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Resumo

A toxoplasmose ¢ uma zoonose causada por Toxoplasma gondii. Em caes ¢ na maioria das vezes
assintomatica em decorréncia da efetividade do sistema imunologico. Entretanto, em alguns casos pode
desencadear intimeros sinais clinicos, incluindo comprometimento neuromuscular, sendo os sinais mais
descritos ataxia, andar em circulos, alteragdes de comportamento, convulsdes, espasmos ¢ tremores.
A toxoplasmose geralmente manifesta-se apds imunodepressdo ¢ por isso, frequentemente pode estar
associada a infec¢des imunossupressoras como as causadas pelo virus da cinomose e Ehrlichia canis.
E. canis é uma rickettsia intracelular obrigatoria de células hematopoiéticas maduras ou imaturas
¢ de mondcitos caninos, agente etioldgico da Erliquiose Monocitica Canina (EMC). Assim como a
toxoplasmose, a EMC também pode ocasionar sinais nervosos. Este estudo tem o objetivo de estimar a
prevaléncia de anticorpos contra 7. gondii e E. canis e caracterizar as respectivas sindromes clinicas em
cées com sinais nervosos atendidos em um hospital veterinario. Entre maio de 2010 a dezembro de 2011,
caes com sinais nervosos atendidos no HOVET-UFMT foram submetidos a exame neuroldgico para
determinag@o das sindromes nervosas. Amostras de soro e sangue total foram coletadas para realizagao
de reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) para 7. gondii e E. canis e para avaliagdo hematoldgica.
Observaram-se prevaléncias de 10,3 ¢ 94,8% para T. gondii ¢ E. canis respectivamente, e a sindrome
mais frequente foi a multifocal ocorrendo em 53,5% dos casos, seguido de alteragdes medulares em
22,4%, alteracdo cerebral em 10,3%, sindrome paroxistica em 10,3% dos casos e sindrome neuropatica
com 3,5% dos casos. Nao houve associagdo estatistica entre as variaveis analisadas (titulacdo para 7.
gondii, E. canis ¢ sindromes nervosas). Como conclusdo, a ocorréncia de coinfecgdo por 7. gondii ¢
E.canis pode contribuir para a manifestagio clinica da toxoplasmose, em virtude do carater oportunista
do parasito em relagdo ao estabelecimento de doenga.
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Abstract

Toxoplasmosis is a zoonotic disease caused by Toxoplasma gondii. Most often, the disease is
asymptomatic in dogs due to effectiveness of the immune system. By the way, numerous clinical signs
can be triggered, including neuromuscular like ataxia, circling, behavioral changes, seizures, spasms
and tremors. The disease usually manifests itself after immune depression, and, for this reason, usually
may be associated to immunosuppressive infections, like by distemper virus and Ehrlichia canis. E.
canis is an obligatory intracellular rickettsia of mature or immature hematopoietic cells and canine
monocytes, and the etiologic agent of Canine Monocytic Ehrlichiosis (CME). Like toxoplasmosis, CME
may cause nervous signs as well. This study aims to estimate the occurrence of anti- 7. gondii and anti-
E. canis antibodies and characterize nervous syndromes in dogs with nervous alterations assisted at a
veterinary teaching hospital. From May 2010 to December 2011, dogs with nervous alterations assisted
at HOVET-UFMT were submitted to neurological evaluation for determining nervous syndromes.
Serum and whole blood samples were collected for performing indirect immunofluorescence test (IFAT)
for T. gondii and E. canis and hematological evaluation. Prevalence of 10,3 and 94,8% were observed
for 7. gondii and E. canis, respectively. The most frequent syndrome was multifocal, occurring in 53,5%
of the cases, followed by spinal cord alterations in 22,4%, cerebral alterations in 10,3%, paroxysmal
syndrome in 10,3% and neuropathic syndrome in 3,5% of the cases. There was no statistical significance
between the variables analyzed (titration to 7. gondii, E. canis and nervous syndromes). In conclusion,
the occurrence of coinfection with 7. gondii and E. canis may contribute to toxoplasmosis clinical

manifestation, due to opportunist character of the parasite in order to the establishment of disease.
Key words: Toxoplasmosis, ehrlichiosis, neurology, nervous syndromes

Introducio

A toxoplasmose ¢ uma zoonose mundialmente
distribuida causada pelo protozoario Toxoplasma
gondii, tendo como hospedeiros definitivos felideos
domésticos e silvestres e como hospedeiros
intermedidrios diferentes espécies de mamiferos e
aves, incluindo os caninos, que podem adquirir a
infecgdo principalmente através de ingestao de agua
ou alimentos contaminados por oocistos ou cistos
teciduais. Em caninos, a prevaléncia da infecgdo
pode chegar a 91% em determinadas regides
(GERMANO; ERBOLATO; ISHIZUKA, 1985;
DUBEY; LAPPIN, 2006), ¢ além de atuarem como
vetores mecanicos, sdo considerados sentinela paraa
ocorréncia do agente no meio ambiente (LINDSAY

etal., 1997, ULLMANN et al., 2008).

De forma semelhante ao que acontece com
o homem, a infec¢do por 7. gondii em caes ¢ na
maioria das vezes assintomatica (ARAUJO et al.,
2011), em decorréncia da efetividade do sistema
imunologico. Entretanto, alguns cées
comprometimento

respiratorio, gastrointestinal, oftalmico e infecgado

podem

desenvolver neuromuscular,

generalizada, sendo os sinais nervosos mais
descritos ataxia, andar em circulos, alteragdes de
comportamento, convulsdes, espasmos e tremores
(SILVA et al.,, 2005; DUBEY; LAPPIN 2006).
O diagnostico da infeccdo pode ser realizado
com a Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta
(RIFI) considerada teste ouro (DUBEY; LAPPIN,
2006), uma técnica simples e economicamente
viavel (BRESCIANI et al., 2008). Geralmente
a toxoplasmose apos  quadros

imunodepressivos, por isso frequentemente esta

manifesta-se

associada a infec¢des imunossupressoras como
pelo virus da cinomose e Ehrlichia canis, além
de imunossupressdao por glicocorticoideterapia,
miosite, tumores, pneumonia entre outras (AHMED
et al, 1983; DUBEY; LAPPIN, 2006).

Ehrlichia canis é uma rickettsia pertencente
a familia Anaplasmataceae, de vida intracelular
obrigatoria de células hematopoiéticas maduras
ou imaturas e de mondcitos caninos. E o agente
etiologico da Erliquiose Monocitica Canina (EMC)
e além da espécie canina, ha relatos de infec¢do em
seres humanos e indicios de infeccdo em felideos
domésticos (PEREZ et al., 2006; BRAGA et
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al., 2013). A infeccdo € associada a presenca de
carrapato vetor, Rhipicephalus sanguineus, o qual é
endémico em praticamente todas as regides do Brasil
(DUMLER et al., 2001; SACCHINI; CESSFORD;
ROBINSON, 2007; MORAES-FILHO et al., 2011).

Os animais infectados por E. canis podem
apresentar uma diversificacdo de achados clinicos,
incluindo depressdo, anorexia, perda de peso,
sangramento, linfadenomegalia e
febre, além de anemia, trombocitopenia e aplasia
medular (PAZ e SILVA et al., 2009), e assim como
na toxoplasmose, a erliquiose pode ocasionar sinais
nervosos (TROY; VULGAMOTT; TURNWALD,
1980; MEINKOTH et al., 1989; BUORO et al.,
1990). Moérulas de E. canis podem ser detectadas
em monocitos por um curto periodo de tempo, mas
geralmente ndo sdo observadas durante as fases
subclinica e cronica da infec¢do (NAKAGHI et
al., 2008). Neste caso adota-se a utilizagdo da RIFI
considerado o teste sorologico mais amplamente
utilizado para o diagnostico da EMC (WANER et
al., 2001).

tendéncia a

Esta nota tem o objetivo de demonstrar a
prevaléncia de anticorpos contra 7. gondii e E.
canis em cdes com sinais nervosos atendidos em um
hospital veterinario, caracterizando em sindromes
clinicas de acordo com a localizagdo anatdmica e
avaliando a possibilidade de coinfecgao.

Material e Métodos

No periodo de maio de 2010 a dezembro de
2011, os cdes com sinais nervosos atendidos no
Hospital Veterinario da Universidade Federal de
Mato Grosso (HOVET-UFMT) foram submetidos
a exame neurologico para determinacdo das
sindromes de acordo com Braund (2003) e a coleta
de amostras de soro sanguineo para realizacdo de
duas RIFIs, uma com antigenos integros da cepa
RH de T. gondii (CAMARGO, 1964) e outra com
antigenos da cepa Sao Paulo de E. canis (AGUIAR
et al., 2007). Controles positivos e negativos foram
inseridos em cada lamina, sendo considerados

reagentes as amostras com fluorescéncia periférica
em taquizoitos ¢ morulas, na diluicdo igual ou
maior que 1:16 e 1:40, respectivamente. Na
reacdo de 7. gondii, as amostras positivas foram
submetidas a titulag@o final em multiplos de quatro
(1:16, 1:64, 1:256, 1:1024 ¢ 1:4096) e para E. canis
a titulagcdo final em progressdo geométrica (1:40,
1:80, 1:160, 1:320, 1:640, 1:1280 e 1:2560). Para
ambas reacdes, a marca¢ao do complexo antigeno-
anticorpo foi realizado com conjugado anti-
Imunoglobulina G (IgG) canino (Sigma Aldrich®).
Hemograma completo foi realizado em todos os
caes considerando os valores de referéncia adotados
de Jain (1993).

A andlise estatistica foi realizada pelo programa
EPIInfo3.2 (CDC, EUA), pelo teste de qui-quadrado
ou Exato de Fischer, com nivel de significancia
de 5%. Este projeto teve a aprovacdo do Comité
de Etica em Uso de Animais, da Universidade
Federal de Mato Grosso (UFMT) sob o niimero
23108.014729/10-4.

Resultados

Foram incluidos no presente estudo, 58 caes com
sinais neurolédgicos, destes 31 (53,5%) apresentavam
sindrome multifocal, 13 (22,4%) apresentaram
sinais compativeis com alteragdes medulares, seis
(10,3%) apresentaram alteracdo cerebral, sendo
quatro sindrome vestibular, uma sindrome cerebelar
e uma sindrome cortical, seis (10,3 %) cdes com
sindrome paroxistica e dois (3,5%) com sindrome

neuropatica.

Segundo a pesquisa de anticorpos anti-7. gondii,
seis (10,3%) caes foram reagentes com titulos
variando entre 1624096 (Tabela 1). Arelagao da faixa
etaria dos animais reagentes para 7. gondii encontra-
se descrita na Tabela 1. Anticorpos anti-E. canis
foram detectados em 55 (94,8%) caes, sendo dois
(3,4%) reagentes na diluigao de 1:40; quatro (6,9%)
em 1:80, cinco (8,6%) em 1:160, seis (10,3%) em
1:320, sete (12,2%) em 1: 640, cinco (8,6%) em 1:
1280 e 26 (44,8%) em diluicdo > 1:2560. Em relagao
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a soropositividade para Ehrlichia, 18 (31%) cdes de
até um ano de idade foram reagentes; 26 (44,8%)
com um a seis anos de idade foram reagentes e 11
(19%) caes com mais de seis anos foram positivos.

As sindromes nervosas que acometeram os cies
com titulos para 7. gondii encontram-se na tabela 1,
bem como a titulacdo apresentada. Dentre os seis
animais positivos para 1. gondii, cinco (83,3%)
apresentavam titulos para E. canis. Em rela¢ao aos
55 animais sororreagentes para E. canis, 29 (50%)
apresentaram sindrome multifocal, seguido por
13 (22,4%) animais com sindrome medular, seis

(10,3%) com sindrome paroxistica, cinco (8,6%)
com sindrome cerebral e dois (3,5%) com sindrome
neuropatica. Nao houve associacdo estatistica
entre estas variaveis analisadas. Dentre os trés
animais negativos para E. canis, dois apresentaram
sindrome multifocal e um, sindrome cerebral. Os
achados hematologicos apresentados pelos animais
reagentes para 7. gondii estdo dispostos na Tabela
2. Cinco (83,3%) animais com titulos para 7. gondii
apresentaram anemia e linfopenia, dentre os quais
quatro também foram reagentes para E. canis. Nao
foram observadas associacdes significativas entre as
diversas variaveis estudadas.

Tabela 1. Relagdo dos caes soropositivos para Toxoplasma gondii de acordo com o sexo, idade, raga, sindrome nervosa

e titulagdo para Ehrlichia canis.

Titulo para 7. Titulo para E.

Sindrome

Animal .. . L. Idade Sexo Raga
gondii canis neurologica
1 256 >2560 Multifocal > 5 anos M Poodle
2 64 Negativo Multifocal 12 anos M SRD
3 16 >2560 Paroxistica 5 anos F SRD
4 4096 >2560 Multifocal 3 anos F SRD
5 64 >2560 Toracolombar > 8 anos F Pastor Alemao
6 256 >2560 Multifocal 8 anos M Pit Bull

Fonte: Elaboracdo dos autores.

Tabela 2. Achados hematolégicos de caes co-infectados por Toxoplasma gondii e/ou Ehrlichia canis.

Animais Ht  Leucédcitos Neutrofilos Linfocitos Monocitos  Plaquetas Sorologia  Sorologia
(%) (x10¥mm?) (x10%mm’) (x10¥mm?)  (x10%mm?®) (x10°/mm®) T gondii E. canis

1 7,8 158 14,2 0,3 1,1 29 256 >2560
2 22,8 11,9 10,9 0,1 0,8 428 64 Negativo
3 42 19,8 18 1,2 0,6 24 16 >2560
*4 25,8 7,2 6,8 0,4 0,1 241 4096 >2560
5 23 35,6 32,4 0 3.2 252 64 >2560
6 154 454 42,7 0 2,7 11 256 >2560

Ht = hematocrito

*Cao com achado de corpusculo de inclusido de Lentz em esfregaco sanguineo.

Fonte: Elaboracdo dos autores.

Discussao

Os principais sinais nervosos apresentados pelos
caes analisados foram ataxia, convulsdes, mudangas
de comportamento, tremores e paraparesia ou

paraplegia, sinais esses analogos ao encontrado por
Silva et al. (2005) e por Brito et al. (2002) em caes
soropositivos para 1. gondii. Nao houve associacao
significativa desses sinais com a titulacao para 7.
gondii neste estudo, condizente com o descrito por
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Silva et al. (2009). Dentre as sindromes nervosas
observadas nos cdes reagentes para 1. gondii, a
forma multifocal foi a mais frequente. De acordo
com Braund et al. (1988), dentre os sinais nervosos
da toxoplasmose canina, as lesdes multifocais do
sistema nervoso central estdo associadas a lesdes
inflamatorias difusas no cérebro e medula espinhal.
Esta sindrome também foi a mais frequente nos
animais positivos para Ehrlichia spp. Os sinais
nervosos podem ser decorrentes de meningite,
sangramento das
ndo supurativa e ainda meningoencefalomielite
(MEINKOTH et al, 1998; MERIC, 1988;
HARRUS; WANER, 2011).

meninges, meningoencefalite

O sistema nervoso central ¢ mais frequentemente
acometido nas erliquioses, em relagdo ao sistema
nervoso periférico. O mecanismo de invasdo
de Ehrlichia spp no sistema nervoso € pouco
esclarecido. Sabe-se de sua capacidade de penetracao
e da inflamagdo causada por este processo, mas ha
sugestdes de que haja outros mecanismos em adi¢ao
que causam os sinais nervosos. Tais suposi¢des
ocorrem devido a achados escassos de infiltrados
inflamatorios decorrentes da infec¢do, constatados
por exames post mortem (HONGO; BLOCH, 2006).

Os valores de prevaléncia de anticorpos anti-7
gondii variam conforme regides no Brasil (GROSZ
et al., 2002; BOA SORTE, 2012). Ha autores que
observaram valores menores em cdes com sinais
nervosos (VARANDAS et al., 2001; SILVA et
al., 2005) embora outros descreveram o contrario
(BRITO et al., 2002). Dubey e Beattie (1998)
observaram que as taxas de infecgdo relacionadas
a doenca podem divergir, e possivelmente esta
atribuido a ampla distribui¢do do agente no ambiente
e a eficiéncia de 7. gondii como parasito.

A titulagdo de anticorpos anti-7. gondii
encontrada variou entre as dilui¢des de 1:16 e
1:4096 (Tabela 1). De acordo com Giraldi et al.
(2002) titulos menores que 4096 em caes denotam
cronicidade da doenga e titulos superiores sugere se

tratar de infec¢do aguda, caracterizando estado de

doenca nos animais. No entanto, Brito et al. (2002)
e Silva et al. (2005) verificaram maior numero de
cdes com sinais nervosos com titulagao de 16 e 64,
o que ndo foi o constatado pelo presente estudo.
Esta baixa titulagdao pode ser decorrente de estagio
cronico ou fase inicial da infeccdo (BARBOSA et
al., 2003).

A elevada freqiiéncia de cdes soropositivos
para E. canis enfatiza a relevancia deste agente
na regido, ressaltando area de estudo considerada
endémica, com prevaléncias variando de 42,5%
(SILVA et al., 2010) a 70% (MELO et al., 2011).
Taxas de prevaléncia tdo discrepantes podem ser
reflexos de um viés na selecdo dos cdes incluidos
no estudo, ja que apresentavam sinais compativeis
com a doenga e teriam maior probabilidade de
apresentar a afeccdo (DAGNONE et al., 2003), ou
de diversidade de técnicas empregadas. Embora
seja esperado em ambiente hospitalar, Nakaghi et
al. (2008) concorda que a incidéncia da doenca
¢ realmente alta. Sobre os titulos de anticorpos
anti-E. canis observados, Manoel (2010) e Waner
et al. (2001) sugerem associacdo de que os altos
titulos podem indicar infec¢do cronica ou infeccao
persistente por E. canis.

Dos seis caes soropositivos para 7. gondii, cinco
apresentaram coinfecgdo por E. canis, inclusive com
titulos de anticorpos superiores a 2560. A presenca
de titulos de anticorpos anti-Ehrlichia evidencia o
contato prévio com o agente e pode ser considerado
um fator imunossupressor, que desencadearia
reativacdooumaiorsusceptibilidadeparaaocorréncia
da toxoplasmose. Paulan et al. (2013) relataram
coinfec¢do por 7. gondii, Leishmania leishmania
(infantum) chagasi e E. canis em 48,6% dos casos
estudados. Por se tratar de um agente oportunista
a ocorréncia de toxoplasmose clinica tem sido
associada a outros agentes imunossupressores como
o virus da cinomose além da E. canis (MORETTI
et al., 2002; MORETTI et al., 2006). No presente
estudo, no cdo #4 foi observado corpisculo de
inclusdo de Lentz, sugerindo coinfeccao pelo virus
da cinomose, similar ao relatado por Moretti et al.
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(2002). Aguiar et al. (2012) observaram coinfecg@o
entre o virus da cinomose e 7. gondii em 41,1% dos
cdes com sinais nervosos atendidos em hospital
veterinario. E provavel que a imunossupressio
causada pelo virus da cinomose resulte na re-
ativacdo de uma infecc¢ao latente pelo rompimento
de cistos dormentes de 7. gondii (MOLLER;
NIELSEN, 1964). Adicionalmente, a coinfec¢do
por T. gondii ¢ E. canis tem sido descrita afetando
caes de qualquer idade, género e sem predisposicao
racial (OLIVEIRA, 2000; DUBEY; LAPPIN, 2006;
ROMANELLI et al.,, 2007) resultado similar ao
observado no presente estudo.

de
hematocrito dentro do padrao fisioldgico e metade

Apenas um cdo apresentou valores
deles apresentaram trombocitopenia. Do ponto
de vista hematoldgico, trombocitopenia e anemia
sdo achados comuns na EMC. Houve variagdo em
relacdo ao leucograma, e uma das hipoteses seria da
presenca de diferentes cepas de E. canis com graus
variaveis de patogenicidade. Aguiar et al. (2013)
relataram a circulagdo de pelo menos dois genotipos
na regido de estudo, e estas diferengas precisam ser
caracterizadas do ponto de vista clinico. Além disso,
as diferentes fases da EMC, bem como a resposta
imune individual e co-infec¢des podem influenciar o
resultado de exames hematoldgicos (MENDONCA
et al, 2005). A linfopenia esteve presente na
maioria dos animais com coinfec¢do por 7. gondii
e E. canis. Mendonga et al. (2005) relacionam na
erliquiose, a linfélise e/ou ao sequestro de linfécitos
por 6rgaos linfoides. Adicionalmente, a diminuicdo
de linfocitos associada a anemia foi observada em
cées com toxoplasmose por Moretti et al. (2002). A
disfuncao de linfocitos ou sua diminui¢do leva ao
comprometimento do sistema imunologico, € em
humanos, pode levar a sinais como encefalite, como
manifestagdo da toxoplasmose (WEISS; DUBEY,
2009). Por hora, anormalidades leucocitarias sdao
observadas em caes filhotes experimentalmente
infectados por 7. gondii, mas o perfil hematologico
da doenga ainda ¢ pouco discutido na literatura
(ABREU et al., 2001).

Conclusao

A maior ocorréncia de anticorpos contra 7.
gondii foi observada em cdes com sinais nervosos
por sindrome multifocal, que pode ser advinda
da propria infec¢do ou da associagdo com outras
doencas como a EMC ou cinomose canina, em
virtude do carater oportunista do parasito em relacao
ao estabelecimento de doenca.
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