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Resumo

Neste trabalho estudou-se a participacddamplasma gondié Neospora caninuma etiologia de

sinais neurolégicos em caes. Foram utilizados 98 caes com distirbios neurolégicos provenientes da
area urbana divididos em dois grupos: Grupo | constituido de 67 animais atendidos no periodo de 1987
a 1990 pelo Servigo de Neurologia Animal da Universidade Estadual de Londrina, onde se utilizaram
os tecidos emblocados em parafina e Grupo Il com 31 animais atendidos no periodo de 2000 a 2001
nesta mesma instituicdo. Os animais foram avaliados sorologicamente para pesquisa de anticorpos
contraT. gondiie N. caninum Os resultados da sorologia pdragondiiobtidos no grupo | e 1l foram

82,5% e 35.4%, respectivamente. Foram observadas lesdes histologicas compativeis com cinomose
nos dois grupos. Cistos de gondiiforam diagnosticados em dois cdes através da histopatologia e
imuno-histoquimica. A neosporose nao foi diagnosticada em nenhum animal, provavelmente devido a
procedéncia urbana dos animais estudados.

Palavras chave Neospora caninugmToxoplasma gondiisistema nervoso, caes, imuno-histoquimica.

Abstract

The evolvement offoxoplasma gondiand Neospora caninunon etiology of clinical-neurological

signs in dogs was investigated in this work. Ninety-eight urban dogs with neurologic disturbances were
divided into two groups: Group | consisted of 67 dogs examined by the Animal Neurologic Service of
Universidade Estadual de Londrina, between 1987 and 1990. Group Il consisted of 31 dogs examined
on the same University between 2000 and 2001. Dogs were serological evaluated for evidence of
gondiior N. caninum The serological results fdi. gondiiwere 82,5% and 35.4% on groups | and I,
respectively. Histologic lesions compatible with distemper on the two groups were ob$egadlii

cysts were observed in two dogs by histopathology and immunohistochemistry. Neosporosis was not
observed in these dogs, possibly because their urban origin.
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Introducéo Material e métodos

Distarbios neurol6gicos em cées podem ter ori- Foram examinadas amostras de soro, liquor e de
gens congénitas, metabdlicas, toxicas, nutricionafgagmentos de tecidos de cées urbanos com distdr-

traumaticas, vasculares, degenerativas, neoplési@&s neurolégicos atendidos no Hospital Veterinario

idiopatica e inflamatério-infecciosa. A cinomose(HV) da Universidade Estadual de Londrina (UEL)

uma das doencas neurolégicas mais comuns em Cgegl’lnlcas particulares da regido Norte do Estado do

~ R L Parand. Dois grupos de animais foram constituidos:
apresenta lesdes e sinais clinico-neuroldgicos extre- a grup € oram consfituido

re " "
mamente variaveis (CHRISMAN, 1991). O diagnc')s(—SrUpO - 6.7 caes (35 mac,hqs e32 femgas) que ff)_
ram submetidos a exame clinico-neurolégico no peri-

tico histopatologico pode ser sugerido pelo aCha%%Io de 1987 a 1990. A idade destes animais variou
de corpusculos de inclusdo no sistema nervo§g yas meses a 10 anos, com maior ocorréncia de

(WHEELER, 1995). sinais neuroldgicos entre um e quatro anos; Grupo
Doencas neuroldgicas causadas por protozoarlbs 31 cées (16 fémeas e 15 machos) atendidos pelo
s80 pouco comuns nesta espécie. A maioria dos £8[Vico de neurologia do HV, entre janeiro de 2000

sos descritos é atribuidaBaxoplasma gondicujos € Janeiro de 2001. Os animais deste grupo tinham

sinais variam conforme a localizacao da lesé&o no s?{—'tre dois meses e sete anos de idade, com a maior

tema nervoso (HASS; SHELL: SUNDERS, lgsg)gcorrenC|a de s!nals neurol'oglcos gntre cinco e I’lOVGI
meses. Os sinais neuroldgicos mais comuns nos ani-

A prevaléncia aumenta com a idade, pois a chance . N . ~
mais do grupo | foram: mioclonia em 37 cées

de exposicdo eleva-se proporcionalmente. &7'27%)1 paresia em 24 (43.63%), ataxia em 9
toxoplasmose clinica em caes geralmente esta as8%.36%) e convulsdo em 8 (14.54%). No grupo I,
ciada ao virus da cinomose ou outras infeccdes, CORW (45.159%) apresentaram mioclonias, 8 (25.80%)
erliquiose, ou com terapia imunossupressora. EgBnvulsdes e 7 (22.58%) ataxia. Todos os animais
alguns casos, contudo, os fatores predisponentes fgram submetidos a eutanasia por indicagéo de Mé-
sdo identificados. Historicamente, a prevaléncia dico Veterinario, devido ao progndstico ruim a des-
toxoplasmose tem diminuido com o uso de vacinéavoravel dos disturbios apresentados.

contra cinomose (DUBEY; LAPPIN, 1998). Antes de serem sacrificados, amostras de soro e
Recentemente, outro protozoarioNeospora liquor foram obtidas dos animais dos dois grupos,

caninum passou a ser reconhecido como causadi@@ @ pesquisa de anticorpos dntrondiipela téc-

de afecces neuromusculares, miocardicas, pulnfca da IFl (CAMARGO’_ 1.9534)' considerando-se

nares e dérmicas. Apesar da semelhanca confono ponto de corte a diluicdo de 1:16. O controle

o . . sitivo foi obtido a partir de soro de um c&o inocu-

toxoplasmose, os sinais neuroldgicos e a miosite ag . i .

. i .. lado experimentalmente, apresentando titulo previ-
mais frequientes na neosporose. Enquafitgondii

) i ) . amente conhecido de 4096. O controle negativo foi
esta associado com infecgBes intercorrentds, o

_ . o obtido a partir de soro canino isento de anticorpos
caninumparece ser um patogeno primario (LEyn(i1. gondii Como conjugado utilizou-se

COUTEUR; GRANDY, 2000). O diagnéstico dife-jmynoglobulinas de coelho anti-IgG de cio marcadas
rencial entreN. caninume T. gondiipode ser feito com isotiocianato de fluoresceina (Sigma). As amos-
pela microscopia eletronica, imuno-histoquimica gas de soro dos cées do grupo |l também foram sub-
PCR (DUBEY; LAPPIN, 1998). metidas a IFI para pesquisa de anticorpos Mnti-

o . . ._caninum de acordo com a técnica descrita por
O objetivo deste trabalho foi avaliar a ocorrén: m P

. : . , . Conrad et al. (1993), utilizando-se como ponto de
cia doN. caninume T. gondii,através da sorologia S n .
corte a diluicdo 1:50. As laminas com antigeno, os

€ hlstopgtologla, em cées portadores de d'Sturb'c?(?ntroles negativo e positivo de soro canino e o con-
neurologicos. jugado anti-lgG canino foram adquiridos do labora-
torio VMRD Inc., Pullman, EUA e utilizados de acor-
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do com as recomendacdes do fabricante. Para dResultados
uma reacdo fosse considerada positiva, na diluicdo
do ponto de corte ou final, tanto pdragondiicomo
paraN. caninumos taquizoitas tinham que aprese
tar fluorescéncia periférica total (PARE, 1995).

Na Tabela 1 podem ser visualizados os
r{gercentuais de animais soropositivos pargondii
pela IFI. Os titulos de anticorpos mais frequientes
encontrados nos soros dos animais do Grupo | fo-
Apos a eutanasia os animais foram submetidos &y, de 64 (13), 256 (12) e 4096 (11) e no Grupo I
necropsia. As Ifasﬁes macroscépi,cas foram anotaqiaé.@)’ 64 (1) e 256 (2). O exame do liquor eviden-
Amostras de cerebro, cerebelo, figado, pulmao, MEdu cinco animais soropositivos no Grupo | com

culo esquelético, coracao, bexiga, rinseeventualmemﬁIOS de 16 e 64 e nenhum no Grupo II. Os titulos

medula espinhal foram colhidas e fixadas 0 roloégicos pard. gondiiindicativos de infeccéo
formalina tamponada 10% durante 48-72 horas. C?A . ' ~

material foi processado de acordo com a técniggomca ou aguda em ambos os grupos estao demons-
histol6gica e emblocado em parafina. Cortes de cin'%:r(‘fil dos na Tabela 2. Nenhum soro, das ,amostras exa-
pm de espessura foram incorporados em Iéminaénén?das do Grupo I, reagiu para antigenosNde
corados pelo método de Hematoxilina-Eosina (HEERNINUM pela IFl.

para leitura em microscoOpio Optico. As lesbes

histologicas foram registradas e classificadas de mo_go

. L . . abela 1-Ocorréncia de anticorpos confr lasma
a triar os animais a serem submetidos a |muno—b a1-Ocorréncia de anticorpos coriaop

histoguimica. Gliose, malacia, meningoencefalite n%)ndn,em. soros_de caes com EﬂlS’FUI’bIO? heurologicos,
supurativa, miosite e miocardite foram consideradf€! técnica de imunofluorescéncia Indireta (IF1).

lesBes sugestivas da neosporose e/ou toxoplasmase:.
Animais I F I

O método imuno-histoquimico utilizado para
marcacdo ddN. caninumfoi o da avidina-biotina-
peroxidase (Dako Corp., EUA) e pard.gyondiio
método do polimero marcado (Envision-Dako Corp., Grupo | 52 (82,5) 15 (17,5) 63
EUA). Como anticorpos primarios utilizou-se anti-

Positivo (%) Negativo (%) Total

N. caninum(VRMD — Pullman EUA) na diluicdo ~ Grupoll 11 (35.4) 20 (64,5) 31
de 1:150@ antiT. gondii(DAKO Corp., EUA), sem
diluicdo prévia. Os anticorpos secundarios Tgigl 63 31 94

biotinilados foram diluidos e aplicados de acordo p <0,001

com a recomendacéo do fabricante. A revelacao da

marcacéo foi feita com solugéo de diaminobenzidina

(DAB) a 0,1% (DAKO Corp. EUA). Como controle

positivo utilizou-se corte de cérebro de camundordabela 2— Titulos sorolégicos paf@xoplasma gondii
go inoculado experimentalmente, contendo cistos @eservados em cées com disturbios neurologicos.
T. gondii Para d\. caninumutilizaram-se fragmen-
tos de medula espinhal e cérebro de bezerro que apre-
sentavam cistos do parasita. Reacfes de cor casta-
n.ho dourado ou marrom, presente pas lesBes, r_](?SAnimaiS < 4096 4006
cistos ou nos taquizoitos foram consideradas positi-

Titulo sorolégico

vas para ambos os coccidios. Todos os animais dg"P°! 39 13
grupo Il foram submetidos ao exame imuno- Grupoll 1 0
histoquimico para ambos os protozoarios. Nos aniTOTAL 50 13

. L . . -
mais (Elo grupo I, esta técnica f0|~ reallgada} Qpen@gp: 5.1004 (teste exato de Fischen)
nos caes que apresentavam lesdes histoldgicas su-

gestivas de neosporose ou toxoplasmose.
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Ao exame macroscopico, observou-se, nos dapresentaram marcacao tecidual no exame imuno-
Grupos, congestao dos vasos superficiais cerebrdisstoquimico. Dois animais (6.45%) apresentaram
palidez hepatica, edema, congestdo e enfisema pulesite. Ndo foram observados cistos ou taquizoitos
monar. No Grupo Il a esplenomegalia foi um achale T. gondiiou N. caninum no exame imuno-
do frequente. histoquimico do tecido nervoso. Os dois grupos de

animais apresentaram pneumonia intersticial, dege-

Em ambos os grupos as lesBes microscopicas

. A . neracdo vacuolar de hepatdcitos e histiocitose de
observadas com maior frequiéncia no tecido nervoso

. . L . _linfonodos. Auséncia de lesdes foi constatada em
foram: manguitos perivasculares, meningite crénj-

. . . a 17.91% dos animais do grupo | e 12.90% dos ani-

ca, gliose focal, malacia em substancia branca e cor- .

. . . . rga|s do grupo Il

pusculos de Lenz em células da glia e neurdnios.

cinomose foi diagnosticada pela presenca dos cor-

pusculos de incluséo viral associada a malaCigiscyssio

espongiose, manguitos perivasculares e gliose. A _ o o . _

ocorréncia da doenga nos grupos | e |1 foi de 67.16% A faixa etaria dos animais pesquisados variou de

e 54.83%, respectivamente. dois meses a 10 anos. De a}cgrdo com a Illteratura
consultada, doencas neurolégicas como cinomose

No grupo | constatou-se encefalite, mielite CronkGREENE; APPEL, 1998), toxoplasmose (DUBEY:

ca e malacia associadas a cistos de protozoarios |ERppP|N, 1998) e neosporose (BARBER, 1998) po-
dois animais (3%). O exame imuno-histoquimico degam acometer caes de qualquer idade.

tes cortes teciduais demonstrou marcacao para L
i o . Enquanto 77,6% dos animais do Grupo | foram
gondii (Figura 1). Um dos animais apresentou titulo

. . . .. positivos para a presenca de anticorposTamgondii
de 64 no soro e titulo negativo no liquor ndii i
g quor pargo ~ no Grupo Il apenas 35.4% foram soropositivos. A

ke i S vt - - o . o -
i & oL @ ~ _ » ™ auséncia de amostras pareadas de soro ndo permitiu

'I- '_;‘ e vl Ty 2 oy T .+ evidenciar casos de infeccdo ascendente. Estas taxas
_'.-i,:--:-.i”'ﬂ gt i:..._'-'* ‘:i_ g o _'- de sororreagentes sdo semelhantes as observadas, em
e I o et ':= Bk i g E"'-‘ als " diferentes épocas e regides do Brasil, por Ishizuka e
:_'_1-2 B .__""_ 2 gt s ‘E .‘:_:;‘ Yasuda (1974), Germano, Erbolato e Ishizuka (1985)
e —} .." e :l_ e Guimaraes, Ribeiro e Lima992). Considerando
g i T R g B 1"_ .~ Que os animais estudados eram provenientes de uma
1% A A, JTes .E," L'E' St mesma regido e a diferenca de periodo entre os dois
b o o i _"'j."_. . "~ grupos estudados é de 10 anos, é possivel que a dimi-
“ "Lrn " ; 8 N4 J'E'"‘ o .-'- e nuicado expressiva de animais sororreagentes obser-
.t .'.'El:.!!ll._!ﬂ 'l a '5-:-“ % Sy 2 vada entre os dois grupos esteja associada a fatores

como o aumento do consumo de ragéo, maior utiliza-

Figura 1 — Fotomicrografia de cérebro de cdo contendgdo de vacina contra cinomose e melhor nivel de edu-
cisto deToxoplasma gondiiseta), marcado pela técnicacag,éo sanitaria aos proprietarios.
de imuno-histoquimica (40X).
A Tabela 2 revela uma maior percentagem de ti-
tulos soroldgicos indicativos de infecgbes crbnicas
No grupo I, oito animais (22.58%) apresentaf< 4096) do que agudas (> 4096) paragondii

ram meningite cronica associada a infiltrad&mbora a diferenca entre 0s grupos ndo seja estatis-
plasmocitario intersticial renal e glomerulonefritdicamente significativa, é previsivel o encontro de
membrano-proliferativa. Cistos dgarcocystissp titulos baixos nos animais portadores de cinomose,
foram verificados em fragmentos de tecido cardia@ssociado ao encontro de cistos teciduais na
e musculo esquelético de um céo. Estes cortes ndo
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histopatologia (BRITO, 1999). tema nervoso associado a utilizagcao de vérios frag-

mentos de tecidos na andlise histopatoldgica e ou
A sorologia do liquor ndo mostrou resultados P 9

imuno-histoquimica contribui para o aumento da
consistentes para diagnosticar a toxoplasmose ner-

vosa. De acordo com Hass, Shell e Sunders (1985 ’nS|b|I|dade destas técnicas.

os baixos titulos de anticorpos no liquor podem ser O sinal clinico mais freqiiente apresentado pelos
decorrentes da barreira hemato-encefalica, que iamimais de ambos os grupos foi a mioclonia. Embo-
pede a entrada de anticorpos no sistema nervoso aaneonsiderada um sinal especifico da infeccao pelo
tral, tornando essa modalidade de exame de poudrus da cinomose, a mioclonia também pode ser

valor diagndstico. observada em outras infeccdes causadas por

A auséncia de animais sorroreagentes para Paramyxovirus de cées e gatos e, mais raramente,
caninumentre as amostras pesquisadas pode §8p outras condicdes inflamatdrias do sistema ner-
explicada pela procedéncia dos animais estudadgs$0 central (TIPOLD, 1995). A mioclonia pode as
que eram todos cdes urbanos. De acordo com Wol@Zes ser confundida com um padréo de convulsao,
(1999), a prevaléncia de anticorpos conlta onde h& sintomas motores tais como a contra¢ao ou
caninumé significativamente maior em cées proveflexao ritmica de um membro especifico, ocorrendo
nientes de areas rurais, em comparacdo com cdesldemodo repetitivo, convulsdo apés convulsdo
areas urbanas ou provenientes de clinicas. AparéBERENDT; GRAM, 1999).
temente, caes rurais tém um risco de exposi¢cdo mai-

_ A cinomose nao deve ser diagnosticada apenas
or aoN. caninumdo que os urbanos. Observacd

Sela presenca isolada de corpusculos de inclusédo
semelhantes foram feitas no Japao por Sawa

EEN; APPEL, 1998). Contudo, as inclusdes
(1998), baseadas em estudo comparativo entre Ab
servadas neste trabalho nao estiveram isoladas,
caes da area rurais e 198 caes da area urbana. Uma

mas associadas a espongiose, gliose e malacia, o que
possivel explicagcdo para a alta prevaléncia de infec

¢do porN. caninumem cées da area rural reside no
fato destes animais mostrarem comportamento mgl
evidente de carnivorismo, ingerindo pequenos ma- Campbell, Mackay e Vantgj$958), Capen e Cole
miferos e aves que porventura contenham cistos (d966) e Ehrensperger e Popischil (1989) verifica-
N. caninum(WOUDA, 1999). ram que a toxoplasmose clinica esta associada ao
Comparada a sorologia, a técnica de imundlrus da cinomose em taxas de 5.9%, 40% e 54%,

histoquimica ndo é suficientemente sensivel pard&sPectivamente. No entanto, Hass, Shell e Sunders
diagnéstico da toxoplasmose; desta forma, esta té£989) observaram que a toxoplasmose néo esteve
nica seria mais indicada para a confirmacéo do agegg@sociada a cinomose ou outras infeccoes
em casos clinicos sugestivos de toxoplasmo##@ercorrentes. Resultados semelhantes foram cons-
(ROSA, 1999). Contudo, a histopatologia e a imundgatados neste trabalho. Os dois animais que apresen-
histoquimica ndo devem ser desprezadas, pois $&@@am cistos d&. gondiinédo tinham lesdes compa-
Uteis para revelar a presenca e o grau das lesdestimeis com cinomose, enquanto nos animais que apre-
contradas e tornar possivel a diferenciagdo @ntresentaram lesGes compativeis com cinomose a infec-
gondii e N. caninum respectivamente. Adicional- ¢do por protozoarios esteve ausente.

mente, 0 encontro de cistos ou taquizoitas pela colo-

racdo de HE ou pela técnica de imuno-histoquimica

vai depender se determinado fragmento escolhifReferéncias

contém as referidas formas evolutivas, 0 que NESARBER, J. S. Neosporosis canin&Valtham Focus
sempre acontece. Um completo exame neurolégicondon, v.8, p.25-29, 1998.

do animal com o objetivo de localizar a les&o no sis-

constitui forte indicativo da presenca do virus da
gomose nos cdes estudados.
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