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RODRIGUES, N. J. L. Resposta soroldgica de anticorpos das classes IgM e
IgG anti. Toxoplasma gondii em cdes com alteragdes oculares. Botucatu, 2020.
21p. Trabalho de conclusdo do segundo ano de Residéncia em Medicina
Veterinaria (Area de Zoonoses e Salde Publica) - Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista
“Julio de Mesquita Filho”.

RESUMO

A toxoplasmose é uma zoonose de distribuicdo mundial que pode
infectar uma grande variedade de espécies animais e humanos. E causada pelo
protozoario Toxoplasma gondii, que causa doenca de curso silencioso, com
alteracbes oftalmicas, como a uveite, em cdaes, além de sintomas
neuromusculares e pneumonia. O presente estudo teve como objetivo detectar
anticorpos da classe IgM e IgG anti T. gondii em 75 cées com sinais oftalmicos,
atendidos no Hospital Veterinario da FMVZ Unesp, campus Botucatu. Foram
avaliados os resultados das sorologias para deteccdo de anticorpos da classe de
IgM e 1gG, pela técnica de Reacdo Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)
associado com dados de questionario aplicado ao tutor no dia da coleta de
sangue, referente aos fatores de risco para toxoplasmose na espécie canina. Os
resultados foram avaliados estatisticamente, de acordo com as variaveis
pesquisadas e alteracfes oculares. Os resultados encontrados foram de 28

(37%) apresentaram anticorpos da classe IgG e de 34 (45%) para a classe IgM.

Palavras chaves: Toxoplasma gondii, cdo, alteracdes oculares.
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IgG Class Antibodies in Dogs with Eye Disorders. Botucatu, 2020. 21p.
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ABSTRACT

Toxoplasmosis is a worldwide zoonosis that can infect a wide variety of animal
and human species. It is caused by the protozoan Toxoplasma gondii, which
causes silent course disease with ophthalmic changes such as uveitis in dogs, as
well as neuromuscular symptoms and pneumonia. The present study aimed to
detect IgM and 1gG anti T. gondii antibodies in 75 dogs with ophthalmic signs,
treated at the Veterinary Hospital of FMVZ Unesp, Botucatu campus.
Serological results for the detection of IgM and 1gG antibodies were evaluated
by the Indirect Immunofluorescence Reaction (RIFI) technique associated with
questionnaire data applied to the tutor on the day of blood collection, regarding
the risk factors for toxoplasmosis in the species canine. The results were
statistically evaluated according to the researched variables, eye changes and
serological results. Results were 28/75 (37%) for 1gG class antibodies and
34/75 (45%) for IgM class.

Keywords: Toxoplasma gondii, dog, eye changes.



1. INTRODUCAO

A medicina veterinaria tem evoluido muito nos dltimos anos,
proporcionando uma maior longevidade aos animais de estimacdo. A populagédo
humana cada vez mais interage com cées, especialmente nos grandes centros
urbanos. Esse convivio interespecifico intimo e progressivo exige maior
eficiéncia da medicina veterinaria para controle de doencas do cdo e
principalmente as de carater zoondtico (GALVAO et al., 2014).

A toxoplasmose em termos de saude publica € uma zoonose que pode
causar importantes alteracfes nos neonatos, como les6es oculares, microcefalia,
hidrocefalia, calcificacOes cerebrais, alteragdes psicomotoras e retardo mental,
0 que torna a infeccdo primaria nas gestantes e consequentemente a infeccdo
fetal por via transplacentaria 0 aspecto mais grave da toxoplasmose humana
(LUCAS et al., 1998).

O Toxoplasma gondii (T. gondii) é uma coccidiose dos felideos e uma
das mais comuns parasitoses que afetam os animais homeotérmicos, em todo o
mundo, inclusive humanos, constituindo uma importante zoonose (LANGONI
et. al., 2001). No Brasil a toxoplasmose ndo é uma doenca de notificagdo
compulsoria, o que dificulta conhecer o impacto zoon6tico sobre a populagéo e
o conhecimento de dados oficiais de sua incidéncia no pais (TAVARES, 2015).

Dentre as zoonoses, a toxoplasmose acomete os cées, que podem atuar
como sentinelas para avaliagdo da contaminacdo ambiental, pois quando a
soropositividade na espécie é alta, 0 ambiente em que eles vivem seguramente
estd contaminado por oocistos ou os cdes podem estar alimentando-se com
carne crua ou mal cozida contendo cistos, e essa carne também pode estar
servindo de alimento para 0s seus proprietarios ou outras pessoas que convivam
com eles (SALB et al., 2008).

A infeccdo em cdes tem grande importancia epidemioldgica, do ponto
de vista da satde publica. Estes compartilham o mesmo “habitat” com os
humanos e pode indicar que a area envolvida representa um nicho ecologico,
para o parasito e, logo, um potencial risco de infec¢do para populacdo humana
(MOURA et al., 2009).

Pela importancia dessa enfermidade que pode acometer 0s caninos, com

clinica variavel incluindo alteracGes oftalmicas propds-se o presente estudo tem



0 objetivo de avaliar sorologicamente pela pesquisa de anticorpos anti. T.
gondii das classes de IgM e 1gG em soro de cdes com alteragdes oftalmicas.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

A toxoplasmose é uma zoonose mundialmente disseminada, causada
pelo protozoario T. gondii. Tem como hospedeiros definitivos os felinos
domeésticos e silvestres, que infectam o ser humano e outros animais (ULMAN
et al., 2008) a partir de oocistos eliminados pelas fezes, que esporulam no
ambiente tornando-se infectantes. Causam prejuizos, principalmente nos
animais de producdo (MOURA et al., 2009). T. gondii € um dos parasitas
protozoarios intracelulares mais comuns que afetam os animais e o ser humano
(COLITZ, 2005), sendo ainda um patdgeno relevante para a saude publica,
considerando-se a doenca humana, especialmente para pacientes convivendo
com o virus da imunodeficiéncia humana HIV/Aids. O patdgeno apresenta
cardter oportunista, tanto na espécie animal como na humana. E ndo ha
preferéncia por raca ou sexo, e estima-se, que 70 & 95% da populacdo tenha
titulo para essa zoonose (SILVA; SILVA, 2016).

O T. gondii é um protozoario intracelular obrigatério e apresenta
carater oportunista (DUBEY et al. 2010). Pertence ao filo Apicomplexa, classe
Sporozoa, subclasse Coccidia, familia Sarcocystidae e o género Toxoplasma.
Possui trés formas infectantes, que sdo denominadas como taquizoitos,
bradizoitos e esporozoitos. No ano de 1910, na Italia, na cidade de Turim, foi
constatado o primeiro caso de toxoplasmose em cdes. Em felinos no ano de
1942, nos Estados Unidos e em ovinos em 1957 na Nova Zelandia. ( SILVA;
SILVA, 2016).

Os animais homeotérmicos e as aves sdo considerados hospedeiros
intermediarios e os felideos, os definitivos. Os oocistos do parasita se
desenvolvem e sdo eliminados pelas fezes com posterior esporulagdo no
ambiente. Em ambos os hospedeiros sdo encontradas as formas de taquizoitos
na fase aguda, e bradizoitos na fase cronica (DUBEY et al. 2010).

A infeccdo ocorre normalmente em mamiferos, porém a manifestagédo
clinica da doenga é rara, e varia conforme a imunocompeténcia do animal,

carga parasitaria infectante do micro-organismo e doengas concomitantes. Os



orgdos mais afetados incluem olhos, cérebro, pulmao, figado e musculo
esquelético (AZEVEDO, 2017).

Uma das maneiras para avaliar a dissemina¢do no meio ambiente do T.
gondii é o estudo da soroprevaléncia em animais que atuam como sentinelas, ja
que estes estdo expostos a riscos similares ao ser humano para a infecgédo
toxoplasmica (MOURA et al., 2009). Na zona urbana os cées sdo considerados
como excelente modelo para estudos como animais sentinela.

Os neonatos com toxoplasmose congénita podem exibir manifestaces
neurologicas (hidrocefalia, microcefalia e retardo mental), lesdes oftalmicas,
comprometimento auditivo e até a morte apds o nascimento (LOPES-MORI et
al., 2013).

Os cées oferecem risco para a transmissdo do agente, pois podem
mecanicamente transmitir oocistos esporulados para humanos (ULMAN et al.,
2008). Quanto ao aspecto zoonotico, mesmo sendo mais dificil de ocorrer, hé a
possibilidade desses animais atuarem, portanto, como vetores mecanicos na
disseminacdo do protozoario (SCHARES et al., 2005), devido aos habitos de
xenosmofilia. Além desse aspecto, em algumas partes do mundo, a carne de
cdes € consumida por humanos (DUBEY et al., 2007), e pode conter
bradizoitos do agente.

Nos cdes os sinais clinicos sdo varidveis, como: anorexia, febre e
depressdo, pneumonia, diarreia e manifestacdes neurologicas. A doenca clinica
é incomum na espécie canina e a manifestacdo ocular € menos frequente do que
em gatos, onde nesta espécie 75% dos casos de uveites sdo animais
soropositivos para T. gondii (AZEVEDO, 2017). Nos cdes é comum a
associacdo dessa enfermidade com doengas imunossupressoras como a
cinomose ¢ a erliquiose. Ela é mais severa em filhotes. Os sinais clinicos sdo:
ataxia, diarreia e alteracOes respiratorias, como dispneia e tosse que pode
evoluir para pneumonia, principalmente em coinfecdo com o virus da cinomose
canina (DUBEY et al., 2003). Por isso a importancia da inclusdo do diagndstico
diferencial da toxoplasmose em cdes com sintomas do sistema respiratorio e/ ou
nervoso, em relacdo a outras enfermidades que acometem estes sistemas, como
a cinomose (D”Ark Moretti et al., 2002).

A uveite, em cées, é uma das alteracdes oculares mais frequentes, de

grande importancia (TOWNSEND, 2008). Nessa espécie, as causas mais



comuns de uveite exdgena incluem cirurgia intraocular, trauma, ceratite
ulcerativa e ferida penetrante, enquanto a uveite endégena pode ter origem
parasitaria, infecciosa, induzida na lente intraocular, neoplasica ou idiopatica.
Os agentes infecciosos mais comuns que causam uveite em cdes sao: Ehrlichia
spp., Leishmania spp., Babesia spp., T. gondii e fungos (HENDRIX, 2013).
Abreu et al. (2001) estudaram cdes com toxoplasmose ocular
experimental e constataram no exame de fundo de olho alteragdes como areas
de hiperrefletividade, papilema, edema perivascular e vitreite. De acordo com
D"Ark Moretti et al. (2002) e Swinger, et al. (2009) a toxoplasmose ocular em
caes € rara, mas as lesGes incluem ceratoconjuntivite seca, uveite anterior,
iridociclite, hiperplasia do epitélio ciliar, retinite, coroidite, miosite extraocular,

esclerite, episclerite, neurite dptica e massas corneais e conjuntivais.

A uveite anterior (inflamacdo das cordides, retina ou ambas) € um dos
sinais clinicos mais frequentes em infeccdes por T. gondii. Sua gravidade € alta,
quando acomete o pdlo ocular posterior (VENTURA, 2008) e quando ocorre
em pacientes imunossuprimidos, variando de acordo com a duracao da infecgédo
e intensidade da inflamagdo (HOLLAND et al., 2004).

A retinocoroidite é uma lesdo frequente na toxoplasmose congénita e de
acordo Urquhart et al. (1998), a retina torna-se inflamada e necrética, e a
camada pigmentada rompe-se por infiltracdo de células inflamatdrias, formando

o tecido de granulagdo que invade o humor vitreo.

O diagndstico soroldgico da infeccdo pode ser realizado pela reacdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI) considerada teste ouro (DUBEY; LAPPIN,
2006), uma técnica simples e economicamente viavel (BRESCIANI et al.,
2009). Apresenta boa especificidade e sensibilidade. Essa reacdo tem a
vantagem de utilizar parasitos preservados, fixados em laminas de microscopia,
0 que é muito préatico e seguro para a rotina laboratorial. Além do mais, este
teste permite a identificacdo dos anticorpos segundo as classes de
imunoglobulinas (COSTA et al., 2008).

Os sinais oftalmicos em cdes podem ser os primeiros sinais clinicos da
toxoplasmose e o presente estudo tem como objetivo realizar a sorologia pela

técnica de imunofluorescencia indireta (RIFI), em animais com alteragdes



oftalmicas, atendidos no Hospital Veterinario da FMVZ, UNESP, campus de
Botucatu, no Departamento de Cirurgia e Anestesiologia, e setor de
Oftalmologia Veterinaria, pela pesquisa de anticorpos das classes IgM e I1gG
anti T. gondii e correlacionar os resultados com variaveis epidemioldgicas

avaliadas.

3. MATERIAIS E METODOS
3.1 OBTENCAO DAS AMOSTRAS

No periodo de maio a setembro de 2019 foram coletadas 75 amostras de
sangue de cées, atendidos no Hospital Veterinario da Faculdade de Medicina
Veterindria (FMVZ) da UNESP, no campus de Botucatu, no Setor de
Oftalmologia Veterinaria, com alteracdes oculares ao exame clinico. Os
proprietarios assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE). O projeto aprovado pelo comité de ética do uso de animais da FMVZ,

com o numero de protocolo é 069/2019.

O tamanho amostral foi baseado na estimativa de uma propor¢éo com a
precisdo desejada, pelo software OpenEpi, versdo 3.1(DEAN, et al., 2006). O
nimero minimo de amostras necessarias foi de 122 amostras para analise,
baseado em uma frequéncia antecipada de 9% (HOMEM, 2003; FRANCO, et
al., 2013) a presenca de T. gondii, em cdes com alteragdes oculares, e precisdo
absoluta de 5%, com um intervalo de confianga de 95%. Uma das limita¢cdes do
presente estudo foi ndo ter se obtido no periodo estabelecido o numero de
amostras indicadas de acordo com estudo do tamanho amostral.

No momento da coleta foi aplicado questionario epidemiolégico, ao
tutor do animal, contendo questfes relativas a idade, sexo, alimentacdo e
ambiente em que o animal vive, com intuito de avaliar as possiveis associacdes

com a soropositividade para toxoplasmose.

As amostras foram coletadas da veia jugular ou cefalica de animais com
alguma alteragdo ocular. Foi coletado no minimo 1 ml de sangue, que foi
armazenado em tubo de coleta sem EDTA, e a seguir encaminhadas para o
Servico de Diagnostico de Zoonoses, do Hospital Veterinario da UNESP-

campus Botucatu, onde foram centrifugados a 3.000 rpm por 10 minutos. O
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soro obtido foi acondicionado em eppendorf de 1,5 ml e identificado, com
dados do animal e mantido sob a temperatura de congelamento a -20°C até o
seu processamento.

3.2 REACAO DE IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA (RIFI)

A RIFI foi realizada de acordo com Camargo (1964), para a deteccdo de
anticorpos das classes IgM e IgG anti-T. gondii. Taquizoitos da cepa RH de T.
gondii (SABIN, 1941) foram utilizados como antigeno. Foram utilizados 0,5
ml de soro de cada amostra, inicialmente realizando-se a prova de triagem e a
seguir em caso de positividade a titulacdo para avaliacdo do titulo até a sua
extincao.

A amostra de soro foi diluida em solugéo saturada (SST) 0,01M pH 7,2
nas diluicdes 1:16, 1:64, 1:256, e assim por diante, em quantas dilui¢cdes fossem
necessarias. Em microplaca devidamente identificada, pipetou-se 150
microlitros de SST 0,01M pH 7,2 nas perfuracdes, formando uma fileira,
equivalente as diluicdes realizadas. Na primeira perfuracdo respectiva ao soro
teste adicionou-se 10 microlitros de amostras de soro, obtendo-se a diluicdo
1:16. Apo6s homogeneizagdo, transferiu-se 50 microlitros da primeira diluicéo
para a segunda perfuracdo, obtendo-se a diluicdo 1:64. Procedeu-se da mesma
forma para as demais perfurac@es obtendo-se diluicbes em quadruplicada. Apds
a homogeneizacéo, desprezou-se os 50 microlitros, referentes a ultima dilui¢do
teste. Na mesma microplaca, procedeu-se da mesma maneira para 0S SOros
controles positivo e negativo, pipetando-se 10 microlitros de soro sabidamente

positivo e negativo.

Em lamina fixada previamente com o antigeno, pipetou-se 10
microlitros de cada diluicdo do soro nas perfuracbes, em fileira, diluicbes
crescentes, ou seja, da maior diluicdo para a menor. Da mesma forma precedeu-
se com os controles positivo e negativo. A seguir lamina foi incubada a 37°C,
em camara Umida por 30 minutos., sendo posteriormente realizadas 2 lavagens
em SST 0,01M pH7, 2 por 10 minutos cada, e ap0s secagem da lamina,
acrescentou-se a reacdo o conjugado anti-lgG especifica para a espécie
examinada conjugado com o isotiocianato de fluoresceina, diluido de acordo
com o seu titulo previamente estabelecido, em solucdo de azul de Evans a 20

mg%, também previamente preparada. No momento do uso foi diluida a 1:5, ou
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seja, 1 ml de azul de Evans mais 4 ml de SST 0,01M pH 7,2. O conjugado foi
adicionado no volume de 10 ul em cada uma das dilui¢des incubando-se a 37C,
em camara Umida por 30 minutos e foram procedidas as duas lavagens em SST
0,01M pH 7,2 como descrita anteriormente. Procedeu-se da mesma forma com
0 conjugado anti.- IgM especifico para caes.

ApoOs a secagem das laminas, colocaram-se duas gotas de solucédo
glicerinada pH 8,5 sobre a lamina, cobrindo-se com laminula e realizou-se a
leitura em microscopio de imunofluorescéncia, com objetiva de 40X e ocular
de 10X. Apo6s a leitura dos controles, sem discordancia com o resultado
esperado, realizou-se a leitura das amostras em teste, considerando-se como
ponto final da reacdo a maior diluicdo do soro, em que ainda havia
fluorescéncia completa e intensa na borda de pelo menos 50% dos taquizoitos,

sendo este entdo o titulo de anticorpos, tanto para IgG e IgM anti. T. gondii.
4. RESULTADOS

Das 75 amostras de soro analisadas, 39 (52%) foram positivas, sendo 28
(37%) com titulo anti. T. gondii para anticorpos da classe IgG e 34 (45%) para
IgM. O maior titulo de anticorpos obtidos com titulos foi de 1: 256 Ul para
IgG, e também, para IgM. O titulo 16 Ul (47% IgM e 50% IgG) foi o mais
frequente entre as amostras processadas, seguido pelo titulo 64 Ul (44% para
IgM e 29% para IgG) e 256 Ul (9% sendo IgM e 21% para 1gG), de acordo

com a Tabela 1.

Tabela 1- Frequéncia de titulos reagentes para anticorpos anti. T,
gondii das classes IgM e 1gG. Em cées com alteracdes oftalmicas Botucatu-
SP. 2019.

. IgM 19G
Titulo N (%) N (%)
. 16/34 14128
1:16 (47%) (50%)
_ 15/34 8128
1:64 (44%) (29%)
_ 3134 6/28
1:256 %) o190
34/34 28/28
Total

(100%) (100%)
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A idade dos animais que participaram do presente estudo foi divida em
dois grupos: Jovem (1 a 6 anos) e de Sénior (7 a 16 anos). Foram encontrados
44 animais jovens, onde 22 apresentaram titulo IgM e, também, 22 para IgG.
Dos 31 animais classificados como sénior, 10 apresentaram titulo para IgM e 6

para IgG, de acordo com a tabela 2.

Tabela 2- Distribuicdo dos titulos de anticorpos anti. T. gondii das
classes IgM e IgG de acordo com a faixa etaria dos cdes. Botucatu-SP.

2019.

Titulo Jovem IgM Jovem IgG Sénior IgM Sénior 1gG

N (%) N (%) N (%) N (%)
116 10/22 11/22 5/10 3/6
' (45,5%) (50%) (50%) (50%)
164 10/22 7122 410 1/6
' (45,5%) (32%) (40%) (17%)
1256 2122 4122 1/10 2/6
' (9%) (18%) (10%) (33%)

Foram comparadas as seguintes variaveis: sexo, alimentacdo e ambiente
e os resultados estdo resumidos nas Tabelas 3 e 4, em relagdo aos anticorpos

das classes IgM e IgG.

Tabela 3- Variaveis pesquisadas e resultados estatisticos obtidos
para cées positivos no exame sorologico para anticorpos anti. T. gondii da
classe IgM. Botucatu- SP. 2019.

Valor Correlacéo de

Variavel N(%) de P Pearson

Sexo Macho  14/34 (41%) 0,925 0,100215
Fémea  20/34 (59%)

Alimentacdo Ragdo  23/34 (68%) 0,3853 0,043741
Natural  11/34 (32%)

Ambiente Rural 5/34 (15%)  0,5455 -0,07342

Urbano  29/34 (85%)
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Tabela 4- Variaveis pesquisadas e resultados estatisticos obtidos para cées
positivos no exame sorolégico para anticorpos anti. Toxoplasma gondii da
classe 1gG. Botucatu-SP. 2019.

Valor Correlagéo de

Variavel N(%) de P Pearson

Sexo Macho 6/28 (21%) 0,235 0,213109
22/28
Fémea (79%)
21/28

Alimentacdo Ragéo (75%) 0,5019 -0,06419
Natural 7/28 (25%)

Ambiente Rural  5/28 (18%) 0,0245 -0,12314
23/28

Urbano (82%)

5. DISCUSSAO

Dos animais avaliados, 65% apresentaram como sinal clinico a uveite,
sendo a maioria dos animais, concordando com CHAVIKIN et al. (1994) Os
demais apresentaram ceratoconjuntive, Ulceras, conjuntivite, retinocoroidite,

iridociclite, retinite, coroidite, entre outras, com frequéncias variaveis.

A uveite é comum na toxoplasmose e, geralmente, € induzido pela
citélise decorrente da replicagdo dos taquizoitas e deposicdo de
imunocomplexos via intraocular (CHAVIKIN et al., 1994). Os resultados
encontrados no presente estudo discordam de Ferreira et al. (2016) que
encontraram uveite em 8,03% (48/598) dos animais reagentes para T. gondii.
No presente estudo foi encontrado 52% (39/75) de cées reagentes, para as duas
imunoglobulinas IgM e 1gG. Ressalta-se que em ambas as pesquisas foi
utilizada a RIFI.

Né&o foi observada diferenca estatistica significativa entre as variaveis
sexo, raga e ambiente, o que corrobora com trabalhos prévios (VARANDAS et
al., 2012), uma vez que no presente estudo ndo houve diferenca significativa (P
> 0,05) para estas varidveis. A idade exerceu influéncia sobre os resultados
encontrados, com maior frequéncia de soropositivos em cées jovens,

provavelmente pelo maior nimero de animais nessa faixa etaria. Esse resultado
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discorda de Ferreira et al. (2016), que obtiveram maior nimero de soropositivos
em cdes sénior, fato que pode ser explicado pelas maiores chances de contato
com o agente, sendo 0 numero maior nos animais mais velhos (NAVARRO et
al., 1997).

A maioria dos titulos de anticorpos situou-se entre 16 (50%) e 64
(29%), para imunoglobulina IgG, resultados similares aos de Garcia et al.
(1999), que detectaram respostas de 31,4% e 38,4% para titulos 16 e 64,
respectivamente para mesma imunoglobulina. No presente estudo 21% dos
animais apresentaram resposta sorolégica para o titulo 256 da imunoglobulina
19G.

6. CONCLUSAO

A frequéncia de animais reagentes na RIFI para anticorpo anti-T. gondii
das classes IgM foi de 45% e para 1gG de 37%. O fato de se encontrar resposta
para IgM anti. T. gondii revela que esses animais provavelmente se

encontravam na fase aguda da infecg&o.
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