CAMILA MARIELLEN EVANGELISTA

DIAGNOSTICO DE Toxoplasma gondii E Neospora caninum EM
CANINOS E FELINOS NO ESTADO DE SANTA CATARINA

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Pés-Graduacdo do Centro de Ciéncias
Agroveterinarias, como requisito parcial
para a obtencdo do titulo de Mestre em
Ciéncia Animal.

Orientadora: Dra. Sandra Davi Traverso
Coorientador: Dr. Aldo Gava

LAGES/SC
2015



Evangelista, Camila Mariellen

Diagnéstico de Toxoplasma gondii e Neospora
caninum em caninos e felinos no Estado de Santa
Catarina / Camila Mariellen Evangelista—- Lages,
2015.

117 p.: il.; 21 cm

Orientadora: Sandra Davi Traverso
Coorientador: Aldo Gava
Bibliografia: 89-117 p.

Dissertacdo (mestrado) - Universidade do Estado
de Santa Catarina, Centro de Ciéncias
Agroveterindrias, Programa de Pdbs-Graduagdo em
Ciéncia Animal, Lages, 2015.

1. Animais de companhia. 2. Protozodrios. 3.
IHQ. 4. Patologia I. Evangelista, Camila
Mariellen. IT. Traverso, Sandra Davi. ITT.
Universidade do Estado de Santa Catarina. Programa
de Pb6s-Graduacgdo em Ciéncia Animal. IV. Titulo

Ficha elaborada pelo aluno.




CAMILA MARIELLEN EVANGELISTA

DIAGNOSTICO DE Toxoplasma gondii E Neospora caninum EM
CANINOS E FELINOS NO ESTADO DE SANTA CATARINA

Dissertacdo apresentada ao programa de Pds-graduacdo em Ciéncia
Animal, como requisito parcial para a obtencdo de grau de Mestre em
Ciéncia Animal.

Banca Examinadora

Orientadora
Profa. Dra. Sandra Davi Traverso
Universidade do Estado de Santa Catarina — Lages, SC

Membro j’ TN AT

Profa, Dra. Jo{el;ia Lucioli
Universidade Regional de Blumenau — Blumenau, SC

Membro
Profa. Dra. Renata Assis Casagrande
Universidade do Estado de Santa Catarina — Lages, SC







Dedico este trabalho ao arcanjo Miguel por
conquistar esta batalha ardua.

A minha familia e aos meus amigos pelo
apoio incondicional. A minha amada Joaninha
(in memoriam).






AGRADECIMENTOS

A Deus o Pai, Deus o Filho e a Deus o Espirito Santo pelo
apoio incondicional nesses ultimos meses mais dificeis de minha
vida. Ndo tenho palavras para expressar 0 amor que sinto por ti
Magnifico Deus, jamais poderia imaginar o quanto tu és bom e
amavel. Obrigada por tudo e hoje eu reconhego a sua luz. Mesmo
sendo po, com tudo que ha dentro de meu coracéo eu confessarei
que céus e terra passardo, mas o teu nome é eterno.

Gratiddo aos meus sogros Zoraide Xavier e Joel Xavier
pelo apoio nos momentos dificeis, principalmente antecedendo a
defesa do mestrado, vocés sdo um presente de Deus, obrigada
pelo auxilio. Ao meu amado esposo, Pablo José Xavier, pelo amor
incondicional, pelo apoio nesses meses tempestuosos, pelas
oragOes, pela paciéncia, pelo cuidado e carinho, eu te amo muito
meu amor.

Aos meus filhos de quatro patas Tigrinho, Bruno Duck,
Meg e Maia pelo amor, pela paciéncia e principalmente por me
abracarem nos momentos tristes, trazendo felicidade ao meu
coracdo. A minha gata amada Joaninha (in memoriam) por me
presentear com sua companhia durante 21 anos de amor,
cumplicidade, carinho e amizade.

Aos meus melhores amigos, Vanessa Borelli, Patricia
Ullrisch, Fride Ullrisch, Sara Ullrisch, lane Santos e Carine Bach,
pelo apoio em momentos dificeis, pela amizade, pela motivacéo,
pelos momentos divertidos e principalmente pelas oracdes, amo
VOCés!

A minha orientadora Profa. Dra. Sandra Davi Traverso
pela oportunidade de realizar o mestrado e pelo apoio quando
cheguei a Lages, minha eterna gratidao.

A CAPES e a FAPESC pela concessdo da bolsa e a todos
gue me auxiliaram nesta etapa do mestrado.






..Mas na minha luta contra eles ndo ha
ninguém para me ajudar, a ndo ser Miguel, o
anjo protetor de Israel. Ele tem a
responsabilidade de me ajudar e defender.

(Daniel 10:24-11:1)






RESUMO

Toxoplasma gondii e Neospora caninum sdo protozoarios,
cosmopolitas, de ciclos bioldgicos heteroxenos. Toxoplasma
gondii e responsavel por doenca clinica em cées e gatos, enquanto
Neospora caninum acomete somente cdes. O objetivo desse
trabalho foi diagnosticar, através da imuno-histoquimica (IHQ),
casos de toxoplasmose e neosporose em cées e gatos no Estado de
Santa Catarina. Foi realizado um levantamento nos arquivos do
Laboratorio de Patologia Animal do Centro de Ciéncias
Agroveterinarias da Universidade do Estado de Santa Catarina
(CAV/UDESC) no periodo de 1988 a 2015, dos casos
diagnosticados como suspeitos de toxoplasmose e neosporose em
caninos e felinos. Os blocos obtidos foram reprocessados
rotineiramente e recorados pelas técnicas de hematoxilina e
eosina. Realizou-se também IHQ anti-T. gondii e N. caninum. Os
casos em cdes que havia suspeita de cinomose realizou-se IHQ
para esse virus. Foram diagnosticados 27 casos de toxoplasmose,
sendo 25 em cdes e dois em gatos. A idade dos cdes variou entre 2
meses a 8 anos, com 9 animais até 4 meses de idade. Em 12 casos
a cinomose estava associada a doenga. Os principais sinais
clinicos apresentados pelos cdes foram problemas respiratorios,
entéricos e neurologicos. Na necropsia dos caninos as principais
lesbes observadas foram no pulmdo e figado. Na histologia
observou-se necrose fibrinoide, principalmente em pulméo,
figado e linfonodo. Os dérgdos que mais apresentaram cistos e/ou
taquizoitos intralesionais foram o pulmdo, o encéfalo e o figado.
Dos dois felinos com toxoplasmose, um foi associado a leucemia
linfoide. Em ambos o0s animais havia necrose fibrinoide associada
a taquizoitos e/ou cistos intralesionais no pulmdo, figado,
linfonodo e em um felino no encéfalo. Um canino foi positivo
para Neospora caninum e os sinais clinicos apresentados foram
neuromusculares e megaesdfago. As lesbes histoldgicas eram
caracterizadas por encefalite, miosite e miocardite necrética com
cistos e taquizoitos livres. Neospora caninum e Toxoplasma



gondii sdo morfologicamente semelhantes, contudo, 0s sinais
neuroldgicos e a miosite sdo mais frequentes na neosporose.
Enquanto Toxoplasma gondii esta associado com infeccdes
intercorrentes, Neospora caninum parece ser um patdgeno
primario.

Palavras-chave: Animais de companhia, Protozoérios, IHQ,
Patologia.



ABSTRACT

Toxoplasma gondii and Neospora caninum are cosmopolitan
protozoa, with heteroxenos biological cycles. Toxoplasma gondii
is the responsible for clinical disease in cats and dogs, while
Neospora caninum affects dogs only. The proposal of this study is
to do diagnoses of cases of toxoplasmosis and neosporosis in
companion animals in the state of Santa Catarina, using
immunohistochemistry. A search in the files between 1988 and
2015, about the cases with suspection of toxoplasmosis and
neosporosis in dogs and cats, was realized in the Animal
Pathology Laboratory. The blocks obtained were routinely
reprocessed and recorados by hematoxylin and eosin techniques
and after, were stained by immunohistochemistry for Toxoplasma
gondii and Neospora caninum and distemper. Clinical data from
autopsies and histological results were compiled. There were
diagnosed 27 cases of toxoplasmosis, 25 dogs and 2 cats. The age
of the dogs ranged from 2 months to 8 years with 9 animals up to
4 months old. In 12 cases the distemper was associated with the
disease. The main clinical signs shown by the dogs were
respiratory, enteric, neurological. In canine macroscopic, the
majority of the injuries were observed in the lungs and liver.
Histologically there was fibrinoid necrosis, especially in the
lungs, liver, lymph node. The parts that most had cysts or
tachyzoites were the lungs, CNS and liver. About the two felines
with toxoplosmosis, one was associated with lymphoid leukemia.
In both animals had fibrinoid necrosis associated with tachyzoites
and / or intralesional cysts in the lungs, liver, lymph nodes and
brain in a feline. One dog was positive for Neospora caninum and
clinical signs presented were neuromuscular and achalasia. The
histological lesions were characterized by encephalitis, myelitis
and myocarditis necrotic with free cysts and tachyzoites.
Neospora caninum and Toxoplasma gondii are morphologically
similar, however, the neurological signs and myositis are more



common in neosporosis. While Toxoplasma gondii is associated
with intercurrent infections, Neospora caninum appears to be a
primary pathogen.

Keywords: Pets, Protozoans, IHQ, Pathology.
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1 INTRODUCAO

Toxoplasma gondii e Neospora caninum séo doengas de
distribuicdo mundial, que afetam mamiferos, répteis e aves. No
tocante aos animais de companhia T. gondii é responsavel por
doenca clinica em cées e gatos, enquanto N. caninum acomete
somente cdes. Sdo protozoarios coccideos, parasitos
intracelulares obrigatorios, que pertencem ao filo Apicomplexa
(DUBEY; BEATTIE, 1988). Ambos tém ciclos biol6gicos
heteroxenos alternando entre hospedeiros definitivos e
intermediarios (TENTER; HECKEROTH; WEISS, 2000;
GONDIM et al.; 2004).

Na toxoplasmose a reproducdo sexuada do protozoéario
nos felideos faz um ciclo enteroepitelial com excrecdo de
oocistos junto as fezes no meio ambiente e a reproducdo
assexuada ocorre nos tecidos dos hospedeiros intermediarios e
definitivos (DUBEY et al.; 1998).

Na neosporose, 0s canideos também eliminam oocistos
nas fezes, contaminando o ambiente (ANDREOTTI, 2001),
contudo ndo esta completamente descrito o ciclo bioldgico
(DUBEY; 2003), a rota de transmisséo, o desenvolvimento e o
modo de distribui¢do nos tecidos animais (DUBEY’; 1999).

Neospora caninum e Toxoplasma gondii sé&o
morfologicamente semelhantes (DUBEY; LINDSAY, 1993)
induzindo lesGes similares, especialmente no sistema nervoso
central (SNC) (JONES, et. al.; 2000). Para que se possa realizar
o diagnostico diferencial entre toxoplasmose e neosporose 0s
parasitos ou seus antigenos podem ser evidenciados em cortes
de tecidos por imuno-histoquimica (IHQ), utilizando-se
anticorpos especificos para cada um desses protozoarios.

O diagndstico correto da enfermidade é de suma
importancia para animais e humanos, pois embora ndo existam
relatos de casos clinicos de neosporose em humanos, a
toxoplasmose é a zoonose parasitaria de maior importancia.
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O objetivo desse trabalho foi diagnosticar a
toxoplasmose e a neosporose em caninos e felinos no Estado de
Santa Catarina por meio de imuno-histoquimica, além de
descrever o quadro clinico lesional observado.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1. Toxoplasma gondii

A toxoplasmose foi descrita pela primeira vez em um
roedor, na Tunisia, por Nicolle e Manceaux em 1908, citado
por Ferreira & Navarro 1994 e no mesmo ano foi descrita por
Splendore, no Brasil em um coelho (apud BRESCIANI et al.,
2008), porém, sua ampla distribuicdo no reino animal foi
reconhecida 20 anos depois (JONES et. al.; 2000). Os
organismos foram redescobertos por Sabin e Olitsky em 1935,
apud Jones et al. (2000), nos cérebros de cobaios que estavam
sendo utilizados na propagacéo de agentes virais da encefalite.

Em caninos a doenca foi descrita pela primeira vez em
1910 (MELLO) na Italia. No Brasil o primeiro relato ocorreu
em 1911 (CARINI apud FIALHO et al, 2009). Em felino a
doenca foi diagnostica pela primeira vez nos Estados Unidos
em 1942 (DUBEY, 2008).

Este protozoario pertence ao filo Apicomplexa, Ordem
Eucoccidiia, Familia ~ Sarcocystidae e  Subfamilia
Toxoplasmatinae, Género Toxoplasma (LEVINE et al., 1980),
espécie T. gondii (DUBEY e BEATTIE, 1988; SIBLEY e
BOOTHRYD, 1992; TENTER e JOHNSON, 1997).

A toxoplasmose é uma doenca dos felideos, 0s mesmos
s&o 0s Unicos hospedeiros definitivos, porém, todos os animais
homeotérmicos servem como hospedeiros intermedidrios,
inclusive seres humanos (SWANGO et al.; 1992; MARTINS &
VIANA, 1998; HILL et al., 2005).

Toxoplasma gondii apresenta trés formas infectantes
(GERMANO, 1985): taquizoitos, bradizoitos e oocistos. O
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taquizoito, encontrado na fase aguda da infeccéo, foi a primeira
forma descrita, sendo que, seu aspecto morfologico, em forma
de arco (toxon=arco) deu nome ao género. Esse apresenta a
forma de banana ou meia-lua, uma das extremidades mais
afilada e outra arredondada, o nucleo central, medindo cerca de
2x6 pm. Apresenta-se movel e de multiplicacdo rapida
(tachos=rapido) que pode ser encontrada dentro do vacuolo
parasitéforo de varias celulas como as células dos sistemas
fagocitario mononuclear (SFM), hepéticas, pulmonares,
nervosas, nas camadas submucosas e musculares, além de
liquidos orgénicos e excregdes. Nestes tecidos se multiplicam
intracelularmente, porém se a multiplicacdo ndo é intensa, 0s
mesmos, causam lise celular e desencadeiam reacdo
inflamatdria local (KAWAZOE, 2005). Os taquizoitos sao
pouco resistentes a acdo do suco gastrico no qual sdo
destruidos em pouco tempo (KAWAZOE, 2005).

Os bradizoitos sdo observados normalmente na fase
crbnica da infeccdo, podem ser encontrados em varios tecidos
como os musculares esqueléticos e cardiacos, nervoso e retina.
Essa forma é encontrada dentro do vactolo parasitéforo de
uma célula, onde a membrana forma a capsula do cisto tecidual
e dentro desses os bradizoitos se multiplicam lentamente
(brady=lento). A parede desse cisto é resistente e elastica, desta
forma, os bradizoitos, ficam protegidos da acdo de mecanismos
imunolégicos dos hospedeiros. O tamanho do cisto pode
variar, pois vai depender da célula parasitada e do numero de
bradizoitos no seu interior podendo atingir até 200 um. Séo
muito resistentes a tripsina e a pepsina e podem permanecer
viaveis por longos anos (KAWAZOE, 2005).

Os oocistos sdo produzidos nas células intestinais de
felinos ndo imunes e eliminados imaturos junto as fezes, possui
parede dupla sendo resistente as condi¢fes do meio ambiente.
Sdo estruturas esféricas, que medem aproximadamente 12,5 x
11,0 um e apos a esporulacdo no meio ambiente contém dois
esporocistos, com quatro esporozoitos cada (KAWAZOE,
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2005). Os cistos sobrevivem ao frio durante varias semanas,
porém ndo resistem ao congelamento; quando submetidos a
temperaturas superiores a 66°C sdo destruidos (FORTES,
2004).

2. 1.1 Ciclo evolutivo

O ciclo evolutivo do T. gondii é heteroxeno facultativo
e 0s hospedeiros intermediérios sdo todos os animais de sangue
quente, incluindo os seres humanos. Ja o0s hospedeiros
definitivos, sdo todos os felideos, destacando-se principalmente
0s gatos domésticos (TENTER et al., 2001). O ciclo bioldgico
desenvolve-se em duas fases distintas: a fase sexuada que
ocorre somente nas células epiteliais do intestino de gatos
jovens e outros felideos ndo imunes (NEVES, et al., 2005;
KAWAZOE, 2005) e a fase assexuada ou coccidiana, nos
linfonodos e tecidos de varios hospedeiros, incluindo os gatos
jovens e ndo imunes (NEVES, 2003; KAWAZOE, 2005)

Os hospedeiros definitivos se infectam ao ingerirem
tecidos de animais contendo taquizoitos ou bradizoitos
(MENEZES, 2010; DUBEY, 1998).

Os taquizoitos sdo eliminados ao chegarem no
estbmago, porém, 0s mesmos, possuem a capacidade de se
aderirem e penetrarem nas células da mucosa. Os bradizoitos e
oocistos passam pelo estdmago e liberam os bradizoitos e o0s
esporozoitos no intestino (NEVES, 2003). Os esporozoitos,
bradizoitos ou taquizoitos ao penetrarem nas células do epitélio
intestinal do gato doméstico se multiplicam, originando 0s
merozoitos, que, dentro do vacuolo parasitoforo da célula é o
esquizonte maduro (KAWAZOE, 2005).

Quando ocorre o rompimento da célula parasitada, 0s
merozoitos sdo liberados e penetrardo em novas células
epiteliais se transformando em formas sexuadas masculinas ou
femininas que fecundardo e resultar&o no zigoto, realizando seu
ciclo sexuado (KAWAZOE, 2005; REY, 2001). O zigoto se
separara da parede cistica resultando o oocisto e a célula
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epitelial se rompera liberando o oocisto imaturo que sera
excretado nas fezes (FORTES, 2004).

A maturagdo do oocisto no meio ambiente ocorre em
um periodo de aproximadamente cinco dias depois de
eliminado pelo hospedeiro definitivo (REY, 2001; FORTES,
2004). Em condic¢des ambientais favoraveis com temperaturas
entre 20° a 30°C e com oxigenagdo, 0S oocistos esporulam
entre 1 a 3 dias, tornando-se infectantes para os hospedeiros
intermediérios (FRENKEL,1976; KAWAZOE, 2005), sendo
essa a principal via de transmissdo para outros animais
(MENEZES, 2010; LANGONI, 2006; LINDSAY et al., 2003).
Os felinos podem eliminar por meio das fezes, centenas de
milhares ou milhdes de oocistos (SWANGO; BANHEMPER e
KONG, 1992) e mesmo em condicdes ndo adequadas para o
seu desenvolvimento, 0s oocistos podem permanecer viaveis
por aproximadamente dezoito meses no ambiente (LINDSAY
et al., 2003).

O ciclo evolutivo no hospedeiro intermediario é extra
intestinal e idéntico para todos, ndo dependendo do estagio de
T. gondii ingerido (DUBEY, 2006). Ocorre a liberacdo de
esporozoitos no trato digestivo, que, por meio das vias
linfaticas e sanguinea, chegam ao figado, sistema nervoso
central e outros 6rgdos. A medida que atingem as células de
tecidos extra intestinais, formam vacuolos parasitéforos e se
dividem de forma assexuada. Ao se dividirem, formam novos
taquizoitos que se agregam dentro da célula parasitada e
quando ha um acumulo de taquizoitos, entre 8 a 16, rompem-se
as células e outras sdo infectadas (MENEZES, 2010;
URQHATT et al, 1996, 1990; DUBEY, 2004, 2010, NEVES et
al, 2005). A multiplicacdo dos taquizoitos é extremamente
rapida, caracterizando a forma aguda da doenca (URQHATT et
al, 1990).

Em consequéncia da resposta imune do hospedeiro, 0s
taquizoitos diminuem sua velocidade de reproducdo formando
cistos portadores de bradizoitos que assim sdo denominados
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devido a endodiogenia e o crescimento lento (MENEZES,
2010, URQHATT et al, 1990).

Em hospedeiros imunossuprimidos o cisto se rompe
liberando os bradizoitos que se tornam ativos e prosseguem
com as caracteristicas invasivas dos taquizoitos (URQHATT et
al, 1996, 1990; DUBEY, 2004,2010; NEVES et al, 2005).

2.1.2 Quadro clinico lesional em cies e gatos

As manifestacdes clinicas da toxoplasmose em cdes e
gatos podem ser muito variadas e envolvem varios 6rgdos,
tecidos e sistemas como o gastrintestinal, linfatico, esplénico,
hepatico, pulmonar, osteomuscular, cardiaco, ocular e sistema
nervoso central (DUBEY, 1977; DUBEY; LAPPIN, 1998).
Ainda que uma grande quantidade dos animais de companhia
possam ser sorologicamente positivos para toxoplasmose,
poucos destes desenvolvem sinais clinicos da doenca
(LAPPIN, 2004; DUBEY; LAPPIN, 2006).

A amplitude e a severidade dos sinais clinicos
apresentados dependem da localizacdo e grau de lesdo tecidual,
decorrente da necrose determinada pelo carater intracelular do
parasito (CORREA; CORREA, 1992: DUBEY: LAPPIN,
1998).

Em cées, os sinais clinicos sdo observados, com certa
frequéncia, em jovens com menos de um ano de idade. Os
sinais caracterizam-se por ataxia, diarreia, pneumonia e sinais
neuroldgicos (convulsdo, incoordenacdo motora, sindrome
vestibular, encefalite, entre outros). InfeccGes decorrentes da
ingestdo de cistos teciduais ou oocistos ocasionam diarreia e
vomito devido a necrose determinada pelos taquizoitos no
intestino e nos orgdos linfoides associados. Apos, 0 protozoario
dissemina-se por via hematica e/ou linfatica, gerando a necrose
focal em diversos 6rgéos (DUBEY; LAPPIN, 1998).

A toxoplasmose respiratéria em cdes com frequéncia
estd associada ao virus da cinomose ou com outras infeccoes
como a erliquiose ou terapia imunossupressora facilitando o
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desenvolvimento e a proliferagédo do T. gondii (DUBEY et al.,
2003, 2006; DUBEY; LAPPIN, 1998).

Outros sinais clinicos apresentados em cdes sdo
alteracbes oftdlmicas como uveite anterior, iridociclite,
hiperplasia do epitélio ciliar, retinite, coroidite, miosite
extraocular, esclerite, episclerite e neurite dptica (ABREU et
al., 1999; DUBEY:; LAPPIN, 1998; MARTIN; STILES, 1998).
Porém, sdo raros os que adoecem e morrem (KUHN et al.,
1972; DUBEY; 1985), mas a mortalidade é mais elevada em
neonatos e em animais imunossuprimidos (BIRCHARD e
SHERDING, 2003).

Apesar dos felinos se infectarem com frequéncia, a
forma clinica é rara (SIMPSON et al., 2005). A apresentacao
clinica da toxoplasmose em felinos ¢é geralmente
polissistémica, onde a uveite e a febre sdo os achados mais
comuns (LAPPIN, 2002, 2004). Na forma generalizada da
toxoplasmose, 0s sinais clinicos apresentados sdo a hipertermia
de forma intermitente, dispneia, diarreia, vémito, pneumonia e
a linfoadenopatia (DUBEY et al., 2003, 2006). As lesdes
ocasionadas pelo agente nos linfonodos e baco sdo a causa da
imunossupressio (CORREA; CORREA, 1992). Ja os sinais
neuromusculares sdo caracterizados por radicomielite e
miosite, que ocasionam a paresia, paralisias progressivas e
convulsdes (DUBEY et al.,, 2003, 2006). Essas lesdes
musculares, ocasionadas por T. gondii determinardo a
hiperestesia a palpacdo, marcha rigida, claudicacdo e também
podem ocasionar arritmias e insuficiéncia cardiaca devido ao
envolvimento miocardico (DUBEY; LAPPIN, 1998).

Na necropsia 0s animais de companhia podem
apresentar focos necrdticos puntiformes no sistema nervoso
central (SNC), pulmdes, figado, e podem também apresentar
linfonodomegalia, esplenomegalia e pulmdes avermelhados
(DAVIDSON, 2000, COSTA et al. 1978). No SNC h4 areas de
malacia e hemorragia (GRACA et al., 2010); hiperemia e
edema (COSTA et al. 1978) também foram relatados.
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Na histopatologia ha em figado, baco, pulm&o e rim,
areas multifocais de necrose com infiltrado de linfocitos,
histiocitos e neutrdfilos, associados a cistos do parasita
(COSTA et al. 1978). No SNC, lesbes agudas apresentam
cistos e taquizoitos livres nas areas de maldcia com gliose,
células gitter e meningoencefalomielite mononuclear e
polimorfonuclear com manguitos perivasculares. Quando a
lesdo é cronica, a mesma evolui para infiltrado inflamatoério
mononuclear, diminuindo a necrose, edema tecidual,
ocasionando o aumento dos cistos e por consequéncia
reduzindo os parasitos livres, e é nesse periodo que a reacdo
inflamatdria torna-se granulomatosa (GRACA et al., 2010).

2.1.3 Diagnéstico de toxoplasmose em animais de
companhia

O diagnostico de toxoplasmose pode ser realizado por
meio de sorologia, parasitologia, citologia e histologia, ou pela
associacdo entre esses métodos. O diagnostico laboratorial é
de suma importancia, pois a doenca clinica é facilmente
confundida com outras enfermidades infecciosas como viroses,
clamidioses, leptospirose, brucelose, cinomose, sarcocistose,
neosporose, entre outras. (VIDOTTO, 1992).

Soroprevaléncia de toxoplasmose em gatos no Brasil
foram realizadas nos estados do Rio Grande do Sul (24%)
(MENDEZ et al.; 1983), Parana (73%) (GARCIA et al.; 1999),
Séo Paulo (50,8%) (SOGORB et al.; 1972), Rio de Janeiro
(19,5% e 2,55%) (NETTO et al.; 2003), Amazonas (81%)
(FERRARONI et al. 1980, apud FRENKEL, 1997) e Rondbnia
(90,63%) (FERRARONI & MARZOCHI 1978, apud
VIDOTTO, 1992). Em cées ha estudos de soroprevaléncia nos
Estados de Goias (57,1%) (FERNANDES e BARBOSA,
1972), Rondénia (76,40%) (CANON-FRANCO et al.; 2004),
Minas Gerais (52,7%) (DURAN et al.; 1997), Mato Grosso
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(35%) (SOUZA et al.; 2001), Pernambuco (46,60%)
(COELHO, KOBAYASHI & CARVALHO Jr. 2003), Amapéa
(68,43%) (FERRARONI & MARZOCHI 1978, apud
FRENKEL, 1997), Paraiba (45,10%) (RAGOSO et al.; 2004),
Bahia (63,55%) (BARBOSA et al.; 2003) e Santa Catarina
(22,3%) (MOURA et al.; 2009).

No exame anatomopatoldgico o protozoario pode ser
evidenciado em cortes de tecidos com coloracdo de
hematoxilina e eosina. O diagndstico definitivo pode ser
realizado através da técnica de imuno-histoquimica, utilizando
anticorpo especifico para T. gondii.

Em Santa Catarina ha relatos de infec¢do por T. gondii
apenas em primatas (CASAGRANDE et al.; 2013), néo
havendo relatos clinicos em caninos e felinos.

2.2 NEOSPOROSE

2.2.1 Etiologia

A neosporose € uma doenca de distribuicdo mundial e
ha poucas décadas vem sendo estudada. Surgiu como uma
doenca grave que causa aborto e morte perinatal, acometendo
principalmente bovinos, além de equinos, ovinos, caprinos e
cervideos (DUBEY, 1998; DUBEY, 2003). Em cées a doenca
foi confirmada por Bjerkds e Dubey (1991), em um estudo
retrospectivo de filhotes que adoeceram em 1984 na Noruega,
onde 0s mesmos apresentaram sinais clinicos semelhantes a T.
gondii. Essa ninhada de cdes da raca Boxer, manifestaram
meningoencefalite e miosite. Na microscopia Optica, 0
protozoario era semelhante ao T. gondii, porém, 0 mesmo nao
reagia a imuno-histoquimica com os anticorpos anti-T. gondii
(DUBEY, 1996).

Foram realizados estudos ultraestruturais desse parasito,
pois, esse protozoario era diferente dos demais (DUBEY,
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1996). Os cistos encontrados no SNC, apresentaram uma
parede grossa, além de taquizoitos livres. A partir disso, Dubey
et al. (1988) relataram o novo género Neospora, espécie N.
caninum.

Depois de seis meses da descricdo de N. caninum, o
protozoario foi cultivado em tecidos de caninos com paresia
em membros pélvicos, mas ndo foi diferenciado de T. gondii.
Porém, quando foi inoculado em camundongos com cultivo
celular infectado, pode-se mensurar a parede cistica e logo apés
0 anti-soro contra N. caninum, foi produzido em coelhos. Foi
realizado entdo um teste para IHQ para que se pudesse
desagregar N. caninum e T. gondii (DUBEY et al., 1988;
DUBEY et al., 1988; LINDSAY e DUBEY, 1989; DUBEY,
1996). Em 1988, nos Estados Unidos, foram constatadas
diferencgas estruturais e histopatoldgicas entre T. gondii e N.
caninum e que a neosporose causava em cdes uma forma
clinica mais grave que T. gondii (DUBEY e LINDAY, 1993).

Exames de amostras teciduais, como a bidpsia,
revelaram que N. caninum ja acometia cdes com sinais
neuroldgicos desde a década de 50 (DUBEY e LINDAY,
1993). Farias (2002), cita que esse ndo é um agente patoldgico
novo, sendo, provavelmente diagnosticado até o final da
década de 80 como T.gondii. Estudos retrospectivos
histoldgicos e padronizacdo de métodos de diagndstico foram
desenvolvidos para possibilitar o aprofundamento de estudos
epidemioldgicos sobre N. caninum (PARE; HIETALA;
THURMOND, 1995; BJORKMAN; UGGLA, 1999).

Esse protozoario é um parasito intracelular obrigatorio,
formador de cisto (FARIAS, 2002). Neospora é um protozoario
que pertence ao Filo Apicomplexa, classe Sporozoea, ordem
Eucoccidiida e familia Sarcocystidae (DUBEY et al., 1988).
No género Neospora, apenas duas espécies sdo conhecidas e
sdo N. caninum (DUBEY et al., 1988), isolado de cérebro de
cdo, e N. hughesi (MARSH et al., 1998; DUBEY et al., 2001),
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isolado de cérebro e medula espinhal de equinos (MARSH et
al., 1998).

N&o ha relatos de casos da doenca em seres humanos,
embora ja tenham sido detectados anticorpos para N. caninum
em pacientes aidéticos (LOBATO, 2006). Assim como ndo ha
relatos da doenca clinica espontanea em felinos, embora a
infeccdo experimental tenha sido reproduzida (DUBEY, e
LINDSAY, 1989) e haja relatos de sorologia positiva
(BRAGA, 2010).

Em cées, a neosporose é responsavel por uma doenca
neuromuscular fatal (ANDREOTTI et al.; 2006). Apesar da
semelhanca com a toxoplasmose, 0s sinais neuroldgicos e a
miosite s&o mais frequentes na neosporose. Enquanto T. gondii
estd associado com infecgGes intercorrentes, N. caninum parece
ser um patdgeno primario (LECOUTEUR; GRANDY, 2000).

2.2.1 Ciclo de vida da neosporose

Como ha poucos estudos envolvendo os oocistos, parte
do ciclo de vida do N. caninum é desconhecido. N&o se sabe a
respeito da formacdo dos estagios enteroepiteliais que
precedem a formacdo do oocisto e se a producdo dos mesmos é
iniciada em cdes apds a ingestdo de oocistos esporulados
(McALLISTER et al.,1998; DUBEY et al.,2002).

Os hospedeiros definitivos sdo o cdo (Canis familiaris)
(McALLISTER et al., 1998), o coiote (Canis latrans)
(GONDIM et al., 2004), o dingo australiano (Canis lupus
dingo) (KING et al., 2010) e o lobo-cinzento (Canis lupus)
(DUBEY et al., 2011). Estes, tornam-se infectados ao
ingerirem tecidos contento bradizoitos (DIJKSTRA et al.,
2001; MCALLISTER et al.,, 1998) e eliminam oocistos nédo
esporulados nas fezes, onde, no meio ambiente em condicdes
adequadas se tornam esporulados (DUBEY et al., 2002).

O céo, além de desempenhar o papel fundamental de
hospedeiro definitivo também ¢é hospedeiro intermediério.
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Ocorre um ciclo assexual, antes do sexual no intestino do céo,
mas € desconhecido o periodo de tempo que 0s oocistos sdo
excretados. Os mesmos esporulam no ambiente para que se
tornem infectantes (FORTES, 2004), porém, ainda € ndo se
sabe a cerca da sobrevivéncia desses oocistos no ambiente
(DUBEY, 1999).

Neospora caninum possui trés formas de ciclo de vida
ja identificadas; os taquizoitos, os cistos com bradizoitos e 0s
oocistos (esporozoitas), sendo que, 0s taquizoitos e bradizoitos
sdo estagios intracelulares encontrados nos hospedeiros
intermediarios (PLUGGE, 2008; DUBEY, 2003).

Quando os hospedeiros intermediarios ingerem 0s
oocistos, 0s esporozoitos infectantes sdo liberados no trato
intestinal. Os esporozoitos invadem as células e se
transformam em taquizoitos. Esses se multiplicam e podem
chegar até 100 em uma simples célula (FORTES, 2004).
Entretanto, N. caninum ndo se desenvolve dentro do vacuolo
parasitéforo da célula hospedeira (ZACHARY, 2009).

Os taquizoitas sdo responsaveis pela fase aguda,
possuem a forma ovoide ou circular, medem aproximadamente
3 a7 x 5 um e isso dependerd do estdgio da divisdo.
(HEMPHILL et al., 1996). Sdo encontrados em varios tecidos,
no citoplasma das células neurais, macrdfagos, fibroblastos,
células vasculares endoteliais, miocitos, células epiteliais dos
tibulos renais e hepatdcitos (DUBEY et al., 1988; DUBEY
1993; BJERKAS; PRESTUS, 1989). As células de hospedeiros
infectadas podem conter vactolos parasitarios com até
aproximadamente 100 taquizoitas por plano ou corte
histologico, podendo ser localizados mais de um vacuolo
nestas células (DUBEY et al., 1988).

Bradizoitas dividem-se de forma lenta e localizam-se no
interior dos cistos, envoltos por uma grossa parede de até 4 mm
(SPEER et al., 1999). Bradizoitos de estagios latentes, medem
aproximadamente 6 a 8x1 a 2 um; os bradizoitos de cistos
teciduais sdo resistentes a solucdo acida de pepsina e podem
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sobreviver em torno de 14 dias em temperatura de
aproximadamente 4°C, porém, tornam-se ndo infectantes em 24
horas a uma temperatura de -20°C (FORTES, 2004,
GONCALEZ, 2010).

Os oocistos de N. caninum se apresentam na forma
esférica medindo aproximadamente de 10 a 11 um
(McALLISTER et al., 1998). Sua parede é lisa e incolor com
espessura de 0,6 a 0,8 um. Quando ocorre a esporulagao,
possuem dois esporocistos elipsoidais com 7,4 29,4 x 5,6 a 6,4
um (LINDSAY et al.,1999; DUBEY et al.,2002) e cada
esporocisto contém quatro esporozoitos, com forma alongada,
medindo 5,8 a 7,0 por 1,8 a 2,2 um e sua morfologia ¢
semelhante ao bradizoito e taquizoito (DUBEY et al.,2002).

Apesar do ciclo intestinal, que compreende a fase
sexuada da evolugdo de N.caninum, ndo esteja descrito, 0s
caninos, apos ingerirem cistos teciduais, eliminam oocistos ndo
esporulados nas fezes (MCALLISTER et al.; 1998).

Nas especies pertencentes a subfamilia
Toxoplasmatinae, esse ciclo intestinal possui o inicio com a
fase assexuada de multiplicacdo dos bradizoitos nas células
epiteliais do intestino do hospedeiro definitivo. Ocorre
multiplicacdo por endopoligenia e, ap6s, ocorre o ciclo
sexuado, com a formacdo de micro e macrogametas. Apds a
fecundacdo dos macrogametas, os oocistos sdo formados
(MUGRIDGE et al.; 1999). Acredita-se que com N. caninum o
ciclo deve ser semelhante (FARIAS, 2002).

2.2.2. Transmissao vertical e horizontal

A transmissdo vertical (transplacentaria) tem sido
demonstrada em varios hospedeiros (bovinos, ovinos, caprinos,
caninos, felinos, suinos, macacos e camundongos) e € 0
principal modo de transmissdo em bovinos (TREES;
WILLIAMS, 2005). A infecgdo vertical pode ocorrer quando
0s taquizoitos sdo transmitidos de um animal infectado para
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seu feto durante a gestacdo (DUBEY; SCHARES; ORTEGA-
MORA, 2007).

Em cadelas infectadas subclinicamente, ocorre a
transmissdo desse protozoario para os seus fetos e ninhadas
sucessivas. N&o existem evidéncias de que haja predisposi¢ao
racial ou de sexo para a ocorréncia de N. caninum (DUBEY E
LINDSAY, 1996).

A transmissdo horizontal (po6s-natal) ocorre pela
ingestdo de &gua ou alimentos contaminados com 00cistos
liberados pelos cées, sobretudo em casos de surtos de abortos.
Foi constatada a associagéo entre soroprevaléncia e abortos dos
bovinos com a presenca de cées na propriedade, pode aumentar
a prevaléncia positivos em ambas as espécies (PARE, et al.,
1998; BARTELS et al.; WOUDA et al.,1999). Cées de
propriedades rurais apresentam maior prevaléncia de infeccéo
do que os de area urbana WOUDA et al.,1999). Isso se deve a
possibilidade dos mesmos se infectarem através da ingestdo de
alimentos contaminados de origem bovina, como fetos,
membranas fetais e fluidos (FARIAS, 2002).

Cées infectados naturalmente podem eliminar oocistos
durante um longo periodo em determinadas circunstancias, ou
eliminad-los apds algum tempo. No entanto, estudos mais
detalhados sdo necessarios para o entendimento da dindmica de
frequéncia e intensidade com que 0s oocistos sdo excretados no
ambiente pelo hospedeiro definitivo (PLUGGE, 2008).

2.2.3 Sinais clinicos em caes

A maioria dos casos clinicos ocorre em filhotes que
foram infectados congenitamente (DUBEY et al., 1990). No
Brasil a forma clinica da neosporose foi descrita apenas em um
canino da raga Collie que apresentou um quadro clinico de
incoordenacdo e paresia dos membros, no estado da Bahia
(GONDIM et al., 2001)
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Cées infectados pelo protozoario apresentam uma
paralisia ascendente, com 0s membros pélvicos geralmente
mais afetados, podendo ocorrer hiperextenséo rigida ou flacida,
decorrente da poliradiculoneurite e miosite causadas pela
infeccdo (DUBEY et al; 1988). Podem ainda ocorrer outras
disfungdes como a dificuldade de degluticdo, paralisia do
maxilar, cegueira, convulsdes, incontinéncia urinaria e fecal,
flacidez e atrofia muscular e deficiéncia cardiaca (FORTES,
2004; JARDINE e DUBEY, 1992).

Em cées adultos a apresentacdo € mais variada, além
dos sinais neuromusculares, pode ocorrer dermatite
piogranulomatosa, miocardite e pneumonia. Os cdes podem
sobreviver durante meses com paralisia progressiva,
meningoencefalite, insuficiéncia cardiaca, complicacbes
pulmonares e as vezes 0s animais precisam ser eutanasiados
(BARBER, 1998).

2.2.4 Diagnostico de neosporose em caes

O diagndstico clinico em caninos é dificil, pois pode-se
confundir o quadro nervoso com traumatismos, doenca do
disco intervertebral, cinomose, raiva, toxoplasmose, entre
outros (FARIAS, 2002). Dessa forma, o diagndstico da
neosporose deve ser realizado de forma criteriosa e completa,
incluindo uma excelente anamnese, historico do animal, sinais
clinicos, andlises laboratoriais e exame anatomopatolégico
(PUGGLE, 2008).

O diagnostico laboratorial é realizado por meio de
exames sorologicos e parasitolégicos (HEMPHILL et al.,
2000). Exames hematolégicos e bioquimicos ndo sao
suficientes para confirmar o diagnostico dessa enfermidade
(DUBEY e LINDSAY, 1996; BARBER 1998). Ja a biopsia da
musculatura é considerada valiosa para o diagnéstico de
neosporose (DUBEY et al.,, 1998). Taquizoitas podem ser
visualizados em tecidos, fluidos ou amostras citopatoldgicas e



38

devem ser diferenciados de T. gondii (DUBEY e LAPPIN,
2006), pois o0s taquizoitas de ambos sdo estruturalmente
similares. Entretanto, Dubey et al. (1998), citam que os
mesmos podem ser diferenciados pela espessura da parede dos
cistos teciduais, sendo que N. caninum possui a parede do cisto
mais espessa do que a de T. gondii (ZACHARY, 2009).

Outro diagnostico que pode auxiliar na identificacdo
dessa enfermidade é a analise do liquido cefalorraquidiano
(CSF). A contagem de células inflamat6rias indica uma
condicdo inflamatéria ou infecciosa e a visualizacdo de
taquizoitas pode  sugerir  encefalomielite  protozoaria
(BARBER, 1998). Pode-se também detectar bradizoitos no
liquor (FARIAS 2002).

Ja no exame coprologico de cdes e coiotes, €
identificado a eliminacdo dos oocistos pelo hospedeiro
definitivo, mas o exame parasitolégico é dificil, pois ndo se
sabe qual é a frequéncia e intensidade de excre¢do de oocistos
no ambiente, além da impossibilidade de distingdo entre o0s
oocistos de N. caninum e Hammondia heydorni (HILL et al.,
2001; SLAPETA et al., 2002). Nestes casos, a técnica de
Reacdo em cadeia da polimerase PCR € de suma importancia
para deteccdo do DNA do protozoario nas fezes do hospedeiro
definitivo e também a confirmacéo do diagnéstico (HILL et al.,
2001; SLAPETA et al., 2002).

O exame soroldgico anti- N.caninum é atualmente o
diagnostico mais utilizado para que se possam identificar
inicialmente casos suspeitos de neosporose. Entretanto, a
presenca de anticorpos isoladamente ndo € considerado
diagndstico para a enfermidade, j& que a maioria dos cées
soropositivos permanece saudavel (HILL et al., 2001,
GONDIM et al., 2005).

No Brasil, a soroprevaléncia de N. caninum foi
realizada em cées nos estados de Minas Gerais (4,29%)
(CABRAL et al.; 1999), Sado Paulo (21,92%) (REZENDE et
al.; 1999), Parand (21,64%) (SOUZA et al.; 2002), Bahia
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(13,33%) (JESUS et al.; 2002), Ronddnia (8,30%) (CANON-
FRANCO et al.; 2003), Pernambuco (8,40%) (AZEVEDO et
al.; apud, GENNARI, 2004) e no Parand, apenas 1 canino
(DIAMANTE et. al.; 2014). Em gatos ha estudo soroldgico no
Maranh&o (24,5%) (BRAGA et al.; 2010).

O diagnostico através da Reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) tem sido muito Gtil nas pesquisas com a
neosporose, pois atua na deteccdo do DNA do parasito nos
tecidos do hospedeiro intermediario e nas fezes do hospedeiro
definitivo (HILL et al., 2001, GONDIM et al., 2005), sendo
considerada o exame diagnéstico mais especifico de
neosporose disponivel (PUGGLE, 2008). A PCR se tornou o
exame de escolha para deteccdo de patdgenos em estudos
clinicos e epidemiologicos e € um dos mais especificos
métodos  diagndsticos com  excelente  sensibilidade
(HURCOVA et al., 2006).

J& na necropsia 0s cdes podem apresentar lesGes
inespecificas, como areas de necrose no SNC, granulomas em
visceras, estrias esbranquicadas nos musculos e megaesofago
(BARBER, 1998). Graca et al. (2010) relatam que lesdes a
necropsia incluem necrose hemorragica em o6rgaos afetados e
em casos severos ha atrofia e fibrose musculares. Quando as
lesbes sdo pré-agudas no SNC, podem existir focos
hemorragicos e necrose distribuida em um padrdo vascular.
Apresentam na superficie de corte uma textura granular
amarelo-amarronzada e cinza. Em certos casos, a substancia
branca perivascular pode ser mais afetada. Nas lesdes cronicas
ha grandes areas granulares amarelo- amarronzadas a cinzas e
que na maioria das vezes torna a substancia branca
indistinguivel da cinzenta (ZACHARY, 2009).

A histopatologia deve ser realizada principalmente em
amostras do SNC, pois serdo visualizadas lesdes sugestivas de
N. caninum, além de taquizoitos ou cistos teciduais.
Neosporose caracteriza-se por encefalite ndo supurativa, com
diferentes graus de degeneracdo neuronal e gliose multifocal,
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além de polirradiculoneurite mononuclear com focos de
neutrofilos e eosindfilos DUBEY et al., 2005; GRACA et al.,
2010). Quando ocorre ruptura dos cistos no SNC, ocorre o
desenvolvimento de granulomas (GRACA et al., 2010).
Miocardites, miosites e hepatites ndo supurativas também
podem ser observadas. Quando presente, a miosite € mais
frequente em membros pélvicos (DUBEY e LINDSAY, 1996).

Farias (2002), menciona que no diagnostico post
mortem é fundamental o uso da IHQ para detectar taquizoitos e
cistos nos tecidos. Essa técnica revela a presenca do
protozoédrio nos cortes de tecidos, por meio do uso de
anticorpos anti-Neospora nas amostras analisadas. A
identificacdo de taquizoitos e/ou cistos tem sido relatada a
partir de cérebro, medula espinhal, coracdo, figado, pulmao,
rim, esofago e retina (DUBEY et al., 1988).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL:

e Diagnosticar, através da imuno-histoquimica, casos de
toxoplasmose e neosporose em cées e gatos.

e Fazer um estudo retrospectivo dos casos de
toxoplasmose e neosporose.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Fazer um levantamento dos casos de
Toxoplasma gondii e Neospora caninum em
cdes e gatos nos arquivos do LAPA-
CAV/UDESC no periodo de 1988 a 2015.

e Descrever o quadro clinico e lesional da
toxoplasmose e neosporose em cées e gatos.

e Fazer o diagnostico por meio de IHQ das duas
enfermidades.
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4 MATERIAL E METODOS

Foi realizado um estudo retrospectivo utilizando os
arquivos  do  Laboratério de  Patologia  Animal
LAPA/CAV/UDESC no periodo de 1988 a 2015, dos casos
diagnosticados e/ou suspeitos de infeccdo por Toxoplasma
gondii e/ou Neospora caninum em caninos e felinos.

Foram selecionados casos contendo na descrigéo
histoldgica, cortes histoldgicos de parasitos morfologicamente
semelhantes a Toxoplasma gondii e/ou casos em que 0 parasito
ndo era observado, mas havia necrose fibrinoide nos pulmdes,
SNC, figado, baco e linfonodo.

Os blocos obtidos foram reprocessados. Realizou-se
cortes histolégicos de 5um os quais foram corados pela técnica
de hematoxilina e eosina (HE). Os dados clinicos e de
necropsias obtidos através das fichas de registro, bem como as
avaliacBes histologicas foram compiladas. Conforme a
intensidade e distribuicdo da necrose fibrinoide essa foi
classificada em lesdes necroticas leve (+), moderada (++),
acentuada (+++) e necroses massivas (++++).

4.1 PROTOCOLO DE IMUNO-HISTOQUIMICA

Em todos o0s casos suspeitos de toxoplasmose e/ou
neosporose realizou-se IHQ. Os fragmentos dos Orgaos
selecionados foram submetidos a técnica de IHQ pelo método
da estreptavidina-biotina-peroxidase. O bloqueio da atividade
da peroxidase enddgena foi realizado com a incubacdo dos
cortes dos tecidos em solucdo a 3% de peroxido de hidrogénio
(30 vol.) em metanol por 20 minutos. Para a recuperacao
antigénica utilizou-se tripsina 0,1% por 10 minutos a 37°C e
tampdo citrato pH 6 por 5 minutos em micro-ondas (dois
ciclos). Os anticorpos policlonais anti-T. gondii e anti-N.
caninum (VRMD®, PO Box 502, Pullman, WA 99163 USA)
foram diluidos em 1:1000 em solucgdo salina tamponada com
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fosfato (PBS). As laminas foram incubadas a 37°C por 1 hora
com anticorpo primario e, ap0s esta etapa, os cortes foram
incubados com anticorpo secundario biotinilado ligado a
estreptavidina-peroxidase (kit LSAB-HRP, KO0690, Dako
Cytomation®) por 20 minutos cada etapa. O cromdgeno
utilizado para a revelagao foi 3,3’diaminobenzidina (DAB,
K3468, Dako Cytomation®). Para a contra-coloracdo foi
utilizada a hematoxilina de Harris. Como controle positivo foi
utilizado um pulmdo de gato com toxoplasmose e um feto
bovino com neosporose. Os cdes que apresentam algumas das
lesbes caracteristicas de cinomose, que sdo pustulas
abdominais, secrecdo ocular e pneumonia difusa ou corpulsculo
de Lentz e desmielinizagdo no SNC foram submetidos IHQ de
cinomose. Fragmentos dos oOrgdos selecionados foram
submetidos a IHQ pelo método streptavidina-biotina-fosfatase
alcalina. A recuperacdo antigénica foi realizada por calor com
3 ciclos de 5 minutos no micro-ondas em tampéo citrato pH 6.
O anticorpo anti-cinomose (Serotec®) foi diluido 1:400 em
PBS. As laminas foram incubadas overnight na geladeira, ap6s
esta etapa, incubados com anticorpo secundario biotinilado
ligado a fosfatase alcalina (Kit LSAB-AP Dako Cytomation®)
por 20 minutos cada etapa. O cromdgeno utilizado para a
revelagdo foi o Permanent Red (Dako Cytomation®) durante
15 minutos e hematoxilina de Harris para contracorar. Como
controle positivo foi utilizado um estdbmago de cdo com
cinomose.
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5 RESULTADOS

5.1 LEVANTAMENTOS DE DADOS

Entre 1988 a 2015, foram realizados 15.807 exames
anatomopatologicos de caninos e felinos no
LAPA/CAV/UDESC. Desses, 13.961 (88,3%) eram caninos,
sendo 6.708 (48,04%) fémeas, 4.901 (35,1%) machos e 2.352
(16,8%) ndo tiveram o sexo informado. Ja os felinos, tiveram o
total de 1.846 casos, sendo que, 789 (42,7%) eram fémeas, 704
(38,1%) machos e 353 (19,1%) o sexo nao foi informado. Dos
13.961 cées, 26 foram diagnosticados com infecgdo por
protozodario sugestivo de toxoplasmose ou neosporose. Ja 0s
felinos, de 1.846 casos (11,6%), apenas dois foram
diagnosticados com toxoplasmose. O nldmero de casos
positivos para toxoplasmose e neosporose na coloracdo H.E e
na imunohistoquimica (IHQ) estéo relacionados na tabela 1.

Tabela 1- Animais positivos para toxoplasmose e neosporose.

Espécie Exames positivos na histologia  Positivos na IHQ

Toxoplasmose Neosporose

Caninos 26 22 1
Felinos 2 2
Total 28 24 1

H.E= hematoxilina e eosina; IHQ=imuno-histoquimica;
Fonte: producdo do préprio autor, 2015.

5.1.1 Toxoplasmose em céaes

A idade informada dos cdes com toxoplasmose variou
entre 2 meses a 8 anos, com 9 casos variando entre 0 a 4
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meses (Gréafico 1), sendo 9 fémeas, 15 machos e 1 0 sexo néo
foi informado. Dos 25 casos, 12 (48%) a cinomose estava

associada a toxoplasmose.

Grafico 1- Faixa etaria dos animais

toxoplasmose.

infectados por
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Fonte: producdo do proprio autor, 2015.

5.1.1.1 Descrigao dos sinais clinicos

Conforme demonstrado na tabela 2, os principais sinais
clinicos apresentados pelos cdes foram problemas respiratorios
(11/25), entéricos (8/25), neurologicos (3/25), anorexia (7/25),
apatia (5/25), desidratagdo (5/25), corrimento ocular (6/25),
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palidez (4/25) e hipertermia (2/25). Em 60% (15/25) havia
mais de um sinal clinico e 12% (3/25) o histérico ndo foi
informado. Muitos desses sinais ndo foram atribuidos
exclusivamente a toxoplasmose, pois em 48% (12/25) havia
cinomose associada.
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Tabela 2- Sinais clinicos observados em caes com
toxoplasmose associada a cinomose.

Sinais clinicos Toxoplasmose Cinomose
associada

Respiratorio
Dificuldade respiratéria
Tosse

Dispneia

Taquipneia

Cianose

Bradpneia

Entérico

Voémito

Diarreia

Melena

Disturbios Neurol6gicos

Ataxia/Incoordenagéo
Convulséo

Encefalite

Sindrome vestibular
Outros Sinais clinicos
Anorexia

Apatia

Desidratacéo

Secrecdo purulenta ocular
Palidez de mucosas
Hipertermia

Pulstulas no abddmen

N WRNNDS L R o w

I NP PO NP

wmhmmm\l\lpl—\l—\wwmwmool—\mwwwoo':

Fonte: producdo do proprio autor, 2015.
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5.1.1.2 Lesdes macroscopicas

Na necropsia as principais lesdes observadas
foram em pulmdes (17/25), figado (10/25), linfonodos
(5/25), intestinos (5/25), rins (4/25), baco (4/25),
bexiga (4/25), coracdo (3/25) e SNC (2/25) (Tabela3).
Alguns cdes, ndo tiveram suas necropsias descritas
(8/25) e apenas um n&o apresentou lesdes.
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Tabela 3- Principais lesGes macroscdpicas de caninos
com toxoplasmose associada a cinomose.

NUmero de casos

LesBes macroscopicas Toxoplasmose  Cinomose
Pulmdes 17 4
Edema 17 4
Pontos  branco-amarelados a 8 3

acinzentados

Congestéo 6 -
Figado 10 4
Coloracédo branco-amarelada 8 1
Pontos brancos 4 1
Padréo lobular evidente 4 2
Aumentado de tamanho 2 1
Vesicula biliar edemaciada 1 -
Linfonodos 5 1
Aumentado de tamanho 6 1
Areas branco-amareladas 3 -
Intestino delgado/grosso 5 2
Petéquias 2 1
Sufusbes 1 -
Hiperemia 1 1
Rins 4 2
Pontos brancos no parénquima 2 2
Petéquias na superficie cortical 1 1
Baco 4 1
Aumentado de tamanho 3 1
Hiperplasia de polpa branca 2 1
Bexiga 4 2
Hemorragias na mucosa 4 2
Equimose 1 -
Palidez na mucosa 1 -
Coragéo 3 1
Hidropericardio 1 -
Dilatac&o bilateral 2 1
Sistema nervoso central 2 1
Congestéo das meninges 1 1
Hidrocefalia 1 -

Fonte: producdo do préprio autor, 2015.
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5.1.1.3 Avaliacéo histopatologica

Na histologia as principais lesdes foram
observadas em pulmdes, figado, baco e linfonodo e
caracterizavam-se por necrose fibrinoide multifocal
de leve a acentuada (Figura 1 e 2), associada a
infiltrado de neutrofilos, macrofagos e em alguns
casos raros eosinofilos e células gigantes; com cistos
ou taquizoitos livres intralesionais.

Em um canino observou-se lesdo gastrica
caracterizada por edema e exsudacdo fibrinosa
acentuadas de submucosa com trombose multifocais,
cistos intralesionais e cistos livres sem reacdo
inflamatéria na mucosa (Figura 3). Nesse mesmo
animal cistos livres foram observados na camada
muscular do intestino delgado.

Além das lesBes descritas, foi observada
congestdo (4/25) e degeneracdo gordurosa (1/25)
hepética. Nos animais com cinomose foi observado
também corpusculo de inclusdo de Lentz em pulméo
(1/12), bexiga (1/12) e cerebelo (1/12).
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Figura 1- Pulmdo de canino com toxoplasmose. Necrose
fibrinoide acentuada, focal (Seta) (HE; obj. 10X).

Fonte: producdo do proprio autor, 2015.
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Figura 2- Figado de canino com toxoplasmose. Necrose

fibrinoide, moderada, multifocal com taquizoitos
no interior de hepatécitos (Seta) evidenciados no
detalhe (HE; obj. 10X e. HE; obj. 40X).

Fonte: producdo do proprio autor, 015.
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Figura 3- Estdmago de canino com toxoplasmose. Cistos
e taquizoitos livres (Setas) na camada
muscular do estdmago (HE; obj. 40X).

Fonte: producéo do proprio autor, 2015.

No SNC as lesdes observadas foram gliose
(9/25) (Figura 4) com infiltrado de macrdfagos (4/25)
e neutréfilos (2/25), areas de malécia (3/25), cistos
(11/25) e taquizoitos (10/25) na meninge e ou no
neurdpilo associada ou ndo a resposta inflamatoria
(Figuras 4 e 5). Em seis casos, todos associados a
cinomose, havia também desmielinizacdo de
substancia branca.
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Figura 4- Encéfalo de canino com toxoplasmose. A) Gliose
(Setas) multifocal acentuada (HE; obj. 10X). B)
Cisto de toxoplasmose associada a gliose (HE;
obj. 40X).

Fonte: producéo do préoprio autor, 2015.
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Figura 5- Encéfalo de canino com toxoplasmose.
Mudltiplos cistos (Setas) sem reacdo
inflamatoria. (HE; obj. 40X).

Fonte: produgdo do proprio autor, 2015.

Necrose fibrinoide foi observada em pulmdes
(18/25), figado (14/25), linfonodo (10/25), baco
(2/25), coragdo e submucosa do estdmago (1/25) e
variavam de intensidade leve a acentuada, exceto no
linfonodo que era sempre massiva (Figura 6). As
intensidades da necrose fibrinoide, nos diferentes
Orgdos estdo relacionadas na tabela 4. Evidenciou-se
que quando a toxoplasmose acometeu animais mais
jovens a gravidade da leséo foi maior (Tabela 5).
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Figura 6- Linfonodo de canino com toxoplasmose.
Necrose massiva (H.E; obj. 4X).

Fonte: producdo do proprio autor, 2015.
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Tabela 4- Toxoplasmose em cées. Intensidade da necrose
fibrinoide observada nos diferentes 6rgaos.

Caso Pulmdes Figado Linfonodo Baco Coracdo Sub. do

Estbmago

1 +++ AL N.A AL AL N.A
2 ++ + ++++ AL AL N.A
3 N.A ++ ++++ N.A AL N.A
4 N.A ++ ++++ N.A AL N.A
5 + + ++++ N.A N.A N.A
6 +++ N.A N.A N.A N.A N.A
7 +++ ++ ++++ +++ AL N.A
8 +++ AL ++++ A.L AL N.A
9 N.A N.A ++++ N.A N.A N.A
10 ++ + N.A N.A N.A N.A
11 AL + AL AL N.A N.A
12 + + N.A N.A N.A A.L
13 ++ ++ N.A N.A + N.A
14 N.A N.A N.A N.A N.A N.A
15 ++ N.A N.A N.A N.A N.A
16 N.A N.A N.A N.A N.A N.A
17 ++ ++ N.A N.A N.A N.A
18 + +++ N.A + N.A N.A
19 N.A N.A N.A ++ N.A N.A
20 ++ N.A N.A AL N.A N.A
21 ++ ++ ++++ N.A N.A N.A
22 + AL AL AL AL N.A
23 ++ ++ N.A N.A N.A N.A
24 + ++ ++++ N.A N.A N.A
25 ++ AL ++++ AL AL ++

Sub= Submucosa; Intensidade= discreta (+), moderada (++), acentuada (+++) e
massiva (++++); A.L= Auséncia de lesdes; N.A= Ndo analisado.
Fonte: producdo do proprio autor, 2015.
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Tabela 5- Toxoplasmose em cdes. Diferenca da
intensidade de necrose fibrinoide entre filhotes e
adultos observada em pulmdes, figado e linfonodo.

Necrose Intensidade O0a6meses Maior que 2
fibrinoide 10 animais  anos
7 animais

Pulmdes AL 3 5

+ 2 1

++ 5 1

+++ 0 0
Figado AL 3 4

+ 3 0

++ 4 2

+++ 0 1
Linfonodo AL 6 5

Massiva 4 1

AL= Auséncia de Lesdes; Intensidade= discreta (+), moderada
(++), acentuada (+++).
Fonte: produgéo do préprio autor, 2015.

O pulmédo foi o 6érgdo que mais apresentou
cistos (76%) e ou taquizoitos (28%), seguido pelo
SNC (cistos 48% e taquizoitos 44%) e figado (cistos
28% e taquizoitos 40%). O percentual de cistos e
taquizoitos nos diferentes 6rgdos estdo expressos nos
graficos 2. Da mesma maneira que a necrose
fibrinoide, as estruturas parasitarias também foram
observados mais frequentemente nos animais jovens
(Tabela 6).
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Tabela 6- Toxoplasmose em cées. Diferenca da
presenca de cistos e taquizoitos por Orgdo entre
filhotes e adultos.

Orgéo 0 a 6 meses Maior que 2 anos

Cistos Taquizoitos  Cistos Taquizoitos

Pulmdes 7 1 2 1
SNC 5 4 3 2
Figado 4 4 2 2
Linfonodo 4 3 1 0
Baco 2 1 0 0
Coracéo 1 1 0 1
Intestino 0 1 0 0
Total 23 15 8 6
Total de 38 14
parasitos

SNC= Sistema nervoso central.
Fonte: producdo do préprio autor, 2015.
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Gréfico 2- Toxoplasmose em cdes. Porcentagem de cistos e
taquizoitos nos 6rgdos acometidos.

80% -

H Cistos

B Taquizoitos

Fonte: produgéo do préprio autor, 2015.
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O diagnostico definitivo de toxoplasmose foi
realizado pela IHQ. Dos 25 casos, 22 apresentaram
marcacdo positiva de cistos e ou taquizoitos nos
tecidos (Figuras 7). Trés casos a IHQ ndo foi
realizada por insuficiéncia de material para analise,
mas nesses casos havia cistos nas laminas coradas por
HE. O resultado da IHQ encontra-se na Tabela 7.

Figura 7- Toxoplasmose em cdes.  Imuno-
histoquimica anti-Toxoplasma gondii
com marcagdo positiva em cistos no
encéfalo (Estreptavidina-biotina ligada
a peroxidase; obj 40X).

h..&

Fonte: producéo do préprio autor 2015.
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Tabela 7- Resultados da imuno-
histoquimica anti-Toxoplasma gondii em
caninos.

Casos Orgdo  Histologia IHQ
1 Pulmao P +++
2 Pulméo P ++
3 Figado P AFr
4 Figado P ++
5 Pulmao P ++
6 Pulmao P +
7 Baco P +++
8 Pulmao P ++
9 Linfonodo P +++
10 Pulmao P +
11 Figado P ++
12 Figado P +
13 Figado P +++
14 SNC P ++
15 SNC P -
16 SNC P -
17 Figado P ++
18 Pulméo P ++
19 Baco P -
20 Baco P ++
21 Figado P +
22 SNC P +
23 SNC P +
24 Pulméo P ++
25 Pulméo P +++

TOTAL 25 25 22

P= Presencga de cisto e/ou taquizoitos; Intensidade de
marcacdo= discreta (+), moderada (++) e acentuada
(+++).

Fonte: producdo do préprio autor, 2015.
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52 ASSOCIACAO DA CINOMOSE COM
TOXOPLASMOSE

Dos 25 casos de toxoplasmose, 12 tinham
cinomose associada. Sete desses apresentavam no
exame histopatoldgico corpusculos de Lentz ou
desmielinizacdo da substancia banca do encéfalo,
lesGes essas que permitiam o diagndstico da doenca.
Cinco casos ndo apresentavam lesdes tipicas de
cinomose, porém o0s animais tinham além das
necroses fibrinoides, pneumonia catarral de moderada
a acentuada, o que poderia ser secundaria a cinomose
e, portanto, também foram incluidos no exame de
IHQ anti-cinomose.

Dos 12 casos submetidos a IHQ, apenas um
foi negativo por insuficiéncia de material em bloco,
no entanto nesse caso havia corpusculos de Lentz na
bexiga. Os resultados da avaliacdo histologica e da
IHQ para cinomose estdo expressos na Tabela 8.
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Tabela 8- Resultados da avaliagdo
histolégica e imuno-histoquimica
anti-cinomose de caninos com
toxoplasmose.

Caso Histologia IHQ
1 P +
2 CIL |
7 P +

12 CIL +
13 P +
14 CIL +
15 P +
16 P +
17 P +
18 P +
19 P +
25 P +

P= Presenga de lesdes caracteristicas de
cinomose; CIL= Corpusculo de Inclusdo de
Lentz observado na histologia; += Positivo; I=
Insuficiente;

Fonte: producdo do préprio autor, 2015.

5.2.1 Toxoplasmose em felinos

Dos 27 casos positivos para toxoplasmose,
apenas 7,4% (2/27) eram felinos; um dos animais
tinha cinco anos e o outro ndo teve a idade informada,
ambos eram machos. Em um dos felinos foi
observada concomitante a toxoplasmose, leucemia
linfoide.

5.2.1.1 Sinais clinicos e lesbes anatomopatologicas
O felino 1 apresentou como sinal clinico

apenas caquexia. Na necropsia observou-se palidez
leve de mucosa e tecido subcutéaneo, pulmdes com
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edema e diminutos pontos brancos de distribuicdo
aleatéria no parénquima e areas avermelhadas de
aproximadamente 1 cm de didmetro nos lobos
diafragmaticos (Figura 8). O figado estava levemente
amarelado com padrdo lobular evidente, multiplos
pontos esbranquicados de aproximadamente 0,5 cm
de diametro (Figura 9).

No segundo caso o animal apresentava
dificuldade respiratéria com suspeita clinica de
bronquite cronica e infestacdo bacteriana associada.
No exame macroscopico o animal apresentou
mucosas palidas e desidratacdo, pulmdes de
consisténcia firme e mdultiplas areas brancas
entremeadas com areas avermelhadas; ao corte fluia
liguido seroso dos bronquios (Figura 10). Os
linfonodos  mediastinicos e baco  estavam
moderadamente aumentados, o0 baco apresentava
também, mdltiplos pontos esbranquicados pelo
parénquima.
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Figura 8- Toxoplasmose em felino. Pulmdes
com edema, é&reas avermelhadas
multifocais e finos pontos brancos
(Setas) de distribuicdo aleatdria pelo
parénquima.
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Figura 9- Toxoplasmose em felino. Figado com
padrdo lobular evidente e multiplos
pontos esbranquicados (Setas) de
aproximadamente 0,5 cm de diametro.

Fonte: LAPA/CAYV, 2010.
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Figura 10- Toxoplasmose em felino. A)
Pulmdes ndo colabado e com
maltiplas areas brancas
entremeadas com areas
avermelhadas. B) Detalhe na
superficie de corte.

Fonte: LAPA/CAV, 2015.
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As lesbes histoldgicas observadas nos felinos
foram no pulmao (2/2), figado (2/2) e SNC (2/2). O
pulméo caracterizava-se por pneumonia intersticial
moderada com hiperplasia de pneumdcitos tipo I,
infiltrado de macrofagos e neutréfilos de leve
(felinol) a moderado (felino 2), necrose fibrinoide
multifocal, acentuada, com cistos e taquizoitos livres
intralesionais e no interior de alvéolos (Figura 11).
No felino 2 havia também a hiperplasia de epitélio
bronquiolar.

Figura 11- Toxoplasmose em felino. Cisto (Seta) de
Toxoplasma gondii no pulméo (HE; obj 40

No figado observou-se necrose fibrinoide
multifocal de moderada (felinol), a discreta (felino 2)
com taquizoitos intralesionais e no interior de
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hepatécitos (Figuras 12 e 13), associada a retengdo
biliar moderada no interior de hepatdcitos. No SNC
foi observado areas multifocais de gliose moderada
(2/2) e no felino 1 havia também, areas multifocais de
malacia com cistos e taquizoitos associados ou ndo a
lesdo inflamatéria.

Figura 12- Toxoplasmose em felino. Figado com
necrose fibrinoide multifocal (Seta) de
hepatocitos (HE; obj 10X), com detalhe a
necrose fibrinoide (HE; obj 40X).

Fonte: LAPA/CAV, 2015.



71

Figura 13- Toxoplasmose em felino. Cisto (Seta) de
Toxoplasma gondii no interior de
hepatdcitos. (H.E; obj 100X).

Fonte: LAPA/CAV, 2010.

Nos rins havia infiltrado de macrofagos
multifocal, moderado. No cérebro e cerebelo
observam-se gliose, multifocal, moderada e é&reas
multifocais de maldcia com indmeros cistos (Figura
14) e taquizoitos livres.
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Figura 14- Toxoplasmose em felino. Cisto (Seta)
de Toxoplasma gondii no encéfalo
(H.E; obj 40X).

Fonte: producdo do proprio autor, 2015.
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O diagnostico definitivo de toxoplasmose foi
realizado por meio de IHQ anti-T. gondii, sendo essa
positiva nos dois casos (Figura 15).

Figura 15- Toxoplasmose em felino. Imuno-
histoquimica anti- Toxoplasma gondii
com marcacdo positiva de cistos
(Asteriscos) e taquizoitos (Setas) no
pulméo. (Estreptavidina-biotina ligada
a peroxidase; obj 40X).

5.3 NEOSPOROSE EM UM CANINO

Apenas um canino, fémea de 6 anos de idade
foi positivo para N. caninum. Esse animal apresentou
histérico clinico de paralisia, sialorreia, vomito,
regurgitacdo e megaesdfago. Na necropsia foi
observado megaesdfago (Figura 16); coracdo com
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dilatagdo ventricular direita, epicardio e miocérdio
com éareas de coloracdo esbranquicada. O figado
estava congesto e levemente firme, no parénquima
havia nodulos brancos de consisténcia firme com
aproximadamente 1-2 cm de diametro. Na
musculatura  esquelética,  observam-se  estrias
esbranquigadas de forma generalizada.

Figura 16- Neosporose em canino. Megaes6fago.
Dilatacdo esofagica difusa, acentuada (Seta).
. 4 »

S

Fonte: LAPA/CAYV, 2010.

As lesBes histologicas observadas no SNC na
regido da ponte cerebelar foram infiltrados multifocais
de macrofagos, perivascular, leve; gliose multifocal
com taquizoitos livres intralesionais. No coragdo
havia infiltrado de macrofagos multifocal de leve a
moderado com necrose de cardiomidcitos e infiltrado
de neutrofilos moderado no interior de vasos. As
lesbes observadas na musculatura esquelética dos
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membros e camada circular do es6fago constituiam de
areas focalmente extensas de miofibras com infiltrado
de macrofagos e em menor ndmero neutréfilos,
multifocal acentuado com proliferacéo de fibroblastos
moderado e necrose de fibra esquelética com
taquizoitos intracitoplasmaticos (Figuras 17 e 18).
Além das lesdes de neosporose, no figado foi
observado carcinoma hepatocelular. Além disso,
foram  observados  figuras de  regeneracédo
caracterizadas por nucleos centrais enfileirados nas
fibras musculares sendo frequente no musculo
esquelético e raras na camada circular do esdfago.
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Figura 17- Neosporose em canino. Infiltrado de
macrofagos, plasmocitos, necrose de
miofibras e tecido fibroso focalmente. No
detalhe taquizoitos (Seta) no interior de
fibras musculares (H.E; obj 10X e 40X).

Fonte: produgéo do prépri utor, 2015.
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Figura 18- Neosporose em canino. Necrose e fibrose
de miofibras, Infiltrado de macrofagos,
linfocitos, plasmocitos e raros neutréfilos
multifocal acentuado com taquizoitos no
interior de fibras esqueléticas (Seta),
evidenciado no detalhe (H.E; obj 10X e
40X).

: :
e 5 :

Fonte: producéo do proprio ator, 2015.
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A IHQ anti-Neospora caninum foi realizada
em fragmento de musculatura esquelética e houve
imuno marcacao positiva (Figura 19).

Figura 19- Neosporose em canino. Imuno
histoquimica anti-Neospora
caninum com marcagio positiva
em taquizoitos na musculatura
esquelética (Obj 40X).

Fonte: produgdo do proprio autor, 2015.
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6 DISCUSSAO

No presente estudo retrospectivo
anatomopatoldgico em caninos e felinos, a ocorréncia
da toxoplasmose foi relativamente baixa. Em caninos
foi de 0,18%, discordando de Ishizuka et al (1974),
Sogorb et al (1972) apud Costa et al. (1978) e Moretti
et al. (2002), onde a taxa de caninos infectados
naturalmente por T. gondii foi elevada. Em felinos foi
observada a ocorréncia de 0,11%, porém nessa
espécie a soroprevaléncia é elevada, entretanto a
doenca clinica é rara, pois o ciclo enteroepitelial
geralmente ndo produz sinais clinicos em felinos
(FIALHO et al.,, 2009) e embora uma grande
quantidade dos animais de companhia sejam
sorologicamente positivos no Brasil, poucos destes
desenvolvem a doenca (LAPPIN, 2004; DUBEY;
LAPPIN, 2006).

Em caninos infectados pela toxoplasmose
neste estudo ndo houve predisposicao racial ou sexual,
0 que se assemelha a descricdo da doenga por
Bresciani et al.,, 2001 e Giraldi et al., 2002. Em
relacdo a idade, essa variou de 2 meses a 8 anos,
porém a ocorréncia desta enfermidade foi maior em
animais com até 4 meses, periodo semelhante ao
observado por Moretti et al. (2002). Isso se deve ao
fato de os sinais clinicos generalizados serem
observados com maior frequéncia em animais com
menos de um ano de idade, pois esses sd0 mais
susceptiveis que os adultos (GIRAO, 1975).

Em 48% dos casos foi observado que a
cinomose estava associada a doenca, concordando
com Dubey e Lappin, (1998), que afirmaram que a
associacdo de cinomose e toxoplasmose ocorrem em
99% dos casos clinicos. A cinomose é importante no
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desenvolvimento da doenca clinica de toxoplasmose,
pois animais imunossuprimidos facilitam a reativacao
de processo em fase de laténcia (GIRAO, 1975).

Pressupfe-se que a manifestacdo clinica desta
enfermidade ocorra por um déficit da imunidade local
ou sistémica do organismo do hospedeiro, de modo
que 0s mesmos podem apresentar a infecgdo primaria
ou recorrente (SWINGER, SHMIDT E DUBIELZIG
2009). Historicamente, a prevaléncia da toxoplasmose
vem diminuindo devido ao uso de vacinas contra
cinomose (DUBEY; LAPPIN, 1998).

Nos historicos clinicos, foi observado
sintomatologia respiratéria em 11 caninos. O
protozoario gera necrose pulmonar, ocasionando a
pneumonia e dispneia, embora em muitos casos
desses caninos, a pneumonia seja decorrente da co-
infeccdo com o virus da cinomose (GALVAO, et al.,
2014). Desses, apenas trés deles tinham cinomose o
que demonstra que 0s sinais respiratorios sao
importantes indicadores clinicos de toxoplasmose em
cées.

Os caninos apresentaram sintomatologia
entérica e isso é decorrente da ingestdo de cistos
teciduais ou oocistos, gerando necrose pelos
taquizoitos no intestino e nos oOrgdos linfoides
associados. O parasito dissemina-se por via hematica
e/ou linfatica e por consequéncia, gera a necrose focal
nos demais 6rgaos (DUBEY; LAPPIN, 1998).

Os sinais clinicos neuroldgicos apresentados
pelos caninos, neste estudo, estdo de acordo com 0s
descritos por Moretti et al. 2002 e Giraldi et al. 2002.
Porém nos historicos clinicos ndo foram encontrados
relatos de déficits proprioceptivos, queda durante a
deambulacgdo, alteracdo de consciéncia (MORETTI et
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al. 2002) e mioclonia (GIRALDI et al. 2002),
descritos por outros autores.

Os sinais neuroldgicos variam de acordo com
a localizacdo da lesdo no SNC (HASS; SHELL;
SUNDERS, 1989). No nosso estudo, os trés animais
que apresentaram sinais neurologicos tinham co-
infeccdo com cinomose. Os animais que apresentavam
ataxia/incoordenacdo  apresentavam  maléacia e
desmielinizagdo na histologia, sendo provavelmente
o0s sinais clinicos decorrentes ou potencializados pela
cinomose. O canino com sindrome vestibular tinha na
histologia area focal de malécia e inimeros cistos no
neuropilo, sendo a  sintomatologia  clinica
provavelmente secundéaria ao T. gondii.

Na descricdo dos historicos clinicos, outros
sinais foram observados como anorexia, apatia,
desidratagdo, corrimento ocular, palidez, secregédo
purulenta, hipertermia e pustulas no abddémen, as
manifestacbes tegumentares também podem estar
associadas a toxoplasmose (GALVAO et al., 2014) e
a cinomose. Sintomatologia inespecifica como a
anorexia, depressdo, febre intermitente sdo comuns na
toxoplasmose, j& outros sinais sdo caracterizados pelo
local da lesdo a partir da disseminacgdo extra intestinal,
sendo que, os 6rgdos mais afetados sao os pulmdes, os
olhos, o SNC, o figado e a musculatura esquelética
(BIRCHARD e SHERDING, 2003).

Em felinos, os sinais clinicos observados
foram apenas os respiratorios. Esse resultado difere da
literatura, onde, os sinais clinicos descritos em gatos
sdo depressdo, anorexia, hipertermia seguida por
hipotermia, efusdo peritoneal, ictericia e dispneia
(DUBEY; LAPPIN, 1998; LAPPIN, 2004,
NORSWORTHY, 2004). A infeccdo por T. gondii
pode ocasionar uveite anterior ou posterior,
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hiperestesia muscular, perda de peso, convulsdes,
ataxia e diarreia (LAPPIN, 2004). Os sinais clinicos
neuroldgicos sdo descritos como  convulsdes,
tremores, paresia/paralisia e déficits de nervos
cranianos (BARR, 2003).

Em um dos felinos a leucemia linfoide estava
associada a doenca, & certo que a evolucdo da
toxoplasmose ndo depende somente da viruléncia da
cepa infectante, contudo, depende também da resposta
imune do hospedeiro e sua susceptibilidade a infec¢éo
(MAUBON et al., 2008). A toxoplasmose tem sido
relatada em felinos infectados com leucemia felina
(FeLV), imunodeficiéncia felina (FIV) e peritonite
infecciosa felina (PIF) (DUBEY, 2006; LAPPIN,
2010).

O tipo e a magnitude dos sinais clinicos em
animais de companhia irdo depender da localizacéo e
do grau da lesdo tecidual, isso se deve a ocorréncia da
necrose determinada pelo carater intracelular do
parasito (CORREA; CORREA, 1992; DUBEY:;
LAPPIN, 1998). Os sinais clinicos podem ser
variados e comuns a diversas enfermidades em
caninos e felinos, envolvendo vérios tecidos e
sistemas como gastrointestinal, linfatico, esplénico,
hepatico, pulmonar, cardiaco, osteomuscular, ocular e
nervoso (DUBEY, 1977; DUBEY; LAPPIN, 1998).

Nos achados macroscépicos dos caninos as
principais lesGes observadas foram no pulmao, figado,
linfonodos e sdo semelhantes aquelas descritas por
Davidson (2000), Dubey (1985) e Costa et al. (1978)
caracterizadas por pontos brancos multifocais no
pulmao, figado e rim, e aumento de linfonodos e baco.
Na macroscopia do sistema nervoso central havia
congestdo das meninges e hidrocefalia e de acordo
com Hunter et al (1993) apud Schalatter (2005) a
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toxoplasmose causa a formagdo de granulomas
perivasculares que causam obliteracdo do aqueduto.
Marcondes et al (1992) complementa que 0 processo
que causa uma obstrucdo total ou parcial na circulagédo
do liquor, ou que prejudique sua absor¢do, como
agentes infecciosos, ocasionam meningite ou
encefalite e por consequéncia a hidrocefalia.
Entretanto, as lesGes descritas com frequéncia na
literatura no SNC, sdo areas de maléacia e hemorragia
(GRACA et al., 2010); hiperemia e edema (GIRAO,
1975; COSTA et al. 1978). As lesbes macroscopicas
podem envolver qualquer area do SNC ndo havendo
propensdo para a substancia cinzenta ou branca e as
raizes dos nervos. Podem ainda incluir, focos de
hemorragia e necrose e, apés, focos granulares
amarelo-amarronzados a cinza (ZACHARY, 2009).

As lesBes macroscopicas observadas nos
felinos também foram semelhantes aquelas descritas
na literatura (DAVIDSON, 2000; COSTA et al. 1978)
e caracterizaram-se por areas multifocais branco
amareladas no pulmdo e pontos brancos multifocais
no figado.

As principais lesdes histologicas em caninos
foram observadas no pulmédo, figado, baco e eram
caracterizados por necrose fibrinoide multifocal de
leve a acentuada, com infiltrados de células
inflamatérias com cistos ou taquizoitos livres
intralesionais e estavam em conformidade com a
literatura (GRACA et al.,, 2010; DUBEY, 1985;
COSTA et al.; 1978; GIRAO et al.; 1975; CAPEN e
COLE, 1966; CASTRO et al.; 1962). Nos linfonodos
a necrose era sempre difusa, lesdo essa, também
observada por Girdo (1975).

Notou-se que a necrose fibrinoide era mais
grave em animais jovens, assim, como as estruturas
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parasitarias também foram observados com mais
frequéncia nos animais jovens, isso se deve a auséncia
de imunidade nesses filhotes (SWINGER, SHMIDT E
DUBIELZIG; 2009).

Em um dos caninos havia uma lesdo gastrica
com edema e exsudacdo fibrinosa acentuadas de
submucosa e trombose multifocais com a presenga de
cistos intralesionais e cistos livres sem reacao
inflamatoria na mucosa, 0 que reitera 0s achados
histologicos de Girdo (1975). Nesse mesmo animal
alguns cistos livres foram visualizados na camada
muscular do intestino delgado.

As lesbes observadas no SNC séo
semelhantes a descritas na toxoplasmose e eram
constituidas por gliose, com infiltrado de macrdfagos
e neutrdfilos, areas de maldcia com a presenca de
cistos e taquizoitos na meninge e ou no neuropilo
associada ou ndo resposta inflamatoria, além de
desmielinizacdo em seis casos associados a cinomose.

No tocante ao SNC observou-se que embora
somente trés animais tenham  apresentado
sintomatologia neuroldgica e dois animais tenham
apresentado congestdo de meninge, o encéfalo foi o
segundo Orgdo que mais apresentou cistos ou
taquizoitos e isso se deve na maioria das vezes, a
reativacdo de infeccdo latente principalmente em
animais imunossuprimidos. O encéfalo ficou atrés
somente do pulmao, salientando a importancia de sua
coleta para a elaboracdo do diagnostico.

O pulmdo revelou-se como um Orgao
importante no diagndstico de toxoplasmose, pois além
de lesGes macro e microscopicas, 0s cistos e
taquizoitos sdo observados com grande facilidade. Em
contrapartida, o linfonodo, embora apresente necrose
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difusa, o nimero de parasitos visualizados é bem
menor que do que o observado no pulmao e SNC.

As lesbes microscopicas da toxoplasmose em
felinos foram semelhantes aquelas observadas nos
caninos e as descritas na literatura (GIRAO 1975 e
COSTA et al. 1978). Assim como nos caninos o
pulmao foi o 6rgdo mais importante para a formacédo
do diagnostico. Nos gatos, a doenca clinica € rara,
embora ja tenham sido observado enterite, linfonodos
mesentéricos aumentados, pneumonia, alteracfes
degenerativas no SNC e encefalite (ABREU, 2002).

Em relacdo aos resultados obtidos na
neosporose, apenas um canino foi positivo e
confirmado por meio da técnica de IHQ. Diamante et
al. (2014) descreveram que a enfermidade pode
ocorrer em qualquer idade, mas na maioria dos casos
clinicos, ocorrem em animais jovens que foram
infectados congenitamente (DUBEY et al.,, 1990).
Esse animal ndo era jovem, mas apresentava
carcinoma hepatocelular o que pode ter contribuido
para o desenvolvimento da doenga.

Os sinais clinicos apresentados por esse
canino, se assemelham aos descritos por Diamante et
al. (2014), Barber (1998) e Farias (2002). Da mesma
forma as lesbes de necropsia foram também relatadas
por Barber (1998). Neste estudo, observamos que
principal sinal clinico foi a regurgitacdo e o
megaesdfago, Basso et al (2005) apud Puggle (2008),
citam que a causa do megaesdfago devido a necrose
gue os taquizoitos ocasionam na musculatura do
esofégica, portanto a neosporose deve ser sugerida no
diagnostico diferencial de megaesdfago em caes.
Porém em cées adultos a apresentacdo ¢ mais variada,
pois além dos sinais neuromusculares, pode ocorrer
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dermatite piogranulomatosa, miocardite fatal e
pneumonia (BARBER e TREES, 1998).

Na histologia as lesdes significativas de
neosporose sdo restritas aos sistemas nervoso e
muscular, caracterizadas no SNC por gliose, malacia e
cistos, e na musculatura por necrose de fibras
cardiacas e esqueléticas, com infiltrado de
macrofagos, neutrdfilos, proliferacéo de tecido fibroso
com taquizoitos no interior das fibras musculares,
semelhantes as descritas por Uggla et al. (1989); Odin
e Dubey, (1993).

As lesBes histoldgicas necrdticas associadas
aos protozoarios do género Toxoplasma e Neospora
sdo semelhantes entre si. Nesse estudo 0s caninos com
toxoplasmose tiveram lesdes significativas nas
visceras como pulmdo, SNC, figado, baco e
linfonodo. E para neosporose foram restritas a
musculos esqueléticos, cardiaco e SNC. O diagndstico
diferencial foi realizado através da técnica de IHQ,
com anticorpos policlonais, sendo considerado
positivo aquele com maior intensidade de marcacao.
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7 CONCLUSAO

O estudo anatomopatoldgico retrospectivo
realizado dos casos diagnosticados como infeccao por
Toxoplasma gondii e/ou Neospora caninum em
caninos e felinos através da técnica de IHQ, permite
concluir:

1. Foram diagnosticados 27 casos de
toxoplasmose, 25 em cdes e 2 em gatos e
um caso de neosporose em cdes e a IHQ
foi eficaz na confirmacéo dos casos.

2. Para a toxoplasmose em cdes conclui-se
que:

a. Os sinais clinicos mais importantes
foram respiratorios, entéricos e
Nervosos.

b. Os animais jovens foram 0s mais
acometidos e  com maior
intensidade de lesGes.

c. A necrose fibrinoide associada ao
parasita foi a lesdo mais
significativa, sendo observada com
maior frequéncia no pulméo, no
figado e no linfonodo.

d. No sistema nervoso central as
lesbes mais observadas foram
gliose com cistos e taquizoitos na
meninge e no neurapilo.

e. Os cistos e taquizoitos foram
observados com maior frequéncia
no pulmé&o, no SNC e no figado.

f. A cinomose foi associada a
toxoplasmose em 12 caes.
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3. Para toxoplasmose em gato conclui-se que:

a.

b.

C.

Os quadros clinicos caracterizaram-
se por sinais respiratorios.

A necrose fibrinoide associada ao
parasito foi a lesdo mais
significativa, sendo observada no
pulmdo, figado e linfonodo de
ambos os animais.

A imunossupressdo foi associada a
leucemia em um gato.

4. Para neosporose conclui-se que:

a.

b.

O caso positivo para neosporose
apresentou sinais clinicos
neuromusculares e megaesofago.

A lesdo histolégica muscular
caracterizou-se por necrose e
miosite necrética subaguda com
fibrose e taquizoitos no interior de
fibras musculares.
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