TOXOPLASMOSE EM CODORNAS (Cuturnix cuturnix
japonica): INFECGAO EXPERIMENTAL COM TAQUIZOITAS
DE UMA CEPA ACISTOGENICA FRENTE A UMA
CISTOGENICA DO Toxoplasma gondii NICOLLE &
MANCEAUX, 1909 (APICOMPLEXA: TOXOPLASMATINAE)

GEORGE REGO ALBUQUERQUE

2000




UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO

INSTITUTO DE BIOLOGIA

CURSO DE POS-GRADUACAO EM MEDICINA VETERINARIA -
PARASITOLOGIA VETERINARIA

TOXOPLASMOSE EM CODORNAS (Cuturnix cuturnix
japonica): INFECCAO EXPERIMENTAL COM TAQUIZOITAS
DE UMA CEPA ACISTOGENICA FRENTE A UMA
CISTOGENICA DO Toxoplasma gondii NICOLLE &
MANCEAUX, 1909 (APICOMPLEXA: TOXOPLASMATINAE)

GEORGE REGO ALBUQUERQUE

SOB A ORIENTAGAO DO PROFESSOR:
Dr. CARLOS WILSON GOMES LOPES

Tese submetida como requisito parcial
para a obtengdo do grau de Magister
Scientiae em Medicina Veterinaria -
Parasitologia Veterinaria.

{ SEROPEDICA, RIO DE JANEIRO
N FEVEREIRO, 2000




TITULO DA TESE:

TOXOPLASMOSE EM CODORNAS (Cuturnix cuturnix
japonica): INFECGAO EXPERIMENTAL COM TAQUIZOITAS
DE UMA CEPA ACISTOGENICA FRENTE A UMA
CISTOGENICA DO Toxoplasma gondii NICOLLE &
MANCEAUX, 1909 (APICOMPLEXA: TOXOPLASMATINAE)

AUTOR:

GEORGE REGO ALBUQUERQUE

APROVADA EM: / /

Dr. CARLOS WILSON GOMES LOPES o— :‘ Orm%

A L
7

__#__
Dra. TERESA CRISTINA BERGAMO DO BOMFIM \ _ j? \
—= AL I

/ /6 - /
1/ /N /
Dr. WALTER FLAUSINO // YA Ny 4P/

Dr. ZELSON GIACOMO LOSS

S




Aos meus pais Humberto e
Alzenete e irma, Daniela, pelo
incentivo e apoio.

A minha namorada Renata,
pela compreensdo.

Aos meus avos Almira, José,
Amaro e Geni pelo exemplo de vida.

v




“A Ciéncia ndo resolve um
problema sem criar ao menos dez
outros”.

Greorge Bernard Shaw
1836-1950
Dramaturgo Irlandes.




AGRADECIMENTOS

Agrade¢o ao meu mestre, Prof. CARLOS WILSON GOMES LOPES, pela
amizade e a confianga em mim depositada.

Aos amigos do laboratorio de Protozoologia ALEXANDRE DIAS
MUNHOZ, SIMONI MACHADO DE MEDEIROS, FRANCISCO CARLOS
RODRIGUES DE OLIVEIRA, ALEXANDRE REGO SOUZA PINTO, WALTER
FLAUSINO, PATRICIA SEIBEL MELO, MARCEL TEIXEIRA e FABIANA
VALADAO MASSAD, por tudo que vivemos juntos.

Aos professores do curso de Pos-Graduagdo em Medicina Veterinaria —
Parasitologia Veterinaria, em especial, ao prof. ERIK DAEMON DE SOUZA PINTO.

A todos os funcionarios do Departamento de Parasitologia Animal, em
especial a WILSON MENDES DE ALMEIDA, ARCHANJO GONSALVES DA
SILVA, ELCY RODRIGUES DE MORAES CARVALHO, GILMAR MONTEIRO,

WALTER LEIRA TEIXEIRA FILHO E JOSE MAURICIO MATTOS DE SOUZA

pela ajuda sempre que necessaria.




BIOGRAFIA

GEORGE REGO ALBUQUERQUE, filho de Humberto José Tavares
Rabelo de Albuquerque e Alzenete Régo Albuquerque, nasceu a 16 de janeiro de 1974,
em Teresina, PI.

Iniciou o estudo primario no Colégio das Damas da Instrugdo Cristd, em
Recife, PE, cursou o ginasio e o segundo grau no Colégio Sacre-Coeur de Marie, no Rio

de Janeiro, RJ, concluindo em 1991.

Em 1992, ingressou na Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, no
curso de Medicina Veterinaria, colando grau em 1997, no periodo de 1994 a 1997 foi
estagiario e bolsista de iniciagdo cientifica no Departamento de Parasitologia Animal

sob orienta¢do do professor Carlos Wilson Gomes Lopes.

Em 1998, ingressou no Curso de Pos-Graduagdo em Medicina Veterinaria-

Parasitologia Veterinaria, na UFRRJ, a nivel de Mestrado.




SUMARIO

Pag.

LINTRODUGAQ oo I
2. REVISAO DA LITERATURA o 3
2.1, ClaSSHICAGHD ......o.eeveeveeeeerieeerenemismrsee sttt 3
2.2, ASPECLOS DIOIOZICOS ... . iiiiciiiiii ittt 4
2.2.1. Ciclo enteroepitelial ... 5

222 Ciclo extra-intestinal ..o 7

2.3 TOXOPIASINIOSE ... .o 7
2.4 Fatores que influenciam a severidade dadoenga ... 9
2.5. TOXOPIASMOSE €M @VES .......o.iiimiiiiiiiiii oo 10

2 6 Coccidios em codornas da espécie Cuturnix CUtUFRIX ............................. 15
2.7, Origem das COQOTNAS ... i 17




Pag.

3. MATERIAL E METODOS ..........ccooooiiiiiiiioiiioooo 18
3.1. Procedéncia dos animais ... 18
311 Codornas ..o 18
3.1.2. CamundOongOsS .......oooiii i 18

3.2. Local do eXperimento ..o ... 19
3.3. Obtengdo e manutengdo dos taquizoitas de 7oxoplasma gondii ...................... 19
3.4, Preparag@o do 1INOCULO ......ooooiii e 19
3.5. Inoculag@o das codOrnas ... 20
3.6. Acompanhamento das aves durante a fase experimental ... 20
3.7 NeCTOPSIAS daS AVES ... ...iiiiiiii e 21
3.7.1. Cepa SERO-47 e controle ... 21
3.7 2. Cepa P 21

3.8. Isolamento do 7. gondii em camundongos ... 22
3.9. Sorologia dos camundOngOS ..............ccooiiiiiiiii 23
3.10. Procedimentos laboratoriais ... 23
3.10.1. Preparo e coloragdo dos esfregagos ... 23
3.10.2. Exame dos esfregagos e mensuragdo das formas endogenas ............... 24
3.10.3. Exame histopatolOgico ... 24
3.11. Fotomicrograflas ... 24

312 ANAlISE €StatiStICA - oo 25




Pag.

4. RESULTADOS E DISCUSSAQ .......oooooiiiiiiiiiiiiiiieieecei 26
4.1. Alteragdes macroscopicas nas codornas ... 26
4.2 Isolamento do Toxoplasma gondii ... 27
42.1. De ovos de COOIMA ..ot 27

4272 Detecidos de codOrmas...........ocoooiiiiiiiiiiii 31

4.3 Sorologia dos camundOn@OS ..., 34
4.4 Exame histopatologico das codornas..........................oiei 34
4.5. Esfregacos dOS OTZADS .......c.ccoovreirinirisiniinens ettt 42
4.6. Mensuragdes dos taqUIZOTEAS ..........oooovovoiiiiiiiiiii 51
5. CONCLUSOES .......oooomimiiereeircineceesmnsiis st ssb s 53
6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..., 55

T APENDICES oo, 69




TABELA 1.

TABELA 2.

TABELA 3.

TABELA 4.

INDICE DAS TABELAS

Persisténcia da infec¢do do Toxoplasma gondii em diferentes tecidos
de codornas no 70° dia apos infec¢do experimental, com duas cepas

AISHIIEAS, e

Aspectos comparativos da presenca de zoitas de 7oxoplasma gondii

em tecidos de codornas, no 7° dia apos infecgdo experimental, com

duas cepas diSHNTAS. ... ...

Aspectos comparativos da presenca de zoitas de Toxoplasma gondii

em tecidos de codornas, no 14° dia apos infecgdo experimental, com

duas cepas diSHNTAS. ... ...

Aspectos comparativos da presenca de zoitas de Toxoplasma gondii

em tecidos de codornas, no 21° dia apos infecgdo experimental, com

duas cepas diStINAS. ... ...

Pag.

32

46

47




TABELA 5. Aspectos comparativos da presenca de cistos de Toxoplasma gondii

em tecidos de codornas, no 70° dia apds infecgdo experimental, com

duas cepas diStiNtas....... ...
TABELA 6. Variagdo entre taquizoitas de 7oxoplasma gondii de duas cepas

distintas em codornas infectadas experimentalmente

Pag.




iNDICE DAS FIGURAS

Pag.
FIGURA 1. Toxoplasmose em codornas: peso relativo da média dos figados de
codornas inoculados com 10° (----- ), 10% (----- ) taquizoitas/animal da
cepa SERO-47 e grupo controle (=-===)....................... 28
FIGURA 2. Toxoplasmose em codornas: peso relativo da média dos bagos de
codornas inoculados com 10° (----- ), 10* (----- ) taquizoitas/animal da
cepa SERO-47 e grupo controle (--==-). ... 28
FIGURA 3. Toxoplasmose em codornas: peso relativo da media dos pulmdes de
codornas inoculados com 10° (----- ), 10* (==-— ) taquizoitas/ animal da
cepa SERO-47 e grupo controle (-----)................ 29

FIGURA 4 Toxoplasmose em codornas: peso relativo da meédia dos figados de

codornas inoculadas com 10° (----- ) taquizoitas/ animal da cepa ‘P’ e

grupo controle (----- ) e 29




Xiv

Pag.
FIGURA 5 Toxoplasmose em codornas: peso relativo da média dos bagos de
codornas inoculadas com 10” (----- ) taquizoitas/animal da cepa ‘P’ e

GIUPO CONTOLE (=====) .. oo 30
FIGURA 6. Toxoplasmose em codornas: peso relativo da média dos pulmoes de
codornas inoculadas com 10° (----- ) taquizoitas/animal da cepa ‘P’ e

grupo CoNtrole (=====)........ 30
FIGURA 7. Figado de codornas infectadas com 10° taquizoitas da cepa 'P' (a) e 10*
da cepa SERO-47 (b) do Toxoplasma gondii. Microgranulomas (—)
localizados no parénquima hepatico proximo ao espago porta.

HLE . 200X oo 35
FIGURA 8. Figado de uma codorna inoculada com 10° taquizoitas da cepa 'P' do
Toxoplasma gondii. Degeneragdo vacuolar generalizada dos hepatocitos

() HE., 1000X...... ...coonsunmrnrnsneesarsnssansnssansssese ress wasrosssss snssess oo on sassiass asasnss o 37

FIGURA 9. Musculatura peitoral de uma codorna inoculada com 10° taquizoitas da

cepa SERO-47 do Toxoplasma gondii. Infiltrado inflamatorio localizado

(—>) HLE., 200X . 38




XV

FIGURA 10. Rim de uma codorna inoculada com 10’ taquizoitas da cepa 'P' do

Toxoplasma gondii. Infiltrado inflamatorio no intersticio do orgédo

composto por células mononucleares (—). HE., 200x..................... 39

FIGURA 11. Cérebro de uma codorna inoculada com 10’ taquizoitas da cepa 'P' do

Toxoplasma gondii. Infiltrado de células mononucleares ao redor dos

vasos sangiiineos (—). H.E., 200x........................... 40

FIGURA 12 Pulmio de uma codorna inoculada com 10’ taquizoitas da cepa 'P' do

Toxoplasma gondii. Infiltrado generalizado de células mononucleares

caracterizando pneumonia intersticial (—). HE., 200x...... ... 41

FIGURA 13. Infec¢do de uma codorna com 10° taquizoitas da cepa SERO-47.

Taquizoita (—) em um esfregaco de figado. Giemsa, 1000x............. 4

FIGURA 14. Infecgdo de uma codorna com 10° taquizoitas da cepa 'P'. Taquizoita

(—) em um esfregaco de pulmdo. Giemsa, 1000x...... ... 45

FIGURA 15 Codorna infectada com 10’ taquizoitas da cepa 'P'. Cisto (—) bem

diferenciado em esfregago de cérebro. Giemsa, 1000x...... ... 50




iINDICE DOS APENDICES

Pag.

APENDICE 1. Infec¢do experimental em codornas (Cuturnix cuturnix japonica)

com endozoitas de Toxoplasma gondii Nicolle & Manceaux,

1909 (Apicomplexa: Toxoplasmatinae).................. 69

APENDICE 2. Morfologia e distribui¢do dos endozoitas em codornas (Cuturnix

cuturnix japonica) do Toxoplasma gondii Nicolle & Manceuax,

1909 (Apicomplexa: Toxoplasmatinae).......................... 76




RESUMO

Cento e dez codornas (Cuturnix cuturnix japonica) foram divididas em

quatro grupos. Dois grupos, com 30 animais cada, foram inoculados com 10° e 10*

taquizoitas/animal respectivamente da cepa SERO-47 do 7. gondii. O terceiro grupo
com 20 animais, foi também inoculado subcutaneamente com 10° taquizoitas/animal da
cepa ‘P’ do mesmo parasito. O ultimo grupo de 30 animais foi inoculado com solugdo
salina 0,9% e considerado como controle. Cinco codornas por grupo foram sacrificados

nos dias 1, 3, 7, 14, 21 e 70 apos infecgdo (DAI), com excegdo do grupo infectado com

a cepa P onde os sacrificios foram aos 3, 7, 14 e 70 DAL A necropsia, foram observados

hepatomegalia, esplenomegalia e hipertrofia pulmonar no 7° DAI em todos os animais

infectados independente da cepa utilizada. Microscopicamente foram observadas reagédo
inflamatoria de natureza focal ou difusa, caracterizadas, por uma infiltragdo de células

mononucleares, especialmente linfocitos e macrofagos no figado, rins, pulmdes,

coragdo e musculo peitoral nos trés grupos de animais infectados. Em um dos animais

infectados com a cepa ‘P’ fo observado reacgdo inflamatoria digna de nota no cérebro.

Todos os animais do grupo controle permaneceram sem alteragdes. Taquizoitas foram
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observados nos esfregacos de orgdos corados pelo Giemsa a partir do 7° DAI e com
maior freqiiéncia no figado, pulmdes e bago. No 70° DAI né@o se observou nenhuma
forma do parasito nos animais infectados com a cepa SERO-47, enquanto que nos
animais infectados com a cepa ‘P’, for possivel observar cistos no cérebro e coragdo
sem reacdo inflamatoria. A musculatura peitoral foi positiva na bioprova no 3° e 7°
DAI para os animais infectados com a cepa SERO-47 e no 3°, 7° e 14° DAI para os da
cepa ‘P’. No 70° DAI nenhum orgao das codornas infectadas com a cepa SERO-47 foi

positivo em camundongos albinos, enquanto quatro das cinco codornas infectados com

a cepa ‘P’ foram positivos.




SUMMARY

One hundred and ten japanese quails (Cuturnix cuturnix japonica) were
divided in four groups. Two groups of 30 animals each were inoculated with 10° and
10* tachyzoites/animal of SERO-47 strain of the Toxoplasma gondii respectively. The
third group consisted of 20 animals was also inoculated subcutanewly with 10’

tachyzoites/animal of ‘P’ strain of the same parasite. The last group of 30 animals each

was also inoculated with saline at 0.9% and it was considered as controls. Five japanese

quails for each group were sacrificed at 1™ 3™ 7% 14" 21™ and 70" days after

infection (DAI) except for the group infected with ‘P’ strain where the sacrifices were

at 3% 7" 14" and 70™ DAL In the 7" DAI hepatomegaly, spleenomegaly and lungs

hypertrophy were observed in all infected animals, independent of the straim.

Microscopically, inflammatory cells reactions was observed locally or diffuse

characterized by mononuclear cells infiltration consisted by lymphocytes and

macrophages in hver, lungs, kidneys, heart and breast muscles in the three groups of

infected animals. In on€ of the quails inoculated with “P” strain inflammatory reaction

was present in the brain. All controls remained healthy. Tachyzoites were observed in
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tissues smears staining with Giemsa after 7" DAI and with a major frequency 1in liver,
lungs and spleen. In 70" DAL parasites of SERO-47 strain were not observed in any
animals while quails infected with ‘P’ strain had cysts without inflammatory reaction in
the brain and heart accept in one of them. Muscle from breast of quails inoculated with
SERO-47, when they were bioassayed for 7. gondii in albino mice, it was isolated at 30
and 7" DAI, while the breast muscles in quails inoculated with ‘P’ strain of the same
parasite were positive at 3t 7% 14™ DAL At 70" DAL, no one of organs of quails

inoculated with SERO-47 when bioassayed were positive, while four quails of five

animals inoculated with ‘P’ strain were positive.




1. INTRODUCAO

Nos animais domésticos, principalmente suinos, caprinos e ovinos, a

toxoplasmose € considerada responsavel por prejuizos econémicos. Recentemente, ndo

s6. vem se observando o efeito da infec¢do do Toxoplasma gondii sobre aves de

producdo, bem como seu isolamento frequente em galinhas de criagdo rustica,

sinalizando com 1ss0, a possibilidade de serem reservatorios assintomaticos em areas

peridomiciliares. Quanto 4s aves ornamentais, em sua maioria, o /. gondii tem sido

observado em relatos de casos naturais ou sobre aspectos gerais de suas lesdes.

A importancia epidemiologica das aves que vivem proximo as habitagdes

humanas tém sido motivo de avaliagdo, por terem habitos de se alimentarem de grdos e

insetos presentes em locais onde, muitas vezes, gatos enterram sua fezes positivas para

oocistos de 7. gondii. Sendo assim, aves de criagdo rusticas podem ser apontadas como

fonte de infecgdo deste coccidio, apesar de se manterem clinicamente saudaveis.

Entre as especies aviarias, principalmente aquelas usadas como animais de

producgdo, a codorna muita das vezes vém sendo utilizada em pequenas criagdes de

omia e fisiologia semelhante as das galinhas domésticas

fundo de quintal. Sua anat




associado ao seu pequeno tamanho, as tornam ideais para serem utilizadas no campo da

pesquisa em aves.

O uso de codornas em pesquisas biomeédicas aumentou rapidamente nas

altimas duas décadas e ja foram empregadas em estudos envolvendo embriologia,

toxicologia, fisiologia, nutri¢ao, endocrinologia, genética, entre outros. Sdo faceis de

manejar em condigdes de laboratorio comparando-se com as galinhas e apresentam uma

produgdo de ovos maior em um intervalo entre geragdes mais curto.
Pouco estudo tem dado a importancia da disseminagdo deste parasito em

aves no Brasil, mesmo naquelas utilizadas na alimentagdo humana e animal.

Este trabalho teve como objetivos, observar a evolugdo do parasitismo por 7.

gondii em codornas (Cuturnix cuturnix japonica) submetidas a infecgdo experimental,

caracterizar e comparar as formas parasitarias encontradas nas duas cepas utilizadas e

avaliar as alteragdes macroscopicas € microscopicas provocadas pelo parasitismo.




2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Classifica¢iao

Com base no complexo apical observado nos protozoarios que possuem

formas infectantes, zoitas , descreveu-se o filo Apicomplexa . Segundo LEVINE
’ el

4l (1980), COX (1981), SMITH (1981) e CORLISS (1994) este parasito foi

classificado como parte do:

Império Eucariota Corliss, 1994

Reino Protozoa Goldfuss, 1818
Filo Apicomplexa Levine, 1970

Classe Coccidia Leuckart, 1879

Ordem Eucoccidiida Léger & Dubosq, 1910

Subordem Eimeriina Léger, 1911

Familia Sarcocystidae Poche, 1913

Subfamilia Toxoplasmatinae Biocca, 1959

Género Toxoplasma Nicolle & Manceaux, 1909




Ainda nessa subfamilia também fazem parte trés outros géneros:

Besnoitia Henry, 1913, Hammondia Frenkel & Dubey, 1975 e Neospora Dubey et
al., 1988. Nestes géneros, cuidados especiais devem ser tomados para ndo se

confundir com formas de 7. gondii, sejam no nivel morfologico, biologico ou mesmo

sorologico (LUNDE & JACOBS, 1965 e 1983; CHRISTIE & DUBEY, 1977

FRENKEL. 1977; MEHLHORN & FRENKEL, 1980, ARAUJO er al., 1984).

2.2.  Aspectos biologicos

O ciclo de vida do T gondii ¢ dividido em duas etapas distintas, o

enteroepitelial e 0 extra-intestinal. O ciclo enteroepitelial, tipico dos coccidios, com

formagdo dos oocistos, ocorre somente em felideos. O ciclo extra-intestinal pode

ocorrer em hospedeiros felideos ou ndo (FRENKEL, 1973). Os trés estagios

infectantes do Toxoplasma sao bradizoitos, em cistos tissulares, os taquizoitos,

formas proliferativas nos tecidos durante a infec¢do aguda, e os esporozoitos, nos

oocistos esporulados (TURNER, 1978).

A ingestdo de agua ou alimentos contaminados com oocistos esporulados

originados de fezes de felideos ou a ingestdo de cistos em carnes crua ou mal cozidas

sio as duas principais vias de transmissao pos-natal do 7. gondii (DUBEY &

BEATTIE, 1988).

Os hospedeiros transportes como artropodes e anelideos, podem estar

envolvidos na cadeia epidemiolégica deste protozoario (WALLACE, 1973; RUIZ &




FRENKEL, 1980), e esses podem veicular os oocistos de um local para o outro

(FRENKEL, 1972; HUGHES, 1985).

O 7. gondii pode ser observado em varios tecidos de vertebrados

(FRENKEL, 1972; MILLER e/ al., 1972), exceto nas hemacias de mamiferos; suas

formas podem ser vistas, também, em liquidos organicos como saliva, leite, urina e

transudato peritoneal. Ainda, desenvolvem todas as fases do seu ciclo biologico em

células da mucosa intestinal (JEWELL ef al., 1972, DUBEY, 1986; FRENKEL,

1986). sendo sua fase final, 0s oocistos, eliminados junto com as fezes.

2.2.1. Ciclo enteroepitelial

Felideos eliminam oocistos apos ingestdo de qualquer dos trés estagios

infectantes de 7. gondii, 1sto é. taquizoitos, bradizoitos e esporozoitos. O periodo

pré-patente € a frequéncia de eliminagdo de oocistos varia de acordo com o estagio

do 7. gondii ingerido (DUBEY, 1996; DUBEY & FRENKEL, 1976, FREYRE et
al. 1989). O periodo pré-patente € de 3 a 10 dias apos ingestdo de bradizoitos, mais
de 18 dias apos a ingestdo de oocistos (DUBEY, 1996), e mais de 13 dias apos

ingestdo de taquizoitos (DUBEY, 1998). Menos de 30% dos gatos eliminam oocistos

apos ingestdo de oocistos ou taquizoitos, € praticamente todos os gatos eliminam
oocistos apos ingestao de cistos tissulares (DUBEY, 1996, DUBEY & FRENKEL,

1976).




Apos a ingestdo dos cistos tissulares pelos gatos, sua parede ¢ dissolvida

ela aga - » A | |
pela acdo de enzimas proteoliticas no estomago e intestino delgado. Os bradizoitos
penetram nas células epiteliais do intestino delgado e iniciam o desenvolvimento de

numerosas geragdes de 7. gondii. Cinco tipos distintos morfologicamente de 7.
c .

gondii se desenvolve nas células epiteliais intestinais antes de se iniciar a

gametogonia (DUBEY & FRENKEL, 1972), esses estagios sdo designados merontes

deAaE.

Apes © desenvolvimento assexuado, merontes de A a E, o ciclo sexuado

se inicia 2 dias apos a ingestdo dos cistos pelo felideo. A origem dos gametas ainda

ndo esta bem determinado, mas OS merozoitos originados dos merontes D e E

provavelmente iiciam a formagdo dos gametocitos. Os macto & microgametooios

sdo encontrados no intestino delgado, mas mais comumente no ileo, de 3 a 15 dias

apos infec¢ao (DUBEY et al., 1998).
Os microgametocitos liberam em torno de 21 microgametas, estes usam

seus flagelos nadando em direcdo ao macrogametocito, penetram e fertilizam o
igem ao z1goto. Apos a fertilizagdo a parede do

macrogametocito maduro dando or

oocisto ¢ formada em torno do parasito. Ocorre ruptura das células epiteliais

intestinais e liberagdo dos oocistos no lumen intestinal, que posteriormente serdo

eliminados junto com s fezes (DUBEY ef al., 1998).




2.2.2. Ciclo extra-intestinal

A infec¢do pode ocorrer pela ingestdo de oocistos esporulados, pela
ingestdo de cistos ou por via transplacentaria através dos taquizoitos, afetando o feto
(TURNER, 1978). Apos a infeccdo, desenvolve-se, inicialmente, taquizoitos, que
possuem a capacidade de parasitar varios tipos celulares, sendo essas formas
observadas durante a infecg@o aguda (FRENKEL, 1973), ocorre uma parasitemia e

formacdo de cistos apos resposta imunologica do hospedeiro (TURNER, 1978).

Cistos tissulares sao caracteristicos de infecgdes cronicas € podem ocorrer

em qualquer tecido do hospedeiro (KOESTNER & COLE, 1960). Sua parede isola

os bradizoitas dos tecidos do hospedeiro, impedindo a reagdo inflamatoria

(FRENKEL, 1956). Dessa maneira, 0s cistos intactos provavelmente ndo causam

prejuizo ao hospedeiro, podendo persistir por toda a vida do hospedeiro (DUBEY,

1977).

2.3. Toxoplasmose

O 7. gondii ¢ um protozoério que infecta a maioria dos vertebrados de
sangue quente, causando doenga €m animais e no homem (DUBEY, 1977; DUBEY
& BEATTIE, 1983). Infecgoes adquiridas recentemente sdo importantes causas de
abortos espontaneos NOS animais domeésticos (DUBEY & BEATTIE, 1988) e
anos (DESMONTS & COUVREUR, 1974, WONG &

doencgas congénitas em hum




REMINGTON, 1994). Este protozoario € um importante patogeno oportunista

devido a reativacdo de infecgdes cronicas em hospedeiros imunocomprometidos
sejam os eu realizaram, transplante de orgdos, quimioterapia para cancer

(ISRAELSKI & REMINGTON, 1993) e pacientes com a Sindrome da

Imunodeficiéncia Adquirida Humana (SIDA) (LUFT & REMINGTON, 1992).

A maioria das infecgdes por 7. gondii ndo apresenta doenca clinica. No

caso de infecgdo congénita, cerca de 25% das infec¢des maternas adquiridas no

primeiro trimestre € cerca de 65% no terceiro trimestre levam a infec¢do congénita,

sendo que as infecgoes adquiridas no inicio da gestagdo sdo mais severas

(DESMONTS & COUVREUR, 1974). Em pacientes imunocomprometidos, somente

30% dos pacientes com infecgdo cronica por 7. gondii vao desenvolver grave

patologia no sistema nervoso central (SNC) (LUFT & REMINGTON, 1992). As

razdes desta penetragao parcial ndo sdo compreendidas, mas presumivelmente reflete

uma combinagdo entre 4 genética do hospedeiro, seu estado imunologico, a

quantidade de parasitas N0 tecido e sua carga genetica.

Na maioria das infecgoes primérias, a toxoplasmose ¢ benigna, causando

sintomatologia discreta, antes de levar auma fase cronica que tipicamente permanece
o

subclinico. A transi¢do entre a fase aguda e a cronica € acompanhada pela alteragdo

da forma de taquizoita, forma de replicagdo rapida, que ¢ litica, para uma de

bradizoita, contida dentro de cistos tissulares (FRENKEL,

desenvolvimento lento,

mente se rompem, restabelecendo a infecgdo aguda

1988). Cistos eventual

(FRENKEL & ESCAJADILLO; 1987).




Em camundongos, cistos estdo presentes por toda a vida do hospedeiro

infectado e estudos sorologicos revelam persisténcia similar nos outros animais
incluindo o homem. Sendo assim, a toxoplasmose ¢ controlada por uma vigorosa

resposta imune mediada por células, capaz de matar células infectadas e parasitas

(KRAHENBUHL & REMINGTON, 1982). A presenga continuada dessa resposta

ndo so tem prevenido a uma possivel recaida, mas também diminui a patologia em

hospedeiros infectados cronicamente.

2.4. Fatores que influenciam a severidade da doen¢a

O resultado de uma infeccdo primaria com 7. gondii depende de um

numero de fatores que combinados influenciam na severidade da doenga. Em

camundongos, inoculagdes com altas doses de taquizoitas ou bradizoitas levam a

que pode culminar com a morte (DEROUIN & GARIN, 1991).

uma infecgdo aguda
A causa da morte durante uma infeccdo aguda ¢ relatada por alta parasitemia e

jo e necrose principalmente nos pulmdes, figado e SNC

subsequente inflamag

(McLEOD et al. 1989; DEROUIN & GARIN, 1991). Parasitemia e mortalidade sdo

proporcionais ao tamanho do inoculo (ARAUJO ef al., 1976), mas o estagio do
parasita ¢ a via de inoculagdo tem grande influéncia no resultado da infec¢do em
camundongos (BROWN & McLEOD, 1994). Doses baixas, particularmente de cepas
de baixa viruléncia, resultam numa infec¢ao aguda que sdo controladas pelo sistema
imune resultando uma infecgdo cronica (SUMYUEN ef al, 1995). Varias cepas
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semelhantes ddao origem a uma infecgdo cronica, tipicamente encefalite, que ¢
associada com a diminuigdo da imunidade celular e a diminuigdo da produgdo de

citocinas do tipo Thl, IFN-y e [L-2. (SUZUKI et al., 1991, HUNTER ez al,, 1992 e

GAZZINELLI et al., 1993).

Suscetibilidade para toxoplasmose varia com as diferentes espécies de

hospedeiros. Camundongos, coelhos e hamsters sdo todos relativamente suscetiveis
2

assim como animais que evoluiram na auséncia significativa de predagdo por felinos

como marsupiais australianos, |émures de Madagascar e macacos do Novo Mundo

(FRENKEL, 1988). Entre 0s animais domésticos, aborto causado por toxoplasmose

ocorre em suinos, ovinos € caprinos (DUBEY & BEATTIE, 1988), enquanto eqiiinos

e bovinos sdo relativamente resistentes a infeccdo e tem uma taxa de infec¢do muito

baixa (DUBEY, 1992). Assim sendo, a suscetibilidade a este agente etiologico varia

de acordo com o estado imunologico, onde animais jovens sdo mais suscetiveis que
adultos de uma mesma espécie (DUBEY & BEATTIE, 1988). Essa tendéncia ¢
particularmente demonstrada em animais neonatos e em parte se explica a severa
patologia que pode ocorrer em infecgOes congénitas (GROSS, 1996).

2.5. Toxoplasmose em aves

DHILLON é/ al. (1982), descreveram toxoplasmose visceral em 23
umynahn (A }"l'dthereq) estes tiveram inapeténcia, depr6555-0 € penaS eri(;adas antes
c s),

vado, hepatomegalia com multiplos focos brancos

do 6bito A necropsid foi obser
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subcapsulares, congestao pulmonar, sacos aéreos espessados e bago friaveis.

No exame histopatologico fol observado hepatite granulomatosa difusa, pneumonia

miocardite mononuclear focal, aerosaculite e esplenite.

HOWERTH e al. (1991), diagnosticaram doenga em um papagaio

vermelho (Fos bornea) —com hepatomegalia e consolidagdo pulmonar.

Histologicamente observaram, miocardite necrozante, pneumonia intersticial com

necrose multifocal e vasculite, e hepatite necrozante multifocal com necrose

hepatocelular periacinar. Organismos semelhantes a 7. gondii foram observados nos

pulmdes, coragdo € figado.

LINDSAY et al. (1991), infectaram 3 falcdes de rabo vermelho (Buteo

Jjamaicensis) com cistos de T gondii. O parasito foi reisolado do coragdo, musculo

peitoral e de uma mistura de proventriculo e moela apos inoculagdes em

camundongos. Testes sorologicos realizados nos animais demonstraram que 2 dos 3

falcoes tiveram progressiva concentragdo na taxa de anticorpos.

MIKAELIAN ef al. (1997), observaram na coruja de barrete (Strix varia)

marcadas areas palidas multifocais no figado. Na analise histopatologica foi

encontrada severa hepatite necrotica multifocal com numerosos taquizoitos dentro do

foco necrotico € NO citoplasma de hepatocitos e macrofagos, esses foram

identificados por imunohistoqmmlca. Foi observado também aerosaculite e

pericardite.

HOWERTH & RODENROTH (1985), reportaram o primeiro caso de

toxoplasmose fatal €M perus selvagens ( Meleagris gallopavo), macroscopicamente,
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o animal apresentava marcada esplenomegalia, areas de consolidagdo pulmonar e

erosdes na mucosa do ceco e colon. Microscopicamente, encontraram necrose difusa
com grande exsudagdo fibrinosa e acimulo de macrofagos no bago. Pneumonia
intersticial ndo supurativa envolvendo muitos lobulos respiratorios, parede dos

capilares pulmonares espessados € infiltragdo de linfocitos e macrofagos. Necrose

multifocal com infiltrado mononuclear na adrenal, figado, cérebro, rins,
lamina propria do proventriculo, tunica muscular do es6fago e colon. O parasito foi

visualizado no figado, pulmdes, adrenal, cérebro, bago, proventriculo, esofago e

colon.

LINDSAY ef al. (1994) também trabalhando com perus selvagens

(Meleagris gallopavo) detectaram que 50% dos animais pesquisados possuiam o

parasito em seus tecidos, através de inoculagdes em camundongos e 71% foram

positivos para a pesquisa de anticorpos pelo teste de aglutinagdo direta modificada

(MAT).

PARENTI ef al. (1986), diagnosticaram um surto de toxoplasmose em

canarios e outras aves ornamentais. Clinicamente as aves apresentavam anorexia,

prostragdo, perda de peso, dispnéia € diarréia acompanhada de uma alta mortalidade.

A necropsia Observou-s€ hepatoesplenomegalia e atrofia muscular. Ja na

histopatologia verificou-se, pulmoes necrotico com hemorragia disseminada e

acentuada destruicdo do parénquima, severa pneumonia com infiltrado granulocitico;

necrose acompanhado de infiltrado granulocitico e hiperemia foram observados no

figado, baco e rins: miocardite necrotica focal com infiltrado mononuclear, estas
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lesdes foram semelhantes as observadas na musculatura esquelética. Apos tratamento

especifico para toxoplasmose 0s sintomas e mortes cessaram, mas 4 meses depois

algumas aves apresentaram atrofia ocular, estas foram necropsiadas e observou-se

lesdes inflamatorias perivasculares compostas de células mononucleares e formagao
de granuloma com necrose central no cérebro e infiltrado mononuclear nas palpebras

e conjuntiva, freqientemente resultando em ulceras corneas e perfuragdes, e uma

inflamagdo granulomatosa nao purulenta na tinica vascular.

LINDSAY et al. (1995), descreveram sintomatologia nervosa em

canarios, principalmente, nistagmo, ataxia, rotagao de cabega e cegueira. Os animais

apresentavam menigoencefalite focal ndo supurativa com gliose, infiltrado

mononuclear perivascular. As lesdes estavam associadas a presenga de cistos de 7.

gondii. Os animais apresentavam também forte inflamagdo ocular. VICKERS er al.

(1992) também relacionaram 7. gondii a cegueira em canarios.

A primeira descrigdo da toxoplasmose espontanea em galinhas fo1 feita na

Alemanha, por HEPDING (1939), em uma galinha com neurolinfomatose e

retinocoroidite necrozante, 0 parasito foi encontrado no exame histologico da retina.

SPARAPANI (1950), na [talia, descreveu uma doenga em galinhas com algumas

evidéncias de ter sido ocasionada pelo 7. gondii . Na Suica, FANKAUSER (1951),

relata o caso de uma galinha que apresentou lesdo cerebral pelo 7. gondii com grande
numero de parasitos livres € intracelulares. BORN (1951), na Alemanha, suspeitando

de um possivel envolvimento de galinhas, na infec¢do do homem por Toxoplasma,
encontrou positividade, nas diluigoes de 1:25 e 1:100, em duas de trés galinhas por




ele pesquisadas, utilizando o teste de corante. SCHULTE (1954), também na

Alemanha, observou encefalite por 7. gondii em galinhas.

No surto descrito por ERICHSEN & HARBOE (1953), a doenga

apresentava-se de evolugdo variavel, algumas aves morriam sem qualquer

sintomatologia, outras, ficavam até um més doente, apresentando anorexia, apatia e

cegueira. No exame histologico, o 7. gondii foi encontrado no coragao, cérebro,

pulmdes, figado, proventriculo e no intestino delgado. As lesdes associadas com a

presenga do parasito foram pericardite serosa, miocardite focal ou difusa, pneumonia

necrozante. encefalite focal necrozante, hepatite necrozante e gastroenterite

ulcerativa. Em trés casos, observou-se coroidite difusa, mas sem a presenga do

parasito.

NOBREGA et al. (1955) relataram uma evolucdo de 4 a 5 dias, com

prostragdo, penas arrepiadas, asas caidas, olhos fechados. Conjuntivite unilateral

intensa. ndo associada a presenga do parasito foi observada em um frango. Os

mais importantes foram, figado e bago aumentados de volume,

achados de necropsia

0s i resentavam nodulos branco-amarelados variaveis em niumero e tamanho e
quais ap

estdo e consolidagdo. Ao exame histologico foi

pulmdo com extensas areas de cong

~ ' ; a do 7. gondii no interior de células
sociada a preseng
observado pneumonia as

PN srias no figado e no bago com parasitas
5 4tico-inflamato
as fibras, e lesoes nect
d ‘<olados ou em grupos. Foi possivel 0 isolamento do 7. gondii do

apresentando-s€ 150

; 5 observadas lesdes, com excegdo de
~ cérebro ndo foram )
figado, bago e pulmoes. No
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um caso com focos de necrose sem reagdo inflamatoria. Entretanto, pode-se isolar o

parasita do cérebro de dois animais mortos apos a fase aguda da doenca e igualmente

do cérebro de 23 animais sobreviventes, 4 a 6 meses apos o surto. A cepa isolada de

76,6% dos animais doentes € clinicamente sadios, ndo foi capaz de provocar

sintomatologia em aves infectadas experimentalmente com taquizoitas por via oral.
BIERING-SORENSEN (1956) considerou, a necrose do quiasma optico,

como sendo uma lesdo caracteristica de toxoplasmose em galinhas.

PEIXOTO & LOPES (1991) isolaram 7. gondii, em 30% de galinhas de

criacdo rustica examinadas no antigo distrito de Seropédica em Itaguai, Rio de

Janerro.

DUBEY et al. (1993) infectaram galinhas com 7. gondii, embora estas

s da doenca, fo1 possivel o isolamento do

ndo apresentassem quaisquer sinais clinico

parasito 68 dias apos a infecgdo.

DEVADA et al. (1998) pesquisando anticorpos contra 7oxoplasma em

185 galinhas na cidade de Madras, india, obteve 39,5% de animais positivos.

2.6. Coccidios em codornas da espécie Cuturnix cuturnix

FLAUSINO (1999), infectou codornas com taquizoitos de 7. gondii e
clinicamente observou clevagdo de temperatura corporal nos animais infectados
quando comparados a0 grupo controle, assim como também, diminui¢do do consumo
aves apresentavam uma esplenomegalia acentuada. Formas

de ragdo A necropsia as
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do parasito foram isoladas em camundongos albinos até 90 dias apds a infecgdo

(DAI).

DUBEY et al. (1994), infectaram codornas com duas cepas diferentes de

1. gondii, uma de alta viruléncia e outra de baixa. Das 12 codornas infectadas com a

cepa de alta viruléncia, apenas uma sobreviveu até o final do experimento, enquanto

que as infectadas com a cepa de baixa viruléncia apenas 2 animais morreram antes

do fim do experimento. As aves mortas ou sacrificadas durante a fase aguda

apresentaram uma severa pneumonia, miocardite e meningoencefalite. Os animais

sacrificados na fase cronica com 63 DAI apresentavam uma moderada encefalite

ndo purulenta multifocal, miosite € uma hipertrofia esplénica com pigmentos de

hemossiderina.

Outros coccidios, além do Toxoplasma, afetam codornas, dentre eles

parasitos do gé€nero Eimeria com as espécies k. uzura (TSUNODA & MURAKI,

1971), [ tsunudar, (TSUTSUML, 1972), E. taldykurganica (SVAMBAEV &

UTEBAEV A, 1073) e E. bateri (BHATIA. ¢ al., 1965).

RUFF et al. (1984), estudaram a patogénicidade das especies £. uzura, L.

s e observaram uma produg¢do de um

tsunudai, . taldykﬂ"ganica em codoma

conteudo intestinal aquoso com gotejamento, morte de um animal, diminuigdo do

as codornas mais jovens mais susceptiveis.

ganho de peso, sendo
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2.7. Origem das codornas

A codorna doméstica (C. c. japonica) foi obtida atraves de varios
cruzamentos com codornas selvagens, devendo-se principalmente aos japoneses e
chineses, que a partir de 1910, apoOs varias tentativas, conseguiram essa raga

domesticada, tornando a especie propria para pequenas gaiolas e produgdo em série

de carnes e ovos. A sua comercializagdo, no Brasil, ¢ relativamente recente se

comparada aos paises europeus, que desde o século passado ja haviam difundido sua

exploragio e comercializagdo (CORRADELLO, 1990). Assim sendo, pode

indentificar estes animais como da Ordem Galinacea, Familia Faisanidae, Sub-

familia Perdicinae e Género Cuturnix.

Sendo as variedades mais exploradas: C. c. japonica (codorna doméstica ou

japonesa) e C. ¢. cuturnix (codorna selvagem ou européia).

Além desta atividade produtiva, essa espécie tem sido considerada como um

bom modelo aviario para ensaios biologicos (ICHILCIK & AUSTIN, 1978).




3. MATERIAL E METODOS

3.1. Procedéncia dos animais

3.1.1. Codornas

Foram utilizadas 110 codornas fémeas (C. c¢. japonica) com

aproximadamente 30 dias de idade, obtidas de um criatorio no municipio de

Petropolis, Rio de Janeiro.

3.1.2. Camundongos

Utilizou-se 740 fémeas jovens de camundongos albinos (Mus musculus)

Swiss Webster , com peso aproximado de 20 £ 2 g, procedentes do Biotério

Central do Instituto Oswaldo Cruz (10C), da Fundagdo Instituto Oswaldo Cruz

(FIOCRUZ), Rio de Janeiro.
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3.2. Local do experimento

O trabalho foi desenvolvido em sua totalidade na Estagdo para Pesquisas
Parasitologicas W.O. Neitz, localizada no Departamento de Parasitologia Animal, do
Instituto de Biologia, da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, Rio

de Janeiro Os animais foram mantidos durante todo o experimento em gaiolas

apropriadas a criagdo de codornas.

3.3. Obtenciio e manutencio dos taquizoitas de Toxoplasma gondii

Para obten¢do dos taquizoitas, foram inoculados 20 camundongos albinos
com taquizoitas de 7. gondii, por via intraperitoneal, com a amostra SERO-47, isolada
de coracdo de galinha por MEDEIROS & LOPES (1996), na cidade de Seropédica,

estado do Rio de Janeiro, e 10 camundongos albinos com a amostra ‘P’, oriunda do

Centro de Pesquisas Parasitologicas (CPPAR/UNESP/Jaboticabal).

3.4. Preparacao do inéculo

Ao material infectante obtido foi adicionado 1000 UI de penicilina G

potassica' e 100 pg de estreptomicinaz. Este material foi diluido sucessivamente em

' Laboratério Teuto Brasileiro Ltda, Brasil
’ Eurofarma Laboratorios Ltda. Brasil
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solucdo salina’® a 0,9%, até que a mistura obtida tivesse o equivalente a 10°, 10*

taquizoitas por ml de solugdo da cepa SERO-47 e 10° da cepa ‘P’ Para tanto foi

utilizada uma camara de Neubauer® para contagem dos parasitos

3.5. Inoculacao das codornas

Dos animais infectados, 30 receberam um inéculo contendo 10* taquizoitas

da cepa SERO-47, 30 receberam um inoculo com 10° taquizoitas da mesma cepa e 20
receberam 10° taquizoitas da cepa ‘P’, os outros 30 animais foram utilizados como

controles, recebendo placebo. Todos os animais foram inoculados por via subcutanea.

3.6. Acompanhamento das aves durante a fase experimental

A cada grupo de animais, foi dado no dia da inoculagdo, 400 g de ragdo’ e

nos dias subseqiientes, esta era completada a medida do consumo. A agua foi1 dada ad

libitum em recipientes adequados as gaiolas.

Peso e temperatura corporal (cloacal) de cada ave foram aferidos até o final

. . . . ~ 6 N , 7
do experimento, utilizando-se uma balanga eletronica de precisdo’ e termometro clinico

? Labormédica Industrial Farmacéutica Ltda. Brasil
* Blankenburg. Repiiblica Federal Alema

*Sitios ¢ Quintais. Rio de Janciro. Brasil

% Balanca Precision PR5000 SPEC. Brasil

" Termdémetro Clinico Pediatrico
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elativa a cada ave foram feitas diariamente.

pediatrico, respectivamente. As anotagoes r

3.7. Necropsias das aves

3.7.1. Cepa SERO-47 e controle

As codornas foram anestesiadas em camara saturada de éter e apos
sacrificadas por degola nos dias 1.3, 7, 14,21 e 70 apos infecgdo (DAI). Procedeu-se o

sacrificio de cinco animais de cada grupo, a cada data, sendo estes animais previamente

anestesiados em camara saturada de éter e posteriormente retirado o sangue por pungao

da veia jugular.

3.7.2. Cepa ‘P’

As codornas também foram anestesiadas em camara saturada de éter e apos

< dias 3, 7, 14 e 70 apos infecgdo (DAI). Procedeu-se o

grupo, a cada data, sendo estes animais anestesiados

sacrificadas por degola no

sacrificio de cinco animais de cada

e éter € posteriormente retirado o sangue por pun¢do da veia

em camara saturada d

Jugular.
‘ ~ s cada carcaga, cérebro, coragdo, pulmoes
) ae eVISCefaQa(), 2 > p >
ApOs a necropst
pesados € preparados para analise laboratorial. A avaliagdo

figado, bago e moela foram
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do desen ' i i i - ~ L~
volvimento ponderal for realizado, verificando-se a relagdo peso dos orgaos

por peso vivo, sendo o resultado expresso em valores percentuais.

3.8. Isolamento do 7. gondii em camundongos

Com a finalidade de se verificar o estabelecimento da infec¢do, fragmentos

as necropsiadas no 1°, 3%, 7°, 14° e 21° DAl e

da musculatura peitoral de todas as codorn

do figado, bago, pulmoes, cérebro, coragdo e musculo no 70° DAI foram coletados.

Posteriormente, cada fragmento foi triturado em gral e pistilo esterets, homogeneizados

alina 0,9% e filtrados através de gaze esteril de 4 camadas. A esse

em 8 ml de solug@o s

material foram adicionadas 1000 UI de penicilina G potassica e 100 ng de

estreptomicina. A suspensao de fragmentos de orgdos foi inoculada

undongos albinos. Para cada suspensdo de orgdos foram

intraperitonealmente €M cam

e cada animal recebeu 2 ml de inoculo, perfazendo

utilizados 3 camundongos, sendo qu

desta maneira um total de 630 camundongos.

Os camundongos foram observados diariamente apos a inoculag@o, durante

trinta dias. Os animais queé morreram ou que se apresentaram com aumento de volume
abdominal durante O periodo observacional, foram examinados para averiguagio da
inal du

Lis ' icroscopia do exsudato peritoneal
i foi feita atraves de mi |

presenca de 7. gondil. que
. : missdo de 7. gondii através dos ovos, 35
| de verificar @ trans o

Com o objetivo

, dornas infectadas € 3 de codornas do grupo controle, foram
ovos provenientes dé ©©
ados em camundongos, obedecendo a mesma

inistr
preparados para serem admin
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metodologia descrita acima , sendo utilizado 2 camundongos por ovo, totalizando 80

animais.

3.9. Sorologia dos camundongos

Aos trinta dias apos inoculagdo, os camundongos sobreviventes foram

anestesiados em cdmara saturada de éter e amostras de sangue coletadas do plexo

braquial. O sangue obtido, foi centrifugado € 0 soro retirado para realizagdo da pesquisa

. ~ g 8
de anticorpos IgG anti-7. gondii, pelo teste de hemaglutinagdo indireta’.

3.10. Procedimentos laboratoriais

3.10.1. Preparo e coloragio dos esfregagos

Para pesquisa das formas endogenas de 7. gondii em codornas foram feitos,

N ins, os quais foram secos ao
impressdes de cérebro, coragdo, pulmoes, figado, bago € rins, 05 4

: 9 ~
na propor 1
ar, fixados em metanol por trés minutos € corados pelo Giemsa , na propor¢ao de 1 ml

. te, por 30 minutos.
de solucdo tampdo pH 7.2 para trés gotas do corante, p

* HEMATOXO". BIOLAB. Brasil
’ Merck. Republica Federal Alema
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3.10.2. Exame dos esfregacos e mensuracio das formas endogenas

As formas endogenas de 7. gondii observadas nos esfregacos de cérebro,
coragdo, pulmdes, figado, bago e rins, foram mensuradas com auxilio de uma
ocular micrométrica K-15x'?, acoplada ao microscopio optico triocular'' e objetiva

de imersao.
3.10.3. Exame histopatologico
Fragmentos de cérebro, figado, baco, rins, musculo, coragdo, pulmdes,
moela, olhos, bursa de Fabricius, de todas as aves foram fixados em solugdo de
formalina a 10%, processados, e corados por Hematoxilina-Eosina (H-E).

3.11. Fotomicrografias

As estruturas identificadas como taquizoitas de 7. gondii e as lesoes dos

, ~ L . v 12 "
orgdos, foram fotografadas com auxilio de equipamento fotografico “ e camera'’,

"PZO. Repiblica da Polénia

"' Dialux 20EB - Leitz. Republica Federal Alema
"2 Wild Photoautomat MPS 55. Sui¢a

" Wild MPS 51. Suiga
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acoplados ao microscopio optico triocular e com filme Elitechrome Kodak 135

mm, 100 ISO".

3.12. Analise estatistica

Para analise estatistica dos dados, utilizou-se o teste T de Studant e Tukey
com auxilio do programa Graph Pad Instat’™, Copyright 1990-1994, Graf Pad Software

v2-05 a 9504225.

' Kodak. USA




4. RESULTADOS E DISCUSSAO

f es m f em cC rnas, muitas veze a
S, nao

sao semelh
an
tes as observadas em todos os vertebrados passiveis d
e serem inf
ectados

obser | iéncia, 1
vadas com maior frequencid, independente da cepa utilizada e a
susceptibilidade

da espécie animal estudada.

4. ; 5pi
1. Alteragoes macroscopicas nas codornas

O ta ! i 1

Nos animais infectados com 1

salia (p< 0,01) no 70 DAL, esplenomegalia no 3° (p< 0,05)
<0, eno 7°

observados, hepatomes
(p< 0.01) DAL esta se apresentou e forma mais acentuada que nos animais inf
ais infectados
as/animal. Hipertrofia pulmonar foi observad
ano 7° DAl em
todos os

com 10° taquizoit
0-47.independente da dose utilizada (Figuras 1, 2
.2e

animais inoculados com @ cepa SER
3). Tais alteragdes foram avaliadas com auxilio do peso relativo dos animais infi
s infectados

frente aos controles. Alterag0e€s semelhantes foram observadas, nos mes
* mos 0Orgaos

"'-_u
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quando codornas foram infectadas com 10° taquizoitas/animal da cepa 'P'. Nesses

animais foram observados, hepatomegalia acentuada no 7° (P< 0,01) em relagdo ao 14

DAI (Figura 4). A esplenomegalia causada pela cepa ‘P’ foi mais prolongada, indo ate o

14° DAI (p< 0,01) (Figura 5), em relagdo aos grupos inoculados com a cepa SERO-47.

Hipertrofia pulmonar também se fez presente no 70 e 14° DAI (Figura 6) o que diferiu

da cepa Sero-47 por ser observado somente no 7 DAL, sem contudo ter carater

eXpressivo.

As alteragoes macroscopicas observadas nesta pesquisa foram semelhantes aos

r HOWERTH e/ al. (1991) em um papagaio vermelho e por DHILLON

es naturais por 7. gondil, onde hepatomegalia,

encontrados po
et al. (1982) em “mynahs” em infecgd
consolidagdo pulmonar € bago friavel foram as alteragdes mais freqiientes. Da mesma
maneira, FLAUSINO (1999) salientou a presenca de esplenomegalia em codornas
infectadas subcutaneamente com 10° taquizoitos/ml da mesma cepa SERO-47.

4.2. Isolamento do Toxoplasma gondii

4.2.1. De ovOSs de codorna

hum dos 70 camundongos albinos inoculados com os ovos das

qualquer sinal indicativo da presenca do 1. gondii e

: ' 0
codornas infectadas fo! observad
aisquer formas do parasito nos lavados peritoneais

u
também nao foram observadas d

acontecendo com os ovos dos animais controles.

desses camundo
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Peso Relativo

1 3 7 14 21 70

Dias apds Infecgao
FIGURA 1. Toxoplasmose em codornas: peso relativo da média dos figados de

codornas inoculadas com 108 (----- ), 10* (omses ) taquizoitas/animal da cepa

SEROQ-47 e grupo controle (-----).
0,3 1

0,2 -

0,1 1

Peso Relativo

7 14
Dias apos Infecgao

dornas: peso relativo da média dos bagos de codornas
FIGURA 2. Toxoplasmose efm €0

6 (e 10* ) taquizoitas/animal da cepa SERO-47
inoculadas com 10° (--==-), 107 (

e grupo controle (=) |
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1,1 1
(o]
2> 0,9 - /\
=)
K
(¢}]
(@]
2 0,7 N
oo
0,5 T T T T —T 1

1 3 7 14 21 70
Dias apés Infecgao

FIGURA 3. Toxoplasmose €™ codornas: peso relativo da média dos pulmdes de

- das com 10° (_ . .
codornas inocula 0% ( ==, 10* (-----) taquizoitas/animal da cepa

7 ¢ grupo controle (-

SERO-4

5 —_
S 47
®
® 3-
(o] \
(72}
& 2-

1 1 L 1 1

3 7 14 70

Dias apos Infecgao

FIGURA 4. Toxoplasmose em codornas: peso relativo da média dos figados de

codornas inoculadas com 10° taquizoitas/animal da cepa ‘P’ (-----) e

grupo controle (---- ).
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0,6 -
o
2 0,4 -
ks
[0}
14
o
® 0,2
a
’ 3 | 7 14 70
Dias apos infecgao
; 1 2dia dos bagos de codornas
odornas: peso relativo da mé
FIGURA 5. Toxoplasmose em ¢
' ladas com 10° taquizoitas/animal da cepa ‘P’ () e grupo controle (-----).
inocu
1,3
o 1,1 -
2
©
& 0’9 ) ’/\
o
(]
o
o 0,7
0.5 -———"”’1—/’;”’—(—7 70
3 Dias ap9s Infecgao

FIGURA 6. Toxoplasm©

; elativo da média dos pulmdes de
dornas: peso T
se em CO
Jadas com 10° taquizoitas/ammal da cepa ‘P’ (----) e
inoculd
codornas 1

grupo controle (=~ ).
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Resultado semelhante foi descrito por PARENTTI et al. (1986), no qual os

autores nio conseguiram isolar o 7. gondii em camundongos inoculados com ovos de

canarios com toxoplasmose. Entretanto, JACOBS & MELTON (1966), ao fazer

bioprova em camundongos com 327 ovos provenientes de galinhas infectadas

experimentalmente com o 7. gondii, observaram que um destes ovos foi positivo para o

s do parasito em 4 dos 88 ovos de

protozoario. Ja, KINJO (1961) observou forma

galinhas infectadas com este parasito. Apesar de ndo ser observado neste trabalho, o

consumo de ovo cru continua sendo considerado uma fonte de infecgdo do T gondii

ndo so para oS animais, mas também para o homem.

4.2.2. De tecidos de codornas

Foi possivel isolar 0 parasito da musculatura peitoral dos animais infectados
com a cena SERO-47 n03°€ 7’ DAL independente da dose utilizada, ¢ nos infectados
pa -
com «p> no 3° 7° ¢ 14° DAL No 70° DAI nenhum dos orgdos das codornas
a cepa )

o8 SERO- 47, undongos albinos foram positivos,

noculados em cam

infectadas com a c€
en .+ de quatro das cinco codornas infectadas com a cepa ‘P” foram
quanto que Orgaos
lo eo cérebro 0S locais de maior frequéncia (Tabela 1).
scu

positivos, sendo 0 MU
a mesma cepa em frangos, isolou o parasito do

11 t
KANETO er al. (1997) utilizando €5
rins coragéo, prover triculo, figado, intestinos, pulmdes

Cél‘ebro, retina, péncreas, bago,

e masculo, aos 35 DAL
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DUBEY et al. (1993), a0 utilizarem uma cepa cistogénica em galinhas

isolaram 1. gondii em camundongos aos 68 DAI no cérebro, coragdo e musculo
2

enquanto, LINDSAY e/ al. (1991) trabalhando com falcdes, isolaram 7. gondii do

cérebro, musculo, coragdo € de uma mistura de moela e proventriculo, e recentemente

DUBEY ef al. (1994), isolaram O parasito do cérebro, musculo e corag@o de codornas

infectadas experimentalmente aos 63 DAL

Entretanto, O desapareCimento do T. gondii dos tecidos de galinhas foi

observado por JONES et al. (1959), 4 semanas apos infecgdo. Justificativa ao

entada por KINJO (1961), onde afirmou que galinhas tem a

acontecimento fo1 apres
‘endancia de eliminar 0 parasita dos seus tecidos 1 a 2 meses apos a infec¢do. Resultado

semelhante. foi obtido neste trabalho ao analisar tecidos de codornas infectadas com a
cepa SERO-47 onde ndo fo possivel isolar do parasito no 70° DAL

Como foi observado, codornas e outras aves podem eliminar o 7. gondii de
seus tecidos, porem €m alguns €asos © parasito pode permanecer viavel sem causar
qualquer transtorno ao hospedeiro. Mesmo assim, os autores acima ndo relataram se
ionadas a cepas produtoras de cistos ou ndo. Visto que a

estas condicdes estiveram f elac

perimeﬂto’ ndo apresentou as formas caracterizadas

cepa SERO-47 utilizada neste €X

. , nto.
como cistos ate o presente mome
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4.3. Sorologia dos camundongos

Todos os camundongos inoculados com orgdos de codornas infectadas com

a cepa SERO-47 foram negativos sorologicamente para IgG no teste de hemaglutinagdo

indireta para 7. gondil.

Quatro animais inoculados com a cepa 'P', previamente considerados

positivos na bioprova € qué sobreviveram a infecgdo, foram sorologicamente positivos

hemaglutinagdo indireta. Por outro lado, todos os animais

para 1gG (1:16) no teste de

egativos na sorologia.

negativos na bioprova também foram n

Este resultado reafirma a presenga ou ndao do 7. gondii nos Orgdos

para 0s infectados com a cepa SERO-47.

examinados, mesmo sendo negat1vos

4.4. Exame Histopatologico das codornas

quaisquer alteragdes dignas de nota em todos os

Nio foram observados
ntrole e assim como também nos animais

- o o0 CO
Orgdos analisados dos animaits do grup

infectados no 1° DAL
21° D Al em geral, o figado foi o orgdo mais alterado, onde se
ao ’

Do 3°
minados por todo

parénquima e infiltrado inflamatorio

omas disse

observou microgranul
gura 7). Algumas vezes,

por células mononucleares (Fi

constituido principalmente |
s de hemorragia e acumulo de células

e necrose acompanhado

foram notados focos d
vado também, vacuolizagdes

g vasos sanguin€os. Foi obser

mononucleares €m yolta do
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FIGURA 7. Figado de codornas infectadas com 10° taquizoitas da cepa ‘P’ (A) e 10* da
cepa SERO-47 (B) do Toxoplasma gondii. Microgranulomas (-»)

localizados no parénquima hepatico proximo ao espago porta H E | 200x.
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no citoplasma dos hepatocitos, semelhante a degeneragdo vacuolar ndo importando a

cepa ou dose utilizada (Figura 8).

Constantemente, observou-se a presenca de um infiltrado mononuclear com

alguns heterofilos entre as fibras musculares, sejam cardiacas, esqueléticas ou mesmo

da moela, e algumas vezes, esteve associado a degeneragdo de Zenker (Figura 9).

No rim somente foram observados pequenos infiltrados de células

mononucleares de caracteristica focal (Figura 10).

No Sistema Nervoso Central foi observado reag@o inflamatoria perivascular,

composta por células mononucleares, em um animal infectado com a cepa ‘P’ no 14°

DAI (Figura 11).

A lesdo observada nos pulmdes foi caracterizada por pneumonia intersticial

difusa. O intersticio achava-se infiltrado por macrofagos, linfocitos e heterofilos.

Ocasionalmente, foi observado a presenca de tentativa de organizacdo da lesdo, em

forma de granuloma (Figuras 12).

Esses resultados corroboram aos observados na literatura, que se referiram a

inflamagdes focais ou difusas, com ou sem Necrose, em sua maioria foi relatado a

presenga de células mononucleares em diversos orgdos. HOWERTH et al. (1991)
nte, pneumonia intersticial com necrose multifocal e

observaram miocardite necroza

ozante multifocal com necrose hepatocelular periacinar em um

vasculite, e hepatite nect
papagaio vermelho. Por conseguinte, MIKAELIAN et al. (1997) trabalhando com
m hepatite necrotica multifocal com numerosos taquizoitos

coruja de barrete, observara

o € no citoplasma de hepatocitos e macrofagos, aerosaculite e

dentro do foco necrotic




FIGURA 8. Figado de uma codorna innoculada com 10° taquizoitas da cepa ‘P’ do

Toxoplasma gondii. Degeneragdo vacuolar generalizada dos hepatocitos

( ») HE. 1000x.
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peitoral de uma cod

ERO-47 do Toxoplasma gu/;dill Infiltrado 1nflamatorio localizado

FIGURA 9. Musculatura
cepa S
() HE, 200x
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na ino 3 120l
of culada com 10” taquizoitas da
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orna inoculada com 10° taquizoitas da cepa ‘P do

FIGURA 10. Rim de uma cod

Toxoplasma gondit. Infiltrado inflamatorio no intersticio do  6rgdo

composto por células mononucleares () HE , 200x
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FIGURA 11. Cérebro de uma codorna inoculada com 10° taquizoitas da cepa ‘P’ do

Toxoplasma gondii Infiltrado de células mononucleares ao redor dos

vasos sanguineos (—). H.E., 200x.




FIGURA 12. Pulméo de um

Toxoplasma gondil.

caractcrizando

pneumom'a inters

11

a codorna inoculada com 10° '
0" taquizoi
itas da cepa ‘P’
pa ‘P’ do
Infiltrado gencralizado de células mon l
onucleares

ticial ( ») HE_, 200x.
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pericardite. Da mesma maneira, HOWERTH & RODENROTH (1985) encontraram

necrose difusa com grande exsudacdo fibrinosa e acumulo de macrofagos no bago.

Pneumonia intersticial ndo supurativa, envolvendo muitos dos lobulos

respiratorios, parede dos capilares pulmonares espessados e infiltragdo de linfocitos

e macrofagos. Necrose multifocal com infiltrado mononuclear na adrenal, figado,

cérebro, rins, lamina propria do proventriculo, tunica muscular do eséfago e colon.

Ja, PARENTI et al. (1986), encontraram em canarios, pulmdes necrdtico com

hemorragia disseminada € acentuada destruicdo do parénquima, severa pneumonia

o. Necrose acompanhado de infiltrado granulocitico e

com infiltrado granulocitic

o. bago € rins. Miocardite necrotica focal com infiltrado

hiperemia no figad
mbém foram observadas na musculatura esquelética

mononuclear, lesoes semelhantes ta

Nos pulmdes também fol observado presenga de sangue nos alvéolos,

provavelmente €ss€ achado s€ deva a forma de sacrificio dos animais por degola, com
T .=+ de sangue, pois esta alteracdo esteve sempre presente
grande possibilidade de aspiragao g

. : les.
em todos os animais, inclusive Nos contro

4.5. Esfregacos dos orgaos

dos 6rgdos dos animais infectados, sacrificados no 1° e 3°
Nos esfregagos
dos formas do parasita, assim como, todos os esfregagos dos
DAL ndo foram observd

animais do grupo controle.




43

14° DAI s fach S
e mais f: o '
acilmente visualizados em esfregagos de orgdos oriundos de codornas

infectadas com a cepa ‘P’ (Figura 13 e 14). Toxoplasma gondii for observado em todos

os orgdos analisados, com excecdo do cérebro e com maior freqiiéncia no figado e b
aco

(Tabelas 2 e 3). No 21° DAI raros parasitos foram vistos nos esfregagos dos animais

inoculados com a cepa SERO-47 (Tabela 4).

No 70° DAI nenhuma das amostras obtidas foi positiva para qualquer forma

m a cepa SERO-47, enquanto nas infectadas com

do parasita nas codornas infectadas cO

Figura 15) do parasito no cérebro de trés animais

a cepa ‘P’ for possivel observar cistos (

um animal infectado (Tabela 5).

elhantes aos encontrados por ALBUQUERQUE

e no coragdo de

esultados foram sem

oitas no coragao, baco, rins, pulmdes, figado de

Esses T

et al. (1996), que observaram taquiZ

ados com a cepa SERO-47 a partir do 7° DAL

camundongos inocul
KINJO (1961) @ JACOBS & MELTON (1966), observaram que a
parasitemia em galinhas aparecia rapidamente, mas que SO ocasionalmente, persistia por
mais de duas semanas mesmo quando se empregava in6culos, que variavam de 10° a
10° taquizoitas de - gondil. gemelhanga €std observada neste trabalho, onde a partir do
14° DA] raras formas do parasito puderam S€r observadas.




FIGURA 13. Infecgao de u

Taquizoita (- ») em estif

3]
ma codorna com 10

44

taquizoitas da cepa SERO-47

aco de figado. Giemsa, 1000x.
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dorna com 10° taquizoitas da cepa ‘P Taquizoita (—)

FIGURA 14. Infecgdo de uma co

em cstirago de pulmio Giemsa, 1000x.
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FIGURA 15. Codorna infe

diferencia

ctada com 10° taquizoitas/mi da cepa

do em estirago de cérebro Giemsa, 1000x.

pe

S0

Cisto (—) bem
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4.6. Mensuracoes dos taquizoitas

com a ce - :
pa SERO-47, apareceram de maneira esparsa € menores do q
ue os obtidos de

SERO- i
47 predominaram as formas pequenas e finas, enquanto na c P
’ epa ‘P’ existiam

grande quantidade de formas largas (Tabela 6).

Na literatura, pouca énfase tem si
sido dada ao tam
anho dos taquizoi
quizoitas.

Somente MEDEIROS & LOPES (1996) enfatizaram a importancia destes
, quanto ao

tamanho em relag@o ao orgdo parasitado‘ Assim sendo, as formas oriundas d
> as da cepa ‘P’

foram semelhantes em tamanho aos mencionados pelos autores acima citad
itados para as

formas 1 1
s isoladas em camundongos provenientes de uma g i
alinha de fund '

o de quintal, jé
,Ja

47 foram semelhantes as encontradas por FLAUSINO (1999)

as formas da cepa SERO-

mentalmente.

em codornas infectadas experl

Desta maneira, pode-se enfatizar que as modificagdes acentuadas d
este

m maior clareza, quando estas passam de u
m

observadas co

parasito podem S€T
vertebrado para outro (FLAUSINO, 1999), ou quando cepas diferentes estdo sendo
utilizadas em uml mesmo hospedeiro, o que ocorreu neste trabalho, onde comparou-se
formas oriundas de uma ceP? acistogénica (SER 0-47) e outra cistogénica (cepa ‘P’).
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5. CONCLUSOES

Apos analisar 0s resultados deste trabalho pode-se conclui
cluir que:

| Taquizoi I i !
aquizoitas do 7. gondii experimentalmente  1noc lad
ulados por i
via

e infectar
codornas, causando alteragdes macrosce
scopicas
e

su A
bcutanea, foram capazes d
Microscop! ' i
copicas, sugerindo que esta espécie de hospedeiro pode
ser utilizad
a como
em pesquisas biomédicas

- A .
odelo experimental pard este parasito

to da infeccdo deu-se de modo di
o diferenciad
o para as dua
S

2.0 desenvolvimen

a Cepa SERO ol gOIIdii foi observada o
u

47 nenhuma forma d

cepas, enquanto que n
parecimento do parasit
o. Na cepa ‘P’ ci
a ‘P’ cisto
s

erindo um desa

s 70° DAL, sug

1solada ao
6nica com pOSSib. I
> ilidade de
transmissa
S$Sao

. _ . .

oram observados, sinal de uma infecgdo CrT

para outros hospedeiros fazendo €O que codornas tenham um lo de ligaca
o na cadei

a

epidemiologica da toxopla




3. Os taquizoitas da cepa ‘P’, quando comparados aos da cepa SERO-47,

em codornas infectadas experimentalmente, foram morfologicamente semelhantes,

porém tiveram tamanhos diferentes (p< 0,01) quando esses foram comparados. Podendo

estar relacionado a origem das cepas, visto que a cepa ‘P’ € considerada cistogénica e a

SERO-47 até o presente momento ndo.
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APENDICE 1

MORFOLOGIA E DISTRIBUIGAO DOS ENDOZOITAS EM CODORNAS
(CUTURNIX CUTURNIX JAPONICA) DO TOXOPLASMA GONDII NICOLLE &
MANCEUAX, 1909 (APICOMPLEXA: TOXOPLASMATINAE)’

WALTER FLAUSINO',
ALEXANDRE DIAS MUNHOZ?
GEORGE REGO ALBUQUERQUE?
CARLOS WILSON GOMES LOPES'

ABSTRACT: FLAUSINO, W., A.D. MUNHOZ, ALBUQUERQUE, G.R. &
C.W.G. LOPES. Morphology and distribution of endozoites in japanese quail
(Cuturnix cuturnix japonica) by Toxoplasma gondii Nicolle & Manceaux, 1909
(Apicomplexa: Toxoplasmatinae). Rev. Univ. Rural, sér. ciénc. vida, 21 (Supl.
1): 00 - 00, 1999. Of 45 japanese quails with 30 days old, they were divided in
three groups of 15 animals each, being a group infected with 10° endozoites by
subcutaneous rote, 30 control animals divided in negative and per fed ones.
Necropsies of the birds were done at 3, 7, 14 ,21, 90 days after infection, when
smears of the organs were prepared. Small, and slender forms with 3.50 + 0.05
by 1.72 + 0.40 um, same times alone or in pair within vacuoles were observed in all
organs examined, being spleen, and ovaries as more representative among them
with 40% of forms of the parasite. When organs of japanese quails were
inoculated intraperitoneally in albino mice, the endozoites got a crescent form with
6.13 + 0.76 by 2.74 + 0.50 um that were significant different when compared with
those from japanese quails. Parasites were not observed in controls animals.

Key words: Toxoplasma gondii - japanese quail — endozoites — morphology —
organs — distribution - experimental infection
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INTRODUGAO

O T gondii pode ser observado em varios tecidos dos vertebrados (Frenkel

1972: Miller et al. 1972), excet
ser vistas, também em liguido
peritoneal. Este pode também, desenvolver todas as fases do seu ciclo bioldgico

em células da mucosa intesti
Frenkel, 1986), sendo sua fase final os oocistos eliminados nas fezes.
sentar diferentes aspectos morfologicos dependendo

o nas hemacias de mamiferos, suas formas podem

s organicos como saliva, leite, urina e transudato

nal de felinos (Jewell et al. 1972; Dubey, 1986;

Desta maneira, pode apré
da area e do estagio evolutiv

1982), onde segundo Frenkel
stos com S

ndozoitas intra e extracelulares.
e rapida multiplicagéo em células do hospedeiro

as do hospedeiro definitivo (Frenkel, 1973b).

o do parasita (Hirt et al. 1974; Amato Neto et al

(1973a) as principais formas evolutivas na
transmissao seriam 0S ooci eus esporozoitas, cistos com seus
bradizoitas (cistozoitas) eosée

Endozoitas s&@o estagios d

o ou em células sistémic

quizoitas, endodiozoitas,

intermediari

Estes estagios podem S€f chamados ainda de 1

possivelmente dada @ CapaCidade deste  protozoario - se  multiplicar
attie, 1988). Um grande numero destes organismos

nte (Dubey & Be -
ais ou mesmo grupo, observados

mados dé clones, €0
g aguda da infeccao.

g fora da célula. Estas form
te (Silva | 1982 Morisaki et 41, 1995) ou sdo fagocitados
en

or, 1981). turnix
w cuturni

na (Cuturm* © . -
odor ichilcik & Austin (1978) e usada por

A utilizagéo da © ntada PO
. e oi comeé ,
pesquisas biomédicas ndo verificaram @ capacidade deste protozoario em
ua
(1994a)

|dnias termin
De multiplicagao rapida, porém, de

as podem penetrar nas células do

assexuadame
podem ser cha
durante a form
sobrevivéncia curt
hospedeiro ativam

(Nichols & O’Conn japonica) como modelo aviario em

Dubey et al.
usar danos @ €SP , objetivo

Este trabalho

observar a@s possiveis modificagbes
qo 06rgéos de codornas infectadas

morfologicas € 2 _oitas
. aquiz
experimentalmenté ¢° tad
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MATERIAL E METODOS

m utilizadas 45 codornas (Cuturnix cuturnix japonica)
s de idade, divididas em trés grupos de 15 animais
que recebeu 10° endozoitas do T. gondii por via

Neste experimento fora
com aproximadamente 30 dia

sendo um grupo infectado,
ivo e um alimentar. Este ultimo foi utilizado para se

subcutanea, um controle negat
ria causar modificagbes ao hospedeiro, sendo assim

ter certeza que a ragéo pode
e de racdo que o infectados recebiam diariamente.

recebia somente a quantidad
Ao material infectante, obtido de camundongos albinos inoculados por via

foi adiconado 1000 Ul de penicilina G potassica e 100ug de

intraperitoneal,
foi diluido em solucdo salina a 0,9% até que a

estreptomicina. Este material

mistura obtida tivesse O equiva

tanto, foi utilizada a camara de Neubauer pa
odornas foram sacrificadas por deslocamento cervical no dias 3, 7, 14, 21 e

lente a 10° endozoitos por ml de solugédo. Para
ra a contagem dos mesmos.

As c

90 apos infecg@o (DAI).
ervacdo das formas endogenas do T. gondii foram feitos estiracos de
cao, pulmoes, figado, bago, ovarios e rins, os quais foram secos ao
nutos € corados pelo Giemsa, na proporcéo de 1ml

gotas do corante, por periodo de 30 minutos.

Para obs

cérebro, cora
m metanol por 3mi
péo pH 7.2 para tres

servagoes das formas endogenas d
das com guxilio de ocular micrometrica K-15X, acoplada a
sura

tico triocular Dialux-Leitz € objetiva de imersao.

ic ) )

p ficadas como endozoitas do 7. gondii foram fotografadas
ifi

den mera, acoplados a um microscopio

me Kodak 135 mm, 100 ISO.

ar, fixados e

de solucéo tam ari

c este protozodrio encontradas
Além das ob

estas foram men

um microscopio ©

As estruturas i ) .
fotografico € 2

uipamento

com auxilio de €9 :
' elitechro
. OL cO filme
triocular, modelo JENA? Jos dados utilizou-se © programa Graph Pad Instat,
atistica 5 5 9504225

Para analise es! d softweré v2-0

a
Copyright 1990-1994: & afP
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os endozoitas observados nas impressoes de érgéos de codornas, além d

caracterizarem-se pelo pleomorfismo, quando comparados aos obtido
s em

s, apareceram de maneira esparsa e menores do que os observad
0s

camundongos,
inoculados com material originario das codornas inoculad
as

em camundongos |
). Em todos os orgdos das codornas infectadas

experimentalmente (Tabela 1
pequenas € finas e bem coradas pelo Giemsa,

predominaram as formas

predominando o formato lanc
.ide e nucleo central como o encontrado no ovario

mediana no endozoita, ou ovoid

eolado, com nucleo terminal ou com localizagcéo

(Figura 1).
Entretanto, & im
formas sistémicas d

portanté mencionar que apesar de ter sido evidenciado as

e T gondi em codo
nte Dubey et al. (1994a) ou mesmo em outras aves

1991: Vickers et al. 1992; Dubey et al. 1993;

rnas infectadas experimentalmente,

também experimentalme

(Howerth et al., 1991; Mason et al.,
Dubey et al., 1994b), N0 dentificaram as possivel

existentes.

Na literatura,
Some

s variacbes morfométricas

pouca enfase tem sido dada ao tamanho dos endozoitas
enfatizaram a importancia

nte Medeiros & Lopes (1996)

50 ao 0rgéo parasitado. Assim sendo, as
ongos (Figura 2) do material proveniente

rimentaimente, foram semelhantes em

encontrados.
destes quanto a0 tama

das por bioP™
infectadas expe

formas obti
s codornas n

dos 6rgaos da :
9 cima citados para as formas isoladas
a de quintal.

modificagées acentuadas deste

tamanho aos meé
ovenlentes

ue as
Desta maneira, pode-5€ enfatizar 9 -
r obsé adas com maior clare
dem s€ o trabalho, de codorna para

quando estas passam de um

foi utilizado nest

parasito po
vertebrado pa
camundongo.

Os endozoitas foram ncontrados e

foram evidenciados "

ra outro como
m todos 6rgéos analisados, onde no 3% pAI

qado € cérebro. No 792 DAI nos pulmdes,
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DAi na bursa de Fabricius e rins e coracdo no 21°DAI

baco e ovério, no 14°
s de maior representativi
ividade foram o b
aco e os ovari
ios

Observou-se que 0s 6rgao
T . - ~ -~
(Tabela 2). Tais informacoes nao foram mencionadas por Dubey et al. (1994

. a) em

tadas experimentalmente, em
, codornas da Virgini
ginia (Colinus

codornas infec
ou mesmo em perdizes (Aleactoris graeca) por

virginianus) em Dubey et al. (1993)

Dubey et al. (1995).

LITERATURA CITADA

VPpOS, R, BARUZZI, RG. & DUARTE, MLS

AMATO NETO, V., CA
grafias Médicas 10° vol., Ed. Sarvier, Sdo Paulo, 159

Toxoplasmose. Mono
p., 1982.

By the protozo
is. Lab. [nves

on Toxoplasma gondii: new evidence for active invasion and

t 44; 324-335, 1981.
DUBEY, J.P. & p/asmosis of animals and man. CRC Press.
Boca Raton, 275p., 1988
DUBEY, J.P. Toxoplasmosis. J.Am. Vet Ved. Ass., 189: 166-170, 1986.
N, MA., RUFF, MD. KWOK, O.CH, SHEN, SK,

DUBEY, J.P., GOODWI
WILKINS, G.C. & THULLIEZ, P.. Experimental toxoplasmosis in japanese
quail. J. Vet. Diag. Invest., 6 216-221, 1994a.
OK, 0.C.H, SHEN, S.K, WILKINS, G.C. &

DUBEY, J.P., RUFF. M.D., 1EN
P. Experimental toxoplasmosis 1N bowhite quail (Colinus
J parasitol 79: 935-939, 1993.

WILKINS, G.C- SHEN, S.K, KWOK, O.C.H.
mental toxoplasmosis in pheasants

THULLIEZ,
virginianus).
DUBEY, J.P., RUFF, M= .
THULLIEZ, P- Exper

GC &
WILKINS,  onicus) wildife Dis-» 30 40-45, 1994b.
S UFF, M.D..SHEN. S.K., KWOK, O.C H., WILKINS

(Phasiant .
D Sy GC, ’ . -
UBEY, J.P., W'LKL'JT_UEZ P Experimental toxoplasmosis in chukar partridges
Gc & TH vian Pato! o4 95-107, 1995,

(Aleactoris graeca).




74

F . .
RENKEL, J.K. La inmunidad en la toxoplasmosis. Bol. Of. Sanit. Panamer.,10
’ : er.,100:

283-299, 1986.
FRENKEL, J.K. Toxoplasma in and around us. Bioscience, 23: 343-352, 1973
! ) - ) a.

FRENKEL, J.K. Toxoplasmosis. Mecanisms of infection, laboratory diagnosis and
an

manangement. Current Topic. Pathol., 54: 28-75, 1972.

FRENKEL, J.K. Toxoplasmosis: parasite life cycle, pathology, and immunity. /
: y. In.

HAMMOND, D.M. & LONG, P.L. The coccidia. Univ. Park Press, Baltimor
) e,

p. 343410, 1973b.
HIRT, J., ALBESI, E.J. DIBARTOLO, 1.,
MORGENFELD, M.C. & SOMO

JURGENS, E.E., MONTEVERDE, D.A,,
ZA, M.J. Toxoplasmosis. Ed. El Ateneo,

Buenos Aires, 234p., 1974.
HOWERTH, E.W, RICH, G. DUBEY, J.P. & YOGASUNDRAM, K. Fatal

toxoplasmosis in a red lory (Eos bornea). Avian Dis.,35: 642-646, 1991.

ICHILCIK, R. & AUSTIN, J.C. The japanese quail (Cuturnix cuturnix japonica) as a

laboratory animal. J. S. Afr. Vet. Ass., 49: 203 207, 1978,
JOHSON, KM, REED, V. & RUIZ A

JEWELL, M.L, FRENKEL, J-K-
Development Of Toxoplasmé oocysts in neotropical Felidae. Am. J. Trop.
1972,

Med. Hyg., 21 512-517
J. & DUBEY, J.P. Lethal toxoplasmosis in a little

MASON, R.W., HARTLEY, W ,
penguin (Eudyptu/a minor). J. parasitol., T7: 328, 199l
L OPES. c.W.G. Pleomorfismo de uma amostra

olle & Manceux, 1909 (Apicomplexa:

MEDEIROS, SM. de &
plasma gondii Nic
linha naturalmente infectada. Rev.

aCIStO
olado de uma ga

Toxoplasmatmae) is

Bras. Med. vet, 18 71 .
KEL, JK

FREN S, other mammals an

1-73, 1996.
UBEY, J.p. oral infections iwth Toxoplasma

d in birds. J. Parasitol., 58:

MILLER, N.I,
cysts and oocysts I felines:
928-937, 1972-USER JE. & SBLEY, L.D. Invasion of Toxoplasma gondii
MORISAKI, J.H-, HEt S ene iration of the host cell: new evidence for active
py ac v 4 324-335, 198
occurs DY 4 ph agocytosis. Lab. nvest., 4 1
invasion an




75

NICHOLS, B.A. & O'CONNOR, G.R.. Penetration of mouse peritoneal
macrophages
SILVA, S.R.L., MEIRELLES, S.S. & SOUZA, W. The mechanism of entry of

Toxoplasma gondii into vetebrate cells. J. Submicro. Cytol.,14: 471-482,

1982.
SOUZA, W.J.S DE. Aspectos soepidemioldégicos da toxoplasmose em escolares

no Rio de Janeiro. Tese de mestrado. UFRRJ, Itaguai, 79 p., 1986.

VICKERS, M.C., W.J. HARTLEY, RW. MASON, J.P. DUBEY, & L. SCHOLLAM.

Blindness associated with toxoplasmosis in canaries. J. Am. Vet. Med. Ass.,

200 1723-1725, 1 992.




76

APENDICE 2

INFECCAO EXPERIMENTAL EM CODORNAS (CUTURNIX CUTURNIX
JAPONICA) COM TOXOPLASMA GONDII NICOLLE & MANCEAUX, 1909
(APICOMPLEXA: TOXOPLASMATINAE)

WALTER FLAUSINO'

GEORGE REGO ALBUQUERQUE?
ALEXANDRE DIAS MUNHOZ?
CARLOS WILSON GOMES LOPES'

ABSTRACT: Flausino, F., G.R. Albuquerque, A.D. & C.W.G. Lopes.
Experimental infection in japanese quails (Cuturnix cuturnix japonica) by
Toxoplasma gondii Nicolle & Manceuax, 1909 (Apicomplexa:
Toxoplasmatinae). Rev. Univ. Rural, sér. ciénc. vida, 21 (Supl. 1): 00-00, 1999.
Of 45 japanese quails with approximately 30 days old were used in a experimental
infections where 30 quails were divided in 15 negative controls and 15 per fed
ones. The last 15 quails were inoculated subcutaneously with 10° taquizoites of
Toxoplasma gondii. After that, 63 young female of albino mice with 20+2g were
used as bioassay. In general, systemic forms of the parasite were difficult to
indentified in tissues from quails inoculated experimentally, when results were
based on Giemsa stained smears; however, infective forms of T. gondii were
isolated from quails organs considered negative previously. Carcasses and spleen
changes were verified after increasing body temperature, without any behaviour
differences on infected animals. No clinical signs nor apparent lesions were
observed in control animals.

Key words: Toxoplasma gondii - experimental infection - japanese quails
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INTRODUGAO

e

graos e inset
0s '
presentes em locais onde, muitas vezes, gatos ent
, enterram su
a fezes

positivas para ' i
p oocistos de T. gondi. Sendo assim, aves de criaca
' ¢ao rusticas
podem

ser a .
o pontadas como fonte de infeccdo do T. gondii, apesar d
inicamente saudaveis (FOSTER ét alii 1969; PEIXOTO & LOPESe se manterem
Varias espécies de coccidios tem sido descritos em codornas. A 995).
. As espécies do

género Eimeria comumen

taldykurganica, 0s animais jovens foram mais sensiveis do que
os adultos (R

uff

te observadas nestas aves séo: E. vzura, E. t
: , E. tsunodai e

et al. 1984).
na como modelo aviario em pesquisas biomedicas, ja f
, ja foi

A utilizagao da codor
& Austin (1978),
perimentagéo com T. gondii, ja obse
, rvada por al
guns

quando verificou a capacidade dest
e

de facil manejo em €X
et al (1994 a),

os paraa espécie
o objetivo avaliar o com
portamento d
e codornas

tas de Toxoplasma gondii.

aspectos por Dubey

protozoario causar dan
O presente trabalo tem com

infectadas experimentalmente com endozoi

MATERIAL E METODOS
codornas (Cuturnix cuturnix  japonica) ¢
o om
e, divididas em trés grupos de 15 animai
ais
peu 10° endozoitas de T. gondii por ,
. Vi
controle alimentar, que recebia a me a
sma

45

dias de idad
rece

Foram utilizadas

aproximadamenté 30

sendo um grupo infe

subcutanea; um controle 1
infectado

quantidade ragéo 9U®
Ao material infectanté optido fO anado 100
Este materlal foi diluid

100 pg de ostreptomicin?

ctado, que

egativo e um
durante 0 experimento.

i a dicionado 1000 Ul de penicilina G potassic
. ae
o sucessivamente em solucédo
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salina a 0.9%, até que a mistura obtida tivesse o equivalente a 10° taquizoitas por

ml de solucdo. Para tanto, foi utilizada uma camara de Neubauer para contagem

dos parasitos.
Cada ave foi
experimento, que consistiu na observacgéo da temperatura cloacal, ganho de peso

consumo de racgéo e sinais clinicos condizentes com a infecc&do. Nos dias 3, 7, 14

examinada individuaimente e diariamente até o final do

21 e 90 apods infecgéo (DAI) procedeu-se 0 sacrificio de trés animais de cada

grupo, a cada data, por deslocamento C
6rgéos: figado, bago, coragéo & pulmées for
verificar O estabelecimento da fas

de macerados de cérebro, coragao,
fectadas ao 90° dia apds infeccdo (DAI) em trés camundongos

desta maneira um total de 162

ervical, em seguida, a carcaga e o0s

am pesados

e cronica da infec¢do, procedeu-se

Para
pulmdes, baco, figado e rins de

inoculagdes
trés codornas in

albinos (Mus musculus) Por 6rgéo, perfazendo

animais.
Para analise estatistica dos dados utilizou-se o programa Graph Pad Instat™,

Copyright 1990-1994, Graf pad Software v2-05 a 9504225.

RESULTADO E DISCUSSAO

penmental num total de 90 DAI, ndo se observou

do O periodo ex
nto, consumo de racdo dos animais, mesmo

ortame
i com excecdo da temperatura que se elevou nos

com T gondi,
a0 14° DAI em relagéo ao controle negativo e do 6

s do primeir
ole alimentar. No entanto, Dubey et al. (1994) que

céo ao contr
infectadas com oocisto

codornas 1" .
o se usou a cepa ME-49, esta foi responsavel por

Durante to
nenhuma alteragéo Mo comp
dos inoculados
animais infectado
ao 112 DAl emrel@
ao trabalhar com

parasito, observaram - mfecgao o que no foi
ara a espécie estudada. Desta maneira, o

s esporulados do mesmo

relatado para a cepa GT-1
desenvolver pouc@ reag

que foi altamenté pa ato
o e deseny

o de glteracoes no comportamento dos animais

_ olvim
aparecument
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podem estar dependentes da via de inoculacdo, estagio do parasito e do
hospedeiro vertebrado utilizado.

No isolamento do T. gondii foi possivel encontrar formas endogenas deste
parasito em camundongos albinos. O material oriundo de cérebro e figado das
trés codornas com 90° DAV, foi positivo e fatal para os camundongos 10 dias apds
a inoculacéo intraperitoneal. Pulmées, coracéo e baco das codornas nao foram
capazes de induzir a morté dos camundongos inoculados, porém formas do
parasito foram encontrados nos esfregagos de orgaos corados pelo Giemsa ao 30
DAI. Diferente de rins e ovario, onde ndo se isolou formas do parasito (Tab. 1).

Desta maneira, observou-se que formas endogenas do T. gondii, puderam
permanecer vidveis por longo tempo em diversos 6rgdos. Esta distribuicdo pode
ser verificada mesmo quando se usou cepas cistogénicas, como no caso da GT-1
por Dubey et al. (1980), que observaram a morte de camundongos inoculados
antes do aparecimento dos cistos, mesmo naqueles que morreram entre o 21 e
30° DAI. Por conseguinte, pode-se concluir que codornas que receberam doses de
10° taquizoitas, puderam permanecer por 90 dias com formas infectantes do T.
gondii, sem contudo, se encontrar cistos tipicos deste parasito nao s6 nos
esfregacos dos orgéos das codornas como também nos dos camundongos
usados como bioprova neste experimento. Demonstrando desta maneira, a
possibilidade de se utilizar estas aves como modelo aviario em pesquisas
biomédicas, conforme o ja mencionado por Ichilcik & Austin (1978).

NZo houve, durante o experimento, alteracdo no ganho de peso dos animais,
contudo em relacdo a carcaga verificou-se variacdo significativa no 3 e no 14° DA,
quando se comparou os infectados aos controles (Tab. 2). Quanto ao peso dos
6rgéos, somente o baco teve alteracao durante todo experimento, porém soé foi
significativo no 3° DAI (Tab. 3).

Alteracbes semelhantes @ esta,
rulados de Cystoispora felis por Loss & Lopes

ja foram assinaladas em infecgoes

experimentais com oocistos espo

(1992) que ja chamava atencdo sobre a qu
(1993) no peso das carcagas, e aumento do

eda no ganho de peso corporal em

camundongos albinos & por Freire
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figado e bago também nesta espécie de vertebrado. As mesmas alteragées foram
observadas por Costa (1993) em coelhos inoculados experimentalmente com

oocistos desta mesma espécie.
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