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RESUMO

Neste estudo foram avaliadas as les6es microseopiearesposta imunolégica
celular no sistema nervoso central (SNC) de dews feaprinos provenientes de
abortos e de sete caprinos machos, jovens e adBtwa este propésito, foi
realizada a marcagdo imuno-histoquimica, com dsapbs anti CD3, CD78
GFAP, MHC-II, Lectinoistoquimica RCA1, além do mador de antigeno
nuclear de células em proliferacdo (PCNA). As lgséacontradas nos fetos
consistiram de areas de necrose multifocais, ail@das por células da glia e de
manguitos perivasculares, que se concentravangipalmente, em regides de
cortex cerebral, tAlamo e tronco encefalico. Edtmdes estavam ou nao
relacionadas a presenca de estruturas parasitBidasistema nervoso central
dos caprinos jovens e adultos, foram encontradgdg$esemelhantes em quatro
dos seis caprinos positivos pafacaninum e, em dois destes, as lesdes eram
acentuadas, apesar destes animais ndo manifessamaim clinicos. Em trés
caprinos adultos, ainda, foram encontradas pouakas gigantes, relacionadas
as lesdes. A presengca do parasito foi avaliada, rpeio de andlise de
histopatologia, imuno-histoquimica e pela reacdo @deia da polimerase
(PCR), evidenciando a infec¢éo em sete dos 10 étos seis dos sete caprinos
adultos. A marcacdo imuno-histoguimica das célplesentes, nas areas de
gliose, permitiram caracteriza-las como microgliesastrogliose e afirmar que
na infeccdo porNeospora caninum, em caprinos, fetos e adultos, hd uma
polarizacdo para a resposta de células de linhagenocitica (macréfagos e
micréglia), com menor participacdo de astrocitofis Netos, os astrécitos
estavam presentes em lesdes préximas a substémacieabe, nos adultos, a
astrogliose estava presente na substancia cindentés caprinos representando
cicatrizes gliais. Também ocorreu a expressdo deéculas de MHC-II em
endotélio e micrdglia, principalmente, nos capriraakiltos, provavelmente,
estimulada pela presenca do parasito no tecidoteNestudo é descrita a
presenca de cistos dé& caninum em SNC de caprinos machos adultos, o que
nao foi demonstrado, até o presente momento, emasniadultos de qualquer
espécie e sdo caracterizados 0s tipos celulareslvetos na resposta
imunolégica no SNC.

Palavras chave: Aborto. Encefalite. Gliose. eosse. Machos.



ABSTRACT

In this study, we have evaluated the microscopsmfes and cellular immune
responses in the central nervous system of sevanfgimses from abortions by
N. caninum and six male, young and adult goatsuraly infected. As a
negative control, three fetuses and one adult geat used. For this purpose
immunohistochemical staining with anti CD3, CR79GFAP, MHC- I
antibodies was performed, RCA1 Lectinhistochemjstigsides the nuclear
marker of proliferating cell antigen (PCNA). Les#ofound in fetuses consisted
of multifocal areas of necrosis surrounded by giiglls and perivascular cuffs
that focused mainly in regions of cerebral cortegjamus and brainstem. These
lesions were either, or not, related to the preserigarasitic structures. In the
central nervous system of young and adult malesgaamilar lesions were
found in four of the six goats positive for N. cauin, although these animals
did not manifest any clinical signs. In three adydiats there was also a few
multinucleated giant cells associated. The presehtiee parasite was assessed
by analysis of histopathology, immunohistochemistngl the polymerase chain
reaction (PCR) evidencing the infection in severi@ffetuses and six of seven
adult goats. The immunohistochemical staining dfscen areas of gliosis
allowed us to characterize them as astrogliosis rammlogliosis in Neospora
caninum infections in fetuses and adults; the lisas towards the response of
monocytic lineage cells (macrophages and microglith) lower participation of
astrocytes. In fetuses, astrocytes were preselesians near the white matter,
and adult astrocytic lesions were present in they gnatter of three goats
representing glial scars. In addition, there was élxpression of MHC-II in
endothelium and microglia, especially in adult goad probably stimulated by
the presence of the parasite in the tissue. With $kudy, we describe the
presence of cysts of N. caninum in adult male goatsich has not been
demonstrated to date in adult animals of any spemiel we characterized the
cell types involved in the immune response in thS®@f these animals.

Keywords: Abortion, Goats, Adult males, EncephslitGliosis, Neosporosis,
Immunohistochemistry, PCR.
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1 INTRODUCAO

Neospora caninum € um parasito intracelular conhecido por ser o
principal causador de abortos em bovinos leitedrde corte em todo o mundo.
O parasito tem como hospedeiros definitivos (HDhideos domésticos e
selvagens e ja foi isolado de ovelhas, bufaloss,céavalos, bisbes e veado
(DUBEY; SCHARES, 2011).

Apesar do papel do cdo e de outros canideos cooekpalhando
oocistos infectantes (ALMERIA et al., 2003), qudeatam varias espécies
animais por via oral, a transmisséo vertical pareee a principal fonte de
infec¢do pom. caninum em rebanhos bovinos leiteiros (MACALDOWIE et al.,
2004) e caprinos (MESQUITA et al., 2013), ja queisios, presentes nas fezes,
foram identificados apenas em poucos cdes em tadorao e 0 nimero de
oocistos liberados por eles, geralmente, é baixiBY; SCHARES, 2011).

A neosporose clinica em ruminantes se manifedea @eorréncia de
abortos recorrentes e falha reprodutiva com refietile cio. Os abortos, em
bovinos, ocorrem, geralmente, no periodo de 5 &€mde gestacéo e os fetos
podem morrer no Utero, serem absorvidos, mumifisad@mcerados, nascerem
mortos, nascerem vivos com sinais clinicos ou mestelinicamente normais,
mas permanentemente infectados (DUBEY; SCHARES]1 @& em caprinos,
poucos relatos de abortos ou falhas reprodutivasie&critos, sendo relatados
casos de abortos, natimortos, nascimento de aaasad com sinais clinicos e
animais saudaveis persistentemente infectados ou a@esar da mae ser
soropositiva (MESQUITA et al., 2013; VARASCHIN dt,£012).

O aborto ocorre, apds transmissdo transplacentfoalendo ser
considerada exdgena, pela ingestdo de oocistamdibe nas fezes de caes, ou
enddgena, pela recrudescéncia dos bradizoitostashmss para taquizoitos de
rapida divisdo (DUBEY; SCHARES, 2011; ROSBOTTONakf 2008). Porém

a grande maioria dos animais nasce clinicamentenaloe o0 processo que
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transforma uma infeccdo, aparentemente, inoferaiwvauma doenca fatal ndo
esta estabelecido (MACALDOWIE et al., 2004). Ap6sransmissdo, ndo se
sabe ao certo os mecanismos especificos causatipedsorto. Possivelmente,
fatores como o periodo da primeira infeccao e deidescéncia da infeccdo em
animais persistentemente infectados, os efeitos da gestagddmunidade
materna, cepa parasitaria, a suscetibilidade dgedesro e o estagio de
desenvolvimento fetal, em que a infeccdo foi addair influenciam na
ocorréncia ou ndo do aborto. Alguns autores sugetena patogénese
imunomediada (QUINN; ELLIS; SMITH, 2002), porém a&shipotese é
controversa; para outros autores, ela esta reld&gnmas nao é a principal
causa (ROSBOTTON et al, 2011). Varios trabalhosretacionam a
participacdo de citocinas na polarizacdo de unmosta imune T-helper 1 (Th1l)
ou T-helper 2 (Th2), como fator desencadeador dates celulares especificos
que causariam as lesbes que levam ao aborto (MAldgEYal., 2006;
ROSBOTTOM et al., 2008, 2011). A resposta pro-mfddria Thl com a
producdo de interferon gama (IR fator de necrose tumor@{TNF-) é
conhecida por ser efetiva em limitar a multiplicackh parasito (INNES et al.,
1995). Esta resposta € diminuida na gestacdo normal, €eendo a
sobrevivéncia e a multiplicagdo do parasito (INN&Sal., 2001). Ja, para
Entrican (2002), estas citocinas pro-inflamatépasiem levar a destruicdo de
células maternas da placenta e levar ao aborto.

Entretanto, em estagios mais avancados da gestapémyado que tanto
a made quanto o feto conseguem desenvolver uma staspmunologica
protetora, que é compativel com o andamento dag#stapesar de que o feto
pode ser infectado pelo protozoario (BARTLEY et aD04; MALEY et al.,
2006; ROSBOTTOM et al., 2011).

Geralmente fetos que sofreram aborto Pbrcaninum apresentam

infiltrado inflamatério mononuclear em varios érgaentretanto, as lesées mais
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significantes se encontram no SNC, na musculatardiaca e esquelética
(VARASCHIN et al., 2012). Os relatos de encefaliferalmente, incluem lesbes
como multiplos focos de necrose, acompanhados desegl geralmente
adjacentes a capilares com endotélio reativo e ui@sg perivasculares de
células mononucleares (BARR et al., 1990; BUXTONilet1997; MORALES
et al., 2001; VARASCHIN et al., 2012). Lesbes sdraptes as encontradas nos
fetos, mas nao tdo acentuadas, foram relatadasrmenvaca (SAWADA et al.,
2000) e em um carneiro (BISHOP et al., 2010). Aggié um achado constante
no SN de fetos abortados pNr caninum e €, geralmente, classificada como
microgliose ou gliose, sem distin¢cdo fenotipica ci&salas presentes (BARR et
al., 1990; BUXTON et al., 1997; MORALES et al., 200/ ARASCHIN et al.,
2012). Sendo assim, estudos fenotipicos da respelstiar do tecido nervoso se
fazem necessarios para o entendimento da patodgmeosporose.

A resposta imunolégica mediada por células é inaptet na protecéo
contraN. caninum, entretanto ndo é claro como ocorre a resposta iromea
este agente no SNC, que é um sistema imunopriaidegiE conhecido que a
resposta Thl é protetora contra o protozoario,paxéliberacdo de citocinas
pré-inflamatérias e de radicais livres contra onagepode ser diretamente
danosa as células do SNC (ALOISI, 2001; JESUS.ep@l3; ZHANG et al.,
2010).

Este trabalho foi conduzido com o objetivo de dbotr para o
conhecimento da resposta imunolégica relacionadaapatogenia da infeccéo
por N. caninum no SNC de fetos caprinos abortados e machos jevadsiltos,
por meioda caracterizacdo imuno-histoquimica das célulsspcégando com
suas funcde® o complexo maior de histocompatibilidade, presemestes
tecidos, além de caracterizar as lesdes histol®gibaervadas no SNC destes

animais.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Neospora caninum

Neospora caninum é um protozodrio Apicomplexa que pertence a
Familia Sarcocystidae (DUBEY et al.,, 1988), sendasaerado a principal
causa de aborto em bovinos em varios paises (DUBEY3; DUBEY;
LINDSAY, 1996). Esse protozoario €, estruturalmemntaiito semelhante a
Toxoplasma gondii, mas, antigenicamente, distinto (MINEO et al., 0@
possui 0 cdoGanis familiaris) (MCALLISTER et al., 1998), o coioteCanis
latrans) (GONDIM et al., 2004), o dingoCanis lupus dingo) (KING et al.,
2010) e o lobo cinzento (Gray WolT4nis lupus) (DUBEY; SCHARES, 2011)
como HD.

No ciclo de vida do parasito, os HD eliminam oamsshao esporulados
nas fezes, apés a ingestdo de tecidos ou érgabespedeiros intermediarios
(HI), provavelmente, pela ingestdo de membranaseptarias de animais
contendo cistos teciduais. Fora do HD, os oociptiem esporular em 24 h
(DIDKSTRA et al., 2002; LINDSAY et al., 1995).

Em caprinos, ha poucos relatos de abortos, natisiod nascimento de
cabritos fracos associados a infeccdo HNorcaninum (BARR et al.,, 1992;
CORBELLINI; COLODEL; DRIEMEIER, 2001; DUBEY, 200FELENI et al.,
2004; LINDSAY et al., 1995; MESQUITA et al., 2018ARASCHIN et al.,
2012). Levantamentos soroldgicos tém sido realgaglm varias regides do
Brasil. A frequéncia de infec¢do, encontrada nbsmbos estudados em Minas
Gerais, foi de 10,7% (VARASCHIN et al.,, 2011), senelsta maior que a
relatada por outros autores que utilizaram a mesm#odologia paraN.
caninum, como 1,05% em Mossord, RN (LIMA et al., 2008398, em Patos,
PB (FARIA et al., 2007), 6,34% no estado de SaddP@IGLIUOLO et al.,
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2004). No estado da Bahia, valores maiores foraidas) onde 15% das cabras
testadas foram reagentes (RHEt100) ad\N. caninum (UZEDA et al., 2007).

Nos ruminantes, a infec¢do intrauterina é a praiciforma de
transmissdo dél. caninum. A transmissao congénita € de extrema importancia
na neosporose, de tal forma que, em rebanhos lmvifextados, 81% a 95% de
vacas soropositivas podem transmitir a infeccda maras crias (WOUDA;
DUBEY; JENKINS, 1999). Pesquisas indicam que vataspositivas sdo mais
propensas a abortar em relacéo as soronegativagnHdimento nos titulos de
anticorpos quatro a cinco meses antes do parteriedg que ocorre reativacao
de infeccdo latente. Pouco se conhece sobre essgnisr@o de reativacgéo,
embora se suspeite que ocorra parasitemia, duangestacdo, levando a
infec¢éo fetal (DUBEY, 2003).

Lesdes macroscopicas, associadas a neosporoserasdy sendo
descritas em cabras somente hidrocefalia com lapigpte cerebelo (DUBEY
et al., 1996) e um quadro de porencefalia, caraaeta por auséncia de
substancia branca cerebral, com consequente ditatdgs ventriculos laterais
pela perda de tecido (hidrocefalia ex-vacuo) (VARABN et al., 2012). As
lesGes microscépicas sdo muito utilizadas no distigw do aborto pom.
caninum e o exame histopatolégico deve ser realizado andae de fetos
abortados ou em bezerros fracos. Os 6rgdos dedelgigra o diagndstico
histopatolégico séo encéfalo, coracao, figado (DYEE al., 2006), musculo
esquelético e pulmao, estes dois Ultimos, pringipate, nos casos de autdlise
do encéfalo (PESCADOR et al., 2007).

A placenta, também, pode apresentar lesGes siginths na
neosporose, porém nem sempre esta disponivel paxame histopatol6gico.
Autores que analisaram placentomas na sua totalidadcrevem leses como
extravasamento de soro entre os tecidos matertalefbcos de inflamag&o nao

supurativa no septo materno e necrose do meséngiémmofoblastos nas
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vilosidades fetais, com necrose tanto do tecidal febmo materno do
placentoma. Infiltrado inflamatério misto, contendeutréfilos, eosinofilos
(estes no septo materno), linfécitos, histidcitasaeréfagos pode ser observado
(MALCADOWIE et al., 2004). Podem estar presentegiizoitos associados as
areas necroticas dos vilos placentarios fetais aglifwitos nos trofoblastos
(BARR et al.,, 1990; MALEY et al., 2006). Placenmsundas dos abortos e
natimortos, em cabras, apresentaram lesbes aceastuazhracterizadas,
principalmente, por necrose, envolvendo o mesémmuimios vilos
corioalantoideos e as células trofoblasticas, aéninflamag¢do mononuclear,

por vezes associada a infiltrado neutrofilico (MEBTA et al., 2013).

2.2 Imunologia da gestac¢éo

A gestacdo é um evento Unico e complexo preserdemamiferos e
envolve uma série de mecanismos regulatérios, gade glo sistema imune da
mée e do feto, ja que o feto pode ser consideratd@laenxerto, por possuir
determinantes antigénicos tanto da mae, quantoadloMarios mecanismos,
relacionados ao sucesso da nao rejeicdo do aldensé&to hoje conhecidos.
Porém, esses fatores podem entrar em situacasate guando estdo presentes
agentes infecciosos na placenta, coNmbspora caninum, que pode causar
danos ao sistema de tolerancia da gestacao (ENTRI2C202).

Uma resposta imune celular é tida como importaatier fpara protecao
contra infeccdo. A resposta imune Th2 é considemageessaria para a
manutencdo da gestacdo. Ja a resposta maternaofidel,mediadores desta
resposta como IFN-e TNFe podem ser prejudiciais as células da placenta
levam ao aborto. Quando a infeccdo ocorre em estagais avangados da

gestacdo, a capacidade de resposta imunolégicetdopbde determinar o
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sucesso da prenhez (BARTLEY et al, 2004; MALEY &t, 2006;
ROSBOTTOM et al., 2011).

A polarizacdo Thl esta sempre relacionada com alekpressando
IFN-y na interface materno-fetal. Grandes quantidadezliéas T CD2 foram
identificadas (IHQ) no septo das carlnculas de sadafectadas
experimentalmente pdd. caninum, aos 70 dias de gestagdo, juntamente com a
expressao de IFM-por hibridizagddn situ. (MALEY et al., 2006). J& Orozco,
Morales e Salmeron (2012) e Rosbottom et al. (288&)onstraram que células
CD4" estavam presentes em grandes quantidades nos septosulares de

vacas prenhas infectadas pbicaninum.

2.3 Lesdes no sistema nervoso central

Fetos que sofrem aborto @dr caninum apresentam lesées de encefalite
mononuclear associada com multiplos focos de neaogliose (BARR et al.,
1990; BUXTON et al., 1997; MORALES et al.,, 2001; RASCHIN et al.,
2012). Entende-se por gliose uma resposta naoiéspate células neurogliais
em resposta a varias formas de injuria. A areaNio 8om gliose encontra-se
hipercelular por hipertrofia celular, proliferacéelular ou ambos (SUMMERS,
1997). Alguns autores usam a denominacdo de miosegle outros gliose,
porém nesses trabalhos ndo foi realizada distirfedotipica das células
presentes na lesdo (BARR et al., 1990; VARASCHIMNIgt2012), o que seria
importante, ja que reacdes de microgliose sempdeta a estar acompanhadas
de astrogliose, em virtude de fatores estimulaptesluzidos pela microglia
(STREIT; MRAK; GRIFFIN, 2004). Alguns estudos sugiar que a gliose,
resultante da proliferacdo celular, € mais cartstiest da micréglia do que da
astroglia (SUMMERS, 1997).
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O aumento do nimero de células resulta da prajifieran situ ou de
recrutamento, uma vez que as células gliais poddégram Estudos com
transplantes demonstraram que os astrocitos inwttém uma capacidade
consideravel de migrar dentro do SNC (SUMMERS, 1997

Os relatos de encefalite, geralmente, incluemelestiomo miltiplos
focos de necrose acompanhados de gliose, geralnadjeentes a capilares
com endotélio reativo e manguitos perivascularecé@alas mononucleares.
Também se descrevem focos aleatdrios de necrosbséncia branca do
tronco cerebral que varia de focos de ax6nios eden@s e os inofilicos a
focos de necrose circundados por células da gh&r@Bet al., 1990; BUXTON
et al.,, 1997; MORALES et al.,, 2001; VARASCHIN et.,aP012). Lesdes
semelhantes, mas menos intensas que as encorgradasos, foram relatadas
em uma vaca, na qual o parasito foi isolado do SME inoculagdo em
camundongos nude, mas nao foi encontrado na IHQWSAA et al., 2000) e,
em um carneiro, no qual a identificacdo da preselucparasito se deu pela
identificacdo do DNA do agente, no SNC, por rea@dCR (BISHOP et al.,
2010). Em um caso isolado, ha relato de poreneefedsociado a presenca do
parasito em um natimorto caprino, com o diagnéstardirmado pela técnica de
IHQ. Neste animal e no rebanho, o diagnéstico elifeial para duas etiologias
gue poderiam estar associados a porencefalia, comiius da Bluetongue e a
deficiéncia de cobre, foi realizado, sendo negat(MARASCHIN et al., 2012).

A presenca dé&leospora caninum nos tecidos, principalmente na forma
de cistos contendo bradizoitos, frequentemente,ostatada sem reacéo
inflamatdria adjacente (BARR et al., 1990; BUXTONa&, 1997; MORALES
et al., 2001; VARASCHIN et al., 2012).
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2.4. Caracterizacao de células e respostas celulamas infec¢des do sistema

nervoso

O SNC é formado por células parenquimatosas, septadas pelos
neurdnios e pela neuroglia, compostas por astgjai@godendrécitos e células
microgliais. A neuroglia pode, ainda, ser dividielaa macroglia (astrécitos e
oligodendrécitos) e microglia (micréglias) (SUMMER®97). O SNC é um
ambiente imunoprivilegiado, protegido pela barreiramatoencefélica, que
restringe o transito de células entre o SNC e gumae, também, pela auséncia
de vasos linfaticos, impedindo o egresso de amiigedo SNC e sua
apresentacado a célulaspecializadas. Entretanto, esta protecao nao gleane
ha certo trafego de células e moléculas atravdsadaira hematoencefalica e
transporte de antigenos a linfonodos regionais (BER, PRAT; ANTEL,
2000).

2.4.1 Astrdcitos

Os astrécitos sao as células mais abundantes no Ed#Suem funcbes
diversas como sintese de neurotransmissores, Eagoneurotransmissores e
ions nas sinapses, regulagdo da funcdo dos oligaoiEtos, manutencdo das
células tronco neurais em seu desenvolvimento,auestdo da barreira
hematoencefélica, suporte para o crescimento axom#icdo de neurdnios,
inducdo da cicatrizacao glial e estdo envolvidon eodetoxificacdo da amobnia
no tecido nervoso. Na histologia, mediante colagadfistoquimicas adequadas,
impregnacdo metalica ou coloragdo imuno-histoquinpara proteina &cida
fibrilar glial (GFAP), pode-se observar o corpo ut@t e as extensas
ramificacdes e interconexdes dos processos asiiosif{ZACHARY, 2009). Os

astrécitos tém grande funcdo, em processos inftainat do encéfalo,
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participando em reacg8es de gliose, que sao reatfimaatorias comuns e nao
especificas do SNC (SUMMERS, 1997). Sao célulastpnoente preparadas a
responder a agressédo do SNC (SUMMERS, 1997; ZHANAR,010).

A interacdo entre os astrdcitos, a micrdglia eeagdnios orquestram as
reacBes imunes no cérebro. Neste contexto, oscaisrgpodem expressar 0s
antigenos do complexo de histocompatibilidade malasse | e Il, uma
variedade de citocinas e quimiocinas e moléculasdksao, que modulam
eventos inflamatoérios no SNC (ZHANG et al.,, 2010f astrécitos, também,
secretam fatores de crescimento e moléculas dazneadiracelular, que tém
papel ndo somente no desenvolvimento, mas tambémeparo do SNC
(ZACHARY, 2009).

Os astrécitos reativos apresentam como caracteristiaumento na
producdo de neurofilamentos intermediarios, comoA/SFe vimentina,
acompanhado de hipertrofia e hiperplasia das cElok regido afetada. A
reatividade acompanhada do aumento de astrocitde ger chamada de
astrogliose, que pode ser proliferativa; quandastiicitos da regido afetada se
multiplicam no local, ou recrutativa; quando osr@stos, principalmente, os
jovens, migram para o local de inflamacéo. Estedeg@ode ser um mecanismo
pelo qual o SNC tentaria restaurar a homeostasigndo a regido afetada
(STREIT; MRAK; GRIFFIN, 2004; SUMMERS, 1997; ZHAN& al., 2010).

Entretanto, a funcdo dos astrocitos reativos patar digada tanto a
efeitos benéficos como degenerativos do SNC. Sadividade pode ser
desencadeada a partir de agresséo a qualquer dél@BIC. Pode ser induzida
por trauma, isquemia, infeccbes, varias doencasoligicas e exposicdo a
agentes quimicos variados. Astrécitos reativos mogeoduzir citocinas proé-
inflamatdrias, que sao prejudiciais aos neurbéniofigndendrdcitos no cérebro
lesionado, podendo levar a danos posteriores oelados a producao de TNF-
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e radicais de o6xido nitrico (ZHANG et al.,, 2010). fArmacédo de cicatriz

cerebral inibe fungcbes de regeneracdo axonal eelieimacdo. Também ha
relatos de sua participacdo subjacente ao agravamderdano celular, na regiao
cerebral afetada em modelos de varias doencas @@ 8& humanos como
epilepsia, esclerose multipla, HIV, acidente vaacakrebral, isquemia, dentre
outras (NIQUET; BEN-ARI; REPRESA, 1994; ZHANG et, &010).

Quando o foco s@o doencgas causadas por protozoéanpsim estudo
experimentalin vitro realizado comToxoplasma gondii, observou-se que um
fator critico, para o controle da toxoplasmose lmrate esta ligado a ativacéo de
astrécitos por meio de IFN-que expressa uma proteina, gp130, em resposta ao
IFN-y. Esses astrécitos demonstram capacidade paravs@boreos sitios das
lesbes causadas pelo parasito e a proteina gplGfpad& de mediar um
incremento do controle do parasito em astricitectados (DROGEMULLER
et al., 2008).

2.4.2 Microglia

A micréglia é caracterizada por células de corpgupao e com poucos
processos citoplasmaticos ramificados. Compreergleacde 10-12% da
populacdo de células do encéfalo (SUMMERS, 199s Edo consideradas
macréfagos residentes do SNC com funcBes espedabz porém
compartilham muitas funcées com os macrofagos igerrmieloide, pois tém
origem a partir de um precursor mieloide comum. Acréglia expressa
marcadores celulares como RCA1 e marcadores diasda origem mieloide

como o antigeno comum leucocitario (CD45), CD14,68Dmoléculas de
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MHC, receptores de quimiocinas e muitos outros (BER; PRAT; ANTEL,
2000; GRETER; MERAD, 2013; SUMMERS, 1997; ZHANGaé&t 2010).

Suas funcbes compreendem monitoramento das fudgd8sIC, sendo
assim, mantenedoras da homeostase, relacionadta anatilidade de seus
processos ramificados e constante remocéo de deluisres, agindo de forma
reparativa (ZHANG et al., 2010).

Outras fungBes da micréglia estdo relacionadasposta a agressoes,
ap6s um estimulo de dano ao SNC, com varios agetiteslores (ALOISI,
2001; BECHER; PRAT,; ANTEL, 2000; STREIT; MRAK; GRHN, 2004,
SUMMERS, 1997; ZHANG et al., 2010). A microglia goder ativada por
diversos fatores, como agentes infecciosos virbecéerianos, trauma, isquemia
e outros fatores relacionados a dano neuronal (8LQI001; BECHER; PRAT;
ANTEL, 2000; GRETER; MERAD, 2013). Na ativa¢do arglia, passa o seu
estado ramificado de repouso para um estado deologid ameboide. Na
inflamacao ha evidéncias constantes de recrutantenfogenitores mieloides
da microglia para o SNC, porém € incerta se a fudgd células migradas é téo
eficiente quanto a micréglia residente (GRETER; MER 2013). Além dos
estimulos inflamatérios, o contato da micrégliamcaélulas derivadas da
corrente sanguinea, também, estimula sua ativadaanicréglia ativada
desempenha papel de agente do sistema imune indtgindo inflamacéo,
citotoxicidade e regulacdo da resposta de linfécifo pela apresentacdo de
antigenos. Pode regular a resposta entre Thl ealéi,de manter a integridade
celular frente a agentes danosos visando a protegambiente imunoprotegido
do SNC (ALOISI, 2001; BECHER et al., 2013; SUMMERS97; ZHANG et
al.,, 2010). A ativacdo de linfécitos pela micrégiista relacionada ao antigeno
CD40, que se liga a um ligante (CD40L) expressoliafdcitos. Neurdnios

normais podem inibir a apresentacdo de antigenoSNG pela micréglia
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considerando o receptor CD40, responsavel pelaafie de neurotrofinas
(ALOISI, 2001).

Em algumas circunstancias, a microglia pode seatdsobreativada” e
induzir efeitos neurotdxicos danosos ao SNC, refeclos a liberacdo de
agentes pro-inflamatérios, como TNFPGE e IFN+%, bem como agentes de
estresse oxidativo (6xido nitrico, peréxido de hig#mio) que sdo téxicos aos
neurdnios (ALOISI, 2001; ZHANG et al., 2010). Awadiade funcional normal
dos neurbnios inibe a producdo de fatores prorrdtarios liberando
substéncias que agem contra os ativadores da niégrogmo as citocinas da

resposta Thl e

2.4.3 Oligodendrécitos

Os oligodendrocitos tém pequeno corpo celular gurel processos
citoplasmaticos ramificados sdo as células menagivas nos processos
patolégicos do SNC e sdo conhecidos, principalmepéta sua reacdo a
degeneracdo neuronal, fenbmeno identificado contelitege. Sua principal
funcdo no SNC é a formacgéo e a manutencdo da badénimelina(SUMMERS,
1997).

2.4.4 Regulacao da resposta microgliose/astrogliose

Apdés o desencadeamento da resposta inflamatorimjcedglia € a
primeira linhagem de células a ser ativada no Sit@ando como agente do
sistema imune inato. Posteriormente, as reacdemidegliose podem ser

complementadas por astrogliose. Fatores pro-infianos, liberados pela
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micréglia, sdo importantes desencadeadores e numiek da astrogliose. Em
reacBes com ativagdo microglial reduzida, o nirderastrdcitos, também, esta
reduzido, demonstrando uma interrelacdo entre as lilnbhagens celulares no
SNC (ALOISI, 2001; ZHANG et al., 2010).

Os astrécitos, também, demonstram ser importardesegulacdo da
microgliose, principalmente, pela producdo de TGRue reduz a atividade
secretéria de agentes pré-inflamatérios da micapglue, em excesso, podem

ocasionar danos ao microambiente do SNC (ALOIS)120

2.4.5 Papel dos linfécitos no SNC

Os linfécitos séo ativados no SNC pela microgiiarém ha suposicdes
de que a ativagdo de linfécitos T no SNC néo é t¢etaapculminando com sua
rapida destrui¢cdo, o que condiz, também, com adgrgonantidade de células T
apoptéticas no parénquima do SNC durante quadramndefalite auto-imune
(ALOISI, 2001). O verdadeiro papel de células T 8bBC ndo é bem
esclarecido, sendo muitas vezes considerado conwm significante na
patogénese de certas doencas (CAPLAZI; EHRENSPERGER).

Quadros de neosporose em fetos, geralmente, esldcionados a
presenca de infiltrados perivasculares de linf6cilBARR et al., 1990;
BUXTON et al., 1997; MORALES et al., 2001; VARASOW et al., 2012) e,
também, observados em um caso de neosporose racée bovino adulto
(SAWADA et al., 2000), porém a distincdo imuno-begiimica de linfocitos
nesses casos nao foi feita. Na Doenca de Bornavimsp os linfocitos, em
manguitos perivasculares, foram caracterizadosimpono-histoquimica como
sendo, principalmente, linfécitos T CH3dos quais os linfocitos T CD4

estavam presentes em maior quantidade que o$, @B&m, em alguns casos, a
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relacdo estava invertida. Linfécitos B eram enaaids em pequena quantidade
(CAPLAZI; EHRENSPERGER, 1997).

Em um estudo sobre a resposta imune cerebral cdrittaria
monocitogenes, havia linfécitos T que mostram estar em grandantidade,
principalmente, em espacos perivasculares assacmdnicro abscessos e em
menor nimero, no parénquima cerebral. Grandesidadat de células CDé
CD8" foram observadas na encefalite aguda. Nestes catiferencas
significativas na polarizacdo da resposta Cbd4 CD8 foram encontradas
somente em caprinos com maior expressdo de Célu@d4’. Em bovinos,
ainda, foram observadas algumas céluladafural Killer (DI PALMA et al.,
2012).

2.4.6 Resposta thl no snc

Semelhante a outros sistemas, o0 SNC, também, ©@sftb sa respostas
imunes polarizadas em Thl e Th2. A resposta THi reticionada a liberacado
de citocinas pré-inflamatérias, como INFe TNF«, porém tais citocinas estao
relacionadas a dano direto a oligodendrdcitos edmés. A resposta Thl e,
também, Th2 estimulam a producdo de RGfbe é um potente regulador da
resposta Thl; funciona, assim, como um agente dintét da resposta Thl
exacerbada, evitando sobreativacdo da micréglisamosd subsequentes. A
polarizacao Thl é estimulada, principalmente, petaucdo de IFNy e a partir
da sua liberacdo, varios efeitos serdo induziddSMG como a amplificagédo da
resposta antimicrobial, pré-inflamatéria e apresdota de antigenos da

micréglia. Receptores de IFNestdo presentes na microglia em repouso e na
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sua presenca ha intenso estimulo para expressdoolfzulas de MHC-II
(ALOISI, 2001; BECHER; PRAT; ANTEL, 2000).

Nas infecces poN. caninum, a resposta Thl é demonstrada como
sendo preferencial e protetora contra 0 agenténpos mecanismos de resposta
do SNC, frente a infec¢des parasitarias, ndo satomlaros. A presenca de
IFN-y em culturas de astrocitos e microglia, infectagas N. caninum,
demonstrou ter um controle sobre a proliferacdgal@sito, enquanto que a
presenca de IL-10 e TGRE esté relacionada a sobrevivéncia intracelular em
neurdnios, durante estimulacdo de células cultvata presenca de IFN-
demonstrando, assim, serem fatores de persist@wiagente nos tecidos
(JESUS et al., 2013). Na toxoplasmose, o contralsfiéccdo esta relacionado,
também, a resposta Thl, com a producdo de {Fbem como a migracédo de
células TCD8. A producdo de IFN; também, leva a producdo de fatores

protetores, como TNB-e outras citocinas.

2.4.70 MHC e a apresentacao de antigenos

Em condi¢cbes normais a barreira hematoencefalatamge a migracéao
de células sanguineas para o parénquima do sistermaso, entretanto, em
casos de inflamacé&o as células endoteliais podemqgwer a ativagéo de células
T especificas contra antigenos de agentes agressbomstitutivamente, as
células endoteliais ndo expressam moléculas de MH@as o IFNy pode
induzir a expressdo de MHC-II pelas células en@usepromovendo, assim, a
apresentacado de antigenos a célula T (ALOISI, 2001)

Ao redor de vasos sanguineos das meninges e plevade, ha
macréfagos e células dendriticas, que expressamstitthivamente, moléculas
de MHC-II, contribuindo, assim, para a apresentagdiigénica a células T,

diferentemente da micréglia residente do SNC, queutnente ndo expressa o
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MHC-II. A presenca de virtualmente qualquer esttmioflamatorio, a micréglia
ativada responde prontamente com a expresséao delMACOISI, 2001).

Os astrocitos, também, demonstram a capacidadepdeseéo de MHC-
Il sob a presenca de IFN-embora seu papel na apresentacdo antigénica, aind
nao seja claro. Alguns estudos sugerem que a Batrfegal humana, ao
expressar MHC-II, favorece a inducdo de um estadogico das células T,
contribuindo, assim, para a regulacdo da inflama{BBCHER; PRAT,;
ANTEL, 2000).

Em ovinos, infectados pelo virus da Doenc¢a de Bainexpressao de
MHC-I foi observada, utilizando a técnica de imunistoquimica, em vasos e
células inflamatérias ao seu redor. JA& o MHC-Il é&xpresso por células
inflamatérias e vasculares, mas também por asigiciCaprinos, ovinos e
bovinos com lesbes de listeriose no cérebro api@semlta expressao de
moléculas de MHC-Il em células do infiltrado peswalar e, em menor
guantidade, nas células dos vasos, demonstrandtaigueglulas estao ativas a
infeccdo (CAPLAZI; EHRENSPERGER, 1997).

2.4.8 Antigeno nuclear de proliferagéo celular (PCHN)

O PCNA é uma proteina nuclear estavel, regulada gielo celular,
cujo grau de sintese esta diretamente relacionadolaero de células em
proliferacdo. O uso desta marcacdo veio substituwiontagem de células em
mitose, uma vez que, dentro de uma populacao ceuolgroliferacdo, a fase de
mitose (fase M) é a mais curta e tem o menor nurderoélulas entre as que
estdo em proliferacéo (LINDEN et al., 1992). Naebtudos que caracterizam a
resposta glial em animais infectados plocaninum, quanto ao comportamento
proliferativo ou migratério das células no foco @sdo. Segundo Wrobel,
Bickel e Kujat (1996), o anticorpo monoclonal cantr antigeno nuclear de

células em proliferacdo (PCNA), pode ser usado hatificar células que
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estdo ativas no ciclo celular, sendo possivelpassaracterizar em um foco de
lesdo glial se as células presentes estdo em at®yiddiferenciando,
principalmente, les6es ativas de possiveis cieatrigliais de processos que
podem ter ocorrido durante a vida fetal do indieidu
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3 CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho € um estudo inédito da andéiseesposta
imune celular no sistema nervoso central de caprjoeens, adultos e fetos
infectados naturalmente pot. caninum. Visa contribuir para o entendimento
dessas lesbes e demonstrar que o0 caprino tem jabtea@a ser utilizado como
modelo experimental no estudo da patogenia e eveptalares que ocorrem na
neosporose em outras espécies, como 0s bovinos.

Conclui-se, neste estudo, que a resposta celul@N® de caprinos é
voltada para a ativacdo de células da linhagem oiticen, sem a participacédo
significativa de células de linhagem linfocitaria neenor participacdo de
astrécitos em lesGes agudas, apesar destes sedomal, perifericamente, aos
centros de necrosA.quantidade de astrdcitos, em animais adultosnéior em
regibes de cicatrizacao glial. A presenca de cgl@apressando moléculas de
MHC-II, permite-nos destacar que a infec¢cdo ncesist nervoso dos machos
adultos é, ainda, ativa e polarizada para Thl atm dessa molécula ndo ser
expressa nas lesdes fetais pode ser pelo tempoalec@ das lesGes ou
interferéncia da polarizacdo de uma resposta Th@rrmea Destaca-se, também,
a necessidade de mais estudos em animais machagejapredominam
experimentos na literatura com fémeas. E importaateer a participacdo do
macho e qual seria a importéncia deste como maltendo parasito nos
rebanhos, dado o potencial risco de consumo déotecle animais de descarte

por caninos.
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Rafael C Costa, Debora R Orlando, Camila C AbreareK Y Nakagaki,
Leonardo P Mesquita, Aline C Silva, Lismara C Nammto, Paulo C
Maiorka, Ana P Peconick, Djeison L Raymundo, Maiyagaschin

Abstract

It was evaluated lesions and the cellular immunickdgesponse in the
central nervous system of eight goat foetuses enchale goats infected
with N. caninum. For this purpose, lectin-histochemistry (RCAl)dan
immunohistochemical labeling (anti-CD3, Ci/9GFAP, MHC-II, and
PCNA antibodies) were used. In the foetuses, therastopic lesions
consisted of perivascular cuffs of mononuclear scelhd multifocal
necrosis surrounded by glial cells, which were premant in the
cerebral cortex, thalamus and brainstem. Parasjsts were observed
related or not to the lesions. Similar lesions werend in four of the six
male goats and giant cells related to focal gliagee found in three
goats. Parasitic cysts were found in three goabe presence oN.
caninum was evaluated by histopathology, immunohistochemni@HC)
and PCR tests. The lectin-histochemistry labelirghdnstrated that the
cells in the perivascular cuffs and gliosis foundedthe foetuses and
goats were predominantly from the monocytic-lineggeacrophages and

microglia). The anti-GFAP immunostaining showed theesence of
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astrocytes in some necrotic lesions and in areagliaf scar. The
expression of MHC by the microglia and the endasthadells of the
central nervous system, mainly in the adult goassiggest a
predominantly type Thl immune response. Four festusd one adult
male that were not infected witN. caninum were used as a negative

control.

Key words: Abortion, Encephalitis, Immunopathology, Neosp@ps

Immunohistochemistry, PCR.

Introduction

Neospora caninum is an apicomplexan protozoan of the family
Sarcocystidae [1], that has as definitive hostssdBgnis familiaris) [2],
coyotes Canis latrans) [3], dingos Canis lupus dingo) [4], and grey
wolves Canis lupus) [5]. Neosporosis is considered worldwide the majo
cause of abortion in bovines and the congenitacitidn is the main
cause of maintaining the agent in herds [6]. Maages of reproductive
problems associated witk. caninum in goats have been described [7, 8,
9,10,11], but the birth of healthy and not infectaxdimals was also
observed [12].

In the aborted foetuses, the main lesions founthé central nervous
system (CNS) are multifocal necrosis, gliosis, y@scular mononuclear

cell cuffs, and the presenceMfcaninumin tissue sectiong1,13,14,15].
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It was observed similar lesions to those foundoietdses in a sheep [16]
and in a cow [17] with diagnosis of neosporosis ibglation of the

parasite and PCR, respectively.

The immunophenotype characterization of the inflatary cells in the
CNS of animals infected by. caninum, has not been described.
Therefore the objective of the present study isclaracterize the
inflammatory response and the glial cells at theSAdkions in foetuses
aborted byN. caninum and in healthy male goats naturally infected by the
protozoan; besides, this is the first reporiNotaninum cysts in the CNS

of adult goats.

Materials and methods

The experiment was conducted in the Veterinary dtatly Laboratory
(Setor de Patologia Veterinaria) at the Federalvélsity of Lavras
(UFLA) in the state of Minas Gerais, Brazil. Thisidy was approved by
the Ethics Committee of Animal Use (CEUA) from UFLANnder the
protocol number 081/13.

Animals

It was selected 14 goats in this study. Six weréergaats and eight were
foetuses naturally infected BY. caninum. In the male goatssongenital

transmission was confirmed by identification of gfie antibodies using
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the indirect fluorescent antibody test (IFAT) atiaicial serum dilution of
1:50, obtained from blood samples collected befive ingestion of
colostrum and byN. caninum DNA detection by polymerase chain
reaction (PCR) and sequenced from CNS. The go#dtstsd for this
study were seronegative by IFAT fmxoplasma gondii. The foetuses
infection by N. caninum was also confimed by DNA detection by PCR
and sequenced from placenta and CNS, accordingetanethodology
described by Mesquita et al. [12]. The adult angwaére kept in pens. It
was used, as negative controls, four foetuses awed anlult male not

infected byN. caninum.

Sample collection and processing

The foetuses were necropsied shortly after abqraod the adult
males after euthanasia under anesthesia usingetitipand subsequent
intravenous infusion with a potassium chlorate sofu Tissue samples
from all the animals were collected in 10% neutxafered formalin. The
brain samples (cerebral cortex, thalamus, hippocamostral and caudal
colliculi, cerebellar peduncle, cerebellum, and x)band spinal cord
(cervical, thoracic, and lumbar) were routinely qassed for
histopathology and immunohistochemical testing (JHEamples of the
cerebral cortex, thalamus, and cerebellum were @#ected and stored
at -20°C for PCR testing.
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Immunohistochemistry

To evaluated lesions and the cellular immunologiegdponse in the
central nervous system it was used the antibodiisCD7% (DAKO)
for B lymphocytes; anti-CD3 (DAKO) for T lymphocye anti-GFAP
(DAKO) for astrocytes; anti-G-H42a (Washington Statniversity) for
MHC-II molecules; and anti-PCNA (DAKO) for prolifeting cell
nuclear antigen, in dilutions of 1:2000, 1:50, D5@:1000, 1:500, and
1:1000, respectively. To confirm the presence\ofcaninum in tissues
slices it was used the antibody aNtieaninum (VMRD). Antigen retrival
for N. caninum and GFAP was done in a citrate buffer, pH 6.0, fandhe
other antibodies, a Tris-EDTA buffer was used;séites were irradiated
for 6 minutes at full power using a domestic micave. Samples of
CNS, lymph nodes, tonsils and tissues that cordaimeN. caninum were
used as positive control. As a negative controk tmtibody was
substituted for phosphate-buffered saline. Addaldorain sections were
submitted to IHC using antibody anti- gondii (VMRD, Pullman
Washington, USA).

Lectin histochemistry

Biotinylated Riccinus communis agglutinin (RCA1, VECTOR), at a
1:1000 dilution (2pg/ml) and incubated overnighgswused to identify
microglia and macrophages in the CNS samples. Antigtrivel was
done in a citrate buffer (pH 6.0), irradiated foménutes at full power

using a domestic microwave.
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Molecular analysis

Samples of the cerebral cortex, thalamus, and ebueb were collected
and stored at -20°C until analysis. DNA extractwas performed with a
commercial kit (Wizard SV Genomic Purification Syst, Promega,
Madison, USA) using lysis with proteinase K. Forted#ion of N.
caninum, the primers forward 5 -CTGTTAGAAGGTGCGGCGAA-3]
and reverse B -TCTCTTGCTGCGGTGGAAAT-3 based on
chromosome XIlI fromN. caninum were used, as described by Orlando et
al. [18], which amplify an expected fragment of 168 PCR products
were submitted to electrophoresis in 1% agaroseae€l00V for 1 h. The
amplicons of the positive samples and the posdorgrol were quantified
by spectrophotometry and submitted to genetic sexjog using the
dideoxy technique [18]

Results

Tables 1 and 2 demonstrate the age of the animdlshe stage in which
abortion occurred, the presence and intensity gitbpathological lesions,
the method of diagnoses tNecaninum infection, and the intensity of the
cells immunolabeling in the lesions. Foetuses 13,2and 4 were the
products of one single gestation. This was alsoctee with foetuses 5
and 6 and fetuses 7 and 8. Foetuses 2, 3, 9 aadd.the male goat 7,
negative foN. caninum, were used as negative controls. Goat 1 exhibited

neurological symptoms at birth, with moderate paredack of
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coordination of the pelvic limbs and difficulty tstanding up. These
symptoms decreased a week after birth, and nornealeldpment

proceeded until 12 months of age, when the aninaaleuthanized.

Necropsy and histopathology findings

The goats did not exhibit macroscopic lesions. freroscopic findings
in the foetuses were discrete to moderate periV@soononuclear cuffs
(foetuses 1, 4, 7 and 8) observed near the glidis.gliosis sometimes
where focal and was observed in a decreasing fregum the cerebral
cortex (foetuses 5, 6 and 7), rostral colliculuseflises 4, 5 and 6),
thalamus (foetuses 4, 7 and 8), caudal collicufogstyses 5 and 6),
medulla oblongata and obex (foetuses 1 and 4) (&id®), cerebellar
peduncles (foetus 4), pons, cervical and lumbanapiord (foetus 8).
Focuses of necrosis surrounded by glial cells afidmmatory cells were
also observed in foetus 4 (cranial colliculus, poasd thalamus) and
foetus 8 (thalamus and lumbar spinal cord). Digcratononuclear
meningitis was observed in the cerebral corte)oetuses 4, 5, and BL
caninum cysts were observed in the thalamus (foetuses@ abd 7) and
in the cerebral cortex (foetuses 5, 6 and 7), edlab the areas of
inflammation (foetus 4) or not (foetuses 4, 5, Bd &). In foetus 7, a
parasitic cyst was seen in the neuron cytoplasmh,imrfetuses 5 and 6,

there were rare foci of mineralization associat&t wecrosis.

The microscopic lesions in goats were gliosis (goht 2, 3, and 4)

(Figure 1B), perivascular mononuclear cuffs in tleeebral cortex (goats
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1,2, and 3), obex (goats 1,3, and 4), thalamustg¢gbaand 3), pons,
cerebellum, caudal and rostral colliculi (goat &yd cervical, thoracic,
and lumbar portions of the spinal cord (goat 3)aG®exhibited discrete
perivascular cuffs in the meninges. In the regibrihe cerebral cortex
(goats 1 and 3), pons (goat 3), and obex (goagidht multinucleated
cells were associated to the focal inflammatorpoese (Figure 1C)\.
caninum cysts were seen in the cerebral cortex (goats 23jndostral
colliculus (goat 3), obex (goat 4), cervical, ttmeaand lumbar segments
of the spinal cord (goat 3), and in the cytoplagmeurons in the region
of the obex (goat 4) (Figure 1D) and the cervigahal cord (goat 3). No

lesions were observed in the goat and foetus useégative control.

Lectin-histochemistry

The majority of cells within the areas of gliosiene positive for RCAL.

The staining occurred in thalamus (foetuses 4, 8,ahd goat 1) (Figure
2A), cerebral cortex (foetuses 1, 4, 7 and goahd 3), obex (foetus 1
and goat 4), cerebellum (foetus 4), pons (foettn@ goat 3), caudal
colliculus (goat 3), and cervical (goat 3), thoca¢goat 3) and lumbar
(foetus 8) segments of the spinal cord. The cHdisisg were also seen in
perivascular cuffs in the cerebral cortex (foetuked, 7 and goats 1 and
3), cerebellum, cerebellar peduncle (foetus 4)spamd caudal colliculus
(goat 3) obex (goat 4), thalamus (foetuses 4 anég in the lumbar

spinal cord (foetus 8).

Immunohistochemistry
Neospora caninum
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Parasitic cysts and tachyzoites were IHQ labeladafati-N. caninum
antibody in fetuses 1, 4, 5, 6, and 7, and in casysts seen in youth
and adults animals (goats 2, 3, and 4) (Figure 2Bg parasites were

negative tor. gondii immunolabeling.

GFAP

Anti-GFAP immunolabeling was intense in the asttesyadjacent to the
glial foci in the cerebral cortex near the whiteti®a (foetus 1). The
imunolabeling, also was present in the cells witgiral foci in the
cerebral cortex (foetuses 5 and 6), in the colli(idetus 4), and in an
extensive area of gliosis in the cortex associavétl a parasitic cyst
(foetus 6). Foetus 8 exhibited a large quantitgsifocytes that labeled to
GFAP that were surrounding glial foci in the lumisginal cord. In the
adult goats, GFAP immunolabelig occurred in gliatifin the cerebral
cortex (goats 1, 2 and 3) and in the thalamus (d¢afThe extended
processes of immunolabeled astrocytes was scafoetimses 1, 4, and 5,
and abundant in foetus 8, and in the goats 1 ahd astrocytic processes

were numerous and more dense (Figure 2C).

PCNA

It was observed anti-PCNA labeling in macrophadgethe perivascular

cuffs in the cerebral cortex (foetus 1, goats 1 @ndhalamus (foetus 4),
pons, caudal colliculus, and cerebellum (goat 8% & the microglia of

the glial foci in the cerebral cortex (foetus 1atpl and 3), thalamus
(foetus 4, goat 3), rostral colliculus, pedunckrebellum (foetus 4), and

cervical spinal cord (goat 3)
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MHC-II

Immunolabeling occurred in the adult goats, in thygoplasm of
endothelial cells in the meningeal vessels (goasdl6) and vessels from
the cerebral parenchyma; in macrophages of thegselar cuffs in the
cerebral cortex (goats 1 and 3), obex (goat 4)spoervical spinal cord,
cerebellum, thalamus and caudal colliculus (goatr8inunolabeling was
also seen in the glial foci in the cerebral corfggats 1 and 3) (Figure
2D), obex (goat 4), and in the cervical spinal dguoiat 3). In the foetuses
7 and 8 there were MHC-idbeling in glial foci, endothelium and in the

perivascular cuffs.

CD3

It was observed rare T lymphocytes immunolabelethen perivascular
cuffs of the thalamus meninges in foetus 7 anchenderivascular cuffs
and areas of gliosis in the thalamus of foetusndthe adult goats, the
immunolabeling occured in the perivascular cuffgha cerebral cortex
meninges (goat 6), in the thalamic parenchyma (d9atand in the

cerebral cortex (goats 2, 3, and 5).

CD7%
It was observed rare B lymphocytes immunolabelethe perivascular
cuffs and glial foci in the pons, cervical spinard, and thalamus in

goat3.
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PCR and sequencing

N. caninum DNA was detected by PCR from CNS samples of thesé=t
(2,4,5,6,7, and 8) and from the goats (1,2,3,4¢ &n(Tables 1 and 2)
and sequenced. The amino acid sequence showed dgymuiith N.

caninum.

Discussion

The CNS is an immune privileged place, and therobmf its immune

responses is dependent on the relationship betweeious internal
factors, since the blood-brain barrier restricts mhigration of many cells
and molecules of the immune system [19]. The glicand necrotic
lesions as well as the mononuclear cell perivasatdéfs found in the
aborted fetuses are compatible with those descirilbeteosporosis [11,
13, 14, 15].There is no description of gliosis gmerivascular cuffs
associated with the parasitic cystshbfcaninumin in adult goats. Bishop
et al. [16] described similar lesions in a sheejh wfection confirmed
by PCR as well as the occurrence of protozoan tamteylike structures
in the vascular endothelium. There was, howevereport of cysts such
as those found in the goats in this study. Sawada. §17] described
gliosis and accentuated perivascular cuffs in a,ceuth infection

confirmed by isolating the agent in cell culture.

There were, in the goats of this study, giant multleated cells in the
CNS, which were probably associated with the phgigses of parasitic
structures. Similar findings in an aborted goatidsewere described by

Corbellini et al. [10]. Several studies bf caninum infection describe



48

perivascular cuffs, but do not make a phenotypiesicription of the cells
in these lesions [11, 13, 14, 15]. In this studsgctih-histochemistry
staining with RCA1 allowed the cells in the perimasr cuffs and the
glial foci to be characterized as primarily of mowtic lineage, as
described by Becher et al. [23]. Furthermore, B@NA labelling

suggested activation of the microglia residenthie €NS, and possible
migration of blood monocytes, corresponding to rtecrophages in the

perivascular cuffs.

The GFAP antibody is the most important markerafstrocytes [20]. The
astrocytes were labeled, in this study, in gliaifim fetuses and in adult
goats, or astrocytes on the borders of the gliosiated in the transition
areas between the gray matter and white mattevarfaetuses.

These findings are characteristic of astroglicsi®wing the participation
of astrocytes iN. caninum infection lesionswhich was reinforced by the
observation of an agglomeration of astrocytes edlab aN. caninum
cyst. These lesions suggest glial scarring, in Wwiastrocytes attempt to
isolate a focal lesion to guarantee local homesstasthe CNS [21].
Drogemuller et al.[22] affirm that the activationf @strocytes in
Toxoplasma gondii infections, along with the expression of a protein

(gp130), is one important factor for infection riegimn.

The expression of MHC-1I molecules in the CNS wasl\established in
the adult goats and in one foetus. The presentigegbarasite in the CNS
was probably the trigger for the inflammatory resp®that stimulates the
expression of MHC-II molecules by the endothelia@ll and the
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microglia activated in the CNS, probably mediated B-N-y, in

accordance with the theory proposed by Aloisi ef1#l]. These findings
suggest that prevail a Thl immune response agtiagbarasite. Becher
et al. [23] proposes that astrocytes activated WEdesions could emit

MHC-I1I molecules, which was not shown in this study

There were few B and T lymphocytes labeled in thgoins, in both
fetuses and adult animals, which could be relatedhe incomplete
activation of the lymphocytes in the CNS, probatilyminating in their
quick destruction through apoptosis [19].

This study demonstrated that in the caprine CN$imed an accentuated
expression of the MCH-II molecules in macrophages microglia in the
infection by N. caninum. This suggest a cell immunoresponse (Th1l)
against the parasite. Another important finding Was occurrence of
encephalitis, sometimes accentuated and with faganulomatous
inflammation, associated or not to the parasitistgyin the CNS of
healthy adults goats.
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Figures

Figure 1: Neosporosis in goats, central nervougesyslesions in
naturally infected animals. H&E. A- Glial focus,lisewith rounded and
hyperchromatic nuclei in the brainstem (foetus Bay= 100um. B-
Gliosis incerebral cortex, cells with rounded and hyperchtamauclei
(goat 1), bar= 100um. C- cerebral cortex near theiate sulcus,
exhibiting giant cells and perivascular cuffs (gdaf bar= 50um. D-

Obex.N. caninum cyst in the neuron cytoplasm (goat 4), bar= 50um.
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Figure 2: Neosporosis in goats, central nervougesyslesions in
naturally infected animals. A- Lectin-histochemyststaining (RCA1)
revealed predominant microglia in a focus of gkpsine same area shown
in Figure 1A (foetus 4) (streptavidin-peroxidasetimod), bar= 100um. B-
Immunohistochemistry labeling fod caninum, exhibiting a cyst in the
central nervous system (goat 3) (biotin-streptavjuroxidase method),
bar= 50um. C- Immunolabeled for anti-GFAP in thialgiocus shown in
Figure 1B, ( goat 1) (dual link system-HRP methdahy= 100um. D-
Cerebral cortex, anti-MHC-II immunolabeling in thperivascular cuff
and adjacent gliosis (goat 1) (dual link system-HR®thod), bar=
100pm.
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Table 1: Neosporosis in goats, lesions, diagnosis and immunolabelling in fetuses.

Foetus Age (days) Lesions Parasite confirmation Immunolabelling
Gliosis  P.cuffs  Necrosis PCR HE IHQ RCA  GFAP PCNA MHC-1I CD3  CD79a

1 90 +++ +++ + +++ + +++
2 90
3 90
4 90 +++ +++ + + + + +++ + ++ +
5 150 + + + ++
6 150 + + + ++ ++
7 120 + + + + ++ +
8 120 ++ + + + ++ + ++

9* 150

10* 90

Lesions graduation: discrete (+), moderate (++) and accentuated (+++). Immunohistochemistry labelling graduated by the number of cells in a field of 400x: less
than 10 cells per field (+), 10 to 30 cells per field (+ +), more than 30 cells per field (+ + +). * Negative Controls. P. cuffs (perivascular cuffs), HE (Hematoxilin and

Eosin staining), PCR (Polimerase chain reaction), IHQ (Immunohistochemistry).
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Table 2: Neosporosis in goats, lesions, diagnosis and immunolabelling in adult male goats.

Goat age (months) Lesions Parasite confirmation immunolabelling
gliosis P. cuffs G. cells PCR HE IHQ RCA  GFAP PCNA MHC-1I CD3 CD79a
1 12 +++ +++ + + +++ +++ + +++ +
2 6 + + + + +
3 12 +++ +++ + +++ + ++ ++ ++ +
4 12 + ++ + ++ ++
5 6 +
6 36 + +
7* 10

Lesions graduation: discrete (+), moderate (++) and accentuated (+++). Immunohistochemistry labelling graduated by the number of cells in a field of 400x: less
than 10 cells per field (+), 10 to 30 cells per field (+ +), more than 30 cells per field (+ + +). * Negative Control. P. cuffs (perivascular cuffs), G. cells (Giant cells), HE
(Hematoxilin and Eosin staining), PCR (Polimerase chain reaction), IHQ (Immunohistochemistry).



