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Resumo: A toxoplasmose é causada pelo Toxoplasma gondii , que acomete todos os animais de sangue quente
inclusive 0 homem. A falta de informagdo na literatura da resposta clinica dos cédes a infeccédo pelo T. gondii levou-nos
a inocular experimentalmente nove cées jovens com trés diferentes cepas, onde foram acompanhados durante 30
dias. Nesse periodo observou-se aumento de volume dos linfonodos em todos os caes inoculados e alteragdes
oftalmologicas em sete caes. Titulo de anticorpos anti- T.gondii observados ja 4° DPI demonstraram a precocidade da
resposta nestes animais. O T. gondii foi isioaldo no sangue e urina da todos os cdes e a doenca foi confirmada
histopatologicamnete. Alteracdes soroldgicas, hematoldgicas e bioquimicas observadas, foram compativeis com
infeccdo pelo T.gondi. Assim os achados clinicos e laboratoriais foram caracteristicos da toxoplasmose em cées
jovens.

Palavras-chave: toxoplasmose, Toxoplasma gondii, cdes, sinais clinicos.

Abstract: Toxoplasmosis is a disease caused by Toxoplasma gondii, that affects all warm- blooded- animals including
human beings. The lack of information about the clinical response of dogs to T. gondii infection led us to experimentally
inoculate nine young dogs with three different strains of T. gondii. The animals were examine daily during 30 days. Lymph
node enlargement was the only clinical alteration detected in all dogs. Ophthalmologic changes were observed in seven
dogs. T. gondii was isolated in blood and urine in all dogs and the disease was confirmed histopathologically. Serologic,
hematologic, and biochemical changes compatible with T. gondii infection were observed. Our findings characterize
clinical and laboratory changes in toxoplasmosis in young dogs.
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nos e em muitas espécies animais estudadas tais como
encefalite, abortamentos, pneumonia, enterite, miosite e
ocasionalmente, coriorretinite, sendo esta Ultima frequen-
temente associada a uveite. Opperman (1971) e Sharma
et al. (1973) descreveram em cées experimentalmente
infectados, as seguintes alteracdes: hipertermia, distar-
bios pulmonares, digestivos e enfartamentos ganglionares.

Introducéo

A toxoplasmose é causada pelo Toxoplasma gondii
(NICOLLE; MANCEAUX, 1909), doenca que acomete
varias espécies, incluindo os mamiferos, répteis e aves
(SANCHIS, 1978).

O homem e os animais podem adquirir a doenca
apos o nascimento, principalmente pelo consumo de
carnes cruas ou mal cozidas, infectadas com cistos
teciduais, bem como alimentos e 4guas contaminados
pelos oocistos (SOUZA et al., 1987; VIDOTTO, 1990;
BROOKS, 1992; NAVARRO et al., 1992; BOBIC et al.,
1996). Leite ndo pasteurizado, ovos, transfusfes san-
gliineas e transplante de 6rgaos séo outras vias de

Da mesma forma Nesbit et al. (1981) e Suter et al.
(1984) observaram paresia espastica de membro pélvico
em caes naturalmente infectados por T. gondii. Sinto-
matologia nervosa caracterizada por paraplégica, ataxia
e hemiparesia foram detectadas em cées naturalmente
infectados (AVERILL; LAHUNTA, 1971; NELSON;

transmisséo citadas (DRESSEN, 1990; DUBEY, 1993).

Helley (1970) afirmou que a toxoplasmose pode pro-
duzir uma série de alterag@es clinicas nos seres huma-

COUTO, 1994).

O sinal mais comum, reconhecido clinicamente como
manifestacao da toxoplasmose adquirida, é a linfade-
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nopatia cervical assintomatica e fadiga (REMINGTON;
DESMONT, 1983; McCABE et al., 1987).

Na literatura consultada nesta pesquisa, foram es-
cassas as citacdes de estudos experimentais abordando
aspectos clinicos de cées infectados por este parasito,
da mesma forma nao foi encontrada referéncia sobre
infeccéo de cées jovens.

Assim, o objetivo do trabalho foi avaliar, a infecgéo
experimental de diferentes cepas do T.gondiiem caes
jovens, quanto aos sinais clinicos, andlises clinicas e
a correlacédo entre os titulos de anticorpos obtidos.

Material e Métodos

No presente trabalho foram utilizadas trés cepas de
T. gondii, com caracteristica particulares quanto a pato-
genia e patogenicidade em camundongos. A escolha
das cepas foi determinada pela falta de informacdes,
na literatura, quanto a patogenicidade em cées jovens.
Sendo as cepas denominadas de RH, isolada de ser
humano com caracteristica a resposta aguda e a ndo
cronificacéo, AS-28, isolada de camundongo e P, isolada
de cao, ambas com caracteristica a cronificagdo for-
mando cistos e a formarem oocistos quando inoculadas
em gatos. As cepas RH e AS-28 foram mantidas, no
Laboratorio de Protozoologia do Departamento de Medi-
cina Veterinaria Preventiva da Universidade Estadual de
Londrina (UEL), e a cepa P mantida junto ao Departa-
mento de Patologia Veterinaria da Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias de Jaboticabal (FCAVJ— UNESP),
através de sucessivas passagens em camundongos
albinos.

Foram selecionados 12 cées, com idade aproximada
de 30 dias sorologicamente negativos pela Reacgéo de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) para T. gondii
(CAMARGO, 1964). Estes animais foram mantidos em
jaulas individuais, durante todo o periodo de adaptagao
(4 meses) recebendo vacinas, anti-helminticos, agua a
vontade e racdo comercial para filhotes. Foram ainda
acompanhados com exames clinicos completo e
laboratoriais.

Dois grupos de 3 animais, sendo que cada grupo foi
inoculado, respectivamente, com 5mL (contendo 1,8 x
10* oocistos/mL) das cepas P e 5mL (1,6 x 10* oocis-
tos/mL) da cepa AS-28 via oral com uso de sonda naso-
esofégica, representando a principal via de infeccéo em
cées jovens, obtidos de fezes de gatos previamente
inoculados com cisto destas cepas. O terceiro grupo
de caes foi inoculado com 5mL (1.9 x 107 taquizoitos/
mL) da cepa RH divididos, 2,5mL via intraperitoneal e
2,5mL intravenosa concomitantemente, para evitar o
Obito dos animais visto que esta cepa é altamente pato-
génica e ndo formadora de cisto ou oocisto, obtidos de
lavado peritoneal de camundongos previamente inocu-
lados. O quarto grupo, controle, foi inoculado com solu-
¢do salina 0,85% estéril, sendo cada animal por uma
das vias, oral, intraperitoneal e intravenosa.

Os exames clinicos foram realizados duas vezes
ao dia, durante todo o periodo experimental (30 dias),
gue compreendiam avaliacdes clinicas, neuroldgicas e
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oftalmoldgicas capazes de detectar alteracdes inerentes
aevolucao clinica da toxoplasmose. Os soros dos animais
na pré e na pos-inoculagéo, obtidos a cada 3 ou 4 dias
durante todo o experimento, foram submetidos a sorolo-
gia para pesquisa de anticorpos IgG anti- T. gondii pela
RIFI, segundo Camargo (1964).

Nas colheitas de sangue aliquota, eram acondicio-
nadas em frascos apropriados com EDTA e heparina, e
submetidas a hemograma e perfil bioquimico respecti-
vamente: alanina aminotransferase (ALT), fosfatase alca-
lina (FA), creatinina, uréia, glicose, albumina, amilase,
bilirrubina direta e indireta realizados de acordo com as
técnicas convencionais de analise laboratoriais (KANEKO,
1989).

As amostras do liquor, colhido a cada 15 dias com
0s animais devidamente anestesiados, foram subme-
tidas a analise fisico-quimica e citologica.

Avaliag&o da parasitemia foi realizada em amostras
de sangue conservadas em EDTA. Uma aliquota foi
separada e centrifugada a 693 g durante 15 minutos
para separagdo da camada leucocitaria. Essa camada
assim obtida, de cada amostra, foi inoculada via intra-
peritoneal, em grupos de trés camundongos albinos
adultos.

Durante o periodo de observagdo de 35 dias, foi
colhido liquido intraperitoneal dos camundongos que
apresentaram sintomatologia clinica e morreram, para
pesquisa de taquizoitos através de microscopia optica
direta. Os sobreviventes foram sacrificados, em camara
saturada com éter, sangrados para obtencao de soro
para pesquisa de anticorpos IgG anti- T. gondii através
da RIFI. Os cérebros dos camundongos sacrificados
foram macerados e examinados, em microscopia éptica
direta, para se verificar a presenca de cistos.

Amostras de urina de cada cao, colhidas na pré-
inoculacdo e semanalmente durante o experimento
foram submetidas a urinélise. Dez mL de urina de cada
animal foi centrifugado a 1083 g por 15 minutos, adicio-
nando-se ao sedimento um mL de solugéo salina conten-
do 500 Ul de penicilina e um mg de estreptomicina.
ApOs repouso de uma hora a 4° C as amostras foram
inoculadas via intraperitoneal em grupos de trés camun-
dongos suicos albinos e acompanhados durante 35 dias,
conforme procedimento descrito para avaliagdo da
parasitemia.

Ao final do experimento, 30 dias apds inoculacéo,
os caes foram eutanasiados e submentidos a exames
de necropsia. ApoOs a avaliagdo macroscoépica, foram
colhidos para exames histopatolégicos e ensaio bioldgico
em camundongos, fragmentos de olho, baco, cérebro,
coracdo, figado, linfonodos (mesentéricos, mandibu-
lares, sub-iliaco), medula espinhal, misculo, pulméo e
rins. Amostras destes tecidos foram fixados em formol
tamponado a 10%.

Os cortes teciduais foram corados pelo método da
hematoxilina-eosina (HE) e fragmentos do coracdo,
linfonodos, medula espinhal, musculatura esquelética,
pulmao e rins foram submetidos a digestdo péptica
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(JACOBS; MELTON, 1957). Os demais 6rgaos dos caes
foram macerados, ressuspensos em salina estérila 0,85%
e adicionados de 2000 Ul de penicilina e 200 mg/mL de
estreptomicina. Esses produtos assim obtidos, foram
inoculados, via intraperitonial, em grupos de trés camun-
dongos e observados durante 35 dias (DUBEY et al.,1995).

Resultados

No periodo que antecedeu a inoculagdo, nenhum
sinal clinico foi observado nos animais. Apds a inocula-
¢a0 o Uunico sinal clinico observado foi o aumento de
volume dos linfonodos mandibulares, que se manifestou
em todos os cées inoculados com T. gondiii.

Da mesma forma nenhum animal apresentou qual-
quer alteracao neuroldgica nos testes aplicados, no
entanto alteracdes no sistema ocular com areas de
hiperrefletividade, foram observadas em sete animais,
sendo dois inoculados com a cepa AS-28; dois com a
P e trés com a RH. Esses achados foram confirmados
através de retinografia em trés animais onde observaram-
se as seguintes alteracdes: edema de papila, edema
perivascular temporal, exsudato peripapilar bilateral. Um
cdo apresentou tapeto hipopigmentado na porcéo
anterior do olho esquerdo.

As alteracBes hematoldgicas observadas foram:
leucocitose em um animal, leucopenia em trés animais
e linfopenia em um animal.

No perfil bioquimico realizado nos cées, a proteina
total, albumina e glicose foram as Unicas alteradas em
todos os animais, inclusive no grupo controle. As anali-
ses de ALT, FA, amilase, uréia, creatinina, bilirrubina
direta e indireta ndo apresentaram qualquer alteracéo,
assim como o liquor.

Os resultados dos exames, obtidos através da RIFl,
foram considerados positivos quando apresentaram titulo
maior ou igual a 1:16 Ishizuka, et al. (1974 e 1981),
Germano et al. (1985), GuimaraesS et al. (1992), os
quais encontram-se na Tabela 1. Anticorpos IgG anti-T.
gondii foram detectados nos cées 1, 2, 8 e 12 a partir
do 4° dia p6és-infeccéo (DPI); nos cdes 5,6 e 7no 7°D
P 1, e no cdo 3 a partir do 11° DPI. Os maiores niveis de
anticorpos séricos foram obtidos somente apds o 14°
DPI, com titulos méaximos de 1:4096, nos cées inocula-
dos com a cepa RH. N&o foram encontrados sororea-
gentes nos animais do grupo controle (Tabela 1).

Na Tabela 2 estdo registradas a deteccao direta de
T. gondii em exsudato peritoneal e/ou cistos e indireta
através da RIFI em camundongos inoculados com
camadas leucocitérias e sedimento urinario dos caes
dos quatro grupos experimentais. A presenca do T.
gondiifoi comprovada na urina de quatro e no sangue
de trés dos cées inoculados.

Nos caes que foram necropsiados 30 dias apés a
inoculacdo com o T. gondii, foram observadas lesdes
macroscopicas, relacionadas no Quadro 1.

Alterac@es histopatoldgicas foram observadas em
rim, pulméo e figado de todos os caes e em baco e
linfonodo de sete cées inoculados experimentalmente.
Outras lesdes estao relacionadas no Quadro 2.

Em pelo menos trés amostras dos diferentes tecidos
colhidos da cada céo foi possivel isolar o parasita, sendo
que do baco foi isolado em sete cées; da retina rim e
cérebro em seis e da medula espinhal, misculo esque-
|ético e do coracdo em cinco cdes. Nas amostras
colhidas do grupo controle nédo foi isolado o parasita
(Tabela 3).

Tabela 1 — Titulos de anticorpos IgG anti- T. gondii a Reacao de Imunofluorescéncia Indireta em cées jovens

inoculados experimentalmente com 3 cepas do parasito.

Positivo titulo maior ou igual a 16.
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Tabela 2 — Achado histopatologico do globo ocular de cées jovens inoculados experimentalmente com trés
cepas de Toxoplasma gondii, Londrina PR.

Grupo: 1, 2, 3, - cepa AS 28.
Grupo: 4,5, 6 —cepa P.
Grupo: 7, 8, 9 — cepa RH.
Grupo: 10,11,12 — controle.

Quadro 1 — Achado anatomo-patoldgico em caes jovens inoculados experimentalmente com trés cepas do T.
gondii, 2000.
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Quadro 2 — Achados histopatoldgicos em cédes jovens inoculados experimentalmente com trés cepas de T.

gondii , 2000. Londrina, PR.

Tabela 3 — Isolamento de Toxoplasma gondii

em grupos de 3 camundongos inoculados com amostras de

orgaos, oriundos de caes jovens inoculados experimentalmente com trés cepas do parasito.

- ! negativo

Ps : positiva na sorologia pela RIFI para Toxoplasmose (= 1:64) em camundongos inoculados com 6rgaos dos céaes.
Pt : presenca de taquizoitos de T. gondii no exsudato de camundongos inoculados com érgaos dos cées.
Pc: presenca de cistos de T. gondii nos encéfalos de camundongos inoculados com 6rgaos de cées.

Discussao

No estudo a linfadenopatia foi o Unico sinal clinico
observado nos caes inoculados com as diferentes cepas,
sendo que nenhuma sintomatologia foi observada nos
cées do grupo controle. Da mesma forma, Lindsay et
al. (1997) nao observaram sinais clinicos em dois cées
com um ano de idade, inoculados via oral com oocistos
esporulados.

No entanto quando inocularam-se animais adultos
el/ou prenhez, observaram-se sinais clinicos da toxoplas-

Semina: Ci. Agrérias, Londrina, v. 22, n.2, p. 123-130, jul./dez. 2001

mose como Bresciani (1997), que inoculou cadelas
gestantes com 1,5x10*oocistos via oral e 1,0x107 taqui-
zoitos via subcutanea, observou quadro agudo ja no 7°
DPI, com lacrimejamento, corrimento nasal, aumento
do murmdrio vesicular, taquicardia e hipertermia. O
mesmo foi observado por Vidotto et al. (1987) em porcas
prenhes e por Navarro et al. (1992) em suinos jovens.

Da mesma forma, na avaliagao neurolégica néo foi
possivel detectar qualquer alteragao que fosse sugestiva
de infeccdo aguda pelo parasito. Esses resultados
concordam inteiramente com Bresciani (1997), que
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também néo observou qualquer alteracdo em animais
adultos inoculados. A ndo apresentacéo de alteracdes
neuroldgicas, pode ser devido ao curto periodo de obser-
vacao dos animais aliado a o fato deste tipo de lesdes
necessitarem de tempo de evolugéo maior. No entanto
alterag®es neurolégico por toxoplasmose foram apre-
sentados por Koestner e Cole (1960) e Nelson e Couto
(1994) em cées com sinais de poliradiculoneurite, poli-
miosite e hiperextenséo, e Averril etal. (1971) que rela-
taram um quadro de paraplegia flacida e espastica com
ataxia em quatro cdes adultos.

Os exames de oftalmoscopia direta, assim como
daretinografia dos cées, apresentaram resultados sem
precedentes na literatura. Apenas Fialho (1953) observou
alteracfes oculares em caes experimentalmente inocu-
lados e Meric (1994) relata casos de um cées adultos
com retinite e coroidite. No entanto na toxoplasmose
humana, é comum a descri¢cdes de alteracbes oculares
semelhantes as observados nos cées, como Dressen
(1990) e Silveira (1997) que mostram casos que Vao
desde um simples edema de papila até necrose ocular
gravissimos com evolugéo para cegueira.

Todos os cées inoculados responderam ao estimulo
imunogénico produzindo anticorpos anti- . gondii ja 4°
DPI em quatro animais, e alcang¢ando titulos maximos
por volta do 14° apds a inoculagado (Tabela 1). Os resulta-
dos reforcam a caracteristica antigénica particular, de
cada cepado T. gondiinos hospedeiros. Dressen (1990)
e Dubey et al. (1995) observaram que o fato de apresen-
tarem maiores titulos de anticorpos néo significa maiores
leses oriundo da presenca de cistos, demonstrado nos
achados do isolamento nos tecidos (Tabela 2).

Estes resultados harmonizam-se aos de Vidotto et
al. (1987) em suinos e aos de Bresciani (1997) em
cadelas, quanto ao dia inicial da resposta humoral e
diferem dos de Costa et al. (1977) que observaram um
periodo negativo de seis dias (RIFI) em bovinos experi-
mentalmente infectados com T. gondii.

Os titulos sorolégicos obtidos dentre os cées dos
grupos | e ll, que receberam oocistos e o grupo lll, que
recebeu taquizoitos, estdo de acordo com levantamen-
tos epidemioldgicos em caes realizados por Ishizuka
et al. (1981) e Navarro et al., (1992) que observaram
niveis de anticorpos que oscilaram entre 1:16 a 1:4096,
chegando em alguns casos até 1:8000. Justifica-se
esses resultados quando cepas altamente imunogé-
nicas e pouco cistogénicas levaram ao aparecimento
de altos niveis de anticorpos sem contudo, desenvol-
verem da doenca Dubey (1995). O grupo Il caracterizado
pela amostra RH, demostrou esse fato, quando apresen-
tou os mais altos titulos sorolégicos, uma discreta
clinica e o nao isolamento do parasita em tecido ou
formacao de cistos.

Exames hematologicos e perfis bioquimicos da
infec¢éo toxoplasmica canina sao bastante restritos na
literatura, ndo permitindo assim, uma avaliagdo compa-
rativa mais aprofundada com os parametros obtidos
nesta pesquisa.
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A necessidade de estudar a viabilidade de provas
bioquimicas que possibilitem ou que auxiliem no diag-
néstico de toxoplasmose canina, induziu a realizagao
dos exames dessa natureza inseridos neste trabalho.

Apesar de autores como Roth et al. (1971), Hirt
(1976), Costa et al. (1977), Kaneko (1989) afirmarem
que o figado possa ser um érgao muito afetado pela
infeccdo do T. gondii, a pesquisa de niveis séricos de
ALT, bilirrubina direta e indireta nos cées ndo apresen-
taram quaisquer alteracoes.

No entanto niveis elevados de albumina (8,5 g/dl) e
proteina sérica total (9,0) foram observados em todos
animais (KANEKO, 1989), sugerindo quadro de desidra-
tacdo, mesmo que momentanea, em virtude de calor
excessivo.

Aumento dos valores de glicose sanguinea foram
também observadas em todos os animais inoculados
com T. gondii, inclusive grupo controle. Este fato sugere
que essa alteracéo pode néo estar associada a toxoplas-
mose mas sim ao confinamento e ao estresse ambiental,
abstinéncia de agua desses cées durante 0s exames,
nas colheitas de material e na pré anestesia para algumas
manobras clinicas (KANEKO ,1989).

O achado do T. gondiina urina dos caes experimen-
tais (Tabela 2) variou durante o periodo pds inoculacao.
O céo 7 eliminou o parasito no 6° dia, os cdes 5,6 e 8
no 13° dia pés inoculacao.

O isolamento na urina de quatro cdes mostra a elimi-
nagéo do T .gondii por essa via, sendo que em outros
quatro animais foi isolado apenas no tecido renal. Esses
achados sugerem a possibilidade desse 6rgéo e da urina
na disseminacdo dessa zoonose. Reforgando a impor-
tancia dessa via de eliminacgéo Vitor e Pinto (1991) estu-
dando caprinos e Bresciani (1997) em cadelas prenhes,
também isolaram o agente da urina.

Os achados anatomo-patolégicos (Quadro 1)
permitiram visualizar uma resposta do organismo frente
a invaséo do parasito, onde o timo, ativo em jovens,
placas de Peyer e bago apresentaram-se alterados na
maioria dos animais. 1ISso mostra um intenso estimulo
do sistema mononuclear-fagocitario, provocado pela
resposta do organismo confirmado na resposta imuni-
taria detectada precocemente no 4° DPI. Apesar da
alteragc6es macroscopicas observadas, o perfil bioqui-
mico ndo acusou alteragfes que viessem a denunciar
um comprometimento mais profundo nestes sistemas.
Esses achados concordam com os apresentados por
Bresciani (1997) e Svoboda et al. (1998) que observaram
alteragBes semelhantes nesta fase da infecgéo.

Vidotto et al. (1987), Navarro et al. (1992) e Bresciani
(1997), estudando vérias espécies animais inclusive os
cdes, também demonstraram esses isolamentos, denun-
ciando o perigo desses tecidos quando oriundo de
animais para consumo humano.

Os achados histopatoldgicos (Quadro 2) mostraram
alteracBes em cérebro, rim, linfonodo, pulméo, figado e
baco. Quando confrontados com os achados anatomo-
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patolégicos e reisolamento demonstraram a patogenici-
dade do parasito nesses animais, apesar de néo ter
sido visualizado em nenhum tecido no exame direto.
Esses resultados estdo de acordo as observacdes
feitas por, Svoboda et al (1998) e Bresciani (1997).

Concluséao

Todos os cdes responderam ao estimulo antigénico,
produzindo anticorpos anti- 7. gondii.

Apresentaram alteragdes sorologicas, hematimé-
trica e bioquimica, demonstrando a importancia desses
achados. Da mesma forma que as alterac6es oftalmo-
I6gicas, os achados de parasitemia e antomo-histopa-
tolégico confirmaram as observacdes indiretas, refor-
¢ando assim a importancia desse parasito em caes
jovens, como causa primaria da doenca.
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