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Toxoplasmose experimental em coelhas gestantes

Experimental toxoplasmosis in pregnant rabbits
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Resumo: Neste ensaio foram comparados aspectos clinicos, obstétricos, imunolégicos e patoldgicos entre coelhas
gestantes inoculadas com oocistos de Toxoplasma gondii e coelhas gestantes ndo inoculadas. Os resultados obtidos
demonstram ser a coelha gestante altamente sensivel a infeccao toxoplasmica. Aborto e 6bito foram observados em
100% das coelhas infectadas, antes do término da gestagdo. Os aumentos maximos de temperatura corporal foram
observados entre o quarto e o nono dia pds-inoculagdo (DPI). Alteracdes hematoldgicas também foram observadas.
Devido ao carater hiperagudo decorrente da infecgdo toxoplasmica, detectou-se resposta imune humoral nas coelhas
infectadas somente no 7° DPI. Os exames anatomo-histopatoldgicos demonstraram, principalmente, altera¢g8es
hepaticas, renais e pulmonares. Com base nos dados obtidos no estudo, comprovou-se que coelhas gestantes sao
extremamente sensiveis a oocistos de T. gondii, apresentando severas alteracdes em diversos 6rgdos, assim como
aborto e 6bito prematuro.

Palavras-chave: Toxoplasma gondii, coelhas gestantes, aborto.

Abstract: The clinical, hematological, obstetrical, immunological and pathological aspects of the experimental
toxoplasmosis were investigated in pregnant rabbits orally inoculated with Toxoplasma gondii oocysts. Pregnant rabbits
showed to be highly sensible to the toxoplasmic infection. Abortion and death occurred in 100% of the inoculated rabbits.
Fever peak was observed between 4° and 9° day pos-infection. Blood parameter showed alterations. Because the hyper-
acute character presented by the toxoplasmic infection, the humoral immune response was weak. The microscopic and
macroscopic exams demonstrated, mainly, alterations in liver, kidney and lungs. These results suggested that pregnant
rabbits, orally infected with oocysts of T. gondii are extremely susceptible to this parasite, showing severe alterations in
several organs, as well as premature abortion and death.

Key words: Toxoplasma gondii, pregnant rabbits, abortion.

enfermidade nos animais de interesse zootécnico é
evidenciada quando sdo consideradas as perdas
econdmicas decorrentes, principalmente, de abortos,
natimortos e crias debilitadas, devido a transmissao
congénita do parasito (LINKLATER e DYSON, 1979;

1 Introdugao

A toxoplasmose congénita constitui-se numa das
formas de maior importancia da doenga tanto em huma-
nos quanto em animais domesticos, e que se manifesta
com maior freqiiéncia durante os dois primeiros trimes-

tres da gestacao. Por outro lado, quando adquirida no
terceiro trimestre, ocorrem infec¢gdes subclinicas no feto
ou mesmo auséncia de infeccdo (DESMONTS e
COUVREUR, 1974).

Em humanos, quando a primoinfec¢do ocorre durante
a gestacado, aproximadamente 40% dos fetos se
infectam. Dentre estes, uma porcentagem de 15%
morrem ou apresentam sintomatologia severa ao nas-
cerem, 19% demonstram sinais clinicos moderados e
o restante apresenta infecgao subclinica (VITOR, 1994).

A transmissao congénita do T. gondii também foi
observada em animais utilizados para consumo
humano. O T. gondii é descrito como parasito habitual
de ovinos, caprinos, suinos e bovinos em vérias partes
do mundo (VITOR e PINTO, 1991; WARNEKULASURIYA et
al., 1998; ESTEBAN et al., 1999). A importancia dessa

McSPORAN et al., 1985).

Apesar da infecg@o por T. gondii ser relativamente
frequiente em coelhos domésticos, em muitos paises,
a manifestacao clinica da toxoplasmose é aparente-
mente rara nesta espécie (DUBEY et al., 1992).

A epidemiologia da toxoplasmose esta descrita em
lebres selvagens e em coelhos domésticos na Escandi-
navia e nos EUA (DUBEY et al., 1992), em coelhos sel-
vagens na Alemanha (MANGOLD et al., 1999) e
Republica Tcheca (LITERAK e RYCHLIK, 1999). O
coelho constitui-se em reservatério de T. gondii, cuja
infeccao € mantida gragas a transmissao intra-uterina
do protozodrio (HEJLICEK e LITERAK, 1995). Svoboda
e Svobodova (1987) ressaltaram a importéncia da carne
de figado de coelhos infectados na transmissdo da
toxoplasmose para cées e gatos.
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O coelho é utilizado no estudo da toxoplasmose
ocular (GARWEG et al. 1998), do sistema nervoso
central (DZBENSKI et al., 1998), cutanea (MORETTI et
al., 1995), entre outros. Estudos bioquimicos também
foram realizados utilizando-se o coelho como modelo
experimental (SHALABY et al., 1998).

Neste trabalho coelhas gestantes foram inocula-das
com oocistos de T. gondii e avaliadas quanto as suas
manifestagdes clinicas, hematoldgicas, imunita-rias
e presenca de lesBes decorrentes da infeccao.

2.1 Inoculagao dos animais

Nove coelhas gestantes foram infectadas com
oocistos de T. gondii e trés coelhas gestantes foram
mantidas como controle (h&o infectado). O delineamento
experimental ficou estabelecido como na Tabela 1.

Os oocistos de T. gondii foram administrados as
coelhas, por via esofagiana, utilizando-se seringa de 5
ml adaptada a uma sonda. Objetivando a remoc¢é&o dos
oocistos eventualmente aderidos a parede da seringa,
foram administrados, a seguir, 5 ml de solucéo fisiol6-
gica estéril aos animais.

2.2 Avaliagao clinica

ApOs confirmar a prenhez e até o final da gestacgéo,
as coelhas foram diariamente examinadas e todas as
alteracdes clinicas e obstétricas anotadas, principalmente
0 aborto e data de Obito. Durante o periodo de pré-
inoculacéo, elas nao apresentaram anormalidades clinicas
ou obstétricas que pudessem ser detectadas pelos
exames semioldgicos usuais. A avaliacéo clinica incluiu
observacdes da temperatura retal, freqliéncias respiratoria
e cardiaca, coloracdo das mucosas, palpacao, grau de
hidratacéo e auscultacéo cardiorrespiratoria.

2.3 Hemogramas

Para a analise hematimétrica foram colhidos a cada
sete dias, por punc¢do intracardiaca, 2 ml de sangue

de cada animal. Foram avaliados os numeros de
hemacia e leucdcito por pL, taxa de hematdcrito, taxa
de hemoglobina e contagem diferencial de leucécitos.

2.4 Resposta imunitaria humoral

Os soros de todas as coelhas foram submetidos a
reacdo de hemaglutinacéo indireta (HAI). Para o teste
de hemaglutinacgéo indireta foi utilizado o kit “Toxocell
HAI" . A interpretacédo dos resultados baseou-se na
formac&o, nos soros positivos, de um “manto” de aspecto
translucido, cobrindo toda a parede do orificio, indicando
aglutinacdo das hemacias frente aos anticorpos. Nos
soros dos animais negativos, as células precipitaram
escorregando pelas paredes inclinadas do orificio, for-
mando um “botéo” no fundo do mesmo. Os soros positi-
vos ou duvidosos foram submetidos ao teste quanti-
tativo, ou seja, foram diluidos em base quatro, a partir
de 1/32 até a diluicdo maxima de 1/1024.

2.5 Exames anatomopatolégicos

Exames necroscopicos foram efetuados em todas
as coelhas apds o 6bito. Para os exames histopatol6-
gicos foram colhidos, de todas as coelhas, fragmentos
de pulmé&o, coracdo, musculatura esquelética, figado,
baco, encéfalo, rins, intestino, retinas e placenta. Os
fragmentos de placenta foram fixados em Bouin e os
demais tecidos em formalina tamponada a 10%. Esses
fragmentos foram incluidos em parafina, cortados com
cinco micrémetros de espessura e corados com
Hematoxilina-Eosina (HE).

2.6 Reisolamento de T. gondii (Bioprova)

Fragmentos dos mesmos o0rgdos colhidos para
exames histopatolégicos foram individualmente tritura-
dos e submetidos a digestéo péptica, conforme técnica
adotada por Jacobs e Melton (1957) para reisolamento
de T. gondii. Assim, foram realizadas duas inocula¢des
intraperitoneais com um mililitro do material e intervalo

Tabela 1 — NUmero de animais, fase de gestacao e esquema de inoculacdo de Toxoplasma gondiiem Coelhas

gestantes.
Grupo N° de coelhas Fase T. gondii
gestacional
(dias)
Forma Quantidade Via de
evolutiva aplicacéo
| 9 14 Oocisto 1,0x10* Esofagiana
1] 3 14 Sol. Salina 0,9% Esofagiana

1 Toxocell HAL. Biokit, S. A. COD. 30614512. Lot. C-3499
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de 12 horas, em trés camundongos albinos, os quais
foram observados diariamente durante seis semanas.

Aqueles que morreram durante esse periodo ou que
apresentaram aumento de volume abdominal ou qual-
quer sinal que pudesse sugerir infec¢céo por T. gondii,
foram examinados para eventual presenca do parasito.
Ao final da observagéo, os camundongos foram sacrifi-
cados e tiveram amostras de sangue colhidas para a
obtencao de soros, nos quais foram pesquisados anti-
corpos contra T. gondii pela Reac¢ao de Imunofluores-
céncia Indireta (RIFI), segundo Camargo (1964). Nos
cérebros de todos os camundongos inoculados pesquisou-
se a presenca de cistos de T. gondii.

3 Resultados

Os animais infectados apresentaram diarréia, pali-
dez de mucosas, anorexia, apatia e estertores pulmona-
res. Coelhas ndo infectadas, por suavez, ndo demons-
traram alteracdes de importancia clinica (Tabela 2). Os
registros das temperaturas retais visualizados na Figura
1 demonstram, nos animais infectados (Grupo |), hiper-
termia entre o quarto e oitavo dia ap6s as inoculacdes
e discreta hipotermia no periodo posterior, enquanto
0s animais controle (Grupo IlI) mantiveram a normo-
termia durante todo o periodo experimental.

As médias dos valores obtidos nos hemogramas
séo mostradas na Tabela 3. Observa-se que houve,
em todos os parametros, decréscimo nos valores
hematimétricos do Grupo |, representativo de quadro
anémico discreto, enquanto o Grupo Il manteve seus
valores estaveis. O Grupo | apresentou leucocitose no
14° dia p6s inoculagéo (DPI), o que nao foi observado
nas coelhas do Grupo Il. A contagem diferencial de
leucdcitos ndo apresentou alteracdo significativa entre
0S grupos.

Apo6s confirmacao da prenhez, 13 dias apos a
concepgdo, nenhuma alteracéo foi observada a palpa-

¢éo, excluindo-se algumas coelhas que demonstraram
discreta sensibilidade abdominal difusa passageira. O
aborto ocorreu em todas as coelhas infectadas, exce-
tuando-se dois casos em que 0S animais morreram
antes do parto. Os abortos ocorreram entre o quinto e
o nono DPI. As coelhas do Grupo Il ndo apresentaram
qualquer alteracdo que demonstrasse interferéncia
ambiental ou de manejo durante o periodo de gestagao
gue chegou a termo no periodo previsto.

TEMPERATURA ("C)

DIAS POS-INOCULAGAO

—— CONTROLE —4— INOCULADO

Figura 1 — Valores médios de temperatura retal (°C) obtidos de
coelhas gestantes inoculadas, via oral, com 1x10* oocistos de T.
gondii (n=9) e de coelhas gestantes ndo inoculadas (n=3).

Os dados apresentados na Tabela 4, relativos a
titulacdo de anticorpos anti- . gondii, mostram peque-
na resposta humoral no Grupo | aos sete DPI, quando
um animal apresentou titulo de 32 e outros trés apre-
sentaram titulo de 64, em um total de nove animais. Ja
no 14° DPI os dois Unicos animais sobreviventes apre-
sentaram titulos sorolégicos de 512. As coelhas do
grupo controle mantiveram-se negativas para a presenga
de anticorpos contra T. gondii ao longo de todo experi-
mento.

Tabela 2 — Alterac8es clinicas em coelhas gestantes inoculadas oralmente com 1x10* oocistos de T. gondii

(n=9) ou coelhas gestantes ndo inoculadas (n=3).

Alterag®es clinicas mais freqiientes

Fregliéncia de sinais clinicos nos grupos *

Grupos experimentais

Inoculado Controle
Apatia ++ n
Palidez de mucosas +++++ +
Hipertermia + -
Secrecao nasal ++ -
Taquipnéia ++ -
Espirros ++ -
Estertores pulmonares +++ -
Diarréia FH+++ _
Anorexia ++++ -

* Avaliagdo variando de: + = pouco freqiente / +++++ = 100% de frequéncia
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Todas as coelhas gestantes inoculadas com oocistos
de T. gondii apresentaram quadros morbidos supera-
gudos, que evoluiram para o ébito. As mortes ocorreram
entre o sexto e o 14° DPI, geralmente precedidas por
aborto espontaneo. Os animais pertencentes ao Grupo
Il foram sacrificados com xilazina e cloreto de potassio
através de injecao intracardiaca 10 dias ap6s o parto,
para fins de exames anatomo-patolégicos.

Os exames anatomo-histopatolégicos revelaram
alteracdes macroscépicas no grupo infectado com
oocistos de T. gondii, principalmente em 6érgaos vitais

como figado, coracao, baco, rins e pulméo que apresen-
taram, entre outras altera¢6es, hepatomegalia, cardio-
megalia, esplenomegalia, petéquias e enfisema. Os ani-
mais do Grupo Il ndo apresentaram quaisquer alteracoes
guando sacrificados, 10 dias apds o parto. As alteracfes
macroscoépicas encontradas estdo expressas na Tabela
5. As altera¢des microscOpicas acompanharam o quadro
observado a necropsia e estédo descritos na Tabela 6.

A pesquisa de cistos em cérebros de camundon-
gos inoculadas com amostras de 6rgdos mostrou-se
negativa em todos 0s casos.

Tabela 3 — Médias dos valores de hemacias, hemoglobina, hematdécrito e leucécitos totais de sangue de coelhas
gestantes inoculadas oralmente com 1 x 10* oocistos de T. gondiii.

(n=9) e de coelhas gestantes ndo inoculadas (n=3)

Dias pos- Hemécias Hemoglobina Hematdcrito Leucdcitos

_ ) (n x 10%/m) (g/dl) (%) (n /n)

inoculacao GI* Gl Gl Gll Gl Gll Gl Gll
0 5.83 554 11.11  11.07 36 35 5711 6833
7 4.2 5.77 7.62 953 24.6 29 5777 4035
14 3.18 5.94 6.8 10 25.5 32 7250 4075

* Gl : Grupo inoculado
** Gll: Grupo controle

Tabela 4 — Reciprocas dos titulos de anticorpos obtidos pela reacao de hemaglutinacao indireta (HAI) em soros
de coelhas gestantes nédo inoculadas (n=3) e inoculadas com 1,0x10* oocistos de Toxoplasma gondii (n=9).

N° da Grupo Titulos de anticorpos / DPI*
Coelha Experimental 0 7 14
1 00 00 NR
2 = 00 00 NR
]
3 S 00 00 NR
>
4 ~ 00 00 NR
5 § 00 64 NR
6 © 00 64 512
I
7 i 00 00 NR
()
8 £ 00 64 NR
9 00 32 512
10 P 00 00 00
11 2 00 00 00
c
12 3 00 00 00

* DPI: Dias Pés-inoculacdo de Toxoplasma gondii

>32: Reciproca de titulo positivo para Toxoplasma gondii
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Tabela 5 — Frequiéncia de alteragBes macroscopicas encontradas em exames anatomopatoldgicos das coelhas
pertencentes aos grupos controle e inoculado com 1 x 10* oocistos de T. gondii (n=9) e nao inoculado (n=3).

Alteracdes macroscopicas mais

Freqiéncia de alteracbes*

Orgéos j
frequentes Grupo I** Grupo I1***
Palidez ++ -
Figado Hepatomegalia ++++ -
Friavel ++++ -
., Exsudato mucosanguinolento + -
Utero
Exsudato mucopurulento +++ -
Traguéia Petéquias hemorragicas +++++ -
Exsudato mucoespumoso +4+++ -
Cardiomegalia + -
Coracéo
Baco Esplenomegalia +++++ -
Pulmao Congest&o e+ -
Enfisema +++++ -
Catarro +++ +
Petéquias hemorréagicas + -
Rins Areas esbranquicadas + -
Petéquias hemorréagicas + -

* Avaliagdo variando de: + = pouco freqliente / +++++ = 100% de freqiiéncia

** Grupo |: Inoculado
*** Grupo Il: N&o inoculado (controle)

4 Discussao

As coelhas gestantes mostraram-se altamente sen-
siveis a infec¢o experimental com oocistos de T. gondiii,
o que foi demonstrado pelos abortos e ébitos. Thouvenin
etal. (1997) demonstraram que camundongos Balb/C
gestantes sdo mais susceptiveis a infeccao toxoplas-
mica quando comparados com fémeas Balb/C néo-
gestantes.

Outros estudos demonstram que a coelha nédo ges-
tante € sensivel a doenga mas, raramente, chega a
oObito. Ja foi demonstrado que o coelho mostra-se um
bom modelo experimental para o estudo da toxoplas-
mose (FACHADO et al., 1990; HITT e FILICE, 1992;
WATANABE et al.,1993; BLACKWELL et al., 1994,
PEIFFER et al., 1994; HUNTER et al., 1995), porém
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sem apresentar curso superagudo e a taxa de 0Obito
como no presente estudo.

Os parametros avaliados permitem inferir que as
alteracdes observadas ndo sofreram influéncia de
fatores externos.

Apenas duas coelhas, das nove inoculadas,
mantiveram-se vivas até o final do periodo. Todas as
coelhas néo inoculadas continuaram vivas. Estas
coelhas foram mantidas sob as mesmas condi¢fes e
foram manipuladas semelhantemente as coelhas
infectadas, o que corroborou na inferéncia de que
fatores como estresse, alimentacdo, manipulacédo e
outros, ndo interferiram na sobrevivéncia dos animais.

Os sinais clinicos observados, como hipertermia,
estertores pulmonares, apatia, taquipnéia e secrecao



Tabela 6 — Frequiéncia de alteragcdes microscopicas encontradas em exames histopatolégicos das coelhas
pertencentes aos grupos inoculados com 1 x 10* oocistos de T. gondii (n=9) e ndo inoculado (n=3).

Orgaos Alteracdes microscopicas mais Incidéncias das alteracdes

frequentes Grupo | Grupo Il
Figado Esteatose +++++ -
Necrose focal +++ -
Colangite + -
Pulméao Pneumonia intersticial +H+++ -
Enfisema ++++ -
Edema alveolar ++ -
Rins Vacuolizacao tubular ++ -
Edema celular + -
Baco Hemorragia subcapsular + -

* Avaliacdo variando de: + = pouco freqiiente / +++++ = 100% de freqiiéncia

** Grupo I: Inoculado
*** Grupo Il: N&o inoculado (controle)

nasal, assemelham-se aqueles descritos por Oppermann
(1971) e Sharma et al. (1973).

Anormalidades reprodutivas foram observadas ndo
apenas em coelhas, mas também em porcas ges-
tantes (VIDOTTO e COSTA, 1987; JUNGERSEN et al.,
2001), vacas gestantes (STALHEIN et al., 1980),
camundongos Balb/C (FUX et al., 2000) e cadelas
(BRESCIANI et al., 1999) infectadas com T. gondii. Por
outro lado, infec¢Bes experimentais conduzidas por
Costa (1979) em vacas, por Marques (1988) em éguas
e por Dubey et al. (1997) em Rattus norvegicus, nada
revelaram quanto a interferéncia de T. gondii na gesta-
¢ao. Tal controvérsia sugere que deva haver significativa
variacdo de suscetibilidade a este agente nas diversas
espécies animais. Jungersen et al. (2001) demonstra-
ram que existe variabilidade na patogenicidade de
diferentes cepas de T. gondii, principalmente quanto
aos transtornos reprodutivos. Condi¢6es ambientais,
idade e raca séo outros fatores que podem interferir no
processo moérbido da toxoplasmose (DUBEY, 1977).

A avaliacdo da resposta imune humoral, represen-
tada pelo teste de HAI, teve por objetivo averiguar a
presenca de imunoglobulinas contra Toxoplasma gondii
presentes no soro de animais que tiveram contato com
0 parasita. As respostas encontradas neste exame
foram baixas, assim como o foram nos estudos de
Jarvinen et al. (1999), levando a supor que outras
metodologias sdo necessarias para diagnéstico mais
fidedigno. Por outro lado, sabe-se que em infec¢des
de curso superagudo, muitas vezes o0 organismo néo &
capaz de produzir uma resposta humoral detectavel,
mesmo nas titulagbes de IgM.

Os achados anatomo-histopatol6gicos das coelhas
infectadas demonstram a alta susceptibilidade dos
animais gestantes ao T. gondii. Severas alteracdes
hepaticas, como esteatose e areas de necrose focal,
foram comuns em quase todos os animais infectados.
Pneumonia intersticial, entre outras altera¢des do trato
respiratorio, foram observadas freqiientemente, assim
como alterag8es de 6rgdos como, por exemplo, rins e
baco, assemelhando-se as observacdes de Dubey et
al. (1996).

Com base nos dados obtidos no presente estudo,
pode-se inferir que as coelhas gestantes inoculadas,
via esofagiana, com 1 x 10* oocistos de T. gondii, foram
extremamente sensiveis a agcao do parasita, apresen-
tando severas alteragées em diversos 6rgaos, assim
como aborto e 6bito prematuro.
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