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RESUMO

A neosporose é uma doenca parasitaria causada por Neospora caninum,
responsavel por abortos e falhas reprodutivas em caprinos. O objetivo neste
estudo foi avaliar a distribuicdo de N. caninum por histopatologia, imuno-
histoquimica (IHQ) e PCR em diferentes tecidos de caprinos machos fetos,
jovens e adultos congenitamente infectados e sem manifestacdo clinica de
neosporose. Os 12 caprinos foram congenitamente infectados por transmissao
transplacentéria enddgena. Les6es microscopicas compativeis com neosporose
foram observadas em musculatura esquelética, coragdo e sistema nervoso central
(SNC). A inflamagdo linfoplasmocitaria foi o achado mais frequente na
musculatura esquelética e no miocardio, algumas vezes associada a calcificagdo
e a macréfagos, além de células gigantes multinucleadas no miocardio. Pela IHQ
foram visualizados cistos na musculatura esquelética de dois fetos e no coragéo
de um macho com quatro meses de idade, taquizoitos foram observados na
lingua de um dos fetos. As lesdes no SNC sdo compativeis com neosporose e
foram mais acentuadas em um feto e um adulto, a IHQ foi positiva para N.
caninum em trés fetos e dois adultos. Das 171 amostras de tecidos positivas na
PCR para N. caninum, 73,1% foram de grupos de musculos esqueléticos,
coragdo e sistema nervoso. A maior porcentagem de detecgdo pela PCR foi
observada nos fetos e em dois caprinos jovens e adultos. N. caninum teve 5,6
vezes mais chances de estar presente nos tecidos de fetos do que nos de jovens e
adultos. Nos fetos, N. caninum possuiu predilegdo por musculatura esquelética
em relacdo ao coragdo; na musculatura esquelética houve predilecdo pelos
musculos téraco-abdominais; foram maiores as chances de se detectar DNA de
N. caninum na musculatura esquelética em relacdo ao sistema nervoso,
reprodutor e demais 6rgdos (pulmdo, figado, rim, bago, linfonodo mesenteérico,
timo, adrenal e pele). Os caprinos jovens e adultos tiveram todas as amostras de
coracdo positivas na PCR. Estatisticamente, houve maior chance de N. caninum
ocorrer no coragdo em relagdo a todos os outros tecidos analisados. Maiores
foram as chances de N. caninum também ocorrer nos misculos esqueléticos em
relacdo ao sistema reprodutor e demais 6rgdos. Em todos os caprinos, 0
telencefalo foi a porcéo do sistema nervoso com mais resultados positivos pela
PCR (58,3%). Os achados obtidos com o presente estudo demonstraram que o
DNA de N. caninum teve maior chance de ser encontrado nos tecidos de fetos do
que nos de jovens e adultos. Os tecidos de eleicdo para diagnodstico da
neosporose foram os da musculatura esquelética, coragdo e SNC. O sistema
reprodutor foi o grupo de tecido com menor indice de amostras positivas na
PCR, sugerindo que a transmissdo venérea pode ndo ser importante em caprinos.

Palavras-chave: Encefalite. Miocardite. Miosite. Neosporose. Protozooses.



ABSTRACT

Neosporosis is a parasitic disease caused by Neospora caninum,
responsible for abortions and reproductive failure in goats. The aim of this study
was to evaluate the distribution of N. caninum by histopathology,
immunohistochemistry (IHC) and PCR in different tissues of male fetuses,
young and adult goats congenitally infected and without clinical signs of
neosporosis. The 12 goats were congenitally infected by endogenous
transplacental transmission. Microscopic lesions compatible with neosporosis
were observed in skeletal muscle, heart and central nervous system (CNS).The
most  frequent finding in skeletal muscle and myocardial was the
lymphoplasmacytic inflammation and sometimes it was associated with
calcification and macrophages, besides giant cells in the myocardial. Cysts were
seen by IHC, in skeletal muscle of two fetuses and in the heart of a four-month-
old male, tachyzoites were observed in the tongue of one fetus. The lesions in
the CNS are consistent with neosporosis and were more severe in one fetus and
one adult, the IHC was positive for N. caninum in three fetuses and two adults.
Of the 171 PCR positive samples for N. caninum, 73.1% were from groups of
skeletal muscles, heart and nervous system. The highest percentage of PCR
detection was observed in fetuses and in two young and adults goats. N. caninum
had 5.6 times more chances to be present in fetal tissues than in young and
adults. In fetuses, N. caninum had predilection for skeletal muscle than the heart;
in skeletal muscle there was predilection for thoracoabdominal muscles; it was
more likely to detect DNA of N. caninum in skeletal muscle than in the nervous
and reproductive systems and other organs (lung, liver, kidney, spleen,
mesenteric lymph node, thymus, adrenal and skin). Young and adult goats had
all heart samples positive in PCR. Statistically, there was a higher chance of N.
caninum occur in the heart when compared to all other analyzed tissues. Greater
were the chances of N. caninum also occur in skeletal muscles in relation to the
reproductive system and other organs. In all goats, telencephalon was the
nervous system portion with more positive results by PCR (58.3%). The findings
achieved with this study showed that the N. caninum DNA was more likely to be
found in fetal tissues than in young and adult goats. The best tissues for
diagnosis of neosporosis were the skeletal muscles, heart and CNS. The
reproductive system was the tissue group with the lowest rate of positive PCR
samples, indicating that venereal transmission may not be important in goats.

Keywords: Encephalitis. Myocarditis. Myositis. Neosporosis. Protozoosis.
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1 INTRODUCAO GERAL

A neosporose é uma doencga parasitaria causada por Neospora caninum,
um protozoario do filo Apicomplexa, que foi reconhecido pela primeira vez em
cdes (DUBEY et al., 1988). Desde entdo, a neosporose tem sido considerada
uma importante causa de aborto em bovinos, com graves prejuizos econdémicos
em todo o mundo (DUBEY; SCHARES, 2011).

No estado de Minas Gerais a infecgdo por N. caninum tem sido
demonstrada tanto em estudos de soroprevaléncia como na forma de doenca
clinica. Um estudo de soroprevaléncia, em cées, revelou que 11,4% dos animais
foram positivos para N. caninum. A maioria dos cdes positivos era de areas
rurais sugerindo que, em bovinos de fazendas leiteiras com histérico de aborto,
ocorre importante transmissdo horizontal de N. caninum e que a placenta e 0s
fetos bovinos sdo importantes fontes do agente para a manutencdo da doenca na
populacdo canina (NOGUEIRA et al., 2013).

Apesar de N. caninum ser considerado um importante agente infeccioso,
responsavel por abortos ou falhas reprodutivas em bovinos de todo o mundo
(DUBEY; SCHARES, 2011; DUBEY; SCHARES; ORTEGA- MORA, 2007),
sua relevancia epidemioldgica, clinica e econbmica, em pequenos ruminantes,
permanece pouco compreendida (ARRANZ-SOLIS et al., 2015). Contudo,
estudos recentes em pequenos ruminantes sugerem que a neosporose pode ser
uma causa de aborto mais importante do que tem sido considerada (ARRANZ-
SOLIS et al., 2015; ARRANZ-SOLIS et al., 2016; MESQUITA et al., 2013;
PORTO et al., 2016).

Em rebanhos caprinos foi observada soroprevaléncia de 10,7% para N.
caninum e foi demonstrado que cabras soropositivas possuem 3,5 vezes mais

chances de abortar do que cabras soronegativas (VARASCHIN et al., 2011). A
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doenca clinica na forma de abortos e natimortos foi descrita em bovinos
(ORLANDO et al., 2013) e caprinos (MESQUITA et al., 2013).

A infeccdo de varios hospedeiros intermediarios (HI) é comum, mas a
doenga clinica é rara (DUBEY; SCHARES, 2011). Acredita-se que a viruléncia
pode estar relacionada a cepa de N. caninum, no entanto, a maior parte desses
estudos foi realizada em camundongos, com taquizoitos derivados de cultivo
celular (REGIDOR-CERRILLO et al., 2011), o que pode ndo demonstrar a
realidade, pois os isolados de N. caninum mantidos in vitro por longo tempo
podem sofrer alteragdo em relacdo & sua viruléncia e a outras caracteristicas
biolégicas (DUBEY; SCHARES, 2011).

Poucos estudos tém sido realizados acerca da patogenia da neosporose.
A determinagdo dos tecidos de HI com maior probabilidade de conter cistos
teciduais de N. caninum pode ser uma ferramenta importante para o diagndstico,
0 entendimento da patogenia e para a adocdo de medidas preventivas da
neosporose (TOSCAN et al.,, 2012). Em caprinos machos, jovens e adultos,
foram observadas lesdes de gliose, manguitos perivasculares e focos de
inflamacéo granulomatosa no sistema nervoso central (SNC), associadas ou ndo
a presenca de cistos de N. caninum. Tais resultados foram considerados
importantes para a participacdo do macho na epidemiologia da neosporose em
rebanhos caprinos (COSTA et al., 2014). Além disso, nos HI podem ser
observados cistos parasitarios em tecidos além do SNC. A ocorréncia de cistos
na musculatura esquelética de HI possui grande importancia epidemioldgica
devido ao consumo por predacdo de caninos, que sdo os hospedeiros definitivos
(PETERS et al., 2001). Em caprinos foi observado, por meio da PCR, DNA de
N. caninum no diafragma de dois de 181 (1,1%) cabritos abatidos para consumo
na Roménia (SUTEU et al., 2013). Em cabras naturalmente infectadas foi

identificado DNA de N. caninum em VArios tecidos, com maior positividade em
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musculatura esquelética, a qual possui 1,6 vezes mais chance de conter DNA do
parasito que outros tecidos/6rgdos (NAKAGAKI, 2014). Neste estudo, porém,
poucas lesdes foram encontradas no SNC, diferente do relatado em caprinos
machos (COSTA et al., 2014). N&o h& estudos que avaliam se 0 comportamento
de N. caninum é igual em fémeas e machos, uma vez que a recrudescéncia de
cistos parasitarios durante a gestacdo € importante para a transmissao vertical da
neosporose e reativacdo da infecgdo. O comportamento e a distribuicdo de N.
caninum em machos ainda ndo foram estudados, sendo realizados somente
poucos estudos sobre a eliminagdo do agente via sémen em bovinos (FERRE et
al., 2005; SERRANO-MARTINEZ et al., 2007ab) e ovinos (SYED-HUSSAIN
et al.,, 2013), demonstrando que a contaminagdo horizontal via sémen ndo é
importante.

O objetivo neste estudo foi avaliar a distribuicdo de N. caninum por
histopatologia, imuno-histoquimica e PCR em diferentes tecidos de caprinos
machos fetos, jovens e adultos, congenitamente infectados e sem manifestacdo
clinica de neosporose e comparar a positividade entre os tecidos dos fetos e

caprinos adultos para N. caninum.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Neospora caninum

N. caninum é um parasito pertencente ao filo Apicomplexa, classe
Sporozoa, subclasse Coccidia, ordem Eucoccidiorida, subordem Eimeriorina e
familia Sarcocystidae, familia que abrange também os géneros Toxoplasma,
Sarcocystis, Hammondia e Besnoitia (DUBEY et al., 1988). Os parasitos da
familia Sarcocystidae tém ciclo bioldgico heteroxeno, caracterizado pela
formacgéo de cistos teciduais em hospedeiros intermediarios (HI) de diferentes
espécies animais de sangue quente e pela eliminagdo de oocistos nas fezes de
carnivoros, seus hospedeiros definitivos (HD) (DUBEY et al., 2002).

N. caninum foi observado pela primeira vez como um protozoario
causando encefalomielite grave e miosite em cdes que ndo tinham anticorpos
para Toxoplasma gondii (BJERKAS; MOHN; PRESTHUS, 1984).
Posteriormente, foi isolado e descrito como um novo género — Neospora; e

classificado em uma nova espécie — Neospora caninum (DUBEY et al., 1988).

2.1.1 Morfologia

N. caninum pode ser observado nos tecidos de HI, na forma de cistos ou
taquizoitos. Os cistos de N. caninum sdo encontrados principalmente no tecido
nervoso. Os cistos tém formato arredondado a ovalado, parede espessa de até
4um, muitas vezes com um contorno ondulado, mas sem saliéncias. No interior
dos cistos teciduais sdo observados bradizoitos. Estes sdo alongados, com cerca
de 8 x 2um e um nucleo subterminal caracteristico. Os taquizoitos de N.

caninum sdo ovoides, semilunares ou globulares, dependendo do estagio de
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divisdo, com dimensdes de aproximadamente 7 x 2um. Podem estar presentes
em diferentes tipos celulares e cada célula hospedeira infectada pode conter
vérios taquizoitos, os quais estdo localizados em um vaclolo parasitéforo
desprovido de membrana, no citoplasma da célula hospedeira (DUBEY et al.,
2002). Os taquizoitos podem ser encontrados em diversas células, tais como
células do SNC, macrofagos, células endoteliais, fibroblastos, hepatdcitos,
midcitos e células tubulares renais (DUBEY; LINDSAY, 1996).

Os oocistos eliminados nas fezes dos HD medem cerca de 12 x 10um e
possuem membrana transparente de 0,6 a 0,8um de espessura. Cada oocisto de
N. caninum forma dois esporocistos apds ser eliminado no ambiente. Cada
esporocisto contém quatro esporozoitos alongados com cerca de 6,5 x 2,0um
(DUBEY et al., 2002).

2.1.2 Hospedeiros, ciclo de vida e formas de transmissao

Estudos experimentais tém demonstrado o cdo (Canis lupus familiaris)
(MCcALLISTER et al., 1998), o dingo australiano (Canis lupus dingo) (KING et
al., 2010) e o coiote (Canis latrans) (GONDIM et al., 2004) como HD de N.
caninum. Oocistos viaveis foram observados em infeccdo natural apenas em
fezes de cdes (BASSO et al., 2009a,b) e em um lobo cinzento (DUBEY et al.,
2011). A fonte mais provavel de infeccdo para os carnivoros é a ingestdo de
tecidos infectados. Teoricamente, tecidos de qualquer animal contendo cistos de
N. caninum podem ser fonte de infeccdo para cdes (DUBEY; SCHARES, 2011).
O numero maximo de oocistos que um cdo infectado pode eliminar, apés
alimentar-se de tecidos de HI infectados, é estimado em torno de 500.000
(GONDIM; MCcALLISTER; GAO, 2005). A frequéncia de eliminacdo de

oocistos nas fezes de cdes parece ser baixa. Em um estudo na Alemanha foram
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identificados oocistos em apenas sete de 24.000 amostras de fezes examinadas
(SCHARES et al., 2005). Com isso, a taxa de transmisséo horizontal do cdo para
ruminantes é baixa, com menos de 8% de soroconversdo, isto é, animais
negativos que passam a ser positivos (DIJKSTRA et al., 2003). Porém, a
transmissdo horizontal pode ser importante em alguns rebanhos de &reas com
prevaléncia elevada (EIRAS et al., 2011). No estado de Minas Gerais foi
observada soroprevaléncia de 11,4% para N. caninum em cédes, com maior indice
de positividade na zona rural; sugestiva de que nos bovinos de fazendas leiteiras
com histérico de aborto ocorra importante transmissao horizontal de N. caninum
e manutencéo da infeccdo na populacéo canina (NOGUEIRA et al., 2013).

H& grande variedade de espécies animais que agem como HI de N.
caninum, domeésticas e selvagens, incluindo bovinos, caprinos, ovinos, equinos,
suinos, gatos domésticos, diversas espécies de aves, roedores e lagomorfos,
bisGes, bubalinos, veados, iagques, camelideos e lhamas (DUBEY; SCHARES,
2011). No entanto, o maior impacto da neosporose é na bovinocultura, por ser a
maior causa de aborto em bovinos, 0 que acarreta graves prejuizos econdémicos
em todo 0 mundo (DUBEY; SCHARES, 2011). Estudos recentes sugerem que a
neosporose € uma importante causa de aborto também nos pequenos ruminantes
(ARRANZ-SOLIS et al., 2015; ARRANZ-SOLIS et al., 2016; MESQUITA et
al., 2013; PORTO et al., 2016). No sul de Minas Gerais, sabe-se que N. caninum
é um importante agente associado a casos de aborto em bovinos (ORLANDO et
al., 2013) e em caprinos (MESQUITA et al., 2013).

Nos HI a neosporose pode ser transmitida de duas formas; vertical e
horizontal. Na infeccdo vertical o feto pode infectar-se por duas formas
transplacentérias; exdgena e enddgena (Figuras 1 e 2). A transmissao
transplacentéria exdgena ocorre se uma fémea for infectada durante a gestacéo

pela ingestdo de oocistos esporulados. Os esporozoitos diferenciam-se em
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taquizoitos com disseminagdo para o Utero, provavelmente pela circulacdo e em
celulas do sistema fagocitico mononuclear e, finalmente, atravessam a placenta e
infectam o feto. A transmissdo transplacentaria enddgena ocorre quando ha
reativacdo de uma infeccdo persistente, j& existente durante a gestagdo. Nesse
caso, 0s bradizoitos (presentes nos cistos teciduais) sdo reativados e
diferenciam-se em taquizoitos, com disseminacdo para diversos tecidos,
inclusive a placenta, alcancando o feto. Para o feto o resultado da infecgédo
exogena ou endégena € o mesmo: pode ocorrer morte fetal ou ele sobreviver e
nascer persistentemente infectado. As fémeas nascidas infectadas passardo a
infeccdo para os seus descendentes (TREES; WILLIAMS, 2005; WILLIAMS et
al., 2009). Como em bovinos, a transmissao transplacentaria enddgena, devida a
reativagdo de infecgdes latentes durante a gestacdo, aparenta ser o principal
mecanismo pela qual a neosporose é mantida em rebanhos ovinos
(GONZALEZ-WARLETA et al., 2014).
Transmissiao transplacentaria da neosporose bovina
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Figura 1 Transmissao exdgena e endégena de N. caninum (Adaptado de Dubey;
Buxton; Wouda, 2006)
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A infeccdo horizontal ocorre ap6s o nascimento. Nesse caso, 0s HI
infectam-se pela ingestdo de oocistos esporulados que foram eliminados no
ambiente com as fezes dos HD (GONDIM; McALLISTER; GAO, 2005). Nos
HI, esporozoitos atingem os mais diversos 6rgdos através da circulacéo linfatica
ou sanguinea e recebem o nome de taquizoitos. Nos 6rgdos eles se reproduzem
com grande rapidez, podendo resultar em focos de necrose. Eventualmente, o
parasito pode atingir as glandulas mamarias e ser eliminado pelo leite (GONDIN
et al., 1999). Em regibes com alta prevaléncia da neosporose bovina, nas
fazendas em que rebanhos caprinos, ovinos e bovinos dividem pasto e fontes de
agua, sugere-se que possa haver alguma relacio epidemiolégica (GONZALEZ-
WARLETA et al., 2014; MORENO et al., 2012).

Ndo se sabe a frequéncia com que bovinos sdo infectados apds o
nascimento em comparagdo com o0s que tiveram infeccdo transplacentéria
(WILLIAMS et al., 2009). Mas, sabe-se que, em bovinos, N. caninum é um
protozodrio de infecgdo eficiente, e tanto a transmissdo horizontal como a
vertical sdo consideradas importantes na epidemiologia da neosporose (DUBEY;
BUXTON; WOUDA, 2006). Estudos em bovinos demonstraram que a
transmissdo vertical ou congénita de N. caninum é considerada a mais
importante e pode ocorrer por diversas gerages (DUBEY; SCHARES, 2011). A
transmissdo transplacentaria de N. caninum é também considerada de grande
importancia em pequenos ruminantes (ARRANZ-SOLIS et al., 2015; ARRANZ-
SOLIS et al., 2016; MORENO et al., 2012; PORTO et al., 2016). Em caprinos
naturalmente infectados por N. caninum, a taxa de transmissdo da mae para sua
progénie foi de 77% (MESQUITA et al., 2013).

Em bovinos, o abortamento causado por N. caninum segue dois padrdes,
epidémico e endémico. O padrdo de aborto epidémico estd relacionado a

transmissdo horizontal e o padrdo endémico a vertical (BENAVIDES et al.,
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2014). O aborto epidémico se caracteriza por vacas prenhes em risco, abortando
durante um curto periodo de tempo (DUBEY; SCHARES; ORTEGA- MORA,
2007). Em contraste, o aborto endémico persiste no rebanho por varios meses ou
anos (BENAVIDES et al., 2014).

Dijkstra et al. (2008), acompanhando um rebanho bovino positivo para
neosporose, demonstraram diminuicao dos niveis de anticorpos anti-N. caninum
apos trés anos de estudo, a maioria dos animais com baixo titulo de anticorpos
tornou-se negativa e alguns animais com titulos altos tiveram diminuicao deles.

Em caprinos verificou-se que cabras soropositivas possuem 3,5 vezes
mais chances de abortar que cabras soronegativas (VARASCHIN et al., 2011) e,
guando ha um aumento nos titulos de IgG maternais na segunda metade
gestacional, hd 10 vezes mais chances de ocorrerem conceptos com infeccéo
congénita (MESQUITA et al., 2013).

A possibilidade de transmissdo venérea da neosporose tem sido
investigada apds ter sido encontrado DNA de N. caninum em sémen e sangue de
touros naturalmente (FERRE et al., 2005; ORTEGA-MORA et al., 2003) e
experimentalmente infectados (SERRANO-MARTINEZ et al., 2007a). Mas,
sabe-se que a infeccdo horizontal, através do sémen, ndo € eficiente. Na
inoculagdo intrauterina em novilhas e vacas, com diferentes doses de taquizoitos,
houve deteccdo de IgG especifico para N. caninum em 10 novilhas (29 novilhas
infectadas com diferentes doses), e uma dose alta de taquizoitos no sémen foi
necessaria para a soroconversdo de apenas uma vaca (28 vacas infectadas com
diferentes doses) no experimento (SERRANO-MARTINEZ et al., 2007b).

Outros estudos ndo conseguiram demonstrar a transmissdo venérea de
infeccdo por N. caninum de touros experimentalmente infectados a novilhas
através de inseminacdo artificial (FERRE et al., 2008) ou monta natural

(OSORO et al.,, 2009). Em carneiros experimentalmente infectados com
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taquizoitos houve deteccdo do DNA de N. caninum no sémen de 11 dos 32
carneiros infectados. Ao realizar acasalamento desses carneiros com ovelhas por
monta natural ndo houve soroconversdo em nenhuma delas, sugerindo que a
infecgdo horizontal via sémen ndo é uma via importante de transmissdo nos
ovinos (SYED-HUSSAIN et al., 2013).

N&do ha evidéncias de que a infeccdo por N. caninum é zoonGtica
(DUBEY; SCHARES, 2011). Humanos poderiam tornar-se expostos a N.
caninum por ingestdo acidental de oocistos eliminados nas fezes de HD ou por
consumo de carne crua ou mal passada de HI infectados. Evidéncia soroldgica
da exposicdo de humanos por N. caninum foi observada (TRANAS et al., 1999).
Um estudo realizado na Inglaterra sugere que a neosporose em humanos € pouco
provavel. No entanto, devido a variacdo mundial na prevaléncia da neosporose
bovina e as diferencas regionais na incidéncia da eliminacdo de oocistos por
caes, ha necessidade de estudos vigilantes acerca da possibilidade dessa infecgdo
em humanos (McCANN et al., 2008).

2.2 Patogenia e sinais clinicos

Ao atingirem a corrente sanguinea do hospedeiro, os taquizoitos de N.
caninum podem infectar as células de quase todos os tecidos, mas possuem
maior tropismo por células do SNC, da musculatura cardiaca e esquelética, e
células endoteliais (BARR et al., 1991), podendo ser observados também em
macréfagos, fibroblastos, hepatdcitos e células tubulares renais (DUBEY;
LINDSAY, 1996).

Os taquizoitos dividem-se rapidamente nas células do HI durante a fase
de infecgdo aguda, induzindo focos de necrose e disseminacao da infecgdo para

varios tecidos (MULLER et al., 2002). Penetram na célula por invasio ativa em
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menos de cinco minutos, localizando-se posteriormente no citoplasma celular,
no interior de um vacuolo parasitoforo. Apos a ruptura celular, os taquizoitos
vao para 0 meio extracelular e, em poucas horas, iniciam 0s mecanismos de
adesdo e invasdo de novas células. A destruicdo celular e a enfermidade
dependem da habilidade do taquizoito em penetrar e multiplicar-se na célula
hospedeira e da habilidade do hospedeiro em inibir a multiplicacdo do parasito
(HEMPHILL; GOTTSTEIN; KAUFMANN, 1996).

Danos a placenta materna, causados pelos taquizoitos, podem matar o
feto por interrupgdo do fornecimento de nutrientes e oxigénio (DUBEY et al.,
1992). As lesbes associadas a N. caninum no encéfalo e no coracdo de fetos
abortados podem ser suficientemente severas para mata-lo. Além disso, ha
evidéncias de que a infecgdo por N. caninum também estimule a liberacdo de
citocinas pré-inflamatorias e resposta imune tipo Thl na interface materno-fetal,
que pode ser prejudicial para a gestacdo (INNES et al., 2005). Em cabras, foi
observado que existe uma relagdo entre 0 aumento dos niveis de IgG, na segunda
metade gestacional, e a ocorréncia de infecgdo transplacentaria enddgena para 0s
fetos. Nesse mesmo estudo, cabras com aumento dos niveis de IgG tiveram dez
vezes mais chances de gerar fetos infectados (MESQUITA et al., 2013).

A infeccdo ao final da gestacdo tem como resultado o nascimento de
bezerros congenitamente infectados, mas clinicamente normais, uma vez que o
feto é capaz de desenvolver defesa imunoldgica competente frente ao patdgeno
(GONZALEZ et al., 1999). Altos titulos de anticorpos anti-N. caninum podem
ser demonstrados no soro desses animais (LINDSAY; DUBEY; DUNCAN,
1999). Até 95% dos bezerros congenitamente infectados podem nascer
clinicamente normais e, apesar da infeccao subclinica ser a forma mais frequente

da neosporose congénita, também tém sido descritos casos de bezerros
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congenitamente infectados que apresentaram manifestacdo neuroldgica, como
consequéncia da formagé&o de cistos no SNC (DUBEY; LINDSAY, 1996).

O estudo experimental de Arranz-Solis et al. (2015) em ovinos
demonstrou o papel crucial do estagio da gestacdo no curso da neosporose, em
que infeccBes nos tercos inicial e médio de gestagdo causaram 100% de aborto,
enquanto infec¢do no terco final da gestacdo resultou em cordeiros infectados
nascidos prematuros, fracos ou clinicamente saudaveis. A resposta imune
desempenha um papel crucial nos resultados da infeccdo de N. caninum durante
a gestacdo. Sugere-se que o aborto no tergo inicial da gestagdo de ovinos seja
causado pela multiplica¢do incontrolada de N. caninum no feto, uma vez que a
resposta imune fetal é imatura nessa fase, permitindo ao parasito atravessar a
barreira placentaria antes da resposta imune maternal ser estabelecida. O aborto
no terco médio é provavelmente causado pela grave lesdo desenvolvida na
placenta. O fato de ndo ter havido aborto no terco final de gestagdo pode ser
devido ao curto intervalo de tempo entre a inocula¢do de N. caninum e o periodo
de nascimento dos cordeiros e de um sistema imune fetal mais maduro
(ARRANZ-SOLIS et al., 2016).

O estudo semelhante realizado por Porto et al. (2016), em caprinos,
resultou em morte fetal em todas as cabras que foram inoculadas durante o
primeiro terco gestacional (sete animais). A infec¢do durante o tergo médio (sete
animais) gerou morte fetal, um cabrito natimorto e nascimento de cabritos
saudaveis clinicamente, mas congenitamente infectados. Os cabritos com
inoculacdo no terco final de gestacdo (sete animais) nasceram congenitamente
infectados, com fraqueza e sinais neuroldgicos. Nesse mesmo estudo foi
observada morte fetal durante a fase aguda da neosporose, algo que ndo havia

sido descrito em ovinos e bovinos.
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Os resultados desses estudos sugerem que a infeccdo por N. caninum em
cabras e ovelhas no tergo final da gestacdo pode ter tido consequéncias mais
severas que a infecgdo em bovinos durante o mesmo periodo (ARRANZ-SOLIS
et al., 2015; BENAVIDES et al., 2012; PORTO et al., 2016).

Em bovinos, caprinos e ovinos, o principal sinal clinico observado na
neosporose é o aborto, que pode ocorrer em qualquer época do ano e apresentar-
se de forma esporadica, endémica ou em surtos epidémicos (ARRANZ-SOLIS
et al., 2015; DUBEY, 2003; PORTO et al., 2016). Nos bovinos, ocorre
principalmente entre o quinto e o sétimo més de gestagdo e as vacas
soropositivas estdo mais sujeitas ao abortamento que as soronegativas (DUBEY,
2003).

Aumento transitorio na temperatura corporal de vacas e cabras, foi
descrito durante a primeira semana apés infeccdo experimental, que é mais
provavelmente devida a inoculacdo dos taquizoitos e os primeiros ciclos de
replicagdo do parasito nos tecidos do hospedeiro (PORTO et al., 2016;
REGIDOR-CERRILLO et al., 2014).

A grande variagdo no quadro clinico observada nos animais com
neosporose congénita esta relacionada, provavelmente, com a idade do feto no
momento da infeccdo e o desenvolvimento do seu sistema imune e com a
distribuicdo das lesdes no SNC (DUBEY, 2003).

Sinais clinicos foram relatados em bezerros com menos de quatro meses
de idade e incluiam sinais neuroldgicos, incapacidade de levantar-se e manter o
peso normal. O exame neurolégico pode revelar ataxia, diminuicdo dos reflexos
patelares e perda de propriocepcdo consciente. Exoftalmia ou assimetria nos
olhos pode ser observada (DUBEY; SCHARES, 2006).

Em caprinos ha relatos de nascimento de animais fracos, incapazes de

alimentar, dificuldade de levantar e manter-se em estagdo, incoordenacio de
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membros pélvicos e opistotono (CORBELLINI; COLODEL; DRIEMEIER,
2001; COSTA et al., 2014; PORTO et al., 2016).

2.3 Diagnostico

2.3.1 Testes soroldgicos

A crescente importancia da infecgdo por N. caninum nas diferentes
espécies domésticas e selvagens tem conduzido ao desenvolvimento de diversas
provas indiretas que utilizam extratos antigénicos e antigenos de taquizoitos de
N. caninum para a detecgdo de anticorpos (ATKINSON et al., 2000). Testes
sorologicos, como a reagdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI), teste de
aglutinacdo de Neospora (TAN) e varios testes do ensaio imunossorbente
ligados a enzimas (ELISA), foram desenvolvidos para o diagnéstico em cées,
bovinos e outras espécies potencialmente hospedeiras (ATKINSON et al., 2000).

As técnicas indiretas de diagndstico apresentam sensibilidade e
especificidade elevadas. Permitem o diagnostico da infecgdo in vivo nos animais
e 0 estudo da importancia dos hospedeiros no ciclo bioldgico do parasito ou na
epidemiologia da infecgio (ALVAREZ-GARCIA, 2003).

Levantamentos soroldgicos tém sido realizados em vérias partes do
Brasil. A soroprevaléncia para N. caninum obtida nos rebanhos caprinos
estudados no sul de Minas Gerais foi de 10,7% (VARASCHIN et al., 2011);
1,05% em caprinos testados no municipio de Mossor6, RN (LIMA et al., 2008);
3,3% em Patos, PB (FARIA et al., 2007); e 6,34% no estado de Sdo Paulo
(FIGLIUOLO et al., 2004).
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2.3.2 LesGes de necropsia e histopatologia

Fetos bovinos abortados, na maioria autolisados, raramente apresentam
lesBes macroscopicas. Porém, pode-se observar mumificacio fetal (ALVAREZ-
GARCIA, 2003), malformagdes congénitas, como hidrocefalia e estreitamento
do canal vertebral (DUBEY; SCHARES, 2006) e pequenos focos
esbranquicados que se aprofundam na musculatura esquelética e cardiaca, ao
corte do tecido (BARR et al., 1991).

LesBes macroscOpicas associadas a nheosporose S30 escassas em
caprinos, sendo descritos somente hidrocefalia com hipoplasia cerebelar
(DUBEY et al., 1996) e um quadro de porencefalia, caracterizado por auséncia
de substéncia branca cerebral, com consequente dilatagdo dos ventriculos
laterais pela perda tecidual adjacente (hidrocefalia ex-vacuo) (VARASCHIN et
al., 2012).

As lesbes microscopicas sdo muito utilizadas no diagnostico do aborto
e/ou infeccdo por N. caninum. Os 0Orgdos de eleicdo para o diagndstico
histopatoldgico séo encéfalo, coracédo, figado (DUBEY; BUXTON; WOUDA,
2006) e musculatura esquelética (DUBEY; LINDSAY, 1996).

As lesBes histopatoldgicas induzidas por N. caninum em varias espécies
animais sdo caracterizadas por infiltrado inflamat6rio, composto basicamente
por células mononucleares, que pode ser encontrado em todos os 6rgaos dos
fetos abortados (DUBEY; LINDSAY, 1996), associados a necrose multifocal
(CORBELLINI et al., 2002).

As lesdes mais frequentemente encontradas no SNC séo encefalomielite
(BOULTON et al., 1995) ou encefalite ndo supurativa, podendo ser encontrados
no infiltrado linfécitos, plasmdcitos e macrofagos, de distribuicdo multifocal,

associados ou ndo a um ou varios focos de gliose, que muitas vezes circundam
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os focos de necrose (DUBEY; LINDSAY, 1996; MORENO et al., 2012;
VARASCHIN et al., 2012). Estruturas parasitarias podem estar associadas ou
distantes da lesdo (VARASCHIN et al., 2012). Também podem ocorrer areas de
mineralizagdo no SNC (BOULTON et al., 1995).

Em trabalhos realizados em bezerros foi observado que o hipocampo, 0
hipotalamo e a amidala cerebral sdo, em particular, locais em que existem mais
chances de achar o parasito (NISHIMURA et al., 2013). Estruturas de N.
caninum sdo raramente encontradas em cortes histologicos de bezerros ou
bovinos adultos, mesmo em animais com doenca clinica. A ocorréncia de N.
caninum em bezerros de duas semanas de idade com lesGes microscopicas de
encefalomielite foi observada em apenas um de seis animais que nasceram com
sinais neuroldgicos e que tinham anticorpos anti-N. caninum pré-colostrais (De
MEERSCHMAN et al., 2005).

Em casos de neosporose congénita nos caprinos, sdo relatadas lesbes
principalmente no SNC (CORBELLINI; COLODEL; DRIEMEIER, 2001;
COSTA et al.,, 2014; VARASCHIN et al.,, 2012). Em fetos caprinos, as
principais lesGes observadas foram necrose multifocal circundada por células da
glia, associadas ou ndo a manguitos perivasculares e gliose focal sem associacdo
com necrose. Essas lesbes predominaram no cortex cerebral, no tdlamo e no
tronco encefdlico e estavam ou ndo relacionadas a estruturas parasitérias
(COSTA et al., 2014).

Em caprinos recém-nascidos também sdo descritos gliose focal ou
focalmente extensa associada a manguitos perivasculares discretos a moderados
compostos por linfécitos, plasmécitos e poucos neutréfilos. As lesdes foram
predominantes no telencéfalo, e na substancia cinzenta da medula oblonga.
Raras células gigantes multinucleadas foram observadas nas proximidades dos

focos inflamatdrios, assim como células com aparéncia de macrofagos
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epitelioides associados a cistos teciduais degenerados (CORBELLINI;
COLODEL; DRIEMEIER, 2001). Ja em caprinos machos, jovens e adultos, 0s
cistos foram observados em regides de cortex cerebral, bulbo (ao nivel do 6bex),
coliculo rostral e medula espinhal (segmentos cervical, toracico e lombar).
Foram encontradas raras células gigantes multinucleadas relacionadas aos focos
de gliose, manguitos perivasculares e aos cistos de N. caninum (COSTA et al.,
2014).

Em ovinos, o encéfalo pode ser o érgdo de elei¢do para o diagnostico da
neosporose em fetos abortados e cordeiros neonatos (GONZALEZ-WARLETA
et al., 2014). Em ovelhas inoculadas experimentalmente durante os trés periodos
gestacionais, a lesdo mais comum em todos os grupos foi encefalite necrosante
ndo supurativa, caracterizada pela distribui¢do aleatoria de focos gliais. Focos de
necrose foram, principalmente, observados nos fetos de ovelhas inoculadas nos
tercos médio e final de gestacdo (ARRANZ-SOLIS et al., 2015). Sabe-se que 0s
niveis de antigenos requeridos para causar lesdes no encéfalo sdo pelo menos
dez vezes maiores que aqueles necessarios para outros Orgdos, e reagoes
inflamatdrias requerem mais tempo para se desenvolver no SNC (MATYSZAK,
1998).

Tipicamente, lesdes miocardicas consistem em infiltrado de células
mononucleares, com necrose discreta. Lesdes hepaticas sdo caracterizadas por
infiltrado periportal de células mononucleares e escassos focos de necrose
hepatocelular (CORBELLINI; COLODEL; DRIEMEIER, 2001; DUBEY;
SCHARES, 2006). Pode ser observada pneumonia intersticial associada a
acumulo de fluido proteindceo, fibrina e neutréfilos nos espagos alveolares
(CORBELLINI; COLODEL; DRIEMEIER, 2001). Em fetos ovinos
experimentalmente infectados foram observados multiplos focos de necrose com

distribuicdo aleatéria em pulmdes, coracdo e musculatura esquelética.
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Ocasionalmente, principalmente no coracdo, esses focos tinham mineralizacéo
central. Também foi observada miosite multifocal ndo supurativa (ARRANZ-
SOLIS et al., 2015).

Em animais adultos as lesdes sé&o discretas ou ausentes (NAKAGAKI,
2014). Sawada et al. (2000) relataram gliose e manguitos perivasculares no
SNC, miosite e miocardite focal, além de infiltrado de células mononucleares no
figado e nos rins de uma vaca de dois anos de idade; o diagnostico de
neosporose ocorreu por isolamento do parasito em cultivo celular. Bishop et al.
(2010) encontraram meningoencefalite ndo supurativa aguda e mielite nédo
supurativa moderada no SNC, com descri¢do de poucas estruturas compativeis
com taquizoitos no endotélio vascular, sem a formagdo de cistos, em um
carneiro de trés anos de idade, do qual foi detectado DNA de N. caninum por
PCR.

Em diversos tecidos do SNC, musculatura esquelética e érgdos internos
de cabras observaram-se lesdes inflamatdrias sugestivas da infeccdo por
protozodrios, no entanto, somente 47,8% das cabras foram positivas para N.
caninum na PCR. Em uma cabra havia estruturas alongadas, compativeis com
taquizoitos no telencéfalo; essa regido foi positiva para N. caninum na PCR
(NAKAGAKI, 2014).

Lesdes em placentas de cabras com neosporose caracterizam-se por
cotilédones com focos de necrose acentuada, associados a inflamagéo multifocal
composta principalmente por plasmdcitos, linfocitos, macréfagos e neutrdfilos, e
por vezes, mineralizacdo (MESQUITA, 2012; PORTO et al., 2016).

2.3.3 Imuno-histoquimica

A técnica de imuno-histoquimica (IHQ) utilizando anticorpo anti-N.

caninum tem sido empregada como um método especifico e com melhor



38

sensibilidade para identificacdo de cistos e taquizoitos em tecidos fetais, quando
comparada com a histopatologia, permitindo, assim, estabelecer o diagnostico
definitivo (ALVAREZ-GARCIA, 2003; LINDSAY; DUBEY, 1989). Essa
técnica facilita a visualizacdo de estruturas parasitarias nos tecidos, sendo
também extremamente importante para o diagnostico nas fases iniciais e/ou em
lesbes discretas (CORBELLINI et al., 2002), além de permitir a visualizacdo do
agente associado a lesdo. Portanto, a IHQ apresenta melhores resultados quando
realizada apés estudo histopatoldgico, em que sdo selecionados fragmentos de
SNC e/ou outros tecidos com lesbes sugestivas de neosporose (ANDERSON;
BARR; CONRAD, 1994).

Uma vez que a manifestagdo do aborto € mais frequente nas fases mais
avancadas da gestacdo (LOPEZ-GATIUS; PABON; ALMERIA, 2004) a IHQ
permite a visualizacdo precoce do parasito nos tecidos, sendo uma das formas de
caracterizar a transmissdo congénita de N. caninum. E descrita como uma
técnica de alta especificidade, porém pouco sensivel, podendo resultar em falsos
negativos (VAN MAANEN et al., 2004).

S&o descritos numeros varidveis de taquizoitos marcados na avaliagdo
por IHQ, mais frequentes no encéfalo e em menor ndmero de casos no
miocardio (CORBELLINI et al., 2002; HELMAN et al., 1998), ja os cistos
ocorrem em pequena quantidade no encéfalo e podem ndo estar associados a
lesdes (CORBELLINI et al., 2002; HELMAN et al., 1998; VARASCHIN et al.,
2012). Em estudos experimentais em camundongos nude h& descricdo de
taquizoitos em células endoteliais, no estroma do endométrio, no epitélio e em
restos celulares de oviduto, ovario, pancreas, pulmdo, encéfalo, estbmago,
musculo esquelético, intestino, lingua, baco, medula espinhal, figado, rins e
coracdo (SHIBAHARA et al., 1999). Em caprinos, a localizacdo de cistos e

taquizoitos, em diferentes regiGes do SNC, foi evidenciada pela IHQ em cinco
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fetos e em trés caprinos machos jovens e adultos (COSTA et al., 2014). Em feto
caprino foi observada imunomarcagdo de taquizoitos entre fibras musculares
esqueléticas e do coracdo (MESQUITA, 2012). Taquizoitos também foram
evidenciados pela IHQ em placenta de cabra com neosporose (MESQUITA,
2012).

Estudo experimental em ovelhas demonstrou, através da IHQ, que a
infeccdo por taquizoitos de N. caninum no terco inicial de gestacdo implica em
grande quantidade de taquizoitos livres localizados na parte fetal da placenta.
Isso poderia ser explicado pela resposta imune fetal ser ainda imatura no tergo
inicial de gestacdo, 0 que permitiria ao parasito atravessar a barreira placentaria
antes da imunidade materna ser estabelecida, e multiplicar-se nos tecidos fetais
sem restrigdes (ARRANZ-SOLIS et al., 2016).

2.3.4 Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) para N. caninum

A eficéacia do diagnostico por PCR depende da conservacéo da amostra e
dos procedimentos de amostragem. A deteccdo do antigeno de N. caninum pela
IHQ nas lesGes é a melhor evidéncia para definir a etiologia do aborto. No
entanto, a PCR apresenta maior sensibilidade na deteccdo do DNA de N.
caninum (DUBEY; SCHARES, 2006).

A viabilizacdo das técnicas de diagnostico molecular, baseadas na
deteccdo de fragmentos genéticos de N. caninum ofereceu, entre outros
beneficios, a possibilidade de superar alguns problemas de diagnostico,
principalmente em relacdo a sensibilidade insuficiente (MEDINA et al., 2006;
PAYNE; ELLIS, 1996). Desde meados da década de 1990, vérias estratégias
foram desenvolvidas nesse sentido, destacando-se as técnicas de sequenciamento

de material gendmico clonado (MARSH et al., 1995), PCR simples e nested
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PCR (ELLIS, 1998; PAULA et al., 2004), testes de hibridizacdo de DNA
(KAUFMANN et al., 1996; MULLER et al, 1996), multiplex PCR (MESECK et
al., 2005) e real-time PCR (COLLANTES-FERNANDEZ et al., 2006).

Como a maior parte do genoma de N. caninum ainda ndo foi
sequenciada, praticamente todos os trabalhos que utilizaram PCR para
diagnostico e filogenia partiram de sequéncias altamente conservadas nos
eucariotos, marcadamente a regido génica codificadora de RNA ribossomal ITS-
1 (internal transcribed spacer) (PAYNE; ELLIS, 1996) e a regido denominada
de NC-5 (YAMAGE; FLECHTNER; GOTTSTEIN, 1996). A regido
denominada de ITS-1 é muito empregada atualmente com objetivo diagndstico,
pois essa sequéncia apresenta-se espécie-especifica em relacdo aos demais
parasitos do Filo Apicomplexa e, além disso, normalmente apresenta
amplificacBes consistentes e compativeis com elevada sensibilidade (OKEOMA
etal., 2004).

O tecido cerebral é considerado o mais adequado para a deteccdo de
DNA de N. caninum por PCR, seguido por coracdo, pulmdes e rins (DUBEY;
SCHARES, 2006).

2.4 Profilaxia e controle

As medidas de prevencdo e controle da neosporose podem, muitas
vezes, tornarem-se economicamente inviaveis ou pouco praticas. Em rebanhos
bovinos, os programas de controle sdo baseados na diminuicdo do risco da
transmissdo horizontal do parasito, principalmente por meio do controle da
populacdo de HD, a qual ¢é fonte de contaminacdo pela excre¢do de oocistos nas
fezes (ORTEGA-MORA; FERNANDEZ-GARCIA; GOMEZ-BAUTISTA,

2006). Deve-se evitar também que 0s carnivoros, principalmente de areas rurais,
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alimentem-se de carne ou visceras cruas, impedindo seu acesso a fetos
abortados, membranas fetais, placentas ou natimortos (DIJKSTRA et al., 2002).

Sdo também necessérios esforgos voltados para a diminuicdo da
transmissdo vertical no rebanho, por meio da reducdo do nimero de bovinos
soropositivos. Nos rebanhos, a transmissdo vertical é a principal via, e a
recomendacdo seria ndo incluir animais soropositivos na reproducdo
diminuindo, assim, a quantidade de animais soropositivos no rebanho por meio
do blogueio da transmisséo vertical. Os animais soropositivos podem ser
gradualmente descartados e substituidos por soronegativos (HALL; REICHEL,;
ELLIS, 2005).

Manejos reprodutivos foram propostos para reduzir as chances e o
impacto econdmico da transmissdo transplacentaria endégena no rebanho. A
transferéncia de embrides poderia ser utilizada em vacas infectadas por N.
caninum para receptoras ndo infectadas, que gerariam bezerros livres da
infeccdo (MOSKWA et al., 2008)

E importante ressaltar que, de acordo com Dubey, Schares e Ortega-
Mora (2007), ndo é possivel aplicar medidas gerais de controle efetivo, uma vez
que cada regido tem caracteristicas epidemioldgicas especificas para a
neosporose. Assim, é prudente observar tais caracteristicas antes de introduzir

um programa de controle da doenga.
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3 CONSIDERAGOES FINAIS

De acordo com os achados histopatolégicos, IHQ e PCR, os tecidos de
eleicdo para diagndstico de N. caninum, sdo os de musculatura esquelética,
coracdo e SNC. Pelos resultados da PCR, N. caninum tem 5,6 mais chances de
ser encontrado nos tecidos de fetos do que nos de adultos. Esses achados de PCR
associados aos achados de células gigantes multinucleadas no encéfalo e
coracdo, de alguns caprinos, sugerem que os machos podem progressivamente
ficar livres da infec¢do, uma vez que a reativacdo de cistos latentes poderia néo
ocorrer, diferente do que acontece em fémeas gestantes.

Nos fetos, os resultados da PCR demonstraram que N. caninum possui
predilecdo pelos musculos toéraco-abdominais; ha predile¢cdo por musculatura
esquelética em relagdo ao coracdo; e sdo maiores as chances de se detectar DNA
de N. caninum na musculatura esquelética em relagdo ao sistema nervoso,
sistema reprodutor e demais 6rgaos.

Nos caprinos jovens e adultos, ha maior chance de N. caninum ocorrer
no coragdo em relacdo a todos os outros tecidos analisados; maiores séo as
chances de N. caninum também ocorrer nos masculos esqueléticos em relacdo ao
sistema reprodutor e demais 6rgdos. Nos 12 caprinos positivos, houve 13,3 mais
chances de se encontrar DNA de N. caninum no telencéfalo do que nos nervos
Optico e trigémeo; o sistema reprodutor foi o grupo de tecido com menor indice
de amostras positivas na PCR, indicando que a transmissdo venérea pode ndo ser
importante em caprinos. Este estudo é o primeiro estudo sobre a distribuicdo de
N. caninum nos tecidos, incluindo os érgdos do sistema reprodutor de machos
fetos, jovens e adultos, contribuindo para o entendimento da patogenia da

neosporose em rebanhos caprinos.
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DISTRIBUICAO DAS LESOES E DE NEOSPORA CANINUM EM CAPRINOS
MACHOS CONGENITAMENTE INFECTADOS

REsSUMO

A neosporose é uma doenca parasitaria causada por Neospora caninum,
responsavel por abortos e falhas reprodutivas em caprinos. O objetivo deste
estudo foi avaliar a distribuicdo de N. caninum por histopatologia, imuno-
histoquimica (IHQ) e PCR em diferentes tecidos de caprinos machos fetos,
jovens e adultos congenitamente infectados e sem manifestacdo clinica de
neosporose. LesBes microscopicas compativeis com neosporose foram
observadas em musculatura esquelética, coracdo e sistema nervoso central
(SNC). A IHQ foi positiva na musculatura esquelética de dois fetos e no coragdo
de um macho jovem, e no SNC em trés fetos e dois adultos. Das 171 amostras de
tecidos positivas na PCR para N. caninum, 73,1% foram de grupos de musculos
esqueléticos, coragdo e sistema nervoso. N. caninum tem 5,6 vezes mais chances
de estar presente nos tecidos de fetos do que nos de adultos. Nos fetos, N.
caninum possui predilecdo por musculatura esquelética em relacdo ao coragéo;
na musculatura esquelética ha predilecdo pelos musculos téraco-abdominais; séo
maiores as chances de se detectar DNA de N. caninum na musculatura
esquelética em relacdo aos grupos de tecidos do sistema nervoso, reprodutor e
demais o6rgdos. Os caprinos jovens e adultos tiveram todas as amostras de
coragdo positivas na PCR; h& maior chance de N. caninum ocorrer no coragao
em relagdo a todos os outros tecidos analisados; maiores s@o as chances de N.
caninum também ocorrer nos musculos esqueléticos em relagcdo aos grupos de
tecidos do sistema reprodutor e demais 6rgdos. O telencéfalo foi a porcdo do
sistema nervoso com mais resultados positivos pela PCR. Os achados do
presente estudo demonstraram que o DNA de N. caninum tem maior chance de
ser encontrado nos tecidos de fetos do que nos de adultos. Os tecidos de eleigdo
para diagnostico da neosporose foram musculo esquelético, coragcdo e SNC. O
sistema reprodutor foi o grupo de tecido com menor indice de amostras positivas
na PCR, sugerindo que a transmissdo venérea pode ndo ser importante em
caprinos.

Palavras-chave: Encefalite. Miocardite. Miosite. Neosporose. Protozoose.
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1 INTRODUCAO

A neosporose é uma doencga parasitaria causada por Neospora caninum,
responsével por abortos e falhas reprodutivas em bovinos de todo o mundo
(DUBEY; SCHARES, 2011; DUBEY; SCHARES; ORTEGA-MORA, 2007).
No entanto, sua relevancia epidemiolégica, clinica e econdbmica em pequenos
ruminantes permanece pouco compreendida (ARRANZ-SOLIS et al., 2015).
Estudos recentes em pequenos ruminantes sugerem que a neosporose pode ser
uma causa de aborto mais importante do que tem sido considerada (ARRANZ-
SOLIS et al., 2015; ARRANZ-SOLIS et al., 2016; MESQUITA et al., 2013;
PORTO et al., 2016).

Em rebanhos caprinos do estado de Minas Gerais foi observada
soroprevaléncia de 10,7% para N. caninum e foi demonstrado que cabras
soropositivas possuem 3,5 vezes mais chances de abortar do que cabras
soronegativas (VARASCHIN et al., 2011). A doenca clinica na forma de abortos
e natimortos foi descrita em bovinos (ORLANDO et al., 2013) e caprinos
(MESQUITA et al., 2013).

Poucos estudos tém sido realizados acerca da patogenia da neosporose.
A determinacdo dos tecidos de hospedeiros intermediérios (HI) com maior
probabilidade de conter cistos teciduais de N. caninum pode ser uma ferramenta
importante para o diagndstico, o entendimento da patogenia e para a adocéo de
medidas para prevenir a neosporose (TOSCAN et al.,, 2012). Em caprinos
machos jovens e adultos foram observadas lesdes de gliose, manguitos
perivasculares e focos de inflamagdo granulomatosa no sistema nervoso central
(SNC), associadas ou ndo a cistos de N. caninum. Tais resultados foram
considerados importantes para a participacdo do macho na epidemiologia da

neosporose em rebanhos caprinos (COSTA et al., 2014). Além disso, nos HI
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podem ser observados cistos parasitarios em tecidos além do SNC. A ocorréncia
de cistos na musculatura esquelética de HI possui grande importancia
epidemioldgica devido ao consumo por predagdo de caninos, que Sd0 0s
hospedeiros definitivos (PETERS et al., 2001). Em caprinos foi observado, por
meio da PCR, DNA de N. caninum no diafragma de dois de 181 (1,1%) cabritos
abatidos para consumo na Roménia (SUTEU et al., 2013). Em cabras
naturalmente infectadas foi identificado DNA de N. caninum em varios tecidos,
com maior positividade em musculatura esquelética (NAKAGAKI, 2014) e
poucas lesdes microscdpicas no SNC, diferente do relatado em caprinos machos
(COSTA et al.,, 2014). Nao ha estudos que avaliam se o comportamento de N.
caninum é igual em fémeas e machos, uma vez que a recrudescéncia de cistos
parasitarios durante a gestacdo é importante para a transmissdo vertical da
neosporose e reativagdo da infeccdo. O comportamento e a distribuicdo de N.
caninum em machos ainda ndo foram estudados, havendo somente poucos
estudos sobre a eliminacdo do agente via sémen em bovinos (FERRE et al.,
2005; SERRANO-MARTINEZ et al., 2007ab) e ovinos (SYED-HUSSAIN et
al., 2013), demonstrando que a contaminacdo horizontal via sémen ndo é
importante.

O objetivo deste estudo foi avaliar a distribuicdo de N. caninum por
histopatologia, imuno-histoquimica e PCR em diferentes tecidos de caprinos
machos fetos, jovens e adultos congenitamente infectados e sem manifestacdo

clinica de neosporose.



57

2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Setor de Patologia Veterinaria, da
Universidade Federal de Lavras (SPV-UFLA), Lavras, Minas Gerais, Brasil,
mediante aprovagéo pelo Comité de Etica para o Uso de Animais desta mesma
instituicdo, sob protocolo n. 081/13 (ANEXO A).

2.1 Animais

Foram utilizados 12 caprinos machos; quatro fetos e oito animais com
trés meses a trés anos de idade (Tabela 1 e ANEXO B), congenitamente
infectados por N. caninum. Os quatro fetos foram provenientes de duas cabras
submetidas a eutanasia no terco final de gestacdo. As mées e os filhotes foram
sorologicamente positivos para N. caninum (titulacdo de 1:50) e negativos para
T. gondii pela Reagdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), no soro sanguineo
coletado antes da ingestdo de colostro. Como controles negativos foram
utilizados trés caprinos machos (M, N e O, de trés, quatro e doze meses de
idade, respectivamente, ANEXO B) negativos para N. caninum e T. gondii. Os
animais foram mantidos em baias durante a noite e soltos em piquete telado e
isolado durante o dia, com comida e 4gua ad libitum. A eutanasia foi obtida por
anestesia profunda com tiopental e posterior infusdo intravenosa de solucéo de

cloreto de potéassio.

2.2 Coleta de materiais para histopatologia, imuno-histoquimica e PCR

Na necropsia foram coletados 58 fragmentos de tecidos de cada caprino
para exame histopatologico, imuno-histoquimico (IHQ) e PCR, sendo: a)
musculos esqueléticos (n=21) (Tabelas 2-4 e 7); b) miocardio (Tabelas 2-4 e 7);

c) sistema reprodutor (n=13) (Tabela 8); d) sistema nervoso, microscopia
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(Tabelas 5 e 6) e PCR (n=8) (Tabela 9); e) sistema digestdrio (n=7) (Tabela 9);
f) demais 6rgdos (n=8) (Tabela 9).

2.3 Exame histopatoldgico

Os tecidos foram fixados em formol a 10% tamponado e processados
rotineiramente para histopatologia. A pesquisa do parasito e a avaliacdo de
lesBes histopatolégicas foram realizadas em microscopia Otica. As lesdes
inflamatdrias foram consideradas discretas (até 10 células inflamatdrias por
campo, obj. 40), moderadas (de 10 a 20 células inflamatorias por campo, obj.
40) e acentuadas (mais de 20 células inflamatérias por campo, obj. 40), (Tabelas
5e6).

2.4 Teste de imuno-histoguimica

Os tecidos de todos os caprinos foram submetidos a IHQ, usando o
anticorpo primario policlonal anti - N. caninum (VMRD, Pullman, USA), na
diluicdo de 1:2200. A recuperacdo antigénica foi feita por digestdo enzimética
com tripsina 0,1% (pH 7,8) por 10 min a 37°C, e seguida por calor (micro-
ondas, poténcia maxima) por dois minutos em tampéo citrato (pH 6,0) e, para
revelacdo, foi utilizado o cromdgeno DAB (3,3 — diaminobenzidina, DAKO)
(VARASCHIN et al., 2012). Como controle negativo o anticorpo primario foi
substituido por soro homologo ndo reagente para N. caninum e como controle
positivo foram utilizadas amostras de SNC de caprinos contendo cistos de N.
caninum (VARASCHIN et al., 2012).

2.5 Analise molecular
A extracdo do DNA celular foi realizada pela técnica de lise por

proteinase K (Wizard SV Genomic Purification System, Promega, Madison,
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USA). As concentracBes (ng/pL) e a qualidade do DNA extraido foram
determinadas em espectrofotdmetro NanoVue™ plus e eletroforese em gel de
agarose a 1%.

Para a deteccdo de N. caninum foram sintetizados iniciadores
(Invitrogen) para a amplificacdo de sequéncias genéticas do protozoario, tendo
como molde o cromossomo IX e dando origem aos primers forward
TACTTTGTGGTTGCGGGTGT e reverse GACGGCTAGGACTCTTCACG,
que amplificam um fragmento de 503pb (pares de base), especificos para N.
caninum.

Os reagentes padrdes utilizados para as reacdes foram: Go Taq® Flexi
DNA Polymerase; set of dATP, dCTP, dGTP, dTTP (Promega, Madison, USA).
O volume final das reacdes foi ajustado para 20 pL utilizando dgua ultrapura
Milli-Q, e as condicdes definidas para a PCR em cada reacgéo foram: 1x Tampéo
da Tag-polimerase (Green GoTaq Flexi Buffer), 2,5mM MgCl,, 0,5mM dNTPs,
5U Taq DNA Polimerase, 0,5 uM de cada iniciador (forward e reverse) e 100ng
da amostra de DNA. Como controle branco, o DNA template foi substituido por
agua ultrapura Milli-Q e, como controle positivo, foi utilizada amostra
previamente sequenciada do SNC de um caprino naturalmente infectado por N.
caninum.

As reagOes foram realizadas em termociclador (Applied Biosystems
Veriti 96 Well Thermal Cycler) conforme o seguinte protocolo: desnaturacéo a
95°C por 5 min, seguido de 35 ciclos de 95°C por 30 seg, anelamento de 62° por
30 seg, extensdo a 72°C por 1 min e extensdo final a 72°C por 7 min. As
amostras foram aplicadas em gel de agarose de alta resolugdo 1%, coradas com
Gel Red™ 1X, na voltagem de 100 V em cuba de eletroforese horizontal,
contendo TBE (Tris-borato 0,09M e EDTA 0,002M) como tampéo de corrida.
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Com o auxilio de padrdo de peso molecular (Ladder da Ludwig® 100pb ou 1Kb,
250pL) as bandas foram identificadas.

Para confirmacdo de o fragmento amplificado ser de N. caninum, foi
feita a purificacdo do DNA de uma amostra de musculatura esquelética (parte
lateral do triceps braquial) de um caprino sabidamente positivo. O
sequenciamento genético foi realizado no sequenciador automatico capilar
ABI310 (Applied Biosystems) pelo método enziméatico descrito por Sanger,
Nicklen e Coulson (1977). Além disso, o primer foi testado em uma amostra
previamente sequenciada como T. gondii positiva, com resultado negativo nesta
amostra.

Para andlise in silico, utilizou-se o programa BlastN (ALTSCHUL et al.,
1990), para comparacdo com as sequéncias dos fragmentos dos genes
disponiveis no banco de dados do NCBI. A amostra sequenciada, de
musculatura esquelética de um caprino macho (ANEXO C), demonstrou 99%
(LN714484.1 e FR823385.1) de identidade com N. caninum.

2.6 Analise estatistica

Para avaliar a existéncia de tropismo de N. caninum por determinados
tecidos de caprinos machos naturalmente infectados, foram feitas analises
estatisticas por meio de software Epilnfo 7.1.3. Os dados foram organizados em
tabelas de contingéncia de dupla entrada (tecidos; positivos ou negativos). E
submetidos aos testes de qui-quadrado (X?). Como medida de associacdo foram
calculadas as razGes de possibilidades entre os tecidos e a positividade deles para
N. caninum e avaliado seu intervalo de confianca a 95%. Considerou-se nivel de

significancia minimo de 95% em todas as analises estatisticas.
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3 RESULTADOS

3.1 Analise histopatoldgica e imuno-histoquimica

Dos 12 caprinos analisados, os achados mais importantes foram
observados em musculatura esquelética, coracdo e SNC.

O principal achado histopatolégico em musculatura esquelética e
coracdo foi inflamagdo linfoplasmocitéaria, com intensidade discreta a acentuada
(Figura 1). Os achados histopatolégicos e imuno-histoquimicos da musculatura
esquelética e do coracdo estdo demonstrados nas Tabelas 2-4. Adicionalmente,
foi observada calcificacdo multifocal no miocardio de dois fetos (A e B), um
deles com células gigantes multinucleadas associadas ao infiltrado de linfdcitos,
plasmacitos e macrofagos (A, Figura 2), calcificagdo no masculo gluteo de um
macho com sete meses de idade (I), e no masculo cleido-occipital de um macho
com 11 meses (J). Nos controles negativos foi observada inflamacdo
linfoplasmocitaria discreta e focal no diafragma do caprino O, e no vasto lateral
e glateo do caprino M.

Os cistos na musculatura esquelética dos fetos A (Figura 3) e C e no
coracgdo do caprino G (Tabelas 2 e 3), e de dois grupos de taquizoitos na lingua
do feto A foram evidenciados pela IHQ.

No SNC, as principais lesdes observadas foram necrose, gliose e
manguitos perivasculares linfoplasmocitérios focais ou multifocais, sendo que,
em alguns animais, havia células gigantes multinucleadas associadas a
inflamacdo mononuclear multifocal no telencéfalo (fetos B e D e caprino J)
(Figura 4) e ponte (caprino J). As lesdes encontradas estéo dispostas nas Tabelas
5 e 6. Nao foram observadas lesdes nos caprinos H e L.

Na IHQ, foram observados cistos em medula lombar, cerebelo e bulbo

(caprino J), tdlamo (feto D e caprino J), coliculo caudal e ponte (feto C) e
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telencéfalo (fetos A, C e D). No telencéfalo também foram observados grupos de
taquizoitos em dois animais (feto D e caprino E).

Todos os fetos (A, B, C e D) e 50% dos caprinos jovens e adultos (F, J,
K e L) apresentaram inflamacdo linfoplasmocitaria discreta nos pulmdes,
especialmente préxima a vasos. No figado havia inflamacéo linfoplasmocitéria
periportal (caprino 1). Nos rins foi observada inflamagdo linfoplasmocitaria
discreta em cortex renal (feto C), inflamacéo linfoplasmocitaria acentuada em
pelve renal (caprino I) e calcificagéo focal discreta na regido medular (caprinos
J, Ke L). Nao foram observadas estruturas parasitarias pela IHQ.

No sistema reprodutor, foi observada inflamagdo linfoplasmocitaria
discreta em plexo pampiniforme (feto C); discreta (caprino G) a moderada
(caprino E) no prepucio, ao redor de glandulas sebaceas; discreta no musculo
retrator do pénis (caprinos | e L) e moderada na ampola (caprino K), além de
focos de calcificacdo em ampola (caprino K) e testiculo (caprino L). Nao foram
observadas estruturas parasitarias na IHQ.

Dos trés animais controles negativos foi observada inflamacéo
mononuclear discreta em figado (caprino N e O), pulmao e rim (caprino N), e

derme superficial do prepucio (caprino O).

3.2 Deteccdo de DNA de N. caninum pela PCR

Na PCR (Figura 5) das 490 amostras analisadas, 171 (34,9%) foram
positivas para N. caninum (Tabela 10). Destas, 98 (57,3%) amostras eram de
musculos esqueléticos, sete (4,1%) eram de coracdo e 20 (11,7%) de sistema
nervoso.

Os resultados da PCR nos grupos musculares estdo demonstrados nas
Tabelas 2-4 e 7. A PCR do sistema reprodutor esta representada pela Tabela 8, e

a PCR dos sistemas nervoso, digestorio e demais 6rgéos na Tabela 9.
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Os maiores indices de identificagdo do DNA de N. caninum nos tecidos
foram observados nos fetos A e B, com 69,4% e 64,4% de positividade,
respectivamente (Tabela 1). Musculatura esquelética e coracdo foram os tecidos
mais frequentemente positivos na PCR (Tabela 10). Os fetos tiveram 100% de
positividade na PCR para os musculos romboide cervical, esplénio, parte lateral
do triceps braquial, infraespinhal, serratil ventral toracico, grande dorsal e
intercostal (Tabelas 2 e 7).

N. caninum tem 5,6 vezes mais chances de estar presente nos tecidos de
fetos do que nos adultos (p=0,00; OR=5,577; IC 95%][3,722-8,356]).

Verificou-se que, nos fetos, N. caninum possui predilecdo pelos
musculos téraco-abdominais em relagdo a musculatura da cabega, porém, ndo foi
possivel caracterizar a relacdo de risco (p=0,048; OR=5,4; IC 95%][0,739-
61,414]). O mesmo ocorreu ao relacionar a musculatura esquelética com o
coragdo (p=0,025; OR=9,315; IC 95%][0,678 — 497,033]). H&a mais chances de se
encontrar DNA de N. caninum na musculatura esquelética em relagdo ao sistema
nervoso (p=0,000; OR=6,210; IC 95%][2,478-15,559]), aos tecidos do sistema
reprodutor (p=0,000; OR=6,210; IC 95%[2,395-16,101]) e demais oérgaos
(p=0,043; OR=2,627; IC 95%][1,011-6,828]).

As amostras de sistema digestorio foram 80% positivas nos fetos e 7,7%
positivas nos jovens e adultos (Tabela 10); com maior chance de se encontrar
DNA de N. caninum no sistema digestério dos fetos do que nos jovens e adultos
(p=0,000; OR=48; IC 95%][6,504-510,199]).

Os caprinos jovens e adultos tiveram 100% de positividade para a
deteccdo de DNA de N. caninum no miocéardio (Tabela 10). Pelo teste
estatistico, ha maior chance de se encontrar DNA de N. caninum no coragdo em
relacdo a musculatura esquelética (p=0,000; OR=19,425; IC 95%][2,331-

883,030]), assim como em relagéo ao sistema nervoso (p=0,000; OR=27,363; IC
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95%][2,837-260,481]), sistema reprodutor (p=0,000; OR=60,2; IC 95%][5,257—
770,565]), tecidos do sistema digestorio (p=0,000; OR=58,333; IC 95%][4,214—
725,776]), demais 6rgdos (p=0,000; OR=63; IC 95%][4,567— 935,518]) e em
relacdo a todos os demais tecidos juntos (p=0,000; OR=29,569; IC 95%][3,633—
337,774)).

Nos caprinos jovens e adultos, a maior taxa de positividade para
musculatura esquelética foi 66,7%, a qual foi observada nos musculos cleido-
occipital e diafragma de caprinos com até seis meses de idade (Tabela 3), € no
levantador-nasolabial e cleido-occipital de caprinos com mais de seis meses de
idade (Tabela 4). Pelo teste estatistico, houve maior chance de se encontrar DNA
de N. caninum na musculatura esquelética em relacdo aos tecidos do sistema
reprodutor (p=0,012; OR=3,722; IC 95%][1,223-15,137]) e em relacdo aos
demais 6rgaos (p=0,028; OR=4,609; IC 95%][1,062-41,632]).

Nos 12 caprinos positivos, houve 13,3 vezes mais chances de se
encontrar DNA de N. caninum no telencéfalo do que nos nervos éptico e
trigémeo (p=0,002; OR=13,3; IC 95%][1,643-153,841]).

Das amostras de pele analisadas, 100% foram positivas nos fetos e
nenhuma nos jovens e adultos (Tabela 9). Existe predilecdo de N. caninum pela
pele de fetos em relacdo a dos jovens e adultos, com associacao estatisticamente
significativa, mas ndo foi possivel caracterizar a relagcdo de risco (p=0,035;
OR=20; IC 95%][0,601-174,984]).

Ndao foi detectado DNA de N. caninum em vesicula seminal, ampola,
glandula bulbouretral, processo uretral (Tabela 8), nervo Optico e adrenal
(Tabela 9) de nenhum dos animais.

Ao todo, foram analisadas 616 amostras dos caprinos positivos. Destas,
490 (79,5%) tiveram DNA preservado para o exame de PCR e 126 (20,5%)

foram improprias, devido a degradacdo do DNA.
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Os caprinos controles foram negativos na PCR para N. caninum.

4 DISCUSSAO

Os caprinos adultos deste experimento sdo provenientes de um rebanho
naturalmente infectado por N. caninum, mantido em piquete isolado, em
acompanhamento desde 2009 (COSTA et al., 2014; MESQUITA, 2012;
MESQUITA et al, 2013; NAKAGAKI, 2014), onde todos foram
congenitamente infectados por transmissdo transplacentaria enddgena e os fetos
foram provenientes de cabras pertencentes a esse rebanho, eutanasiadas no terco
final de gestacdo. A transmissao transplacentaria enddgena, devida a reativacéo
de infeccOes latentes durante a gestacdo, aparenta ser o principal mecanismo
pela qual a neosporose é mantida em rebanhos ovinos (GONZALEZ-
WARLETA et al., 2014) e caprinos (MESQUITA et al., 2013). Em caprinos
naturalmente infectados por N. caninum, a taxa de transmissdo da mae para sua
progénie foi de 77% (MESQUITA et al., 2013).

Ndo foram observados sinais clinicos e lesdes macroscopicas nos
caprinos deste experimento. A grande variacdo no quadro clinico descrita nos
animais com neosporose congénita esta relacionada, provavelmente, com a idade
do feto no momento da infeccdo e o desenvolvimento do seu sistema imune e
com a distribuicdo das lesdes no SNC (DUBEY, 2003). Em caprinos ha relatos
de nascimento de animais fracos, incapazes de alimentar, com dificuldade de
levantar e manter-se em estacdo, incoordenacdo de membros pélvicos e
opistétono (CORBELLINI; COLODEL; DRIEMEIER, 2001; COSTA et al.,
2014; PORTO et al., 2016). LesGes macroscopicas associadas a neosporose sao

escassas em caprinos, sendo descritos somente hidrocefalia com hipoplasia
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cerebelar (DUBEY et al., 1996) e um quadro de porencefalia com hidrocefalia
ex-vacuo (VARASCHIN et al., 2012).

LesBes microscopicas compativeis com neosporose foram observadas
em musculatura esquelética, coracdo e SNC. Inflamacéo linfoplasmocitaria foi o
achado mais frequente em musculatura esquelética e miocardio, algumas vezes
associada a calcificacdo e macrdfagos, além de células gigantes multinucleadas
no miocardio. Tipicamente, lesBes em musculatura esquelética e miocérdio
consistem em infiltrado de células mononucleares, com focos varidveis de
necrose, por vezes com mineralizacdo central (ARRANZ-SOLIS et al., 2015;
CORBELLINI; COLODEL; DRIEMEIER, 2001; DUBEY; SCHARES, 2006).

Neste estudo, as lesbes no SNC sdo compativeis com neosporose e
foram mais acentuadas no feto A e no adulto J. A IHQ do SNC foi positiva para
N. caninum em trés fetos e dois adultos. Em casos de neosporose congénita nos
caprinos, sao relatadas necrose, manguitos perivasculares linfoplasmocitarios e
gliose no SNC. Essas lesdes sdo observadas principalmente em telencéfalo,
tdlamo, tronco encefalico e medula espinhal. Células gigantes multinucleadas
podem ser observadas associadas aos focos inflamatérios e aos cistos de N.
caninum (CORBELLINI; COLODEL; DRIEMEIER, 2001; COSTA et al.,
2014). Estruturas parasitarias podem estar associadas ou distantes da lesdo
(VARASCHIN et al., 2012). Também podem ocorrer areas de calcificacdo no
SNC (BOULTON et al., 1995). Sabe-se que os niveis de antigenos requeridos
para causar lesdes no encéfalo sdo, pelo menos, dez vezes maiores que aqueles
necessarios para outros orgdos e reacOes inflamatdrias requerem mais tempo
para se desenvolver (MATYSZAK, 1998); isto justificaria a observacdo de
lesdes, apesar de menos acentuadas, no SNC dos caprinos adultos.

A IHQ ¢é uma excelente ferramenta de diagndstico, com alta

especificidade, e permite melhor visualizacdo de estruturas parasitarias nos



67

tecidos; o que facilita o diagndstico quando as lesbes sdo discretas (BARR et al.,
1990; CORBELLINI et al., 2002). Neste estudo foram visualizados cistos na
musculatura esquelética de dois fetos e no coragdo de um macho com quatro
meses de idade pela IHQ, os quais estavam, principalmente, na periferia de
focos inflamatérios. Taquizoitos foram observados apenas na lingua de um dos
fetos. Em caprinos, a localizagdo de cistos e taquizoitos em diferentes regides do
SNC foi evidenciada pela IHQ em fetos e em caprinos machos jovens e adultos
(COSTA et al.,, 2014). Em feto caprino foi observada imunomarcagdo de
taquizoitos entre fibras musculares esqueléticas e do coragdo (MESQUITA,
2012).

Apesar de ndo ter sido observada marca¢do IHQ nos demais tecidos,
todos os fetos e quatro machos jovens e adultos apresentaram inflamagéo
mononuclear discreta nos pulmdes, préxima a vasos; destes, dois fetos e um
adulto foram positivos na PCR. Também foi observada inflamagdo néo
supurativa em figado de um caprino (tecido ndo positivo na PCR) e rim de um
feto (tecido positivo na PCR) e dois adultos (tecidos ndo positivos na PCR). O
figado é provavelmente o primeiro 6rgéo fetal alcancado pelo parasito através da
veia umbilical. Sendo assim, fetos que chegam ao ter¢o final de gestacdo podem
se recuperar das lesdes causadas ao figado (ARRANZ-SOLIS et al., 2015;
BUXTON et al., 1998).

Os caprinos deste estudo foram congenitamente infectados e mantidos
em piquete isolado. Portanto, ndo sdo esperadas coinfeccBes por outros
protozoarios. Pelo fato das manifestacOes clinicas e as lesGes induzidas por
Toxoplasma gondii e N. caninum serem muito semelhantes e 0s caprinos serem
seriamente acometidos pela toxoplasmose (VARASCHIN et al.,, 2011), o
diagndstico diferencial foi realizado pela IHQ e PCR. Nos caprinos deste

experimento ndo foram observados cistos de Sarcocystis sp. Cistos de
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Sarcocystis sp. sdo frequentemente encontrados na musculatura de herbivoros
domésticos e tém morfologia bem caracteristica. Nos tecidos dos HI ha
formacdo de cistos polizoicos e septados. De acordo com a espécie de
Sarcocystis, esses cistos tissulares, cujas paredes variam em aparéncia e
estrutura, podem medir até alguns centimetros de comprimento (MONTEIRO,
2011).

N&do ha estudos avaliando se o comportamento de N. caninum é o
mesmo em fémeas e machos. Isso é importante conhecer, uma vez que a
recrudescéncia de cistos parasitarios durante a gestagdo favorece transmissao
vertical da neosporose. O comportamento e a distribui¢do do parasito nos tecidos
de machos adultos e jovens ainda ndo foram estudados e seu conhecimento pode
contribuir para a adogdo de medidas preventivas para evitar a propagacao e a
manutencgdo da neosporose nos rebanhos.

A técnica de PCR, por sua maior sensibilidade (MEDINA et al., 2006;
PAYNE; ELLIS, 1996), foi a ferramenta de eleicdo para a avaliacdo da
distribuicdo de N. caninum. Nos animais em que foram observadas mais lesdes e
cistos de N. caninum, foram detectados mais tecidos positivos na PCR. Das 171
amostras teciduais positivas na PCR para N. caninum, 73,1% (125) foram de
grupos de mausculos esqueléticos, coracdo e sistema nervoso. A maior
porcentagem de deteccdo pela PCR foi observada nos fetos e em dois caprinos
jovens e adultos. Na porcentagem geral os fetos tiveram 59% dos tecidos
positivos em comparacdo a 20,5% dos jovens e adultos. A analise estatistica
confirmou que N. caninum tem 5,6 mais chances de ser encontrada nos tecidos
de fetos do que nos de adultos. Estes achados de PCR associados aos achados de
células gigantes multinucleadas no encéfalo e miocardio de alguns caprinos,
provavelmente fagocitando cistos degenerados, sugerem que 0s machos podem

progressivamente ficar livres da infec¢do, uma vez que a reativagdo de cistos
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latentes poderia ndo ocorrer, diferente do que acontece em fémeas gestantes
(MESQUITA et al., 2013; NAKAGAKI et al., 2014). Dijkstra et al. (2008)
acompanhando um rebanho bovino leiteiro positivo para neosporose,
demonstraram diminuicdo dos niveis de anticorpos anti-N. caninum apos trés
anos de estudo, pois a maioria dos animais com baixo titulo de anticorpos
tornou-se negativa e alguns animais com titulos altos tiveram diminuicao deles.

Nos fetos, os resultados da PCR demonstraram que N. caninum possui
predilecdo pelos musculos téraco-abdominais, quando comparados com a
musculatura da cabeca; entre eles, serratil ventral torécico, grande dorsal e
intercostal tiveram 100% de positividade nas amostras testadas. Ha predilecao
estatistica de N. caninum por musculatura esquelética (75,6% de amostras
positivas) em relacdo ao coragdo (25% de amostras positivas). S&o maiores as
chances de se detectar DNA de N. caninum na musculatura esquelética em
relacdo ao sistema nervoso (33,3% de amostras positivas), sistema reprodutor
(33,3% de amostras positivas) e demais érgdos (54,2% de amostras positivas).
Estes resultados reforcam os achados descritos em fémeas caprinas adultas, nas
quais foi relatado 1,6 vezes mais chances de ser detectado N. caninum na
musculatura esquelética que em outros tecidos (NAKAGAKI, 2014).

Na andlise estatistica das amostras do sistema digestorio sdo maiores as
chances de se detectar DNA de N. caninum no sistema digestério dos fetos (80%
das amostras positivas) do que dos jovens e adultos (7,7% das amostras
positivas). Em ruminantes, a circulagdo sanguinea fetal e maternal é separada,
portanto, a infeccdo da placenta é provavelmente necessaria para a infeccéo fetal
(DUBEY; BUXTON; WOUDA, 2006). Através da veia umbilical, o figado seria
o primeiro 6rgdo fetal alcancado pelo parasito (ARRANZ-SOLIS et al., 2015), e
a partir do figado, pela circulacdo sanguinea, os taquizoitos poderiam alcancar

qualquer tecido.
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Os caprinos jovens e adultos tiveram todas as amostras de coragéo
positivas na PCR. Estatisticamente, houve maior chance de N. caninum ocorrer
no coragdo em relacdo a todos os outros tecidos analisados. Maiores foram as
chances de N. caninum também ocorrer nos muasculos esqueléticos em relagéo ao
sistema reprodutor e demais 6rgdos, reforcando os resultados descritos por
Nakagaki (2014).

Em todos os caprinos analisados, o telencéfalo foi a por¢do do sistema
nervoso com mais resultados positivos pela PCR (58,3%). Porém, a relagdo
estatistica foi observada somente quando comparado telencéfalo com nervos
optico e trigémeo. Em cabras adultas, a medula cervical foi a porcéo do sistema
nervoso com maior positividade pela PCR (NAKAGAKI, 2014).

Ha predilecéo estatistica de N. caninum ocorrer na pele de fetos (100%
das amostras positivas) em relacdo a pele dos jovens e adultos (nenhuma
amostra positiva). Nas cabras, a pele foi o Gnico tecido em que néo foi detectado
DNA de N. caninum (NAKAGAKI, 2014).

O sistema reprodutor foi o grupo de tecido com menor indice de
amostras positivas na PCR, quando observada a porcentagem dos doze caprinos.
Maior indice de amostras positivas foi obervado em musculo retrator do pénis,
prepucio e testiculo. Nos jovens e adultos, o DNA de N. caninum foi detectado
apenas nas amostras de musculo retrator do pénis, preplcio e prostata. A
possibilidade de transmissdo venérea da neosporose tem sido investigada ap6s
ter sido encontrado DNA de N. caninum em sémen e sangue de touros
naturalmente (FERRE et al., 2005; ORTEGA-MORA et al., 2003) e
experimentalmente infectados (SERRANO-MARTINEZ et al., 2007a). Mas
sabe-se que a infeccdo horizontal, através do sémen, ndo é eficiente. Em touros,
experimentalmente infectados, ndo foi possivel demonstrar a transmissao

venérea de N. caninum a novilhas, por inseminagdo artificial (FERRE et al.,
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2008) ou monta natural (OSORO et al., 2009). Em carneiros, experimentalmente
infectados com taquizoitos, houve deteccdo do DNA de N. caninum no sémen de
11 dos 32 carneiros infectados. Ao realizar acasalamento destes carneiros com
ovelhas, por monta natural, ndo houve soroconversdo em nenhuma delas,
sugerindo que a infeccdo horizontal via sémen ndo é uma via importante de
transmiss@o nos ovinos (SYED-HUSSAIN et al., 2013). Sendo assim, surge o
questionamento se 0 macho caprino poderia, com o passar dos anos, ficar livre

da infeccéo.

5 CONCLUSOES

Os achados obtidos com o presente estudo demonstraram que o DNA de
N. caninum tem mais chances de ser encontrado nos tecidos de fetos do que nos
de jovens e adultos. Os tecidos de eleicdo para diagnostico da neosporose sdo 0s
da musculatura esquelética, coragdo e SNC. O sistema reprodutor foi o grupo de
tecido com menor indice de amostras positivas na PCR, sugerindo que a

transmissdo venérea pode ndo ser importante em caprinos.
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Tabela 1 Porcentagem de tecidos positivos para Neospora caninum, de acordo

com cada animal.

Total de tecidos

Tecidos positivos

Caprino Idade analisados na PCR (%)
A Feto 49 69,4
B Feto 45 64,4
C Feto 41 58,5
D Feto 48 43,8
E 3 meses 45 20
F 3 meses 25 )
G 4 meses 52 442
H 5 meses 41 49
| 7 meses 24 12,5
J 11 meses 39 38,5
K 12 meses 32 18,8
L 36 meses 49 8,2




Tabela 2 Mdusculos avaliados de quatro fetos caprinos machos, congenitamente infectados por Neospora caninum,
ocorréncia de lesdo histologica (miosite), marcacdo imuno-histoquimica (IHQ) e resultado na pesquisa de N. caninum por

PCR.
Fetos machos PCR
Musculos esqueléticos A B c D %)
Miosite  IHQ PCR Miosite IHQ PCR Miosite  IHQ PCR Miosite  IHQ PCR
Levantador ) N i N i i R ] ] 50
nasolabial
Cabeca Zigomatico - - + - - + - - - - - + 75
Masseter - - ++ - + - - + - - 50
Lingua +++ 7 + + - - + - + +++ - + 75
Cleido-occiptal - - - - + - - + - - 50
Pescogo Romboide cervical + - + + - + + - + - - Deg 100
Esplénio ++ - + ++ - + - - + - - Deg 100
Omo-hioideo ++ - + - - + - - + - - 75
Parte lateral do + 10 + ) i N i i N . ) De 100
Membros triceps braquial g
toracicos Supraespinhal +++ 3 + - - + - - +++ - - 25
Infraespinhal ++ - + - - + - - + + - + 100
Vasto lateral +++ 7 + ++ - + + 2 Deg - - 66,7
Tensor da fascia
Membros lata * 4 * ) ) * . ) * ) ) &
pelvicos Semitendineo ++ - Deg - - Deg - - + - - 50
Semimembranéceo - 1 + ++ - + ++ - + - - 75
Glateo + 2 + - - + + - + + - - 75

Ll



Tabela 2, conclusdo

Fetos machos

Mdsculos esqueléticos A B C D FE%{
Miositt IHQ PCR Miositte IHQ PCR Miositt IHQ PCR Miosite IHQ PCR
Serratil
ventral + 2 + - - + + - + - - + 100
toracico
Grande
Téraco- dorsal * . . * * . * ) ) * 100
abdominais Intercostal - 1 + - - + + - + - - + 100
Obliquo
externo do - - + + - + - - - - - + 75
abddmen
Diafragma + - + - - + - - + + - - 75
Coragdo ++ - - + - - - N T + _ ; 25

*Numero de cistos observados na IHQ; Deg: DNA degradado; + positivo; - negativo; Espaco em branco:

graduada em: -sem inflamacéo, +discreta, ++ moderada, +++acentuada.

nao realizado. A miosite foi

8.



Tabela 3 Musculos avaliados de quatro caprinos machos, até seis meses de idade, congenitamente infectados por
Neospora caninum, ocorréncia de lesdo histologica (miosite), marcacdo imuno-histoquimica (IHQ) e resultado na
pesquisa de N. caninum por PCR.

Caprinos machos até seis meses de idade

Musculos esqueléticos E F G H FEE/:O?
Miosite IHQ PCR Miosite IHQ PCR Miosite IHQ PCR Miosite IHQ PCR
Levantador ) ) ) ) Deg ) . + + ) ) 333
nasolabial
Cabeca Zigomético - - - - Deg - - - - - - 0
Masseter - - - - Deg + - - - - - 0
Lingua ++ - - - - Deg ++ - + - - - 333
Cleido-occiptal - - + - - Deg - - + - - - 66,7
Pescoco Romboidg c_ervical + - + + - - + - + - - - 50
Esplénio - - - - + - - - - - - 25
Omo-hioideo - - + - - - - + - - - 50
Parte lateral do ) ) ) . ) . + ) ) ) 25
Membros triceps braquial
toracicos Supraespinhal - - - - + - + - - - 25
Infraespinhal - - - - + - - - - - 0
Vasto lateral - - - - Deg + + - - 33,3
Membros Tensor (_1a fés,cia lata - - - - Deg + - + - - - 33,3
pélvicos ngltendlneo - - - - Deg - - + - - - 33,3
Semimembranaceo - - - - Deg + - + - - - 33,3
Gluteo - - - - + - - - - - 0

6.



Tabela 3, conclusdo

Caprinos machos até seis meses de idade

Mdsculos esqueléticos E F G | H FES/:O?
Miositt IHQ PCR Miositt IHQ PCR Miosite IHQ PCR Miosite IHQ PCR
Serratil
ventral ++ - + - - + - - - - - 25
toracico
Grande
Téraco- dorsal . ) . ) * ) * ) ) ) 25
abdominais  Intercostal - - + - - + - + - - - 25
Obliquo
externo do - - - - Deg + - + - - - 33,3
abdémen
Diafragma - - + - - Deg + - + - - - 66,7
Coragdo - - + + - Deg ++ 3 + - - + 100

*Namero de cistos observados na IHQ; Deg: DNA degradado; + positivo; - negativo; Espaco em branco: ndo realizado. A miosite foi
graduada em: -sem inflamacéo, +discreta, ++ moderada, +++acentuada.

08



Tabela 4 Musculos avaliados de quatro caprinos machos, com mais de seis meses de idade, congenitamente infectados
por Neospora caninum, ocorréncia de lesdo histoldgica (miosite), marca¢do imuno-histoquimica (IHQ) e resultado na
pesquisa de N. caninum por PCR.

Caprinos machos com mais de seis meses de idade

Muisculos esqueléticos I J K L FEE/:O?
Miosite  IHQ PCR Miosite IHQ PCR Miosite IHQ PCR Miosite IHQ PCR
Levantador + i Deg N . i ] . 66.7
nasolabial
Cabeca Zigomatico - - Deg - - - - - - 0
Masseter - - Deg ++ - - - - - - - 0
Lingua - - Deg - - - ++ - - - - 0
Cleido-occipital - - Deg + - + - - - - + 66,7
Pescogo Romboidg cervical ++ - - + - + - - - - 25
Esplénio + - - + - - - - - . 0
Omo-hioideo - - + - + - - - - - 25
Parte lateral do
Membros triceps braquial ) ) * ) * ) B B . 25
toracicos Supraespinhal - - - - + - - + - - 50
Infraespinhal - - - - + - - - - 25
Vasto lateral + - - + - - - - - - 0
Tensor da fascia ) i ) i i i i i ) 0
Membros lata
pelvicos Semitendineo - - - - - - - + - - 25
Semimembranaceo - - - - - - - + - - 25
Gluteo + - - - - + - - + - - 50

18



Tabela 4, conclusdo

Caprinos machos com mais de seis meses de idade

, - PCR
Musculos esqueléticos | J K L %)
Miosite IHQ PCR Miosite IHQ PCR Miositt IHQ PCR Miosite IHQ PCR
Serrétil
ventral - - - - - - - Deg - - 0
toracico
Grande
Téraco- dorsal i * * i ) i ) i i i 25
abdominais  Intercostal - - Deg + - + - - - - 33,3
Obliquo
externo do - - + + - + - - - - - 50
abdémen
Diafragma + - Deg + - - - - - - 0
Coragdo - - Deg + - + - _ + R R T 100

*Namero de cistos observados na IHQ; Deg: DNA degradado; + positivo; - negativo; Espaco em branco:

graduada em: -sem inflamacéo, +discreta, ++ moderada, +++acentuada.

nao realizado. A miosite foi

8



Tabela 5 Areas do sistema nervoso central avaliadas de quatro fetos caprinos machos congenitamente infectados por N.
caninum, ocorréncia de lesao histoldgica.

Fetos caprinos machos

Area do SNC A B C D
MP G Nec Calc Men MP G Nec. CG MP G MP G CG

ME cerv ++ +

ME tor + + + ++

ME lomb + +++ +

Cerebelo +

Talamo + +
Telencéfalo ++ 4+ ++ ++ ++ ++ + + + + + ++ +
Col. caudal + +++ + +
Col. rostral ++ +

SNC: sistema nervoso central; MP: manguito perivascular; G: gliose; Nec: necrose; Calc: calcificacdo; Men: meningite; CG: células

gigantes multinucleadas; ME: medula espinhal; cerv: cervical; tor: tordcica; lomb: lombar; Col.: coliculo

€8



Tabela 6 Areas do sistema nervoso central avaliadas de seis caprinos machos, jovens e adultos, congenitamente
infectados por N. caninum, ocorréncia de lesdo histolégica.
Caprinos jovens e adultos

Area do SNC E F G I J K
MP G MP MP G MP G MP G Nec. Calc Men CG G
ME tor. + +
ME lomb. ++ +
Cerebelo + o+ +
Talamo + + o+
Telencéfalo + + + ++H+ o+ + + +
Bulbo ++ +
Ponte + + +
Col. caudal +
Col. rostral + 4+

SNC: sistema nervoso central; MP: manguito perivascular; G: gliose; Nec: necrose; Calc: calcificacdo; Men: meningite; CG: células
gigantes multinucleadas; ME: medula espinhal; tor: tordcica; lomb: lombar; Col.: coliculo

8
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Tabela 7 Porcentagem de amostras positivas para N. caninum na reagdo de PCR,
separadas por grupos de misculos esqueléticos e coracao.

Total de PCR positivas Total
0,
S wasatp O 00 e
esqueléticos esquelético Fetos Jovens e Fetos Jovense  positivas
Adultos Adultos (%)
Levanta(_JIor 4 6 50 50 50
nasolabial
Cabeca Zigomaético 4 6 75 0 30
Masseter 4 6 50 0 20
Lingua 4 6 75 16,7 40
Cleido-occiptal 4 6 50 66,7 60
Pescogo Romboidg c_ervical 3 8 100 37,5 545
Esplénio 3 8 100 12,5 36,4
Omo-hioideo 4 8 75 37,5 50
Parte lateral do
Membros triceps braquial 3 8 100 25 455
toracicos Supraespinhal 4 8 25 37,5 33,3
Infraespinhal 4 8 100 12,5 41,7
Vasto lateral 3 7 66,7 14,3 30
Tensor da fascia 4 7 75 143 36.4
Membros lata
pélvicos Semitendineo 2 7 50 28,6 33,3
Semimembranaceo 4 7 75 28,6 455
Gluteo 4 8 75 25 41,7
Serratil ventral 4 7 100 143 455
toracico
Téraco- Grande dorsal 4 8 100 25 50
. Intercostal 4 7 100 28,6 54,5
abdominais Obliguo externo do
- 4 7 75 429 54,5
abdbmen
Diafragma 4 6 75 33,3 50
Coracdo 4 6 25 100 70
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Tabela 8 Porcentagem de amostras positivas para N. caninum na reacdo de PCR,

no sistema reprodutor.

Total de amostras

PCR positivas (%)

Sistema reprodutor Total PCR
. Jovens e Jovens e .
masculino Fetos Fetos positivas (%)
adultos adultos
M. retrator do pénis 0 4 0 50 50
Testiculo 4 3 50 0 28,6
Prepucio 4 2 50 50 50
Prostata 0 4 0 25 25
Vesicula seminal 0 4 0 0 0
Ampola 0 3 0 0 0
Glandula
bulbouretral 0 3 0 0 0
Pénis 3 6 33,3 0 11,1
Cauda do epididimo 4 3 25 0 14,3
Corpo do epididimo 4 5 25 0 111
Cabeca do epididimo 4 4 25 0 12,5
Plexo pampiniforme 4 4 25 0 12,5
Processo uretral 0 1 0 0 0
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Tabela 9 Porcentagem de amostras positivas para N. caninum na reagdo de PCR,
nos demais tecidos.

Total de PCR positivas Total
Grupos de . amostras (%) PCR
. Tecido g
tecidos Fetos Jovens e Fetos Jovense  positivas
Adultos Adultos (%)
Med. esp. cervical 3 3 0 33,3 16,7
Med. esp. toracica 4 6 25 16,7 20
Med. esp. lombar 4 6 50 16,7 30
Sistema Cerebelo 4 7 25 14,3 18,2
Nervoso Talamo 4 8 50 12,5 25
Telencéfalo 4 8 75 50 58,3
Nervo o6ptico 3 7 0 0 0
Nervo trigémeo 4 7 25 14,3 18,2
Intestino delgado 2 3 100 33,3 60
Valvula ileo-cecal 3 2 66,7 0 40
. RUmen 3 4 33,3 0 14,3
Sistema
Omaso 3 4 100 0 42,9
Abomaso 2 4 100 0 33,3
Es6fago 4 5 100 20 55,6
Pulmao 4 7 50 14,3 27,3
Figado 4 6 25 0 10
Rim 3 5 100 0 37,5
Demais Lin?‘g(r;]?)do 3 3 33,3 33,3 33,3
6rgdos L 2 3 100 0 40
mesentérico
Timo 2 0 50 0 50
Adrenal 3 0 0 0 0
Pele 3 4 100 0 42,9
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Tabela 10 Porcentagem de amostras positivas para N. caninum na reagdo de
PCR, separadas por grupos de tecidos.

Total de amostras  PCR positivas (%) + .1 bR

Grupos de tecidos Fetos ‘k;ﬁﬂzs Fetos ‘]Aogﬁlrl[i: positivas (%)
Musculos
esqueléticos 78 149 75,6 26,2 43,2
Coracdo 4 6 25 100 70
Sistema nervoso 30 52 33,3 19,2 24,4
Sistema reprodutor 27 46 33,3 8,7 17,8
Sistema digestario 20 26 80 7,7 39,1
Demais 6rgaos 24 28 54,2 7,1 28,8

Total 183 307 59 20,5 34,9
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">A ;'. ) X .V\‘ A.:’\\‘i‘ L £ }‘.\
Figura 1 Lingua, caprino macho, quatro meses de idade, neosporose (Caprino
G). Inflamacdo mononuclear acentuada entre fibras musculares. HE. Barra:
100pm.

Figura 2 Coracao, feto caprino macho, neosporose (feto A). Foco de calcificacdo
e inflamagdo mononuclear associada a célula gigante multinucleada. HE. Barra:
25um.
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Figura 3 Porcao lateral do triceps braquial, feto caprino macho, neosporose (feto
A). A: Cisto de Neospora caninum. HE. B: Imuno-histoquimica positiva em
cisto de Neospora caninum. Método estreptavidina-biotina-peroxidase,
revelagdo com DAB. Barra: 25um.

B RS A AR T AN
Figura 4 Cértex occipital, feto caprino macho, neosporose (feto B). Glios
associada a necrose, macrofagos epitelioides e células gigantes multinucleadas.
HE. Barra: 50pum.
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Figura 5 Neosporose em caprinos machos. Deteccdo de N. caninum por PCR. 1:
Marcador de peso molecular (100pb). 2: Controle negativo. 3: Controle positivo.
4-16: DNA das amostras de tecidos dos caprinos. Amostras positivas: 4, 7, 8, 9,
11, 13, 14, 15 e 16. Amostras negativas: 5, 6, 10 e 12.



ANEXO A
UNIVERSIDADE FEDERAL DE LAVRAS
l I l i u ' I PRO-REITORIA DE PESQUISA
COMISSAOQ DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
URIVERSIDADE FEDERAL DE LAVRAS Cx.P.3037 - Lavras — MG - 37200-000 — (35) 3829-5182 cba@nintec.ufla.br
CERTIFICADO

Certificamos que o protocolo n® 081/13, relativo ao projeto intitulado Caracterizacéo de
eventos imunopatolégicos em placenta e sistema nervoso central de caprinos e bovinos
naturalmente infectados por Neospora caninum., que tem como responsavel Mary Suzan
Varaschin estd de acordo com os principios éticos da experimentagéo animal, adotados
pela Comissédo de Etica no Uso de Animais (Comissdes Permanentes/PRP-UFLA),
tendo sido aprovado na reuniéo de 30/01/2014.

Inicio do projeto:30/01/2014 - Término do projeto:31/12/2015
CERTIFICATE

We hereby certify that the Protocol n° 081/13, related to the project entitled
"Characterization of immunopathological events in placenta and central nervous system
of goats and cattle naturally infected by Neospora caninum.”, under the supervision of
Mary Suzan Varaschin, is in agreement with the Ethics Principles in Animal
Experimentation, adopted by the Institutional Animal Care and Use Committee (Standing
Committees/PRP-UFLA), and was approved in January 30, 2014.

Project's beginning:30/01/2014 - Project's end:31/12/2015

Lavras, 30 de janeiro de 2014

Prof®, G—:lf(ieh Rodrigues Saknpaio

/
Presidente da Comissag de Etica no Uso dp Anj mfé‘(ﬁlli\

Universidade Federal de Lavras
Pré-Reitoria de Pesquisa /Comissdes Permanentes
Campus Universitério -
Caixa Postal 3037 / CEP 37200 000 — Lavras, MG - Brasil
Tel.: +55 (35) 3829 5182
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ANEXO B

Identificacdo dos caprinos utilizados no experimento.

93

Animais Identificacdo Caprino Idade
A D feto Brisa Feto
B B feto Brisa Feto
C G feto Amy Feto
D E feto Amy Feto
E | Filhote Debrita 3 meses
Positivos para N. caninum F S Shrec{k 3 meses
G Z Frezé 4 meses
H F Francisco 5 meses
| V Vitor 7 meses
J P Pingo 11 meses
K X Xassi 12 meses
L C Chiquinho 36 meses
M J Ilvam 3 meses
Controles negativos N K Hondrio 4 meses
0 H Lino 12 meses
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ANEXO C

Sequéncia da amostra de musculatura esquelética (porgdo lateral do triceps
braquial) do caprino J, que sera depositada no banco de dados do NCBI.

CGGTCAGTATCAGTACTCTCTGGATTACTTCACGCGCATCTTCCGCGA
AAGCCTCAAGCGCATCTCCGCAGACGATGCCTCTCTGCAAAACCGCC
TGCAGGCTCTCGTGGATGGCGCCACCGAAATGCTCTTTGCCAGTGTC
GCCTGAGGTCTGTTTCACCAACACAAATTGCTGCTCGCCTTCCTTCTC
GCTGTGGAAGTCGTCCGGCAAGAGCGCCGGGAGTTCCACCACGAGG
TAAGCCGCCACGCGCGAAGAGAAAGATTTCCACCTCGAGCGAAACG
GGAATCGGAAGGGAGGGTGCAGGGCATGCACGTGGAAAGATGTCAT
TCACGTGTGGAGTTTACGCGGGGAATCAAAGGCTTAGATGGGCATGT
ACAGGTGACCGCTTTTCATGCTTCTGCGGTCGCTTTCAGGGACCACTT
TTGCCTGACCCGAAAAGTAATGCATCTCCGTGAAGAGTCCTAGCCGT
CA



