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RESUMO GERAL

Durante uma gestacdo, as fémeas desenvolvem uma resposta imunolégica do
tipo Th2. No entanto, quando ocorre infeccdo ou recrudescéncia de agentes
infecciosos, ha polarizacdo para o tipo Thl que pode ser efetiva em limitar a
multiplicacdo do parasito, porém esta associada ao aborto. A recrudescéncia da
infeccdo cronica pode acontecer durante a gestacdo dos ruminantes e ndo se
conhece as suas causas. O objetivo do presente trabalho foi avaliar pardmetros
da resposta imune durante a infecgdo cronica natural por Neospora, caninum em
cabras prenhes. Assim, foram quantificadas citocinas no soro (IL-4, IL-10, IL-
12, IFNy e TNF-a) pela técnica de ELISA em nove animais (sete positivos para
N. caninum). Foi realizada imunomarcagdo de linfocitos T, linfécitos T
auxiliares, linfocitos B, Tgamma delta, Natural Killer, macréfagos, INF-y e
MHC-I1I na interface placentaria materno-fetal. Os dados referentes a contagem
de células das cabras com diferentes titulacbes para Neospora caninum foram
submetidos ao teste de Kruskal-Wallis (p < 0,05). Cabras reagentes e ndo
reagentes para N. caninum tém variacOes da producdo de citocinas durante os
cinco meses da gestacdo. Somente uma cabra apresentou cotilédones com bordas
aumentadas, irregulares e edemaciados, membrana corioalantoidea com edema
préximo aos cotilédones e hemorragias multifocais. Microscopicamente as
lesGes mais frequentes foram infiltrado linfoplasmocitario multifocal discreto no
mesénquima trofoblastico, areas de necrose no epitélio coridnico, mineralizacdo
multifocal e infiltrado linfo-histioplasmocitario difuso moderado na submucosa
uterina. Em uma cabra foram visualizados varios cistos de N. caninum. Houve
diferencas estatisticas entre o numero de células marcadas pela imuno-
histoquimica em animais positivos comparado aos animais negativos. Assim,
ocorre uma resposta imunoldgica diferenciada para animais positivos e
negativos mas nem sempre ocorre o aborto.

Palavras-chave: Caprino. Aborto. Resposta imune e neosporose. Gestacao.



GENERAL ABSTRACT

During gestation, females develop a type Th2 immunological response.
However, when infection or resurgence of infectious agents occur, a polarization
for type Th1l immune response can limit the multiplication of the parasite, yet it
is related to abortion. A resurgence of the chronic infection can occur during the
gestation of ruminants, and its causes are still unknown. The objective of this
work was to evaluate parameters of immune response during natural chronic
infection by Neospora caninum in pregnant goats. Thus, serum cytokines (I1L-4,
IL-10, IL-12, IFNy and TNF-a) were quantified by ELISA technique, on nine
animals (seven of them positive to N. caninum). Immunostaining for T
lymphocytes, auxiliary T lymphocytes, B lymphocytes, Tgamma delta, Natural
Killer, macrophages, IFNy and MHC-II were done on the maternal-fetus
placental interface. The data regarding the cell count of the goats with different
titers for Neospora caninum were submitted to the Kruskal-Wallis test (p<0.05).
Reacting and non-reacting goats present variations in the production of
cytokines during the five months of gestation. Only one goat presented
cotyledons with irregular and swollen edges, chorioallantoic membrane with
edema near the cotyledons and multifocal petechiae. Microscopically, the most
frequent lesions were discrete multifocal lymphoplasmacytic infiltrate in the
trophoblastic mesenchyme, necrosis areas in the chorionic epithelium, multifocal
mineralization and discrete multifocal lymphohistioplasmacitary infiltrate in the
uterine submucosa. Only in one goat, many N. caninum cysts were seen. There
was statistical difference between the number of cells marked by the
immunohistochemistry in positive animals when compared to negative animals.
Thus, a differentiated immunological response occurs for positive and negative
animals, yet, not always, does the abortion occur.

Keywords: Goat. Abortion. Immune response and neosporosis. Gestation.
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PRIMEIRA PARTE
1 INTRODUCAO

Neospora caninum é um protozoario intracelular conhecido como um
dos principais agente causadores de abortos em bovinos leiteiros e de corte em
todo o mundo. O parasito tem como hospedeiros definitivos canideos
domésticos e selvagens e j& foi isolado de varias espécies animais (DUBEY;
SCHARES, 2011).

Apesar do cdo e outros carnivoros espalharem oocistos no ambiente e
estes serem infectantes, por via oral, para outras espécies, a transmissdo vertical
de N. caninum é considerada a principal forma de infeccdo (ALMERIA et al.,
2003), em rebanhos bovinos leiteiros (MALCALDOWIE et al., 2004) e caprinos
(MESQUITA et al, 2013). Porém a grande maioria dos animais nasce
clinicamente sadia e os eventos que transformam uma infeccdo aparentemente
inofensiva em uma doenca fatal, ainda, ndo foram elucidados (MACALDOWIE
et al., 2004).

A neosporose clinica em ruminantes se manifesta por falhas
reprodutivas, entre elas a ocorréncia de abortos recorrentes, geralmente, no
periodo de cinco a seis meses de gestacdo em bovinos. Além dos abortos, pode
haver absor¢do embrionaria, fetos mumificados, macerados, nascimento de
animais vivos com sinais clinicos ou clinicamente normais, mas
permanentemente infectados (DUBEY; SCHARES, 2011). J4, em caprinos,
além dos relatos de abortos ou falhas reprodutivas (MESQUITA et al., 2013;
VARASCHIN et al., 2012), é descrito o nascimento de animais ndo infectados
por N. caninum a partir de mées infectadas ou soropositivas (MESQUITA et al.,
2013).

O aborto ocorre ap6s transmissdo transplacentaria a qual pode ser

exdgena ou enddgena. A primeira é decorrente da ingestdo de oocistos liberados,
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nas fezes de cdes, ja a segunda é em razdo da recrudescéncia de bradizoitos, que
se transformam em taquizoitos, considerados a forma infectante (DUBEY;
SCHARES, 2011; ROSBOTTON et al., 2008). Ap6s a transmissdo, ndo se
conhecem, ao certo, os mecanismos especificos causadores do aborto.
Possivelmente, fatores como tempo da primeira infeccdo, tempo de
recrudescéncia da infeccdo em animais persistentemente infectados, resposta
imunoldgica materna, a cepa parasitaria, suscetibilidade do hospedeiro e o
estagio de desenvolvimento fetal em que a infec¢do foi adquirida, influenciam a
ocorréncia ou ndo do aborto.

Alguns trabalhos relacionam a participacdo de citocinas na polarizacdo
da resposta imune mediada por linfocitos T auxiliares como fator desencadeador
de eventos humorais e celulares especificos que causariam lesdes, as quais, por
sua vez, levam ao aborto (MALEY et al., 2006; ROSBOTTOM et al., 2008;
ROSBOTTOM et al., 2011). A resposta tipo Thl, com a producdo de interferon
gama (IFN-y) e fator de necrose tumoral-a (TNF-a), é conhecida por ser efetiva
em limitar a multiplicacdo do parasito (INNES et al., 1995). Esta resposta é
diminuida, na gestacdo normal, favorecendo a sobrevivéncia e a multiplicacdo
do parasito (INNES et al., 2001). J4, para Entrican (2002), pequenas guantidades
do parasito, enguanto lesionam discretamente a placenta, podem causar mudanga
de uma resposta Th2 para uma Thl, ocasionando o aborto. Toda essa alteracdo
esta relacionada com a liberacdo de citocinas e participagdo de células Natural
killer (NK) (ENTRICAN, 2002).

Em um estudo realizado por Bartley et al. (2004), foi sugerido que,
durante estégios iniciais da infec¢do (14 dias), N. caninum consegue atravessar a
placenta e causar morte fetal. Entretanto, em estagios mais avancados da
infeccdo, é provado que tanto a mde quanto o feto conseguem desenvolver
resposta imunoldgica protetora, que é compativel com o prosseguimento da

gestacdo, porém, ainda assim, o feto pode ser infectado (BARTLEY et al., 2004;
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MALEY et al.,, 2006; ROSBOTTOM et al., 2011). Maley et al. (2006)
demonstraram, ap6s 28 dias de inoculacdo experimental de N. caninum,
infiltrado  inflamatério  composto  por  células  mononucleares e
polimorfonucleares, tanto do segmento fetal quanto do materno da placenta,
sugerindo o inicio da imunidade materna mediada por células.

Em um estudo anterior, realizado em caprinos do préprio setor de
Patologia Veterinaria (UFLA), (MESQUITA, 2012) foi demonstrada necrose e
infiltrado inflamatorio, na placenta de cabras naturalmente infectadas por N.
caninum. Células inflamatdrias ocorreram em placentas tanto de cabras que
abortaram como naquelas que pariram normalmente, sendo mais acentuadas no
primeiro grupo, porém ndo foi realizada a caracterizagdo fenotipica destas
células. A caracterizagdo do tipo celular associada com a avaliacdo da expressao
de citocinas, no soro desses animais prenhes, assim como a sua associacdo com
a ocorréncia de abortos poderia auxiliar no entendimento dos abortos por N.
caninum, explicando por que, algumas vezes, ocorre aborto e outras nao.

Alguns estudos vém sendo desenvolvidos no intuito de se explicar a
ocorréncia ou ndo desses abortos. Orozco, Morales e Salmerén (2013)
procuraram estudar as lesdes e as células inflamatérias em tecido uterino de
bovinos infectados por N. caninum. Observou-se que o agente pode se encistar
em algumas camadas da parede uterina (endométrio e miométrio) no intuito de
esperar por um momento propicio para infectar o feto. Além disso, os autores
observaram gue a maioria das células inflamatérias nesse tecido é constituida,
principalmente, de macréfagos e linfécitos. No entanto, sdo células que,
naturalmente, estdo presentes em U(teros saudaveis de animais prenhes e nado
prenhes. Além do mais, macréfagos, também, possuem papel na reparagdo
tecidual, com importante funcdo no debridamento de células da placenta. Ja
Bartley et al. (2013) descreveram a resposta sorolégica em vacas e fetos. Neste

estudo chegou-se a conclusdo de que ambos (feto e vaca) conseguem
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desenvolver resposta imunoldgica inata e adaptativa humoral e mediada por
células contra N. caninum. Além disso, também, foi possivel observar que o feto
e a mée desenvolvem respostas diferentes, dependendo da fase de gestacao.

Na patogenia da neosporose, é importante entender como ocorre a
resposta imunolégica na placenta, como é desencadeada a resposta na interface
materno-fetal. Em busca desse entendimento, Cantdn et al. (2014) descreveram
o aumento de células inflamatorias marcadas pelo CD3, CD4, CD8, CD79 e NK,
em placentas de bufalos (Bubalus bubalis); e Canton et al. (2013), em placentas
bovinas positivas para N. caninum, principalmente, naqueles casos em que
ocorreu morte fetal. Canton et al. (2013) destacaram que a maior diferenca entre
células inflamatérias de animais negativos e positivos ocorre aos 42 dias de
gestacdo. Logo, fica claro que ha relagdo entre resposta imune e a ocorréncia do
aborto.

Este trabalho tem por objetivo contribuir para o conhecimento da
resposta imunoldgica relacionada com a patogenia de N. caninum na interface
materno-fetal em placenta de caprinos e estudar a expressao de citocinas no soro
de cabras naturalmente infectadas por N. caninum, a fim de caracterizar o tipo de
resposta imune (Th1l/Th2) como fator desencadeador de eventos celulares
especificos, que induzem lesdes gque levam ao aborto, uma vez que ndo héa

trabalhos gue descrevem a dindmica desses eventos em caprinos.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Neospora caninum e lesfes placentarias

Neospora caninum é um protozoario Apicomplexa que pertence a
familia Sarcocystidae (DUBEY et al., 1988). Esse protozoario é,
estruturalmente, semelhante ao Toxoplasma gondii, mas distinto, inclusive, do
ponto de vista antigénico (MINEO et al., 2001). Possui o cdo (Canis familiaris)
(MCALLISTER et al., 1998), o coiote (Canis latrans) (GONDIM et al., 2004), o
dingo (Canis lupus dingo) (KING et al., 2010) e o lobo cinzento (Canis lupus)
(DUBEY; SCHARES, 2011) como hospedeiros definitivos (HD). Varias
espécies animais sdo descritas como hospedeiros intermediarios (HI), entre elas
os caprinos (MCALLISTER et al., 1998). No seu ciclo biol6gico, os HD
eliminam oocistos ndo esporulados nas fezes apds a ingestdo de tecidos ou
orgdos de HI, provavelmente, ingerindo membranas placentérias contaminadas
com cistos teciduais. Os oocistos podem esporular no ambiente em 24 h
(DUKSTRA etal., 2008; LINDSAY et al., 1995).

A neosporose € uma importante causa de falhas reprodutivas em
ruminantes em varias partes de mundo (DUBEY, 2003). Em caprinos, ha poucos
relatos de abortos, natimortos ou nascimento de cabritos fracos associados com
N. caninum, (BARR et al., 1992; CORBELLINI; COLODEL; DRIEMEIER,
2001; DUBEY, 2003; ELENI et al., 2004; LINDSAY et al., 1995; MESQUITA
et al., 2013; VARASCHIN et al., 2012). Nos ruminantes, a infec¢do intrauterina
é a principal forma de transmissdo de N. caninum. Em rebanhos bovinos
infectados, 81 a 95% de vacas soropositivas podem transmitir a infecgdo para
suas crias (WOUDA,; DUBEY; JENKINS, 1997). Também é descrito aumento
nos titulos de anticorpos, quatro a cinco meses antes do parto em bovinos
(DUBEY, 2003) e, a partir do terceiro més de gestacdo em caprinos

(MESQUITA et al., 2013), sugerindo que ocorra reativagdo de uma infecgdo
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latente (DUBEY, 2003). Porém, pouco se conhece sobre esse mecanismo de
reativagcdo, embora se acredite que ocorra parasitemia durante a gestacdo, com
infecgéo fetal (DUBEY, 2003).

As lesdes macroscOpicas associadas a neosporose sao raras, sendo
descritos em cabras somente hidrocefalia com hipoplasia de cerebelo (DUBEY;
LINDSAY, 1996) e um quadro de porencefalia, caracterizado por auséncia de
substancia branca cerebral com consequente dilatacdo dos ventriculos laterais
pela perda de tecido (hidrocefalia ex-vacuo) (VARASCHIN et al., 2012). As
lesbes microscOpicas sdo muito utilizadas no diagnostico do aborto por N.
caninum e os 6rgaos de eleicdo, para o diagndstico histopatoldgico, sdo encéfalo,
coracdo, figado (DUBEY, 2003), musculo esquelético e pulmdo, estes dois
altimos, principalmente, nos casos de autolise do encéfalo (PESCADOR et al.,
2007).

Em vacas prenhes infectadas por N. caninum, as lesGes na placenta
ocorrem nos cotilédones e consistem de areas de necrose dos vilos placentarios
fetais, necrose e inflamacdo mononuclear em areas adjacentes ao septo materno
e inflamacdo na base da carincula (MALEY et al., 2006). Os taquizoitos podem
estar associados as areas necroticas dos vilos placentarios fetais e bradizoitos em
trofoblastos (BARR et al., 1990; MALEY et al., 2006).

Em placentas oriundas de abortos e natimortos de cabras causados por
N. caninum foram observadas lesbes acentuadas, caracterizadas, principalmente,
por necrose, envolvendo o mesénquima dos vilos coribnicos e células
trofobléasticas, além de inflamagdo mononuclear, por vezes associada a infiltrado
neutrofilico. O DNA de N. caninum foi detectado nessas placentas, no entanto,
ndo foram visualizadas estruturas parasitarias na IHQ, mas somente nos fetos
abortados. Ja, em dez placentas de cabras, naturalmente infectadas e que pariram

conceptos saudaveis, nenhuma apresentou les@es significativas, mas DNA de N.



17

caninum foi detectado em seis delas. Destas seis, em apenas uma se detectou N.
caninum por meio de IHQ (MESQUITA et al., 2013).

Nos placentomas, sdo descritos como lesdes 0 edema entre as estruturas
maternas e fetais, focos de inflamagdo ndo supurativa no septo placentério e
necrose em mesénquima e trofoblastos nas vilosidades coridnicas, com necrose
no placentoma tanto no componente fetal como no materno. Infiltrado
inflamatério misto, com neutréfilos, eosinéfilos (estes no septo materno),
linfocitos, histiocitos e macréfagos foram observados. O recrutamento de
eosinofilos, nas lesdes placentarias acentuadas, ocorreu 28 dias, ap6s inoculacédo
experimental de N. caninum e foi associado a producdo de IL-5 (Th2), que induz
a producdo e a ativacdo de eosindfilos, os quais desempenham importante papel
imune em infeccOes parasitarias (MACALDOWIE et al., 2004).

Uma resposta imune celular do tipo Thl é tida como importante fator
para protecdo contra infeccdo por protozoarios. A resposta imune Th2 é
considerada necessaria para a manutencdo da gestacdo, principalmente, na fase
inicial. J& a resposta materna Thl, em que 0 IFN-y, mediador dessa resposta,
pode causar lesdes na placenta, leva ao aborto. Quando a infeccdo ocorre em
estagios mais avancados da gestacdo, a capacidade de resposta imunolégica do
feto e, também, da méae podem determinar o sucesso da gestacdo (BARTLEY et
al., 2004; MALEY et al., 2006; ROSBOTTOM et al., 2011).

2.2 Imunologia da gestagdo em animais parasitados por Neospora caninum

A gestacdo é um evento Unico e complexo nos mamiferos e envolve uma
série de mecanismos regulatérios por parte do sistema imune da mée e do feto,
ja que o feto pode ser considerado um aloenxerto, por possuir determinantes
antigénicos tanto da made quanto do pai. Varios mecanismos relacionados ao
sucesso da ndo rejeicdo do aloenxerto sdo hoje conhecidos. Porém, estes fatores

podem entrar em situacdo de risco, quando ha agentes infecciosos na placenta,
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como N. caninum, que podem causar danos ao sistema de tolerancia da gestacéo
(ENTRICAN, 2002).

Em bovinos, a fixacdo do feto a carincula materna, para formar a
placenta, comeca a partir do 19° dia de gestacdo (WATHES; WOODING, 1980).
Em ovelhas, esse reconhecimento materno ocorre entre os dias 12 e 13 da
gestacdo (MOOR; ROWSON, 1966). Ja, em cabras, este reconhecimento ocorre
entre os dias 16 e 17 (GNATEK et al., 1989). O que mantém a gestacdo até este
ponto é um sinal de reconhecimento de prenhez para evitar a lutedlise
(WATHES; LAMMING, 1995). Em vacas prenhes, esse sinal consiste na
producdo de IFN-f pelo trofoblastos do 10° até o 25° dia da gestacdo (ROBERTS
et al., 1992) bem como da inibicdo da formacdo de receptores de ocitocina e,
portanto, da lutedlise (WATHES; LAMMING, 1995). O IFN-f é reconhecido por
sua capacidade de interagir com o sistema imune materno para estabelecer e
manter a gestacdo em bovinos e ovinos. Picos de sua expressdo, pouco antes do
tempo de reconhecimento materno da gestacdo e suas interacbes com o Utero,
sdo cruciais para a gestacdo. O que controla sua expressdo, ainda, ndo €
conhecido (EALY; YANG, 2009).

A manutencdo da funcdo lutea, durante a fase inicial da gestacdo, é,
aparentemente, mediada pela interacdo de proteinas do concepto com o
endométrio uterino, resultando na altera¢io no metabolismo da PGF2o
(prostaglandina). Em ovinos, vacas (THATCHER et al., 1986) e cabras
(HOMEIDA; COOK, 1982), a lutedlise, durante o ciclo estral, é associada com
padroes pulsateis de producdo de PGF2a uterino. Durante a fase inicial da
gestacao, pulsos de PGF2a diminuem em frequéncia e/ou amplitude e o corpo
luteo é mantido (GNATEK et al., 1989).

Estudos demonstram que, em ruminantes, a gestacdo possui um
importante efeito sobre a populagdo de linfécitos e macrdfagos uterinos

(SKOPETS et al., 1992). Ambos séo reduzidos, significativamente, entre o inicio
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e a metade da gestagdo em bovinos (VANDER WIELEN; KING, 1984) e ovinos
(LEE et al., 1992). Na metade da gestagdo, praticamente, nenhum linfocito ou
macréfago é encontrado em carnculas endometriais, mas, sim, no endométrio
entre as cartnculas (LOW; HANSEN; DROST, 1990). As carunculas sdo 0s
locais em que o corion fetal entra em contato com o endométrio materno
formando os placentomas, assim, isso indica que a tolerancia materna ocorre em
local especifico de areas adjacentes de tecidos fetais (LEUNG et al., 2000).

Eventos que ocorrem durante a gestagdo e a influéncia da exposicao pré-
natal ao protozoario, no desenvolvimento de uma resposta imune, sdo questdes
criticas, que devem ser abordadas, para se compreender 0 mecanismo associado
ao controle de N. caninum na gestagdo (WILLIAMS; TREES, 2006). A
proliferacdo de linfécitos e diminuicdo na producdo de IFN-y ocorrem, na
metade da gestacdo (INNES et al., 2001), sendo o IFN-y fundamental para a
resposta celular (INNES et al., 1995).

Estudos imunoldgicos sdo cruciais, para entender a patogénese da
neosporose e a evolucgdo da infecgdo parasitaria, mas as investigacGes, em que se
aborda a imunidade do hospedeiro, sdo um desafio (DONAHOE et al., 2015). A
resposta imune do hospedeiro a N. caninum &, geralmente, estudada em modelo
bovino ou murino. Logo, ndo se pode extrapolar este conhecimento para as
demais espécies. Além disso, muitos estudos utilizam a infeccdo de animais por
via parenteral em vez da via entérica natural da infecgdo, relacionada a
dificuldade extrema de se obter oocistos de N. caninum (DUBEY, SHARES,
2011).

Ainda ndo exitem estudos que detalhem a resposta imune da mae contra
a infeccdo por N. caninum (BARTLEY et al., 2012; BARTLEY et al., 2013;
INNES, 2007; KLEVAR et al., 2007). Muitos sdo os fatores que influenciam o
resultado da infecgdo por N. caninum em animais prenhes. Dentro destes fatores

s&o incluidos: quantidade e duragdo da parasitemia (INNES et al., 2000), estirpe
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do parasita (algumas cepas sdo mais patogénicas que outras) (ROJO-MONTEJO
et al., 2009), estado imunoldgico da mée e idade gestacional do feto no momento
da infeccdo (INNES et al., 2000; ROJO-MONTEJO et al., 2009), espécie animal
infectada (ARRANZ-SOLIS et al., 2016), rota de infeccio (MACALDOWIE et
al., 2004) e se a infecgdo é natural ou experimental. A transmissdo vertical, de
forma natural, é muito mais eficiente do que a transmissdo experimental,
chegando a taxas de 81% de transmissdo, em bovinos (PIRAINE et al., 2015) e
de 77%, em caprinos (MESQUITA et al., 2013).

Estudos recentes fornecem evidéncias da ocorréncia de uma resposta
imune diferente em bovinos de diferentes racas (SANTOLARIA et al., 2011).
Além disso, N. caninum possui uma grande variedade de antigenos, sendo
alguns responsaveis pela modulacdo de uma resposta imune protetora para o
hospedeiro, enquanto outros possuem o efeito oposto, favorecendo a invasdo
pelo parasito e causando danos ao hospedeiro (HEMPHILL et al., 2013). Isto foi
observado, por exemplo, em um experimento utilizando a vacina experimental
contra a proteina NcMIC4. Ela foi incapaz de levar a protecdo, mas tornou os

animais mais sensiveis a infeccao pelo protozoario (SRINIVASAN et al., 2007).
2.2.1 O complexo principal de histocompatibilidade (MHC)

O complexo principal de histocompatibilidade ou MHC (do inglés
Major Histocompatibility Complex) é designado por um grupo de moléculas que
sdo expressas na superficie de quase todas as células nucleadas do corpo. Séo
componentes essenciais do sistema imune dos mamiferos e coevoluiram com 0s
receptores de células T, sendo importantes para a sua ativacdo e no fenémeno de
selecdo positiva e negativa de linfécitos no timo. Por outro lado, as moléculas de
MHC podem agir como antigenos capazes de desencadear respostas imunes
potentes, que resultam em rejeicdo de transplantes entre individuos
incompativeis (ENTRICAN, 2002).
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A expressdo de proteinas de MHC de classe | ndo ocorre nos
placentomas bovinos e no epitélio coribnico de ovinos, entretanto, células
trofoblasticas binucleadas de bovinos expressam moléculas ndo polimorficas de
MHC de classe I. Nao se sabe ao certo os motivos da expressdo de MHC classe
I, nas células binucleadas e se simplesmente a sua ndo expressao ja é suficiente
para a rejeicdo do aloenxerto (ENTRICAN, 2002).

Em vacas sadias, 0 MHC de classe Il, além de ser expresso nas células
apresentadoras de antigenos, também, € expresso por poucas células
fibroblasticas e uma alteracdo nesse padrao de expressao de moléculas de MHC
classe Il ocorre, em vacas infectadas por N. caninum, principalmente, ao redor
de focos de necrose da placenta. Isto pode estar relacionado com a detecgdo de
altos niveis de IFN-y na placenta. Na gestacdo, esta citocina esta relacionada
com a expressdo de moléculas de MHC classe Il em linhagens de células
trofoblasticas. Em bovinos, a expressdao de moléculas de MHC classe 1l pela
placenta é correlacionada a ocorréncia de abortos por N. caninum
(ROSBOTTOM et al., 2011). A expressdo de MHC-II, também, é relatada em
outras doencas de ruminantes. Em ovinos, a expressdo de moléculas MHC-I1 por
macrofagos foi relacionada a aborto em modelos de infecgdo por Chlamydia
abortus (SAMMIN et al., 2006).

2.2.2 Linfocitos

Células Natural killer (NK) sdo linfécitos do sistema imune inato,
grandes e granulares, encontradas no sangue periférico e na decidua materna
durante a gestacdo. A funcdo efetora das células NK pode ser controlada pelo
modo que seus receptores de superficie reconhecem moléculas de MHC-I,
podendo tanto ativar quanto inibir sua func&o citolitica. Células NK séo capazes
de reconhecer células tumorais ou infectadas por microrganismos intracelulares

que apresentam alteracdo na expressdao de MHC-I. As células NK induzem
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citdlise, por meio de perforinas e granzimas, que induzem morte celular por
apoptose (CRUVINEL et al., 2010; ENTRICAN, 2002).

Moffet (2002) sugeriu que as células NK endometriais sdo importantes
na regulacdo da invasdo trofoblastica, pois apresentam baixa acdo citotoxica
contra o trofoblasto (MOFFET, 2002). Maley et al. (2006) demonstraram, pela
primeira vez, células NK na placenta de vacas infectadas, experimentalmente,
por N. caninum, aos 70 dias de gestacdo, sugerindo que elas tém papel
importante nesta fase, podendo culminar em morte fetal.

As células NK desempenham resposta primaria a infeccdo por
protozoarios; indiretamente, pela producdo de IFN-y, em resposta a IL-12, que
ativa macroéfagos e, diretamente, em resposta a fibroblastos infectados in vitro,
com aumento de citotoxicidade mediada por perforina, destruindo fibroblastos
infectados por N. caninum (BOYSEN et al., 2006).

Desta forma, as células NK sdo prejudiciais ao trofoblasto infectado,
pois induzem a lise trofoblastica, causando a perda fetal. Esse fenémeno so
acontece em decorréncia de sua conversdo em Linfocinas Assassinas Ativadas
(LAK) por IFN-y, TNF-a e IL-12 (DRAKE; HEAD, 1989). No inicio de uma
infeccdo, patdgenos invasores sdo capturados pelas células apresentadoras de
antigeno que liberam citocinas, como IL-12, que irdo ativar células NK
(KLEVAR et al., 2007). As NK ndo sdo s6 alvo das citocinas, mas também
produtoras de citocinas pro-inflamatorias como IFN-y. Essas células sdo
induzidas a produzir IFNy in vitro, mesmo na auséncia de IL-12, mas o real
papel da NK in vivo ndo ¢ investigado (KLEVAR et al., 2007). Geralmente sdo
elas que iniciam uma resposta imune inata, produzindo citocinas e fazendo a lise
do 6rgédo alvo (SCHARTON-KERSTEN; SHER, 1997).

Em relagdo a resposta adaptativa com producdo de anticorpos, verifica-
se que ela tem um papel na reducdo da invasdo do parasito em células
hospedeiras (INNES et al., 2002). No estudo de Bartley et al. (2013), em que foi
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realizada inoculacdo de N. caninum, em fémeas prenhes aos 210 dias de
gestacdo, os niveis médios de IgG atingiram o pico em 21 dias p6s-inoculagéo e
permaneceram elevados ao longo do resto do periodo experimental. Ja, nos
animais controles negativos, nesta mesma época, 0s niveis de IgG
permaneceram abaixo de 0,50pg/MI. Os niveis de anticorpos sdo variaveis
durante o periodo gestacional (PARE; THURMOND; HIETALA, 1997).

As células Tyd sdo linfocitos, geralmente periféricos, que apresentam
receptores de células T, com diversidade limitada, compostos por cadeias 3.
Podem atuar como sentinelas na primeira linha de defesa do organismo em
mucosas e pele. Essas células podem reconhecer antigenos, mesmo na auséncia
de sua apresentacdo por moléculas classicas de MHC. Dentre suas funcdes
efetoras, estdo relacionadas ao reconhecimento e a apresentacdo de antigenos,
com ativacdo do sistema imune, liberacdo de citocinas, tanto para resposta Thl
quanto Th2, apresentacdo de subpopulacbes com citotoxicidade, outras com
fungbes auxiliares, ativando células dendriticas e linfocitos B. Seu papel pode
estar relacionado, principalmente, a fun¢des antimicrobianas (AAGAARD-
TILLERY; SILVER; DALTON, 2006).

A localizacdo dessas células pode variar muito entre espécies e idade do
individuo. Em ruminantes, sdo encontradas, principalmente, na pele e no sangue
periférico (ENTRICAN, 2002). A presenca dessas células, na decidua humana,
na gravidez, sugere que tenham funcéo relacionada com a atividade das células
NK, no controle da invasdo trofoblastica, contribuindo para a tolerdncia ao
aloenxerto (ENTRICAN, 2002). A baixa quantidade de células Tyd, na decidua
humana, geralmente, estd relacionada a abortos recorrentes (AAGAARD-
TILLERY; SILVER; DALTON, 2006). Essas células foram descritas, em
ruminantes, em areas interplacentomais do endométrio, sugerindo que podem
estar relacionadas ao controle da invasdo trofoblastica (CANTON et al., 2013;
ENTRICAN, 2002).
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Células Tyd foram identificadas por THQ, em um estudo conduzido por
Maley et al. (2006), no qual vacas foram, experimentalmente infectadas por N.
caninum, aos 70 dias de gestagdo. LesGes iniciais de necrose de placentomas
estavam relacionadas com poucas quantidades de células Tyd e sua quantidade
aumentou a medida que as lesBes aumentavam, contribuindo, assim, para a
hip6tese de que essas células participam na formacdo de uma primeira linha de
defesa contra patdgenos na interface materno-fetal.

Por outro lado, quando antigenos exdgenos sdo capturados e processados
(por exemplo, por células dendriticas), eles sdo apresentados aos linfocitos T
auxiliares (marcador CD4). Caso ocorra uma interagdo entre o receptor € o
antigeno, os linfocitos T CD4 sdo estimulados a comecar uma resposta imune,
por meio de citocinas, divisdo e diferenciacdo celular. Os receptores, presentes
na superficie das células T, sdo especificos, mas de grande diversidade
(TIZARD, 2014).

Os linfdcitos T CD4 séo divididos em subclasses, de acordo com seu
padrdo de producdo de citocinas, ap6s estimulo por uma célula apresentadora de
antigenos (APC) e o0 microambiente de citocinas no momento de
reconhecimento do antigeno. De acordo com o ambiente de citocinas, um
linfécito precursor naive (ThO) pode se diferenciar, por exemplo, em Thl, Th2,
Thl7 e outros perfis apresentando, cada um, diferentes respostas efetoras
(MESQUITA JUNIOR et al., 2010).

Os linfocitos Thl podem levar a produgdo de citocinas, I1L-2 e IFN-y,
com fungdes efetoras especificas, como aumento da citotoxicidade de linfécitos
CD8, ativacdo de macrdfagos pela via classica contra células infectadas com
patdgenos intracelulares. Ha uma retroalimentagdo da produgdo de IFNy, que
estimula mais LThO a se diferenciarem em LThl e inibindo a diferenciacdo
LTh2. A polarizagdo Th1 é essencial na resposta contra patdgenos intracelulares
(MESQUITA JUNIOR et al., 2010).
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Os linfécitos Th2 desempenham papel importante, predominantemente,
na resposta humoral, produzindo as citocinas IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10, que
favorecem a formacdo de anticorpos. A producdo de IL-4 aumenta a producédo
de Ig E por plasmécitos. Esta imunoglobulina é importante nas respostas
alérgicas, enquanto que a produc¢do de IL-5 induz a producdo e a ativacdo de
eosinofilos, que desempenham papel importante na resposta contra infecgdes por
helmintos. A polarizacdo da resposta Th2 por IL-4, também, inibe a polarizagdo
Th1 (MESQUITA JUNIOR et al., 2010).

InfeccBes experimentais por N. caninum demonstraram que a
polarizacdo da resposta Thl é importante para a protecdo contra o protozoario e
sempre esta relacionada com células que expressam IFN-y na interface materno-
fetal. Desta forma, linfécitos T CD4 possuem papel muito importante, no
controle da neosporose, pois induzem lise de células infectadas pelo protozoario,
aumentando a producdo de INF-y (CANTON et al., 2014).

Grandes guantidades de células T CD4 foram identificadas por IHQ, no
septo das carunculas maternas de vacas infectadas experimentalmente, aos 70
dias de gestagdo, juntamente com a expressdo de IFN-y, detectada na
hibridizacao in situ (MALEY et al., 2006). Orozco, Morales e Salmerén (2013) e
Rosbottom et al. (2007), também, demonstraram que havia células T CD4+ em
grandes quantidades nos septos carunculares de vacas prenhas infectadas por N.
caninum.

Linfocitos T CD8 estdo ligados ao reconhecimento de antigenos
intracitoplasmaticos apresentados pelas células, por meio de moléculas de MHC
classe I, ou seja, estdo mais relacionados a uma resposta do tipo Thl. Esses tém
papel importante, na resolucdo de infecgdes, causadas por microrganismos
intracelulares e, em células tumorais, induzindo morte das células infectadas por
apoptose. Essas células ocorrem, principalmente, no septo das carinculas

uterinas de vacas prenhes infectadas por N. caninum, sempre associadas com
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infiltrado de células T CD4, porém em menor quantidade (MALEY et al., 2006;
ROSBOTTOM et al., 2007).

Alguns trabalhos, sobre neosporose, mostram linfocitos B (LB), em
meio a inflamagdes causadas por células T (CD4, CD8) e NK, sempre em
pequenas quantidades, mas ndo se observa qual é a sua funcdo, na reacdo
inflamatdria contra N. caninum, na interface materno-fetal (MALEY et al., 2006;
ROSBOTTOM et al., 2007). Rosbotton et al. (2007) demonstraram que LB,
também, ocorrem em pequenas quantidades no endométrio de vacas nao prenhes

e vacas prenhes nao infectadas.
2.2.3 Macrofagos

Os macrdfagos desempenham importante papel, na imunidade inata e
adaptativa, sendo capazes de fagocitar patdgenos e debris celulares, processar
antigenos e apresenta-los a linfocitos T, via moléculas de MHC de classe | e II,
quando ativados pela via classica. Apresentam funcdo microbicida e tumoricida,
participam do reparo tecidual e regulam a resposta inflamatéria. Estdo presentes
em tecidos e podem permanecer por anos em seus sitios. No sangue, ocorrem
como mondcitos, representando 3% a 8% dos leucdcitos circulantes
(CRUVINEL et al., 2010).

Em placentas de animais gestantes, naturalmente infectados por N.
caninum, macrofagos foram relacionados a infiltrados de linfécitos T, em reacdo
a areas necrdticas, mas sempre em pouca quantidade (ROSBOTTOM et al.,
2011). Maior quantidade de macrdfagos foi observada, em animais
experimentalmente infectados, aos 70 dias de gestagdo, ao redor dos vasos na
base das carunculas. Em infecgdo experimental, aos 210 dias de gestacdo, o
nimero de macréfagos foi menor e em quantidade similar a animais ndo
infectados no mesmo periodo de gestagdo (ROSBOTTOM et al., 2007). Canton

et al. (2014), também, observaram que, no inicio da gestacdo, ha aumento na
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quantidade de macréfagos em vacas positivas para N. caninum. Entretanto outro
trabalho relata auséncia de macrdfagos, na resposta inflamatéria na placenta,
tanto de animais infectados quanto ndo infectados por N. caninum (OROZCO;
MORALES; SALMERON, 2013).

2.2.4 Citocinas e a gestacéo

As citocinas sdao moléculas proteicas envolvidas na emissdo de sinais
entre as células durante uma resposta imune (ENTRICAN, 2002). Na gestacdo, a
grande questdo relacionada as citocinas é o balango entre as respostas Thl e
Th2. A resposta Thl pode ser, muitas vezes, importante, na resolugdo de
infeccOes uterinas, mas, por outro lado, altos niveis de citocinas Thl, como IFN-
v, estdo relacionados com aborto (ENTRICAN, 2002; AAGAARD-TILLERY;
SILVER; DALTON, 2006).

Em modelos de estudo da gestacdo de vacas infectadas por N. caninum,
a ocorréncia de aborto é dependente da idade gestacional em que ocorreu a
infeccdo fetal. A presenca de N. caninum na placenta é capaz de induzir forte
resposta Thl materna, no terco inicial da gestacdo, o que acaba levando ao
aborto (MALEY et al., 2006; ROSBOTTOM et al., 2007). Entretanto, quando a
infeccdo ocorreu mais tardiamente, a taxa de aborto foi menor e ndo se percebeu
polarizacdo acentuada entre as respostas Thl ou Th2, pois o perfil Thl ou Th2 ja
ndo é tdo importante, para manutengao da gestagdo em um momento mais tardio,
j& que houve uma polarizacdo em inicio da gestagdo (ROSBOTTOM et al.,
2007). Bartley et al. (2004) demonstraram que animais prenhes infectados no
terco médio da gestacdo ndo sofreram aborto e tanto a mde quanto o feto
desenvolveram resposta Thl, que foi considerada o motivo da resolucdo da
infeccdo, sem danos a mée e ao feto.

IFN- vy é responsével por aumentar a expressdo de MHC de classe I,

favorecendo a apresentacdo de antigenos, aumentado a chance da célula
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infectada ser atacada (PIRAINE et al., 2015). A IL-12 induz a producdo de maior
quantidade de IFN- v, linfocitos T e NK (BASZLER et al., 1999). J& TNF-a
ativa macrofagos e células NK (GOODSWEN; KENNEDY; ELLIS, 2013).
Além das lesdes ocorridas na placenta, a resposta do tipo Thl, também, é capaz
de prejudicar a distribuicdo vascular de nutrientes, favorecendo, ainda mais, a
ocorréncia do aborto (CANTON et al., 2014). EntAo, fisiologicamente, as células
trofoblasticas produzem IL-10, criando um ambiente de citocinas, na interface
materno-fetal, que polariza as células T auxiliares para o tipo Th2 (WEGMANN
et al., 1993). Esta citocina consegue regular, negativamente, a producdo de IFN-
v (ENTRICAN, 2002), o que pode facilitar a multiplicagdo de N. caninum, j&
que age, negativamente, sobre a resposta Thl. A IL-10, juntamente com a IL-4,
consegue neutralizar as citocinas inflamatdrias.

Um tipo de resposta imunolégica humoral que ocorre na gestacdo € a
inducdo ou formacdo de anticorpos assimétricos (LABETTA et al., 1986). Em
virtude de sua assimetria, ndo conseguem ativar fungdes efetoras, como fixacdo
de complemento. Como podem combinar com o antigeno, competem com
anticorpos que possuem a mesma especificidade e, assim, atuam como
anticorpos de blogqueio. Um exemplo é o do IgG assimétrico que consegue
impedir a morte do feto por bloqueio de acBes efetoras, como formacdo do
complexo de ataque a membrana (C5b-9), construidos nas vias classicas do
complemento (EBLEN et al., 2000). A via classica do sistema complemento é
ativada por grupos de moléculas de anticorpos na superficie de um organismo
estranho. Logo esta via esta associada a respostas adaptativas (TIZARD, 2014)

Um dos principais hormonios da gravidez, a progesterona, também, tem
importancia na regulacdo imunologica. Esse horménio inibe, durante a segunda
metade da gestacdo, a secre¢do de TNF-o e estimula a produgdo de IL-10 por
linfécitos T, para desenvolvimento da resposta Th2 (ENNINGA et al., 2014). O

trofoblasto consegue se defender do ataque imunoldgico da mae, por meio de
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uma imunomodulacdo e a progesterona, produzida pelo corpo luteo, é
importante nesta defesa (MUNN et al., 1998).

Durante a gravidez, predomina a imunidade humoral (DRUCKMANN;
DRUCKMANN, 2005). Na presenga de progesterona, linfocitos CD56
sintetizam uma proteina conhecida como Imunomodulador de Bloqueio
Induzido pela Progesterona (PIBF) (SZEKERES-BARTHO et al., 1999). Esta
proteina possui varios efeitos antiabortivos em fetos in vivo. O PIBF pode atuar
sobre as células B, aumentando a producdo de anticorpos assimétricos
(DRUCKMANN; DRUCKMANN, 2005), altera o perfil de secrecdo das
citocinas por linfécitos ativados (aumenta a producdo de citocinas Th2, IL-3, IL-
4, 1L-10) e diminui producdo de citocinas do tipo Thl (IL-12) (FAUST et al.,
1999), mantém a atividade baixa das células NK, por meio da menor producao
de IL-12 e, também, por inibicdo da liberacdo de perforinas (LASKARIN et al.,
1999). Desta forma, a progesterona reduz a resposta do tipo Thl
(DRUCKMANN; DRUCKMANN, 2005). Nesse contexto, Innes et al. (2001)
descrevem que o0s picos de respostas celulares contra o agente ocorreram quando
0s niveis de progesterona estavam baixos.

Desta forma, estudos surgiram com a intencdo de suplementar niveis de
progesterona, na gestacdo de vacas prenhes, infectadas por N. caninum.
Estatisticamente, porém as vacas com titulacdo alta para N. caninum e que
receberam progesterona, nos meados da gestacéo, tiveram probabilidade de 14,3
vezes maior de abortar do que vacas ndo tratadas (BECH-SA’BAT et al., 2007).
O mecanismo que explica isso ndo é claro, mas, provavelmente, envolve reducdo
na resposta imunoldgica, mediada por células, ja baixa, nesta época da gestagdo
(INNES et al.,, 2001). O ambiente, na interface materno-fetal, criada pelas
citocinas que polarizam resposta Th2, favoreceria a invasdo do parasito na

placenta e a infecgdo do feto.
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Logo a idade gestacional do feto é crucial para determinar a gravidade
da doenca (WILLIAMS et al., 2000). Seguindo esse raciocinio, uma infeccao, na
metade da gestacdo, pode levar a morte fetal ou ao nascimento de uma cria,
congenitamente infectada, com manifestagdo de sinais clinicos ao nascimento. Ja
a transmissdo vertical, em uma fase mais tardia da gestacdo, tem uma menor
probabilidade de resultar em aborto, provavelmente, pela relativa maturidade do
sistema imunoldgico fetal (INNES et al., 2001). O resultado mais provavel de
uma parasitemia, em final de gestacdo, é o nascimento de um bezerro
congenitamente infectado (MACALDOWIE et al., 2004; WILLIAMS et al.,
2000).
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3 CONSIDERAGOES FINAIS

Cabras positivas e negativas para N. caninum apresentam variagdes, nos
valores de citocinas, durante os cinco meses da gestacdo, de acordo com as
dosagens de citocinas no soro pela técnica de ELISA. As cabras infectadas por
N. caninum tiveram valores maiores de IFNy e IL-12 e menores de IL-4 e 1L-10,
demonstrando polarizacdo para uma resposta imune Thi.

Os resultados demonstraram que, apesar da polarizacdo, para uma
resposta imune Th1 como fator de protecdo para o hospedeiro e da presenga de
células inflamatérias, na placenta das cabras, nenhuma cabra abortou e somente
em uma foram encontradas leses macroscopicas e o parasito. Estes achados
sugerem que nem sempre a resposta Thl leva a danos extensos na placenta e,
consequentemente, ao aborto, assim como a elimina¢do do parasito, uma vez que
este foi observado, na placenta de uma cabra cronicamente infectada, sugerindo
que o agente pode pertencer a uma cepa ja adaptada ao hospedeiro.

Este é o primeiro estudo sobre quais citocinas e células estdo envolvidas,
nos eventos imunopatoldgicos no soro e na interface materno-fetal de caprinos
congenitamente infectados por N. caninum, contribuindo, assim, para o

entendimento da patogenia da neosporose em caprinos.
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RESUMO- Toxoplasma gondii ¢ um parasito pertencente ao filo Apicomplexa que
possui os felideos como hospedeiros definitivos e aves e mamiferos como hospedeiros
intermediérios. Nos caprinos a toxoplasmose pode levar a abortos, natimortos,
mumificacdo fetal e nascimento de crias debilitadas. O isolamento de parasitos vidveis
de tecidos comestiveis, bem como de leite caprino revelam a importancia desta espécie
como fonte de infecgdo para os seres humanos. Desta forma, varios estudos tem sido
realizados na tentativa de descrever quais sdo os fatores envolvidos na infec¢do por este
protozoario. Este trabalho aborda aspectos clinicos patoldgicos da toxoplasmose e faz
uma revisao das caracteristicas epidemiologicas que podem ser favoraveis a infecgéo por
T. gondii.

PALAVRAS-CHAVE: Toxoplasma gondii, cabras, epidemiologia, manejo.

ABSTRACT- Toxoplasma gondii is a parasite belonging to the Apicomplexa phylum
that has the felids as definitive hosts and birds and mammals as intermediate hosts. In
goats, toxoplasmosis can lead to abortion, stillbirths, fetal mummification and birth of
weak goat kids. Isolation of viable parasites from edible tissues as well as goat milk
reveals the importance of this species as a source of infection for humans. Thus, several
studies have been carried out in an attempt to describe factors involved in the infection
by this protozoan. This work addresses clinical pathological aspects of toxoplasmosis
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and reviews the epidemiological characteristics that may be favorable for T. gondii
infection.

KEY WORD§: Toxoplasma gondii, goats, epidemiology, management.
INTRODUCAO

Toxoplasmose é uma zoonose causada pelo protozoéario
Toxoplasma gondii, pertencente ao filo Apicomplexa, ordem Coccidia
que apresenta uma distribuicdo cosmopolita (CARRUTHERS, 2002;
CAVALCANTE & XIMENES, 1999). Este agente infecta o homem e
uma infinidade de espécies animais, incluindo aves, mamiferos
domesticos e silvestres (CAVALCANTE & XIMENES, 1999).

Caprinos sdo associados frequentemente a toxoplasmose humana,
devido ao consumo de carne mal passada ou leite ndo pasteurizado, desta
forma, este trabalho tem o objetivo descrever algumas caracteristicas
importantes dos aspectos clinicos patologicos e da epidemiologia da

toxoplasmose em caprinos.

CICLO BIOLOGICO E FONTES DE INFECCAO

Segundo Navarro (2002), o ciclo biolégico desse protozoario
ocorre em duas fases: uma assexuada, também denominada esquizogonia,
e a fase sexuada ou enteroepitelial, que ocorre exclusivamente no gato e
em outros felinos, denominados hospedeiros definitivos (HD). Nessa fase
0s microgametas fecundam os macrogametas formando oocistos, que sdo
eliminados nas fezes do gato. Esses oocistos sofrem esporulacdo no

ambiente e se tornam infectantes.
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A fase assexuada ocorre em todos os hospedeiros intermediarios
(HI), inclusive nos felinos, e inicia-se ap0s a ingestdo do oocisto
esporulado, presente na agua e alimentos contaminados. No intestino
ocorre ruptura do oocisto com liberacdo de oito esporozoitos, que se
multiplicam no interior das células intestinais e nos linfonodos originando
os taquizoitos, que por via hemolinfatica alcancam diversos tecidos e
6rgdos nos quais se encistam e sdo denominados bradizoitos. O ciclo se
completa quando o gato ingere cistos teciduais presentes em hospedeiros
intermediarios, frequentemente, ao se alimentarem de uma presa, ja
infectada (roedores e passaros) (DUBEY, 1987).

O homem e os animais (carnivoros e ominivoros) podem se
infectar com o T. gondii por meio do consumo de carnes ou Seus
derivados contendo cistos nas fibras musculares (NAVARRO, 2002;
WILLIAMS et al., 2004), principalmente carnes cruas ou mal cozidas
(DA SILVA e LANGONI, 2000; VITOR, 1992), ou ainda nas hortalicas,
frutas, agua ou até as maos, contaminadas pelos oocistos esporulados. A
ingestdo de leite ndo pasteurizado e de seus derivados também se constitui
num importante meio de infeccdo. Além destas formas, a transmisséo do
T. gondii pode ocorrer congenitamente, quando a mde infecta-se
agudamente durante a gestacdo, ou quando ha reativacdo da infeccdo
crénica em gestantes imunossuprimidas (NAVARRO, 2002; WILLIAMS
et al., 2004). Quando ocorre transmissdo transplacentaria de taquizoitos
ocorrem abortos, natimortos, debilidade neonatal, tanto no homem quanto
nos animais, sendo a principal causa de perdas em rebanhos caprinos e
ovinos (DUBEY et al., 1980).
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Normalmente, o T. gondii infecta o seu hospedeiro sem causar
sinais clinicos, porém é capaz de ter consequéncias graves,
principalmente animais e pessoas imunossuprimidas (TENTER et al.,
2000). Os caprinos sdo os animais domésticos mais seriamente
acometidos e sua infeccdo, durante a prenhez, pode ocasionar morte
embrionaria precoce, morte fetal e reabsorcdo do feto, mumificacdo,
natimortos abortos, morte perinatal ou 0 nascimento de animais
debilitados (DUBEY, 1987). A forma de infeccdo disseminada ¢ fatal,
porém rara. Os sintomas clinicos variam de acordo com a quantidade de
oocistos ingeridos e da viruléncia da cepa de T. gondii. Os caprinos
apresentam pirexia, aumento de volume dos linfonodos, anemia, dispnéia,

sinais de enterite e sintomatologia nervosa (DUBEY et al., 1987).

ASPECTOS CLINICOS PATOLOGICOS DO Toxoplasma gondii

Normalmente, o T. gondii infecta o seu hospedeiro sem causar
sinais clinicos, porém ¢é capaz de ter conseqUéncias graves,
principalmente animais e pessoas imunossuprimidas (TENTER et al.,
2000). Os caprinos sdo 0s animais domésticos mais seriamente
acometidos e sua infeccdo, durante a prenhez, pode ocasionar morte
embrionaria precoce, morte fetal e reabsorcdo do feto, mumificacao,
natimortos, abortos, morte perinatal ou o nascimento de animais
debilitados, acarretando grandes perdas econémicas aos caprinocultores
(DUBEY, 1987), sendo que a infeccdo de fémeas soronegativas durante a
gestacdo constitui o fator chave para a ocorréncia destas patologias
(DUNCANSON et al., 2001). A forma disseminada da toxoplasmose é
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fatal, porém rara. Os sintomas clinicos variam de acordo com a
quantidade de oocistos ingeridos e da viruléncia da cepa de T. gondii. Os
caprinos apresentam pirexia, aumento de volume dos linfonodos, anemia,
dispnéia, sinais de enterite e sintomatologia nervosa (DUBEY et al.,
1987).

As lesbes macroscopicas sao caracterizadas pela presenca de focos
de necrose nos cotilédones (DUBEY, 1986; BUXTON, 1998) que se
apresentam como pontos brancacentos medindo 1,0 mm de diametro
(DUBEY, 1986), linfonodos mesentéricos palidos e aumentados de
volume, pulmdes com consisténcia firme e com &reas claras intercaladas
com areas vermelhas (PESCADOR et al., 2007), assim como focos de
necrose multifocal em varios tecidos. As lesdes macroscopicas
envolvendo o sistema nervoso sdo limitadas e incluem hiperemia,
hemorragias submeningeanas ocasionais, infartos e edema cerebral
(MCGAVIN e ZACHARY, 2013, p.175).

Microscopicamente, se observa areas de necrose, inflamacdo em
varios tecidos (DUBEY, 1986; PESCADOR et al., 2007) e calcificacéo,
alem de taquizoitos proximos a essas lesbes (DUBEY, 1986;
PESCADOR et al., 2007), ou cistos teciduais (PESCADOR et al., 2007).
Porém, em razdo de suas dimensdes diminutas, os taquizoitos podem ndo
ser percebidos em preparacfes histologicas coradas pelo H.E., embora
possam ser identificados pela técnica de imuno-histoquimica (MCGAVIN
E ZACHARY 2013, p.176). Nos fetos ndo existem lesdes especificas
podendo ocorre inflamacdo e necrose em varios tecidos (DUBEY, 1986).
Pescador et al.,, (2007) descreve meningoencefalite e mielite ndo

supurativa multifocal com ou sem necrose, gliose multifocal, pneumonia
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intersticial piogranulomatosa, pneumonia intersticial mononuclear com
areas de necrose, hepatite periportal, miocardite mononuclear, nefrite
intersticial e linfadenite granulomatosa multifocal O diagndstico da
toxoplasmose pode ser realizado através das leses microscopicas, PCR e
teste imuno-histoquimico utilizando anticorpo policlonal anti-T. gondii
(PESCADOR et al., 2007).

CARACTERISTICAS EPIDEMIOLOGICAS

Caprinos séo frequentemente associados com fonte de infeccéo de
T. gondii para humanos (ESTEBAN-REDONDO et al., 1999). Este fato é
justificado, pelo aumento do comercio de produtos de origem caprina, por
algumas culturas acreditarem que o leite de cabra deva ser consumido cru
(sem pasteurizar), assim como pelas atuais praticas “saudaveis” em que a
carne deve ser ingerida crua (DJOKI'C et al., 2014). Sendo importante
ressaltar, que durante uma infeccdo aguda, T. gondii pode ser excretado
no leite (DUBEY, 1980) e ser uma possivel fonte de infeccdo para
humanos, caso este nao seja pasteurizado (SKINNER et al., 1990).

Na Etiopia, a soroprevaléncia em humanos para T. gondii é alta
devido as circunstancias precéarias de vida e habitos anti-higiénicos que
facilitam a sobrevivéncia do protozoario. A taxa de pessoas contaminadas
€ mais alta no meio urbano do que no meio rural, isso porque a populacédo
de gatos é maior na cidade do que na area rural, devido a uma melhor
disponibilidade de alimentos na cidade. Entre as pessoas soropositivas
para toxoplasmose, 77,22 % admitiram comer carne crua, 75,44%

ingeriram alimentos crus e 86,65% das pessoas ndo tinham agua encanada
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(GEBREMENDHIN e TADESSE, 2015). A implementagdo de medidas
de salde publica no que se refere ao consumo de carne cozida, lavar
verduras e boas préticas de higiene poderia reduzir a transmissdo do
parasito e as conseqiéncias da infeccdo para o0 homem
(GEBREMENDHIN e TADESSE, 2015).

A primeira evidéncia da toxoplasmose em caprinos foi registrada
por Feldman & Miller (1956) nos Estados Unidos, desde entdo diversos
inquéritos sorologicos tém sido realizados em vérios paises, inclusive no
Brasil (AMARAL et al., 1978; MACHADO et al., 1987; CHIARI et al.,
1987; SELLA et al., 1994; GONDIM et al., 1999; MAINARDI et al,,
2003; SILVA et al, 2003; FIGLIUOLO et al., 2004; MACIEL &
ARAUJO, 2004; UZEDA et al., 2004; CARNEIRO, 2006, p.98; FARIA
et al., 2007, LIMA et al., 2008, VARASCHIN et al., 2011, PEREIRA et
al., 2012, NUNES et al., 2013).

Uma tecnica amplamente utilizada para determinar a freqtiéncia de
anticorpos 1gG anti-T. gondii em caprinos é a RIFI (FIGLIUOLO et al.,
2004; MACIEL & ARAUJO, 2004; UZEDA et al., 2004; FARIA et al.,
2007). A soroprevaléncia deste protozoario em animais de producdo €
maior em suinos, ovinos e cabras (TENTER; HECKEROTH; WEIN,
2000). Além disso, a soroprevalencia costuma ser maior em ovelhas do
que em cabras (HAMILTON et al.,, 2014, GEBREMENDHIN e
TADESSE, 2015). Isso porque os caprinos tendem a comer folhas e
galhos de arbustos mais altos, enquanto que os ovinos tendem a comer
mais gramineas sendo, portanto, mais susceptiveis a encontrar oocistos
(HAMILTON et al., 2014).
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A soroprevaléncia pode variar entre as diferentes regides do
Brasil. Em Pernambuco a porcentagem de caprinos positivos para T
gondii foi de 31,8% (PEREIRA et al.,, 2012). Mossoré 92,8% das
propriedades apresentaram, pelo menos, um animal positivo (LIMA et al.,
2008), em estudos posteriores, a prevaléncia foi de 36,98% (NUNES et
al., 2013). No sul de Minas Gerais a prevaléncia foi de 21,4%
(VARASCHIN et al., 2011). Essas diferencas de soroprevaléncia em um
mesmo pais ou até mesma regido ocorrem devido a alguns fatores que
podem influenciar o ciclo do protozoario como, por exemplo,
caracteristicas dos animais selecionados para o estudo, periodo em que o
estudo foi realizado, diferenca nas condigdes climaticas, tipo de manejo
realizado, e até mesmo técnicas sorologicas usadas para avaliar a
soropositividade (NUNES et al., 2013).

Varios sdo 0s estudos realizados com intuito de descobrir quais
séo os fatores epidemioldgicos (ou de risco) envolvidos na toxoplasmose.
Alguns estudiosos apontaram o fato dos animais serem de raca pura
(NETO et al., 2008; PEREIRA et al., 2012; NUNES et al., 2013), a
convivéncia com outros animais como cavalos, ovelhas e suinos
(PEREIRA et al.,, 2012; BAWAM, 2016), a fonte de agua para 0s
caprinos (NUNES et al., 2013) como bebedouros (NETO et al., 2008) ou
fonte publica de agua TZANIDASKI et al., 2012; DJOKI'C et al., 2014),
o fato de existir mais fémeas contaminadas do que machos (NUNES et
al., 2013; BAWM et al., 2016), entre outros.

Algumas explicacbes sdo apontadas para justificar estes fatores:

Uma maior positividade de fémeas pode ser devido ao destino que

0s animais tém, enquanto as fémeas sdo mantidas para fins reprodutivos
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e/ou leite, os machos sdo vendidos ou abatidos (NUNES et al., 2013).
Porém, Lima et al (2008) ndo observou diferenca significativa entre a taxa
de machos e fémeas positivas.

Bawm et al (2016) notaram que o fato dos caprinos conviverem
com vérias outras espécies de animais, em um mesmo ambiente,
aumentou em 25% a chance de serem positivos, uma vez que, had maior
circulagdo de animais, mais residuos de alimento, mais umidade (urina e
agua), contribuindo para a manutencdo de cistos. Ja para Bjoki'c et al
(2014) n&o houve relevancia o fato dos caprinos conviverem com outros
animais.

Nunes et al (2013) observaram que a localizagdo de vasilhames,
para o lado de fora das instalacbes, aumentou o risco de infeccdo dos
animais em 3,1 vezes. Estes vasilhames sdo mais acessiveis para 0s gatos
errantes aumentando a chance dos caprinos entrarem em contato com
oocistos do parasito. Alguns estudos relatam que a presenca de gatos tem
relacdo direta com uma maior taxa de animais positivos para T. gondii
(NETO et al., 2008; CENCI-GOGA, 2013; BAWM et al., 2016). Em
outros estudos ndo ocorreu uma relacdo estatistica significativa com a
presenca de felideos (LIMA, 2008; VARASCHIN et al., 2011; PEREIRA
et al., 2012; NUNES et al., 2013; DJOKI'C, KLUN et al., 2014). O
acesso de gatos as aguas dos animais e presenca de felideos selvagens
foram fatores de risco em potencial para soroprevaléncia de T.gondii em
rebanhos leiteiros da Italia (CENCI-GOGA, 2013) e Etiopia
(GEBREMENDHIN et al., 2013).

Em relacdo a idade, animais acima de dois anos sdo mais
susceptiveis a toxoplasmose (BAWM et al., 2016, VARASCHIN et al.,
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2011, NETO et al., 2008), provavelmente por terem uma maior
probabilidade de entrarem em contacto com o agente do que 0s animais
mais novos.

Em relacdo a forma de criacdo dos caprinos, ha discrepancia nos
resultados. Neto et al (2008) apontam como um fator de risco 0s caprinos
serem criados no sistema semi intensivo, ja Tzanidaski et al (2012)
observaram que, tanto o sistema intensivo quanto o semi-intensivo, eram
fatores de risco. Pereira et al (2012), ja mostrou estatisticamente, que 0
sistema semi extensivo proporcionava uma maior chance desses animais
se contaminarem. Por fim, Djoki'c; Klun; Musella (2014) colocam o
sistema extensivo como 0 de maior risco ja que 0s animais podem ter
acesso a pastos contaminados.

O tipo de producdo também interfere na taxa de animais positivos
(NUNES et al., 2013). Para Pereira et al (2012) os animais destinados a
producdo de leite tiveram uma maior prevaléncia. Ja para Djokic et al
(2014) aqueles destinados a diferentes produgbes tinham uma maior
prevaléncia. Neste estudo, cabras que eram usadas para outros propdsitos,
a soro prevaléncia foi 2,22 vezes maior do que para cabras que eram
usadas somente para producdo de leite. Isto pode ser explicado pelo tipo
de manejo, onde em fazendas leiteiras ocorre uma maior adocao de
medidas higiénica (DJOKI'C et al., 2014). J4, no Parana, em 30,71% dos
animais soropositivos para toxoplasmose, ndo houve diferencas
estatisticas significativas entre as categorias zootécnicas (SELLA et al.,
1994).

No que diz respeito ao manejo, Bawm et al (2016) e Pereira et al

(2012) relatam que um manejo de méa qualidade é um fator de risco para a
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contaminacdo dos animais. Pereira et al., (2012) observou que a
frequéncia de animais soropositivos em criacdo de caprinos que
realizaram a limpeza diéria, semanal e mensal foram, respectivamente,
31,4%, 38,2% e 26,2%.

CONSIDERAGCOES FINAIS

De uma forma geral, fica claro que a incidéncia da toxoplasmose
em caprinos pode ser reduzida com a adogéo de medidas higiénicas na
criagdo, assim como, evitar o contacto dos animais com ambientes

Umidos e com felinos.
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Perfil de citocinas em cabras gestantes naturalmente infectadas por

Neospora caninum

Resumo

Neospora caninum é um protozoario responsavel por infeccdo congénita
e abortos em ruminantes, no entanto, 0s mecanismos especificos causadores do
aborto ndo estdo bem elucidados. Alguns estudos correlacionam a participagao
de citocinas na polarizacdo da resposta imune por células T auxiliares do tipo 1
(Th1), com produgdo de interferon gama (IFN-vy) e fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a), como fator desencadeante de eventos humorais e celulares especificos
que causariam lesGes, as quais poderiam levar ao aborto. Este estudo tem por
objetivo quantificar a expressao de citocinas (interleucinas IL-4, IL-10, IL-12; e
IFN-y) pela técnica de ELISA no soro de nove cabras (sete positivas e 2
negativas) prenhes, de um rebanho de animais cronicamente infectados,
congenitamente pelo N. caninum de forma a contribuir para o entendimento da
resposta imunoldgica na neosporose em caprinos. Houve diferengas na producéo
de citocinas durante os cinco meses da gestacdo em cabras positivas e negativas
para N. caninum, com valores maiores de IFNy e IL-12 e menores de IL-4 e IL-
10 em cabras infectadas por N. caninum em relagdo a cabras soronegativas,
permitindo concluir que ocorreu polarizagdo para uma resposta imune Thl. Ha
poucos estudos publicados sobre a resposta imunolégica em animais infectados

naturalmente por N. caninum, a maioria disponivel foi realizada em bovinos e
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com inoculagdo do parasito em diferentes fases de gestagdo [16,21-22]. Este é 0
primeiro estudo que demonstra os niveis de citocinas chaves durante a gestacéo

em cabras naturalmente infectadas.

Keywords: Interleucina, Imunidade, Gestacdo, Neosporose.
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Introducéo

Neospora caninum € um protozoario coccideo intracelular obrigatério,
que pode infectar varias espécies animais, dentre elas canideos domésticos e
selvagens, bovinos [1] e caprinos [2-4]. Este parasito possui eficiente
capacidade de transmissdo dentro do rebanho, podendo infectar até 90% dos
animais [5].

Apesar do cdo e outros carnivoros espalharem oocistos no ambiente e
estes serem infectantes por via oral para outras espécies, a transmissao vertical
de N. caninum € considerada a principal forma de infeccdo [6] em rebanhos
bovinos leiteiros [7] e caprinos [4]. No entanto, a grande maioria dos animais
nasce clinicamente sadia e eventos que transformam uma infec¢do
aparentemente inofensiva em uma doenca fatal ainda néo estao claros [7].

A neosporose clinica em bovinos se manifesta por falhas reprodutivas,
entre elas ocorréncia de abortos, absor¢do embrionaria, fetos mumificados ou
macerados e nascimento de animais vivos com sinais clinicos ou clinicamente
normais, mas permanentemente infectados [8]. Ja em caprinos, além dos relatos
de abortos ou falhas reprodutivas [3,4], é descrito o nascimento de animais nao
infectados por N. caninum [4].

Fisiologicamente, as fémeas gestantes, por estarem gerando aloenxerto,

desenvolvem resposta imunologica polarizada para o tipo Th2, com produgéo de
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IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10 [9]. Desta forma, as células trofoblasticas produzem IL-
10, criando um ambiente de citocinas na interface materno-fetal, que polariza as
células Th para o tipo Th2 [10]. A IL-10 consegue regular negativamente a
producdo de IFN-y [11], o que pode facilitar a multiplicacdo de N. caninum, ja
que é uma citocina que age negativamente sobre a resposta Thl. A IL-10,
juntamente com a IL-4, consegue neutralizar as citocinas inflamatorias.

Por outro lado, citocinas pré-inflamatérias, como IL-2, IL-12, TNF-a e
IFN-y, importantes para a polarizacdo de células Th para Thl, sdo prejudiciais
para N. caninum, mas podem induzir o aborto [12-13]. O IFN-y é responsavel
por aumentar a expressdo de MHC de classe Il, favorecendo a apresentacdo de
antigenos, aumentado assim a chance das células infectadas por N. caninum
serem atacadas [13]. A IL-12 induz a producdo de maior quantidade de IFN-y,
linfocitos T e Natural Killer (NK) [14]. J& o TNF-a ativa macrofagos e células
NK [15]. Além das lesBes induzidas na placenta, a resposta do tipo Thl também
é capaz de prejudicar a distribuicdo vascular de nutrientes favorecendo, ainda
mais, a ocorréncia de aborto [16].

Diante disso, se o sistema imune responde & infec¢do parasitéria, ele
pode prejudicar a gestacdo e ocasionar o aborto. Estudos imunolégicos sdo
cruciais para entender a patogénese da neosporose e a evolugdo da infeccdo, mas
as investigacoes que abordam a imunidade do hospedeiro sdo um desafio [17]. A

resposta imune do hospedeiro a N. caninum &, geralmente, estudada utilizando o
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modelo bovino ou murino. Além disso, usa-se como via de infeccdo a parenteral
ao invés da via entérica natural, relacionada a dificuldade de se obter oocistos de
N. caninum [8]. Logo ndo se sabe se a resposta imunoldgica seria a mesma nas
demais espécies, principalmente em animais naturalmente infectados.

Este trabalho tem por objetivo avaliar a resposta imunoldgica através da
mensuracgdo da expressao de citocinas no soro de cabras prenhes congenitamente

infectadas por N. caninum.

Materiais e Métodos

Manejo das cabras

Neste estudo foram utilizadas nove cabras prenhes, com dois a quatro
anos de idade, da raca Saanen, pertencentes ao Setor de Patologia Veterinaria da
Universidade Federal de Lavras. Sete (Cabras 1-7) eram naturalmente infectadas
por N. caninum e transmitiram verticalmente o parasito para seus filhotes em
gestacOes anteriores, confirmadas previamente pela deteccdo do DNA do N.
caninum na placenta e encéfalo dos fetos usando metodologia descrita [18].
Duas cabras eram negativas para N. caninum e foram utilizadas como controle
negativo. Todas as cabras foram previamente testadas e sdo negativas para

outros agentes causadores de aborto, como Toxoplasma gondii, Brucella sp,
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Chlamydia abortus e Coxiella burnetii, assim como para o virus da artrite e
encefalite caprina.

As cabras foram mantidas em piquete telado durante o dia e em baias de
alvenaria durante a noite. Foram alimentadas com feno, silagem e ragéo
industrializada duas vezes ao dia e agua ad libitum. Além disso, passaram por
exames clinicos e everminagdes periodicos.

Apo6s deteccdo do estro foi realizada a cobertura por monta natural, com
diagndstico da gestacdo por ultrassonografia no dia 30 apds a monta.
Mensalmente foram realizados exames de ultrassonografia para monitorar a
gestacdo. As cabras foram observadas diariamente até o 5° més de gestacdo, com

intuito de identificar quaisquer sinais de aborto e/ou outras alteraces.

RIFI (Reac¢do de Imunofluorescéncia Indireta)

A RIFI com quantificacdo dos anticorpos anti-N. caninum foi realizada
utilizando amostras de soro de todas as cabras prenhes do experimento, obtido
de sangue coletado uma semana antes da data prevista para o parto. Os

resultados estdo demonstrados na tabela 1.

ELISA
Mensalmente foram coletadas amostras de sangue das cabras prenhes até

completarem cinco meses de gestacdo e os soros foram armazenados em
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microtubos e mantidos a -20°C. Os soros de todas as coletas mensais foram
submetidos a técnica de ELISA de competicdo para detec¢do das citocinas IL-4,
IL-10, IL-12, TNF-a ¢ IFN-y. A técnica foi realizada utilizando kits especificos
para cabras (Goat IL4, IL-10, IL-12, TNF-a e IFN-y Elisa kit, da empresa Neo
Scientific, USA), de acordo com as recomendacGes do fabricante e posterior
leitura das placas em espectofotdmetro com 450nm de comprimento de onda

com construcao de curva padrdo para cada citocina.

Analises estatisticas

Os dados referentes a dosagens de citocinas em cada més de gestacao de
cabras positivas e negativas para N. caninum foram submetidos ao teste t de
student. Também foi analisado o coeficiente de correlagdo de Pearson para 0s
resultados de RIFI e citocinas. Quando os valores de p foram inferiores a 5%
considerou-se diferenca significativa. As analises dos dados foram realizadas

utilizando o programa estatistico BioEstat 3.0 [19].

Resultados

Os resultados da RIFI para titulacdo de N. caninum das cabras estéo
demonstrados na Tabela 1.

Tabela 1: Titulagdo de anticorpos anti-N. caninum no soro* coletado de cabras

prenhes, por Reagdo de Imunofluorescéncia Indireta.
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Cabra Titulo

1 1:3200
1:3200
1:3200
1:800
1:800
1:400
1:400

Negativo

Lo N oo o b~ DN

9 Negativo

* Coleta uma semana antes da data prevista para o parto
INF-y

Nas cabras soronegativas para N. caninum foram detectados valores
médios de INF-y maiores que nas soropositivas no inicio da gestacdo e queda
progressiva nesses valores até o final da gestacdo, com valores variando de 317
pg INF-y/mL no inicio da gestagdo (més 1) a 281 pg INF-y/ml no final de
gestacdo (més 5) (Figura 1).

As cabras soropositivas tiveram valores de 314 pg IFN-y/mL no més um
da gestacéo, sendo que a partir de dois meses e meio de gestagdo, a curva de
INF-y sempre foi superior a dos animais soronegativos, com valores maiores no
més 5 (305 pg/mL).

Foi observada diferenca estatistica significativa entre as concentragdes

de IFN-y nos meses quatro e cinco de gestacdo, sendo os valores superiores nas
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cabras positivas, em relacdo as cabras negativas para N. caninum (p < 0,05 -

Figural A).

1L-4

Durante todo o periodo de gestacao os valores médios de IL-4 das cabras
soronegativas foram superiores aos das soropositivas. Porém, houve diferenca
estatistica significativa nos meses quatro e cinco de gestacdo nas cabras

positivas quando comparadas as negativas (p < 0,05 — Figura 1 B).

TNF-a

No més um da gestacdo as cabras apresentaram valores médios mais
altos de TNF-a quando comparados a0 més cinco, com diferenca estatistica
significativa no més cinco. Neste periodo os valores de TNF-a foram inferiores
nas cabras positivas (proximos de 280 pg/mL), quando comparados aos valores
observados nas cabras soronegativas (préximo de 295 pg/mL) (p < 0,05 — Figura

1 C, Tabela 2).

IL-10
Nas cabras negativas ocorreu queda nos niveis médios de IL-10 (Figura
1D) no més um da gestagdo, contudo houve elevagdo na curva aos dois meses e

meio até o més quatro (valores de 621 pg/mL a 650pg/mL), quando os valores
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voltaram a decrescer. Nas cabras positivas ocorreu queda nos valores de IL-10
do més um ao més quatro de gestacdo (639 pg/mL a 607 pg/mL); e elevacdo a
partir do més quatro. Desta forma, somente no més quatro houve diferenca
estatistica significativa, em que 0s animais soropositivos apresentaram valores

menores de IL-10 em relagdo aos animais negativos (p < 0,05 — Figura 1 D).

IL-12

Os valores médios de IL-12 sempre foram maiores nos animais
soronegativos que nos positivos, exceto no més um da gestacdo. No més dois
ocorreu elevacdo significativa nos valores dos animais negativos em relacdo aos
positivos, atingindo valores maximos no més trés, com decréscimo no més 4
para ambos os grupos. Do més quatro para 0 més cinco os animais positivos
mantiveram valores constantes de IL-12, enguanto que nos animais negativos
continuaram em queda. Porém s6 houve diferenca estatistica significativa nos
niveis circulantes de 1L-12, nos meses trés e quatro. Neste periodo os valores de

IL-12 foram inferiores nas cabras positivas (p < 0,05 — Figura 1 E).
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Figura 1: Valores mensais de citocinas obtidos por ELISA em soro de

cabras gestantes com e sem infecgéo congénita por N. caninum

330 A 320 B
315
320 | -
T 310
)
2 310 .
H ! A grma
£ 300 i . ’ Baoo !
£ =+Positivo ; =+Positivo
E Negativo = 50 Negativo
Frd 290 -
290
280
285
270 280
] 1 2 3 4 5 6 4] 1 2 3 4 5 6
Més de gestagio Més de gestagao
310 o] 860 D
305 650 !
300 640 .
)
£ 3 \
Boos 630
] 2
£ ==Positivo = . . 7 =+Positivo
5290 Nagativo % 620 ‘ | .
g g 3 - . Negativo
] I
285 610 | i
280 600
275
590
1 4
0 2 3 5 & 0 1 2 3 4 5 6
Més de gestagdo Mas de gestagdo
405 E
400
395
I !
E390 \
E)
E 1
~ =+=Positivo
: 385 Negativo
380
375
370

Més de gestagdo

DISCUSSAO

H& poucos estudos publicados sobre a resposta imunoldgica em animais

naturalmente infectados por N. caninum, a maioria disponivel foi realizada em
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bovinos e com inoculacdo experimental do parasito em diferentes fases de
gestacdo [16,20-22].

A gestacdo € uma situacdo interessante do ponto de vista imunolégico,
em que citocinas colaboram com um papel importante na manutengdo ou ndo da
gestacdo [23]. Citocinas pré-inflamatérias, como IL-12 e IFN-y, importantes
para a polarizagdo de células Th para Thl e mais eficientes no controle da
infeccdo por N. caninum, podem causar o aborto [12,13].

Neste estudo observou-se que cabras soropositivas para N. caninum
tiveram niveis mais elevados de IL-12 no inicio da gestacdo (més um) porém
ndo houve diferenca estatistica nesses valores. Levando em consideracdo que a
IL-12, produzida pelas células dendriticas, mondécitos, macréfagos, linfocitos B
e queratindcitos, faz com que as células ThO se diferenciem em Thl [24-25],
pode se dizer que, nesta fase da gestacdo, os animais positivos jd haviam
formado uma resposta polarizada para o tipo Thl. A IL-12 induz a producédo de
maior quantidade de IFN- v, linfocitos T e NK [14]. Outra questdo importante é
que, como ndo ha, na literatura, valores de referéncia para IL em cabras
soronegativas para N. caninum, ndo ha como discutir a variagao destas citocinas
entre um animal prenhe e um ndo prenhe. Além disso, mesmo que 0s animais
negativos tenham produzido maiores quantidades de IL-12, ao final da gestacdo
eles ja haviam polarizado uma resposta imunoldgica mais para o tipo Th2, o que

ndo os fez mudar para o tipo Thl. Isso ocorre porque as células TCD4
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estimuladas por antigenos conseguem secretar pequenas quantidades de IL-4, no
inicio de sua ativagdo. O antigeno estando presente em altas concentragdes, 0s
niveis de IL-4 aumentam de forma gradual. Caso 0 antigeno ndo desencadeie
uma resposta inflamatéria com producéo de IL-12, o resultando é uma resposta
crescente do tipo Th2. Uma vez que ocorreu o desenvolvimento de células Th2,
a IL-4 produzidas por elas mesmas, serve para amplificar a reacdo e inibir as
respostas do tipo Thl e Thl7 [26].

Foi observada diferenca estatistica significativa entre os valores de IFN-
v, sendo esses valores mais elevados nas cabras positivas nos meses quatro e
cinco da gestacdo, em relacdo as cabras soronegativas para N. caninum. IFN- y
juntamente com a IL-12 estimulam a diferenciacdo do Thl ativando fatores de
transcricdo T-bet, STAT1 e STAT4. Isso ocorre porque IFN- y ativa o fator de
transcricdo STATL que ira estimular a expressdo de T-bet. Este, por sua vez,
promove a producdo de IFN- y por ativagdo transcripcional direta de gene IFN-
v. Esta atividade é uma alca de amplificacdo positiva que induz a diferenciacdo
das células T para Thl. A IL-12 ao se ligar a receptores das células TCD4,
estimuladas por antigenos, ativam o fator de transcricdo STAT4, intensificando
ainda mais a producdo de IFN-y [26]. O IFN- y é responsavel por aumentar a
expressao de MHC de classe Il, favorecendo a apresentacdo de antigenos,
aumentado, assim, a chance da célula infectada pelo parasito ser atacada pelo

sistema imune [13]. IFN-y leva a sintese da proteina denominada ativador de
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transcricdo de classe Il (CIITA) que mantétm o complexo de fatores de
transcricdo unidos (elas permanecem ligadas a esses fatores) atuando como
importante regulador na expressao das moléculas de MHC de classe Il. Além da
inducdo de lesbes na placenta, a resposta do tipo Thl também é capaz de
prejudicar a distribuicdo vascular de nutrientes, favorecendo a ocorréncia do
aborto nos animais positivos [16]. Entéo, pode se dizer que, nas cabras positivas,
houve maior polarizacdo para uma resposta Thl no terco final da gestacdo,
sugerindo que possa ter ocorrido maior apresentacdo de antigenos de N. caninum
nesta fase.

Em ovelhas experimentalmente infectadas por N.caninum aos 40 dias de
gestacdo a analise da resposta periférica mostrou que ha forte producdo de IFN-y
no inicio da gestagdo [27], resultado este semelhante ao do presente estudo. A
proliferacdo de linfocitos e a diminuicdo na expressdo de IFN-y ocorre
fisiologicamente na metade da gestacdo [28], queda esta observada até o més
trés de gestacdo dos caprinos deste estudo, porém, do meio ao final da gestacdo
0s animais positivos produziram mais INF-y do que os negativos. Innes et al.
[28] observaram que ha, na metade da gestacdo bovina, significativa regulacéo
positiva para a produgdo de IFN-y. Como a maioria dos abortos por N. caninum
ocorre no ter¢o final da gestacdo [8], a producdo elevada de INF-y poderia
contribuir para a ocorréncia do aborto [29]. Estudos in vitro demonstram que

IFN- v e TNF-a inibiram a multiplicagdo do parasito em fibroblastos e em
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cultura de células cerebrais bovinas [30], mas por ser uma resposta inflamatdria
do tipo Th1, pode induzir a ocorréncia de abortos [11].

Em condicdes fisiologicas as células trofoblasticas produzem IL-10,
criando um ambiente de citocinas na interface materno-fetal que favorece a
polarizacdo das células T auxiliares para o tipo Th2 [10]. Esta citocina consegue
regular negativamente a producdo de IFN- y [11], o que pode facilitar a
multiplicacdo de N. caninum, ja que é uma citocina que age negativamente sobre
a resposta Thl. Neste estudo, as cabras infectadas com N.caninum produziram
quantidades menores de 1L-10 no més cinco da gestacdo quando comparadas aos
animais negativos, consequentemente ocorreu maior producdo de INF-y,
sugerindo que houve polarizacdo da resposta inflamatoria para o tipo Thl nos
animais positivos. Esse evento pode ser uma resposta a uma reinfec¢do materna,
ja que houve maior producdo de IL-10 (Th2) no inicio da gestacdo para
reconhecimento da gestacdo, lembrando que a resposta Th2 facilita a saida de N.
caninum do estagio de bradizoitos para taquizoitos [31].

A IL-4 consegue neutralizar as citocinas pré-inflamatérias, juntamente
com a IL-10 [32]. No presente estudo foi observado um decréscimo nos niveis
de IL-4 nos animais positivos do més um ao més cinco da gestagdo, com
diferenca estatistica no més cinco. Isto permite inferir que a maior producéo de
IL-4 e IL-10 (terco final da gestacdo nos animais negativos) levou a uma down

regulation das citocinas que estimulam a resposta Thl, ou seja, houve menor
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producdo de INF-y. Desta forma, infere-se que ocorrem altas taxas de IFN-y
quando ha baixa produgdo de IL-4. Williams et al. [33] relatam que essas
variag@es entre as referidas citocinas, ao final da gestagéo, permite a transmissao
congeénita.

Diferente do presente estudo, Arranz-Solis et al. [27] ndo conseguiram
detectar IL-4 em sangue periférico de ovelhas prenhes. Isto pode ter ocorrido
devido a pouca producdo de citocina pelos animais em seu experimento. Os
perfis de resposta Thl e Th2 sdo antagdnicos [12] e os resultados do presente
estudo demonstram essa situacao;

Bartley et al. [21], ao inocularem taquizoitos em vacas com 70 dias de
gestacdo, observaram que, 42 dias apds inoculacdo (metade da gestacdo), IL-4 e
IL-10, ambas citocinas Th2, estavam a niveis muito baixos em animais que
abortaram. J& IFN-y apresentou niveis mais elevados aos 28 dias apos
inoculacgdo, voltando a niveis basais no dia 56 pos-inoculacdo. Ou seja, no inicio
da gestacdo o IFN-y estava em niveis elevados, mas abaixaram na metade da
gestacdo, 0 que comprova resposta Thl em inicio e Th2 em meados da gestagao.
Esses dados estdo de acordo com os achados deste estudo, mas, estatisticamente
sO se pode inferir que ocorreu maior resposta Th1l nos animais positivos no terco
final da gestagdo. Este fato poderia justificar perdas reprodutivas observadas em
caprinos em experimento que descreve natimortos e abortos no tergo final da

gestacéo (4).
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Concluséo

Caprinos soropositivos para N. caninum tiveram niveis mais elevados
de citocinas do tipo Thl do que os soronegativos, principalmente no tergo final

da gestacéo.
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Eventos imunopatolégicos em placenta de cabras
naturalmente infectadas por Neospora caninum®

Débora R. Orlando?, Mary S. Varaschin 3*

ABSTRACT: Orlando D.R, Varaschin MS [Immunopathological events in the
placenta of goats naturally infected by Neospora caninum]. Pesquisa Veterinaria
Brasileira 00(0):00-00. Setor de Patologia Veterinaria, Departamento de Medicina
Veterinaria, Universidade Federal de Lavras, Av. Doutor Sylvio Menicucci, 1001 -
Kennedy, Lavras - MG, 37200-000, Brazil. E-mail: msvaraschin@dmv.ufla.br

The neosporosis in goats has been related to the occurrence of abortions,
stillbirths and birth of weak goats. The aim of this study was to characterize, by
immunohistochemistry (IHC), the inflammatory cells in the placenta of goats
naturally infected with N. caninum, associating the infection to lesions. For this
purpose were euthanized seven positive goats for N. caninum and two negative, at
end of the fifth month of pregnancy. Anti-N. caninum antibodies in the serum of
these goats were measured by the Indirect fluorescent antibody tests (IFAT).
Placentomas samples were fixed in zinc salts and 10% formaldehyde for
histological evaluation and by [HC. No goat miscarried and only one goat presented
macroscopic lesions in placenta, characterized by placentomes with enhanced
edges, irregular and edematous, corioalantoidea membrane with edema near to the
cotyledons and multifocal petechiae. Microscopically, in the positive animals, were
observed discrete multifocal infiltrate of lymphocytes, macrophages and rare
neutrophils in the trophoblastic mesenchyme and multifocal mineralization. One
goat showed areas of necrosis of the chorionic epithelium, multifocal and moderate
infiltrate of lymphocyte, plasma cells and macrophages in the uterine submucosa.
Only in one goat placenta were visualized multiple cysts of N. caninum, confirmed
by IHC. The immunolabelling were positive for T lymphocytes (CD3), T helper
(CD4), Natural Killer (CD335), T-gamma-delta (Ty§), B lymphocytes (CD79),
macrophages, INF-y and MHC-II. Statistical differences were found in the amount
of labeled cells between positive and negative animals. In addition, there was a
positive correlation between the results of IFAT and, respectively, the amount of
CD3 lymphocytes, TyS and macrophages. There was also observed a positive
correlation between the values of Tyd with the amount of CD3 and macrophages.
Additionally, a positive correlation was observed between CD4 and NK
lymphocytes, demonstrating the participation of these cells in the local immune
response.
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RESUMO: A neosporose em caprinos tem sido relacionada a ocorréncia de
abortos, natimortos e ao nascimento de cabritos fracos. O objetivo deste estudo foi
caracterizar por imuno-histoquimica (IHQ) a presenca de células inflamatorias,
INF-y e MHC-II na placenta de cabras naturalmente infectadas por N. caninum,
associando a infec¢do as lesdes encontradas. Foram submetidas a eutanasia sete
cabras positivas para N. caninum e duas negativas, ao final do quinto més de
gestacdo. Os anticorpos anti-N. caninum no soro dessas cabras foram mensurados
pela Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI). Amostras de placentomas
foram fixadas em solucdo de sais de zinco e em formol 10% para avaliacdo
histolégica e por IHQ. Nenhuma cabra abortou e somente uma cabra teve alteracdes
macroscépicas na placenta, caracterizadas por cotilédones com bordas
aumentadas, irregulares e edemaciados, membrana corioalantoidea com edema
proximo aos cotilédones e petéquias multifocais. Microscopicamente havia, nos
animais positivos, infiltrado multifocal discreto a acentuado de linfdcitos,
macroéfagos e raros neutroéfilos no mesénquima trofoblastico e areas de calcificacdo
multifocal. Em um caprino foi observado areas de necrose no epitélio corionico e
infiltrado linfoplasmocitario e de macroéfagos difuso moderado na submucosa
uterina. Somente na placenta de uma cabra foram visualizados varios cistos de N.
caninum, confirmados pela IHQ. Pela marcagdo IHQ foram evidenciados linfocitos T
(marcador CD3), linfécitos T auxiliares (marcador CD4), linfécitos B (marcador
CD79), Tgamma delta (Ty8), Natural Killer (NK, marcador CD335), macréfagos
(marcador anti-lizosima), INF-y e MHC-II presentes na interface placentaria
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materno-fetal. Foram constatadas diferengas estatisticas na quantidade de células
marcadas entre animais positivos e negativos. Houve também correlacdo positiva
entre os valores de Tyd e os de CD3 e macréfagos. Além disso, houve correlacdo
positiva entre os resultados de RIFI e, respectivamente, a quantidade de linfécitos
CD3, Tyé e macréfagos. Adicionalmente, foi observada correlacdo positiva entre
linfécitos CD4 e células NK, demonstrando a participagdo dessas células na resposta
imune local.

TERMOS DE INDEXACAO: Imuno-histoquimica. Neosporose. Placenta. Lesdes.
Cabras.

INTRODUCAO

N. caninum é um parasito intracelular obrigatério, considerado um dos principais
agentes causador de abortos em bovinos em todo o mundo. O parasito tem como
hospedeiros definitivos canideos domésticos e selvagens e foi isolado de varias
espécies animais (Dubey & Schares 2011).

A neosporose clinica em bovinos se manifesta por falhas reprodutivas, entre
elas a ocorréncia de abortos recorrentes, geralmente no periodo de 5 a 6 meses de
gestacdo, absor¢do embrionaria, fetos mumificados ou macerados, nascimento de
animais vivos com sinais clinicos ou clinicamente normais, mas permanentemente
infectados (Dubey & Schares 2011). Em caprinos, além dos relatos de abortos ou
falhas reprodutivas (Varaschin et al. 2012, Mesquita et al. 2013), ha descricdo de
nascimento de animais nio infectados por N. caninum (Mesquita et al. 2013).

Alguns estudos vém sendo desenvolvidos no intuito de se explicar a ocorréncia
ou ndo desses abortos. Orozco et al. (2013) estudaram as lesdes e as células
inflamatorias em tecido uterino de bovinos infectados por N. caninum. Observou-se
que o agente pode se encistar em endométrio e miométrio no intuito de esperar por
um momento propicio para infectar o feto. Além disso, foi possivel observar que a
grande quantidade de células inflamatérias nesse tecido ¢é constituida
principalmente de macroéfagos e linfocitos. Porém, sdo células que naturalmente
estdo presentes em Uteros saudaveis de animais prenhes e ndo prenhes e, além do
mais, macréfagos também possuem papel de reparacio celular, com importante
funcdo no debridamento de células da placenta. Bartley et al. (2013) descreveram a
resposta sorolégica de bovinos e fetos. Nesse estudo concluiram que ambos (feto e
mae) conseguem desenvolver resposta imunoldgica inata e adaptativa humoral e
mediada por células contra N. caninum. Além disso, também foi possivel observar
que o feto e a mie desenvolvem respostas diferentes, dependendo da fase de
gestacgao.

A imunidade do hospedeiro contra a neosporose é um desafio que precisa ser
melhor estudado, pois sdo utilizados, normalmente, modelo bovino ou murino e as
conclusdes destes estudos ndo podem ser extrapoladas para outras espécies
(Donahoe et al. 2015). Além disso, diferengas na suscetibilidade a infec¢do por
Neospora tém sido observado entre diferentes racas bovinas (Bartels et al. 2006).
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Somado a isto, muitos estudos usam taquizoitos isolados e inoculados via
parenteral e ndo da forma natural em que a doenga ocorre (Donahoe et al. 2015).

Este trabalho tem por objetivo caracterizar por IHQ a presen¢a de células
inflamatérias, INF-y e MHC-II na placenta ao final da gestagdo de cabras
naturalmente infectadas por N. caninum.

MATERIAIS E METODOS

Manejo dos caprinos e coleta de materiais. As cabras deste estudo pertencem
a um rebanho caprino naturalmente infectado por N. caninum, pertencente ao Setor
de Patologia Veterinaria da Universidade Federal de Lavras. Para o presente estudo
foram selecionadas nove cabras (sete positivas e 2 negativas).Todas foram
mantidas em piquete telado durante o dia e em baias de alvenaria durante a noite,
foram alimentadas com feno, silagem de milho e racao industrializada duas vezes
ao dia e recebiam agua ad libitum. Além disso, passaram por exames clinicos e
everminacdo periddicos.

Ap6s deteccdo do estro foi realizado cobertura por monta natural. A gestacao
foi diagnosticada através de ultrassonografia no dia 30 apds a monta, seguido do
monitoramento mensal para avaliar a viabilidade fetal. As cabras foram observadas
diariamente até o final do quinto més de gestacdo com o intuito de identificar
quaisquer sinais de aborto e/ou outras alteragdes clinicas.

Foi realizada a Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) do soro coletado
de todas as cabras uma semana antes da data prevista para o parto para
mensuragdo dos anticorpos anti-N.caninum.

Ao completar cinco meses de gestacdo os animais foram submetidos a eutanasia
por sedacdo e anestesia profunda (Projeto aprovado pela Comissado de ética no uso
de animais -UFLA protocolo 036/14). Na necropsia foram coletados fragmentos de
cinco placentomas e area adjacente de cada cabra e fixados em solugdo fixadora de
sais de zinco (Trizma base 0,1M, acetato de calcio 0,05%, acetato de zinco 0,5%,
cloreto de zinco 0,5%) por 72 horas, conforme descrito por Breugelmans et al.
(2011); e em formol 10% tamponado. Amostras de tUtero foram também colhidas
em formol 10% para histologia. Tecido placentdrio e encéfalo dos fetos foram
coletados, armazenados a -20°C, para realizacdo de PCR, conforme protocolo
descrito por Orlando et al. (2013).

Todas as cabras selecionadas para o estudo foram previamente testadas e sdo
negativas para outros agentes causadores de aborto, como Toxoplasma gondii,
Brucella sp, Chlamydia abortus e Coxiella burnetti, assim como para o virus da
artrite e encefalite caprina.

Exame histopatolégico. Fragmentos de placentomas e adjacéncias e ttero
foram processados rotineiramente para a histopatologia. A pesquisa de estruturas
de N. caninum e avaliacio de lesdes histopatolégicas foram realizadas por
microscopia dtica. As lesdes das placentas foram descritas e classificadas conforme
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o tipo e localizagdo do infiltrado inflamatério, presenca ou nio de necrose e
intensidade das lesdes.

Imuno-histoquimica. Cortes dos placentomas e area adjacente foram
submetidos a marcagao IHQ com o anticorpo primario policlonal anti-N. caninum
produzido em cabras (VRMD, Pullman, USA), conforme descrito por Varaschin et al.
(2012). Amostras destes tecidos também foram marcados com os anticorpos
monoclonais utilizados para bovinos e com reagdo cruzada para cabras, para
linfécitos T (CD3), Ty, NK (CD335), linfécitos B (CD79), macréfagos (anti-
lisozima), MHC-II e policlonais para linfécitos T auxiliares (CD4) e INF-y nas
diluicées de 1:50 como descrito por Maley et al. (2006). A IHQ foi realizada
utilizando um kit comercial (LSAB+Kit, Peroxidase, Dako Corporation, Carpinteria,
USA) contendo anticorpo secundario conjugado com biotina e streptavidina
conjugada com peroxidase. Para a reativacdo antigénica as laminas foram
submersas em tampao citrato (pH 6,0) seguido da irradicdo em micro-ondas na
poténcia maxima por trés minutos. As células marcadas foram quantificadas em
cinco campos microscopicos selecionados de forma aleatdria, na objetiva de 40x.

Analise Molecular. Das amostras de placenta ou encéfalo foi extraido o DNA,
usando um kit comercial (wizard SV Genomic Purification System, Promega,
Madison, WI, USA) apoés lise com proteinase K. Para detectar N. caninum foram
usados os primers baseados no cromossomo XII (forward 5’-
CTGTTAGAAGGTGCGGCGAA-3’ e reverse 5-TCTCTTGCTGCGGTGGAAAT-3"), como
descrito por Orlando et al. (2013), que amplificam um fragmento de 168 pares de
base. Apoés a realizacdo da PCR e da eletroforese, foi extraido as amostras da banca
com posterior sequenciamento gendémico do material seguindo o protocolo de
Orlando etal (2013).

Andlises estatisticas. Os dados ndo paramétricos, referentes a contagem de
células das cabras com diferentes titulacoes (1:3200; 1:800; 1:400 e negativas)
para N. caninum, foram submetidos ao teste de Kruskal-Wallis. Quando os valores
de p foram inferiores a 5% considerou-se diferenca significativa. Para os
parametros de RIFI e IHQ, foi analisado o coeficiente de correlacdo de Pearson. Para
a analise dos dados foi utilizado o programa estatistico BioEstat 3.0 (Ayres et
al.,2003).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores da titulacdo de anticorpos anti-N. caninum antes do parto pela técnica de
RIFI estdo demonstrados no Quadro 1. Todas as placentas e os fetos foram positivos
para N. caninum na PCR.

Somente a cabra 1 apresentou lesdes macroscopicas na placenta, caracterizadas
por cotilédones com bordas aumentadas, irregulares e edemaciados, membrana
corioalantoidea com edema proximo aos cotilédones e petéquias multifocais
(Figura 1). Microscopicamente observaram-se areas multifocais de necrose de
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epitélio corionico (cabra 1), infiltrado inflamatério constituido por poucos
neutrdfilos (cabra 1) linfécitos, macréfagos e plasmocitos (Quadro 1, Figura 2) no
mesénquima embriondrio da vilosidade corionica e por¢do corionica (cabras 1, 3, 4,
5 e 6). Este infiltrado foi acentuado nas cabras 1 e 3, ja nas outras foi discreto a
moderado. Na submucosa uterina havia infiltrado difuso moderado de macréfagos
e linfocitos. Somente na cabra 1 foram visualizados varios cistos compativeis com
N. caninum (Figura 3) e taquizoitos, confirmados na marcagao IHQ (Figura 4). Em
todas as placentas havia mineralizagdo multifocal. Nos animais negativos foi
observado apenas areas multifocais de calcificacdo e raras células inflamatoérias
(Tabela 1).

As lesodes placentarias descritas em bovinos sdo mais acentuadas no inicio da
gestacdo (Macaldowie et al. 2004, Maley et al. 2006) e consistem de areas de
necrose em cotilédones, os quais chegam a se separar das carinculas, associadas a
infiltrado inflamatério ndo supurativo no mesénquima fetal e de neutrofilos,
mondcitos e macréfagos nas cartnculas (Macaldowie et al. 2004), assim como
ocorre necrose de vilosidade fetal e inflama¢do em septo materno ou em todo o
placentoma (Maley et al., 2006). No presente estudo as lesdes foram semelhantes,
porém ocorreram em intensidades diferentes e ndo foi possivel precisar com
certeza em que fase da gestacdo ocorreu a infeccdo. Mesquita et al. (2013),
utilizando cabras da primeira geracdo do rebanho aqui estudado, descreveu, nas
placentas de cabras que abortaram ou pariram natimortos, lesdes acentuadas de
necrose, envolvendo mesénquima dos vilos e células trofoblasticas, além de
infiltrado linfoplasmocitario, por vezes associado a neutroéfilos. Nas cabras deste
estudo, provavelmente ja estd ocorrendo adaptagdo de N. caninum ao hospedeiro.

Estruturas de N. caninum foram visualizadas somente na cabra 1, que teve uma
das titulagbes anti-N. caninum mais elevadas e lesdes macro e microscépicas na
placenta, permitindo concluir que o parasito foi responsavel pelas lesoes
encontradas. Desta forma, assim como o observado no estudo de Arranz-Solis et al
(2015), acredita-se que os demais caprinos do presente estudo conseguiram
construir uma resposta imune eficaz em controlar parcialmente a proliferacdo do
agente

No Quadro 2 sio demonstrados os resultados da imunomarcacido nas placentas
das cabras. Linfécitos T (Figura 5), citotoxicos (Figura 6) e NK (Figura 7) ocorreram
em por¢do coridnica, vilosidade corionica e mesénquima embrionario. Linfécitos B
(Figura 8) e macréfagos (figura 9), foram visualizados, também no epitélio de
criptas. Os linfécitos Ty8 foram evidenciados em epitélio de cripta, mesénquima
embriondrio e vilosidade coridnica (Figura 10). Ja a expressdo de IFN s6 ocorreu na
porgdo corionica (Figura 11) e do MHC-II no mesénquima embrionario e vilosidade
corionica (Figura 12).

O nuimero médio de células marcadas na IHQ esta demonstrado no Quadro 2.
Houve diferenca estatistica quando se comparou as médias de linfocitos T entre os
animais negativos e os que possuiam titulo de 1:3200 a 1:800. O niimero médio de
macrofagos marcados foi superior nas cabras com titulo 1:3200 ou 1:800, quando
comparadas com as de titulo 1:400. Com relagio ao numero linfécitos Tys§,
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observaram-se maiores valores em cabras 1:3200 em comparagdo as cabras com
1:400 e negativas.

Ocorreu correlacdo positiva significativa entre os resultados de RIFI e,
respectivamente, linfécitos T, macréfagos e TyS (Quadro 3); entre Tyd e
macrofagos; e entre linfocitos T auxiliares e NK. Para os linfécitos T auxiliares, ndo
houve diferenca estatistica entre os grupos, como também observado no estudo de
Klevar et al. (2007) e Cantdn et al. (2013). Estudos em ovelhas (Arranz-Sélis et al.
2016) bovinos (Maley et al. 2006, Cantén et al. (2013) e bufalos (Cantén et al.
2014), descrevem linfocitos T e T auxiliares nas placentas, mas o nimero de
Linfocitos T foi significativamente maior em animais infectados, comparados aos
animais negativos. Os linfécitos T e T auxiliares estavam nas cardnculas e ao redor
de focos necroéticos das cartiinculas ou de vilosidades fetais de bufalas prenhes
(Maley et al. 2006). Cantén et al. (2014) observaram que estas células estavam em
maior quantidade em vacas prenhes inoculadas no inicio e na metade da gestagao.
Apo6s uma infeccdo por N. caninum, os linfécitos T auxiliares levaram a uma
resposta do tipo Th1 produzindo citocinas como INF-y, TNF-a e IL-12, que tém
papel essencial na imunidade protetora contra o agente (Tuo et al. 2004), mas
podem causar aborto (Chaouat et al. 1990).

Raras células expressando INF-y foram evidenciadas na por¢do coridnica, de
forma que nido houve diferenca estatistica entre as médias dos valores e nem
mesmo uma correlacdo entre os componentes estudados, sugerindo chance elevada
de ocorrer parasitemia e transmissdo congénita de N. caninum. Esta baixa
expressao de INF-y também é descrita em ovelhas (Arranz-Solis et al. 2016). O INF-
y inibe a multiplicacdo intracelular de N. caninum (Innes et al. 1995) e niveis
elevados desta citocina pode aumentar os indices de apoptose de células infectadas
(Nishikawa et al. 2001), além de aumentar a expressdao de MHC-II, favorecendo a
apresentacdo de antigenos e aumentando a chance das células infectadas de serem
reconhecidas por meio de uma resposta citotdxica (Goodswen et al. 2014).
Sinergicamente, TNF-a pode surgir na resposta por meio da ativacdo de macréfagos
e células NK (Goodswen et al. 2014) e, concomitantemente, tem-se aumento de IL-
12, que induzird maiores quantidades de IFN-y (Baszler et al. 1999).

As células marcadas pela expressdo de CD335, ou seja, as NK sdo as primeiras
células a produzirem INFy (Korbel et al. 2004) e sdo consideradas as mais
importantes no inicio de uma resposta inata (Carayannopoulos & Yokoyama 2004).
Nao ocorreram diferencas estatisticas entre as médias dos valores obtidos para
células NK, porém na Cabra 3 foi observado infiltrado intenso dessas células. Outro
fato interessante é que houve correlacdo positiva entre os valores de CD4 e NK.
Células NK foram demonstradas nas cartinculas de vacas gestantes (Canton et al.
2013), e numa maior quantidade em placentas bovina de fetos mortos (Maley et al.
2006). As NK possuem duas principais fungdes efetoras: producdo de citocinas e
lise de células alvo (Korbel et al. 2004). No inicio de uma resposta imunolégica,
patdgenos invasores sdo capturados por células apresentadoras de antigenos, que
liberam citocinas para a ativagdo de NK (Klevar et al. 2007). Boysen et al. (2006)
demostraram que, nos bovinos, as NK produziram INF-y apds estimulacio direta
com taquizoitos de N. caninum, ou por contato com células infectadas, levando a
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sua morte. Neste estudo, apesar da ativacdo de células NK em algumas cabras
(Quadro 2, Figura 7) nao foi possivel observar expressdao aumentada de INF-y.

No presente estudo, linfécitos B foram observados em pequenas quantidades na
porgdo coridnica, na vilosidade coridnica, no mesénquima embrionario e no epitélio
de criptas e nao estavam associadas a lesdes. Houve diferencas significativas em
seus valores. Os animais negativos e positivos com titulacdo de 1:800 tiveram
média maior de células marcadas quando comparados aos animais com titulacdo de
1:3200. Adicionalmente, os animais com titulo de 1:400 apresentaram menores
médias para linfécitos B em relagdo aos negativos e com titulagdo de 1:800. Estudos
em ovinos (Arrdns-Solis et al. 2016) e bovinos (Maley et al. 2006, Cantén et al.
2013), descrevem raros linfécitos B na placenta, assim como a auséncia de
diferenca estatistica para estas células entre animais negativos e positivos para N.
caninum, independente das diferentes vias de inoculagdo e no fato de albergarem
fetos mortos ou vivos (Maley et al. 2006). Desta forma, essas células provavelmente
ndo possuem um papel crucial na imunopatogénese da neosporose em ruminantes
em relagdo a altera¢des morfoldgicas na interface materno-fetal.

A fungdo dos linfécitos Tyd em doengas infecciosas em diferentes espécies de
animais é desconhecida, mas lesdes iniciais de necrose em placenta foram
associadas a menores quantidades destas células (Maley et al. 2003). Por se
encontrarem em superficies mucosas, elas podem fazer parte da primeira linha de
defesa contra patogenos (Entrican 2002). Elas também tém a capacidade de
produzir citocinas pré-inflamatérias (Raghupathy 1997), mas seu papel na infec¢io
por N. caninum ainda nao é conhecido (Maley et al. 2006).

Quando N. caninum acomete uma fémea em inicio de gestacdo ocorre infiltrado
moderado de Ty8 na placenta, que pode aumentar quando hd um feto morto (Maley
et al. 2006). No presente estudo observaram-se valores estatisticamente
significativos na titulagcdo de 1:3200 em comparacdo as cabras com titulo 1:400 e
negativas. Desta forma, pode se dizer que, quanto maior for o titulo, mais células
Ty§, macrdfagos, CD3 estardo presentes. No estudo de Maley et al. (2006) e Cantén
et al. (2014) essas células representavam uma minoria e estavam adjacentes a
lesbes de necrose das vilosidades e base de cartncula. Cantén et al. (2014)
observaram maiores valores para Ty8 em bufalas com fetos mortos .

Os macrofagos placentarios fetais podem ter origem tanto do mesénquima
coridnico no inicio da gestacdo quanto derivados da medula 6ssea de fetos em um
periodo mais adiantado da gestacdo. Sdo responsaveis pela producdo de citocinas
pré-inflamatdrias e tém a funcdo de células apresentadoras de antigenos. Desta
forma, sugere-se que elas possam funcionar como células sentinelas, sendo
importantes tanto na defesa fetal quanto na transmissdo transplacentaria de
agentes patogénicos (Schlafer et al. 2000). Os macréfagos também desempenham
papel fundamental no processo de reparagio tecidual (Leibovich & Ross 1975). No
presente estudo o numero médio de células marcadas foi superior nos animais com
titulacdo de 1:3200 e 1:800. Essas células encontravam-se em porg¢io coridnica,
vilosidade coridnica, mesénquima embrionario e em criptas. Provavelmente no
presente estudo, os macréfagos evidenciados pela imuno-histoquimica possuem
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papel na protecdo conta o agente jaA que ndo foram evidenciadas necrose na
interface materno-fetal da maioria dos animai em questao

Arranz-Soélis et al. (2016) observaram macréfagos em todas as placentas de
ovinos, mesmo em diferentes fases de gestacdo. Enquanto nos animais positivos
estas células estavam presentes nos tecidos fetal e materno, assim como na area de
contato entre ambos na placenta, nos animais negativos foram encontrados apenas
na base dos placentomas. Resultados semelhantes foram encontrados no presente
estudo, em que essas células encontravam-se apenas na cripta dos animais
negativos. Cantén et al. (2013) observaram em vacas prenhes inoculadas aos 210
dias de gestacao, infiltrado de macréfagos mais evidente nos animais eutanasiados
em uma fase mais recente. Essas células marcadas encontravam-se na cardncula
materna e, por vezes, infiltravam vilosidades fetais. Aos 42 e 56 dias apds
inoculagao eles observaram que essas células se mantinham ao redor de pequenas
areas de necrose da cartuncula materna e das vilosidades fetais.

No presente estudo ndo houve diferencas estatisticas entre as médias de células
marcadas para MHC -II e nem mesmo alguma correlagdo. O que se observou é que
essas estruturas celulares estavam presentes em células do mesénquima
embrionario e vilosidade coriénica. Em vacas sadias o MHC de classe I, além de ser
expresso nas células apresentadoras de antigenos, também é expresso por poucas
células fibroblasticas e uma alteragdo nesse padrio de expressdo de moléculas MHC
de classe II é vista em vacas infectadas por N. caninum, principalmente ao redor de
focos de necrose da placenta. Desta forma, sua expressio pela placenta é
correlacionada com a ocorréncia de abortos por N. caninum (Rosbottom et al.
2011). Provavelmente, neste estudo, devido a baixa quantidade de INFy no tecido
placentario ndo houve grande expressao de MHCII.

CONCLUSOES:

Houve imunomarcagdo de linfécitos T, linfocitos T auxiliares, NK, linfocitos B,
macroéfagos, linfocitos TyS, MHC-II e INF-y na interface materno-fetal de cabras
naturalmente infectadas por Neospora caninum. Correlacdo positiva significativa
entre os titulos das cabras para N. caninum com a presenca de linfécitos T, TyS e
macroéfagos, e de linfocitos T com macréfagos. Adicionalmente, foi observada
correlacdo positiva entre linfocitos T auxiliares e NK, indicando provavel
participacdo dessas células na resposta imune local.
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TABELAS E FIGURAS:

Tabela 1: Média do nimero de células inflamatoérias, IFN y e MHC-II, em cinco campos, marcadas por IHQ na placenta
de cabras naturalmente infectadas por N. caninum

Cabra Titulagdo = Marcador Marcador = Marcador  Marcador IFN Macroéfago Tyd MHC-II
CD3 CD4 CD79 CD335 Y
(LT) (LT (LB) (NK)
auxiliaries)

1 1:3200 145 10 0 7 0 61 5 1
2 1:3200 94 1 0 0 1 73 13 0
3 1:3200 191 74 3 218 0 22 9 27
4 1:800 111 11 4 0 1 19 5 7
5 1:800 81 11 5 15 0 45 4 27
6 1:400 6 5 0 5 0 5 0 0
7 1:400 28 19 0 9 2 6 0 0
8 Negativo 5 11 4 14 0 9 0 1
9 Negativo 4 10 3 13 0 7 0 0

LT: linfocitos T; LB: linfocitos B
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Tabela 2: Média do namero de células marcadas na imuno-histoquimica em cabras prenhas com diferentes titulacoes

para Neospora caninum
n? de células Titulacao
(média + dp) 1:3200 1:800 1:400 Negativa
Marcador CD3 143.0 (+ 32.9) 96.0 (+ 10.0) 17.0 (% 7.3)* 4.6 (£ 0.4)*#
Marcador CD4 28.3 (+ 30.4) 11.3 (+ 0.4) 12.0 (* 4.6) 10.6 (* 0.4)
Marcador CD79 1.0 (+ 1.3) 4.3 (+ 0.4)* 0.0 (+ 0.0)# 4.3 (£0.4)1
Marcador CD335 75 (£ 95.3) 7 (x5.1) 7 (x1.3) 14 (£ 0.4)
IFNY 0.3(x04) 0.3(x04) 1.0 (x0.7) 0.0 (£ 0.0)
Macrdéfagos 52.0 (x 20.0) 32.0(x8.6) 5.6 (+ 0.4)*# 8.6 (£0.4)
Tyé 9.0 (= 2.7) 5.0 (x 0.6) 0.0 (£ 0.0)* 0.0 (£ 0.0)*
9.3(x11.7) 17.0 (x 6.7) 0.3(x04) 0.7 (£ 0.4)

MHC-II

* Diferenca no numero de células em relacdo a titulagdo de 1:3200 (p < 0.05)
# Diferenca no nimero de células em relagdo a titulagao de 1:800 (p < 0.05).
1 Diferenca no niimero de células em relacdo a titulacdo de 1:400 (p < 0.05).
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Tabela 3: Coeficientes de correlaciao de Pearson entre os parametros de titulacio por reacio de Imunofluorescéncia

Indireta (RIFI) e imuno-histoquimica em cabras naturalmente infectadas por Neospora caninum.

RIFI CD3 CD4 CD79 CD335 INFY Macréfago Tyd MHC
RIFI 1.00
CD3 0.84* 1.00
CD4 0.37 0.60 1.00
CD79 -0.40 -0.01 0.18 1.00
CD335 0.44 0.61 0.98* 0.17 1.00
INFy -0.05 -0.08 -0.14 -0.38 -0.26 1.00
Macréfago 0.76* 0.54 -0.19 -0.25 -0.10 -0.04 1.00
Tys 0.86* 0.74* 0.26 -0.16 0.35 0.07 0.76* 1.00
MHC 0.24 0.56 0.65* 0.55 0.67* -0.32 0.10 0.31 1.00

* Correlacgao significativa (p < 0,05)

(o]
(2]
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Figura 1. Neosporose em cabras. Placenta, Cabra 1 - Cotilédones edemaciados, com
bordas aumentadas, irregulares e com petéquias (seta). Membrana corioalantoidea
com edema préximo aos cotilédones e petéquias multifocais (cabeca de seta).

VP e TR Ry B wncs §
Figura 2. Neosporose em cabras. Utero e placenta, Cabra 1. Fotomicrografia
mostrando placentoma em transi¢do corioalantoidea (*) com infiltrado linfo-

histioplasmocitario (HE, Obj. 10)
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Figura 3 - Neosporose em cabras. Cabra 1 . Cisto de Neospora caninum na placenta
(seta). (HE,Obj.40)

g -‘L ,l“&"‘ ] £ 2 4
Figura 4. Neosporose em cabras. Placenta, Cabra 1. Taquizoitos de Neospora
caninum (seta) (IHQ, método estreptavidina-peroxidase, cromdgeno DAB, 0bj.40)
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Figura 5: Neosporose em cabras. Placenta, Cabra 3, imunomarcacdo de linfécitos T
(marcador CD3), no mesénquima embriondrio (seta). (IHQ, método estreptavidina-
peroxidase, cromégeno DAB, Obj.40).

il‘ d -I',‘t'.
Figura 6: Neosporose em cabras. Placenta, Cabra 3. Imunomarcacio de linfécitos T
auxiliar (marcador CD4) no mesénquima embrionario (setas). (IHQ, método
estreptavidina-peroxidase, cromégeno DAB, Barra 25 pm, Obj.40).
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Figura 7. Neosporosé em cabras. Placenta, Cabra 3. Ifnunomaf‘cagéo de células
Natural Killer (marcador CD 335) no mesénquima embriondrio (setas). (IHQ.
método estre tyi_dina- D roxase, CI:m()eo DA_]é, Barra 25um, 0b'.20)
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Figura 8. Neosporose em cabras. Placenta, Cabra 5. Imunomarcacio para linfécitos

B (marcador CD79) (seta) em criptas. (IHQ, método estreptavidina-peroxidase,
cromégeno DAB, Barra 25pum, Obj.40)
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Figura 9. Neosporose em cabras. Placenta, Cabra 4. Imunomarcagdo de macréfagos
nas criptas (seta). (IHQ, método estreptavidina-peroxidase, cromdégeno DAB, Barra
25um, 0bj.40).
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Figura 1. Neosporose em cabras. Placenta; Cabra 2. Iunomarca(;éo para linfécitos
Ty6 nas criptas (seta). (IHQ, método estreptavidina-peroxidase, cromégeno DAB,
Barra 10pm, Obj.40).
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Figura 11. Neosporose em cabras. Placenta, Cabra 5. Imunomarcag¢do de MHC-II em
mesénquima embrionario (setas). (IHQ, método estreptavidina-peroxidase,
cromégeno DAB. Barra 25 um, Obj.20).

’.

Figura 12: Neosporose em cabras. Placenta, Cabra 4. Imunomarcacdo INF-Y (seta)
em porg¢do corionica. (IHQ, método estreptavidina-peroxidase, cromogeno DAB.
25pm, 0bj.40).
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CONCLUSOES GERAIS

Existem diferencas na producgdo de citocinas inflamatorias entre cabras
positivas e negativas para Neospora caninum durante 0s cinco meses de
gestacdo. Foram encontradas linfécitos T, T auxiliares, linfécitos B, NK,
macrofagos, Tyd e expressio de INF-y e MHC-II na placenta de cabras
negativas e naturalmente infectadas por Neospora caninum. Ocorreram
diferencas estatisticas entre 0 numero de células marcadas em cabras positivas e
em negativas. Além disso, houve correlacdo positiva significativa entre os
resultados de RIFI com linfocitos T (marcador CD3), macrofagos e Tyd. Houve
correlagdo positiva entre Ty tanto com linfécitos T(marcador CD3) quanto com
macréfagos. Adicionalmente, foi observada correlagdo positiva entre linfocitos T
auxiliares (marcador CD4) e Natural Killer (marcador CD335). Este é o
primeiro estudo a analisar o perfil de citocinas nos soro e células em placentas

de cabras naturalmente infectadas por N. caninum ao final da gestacéo.
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ANEXO A - PARECER DO COMITE DE ETICA

UNIVERSIDADE FEDERAL DE LAVRAS
l l Ii‘ u | I PRO-REITORIA DE PESQUISA
COMISSAQ DE £TICA KO USO DE ANINAS
VATRHESLUGE ROGFAL DELAVRAG CaF 3007 - Lawas < NG = 37208009 - [35) 382505782 chagln nie: ula he

CERTIFICADO

Ceriificames que o protocola n® D36/14, relafivo ac projeto Inttulaco Caraclorizagio de
evantos Imunopatoidgicos em placenta & sore de caprinos naturalmente infectados por
Necspora caninum utilizando métades imunohistoquimicos & ELISA, que tem como
resconagvel Mary Suzan Varsschin estd de acordo com o3 principios éicos da
axpenimentagdo animal, adotedos pela Comissiic de Etice no Uso de Animais
{Comissies Pemanenties/PRP-UFLA), tande sido aprovado na reunt2o de 15/10/2014,

fnicic 6o projetn:15/10/2014 - Término do projeto:01,08/2017,
Espécie: Caprino - Quantidade de animais; 8,

CERTIFICATE

We hereby cerify that the Protecol n® 036/14, related to the project entitied
“Characterzation of immunopathological events in placentz and seum of goats natursiy
misciad with Neospora caninum sing immunohstochemistry and ELISA methods',
under the supenision of Mary Suzan Varaschin, is in egreement with the Ethics
Principies in Animal Experimentation, adopted by the Institutiona! Animal Care and Use
Committee (Standing Committees/PRP-UFLA), and was approved In October 15, 2014,

Project's beginning: 15/10/2014 - Project's end-01,08/2017.
Esgecies. Caprino - Number of animals: 8.

Lavras, 15 de outubro de 2014
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ANEXO B - CABRAS UTILIZADAS NO EXPERIMENTO
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cabras Titulagéo para Nome
Neospora caninum

1 1:3200 Paquita
2 1:3200 Amy
3 1:3200 Bruna
4 1:800 Fiona
5 1:800 Brisa
6 1:400 Joaquina
7 1:400 Akiko
8 Negativa Catita
9 Negativa Sem nome




