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RESUMO: Objetivou-se com este trabalho estudar a transmissdo venérea de Toxoplasma

gondii em camundongos experimentalmente infectados com oocistos da cepa ME49. No
primeiro experimento estudou-se a presencga e distribuicdo de 7. gondii no aparelho reprodutor
de camundongos machos experimentalmente infectados na fase aguda da infeccdo. Foram
formados cinco grupos experimentais (GM1, GM2, GM3, GM4 e GC - controle), inoculados
com 50, 100, 500 e 1000 oocistos, respectivamente. A comprovacao da infec¢do foi feita por
meio da pesquisa de anticorpos e presenga de DNA parasitdrio em sangue, urina e tecidos
reprodutivos. Tecidos reprodutivos foram histologicamente avaliados para a pesquisa de lesdes
sugestivas da infeccdo. Formas sugestivas de 7. gondii foram observadas na urina aos 7° e 15°
dias pos-infec¢do. Na sorologia apenas um animal do GM2 e todos do GM3 e GM4
apresentaram anticorpos IgM e IgG. Na PCR-Nested, 80% dos animais do GM1 e GM2 foram
positivos para pesquisa de DNA no sangue e nenhum animal do GM3 e GM4 foi positivo.
Nenhum animal do grupo controle foi positivo na sorologia e técnicas moleculares. Dos machos
dos grupos infectados, 30% apresentaram DNA parasitirio na prostata, 40% no testiculo e
epididimo e 60% na vesicula seminal. Na histopatologia observou-se degeneragdo testicular,
infiltrado mononuclear focal e oligospermia mais acentuada nos animais do GM3 e GM4 e nao
observadas no GC. O segundo experimento foi realizado com o objetivo principal de estudar a
transmissdo venérea de 7. gondii e os distirbios reprodutivos em camundongas divididas em
quatro grupos e acasaladas com machos experimentalmente infectados entre o 2° e 14° dias pos-
infeccdo. A infeccdo foi comprovada por meio da sorologia e técnicas moleculares.
Histopatologia foi realizada em tecidos reprodutivos de machos (prostata, vesicula seminal,
testiculos e epididimos) e fémeas (ltero e ovdrios). Cem por cento dos machos apresentaram
DNA parasitario em tecidos do aparelho reprodutor ou no sangue, mas apenas um macho
inoculado com 100 oocistos € dez inoculados com 500 e 1000 oocistos soroconverteram,
respectivamente. Transtornos reprodutivos também foram observados nas fémeas acasaladas,
contudo essas ndo apresentaram anticorpos anti-7. gondii e 75% delas (23/40) foram positivas
na PCR-Nested. Os resultados obtidos nesse estudo permitem concluir que a transmissao
venérea do parasita ocorre em camundongos experimentalmente infectados com a cepa ME49

nas doses utilizadas.

Palavras chaves: Toxoplasmose, transmissdo venérea, camundongos



SUMMARY: The objective of this study was to verify the venereal transmission of
Toxoplasma gondii in mice experimentally infected with oocysts of the ME49 strain. The first
experiment studied the presence and distribution of 7. gondii in the reproduction organs of
experimentally infected male mice, in the acute infection phase. Five experimental groups were
formed (MG1, MG2, MG3, MG4 and CG-control), inoculated with 50, 100, 500 and 1000
oocysts, respectively. The proof of infection was carried out by an antibodies study and the
presence of parasitic DNA in the blood, urine and reproductive tissues. Reproductive tissues
were histologically evaluated for the study of suggestive lesions from the infection. Suggestive
forms of T. gondii were observed in the urine at the 7" and 15" post-infection days. In the
serology only one animal from the MG2 and all from MG3 and MG4 presented antibodies IgM
and IgG. In the PCR-Nested, 80% of animals from MG1 and MG2 were positive in the DNA
blood study and no animals from MG3 and MG4 were positive. None of the animals from the
control group were positive in serology and molecular techniques. Of the males from the
infected groups, 30% presented parasitic DNA in the prostate, 40% in the testicle and
epididymis and 60% in the seminal vesicle. In the histopathology, testicular degeneration, focal
mononuclear infiltration and more accentuated olygospermia were observed in the animals from
MG3 and MG4, but not in the CG. The second experiment was carried out with the objective of
studying the venereal transmission of 7. gondii and the reproductive disturbances in female
mice divided in four groups and mated with experimentally infected males between the 2™ and
14™ post-infection days. The infection was proven by using the serology and molecular
techniques. Histopathology was carried out in reproductive tissues of males (prostate, seminal
vesicle, testicles and epididymis) and females (uterus and ovaries). One hundred percent of
males presented parasitic DNA in tissues of the reproductive organ or in the blood. However,
only one male inoculated with 100 oocysts and 10 inoculated with 500 and 1000 oocysts
soroconverted, respectively. Reproductive problems were also observed in mated females,
however, they did not present antibodies anti-7. gondii and 75% of them (23/40) were positive
in the PCR-Nested. The results obtained in this study conclude that the venereal transmission of

the parasite occurs in mice experimentally infected with the ME49 strain in the doses used.

Key words: Toxoplasmosis; venereal transmission; mice.
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INTRODUCAO

A toxoplasmose € uma zoonose causada pelo Toxoplasma gondii (T. gondii), que é um
protozodrio intracelular obrigatério. A doenca encontra-se difundida entre seres humanos e
animais de sangue quente (TENTER, 2000; TENTER, 2009).

As trés principais vias de transmissdo sdo: transplacentdria, ingestdo de tecidos
infectados por cistos (carnes e visceras) e ingestdo de alimentos ou dgua contaminados com
oocistos eliminados nas fezes de felideos infectados (DUBEY, 1998). A transmissdo também
pode ocorrer por meio dos taquizoitos presentes no sangue, em transplantes de tecidos ou
através de produtos lacteos ndo pasteurizados, ainda que esta forma infectante seja considerada
de pouca importancia epidemioldgica na transmissao horizontal do agente. Apds a parasitemia,
o0 protozodrio pode se multiplicar em diversos tipos de tecidos, determinando vérias
manifestacdes clinicas (TENTER, 2000; TENTER, 2001).

Nas ultimas décadas, alguns autores tém considerado a possibilidade de transmissao
venérea desse parasito, pois este ja foi isolado em amostras de 6rgaos reprodutivos e sémen de
varias espécies (SPENCE et al., 1978; DUBEY e SHARMA, 1980; BLEWETT et al., 1982;
TEALE et al., 1982; LIU et al., 2006ab; MOURA et al., 2007; SCARPELLI et al., 2009,
MORAES et al., 2010c).

Recentemente, LIU et al. (2006b), ARANTES et al. (2009), MORAES et al. (2010a) e
MORAES et al. (2010b) relataram distirbios reprodutivos em fémeas das espécies leporina,
canina e ovina, respectivamente, inseminadas com sémen contaminado por este parasito.
Patologias reprodutivas como retorno ao cio, mucometra, piometra, reabsor¢cao embriondria e
abortamentos foram os achados frequentes nas diferentes espécies estudadas. Apesar do registro
desses achados clinicos na infec¢do experimental por 7. gondii, a transmissdo venérea em
decorréncia da monta natural necessita de estudos.

Dessa forma, estudos que minimizem as questdes quanto a esta via de transmissao

podem ser de grande importancia na epidemiologia da toxoplasmose.
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OBJETIVOS

GERAL

Contribuir para o estudo da transmissao horizontal de 7. gondii via s€men em camundongos

Swiss Webster experimentalmente infectados com oocistos da cepa ME49.

ESPECIFICOS

Comprovar a transmissao venérea de 7. gondii de machos experimentalmente infectados
para fémeas na fase aguda da infeccdo por meio da deteccdo do DNA parasitéario em tecidos

reprodutivos das fémeas (litero e ovario);

Estudar a resposta imune humoral em camundongos machos inoculados via oral com

distintas doses de oocistos da cepa ME49;

Verificar a presenga de DNA parasitario em tecidos reprodutivos e urina de camundongos

machos;

Estudar a resposta imune humoral das fémeas acasaladas com os machos experimentalmente

infectados;

Relatar a ocorréncia de patologias reprodutivas nas fémeas acasaladas com machos

experimentalmente infectados;

Verificar a transmissao congénita de 7. gondii para a progé€nie por meio da pesquisa do DNA

parasitdrio e anticorpos.
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REVISAO DE LITERATURA

Toxoplasmose

A toxoplasmose € uma doencga difundida entre os animais de sangue quente sendo
causada por um protozodrio intracelular obrigatério denominado Toxoplasma gondii. E
considerada uma das parasitoses mais frequentes no homem e animais Esse protozodrio
pertence ao filo Apicomplexa, subclasse Coccidia, familia Sarcocystidae, subfamilia
Toxoplasmatinae, género Toxoplasma, espécie tipo Toxoplasma gondii (FRENKEL, 1990;
DUBEY, 1994).

De acordo com a Fundagao Nacional de Saude (2000) esta parasitose estd classificada
como uma zoonose cosmopolita ou doenca universal por suas caracteristicas epidemioldgicas.
De acordo com dados do Ministério da Sadde (2004), estima-se que 70% a 95% da populacao
humana esteja infectada. Dados recentes mostram que a enfermidade acomete cerca de um terco
da populagdo mundial, com prevaléncia que varia de acordo com as condi¢des geograficas e os
habitos culturais de cada comunidade (FIOCRUZ, 2009).

Nos EUA aproximadamente um sexto da populacdo apresenta sorologia positiva para
esse parasito. A infeccdo por 7. gondii é geralmente assintomatica, mas pode ser severa em
individuos imunologicamente comprometidos. A infec¢io foi relatada em todos os continentes,
incluindo a Antértida. Em geral, a soroprevaléncia € mais elevada na América Latina do que na
América do Norte e Leste da Asia e a magnitude dos titulos de anticorpos em alguns dos pafses
ao sul da América Latina € maior do que nos Estados Unidos, talvez devido a maior
probabilidade de re-infec¢cdes (DUBEY, 1988).

Os agravantes da doencga tornam-se ainda mais evidentes na Saide Publica tendo em
vista que em alguns paises a exemplo dos Estados Unidos, das 750 mortes atribuidas a
toxoplasmose a cada ano, 375 (50%) € causada pela ingestdo de carne infectada, tornando a
doenca a terceira principal causa de mortes de origem alimentar no pais (LOPES et al., 2000).

Sabe-se que a sintomatologia e as lesdes da toxoplasmose podem ser confundidas com
outras doencas, dessa forma, o diagndstico laboratorial € de grande importancia (INNES, 1997).

Para o diagndstico sorolégico da toxoplasmose, a pesquisa de anticorpos das classes IgM
e IgG ¢ a forma mais usada para verificar a ocorréncia de infec¢c@o e muitas sdo as técnicas que

podem verificar a soroconversdo tais como: Sabin-Feldman (dye test); a Imunofluorescéncia
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Indireta (IFI), Aglutinagdo em Latex (AL), Hemaglutinacdo (HA), Aglutinag¢do Direta (MAD),
Fixacdo do Complemento (FC), Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) entre outras
(DUBEY et al., 1987; DUBEY et al., 1988). Nas tltimas décadas a Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) tém sido empregada com sucesso no diagnéstico, tendo em vista ser ¢ uma
técnica muito sensivel, sendo capaz de detectar em amostras clinicas o DNA de tnico parasita,
podendo ser realizado em menos de 24 horas (KOMPALIC-CRISTO et al., 2005; SPALDING
et al., 2006).

T. gondii ¢ um dos coccidios mais estudados no mundo (TENTER et al., 2009), sendo
amplamente utilizado como modelo para a biologia celular de organismos apicomplexos
(DUBEY, 1988). Até 1970, os bradizoitos e taquizoitos eram os unicos estdgios do parasito
conhecidos. Estas duas etapas constituem o ciclo de vida assexuada do parasito presente em
todos os hospedeiros intermediarios de sangue quente, incluindo os aquaticos, terrestres, aves €
humanos. Em meados da década de 1960, Willian investigou a transmissao do 7. gondii pelas
fezes de gatos; esse estudo favoreceu a descoberta do oocisto por outros gupos de
pesquisadores, culminando com a elucidacido do ciclo de vida sexuado do parasito (DUBEY,
2009).

O ciclo de vida de T. gondii (Fig.1) constitui-se de duas fases: sexuada (enteroepitelial) e
assexuada (extraintestinal). A fase enteroepitelial se desenvolve exclusivamente no epitélio
intestinal dos felideos (hospedeiros definitivos) e inicia-se apds a ingestdo de oocistos
esporulados no ambiente ou cistos contendo bradizoitos presentes na musculatura do hospedeiro
intermedidrio, sendo esta dltima a forma de infec¢do mais importante para os felideos (DUBEY
e FRENKEL, 1972).

No intestino dos gatos, os bradizoitos liberados dos cistos teciduais apds digestdo
enzimadtica, iniciam o ciclo enteroepitelial por meio de multiplicacdo assexuada (esquizogonia)
e o ciclo sexuado d4 origem aos gamontes (gametogonia). No ciclo sexuado, apds fertilizagdo
do gamonte fémea pelo macho, uma parede se desenvolve em torno do gamonte fémea
fertilizado, formando o oocisto. Os felideos excretam oocistos nas fezes que esporulam no
ambiente transformando-se em esporozoitos infectantes através de divisdo meidtica, podendo
permanecer infectantes para homens e animais por longos periodos.

A eliminag@o de oocistos nas fezes dos felideos ocorre apds a ingestdo de qualquer um

dos trés estagios infecciosos de 7. gondii, ou seja, oocistos, bradizoitos ou taquizoitos (Figura
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2). Essas formas, invariavelmente desenvolvem um ciclo de multiplicacio sexuada
enteroepitelial. Os felideos sdo importantes na disseminagdo da infec¢do para humanos e outros
animais porque sio os Unicos hospedeiros que excretam oocistos no ambinete (DUBEY, 1994;
DUBEY, 1988)

ApOs a ingestdao de alimentos e/ou dgua contaminados por oocistos, estes se rompem no
intestino e liberam oito esporozoitos. Esses se multiplicam nas células intestinais e linfonodos
adjacentes dando origem as formas de multiplica¢do rdpida (taquizoitos) que se disseminam por
todos os tecidos do hospedeiro por meio do sangue e linfa, eventualmente se encistando no

cérebro, musculatura esquelética e cardiaca (DUBEY, 1994).

Figura 1: Fotos superiores e 1% foto debaixo a esquerda: taquizoitos

individuais e em divisdo intracelular; fotos de baixo ao centro e a direita:

cistos em diferentes estdgios de formacdo (adaptado de DUBEY, 2010).

No hospedeiro intermedidrio, a fase assexuada apresenta duas etapas: na primeira, 0s
taquizoitos se multiplicam rapidamente por endodiogenia em muitos tipos celulares e a ultima
geracdo dessa multiplicagdo dé inicio a segunda fase onde ocorre o desenvolvimento de cistos
teciduais contendo bradizoitos que sdo as formas de multiplicagdo lenta (TENTER, 2000).

De acordo com Dubey et al. (1988), T. gondii apresenta trés formas ou estdgios

infectantes: a): taquizoitos, encontrados individualmente ou em grupos, b): bradizoitos,
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encontrados nos cistos teciduais e ¢): esporozoitos encontrados nos oocistos no ambiente e que
podem ser transmitidos por meio de trés vias bdsicas de infeccdo: a transplacentdria, o

carnivorismo e a fecal-oral, respectivamente.

\ il
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Figura 2 - Ciclo de vida de Toxoplasma gondii (DUBEY, 1998)

A prevaléncia da infec¢cdo por 7. gondii em gatos varia de acordo com o estilo de vida.
Geralmente ¢ maior nos gatos selvagens que predam do que em gatos domésticos, podendo
variar entre os paises, em diferentes areas de um pais e dentro da mesma cidade (DEFEO et al.,
2002).

O periodo pré-patente que antecede a eliminacdo de oocistos nas fezes dos felideos, bem
como a frequéncia dessa eliminacdo varia de acordo com o estdgio do 7. gondii ingerido. Em
média, a eliminacio de oocistos nas fezes ocorre no periodo de 3 a 10 dias quando da ingestao
de cistos teciduais e até 18 dias ou mais apds a ingestdo oocistos (DUBEY, 2001; DUBEY,
2005).
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T. gondii é transmitido por carnivorismo a gatos € a transmissdo por oocistos é mais
eficiente em hospedeiros ndo felideos. Dessa forma, experimentalmente, os bradizoitos sdo mais
infectantes para gatos e oocistos sdo mais infectantes para camundongos (DUBEY, 1996a;
DUBEY, 1996b).

Dubey (1994) assegura que além da ingestdo de oocistos no ambiente, a pratica do
carnivorismo é uma importante via de infeccdo por meio da ingestdo dos cistos contidos nos
tecidos. O ciclo induzido pela ingestdo de bradizoitos nos hospedeiros intermedidrios €
semelhante ao induzido pela ingestdo de oocistos; no entanto os hospedeiros intermedidrios
parecem ser mais suscetiveis a ingestdo dessa forma infectante.

Os bradizoitos contidos nos cistos teciduais sdo uma parte essencial na fase final do
ciclo de vida de T. gondii, podendo ser ingeridos por animais (carnivorismo), incluindo seres
humanos. Cistos teciduais vidveis foram encontrados em tecidos de animais infectados
naturalmente, especialmente em suinos, ovelhas e animais de vida livre (DUBEY, 1988).

O taquizoito é a forma infectante mais delicada do ciclo. E incapaz de sobreviver fora do
hospedeiro, sendo destruido pelas secrecdes géstricas quando ingerido. No entanto pode infectar
o feto por via transplacentdria, por transfusio de leucdcitos infectados e acidentes de laboratdrio
(DUBEY, 1988;TENTER et al., 2009). A via transplacentdria ou congénita de transmissao € de
grande importancia tendo em vista que o parasito € uma das principais causas de aborto nas
espécies ovina e caprina em muitos paises (DUBEY, 1988).

Os taquizoitos atingem todos os tecidos do hospedeiro (WONG e REMINGTON, 1993),
podendo ser detectados em fluidos organicos incluindo muco e lagrimas (TENTER et al.,
2000), saliva (TERRAGNA et al.,1984; CHIARI e NEVES, 1984; VITOR, PINTO e CHIARI,
1991), urina (ROCHA, TAFURI e CHIARI, 1993; FOROGHI PARVAR e SHOJAEE, 2008) e
leite (CHIARI e NEVES, 1984; SKINNER et al., 1990; VITOR, PINTO e CHIARI, 1991;
POWELL, BREWER e LAPINN, 2001; COSTA e LANGONI, 2010) de diversas espécies
animais.

Embora o taquizoito também tenha sido detectado no s€émen de caprinos por Dubey e
Sharma (1980), os autores afirmaram ndo existir praticamente nenhum risco de transmissao
venérea nessa espécie. Por outro lado, observacdes posteriores verificaram a presenca do agente
no sémen e tecidos do aparelho reprodutor em machos das espécies ovina (SPENCE et al.,

1978; BLEWETT et al., 1982; TEALE et al., 1982; LOPES et al., 2007; MORAES et al.,
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2008c; MORAES et al., 2010d), suina (MOURA et al., 2006), leporina (Liu et al., 2006b),
bovina (SCARPELLI et al.,, 2009) e canina (ARANTES et al.,, 2009), discutindo-se a
possibilidade da transmissdo venérea desse parasito.

A infectividade de 7. gondii excretado no s€men de vérias espécies a exemplo de ovinos
(LOPES et al., 2007) e caprinos (SANTANA et al., 2010) foi verificada por meio da bioprova.
Na espécie bovina, Scarpelli et al. (2009), utilizando duas formas e vias distintas de infeccao
verificaram a presenca do parasito no sémen sinalizando para a possibilidade de transmissao
venérea do agente. Liu et al. (2006a) verificaram que o s€émen de coelhos contaminados com
taquizoftos por via intraperitoneal foi capaz de causar toxoplasmose em coelhas apds
inseminacio com esse s€men.

Moraes et al. (2010a) e Moraes et al. (2010b) verificaram soroconversdao e patologias
reprodutivas como reabsor¢cdo embriondria, partos distocicos, natimortalidade, hidrometra,
mucometra e apresentacdo de cistos foliculares em ovelhas apos inseminacgdo translaparoscopica
com distintas doses de s€émen contaminado com taquizoitos do parasito.

Arantes et al. (2009) constataram que o sémen contaminado com taquizoitos no
momento da inseminagdo, transmite o parasito para cadelas quando da sua deposicdo
intravaginal, ocasionando disturbios reprodutivos como reabsor¢des embriondrias, abortamentos
e natimortalidade, concluindo que a transmissdo de forma venérea pode ocorrer.

Liu et al. (2006b), em experimento com a espécie leporina, observaram que o longo
periodo de excre¢ao do agente no s€men (até 88 dias), sua grande concentragdo no ejaculado e a
soroconversido de coelhas inseminadas artificialmente com esse sémen merecem séria reflexao,
embora ndo se saiba se 7. gondii presente no s€men pode ser infeccioso durante o coito.

Um outro coccidio intracelular pertencente a mesma sub-familia de 7. gondii, o
Neospora caninun, muito se assemelhando no que se refere a patogenia e ciclo bioldgico
(Dubey e Lindsay, 2006), vem sendo estudado quanto a possibilidade de ser transmistido
através do coito, principalmente na espécie bovina, pois taquizoitos desse parasito também
foram isolados no sémen de touros (ORTEGA-MORA et al., 2003; SERRANO-MATINEZ et
al., 2006) e a hipdtese da transmiss@o venérea do agente tem sido cogitada.

Por outro lado, Osoro et al. (2009) consideraram que esta via de trasmissdo horizontal
nio ocorre, tendo em vista os resultados obtidos em seu experimento, 0 mesmo constou do

acasalamento entre touros e novilhas, os touros foram desafiados com uma primeira dose de
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taquizoitos (10°i.v.) e re-infectados treze meses depois com a mesma dose. No entanto, a via
de infec¢@o ndo foi a natural para a espécie modelo e os acasalamentos se deram numa fase em
que os machos ja haviam desenvolvido defesa imunoldgica.

Na literatura, estudos que confirmam a transmissdo de 7. gondii na ocasido do
acasalamento, (considerando que os momentos da infeccdo e da concepg@o sdo 0s mesmos) siao
escassos ou inexistentes. Berverley (1959) sugeriu que a infec¢do parecia ndo ser transmitida
através de goticulas, fezes, urina e copula. No entanto nesse estudo foi utilizada uma via
improvavel de ocorrer na infec¢do natural (injecdo de cistos teciduais por via subcutanea); as
fémeas eram os animais inoculados e o objetivo consitiu em verificar a transmissdo congénita
por vérias geracoes.

Em meados de 1950, foram publicados vérios resultados de experimentos onde se
verificou distirbios reprodutivos e ocorréncia de transmissdo transplacentdria em camundongas
gestantes infectadas a partir da deposi¢do intravaginal de uma suspensdo obtida de cérebros de
camundongos com toxoplasmose (COWEN e WOLF, 1950a; COWEN e WOLF, 1950b;
COWEN e WOLF, 1950c).

Segundo Fialho (2009), os desenhos experimentais no estudo da toxoplasmose congénita
em geral, consistem na imunizac¢do das futuras maes antes da concepcdo, no desafio durante a
gestacdo e a deteccdo ou ndo de anticorpos nos recém nascidos. Modelos experimentais
utilizando roedores t€ém sido amplamente utilizados no estudo da toxoplasmose, especialmente
no estudo dos distirbios reprodutivos causados pelo 7. gondii.

Dubey e Frenkel (1998) afirmaram que a evolucdo clinica e a transmissdo
transplacentdria da toxoplasmose em ratos e seres humanos é semelhante e que o estudo da
infeccdo usando ratos como modelo pode servir para o avango no conhecimento da
toxoplasmose humana. Camundongos também tém sido utilizados com sucesso no estudo dos
mecanismos imunoldgicos envolvidos na transmissdo congénita da toxoplasmose (MENZIES
F.M; HENRIQUEZ F.L; ROBERTS C.W., 2008).

Berverley (1959) foi um dos pioneiros na pesquisa utilizando o modelo murino no
estudo da toxoplasmose congénita e afirmaram que a transmissao através desta via pode ocorrer

em geragdes sucessivas.
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Dubey e Frenkel (1998), em estudo sobre as relacdes do parasito com o hospedeiro
asseguraram que a infeccdo e a doenga clinica podem variar na dependéncia da cepa, do estagio
do parasito, da dose infectante e da via de inoculagdo utilizada.

Filho et al. (2001) comprovaram que coelhas gestantes sd3o muito sensiveis a oocistos de
T. gondii e apresentaram severas alteracdoes em diversos 6rgdos, assim como aborto e Obito
prematuro. Por outro lado, ratas e camundongas infectadas com oocistos e doses semelhantes da
cepa VEG reagiram de maneira distinta, ratas foram mais resistentes que camundongas € o
surgimento de cistos cerebrais foi similar para ambas as espécies (DUBEY e FRENKEL, 1998).

Innes (1997) afirmaram que o camundongo tem sido largamente utilizado no estudo da
toxoplasmose congénita onde em geral as fémeas sdo desafiadas durante algum periodo da
gestacdo. No entanto, refere-se a dificuldade de comparar resultados das diferentes pesquisas
tendo em vista a diversidade de cepas e formas infectantes do parasito e de linhagens de

camundongos.
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ARTIGO 1
Distribuicdo de Toxoplasma gondii em tecidos do sistema reprodutor

masculino de camundongos infectados com oocistos da cepa ME49

(Artigo a ser submetido ao Periddico Veterinary Parasitology)
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Distribuicao de Toxoplasma gondii em tecidos do sistema reprodutor masculino de

camundongos infectados com oocistos da cepa ME49

RESUMO: Objetivou-se com esse estudo avaliar a presenca e distribuicdo de 7. gondii no
aparelho reprodutor de camundongos machos experimentalmente infectados via oral com
distintas doses de oocistos da cepa ME49 na fase aguda da infeccdo. Vinte e cinco animais
foram divididos em cinco grupos: GM1 (n=5) GM2 (n=5) GM3 (n=5), GM4 (n=5) e GC (n=5,
Controle) inoculados com 50, 100, 500, 1000 oocistos e solucdo fisioldgica, respectivamente. A
comprovacdo da infec¢do foi feita por meio da pesquisa de anticorpos e presenca de DNA
parasitdario em sangue, urina e tecidos reprodutivos através da PCR seguida de PCR-Nested.
Prostata, vesicula seminal, testiculos e epididimos foram histologicamente avaliados para a
pesquisa de lesdes sugestivas da infec¢do. Formas sugestivas de T.gondii foram verificadas em
urina aos 7° e 15° d.p.1. Na sorologia apenas um animal do GM2 e todos as animais dos GM3 e
GM4 apresentaram anticorpos IgM e IgG. Na PCR de sangue ndo se observou resultados
positivos, contudo na PCR-Nested 80% dos animais do GM1 e GM2 foram positivos e 0s
animais do GM3 e GM4 foram negativos. Nenhum animal do GC foi positivo na sorologia e
técnicas moleculares. Dos machos dos grupos infectados, 30% apresentaram DNA parasitdrio
em prostata, 40% em testiculo e epididimo e 60% na vesicula seminal. No exame
histopatolégico observou-se degeneracio testicular, infiltrado mononuclear focal e oligospermia
mais acentuados nos animais do GM3 e GM4. Essas lesdes nido foram observadas no GC.
Conclui-se que 7. gondii é eliminado na urina de camundongos experimentalmente infetados
com a cepa ME49 na fase aguda da infec¢@o na sua forma infectante. A presenca e distribuicao
do parasita nos diferentes tecidos reprodutivos dos machos sugere que esse possa ser eliminado

no sémen, favorecendo o uso do camundongo no estudo da transmissdo venérea de 7. gondii.
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1. Introducao

Toxoplasma gondii € um parasita intracelular obrigatdrio capaz de infectar diversos tipos
celulares. Apresenta um complexo ciclo bioldgico e pode acometer animais homeotérmicos,
inclusive o homem (Dubey e Beattie, 1988). Taquizoitos de 7. gondii sdo as formas
proliferativas do parasita e Tenter et al. (2000) afirmam que essa forma é sensivel as condi¢des
ambientais e acreditam que a transmissao horizontal envolvendo essa fase de desenvolvimento
nao seja epidemiologicamente importante, contudo pode ocorrer com baixa frequéncia.

Em relacdo ao aparelho reprodutor masculino, alguns autores isolaram 7. gondii em
amostras de sémen de diversas espécies como caprinos (Dubey e Sharma, 1980; Santana et al.,
2010), ovinos (Aganga et al., 1990; Moraes et al., 2010d), bovinos (Scapelli, 2009), suinos
(Moura et al., 2007) e coelhos (Liu et al., 2006), além de identificar este agente em tecidos
como prostata, vesicula seminal, testiculo e epididimo em bovinos (Scarpelly et al. 2009) e
ovinos (Blewett et al., 1982; Lopes, 2007), levantando a possibilidade de transmissao venérea.

Objetivou-se com esse estudo verificar a presenca, distribuicdo e viabilidade de T.
gondii em tecidos do aparelho reprodutor de camundongos machos Swiss Webster infectados

com diferentes doses de oocistos da cepa ME49 por via oral.

2. Material e métodos

O experimento foi realizado obedecendo aos cédigos de ética na experimentacdo animal
aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais — CEUA da Universidade Federal Rural de
Pernambuco — UFRPE (processo n. 23082.010623/2010).
2.1. Animais e Cepa de Toxoplasma Gondii

Foram utilizados camundongos da linhagem Swiss Webster, machos com 30 dias de

idade, pesando aproximadamente 30g e doados pelo Biotério do Centro de Pesquisas Aggeu
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Magalhdes — Cpam/FIOCRUZ-PE, Brasil. Os oocistos da cepa ME49 (genétipo II) foram
cedidos pelo Departamento de Medicina Veterindria Preventiva da Universidade Estadual de

Londrina — PR, Brasil.

2.2. Grupos experimentais

Foram constituidos cinco grupos experimentais, totalizando 25 camundongos machos assim
distribuidos: GM1(n=5), GM2(n=5), GM3(n=5), GM4(n=5) e GC (controle/ n=5), infectados
com 50, 100, 500 e 1000 oocistos de T.gondii, respectivamente. Os animais do grupo controle
foram inoculados com 0,5 ml de solugdo fisiol6gica. Todos os animais foram inoculados por via

esofdgica (gavagem) e monitorados diariamente.

2.3. Eutandsia dos grupos experimentais

Os animais GM1 e GM?2 foram eutanasiados aos 15° d.p.i. Os animais dos grupos GM3 e
GM4 foram eutanasiados aos 40° d.p.i. Dois machos do grupo controle foram eutanasiados na
mesma data que os machos dos grupos G1 e G2 e outros trés machos na mesma data que os
machos dos grupos GM3 e GM4. A eutandsia de todos os animais foi realizada, utilizando-se

pentobarbital sddico intraperitoneal na dose de 240mg/kg de p.v. (FIOCRUZ, 2005).

3. Confirmacao da infec¢ao
3.1. Sorologia

Para verificar a soroconversao foi utilizada a técnica da Reacdo de Imunofluorescéncia
Indireta (RIFI) para pesquisa de anticorpos IgM e IgG anti-7. gondii, utilizando-se anticorpos

anti-IgG e anti-IgM murino conjugados ao isotiocianato fluoresceina (Sigma®). Os soros foram
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diluidos na razdo quatro (1:2 até 1:128) de acordo com metodologia descrita por Camargo

(1974). Taquizoitos da cepa RH foram utilizados como antigenos na preparacdo das laminas.

3.2. Microscopia e Bioprova

Foram analisadas amostras de urina de dois machos de cada grupo e do GC aos 7° e 15°
d.p.i no GMI1 e GM2 e aos 7, 15 e 40 d.p.i no GM3 e GM4. As amostras foram coletadas com
auxilio de pipeta automdtica, apdés mic¢do espontdnea sobre filme pldstico estéril e
posteriormente observadas em microscépio de campo claro (CX41-OLYMPUS®) em objetiva
de 40x. Duas amostras de urina que apresentaram formas sugestivas de taquizoitos foram
inoculadas em camundongos (bioprova), apés diluicdo com Iml de PBS estéril, centrifugacdo e
adicdo de 1ml de PBS contento 100 unidades de penicilina/ml e 100ug de estreptomicina/ml
sobre o sedimento (Rocha et al., 1993). Os camundongos da bioprova foram eutanasiados aos

15 d.p.i. e o liquido peritoneal e urina foram novamente avaliados a microscopia direta.

3.3. Detec¢do de DNA de T. gondii

Para verificar a presenca de DNA de T. gondii em amostras de urina, sangue e tecidos do
aparelho reprodutor dos machos infectados (GM1, GM2, GM3, GM4 e GC) foi realizada
extracdo de DNA com o kit comercial “Qiagen DNA Easy Blood and Tissues Kit” (Qiagen®),
conforme o protocolo do fabricante. As rea¢des de amplificacdo ocorreram apds a extragdo do
DNA das amostras e as reagdes ocorreram em um volume final de 12,5uL contendo: 2,5uL de
DNA gendmico; 0,5uL de cada primer a 10uM (TOXO-C 1 e TOXO-N 1); 2,75uL de Agua
Mili-Q ultrapura e 6,25uLL de MasterMix (mistura para PCR - Promega®). O perfil térmico das

reacoes foi feito em termociclador conforme Spalding et al. (2006). O produto das
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amplificagdes foi corado com Blue Green® e detectado por eletroforese em gel de agarose a 2%
e visualizados através de luz ultravioleta para fotodocumentagao.

Dos produtos da PCR com resultados negativos, uma aliquota de 1pL foi submetida a
PCR-Nested, sendo adicionada a uma mistura de reacdo em um volume final de 12,5uL
contendo 0,5uL de cada primer a 10uM (TOXO C2 e TOXO N2), 4,75uL de Agua Mili-Q
ultrapura e 6,25uL de MasterMix (mistura para PCR - Promega) conforme o protocolo do
fornecedor. O ciclo das reacdes consistiu de desnaturacdo do DNA inicial a 95°C (4min),
seguida de 35 ciclos a 95°C por 1 minuto para a desnaturagdo, 62°C por 30 segundos para o
anelamento, 72°C por 1 minuto para a extensdo e um periodo de extensdo final de 10 minutos a
72°C (SPALDING et al., 2006). Os fragmentos amplificados foram detectados conforme

procedimento da PCR.

3.4. Histopatologia

Fragmentos de préstata, vesicula seminal, testiculo e epididimos foram fixados em
formalina a 10%, desidratados, diafanizados e incluidos em parafina. Os blocos foram cortados
em micrétomo (Modelo 1512, Leitz Wetzlar, Germany) e os fragmentos montados em lamina e

corados com hematoxilina-eosina de acordo com Prophet et al. (1992).

4. Resultados
4.1. Sorologia e detecgdo de DNA de T. gondii

Dos animais do GM1 e GM2, apenas um (10%) inoculado com 100 oocistos apresentou
imunoglobulinas IgM e IgG. Aos 40 dias, todos os animais do GM3 e GM4 apresentaram

anticorpos com titulo maximo de 128 para IgM e IgG. Os camundongos do GC e aqueles
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utilizados na bioprova com amostras de urina ndo soroconverteram. Todos os animais
inoculados, independente da dose e do periodo da eutandsia apresentaram resultados positivos
para presenga de DNA parasitdrio em algum tecido do aparelho reprodutor (Tabela 1). A
frequéncia de detec¢ao foi maior na PCR-Nested quando comparada a PCR.

Na PCR do sangue, apenas um animal do GM1 (20%) foi positivo enquanto que na
PCR-Nested observou-se que 80% dos animais do GM1 e GM2 foram positivos. Nenhum
animal do GM3 e GM4 foi positivo na PCR e PCR-Nested em amostras de sangue aos 40 d.p.i.
Quanto a PCR de vesicula seminal observou-se que 15% das amostras foram positivas. Na
PCR-Nested, este percentual foi de 60%. Para a préstata nenhum animal foi positivo na PCR,
no entanto, quando analisados na PCR-Nested, 30% das amostras do GM1, GM2, GM3 e GM4
foram positivas.

Amostras de testiculos e epididimos de todos os grupos foram negativas na PCR, porém
quando analisadas na PCR-Nested, 40% das amostras foram positivas. Na PCR das duas
amostras de urina de cada grupo aos 7 d.p.i., 75% foram positivas e na PCR-Nested esse
percentual aumentou para 100%. O mesmo resultado se repetiu aos 15 d.p.i. Das amostras de
urina dos GM3 e GM4 aos 40 d.p.i., nenhuma apresentou resultado positivo na PCR e apenas
uma amostra de cada grupo totalizando 50% delas foram positivas na PCR-Nested (Tabela 2).
Amostras de préstata, testiculo, epididimo, vesicula seminal e urina dos animais do GC foram
negativas nas técnicas moleculares.

4.2. Visualizacdo direta de taquizoitos em urina

Aos sete dias apenas uma amostra de urina do GM3 apresentou formas

morfologicamente compativeis com 7. gondii e aos quinze dias foi possivel observar em trés

amostras (1/GM2, 1/GM3 e 1/GM4). Aos 40 d.p.i os taquizoitos nao foram mais visualizados
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nas amostras de urina dos animais do GM3 e GM4. A urina dos animais dos grupos controle

ndo apresentou nenhuma forma sugestiva de 7. gondii.

4.3. Histopatologia
No exame histopatoldgico observou-se degeneracdo testicular, discreto infiltrado

mononuclear focal e oligospermia que foram mais acentuados nos animais do GM3 e GM4.

4.4. Bioprova de urina
Os camundongos inoculados com as amostras de urina demonstraram apatia, pelos ericados
e foram positivos na PCR e PCR-Nested da urina e liquido peritoneal. Apenas um animal

apresentou anticorpos detectdveis na RIFI.

S. Discussao

No presente estudo a ndo detecg@o de anticorpos em nove animais dos grupos GM1 e GM2
provavelmente se deu devido a baixa viruléncia da cepa aliada as menores doses utilizadas
nesses grupos, tendo em vista que apenas um animal soroconverteu aos 15 d.p.i. Quando
comparados aos animais do GM3 e GM4 que receberam maiores doses de oocistos e foram
eutanasiados aos 40 d.p.i. observou-se que 100% deles apresentaram anticorpos detectaveis,
demonstrando que a resposta imune dos camundongos infectados sofre influéncia da dose e do
tempo pos-infecgdao. Sobre esse aspecto Dubey (2010) afirma que os camundongos podem
produzir anticorpos contra 7. gondii entre trés e setenta dias apds inoculagdo e em outros
experimentos, os anticorpos s6 foram detectados aos sessenta dias pds-infec¢do. Além disso,
Dubey e Frenkel (1998) relataram que nenhum teste sorolégico € definitivo, pois 7. gondii foi

isolado em tecidos de ratos e humanos sem que esses apresentassem anticorpos, mesmo em



39

baixas dilui¢des do soro. Costa-Silva e Pereira-Chioccola (2010) em experimento com a mesma
cepa utilizada neste estudo e com cistos teciduais via oral em camundongos da linhagem AS/n
observaram o aparecimento de anticorpos IgM a partir do 7° d.p.i. e os anticorpos da classe IgG
surgiram a partir dos 14 d.p.i.

A maioria dos animais dos GM1 e GM2 ndo apresentou anticorpos detectdveis, no entanto,
em todos os animais dos GM3 e GM4 foram verificados anticorpos. Em contrapartida, a
parasitemia verificada nas técnicas moleculares s6 foi detectada nos GM1 e GM2, sugerindo
que a presenca de anticorpos efetivamente reduziu ou eliminou o parasita do sangue nos
animais dos GM3 e GM4, eutanasiados mais tardiamente, independente da dose infetante. De
forma semelhante, Costa-Silva e Pereira-Chioccola (2010) verificaram que taquizoitos s6 foram
detectados na PCR em sangue de camundongos inoculados com cistos da cepa ME49 até o
28°d.p.1 quando a resposta imune protetora foi estabelecida. Howe e Sibley (1995) observaram
que taquizoitos foram detectados no sangue de camundongos C57BL/6 infectados com a cepa
virulenta 76K até o 15° d.p.i, sugerindo a relacdo entre presenca do parasito e auséncia ou
baixos titulos de anticorpos.

A presenca de degeneracdo testicular, discreto infiltrado mononuclear focal e oligospermia
foram os achados andtomo-patologicos mais frequentes no tecido testicular, ocorrendo apenas
nos animais do GM3 e GM4. Lu et al. (2005) também descreveram alteragdes patoldgicas em
testiculos, canal deferente e prdstata em camundongos na fase aguda da infeccdo induzida
experimentalmente. Terpsidis et al. (2009) verificaram que ratos infectados com 7. gondii
apresentaram alteracdes dos principais pardmetros reprodutivos, incluindo motilidade
espermadtica, concentragdo e morfologia. Lopes (2008) em infec¢do experimental com 7. gondii
na espécie ovina ndo verificaram alteragdes em testiculos, epididimos, préstata e vesiculas

seminais, contudo relataram alteracdes na qualidade e morfologia do sémen, mas ndo as
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associaram a infeccao por 7. gondii por se apresentarem aleatorias.Nenhuma alteracao sugestiva
de infec¢do foi verificada em prdstata e vesicula seminal no exame histopatoldgico. Por outro
lado, ao exame molecular, todos os camundongos apresentaram DNA de 7. gondii em algum
tecido do aparelho reprodutor.

A permanéncia de taquizoitos na urina na fase aguda neste estudo é um achado
importante, pois ainda que Dubey et al. (1998) tenham considerado que esta forma infectante
seja fragil no ambiente ja foi verificado que, em meios bioldgicos liquidos, como em solugdes
salinas, soro, albumina e colostro esta forma pode sobreviver e manter-se infectante entre 24h e
vinte e cinco dias, dependendo do meio (Réisdnen, 1978). A infectividade do parasita apds ser
excretado na urina também ja foi comprovada anteriormente por Chiari e Neves (1994) por
meio da bioprova em camundongos.

A presenca e distribuicdo de 7. gondii em tecidos do aparelho reprodutor de
camundongos € um achado importante e compardvel aos encontrados por Moura et al. (2007),
Lopes (2008), Scarpelli et al. (2008), Arantes et al. (2010) e Santana et al. (2010), que isolaram
e/ou identificaram 7. gondii em tecidos reprodutivos de suinos, ovinos, bovinos, caes e caprinos
respectivamente, independente das doses, formas e vias de administragdo. Associaram estes
achados a presenca do parasita em sémen e a possibilidade de transmissdo venérea. As espécies
acima estudadas apresentaram o parasita nos mesmos tecidos dos camundongos que foram
positivos neste experimento. Com base nessas evidéncias, acredita-se que camundongos
infectados com essa cepa também eliminem 7. gondii no sémen, podendo servir de modelos
para estudar a transmissao venérea experimental.

Outro resultado importante se refere a vesicula seminal por ser uma das glandulas que
mais contribuem com o conteido do ejaculado. Neste experimento, aparentemente, a maior

frequéncia (60%) de deteccdo de T. gondii sugeriu maior afinidade do parasita por este tecido
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quando comparado ao testiculo e epididimo (40%) e prostata (30%). Lopes et al. (2008) e
Sacarpelli et al. (2008) descreveram parasitismo em vesicula seminal de ovinos e bovinos
respectivamente, sendo que em bovinos este tecido apresentou frequéncia elevada tanto quanto
o tecido prostético.

As técnicas moleculares utilizadas mostraram-se ferramentas de diagndstico importantes
para detectar o agente em amostras de tecidos de animais negativos na sorologia. A PCR-Nested
ainda possibilitou o diagndstico em amostras negativas na primeira PCR, certamente devido a
sua maior especificidade e sensibilidade (Kopalic-Cristo, 2005; Spalding et al., 2002). A PCR e
PCR-Nested tem contribuido muito na verificacdo da presenca de 7. gondii em secrecdes
organicas como sémen (Moraes et al., 2010c; Moraes et al., 2010d), urina (Fuentes et al., 1996;
Shojaee e Keshavarz, 2007) e leite (Kim et al., 2010).

T. gondii foi ainda detectado em liquido peritoneal e urina de dois dos quatro
camundongos na bioprova através da PCR e PCR-Nested, demonstrando sua infectividade na

urina de acordo com o verificado por Chiari e Neves (1994).

6. Conclusao

Conclui-se que 7. gondii é eliminado na urina de camundongos experimentalmente
infetados com a cepa ME49 na fase aguda da infeccdo na sua forma infectante. A presenca e
distribui¢do do parasita nos diferentes tecidos reprodutivos dos machos sugere que esse possa
ser eliminado no sémen, favorecendo o uso do camundongo no estudo da transmissdo venérea

de T. gondii.
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Tabela 1: Resultado da PCR e PCR-Nested para pesquisa de 7. gondii

em tecidos reprodutivos de camundongos infectados com a cepa ME49.

Grupos Técnica Amostra de tecido
S VS P TE
PCR 1/5 1/5 0/5 0/5
GM1(n=5) NESTED 4/5 4/5 1/5 3/5
(%) PCR 20% 20% 0% 0%

(% )PCR-N 80% 80% 20% 60%

PCR 0/5 1/5 0/5 0/5
NESTED 4/5 5/5 2/5 3/5
GM2 (n=5)
(%) PCR 0% 20% 0% 0%
(%)PCR-N  80%  100%  40%  60%
PCR 0/5 0/5 0/5 0/5
NESTED 0/5 1/5 1/5 1/5
GM3(n=5)
(%) PCR 0% 0% 0% 0%
(% )PCR-N 0% 20%  20%  20%
PCR 0/5 1/5 0/5 0/5
NESTED 0/5 2/5 2/5 1/5
GM4(n=5)
(%) PCR 0% 20% 0% 0%
(% )PCR-N 0% 40%  40%  20%
PCR 0/5 0/5 0/5 0/5
NESTED 0/5 0/5 0/5 0/5
GC (n=5)
(%) PCR 0% 0% 0% 0%
(% )PCR-N 0% 0% 0% 0%

S- sangue; VS- Vesicula Seminal; P- Prostata; TE- Testiculo e epididimo



Tabela 2. Resultados da PCR e PCR-nested
de urina em trés momentos.

Grupos Amostras urina positivos/n total

7 .pi. 15dpi 40 d.p.i

Gl 1=2)  PCR 12 22 -
NESTED 22 22

G2(n=2)  PCR 2/2 12 -
NESTED 22 22 -

G3(n=2)  PCR 2/2 22 02
NESTED 22 22 12

G4(n=2)  PCR 12 02 02
NESTED 22 22 12

GC(n=2)  PCR 02 02 02

NESTED 0/2 0/2 0/2
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ARTIGO 2
Transmissdo venérea de Toxoplasma gondii em f€émeas de
camundongos Swiss Webster acasaladas com machos inoculados com

oocistos da cepa ME49

(Artigo a ser submetido ao Periédico Veterinary Parasitology)
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Transmissao venérea de Toxoplasma gondii em fémeas de camundongos Swiss Webster

acasaladas com machos inoculados com oocistos da cepa ME49

RESUMO

Objetivou-se com esse estudo verificar a transmissdo venérea de 7. gondii e o0s
distirbios reprodutivos em fémeas de camundongos acasaladas com machos experimentalmente
infectados por via oral com oocistos da cepa ME49. Vinte machos foram divididos em quatro
grupos: GM1 (n=5) GM2 (n=5) GM3 (n=5) e GM4 (n=5) e inoculados com 50, 100, 500 e 1000
oocistos, respectivamente. Quarenta fémeas foram divididas em quatro grupos (GF1, GF2, GF3
e GF4) e apresentadas aos machos por um periodo de sete dias (2° - 14°d.p.i.) na proporcao de
duas fémeas para cada macho. Dez fémeas foram apresentadas a cinco machos nio inoculados
(controle). A infecc¢do foi confirmada nas fémeas por meio da pesquisa do DNA parasitdrio em
amostras de tecidos do aparelho reprodutor. Quinze por cento (6/40) das fémeas apresentaram
DNA parasitario em pool de tecidos ovariano e uterino na PCR e setenta e cinco por cento
(30/40) foram positivas na PCR-Nested. Dez por cento, 60%, 20% e 20% das fémeas dos GF1,
GF2, GF3 e GF4, respectivamente ndo pariram e foram observados disturbios reprodutivos nas
fémeas dos grupos GF3 e GF4. A maior parte das amostras de pool de tecidos fetais (cérebro e
visceras) foi positiva no exame molecular e fetos de uma mesma ninhada apresentaram
resultados positivos e negativos. Conclui-se que 7. gondii € transmitido por via venérea em

camundongos infectados com a cepa ME49.



51

1. Introducao

O protozodario Toxoplasma gondii é capaz de infectar todos os animais de sangue quente,
porém, as consequencias da infeccdo sdo muito varidveis entre diferentes espécies de animais
(INNES, 1997).

O taquizoito € a forma de proliferacdo rdpida de 7. gondii (Dubbey, 1998) e pode ser
encontrado em vdrias secre¢des organicas como em leite (Riemann et al., 1975; Sacks, Ronald e
Brooks, 1982; Chiari e Neves, 1984; Skinner et al.,1990 ) e saliva (Chiari e Neves, 1984; Vitor,
pinto e Chiari, 1991). No sémen, também foi encontrado em vdrias espécies domésticas como
caprinos (Dubey e Sharma, 1980; Santana et al., 2010), ovinos (Spence et al., 1978; Blewett et
al., 1982; Aganga et al., 1990; Lopes et al., 2007; Lopes et al.,2009; Moraes et al., 2010),
bovinos (Scapelli et al., 2009), suinos (Moura et al., 2007) e coelhos (Liu et al., 2006) e a
possibilidade de transmissdo venérea do agente tem sido discutida.

Liu et al. (2006), Moraes et al. (2009), Santana et al. (2010) e Arantes et al. (2010)
verificaram disturbios reprodutivos e soroconversdo em fémeas das espécies leporina, caprina,
ovina € canina, respectivamente, inseminadas com doses de sémen contaminadas com
taquizoitos, além de verificar a transmissdo congénita. No entanto, ndo had na literatura,
referéncias que comprovem a transmissdo de 7. gondii por meio da copula.

A importancia do modelo murino no estudo da toxoplasmose foi relatada por varios
autores. Innes (1997) afirmou que o camundongo tem sido largamente utilizado no estudo da
toxoplasmose congénita onde em geral as fémeas sdo desafiadas durante algum periodo da
gestacdo. No entanto, se refere a dificuldade de comparar resultados das diferentes pesquisas
tendo em vista a diversidade de cepas e formas do parasito e de linhagens de camundongos

utilizados nos diferentes estudos.



52

Objetivou-se com este estudo investigar a transmissao venérea de Toxoplasma gondii em
camundongas acasaladas com machos infectados experimentalmente com diferentes doses de
oocistos via oral. Diferente dos outros estudos realizados anteriormente, esse estudo € pioneiro

no que se refere a transmissdo venérea nessa espécie.

2. Material e métodos
O experimento foi realizado apds aprovacio pelo Comité de Etica no Uso de Animais —

CEUA da Universidade Federal Rural de Pernambuco, Brasil (processo n. 23082.010623/2010).

2.1. Animais e cepa de Toxoplasma gondii

Foram utilizados camundongos da linhagem Swiss Webster, machos e fémeas, com 30
dias de idade, pesando aproximadamente 30g e doados pelo Biotério do Centro de Pesquisas
Aggeu Magalhaes — Cpam/FIOCRUZ-PE, Brasil.

Para a infeccdo experimental foram utilizados oocistos da cepa ME49 cedidos pelo
Departamento de Medicina Veterindria Preventiva da Universidade Estadual de Londrina — PR,

Brasil.

2.2. Grupos experimentais

Vinte camundongos machos foram divididos em quatro grupos: GM1 (n=5) GM2 (n=5)
GM3 (n=5) e GM4 (n=5) e inoculados com 50, 100, 500 e 1000 oocistos, respectivamente. Os
animais foram inoculados por via esofdgica (gavagem) com solucdo fisiolégica com e sem
oocistos e monitorados diariamente.

Quarenta fémeas foram divididas em quatro grupos (GF1, GF2, GF3 e GF4) e

acasaladas com os machos na propor¢ao de duas fémeas para cada macho. A primeira fémea foi
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apresentada entre o 2° e 8° d.p.l. e a segunda fémea entre o 6° e 13°d.p.1. Dez fémeas foram

mantidas com cinco machos ndo inoculados (grupo controle).

2.3. Eutandsia

Os camundongos machos dos grupos GM1 e GM2 foram eutanasiados aos 14-15° d.p.i.
e aqueles dos grupos GM3 e GM4 aos 39-40° d.p.i.; trés machos do grupo controle foram
eutanasiados na mesma data que os machos dos grupos GM1 e GM2 e outros dois machos na
mesma data que os machos dos grupos GM3 e GM4. Todas as fémeas foram eutanasiadas aos
42 d.p.i. A eutandsia de todos os animais foi realizada conforme preconiza Fiocruz (2005),
utilizando-se pentobarbital sédico intraperitoneal na dose de 240mg/kg de p.v. Dois natimortos
da mesma ninhada de duas fémeas de cada grupo (GF2, GF3 e GF4) e dois nascidos vivos de
duas fémeas do GF1 foram submetidos a pesquisa de DNA parasitirio em pool de tecidos

cerebral e abdominal.

3.Confirmagdo da infec¢do
3.1. Sorologia

Para verificar a soroconversido de machos, fémeas e suas respectivas crias foi utilizada a
técnica da Reagdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) para pesquisa de anticorpos IgM e IgG
anti-7. gondii, utilizando-se anticorpos anti-IgG e anti-I[gM-murino conjugados ao isotiocianato
fluoresceina (Sigma®). Os soros foram diluidos na razdo quatro (1:4 até 1:128) de acordo com
metodologia descrita por Camargo (1974). Taquizoitos da cepa RH foram utilizados como

antigenos na preparacao das laminas.
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3.2. Detec¢do de DNA de T. gondii

Para verificar a presenca de DNA de 7. gondii, amostras de sangue dos grupos de
machos e tecidos do aparelho reprodutor, pool de tecidos uterino e ovariano de fémeas, bem
como pool de cérebro e visceras abdominais de neonatos, foram coletadas e submetidas a
extracdo de DNA com kit comercial “Qiagen DNA Easy Blood and Tissues Kit” (Qiagen®),
conforme o protocolo do fabricante. As rea¢des de amplificacdo ocorreram apds a extragdao do
DNA das amostras e as reagdes ocorreram em um volume final de 12,5uL contendo: 2,5uL de
DNA gendmico; 0,5uL de cada primer a 10uM (TOXO-C 1 e TOXO-N 1); 2,75uL de Agua
Mili-Q ultrapura e 6,25uL de MasterMix (mistura para PCR - Promega®). O perfil térmico das
etapas de reacdes foram feitas em um termociclador e seguido de acordo com o protocolo
descrito em Spalding et al. (2006). Os fragmentos amplificados foram detectados por
eletroforese em gel de agarose a 2%, corados com Blue Green® e visualizados através de luz
ultravioleta para fotodocumentagao.

Amostras negativas e controles foram submetidos a PCR-Nested, utilizando 1uL do
produto do PCR simples e adicionado a mistura de reacdo em um volume final de 12,5uL
contendo 0,5uL de cada primer a 10uM (TOXO C2 e TOXO N2), 4,75uL de Agua Mili-Q
ultrapura e 6,25uL. de MasterMix (mistura para PCR - Promega) conforme o protocolo do
fornecedor. O ciclo das reacdes consistiu de uma desnaturacdo do DNA inicial a 95°C (4min) e
seguida de 35 ciclos a 95°C por 1 minuto para a amplificagdo, 62°C por 30 segundos para o
anelamento, 72°C por 1 minuto para a extensdo e um periodo de extensdo final de 10 minutos a
72°C ap6s adaptacdo do protocolo descrito em Spalding et al. (2006). Os fragmentos

amplificados foram detectados conforme no procedimento da PCR.
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3.3.Histopatologia

Amostras de ttero e ovario foram fixadas em formalina a 10% e posteriormente foram
cortadas e submetidas a desidratacdo, diafanizacdo e inclusdo em parafina. Os blocos foram
cortados em micrétomo (Modelo 1512, Leitz Wetzlar, Germany) e os fragmentos montados em

laminas e corados com hematoxilina-eosina de acordo com Prophet et al. (1992).

4. Resultados
4.1. Distdrbios reprodutivos

Nesse trabalho observou-se a ocorréncia de manifestacdes clinicas indicativas de
gestacOes patoldgicas como ganho seguido de perda de peso nas fémeas no primeiro ter¢co da
gestacdo, ocorréncia de natimortos, distocia e atonia uterina ao parto, sangramento vaginal
durante a gestagdo, distirbios do desenvolvimento fetal e falta de uniformidade entre os fetos ao
nascimento.

Verificou-se que algumas fémeas de todos os grupos que ndo pariram tiveram ligeiro
ganho de peso no primeiro terco da gestacdo seguido de perda de peso até o terco médio da
gestacdo, indicando possivel morte e reabsor¢cdo embriondria. Esse evento ndo foi observado
nas fémeas do grupo controle que apresentaram ganho de peso progressivo até o parto.

Nas fémeas do GF1 nao foi observada a ocorréncia de natimortos € 10% delas ndo pariu.
Por outro lado, no grupo de fémeas do GF2, 40% das fémeas nio pariram e em 20% observou-
se a ocorréncia de natimortos. Oitenta por cento das fémeas dos grupos GF3 e GF4 ndo pariram
e 20% entrou em trabalho de parto, sem éxito, apresentando distocia seguida de atonia uterina,
sendo eutanasiadas.

O numero médio de nascidos foi de 9,9 filhotes/fémea no GF1, 7,5 no GF2, 2,8 no GF3

e 2,8 no GF4. No grupo controle o nimero médio de nascidos por fémea foi de 10,6, tendo em
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vista que todas pariram normalmente. Aproximadamente 50% das fémeas de todos os grupos
apresentaram pélos ericados na primeira semana apds o acasalamento, permanecendo
aparentemente saudaveis durante o restante do periodo gestacional. Uma fémea do grupo GF1
apresentou emagrecimento progressivo durante a fase de amamentagdo, vindo a ébito aos 23
dias apds o parto. Alguns fetos das fémeas dos GF3 e GF4 apresentaram-se autolisados, além de

ser verificada marcada congestdo uterina nas fémeas eutanasiadas.

4.2. Sorologia
Observou-se soroconversiao (IgM e IgG) em apenas um macho do GM2 e em todos do
GM3 e GM4 com titulos de anticorpos variando 4 até 128. Nao foi observada soroconversao em

nenhuma fémea de todos os grupos e seus respectivos filhotes.

4.3. Diagndstico molecular

Oitenta por cento dos animais dos grupos GM1 e GM2 apresentaram DNA parasitdrio
em sangue. Nenhum dos machos dos grupos GM3 e GM4 apresentou DNA parasitdrio em
sangue. Os animais do GC ndo apresentaram DNA parasitirio em sangue e tecidos
reprodutivos.

A PCR foi positiva em 10% (n=1) das amostras de ttero e ovdrio das fémeas do GF1 e
GF2. Na PCR-nested das fémeas desses grupos observou-se percentuais de 100% e 90% para os
mesmos tecidos analisados, respectivamente. No GF3, 30% (n=3) dos tteros e ovarios foram
positivos na PCR e 60% (n=6) na PCR-Nested ¢ no GF4, 20% (n=2) e 40% (n=4) foram
positivos na PCR e PCR-Nested, respectivamente. Na andlise dos fetos observaram-se animais
positivos e em alguns casos, fetos de uma mesma ninhada apresentaram resultados positivos e

negativos na PCR e PCR-Nested (Tabela 1).
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4.4. Histopatologia

Nos cortes histolégicos de uteros e ovarios observaram-se que em 40% das fémeas de
todos os grupos observou-se hiperplasia e metaplasia epitelial associadas a marcada infiltracdo
polimorfonuclear e mononuclear dispostas de forma focal e adjacentes a mucosa uterina, além
de foco de necrose intersticial no miométrio. Em corte de tecido cerebral, uma fémea do GF3
apresentou foco de infiltrado mononuclear no cértex cerebral adjacente a meninge. Pneumonia
intersticial mononuclear difusa também foi observada em uma fémea do GF1. Nenhuma dessas

alteracdes foi observada nas fémeas do GC.

S. Discussao

Alguns pesquisadores consideraram a via venérea como potencial para disseminacio de
T. gondii por terem comprovado a presen¢a de taquizoitos vidveis em sémen de machos de
diversas espécies e/ou por terem verificado a ocorréncia de diversos distirbios reprodutivos em
fémeas inseminadas artificilmente com sémen contaminado (Dubey e Sharma, 1980; Blewett et
al., 1982; Aganga et al., 1990; Liu et al.,2006; Moura et al., 2007; Lopes, 2007; Scapelli, 2009;
Moraes et al., 2010a; Moraes et al., 2010b; Moraes et al., 2010c; Arantes et al., 2010; Santana et
al., 2010).

Sobre a transmissdo venérea do 7. gondii ndo se verificou na literatura trabalhos que
comprovem essa via de transmissdo. Os estudos realizados até o momento que sugeriram a via
de transmissdo venérea foram realizados a partir da inoculag@o intraperitoneal de taquizoitos
nos machos ou da contaminacdo do s€émen com diferentes doses de taquizoitos no momento da
inseminagdo. Liu et al. (2006) inocularam taquizoitos por via intraperitoneal da cepa RH em
coelhos e coletaram e armazenaram sémen dos animais que sobreviveram para posterior

inseminacdo de coelhas. Nesse estudo, ndo houve copula e as fémeas foram infectadas por via
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vaginal com doses sucessivas de taquizoitos. Arantes et al. (2010), também procederam a
inseminacdo artificial (IA) em cadelas com doses de sémen contaminadas com a mesma forma
infectante e cepa anteriormente citada e também nao realizaram a cOpula.

Moraes et al. (2010) realizaram a contaminag¢do do sémen de ovinos com diferentes
doses de taquizoitos seguido de IA por via transabdominal por laparoscopia em ovelhas,
utilizando a cepa CPG, gendtipo III e verificaram distdrbios reprodutivos como reabsorcao
embriondria, natimortalidade e abortos entre outros.

Em camundongos, Cowen e Wolf (1950a, 1950b, 1950c) realizaram infecc@o de fémeas
via vaginal com material embebido com solu¢do cerebral de camundongos infectados e
consideraram que a vagina pode ser uma porta de entrada para 7. gondii. No presente estudo, a
via de entrada do parasito foi o trato reprodutivo da fémea através do coito espontaneo com
machos infectados por via oral com oocistos da cepa ME49, simulando uma provavel via de
infeccdo natural.

Tendo em vista os resultados obtidos neste experimento como a ocorréncia de patologias
reprodutivas nas fémeas dos diferentes grupos, assim como os resultados obtidos na PCR e
histopatolégico dos 6rgdos analisados, alguns aspectos sdo relevantes e devem ser considerados.
A viruléncia da cepa, a via de inoculacdo, o estado imunoldgico da fémea a concepcdo, as
propriedades imunossupressoras do plasma seminal e o numero de parasitos excretados no
sémen durante o periodo receptivo da fémea, sdo especialmente importantes.

No presente estudo, nenhuma das fémeas dos grupos apresentou anticorpos detectaveis
na RIFI aos 42 d.p.i. O resultado negativo na sorologia para fémeas dos grupos estudados nao
descarta a infeccdo desses animais, pois verificou-se a presenca do DNA parasitirio em

amostras dos 6rgaos reprodutivos que confirmam a infecgao.
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Dubey (2010) afirma que os camundongos podem produzir anticorpos contra 7. gondii
entre trés e setenta dias apds inoculagdo; em outros experimentos, os anticorpos s6 foram
detectados aos sessenta dias p.i. Além disso, em se referindo a soroconversao em ratos, Dubey e
Frenkel (1998) relataram que nenhum teste soroldgico € definitivo, pois 7. gondii foi isolado em
tecidos de ratos e humanos sem que esses apresentassem anticorpos, mesmo em baixas
dilui¢des do soro. Nos machos também se verificou comportamento de resposta imune humoral
semelhante, pois no GM1 e GM2 eutanasiados aos 15 d.p.i. foram detectados anticorpos em
apenas um animal. Em contrapartida nos machos do GM3 e GM4 eutanasiados aos 42 d.p.i.
observou-se resposta de anticorpos em 100% das amostras.

Sedla’k et al. (2001) também verificaram que 7/49 ratos silvestres da Eurdsia (Microtus
arvalis) ndo apresentaram anticorpos apds inocula¢do oral com oocistos quando examinados
pelos testes do corante de Sabin-Feldman (DT) e de Aglutinagdo em Latex (LAT). Wallace
(1973) verificaram que 6/10 ratos de um grupo inoculado com trinta oocistos da cepa WC-306
ndo soroconverteram e quando estes foram novamente desafiados com doses superiores
produziram anticorpos. Em outros casos pode ocorrer a soroconversdao sem que nenhum sinal
clinico seja verificado (Ito et al., 1975) o que demonstra a variabilidade das manifestacdes nas
relacdes hospedeiro-parasito.

No presente estudo, embora a maioria das camundongas tenha apresentado DNA
parasitdrio em pool de tecidos reprodutivos, ocasionalmente, observou-se a ocorréncia de
filhotes negativos e positivos na PCR-Nested em uma mesma ninhada. Segundo Pfaff e
Candolfi (2008), os mecanismos envolvidos no controle da transmissdo materno-fetal da
toxoplasmose ainda permanecem quase desconhecidos.

A ocorréncia de filhotes da mesma ninhada apresentando resultados positivos e

negativos ao exame molecular, possivelmente tem relagdo com o fato de as placentas de ratos
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serem independentes (Zenner et al., 1993) e dessa forma possa explicar a razdo pela qual fetos
da mesma ninhada ndo estiveram todos infectados. A literatura médica também se refere a
ocorréncia de fetos humanos dizigéticos com toxoplasmose congénita verificada através de
testes soroldgicos e oriundos de gestacdo gemelar onde a infeccdo foi observada em apenas um
dos gémeos (Crouver et al., 1976; Falavigna et al., 2007).

A reacdo imune da mucosa do hospedeiro frente a antigenos de 7. gondii foi descrita por
McLeod e Mack (1986). Neste caso a mucosa estudada foi a do trato gastrointestinal de
camundongos. Os pesquisadores observaram a ocorréncia de producdo de IgA especifica
(ELISA) em secrecdo intestinal quando da inoculacdo oral de cistos da cepa ME49 a mesma
utilizada neste estudo. Resultados semelhantes também foram obtidos por Hafid et al. (2005)
que verificaram a presenca de anticorpos IgA (ELISA) em fezes de camundongos a partir dos
12 d.p.i. que persistiram até os 49 d.p.i. Em contraste, estes anticorpos ndo foram identificados
em soro sanguineo e IgM e IgG s6 foram detectados a partir dos 19 d.p.i. em uma minoria dos
animais.

A nio deteccdo de IgM e IgG no soro das fémeas no presente estudo pode ter sido em
parte devido ao controle da infec¢@o no sitio de invasdo do parasito, nas mucosas vaginal e
uterina com a possivel atuacdo de IgA produzida localmente, associada a a¢do da imunidade
celular e a baixa viruléncia da cepa. De acordo com Dubey e Frenkel (1998), a infec¢do e a
doenca clinica podem variar conforme a cepa de 7. gondii, o estagio infectante da cepa e a via
de transmissdo utilizada. A cepa ME49 estd classificada como tipo II e apresenta baixa
patogenicidade para camundongos e a infec¢do por ela causada resulta em infec¢do cronica
(Sibley e Boothroyd,1992; Freyre et al., 2001). Freyre et al. (2001) verificaram que alguns
neonatos de ratas infectadas oralmente com oocistos dessa cepa ndo demonstraram infec¢do nos

resultados obtidos na bioprova e sorologia.
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Os resultados positivos em menor frequéncia na PCR e maior na PCR-Nested sugerem
uma relacdo com a carga parasitaria, uma vez que as fémeas dos GF1 e GF2 provavelmente
receberam menor dose no ato do acasalamento, diferentemente de algumas fémeas do GF3 e
GF4 que provavelmente receberam maior dose e dessa forma foram positivas na primeira PCR.

Os resultados obtidos na PCR-nested para fémeas dos grupos estudados (60% para GF3
e 40% para GF4; 100% e 90% para GF1 e GF2, respectivamente) se devem provavelmente ao
fato de alguns machos que receberam maior dose do parasito ndo conseguiram copular devido
ao seu estado geral apds a infec¢@o e dessa forma as fémeas nio foram acasaladas.

Um outro ponto a ser elucidado refere-se a rota de infeccdo de 7. gondii apds sua
introdu¢do no trato reprodutivo da fémea murina. Os achados em tecidos de ttero e ovdrios
demonstraram que houve a infec¢do das fémeas, no entanto, ainda ndo foi possivel saber se o
parasito infectou os embrides antes de sua implatan¢do no ttero.

Dados gerais sobre a sensibilidade e especificidade da PCR sugerem que esta é uma
técnica extremamente Util para o diagndstico da toxoplasmose na medicina humana e veterinaria
(James e Gajadhar, 1993). Muitos trabalhos comprovaram a viabilidade da aplicagdo da PCR
por sua alta sensibilidade, comparando esta técnica com outros métodos de diagndstico. Dabritz
et al. (2007) verificaram que essa técnica obteve sucesso na deteccdo de DNA parasitdrio em
tecidos murinos quando comparada a imunohistoquimica, observando que a PCR demonstrou
ser altamente sensivel e segura na pesquisa de DNA de 7. gondii.

Em relagdo aos resultados obtidos na PCR-Nested que demonstrou um alto percentual de
amostras positivas em fémeas murinas, estd de acordo com as observagdes feitas por Sache
(2004) que afirmaram que a PCR-Nested favorece a resolucdo de problemas na deteccdo do
DNA por utilizar primers internos aos usados nos primeiros ciclos de amplificacdes na PCR,

sendo esta, sempre mais suscetivel as interferéncias de DNA do hospedeiro em excesso nas
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amostras clinicas iniciais ou a inibidores da DNA polimerase, o que torna a PCR-Nested mais
especifica e sensivel que a propria PCR.

Ainda em realagdo as divergéncias de resultados observados entre a técnica soroldgica e
molecular, Owen e Tress (1998) também verificaram que camundongos filhos (F1) de maes
infectadas demosntraram maior positividade quando examinados por PCR e bioprova do que na
pesquisa para anticorpos, sugerindo que o teste soroldgico utilizado, Teste de Aglutinacdo
Modificado (MAT), ndo refletiu o estado real da infeccao por 7. gondii.

As lesdes inflamatdrias focais e necrose, adjacentes a mucosa e submucosa uterina de
algumas fémeas do GF1, GF2, GF3 e GF4 podem sugerir uma resposta imune inespecifica ao
parasito. Roberts et al. (2008) relataram que as relacdes que envolvem a acdo do parasita sobre
placenta e feto e a atuagdo do sistema imune no periodo gestacional ndo estdo completamente
elucidadas. O complexo sistema imune uterino e sua compreensao € a chave para resolucio de
muitos problemas relativos a satide reprodutiva da fémea e os principios que regem a tolerancia
e a imunidade na mucosa do sitio uterino sdo semelhantes aos dos outros tecidos de mucosas

(Robertson, 2000).

6. Conclusao
Conclui-se que Toxoplasma gondii € transmitido por via venérea em camundongos
experimentalmente infectados com a cepa ME49 sendo capaz de provocar distirbios

reprodutivos em fémeas e infectar sua progénie.
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Tabela 1: Frequéncias de fémeas positivas na sorologia, PCR e PCR-Nested de tecidos reprodutivos (titero
e ovdrios) e ocorréncia de parto e natimortos.

Grupos RIFI
PCR Nested-PCR Partos Natirmortos
(Animal) I1gM 1eG

GF1 (F1-F10)

Fl - - -
F2 - -
F3 - - +
F4 - - -
F5 - - -
F6 - - -
F7 - - -
F8 - - -
F9 - - -
F10 - - -

% GRUPO 0% 0% 10% 100% 9

+ 4+ o+

+
SH+ 4+ + 4+ + 4+
N

.

GF2 (F1-F10)

+ 4+ +
+

L+
+

F8 - - -
F9 - - -
F10 - - -

% GRUPO 0% 0% 10%

S+ ++ 4+ + 4+ 4+
R

+

'

O

GF3 (F1-F10)

F1 - - + + +(*) +
F2 - - - - -

F3 - - + +

F4 - - - + - -
F5 - - - +

Fo6 - - - - - -
F7 - - - - - -
F8 - - - - - -
F9 - - + + - -
F10 - - - + - -

% GRUPO 0% 0% 30% 60% 20% 20%

GF4 (F1-F10)

'
.
.
.
+
*
*
X
+ +

F8 - - - + +(*)
F9 - - - + - -
F10 - - - - - -
% GRUPO 0% 0% 20% 50% 20% 20%

(*) parto distécico



71

Tabela 2- PCR e PCR-nested de pool de tecidos (cérebro e visceras) em
amostras de natimortos ou neonatos (n=2).

Grupos Amostras prole
- de PCR PCR-nested
emeas
GF2 Pl P2 P1 P2
F2 + + + +
F5 - - + -
GF3
F1 + - + +
F5 - + + +
GF4
F8 - + - +
F9 + + + +

P=prole; F=Fémeas
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Fig. 1: Pneumonia intersticial mononuclear difusa HE, 40X.

Fig. 2: Detalhe do infiltrado mononuclear em pulmao HE, 100X

Fig. 3: Encéfalo. Foco de infiltrado mononuclear em cértex cerebral. HE, 40 X.

Fig. 4 Detalhe do infiltrado Fig.3 . HE, 100 X.

Fig. 5: Endométrio. Metaplasia do epitélio com presenga de infiltrado constituido
predominantemente por polimorfonucleares. HE, 40X.

Fig.6: Endométrio. Detalhe da imagem anterior. Notar a presenca de polimorfonucleares no epitélio
endometrial.



Fig. 7: Foco de necrose em miométrio. HE, 40X.

Fig. 8: Miométrio. Presenca de infiltrado inflamatério polimorfonuclear. HE,
40 X.

Fig. 9: Infiltrado inflamatdério constituido por polimorfonucleares com
predominancia de neutréfilos. HE, 100 X.
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Fig. 10: Utero gravidico com areas de congestao.
Fig. 11 e 12: Fetos sem uniformidade de tamanhos.
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