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RESUMO

A toxoplasmose é uma doenca zoonética de
distribuicdo mundial que pode infectar umagrandevariedadede
espécies animais e o homem. No presente trabalho, foram
avaliados nove caes jovens inoculados experimental mente com
trés cepas diferentes de T. gondii em que se observaram através
de microscopia direta e indireta, alteracOes oftalmicasemsgte
deles, confirmadas através de retinografia e histopatologia. Com
os resultados obtidos, observou-se que as alteragdes oftalmicas
na toxoplasmose adquirida nos caes apareceram ja ao término da
terceira semana pos-inoculagdo, mostrando a precocidadedas
alteracdes. No exame direto do olho, sete cdes apresentaram
areas de hiperrefletividade. Alteragdes como papiledema,
exsudato peripapilar e diminuicéo da pigmentacéo do tapetum
foram observadas em trés cées submetidos a retinografia. O
exame histopatolégico revelou a presenca de discreto infiltrado
mononuclear na cérnea na regido subepitelial em estroma
conjuntivo em nivel do angulo da iris, congestéo vascular da
cor6ide e edema sub-retiniano em oito cées. Nossos resultados
permitem concluir que atoxoplasmose ocular adquirida noscées
€ tdo significativa quanto na espécie humana. Assim, estudos
devem ser aprofundados nesta linha de pesquisa para reforgar os
achados.

Palavras-chave: toxoplasmose, Toxoplasma gondii,
toxoplasmose ocular, caes.

SUMMARY

Toxoplasmosisis a zoonotic disease of worldwide
distribution that can infect a great variety of animal species and

man. In the present study nine young dogs inoculated with three
different samples of Toxoplasma gondii were evaluated. Seven of
them showed ophthalmic alterations by means of direct and
indirect microscopy, photomicrograph and histopathology. From
the results obtained it was noted that ophthalmic alterations were
already present at the end of the third week after inoculation,
showing the precocity of such alterations. In the direct

examination of the eyes, seven dogs presented increased reflective
areas. Alterations such as papilledema, peripapillary exsudate
and tapetum pigmentation were noted in three dogs submitted to
retinograph. The histopathology showed focal mononuclear
infiltrate of choroid, congestion of chorioretinal vessels an
subretinal edema in eight dogs. Our results allow to conclude that
acquired ocular toxoplasmosisin the dogsis as significant asin
man and in doing so other studies must be undertaken.

Key words: toxoplasmosis, Toxoplasma gondii, ocular
toxoplasmosis, dogs.

INTRODUCAO

O Toxoplasma gondii estd amplamente
distribuido no mundo (DUBEY, 1993) e pode
infectar todos o0s animais de sangue quente
(BANETH et al., 1996). Por isso, é considerada uma
protozoonose, seja para os homens, segja para 0s
animais, de grande interesse, tendo em vista as sérias
consegiiéncias dainfecgéo (DUBEY et al., 1995).
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Sociedades onde existe alto consumo de
carnes cruas ou mal cozidas e regides com falta de
saneamento apresentam taxas mais altas de infecgéo
(AMATO NETO et al., 1995). Entre os poucos
trabalhos de inoculagdo experimental em cées
encontrados na literatura, destaca-se o de FIALHO
(1953), que estudou a toxoplasmose experimental no
cdo e destacou como principal alteracdo |esBes
oculares. PIPER et al. (1970) descreveu retinite,
coroidite e presenca de pseudocisto de T. gondii no
epitélio ciliar de cdo portador de infeccdo
toxoplasmica. A falta de informacfes na literatura
sobre alteragGes do sistema oftdmico do cdo por
este protozoario tem levado a inferir os achados da
literatura no homem. Estudos subseglientes dos
tecidos oculares de criangas revelaram a existéncia
de T. gondii exclusivamente na retina, porém com
severa inflamagdo da cordide  subjacente
(HOLLAND et al., 1995). As lesdes crbnicas ou
recidivantes apresentam comprometimento vitreo
mais intenso, que parece estar relacionado com
alteracBes imunolégicas que necessitam de doses
atas de corticéides para serem removidas (ABREU
et al., 1987).

A forma adquirida da toxoplasmose
ocular em humanos € a mais fregliente, segundo
SILVEIRA (1997), a0 contr&rio das citacdes de
AMATO NETO et al. (1995) que indicam a forma
congénita como a mais fregliente. Os inlmeros cées
com problemas oftalmicos em ambulatérios e a falta
de informagdes na literatura levaram a proposi¢éo do
presente estudo, que teve como objetivo estudar
possiveis alteracdes oftdmicas em caes jovens
inoculados com diferentes amostras de T. gondii.

MATERIAL E METODOS

No presente trabalho, foram utilizadas trés
cepas de T. gondii, com caracteristicas particulares
guanto a patogenia e a patogenicidade em
camundongos. A escolha das cepas foi determinada
pela falta de informages, na literatura, quanto aos
mecanismos que levam a provocar lesdes oculares
ou tropismo pelo olho. As cepas sdo denominadas de
RH, isolada de ser humano com caracteristica a
resposta aguda, e a ndo cronificagcdo, AS-28, isolada
de camundongo, e P, isolada de cdo, ambas com
caracteristica a cronificagdo formando cistos e
oocistos quando inoculadas em gatos. As cepas RH e
AS28 foran mantidas no Laboratério de
Protozoologia do Departamento de Medicina
Veterinaria Preventiva, da Universidade Estadua de
Londrina (UEL), e a cepa P foi mantida junto ao
Departamento de Patologia Veterinaria, da
Faculdade de Ciéncias Agrérias e Veterinarias de

Jaboticabal (FCAVJ - UNESP), afravés de
sucessivas passagens em camundongos albinos.

Foram selecionados 12 cées, com idade
aproximada de 30 dias, sorologicamente negativos
pela Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)
para T. gondii (CAMARGO, 1964). Esses animais
foram mantidos em jaulas individuais, durante todo
0 periodo de adaptagdo (4 meses), Receberam
vacinas, anti-helminticos, agua a vontade e racéo
comercial para filhotes. Foram ainda acompanhados
com exames clinicos completos e laboratoriais.

Cada um dos dois grupos, compostos de
trés animais, foi inoculado, respectivamente, com
5m¢ (contendo 1,8x10%00cistos/n) das cepas P e
5m¢ (1,6x10%00cistos/n¥) da cepa AS-28, via ord,
representando a principal via de infeccdo em cées
jovens. Com uso de sonda naso-esofagica, 0s
oocistos obtidos de fezes de gatos previamente
inoculados com cisto destas cepas. O terceiro grupo
de cées foi inoculado com 5m¢
(L9x10"taquizoitos/m¥) da cepa RH, divididos na
seguinte proporgdo: 2,5m¢ via intraperitonea e
2,5mv intravenosa concomitantemente. 1sso foi feito
paraevitar 0 6bito dos animais, visto que esta cepa é
altamente patogénica e ndo formadora de cisto ou
oocisto, obtidos de lavado peritoneal de
camundongos previamente inoculados. O quarto
grupo, controle, foi inoculado com solugéo salina
0,85% estéril, sendo um via oral e o outro via
intraperitoneal eintravenosa.

Os exames clinicos foram realizados duas
vezes ao dia, durante todo o periodo experimental (30
dias). Compreendiam avaliagdes clinicas, neurolégicas
e oftalmolégicas capazes de detectar alteracGes
inerentes a evolucéo clinicadatoxoplasmose. Todos 0s
animais foram submetidos ao exame oftalmol 6gico, pré
e pos-inoculagdo, semanalmente, incluindo exame de
fundo de olho, logo ap6s a dilatagéo da pupilacom a
instilagdo de tropicamida (Midriacyl®). Os caes que
apresentaram alteracfes na oftalmoscopiadiretaforam
submetidos a oftalmoscopiaindireta e tiveram os olhos
fotomicrografados. Os soros dos animais na pré e na
pés- inoculacdo, obtidos a cada trés ou quatro dias
durante todo o experimento, foram submetidos a
sorologia para pesquisa de anticorpos 1gG anti-T.
gondii pela RIFI, segundo CAMARGO (1964). Ao
final do experimento, 30 dias apds inoculagdo, 0s
animais foram submetidos a eutanésia e a exames de
necropsia. Apés avaliagdo de ambos osolhos, retinae
anexos oculares foram colhidos para exames
histopatoldgicos, bem como fragmentos de baco,
cérebro, coragdo, figado, linfonodos, medula espinhal,
musculo, pulméo erins.
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Fragmentos do coragdo, linfonodos,
medula espinhal, musculatura esquelética, puimao e
rins foram submetidos a digest@o péptica (JACOBS
& MELTON, 1957). Os demais Orgdos dos caes
foram macerados, ressuspensos em salina estéril a
0,85% e adicionados de 2000Ul de penicilina e
200mg/nY de estreptomicina. Esses produtos assim
obtidos foram inoculados, via intraperitonial, em
grupos de trés camundongos e observados durante
35dias(DUBEY et al.,1995).

RESULTADOS

Durante os dias que antecederam a
inoculagdo, nenhum sinal clinico foi observado nos
cdes. Apo6s a inoculagdo, o Unico sinal clinico
observado foi aumento dos linfonodos sub-
mandibulares em todos os cées inoculados com as
trés cepas, sendo que os animais controle ndo
apresentaram qualquer ateragdo durante todo o
periodo do experimento.

Os resultados destes exames, obtidos
através da RIFI, foram considerados positivos
quando apresentaram titulos maiores ou iguais a
1:16 (ISHIZUKA, et al., 1974/1981; GERMANO et
al., 1985, GUIMARAES et al., 1992), os quais se
encontram na tabela 1. Anticorpos IgG anti-T.
gondii foram detectados nos caes 1, 2, 8 e 12 a partir
do 4° dia pos-infeccéo; nos cies 5, 6 e 7 no 2D Pl
(dia apbs ainoculagdo), e no cdo 3 a partir do 11° D
P 1. Os maiores niveis de anticorpos séricos foram
obtidos somente ap6s o 142 DPI, com titulos
maximos de 1:4096 nos cées inoculados com a cepa
RH. N&o foram encontrados sororreagentes nos
animais do grupo controle (Tabela 1).

Tabela 1 - Titulos de anticorpos 1gG anti-T. gondii a Reagdo de
Imunofluorescéncia Indireta em cdes jovens inoculados

experimental mente com trés cepas do parasito.

O exame de fundo de olho mostrou
alteragbes com &reas de hiperrefletividade, na 3
semana, nos cées 8 e 9 inoculados com a cepa RH e,
na 42 semana, nos cdes 1 e 2, inoculados com a cepa
AS 28; nos cdes 4 e 5 com a P, e no céo 7 inoculado
com a RH . Vitreite foi doservada no cdo 7 na 3
semana pds-inoculagdo. Os cées do grupo controle
ndo apresentaram qualquer alteracdo. Dos sete
animais que apresentaram alteragdes, foram
selecionados trés, que apresentavam lesbes mais
caracteristicas, para a fotomicrografiaa. O cdo 2
apresentou papiledema e edema perivascular no olho
direito e papiledema exsudato peripapilar no
esguerdo (Figura 1). O céo 8 apresentou papiledema,
exsudato peripapilar e areas de hiperrefletividade no
olho direito (Figura 2) e ndo foi fotomicrografado
olho esquerdo. O cédo 9 apresentou papiledema e
exsudato perivascular inferior no olho direito, e
papiledema e tapeto hipopigmentado na porcéo
anterior do olho esquerdo (Figura 3). As lesdes
histopatoldgicas de olho estdo demonstradas na
tabela 2.

Em pelo menos trés amostras dos
diferentes tecidos colhidos da cada céo, foi possivel
isolar o parasita, sendo que do baco foi isolado em
sete caes; da retina, rins e cérebro em seis e da
medula espinhal, muisculo esquelético e do coragdo
em cinco cdes. Nas amostras colhidas do grupo
controle, ndo foi isolado o parasita (Tabela 3).

DISCUSSAO

Todos os cées inocul ados responderam ao
estimulo imunogénico. Foram produzidos anticorpos
anti-T. gondii, ja no 4 DPI, em quatro animais, e
alcangados titulos méximos por voltado 142
apoés ainoculagéo (Tabela 1). Os resultados

reforgcam a caracteristica antigénica particul ar
de cada cepa do T.gondii nos hospedeiros

(DRESSEN, 1990; DUBEY et al., 1995). O

Ca Cepa Dias ap6s ainoculagéo (D.P.1) fato de apresentarem maiores titulos de
anticorpos ndo significa maiores lesdes,
0 4 7 11 14 18 21 25 28 : )
1 AS28 00 16 16 16 64 64 64 16 16 oriundas da presenca de cistos, demonstrados
2 AS28 00 16 16 16 16 16 16 16 64 nos achados do i solamento nostecidos (Tabela
2 g528 88 88 (1)2 12 26546 23 ‘132 12 12 2). Os exames de oftalmoscopia direta e a
5 P 00 00 16 16 64 64 64 256 256  'cunografia (Figuras 1, 2, 3) apresentaram
6 =) 00 00 16 16 16 64 16 16 64 resultados sem precedentes na literatura
7 RH 00 00 64 1024 1024 4096 1024 1024 1024 referente a  toxoplasmose  caning,
9 RH 00 64 1024 1024 1024 256 256 256 1024 dasal Ses observadas, A FIALH
10 Controle 00 00 00 00 00 00 00 00 00 as alteracoes observadas. Apenas O
11 Controle 00 00 00 00 00 00 00 00 00 (1953), que observou alteragdes oculares em
12 Controle 00 00 00 00 00 00 00 00 00 cées experimental mente inoculados, e PIPER &

Positivo titulo maior ou iqual a 16.

al. (1970) descreveram retinite ecoroidite e
um cdo adulto.
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Figural - Retinografia do Olho esquerdo do c&o 2 inoculado,
experimental mente, com oocistos do Toxoplasma
gondii, apresentando papiledema, exsudato peripapilar.

Figura 2 - Retinografia do olho direito do céo 8 inoculado,
experimentalmente, com taquizoitas do Toxoplaama
gondii, apresentando papiledema, exsudato
peripapilar e areas de hiperrefletividade.

Figura 3 - Retinografia olho esquerdo do cdo 9 inoculado,
experimentalmente, com taquizoitas do Toxoplasme
gondii, apresentando papiledema e tapeto
hi popigmentado na porcé&o anterior.

No entanto, na toxoplasmose humana ha
inimeras descrigdes de alteracbes semelhantes aos
observados nos cées, como as de DRESSEN (1990),
HOLLAND et al. (1995) e SILVEIRA (1997), que

mostraram casos que vao desde simples edema de
papila até necrose ocular gravissima e evolugéo para
cegueira.

As alteragdes observadas clinicamente e
confirmadas pela retinografia vem de encontro aos
achados do isolamento do parasito em todos os tecidos
pesquisados e na retina, quando inoculado em
camundongos (Tabela 3), em que seis cées
apresentaram o parasito no olho, principa mente nos
inoculados com cepas formadoras de cisto, como é 0
caso da AS28 e P. A cepaRH, com caracteristicas a
resposta aguda e a ndo cronificagdo DUBEY et al.
(1995), foi isolada em apenas um cdo, provavelmente
aindanafase de parasitemia. Os doisoutroscées, 7 €8,
apesar do ndo isolamento na retina, apresentaram
alteracdes no exame direto do fundo de olho. O cdo 8
também apresentou alteragcdes na retinografia. Esse
achado é justificado pelo fato de o taquizoito, na sua
fase aguda ou invasiva, poder provocar |lesBes
gravissimas sem, no entanto, levar acronificagdo ou ao
isolamento do agente em tecidos.

Esse fato foi também demonstrado por
PIPER et al. (1970), que redizaram um estudo
profundo da toxoplasmose @ular em cées, gatos,
ovinos e bovinos inoculados experimentalmente.
Esses autores afirmaram que a evoluc&o do quadro é
mai s evidente quando observado tardiamente.

Os resultados dos exames
histopatol6gicos mostraram alteracfes tais como:
edema subretiniano, infiltrado inflamatério focal,
células mononucleares no espago subretinal e
coroidite, demonstrando a evolugdo do quadro,
préprio da infeccdo por T. gondii (Tabela 2),
permitindo, assim, reforcar as observagdes no exame
clinico e isolamento da retina do T. gondii.
Confirmam esses resultados os cées 2, 4 e 5, que
apresentaram alteracBes significativas nas trés
avaliagdes. Os demais cdes confirmam a
toxoplasmose ocular por pelo menos duas
avaliagdes, o que valida os achados.

Da mesma forma, SILVEIRA (1997),
estudando atoxoplasmose ocular adquiridaem criangas
e adultos, afirma que as manifestacGes clinicas sdo
tardias, mesmo que tenha sido adquirida precocemente.
GIRALDI (1999) reforca essa afirmagdo, quando
encontrou 35% de criangas que freguientavam crechee
escolas de 2 grau com sorologia positiva para T.
gondii e nenhum caso de alteragéo ocular, quer pelo
exame direto quer pela fundoscopia.

Apesar de o periodo experimental ter sido
de apenas 30 dias, foi possivel demonstrar as
alteractes oftdmicas provocadas pelo T. gondii em
caes, com achados importantes para a interpretacéo
do quadro. Sugeremse, ainda, estudos mais
prolongados para acomp anhar a evolugdo do quadro.

CiénciaRural, v. 32, n. 5, 2002.
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Tabela 2 - Achado histopatol 6gico do globo ocular de caes jovens inoculados, experimentalmente, com trés cepas de Toxoplasmagondii, en
Londrina, PR.

L esdes Caes

1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12

Cornea, regido ao angulo da ris e estroma conjuntivo com infiltra: +
do MN, em camada subepitelial e naregi&o da cordide e congestéo vascular.

Vasos de retina com espessamento de parede e poucas células mo-

nonucleares.

Cornea, regido ao angulo da iris e estroma conjuntivo com infiltrado +
MN, em camada subepitelial e naregido da cordide e congestao vascular.

Prolongamento de células fotorreceptoras de maneira espessada, + o+ 4

dando um aspecto de pregueamento.

Edema sub-retiniano e presenca de liquido de coloragdo eosinofili- + +
ca

Congestdo vascular de média intensidade na regido da coréide, es
clerética e em glia daregido de células ganglionares.

Congestao vascular com dreafocal de proliferacéo glial e presenca +
de raros elementos mononucleares.

Distribuic&o discreta de elementos celulares ganglionares. + + + + + + + + +

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

Tabela 3 - Isolamento de Toxoplasma gondii em grupo de trés camundongos inoculados com amostras de 6rgéos, oriundos de caes jovens
inoculados, experimentalmente, com trés cepas do parasito.

Numerode  pym3o Coragio Musculo Rim Retina Figado Bago Linfonodo Cérebro Medulaespinal Total de positivos
caes/cepas
01/As28 Ps Ps - Ps Ps Ps Ps Ps Pt Ps 09
02/As28 - Ps/Pc Ps/Pt Ps Ps Ps - Ps Ps - 07
03/As28 - Ps Ps Ps Ps Ps Ps Ps Ps Ps 09
04/P - Pc Ps/Pc  Ps Ps/Pc - Ps Ps PgPc - 07
05/P Ps/Pc Ps - - PslPc  Pc Pc - - - 05
06/P Ps - - Ps - - - - - Pc 03
07/RH - - - Ps - Ps Ps - - Ps 04
08/RH - - Pt - - - Ps/Pt - Pt Ps 04
09/RH - - Ps - Ps - Pc - Pt - 04
10/Cont - - - - - - - - - - 00
11/Cont - - - - - - - - - - 00
12/Cont - - - - - - - - - - 00
Total 03 05 05 06 06 05 07 04 06 05 52
-: negativo

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

CONCLUSAO

Todos os caes responderam ao estimulo
antigénico, produzindo anticorpos anti-T. gondii.
Apresentaram alteragdes oftdlmicas significativas,
observadas, ja na terceira semana poés-inoculagéo,
através de microscopia direta e confirmadas na
retinografia
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