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RESUMO

A neosporose constitui, atualmente, uma das principais causas de
abortos em bovinos em todo o mundo. A literatura menciona a ocorréncia de
variagdo bioldgica, patogé€nica e genética entre diferentes isolados de Neospora
caninum, cujas informagdes sdo escassas no Brasil.Desta forma sdo necessarias
pesquisas a respeito de sua genética que poderdo esclarecer alguns aspectos
sobre a inter-relagdo parasito-hospedeiro. Este estudo visou analisar
filogeneticamente parte da regido codificadora de RNAs ribossomais de N.
caninum, especificamente a regido ITS-1, que representa um fragmento gé€nico
sujeito ao polimorfismo e um indicador evolutivo do parasito. Inicialmente foi
preciso padronizar uma PCR que tivesse como produto um fragmento de 588 pb
e que abrangesse parte da regido génica 5’ -18S rDNA - ITS 1 - 5.8S rDNA -3°.
A especificidade deste fragmento foi determinada pelo programa BlastN,
demonstrando similaridade acima de 90% com dezenas de sequéncias de N.
caninum depositadas no Banco Mundial de Genomas (GenBank).Trés amostras
de conceptos positivas para a PCR foram sequenciadas, editadas, submetidas ao
GenBank e alimentadas em programas de bioinformatica para a geragdo de uma
arvore filogenética. A arvore mostrou elevada conservagdo entre as sequéncias
de isolados de N. caninum deste estudo e aquelas depositadas no GenBank.
Ramos bem definidos e especificos foram gerados ao se alinhar sequéncias de
outros apicomplexas pertencentes a subfamilia Toxoplasmatinae. Os resultados
da PCR, histopatologia e imunoistoquimica comprovaram por meio de
diagnostico direto e efetivo a ocorréncia da neosporose em rebanhos bovinos de
Minas Gerais.

Palavras-chave:  Neospora  caninum.  PCR.  Filogenia. = Conceptos.
Imunoistoquimica.



ABSTRACT

The neosporosis is currently a major cause of abortion in cattle
worldwide. The literature mentions the occurrence of biological variation,
pathogenic and genetic among different isolates of Neospora caninum, which
information is scarce in Brasil. Thus, are necessary research about their genetic
that would explain some aspects of host-parasite interrelationships. This study
aimed to analyze phylogenetically part of the coding region of ribosomal RNA
of N. caninum, specifically the region ITS-1 that represents a gene fragment
polymorphism and subject to an evolutionary indicator of the parasite. Initially it
was necessary to standardize a PCR product that had as a fragment of 588 pb
and covering part of the gene region 5’ -18s IDNA - ITS 1 - 5.8s rDNA - 3. The
specificity of this fragment was determined by the BlastN program,
demonstrating similarity above 90% with dozens of sequences N. caninum
deposited in the Genome World Bank (GenBank). Three samples of conceptus
positive for PCR were sequenced, edited and submitted to GenBank and fed into
bioinformatics programs to generate a phylogenetic tree. The tree showed high
conservation among the sequences of isolates of N. caninum in this study and
those deposited in GenBank. Branches well defined and specific were generated
to align sequences of another Apicomplexa belong to the subfamily
Toxoplasmatinae. The results of  PCR, histopathology and
immunohistochemistry confirmed by diagnostic direct and effective the
occurrence of neosporosis in cattle herds in Minas Gerais.

Keywords: Neospora caninum. PCR. Phylogeny. Conceptus.
Immunohistochemistry.
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1 INTRODUCAO

O crescimento e rentabilidade da bovinocultura é um desafio para o
produtor, devido a fatores que interferem com a producdo. Por isso, estratégias
que solucionem esses problemas devem ser criadas. Um dos obstaculos a esse
desenvolvimento sdo os problemas sanitarios, que elevam o custo de produgdo e
reduzem a competitividade dos produtos gerados. Dentre esses problemas,
aqueles que interferem no desempenho reprodutivo do rebanho bovino possuem
destaque, devido a forma disseminada e insidiosa que ocorrem e por atingirem
diretamente a geragdo de novos animais. Também provocam importante redugao
na produgdo de leite, ja& que esta depende da gestacdo para ocorrer
adequadamente.

Estudos cientificos tém sido realizados na area de sanidade animal com
intuito de minimizar os efeitos deletérios provocados por diferentes agentes
patogénicos que podem causar expressivos prejuizos econdmicos a cadeia
produtiva do agronegocio.

A neosporose bovina ¢ uma doenca de interesse sanitario causada pelo
parasito do filo apicomplexa Neospora caninum que causa prejuizos a
reproducdo de rebanhos leiteiros e de corte. Esta patologia, apesar de ter sido
estudada nos ultimos anos, ainda requer um melhor conhecimento,
principalmente no que diz respeito a sua epidemiologia e genética.

A evolug@o na area da biologia molecular possibilitou o aperfeigoamento
de metodologias que possam investigar mais detalhadamente as estruturas
genéticas do parasito N. caninum, que favorecerdo estudos epidemiologicos e
futuras inferéncias filogenéticas.

Para melhor caracterizagdo genética de N. caninum, este estudo abordou
parte da regido codificadora de RNAs ribossomais presente no rDNA deste

parasito e utilizou a Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e softwares da
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Bioinformatica como ferramenta de analise de sequéncias genéticas adquiridas.
Estes dados foram correlacionados com resultados de imunoistoquimica e
histopatologicos em tecido cerebral e cardiaco de conceptos bovinos.

Os resultados da padronizacdo da PCR, associados as descrigdes das
lesGes histopatologicas e testes imunoistoquimicos, constituem o foco deste
estudo e visam contribuir de forma interdisciplinar na ampliagdo de
procedimentos diagndsticos da neosporose bovina, bem como na inferéncia de
informagodes filogenéticas.

Atualmente, sdo raras as informacdes genéticas disponiveis sobre
isolados brasileiros de N. caninum e, mesmo em nivel mundial, estes estudos
ainda s3o-escassos, com pequeno niumero de depdsitos no GenBank em relagdo a
este parasito. Baseado nestes dados, torna-se clara a necessidade de mais estudos
nesse sentido, os quais venham a contribuir no conhecimento da taxonomia,
patogenia e pontos geograficos do agente da neosporose, que ¢ atualmente
considerada uma das mais relevantes doenga da reproducdo em bovinos de leite
e corte de diversos paises.

Por este motivo, o presente trabalho propos a abordagem desta regido
génica com vistas a obtencdo de dados filogenéticos de amostras de N. caninum
isoladas de conceptos infectados naturalmente no estado de Minas Gerais,
comparando-as entre si e com aquelas disponiveis nos bancos de dados

genéticos.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Neospora caninum

Neospora caninum é um parasito intracelular obrigatdrio, causador de
abortos em bovinos, em varios paises (ANDERSON; ANDRIANARIVO;
CONRAD, 2000; LOCATELLI-DITTRICH et al., 2004). Foi reconhecido em
cades na Noruega em 1984 (BJERKAS; MOHN; PRESTHUS, 1984),
posteriormente caracterizado como um novo género e espécie N. caninum

(DUBEY et al., 1988).

2.1.1 Taxonomia

Neospora caninum pertence ao filo Apicomplexa, classe Sporozoasioda,
ordem Eucocciodiorida, familia Sarcocystidae, género Neospora e espécie N.

caninum (DUBEY; LINDSAY, 1996; ALVAREZ-GARCIA, 2003).

2.1.2 Morfologia

A morfologia de N. caninum pode variar de acordo com o estadio
apresentado (DUBEY, 2003).

Taquizoitos sdo oviformes ou em forma de meia-lua, apresentam
tamanhode 3a7 umx 1 a5 um e o nucleo pode aparecer na posigao central ou
terminal. (ANDREOTTI et al., 2003; DUBEY, 2003; DUBEY; BUXTON;
WOUDA, 2006; DUBEY; LINDSAY, 1996).

Bradizoitos sdo encontrados em cistos, principalmente no sistema
nervoso central, apresentam formato fino com multiplicacdo lenta ou em

laténcia, medem 6 a 8 x 1 a 2 um, com presenga de nucleo terminal ou
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subterminal. Os cistos sdo arredondados ou oviformes e podem medir até¢ 107
um, onde a espessura da parede pode variar de 1 a 4 pm (ANDREOTTI et al.,
2003; DUBEY, 2003; DUBEY; LINDSAY, 1996).

Oocistos sdo formas ndo esporuladas de N. caninum que sdo liberados
junto as fezes e apresentam didmetro entre 10 a 11 um, com formato redondo. Se
tornam infectantes ao se esporularem apos trés dias no ambiente. Apresentam
dois esporocistos, sendo que estes apresentam quatro esporozoitos (DUBEY,

2003; ANDREOTTTI et al., 2003).

2.1.3 Ciclo bioldgico

Parasitos pertencentes a familia Sarcocystidae, como N. caninum, se
caracterizam por terem ciclos biologicos heteroxenos e por formarem cistos no
hospedeiro intermediario (ALVAREZ-GARCIA, 2003).

Caes e coiotes sdo os hospedeiros definitivos (LINDSAY; DUBEY;
DUNCAN, 1999; MCALLISTER et al., 1998) responsaveis pela contaminagao
ambiental ao eliminarem oocistos ndo esporulados nas fezes apds ingestdo de
cistos teciduais de N. caninum em hospedeiros intermedidrios (DUBEY;
SCHARES; ORTEGA-MORA, 2007; LINDSAY; DUBEY; DUNCAN, 1999).

A ingestdo de oocistos esporulados por hospedeiros intermedidrios,
como em bovinos, resulta em liberagdo dos esporozoitos, que ap6s invadirem a
célula, irdo se transformar em taquizoitos (LINDSAY; DUBEY; DUNCAN,
1999). Taquizoitos podem infectar fetos bovinos, por via transplacentaria, e
causar aborto (DUBEY, 2003).

A invasdo e multiplicacdo dos taquizoitos € rapida e pode causar lesdes
microscopicas (BUXTON; MCALLISTER; DUBEY, 2002; DUBEY, 2003) ao

contrario dos bradizoitos que apresentam multiplicagdo lenta e podem se
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transformar em taquizoitos, dependendo do estado imunoldgico do hospedeiro
intermediario (DUBEY, 2003).

O ciclo simplificado do N. caninum esta representado na Figura 1.

Cao:
Hospedeiro definitivo

Ingestao de cistos
tecidua

* Qocistos ndo
- " esporulados
nas fezes

2

Transmisséo transplacentaria
de taquizoitos

éb Alimentos e agua
cotaminados

Oocisto nos
alimentos,
na agua
e no solo

Ingestao por
hospedeiro
intermediario

. Hospedeiros intermediérios -
Feto infectado Oocisto esporulado

e

Figura 1 Ciclo de vida de N. caninum. Adaptado de DUBEY (2003)

2.2 Regido codificadora de RNAs ribossomais de Neospora caninum

Os rRNAs (RNAs ribossomais) sdo elementos necessarios na fisiologia
celular e exercem interagdo com as proteinas ribossdmicas para formar as
subunidades dos ribossomos, que sdo as estruturas responsaveis pela sintese de
proteinas (GORAB, 2001).

Segundo Monteiro (2006), a regido codificadora de rRNA no genoma de
eucariotos, o rDNA, da origem aos transcritos rRNA que servirdo de arcabougo
para as subunidades 18S, 5,8S e 28S, que sdo componentes estruturais dos

ribossomos. Este rDNA apresenta segmentos entre as regioes codificadoras dos
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rRNAs das subunidades, denominados ITS (internal transcribed spacer, ou
sequéncias inter-transcritos). A regido ITS-1 esta intercalada entre as sequéncias
que codificam para rRNA de 18S ¢ 5,8S.

As regides ITS apresentam taxa evolutiva superior a subunidades
codificadoras de rfRNA (OLSEN; WOESE, 1993) e possibilitam estudos de
biologia evolutiva (PAYNE; ELLIS, 1996).

A estrutura da regido codificadora de rRNA em N. caninum foi descrita
pela primeira vez, de forma completa, no trabalho de Payne e Ellis (1996). Sua
organizagdo encontra-se ilustrada na Figura 2, que representa a sequéncia génica

5’ -18SrDNA —ITS 1 - 5.8S rDNA —ITS 2 - 28S rDNA - 3°.

18S rDNA ITS-1 5.8SrDNA ITS-2 28S rDNA
1..18 19...438 439...596 597...920 921...1.046
| 1.046pb ]

Figura 2 Regido do rDNA codificadora de rfRNA de N. caninum. Ilustragdo
baseada na sequéncia depositada no GenBank, 1.49389

Segundo Payne ¢ Ellis (1996), a regido ITS ¢é alvo de maior pressdo
mutagénica evolucionaria, apresenta polimorfismo e, por isso, se torna uma
sequéncia eletiva para analises filogenéticas.

Diversos autores utilizaram a Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR)
para identidicar a regido ITS-1 de N. caninum em busca de diferentes
finalidades. A PCR utilizada por Payne e Ellis (1996), Slapeta et al. (2002) e por

Monteiro (2006) foram realizadas para estudos filogenéticos.
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2.3 Neosporose bovina

2.3.1 Sinais clinicos

Aborto ¢ o principal sinal clinico da neosporose bovina a partir do
terceiro més de gestacdo, mas a maioria dos casos ocorre no sexto més de
gestagdo (DUBEY, 2003).

A morte do feto pode acontecer no proprio Utero, ser reabsorvido ou
sofrer autdlise, pode morrer logo apds nascimento ou persistir com a doenga
(COLLANTES- FERNANDEZ et al., 2006a; DUBEY, 2003; DUBEY, 2005;
HALL; REICHEL; ELLIS, 2005; ORTEGA-MORA; FERNANDEZ-GARCIA;
GOMEZ-BAUTISTA, 2006).

Os outros sinais clinicos, além dos abortamentos, foram relatados em
bezerros com menos de quatro meses de idade, como paralisia, desordens
neuromusculares, incoordenagdo, ataxia, exoftalmia ou aparéncia assimétrica
dos olhos e cegueira (DE MEERSCHMAN et al. 2005; LOCATELLI-
DITTRICH et al., 2003; ORTEGA-MORA; FERNANDEZ-GARCIA; GOMEZ-
BAUTISTA, 2006).

2.3.2 Transmissao

A infecgdo por N. caninum pode acontecer de forma vertical e horizontal
(DUBEY, 2003; LOCATELLI-DITTRICH et al., 2004).

Bovinos podem desenvolver a neosporose ao ingerir agua ¢ alimentos
contaminados com oocistos (LOCATELLI-DITTRICH et al., 2004) e caes
podem adquirir o parasito ao se alimentarem de tecidos bovinos com presenca de
cistos de N. caninum (MCALLISTER et al., 1998), sendo estas as formas

horizontais de dissemina¢do da doenga.
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A via vertical (transplacentaria) ¢ considerada a principal via de
transmissdo de N. caninum, pois pode causar aborto (DUBEY, 2003;
LOCATELLI-DITTRICH et al., 2004). Esta via pode ser exdgena, quando a mae
ingere oocistos durante a gestacdo ou pode ser endogena, quando ha uma
reativagdo do parasita em vacas gestantes infectadas cronicamente,
provavelmente congenitamente infectadas (ORTEGA-MORA; FERNANDEZ-
GARCIA; GOMEZ-BAUTISTA, 2006). A transmissdo causada pela via
endogena pode causar abortos endémicos ou esporadicos enquanto a via exdgena
pode causar abortos epidémicos (DUBEY; SCHARES, 2006).

Ortega-Mora, Fernandez-Garcia e Gomez-Bautista (2006) apontam a
importancia de estudos que visem outras vias de transmissdo por N. caninum
como a ingestdo de colostro e a transmissdo venérea, devido a recentes

descoberta de taquizoitos no s€émen de touros.

2.3.3 Epidemiologia e distribuiciao geografica

Para compreender a epidemiologia do N. caninum, ¢ importante
identificar a sua gama de hospedeiros e distribuicdo geografica (DUBEY, 2003;
DUBEY, 2005).

Bovinos, ovinos, caprinos, bubalinos, canideos, cervideos e camelos sao
naturalmente infectados por Neospora caninum (GUIMARAES JUNIOR;
ROMANELLL 2006).

Segundo Andreotti et al. (2003) os estudos de prevaléncia de anticorpos
contra N. caninum sao indicativos da distribui¢cdo de cdes e bovinos infectados
por este parasito pelo mundo.

Australia, Nova Zelandia, Canada, EUA, Argentina, Costa Rica,
Dinamarca, Franga, Africa do sul, Portugal, Hungria, México, Alemanha e

outros indicam a distribuicdo mundial de N. caninum (DUBEY, 2003).



28

Moore (2005) destaca a neosporose bovina inclusive na América do sul,
representada pelos paises Argentina, Brasil, Chile, Paraguai, Peru e Uruguai.

No Brasil, uma das comprovagdes da doenga foi nos estudos de Ragozo
et al. (2003) ao verificar anticorpos anti-N. Caninum nos estados Mato Grosso
do Sul, Minas Gerais, Parana, Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul e Sdo Paulo.

Em Minas Gerais, estudo realizado por Guedes (2006) mostrou que a
infeccdo por N. caninum ocorre de forma endémica em vacas e fetos
provenientes de rebanhos leiteiros na microrregido de Lavras, regido Sul do

Estado.

2.3.4 Diagnostico

O diagndstico da neosporose bovina baseia-se na detec¢do de anticorpos
anti-N. caninum em animais adultos e a visualizacdo de lesdes sugestivas no
cérebro, coracdo e figado de fetos abortados, associados a exames de
imunoistoquimica, sorologia fetal e PCR (ORTEGA-MORA; FERNANDEZ-
GARCIA; GOMEZ-BAUTISTA, 2006).

2.3.4.1 Sorologico

Os exames sorologicos sdo muito importantes para o diagndstico e para
estudos epidemioldgicos da neosporose bovina. A reacdo de imunofluorecéncia
indireta (RIFT), métodos imunoenzimatico (ELISA) e teste de aglutinacdo direta
(NAT) sdo os métodos utilizados de pesquisa de anticorpos (SILVA et al.,
2008).

Alvarez-Garcia (2003) sugere o colostro, o leite, saliva e fluidos

vaginais de vacas como outros meios de pesquisa de anticorpos.
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2.3.4.2 Histopatologico

A utilizagdo de lesdes microscopicas ¢ muito importante no diagnostico
do aborto por N. caninum. Os orgdos eleitos para exame histopatoldgico sdo
Cérebro, coracdo e figado (DUBEY; BUXTON; WOUDA, 1999; PETERS et
al., 2001; SILVA, 2004).

Segundo Ortega-Mora, Fernandez-Garcia ¢ Gomez-Bautista, (2006),
parasitos podem ser encontrados ao lado de focos de necrose, porém sio
dificilmente localizados pelos corantes hematoxilina e eosina (H.E.), motivo de
utilizagdo de outros métodos de diagnostico mais especificos.

As lesdes histopatologicas produzidas pelo N. caninum em varias
espécies animais sdo caracterizadas por infiltrados de células inflamatorias,
compostos basicamente por mononucleares, que podem ser encontradas em
todos os orgdos dos fetos abortados, principalmente SNC, coragdo, musculo
esquelético e figado (CORBELLINI et al., 2002; DUBEY; LINDSAY, 1996),
associadas a areas multifocais de necrose (CORBELLINI et al., 2002; DUBEY,
2003; SHIBAHARA et al., 1999).

No sistema nervoso central, a distribui¢do das lesdes sdo descritas em
ordem decrescente de intensidade na substincia cinzenta cortical, diencéfalo,
mesencéfalo, cerebelo e medula oblonga (HELMAN et al., 1998). H4 uma
tendéncia para o cortex ter mais lesdes do que a por¢do média e superior do
tronco cerebral. As lesdes produzidas no cérebro consistem de encefalite nao
supurativa, caracterizada por multiplos focos de infiltrados inflamatorios
mononucleares, geralmente ao redor de um centro de necrose, gliose
(CORBELLINI et al., 2002; DUBEY, 2003; DUBEY; LINDSAY, 1996;
DUBEY; SCHARES, 2006; HELMAN et al., 1998; MORALES et al., 2001;
ORTEGA-MORA; FERNANDEZ-GARCIA; GOMEZ-BAUTISTA, 2006) e
manguitos perivasculares multifocais (CORBELLINI et al.,, 2002; DUBEY;
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SCHARES, 2006; HELMAN et al.,, 1998). Ocasionalmente pode ocorrer
encefalomielite em bezerros congenitamente infectados (BARR et al., 1991).

No coragdo se observa miocardite ndo supurativa moderada a acentuada
(CORBELLINI et al., 2002; DUBEY; SCHARES, 2006; HELMAN et al., 1998;
PESCADOR et al.,, 2007) e as lesdes hepaticas consistem de infiltrado
mononuclear periportal e focos de necrose hepatocelular associado com
trombose intrasinusoidal (BARR et al., 1990; DUBEY; SCHARES, 2006).

O musculo esquelético é frequentemente afetado, sendo observado
infiltrado mononuclear multifocal (BARR et al., 1990; BUXTON;
MCALLISTER; DUBEY, 2002; CORBELLINI et al., 2001; PESCADOR et al.;
2007; PETERS et al., 2001). No pulmao pode ocorrer pneumonia ndo supurativa
associada a focos de necrose e este 6rgao pode ser considerado importante para o
diagnostico, principalmente quando a coleta do encéfalo ndo for possivel devido
a autolise (PESCADOR et al., 2007).

Poucas estruturas parasitdrias sdo observadas na coloragdo de
hematoxilina ¢ eosina (H.E.) (CORBELLINI et al., 2002; DUBEY, 2003;
DUBEY; SCHARES, 2006; DUBEY; BUXTON; WOUDA, 2006; ORTEGA-
MORA; FERNANDEZ-GARCIA; GOMEZ-BAUTISTA, 2006; PESCADOR et
al., 2007). Cistos sdo descritos somente no cérebro, medula espinhal (BARR et
al., 1990; DUBEY; BUXTON; WOUDA et al., 1999) e no musculo esquelético
(PETERS et al., 2001). Porém, taquizoitos ja foram observados em células de
diversos 6rgdos de animais infectados (DUBEY; LINDSAY, 1996; DUBEY;
SCHARES, 2006).

Segundo Collantes-Fernandez et al. (2006b), o tipo de aborto influencia
na quantidade de parasito encontrado e no grau da lesdo. Nos casos de abortos
epidémicos, os quais ocorrem em rebanhos que ndo foram previamente expostos
ao parasito, um niumero maior de parasitos infectariam o feto, em fungdo de uma

resposta imune ineficiente para controlar sua multiplicagdo. J4 em abortos
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endémicos, os quais ocorrem em bovinos cronicamente infectados, apos a
reativagdo de cistos parasitarios latentes, ¢ com uma relativa prote¢do ao
parasito, a imunidade da vaca reduziria a invasdo parasitaria € um nimero menor
de parasitos infectariam o feto. O autor também sugere uma disseminagdo
sistémica do N. caninum em fetos provenientes de abortos epidémicos, devido ao
DNA deste protozoario ter sido frequentemente identificado em mais de um
orgdo, onde a maior carga parasitaria ¢ os graus mais acentuados de lesdo foram
observados no coragdo e no figado. Ja nos abortos endémicos a detec¢do do

DNA e a maior carga parasitaria foi mais frequente no encéfalo.

2.3.4.3 Imunoistoquimico

A imunoistoquimica, amplamente utilizada como método de diagnostico
de N. caninum nos tecidos, pode chegar a mais de 80% de resultados positivos
em marcagdes no encéfalo de fetos com lesdes sugestivas (ANDERSON et al.,
1991; CORBELLINI et al., 2002). Outros autores descrevem em fetos com
lesdes sugestivas uma positividade de 67,4% (MOORE et al., 2002), 61,7%
(PESCADOR et al., 2007), 70% (MOORE et al., 2008) e 8.57% (CABRAL et
al., 2009).

Esta técnica permite uma melhor visualizagdo das estruturas parasitérias
nos tecidos extremamente importante nas fases iniciais e/ou em lesdes discretas,
como foi descrito por Barr et al. (1990) e Corbellini et al. (2002), onde o altimo
autor visualizou grupos de taquizoitos ao redor de vasos sangiiineos, associados
a resposta inflamatdria minima, no encéfalo de dois fetos de quatro meses de
idade. Segundo Dubey (2003) a demonstra¢do por imunoistoquimica do M.
caninum nas lesdes é atualmente a melhor evidéncia para caracterizar a etiologia

do aborto.
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A imunoistoquimica permite uma visualizagdo precoce do parasita nos
tecidos, esta é considerada uma das formas de caracterizar a transmissdo
congénita do N. caninum. E descrita como uma técnica de alta especificidade,
porém pouco sensivel (MAANEN et al., 2004).

Um dos anticorpos mais frequentemente utilizados e com resultados
positivos ¢ o anti-N. caninum, produzido em cabras (Veterinary Medical
Research Development, Pullman, USA) (BASZLER et al., 1999; CORBELLINI
et al., 2002; HELMAN et al., 1998; LONG; BASZLER, 1996; SHIBAHARA et
al.,, 1999), associado a técnica streptavidina-biotina, que ¢é frequentemente
descrita como resultados positivos (CORBELLINI et al., 2002; MAANEN et al.,
2004).

Por meio dessa técnica sdo descritos niimeros variaveis de taquizoitos
marcados com o anticorpo anti-N. caninum, mais frequentemente no encéfalo e
em menor numero de casos no miocardio (CORBELLINI et al., 2002;
HELMAN et al., 1998). Os cistos ocorrem em pouca quantidade no encéfalo e
ndo estdo associados as lesdes (CORBELLINI et al., 2002; HELMAN et al.,
1998). Em camundongos nude atimico ha descricdo de taquizoitos em células
endoteliais, no estroma do endométrio, no epitélio e restos celulares do oviducto,
no ovario, pancreas, pulmao, encéfalo, estomago, miisculo esquelético, intestino,
lingua, bago, medula espinhal, figado, rins e coragdo (SHIBAHARA et al.,
1999).

2.3.3.4 Reacio em cadeia da polimerase (PCR)

A Reag@o em Cadeia da Polimerase (PCR) é a reagdo que amplifica
segmentos de DNA por meio de ciclos repetidos de replicacdo de DNA in vitro.
Esta reagdo utiliza a enzima DNA-Polimerase para sintese de DNA que ocorre

na dire¢do 5’ para 3’(WATSON et al., 2000).
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Desde a descoberta de N. caninum, diversos testes para a deteccdo de
anticorpos anti-N. caninum foram desenvolvidos. Esta abordagem indireta de
identificag¢do das infecgOes apresenta limitagdes quanto ao uso no diagnodstico da
neosporose, representada por variagdes de sensibilidade e especificidade,
especialmente na investigagdo da relagdo aborto bovino — diagnéstico de
neosporose (BJORKMAN; UGGLA, 1999; JENKINS et al., 2002).

Da mesma forma, testes classicos de detecgdo dos parasitas ou dos cistos
nos tecidos, como o exame histopatologico e a imunoistoquimica, apresentam
vulnerabilidade no aspecto de sensibilidade analitica e diagnostica, em fungdo da
heterogenicidade quantitativa do protozoario, observada entre diferentes
amostras clinicas (MAANEN et al., 2004; MEDINA et al., 2006).

Isto demandou o desenvolvimento de técnicas mais acuradas para o
diagnéstico, principalmente aquelas que fornecem evidéncia direta da presenca
do parasita nos materiais clinicos. A carcaterizagdo da presenga de sequéncias
especificas de DNA do agente, por meio da padronizagdo da técnica de PCR
direcionada para diferentes regides gendmicas de N. caninum, tenta suprir esta
demanda. O fato de se tratar de técnica diagnostica direta e com grande
sensibilidade analitica intrinseca sdo as justificativas principais do seu uso neste

campo.
2.4 Filogenia
2.4.1 Reconstrucio filogenética

Com os avangos da Biologia Molecular, as pesquisas na area de
filogenia ampliaram-se e relacdes de evolugdo dos seres vivos nos campos da

filogenia molecular puderam se expandir (SCHARDT; SINSHEIMER; LANGE,
1998).
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A reconstrucao filogenética visa estimar relagoes de ancestralidade para
um determinado nimero de organismos, conhecidos como taxons. Estes,
também chamados de unidades taxonomicas operacionais (OTUs), podem ser
representados por qualquer nivel taxonomico (MIYAKI; RUSSO; PEREIRA,
2001).

Segundo os mesmos autores, a arvore filogenética é a forma grafica
representativa de uma historia evolutiva de organismos. Esta arvore consiste de
pontos (ndés) que sdo ligados por ramos. O nés podem ser terminais, quando
representados pelas unidades taxondmicas ou podem ser internos, quando

representado pelo ancestral comum.

2.4.1.1 Neighbor-Joining (NJ)

Existem diferentes métodos para reconstrucdo filogenética com
caracteristicas especificas. Porém, dentre os diferentes métodos existentes, o
método Neighbor-Joining destaca-se pelo resultado rapido, claro, eficiente e o
torna de eleicdo, o que ¢ ratificado pelo uso por muitos autores (PRADO, 2001).

O método Neighbor-Joining constroi a topologia de uma arvore e avalia
bases de dados extensas juntamente com o principio da evolugdo minima, no
qual a &rvore com a menor soma total de ramos ¢ procurada, ou seja, um método
que identifica pares de elementos mais proximos € minimiza o comprimento

total da arvore (SAITOU; NEI, 1987; RZHETSKY; NEI, 1992).

2.4.2 Mutacdes génicas

Entre as diferentes estruturas que compdem o DNA estdo as bases

nitrogenadas. Denominadas: adenina (A), timina (T), guanina (G) e citosina (C).

Unidas por pontes de hidrogénio, as bases nitrogenadas podem se dividir em: as
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purinas e pirimidinas. As purinas sdo compostas por adenina e guanina e as
pirimidinas sdo compostas por citosina e timina (PIERCE, 2004).

Segundo o mesmo autor, mutagdes podem ocorrer ao longo da sequéncia
génica e sdo caracterizadas por substitui¢oes de bases, inser¢des e delegdes.

Substituicdes sdo de dois tipos: em transigdo, quando uma purina é
substituida por uma purina diferente ou, alternativamente, uma pirimidina ¢
substituida por uma pirimidina diferente e em transversdo, quando uma purina ¢é
substituida por uma pirimidina ou vice-versa.

Inser¢des e delegdes sdo importantes mutagdes de adigdo e remogdo
respectivamente, de um ou mais pares de nucleotideos. As insergdes e delegdes
dentro de sequéncias que codificam proteinas podem alterar a matriz de leitura

(PIERCE, 2004).

2.5 Relagdo entre genética e doenga

Estudos sobre a genética de parasitos sdo fundamentais para a
caracterizacao de fatores de viruléncia, etiopatogenia, epidemiologia e evolugio,
além de contribuir com o entendimento da relacdo parasito-hospedeiro
(COLLANTES-FERNANDEZ et al., 2002).

A regido codificadora de RNAs ribossomais de N. caninum se tornou
alvo de estudos genéticos. E uma regido onde uma parte apresenta variabilidade
entre seus nucleotideos, correspondente aos ITS, e outra parte altamente
conservada, codificadora de rRNAs ribossomais (MONTEIRO, 2006). A autora
ressalta a gama de estud