodologia utilizada para a obtenção dos inóculos utilizados na presente 

pesquisa, confirma os achados até então encontrados na literatura consultada 

quanto à biologia do Toxoplasma gondii (FRENKEL et al. (1970), COSTA et al. 

(1977), VIDOTTO & COSTA (1987), KANETO et al., (1997). Obteve-se uma 

elevada produção de taquizoítos (Cepa RH) e de oocistos (Cepa P), 

demonstrando que este parasito perpetua-se com facilidade nos hospedeiros e no 

meio ambiente. 

No processo de seleção dos caprinos foi possível identificar cinco machos 

(50%), de um total de 10 animais avaliados e 33 fêmeas (20,1%), de um total de 

164  examinadas, positivos para T. gondii, sorologia confirmada por meio da RIFI. 

Por estes resultados verifica-se alta prevalência desta parasitose na região 

estudada. Fatores  como idade dos animais, condições das instalações (KAMINI et 

al 2010) e localização das criações em regiões de clima quente e úmido (KAMINI 

et al, 2010 e IVANA et al, 2006)  são  determinantes para a prevalência de 

anticorpos contra o T. gondii em rebanhos caprinos. 

Os exames clínicos e sorológicos, realizados no período pré e pós-

inoculação dos machos e pré e pós-monta natural das fêmeas confirmam a 

sanidade dos animais  não só quanto à toxoplasmose, como também quanto à 

leptospirose, neosporose e brucelose, enfermidades estas que poderiam 

influenciar nos resultados obtidos.  



5.2.  Machos experimentais 

Segundo a literatura a reação de imunofluorescência indireta (RIFI) é aceita 

como um dos principais métodos de diagnóstico de infecção toxoplásmica em 

diversas espécies animais e também em humanos, por ser considerada de fácil 

execução e alta sensibilidade (CAMARGO, 1964).  Utilizando-se esta técnica,  

confirmou-se a infecção toxoplásmica, após a inoculação de 1 x 106 taquizoítos 

(B) e 2 x 105 oocistos (A) de T. gondii,  pela soroconversão no 14º e no 28º DPI, 

respectivamente (Tabela 6). Esta precocidade na resposta humoral foi também 

detectada por SANTANA et al (2010), que relataram soroconversão no  11º DPI 

para caprinos machos inoculados com 1 x 106 taquizoítos, assim como naqueles 

que receberam 2 x 105 oocistos de T. gondii.  

Situação semelhante foi, também, descrita por NISHI et al.(2001), no 10° 

DPI, tanto na  RIFI como no Teste de Aglutinação em Látex.  CHHABRA et al

(1982) detectaram anticorpos circulantes em caprinos infectados com oocistos no 

15° DPI, utilizando-se do teste de Hemoaglutinação Indireta. Inoculando 

taquizoítos de T. gondii, via subcutânea, VITOR et al (1999) diagnosticaram 

anticorpos circulantes, em caprinos,  no 5° DPI pel o ELISA teste e  pela 

Hemoaglutinação Indireta. Segundo NISHI et al (2001),  diferenças no tipo de 

inóculo, assim como a via de infecção, podem influenciar a dinâmica da resposta 

humoral do hospedeiro. 

MONTOYA et al (2009) relataram que anticorpos da classe IgG não são 

revelados por testes sorológicos antes de duas semanas após a infecção. A curva 

de IgG observada neste trabalho (Tabela 6) teve seu início a partir do 14o DPI no 



caprino  B inoculado com taquizoítos (título de 1:1024). O título máximo  (1:4096) 

persistiu do 21º ao 42º DPI. Para o animal inoculado com 2 x 105 oocistos (A), a 

curva de IgG iniciou no 28ºDPI (título de 1:2048), atingindo o máximo, também de 

1:4096 no 35ºDPI . Após este período, apesar destes animais permanecerem 

positivos pelo método da imunofluorescência (RIFI), ocorreu declínio dos valores 

sorológicos, possivelmente em decorrência da resposta do organismo dos 

caprinos ao parasitismo por T. gondii. Segundo os autores supracitados, os 

valores dos títulos sorológicos podem não corresponder à severidade da doença, 

permanecendo os anticorpos em níveis elevados durante anos após a primo-

infecção.  

Estes resultados harmonizam-se com aqueles encontrados por NISHI et at. 

(2001) que detectaram títulos sorológicos máximos (RIFI) a partir do 35° DPI. 

Semelhantemente ao ocorrido no presente trabalho, tais autores observaram que 

os títulos sorológicos mantiveram-se também em niveis relativamente elevados 

até o 56° DPI. Esta persistência de altos níveis so rológicos (IgG) até o 70° DPI, 

observada no presente trabalho, pode ser justificada, conforme SHIRAHATA e 

SHIMIZU (1974) citados por DUBEY (1986), pelo fato destes anticorpos, 

relacionados à infecção crônica, apresentarem a capacidade de  manterem-se 

“ativos”, por longo período, quando comparado às imunoglobulinas da classe IgM, 

notadamente identificadas  apenas até poucas semanas após infecção. 

Quanto à avaliação estatística dos parâmetros clínicos (Tabela 5), pode-se 

verificar que apesar de ter havido diferença estatisticamente significativa (P 

0,05) entre as temperaturas retais médias do caprino inoculado com 2 x 105



oocistos (A), em relação às do caprino inoculado com 1 x 106 taquizoíto (B) e do 

não inoculado (C), estes valores médios permaneceram dentro da faixa 

considerada de normalidade, deste parâmetro, nesta espécie animal (SMITH, 

1993). Não houve, portanto, qualquer alteração na temperatura retal que pudesse 

ser atribuída à infecção toxoplásmica, diferentemente dos resultados obtidos por 

NISHI et al (2001), DUBEY & SHARMA (1980), CHHABRA et al. (1982) , DUBEY 

(1989) e SANTANA et al (2010),  que relataram aumento da temperatura retal, 

sinal clínico dos mais evidentes, em caprinos inoculados com  oocistos de  T. 

gondii. DUBEY (1989) descreve situação um pouco mais severa com a ocorrência 

de óbito de um animal, com dois a três meses de vida, inoculado com oocistos.

Apesar da diferença de inoculo utilizada (quantidade e cepa) e da idade dos 

animais, NISHI et al (2001) constataram ocorrência de episódios de hipertermia, 

anorexia e letargia do 3° ao 7° DPI, em todos os an imais inoculados com  T. 

gondii.  SANTANA et al (2010) descreveram  ocorrência de discreta hipertermia 

(5ºDPI) em caprinos machos adultos inoculados com a mesma quantidade de 

oocistos também pertencentes à cepa P do referido protozoário.  

Em relação ao parâmetro freqüência cardíaca (Tabela 5), observou-se 

ausência de diferença estatisticamente significativa (P > 0,05) entre os valores 

médios aferidos dos três machos. Por outro lado, em relação à freqüência 

respiratória (Tabela 5), detectou-se a ocorrência de diferença estatisticamente 

significativa (P  0,05) entre as médias aferidas do macho inoculado com 2 x 105

oocistos (A) e do reprodutor não inoculado (C). Possivelmente esta alteração de 

comportamento foi desencadeada pelo estresse decorrente dos exames 



efetuados. Comprova esta inferência, os elevados  valores individuais do número 

de movimentos respiratórios por minuto (mpm) aferidos no 56º e 63º DPI, o que 

certamente contribuiu para o aumento do valor médio deste parâmetro. Estes 

achados referentes às freqüências respiratória e cardíaca estão de acordo com os 

achados de SANTANA et al (2010), que  não encontraram quaisquer alterações, 

nestes parâmetros, sugestivas da infecção toxoplásmica, em caprinos 

experimentalmente infectados. 

Determinadas divergências ocorridas nos resultados referentes aos 

parâmetros clínicos aferidos, quando comparados aos obtidos por NISHI et al

(2001), DUBEY & SHARMA (1980), CHHABRA et al. (1982) , DUBEY (1989), 

podem ser justificadas, segundo DUBEY (1985), pelas diferenças de faixas etárias 

dos animais utilizados no presente estudo (acima de 12 meses). Deve-se ressaltar 

que os autores supracitados utilizaram animais jovens (menos de 12 meses), 

comprovando, mais uma vez, maior susceptibilidade de animais jovens à infecção, 

além de estar relacionada à patogenicidade da cepa e à dose do inóculo utilizado.  

A avaliação espermática, ou espermograma, é largamente utilizada no 

manejo reprodutivo de diversas espécies animais e considerada de extrema 

importância para o monitoramento de animais reprodutores. Comparada com 

outras espécies animais, menor atenção é dada à fisiologia da reprodução em 

caprinos machos (GORDON, 1997). Variações no peso testicular, produção de 

sêmen, atividade e fertilidade  estudadas por vários pesquisadores (SONHA & 

SINGH, 1982; GREYLING & GROBBELAAR, 1983; PANDEY et al., 1985; 

HIBBERT et al., 1986; OKERE et al., 1986; CHEMINEAU et al., 1987; AL-HAZAB 



and BASIOUNI, 1988; ROCA et al., 1992a, b; AHMED  et al., 1997; 

MARTEMUCCI et al., 1998; KARAGIANNIDIS et al., 2000; AL-GRALBAN et al,, 

2004). Entretanto, ainda há certa carência de estudos sobre  aspectos 

reprodutivos de caprinos portadores de infecção toxoplásmica. 

           Analisando os resultados referentes às avaliações espermáticas realizadas 

nos caprinos, observa-se ausência de alterações nos cinco parâmetros 

espermáticos mensurados (volume, motilidade, vigor, alterações morfológicas e 

concentração), que pudesse ser atribuída ao T. gondii. Confirma esta inferência, a 

ausência de diferença estatística significativa (P > 0,05) entre os valores médios 

obtidos do reprodutor não inoculado e os dos inoculados. 

Segundo HAFEZ & HAFEZ (2004) e NUNES (2002) o volume de sêmen 

produzido por um caprino pode variar de 0,1 a 2 ml. COELHO et al., (2006), 

KARAGIANNIDIS et al., (2000); MIYAMOTO et al.(1987) e DELGADILLO et al. 

(1992) afirmam que quanto maior o perímetro escrotal , maior o número de células 

de Leydig e maior a produção de testosterona, resultando, assim, em maior 

desenvolvimento das glândulas sexuais acessórias e, conseqüentemente, 

aumento na produção de plasma seminal e do volume  ejaculado. Os valores 

médios de volume seminal ejaculado pelos três caprinos experimentais não 

diferem (P > 0,05) estatisticamente entre si e estão dentro da faixa considerada de 

normalidade para esta espécie animal. 

O vigor espermático, o qual representa a força do movimento que influencia 

na velocidade dos espermatozóides, é classificado de zero a cinco, onde zero é 

ausência de movimento progressivo com deslocamento de cauda lateral fraco e 



inexpressivo e cinco resulta em movimento vigoroso e veloz dos espermatozóides, 

geralmente progressivo (CBRA, 1998). Este parâmetro, como pode ser visualizado 

na Tabela 8, apresentou-se uniforme nos caprinos, não diferindo estatisticamente 

(P > 0,05)  entre si. COELHO et al. (2006) analisando caprinos machos da raça 

Saanen  e Alpina, isentos de enfermidades, mantidos em condições de termo-

neutralidade, obtiveram média de 3,5 ± 0,6 para o vigor espermático, valores estes 

semelhantes aos obtidos nos machos  da presente pesquisa. 

Outro parâmetro avaliado no espermiograma foram as alterações 

morfológicas  que consiste na proporção de espermatozóides com  ausência de 

cauda, cauda dupla, cabeça dupla e outros. Dentro da população espermática, 

estas alterações morfológicas não devem ultrapassar 15%, segundo NUNES 

(2002). Segundo HENKEL et al. (2005), este valor está significativamente 

correlacionado com a motilidade espermática e com a habilidade do 

espermatozóide em se ligar à zona pelúcida na fertilização do óvulo. Os resultados 

apresentados, para este parâmetro, na presente pesquisa, revelam  discreta 

ocorrência de anomalias espermáticas nos três caprinos. Entretanto, tais valores 

podem ser considerados aceitáveis e não diferiram estatisticamente, quando 

comparados entre caprino não infectado e infectado. Desta forma, a similaridade 

entre os valores encontrados para as alterações morfológicas espermáticas 

reforçam a inexistência também de alterações na motilidade espermática dos 

caprinos experimentais. 

 Segundo HAFEZ & HAFEZ (2004) a concentração espermática em caprinos 

adultos pode variar de 20 x 108 a 60 x 108 espermatozóides /ml. Foi possível 



observar, no entanto, que o caprino inoculado com 2 x 105 oocistos de T. gondii

apresentou média de concentração de 16,84 x 108 (espermatozóides/ml), 

concentração esta abaixo daquela aceita como mínima para esta espécie animal. 

A possível justificativa para esta situação baseia-se no fato de que o uso do eletro-

ejaculador como metodologia de colheita aumenta o volume do ejaculado e, 

conseqüentemente, diminui a concentração espermática, pelo fato de estimular as 

glândulas acessórias responsáveis pela produção do fluido seminal. 

No primeiro relato sobre isolamento de T.gondii no sêmen, encontrado na 

literatura, DISKO et al(1971) identificaram a presença do coccídio em amostras 

seminais de três homens portadores de infecção toxoplásmica natural, dentre 125 

pacientes  participantes da avaliação. Posteriormente, SPENCE et al. (1978), 

TEALE et al. (1982) e AGANGA et al. (1988) pesquisando amostras seminais de 

ovinos, DUBEY e SHARMA (1980) e SANTANA et al (2010) de caprinos, 

SCARPELLI (2001) de bovinos, MOURA (2004) de suínos e  ARANTES et al. 

(2009) em cães, obtiveram resultados positivos, utilizando animais 

experimentalmente infectados, ou seja, isolaram T. gondii nos ejaculados colhidos. 

DUBEY e SHARMA (1980) demonstraram pela bioprova em camundongo, 

presença de T.gondii no sêmen de três caprinos inoculados, por via oral, com 104 

oocistos da cepa GT-1 (isolada de caprinos). Na pesquisa realizada por estes 

autores, o protozoário foi identificado no 7° DPI e m amostras seminais de dois 

caprinos, e no 12° DPI do terceiro caprino experime ntal. Nas amostras seminais 

de um dos animais foi possível identificar a excreção de T. gondii até o 59° DPI. 



Os resultados obtidos por SANTANA et al. (2010) em caprinos inoculados 

com oocistos e taquizoítos de T. gondii  foram similares aos do presente estudo, 

sendo possível  a identificação do referido protozoário em várias datas,  por meio 

do bioensaio em camundongos como também pela PCR. No presente trabalho, 

pela bioprova (Tabela 9), isolou-se T. gondii em ejaculados do caprino (A) 

inoculado com oocistos no 21º, 28º e 56º DPI. No reprodutor que recebeu 

taquizoítos (B), a presença do parasito também foi detectada no 7º, 9º, 21º, 28º, 

49º e 70º DPI. Utilizando da técnica da PCR (Tabela 10), foi possível detectar o 

DNA de T. gondii no sêmen do animal inoculado com oocistos em todas as datas 

de avaliação e em 12 das 15 datas  pós-inoculação (5º, 7º, 9º, 14º, 21º, 28º, 35º, 

42º, 49º, 56º, 63º, 70º) no sêmen do caprino inoculado com taquizoítos (B). Como 

era de se esperar, não foi possível, em nenhuma data, identificar ou isolar o 

referido protozoário nas amostras seminais do caprino não inoculado (C), tanto 

pela técnica do bioensaio quanto pela PCR.  

 Os resultados de todos autores anteriormente citados e os do presente 

estudo, reforçam o conceito de que a PCR funciona como importante ferramenta 

no diagnóstico da infecção toxoplásmica.  

Especificamente, no presente trabalho, foi amplificado um segmento de 194 

bps do gene B1 de T. gondii. Embora outras seqüências do DNA de T. gondii

também possam ser utilizadas como alvo de amplificação (P30, TGR1E ou 

segmento do gene 18S r RNA) pela PCR ou “nested”  PCR, o gene B1 foi 

escolhido por ser amplamente conservado nos vários isolados analisados e por 

estar presente em pelo menos 35 locus do genoma do T. gondii (FUENTES et al., 



1996). Entretanto, recentemente um fragmento do DNA de T. gondii de 529 bps, 

que se repete entre 200 a 300 vezes no genoma do parasito, foi identificado e 

testado para o desenvolvimento de uma PCR com fins diagnósticos, inclusive 

quantitativos, o que possivelmente amplia a sensibilidade deste teste. Este 

fragmento apresentou sensibilidade variando de idêntica a até 10 vezes mais 

eficiente, dependendo do tipo de material, quando comparado com os resultados 

da PCR empregando-se o gene B1 (HOMAN et al., 2000). Porém, o gene B1 tem 

seu uso mais difundido na pesquisa do T. gondii a partir de diversos 

tecidos/fluídos. 

O uso da técnica da PCR para a detecção do T. gondii nas amostras 

seminais dos caprinos inoculados, neste trabalho, foi suscitado pelo fato desta 

metodologia apresentar vantagens sobre os métodos tradicionais de isolamento 

do parasito  como bioensaio em camundongos ou inoculação em cultivo celular. 

Em tais condições, foram preponderantes o tempo necessário para o resultado 

(seis horas na PCR contra 4 dias no cultivo celular, ou o mínimo de 5 semanas, no 

bioensaio) e a alta sensibilidade da PCR, que  a partir de um único parasito 

consegue a replicação de seu DNA, possibilitando sua detecção mesmo em 

baixas concentrações, com até 100% de sensibilidade (CAZENAVE et al., 1992). 

Vários relatos, entretanto, têm demonstrado uma boa correlação entre os 

resultados da PCR com aqueles obtidos com a inoculação em camundongos 

(HOMAN et al., 2000). 

Pela imunohistoquímica foi possível identificar a presença direta do referido 

protozoário na próstata e vesícula seminal do macho inoculado com 2 x 105



oocistos (A), assim como no testículo, epidídimo e próstata do macho inoculado 

com 1 x 106 taquizoítos (B). Estes resultados assemelham-se aos obtidos por 

MOURA (2004) em suínos, que detectou o parasito, por esta mesma técnica, em 

amostras de epidídimos colhidos de animais inoculados com oocistos ou com 

taquizoítos. Além disso, este mesmo autor verificou, também, resultado positivo 

em amostras de vesícula seminal dos animais inoculados com taquizoítos da cepa 

“RH”. Semelhantemente, ARANTES (2005) obteve resultados semelhantes em 

cães, encontrando imunoreatividade ao T. gondii em amostras de testículos e 

epidídimos dos animais inoculados com oocistos ou taquizoítos. 

Nas metodologias do bioensaio em camundongos, assim como na PCR dos 

tecidos reprodutivos dos machos experimentais foi possível, também, isolar T. 

gondii, assim como feito por SANTANA et al. (2010), comprovando parasitismo 

tecidual em algumas das amostras de testículos, epidídimos, próstata e vesícula 

seminal. 

Nas amostras teciduais do aparelho reprodutor do macho não inoculado (C 

- controle), como esperado, não foi possível identificar pelas três técnicas 

anteriores, a presença do protozoário, comprovando que este manteve-se livre da 

infecação toxoplásmica ao longo de todo o período experimental. 

Ressalta-se que, além de ter sido identificado a soroconversão por meio da 

RIFI dos animais inoculados (caprinos A e B), e isolado o referido protozoário em 

várias amostras teciduais, pertencentes a estes dois machos, por meio da 

imunohistoquímica (Tabela 11), do bioensaio em camundongo (Tabela 12) e 



também da PCR (Tabela 13), foi possível também, identificar a excreção do T. 

gondii em várias amostras seminais dos caprinos inoculados experimentalmente.  

5.3. Fêmeas experimentais e filhotes  

Pela análise da Tabela 15 é possível notar que o grupo de fêmeas (GI) 

cobertas pelo macho inoculado com 2 x 105 oocistos (A) apresentou médias de 

temperaturas retais similares em todas as avaliaçãoes, não diferindo 

significativamente (P > 0,05) da média apresentada na data anterior à monta 

natural (-1), situação em que certamente os animais estavam livres da infecção 

parasitária.  O grupo de fêmeas (GII) cobertas pelo macho inoculado com 1 x 106

taquizoítos (B) apresentou relativa queda no valor médio das temperaturas retais 

aferidas ao 98º dia pós monta natural, chegando ao valor médio de 38,6ºC, 

diferindo significativamente (P  0,05) dos demais valores médios aferidos, destas 

mesmas fêmeas, nas demais observações. O grupo de fêmeas (GIII) cobertas 

pelo macho não inocualdo (C) também revelou relativa queda nos valores médios 

das temperaturas retais aferidas em duas datas pós monta natural (28º e 35º) 

alcançando valores de 38,6 e 38,7 respectivamente, os quais diferiram 

significativamente dos valores aferidos na data anterior à monta natural (-1). Outra 

situação de grande interesse foi a detecção de diferença estatisticamente 

significativa (P  0,05), entre os valores médios das temperaturas retais, entre os 

grupos no 56º, 70º e 119º DPMN. Ressalta-se que, embora tenha havido diferença 

estatisticamente significativa entre os valores médios de temperaturas retais das 

fêmeas caprinas em algumas das ocasiões acima mencionadas, é possível 



esclarecer que, segundo SMITH (1993), estes valores ainda encontram-se dentro 

da faixa de normalidade para esta espécie doméstica, a qual oscila, em condições 

de normotermia, entre 38,0ºC e 40,5º C. 

Pela análise das Tabelas 17 e 19 é possível notar não ter havido diferença 

estatisticamente significativa (P > 0,05) entre os valores médios aferidos das 

freqüências cardíacas e respiratórias das cabras, em todas as datas 

experimentais, quando comparados aos valores médios aferidos na data anterior à 

monta natural (-1), dentro de cada um dos grupos  e, além disso, segundo SMITH 

(1993), este parâmetro pode ocilar entre 70 e 120 bpm, na espécie caprina, em 

condições normais ou quanto estes animais são submetidos a leve atividade física 

ou movimentos, por exemplo pelo ato da coleta dos parâmetros clínicos. 

No entanto, comparando-se os valores médios entre os grupos, nota-se a 

ocorrência de diferença estatisticamente significativa (P  0,05) entre os valores 

médios das freqüências cardíacas aferidos dos animais experimentais no 3º e 

140º DPMN, em virtude da aferição de baixo valor médio no grupo de fêmeas 

(GIII) cobertas pelo macho não inoculado (C) (Tabela 17). Aos 63º DPMN, foi 

possível notar, como mostrado na Tabela 19, a ocorrência de diferença 

estatisticamente significativa (P  0,05) entre os valores médios da freqüência 

respiratória, aferidos nas cabras (GI) cobertas pelo macho inoculado com oocistos 

(A) quando comparados aos valores médios das cabras (GIII) cobertas pelo 

macho não inoculado (C).  Tal situação atribui-se ao fato de ter sido aferida, nesta 

data, freqüências respiratórias individuais relativamente mais baixas em quase 

todos os animais. No entanto, apesar da diminuição dos movimentos respiratórios 



médios, estes valores ainda encontram-se dentro da faixa de normalidade para 

esta espécie doméstica, que pode oscilar entre 20 e 45 mpm em condições 

normais, segundo SMITH (1993). 

A infecção toxoplásmica das cinco cabras, via sêmen, após a monta natural 

pelos machos experimentalmente infectados com T. gondii, desencadeou resposta 

imunológica relativamente rápida, identificada por meio do ELISA (Tabela 21), com 

detecção de anticorpos IgG a partir do 6º DPMN. Ressalta-se que estas fêmeas 

foram monitoradas quanto à presença de anticorpos específicos contra T. gondii,

desde o 30º dia que antecedeu a monta natural das mesmas, por caprinos macho 

não inoculado (C - controle), ou inoculados pelo protozoário (A-oocistos e B – 

taquizoítos). Embora tenha sido notada a persistência de positividade destas 

amostras, ao longo do período de avaliação foi possível notar também que em 

algumas datas pós monta natural, o Elisa mostrou resultados ditos falso negativos, 

o que demonstra certa restrição quanto ao uso desta metodologia como  único 

meio de diagnóstico para esta enfermidade. 

Esta persistência dos níveis de IgG, ao longo do período experimental, 

justifica-se pelo fato de que estas imunoglobulinas se mantém  ativas por longo 

período, quando comparadas com as imunoglobulinas da classe IgM, 

notadamente identificadas apenas nas primeiras semanas após infecção (DUBEY, 

1986). 

No decorrer de todo o período, foi possível identificar a ocorrência de 13 

surtos parasitêmicos nas fêmeas caprinas, identificados de forma indireta, por 

meio da soroconversão (RIFI) dos camundongos inoculados com camadas 



leucocitárias das fêmeas caprinas colhidas pós monta natural. No grupo de 

fêmeas (GI) cobertas  pelo macho inoculado com oocistos (A) foi possível 

identificar ocorrência de seis surtos parasitêmicos em duas cabras, como 

visualizado na Tabela 20. Estes surtos ocorreram aos 28º, 84º, 112º e 119º DPMN 

na fêmea 1031 e aos 14º e 28º DPMN na fêmea 1055. Situação semelhante 

ocorreu em quatro das cinco fêmeas (GII) cobertas pelo macho inoculado com 

taquizoítos (B). Neste grupo foram identificados surtos aos 105º DPMN na fêmea 

1003, aos 119º e 126º DPMN na fêmea 1013, aos 42º, 77º, 91º DPMN na fêmea 

1032 e aos 84º DPMN na fêmea 1040.  

Em trabalhos realizados por CHHABRA et al (1982) e  NISHI et al (2001), 

apesar da diferença entre as vias de infecção, os surtos parasitêmicos  

mostraram-se mais restritos à fase aguda da doença, ou seja, do 7° ao 14° DPI e 

do 5° ao 12° DPI, respectivamente.  Em outro trabal ho, DUBEY et al (1980) 

observaram, em um caprino, parasitemia mais precoce (4° DPI).  A elevada 

ocorrência de surtos parasitêmicos apresentada na presente pesquisa e nos 

trabalhos realizados por outros autores, pode ser justificada pela elevada 

susceptibilidade da espécie caprina ao T. gondii.  

Três das cinco cabras (1003, 1013 e 1032) cobertas pelo caprino inoculado 

com 1 x 106 taquizoítos de Toxoplasma gondii (B) apresentaram alterações 

gestacionais. A cabra 1003 abortou aos 115º DPMN situação esta, possivelmente 

associada ao surto parasitêmico identificado aos 105º DPMN. A cabra 1032, 

abortou aos 100ºDPMN o que pode, pelo menos a princípio, ser associado aos 

surtos parasitêmicos ocorridos aos 42º, 77º e 91º DPMN e, por fim, a cabra 1013, 



que desenvolveu parto de dois cabritos prematuros aos 128º DPMN, os quais, um 

dia após nascimento, vieram a óbito. Esta situação de ocorrência de prematuros 

pode também ser atribuída ao surto parasitêmico ocorrido aos 119º e 126ºDPMN. 

No outro grupo (GI) foi possível notar a ocorrência do parto e um natimorto 

pertencente a  cabra 1064, sem estar associado a ocorrência de surto 

parasitêmico detectável. Estes achados estão de acordo com os estudos 

publicados por  MORAES et al (2010), os quais pesquisando fêmeas ovinas 

inseminadas com amostras seminais contendo diferentes inóculos de tauizoítos de 

T. gondii (cepa isolada em Guarapuava PR, Brasil), relataram a ocorrência de 

morte fetal e reabsorção embrionária precoce. Nas demais fêmeas que não 

abortaram nesta mesma pesquisa, observou-se a ocorrência de ovinos natimortos 

ou nascimento de animais fracos e que morreram horas depois do nascimento.  

Associado a estas ocorrências, além da confirmação sorológica positiva 

destas quatro fêmeas, foi possível também identificar como positivas algumas de 

suas amostras teciduais e de seus respectivos produtos, por meio da 

imunohistoquímica (Tabela 22), do bioensaio em camundongo (Tabela 23), assim 

como da PCR (Tabela 24), o que sugere a participação do T. gondii como agente 

causador dos distúrbios gestacionais ocorridos.  

Em um estudo realizado por STORMOEN et al (2010) com um rebanho 

caprino composto por 105 cabras que haviam passado por um surto de 

toxoplasmose, foi possível identificar que 70% delas apresentaram reabsorção 

fetal, abortamento ou pariram cabritos natimortos ou fracos. Segundo estes 

mesmos autores, os resultados das prenhezes como nascimento de produtos 



viáveis, natimortos ou abortos, dependem do momento da gestação em que 

ocorre a infecção toxoplásmica.  Embora haja na literatura relatos de alterações 

clínicas e distúrbios no processo gestacional em cabras com toxoplasmose, não 

há relatos de pesquisas feitas abordando o efeito da transmissão sexual deste 

agente, nesta espécie doméstica, o que impede uma discussão mais aprofundada 

do assunto. 

As demais fêmeas  pertencentes aos três grupos (GI, GII e GIII) 

desenvolveram períodos gestacionais normais, sem a ocorrência de qualquer 

alteração que pudesse ser atribuída ao parasitismo toxoplásmico. 

Pelo método da imunohistoquímica (Tabela 22) foi encontrada 

imunoreatividade com identificação do T. gondii em algumas das amostras de 

cérebro, baço e útero do grupo de fêmeas (GI) cobertas pelo macho inoculado 

com oocistos (A). Além disso, imunoreatividade também foi encontrada em 

amostras de cérebro, fígado, musculatura cardíaca, baço, ovário e útero do grupo 

de fêmeas (GII) cobertas pelo caprino inoculado com taquizoítos (B).  

Por meio do bioensaio em camundongos (Tabela 23) não foi possível 

identificar a presença do T. gondii apenas na musculatura cardíaca das fêmeas 

cobertas naturalmente pelo caprinho inoculado com 2 x 105 oocistos (GI). Nos 

demais tecidos selecionados para a pesquisa do parasito como cérebro, fígado, 

musculatura esquelética, baço, ovário, útero e vagina, foi possível o sucesso na 

identificação deste coccídeo pela presença de diversos cistos cerebrais contendo 

bradizoítos nos camundongos inoculados, demonstrando não só a ocorrência da 

transmissão sexual, como também, o grande poder de parasitismo nos tecidos das 



fêmeas infectadas. Nos produtos oriundos das coberturas ocorridas neste grupo  

(GI), identificou-se a presença deste protozoário em grande parte dos tecidos 

pesquisados, tais como cérebro, musculatura cardíaca, fígado e baço, mostrando 

também a ocorrência da transmissão vertical desta parasitose. 

Situação semelhante ocorreu no grupo de fêmeas cobertas pelo caprino 

inoculado com 1 x 106 taquizoítos de T. gondii (GII), em que o coccídeo não foi 

identificado por esta técnica, apenas nas amostras de baço colhidas das fêmeas, 

sendo identificado com sucesso nos demais tecidos pesquisados. Dos produtos 

oriundos das coberturas ocorridas neste grupo experimental (GII), identificou-se a 

presença do protozoário em amostras de placenta e musculatura cardíaca pelo 

bioensaio em camundongo, confirmando também a transmissão vertical 

Pela PCR (Tabela 24), foi possível não apenas confirmar os achados da 

imunohistoquímica e do bioensaio, como também identificar outros tantos tecidos 

positivos quanto à presença do T. gondii das fêmeas caprinas e nos respectivos 

produtos oriundos das coberturas pelos machos inoculados. Situação semelhante 

foi encontrada por YAI et al (2003) que reportaram menor sensibilidade de 

identificação com o uso do bioensaio quando comparado à nested PCR em 

amostras teciduais de suínos. Também pela PCR, SREEKUMAR et al (2004) 

obtiveram sucesso na identificação de material genético do T. gondii  nos tecidos 

pulmonares, musculatura esquelética  e linfonodos mesentéricos de fêmeas 

caprinas inoculadas por via oral com oocistos assim como de feto abortado. 

A PCR é a alternativa rápida, sensível e específica para a detecção do T. 

gondii (BURG et al 1989; HURTADO et al 2001). Além disso, as divergências 



entre os resultados encontrados nas diferentes metodologias usadas podem, 

associar-se ao fato de que na PCR é possível detectar o material genético do 

protozoário em tecidos, mesmo que estes estejam em estado de decomposição, e, 

no entanto, a bioprova ao contrário, tem resultados satisfatórios apenas quando o 

protozoário ainda esteja em condições viáveis no tecido pesquisado (YAI et al

2003), situação esta que nem sempre favorável à pesquisa em tecidos.  

Nota-se que na bioprova, na PCR assim como na imunohistoquímica, não 

foram encontradas positividade nos tecidos pertencentes às duas fêmeas (GIII) 

cobertas pelo macho não inoculado (C) assim como nos produtos destas 

coberturas naturais, resultados estes esperados, e que confirmam não ter havido 

qualquer contaminação ambiental que pudesse ter influenciado os resultados 

encontrados. 

6. CONCLUSÕES 

Dos resultados obtidos, por meio do delineamento experimental proposto, 

pôde-se extrair as seguintes conclusões: 

a) T. gondii pôde ser isolado no sêmen (bioprova e PCR), de 

reprodutores portadores de infecção toxoplásmica, nas mesmas datas em que 

ocorreram as montas naturais nas fêmeas. 

b) Fêmeas caprinas isentas de infecção toxoplásmica apresentaram 

anticorpos específicos contra T. gondii, após terem sido submetidas à monta 

natural por machos experimentalmente infectados com T. gondii  



c) Parasitismo tissular por T. gondii pôde ser diagnosticado nas fêmeas, 

por meio da imunohistoquímica, bioensaio em camundongos e PCR 

d) A transmissão vertical de T. gondii pôde ser confirmada por meio do 

bioensaio em camundongos e  pela PCR. 

e) O diagnóstico de T. gondii no sêmen dos caprinos inoculados, a  

soroconversão dos machos e das fêmeas (RIFI e ELISA) e o isolamento deste 

coccídio (imunohistoquímica, bioensaio em camundongo e PCR) nas cabras e  

respectivos “produtos” resultantes das coberturas naturais, comprovam, pela 

primeira vez,  que a infecção toxoplásmica pode ser transmitida sexualmente na 

espécie caprina. 
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ANEXO

Figura 12. Eletroforese em gel de agarose a 2% de materiais genéticos 

amplificados na PCR. 01 – Marcador de peso molecular DNA Lader (100 pb) ; 

Tecidos da Cabra 1013 ( 02 – M. Cardíaca; 03–Cérebro; 04–M. Esquelética; 05–

Útero; 06–Ovário; 07– Vagina; 08–Fígado; 09–Baço); Tecidos da Cabra 1040 (10–

Ùtero; 11– M. Esquelética; 12–Vagina; 13–Cérebro; 14–Ovário; 15–M Cardíaca; 

16–Fígado; 17–Baço); 18– controle negativo; 19–controle positivo 

Figura 13. Eletroforese em gel de agarose a 2% de materiais genéticos 

amplificados na PCR. 01 – Marcador de peso molecular DNA Lader (50 pb); 02–

controle positivo; 03– Controle negativo; Tecidos da Cabra 1088 (04–Útero; 05–

Ovário, 06–M, Cardíaca; 07–M. Esquelética; 08–Cérebro; 09–Fígado; 10–Vagina; 

11–Baço); 12–vazio 

Figura 14. Eletroforese em gel de agarose a 2% de materiais genéticos 

amplificados na PCR. 01 – Marcador de peso molecular DNA Lader (50 pb); 02–

controle positivo; Tecidos da Cabra 1003 (03–M Cardíaca; 04–Fígado; 05–M 
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Esquelética; 06–Útero; 07–Ovário; 08–Cérebro; 09–Baço; 10–Vagina); Tecidos da 

Cabra 1048 (11–Vagina; 12–Fígado; 13–Ovário; 14–Baço; 15–Útero; 16–Cérebro; 

17–M Cardíaca; 18–M Esquelética); 19–controle negativo 

Figura 15. Eletroforese em gel de agarose a 2% de materiais genéticos 

amplificados na PCR. 01 – Marcador de peso molecular DNA Lader (50 pb); 02–

controle positivo; 03–Controle negativo; Tecidos da Cabra 1032 (04–Fígado; 05–M 

Esquelética; 06–Útero; 07–M Cardíaca; 08–Cérebro; 09–Ovário; 10–Baço; 11–

Vagina); 12–vazio 

Figura 16. Eletroforese em gel de agarose a 2% de materiais genéticos 

amplificados na PCR. 01 – Marcador de peso molecular DNA Lader (50 pb); 02–

controle positivo; Tecidos da Cabra 1077 (03–Útero; 04–M Cardíaca; 05–M 

Esquelética; 06–Fígado; 07–Cérebro); Tecidos da Cabra 1031 (08–Cérebro; 09–

Ovário; 10–M Cardíaca; 11–Útero; 12–Vagina; 13–Fígado; 14–M Esquelética; 15–

Baço); Tecidos da Cabra 1055 ( 16–M Cardíaca; 17–Cérebro; 18– Fígado); 19–

controle negativo 
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Figura 17. Eletroforese em gel de agarose a 2% de materiais genéticos 

amplificados na PCR. 01 – Marcador de peso molecular DNA Lader (50 pb); 02–

controle positivo; 03– Controle negativo; Tecidos da Cabra 1055 (04–M 

Esquelética; 05–Útero + Placenta; 06– Baço; 07–Vagina); Tecidos do Cabrito da 

Cabra 1064 (08–M Cardíaca; 09–Fígado; 10–Cérebro; 11–Baço); 12–Vazio 

Figura 18. Eletroforese em gel de agarose a 2% de materiais genéticos 

amplificados na PCR. 01 – Marcador de peso molecular DNA Lader (50 pb); 02–

controle positivo; 03– controle negativo; Tecidos da Cabra 1064 (04–Cérebro; 05–

M Cardíaca; 06–M Esquelética; 07–Fígado; 08–Vagina; 09–Útero; 10–Baço); 

Tecidos do caprino macho inoculado com 1 x 106 taquizoítos de T. gondii (11–

Vesícula Seminal; 12– Testículo; 13–Próstata; 14–Epidídimo) Tecidos do caprino 

macho inoculado com 2 x 105 oocistos de T. gondii (15–Testículo; 16–Epidídimo; 

17–Próstata; 18–Vesícula Seminal); 19–Vazio 

Figura 19. Eletroforese em gel de agarose a 2% de materiais genéticos 

amplificados na PCR. 01 – Marcador de peso molecular DNA Lader (50 pb); 02–
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controle positivo; 03–Controle negativo;  Tecidos do Cabrito da Cabra 1031 (04–

Cérebro; 05–M Cardíaca; 06–Fígado; 07–Baço); Tecido do Cabrito da Cabra 1055 

(08–Cérebro; 09–Baço; 10–M Cardíaca; 11–Fígado); 12–vazio 

Figura 20. Eletroforese em gel de agarose a 2% de materiais genéticos 

amplificados na PCR. 01 – Marcador de peso molecular DNA Lader (50 pb); 02–

controle positivo; 03– Controle negativo; Tecidos do Cabrito da Cabra 1077 (04–

Fígado; 05–M Cardíaca; 06–Baço); Tecidos do aborto da Cabra 1003 (07–M 

Cardíaca; 08–Cérebro; 09–Fígado; 10–Placenta; 11–Baço); Tecidos do aborto da 

Cabra 1013 (12–M Cardíaca; 13–Baço; 14–Placenta; 15–Fígado); Amostras 

Seminais do macho inoculado com 2 x 105 oocistos de T. gondii (16– 7DPI; 17 - 

5DPI;  18– 3DPI; 19–1DPI)

Figura 21. Eletroforese em gel de agarose a 2% de materiais genéticos 

amplificados na PCR. 01 – Marcador de peso molecular DNA Lader (50 pb); 02–

controle positivo; 03– Controle negativo; Amostras seminais pós infecção do 

macho inoculado com 2 x 105 oocistos de T. gondii (04–21DPI; 05– 14DPI; 06–

11DPI; 07–9DPI; 08–7DPI; 09– 49DPI; 10–42DPI; 11–35DPI; 12– 28DPI); 13–

vazio  
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Figura 22. Eletroforese em gel de agarose a 2% de materiais genéticos 

amplificados na PCR. 01 – Marcador de peso molecular DNA Lader (50 pb); 02–

controle positivo; 03– controle negativo; Amostras seminais pós infecção do 

macho inoculado com 2 x 105 oocistos de T. gondii (04–70DPI; 05– 63DPI; 06–

56DPI);  Amostras seminais pós infecção do bode inoculado com 1 x 106

taquizoítos de T. gondii ( 07–21DPI; 08– 14DPI; 09–11DPI; 10–9DPI; 11–7DPI; 

12– 5DPI; 13–3DPI; 14–1DPI; 15– 28DPI; 16– 56DPI; 17–49DPI; 18–35DPI; 19 

Vazio). 

Figura 23. Eletroforese em gel de agarose a 2% de materiais genéticos 

amplificados na PCR. 01 – Marcador de peso molecular DNA Lader (50 pb); 02–

controle positivo; 03– Controle negativo; Amostras seminais pós infecção do 

macho inoculado com 1 x 106 taquizoítos de T. gondii (04–70DPI;  05– 63DPI; 06-

42 DPI); Tecidos do aborto da Cabra 1032 (07–M Cardíaca; 08– Fígado; 09– 

Cérebro;  10– Baço; 11– Placenta); Amostra seminal pós infecção do bode 

inoculado com 1 x 106 taquizoítos de T. gondii (12- 7DPI) ;13 – vazio.  
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Figura 24. Cabra 1012 e os produtos da gestação decorrentes da cobertura por 

macho não inoculado (Controle) 

Figura 25. Aborto aos 100 dias de gestação da Cabra 1032 coberta naturalmente 

pelo macho inoculado com 1 x 106 taquizoítos de Toxoplasma gondii  



Figura 26. A) Fotomicrografia do cérebro da cabra 1048. Seta mostrando Imunodetecção de 

Toxoplasma gondii. B) Fotomicrografia de musculatura esquelética da cabra 1064. Seta mostrando 

Imunodetecção de Toxoplasma gondii  Complexo de  polímero ligado a peroxidase (Objetiva de 

40x). 

Figura 27. A) Fotomicrografia do fígado da cabra 1003. Seta mostrando Imunodetecção de 

Toxoplasma gondii. B) Fotomicrografia de musculatura esquelética da cabra 1040. Seta mostrando 

Imunodetecção de Toxoplasma gondii  Complexo de  polímero ligado a peroxidase (Objetiva de 

40x).
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