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RESUMO

Os caes podem se infectar pelos protozoarios Toxoplasma gondii e Neospora
caninum, funcionando, respectivamente, como hospedeiros intermediario e
definitivo. A toxoplasmose é uma zoonose e, em caes, esta associada a uma baixa
taxa de morbidade e mortalidade. O conhecimento da prevaléncia de cées
infectados reflete, de forma indireta, o que vem ocorrendo no ambiente onde vivem,
funcionando como indicadores de contaminacdo ambiental. Neospora caninum €
uma das maiores causas de abortos em bovinos e os caes tém um importante papel
epidemioldgico por serem os hospedeiros definitivos do parasito. O presente estudo
teve como objetivo determinar a soroprevaléncia de anticorpos anti-T. gondii e anti-
N. caninum em cées domiciliados da regido metropolitana de Sao Paulo, atendidos
em Hospitais Publicos Veterinarios e identificar fatores de risco para as infeccoes.
A deteccao de anticorpos foi realizada pela Reagéo de Imunofluorescéncia Indireta
com ponto de corte de 16 para T. gondii e 50 para N. caninum. Das 1194 amostras
de soro obtidas nos Hospitais de Osasco (zono oeste), Tatuapé (zona leste),
Jurubatuba (zona sul) e Casa Verde (zona norte), 125 (10,5%; IC95%: 8,8%-12,3%)
foram positivas para T. gondii e 9 (0,75%, 1C95%: 0,34%-1,4%) para N. caninum.
Para T. gondii diferenca estatistica foi observada entre as proporcdes de positivos
entre as diferentes zonas (p=0,025) e, especificamente, entre as zonas leste e oeste
(p=0,0089) e entre as zonas sul e oeste (p=0,012), com menor proporcdo de
positivos na zona oeste. Maior prevaléncia foi observada entre os cédes de maior
idade (p=0,02). Todos os tutores foram convidados a responder um questionario
epidemioldgico, para a analise dos fatores de risco e 471 (39,4%) aceitaram serem
entrevistados. Destes 65 (13,8%) apresentaram anticorpos anti-T. gondii. Dentre as
variaveis analisadas foram fatores de risco para T. gondii faixa etaria acima de 8
anos (OR=4,25 [IC95%: 1,25%-14,49%]), ndo ter acesso a rua (OR=3,76 [IC95%:
1,96%-7,19%]) e nao ter raca definida (OR=0,49, [IC95%: 0,25%-0,97%]). Devido
ao baixo numero de cées positivos a anticorpos anti-N. caninum, fatores de risco

para este coccidio ndo foram determinados.

Palavras-chave: protozoarios, RIFI, fatores de risco, coccidios
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ABSTRACT

Dogs can be infected by the protozoa Toxoplasma gondii and Neospora caninum,
functioning, respectively, as intermediate, and definitive hosts. Toxoplasmosis is a
zoonosis, and, in dogs, it is associated with a low rate of morbidity and mortality.
Knowledge of the prevalence of infected dogs indirectly reflects what has been
happening in the environment where they live, functioning as indicators of
environmental contamination. N. caninum is one of the major causes of abortion in
cattle and dogs play an important epidemiological role as they are the definitive hosts
of the parasite. The present study aimed to determine the seroprevalence of anti-T.
gondii and anti-N. caninum antibodies in domiciliated dogs in the metropolitan region
of Sdo Paulo, attended at Public Veterinary Hospitals and to identify risk factors for
infections. Antibody detection was performed by Indirect Fluorescence Antibody
Test with a cutoff of 16 for T. gondii and 50 for N. caninum. Of the 1194 serum
samples obtained at Hospitals in Osasco (west zone), Tatuapé (east zone),
Jurubatuba (south zone) and Casa Verde (north zone), 125 (10.5%; 95%CI: 8.8%-
12.3%) were positive for T. gondii and 9 (0.75%, 95%CI: 0.34%-1.4%) for N.
caninum. For T. gondii statistical difference was observed between the proportions
of positives between the different zones (p=0.025) and, specifically, between the
east and west zones (p=0.0089) and between the south and west zones (p=0.012),
with a lower proportion of positives in the west zone. Higher prevalence was
observed among older dogs (p=0.02). All tutors were invited to answer an
epidemiological questionnaire for the analysis of risk factors and 471 (39.4%) agreed
to be interviewed. Of these, 65 (13.8%) had anti-T. gondii. Among the analyzed
variables were risk factors for T. gondii age group above 8 years (OR=4.25 [CI95%:
1.25%-14.49%]), not having access to the street (OR=3.76 [95%CI: 1.96%-7.19%])
and having no defined race (OR=0.49 [95%CI: 0.25%-0.97%]). Due to the low
number of dogs positive for anti-N. caninum antibodies, risk factors for this coccidia
have not been determined.

Keywords: protozoan, IFAT, risk factors, coccidia
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1. INTRODUCAO

1.1. Toxoplasmose

A toxoplasmose é uma zoonose cosmopolita, causada por um coccidio
intracelular  obrigatério Toxoplasma gondii (flo Apicomplexa, familia
Sarcocystidae). Os felinos séo os unicos hospedeiros definitivos (HD) do T. gondii,
porém a doenca tem epidemiologia complexa, infecta uma ampla variedade de
espécies homeotérmicos (aves e mamiferos) que se comportam como
hospedeiros intermediarios (HI), incluindo os humanos, com um ciclo de vida
heteroxeno (DUBEY, 2016).

O ciclo de vida do T. gondii abrange trés estagios: (a) taquizoitos - que se
multiplicam ativamente nos tecidos, espalham-se rapidamente por quase todos
os 6rgaos e causam a maior parte da patologia, quando estes atingem tecidos
especificos (sistema nervoso central, musculo e visceras) eles se convertem em
(b) bradizoitos - que permanecem latentes como cisto tecidual levando a uma
infeccéo cronica, podendo permanecer como cistos por toda a vida do hospedeiro.
Quando um cisto tecidual € ingerido por um HD (felideos) os bradizoitos sao
liberados dos cistos e penetram nas células epiteliais do intestino delgado, onde
realizam multiplicacdo assexuada e sexuada, dando origem aos (c) oocistos. Os
oocistos, eliminados juntamente com as fezes, sdo as formas que constituem o
estagio encontrado no meio ambiente, sendo bastante resistentes e, em
temperatura e umidade ideal rapidamente esporulam e tornam-se infectantes. Os
hospedeiros podem ser infectados pela ingestao de tecidos contendo cistos, pelo
consumo de agua ou alimentos contaminados com oocistos, por transfusédo ou
transplante com 6rgéos parasitados e por infeccdo congénita, na qual taquizoitos
maternos atingem os fetos (DUBEY et al., 1998; DUBEY, 2016; CALERO-
BERNAL e GENNARI, 2019).

Toxoplasma gondii foi descoberto acidentalmente ha mais de 100 anos, por
Splendore em S&do Paulo (1908), em coelhos de laboratério, e por Nicole e
Manceaux, no mesmo ano, na Tunisia, no cérebro de um roedor selvagem de

origem africana (Ctenodactylus gundi). A toxoplasmose € considerada uma das
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doencas causadas por protozoario de maior importancia em Sadde Unica,
protagonizando um problema de saude publica em todo o mundo (INNES, 2010;
AGUIRRE, 2019).

Estima-se que um terco da populacdo mundial esteja infectada por T.
gondii (INNES, 2010). Nos Estados Unidos 8 a 22% das pessoas estéo infectadas
e prevaléncia semelhante foi observada no Reino Unido (DUBEY et al., 2008). No
Brasil, até 50% das criancas e 50-80% de mulheres em idade reprodutiva
apresentaram anticorpos contra o agente (DUBEY et al., 2012). Em Campos dos
Goytacazes, Rio de Janeiro, 84% dos individuos de baixo nivel socioeconémico,
62% dos de nivel socioecondmico intermediario e 23% dos de nivel
socioecondmico mais alto eram positivos a anticorpos anti-T. gondii, indicando a
importancia do meio ambiente e das condi¢cdes socioecondémicas na infec¢ao por
este coccidio (BAHIA-OLIVEIRA et al., 2003). No estado de Sao Paulo, Passos et
al. (2018) constataram prevaléncia de anticorpos IgG e IgM de 62,3% e 2,5%,
respectivamente, na populacdo do municipio de Cassia dos Coqueiros.

Em humanos, as infec¢des por T. gondii sdo geralmente assintomaticas
estabelecendo uma infeccdo latente persistente em tecidos como musculo
esquelético, masculo cardiaco e sistema nervoso central, incluindo o cérebro,
medula espinhal e a retina. No entanto, toxoplasmose pode causar sintomas
graves e até 6bito, principalmente em infeccdo congénita, infeccdo em pacientes
pediatricos e em individuos imunossuprimidos (KOLOREN e DUBEY, 2020).
Pode, assim, apresentar-se de forma aguda ou cronica e ativar a infecgcdo em
qualquer idade (DELAIR et.al, 2011). Embora tratavel, a infeccdo congénita,
ocular e p6s-natal ndo tem cura e é persistente (PEYRON et al., 2018).

A infeccéo inicial adquirida por gestantes permite que o parasito atravesse
a barreira placentéria, os taquizoitos se multiplicam e invadem os tecidos fetais
podendo causar infeccdo aguda ou cronica (McLEOD et al., 2014). A infec¢ao
congénita pode ser sistémica e resultar em morte fetal, parto prematuro, retardo
de crescimento intrauterino, pneumonia, hepatomegalia, esplenomegalia,
trombocitopenia, coriorretinite, meningoencefalite, hidrocefalia, microcefalia ou

calcificacbes de areas prévias de necrose. No entanto a maioria dos recém-
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nascidos nao apresentam sinais clinicos ao nascer, mas podem apresentar um
quadro clinico ao longo da vida (PEYRON et al., 2018). Os dados de prevaléncia
soroldgica em criancas no Brasil variam com a idade sendo de 32% entre criancas
de 0 a5 anos, 19,5-59% de 6 a 10 anos e 28,4-84,5% com idade entre 11-15 anos
(DUBEY et al., 2012).

Aproximadamente um terco dos individuos imunossuprimidos pelo virus
HIV com infeccdo por T. gondii desenvolvem encefalite, a toxoplasmose latente
ou priméria pode ser particularmente perigosa em individuos com sistema
imunoldgico comprometido, incluindo corticoideterapia e medicamentos
citotoxicos (LYKINS et al., 2016).

A apresentacao ocular da toxoplasmose é considerada como uma das
principais causas de cegueira em muitas partes do mundo (DUBEY, 2016). O
parasit multiplica-se na retina e ocorre inflamacao, principalmente na coroide
(HOLLAND, 2003). Glasner et al. (1992) avaliaram alteracbes oculares e
soroldgicas em pacientes de zona rural do Rio Grande do Sul, Brasil, observando
prevaléncia de toxoplasmose ocular de 0,9% em criancas de 1 a 8 anos; 4,3% em
criangas de 9 a 12 anos; 14,3% em criancas de 13 a 16 anos e 21,3% nos
individuos com 16 anos ou mais. A prevaléncia de toxoplasmose ocular nesta
populacado foi mais de 30 vezes maior do que as estimativas anteriores para a
mesma condi¢do em outras localidades. Também no Brasil, um estudo, realizado
com criancas e recém-nascidos, observou que 20 de 58 criancas,
presumivelmente expostas ao risco de toxoplasmose durante a gestacgao,
apresentaram lesdes oftalmoldgicas ao longo do primeiro ano de vida (SOARES
et al., 2011).

Muitos estudos demonstram suportes consistentes para associar sorologia
positiva a T. gondii e uma variedade de distarbios cognitivos e neuropsiquiatricos,
incluindo a doenca de Alzheimer, transtorno bipolar, epilepsia e transtorno
obsessivo-compulsivo (MILNE et al., 2020). Essa associagao pode ser explicada,
em parte, pela influéncia do parasito na expressao de varios neurotransmissores.
A desregulacéo da dopamina, que tem recebido a maior atencao das pesquisas,
resulta em parte da capacidade do parasito de sintetizar tirosina hidrolase.
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Toxoplasma gondii também altera a expressdo de uma gama de outros
neurotransmissores, incluindo acido y-aminobutirico (GABA), glutamato,
serotonina e norepinefrina. Esses efeitos podem ser mediados pelo encistamento
de bradizoitos em células neurais, microgliais ou neuronais, causando alteracées
tanto na neurobioquimica do hospedeiro quanto na expressao de receptores e
transportadores especificos (MCCONKEY et al., 2013). Segundo Milne et al.
(2020), mais pesquisas sdo necessarias para fortalecer a base de evidéncias
epidemioldgicas para essas associacfes e para melhorar a compreensado dos

mecanismos.

A ingestéo de oocistos do meio ambiente e o consumo de carne com cistos
teciduais do parasito sdo os dois modos mais descritos de transmissao de T.
gondii, porém a determinacao da fonte de infec¢cdo, no momento do diagnéstico,
é tecnicamente dificil. O meio ambiente, em muitas areas do Brasil, é altamente
contaminado por oocistos e, portanto, € dificil identificar fontes de infeccdo. Os
mais importantes fatores de risco para a infeccao, entre mulheres gravidas, foram
menor nivel socioecondmico, menor nivel de educacéo, idade avancada, contato
com o solo e manejo de gatos (DUBEY et al., 2012).

Em cées a toxoplasmose foi diagnosticada pela primeira vez por Mello
(1910), logo apoés a descoberta de T. gondii em um roedor e, desde entdo, ha
inumeros relatos de toxoplasmose clinica em diferentes espécies animais em todo
o mundo. Em cées e gatos, a infeccdo por T. gondii esta associada a uma baixa
taxa de morbidade e mortalidade, porém com consequéncias clinicas importantes
(DUBEY e JONES 2008; CALERO-BERNAL e GENNARI, 2019; KOLOREN e
DUBEY, 2020).

No Brasil ndo ha estudos epidemioldgicos para avaliar a participacdo dos
caes na transmissao do T. gondii para humanos, porém a presenca de anticorpos
foi amplamente relatada em caes no pais (DUBEY et al., 2012) e nhumerosos
estudos mostraram valores de prevaléncia em caes e gatos, variando de 6 a 88%,
em todo o mundo (DUBEY, 2016).

Os valores de soroprevaléncia em céaes no Brasil variam de 3 a 90%

(DUBEY et al., 2012). Em Botucatu, municipio do estado de Sao Paulo, Langoni
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et. al. (2006) observaram 33,1% dos cédes examinados soro reagentes para T.
gondii. Também no estado de S&o Paulo, no municipio de Ibilna, 570 soros de
caes foram examinados para a pesquisa de anticorpos contra T. gondii e 314
(55,1%) estavam reagentes. Dentre os fatores de risco analisados no estudo a
presenca de roedores, ingestdo de carne crua e atividade sexual anteriormente
ao estudo mostraram associacdo com a presenca de anticorpos (MASCOLLI et
al., 2015).

No municipio de Sdo Paulo, a prevaléncia de anticorpos contra T. gondii em
118 caes nao domiciliados foi de 35,8% com 42 animais positivos pelo Teste de
Aglutinacdo Modificado (MAT) (DUBEY et al., 2007). No mesmo municipio
utilizando o mesmo teste diagndstico (MAT) anticorpos anti-T. gondii foram
encontrados em 19,7% dos cédes urbanos examinados, com 219 dos 1110 animais
examinados positivos. Do total examinado 610 e 500 eram, respectivamente,
ferais e domiciliados e nestes ultimos a ocorréncia foi de 5,2%, bastante inferior

ao valor de ocorréncia de 31,6% obtido nos caes errantes (de Souza et al., 2006).

A epidemiologia de como os cdes séo infectados com T. gondii &
desconhecida. Contudo, estes servem como indicadores de contaminacgao
ambiental pelo parasito devido a proximidade de convivio com os humanos. Maior
prevaléncia de infeccéo por T. gondii em caes de rua e de ambiente rural do que
em animais que vivem em residéncias e tem pouco contato com as ruas sugere
gue comer presas infectadas possa ser uma fonte importante de infeccdo (De
SOUZA et.al., 2003).

A maioria das infecgbes em caes e gatos ocorre horizontalmente, mas a
infectividade por via oral depende do estagio do parasito ingerido, o aspecto das
infeccbes congénitas em cdes e gatos nao foi revisto em profundidade na
literatura. Apos a primo-infeccdo, durante a gravidez, a parasitemia pode causar
placentite, seguida pela disseminacao de taquizoitos para o feto. Pouco se sabe
sobre a toxoplasmose transplacentaria em caes, embora sua ocorréncia seja
considerada menos comum do que em outras especies (DUBEY, 2016). A
transmissao venérea foi demonstrada, quando sémen fresco, coletado de caes

infectados experimentalmente por T. gondii, foi utilizado para inseminagao
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artificial (IA) de quatro cadelas livres de infeccdo. A soro converséao foi observada
em todas as fémeas sete dias apos a IA e reabsorcéo fetal ocorreu em duas das
guatro cadelas. As restantes mantiveram gestacdes a termo e cistos de T. gondii
foram detectados em cérebros de quatro recém-nascidos (ARANTES et al., 2009).

Os casos clinicos de toxoplasmose sdo mais frequentes em gatos do que
em caes (DUBEY, 2016). Os caes apresentam manifestacdes clinicas por T.
gondii desencadeadas por imunossupresséao e coinfec¢ao (PEPPER et al., 2019;
DUBEY e LINDSAY, 2020). Raramente sofrem de toxoplasmose como doenca
primaria e, na maioria dos casos, a doenca esta ligada a imunossupressao e falta
de imunizagdo contra o virus da cinomose canina - CDV (CALERO-BERNAL e
GENNARI, 2019; DUBEY e LINDSAY, 2020).

Devido ao carater sistémico e imprevisivel, as manifestacdes clinicas
podem ser encontradas das mais variadas formas: febre, anorexia,
emagrecimento, alteragcdes neuroldgicas, oculares, respiratorias, cutaneas,
hepaticas, miocardicas, reprodutivas, linfaticas e musculares (TARLOW et al.,
2005; LEAL e COELHO, 2014; RAIMUNDO et al., 2015; CALERO-BERNAL e
GENNARI, 2019).

Os sinais neurolégicos descritos em caes devido a toxoplasmose incluem
convulsBes, déficits de nervos cranianos, tremores, ataxia e paresia ou paralisia
na encefalomielite (PATITUCCI et al.,1997). Paraparesia e tetraparesia que
progrediram para paralisia do neurdénio motor inferior e noédulos na medula
espinhal foram descritas em um cdo com coinfec¢cdo por Sarcocystis neurona
(GERHOLD et al., 2014). Outros casos relatados de toxoplasmose em cées
abrangem: sensibilidade auditiva (PAPINI et al., 2009); miosite, atrofia muscular
e rigidez de membros (MIGLIORI et al., 2017) e manifestacdes oculares:
conjuntivite necrotizante, uveite anterior, endoftalmite e coriorretinite (SWINGER
et al., 2009). Recentemente, DORSCH et al. (2021) descreveram miocardite
subita em um céo da raca boxer causada por T. gondii.

As manifestacdes respiratdrias e cutaneas geralmente estdo associadas a
imunossupressao com uso de terapia com corticoide, imunossupressores e
transplante (WEBB et al., 2005; PEPPER et al., 2019). As lesdes séo
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caracterizadas por nédulos  epidérmicos  eritematosos, dermatite
piogranulomatosa e necrosante e paniculite, com vasculite multifocal e trombose
vascular e muitas vezes apresentam cistos do protozodrio no exame
histopatoldgico (WEBB et al., 2005; PENA et al., 2014).

O diagnostico da toxoplasmose pode ser realizado por meio de exames
soroldgicos, biologia molecular, bidpsia tecidual e avaliacdo imuno-histoquimica
(GERHOLD et al., 2014; LEAL e COELHO, 2014; COELHO et al., 2019). Os
principais testes soroldgicos sdo teste de imunoensaio enzimatico indireto
(ELISA) e reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI), avaliando os titulos de
IgM e 1gG para determinar a fase da doencga, respectivamente aguda e cronica
(LEAL e COELHO, 2014; RAIMUNDO et al., 2015). A biologia molecular, atraves
dareacdo em cadeia da polimerase (PCR), é a maneira direta de identificar o DNA
do parasito nas mais diversas amostras: sangue, tecidos, lavado bronco alveolar,
humor aquoso e liquido cérebro-espinhal (COELHO et al., 2019). O encontro de
oocistos nas fezes néo fecha o diagnéstico, uma vez que Hammondia hammondi,
outro protozoario que infecta os gatos, possuem oocistos similares aos de T.
gondii, entretanto biologicamente e molecularmente distintos (DUBEY e
SREEKUMAR, 2003).

O tratamento de eleicdo da toxoplasmose canina € a clindamicina (dose,
variavel de 10-25 mg/kg/2-3 vezes por dia) em média durante 28 dias (LEAL e
COELHO, 2014).

Neospora caninum e T. gondii sdo coccidios morfologicamente
semelhantes, mas biologicamente diferentes. Ambos os parasitas tém uma ampla
gama de hospedeiros, mas ao contrario de T. gondii, N. caninum nao tem
potencial zoonético (CERQUEIRA-CESAR et al., 2017).

1.2. Neosporose

Neospora caninum € um protozoario intracelular obrigatorio, formador de
cistos, do filo Apicomplexa, causador da neosporose. Este coccidio acomete
animais domesticos e silvestres, tendo especial importancia nas espécies canina

e bovina.
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Em 1984, na Noruega, cdes foram diagnosticados com uma doenca
neurolégica, semelhante a toxoplasmose, taquizoitos foram encontrados no
cérebro e musculos, porém nao foi detectada a presenca de anticorpos anti-T.
gondii (BJERKAS et al., 1984). Alguns anos mais tarde, nos Estados Unidos,
verificou-se que esse agente causava, em cdes, uma forma clinica mais severa
gue a toxoplasmose e constatacdo de diferencas estruturais e histopatoldgicas
entre ambos (DUBEY e LINDSAY, 1993). Cultivo in vitro de N. caninum tornou
possivel o desenvolvimento de testes diagnosticos e possibilitou a infeccdo
experimental em varias espécies animais (DUBEY et al., 2017). No Brasil, o
primeiro caso foi descrito em 1999 através de levantamentos sorologicos de cées
e bovinos (revisado por GENNARI, 2004).

Neospora caninum possui como HD algumas espécies de canideos
domeésticos e selvagens, como os coiotes e lobos cinzentos e varios animais de
sangue quente como HI (CERQUEIRA-CESAR et al., 2017). O coccidio tem um
ciclo biolégico heteréxeno consistindo em dois modos distintos de reproducéo,
assexuada e sexuada, que ocorrem, respectivamente nos HlI e HD (DUBEY,
2003).

O ciclo de vida é caracterizado por trés estagios infecciosos: taquizoitos,
cistos teciduais e oocistos. Os taquizoitos e cistos teciduais sdo 0s estagios
encontrados nos HI e ocorrem intracelularmente. Os cistos teciduais costumam
ter formato redondo ou oval e sdo encontrados, principalmente, no SNC. Os
taquizoitos podem estar presentes em varias células como hepatdcitos, renais,
macrofagos, fibroblastos, células do endotélio, miécitos e células nervosas
(DUBEY et al., 1988).

O ciclo enteroepitelial do N. caninum ocorre no intestino dos HD e ainda
nao foi completamente elucidado. Os oocistos excretados pelos HD, que séo a
forma de resisténcia no ambiente, irdo esporular no meio externo entre 24 e 72
horas, dependendo de condi¢cbes de temperatura, oxigenagédo e umidade. Caes
eliminam os oocistos ao redor do quinto dia apds ingestéao de tecidos de animais
naturalmente ou experimentalmente infectados (GONDIM et al.,, 2002). Os

oocistos de N. caninum sdo morfologicamente similares aos de Hammondia
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heydorni, os quais também s&o encontrados nas fezes dos caes, para diferenciar
0os dois agentes € possivel a realizacdo de cultura em células ou analises
moleculares como a PCR, podendo posteriormente ser feito o sequenciamento
(DUBEY e LINDSAY, 2000).

Como os cées sdo infectados pelo N. caninum na natureza, ndo €
totalmente compreendido. A transmissao fecal de N. caninum em cées parece ser
menos importante do que o carnivorismo (CERQUEIRA-CESAR et al., 2017). Os
taquizoitas sdo importantes na transmissao transplacentaria da infeccao por N.
caninum. Cavalcante et al. (2012) confirmaram transmissao transplacentéaria de
N. caninum em cdes, inoculando, em diferentes fases de gestacao, taquizoitos
em seis cadelas.

Inimeros estudos de soroprevaléncia de N. caninum em cées no Brasil,
utilizando a RIFI como técnica diagndstica, foram revisados por Cerqueira-Cesar
et al. (2017) e observaram que a ocorréncia varia de 2,6% a 67,6%, dependendo
da regido brasileira e da amostragem utilizada. Gennari et al. (2006) observaram
soroprevaléncia de 17,6% em caes da area urbana de Aracatuba, municipio de
Sao Paulo, ja na capital os valores foram de 10% em caes domiciliados e de 25%
em cées errantes (GENNARI et al., 2002). Em 570 cées de Ibitna, Sao Paulo, 40
(7,02%) foram positivos a anticorpos anti-N. caninum e dentre as variaveis
examinadas somente ter realizado atividade sexual apresentou associacdo com
a presenca de caes positivos (MASCOLLI et al., 2015).

Em revisdo sobre neosporose em caes no Brasil, os fatores de risco
encontrados foram: idade, com caes mais velhos mais infectados pelo parasito,
acesso a rua, acesso ao ar livre, contato com bovinos, acesso e ingestao de
membranas fetais, carcacas e presas (CERQUEIRA-CESAR et al., 2017).
Leishmania infantum chagasi € um importante parasito de caes no Brasil e,
imunossupressao, causada por Leishmania spp., pode aumentar a suscetibilidade
dos caes a infeccdo por N. caninum (GENNARI et al., 2006). Toxoplasmose,
cinomose e erlichiose ja foram relatadas com co-infeccdo adjunta a neosporose e

tém sido associada sua ocorréncia a terapia imunossupressora, incluindo

administracdo de esteroides ou quimioterapicos (POSTMA et al., 2019).
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A neosporose clinica é ocasionalmente observada em cachorros
imunologicamente comprometidos. As manifestacfes neurolégicas e musculares
sdo as mais comuns. Os casos mais graves de neosporose ocorrem em filhotes
com infeccdo congénita. Cdes jovens desenvolvem paresia dos membros
posteriores que se transforma em paralisia progressiva. Os sinais neurologicos
dependem do local parasitado. Os membros posteriores sdo mais gravemente
afetados do que os anteriores e, frequentemente, observados em hiperextensao
rigida. Outras disfunc@es que ocorrem incluem dificuldade em engolir, paralisia da
mandibula, flacidez muscular, atrofia muscular e até insuficiéncia cardiaca. Cées
com paralisia dos membros posteriores podem ficar alertas e sobreviver por
meses. A doenca pode ser localizada ou generalizada e todos os érgaos podem
estar envolvidos, incluindo a pele. A dermatite pode ser grave envolvendo um
grande numero de parasitos e ja foi observada em cées de diferentes idades.
Neosporose fatal foi relatada em cées de 8 a 15 anos de idade. Cadelas com
infeccdo subclinica podem transmitir o parasito a seus fetos e sucessivas
ninhadas da mesma cadela podem nascer infectadas. Ndo se sabe se ha
predisposicao racial e suscetibilidade sexual diferencial & neosporose em caes. A
maioria dos casos descritos foi em Labrador retrievers, Boxers, Greyhounds,
Golden retrievers e Basset hounds (DUBEY, 2003).

Os achados hematolégicos e bioquimicos tém sido variaveis, dependendo
do sistema envolvido. Com doencas musculares, as atividades da creatina
quinase (CK) e da aspartato aminotransferase (AST) aumentam. As atividades
séricas de alanina transferase (ALT) e fosfatase alcalina (FA) estdo aumentadas
em caes que desenvolvem hepatopatias. As anormalidades do liquido cérebro-
espinhal (LCR) incluiram aumentos leves nas concentragfes de proteinas (>20,
mas <150 mg/dL) e células nucleadas (>10, mas <100 células/dL). As contagens
diferenciais de leucécitos incluiram linfocitos, mondcitos e macrofagos, neutrofilos
e eosinofilos em numeros decrescentes. Os resultados podem estar dentro dos
limites de referéncia em alguns cdes (DUBEY e SCHARES, 2011).

O método de diagnostico sorolégico mais utilizados é a RIFI e métodos

moleculares, como a PCR, também sdo bastante utilizados por distinguir N.
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caninum de H. heydorni (DUBEY e LINDSAY, 2000; DUBEY, 2003; CERQUEIRA-
CESAR et al., 2017).

O tratamento da neosporose geralmente é dificil e temporario, parcial ou
totalmente ineficaz. Podem ser necessarios longos periodos (> 8 semanas) de
tratamento. Cdes com sinais neurolégicos tem mau prognostico e precisam de
tratamentos longos. O tratamento € mais eficaz nas fases iniciais, antes que
ocorra a contratura muscular. A clindamicina é o principal medicamento usado
para tratar a neosporose canina, possui atividade antiprotozoaria adicional. A
combinacao de clindamicina e sulfonamida tem se mostrado mais eficaz contra a
neosporose. Além disso, a acao sinérgica das sulfonamidas e da pirimetamina
aumenta os efeitos antiprotozoarios. Os protocolos mais usados incluem
clindamicina 7,5-15 mg/kg por via oral por 4 a 8 semanas (SILVA e MACHADO,
2016).

1.3. Hospitais Publicos Veterinarios

Em 2012, foi inaugurado, no municipio de Sdo Paulo (SP), no bairro do
Tatuapé, (zona leste), o primeiro Hospital Publico Veterinario do pais,
integralmente financiado pela Prefeitura do Municipio e administrado pela
Associacdo Nacional dos Clinicos Veterinarios de Pequenos Animais de S&ao
Paulo (ANCLIVEPA-SP), sociedade civil sem fins lucrativos. Popularmente

”

chamado de “PubliCao0”, o hospital realizou entre julho de 2012 e margo de 2013
guase 146 mil procedimentos. Ja em 2014, a proposta foi ampliada com a
inauguracao de um segundo hospital, no Tucuruvi, zona norte da capital e, em
2019 surgiram mais trés hospitais, localizados em Jurubatuba, zona sul paulistana
e nos municipios de Osasco (zona oeste) e Mogi das Cruzes (zona leste) estando
estes dois municipios localizados na regido metropolitana de S&o Paulo.
Atualmente o complexo de Hospitais Veterinarios Publicos ainda possuem
Unidades em Taubaté (SP) e expandiu-se para outros estados, com clinicas em
Fortaleza (CE), Porto Alegre (RS) e no Distrito Federal, em Brasilia (ANCLIVEPA-

SP, 2022).
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1.4. Caes domeésticos (Canis lupus familiaris)

A origem tanto geografica como temporal (14.000 a 64.000 anos atras) dos
cdes domesticados é controversa. As pesquisas com gendmica apontam duas
origens distintas da domesticaciio destes animais, uma na Europa e outra na Asia,
sugerindo que estes podem ter sido domesticados de forma independente na
Eurasia oriental e ocidental a partir de diferentes populacées de lobos, assim
como ocorreu com os humanos (FRANTZ et al., 2016). Decorrente, estabeleceu-
se 0 cruzamento das racgas, devido a aproximacéo das populacdes pelo comércio
entre povos. O certo € que a historia aponta que estes animais se aproximaram
do homem em busca de uma forma mais facil em conseguir alimento e que 0s
homens, por sua vez, os adotaram como animais para protecdo e companhia na
caca (DOTSON e HYATT, 2008).

Hoje, os cées estdo presentes na vida dos homens como guarda de
propriedades, pastores de rebanhos, animais de tragdo, rastreadores de drogas,
de fugitivos, de pessoas desaparecidas, como cdo-guias e de apoio emocional
entre outras funcbes extraordinarias. Além destas, boa parte dos cées
desempenha o papel de companhia, em que esta cientificamente comprovado
gue esta parceria traz melhoras na saude e no bem-estar geral dos humanos
(SERPELL, 1991). A isso se pode acrescentar que, o nimero de pessoas que
vivem sozinhas, principalmente nas grandes cidades, aumentou nas ultimas
décadas, contribuindo para a introducdo dos cdes como animais de companhia
amenizando a soliddo (DOTSON e HYATT, 2008).

Segundo a Associacgao Brasileira da Industria de Produtos para Animais de
Estimacéo (ABINPET), o Brasil é o pais com a segunda maior populagédo desses
animais, sao 132,4 milhdes, perdendo apenas para os EUA. Ao mesmo tempo,
0s numeros do abandono também aumentam, de acordo com a Organizacao
Mundial de Saude (OMS), atualmente estimam-se que exista mais de 30 milhdes
de animais abandonados no Brasil. De acordo com dados do IBGE na Pesquisa
Nacional de Saude (PNS) de 2019, 46,1% dos domicilios brasileiros tem, pelo
menos, um cao, contabilizando cerca de 54,2 milhGes de caes domiciliados, sendo
cerca de 13 milhdes no estado de Séo Paulo (ABINPET, 2021).
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Pouco se sabe sobre infec¢des por T. gondii e N. caninum em cées no
estado de S&o Paulo e ndo ha estudos com animais domiciliados e de todas as
regides da cidade, tampouco hé informacdes sobre fatores de risco em cées na
regido metropolitana de Séo Paulo.

A exposicdo de caes domésticos a esses agentes infecciosos e seu contato
préximo com humanos aumenta sua importancia na manutencao desses ciclos de
doencas. Quando os caes tém livre acesso as ruas, eles podem alimentar-se de
hospedeiros infectados (principalmente pequenos mamiferos) ou se infectar com
oocistos do parasito que foram eliminados pelas fezes de gatos e de cées. O
aumento da soroprevaléncia de T. gondii foi observado em caes de rua e de
ambientes rurais quando comparados com cées confinados, sugerindo que cées
soltos podem ter um importante papel na epidemiologia da doenca nos humanos
(de SOUZA et al., 2003), entretanto os caes domiciliados tem, cada vez mais, sido
acompanhados de forma muito proxima por seus tutores, funcionando como mais
um membro da familia.

Nesse contexto, cées infectados com patégenos transmissiveis podem
indicar a presenca desses agentes infecciosos no ambiente, podendo também
representar um risco para todas as populacdes envolvidas e servem como

marcadores de contaminacdo ambiental (SEVA et al., 2020).
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2. JUSTIFICATIVA

Atualmente, pouco se sabe sobre infeccdes e fatores de risco para infeccéo por
T. gondii e N. caninum em cé&es urbanos no estado de S&o Paulo. Os caes sdo o
principal animal de companhia no Brasil e podem desempenhar um papel
importante na cadeia epidemioldgica da toxoplasmose e da neosporose, além de

poderem funcionar como indicadores de contaminacdo ambiental.
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3. OBJETIVOS

3.1. Geral

Contribuir para o conhecimento epidemiolégico da infeccéo pelo T. gondii e
N. caninum em cades domiciliados da area metropolitana da cidade de S&o Paulo,
SP.

3.2. Especifico

Determinar a soroprevaléncia de infeccdes por T. gondii e N. caninum em
caes domiciliados da regidao metropolitana de Sao Paulo, atendidos nos Hospitais
Publicos Veterinarios e identificar os fatores de risco associados as infeccdes por

estes parasitos.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Aspectos éticos

O Projeto foi submetido ao Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) e a
Comisséo de Pesquisa da Universidade Santo Amaro (UNISA), sobre o numero de
protocolo 61/2021. Também foi submetido a Plataforma Brasil, para que os
questionarios epidemiolégicos pudessem ser realizados com os tutores e aprovado
sob parecer consubstanciado do Comité de Etica e Pesquisa com Seres Humanos
(Protocolo 5.121.391).

4.2. Origem das amostras

A amostragem utilizada foi de conveniéncia, obtida de agosto de 2021 a
julho de 2022, provenientes de cdes atendidos nos Hospitais Publicos
Veterinarios dos municipios de Sao Paulo e de Osasco (SP), grande Séo Paulo,
independente da suspeita e sintomatologia clinica.

As amostras de soro que seriam descartadas pelo Laboratério de Patologia
Clinica, conveniado com os Hospitais, foram doadas e utilizadas neste estudo. As
amostras eram provenientes de quatro Hospitais Publicos Veterinarios, sendo trés
deles localizados na cidade de S&o Paulo, SP, nos bairros de Tatuapé (ZL - Zona
Leste), Casa Verde (ZN - Zona Norte) e Jurubatuba (ZS - Zona Sul) e um Hospital
localizado no municipio de Osasco, que faz divisa com a Zona Oeste (ZO) da
capital (Figura 1).

Quando da obtencdo das amostras as fichas com dados sobre o animal
(nome, raca, sexo, idade) e do tutor (nome e endere¢co) eram também

disponibilizadas.
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Figura 1. Localizacdo dos Hospitais Publicos Veterinarios participantes do estudo
na Grande S&o Paulo, 2022.

Estado de Sao Paulo/Brasil
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Os tutores de todos os animais do estudo foram contactados e convidados
a participar do estudo respondendo a um questionario epidemiolégico com
questdes relacionadas a T. gondii e N. caninum.

A Tabela 1 apresenta o numero de amostras obtidas de cada hospital e a
guantidade de tutores que aceitaram responder ao questionario e participar das

entrevistas.
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Tabela 1 — Quantidade de amostras de soro de cdes obtidas por localidade (zona)
dos Hospitais Publicos Veterinarios e quantidade de entrevistas realizadas, S&o
Paulo, 2022.

Local Zona No. Amostras (%) Entrevistas (%)
Tatuapé Leste 364 (30,5) 167 (45,9)
Casa Verde Norte 214 (17,9) 75 (35,0)
Jurubatuba Sul 250 (20,9) 121 (48,4)
Osasco Oeste 366 (30,7) 108 (29,5)
Total 1194 (100,0) 471 (39,5)

A distribuicdo entre sexos dos animais apresenta-se uniforme, num total de
544 (45,6%) machos e 650 (54,4%) fémeas. Os cdes sem raga definida participaram
como a maior porcentagem de amostragem com 906 (75,9%) animais e o restante
(n=288; 24,1%) formado por cées de diferentes racas. O cdo mais jovem da

amostragem tinha quatro meses e o de maior idade 20 anos.

4.3. Deteccéo de anticorpos anti-T. gondii

As amostras de sangue, recebidas em tubo bioquimico, identificadas por
namero de protocolo do animal e local de coleta, foram centrifugadas a 3900 rpm
por 15 minutos e o soro obtido foi acondicionado em microtubos de polipropileno,
novamente identificadas e conservadas a -20°C até o processamento.

As amostras foram processadas no Laboratério de Doencgas Parasitarias do
Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva e Saude Animal, Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S&o Paulo.

A RIFI foi utilizada para a pesquisa de anticorpos anti-T. gondii e como
antigeno foram utilizados taquizoitos da cepa RH de T. gondii na concentragéo 1 x
107 tag/mL.

Os exames foram realizados como descrito por Camargo (1964). Os soros
foram diluidos em solucéo salina tamponada com fosfato 0,1 M, pH 7,2 (PBS) na
diluicdo de 1:16 (ponto de corte). Em seguida, 30puL do soro diluido foram

depositados nos respectivos pocos das laminas sensibilizadas com o antigeno de
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T. gondii. As laminas foram incubadas em camara umida por 30 minutos em estufa
a 37°C. Procedeu-se trés lavagens das laminas, de 10 minutos cada, com a solucao
tampdo. ApGs a secagem da lamina, foram adicionados nos poc¢os 30uL de uma
solucdo contendo conjugado anti-lgG cao (Sigma Aldrich®) e azul de Evan,
previamente padronizado na diluicdo 1:400 em PBS pH 7,2. As laminas foram
novamente incubadas em camara Umida, submetidas a trés lavagens como descrito
anteriormente. Em seguida, com as laminas ja secas, foi adicionada glicerina
tamponada (pH 8,0) para a realizacao da leitura.

Foram considerados positivas as amostras que apresentaram fluorescéncia
em toda a superficie dos taquizoitos. Amostras que nao apresentaram
fluorescéncia, reacao apical ou parcial, foram consideradas negativas. Soros
controles positivo e negativo foram utilizados em todas as laminas. As amostras
positivas foram tituladas de maneira seriada, na base dois, até a maxima diluicdo

reagente. O ponto de coorte utilizado foi 16.

4.4. Deteccao de anticorpos anti-N. caninum

Os soros dos caes foram analisados utilizando a RIFI, para a deteccédo de
anticorpos anti-N. caninum, com ponto de corte de 50 conforme descrito por Dubey
et al. (1988). Os soros foram diluidos a 1:50 em tampéo fosfato pH 7,2 (0,0084M
Na2HPO4, 0,0018M NaH2PO4 e 0,147M 41 NaCl) acrescentado de soro albumina
bovina 1%, sendo em seguida distribuidos 30 pL por orificio em laminas contendo
0 antigeno especifico fixado. Apos 30 minutos de incubagéo em estufa a 37°C, as
laminas foram lavadas com solucéo tampéao carbonatada pH 9,0 (0,108M Na2CO3,
0,4M NaHCO3 e 0,145M NaCl) por trés vezes por 5 minutos cada e, em seguida,
incubadas com conjugado IgG de coelho anti-lgG canino (Sigma Aldrich®) marcado
com isotiocianato de fluoresceina. As laminas foram novamente incubadas por 30
minutos a 37°C e lavadas como descrito anteriormente. Apos a secagem, foi
realizada a montagem com laminula utilizando glicerina tamponada pH 8,0. A leitura
das laminas foi realizada em microscopio epifluorescente (OLYMPUS BX-FLA,
Japdo) e foram considerados positivos 0s soros capazes de determinar

fluorescéncia em todo contorno do antigeno. As amostras positivas foram diluidas
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na razao dois, para obtencao do titulo final. Em cada série foram incluidos soros

controles positivo e negativo.

4.5. Aplicacdo de Questionario Epidemiologico

As fichas dos animais experimentais foram disponibilizadas através do
acesso ao sistema de software VETUS®, onde encontram-se as informacdes dos
animais (sexo, idade, raca) e de seus tutores (nome, endereco e telefone).

Depois do recebimento das amostras foi realizado contato telefénico (celular)
e/ou mensagem de texto, a todos os tutores dos cédes participantes do estudo,
independentemente dos resultados obtidos. Destes, 471 tutores responderam ao
questionario (Tabelal). O anexo 1 apresenta a ficha utilizada com as questdes
feitas durante as entrevistas com os tutores, bem o termo de assentimento e

consentimento.

4.6. Andlise Estatistica

Foram calculados os intervalos de confianca para as proporcées de positivos
por zona, por faixa etaria e no total, utilizando a distribuicdo binomial exata. Foi feita
uma comparacao entre as proporcées de positivos utilizando o teste de y2. Nessas
analises, foram utilizados os dados referentes a todos os animais. O nivel de
significancia adotado nas comparacgoes foi de 5%.

Para o estudo de fatores de risco, foram utilizados os dados das entrevistas.
As variaveis analisadas foram: sexo, faixa etaria (abaixo de 1 ano, entre 1 e 8 anos,
acima de 8 anos), raca (com raca ou sem raca definida), zona (Oeste, Sul, Leste e
Norte), acesso a rua (sim ou néo), contato com outras espécies animais (sem
contato ou contato com céo, gato ou outros animais) e alimentacao (racao, comida
caseira ou mista). Foi feita uma andlise exploratéria dos dados (analise univariada)
para selecdo daquelas que fariam parte do modelo de regressao logistica, utilizando
o teste de %2 ou exato de Fisher, com critério de selegdo de p<0,20.

As analises estatisticas foram feitas utilizando a linguagem R verséao 4.2.2 (R
Core Team, 2022) e o programa JASP versédo 0.16.2 (JASP Team, 2022).
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5. RESULTADOS

5.1. Toxoplasma gondii

5.1.1. Prevaléncia de anticorpos anti-Toxoplasma gondii

Das 1194 amostras de soro analisadas 125 (10,4%) foram positivas para a
presenca de anticorpos anti-T. gondii. Os titulos de anticorpos IgG dos cées
experimentais foram: 16 (n=0), 32 (n=51), 64 (n=26), 128 (n=25), 256 (n=10) e >
512 (n=13).

Os resultados da prevaléncia por localidade de origem dos caes encontram-

se na Tabela 2.

Tabela 2. Numero de amostras de soro de caes examinadas, positivas, prevaléncia
e intervalo de confiangca de 95% (IC 95%) para anticorpos anti-T. gondii, por

localidade (zona) na regido metropolitana de Sao Paulo, SP, Brasil. 2022.

Zona No. amostras (%) No. Positivas Prevaléncia (IC 95%)
Leste 364 (30,5) 47 12,9 (9,6% - 16,8%) @
Norte 214 (17,9) 19 8,9 (5,4% - 13,5%) ab
Sul 250 (20,9) 33 13,2 (9,3% - 18,0%) @
Oeste 366 (30,7) 26 7,1 (4,7% - 10,2%) °
TOTAL 1194 (100,0) 125 10,5 (8,8% - 12,3%)

Letras similares na mesma coluna p>0.05

Foi observada diferenca estatistica entre as proporcdes de positivos entre as
diferentes zonas (p=0,025) e, especificamente, entre as zonas leste e oeste
(p=0,0089) e entre as zonas sul e oeste (p=0,012). Nao foram observadas
diferencas entre as proporcdes de positivos entre as zonas oeste e norte (p=0,44),
sul e leste (p=0,92), sul e norte (p=0,14) e leste e norte (p=0,14).

A Tabela 3 apresenta os resultados de prevaléncia por faixa etaria dos cées

do estudo.
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Tabela 3. Quantidade de amostras de soro de cdes examinadas, positivas,
prevaléncia e intervalo de confianca de 95% (IC 95%) para anticorpos anti-T. gondii

por faixa etéria. Sdo Paulo, SP, Brasil. 2022.

Faixa Etéaria Total de No. Positivos Prevaléncia %
(anos) Amostras (%) (IC 95%)
<1 144 (12,1) 10 6,9% (3,4% - 12,4%)
la8 433 (36,2) 36 8,3% (5,9% - 11,3%)
>8 617 (51,7) 79 12,8% (10,3% - 15,7%)
TOTAL 1194 (100,0) 125 10,5 (8,8% - 12,3%)

Foi observada uma associacao estatistica entre faixa etaria e proporcao de
positivos (p=0,02), com a prevaléncia aumentando com a faixa etaria dos animais.

Dentre as racas com caes positivos as que apresentaram maior nimero de
reagentes foram os caes Poodle e Shih-tzu, seguido dos Labradores, Pinschers e
Rotweillers. Os 288 (24,1%) cdes com raca definida representaram 30,4% do total
de animais positivos. Do total de 544 machos e 650 fémeas do estudo, 63 (11,6%)
e 62 (9,5%), respectivamente, apresentaram anticorpos anti-T. gondii.

Os titulos de anticorpos IgG dos cées foram: 16 (n=0), 32 (n=51), 64 (n=26),
128 (n=25), 256 (n=10) e > 512 (n=13).

5.1.2. Questionarios e Fatores de Risco

Dos 1194 tutores dos cées deste estudo 471 (39,4%) aceitaram responder
ao questionario e destes 65 (13,8%) foram positivos para anticorpos anti-T. gondii.
Os dados das entrevistas foram utilizados para avaliacdo dos fatores de risco para
infecc&o por T. gondii.

Os resultados da analise univariada estéo apresentados na Tabela 4. Nessa
analise, as variaveis selecionadas foram: faixa etaria (p=0,006), raca (p=0,02),
acesso a rua (p<0,001) e alimentagdo (p=0,07). Para a faixa etaria, foram
observados 5,8% (3/52) de positivos abaixo de 1 ano, 9,6% (17/177) de positivos
entre 1 e 8 anos e 18,6% (45/242) de positivos acima de 8 anos. Para a variavel

raca, 8,3% (12/145) dos cées de raca foram positivos, enquanto 16,3% (53/326) dos
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cées sem raca definida reagiram a anticorpos anti-T. gondii. Dos caes com e sem
acesso a rua, 6,4% (13/202) e 19,3% (52/269), respectivamente, foram positivos.
Em relacdo a alimentacdo foram reagentes 16,5% (48/291) dos caes que comiam
racao, 10,6% (14/132) dos caes com dieta mista e 6,2% (3/48) dos caes que comiam
comida caseira.

Tabela 4 — Resultados da analise univariada para os possiveis fatores de risco para
presenca de anticorpos anti-T. gondii em caes da grande S&o Paulo, SP, Brasil,
2022.

Variavel e categorias Negativo Positivo (%) Total y?2 p
Sexo 0,59 0,44
Fémea 233 34 (12,7) 267
Macho 173 31 (15,2) 204
Faixa etaria (anos) 10,1 0,006*
<1 49 3(5,8) 52
la8 160 17 (9,6) 177
>8 197 45 (18,6) 242
Raca 54 0,02*
Sem raca definida 273 53 (16,2) 326
Com raca 133 12 (8,3) 145
Zona 2,6 0,45
Oeste 89 19 (17,6) 108
Sul 104 17 (14,0) 121
Leste 145 22 (13,2) 167
Norte 68 7 (9,33) 75
Contato com animais 1,8 0,61
N&o 288 50 (14,8) 338
Céo 70 7(9,1) 77
Gato 38 6 (13,6) 44
Outros 10 2 (16,7) 12
Acesso arua 16,1 <0,001*
Sim 189 13 (6,4) 202
N&o 217 52 (19,3) 269
Alimentacéao 5,2 0,07*
Racéo 243 48 (16,5) 291
Mista 118 14 (10,6) 132
Caseira 45 3(6,2) 48

*Selecionados para a analise multivariada
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Os resultados da analise de regressao logistica multipla estdo mostrados na
Tabela 5.

Tabela 5 — Resultados da analise de regresséo logistica multipla de fatores de risco
para a presencga de anticorpos anti-Toxoplasma gondii em cdes domiciliados da
grande Séo Paulo, SP, Brasil, 2022.

Variavel Categoria Odds ratio IC95% OR p
(OR)
Faixa etaria
< lano*
1 a 8 anos 1,93 [0,54 — 6,98] 0,31
> 8 anos 4,25 [1,25 — 14,49] 0,02
Acesso arua
Sim*
N&ao 3,76 [1,96 — 7,19] <0,001

Raca
Sem raca definida
Com raca 0,49 [0,25 - 0,97] 0,04

*Categoria de referéncia

O modelo final de regressao logistica para prevaléncia de anticorpos anti-T.
gondii indicou faixa etaria acima de 8 anos (OR=4,25 [IC95%: 1,25 -14,49]) e ndo
ter acesso a rua (OR=3,76 [IC95%: 1,96 — 7,19]) como fatores de risco. Animais
com raca definida apresentam uma chance menor de serem positivos para
anticorpos anti-T. gondii em relagdo a animais sem raga definida (OR=0,49, [IC95%:
0,25 — 0,97)).

5.2. Neospora caninum

5.2.1 Prevaléncia de anticorpos anti-Neospora caninum

Das 1194 amostras de soro analisadas 9 (0,75%, IC95%: 0,34%-1,4%) foram
positivas para anticorpos anti-N. caninum, com titulos de anticorpos IgG de 50 (n=1),
100 (n=1), 200 (n=4), 400 (n=2) e 800 (n=1).
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A zona de procedéncia, 0 sexo, a faixa etaria e ter ou ndo raca definida dos

animais positivos a anticorpos anti-N. caninum estédo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6 - NUumero de caes positivos a anticorpos anti-N. caninum por regido de

procedéncia, sexo e idade. Regido Metropolitana de Séao Paulo, 2022.

Variaveis Total Positivo % (1C95%)
Zona

Leste 364 5 1,4 (0,4%-3,2%)

Norte 214 1 0,5 (0,01%-2,6%)

Sul 250 1 0,4 (0,01%-2,2%)

Oeste 366 2 0,5 (0,07%-1,9%)
Sexo

Fémea 650 3 0,5 (0,1%-1,3%)

Macho 544 6 1,1 (0,4%-2,4%)
Faixa Etéaria (anos)

<1 144 0 0,0 (0,0%-2,5%)

la8 433 2 0,5 (0,06%-1,7%)

>8 617 7 1,1 (0,5%-2,3%)
Racga Definida

Sim 288 3 1,0 (0,2%-3,0%)

Nao 906 6 0,7 (0,2%-1,4%)
TOTAL 1194 9 0,75 (0,34%-1,4%)

Todos os caes positivos para anticorpos anti-N. caninum estavam negativos

para T. gondii.
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6.DISCUSSAO

6.1 Toxoplasma gondii

No presente estudo, a prevaléncia de cées positivos foi de 10,5% (IC95%:
8,8 - 12,3) com 125 dos 1194 animais examinados reagentes a anticorpos anti-T.
gondii, indicando que caes domiciliados da regido metropolitana de S&o Paulo estao
expostos a infeccao por este coccidio. Este resultado foi inferior aos encontrados
por Meirelles et al. (2004) e por Dubey et al. (2007) com cées nédo domiciliados da
mesma cidade, com ocorréncia de 50,5% (101 de 200) e 35,8% (42 de 118),
respectivamente. Vale lembrar que estas comparagbes devem ser feitas com
cuidado uma vez que os métodos diagndsticos ndo foram semelhantes.

Numa revisédo sobre T. gondii em cdes no mundo todo, Dubey et al. (2020)
relatam valores de ocorréncia nos estudos realizados entre 2009 e 2020 de 1,9% a
97%. Nessa mesma revisao os valores encontrados em estudos brasileiros,
variaram de 6,7% a 88,5%. Os autores comentam que apesar de varios serem 0s
estudos no Brasil, agueles com mais de 300 cées sdo poucos e nesses valores altos
de ocorréncia foram observados e a comparacéo entre os valores encontrados nos
estudos pode ser feita com uma boa seguranca, uma vez que em grande parte
desses estudos foi utilizada a mesma prova diagndstica (RIFI) e o mesmo ponto de
corte (1:16).

No Estado de Sdo Paulo levantamentos soroepidemiolégicos nos ultimos 20
anos, realizados com cées utilizaram amostragens bastante distintas no tocante ao
namero de caes amostrados, apresentar ou ndo problemas neuroldgicos, viver em
ambiente rural ou urbano, coleta em campanhas de vacinacdo, entre outras
diferentes caracteristicas. Nesses estudos a ocorréncia de anticorpos IgG anti-T.
gondii variou de 5,1% a 50% (da SILVA et al., 2010; AGUIAR et al., 2012, LANGONI
et al., 2012; LANGONI et al., 2013; PAULAN et al., 2013; ZANETTE et al., 2014; de
SEABRA et al., 2015; OLBERA et al., 2015; SEVA et al., 2020) e, em varios deles,
fatores de risco também foram avaliados.

No municipio de Sao Paulo, um estudo realizado com cdes domiciliados e
ferais encontrou valores de 5,2% (26 de 500) e 31,6% (193 de 610),
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respectivamente (de SOUZA et al., 2006), valor inferior ao observado no presente
estudo com cédes domiciliados. A baixa prevaléncia encontrada nos cées
domiciliados, mesmo naqueles que frequentam as ruas com seus tutores é um
resultado de interesse pois indica que poucos sdo 0s cées que tem contato com
oocistos de T. gondii no ambiente ou com cistos em carnes infectadas.

Um estudo recente, realizado na regidao metropolitana do Rio de Janeiro
(ARRUDA et al., 2021), também avaliando cdes domiciliados de diferentes zonas
da cidade, encontraram prevaléncia de 34% (136/400), superior a observada na
regido metropolitana de Séao Paulo.

Em relacdo a zona de obtencao das amostras, a analise realizada com todos
0s animais amostrados (n=1194) mostrou diferenca estatistica com maiores
prevaléncias obtidas nas ZL e ZS, respectivamente, 12,9% (IC 9,6%-16,8%) e
13,2% (IC 9,3%-18,0%) e menor prevaléncia ha ZO com valor de 7,1% (IC 4,7%-
10,2%). Os valores obtidos para a ZN (8,9%; IC 5,4%-13,5%) foram semelhantes
aos da ZL, ZS e aos da ZO. Os achados indicam que T. gondii esta distribuido por
toda a regido estudada, resultado semelhante aos de Arruda et al. (2021), na regido
metropolitana do Rio de Janeiro, que ao realizarem andlise da distribuicdo espacial
da ocorréncia de caes parasitados observaram animais positivos distribuidos em
todos os pontos estudados.

Também utilizando os dados obtidos das fichas de todos os cdes observou-
se associacao estatistica entre a faixa etaria e a proporcédo de positivos, com a
prevaléncia aumentando com a faixa etaria dos animais e os caes mais velhos
apresentando maior ocorréncia de infeccao pelo T. gondii.

No presente estudo nenhum dos cées positivos apresentou titulo de
anticorpos de 16, sendo 32 o titulo mais encontrado, com 51 caes reagentes e 13
animais apresentaram titulos e >512. O encontro de um maior numero de cées
apresentando baixos titulos de anticorpos também foi descrito em estudo com cées
domiciliados atendidos em Hospital Veterinario em Cuiaba, MT, Brasil (STRITAL et
al., 2016) e em caes domiciliados do municipio do Rio de Janeiro, RJ, Brasil
(ARRUDA et al., 2021). Segundo Strital et al. (2016) titulos de 16 a 512 podem ser
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considerados titulos de contato e ndo de infeccdo aguda, indicando contato prévio
com o parasito.

A analise multivariada, realizada com os dados de 471 cées, 0s quais 0s
tutores responderam ao questionario epidemioldgico, utilizou como variaveis: sexo,
faixa etéria, ter ou ndo raca definida, zona de obtenc&o das amostras, contato com
outros animais e tipo de alimentagdo. A regressao logistica apontou a faixa etéria
(mais velhos), ndo possuir raca definida e ndo ter acesso as ruas como fatores de
risco para a infeccéo pelo T. gondii. Dos 471 cées utilizados para estas anélises 65
(13,8%) foram soropositivos para T. gondii, resultado muito semelhante ao
encontrado com a amostragem total (10,5%).

Como ja observado em outros estudos brasileiros, também amostrando cées
domiciliados (GUIMARAES et al., 2009; de MOURA et al., 2009; DANTAS et al.,
2013; LANGONI et al., 2013; BENITEZ et al., 2017, de OLIVEIRA et al., 2019) os
animais mais velhos sdo mais reagentes ao coccidio, provavelmente pela maior
chance de exposicédo ao agente com o aumento da idade.

Em relacdo a raca dos cées, possuir raca definida foi fator de protecéo para
a infeccdo pelo T. gondii. De Brito et al. (2002), Guimarées et al. (2009) e de Moura
et al. (2009) observaram, em estudos realizados no Brasil com caes domiciliados,
gue néo possuir raca definida era um fator de risco para a infec¢cao e admitem este
fato a provavel melhor assisténcia veterinaria e cuidados com a alimentacdo que
proprietario de animais com raca definida podem oferecer aos seus animais.

A regresséo logistica também apontou caes que tem acesso a rua como fator
de protecédo. Este fato é de dificil explicacdo, uma vez que a grande parte dos
estudos tem observado ser este um fator de risco para a infecgédo pelo T. gondii,
uma vez que os cdes tém maior contato com as fontes de infeccdo. Vale lembrar
gue em grande parte da regido metropolitana de Sao Paulo os caes frequentam as
ruas com seus tutores, que dificultam que estes predem outros animais, ingiram
restos de alimentos encontrados nas ruas, comportando-se muitas vezes de forma
similar aos que n&o tem acesso. Cada vez se tornam mais raros os casos de caes

gue tém acesso livre as ruas, isto €, sem o0s tutores.
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6.2. Neospora caninum

Somente 9 (0,75%, 1C95%: 0,34%-1,4%) dos 1194 soros examinados foram
reagentes a anticorpos IgG anti-N. caninum. Estudo realizado com caes do mesmo
municipio por Gennari et al. (2002), utilizando cdes com (n=500) e sem domicilio
(n=600), encontraram valores bastante superiores, respectivamente de 10% e 25%,
entretanto o método diagnostico utilizado foi o Neospora agglutination test (NAT
>25), dificultando a comparacéo dos resultados.

Os valores dos titulos de anticorpos contra N. caninum variaram de 50 a 800,
sendo 200 o titulo de maior ocorréncia. A RIFI € a prova mais utilizada para pesquisa
de anticorpos contra este coccidio e o ponto de corte na diluicdo de 1:50 o
recomendado e estes foram utilizados em 55 dos 68 estudos de ocorréncia com
caes no Brasil, sendo considerada a prova e ponto de corte padrdo para esta
espécie (revisado por CERQUEIRA-CEZAR et al., 2017)

No Brasil uma série de estudos realizados com cdes para pesquisa de
anticorpos contra este coccidio também encontraram resultados mais elevados aos
observados no presente estudo, valores variando de 3,1% a 67,6%, como
apresentado por Cerqueira-Cezar et al., (2017) em revisdo sobre N. caninum no
pais. Na mesma revisdo, cdes de ambiente urbano, quando comparados aos de
ambiente rural ou semi-rural mostraram menores valores de ocorréncia, indicando
menor oportunidade de cdes urbanos terem contato com as formas infectantes do
parasito, geralmente presentes em fetos bovinos abortados, membranas fetais,
carcacas e presas (MINEO et al.,, 2004; FRIFLUNG-PLUGGE et al., 2008; da
CUNHA et al., 2008; de MORAES et al., 2008; VALADAS et al., 2010; SOUSA et
al., 2012; SICUPIRA et al., 2012; BRUHN et al., 2012; RAIMUNDO et al., 2015)
Segunda as informagbBes obtidas através do questionario epidemioldgico,
praticamente todos os cdes amostrados somente frequentavam ambiente urbano.

Devido a baixa prevaléncia observada, analise estatistica dos achados
referentes a N. caninum ndo foram realizadas e o0s resultados somente
apresentados de forma descritiva. Entretanto, apesar da baixa prevaléncia, caes
positivos foram encontrados em todas as regibes da grande Sao Paulo, tanto

machos como fémeas e em animais com e sem raca definida. Nenhum dos caes
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com menos de um ano de idade apresentou anticorpos contra o coccidio e sete dos
nove positivos possuiam mais de oito anos, indicando, como anteriormente
comentado para T. gondii, um aumento da prevaléncia com o aumento da idade dos
animais. Varios estudos, realizados no Brasil e em outros paises, também
observaram maior prevaléncia em animais com mais idade (ANDREOTTI et al.,
2003; de OLIVEIRA et al., 2004; CAPELLI et al., 2004)

Nenhum dos caes soropositivos para N. caninum apresentavam descricédo de
problemas neurolégicos quando analisadas as fichas dos mesmos feitas pelos
veterinarios que os atenderam. Em céaes, estudos feitos em varias partes do mundo
tém demonstrado que a prevaléncia de anticorpos séricos em caes pode ser
relativamente alta, entretanto a doenca clinica € relativamente rara. Pouco ainda se
sabe sobre o porqué alguns cées desenvolvem sintomatologia clinica e outros nao,
se devido a diferencas na viruléncia dos isolados, se devido a susceptibilidade dos
hospedeiros ou se ambos os fatores estdo envolvidos. Quadros clinicos de
neosporose sédo geralmente observados em caes bastante jovens, bastante velhos

ou imunossuprimidos (DUBEY et al., 2017).
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7.CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo permitem concluir que em todas as zonas
da regido metropolitana de S&o Paulo ha caes domiciliados positivos a anticorpos
IgG anti-Toxoplasma gondii, com menor ocorréncia na regido oeste. Foram
considerados fatores de risco para a infeccao por T. gondii a idade, com caes mais
velhos com maior nimero de positivos, 0os sem raca definida e os caes que ndo tém
acesso as ruas.

A prevaléncia de anticorpos IgG anti-N. caninum foi inferior a 1%, entretanto
também para este coccidio caes positivos foram detectados em todas as zonas do

municipio.
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Anexo 1. Questionario utilizado durante as entrevistas com o0s tutores, com

informacdes dos cdes que participaram do estudo.

Paciente:

Numero de registro:
ldade:

Sexo:

Raca:

Telefone:

Alimentacéo

Caseira( ) Comercial

Mista ( ) Carnecrua (

()

)

Tem acesso a rua?

Sim( ) Ndo ( )

Somente acompanhado (

)

Convive ou conviveu com outros

animais?

Sim( ) Nao (

Se sim, com qual animal?

)

Outros( ) Gato( ) Céo(

Por quanto tempo (

)

)

Tem habito de caca?

Sim( ) Nao( )
Roedores () Aves(
Silvestres ()

)

J& teve contato com ambiente rural?

Sm( ) Nao( )
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Anexo 2. - Termo de Assentimento e Consentimento

TERMO DE ASSENTIMENTO (Elaborado de acordo com a Resolug¢éo 466/2012-
CNS/CONEP)
Projeto de mestrado Programa de Pds-Graduacgdo Stricto Sensu da Universidade

Santo Amaro — UNISA - Medicina Veterinaria — Bem-estar Animal.

Vocé esté sendo convidado a participar da pesquisa intitulada: Soroprevaléncia de
anticorpos contra Toxoplasma gondii e Neospora caninum em caes
domiciliados atendidos em Hospitais Publicos Veterinarios da regido

metropolitana de Sao Paulo

Pesquisador/Aluno responsavel: Elidia Zotelli dos Santos

Pesquisador/Professor responsavel: Solange Maria Gennari

Objetivo do projeto: Cées podem se infectar pelos protozoarios Toxoplasma gondii
e Neospora caninum. Pouco se sabe sobre prevaléncia e fatores de risco para
infecgao por T. gondii e N. caninum em cées urbanos no estado de Sao Paulo. Os
cées sdo o principal animal de companhia no Brasil e podem desempenhar um
papel importante na cadeia epidemiolégica da infeccdo por estes coccidios. O
presente trabalho tem por objetivos determinar a soroprevaléncia de anticorpos anti-
T. gondii e N. caninum em cées domiciliados da regido metropolitana de Sao Paulo,
atendidos nos Hospitais Publicos Veterinarios e identificar fatores de risco para as

infec¢Oes analisando fatores pertinentes aos caes e ao ambiente onde vivem.

1.Envolvimento na pesquisa: Para realizagdo deste trabalho usaremos os
seguintes métodos: aplicacdo de questionario sobre ambiente e modo de vida do
céo e coleta de material biolégico - via venopuncdo — sangue do seu cdo. Sendo
assim, o (a) Senhor (a) Permitira uma coleta de sangue via venosa, que possa
eliminar eventuais acometimentos a saude do animal, e respondera ao questionario

de uma péagina. O (a) Senhor(a) tem liberdade de se recusar a participar e ainda se
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recusar a continuar participando de qualquer fase da pesquisa, sem qualquer
prejuizo do seu animal. Sempre que quiser podera pedir informacdes sobre a
pesquisa através do telefone 011 97367-7277 com a Aluna Elidia Zotelli ou pelo e-
mail elidia.zotelli@gmail.com. Se necessario, podera entrar em contato com

Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA).

2. Confidencialidade: Seu nome assim como todos os dados que Ihe identifiquem

serdo mantidos sob sigilo absoluto, antes, durante e apds o término do estudo.

3. Riscos e Desconfortos: Quanto aos riscos e desconfortos, a participacao nesta
pesquisa nao traz complica¢fes legais, sendo que o pesquisador prestard todo o
atendimento necessario para que o animal ndo seja prejudicado. Os procedimentos
adotados nesta pesquisa obedecem aos principios éticos no uso de animais,
elaborados pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
(CONCEA), sobre a utilizacdo de animais em atividades educacionais e em
experimentos que envolvam espécies definidas na Lei 11.794/2008.

Caso vocé venha a sentir desconfortavel, comunigue ao pesquisador para que
sejam tomadas as devidas providencias (parar coleta, e n&do responder o

questionério).

4. Beneficios esperados com resultado dessa pesquisa: exame realizado sem
custo, se apresentar interesse em receber o resultado, podera ser enviado ao final
do estudo. O levantamento de fatores de riscos e areas com maior prevaléncia das
doencas que serdo pesquisadas, gerardo medidas preventivas a fim de prevenir

que futuros pacientes caninos nao contraiam a doenca.

No curso da pesquisa vocé tem 0s seguintes direitos: a) garantia de esclarecimento
e resposta a qualquer pergunta; b) liberdade de abandonar a pesquisa a qualquer
momento, mesmo que seu pai ou responsavel tenha consentido sua participacao,
sem prejuizo para si ou para o tratamento do seu céo; c) garantia de que caso haja

algum dano a sua pessoa, 0s prejuizos serdo assumidos pelos pesquisadores ou
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pela instituicdo responsavel inclusive acompanhamento médico e hospitalar (se for
0 caso).

Caso haja gastos adicionais, eles serdo absorvidos pelo pesquisador. Nos casos de
davidas vocé devera falar com seu responsavel, para que ele procure o0s
pesquisadores, a fim de resolver seu problema (informar nome, endereco
profissional e telefone do pesquisador responsavel e de toda equipe). Comité de
Etica em Pesquisa — Unisa. Rua Prof. Enéas de Siqueira Neto, 340 cep: 04829-300
Séo Paulo - SP Fone: (11) 2141-8687 www.unisa.br 2 Caso suas duvidas nao sejam
resolvidas pelos pesquisadores ou seus direitos sejam negados, favor recorrer ao
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade de Santo Amaro, localizado & Rua
Prof. Enéas de Siqueira Neto, 340, Jardim das Imbuias, Sdo Paulo- SP. Telefone

11-2141.8687 ou ainda através do e-mail: pesquisaunisa@unisa.br.

Assentimento Livre e Esclarecido

BU oo (nome completo do menor), apas ter recebido
todos os esclarecimentos e meu responsavel assinado o TCLE, concorda em
participar desta pesquisa. Desta forma, assino este termo, juntamente com o
pesquisador, em duas vias de igual teor, ficando uma via sob meu poder e outra em
poder do pesquisador.

Local, data.

F ST [ 0= L0 - VPP

Assinatura do pesquisador
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Anexo 3 - Termo de doacdo de amostras bioldgicas

S&o Paulo, 20 de outubro de 2021

Prezado (a) Sr.(a)
Coordenador(a) da CEUA

Eu, Luciano Henrique Giovaninni, proprietério do laboratério Lead — auxilio ao diagnéstico
veterinario, localizado na Av. Gal. Ataliba Leonel, 3080, Sdo Paulo-SP, sob CNPJ 16.941.481- |, _
0001/70, estou ciente de que as amostras de soro e plasma colhidas neste estabelecimento serdo 4 A
doadas para os Projetos: *Pesquisa sorologica em caes para bactérias do género Rickettsia em
areas negligenciadas na regido metropolitana de Séo Paulo, SP, Brasil" e “Soroprevaléncia de
anticorpos contra Toxoplasma gondii € Neospora caninum em caes domiciliados atendidos em
Hospitais Publicos Veterinarios da regido metropolitana de S&o Paulo”, no qual serdo utilizadas
para sorodiagnstico, sob orientagdo dos docentes Dr. Jonas Moraes Filho e Dra. Solange Maria
Gennari. Declaro que estou ciente das propostas das pesquisas apresentadas.

Sem mais
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