ISOLAMENTO DO Toxoplasma gondii EM SEMEN DE CAPRINOS.
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A toxoplasmose € uma zoonose de cardter cosmopolita causada pelo Toxoplasma gondii, um
protozodrio coccidio de ciclo de vida facultativamente heteroxeno e infecta todas as espécies de
animais homeotérmicos, incluindo mamiferos, aves e o homem. E uma doenga de elevada importancia
veterindria, zootécnica e em satide piblica, uma vez que acarreta prejuizos nos animais de produgdo e
de estimagcdo (SMIELEWSKA, et al., 2001), além de servirem de fonte direta ou indireta de infec¢do
para o ser humano (WALSH et al., 1999).

No homem, em infec¢des primdrias, a doenca € usualmente subclinica, mas em alguns
pacientes pode ocorrer linfadenopatia cervical ou distdrbios oculares. Em infeccdes adquiridas durante
a gestacdo (principalmente no primeiro ou segundo trimestre) pode ocorre danos severos ao feto como
morte e aborto espontineo (MONTOYA & LIESENFELD, 2004). Em pacientes neonatos, a
toxoplasmose congénita pode se manifestar de vdrias formas incluindo hidrocefalia, estrabismo,
deficiéncias visuais, calcificacbes cranianas, coriorretinite, epilepsia, retardamento mental ou
psicomotor, trombocitopenia, anemia (MCAULEY, BOYER e PATEL et al, 1994; SWISHER,
BOYER e MCLEOD, 1994)

As principais vias de transmissdo do 7. gondii sdo: infec¢do transplacentdria (taquizoitos
circulantes) sendo mais freqiiente no terco final da gestacio (DUBEY e TOWLE, 1986; MAMIDI et
al., 2002); ingestdo de dgua, como sugerem os trabalhos de ARAMINI et al. (1999), ou alimentos
contaminados com oocistos esporulados oriundos das fezes do gato e, ainda, ingestdo de cistos
teciduais em carnes cruas e/ou mal cozidas (SILVA et al, 2000).

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

Apo6s a ingestdo, a parede do cisto ou do oocisto se rompe por agdo enzimdtica liberando as
formas infectantes (bradizoitos e esporozoitos, respectivamente) no trato digestivo do hospedeiro.
Penetram entdo nas células epiteliais do intestino, onde, apds multiplicacdo, transformam-se em
taquizoitos. A disseminacdo ocorre pelo rompimento das células infectadas, seguido da invasdo das
células vizinhas, distribuindo-se praticamente por todo organismo via circulagdo sanguinea ou se
difundindo de uma célula a outra, podendo, ainda, ser disseminados por macréfagos, linfécitos ou
granuldcitos, além de circular na corrente sanguinea na sua forma livre.

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

Com o avango da infec¢@o, o hospedeiro comeca a desenvolver uma resposta imune que atua
sobre a multiplicacdo dos taquizoitos, os quais passam a se dividir mais lentamente, sendo entdo
denominados bradizoitos e que se encontram confinados num cisto no interior das células parasitadas,
protegidos contra a agdo do sistema imune e de drogas. E a infecgdo latente ou cronica que pode se
perpetuar por vdrios anos (SWANGO et al., 1989).

MUNDAY & MASON (1979) foram os primeiros a descreverem a toxoplasmose como
importante causa de prejuizos reprodutivos em caprino, acometendo clinicamente tanto animais
jovens, como também adultos (DUBEY, 1987). A principal via de infeccdo € a ingestdo de oocistos
esporulados do parasito (DUBEY & BEVERLEY, 1988).

As taxas de infec¢@o apontadas para rebanhos caprinos sdo muito varidveis. Em Minas Gerais,
MACHADO & LIMA (1987) encontraram 36,8% de caprinos positivos em 46 propriedades estudadas,
com taxas de 36,1% em rebanhos leiteiros e 11,4% nos animais de corte. GONDIM et al. (1999)



detectaram 28,93% de caprinos positivos ao teste de aglutinacdo ao latex, em pesquisa realizada no
estado da Bahia. No estado de Sao Paulo, MAINARDI et al. (2003) encontrou taxa de 14,5% de
animais sorologicamente positivos em sete diferentes regides criadouras de caprinos leiteiros.

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

Toxoplasma gondii foi isolado no sémen, pela técnica de bioprova, em trés caprinos
inoculados oralmente com 10* oocistos da cepa GT —1. O parasito foi detectado no sémen sete dias
apos a inoculagdo em um dos caprinos e 12 dias pds-infecg¢do, nos outros dois. O periodo de excre¢dao
perdurou até o 52° dias. (DUBEY e SHARMA, 1980).

A presente pesquisa teve objetivo principal demonstrar pelas técnicas de bioprova e PCR a
eventual presenca do 7. gondii em amostras de sémen colhidas dos caprinos infectados
experimentalmente.

Para isso, seis caprinos machos em idade reprodutiva e livres de enfermidades que pudessem
causar transtornos ligados a reproducio, foram randomizados em trés grupos experimentais através de
um sorteio. Dois reprodutores foram inoculados com 1,0x10° taquizoitos de 7. gondii (cepa RH) por
meio de injegdo subcutinea e outros dois receberam 2,0x10’ oocistos esporulados de T. gondii (cepa
P), por meio de uma sonda de metal, que possibilitou depositar o indculo diretamente no esdfago. Dois
animais compuseram o grupo controle, recebendo, por vias oral e subcutanea, placebo.

Nos reprodutores experimentais foram mensurados pardmetros clinicos (temperatura retal,
freqiiéncias cardiaca e respiratéria), dois dias antes da inoculagdo, nos dias 3, 5, 7, 11, 14 e,
semanalmente, até o 70° dia pés-inoculacido (DPI). A avaliagdo clinica se estendeu até o término do
experimento e teve o propOsito de detectar possiveis alteracdes clinicas decorrentes da infecgdo
toxopldsmica nos caprinos inoculados com 7. gondii. Considerando como parametro de normalidade
38,5 a 40,5°C, hipertermia foi detectada, apenas no 5° dia apds a inoculagdo nos caprinos do grupo
inoculado com oocistos. As variagdes encontradas nas freqii€ncias cardiaca e respiratéria podem ser
relativas a excitacdo do animal e temperatura ambiental no momento das colheitas de s€men.

Hemogramas completos foram realizados, em todos os caprinos experimentais, dois dias antes
da inoculacdo e no 3°, 5° 7°, 14° DPI e, semanalmente, até o término desta pesquisa (70°DPI). Nos
pardmetros hematolégicos obtidos, resultantes dos 72 hemogramas efetuados nao foram observadas
alteracdes que pudessem ser atribuidas a infeccdo toxopldsmica.

Nas amostras de soros de todos os caprinos infectados experimentalmente e daqueles que
compuseram o grupo controle, obtidas nos dois dias anteriores a inoculagio e semanalmente até o final
do experimento, foram pesquisados anticorpos contra 7. gondii por meio da Reacdo de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), segundo CAMARGO (1964). Observou-se a soroconversao (titulo
> 1:16), a partir do 10° DPI nos caprinos inoculados com taquizoitos e oocistos. Titulo soroldgico
méaximo (1:4096) foi detectado nos caprinos inoculados com taquizoitos e oocisto nos dia 14°, 21° e
28° DPI. Embora tenham ocorrido varia¢des nos titulos de anticorpos no decorrer do experimento,
decréscimos acentuados destes titulos foram observados a partir do 35° DPI nos caprinos de ambos os
grupos. Os animais do grupo controle ndo apresentaram anticorpos contra 7. gondii ao longo de todo
experimento.

A parasitemia foi determinada por meio da inoculacdo em camundongos (bioprova), segundo
técnica descrita por OLIVEIRA (1997). Para o grupo de caprinos inoculados taquizoitos foi
encontrado sorologia positiva (RIFI > 1: 40) nos dias 11, 14, 28 49, 56, 63 e 70 DPI nos camundongos
inoculados. J4 para o grupo de animais inoculados oocistos sorologia positiva (RIFI > 1: 40) foi
encontrada nos dias 14, 21, 56 e 70 DPL

Dos seis caprinos experimentais foram obtidos ejaculados, com o uso de eletro-ejaculador,
dois dias antes da inoculagdo e nos dias 3, 5, 7, 11, 14, e semanalmente, até o 70° DPI. Logo apds a
colheita foram avaliados os seguintes pardmetros espermaticos: volume, motilidade, concentragio,
vigor e morfologia. Nao foi detectada alteracdo nos parametros espermaticos que pudessem ser
relacionadas com a infec¢do toxopldsmica.

Para o isolamento de 7. gondii as amostras de sémen (todas as fracOes) de cada animal
(infectados e controles) foram inoculados em cinco camundongos, via intraperitoneal, com aliquotas



de 0,4 mL do ejaculado. Das 84 amostras de ejaculado obtidas foi possivel detectar a presenca de
T.gondii (comprovacdo soroldgica positiva (RIFI > 1: 40) e presenca de cistos cerebrais em
camundongos) naquelas colhidas no 5°, 7°, 28°,49°, 63 ° e 70 ° DPI dos animais inoculados com 1 x
10° taquizoitos. E para as amostras seminais, do grupo de animais inoculados com 2 x 10° oocistos,
foi encontrada o parasita no 56° e 70° DPI.

Das amostras seminais positivas na sorologia (RIFI) e bioprova em camundongos (presenca de
cistos cerebrais), foi pesquisada a presenca de 7. gondii pela técnica da PCR (amplificagdo de
fragmentos de 194 pares de bases do gene Bl de T.gondii) utilizando-se os “primers” 5'—
GGAACTGCATCCGTTCATGAG-3* (B1;) e S5TCTTTAAAGCGTTCGTGGTC -3 (Bl,),
descritos por FUENTES et al. (1996). E foram constatadas a presenga do parasito no 5 ° (animal n° 11
— inoculado com taquizoito), 7 ©, 28 °, 49 °e 70 ° (animal n° 01 — inoculado com taquizoito) 49 ° e 56 °
(animal n°® 36 — inoculado com oocisto) DPI. No entanto, as outras amostras que foram positivas na
RIFI e bioprova apresentaram auséncia de positividade de parasitismo pela PCR, o que ndo descarta a
possibilidade de o agente parasitirio estar presente nas mesmas, uma vez que 500ng de DNA
“gendmico” por reacio, pode conter uma baixa quantidade de DNA do parasito, que seja insuficiente
para visualizar a amplificacdo de 194 Pb no gel de eletrofore 2% corado com brometo de etideo
(DUBEY & THULLIEZ, 1993).

Portanto, os resultados obtidos possibilitaram comprovar a presenca do Toxoplasma gondii em
ejaculados seminais de caprinos, o que pode tornar possivel a transmissio sexual desse protozodrio.
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