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RESUMO

Neospora caninum ¢ considerado um importante agente causador de
abortos em bovinos, porém se desconhece sua frequéncia e real importancia
como causador de lesdes e doenga clinica em cdes da regido Sul de Minas
Gerais. Este estudo foi dividido em duas partes. Na primeira, determinou-se a
soroprevaléncia de anticorpos anti-Neospora caninum e investigou-se os fatores
de risco relacionados a sorologia em cdes de zonas urbana e rural de
propriedades com diferentes atividades econdmicas (producdo de leite ou de
café) em Minas Gerais, Brasil. Para isso, 703 amostras de sangue de caes foram
coletadas e um questionario contendo diversas variaveis epidemioldgicas foi
respondido por cada proprietario do animal no momento da coleta. O soro obtido
foi analisado para anticorpos anti-N. caninum por teste de imunofluorescéncia
indireta (RIFI>1:50). Dos 703 caes, 80 (11,4%) foram positivos para N.
caninum. Cdes que ndo recebiam ragdo industrial, de areas rurais, de
propriedades leiteiras principalmente com historico de aborto bovino, que eram
utilizados para caca, que apresentavam historico de distirbios reprodutivos
apresentaram maiores chances de soropositividade (p<0,05). Para a segunda
parte do estudo, um total de 104 cdes com sinais neuroldgicos ¢ musculares ou
historico de doencgas ou terapias imunossupressoras recentes foram necropsiados
e avaliados histopatologicamente a procura de lesdes compativeis com infec¢ao
por protozoarios. Lesdes, como encefalite, miosite e miocardite ndo supurativas,
foram encontradas em 47 caes (45,2%). Quatro animais apresentaram estruturas
parasitarias semelhantes a grupos de taquizoitos ou cistos de protozoarios no
coragdo ou no sistema nervoso central. Desses, dois animais apresentaram
marcacdo imuno-histoquimica positiva apenas para Toxoplasma gondii. Em
outro cdo, ocorreu marcagdo imuno-histoquimica tanto para N. caninum como
para T. gondii. Para o quarto cdo, ndo foi possivel realizar a analise imuno-
histoquimica. Em todos os 104 cdes também foi realizada PCR convencional
(utilizando o par de primers Lavl/Timl1) em amostras de cérebro e corag@o,
cujo produto de 588pb da regido ITS1 foi sequenciado em quatro amostras
(coragdo e cérebro) de dois caes. Obteve-se similaridade de 98 e 99% com varias
sequéncias de T. gondii depositadas no GenBank. Os achados do presente estudo
sugerem que N. caninum ndo é um agente importante como causador de lesdes
patologicas ou doenga clinica em cdes da regido estudada e que cies da zona
rural, produtoras de leite, possuem mais chances de contato com o agente. A
PCR, utilizando-se os primers Lav1/Tim11 mostrou-se uma técnica bastante util
para diagnosticar infeccdo por protozodrio, porém faz-se necessario o
sequenciamento genético para diferenciar as espécies T. gondii e N. caninum.

Palavras-chave: Neosporose. Soroprevaléncia. Imuno-histoquimica. Reagcdo em
Cadeia da Polimerase. Toxoplasma gondii.



ABSTRACT

Neospora caninum is considered an important causative agent of
abortions in cattle, but it is unknown its frequency and real importance as a
cause of injury and clinical disease in dogs from southern Minas Gerais, Brazil.
This study was divided in two parts. The first was conducted to determine the
seroprevalence of anti-Neospora caninum antibodies and to investigate the risk
factors related to antibodies anti-N. caninum in dogs from urban and rural areas
with distinct economics pattern (milk and coffee production) in Minas Gerais,
Brazil. For this purpose, 703 blood samples were collected from dogs and
questionnaires addressing epidemiological aspects were given to each dog
owner. The sera were analyzed for anti-N. caninum antibodies by indirect
fluorescent antibody tests (IFAT > 1:50). Of the 703 dogs, 80 (11.4%) were
positive for N. caninum. Dogs which don’t receive industrial food, from rural
areas, from dairy farms mainly with history of bovine abortion, dogs used for
hunting, with history of reproductive disorders, had higher odds of seropositivity
(p<0,05). For the second part of the study, a total of 104 dogs with neurological
and muscular signs or history of recent immunosuppressive diseases or therapy
was necropsied and evaluated, histopathologically, to search for compatible
lesions with protozoal infection. Lesions, like nonsuppurative encephalitis,
myositis and myocarditis were found in 47 dogs (45.2%). Four animals showed
parasitic structures like tachizoits groups or protozoan cysts in the heart or
central nervous system. Two of them presented positive immunohistochemical
labeling only for Toxoplasma gondii. In another dog, there was positive labeling
to both N. caninum and T. gondii. For the fourth dog, it wasn’t possible to
perform immunohistochemical analysis. For all 104 dogs, it was realized
convencional PCR (using the pair of primers Lavl/Tim11) in samples of brain
and heart, and the product of 588bp from ITS1 region was sequenciated in four
samples (brain and heart) from two dogs. It was obtained 98 and 99% of
similarity with several sequences of T. gondii deposited in GenBank. The
findings of the present study suggests that N. caninum isn’t an important agent
causing pathological lesions or clinical disease in dogs from studied area and
dogs from rural area, specially dairy areas, have more chances of contact with
the agent. PCR, using the primers Lavl/Timl1 is useful to diagnosis protozoal
infection, but it is necessary genetic sequencing to differentiate N. caninum from
T. gondii.

Keywords: Neosporosis. Seroprevalence. Immunohistochemistry. Polymerase
Chain Reaction. Toxoplasma gondii.
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1 INTRODUCAO GERAL

A neosporose € uma doenca parasitaria causada pelo protozoario do filo
Apicomplexa Neospora caninum, parasito intracelular obrigatorio e formador de
cistos (DUBEY et al., 2002). O relato inicial do achado de um protozoario em
tecidos de cdes com sintomatologia semelhante a toxoplasmose foi feito na
Noruega por Bjerkas, Mohn e Presthus (1984), quando o mesmo foi verificado
em uma ninhada de cdes da raga boxer com meningoencefalite ¢ miosite. Ao
microscopio oOptico, o parasito lembrava Toxoplasma gondii, mas ndo reagia
imuno-histoquimicamente com anticorpos anti-T. gondii. Porém, Dubey et al.
(1988), estudando tecidos de caes arquivados, confirmaram tratar-se de uma
outra espécie de protozoario, sendo este denominado N. caninum.

Embora haja a descricdo da ocorréncia da doenga em varias espécies,
atualmente ela ¢ considerada mais importante como causadora de distirbios
reprodutivos em bovinos, como abortamento e nascimento de natimortos,
ocasionando perdas econdmicas em todo o mundo (DUBEY et al., 2002). No
Brasil, a neosporose em caes ¢ pouco investigada e a maioria dos estudos se
restringe a soroprevaléncia, sendo escassos o diagnostico clinicopatolégico e o
isolamento de N. caninum. Na Bahia, esse parasito foi isolado de um canino,
naturalmente infectado, com manifesta¢do clinica de incoordenagdo motora e
paresia (GONDIM et al., 2001).

A neosporose também ¢ frequentemente descrita em cles
imunossuprimidos. Segundo Lindsay, Dubey e Duncan (1999), a maioria dos
filhotes de uma ninhada infectada apresenta manifestacdes clinicas. Alguns
filhotes podem carregar a infecgdo subclinicamente com possivel reativacao
ap6s eventos imunossupressores, como corticoterapia, quimioterapia (LA

PERLE et al., 2001) ou doencas intercorrentes, como a leishmaniose
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(CRINGOLI et al., 2002; TARANTINO et al., 2001), causando alteragdes
cutaneas, neuroldgicas ou musculares (LINDSAY; DUBEY; DUNCAN, 1999).

No Brasil, estudos utilizando diferentes testes laboratoriais, pontos de
corte e grupos populacionais, mostram que a soroprevaléncia de anticorpos anti-
N. caninum em cdes varia de 3,1 a 67,6% (ANDREOTTI et al., 2006;
AZEVEDO et al., 2005; BENETTI et al., 2009; CUNHA FILHO et al., 2008;
DUBEY; SCHARES, 2011; FERNANDES et al., 2004; FIGUEREDO et al.,
2008; FRIDLUND-PLUGGE et al., 2008; GENNARI et al., 2002; JESUS;
ALMEIDA; ATTA, 2007; LOPES A. P. et al., 2011; MINEO et al., 2001;
MORAES et al., 2008; VALADAS et al.,, 2010). Em Lavras, um estudo
realizado com animais atendidos em clinicas veterinarias privadas, no periodo de
agosto de 2000 a abril de 2002, demonstrou uma soroprevaléncia de 3,1%
(GUIMARAES et al., 2009).

Estudos realizados no Sul de Minas Gerais vém demonstrando N.
caninum como um agente importante em casos de distirbios reprodutivos em
rebanhos bovinos leiteiros e caprinos (GUEDES et al., 2008; VARASCHIN et
al.,, 2011). Somado a isso, a presenca do parasito foi detectada por estudos
imuno-histoquimicos e por PCR em tecidos de fetos bovinos (SANTOS et al.,
2011) e de caprino recém-nascido e placenta de cabra proveniente de
propriedade com historico de aborto (VARASCHIN et al., 2012).

Dentre os testes sorologicos para o diagndstico nas varias espécies
animais, a reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) foi o primeiro teste
utilizado para demonstra¢do de anticorpos anti-N. caninum, sendo considerado
de referéncia quando outros ensaios sdo comparados (BJORKMAN; UGGLA,
1999).

Na pesquisa das lesdes microscopicas, achados como infiltrado
inflamatdério ndo supurativo em musculatura esquelética e miocardio, assim

como a presenca de gliose, manguitos perivasculares e necrose tecidual no
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encéfalo, sdo muito utilizados no diagnostico, mesmo que presuntivo, da
neosporose (DUBEY; LINDSAY, 1996). No entanto, as manifestagdes clinicas
e as lesdes causadas pelo T. gondii e N. caninum sdo semelhantes, exigindo o
uso de outras técnicas mais especificas, como a imuno-histoquimica
(CORBELLINI et al., 2002; PESCADOR et al.,, 2007b) e/ou as provas
moleculares (DUBEY; BUXTON; WOUDA, 2006) para confirmagdo da
etiologia.

A viabilizagdo das técnicas de diagndstico molecular, baseadas na detec¢do de
por¢oes do genoma de N. caninum, ofereceu, entre outros beneficios, a possibilidade de
superar alguns problemas de diagnoéstico, principalmente em relagdo a baixa
sensibilidade (MEDINA et al., 2006; PAYNE; ELLIS, 1996). Como a maior parte do
genoma de N. caninum ainda ndo foi sequenciada, praticamente todos os trabalhos que
utilizaram a PCR, para diagnostico e filogenia, partiram de sequéncias altamente
conservadas nos eucariotos, marcadamente a regido génica ITS1, codificadora de RNA
ribossomal (PAYNE; ELLIS, 1996) e a regido denominada de Nc-5 (YAMAGE;
FLECHTNER; GOTTSTEIN, 1996). A regido denominada de ITS1 é muito empregada,
atualmente, com o objetivo diagndstico, pois essa sequéncia apresenta-se espécie-
especifica em relagdo aos demais parasitos do Filo Apicomplexa e, além disso,
normalmente apresenta amplificagdes consistentes e compativeis, com elevada
sensibilidade (OKEOMA et al., 2004).

O objetivo desta dissertacdo é, por meio de um estudo prospectivo, pesquisar a
presenca de Neospora caninum em cées da regido Sul de Minas Gerais, realizando (@)
estudo soroepidemiolégico, mostrando a soroprevaléncia de anticorpos anti-N.caninum
em diversos grupos populacionais de cdes e analise dos fatores relacionados & mesma;
(b) estudo de lesdes compativeis com a infecgdo por N. caninum, em cées necropsiados,
e confirmagdo da mesma por marcagdo imuno-histoquimica, PCR e sequenciamento

genético.



20

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Ciclo de Vida de Neospora caninum

N. caninum pertence ao filo Apicomplexa, classe Sporozoa, subclasse Coccidia,
ordem Eucoccidia, subordem Eimeriina e familia Sarcocystidae, assim como os géneros
Toxoplasma, Sarcocystis, Hammondia e Besnoitia (DUBEY et al., 1988).

Os caes sao hospedeiros definitivos e intermediarios para N. caninum (DUBEY
et al., 2002; McALLISTER et al., 1998). O ciclo de vida do parasito apresenta trés
estagios infecciosos bem tipicos: taquizoitos, cistos teciduais e oocistos (Figura 1). Os
taquizoitos e os cistos sdo estagios encontrados nos hospedeiros intermediarios e podem
ocorrer intracelularmente (DUBEY et al., 2002). Os taquizoitos sdo ovoides, lunares ou
globulares, medem de 3 a 7 x 1 a Sum (dependendo do estagio de divisdo) ¢ dividem-se
em dois zoitos por endodiogenia. Em carnivoros infectados, os taquizoitos sdo
encontrados dentro de macrofagos, células polimorfonucleares, neurénios, fibroblastos,
endotélio vascular, midcitos, células tubulares renais e hepatocitos (DUBEY et al.,
1998). Os cistos sdo redondos a ovalados e sdo encontrados principalmente no sistema

nervoso central e musculatura esquelética (DUBEY et al., 2002; PETERS et al., 2001).
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Hospedeiro Definitivo

Toquiroitos Tronsmitidos Atrovés
da Placenta

Ingestio por Hospedeiros
Intermedidrios \

Hospedeiros Intermediarios Ooristos Esporulodos

e

Figura 1 Ciclo de vida de Neospora caninum
Fonte: Adaptado de Dubey (2003)

Os caninos (Canis familiaris) (McALLISTER et al., 1998), o coiote (Canis
latrans) (GONDIM et al., 2004), o dingo (Canis lupus dingo) (KING et al., 2010) ¢ o
lobo-cinzento (Canis lupus) (DUBEY et al.,, 2011) sdo os hospedeiros definitivos
conhecidos para N. caninum, eliminando oocistos ndo esporulados pelas fezes. Estes sdo
morfologicamente semelhantes aos oocistos de Toxoplasma gondii e de Hammondia
spp, € se tornam esporulados no meio ambiente (DUBEY et al., 2002).

Os canideos podem adquirir a infec¢do por meio da ingestdo de tecidos
infectados oriundos de hospedeiros intermediarios (DIJKSTRA et al., 2001; LINDSAY;
DUBEY; DUNCAN, 1999; McALLISTER et al., 1998). Do ponto de vista
epidemioldgico, ¢ importante a demonstracdo dos oocistos nas fezes dos hospedeiros
definitivos. Essa pode ser obtida com o uso de técnicas moleculares, ja que os oocistos
sdo dificeis de serem identificados nas fezes, além de serem morfologicamente

semelhantes aos de outras espécies (DUBEY, 2003).
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Normalmente os cdes eliminam poucos oocistos € por um curto periodo
de tempo (BASSO et al., 2001a). Os oocistos, excretados ainda ndo esporulados,
tornam-se esporulados dentro de trés a sete dias, dividindo-se em dois
esporocistos com quatro esporozoitos cada, fase em que sdo infectantes (MELO;
LEITE; LEITE, 2005). A fase enteroepitelial desse parasita nos cdes ndo esta
bem definida e, do mesmo modo, muito pouco ¢ conhecido da frequéncia de sua
eliminacdo e sobre a resisténcia dos oocistos fora do hospedeiro (CEDILLO et
al., 2008).

Em cadelas naturalmente infectadas, pode haver transmissdo
transplacentaria e, geralmente, os sinais clinicos sdo consequéncia dessa
infeccdo congénita. Acredita-se que cadelas cronicamente infectadas
desenvolvem parasitemia durante a gestacdo, infectando os fetos. Ninhadas
sucessivas da mesma mae, subclinicamente infectada, podem nascer infectados,
embora talvez aconteca em taxas reduzidas. A maioria dos filhotes de uma
ninhada apresenta manifestagdes clinicas. No entanto, outros filhotes podem
carregar a infeccdo subclinicamente com possivel reativacdo, causando
alteracdes  cutdneas, neuroloégicas ou  musculares, ap6s  eventos
imunossupressores, como  corticoterapia, quimioterapia ou doencas

intercorrentes (LINDSAY; DUBEY; DUNCAN, 1999).

2.2 Estudos soroepidemioldgicos

No Brasil, estudos de soroprevaléncia mostram variagdes amplas quanto

aos titulos de anticorpos anti-N. caninum analisados, conforme demonstra o

quadro 1.
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Quadro 1 Prevaléncia de anticorpos anti-Neospora caninum em caes de
diferentes estados brasileiros

Cidade/Estado Populagdo | Prevaléncia Referéncia
do Estudo (%)

Lavras-MG CH 3,1 Guimaraes et al. (2009)
RS U 5,5 Cunha Filho et al. (2008)
Uberlandia-MG CH 6,7 Mineo et al. (2001)
PB U/R 8,4 Azevedo et al. (2005)
Sao Paulo-SP D 10,0 Gennari et al. (2002)
PA R 11,1 Valadas et al. (2010)
PR U 12,7 Fridlund-Plugge et al. (2008)
PA E 14,0 Valadas et al. (2010)
PR PU 15,7 Fridlund-Plugge et al. (2008)
Uberlandia-MG PU 18,9 Fernandes et al. (2004)
RS R 20,4 Cunha Filho et al. (2008)
Uberlandia-MG R 21,7 Fernandes et al. (2004)
Sao Paulo-SP E 25,0 Gennari et al. (2002)
PR 25,3 Fridlund-Plugge et al. (2008)
Botucatu-SP FC 25,4 Moraes et al. (2008)
PE D 28,3 Figueredo et al. (2008)
PI U 30,2 Lopes, M. G. et al. (2011)
Uberlandia-MG U 32,0 Fernandes et al. (2004)
Salvador-BA U 32,7 Jesus, Almeida e Atta (2007)
MT FL 67,6 Benetti et al. (2009)

U: Urbana; PU: Periurbana; R: Rural; CH: Clinicas/Hospitais Veterinarios; FL: Fazenda de Leite; FC: Fazenda

de Corte; D: Domiciliados; E: Errantes.

A infec¢do natural em cdes ¢ descrita mundialmente, sendo que a

soroprevaléncia varia entres os paises e entre diferentes regides dentro de um
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mesmo pais. Em uma mesma regido, a soroprevaléncia pode variar de acordo
com a raga do animal, a sua utilidade (caca, pastoreio ou de estimagdo), a
procedéncia do mesmo (urbano x rural, cdo de rua x animal de estimagao), o tipo
de alimentagdo, dentre outros fatores (SICUPIRA et al., 2012). A infeccdo ¢
mais frequente em caes de areas rurais (fazenda de corte ou leiteiras), como o
demonstrado por varios autores (FERNANDES et al., 2004; FERROGLIO et al.,
2007; HADDADZADEH et al., 2007; SICUPIRA et al., 2012). Basso et al.
(2001b), num estudo em 320 caes da Argentina, tanto da area rural como urbana,
obtiveram uma soropositividade de 48,0% em caes de fazendas leiteiras e 54,2%
em cdes de fazendas de gado corte, sendo que, os cdes de areas urbanas
apresentaram uma positividade de 26,2%. Isso se deve ao fato de os animais
daquelas areas terem maior facilidade de contato com carne e visceras bovinas
infectadas ou pelo habito de cacar pequenos mamiferos, enquanto os caes
domiciliados, criados em areas urbanas, sdo alimentados principalmente com
racdes comerciais. Dentro da propriedade rural, Paradies et al. (2007)
encontraram soroprevaléncia maior em animais que sdo criados soltos do que
nos que ficam fechados ou acorrentados. Alguns estudos sorologicos sugerem
que a soroprevaléncia aumenta com a idade, possivelmente devido a ingestdo
constante de tecidos infectados (ANDREOTTI et al.,, 2006; BASSO et al.,
2001b); é mais alta em machos, pelo habito mais errante que das fémeas
(KRAMER; DERISO; TRANQUILLO, 2004); e ¢ mais frequente em caes sem
raca definida que em cédes puros (FERNANDES et al., 2004).

2.3 Neosporose clinica canina

Nos caes, os sinais clinicos da neosporose sdo muitos semelhantes aos

da toxoplasmose, exceto pelos déficits neurologicos e musculares, os quais sdo

predominantes na primeira. Os sinais clinicos poderdo variar de acordo com o
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orgdo afetado, sendo que em infecgdes congénitas poderd ocorrer morte fetal
prematura, mumifica¢do, reabsorcdo fetal e o nascimento de crias fracas.
Embora o aborto seja o principal achado da doenca nos bovinos, ndo ha registros
de aborto por N. caninum em cdes (DUBEY; LINDSAY, 1996).

Animais de qualquer idade podem ser infectados, mas parece que
filhotes sd3o mais acometidos, principalmente pela forma neurologica.
Geralmente, os casos mais graves da doenga ocorrem justamente nos filhotes
congenitamente infectados. Esses caes jovens desenvolvem paralisia dos
membros posteriores, que evolui de forma progressiva (MELO; LEITE; LEITE,
2005). No cao adulto, sdo descritas incoordenagdo e paresia dos membros
posteriores (GONDIM et al., 2001).

Os sinais neurolégicos, que dependem do sitio parasitado, podem se
expressar como hiperextensao rigida dos membros posteriores, dificuldade em
deglutir, paralisia mandibular, flacidez e atrofias musculares e paralisia de
nervos faciais (BARBER; TREES, 1996; DUBEY, 2003; DUBEY; LINDSAY,
1996). Os membros posteriores sdo mais gravemente afetados que os anteriores
e, frequentemente, apresentam-se em hiperextensdo rigida. A causa dessa
hiperextensdo ndo ¢ conhecida, mas provavelmente ocorre em decorréncia de
uma combinagdo de paralisia do neurdnio motor superior e miosite, que resulta
em uma contratura fibrosa progressiva rapida dos musculos, podendo causar a
fixacdo do joelho (artrogrifose). Outros sinais incluem fraqueza progressiva dos
membros posteriores, evoluindo para tetraplegia, inclinagdo cervical, inabilidade
para apreender o alimento ou disfagia, regurgitacdo (secundaria ao
megaesOfago), ataxia, tremores de cabega, andar hipermétrico, hiperreflexia,
incontinéncia, anorexia, polidipsia, pirexia, convulsdes, alteracdes de
comportamento e colapso subito por causa da miocardite. Os cdes nao

desenvolvem manifestagdes centrais graves ¢ se mantém alertas (BARBER;
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PAYNE-JOHNSON; TREES, 1996; DUBEY, 2003; DUBEY; LINDSAY,
1996; MELO; LEITE; LEITE, 2005).

Tém sido relatados também casos de dermatite, miocardite e pneumonia
(BARBER; TREES, 1996; DUBEY, 2003; DUBEY; LINDSAY, 1996).
Neosporose cutanea tem sido descrita em cdes imunossuprimidos por doengas
concomitantes, como a leishmaniose (CRINGOLI et al., 2002; TARANTINO et
al., 2001) ou por terapia medicamentosa (LA PERLE et al., 2001).

2.4 Diagnéstico

Para o diagnodstico da neosporose, além de uma anamnese muito bem
conduzida e dos sinais clinicos, devem ser realizados varios tipos de exames
laboratoriais ante-mortem, e, quando o caso permitir, o diagnostico post-mortem
(MELO; LEITE; LEITE, 2005).

2.4.1 Exames de patologia clinica

Os achados hematologicos e bioquimicos de cdes com neosporose
variam, dependendo dos orgdos envolvidos e, em geral, ndo sdo TUteis para
confirmar um diagnostico de neosporose. Ao hemograma, podera ser vista
leucopenia. Nos casos em que os musculos estdo envolvidos, a atividade
plasmatica das enzimas creatina-fosfoquinase (CPK) e aspartato amino-
transferase (AST) estardo elevadas; assim, a atividade da CPK pode ajudar a
diferenciar uma miosite de uma paresia/paralisia puramente neurologica. A
alanina amino-transferase (ALT) sérica estd aumentada em caes que
desenvolvem inflamag¢ao hepatica (BARBER; TREES, 1996; GREENE, 2006).

O exame do liquido cefalorraquidiano (liquor) podera indicar uma

condi¢do infecciosa e inflamatoria, devido ao aumento na quantidade de



27

proteinas e células inflamatérias, ¢ a presenca de taquizoitos no sedimento
indicara um diagndstico de encefalomielite protozoaria (BARBER; TREES,
1996).

Nas fezes de cées, os oocistos de N. caninum (medindo de 10-14um) sdo
muito similares, morfologicamente, aos de Hammondia heydorni e podem ser

visualizados utilizando a técnica de flotacado (SCHARES et al., 2001).

2.4.2 Testes soroldgicos

A partir do primeiro isolamento de N. caninum, testes sorologicos como
a reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI), teste de aglutinagdo de
Neospora (TAN) e varios testes do ensaio imunossorbente ligados a enzima
(ELISA), foram desenvolvidos para o diagnostico em cdes, bovinos e outros
animais potencialmente hospedeiros (ATKINSON et al., 2000). A RIFI foi o
primeiro teste utilizado para demonstragdo de anticorpos anti-N. caninum, sendo
considerado de referéncia quando outros ensaios sdo comparados (BIORKMAN;
UGGLA, 1999). Na realidade, a sorologia ainda deve ser vista de forma
presuntiva, porque a presenga de anticorpos ndo ¢ diagnostica para a doenga
clinica, ja que muitos cdes soropositivos permanecem saudaveis (MELO;
LEITE; LEITE, 2005).

Na RIFI, como antigenos, sdo utilizados taquizoitos integros e o teste
detecta anticorpos direcionados para antigenos presentes sobre a superficie do
parasita. Nas espécies do filo Apicomplexa, os antigenos de membrana sdo
considerados mais especificos que os componentes intracelulares (BIORKMAN;
UGGLA, 1999). O valor do “cut-off” para RIFI pode diferir de um laboratério
para o outro, mas frequentemente os titulos situam-se na faixa de 1:50
(COLLANTES-FERNANDEZ et al., 2008; FIGUEREDO et al, 2008;
REGIDOR-CERRILLO et al., 2010; SICUPIRA et al., 2012), mesmo alguns



28

pesquisadores considerando um limiar de 1:200 como indicativo de
soropositividade (DUBEY; LINDSAY, 1996; SILVA et al., 2007).

Titulos positivos podem existir em cdes previamente expostos que
possam estar infectados, mesmo assintomaticos, com valores de 1:800 ou mais
durante anos. Anticorpos maternais podem ser passados para os filhotes, levando
a interpretacdes falso-positivas. Contudo, quando os filhotes ndo estdo
infectados, esses niveis caem apds o 32° dia de vida (GREENE, 2006). Barber,
Payne-Johnson e Trees (1996) chegaram a encontrar titulos de anticorpos de até
1:51200 em um filhote com sintomatologia neuromuscular.

Em um estudo, Barber e Trees (1998) observaram que cadelas com altos
titulos de anticorpos (1:12800) puderam transmitir o parasito para 35 a 96% da
descendéncia, com alta incidéncia da doenga clinica nos filhotes. Cadelas com
titulo de anticorpos entre 1:200 a 1:800 tiveram uma taxa de transmissao
placentaria de 20 a 44% e cadelas com baixos titulos transmitiram o parasito
para apenas 4 a 14% dos filhotes, sendo que a maioria destes nasceu

assintomatica.

2.4.3 Exames patologicos

Lesdes macroscopicas causadas pelo N. caninum sdo raras, porém
durante a necropsia, nos casos de neosporose canina, poderdo ser vistas areas
multifocais de necrose no SNC e figado; fibrose, mineralizagdo e estrias branco-
amareladas na musculatura esquelética, especialmente no diafragma;
hepatomegalia, pneumonia, hipoplasia cerebelar e dermatite ulcerativa
(DUBEY; LINDSAY, 1996).

Em caninos, amostras do cérebro, pulmdes, coracdo, figado, esdfago,
intestino, bago, linfonodos, pancreas, rins, lingua e musculatura estriada devem

ser coletadas para andlise histopatologica (BASSO et al., 2005; JESUS;
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ALMEIDA; ATTA, 2007; MESECK et al., 2005). A ocorréncia de cistos ¢
descrita somente no cérebro, medula espinhal (BARR et al., 1995, DUBEY;
BUXTON; WOUDA, 2006) e no musculo esquelético (PETERS et al., 2001),
porém taquizoitos ja foram observados em células de diversos 6rgéos de animais
infectados (DUBEY; BUXTON; WOUDA, 2006; DUBEY; LINDSAY, 1996).

Filhotes, com menos de seis meses de idade, com infec¢do disseminada,
podem apresentar estagios parasitarios no timo, figado, rins, estdmago, adrenais,
pele, dentre outros tecidos. Encefalomielite ndo supurativa, polirradiculoneurite,
ganglioneurite, miosite (de todos os musculos estriados) e miofibrose sdo os
achados histologicos predominantes (GREENE, 2006).

No SNC, a distribui¢do das lesoes é descrita em ordem decrescente de
intensidade na substancia cinzenta cortical, diencéfalo, mesencéfalo, cerebelo e
medula oblonga (HELMAN et al., 1998). H4 uma tendéncia para o cortex ter
mais lesdes do que a porcdo média e superior do tronco cerebral. No entanto,
necrose cortical e inflamagao do cerebelo podem ser os achados predominantes
em alguns cies (GREENE, 2006). Barber, Payne-Johnson e Trees (1996)
reportaram que a substancia cinzenta ¢ mais gravemente afetada no cérebro,
enquanto na medula espinhal ocorre mais frequentemente na substincia branca.

Barber, Payne-Johnson e Trees (1996) argumentam que ha uma ampla
distribuicdo inicial dos taquizoitos na fase aguda da doenga, com uma
subsequente restri¢ao aos tecidos neuromusculares, sendo que os musculos mais
frequentemente afetados em cées sdo o quadriceps femoral, masseter € musculos
temporais, mas também foram vistos na musculatura do es6fago e cardiaca.

As lesdes histopatoldgicas produzidas pela neosporose em varias
espécies animais sdo caracterizadas por infiltrado de células inflamatorias,
composto basicamente por mononucleares, o qual pode ser encontrado
principalmente no  SNC, coragdo, musculo esquelético, figado

(CORBELLINI et al, 2002; DUBEY; LINDSAY, 1996) e pulmao
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(PESCADOR et al., 2007a), associadas ou ndo a areas multifocais de necrose
(CORBELLINI et al., 2002).

As lesoes produzidas no cérebro consistem de encefalite ndo supurativa,
caracterizada por multiplos focos de infiltrados inflamatérios mononucleares,
geralmente ao redor de um centro de necrose, gliose (CORBELLINTI et
al., 2002; DUBEY; LINDSAY, 1996; HELMAN et al., 1998; VARASCHIN et
al., 2012) e manguitos perivasculares multifocais (CORBELLINI et al., 2002;
HELMAN et al., 1998; VARASCHIN et al., 2012). No coragdo, se observa
miocardite ndo supurativa moderada a acentuada (CORBELLINI et al., 2002;
HELMAN et al, 1998) e as lesdes hepaticas consistem de infiltrado
mononuclear periportal e focos de necrose hepatocelular associado com
trombose intrassinusoidal (BARR et al., 1990).

Em infec¢des bovinas experimentais, na placenta foi observada necrose
das vilosidades placentarias fetais, necrose e inflamagdo nas areas adjacentes ao
septo materno e inflamacdo na base das carinculas maternas (MALEY et al.,
2006).

Poucas estruturas parasitarias sdo observadas na coloragdo de
hematoxilina e eosina (HE) (CORBELLINI et al.,, 2002; DUBEY, 2003;
DUBEY; BUXTON; WOUDA, 2006). Estas podem ser detectadas em diversos
orgaos, sendo que, em caes, os cistos so foram visualizados no sistema nervoso e
musculatura esquelética. Os cistos de N. caninum apresentam uma parede mais
espessa (>lum) que os de T. gondii (<0,5um) e, por isso, esta cora-se
positivamente a técnica histoquimica de PAS (4cido periddico de Schiff) apenas

para N. caninum (DUBEY et al., 2002).



31

2.4.4 Teste de imuno-histoquimica

A presenga e caracterizacdo do parasita, por meio da técnica de imuno-
histoquimica, associada ou ndo as lesdes, ¢ uma das formas de diagnoéstico,
amplamente utilizada para a neosporose (DUBEY et al., 2007; LINDSAY;
DUBEY; DUNCAN, 1999; PESCADOR et al., 2007a). Um dos principais
diagnosticos diferenciais para a neosporose ¢ a toxoplasmose e a imuno-
histoquimica permite a distingdo entre os parasitas, por ser uma técnica
especifica (DUBEY et al., 2002).

A imuno-histoquimica pode ter mais de 80% de sensibilidade
diagnostica (CORBELLINI et al., 2002) e permite uma melhor visualizacao das
estruturas parasitarias nos tecidos, sendo extremamente importante nas fases
iniciais ¢/ou em lesdes discretas (BARR et al., 1990; CORBELLINI et al.,
2002). Os ultimos autores visualizaram grupos de taquizoitos ao redor de vasos
sanguineos, associados a resposta inflamatoria minima, no encéfalo de dois fetos
bovinos de quatro meses de idade.

Um dos anticorpos (policlonais) mais frequentemente utilizados e com
resultados positivos, ¢ o anti-N. caninum, produzido em cabras (Veterinary
Medical Research Development, Pullman, USA) (CORBELLINI
et al., 2002; HELMAN et al, 1998), associado a técnica da ‘“Biotina-
Estreptavidina-Peroxidase”, que ¢é frequentemente descrita como tendo
resultados positivos (CORBELLINI et al., 2002; PESCADOR et al., 2007a). No
entanto, Park et al. (2007) relatam um caso de toxoplasmose cutanea em um gato
com dupla marca¢do imuno-histoquimica para T. gondii e N. caninum,
comentando que reacdes inespecificas podem ocorrer quando se utilizam
anticorpos policlonais.

Por meio dessa técnica, sdo descritos niumeros variaveis de taquizoitos

marcados com o anticorpo anti-N. caninum, mais frequentemente no encéfalo e
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em menor numero de casos no miocardio (CORBELLINI et al.,, 2002;
HELMAN et al., 1998). Grande ou pequena quantidade de cistos encefalicos,
associados ou ndo as lesdes, pode ser positiva por essa técnica (CORBELLINI et

al., 2002; HELMAN et al., 1998).

2.4.5 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e sequenciamento genético

A PCR pode ser usada para detectar especificamente N. caninum e para
diferenciar a infec¢do por outros protozoarios (GREENE, 2006). No caso da
PCR para caes, os principais tecidos escolhidos para deteccdo do parasito sao o
cérebro, corddo medular, musculatura esquelética, coragdo, pulmdes, figado,
baco, rins e glandulas salivares (DIJKSTRA et al., 2001; GONDIM et al., 2001).

A viabilizacdo das técnicas de diagnostico molecular, baseadas na
deteccdo de porgdes do genoma de N. caninum, ofereceu, entre outros
beneficios, a possibilidade de superar alguns problemas de diagnostico,
principalmente em relagdo a sensibilidade insuficiente (MEDINA et al., 2006;
PAYNE; ELLIS, 1996). Desde meados da década de 1990, varias foram as
estratégias desenvolvidas nesse sentido, destacando-se as técnicas de
sequenciamento de material genomico clonado (MARSH; GAUTHIER;
VASTA, 1995), PCR simples e “Nested” (ELLIS, 1998; PAULA et al., 2004),
testes de hibridizagdo de DNA (MULLER et al., 1996), “multiplex” PCR
(MESECK et al., 2005) ¢ “real-time” PCR (COLLANTES-FERNANDEZ et al.,
2006; GHALMI et al., 2008).

Como a maior parte do genoma de N. caninum ainda ndo foi sequenciada,
praticamente todos os trabalhos que desenvolveram PCRs para diagnostico e filogenia
partiram de sequéncias altamente conservadas nos eucariotos, marcadamente a regido
génica codificadora de RNA ribossomal ITS1 (PAYNE; ELLIS, 1996) e a regido
denominada de Nc-5 (YAMAGE; FLECHTNER; GOTTSTEIN, 1996).
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2.5 Profilaxia e controle

As recomendacdes para a profilaxia e controle da infecgdo por N.
caninum tém sido direcionadas no sentido de evitar colocar em reproducdo
cadelas soropositivas que ja tenham apresentado sintomatologia compativel ou
mesmo que tenham produzido filhotes infectados e doentes (MELO; LEITE;
LEITE, 2005).

Em relacdo a transmissao horizontal, deve-se evitar que esses carnivoros
se alimentem de carne ou visceras cruas, principalmente os animais de areas
rurais (DIJKSTRA et al., 2001).

Os fetos abortados e restos placentarios devem ser descartados em locais
adequados, para prevenir 0 seu consumo por caes, ja que ndo existem vacinas

comerciais efetivas disponiveis no mercado (MELO; LEITE; LEITE, 2005).
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3 CONSIDERACOES FINAIS

A infec¢do por Neospora caninum ocorre em caes da regiao Sul de
Minas Gerais, sendo que a soroprevaléncia de anticorpos anti-N. caninum ¢é
maior em cdes da zona rural, principalmente de propriedades leiteiras e com
histérico de aborto bovino, que ndo se alimentam de ragdo comercial, que
apresentam histérico de distarbios reprodutivos e que sdo utilizados para caga.
No entanto, ele ndo € um importante agente causador de lesdes ou doenca clinica
nos caes.

O uso especifico dos primers Lavl/Tim11 em PCR do tipo convencional
¢ util na deteccdo de infec¢ao protozoaria. No entanto, para diferenciagdo entre
N. caninum ¢ Toxoplasma gondii é necessaria a realizagdo de nested ou semi-

nested PCR ou sequenciamento genético.
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ARTIGO 1

(Este artigo sera submetido a revista Veterinary Parasitology)

FATORES ASSOCIADOS A SOROPREVALENCIA DE Neospora
caninum EM CAES DE ZONAS URBANA E RURAL PRODUTORAS DE
LEITE E CAFE DE MINAS GERAIS, BRASIL

FACTORS ASSOCIATED WITH SEROPREVALENCE OF Neospora
caninum IN DOGS FROM URBAN AND RURAL AREAS OF MILK AND

COFFEE PRODUCTION IN MINAS GERAIS STATE, BRAZIL

Resumo

Este estudo foi realizado para determinar a soroprevaléncia de anticorpos anti-
Neospora caninum e investigar os fatores de risco relacionados a sorologia em
cdes de zonas urbana e rurais com diferentes padrdes de atividades econdmicas
(producao de leite e de café) em Minas Gerais, Brasil. Para isto, 703 amostras de
sangue de cdes foram coletadas e um questionario contendo variaveis
epidemiologicas foi respondido por cada proprietario do animal no momento da
coleta. O soro obtido foi analisado para anticorpos anti-N. caninum por teste de
imunofluorescéncia indireta (RIFI>1:50). Dos 703 cdes, 80 (11,4%) foram
positivos para N. caninum. Cédes que ndo recebiam ragdo industrial, de areas

rurais, de propriedades leiteiras principalmente com historico de aborto bovino,
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que eram utilizados para caga, que apresentavam historico de disturbios
reprodutivos apresentaram maiores chances de soropositividade (p<0,05).

Palavras-Chave: neosporose; canino; soroepidemiologia; fatores de risco.

1. Introducéo

Neospora caninum ¢ um protozoario Apicomplexa, familia
Sarcocystidae (Dubey et al., 1988) que apresenta o cdo (Canis familiaris)
(McAllister et al., 1998), o coiote (Canis latrans) (Gondim et al., 2004), o dingo
australiano (Canis lupus dingo) (King et al., 2010) e o lobo cinzento (Canis
lupus) (Dubey et al., 2011) como hospedeiros definitivos.

A neosporose ¢ mundialmente reconhecida como uma das principais
causas de aborto, natimortos e infertilidade em bovinos (Dubey, 2003). Nos
cdes, o parasito pode atingir diversos 6rgaos, principalmente o sistema nervoso
central, além de musculos, coragdo, figado, rins, pulmdes e pele, causando
sintomas como paralisia neuromuscular progressiva, principalmente dos
membros pélvicos, dificuldade de degluticdo, paralisia de mandibula, flacidez e
atrofia musculares e até insuficiéncia cardiaca (Dubey & Lindsay, 1996; Dubey,
2003).

Nos cées, esta doenga ¢ transmitida por meio da infecgdo vertical
(placentaria) e horizontal (ingestdo de cistos em tecidos de hospedeiros

intermediarios) (Dubey et al., 2007). Estudos realizados no Brasil, utilizando
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diferentes técnicas sorologicas, mostram a presenca de anticorpos anti-N.
caninum em cées provenientes de diferentes estados brasileiros, com grandes
diferengas na soroprevaléncia entre os diversos grupos populacionais, variando
de 3,1 a 67,7% (Gennari et al., 2002; Cafiéon-Franco et al., 2003; Azevedo et al.,
2005; Andreotti et al., 2006; Jesus et al., 2007; Romanelli et al., 2007; Cunha
Filho et al., 2008; Figueredo et al., 2008; Fridlund-Plugge et al., 2008; Moraes et
al., 2008; Benetti et al., 2009; Valadas et al., 2010). Em Minas Gerais, o estado
maior produtor leiteiro do pais, a soroprevaléncia varia de 3,1 a 14% em
distintos grupos populacionais e regides estudadas (Mineo et al., 2001;
Fernandes et al., 2004; Mineo et al., 2004; Guimaraes et al., 2009) e a presenga
do parasito tem sido demonstrada, Imuno-histoquimicamente ou por PCR, em
fetos bovinos (Santos et al., 2011) e, congenitamente em caprinos (Varaschin et
al., 2012), no entanto ha poucos estudos soroepidemiologicos envolvendo
grupos populacionais rurais neste estado.

Embora estudos realizados no Brasil apontem que cdes de zona rural
apresentam maior soroprevaléncia se comparados aos de area urbana (Fernandes
et al., 2004; Sicupira et al., 2011), at¢ o momento ndo ha pesquisas que
comparem a soroprevaléncia entre diferentes ambientes rurais com distintas
atividades economicas, o que € uma caracteristica econdmica do Brasil. Assim, o
objetivo deste estudo foi determinar a prevaléncia de anticorpos anti-N. caninum

em cdes da area urbana (sem ou com sintomatologia neuromuscular) e rural
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(propriedades de gado de leite ou de cultivo de café), além de avaliar os
possiveis fatores de risco associados a soropositividade desses animais nesses

distintos ambientes.

2. Material e Métodos
2.1 Local do estudo

Este estudo foi realizado em duas microrregioes do estado de Minas
Gerais, Brasil: Lavras e Varginha (Figura 1). O estado de Minas Gerais,
localizado na regido sudeste, é atualmente o maior produtor de leite do pais, com
uma producdo de 8,4 bilhdes de litros de leite durante o ano de 2010 (27,3% de
toda a produgdo nacional neste periodo), além de ser também o maior produtor
nacional de café, produzindo 2,9 milhdes de toneladas, metade de toda a
produgdo nacional (IBGE, 2011).

A Microrregido de Lavras possui um rebanho bovino efetivo de 131 mil
cabegas e produz aproximadamente 123 milhdes de litros de leite/ano, enquanto
a microrregido de Varginha se destaca na producdo cafeeira, apresentando uma
producdo aproximada de 157 mil toneladas de café/ano em 120 mil hectares de

area plantada (IBGE, 2011).
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2.2 Amostragem

A amostragem dos cédes foi calculada com base na populagdo humana
das duas regides de estudo, que é de aproximadamente 580 mil habitantes. Para
o calculo da relagdo cdo: homem, foi usada a propor¢ao de um cdo para cada dez
habitantes (Reichmann et al., 1999), estimando-se um total de 58 mil caes.

Para o célculo do tamanho amostral (Thrusfield, 2007), foi utilizado o
programa Epilnfo (versdo 6.0), com um intervalo de confianga de 95%, erro
maximo de 5% e prevaléncia esperada de 20%, segundo estudos anteriores
(Souza et al., 2002; Candn-Franco et al., 2003; Oliveira et al., 2004), resultando
em uma amostragem de 245 caes. Um total de 703 amostras de soro foi coletado,
perfazendo 500 cdes da Microrregido de Lavras e 203 cies da Microrregiao de

Varginha.

2.3 Coleta de sangue e questionario

O sangue de cada animal foi coletado por puncao das veias cefalica ou
jugular, utilizando-se agulhas de calibre 20G e tubos tipo Vacutainer sem
anticoagulante, totalizando 3mL. O sangue foi centrifugado a 2000 x g, durante
10 minutos, e o soro obtido foi armazenado a -20°C até o momento da realizacdo
dos testes soroldogicos.

Durante a coleta, foi enderecado a cada proprietdrio um questionario

contendo variaveis, inerentes ao animal ou a propriedade, que pudessem estar
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relacionadas a infecgdo por N. caninum. As informagdes coletadas incluiam
género; idade; raca; local de criagdo; tipo de alimentacdo (comida caseira, racao
industrial ou carne crua/restos de placenta/fetos abortados); forma de criacdo
(criado sempre preso, sempre solto ou temporariamente solto); utilidade do céo
(companhia, guarda, caga ou pastoreio); se o cdo ja havia apresentado ou
apresentava doenga neuromuscular no momento da coleta; se o animal estava
sob tratamento imunossupressor (corticoterapico ou quimioterapico) ou com
doenga imunossupressora concomitante; se o cdo j4 havia apresentado ou
apresentava algum distarbio reprodutivo (abortos, natimortos, crias fracas ou
infertilidade); a finalidade da propriedade rural (criacdo de gado de leite, gado
de corte, plantio, criagdo de outra espécie animal); se havia historico de aborto
em bovinos na propriedade; e qual era o destino de fetos abortados e placenta da
propriedade. Para algumas variaveis, ndo foram possiveis obter informagdes ou
historico dos cées (caes errantes atendidos nos hospitais veterinarios ou adotados
por um abrigo protetor de animais) ou estas ndo foram respondidas pelos
proprietarios. Nestes casos, os animais foram excluidos e a analise da variavel

foi realizada apenas com os dados de caes cuja resposta pode ser obtida.

2.4 Reacéo de Imunofluorescéncia Indireta
O teste de imunofluorescéncia indireta foi utilizado para detectar

anticorpos IgG anti-Neospora caninum e anti-Toxoplasma gondii, conforme
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descrito por Dubey et al. (1988) e Fernandes et al. (2004). No caso de N.
caninum, foram utilizadas ldminas contendo taquizoitos do isolado NC-1
(Dubey et al., 1988) e, para T. gondii, taquizoitos do isolado RH (Camargo,
1964). As amostras de soro foram diluidas em solu¢do PBS (Phosphate Buffered
Saline) pH 7,2, 0,01M, e 20 microlitros (uL) de cada soro-teste foram colocados
em cada pocinho da lamina e incubados em camara umida a 37°C durante 30
minutos. Apds isso, as laminas foram lavadas duas vezes com solu¢do PBS,
durante cinco minutos cada lavagem, e com agua destilada (duas lavagens
intervaladas de cinco minutos cada). As laminas foram secadas a temperatura
ambiente e, posteriormente, incubadas com anticorpo anti-IgG canino-conjugado
com fluoresceina (Sigma-Aldrich FITC F-7884) diluido a 1:32 em PBS, por 30
minutos a 37°C em camara umida. As laminas foram novamente lavadas, como
descrito anteriormente, e montadas com glicerina tamponada com tampao
fosfato (pH 8,0; 0,5M). Controles positivo ¢ negativo, previamente testados,
foram colocados juntamente em cada uma das ldminas. Os soros foram testados
em dilui¢des série 2 (twofold), iniciando a 1:50 (N. caninum) e, para T. gondii,
apenas titulagcdo inicial (1:64) foi realizada. Foram consideradas positivas as
amostras em que havia completa fluorescéncia periférica dos taquizoitos,
semelhante ao descrito por Paré et al. (1995), sendo que fluorescéncia parcial ou

apical foram consideradas negativas para aquela dilui¢do analisada.
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2.5 Analise estatistica

Para a analise estatistica, o banco de dados foi montado no programa
Epidata 3.1 e a analise estatistica por meio do software SPSS 17.0. Foi feita a
analise descritiva de todas as variaveis. Cada um dos potenciais fatores de risco
incluidos no questionario foi comparado individualmente, usando tabelas de
contingéncia 2x2, com uma variavel categorica representando a soropositividade
dos animais (positivo ou negativo). A significancia de cada uma dessas
associacdes foi determinada por testes de qui-quadrado ou teste exato de Fisher.
Para as associagdes significativas (p< 0,05), foi calculada a Odds Ratio (OR)
com o intervalo de confianca, em nivel de 95%. Para testar a associagdo entre a
soroprevaléncia de N. caninum e a idade, também foi realizada analise nao-

paramétrica com teste de Kruskal-Wallis, para comparagdo de medianas.

3. Resultados
Anticorpos anti-N. caninum foram detectados em 80/703 cées (11,4%),
sendo que os animais positivos apresentaram titulos que variaram de 50 a 6400
(Tabela 1).
Dos 703 caes testados, 11,5% (81) dos cdes eram errantes, 25,9% (182)
pertenciam a zona urbana (112 da microrregido de Lavras e 70 de Varginha),
59,9% (421) a zona rural (291 da regido produtora de leite e 130 de café) e 2,7%

(19) de zona urbana com acesso a rural (Tabela 2). Cdes de zona rural
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apresentaram maior risco de soropositividade em relagdo aos de zona urbana
(p=0.05; OR:1.779; 1C95%:0.980-3.230).

A tabela 3 ilustra o resultado relativo a idade dos cdes e a ocorréncia de
anticorpos anti-N. caninum. Os animais foram distribuidos em quatro grupos
etarios: O—lano; 1—4anos; 4—8anos; >8 anos. A mediana de idade dos caes
soronegativos foi de trés anos (Q1/4=1; MED=3; Q3/4=5) e de cinco anos
(Q1/4=3; MED=5; Q3/4=7) para os soropositivos (p=0,000; Kruskal-Wallis:
3,98).

Quando comparado o tipo de criagdo dos cdes e a ocorréncia de
anticorpos anti-N. caninum, cdes sem acesso a rua (14/159), com acesso
constante a rua (43/308) ou com acesso temporario a rua (16/152) apresentaram
riscos semelhantes de se infectarem por N. caninum (p>0,05), embora caes
criados sempre soltos tenham apresentado soroprevaléncia superior.

Os resultados das prevaléncias de anticorpos anti-N. caninum
encontradas e das outras variaveis analisadas relacionadas ao animal estio
representados na tabela 4. Dentre os animais soropositivos, machos foram mais
prevalentes (60,0%) que fémeas (40,0%) (p>0,05) e cdes de raca pura ou sem
raca definida apresentaram risco semelhante de infeccdo por N. caninum
(p>0,05). Historico de disfun¢des reprodutivas foi considerado fator de risco
(p=0,015; OR:2,607; 1C95%:1,177-5,775), enquanto ndo houve diferenca

estatistica entre cdes que apresentam historico de doenga neuromuscular ou
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imunossupressdo (p>0,05). Nao houve associacdo entre a prevaléncia de
anticorpos anti-Toxoplasma gondii e soroprevaléncia de Neospora caninum.
Caes que ndo se alimentavam de ragdo (p=0,000; OR:2,534; 1C95%:1,543-
4,161) apresentaram maior risco a neosporose que aqueles que consumiam
apenas ragao industrial canina.

A tabela 5 demonstra os resultados relacionados as caracteristicas da
residéncia/propriedade e a ocorréncia de anticorpos anti-N. caninum. Caes
usados para guarda (p=0,000; OR:2,905; 1C95%:1,768-4,773) ou para caga
(p=0,000; OR:4,902; 1C95%:2,230-10,779) foram mais susceptiveis se
comparados aqueles que ndo eram utilizados para estas finalidades, e animais
cujos proprietarios responderam ndo ser utilizados como companhia apresentam
maior risco de infec¢do (p=0,012; OR:2,010; 1C95%:1,155-3,500). Caes que
possuiam contato, ou que havia a possibilidade de contato e/ou ingestdo de fetos
abortados ou placentas, apresentaram 3,2 vezes mais chance de se infectarem
por N. caninum (p=0,000; OR:3,218; 1C95%:1,865-5,551). Cées de propriedades
rurais de gado de leite (p=0,016; OR:3,460; 1C95%:1,189-10,069) ou das que
apresentavam histérico de aborto bovino (p=0,002; OR:3,087; 1C95%:1,468-
6,491) mostraram maiores riscos de infec¢do por N. caninum, enquanto cies de
propriedade de corte ou de cultivo agricola (café¢) ndo mostraram associacdo

com a sorologia (p>0,05).
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4. Discussao

A prevaléncia de anticorpos anti-N. caninum encontrada neste estudo
foi de 11,4% (80/703), a qual ¢ inferior a reportada em outros paises, como a de
16,36% encontrada na Polonia (Ploneczka & Mazurkiewicz, 2008), 27,0% no Ira
(Yakhchali et al., 2010), 32,0% no M¢éxico (Cruz-Vazquez et al., 2008), 37,8%
na Argentina (Basso et al., 2001), 43,6% na Espanha (Regidor-Cerrillo et al.,
2010) e 48,4% na Costa Rica (Palavicini et al., 2007), porém superior aos 2,9%
reportados na Hungria (Hornok et al., 2006) e 3,6% na Austria (Wanha et al.,
2005). No Brasil, a soroprevaléncia varia amplamente de 3,1 a 67,7% (Dubey
and Schares, 2011). Figueredo et al. (2008) explicam que a prevaléncia pode
variar entre regides e¢ dentro duma mesma regido, ja que as diferentes
populacdes podem estar expostas a diversos fatores de risco.

Os titulos de anticorpos anti-N. caninum variaram de 1:50 a 1:6400,
com grande quantidade de cdes (68,75%) apresentando baixos titulos (1:50 a
1:200), semelhante aos resultados de Fernandes et al. (2004). Titulos acima de
800 sao sugestivos de neosporose clinica (Barber & Trees, 1996), no entanto, no
presente estudo, ndo houve associacdo entre a soroprevaléncia e o histdrico,
atual ou anterior, de doenca neuromuscular. Semelhantemente aos achados de
Malmasi et al. (2007), a alta frequéncia de cdes com titulos abaixo de 800 sugere
que grande parte da infeccdo nos cdes ocorre de forma subclinica. Embora

Mineo et al. (2001) e Plugge et al. (2011) recomendem a inclusdo dos exames
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sorologicos para neosporose no diagnostico de doenga neuromuscular em cées,
aparentemente esta doenca parece ndo ter importancia clinica na regido
estudada.

Dentre os animais positivos, 58/73 (79,5%) eram oriundos de zona
rural. Diversos estudos também demonstram que a soroprevaléncia ¢ maior em
cdes de zona rural em relagdo aos de area urbana (Fernandes et al., 2004;
Ferroglio et al., 2007; Haddadzadeh et al., 2007; Sicupira et al., 2011). Este fato
pode ser explicado pela maior exposi¢ao destes animais ao protozoario, devido
ao habito de cagar pequenos mamiferos e passaros, os quais sdo hospedeiros
intermedidrios potenciais do parasito, além da maior chance de ingestao de
oocistos ambientais ou de cistos presentes em tecidos bovinos.

Os caes soropositivos tenderam a ser mais velhos, se comparados aos
soronegativos, com maior soroprevaléncia para aqueles acima de quatro anos de
idade. Alta correlacdo entre a taxa de infeccdo e a idade também foi relatada por
Haddadzadeh et al. (2007). O papel da idade na soropositividade sugere que a
maioria dos cdes adquire a infeccdo no periodo pods-natal (Basso et al., 2001;
Andreotti et al., 2006), ou seja, a transmissdo horizontal ¢ mais importante que a
vertical entre a populag@o canina (Yakhchali et al., 2010).

Embora cdes criados sempre soltos tenham apresentado maior
soroprevaléncia, esta ndo foi significativamente diferente dos mantidos sempre

presos ou temporariamente soltos. Estes resultados sdo semelhantes ao reportado
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por Cunha Filho et al. (2008), porém opostos aos de Azevedo et al. (2005),
Paradies et al. (2007) e Collantes-Fernandez et al. (2008) que encontraram
associacao significativa entre cdes criados soltos e a soroprevaléncia para N.
caninum, quando comparados com animais criados dentro de casa ou presos. Ha
uma maior probabilidade de contato com oocistos ambientais ou com cistos ¢
taquizoitos em tecidos de hospedeiros intermediarios para os cdes que tem
acesso a rua.

Nao houve associagdes significativas quanto ao sexo e raga dos caes,
semelhante ao encontrado por outros autores (Cafndn-Franco et al., 2003;
Sanchez et al., 2003; Wanha et al., 2005; Hornok et al., 2006; Romanelli et al.,
2007; Yakhchali et al., 2010), entretanto, Gozdzik et al. (2011) encontraram
maior prevaléncia entre caninos fémeas. Fernandes et al. (2004) observaram
maior soroprevaléncia em cdes sem raga definida e Cringoli et al. (2002)
associaram a ra¢a Boxer como fator de risco a infecg¢do por N. caninum. Como a
maior parte da populacdo canina brasileira € composta por cdes sem raga
definida, a maior soroprevaléncia observada nesta populagdo de cdes pode ter
ocorrido pelo maior tamanho amostral, conforme explicado por Fernandes et al.
(2004).

Nenhuma associa¢do entre a sorologia para T. gondii e a

soroprevaléncia de N. caninum foi estabelecida, semelhante ao reportado por
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Lopes et al. (2011), sugerindo que ambas as doengas ndo apresentam nenhuma
correlacdo e que uma doencga ndo predispde a outra.

No presente estudo, o historico de doengas reprodutivas foi
considerado fator de risco a infec¢do por N. caninum, ja que estes cdes
apresentaram 2,6 vezes mais chance de serem soropositivos. Alguns autores
apontam que N. caninum pode causar disfungdes reprodutivas em caes,
incluindo morte fetal, mumificagdo, reabsor¢do, aborto, natimorto e nascimento
de crias fracas (Dubey & Lindsay, 1996; Moura et al., 2011), no entanto,
segundo o conhecimento dos autores, até o momento, ndo ha nenhum estudo que
compare a soroprevaléncia com a ocorréncia de altera¢des reprodutivas em caes.

De acordo com o tipo de alimentagdo recebida, caes que ndo recebiam
ragdo apresentaram risco 2,5 vezes maior do que aqueles que recebiam ragdo
comercial como alimento. Paradies et al. (2007) e Sicupira et al. (2011) nao
encontraram diferenga quanto ao tipo de alimentagdo recebida pelo cdo. No
entanto, Patitucci et al. (2001) observaram maior soropositividade em caes
alimentados com dietas caseiras, incluindo carnes cruas. A ingestdo de carne
crua ou mal passada pode aumentar as chances de ingestdo de taquizoitos ou de
cistos teciduais presentes nos tecidos dos hospedeiros intermediarios (Kramer et
al., 2004), o que seria pouco provavel de ocorrer naqueles animais que so

consomem racdo comercial.
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Analisando a utilidade do c@o, os animais que sdo utilizados para caga
e guarda apresentaram maior soroprevaléncia (p<0,05). A maior parte dos cdes
de guarda era composta por caes de grande porte que eram utilizados para vigiar
uma propriedade, porém criados soltos, o que poderia explicar alta
soroprevaléncia neste grupo populacional. Nos animais de caca, seria esperada
maior prevaléncia de anticorpos, devido ao habito de cacar pequenos mamiferos
silvestres ou possuirem contato com carcagas que sdo frequentemente,
evisceradas a campo (Collantes-Fernandez et al., 2008). Embora fosse esperada
soroprevaléncia alta entre os cdes usados para pastoreio, devido a intima
associacao com bovinos (Cunha Filho et al., 2008), isto ndo foi observado no
presente estudo, talvez pela pequena amostragem de caes utilizados para esta
finalidade.

Os cdes que apresentavam contato ou que tinham a possibilidade de
contato ou ingestdo de fetos abortados ou placenta foram considerados fator de
risco a infeccdo (p<0,05). A ingestdo de tecidos bovinos contaminados,
principalmente placenta e fetos abortados, ¢ um fator bastante conhecido
relacionado a infeccdo em cdes e ao ciclo da doenga (Dijkstra et al., 2001;
Dijkstra et al., 2002).

Céaes de propriedades de gado de leite, principalmente aquelas com
historico de aborto bovino, apresentaram soroprevaléncia maior quando

comparados aos de propriedades de gado de corte ou propriedades agricolas de
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cultivo de café. Cunha Filho et al. (2008) observaram maior prevaléncia em caes
oriundos de propriedade de criagdo de gado de corte do que de leite no estado de
Rio Grande do Sul, Brasil, talvez pelo modo de criagdo e manejo bovinos serem
bastante diferente dos da regido em questéo.

O cdo pode-se infectar verticalmente ou horizontalmente pelo N.
caninum. A  transmissdo transplacentaria tem sido demonstrada
experimentalmente em cdes (Dubey et al., 2007). Segundo Barber & Trees
(1998), a transmissdo vertical do N. caninum ¢é altamente variavel e é provavel
que a mesma nao persista na auséncia da infeccdo horizontal. Embora a
soroprevaléncia do presente estudo tenha sido maior entre caes da zona rural do
que aqueles da zona urbana, os achados sugerem que ndo basta o animal
pertencer a zona rural, uma vez que a prevaléncia na regido caracteristicamente
ndo produtora de leite, como na regido cafeeira, foi baixa, confirmando que ha
uma associacdo epidemioldgica e parasitologica entre bovinos e caninos
(Collantes-Fernandez et al., 2008) e que os bovinos sdo necessarios para a
transmissdo horizontal da doenca e manutencdo da mesma entre a populagdo
canina.

Neospora caninum esté presente em caes da regido sul de Minas Gerais e
a soroprevaléncia é maior em cd@es de zona rural, principalmente nas
propriedades leiteiras e que apresentam historico de aborto bovino, que nao se

alimentam de racdo comercial, utilizados para caca ou guarda, que possuem
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contato ou ingerem restos placentarios e fetos abortados e que apresentam

historico de distarbios reprodutivos.
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Tabela 1 — Distribuicdo dos titulos de anticorpos anti-Neospora caninum
detectados pelo teste de imunofluorescéncia indireta (RIFI > 1:50) em cées de

Minas Gerais, Brasil.

Titulo de anticorpos n (amostras positivas) %
50 23 28,75
100 14 17,5
200 18 22,5
400 12 15,0
800 3 3,75
1600 6 7,5
3200 2 2,5
6400 2 2,5
Total 80* 100,0

*Prevaléncia: 11,4% (80/703)

Tabela 2 — Prevaléncia de anticorpos anti-Neospora caninum detectados pelo
teste de imunofluorescéncia indireta (IFAT > 1:50) em caes das zonas urbana,

rural e urbana com acesso a rural de Minas Gerais, Brasil.

. . Positivo Negativo
Area Total analisado % o %
Urbana 182 15 8,24a 167 91,76
Rural 421 58  13,78b 363 86,22
Urbana com acesso a Rural 19 - - ab 19 100,0
Total 622 73 11,74 549 88,26

Diferentes letras na coluna: p<0,05; n: nimero de animais.
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Tabela 3 — Prevaléncia de anticorpos anti-Neospora caninum detectados pelo

teste de imunofluorescéncia indireta (RIFI > 1:50) em cées de diferentes grupos

etarios de Minas Gerais, Brasil.

. Positivo Negativo
Idade (anos)  Total analisado % N %
01 158 - -a 158 100,0
1—4 318 33 10,38b 285 89,62
4-8 165 31 18,79¢ 134 81,21
>8 60 16 26,67c 44 73,33
Total 701 80 100,0 623 100,0

Diferentes letras na coluna: p<0,05; n: nimero de animais.



Tabela 4 — Fatores associados a soroprevaléncia de Neospora caninum em caes

de Minas Gerais, Brasil.

76

Sorologia para Neospora caninum

., 0,
Variavel Positivo (n=80)  Negativo (n=623) OR 1C95% P
n % n %
Sexo 0,570
Macho 48 11,97 353 88,03
Fémea 32 10,6 270 89,4
Raca 0,884
Raga pura 24 11,65 182 88,35
SRD 56 11,27 441 88,73
Histdrico Atual ou Anterior de Doenga Neuromuscular (N=700) 0,365
Sim 12 9,16 119 90,84
Nio 68 11,95 501 88,05
Historico Atual ou Anterior de Doenca Reprodutiva (N=611) 2,607 1,177-5,775 0,015
Sim 9 24,32 28 75,68
Nao 63 10,98 511 89,02
Sorologia para Toxoplasma gondii 0,959
Negativo 51 11,33 399 88,67
Positivo 29 11,46 224 88,54
Tipo de Alimentagéo (N=610)
Racao 2,534 1,543-4,161 0,000
Sim 37 8,71 388 91,29
Nao 36 19,46 149 80,54
Comida Caseira 0,132
Sim 61 13,06 406 86,94
Nao 12 8,39 131 91,61
Restos Carcaca/Feto/Placenta 0,201
Sim 14 16,09 73 83,91
Nao 59 11,28 464 88,72

IC: intervalo de confianga; OR: Odds Ratio; SRD: cdes sem raga definida.
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Tabela 5 — Fatores relacionados as residéncias e propriedades associados a

soroprevaléncia de Neospora caninum em cdes de Minas Gerais, Brasil.

Sorologia para Neospora caninum

., 0,
Variavel Positivo (n=80)  Negativo (n=623) OR 1C95% P
n % n %
Utilidade do Cao (N=617)
Companhia 2,010 1,155-3,500 0,012
Sim 52 10,30 453 89,70
Nio 21 18,75 91 81,25
Guarda 2,905 1,768-4,773 0,000
Sim 38 20,43 148 79,57
Nio 35 8,12 396 91,88
Pastoreio 0,587
Sim 3 15,79 16 84,21
Nio 70 11,71 528 88,29
Caga 4,902  2230-10,779 0,000
Sim 11 36,67 19 63,33
Nao 62 10,56 525 89,44
Possibilidade de Contato/Ingestao de Fetos/Placenta (N=583) 3,218 1,865-5,551 0,000
Sim 46 18,04 209 81,96
Nio 21 6,40 307 93,6
Finalidade da Propriedade (N=276)
Gado de Leite 3,460 1,189-10,069 0,016
Sim 42 19,53 173 80,47
Nio 4 6,56 57 93,44
Gado de Corte 0,154
Sim 2 7,14 26 92,86
Nio 44 17,74 204 82,26
Plantio 0,301
Sim 18 20,0 72 80,0
Nio 28 15,05 158 84,95
Outras Espécies Animais 0,650
Sim 10 14,93 57 85,07
Nio 36 17,31 172 82,69
Historico de Aborto Bovino (N=202) 3,087 1,468-6,491 0,002
Sim 22 28,21 56 71,79
Nao 14 11,29 110 88,71

Destino de Placenta e Fetos Abortados (N=190)
Deixadas a Campo/Pasto 0,417
Sim 35 19,44 145 80,56
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Nio 3 30,0 7 70,0

Incinerado/Queimado 0,174
Sim 3 33,33 6 66,67
Nao 35 19,34 146 80,66

Jogados em Lixo 0,616
Sim - - 1 100,0
Nio 38 20,11 151 79,89

Jogados em Rio/Ribeirédo 0,616
Sim - - 1 100,0
Nio 38 20,11 151 79,89

Oferecidos aos Caes 0,154
Sim - - 8 100,0
Nio 37 20,44 144 79,56

IC: intervalo de confianca; OR: Odds Ratio.
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ARTIGO 2

(Este artigo sera submetido a revista Veterinary Parasitology)

ESTUDO DA OCORRENCIA DE NEOSPORA CANINUM EM CAES NECROPSIADOS
NA REGIAO SUL DE MINAS GERAIS, BRASIL, POR MEIO DE
HISTOPATOLOGIA, IMUNO-HISTOQUIMICA E TECNICAS MOLECULARES

OCCURRENCE STUDY OF NEOSPORA CANINUM IN NECROPSIED DOGS IN
SOUTHERN MINAS GERAIS, BRAZIL, BY HISTOPATHOLOGY,
IMMUNOHISTOCHEMISTRY AND MOLECULAR TECHNIQUES

Resumo

Neospora caninum tem se sobressaido como um agente importante causador de
abortos em bovinos, porém se desconhece seu papel como agente causador de
doengas em cdes do sul de Minas Gerais. Um total de 104 cdes com
sintomatologia neurolégica e muscular ou historico de doengas ou terapias
imunossupressoras recentes foi avaliado histopatologicamente & procura de
lesdes compativeis com infeccdo por protozoarios. Lesdes, como encefalite,
miosite e miocardite ndo-supurativa, foram encontradas em 47 cdes. Quatro
animais apresentaram estruturas parasitarias semelhantes a grupos de taquizoitos

ou cistos de protozoarios em cora¢do ou sistema nervoso central. Destes, dois

animais apresentaram marcagdo imuno-histoquimica positiva apenas para
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Toxoplasma gondii. Em outro co, ocorreu marcagdo imuno-histoquimica tanto
para N. caninum como para T. gondii e, no quarto animal, ndo foi possivel
realizar a analise imuno-histoquimica. Em todos os 104 caes foi realizada PCR
convencional (utilizando o par de primers Lavl/Tim11) em amostras de cérebro
e coragdo, cujo produto de 588pb da regido ITS1 foi sequenciado em quatro
amostras (coragdo e cérebro) de dois dos animais. Obteve-se similaridade de 98
e 99% com varias sequéncias de T. gondii depositadas no GenBank. Estes
achados sugerem que N. caninum ndo é um agente importante como causador de
lesdes patologicas ou doenga clinica em cdes da regido estudada. A PCR,
utilizando-se os primers Lav1/Tim11 mostrou-se uma técnica bastante util para
diagnosticar infecgdo por protozodrio, porém faz-se necessario o

sequenciamento genético para diferenciar as espécies T. gondii e N. caninum.

1. Introducéao
A neosporose, causada pelo Apicomplexa formador de cistos, Neospora
caninum, ¢ uma importante causa de distirbios neuromusculares e mortalidade
em cdes em todo o mundo (Dubey and Lindsay, 1996; Lindsay and Dubey,
2000; Dubey, 2003). Desde sua descoberta em caes da Noruega (Bjerkés et al.,
1984) e posterior descri¢do do agente causador como uma nova espécie (Dubey
et al., 1988), a doenga tem sido associada a alteragdes neuromusculares,

cardiacas, pulmonares e cutaneas em caes, estando, algumas vezes, relacionada a
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terapias ou outras doengas imunossupressoras (Peters et al., 2000; La Perle et al.,
2001; Tarantino et al., 2001; Cringoli et al., 2002; Dubey and Schares, 2011).

Nos cées, o parasito pode atingir varios 6rgdos e formar cistos teciduais,
levando a cronicidade da doenca, sendo que a reativagdo do parasito pode
ocorrer quando héa algum evento que leve a depressdo do sistema imunologico
do hospedeiro (Georgieva et al., 2006).

A sorologia ¢ um método de diagnostico amplamente utilizado para
detectar contacto prévio com o agente, e, dentre os métodos soroldgicos, a
reacdo de imunofluorescéncia indireta é considerada o “teste padrdo-ouro”. No
entanto, em casos de infecgdes muito precoces ou muito crénicas, com a
formagdo de cistos, a sorologia pode ser negativa, mesmo com a presenca do
parasito no hospedeiro (Dubey and Schares, 2006).

Um método amplamente utilizado para diagnostico ¢ a histopatologia,
onde lesdes microscopicas de encefalite ndo-supurativa, com ou sem necrose, €
proliferacdo de células da glia, assim como miosite e miocardite ndo-supurativas
podem ser indicativos de lesdes por protozoario (Dubey et al., 2006). A
marcagdo histoquimica pelo Acido Periodico de Schiff (PAS) também pode ser
utilizada. Embora esta core tanto taquizoitos de N. caninum quanto de T. gondii,
no caso de cistos, somente a parede do cisto de N. caninum ¢ corada, a qual

apresenta uma espessura igual ou superior a 1 pm (Dubey et al., 2002).
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Em muitas circunstancias, o diagnostico da neosporose canina tem sido
realizado post mortem (Dubey et al., 1998). No entanto, nem sempre estruturas
parasitarias sdo facilmente visualizadas mediante coloragdes de rotina pela
histopatologia. Nestes casos, os métodos de diagnostico direto, como a imuno-
histoquimica e a reagdo em cadeia da polimerase (PCR) podem ser uteis (Dubey
and Schares, 2006).

No Brasil, ha apenas um relato de infecg¢do natural por N. caninum e
isolamento do parasito em um cdo com historico de incoordenacao e paresia de
membros posteriores € que havia recebido terapia imunossupressora prévia
(Gondim et al., 2001). Em recentes estudos conduzidos pelo grupo de pesquisa
dos autores do presente artigo (dados ainda nao publicados), observou-se que a
soroprevaléncia de N. caninum em cdes de Minas Gerais é de 11,4%. Além
disso, € alto o nimero de animais necropsiados na regido com sintomatologia
neuroldégica ou com histdrico de eventos imunossupressores. Assim, o objetivo
do presente estudo ¢ verificar a ocorréncia de Neospora caninum em cées
necropsiados com lesdes histopatologicas compativeis com infecgdo protozoaria,

por meio de imuno-histoquimica, PCR e andlise do material amplificado.



83

2. Material e Métodos
2.1 Analise Histopatoldgica e Imuno-histoquimica

Para este estudo, foram utilizados 104 caes necropsiados entre janeiro de
2010 a dezembro de 2011. Estes cdes foram encaminhados ao Setor de Patologia
Veterinaria da Universidade Federal de Lavras, Minas Gerais, Brasil, com
historico recente de sintomatologia neuromuscular ou doenga ou terapia
imunossupressora.

A necropsia, foram coletadas amostras de tecidos como sistema nervoso
central — SNC — (medula espinhal, 6bex, pedunculo cerebelar, coliculo caudal,
coliculo rostral, talamo, cerebelo, cortex cerebral), coracdo, musculatura
esquelética (musculos semitendinoso, semimembranaceo, biceps femoral, biceps
e triceps braquiais, masseter ¢ temporal), figado, pulmao, rim, bago, linfonodos,
timo, ovario, testiculo, utero e pele.

As amostras foram fixadas em formalina 10% tamponada (pH 7.,2;
0,01M), processadas rotineiramente, incluidas em parafina, cortadas a Sum de
espessura, coradas pela técnica de hematoxilina-eosina (HE) e analisadas por
microscopia optica.

Todos os animais que, a analise histopatologica, apresentaram lesdes
compativeis com infec¢do por protozoarios, como infiltrado inflamatério nio-
supurativo, presenca de grupos de taquizoitos ou cistos, associados ou ndo a

areas de necrose (Peters et al., 2000; Basso et al., 2005), foram submetidos a
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analise imuno-histoquimica utilizando-se a técnica biotina-estreptavidina-
peroxidase (Dako LSAB + Peroxidase Kit), semelhante ao protocolo descrito
por Bandini et al. (2011). Nos cortes histologicos, em laminas silanizadas, apds
a desparafinizacdo e a reidratagdo, foi realizado o bloqueio da peroxidase
endogena com peroxido de hidrogénio a 3% por 30 minutos. A recuperagao
antigénica foi realizada por digestdo enzimatica, utilizando-se tripsina 0,1% (pH
7,8) por 10minutos a 37°C, seguida de imersdo das laminas em tampao citrato
(pH 6,0) e irradiagdo em forno micro-ondas doméstico por dois minutos, a
poténcia maxima. Para o bloqueio das reagdes inespecificas, as laminas foram
submergidas em leite desnatado (Molico®, Nestl¢) a 5% (diluido em PBS), por
uma hora. Os cortes foram incubados com anticorpo primario policlonal anti-N.
caninum a dilui¢do 1:2000 ou anti-T. gondii (VMRD, Pullman, USA), também a
dilui¢do 1:2000 (como diagndstico diferencial), de acordo com a técnica descrita
por Corbellini et al. (2002). A incubacdo com o anticorpo primario foi realizada
em camara umida, a 37°C, por uma hora. A coloracgdo final foi obtida usando o
cromégeno DAB (3,3-diaminobenzidina, Dako) ou Vector Red (Vector
NovaRed®), e contra-coloragdo com hematoxilina de Mayer. Como controle
negativo, o anticorpo primario foi substituido por PBS e como controles
positivos, foram utilizados cortes histologicos com lesdes e cistos de N. caninum
(Figura 1), provenientes de um caso natural em caprino (Varaschin et al., 2012) e

T. gondii (Figura 2), provenientes da rotina de diagnostico. Foram consideradas
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positivas as laminas que possuiam estruturas coradas consistentes com a
morfologia do parasito.

As laminas que apresentaram estruturas parasitirias foram também
submetidas a coloragdo histoquimica com o Acido Periédico de Schiff (PAS),

objetivando evidenciar a parede dos cistos parasitarios.

2.2 Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e Sequenciamento Genético

Durante a necropsia, amostras do lobo frontal cerebral e do apice do
coragdo foram coletadas e congeladas a -20°C para a deteccdo molecular do
parasito. O DNA foi extraido de 40mg de tecido, utilizando kit de extragdo
comercial (Wizard SV Genomic DNA Purification System; Promega, Madison,
USA), através da técnica de lise por proteinase K, segundo recomendagdes do
fabricante. O DNA extraido da amostra foi quantificado por espectrofotometria e
armazenado a -20°C até o momento de realiza¢do da PCR.

Para a deteccdo de N. caninum, a regido ITS1 do rDNA foi utilizada
como alvo para amplificagdo. Para isto, foram utilizados os primers Lav 1
(Forward) 5°-CGG AAG GAT CAT TCA CAC G-3’ e Tim 11 (reverse) 5°’-CCC
ACT GAA ACA GAC GTA CC-3’, os quais amplificam um fragmento
esperado de 588pb, situado entre as posicdes 4 e 592 dentro da regido do DNA

ribossomal de N. caninum (Santos et al., 2011).
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Foram utilizados reagentes-padrdo para as reagdes (Go Taq® Flexi
DNA Polymerase; Set of dATP, dCTP, dGTP, dTTP; Promega, Madison,
USA). As reagdes foram ajustadas para um volume final de 20,0uL e as
condi¢des definidas para a PCR de cada reagdo foram: 4ulL de Tampao da Taq-
polimerase (5x Green GoTaq Flexi Buffer), 1,2uL MgCl, 25mM, 2,5mM
dNTPs, 0,5U Taq DNA Polimerase, 10uM de cada primer e 100ng de DNA
template. Como controle branco, foi utilizada agua ultra pura Milli-Q no lugar
da amostra de DNA e, como controle positivo, amostra extraida de placenta de
cabra naturalmente infectada e certificada (Varaschin et al., 2012). Todas as
reagOes foram realizadas em termociclador PT100 (MJ Research Incorporated,
USA), usando as seguintes condigdes: 95°C por cinco minutos; 35 ciclos de
95°C por 30 segundos (desnaturacdo e abertura das fitas de DNA), alinhamento
dos primers a 52°C por 30 segundos e extensdo a 72°C por 30 segundos; e
extensdo final por 7 minutos a 72°C.

Para avaliar a eficacia da reagdo, os produtos da PCR foram submetidos
a eletroforese em gel de agarose 1%, na presenca de tampao de corrida TBE
(Tris-Borato-EDTA, pH 8,0; Tris 0,09M, acido borico 0,09M, EDTA 2mM), por
uma hora a 100V. As bandas de DNA foram visualizadas, em transiluminador,
utilizando-se SYBR Green (SYBR® Green | Nucleic Acid Gel Stain; Invitrogen
Life Technologies, Carlsbad, USA) ou brometo de etideo 0,5ug/mL (Sigma-

Aldrich #E-1510) e comparadas com marcador molecular 100pb ou 1Kpb (DNA
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latter, Promega, Madison, USA). As imagens foram capturadas (L-Pix Chemi
Photo Digitizer; Loccus Biotecnologia, Brazil) para analise e edigao.

Os “amplicons” das amostras positivas e do controle positivo foram
quantificados por espectrofotometria e submetidos ao sequenciamento genético,
através da técnica de didedxi (Sanger et al.,, 1977), utilizando sequenciador
automatizado (Laboratorio Central de Biologia Molecular-UFLA), para
subsequente confirmacdo da especificidade, utilizando-se o programa BLAST

(NCBI) e analise de similaridade (GenBank®).

3. Resultados

Dos 104 cdes necropsiados, 47 apresentaram lesdes inflamatérias e/ou
necrotizantes em pelo menos um dos locais mais frequentemente acometidos por
protozodarios (sistema nervoso central, coragdo e, menos frequentemente,
musculo esquelético). Entre estes, cinco apresentaram lesdes envolvendo os trés
tecidos, 21 apresentaram comprometimento somente do sistema nervoso, cinco
somente no coragdo, dez com lesdes envolvendo sistema nervoso e coragdo, dois
no coracdo e musculo esquelético, trés no sistema nervoso e musculo esquelético
e apenas um animal com lesdo restrita ao musculo esquelético.

As lesGes observadas no sistema nervoso central foram meningite nao-
supurativa (8/47), mielite ndo-supurtativa (4/47), encefalite nao-supurativa

multifocal,  caracterizada  por  manguitos  perivasculares  (30/47)
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predominantemente linfoplasmocitarios, associados a aumento difuso ou focal
de células da glia (22/47) (Figura 3), necrose, muitas vezes ja na forma de
malacia (17/47), desmieliniza¢ao (20/47), corptisculos de inclusdo eosinofilicos
intranuclear em astrocitos/gemistocitos (7/47), vasculite (2/47) e cicatrizagdo
glial (2/47).

Estruturas parasitarias foram visualizadas em quatro cdes. O quadro 1
descreve os principais achados histopatologicos, imuno-histoquimicos e
moleculares dos cdes que apresentaram estruturas parasitarias ao exame
histopatologico.

No sistema nervoso, as estruturas encontravam-se na forma de
taquizoitos e cistos de parede fina nos hemisférios cerebrais, tronco cerebral e
medula espinhal de um canino com o diagnostico de cinomose (animal D) e
somente no cortex cerebral de um c2o com um quadro de uremia (animal C). As
estruturas parasitarias estavam em meio a inflamag8o ndo-supurativa (Figura 4)
e/ou gliose.

No coragdo, observou-se pericardite nao-supurativa (3/47), miocardite
ndo-supurativa de moderada (Figura 5) a discreta, focal ou multifocal (15/47),
necrose de miofibras (10/47), trombose (1/47), miocardite supurativa (3/47) e
vasculite (1/47). Em dois cdes (animais A e B) foram observados grupos de

taquizoitos (Figuras 6 e 7) dentro das fibras cardiacas.
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As lesdes predominantes dos musculos esqueléticos foram miosite nao-
supurativa (9/47) associada a necrose de fibras (5/47), miosite supurativa (1/47)
e fibrose (2/47).

Na coloragdo histoquimica com PAS, ocorreu marcagido dos taquizoitos
e bradizoitos, porém esta ndo ocorreu na parede do cisto.

O animal B apresentou marcagdo imuno-histoquimica positiva somente
utilizando anticorpo anti-T. gondii (Figura 8), quando comparada aquela obtida
com o anticorpo anti-N. caninum (Figura 9). O animal C mostrou rea¢do imuno-
histoquimica positiva somente anti-T. gondii (Figura 10). Diversos cistos
teciduais estavam presentes no cortex parietal, frontal, tadlamo, coliculos e
medula espinhal do animal D. Estes cistos apresentaram dupla marcagdo positiva
(N. caninum e T. gondii) (Figura 11 e 12), com marcagdo intensa em alguns
cistos, marcagdo fraca em outros e auséncia de marcagdo em outros cistos para
ambos os anticorpos utilizados. Nao foi possivel obter marca¢do imuno-
histoquimica anti-N. caninum ou anti-T. gondii para o animal A, ja que foi
visualizado apenas um local com um grupo de taquizoitos e 0 mesmo nao foi
visualizado em cortes processados para analise imuno-histoquimica ou em
outras regides do coragao.

Das 208 amostras analisadas molecularmente (coracdo e cérebro dos 104
cdes), apenas dois cdes apresentaram amplificacdo de DNA de protozoarios

(Figura 13), com primers utilizados para a deteccdo de Neospora caninum
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(amostras de cérebro e coragdo dos cdes B e D). As outras 102 amostras ndo
apresentaram bandas (588pb) perceptiveis a eletroforese de nenhum dos tecidos
testados. A analise do sequenciamento dos DNA amplicons obtidos pela PCR,
utilizando o Software BlastN, confirmou sequéncia especifica do protozoario T.
gondii, com uma taxa de similaridade de mais de 97%. A analise do
sequenciamento do controle positivo (placenta de cabra) apresentou 99% de

similaridade com Neospora caninum.

4. Discussao

Os achados histopatoldgicos de encefalite ndo-supurativa, associada com
necrose tecidual e gliose, além de miocardite mononuclear, encontrados em
alguns caes deste estudo, sdo semelhantes as lesdes causadas por protozoarios
como N. caninum, descritas por outros autores (Dubey et al., 1998; Basso et al.,
2005; Dubey et al., 2007) e aquelas causadas por T. gondii (Dubey et al., 2006).
Diferentemente, Peters et al. (2000) relataram a ocorréncia de encefalite
parcialmente supurativa e manguitos perivasculares com células mononucleares,
neutréfilos e eosindfilos em um cdo com neosporose clinica.

Para um diagndstico post mortem da neosporose, o SNC,
particularmente o cérebro, € o tecido de escolha para a analise, mesmo o parasito
podendo ser encontrado em outros orgdos, especialmente nos casos agudos

(Barber et al., 1996). No presente estudo, foi possivel detectar, por métodos
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histopatologicos, estagios de protozoarios no SNC e coragdo em quatro dos caes
analisados.

Relatos de miocardite em cdes sdo associados a varios agentes
etioldgicos, como bactérias, fungos, virus, rickettsias e protozoarios, como
Trypanosoma cruzi, Sarcosporidia spp., T. gondii (Barr et al., 1991), Sarcocystis
(Dubey et al., 2006) e N. caninum (Odin and Dubey, 1993; Dubey et al., 1998;
Peters et al., 2000; Meseck et al., 2005). Como as lesdes e¢ os aspectos
morfologicos podem ser semelhantes, principalmente entre T. gondii e N.
caninum (Meseck et al., 2005), provas especificas, como a imuno-histoquimica e
a PCR, devem ser utilizadas para diferenciagdo (Dubey et al., 2006).

Existem diversas diferengas morfologicas, genéticas, antigénicas e
biologicas entre T. gondii e N. caninum. Um método inicial de distingui-los é
pela espessura da parede do cisto tecidual, ja que o T. gondii possui uma parede
tdo fina (<0,5 um), que mal pode ser visualizada ou mensurada em microscopia
optica e reage negativamente a técnica de PAS (Dubey et al., 2002), semelhante
aos resultados do presente estudo. Na coloragdo histoquimica com PAS, ocorreu
marcacao dos taquizoitos e bradizoitos, porém esta ndo ocorreu na parede do
cisto, conforme descrito para T. gondii (Dubey et al., 2002).

Nishikawa et al. (2002) e Silva et al. (2007), estudando testes
sorologicos, apontam diversos antigenos comuns as duas espécies, os quais

poderiam interferir negativamente em testes soroldgicos ou outras provas
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diagnosticas. Reagdo cruzada pode ocorrer em testes Imuno-histoquimicos,
dependendo do tipo de recuperagdo antigénica utilizada e da especificidade do
anticorpo (Dubey and Lindsay, 1996), porém esta pode ser evitada utilizando-se
anticorpos monoclonais especificos (Dubey et al., 2002). Park et al. (2007)
apontam um caso de toxoplasmose cutanea em um gato com dupla marcagao
imuno-histoquimica para T. gondii e N. caninum, cujo diagndstico definitivo s
foi possivel com detecgdo do material genético do parasito. Um cdo do presente
estudo (animal D) apresentou dupla marcagdo a imuno-histoquimica, nao
permitindo concluir previamente se foi devido a coinfec¢do ou a uma possivel
marcacao cruzada. Neste caso, para verificar se esta dupla marcagado foi devido a
uma coinfec¢@o ou apenas a reagdo cruzada imuno-histoquimica, foi necessaria a
realizagdo de PCR e sequenciamento genético.

Dois animais (animais B e C) obtiveram bandas positivas de 588pb a
PCR em amostras de cérebro e coracdo. No entanto, o sequenciamento
confirmou-se tratar de Toxoplasma gondii (acima de 98% de homologia). Foi
utilizado o mesmo par de primers utilizado no estudo de Santos et al. (2011),
porém no presente estudo, houve amplificagdo de DNA de T. gondii, enquanto
no estudo dos autores diagnosticou-se infec¢do por N. caninum. Pelo fato de ter
sido realizada a PCR convencional e, analisando a sequéncia de nucleotideos de
N. caninum e T. gondii (Payne and Ellis, 1996), observa-se que no local de

anelamento dos primers Lavl (nucleotideos 4 a 22 da porgdo de N. caninum
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Strain Liverpool e de T. gondii Strain RH — Sequéncias GenBank 149389 e
L49390) e Timl1 (nucleotideos 575 a 592), a sequéncia de nucleotideos nestas
regides ¢ exatamente a mesma (Figura 14), ou seja, o primer amplifica a regido
ITS1 de ambos, N. caninum e T. gondii.

Santos et al. (2011) ndo obtiveram fetos positivos para T. gondii,
utilizando estes primers a PCR, provavelmente pelo fato de este agente ndo ser
importante na etiologia de abortos bovinos, como é N. caninum (Reitt et al.,
2007; Costa et al., 2011; Tramuta et al., 2011). Porém, os autores utilizaram o
sequenciamento para a caracterizagdo de N. caninum, ja que seus objetivos eram
avaliar as caracteristicas genéticas de rDNAs amplificados entre os fetos.

Diversos métodos de PCR t€m sido desenvolvidos, visando amplificar
fragmentos da regido ITS1 e Nc3, especificas para N. caninum, objetivando
aumentar a sensibilidade e especificidade (Ghalmi et al., 2008; Cabral et al.,
2009; Collantes-Fernandez et al., 2002). Hughes et al. (2006) apontam que o uso
da nested ou semi-nested PCR pode aumentar a sensibilidade e eficacia
diagnoéstica de N. caninum ou T. gondii, do que quando comparado ao uso da
PCR simples.

Cabral et al. (2009), avaliando a técnica de nested-PCR para as regides
ITS1 do DNA ribossomal ¢ Nc5 do DNA gendmico, para diagndstico de N.
caninum em fetos bovinos abortados, obtiveram melhor resultado ao utilizarem

primers da regido Nc5 (20,95% de taxa de positividade), quando comparado aos
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direcionados a regido ITS1 (6,66% de casos positivos). Apesar disto, evidéncias
sugerem cada vez mais que a regido ITS1 permanece um marcador espécie-
especifico de grande valia para os membros da familia Sarcocystidae (Schares et
al., 2002; Slapeta et al., 2002; Tenter et al., 2002; Santos et al., 2011), ja que
apresenta um alto grau de variagdo entre as espécies do grupo (Homan et al.,
1997; Dubey et al., 2002).

A regido ITS1 é uma sequéncia altamente conservada (Payne and Ellis,
1996), com 100% de similaridade entre varios isolados de Toxoplasma gondii
(Homan et al., 1997). No entanto, Gondim et al. (2004) verificaram pequenas
diferengas entre as variantes de N. caninum, principalmente quando se compara
o tipo NC-Bahia com os outros tipos. Os isolados no presente estudo
apresentaram alta similaridade (98 e 99%) na sequéncia, quando comparados as
cepas CN, SH, ZS e QH de Toxoplasma gondii, depositadas no GenBank
(NCBI).

Al-Qassab et al. (2009), usando também o par de primers Tim3/Tim11
(descrito por Payne and Ellis, 1996) obtiveram amplificagio de DNA de
Toxoplasma gondii em filhotes caninos, ou seja, o primer se anela a regides
similares entre N. caninum e T. gondii. Assim, quando se utilizam estes primers,
ou o par de primers utilizado no presente estudo, deve-se realizar
sequenciamento genético da regido amplificada, ou ainda uma nested ou semi-

nested PCR, utilizando primers internos mais especificos para cada espécie,



95

como os pares NSI/SR1 (N. caninum) e TS3/SR1 (T. gondii), descritos por
Payne and Ellis (1996).

Um dos animais do presente estudo (animal C) apresentou marcagdo
imuno-histoquimica positiva anti-T. gondii e negativa anti-N. caninum. Porém,
este mesmo animal foi negativo a analise molecular pela PCR convencional.
Santos et al. (2011) apontam que, embora a PCR seja uma técnica bastante
sensivel e especifica, a chance de encontrar DNA do parasita em pequenas
quantidades (pequenos volumes) de tecido (extracdo usando kits comerciais) €
menor, o que realmente poderia ter ocorrido, ja que foi possivel observar apenas
um Unico cisto tecidual em todos os cortes histoldégicos de SNC do animal,
sugerindo baixa carga parasitaria.

A utilizagdo da PCR, através da amplificag¢ao da regiao ITS1, se mostrou
importante em detectar a presenca de protozoarios em tecidos de caes
necropsiados com sintomatologia neuromuscular ou histérico de terapia/doenga
imunossupressora concomitante, ou naqueles com lesdes histopatoldgicas
sugestivas de infec¢do por N. caninum ou T. gondii. No entanto, os primers do
presente estudo devem ser utilizados como sinalizadores da presenga de material
genético destes parasitos, ja que tanto N. caninum quanto T. gondii podem ser
diagnosticados, exigindo que técnicas como a nested ou semi-nested PCR com
outros primers mais especificos, ou ainda o sequenciamento genético, devam ser

utilizados para confirmar a espécie envolvida.
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Neospora caninum parece ndo ser um agente etiologico importante
causando lesdes patologicas ou doenca clinica em cdes da regido estudada,
diferentemente de T. gondii. Toxoplasmose canina clinica raramente resulta de
infec¢cdes primarias, sendo que a maioria dos cdes que apresentam lesdes
causadas por T. gondii apresentam, simultaneamente, infec¢do pelo virus da
cinomose ou outra condicdo imunossupressora (Dubey et al, 2003),

corroborando com os resultados observados no presente experimento.
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Figura 1 — Cérebro de caprino controle-posiivo mostrando cisto de Neospora

caninum (seta). Técnica biotina-estreptavidina-peroxidase. DAB. Obj.40x.
- -

Gl Bat

R

Figura 2 — Cortex cerebral de canino controle-positivo mostrando taquizoitos de
Toxoplasma gondii marcados isolados ou em grupos (setas). Técnica biotina-
estreptavidina-peroxidase. DAB. Obj.40x.




106

Figa 3 — Encéfalo (coliclo rostral) de cdo (animal C) evidenciando area de
discreta gliose focal (seta). H.E. Obj.20x

Figura 4 — Cortex cerebral de cdo (animal D) evidenciando cistos basofilicos de
protozoarios dentro do citoplasma de um neurénio (seta) ou proximos de vasos
sanguineos (cabegas de seta) associados a células inflamatorias. H.E. Obj.40x.
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Figura 5 — Coragdo de cdo (animal B) mostrando infiltrado inflamatorio
mononuclear moderado entre as fibras cardiacas. H.E. Obj.20x.

Figura 6 — Coragdo de cfo (animal A) evidenciando a presenga de grupo de
taquizoitos dentro de uma fibra cardiaca (seta). H.E. Obj.40x.
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Figura 7 — Coraﬁo d cdo (animal ) evieniando a reseng de faquizoitos
delimitados dentro de fibra cardiaca (seta). H.E. Obj.40x.
,’:

Figura 8 — Coragdo de cao (animal B) mostrando marcagdo imuno-histoquimica
anti-Toxoplasma gondii positiva de taquizoitos (seta). Método biotina-
estreptavidina-peroxidase. DAB. Obj.40x.
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Figura 9 — Coracéo de cdo (animal B) mostrando marcagdo imuno-histoquimica
anti-Neospora caninum negativa, evidenciando somente marcagdo periférica
(seta). Método biotina-estreptavidina-peroxidase. DAB. Obj.40x.
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Figura 10 — Cérebro de cdo (animal C) evidenciando marcacdo imuno-
histoquimica anti-Toxoplasma gondii positiva de cisto tecidual (seta). Método
biotina-estreptavidina-peroxidase. DAB. Obj.40x.
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Figura 11 — Cérebro de cio (animal D) mostrando marcag@o imuno-histoquimica

anti-Neospora caninum positiva de cisto tecidual. Note cisto sem marcacdo

(seta). Método biotina-estreptavidina-peroxidase. DAB. Obj.40x.

histoquimica anti-Toxoplasma gondii positiva de cistos teciduais. Método
biotina-estreptavidina-peroxidase. DAB. Obj.40x.
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Figura 13 — Bandas de DNA visualizadas apos eletroforese de material
amplificado por PCR. Linhas: 1 e 8) marcador ladder 100bp; 2) controle positivo
(588pb); 3) controle negativo; 4) cérebro animal B; 5) coragdo animal B; 6)
cérebro animal D; 7) coracdo animal D. Gel agarose 1%. Brometo de etideo.
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Figura 14 — Sequéncia de alinhamento da regido espacadora transcrita (ITS1) de
Neospora caninum (Registro L49389 GenBank) ¢ Toxoplasma gondii (Registro
L49390 GenBank). A homologia de nucleotideos ¢ mostrada por *. As regides
de anelamento do primer Lavl (retangulo superior) e do primer Timll
(retangulo inferior) sdo exatamente iguais entre as duas espécies (Adaptado de
Payne and Ellis, 1996).
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Quadro 1 — Resultados histopatologicos, imuno-histoquimicos e moleculares dos
caes necropsiados entre janeiro/2010 a dezembro/2011 na Universidade Federal
de Lavras-MG, e que apresentaram estruturas parasitarias em cortes

histologicos.

Lesoes Resultado
Cao Lesoes HE estruturas N IHQ THQ .. PCR sequenciamento Caus_a
. .caninum | T.gondii . Mortis
parasitarias nucleotideos
Meningite ndo
supurativa discreta; Raros
raros focos de gliose Grupos de
A em cortex. P . - - - - IRC
. o Taquizoitos
Miocardite ndo (Coragiio)
supurativa multifocal
discreta.
Encefalite
mononuclear
discreta e focal
. (manguiFo . Raros
linfoplasmocitario). G d +
B Area focal de rupos ce - + (coragdo T. gondii IRC
. ~ 1 taquizoitos .
proliferacao difusa (Coragdo) e cérebro)
de células da glia.
Miocardite
linfoplasmocitica
multifocal moderada
Areas multifocais de
gliose (forma de
nddulos ou difusas) e )
encefalite difusa Cisto Unico
C mononuclear leve. (SNC) . - . ) IRC
Miocardite
linfoplasmocitica
discreta.
Encefalite ndo
supurativa multifocal
acentuada com
proliferagdo focal e
difusa de células da .
glia; areas de D1V§r59s +
D maldcia, Taqu}ztoltos + + (coragdo T. gondii cinomose
principalmente em ¢ ;Il\? CO 5 e cérebro)
cortex cerebral. ( )
Miocardite ndo
supurativa multifocal
discreta com area
focal de fibrose

HE: hematoxilina e eosina; IHQ: imuno-histoquimica; PCR: Reagdo em Cadeia da Polimerase (amplificagdo
do produto de 588pb); SNC: sistema nervoso central; +: positivo; -: negativo; IRC: Insuficiéncia renal cronica.




