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INTRODUCAO

A encefalitozoonose é uma doenga zoondtica
causada pelo Encephalitozoon cuniculi, um para-
sita intracelular obrigatdrio e oportunista, perten-
cente ao Phylum Microsporidia da familia
Unikaryonidae, caracterizado por produzir espo-
ros infectantes (DOBOSI et al., 2024). Este mi-
crorganismo possui ampla distribuicdo global e
grande variedade de hospedeiros, sendo o coelho

(Oryctolagus cuniculus) seu maior reservatério
(DOBOSI et al., 2022). Além disso, ocorre em
roedores selvagens, carnivoros, ruminantes, pri-
matas ndo humanos e no homem (Figura 12.1).
A microsporidiose, causada por este patdgeno,
tem adquirido relevancia tanto na medicina ve-
terinaria como na salde publica, devido ao seu
potencial zoonoGtico e a crescente identificacdo
de casos em animais domésticos (CODECEIRA
etal., 2023; SAK et al., 2021).

Figura 12.1 Transmissdo de E. cuniculi entre diferentes hospedeiros
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Fonte: MAGALHAES et al., 2022.

Biologia e ciclo de vida

O parasita E. cuniculi ndo possui mitocon-
drias e outras organelas tipicas de células euca-
ridticas e seu ciclo de vida é baseado na espo-
rulacdo e invasdo intracelular (SAK et al.,
2022). Os esporos de E. cuniculi sdo resistentes
ao meio ambiente e sdo eliminados na urina de
hospedeiros infectados, facilitando sua trans-
missdo. Uma vez ingeridos ou inalados pelo
hospedeiro, a espora é pressionada através de
um conjunto de estimulos que resulta em um
aumento da pressdo osmdtica que conduz a
eversdo e a extrusdo mecanica do tubo polar e a
consequente invasdo da célula quebrada, atra-
vés de um invaginacdo na forma do canal da

membrana plasmatica da célula hospedeira, (Fi-
gura 12.2) (HAN et al., 2020; BOHNE et al.,
2011). Posteriormente, os merontes se diferen-
ciam no interior através da aquisicdo da parede
de esporas resistentes e do tubo polar especifico
em seu interior, dando lugar a formacéo de es-
poras e, posteriormente, esporas maduras (es-
porogonia) (BOHNE et al., 2011). Com a for-
macao e 0 acimulo de esporas dentro do espaco
intracelular, as células eventualmente se rom-
pem e liberam esporas nos espacos extracelula-
res, propagando a infeccdo em nivel local para
células veias e em nivel geral por meio da inva-
sdo do sistema vascular. Assim, érgdos brancos
de E. cuniculi sdo aqueles que apresentam
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grande fluxo sanguineo que contém a formacéo
de lesdes granulomatosas no nivel renal, ocular,
figado, coracdo, pulmdes e cérebro (CODE-
CEIRA et al., 2023; SAK et al., 2021; HAN et
al., 2020; LATNEY et al., 2014). Em coelhos,
foram identificadas duas vias principais de

Figura 12.2 Invasao da célula hospedeira por E. Cuniculi

transmissao: a via horizontal, através da conta-
minacédo de excre¢des ou inalagdo de esporos, e
a via vertical ou transplacentaria, da mae para a
prole (DOBOSI et al., 2024; MAGALHAES et
al., 2022).
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Patogenia

Em coelhos, E. cuniculi tem predilecdo es-
pecial por sistema nervoso central (SNC), rins
e olhos, mas tambem j& esteve previamente lo-
calizado no figado e no coragdo. A inflamacao
granulomatosa nesses 0rgaos é a manifestacao
tipica da infeccdo. A patogénese baseia-se na
capacidade do parasita de escapar das defesas
imunoldgicas do hospedeiro e persistir cronica-
mente nos tecidos, causando dano celular pro-
gressivo (SAK et al., 2024; SAK et al., 2021).
Em resposta a infec¢do por microsporidios, o
sistema imunolodgico inato serve como primeira
linha de defesa e permite a eliminacgdo parcial
do parasita através de celulas imunes inatas
(macrofagos, neutrofilos, células dendriticas e
células natural killer) (CARRIERE et al., 2023).

Apos a infecgdo, as células infectadas indu-
zem a liberagdo pelos linfécitos T tipo 1 CD4™,
de citocinas como interleucina 12 (IL-12) e in-
terferon gama (IFN-y), estabelecendo uma
resposta imune mediada por linfécitos T cito-
toxicos CD8*, que destroem células infectadas,
através da via da perforina (KHAN et al.,
2001). A imunidade humoral através da pro-
ducdo de imunoglobulinas contra este pato-
geno também estd presente. Na verdade, pa-
rece que os maiores titulos de anticorpos estdo
relacionados a fase aguda da infeccéo, pois,
nesta fase, € esperada uma multiplicagdo mais
acentuada de esporos (DALBONI et al., 2021).

Os sintomas clinicos expressos no coelho
sdo principalmente:
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1. Neuroldgico: a invasdo do SNC pode
causar encefalite, levando a sintomas neurolo-
gicos como inclinacdo da cabeca, ataxia, nis-
tagmo, paresia, tremores, convulsdes com ou
sem balango e paralisia dos membros posterio-
res com incontinéncia urinaria (DOBOSI et al.,
2024; MEREDITH & RICHARDSON, 2015).

2. Renal: infecgéo renal, que se manifesta
como nefrite intersticial cronica, polidria, poli-
dipsia e insuficiéncia; geralmente é dificil de
observar, mas contribui para a excregéo prolon-
gada de esporos (DOBOSI et al., 2024;
OZKAN et al., 2021).

3. Ocular: o envolvimento ocular é outra
manifestacdo especifica, podendo causar uveite,
catarata ou cegueira (LIN et al., 2022).

Diagnostico

O diagnostico de E. cuniculi em coelhos e
outros animais domésticos inclui diversas téc-
nicas:

- Sorologia: método padrdo que pode aju-
dar a avaliar se houve exposicdo do animal ao
patégeno ou infeccdo ativa. As técnicas sorolé-
gicas utilizadas sdo o0 ensaio imunoenzimatico
(ELISA), o teste de anticorpo por fluorescéncia
indireta (RIFI), imunoensaio de carbono (CIA),
analise de Western blot e medicdo de proteina
C reativa (DOBOSI et al., 2024; WANG et al.,
2022).

- PCR: PCR nested e em tempo real pro-
varam ser as mais bem-sucedidas na detecgéo
de DNA do microrganismo parasita a partir de
amostras de tecidos ou fluidos corporais, mas a
sensibilidade deste método ainda estd sendo
questionada (DOBOSI et al., 2024)

- Histopatologia: sdo constatadas lesdes
de meningoencefalite granulomatosa e nefrite
intersticial cronica, bem como a presenca de es-
poros em Orgdos-alvo (DOBOSI et al., 2024:
DOBOSI et al., 2022).

Tratamento e controle

O tratamento para E. cuniculi em coelhos
baseia-se no uso de antiparasitarios, como al-
bendazol e fenbendazol por via oral em doses
de 20 mg/kg de peso corporal por dia durante
28 dias, mas também em conjunto com anti-
inflamatdrios esteroides, antibioticos, sedati-
vos, antieméticos, medicamentos topicos ocu-
lares e terapia de suporte, dependendo da gra-
vidade do caso. Foi demonstrado que eles re-
duzem a carga parasitaria e aliviam os sinto-
mas clinicos. No entanto, o tratamento pode
ndo erradicar completamente o parasita e 0s
animais infectados podem permanecer porta-
dores crénicos (SAK et al., 2021; LATNEY et
al., 2014).

A prevencdo da infeccdo € um aspecto
muito importante e deve ser levado em conta,
uma vez que uma doenca aguda pode causar a
morte. O controle da microsporidiose em po-
pulagdes animais inclui medidas de biossegu-
ranga, como isolamento de animais infectados,
desinfeccdo de areas contaminadas e melhoria
das condigoes de manejo (DOBOSI et al.,
2022; WANG et al., 2022).

Epidemiologia
A soroprevaléncia de E. cuniculi no coelho
doméstico (Oryctolagus cuniculus domesticus)
varia amplamente de 7,7 a 71%. Os surtos em
col6nias de coelhos geralmente sdo resultado
de mé higiene, elevada densidade populacio-
nal e estresse imunologico (WILCZYNSKA
et al.,, 2023; MAKITAIPALE et al., 2022;
MENG et al., 2015). A prevaléncia geral da
microsporidiose em humanos é de cerca de
10%, com frequéncias altamente variaveis de-
pendendo da populagdo considerada (origem
geografica, faixas etarias, estado imunoldgico,
sintomas) ou do método de diagnostico utili-
zado (sorologia, biologia molecular, micros-
copia). E. cuniculi é um agente oportunista
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que afeta principalmente pessoas com sistemas
imunitarios enfraquecidos, como pacientes com
VIH/SIDA, ou individuos submetidos a trata-
mentos imunossupressores (CARRIERE et al.,
2023).

No Equador, a producdo de coelhos estad em
constante crescimento, sendo uma fonte de
renda familiar, portanto, as medidas de biosse-
guranca, manejo e interagcdo do coelho com o
homem desde a criagéo, producdo, comerciali-
zacdo, consumo ou manutengdo como animal
de estimacdo, constituem um fator de risco con-
sideravel para seu contagio. Por estas razfes, é
importante destacar o potencial zoonético uma
vez que sua transmissao é realizada através de
esporos que estdo presentes na urina, nas fezes,
nos alimentos contaminados e atraves do con-
sumo de carne de coelho contaminada.

Portanto, o objetivo deste estudo foi verifi-
car a presenca ou a auséncia de anticorpos con-
tra E. cuniculi em coelhos (Oryctolagus cunicu-
lus), aparentemente higidos ou com sintomas
nervosos associados a doenca, por meio de imu-
noensaio enzimatico ELISA e estimar os fatores
de risco associados a apresentacdo da doenca
em quatro mercados do Distrito Metropolitano
de Quito.

METODO

O estudo transversal foi feito em quatro
mercados do Distrito Metropolitano de Quito
(DMQ), na provincia de Pichincha, no norte do
Equador (Figura 12.3). Os mercados foram
eleitos em razdo dos que comercializam grande
guantidade de animais.

Procedimentos de pesquisa

Foram estudadas 385 amostras de sangue
coletadas de coelhos, assintomaticos e com sin-
tomas nervosos compativeis com a doenca, da

seguinte maneira: La Ofelia (90 amostras),
Chiriyacu (90), Calderon (95) e San Roque
(90). Todos os proprietarios dos animais de-
ram seu consentimento para coletar amostras
de sangue dos coelhos. Ademais, um docu-
mento com informagdes sobre o estudo e um
consentimento informado foram entregues a
cada proprietério voluntario. O estudo atendeu
aos critérios de pesquisa envolvendo amostras
de animais foi aprovado pelo Comité de Etica
Veterinaria da Facultad de Medicina Veteri-
naria y Zootecnia da Universidad Central del
Ecuador (FMVZ-UCE). O quadro clinico foi
classificado em sintomético, apresentando si-
nais especificos de encefalitozoonose (sinto-
mas neuroldgicos, renais ou oculares), ou as-
sintomaético, quando os coelhos eram clinica-
mente saudaveis ou apresentavam sintomas
inespecificos (doencas dentérias, Opticas, gas-
trointestinais, respiratorias ou cuténeas).
Como passo inicial, os coelhos receberam
0,01 mg/kg de maleato de acepromazina e 3
mg/kg de tramadol por via intramuscular para
tranquilizacdo. Posteriormente, foram coleta-
dos 1,5 ml de sangue de cada animal em fras-
cos sem anticoagulante, por puncéo da veia ju-
gular. As amostras de sangue foram marcadas
e centrifugadas a 2500 rpm para extracdo do
soro e congeladas a -8 °C. Todas as amostras
foram analisadas por imunoensaio enzimatico
ELISA. Para o processamento foi utilizado o
kit comercial ELISA E. cuniculi da Medicago
AB Laboratdrios, de acordo com o protocolo
fornecido.

Analise de dados
Os dados dos coelhos amostrados (idade,
sexo, tipo de abastecimento de agua, alimen-
tacdo) foram mantidos no registro e assinado
um codigo por mercado no Microsoft Excel®
através do uso de tabelas dindmicas. Além
disso, utilizou-se o software SPSS® verséo
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19.0 para a distribuicéo de frequéncias e preva-
Iéncia. A andlise multivariada foi realizada em
relagdo as varidveis determinadas versus aque-
las positivas para E. cuniculi, por meio do cal-
culo do Odds ratio (OR), com intervalos de

confianca (IC) de 95%. No estudo, todos 0s
valores de p menores que 0,05 (p < 0.05) fo-
ram considerados estatisticamente significati-
VOS.

Figura 12.3 Mapa guia dos mercados do Distrito Metropolitano de Quito, Pichincha, Equador (2024)

Legenda: Mercados do DMQ, 1. Calderén, 2. La Ofelia, 3. San Roque 4. Chiriyacu. Fonte: Geoportal Quito, 2024.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Soroprevaléncia

Dos 385 coelhos selecionados, 96 foram po-
sitivos (24,93%, IC 95% 22,3 a 27,4). No Mer-
cado La Ofelia, os casos positivos foram 36/90
(40%, IC 95% 37,9 a 44,3), no Mercado Chiri-
yacu 21/90 (23,33%, IC 95% 22,1 a 24,7), no
Calderon 23/95 (24.21%, 1C 95% 22,9 a 28,2),
e San Roque 16/90 (17.18%, IC 95% 13,7 a
20,4) (Figura 12.4). Este estudo determinou a
soroprevaléncia de E. cuniculi, sendo os valores
obtidos inferiores as médias estimadas em Vvé-
rios estudos em nivel regional e mundial. Estu-
dos na Roménia determinaram a prevaléncia na
regido noroeste através de diagnostico sorolo-
gico, onde 35,5% dos coelhos domésticos fo-
ram determinados como positivos para a doenga
(DOBOSI et al., 2024). Em populagdes da Ale-
manha, foi detectado em 43,5% mediante imu-
nofluorescéncia indireta (HEIN et al., 2014).
Valores ainda mais elevados foram determina-
dos na Itélia, com 67,2% de animais positivos

(DIPINETO et al., 2008), Eslovénia, com 65,6%
(SKRBEC et al., 2023), e Reino Unido, com
51,5% (KEEBLE & SHAW, 2006). Na Ameé-
rica do Sul, especificamente no Brasil, o es-
tudo realizado por Berger et al. (2015), através
da técnica de ELISA, determinou um total de
81,7% de um total de 186 coelhos de estima-
cao.

A prevaléncia por idade apresentou dife-
rengas significativas (32/273 vs 64/112, p <
0,05), coelhos de mais de trés meses foram po-
sitivos em um 57,14% (IC 95% 48,2 a 65,7) e
menores a trés meses 11,72% (IC 95% 9,5 a
13,8), Com relagdo a idade, nosso estudo apre-
senta semelhanga com Dipineto et al. (2008) e
Lavazza et al. (2016), nos quais coelhos com
mais de 3 meses apresentaram soropositivi-
dade maior em comparagédo aos animais mais
jovens, uma vez que a imunidade passiva atra-
vés de anticorpos maternos simplesmente dei-
Xou de estar presente. A prevaléncia por gé-
nero ndo apresentou diferencas significativas
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(43 vs 53, p > 0,05). Os coelhos femininos fo-
ram positivos em um 27,56% (IC 95% 24,2 a
30,8) e os coelhos masculinos em 23,14% (IC
95% 21,5 a 24,8). Com relagdo ao género, ndo
parece haver associacdo estatistica observada

nos estudos de Keeble e Shawn (2006), Dipi-
neto et al. (2008) e Shin et al. (2014), onde
diferentes racas foram afetadas na mesma me-
dida sem condicao de género.

Figura 12.4 Soroprevaléncia de E. cuniculi em coelhos de mercados da Cidade de Quito, Equador (2024)
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Legenda: Percentagem de animais positivos para E. cuniculi (a), positivos por mercado (b).

Anélise de risco

As informacdes sobre as caracteristicas da
populacdo de coelhos e as anéalises de regressao
logistica multivariada das associagdes entre an-
ticorpos para E. cuniculi e os diferentes critérios
consultados sdo apresentadas na Tabela 12.1.
A analise multivariada mostrou que o risco au-
mentou na faixa etaria > 3 meses, onde foram

Tabela 12.1 Analise de regressdo logistica multivariada

significativos (OR 2.9, IC 95% 1.3 - 5.2) a pre-
senca de sinais nervosos (OR 3.2, IC 95% 0.90
—11.1), os cubiculos com acesso limitado ao
exterior (OR 3.42, 2.34 — 7.42) e as plantas co-
letadas no mesmo criadouro (OR 3.1, IC 95%
1.4-6.8).

Soropositivo

Variaveis Total (n) () Valor p OR (IC 95 %)
ldade < 3 meses 273 32 - Referéncia
> 3 meses 112 64 0,005** 2.9 (1.3-5.2)
Feminino 156 43 - Referéncia
Sexo Masculino 229 53 0,442 0,8 (0,4-1,4)
Mestigo 230 69 0,464 1,3 (0,7-2,6)
Raca de coelho Californiana 87 12 0,224 1,6 (0,8-3,1)
Outro 68 4 - Referéncia
o Sim 15 12 0,006** 3,2(0,9-11,1)
Sinais nervosos . —
Né&o 370 84 - Referéncia
_ Cublculos com acesso 342 91 0032* 3,42 (234-7.42)
Alojamento limitado ao exterior
Livre acesso ao exterior 43 5 - Referéncia
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Plantas coletadas no

. 314 92 0,004** 3.1(1.4-6.8)
mesmo criadouro
Alimentacéo Plantas adquiridas em
feiras de comercializa- 71 4 - Referéncia
¢éo
Plantas selvagens sao Sim 282 64 0,911 1.0 (0.5-2.0)
dadas diariamente Nao 32 28 - Referéncia
As raizes sdo forneci- Sim 48 37 0,151 0,6 (0,3-1,0)
das diariamente N&o 337 59 - Referéncia
Legumes sdo dados Sim 24 15 0,505 1,3 (0,6-2,6)
diariamente Néo 361 81 - Referéncia
As frutas sdo dadas Sim 15 6 0,212 0,6 (0,2-1,4)
diariamente Né&o 370 90 - Referéncia
) i Sim 345 89 0,214 0.19 (0,10-2.8)
Uso de &gua potével - —
Néo 40 7 - Referéncia

Legenda: *Diferenca significativa p < 0.05; ** Diferenca altamente significativa p < 0.010.

Analisando os fatores de risco estimados, 0s
cubiculos com acesso limitado ao exterior (p <
0,05) e a coleta de plantas do mesmo incubato-
rio apresentaram maior positividade para E. cu-
niculi (p < 0,010), isso se deve ao fato de que
no ambiente o esporo é bastante resistente de-
vido a sua parede formada por uma camada in-
terna com quitina e uma camada externa enri-
quecida em proteinas (BOHNE et al., 2011). O
esporo pode sobreviver até 6 semanas a 22 °C
fora do corpo do hospedeiro e ainda mais tempo
em ambientes aquaticos, como aguas de valas e
aguas de rios, na temperatura adequada (LI et
al., 2003). Somado a isto, a superlotagéo das ex-
ploragdes artesanais, com uma elevada taxa de
densidade animal, onde os coelhos tém contacto
continuo com fezes e urina contaminadas, ao
contrario das exploragcfes comerciais, facilita a
infeccdo, devido as condigdes sanitarias mais
baixas que normalmente séo geridas (WANG et
al., 2018; NEUMAYEROVA et al., 2014).

Em relacédo a alimentagdo com dietas suple-
mentadas com tubérculos, frutas e hortalicas,
ndo houve significancia estatistica, o que di-
verge dos resultados apresentados por Wang et

al. (2018), possivelmente pela sua baixa suple-
mentacgéo devido aos custos que representam.

CONCLUSAO

A encefalitozoonose € uma doenca soro pre-
valente em coelhos nos mercados de Quito, cau-
sada por E. Cuniculi o que representa um risco
significativo tanto para a salde dos animais
como para a zoonose em humanos, especial-
mente em pessoas imunossuprimidas. A detec-
cao de 24,94% de casos positivos sugere uma
elevada circulacdo do parasita neste ambiente,
0 que pode estar relacionado a préaticas inade-
quadas de manejo, falta de controle sanitario e
mas condicdes higiénicas. E crucial implemen-
tar programas de vigilancia epidemiologica,
educacéo para vendedores e criadores e melho-
res condicdes sanitarias nos mercados para re-
duzir a propagacéo desta doenca e melhorar o
bem-estar animal. Além disso, seria necessario
gerar novos estudos que avaliassem a possibili-
dade de transmissdo entre animais e humanos
em diferentes mercados e desenvolver estrate-
gias preventivas para minimizar o seu impacto.
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