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RESUMO GERAL

Neospora caninum ¢ um protozoario intracelular, considerado um dos
principais agentes causadores de abortos e natimortos em cabras e em outras
espécies animais. Este € o primeiro trabalho sobre a distribui¢do de N. caninum
durante sua fase de laténcia em tecidos de animais naturalmente infectados.
Neste estudo foram pesquisadas a distribuicdo das lesdes e a presenga de N.
caninum em varios tecidos, com énfase em musculatura esquelética e sistema
nervoso, de cabras naturalmente infectadas, clinicamente sadias e que
transmitiram verticalmente o parasito para sua prole. Para esse objetivo foram
coletados fragmentos de tecidos de oito cabras para a realizagdo de analises
histopatologicas, imuno-histoquimicas (IHQ) e de biologia molecular. As lesdes
microscopicas observadas foram miosite ndo supurativa discreta a moderada em
quatro cabras; no sistema nervoso central (SNC) foram visualizados manguitos
perivasculares em cinco dos animais e gliose discreta a moderada em trés. Em
uma cabra foram encontrados taquizoidos na regido de telencéfalo, tecido este
positivo para N. caninum na reagdo em cadeia da polimerase (PCR). Na IHQ nao
foram visualizadas estruturas parasitarias. Na PCR, 37% das amostras coletadas
foram positivas para N. caninum. Dentre os musculos esqueléticos, 72 de 168
(42,85%) amostras foram positivas e nio foi demonstrada predile¢do do parasito
por algum grupo muscular. No entanto, os musculos cleido-occipital, triceps
braquial e semimembrandceo tiveram maior propor¢do de amostras positivas
(62,5%). No sistema nervoso 28/63 (44,44%) amostras foram positivas, sendo a
regido cervical da medula espinhal a mais frequentemente afetada (62,5%).
Também houve resultados positivos na PCR para miocardio (25%), trato
digestorio (25,6), sistema reprodutor (28,6%), e figado, pulmao, rim, baco e
linfonodos (29,7%). Todas as amostras de pele foram negativas. O teste
estatistico de qui-quadrado demonstrou que N. caninum tem 1,6 vezes mais
chances de localizar-se na musculatura esquelética que nos demais tecidos. Os
achados desse estudo reforcam que o SNC e a musculatura esquelética,
principalmente os  musculos cleido-occipital, triceps  braquial e
semimembranaceo, sdo as principais localizagdes do protozodrio nos animais
adultos e constituem os tecidos de elei¢cdo para o diagnostico da neosporose.

Palavras-chave: Protozoarios. Musculos esqueléticos. Sistema nervoso central.
Biologia molecular. Caprinos adultos.



GENERAL ABSTRACT

Neospora caninum is an intracellular protozoan considered one of the main
agents responsible for abortion and stillborn fetuses in goats and other animal
species. Systematic studies about the distribution of N. caninum in tissues of
natural infected animals, during its latent period, are not found. This study
investigated the distribution of the lesions and the presence of N. caninum in
various tissues, with emphasis on skeletal muscles and central nervous system,
of healthy and naturally infected goats that transmitted the parasite to their
offspring. For this purpose 368 tissues samples from eight goats (46 tissues from
each animal), were collected and submitted to histopathological,
immunohistochemical (IHC) and molecular analysis. Microscopic lesions of
discrete to moderate non-suppurative myositis were found in four goats; in the
central nervous system perivascular cuffing were seen in five goats, and mild to
moderate gliosis in three. In one goat tachyzoites were seen in the cerebral
cortex, that was, also, positive in the polymerase chain reaction (PCR) test for V.
caninum. By the IHQ test, parasitic structures were not visualized in the tissues.
By PCR test, 37% of the collected samples were positive for N. caninum.
Among skeletal muscles, 42.8 % of the samples were positive and there was no
preference of the parasite for a muscle group. However, the muscles cleido-
occipital, triceps and semimembranosus had a higher proportion of positive
samples (62.5 %). In the central nervous system 44.4 % of samples were
positive, with the cervical segment of the spinal cord been the most affected
region (62.5 %). The groups, heart, digestive system, reproductive system and
other tissues, were respectively 25 %, 25,6 %, 28,6 % and 29,7 % positive for N.
caninum by PCR. All skin samples were negative in the PCR. The statistical chi-
square test showed that N. caninum has 1.6 more chance to be located in skeletal
muscle than in other tissues. The findings in this study reinforce that the central
nervous system and skeletal muscles, specially the muscles cleido-occipital,
triceps and semimembranosus, are the main locations of the protozoan in adult
animals and these tissues should be collected for the diagnosis of neosporosis.

Keywords: Neospora caninum. Polymerase chain reaction. Adult goats. Skeletal
muscles. Central nervous system.



LISTA DE FIGURAS

PRIMEIRA PARTE

Figura 1

Transmissio exdgena e enddgena de N. caninum.................

SEGUNDA PARTE

Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

Neospora caninum em cabras. Cabra H. Musculo estriado
esquelético. Infiltrado inflamatério mononuclear moderado
entre miofibras. HE. Barra: 50 tm ........cccocevieiiiiieiieiens
Neospora caninum em cabras. Cabra D. Substancia branca
do telencéfalo. Manguito perivascular mononuclear
acentuado. HE. Barra: 50 tm........ccoveevviincieiiiiiiieeceiieenn
Neospora caninum em cabras. Cabra E. Telencéfalo.
Gliose focal. HE. Barra: 50 pm............cooeviiviiininnnnnnn.
Neospora caninum em cabras. Cabra A. Telencéfalo.
Colecédo de taquizoitos de N. caninum. HE. Barra: 25 pm.
No detalhe, taquizoitos em maior aumento. HE...................
Neospora caninum em cabras. Detecgdo de Neospora
caninum por PCR. 1: marcador de peso molecular (100
pb). 2: controle negativo. 3: controle positivo. 4-15: DNA

das amostras de tecidos das cabras.............ccccoevvveieieiiennennn.

20

64

65

66

67



LISTA DE TABELAS

SEGUNDA PARTE

Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3

Musculos avaliados de oito cabras naturalmente infectadas
por N. caninum, ocorréncia de lesdo histoldgica (miosite) e
resultado na pesquisa de N. caninum por PCR......................
Areas do sistema nervoso avaliadas de oito cabras
naturalmente infectadas por N. camninum, ocorréncia de
lesdo histoldgica (manguitos perivasculares e gliose) e
resultado na pesquisa de N. caninum por PCR.......................
Porcentagem de tecidos positivos para Neospora caninum,

POT CADTA. ..ottt ettt ettt sr e erae b ss e e eses

60

62



2.1
2.2
2.3
2.3.1
2.3.2
2.3.3
234
2.4

N AW -

SUMARIO

PRIMEIRA PARTE. ...
INTRODUCAO GERAL. .......c.oiiiiiiiiiii i,
REFERENCIALTEORICO....................cccooiiiiiiiiiii,
Neospora caninum: ciclo de vida e formas de transmissio...........
Patogenia e sinais clinicos.........................o
Métodos diagnosticos ..............oooiiiiiiiiiiii e
Testes sorologicos...

Lesdes macroscoplcas e mlcroscoplcas

Imuno-histoquimica (THQ)...
Reacio em Cadeia da Pollmerase (PCR) para N caninum..........
Profilaxia e controle...............c..coooiiiiiiiiiii e
CONSIDERACC)ES FINAIS. ..o,
SEGUNDA PARTE ARTIGO

ARTIGO “DISTRIBUICAO DAS LESOES E DE N. caninum
EM CABRAS NATURALMENTE INFECTADAS”.................
INTRODUCAO. ...,
MATERIAL EMETODOS............cccooiiiiiiiiiiieiiieeee e,

15
17
17
20
22
22
23
25
26
27
29
30
38



PRIMEIRA PARTE

Referencial tedrico de Neospora caninum

14



15

1 INTRODUCAO GERAL

Neospora caninum é um protozodrio Apicomplexa que pertence a
familia Sarcocystidae (DUBEY et al, 1988), sendo estruturalmente muito
semelhante a Toxoplasma gondii (MINEO et al., 2001). Canideos domésticos e
selvagens s3o considerados hospedeiros definitivos (HD) de N. caninum
(DUBEY et al., 2011; GONDIM et al., 2004; KING et al., 2010; McALLISTER
et al.,, 1998) e varias espécies animais, entre elas o proprio canino e o0s
ruminantes sdo descritos como hospedeiros intermediarios (HI) (DUBEY et al.,
2011).

N. caninum ¢ considerado atualmente como a principal causa de aborto
em bovinos em varios paises (ANDERSON; ANDRIANARIVO; CONRAD,
2000; DUBEY; LINDSAY, 1996, DUBEY, 2003), porém estudos tém sido
conduzidos para determinar sua participagdo nos casos de aborto ¢ na
transmiss3o congénita em outras espécies animais, como O0S caprinos
(MESQUITA et al., 2013). Mesquita et al. (2013), demonstraram que a taxa de
transmiss@o congénita pode chegar a 77% em caprinos.

Embora existam intimeras pesquisas sobre N. caninum, ha lacunas que
necessitam de esclarecimento, principalmente no que se refere a patogenia da
infeccdo pelo protozoario (TOSCAN et al., 2012). Estudos realizados em
roedores tém demonstrado resultados interessantes em relacdo a patogenia, a
distribuicdo e a multiplicacdo de N. caninum. A determinagido das regides com
maior probabilidade de localiza¢do dos cistos nos tecidos dos HI tem grande
importancia para o diagndstico, bem como para a compreensio da patogénese e
para adogdo de medidas preventivas, como foi sugerido por Toscan et al. (2012).

O musculo esquelético ¢ um local de grande importincia no ciclo do
parasito, onde possivelmente o protozoario permanece em laténcia. Além disso,

¢ uma importante fonte de infec¢do para os HD, ja que estes ndo precisariam ter
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acesso ao tecido nervoso para se infectarem, pois esse esta protegido por
estruturas osseas (PETERS et al., 2001). E importante ressaltar que, na maioria
dos estudos sobre a distribuicdo de N. caninum nos tecidos dos HI, o musculo
esquelético ndo esta entre as amostras colhidas para analise (PETERS et al.,
2001).

O objetivo com este este estudo foi avaliar a distribuicdo das lesdes ¢ a
presenga de N. caninum, principalmente durante sua fase de laténcia, em varios
tecidos, por meio das técnicas de histopatologia, imuno-histoquimica (IHQ) e de
biologia molecular, em fémeas caprinas adultas, naturalmente infectadas,
clinicamente sadias ¢ que transmitiram verticalmente o protozodrio para sua

prole.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Neospora caninum: ciclo de vida e formas de transmissao

N. caninum pertence ao filo Apicomplexa, classe Sporozoa, subclasse
Coccidia, ordem Eucoccidiorida, subordem Eimeriorina e familia Sarcocystidae,
assim como os géneros Toxoplasma, Sarcocystis, Hammondia e Besnoitia
(DUBEY et al., 1988). Os integrantes da familia Sarcocystidae se caracterizam
por apresentarem ciclo biologico heteroxeno, ou seja, formam cistos em HI de
diferentes espécies animais ¢ possuem como HD diferentes espécies de
carnivoros, que eliminam oocistos nas fezes, os quais esporulam no ambiente,
com formacédo de dois esporocistos contendo quatro esporozoitos cada (DUBEY
et al., 2002).

O agente foi primeiramente reconhecido como um esporozoario com
formagdo de cistos, associado a casos de encefalomielite e miosite em cdes
(BJERKAS; MOHN; PRESTHUS, 1984) e, posteriormente, foi isolado e
descrito como um novo género — Neospora, e classificado em uma nova espécie
- Neospora caninum (DUBEY et al., 1988).

O cao (Canis lupus familiaris) foi o primeiro HD identificado para N.
caninum (McALLISTER et al., 1998) e, posteriormente, outros membros da
familia Canidae, como o coiote (Canis latrans) (GONDIM et al., 2004), o dingo
(Canis lupus dingo) (KING et al., 2010) e o lobo-cinzento, (Canis lupus)
também foram descritos como HD (DUBEY et al., 2011).

Apesar de o bovino ser o HI mais frequentemente acometido pela
neosporose, N. caninum tem sido descrito acometendo ovinos (DUBEY et al.,
2003), caprinos (DUBEY et al., 2003, MESQUITA et al., 2013), bubalinos
(RODRIGUES; GENNARI; AGUIAR et al., 2004), equinos (DUBEY;
PORTERFIELD, 1990) e animais selvagens, assumindo grande importincia em
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distarbios reprodutivos dessas espécies (BARR et al., 1992; FERROGLIO et al.,
2003).

O ciclo de vida do parasito apresenta trés estagios distintos: taquizoitos,
cistos teciduais e oocistos. Os taquizoitos tém formato globular ou ovoide e
medem cerca de 7 x 2 um. Na célula hospedeira estio inseridos em um vactolo
parasitoforo desprovido de membrana (DUBEY et al., 2002). Os taquizoitos
podem ser encontrados em diversas células, tais como células do SNC,
macrofagos, células endoteliais, fibroblastos, hepatocitos, midcitos e células
tubulares renais (DUBEY; LINDSAY, 1996).

Os cistos de N. caninum sao encontrados mais frequentemente no tecido
nervoso, possuem formato arredondado a ovalado, sdo revestidos por uma
parede espessa de até 4 um e contém bradizoitos no seu interior. Esses sdo
alongados, medem cerca de 8 x 2 um e possuem um nucleo subterminal
caracteristico (DUBEY et al., 2002).

Os oocistos sdo as formas liberadas nas fezes do HD e medem cerca de
12 x 10 pm. Possuem membrana transparente com 0,6-0,8 um de espessura e
contém dois esporocistos. No interior de cada esporocisto ha quatro esporozoitos
alongados com cerca de 6,5 x 2,0 um (DUBEY et al., 2002).

Os HI infectam-se pela ingestdo de oocistos de N. caninum liberados no
ambiente com as fezes dos HD (GONDIN et al., 1999). Nos HI, alguns
esporozoitos atingem os mais diversos 6rgios através da circulagdo linfatica ou
sanguinea e recebem o nome de taquizoitos. Nos orgdos e tecidos os taquizoitos
se reproduzem com grande rapidez, resultando em necrose. Na vaca prenhe os
taquizoitos podem atingir o feto, causar lesdes fetais e necrose em placentomas,
induzindo entdo o abortamento (GONDIN et al., 1999). Eventualmente o
parasito pode atingir a glandula mamaria e ser eliminado pelo leite (GONDIN et
al., 1999).
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Em bovinos, N. caninum ¢ transmitido muito eficientemente, e tanto a
transmissdo horizontal como a vertical sdo consideradas importantes na
epidemiologia da neosporose (Figura 1) (DUBEY; BUXTON; WOUDA, 2006).
Por outro lado, a taxa de transmissao horizontal no rebanho ¢ baixa, com menos
de 8% dos animais com soroconversdo, isto €, animais negativos que passam a
ser soropositivos (DIJKSTRA et al., 2003).

Trees e Williams (2005) sugeriram que, na neosporose em bovinos, dois
tipos de transmissdo vertical podem ocorrer (Figura 1), denominando-as
endogena e exdgena. A infec¢do transplacentdria enddgena ocorre como
resultado da recrudescéncia de uma infec¢do cronica persistente durante a
gestacdo; e a infecgdo transplacentaria exdgena resulta da infeccdo durante a
gestacdo de uma fémea ndo infectada. Diversos estudos em bovinos
demonstraram que a via de transmissdo vertical ou congénita de N. caninum é
considerada a mais importante e pode ocorrer por diversas geracdes. Essa
capacidade elevada de transmissdo vertical também foi demonstrada por
Mesquita et al. (2013) em caprinos, em que a taxa de transmissdo da méde para
sua progénie foi de 77%.

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

Em caprinos verificou-se que cabras soropositivas possuem 3,5 vezes
mais chances de abortar que cabras soronegativas (VARASCHIN et al., 2011) e,
quando ha um aumento nos titulos de IgG maternais na segunda metade
gestacional, hd 10 vezes mais chances de geracdo de conceptos com infecg¢do

congénita (MESQUITA et al., 2013).



20

Nao hé evidéncias de que a infec¢do por N. caninum seja zoonodtica
(DUBEY et al., 2003), porém relatos de soropositividade em humanos nio
permitem descartar a possibilidade de infec¢do humana por esse parasito (NAM;

KANG; CHOI, 1998).
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Figura 1 Transmissdo exogena ¢ endogena de N. caninum (Dubey et al.2006)

2.2 Patogenia e sinais clinicos

Uma vez no organismo, os taquizoitos podem infectar as células de
quase todos os tecidos do animal, mas possuem maior tropismo por células do
SNC, musculares esqueléticas e cardiacas e células endoteliais (BARR et al.,

1991).
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Os taquizoitos dividem-se rapidamente nas células do HI durante a fase
de infec¢@o aguda, induzindo areas de necrose e disseminagdo da infeccdo para
vérios tecidos (MULLER et al., 2002). Eles penetram na célula por invasdo ativa
em menos de cinco minutos, localizando-se posteriormente no citoplasma
celular, no interior de um vacuolo parasitoforo. Apds a ruptura celular os
taquizoitos vdo para o meio extracelular e, em poucas horas, iniciam os
mecanismos de adesdo e invasdo de novas células. A destrui¢do celular ¢ a
enfermidade dependem da habilidade do taquizoito em penetrar e multiplicar-se
na célula hospedeira e da habilidade do hospedeiro em inibir a multiplica¢do do
parasito (HEMPHILL; GOTTSTEIN; KAUFMANN, 1996).

A capacidade de replicacdo e as consequentes lesdes teciduais causadas
por N. caninum podem levar ao aparecimento de doenga neuromuscular severa
em cées ¢ outros hospedeiros, com destruigdo de elevado nimero de células
neurais, incluindo aquelas dos nervos craniais e espinhais, e reflexos na
condutividade das células afetadas (MAYHEW et al., 1991).

Danos a placenta materna causados pelos taquizoitos podem matar o feto
por interrupc¢do do fornecimento de nutrientes e oxigénio (DUBEY et al., 1992).
As lesdes associadas a N. caninum no encéfalo e no coragio de fetos abortados
podem ser suficientemente severas para mata-lo. Além disso, hd evidéncias de
que a infec¢do por N. caninum também desencadeie a liberagdo de citocinas pro-
inflamatdrias e resposta imune tipo Thl na interface materno-fetal, que pode ser
prejudicial para a gestacdo (INNES et al., 2005).

A infec¢@o ao final da gestagdo resulta em nascimento de bezerros
congenitamente infectados, mas clinicamente normais, uma vez que o feto é
capaz de desenvolver defesa imunoldégica competente frente ao patdogeno
(GONZALEZ et al., 1999). Altos titulos de anticorpos anti-N. caninum podem
ser demonstrados no soro desses animais (LINDSAY; DUBEY; DUNCAN,

1999). Até 95% dos bezerros infectados congenitamente podem nascer
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clinicamente normais e, apesar da infec¢do subclinica ser a forma mais frequente
da neosporose congénita, também tém sido descritos casos de bezerros
infectados congenitamente, que apresentaram manifestagdo neurologica como
consequéncia da presenca de cistos no SNC (DUBEY; LINDSAY, 1996).

No bovino adulto, o principal sinal clinico observado na neosporose ¢ o
aborto, que pode ocorrer em qualquer época do ano e apresentar-se de forma
esporadica, endémica ou em surtos. Ocorre principalmente entre o quinto e o
sétimo més de gestagdo e as vacas soropositivas estio mais sujeitas ao
abortamento que as soronegativas (DUBEY, 2003).

Sinais clinicos, excetuando o aborto, foram relatados apenas em
bezerros com menos de quatro meses de idade e incluem sinais neuroldgicos,
incapacidade de levantar-se e de manter o peso normal. O exame neuroldgico
pode revelar ataxia, diminui¢do dos reflexos patelares e perda de propriocepgdo
consciente. Exoftalmia ou assimetria nos olhos pode ser observada (DUBEY;
SCHARES, 2006).

A grande variacdo no quadro clinico observada nos animais com
neosporose congénita esta relacionada, provavelmente, com a idade no momento
da infeccdo e o desenvolvimento do sistema imune do feto e com a distribui¢do

das lesdes no SNC (DUBEY, 2003).
2.3 Métodos diagndsticos
2.3.1 Testes sorologicos
A crescente importancia da infec¢do por N. caninum nas diferentes
espécies domésticas e selvagens tem conduzido ao desenvolvimento de diversas

provas indiretas, que utilizam extratos antigénicos e antigenos de taquizoitos de

N. caninum, para detec¢do de anticorpos (ATKINSON et al., 2000). Testes
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sorolégicos, como a reagdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI), o teste de
aglutinacdo de Neospora (TAN) e varios testes de ensaio imunoenzimatico
(ELISA), foram desenvolvidos para o diagnostico em cies, bovinos ¢ outros
animais potencialmente hospedeiros (ATKINSON et al., 2000).

As téenicas indiretas apresentam sensibilidade e especificidade elevadas.
Permitem o diagnostico da infeccdo in vivo e o estudo da importincia dos
hospedeiros no ciclo biolégico do parasito ou na epidemiologia da infec¢io
(ALVAREZ-GARCIA, 2003).

Levantamentos soroldgicos tém sido realizados em varias partes do
Brasil. Nos rebanhos caprinos estudados no sul de Minas Gerais foi obtida
frequéncia de 10,7% (VARASCHIN et al., 2011), sendo esta maior que as
relatadas por outros autores que utilizaram a mesma metodologia para N.
caninum; 1,05% em caprinos testados no municipio de Mossoro, RN (LIMA et
al. 2008); 3,3% em Patos, PB, (FARIA et al. 2007); e 6,34% no estado de Sao
Paulo (FIGLIUOLO et al. 2004).

2.3.2 Lesdes macroscopicas e microscopicas

Os fetos bovinos abortados, frequentemente autolisados, raramente
apresentam lesdes macroscdpicas. Porém, podem ser observadas mumifica¢do
fetal (ALVAREZ-GARCIA, 2003), malforma¢des congénitas, como
hidrocefalia e estreitamento do canal vertebral (DUBEY; SCHARES, 2006); e
pequenas areas esbranquigadas que se aprofundam na musculatura esquelética e
cardiaca ao corte do tecido (BARR et al., 1991).

Em caprinos lesdes macroscopicas associadas a neosporose sio
escassas, sendo descritos somente hidrocefalia com hipoplasia cerebelar
(DUBEY et al. 1996) e um quadro de porencefalia, caracterizado por auséncia

de substidncia branca cerebral, com consequente dilatagdo dos ventriculos
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laterais pela perda tecidual adjacente (hidrocefalia ex-vacuo) (VARASCHIN et
al., 2012).

As lesdes microscopicas sdo muito utilizadas no diagnostico do aborto
e/ou infeccdo por N. caninum. Os orglos de elei¢do para o diagnostico
histopatoldgico sdo encéfalo, coragdo, figado (DUBEY; BUXTON; WOUDA
2006) e musculo esquelético (DUBEY; LINDSAY, 1996).

As lesdes histopatologicas produzidas por N. caninum em varias
espécies animais sdo caracterizadas por infiltrado inflamatério, composto
basicamente por células mononucleares, que pode ser encontrado em todos os
orgdos dos fetos abortados (DUBEY; LINDSAY, 1996), associados a necrose
multifocal (CORBELLINI et al., 2002).

As lesdes mais frequentemente encontradas no SNC sdo encefalomielite
(BOULTON et al., 1995) ou encefalite mononuclear multifocal, associada ou
ndo a um ou varios focos de gliose, que muitas vezes circundam os focos de
necrose (DUBEY; LINDSAY, 1996; VARASCHIN et al.,, 2012). Estruturas
parasitarias podem estar associadas ou distantes da lesdo (VARASCHIN et al.,
2012). Também podem ocorrer areas de mineralizagdo no SNC (BOULTON et
al., 1995). As lesdes tendem a ocorrer mais frequentemente no cortex cerebral
do que na por¢do média e superior do tronco cerebral. Em trabalhos realizados
em bezerros, foi observado que o hipocampo, o hipotdlamo e a amidala cerebral
sdo, em particular, locais com mais chances de se achar o parasito
(NISHIMURA et al., 2013).

Tipicamente, lesdes miocardicas consistem em infiltrado de células
mononucleares, com necrose discreta. Lesdes hepaticas sdo caracterizadas por
infiltrados periportais de células mononucleares e escassas areas de necrose
hepatocelular (DUBEY; SCHARES, 2006).

Estruturas de N. caninum s3o raramente encontradas em cortes

histoldgicos em bezerros ou bovinos adultos, mesmo em animais com doenga
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clinica. N. caninum foi observado em apenas um de seis bezerros de duas
semanas de idade, que nasceram com sinais neurologicos e que tinham
anticorpos anti-N. caninum pré-colostrais, o qual apresentava também lesdes
microscopicas de encefalomielite (De MEERSCHMAN et al., 2005).

Sawada et al. (2000) relataram gliose e manguitos perivasculares no
SNC, miosite e miocardite focal, além de infiltrado de células mononucleares no
figado ¢ no rim de uma vaca; o diagndstico de neosporose foi feito por
isolamento do parasito em cultivo celular. Bishop et al. (2010) encontraram
meningoencefalite ndo supurativa aguda e mielite ndo supurativa moderada em

um ovino, do qual foi detectado DNA de N. caninum por PCR.

2.3.3 Imuno-histoquimica (THQ)

A técnica de IHQ, que utiliza anticorpo anti-N. caninum tem sido
empregada como um método eficaz para identificacdo de cistos e taquizoitos em
tecidos fetais (ALVAREZ-GARCIA, 2003; LINDSAY; DUBEY, 1989). Esta
técnica facilita a visualizagdo de estruturas parasitarias nos tecidos, sendo
também extremamente importante nas fases iniciais e/ou em lesdes discretas
(CORBELLINI et al., 2002). No entanto, a IHQ apresenta melhores resultados
quando realizada apo6s estudo histopatologico, em que sdo selecionados
fragmentos de SNC e/ou outros tecidos com lesdes sugestivas de neosporose
(ANDERSON; BARR; CONRAD, 1994). A deteccdo do antigeno de N.
caninum pela THQ nas lesdes é a melhor evidéncia para etiologia do aborto
(DUBEY; SCHARES, 2006).

Uma vez que a manifestagdo do aborto ¢ mais frequente nas fases mais
avancadas da gestagio (LOPEZ-GATIUS; PABON; ALMERIA, 2004) a IHQ
permite visualiza¢do precoce do parasito nos tecidos, sendo uma das formas de

caracterizar a transmissdo congénita de Neospora caninum. E descrita como uma
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técnica de alta especificidade, porém pouco sensivel (VAN MAANEN et al.,
2004).

Por meio da THQ sdo descritos nimeros varidveis de taquizoitos
marcados, mais frequentes no encéfalo e em menor nimero de casos no
miocardio (CORBELLINI et al., 2002; HELMAN et al., 1998). Os cistos
ocorrem em pequena quantidade no encéfalo e podem nio estar associados a
lesdes (CORBELLINTI et al., 2002; HELMAN et al., 1998, VARASCHIN et al.,
2012). Em estudos experimentais em camundongos nude ha descricdo de
taquizoitos em células endoteliais, no estroma do endométrio, no epitélio e em
restos celulares de oviduto, ovario, pancreas, pulmio, encéfalo, estdémago,
musculo esquelético, intestino, lingua, bago, medula espinhal, figado, rins e

coracdo (SHIBAHARA et al., 1999).

2.3.4 Reaciio em cadeia da polimerase (PCR) para N.caninum

A eficécia do diagndstico por PCR depende do grau de preservacgio da
amostra ¢ dos procedimentos de amostragem. A detec¢do do DNA de M.
caninum pela PCR é um método mais sensivel que a IHQ (DUBEY; SCHARES,
2006).

A viabilizagdo das técnicas de diagndéstico molecular, baseadas na
detec¢do de por¢des do genoma de N. caninum ofereceu, entre outros beneficios,
a possibilidade de superar alguns problemas de diagnoéstico, principalmente em
relagdo a sensibilidade insuficiente (MEDINA et al., 2006; PAYNE; ELLIS,
1996). Desde meados da década de 90, varias estratégias foram desenvolvidas
nesse sentido, destacando-se as técnicas de sequenciamento de material
gendmico clonado (MARSH et al., 1995), PCR simples e “Nested” PCR
(ELLIS, 1998; PAULA et al., 2004), testes de hibridizacio de DNA
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(KAUFMANN et al., 1996; MULLER et al, 1996), “multiplex” PCR (MESECK
et al., 2005) e “real-time” PCR (COLLANTES-FERNANDEZ et al., 2006).

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

Uma série de estudos indica que o tecido encefalico é o mais adequado
para a deteccdo de DNA de N. caninum por PCR, seguido por coragdo, pulmdes

e rins (DUBEY; SCHARES, 2006).

2.4 Profilaxia e controle

As medidas de prevengdo e controle da neosporose podem, muitas
vezes, tornar-se economicamente inviaveis ou pouco praticas. Em rebanhos
bovinos os programas de controle sdo baseados na diminui¢do do risco da
transmissdo horizontal do parasito, principalmente por meio do controle da
populagio de hospedeiros definitivos, os quais sdo fontes de contamina¢do pela
excre¢do de oocistos nas fezes (ORTEGA-MORA; FERNANDEZ-GARCIA;
GOMEZ-BAUTISTA, 2006). Deve se evitar também que os carnivoros,
principalmente de areas rurais, se alimentem de carne e/ou visceras cruas,
impedindo seu acesso a fetos abortados, membranas fetais, placentas ou

natimortos (DIJKSTRA et al., 2002).
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Sdo também necessarios esforcos voltados para a diminuicdo da
transmissdo vertical no rebanho, por meio da redu¢do do nimero de bovinos
soropositivos. Nos rebanhos, a transmissdo vertical ¢ a principal via, ¢ a
recomendacdo seria ndo incluir animais soropositivos na reproducdo
diminuindo, assim, a quantidade de animais soropositivos no rebanho por meio
do bloqueio da transmissdo vertical. Os animais soropositivos podem ser
gradualmente descartados e substituidos por animais soronegativos (HALL;
REICHEL; ELLIS, 2005).

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

E importante ressaltar que, de acordo com Dubey, Schares ¢ Ortega-
Mora (2007), ndo € possivel aplicar medidas gerais de controle efetivo, uma vez
que cada regido tem caracteristicas epidemiologicas especificas na neosporose.
Assim, ¢ prudente observar essas caracteristicas antes de introduzir um

programa de controle da doenga.
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3 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados do presente estudo mostram que o DNA de N. caninum
estd presente em varios tecidos de cabras, naturalmente infectadas e que a
musculatura esquelética possui 1,6 vezes mais chances de conter o DNA de N.
caninum que outros tecidos/Orgdos. Entretanto, as analises estatisticas ndo
demonstraram predilecdo do parasito por determinado grupo muscular ou
determinada regido do sistema nervoso. Observou-se também que a pele ¢ o
sistema digestorio sdo os locais com menor chance de identificagdo de material
genético do protozoario. Na andlise histopatologica lesdes moderadas sugestivas
de neosporose foram encontradas no SNC de seis cabras, no entanto, estruturas
parasitarias s6 foram observadas em um animal. J4, na musculatura esquelética,
as lesdes encontradas foram pouco significativas quando comparadas com as
lesdes descritas para fetos abortados. Na PCR, a maior propor¢do de resultados
positivos foi de 62,5% nos musculos cleido-occipital, triceps braquial e
semimembranaceo, e na medula espinhal cervical. = Constatou-se que a
identificacdo de cistos e/ou taquizoitos de N. caninum em cabras ¢ rara, sendo
necessaria a utilizagdo de provas mais sensiveis, como a PCR, para deteccdo

desse parasito.
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(Este artigo sera submetido a revista Veterinary Parasitology)

DISTRIBUICAO DAS LESOES E DE N. caninum EM CABRAS

NATURALMENTE INFECTADAS

STUDY OF THE LESIONS AND N. caninum DISTRIBUTION IN
NATURALY INFECTED GOATS

Resumo

Com o presente estudo foi avaliada, por analise histopatologica, imuno-
histoquimica e de biologia molecular a distribui¢do das lesdes e de N. caninum
em tecidos e o6rgdos de oito cabras naturalmente infectadas, clinicamente sadias
e que transmitiram congenitamente o protozodrio para suas crias. Na
histopatologia foi encontrado infiltrado inflamatério mononuclear discreto em
musculos esqueléticos (10/168; 1,68%) e no miocardio de dois caprinos.
Manguitos perivasculares foram a lesdo mais importante no sistema nervoso
central, observados em 62,5% das cabras estudadas; havia gliose discreta a
moderada em 37,5% dos animais e, no telencéfalo de uma cabra, foi visualizado
um grupo de taquizoitos, o qual ndo estava associado a reacdo inflamatoria. Na
reagdo em cadeia da polimerase (PCR), de 359 amostras analisadas, 133 (37%)
foram positivas; as regides com maiores porcentagens de amostras positivas
foram sistema nervoso (28/63; 44,4%) e musculatura esquelética, (72/168;
42,8%). Na andlise individual, os tecidos que tiveram maior porcentagem de
amostras positivas na PCR foram os musculos cleido-occipital, triceps braquial e
semimembranaceo e a medula espinhal - segmento cervical (todos com 62,5%).

Nao foram evidenciadas estruturas parasitarias pela imuno-histoquimica (IHQ)
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nos tecidos dos oito caprinos. A andlise estatistica demonstrou, com associagio

estatisticamente significativa (p <0,05), que N. caninum tem 1,6 vezes mais

chances de estar presente na musculatura esquelética que nos demais tecidos.
Este € o primeiro estudo sobre a distribuicdo de Neospora caninum nos tecidos

de fémeas caprinas adultas.

1. Introducao

Neospora caninum é um protozoario Apicomplexa, considerado uma das
principais causa de aborto em bovinos de todo o mundo (Dubey et al., 2007).
Em caprinos tem se mostrado um importante agente causador de abortos e
natimortos, além de ser responsavel por elevada taxa de transmissdo congénita
(Mesquita et al., 2013).

A forma de laténcia de N. caninum consiste em cistos teciduais, que sdo
tipicamente encontrados no tecido nervoso ou em células musculares
esqueléticas (Dubey et al,, 1990) e podem persistir durante toda a vida do
hospedeiro intermediario (HI) sem manifestagdes clinicas significativas (Dubey
& Lindsay, 1996). A ocorréncia de cistos em musculos esqueléticos dos HI pode
facilitar a infec¢do dos carnivoros, considerados hospedeiros definitivos, uma
vez que estes ndo precisam ter acesso ao sistema nervoso central (SNC) de
carcagas presentes no campo para se infectar (Peters et al., 2001).

Algumas pesquisas tém confirmado a presenga de N. caninum em
musculo masseter, coragdo e figado de bovinos adultos ¢ em cérebro de bovinos

e bufalos adultos, naturalmente infectados, por meio de bioensaios em céies
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(Gondim et al., 2002; Rodrigues et al., 2004; Cavalcante et al., 2011), ou por
IHQ e PCR em encéfalo de bezerros, apos infeccdo experimental (Ho et al.,
1997; Kritzner et al., 2002; Nishimura et al., 2013). O parasito também foi
descrito no SNC de uma vaca (Sawada et al., 2000) ¢ de uma ovelha prenhe
(Koyama et al., 2001), com confirmagdo diagndstica por isolamento do parasito;
e em um carneiro confirmado por PCR positiva para N. caninum (Bishop et al.,
2010).

O objetivo com este este estudo foi descrever as lesdes e a distribui¢do
de N. caninum em varios tecidos, com énfase na musculatura cardiaca e
esquelética e no SNC, de cabras naturalmente infectadas, clinicamente normais,
e que transmitiram verticalmente o parasito para sua prole. Ressalta-se a
contribuicdo do conhecimento dos tecidos mais afetados por N. caninum para o

diagnéstico e a adog¢do de medidas preventivas.

2. Material e métodos

O estudo foi realizado no Setor de Patologia Veterinaria da Universidade
Federal de Lavras — UFLA, Minas Gerais, Brasil, mediante aprovacdo do
Comité de Etica para o Uso de Animais desta mesma institui¢io (Protocolo n°

028/13) (Anexo 1).
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2.1. Animais

Foram utilizadas oito cabras (A-H) de um a sete anos de idade,
naturalmente infectadas por N. caninum (titulagdo de 1:100 a 1:6400 pela reagdo
de imunofluorescéncia indireta - RIFI) e soronegativas para Toxoplasma gondii).
Os animais foram mantidos em baias durante a noite e soltos em piquete telado e
isolado durante o dia, com comida e agua ad [libitum. Foram submetidas a
eutanasia usando anestesia profunda com tiopental e posterior infusio
intravenosa de solucdo de cloreto de potassio. Como controle foram utilizados

dois caprinos negativos para N. caninum ¢ T. gondii.

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

Na necropsia foram coletados 46 fragmentos de tecidos/érgios de cada
cabra, para os exames histopatoldgico, imuno-histoquimico e PCR, sendo: a)
musculos esqueléticos (n=21) discriminados na Tabela 1; b) sistema nervoso
(Tabela 2): c¢) miocéardio; d) sistema reprodutor: ovério, utero e glandula
mamaria; e) sistema digestorio: esdfago; rumen, reticulo, omaso, abomaso,
intestino delgado com placa de Peyer, valvula ileo-cecal, f) Pele; g) Outros:

figado, pulmao, rim, bago e linfonodos.
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2.3. Exame histopatologico:
Os tecidos foram fixados em formol a 10% tamponado ¢ processados
rotineiramente para histopatologia. A pesquisa do parasito e avaliagdo de lesdes

histopatoldgicas foi realizada em microscopia otica.

2.4. Teste de Imuno-histoquimica:

Os tecidos de todos os caprinos foram submetidos a técnica de imuno-
histoquimica, usando o anticorpo primario policlonal anti-N. caninum (VRMD,
Pullman, USA), na diluigdo de 1:2200. A recuperagdo antigénica foi feita por
digestio enzimatica com tripsina 0,1% (pH 7,8) por 10 minutos a 37 °C, seguida
pela recuperagio pelo calor por dois minutos em tampéo citrato (pH 6,0) e, para
revelacdo, foi utilizado o cromégeno DAB (3,3 —diaminobenzidina, DAKO),
(Corbellini et al., 2002). Como controle negativo o anticorpo primario foi
substituido por soro fetal bovino e como controle positivo foram utilizadas

amostras de SNC de caprinos contendo cistos de N. caninum.

2.5. Analise molecular
A extragdo do DNA celular foi realizada pela técnica de lise por
proteinase K (Wizard SV Genomic Purification System, Promega, Madison,

USA). As concentragdes (ng/ul) e a qualidade do DNA extraido foram
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determinadas em espectrofotdmetro NanoVue™ plus e eletroforese em gel de
agarose a 1,2%.

Para a detecgdo de N. caninum, foram sintetizados iniciadores (Sigma-
Aldrich) para a amplificacdo de sequéncias genéticas do protozoario, tendo
como molde o cromossomo XII e dando origem aos primers forwards
CTGTTAGAAGGTGCGGCGAA ¢ reverse TCTCTTGCTGCGGTGGAAAT,
que amplificam um fragmento de 168pb (pares de base), especificos para N.
caninum (Orlando et al., 2013).

Os reagentes padrdes utilizados para as reagdes foram (Go Taq® Flexi
DNA Polymerase; set of dATP, dCTP, dGTP, dTTP; Promega, Madison, USA).
Como controle branco, o DNA template foi substituido por agua ultra pura Milli-
0O e, como controle positivo, foi utilizada amostra do sistema nervoso de um
caprino naturalmente infectado por N. caninum.

As reagdes foram realizadas em termociclador (Applied Biosystems
Veriti 96 Well Thermal Cycler) conforme o seguinte protocolo: desnaturacdo a
95 °C por 5 min, seguido de 35 ciclos de 95 °C por 30 segundos, anelamento de
60 °C por 30 segundos, extens@o a 72 °C por 60 segundos e extensdo final a 72
°C por 7 min. As amostras foram aplicadas em gel de agarose de alta resolugdo
1,2%, coradas com Gel Red™ 1X, na voltagem de 100 volts em cuba de

eletroforese horizontal, contendo TBE (Tris-borato 0,09 M ¢ EDTA 0,002 M)
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como tampao de corrida. Com o auxilio de padrdo de peso molecular (Ladder da
Ludwig® 100PB 250 microlitros) as bandas foram identificadas.

Para confirmac¢do de que o primer ¢ espécie especifico, foi feita a
purificagdo do DNA do controle positivo e de uma amostra de SNC de uma
cabra, utilizando o kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System
(Promega®). O sequenciamento genético foi realizado no sequenciador
automatico capilar ABI310 (Applied Biosystems) pelo método enzimatico
descrito por Sanger et al. (1977).

Para analise in silico, utilizou-se o programa BlastN (Altschul et al.
1990), para comparagio com as sequéncias dos fragmentos dos genes
disponiveis no banco de dados do NCBI. As amostras sequenciadas, entre elas o
controle positivo e amostra de telencéfalo de uma cabra demonstraram 100

(FR823393.1) € 99% (FR823393.1) de identidade com N. caninum.

2.6 Andlise estatistica

Para avaliar a existéncia de tropismo de N. caninum por determinados
tecidos de cabras naturalmente infectadas, foram feitas analises estatisticas por
meio do software Epilnfo 7.1.3. Os dados foram organizados em tabelas de
contingéncia de dupla entrada (tecidos; positivos ou negativos), e submetidos
aos testes de qui-quadrado (X°). Como medida de associagdo foram calculadas as

razdes de possibilidades entre os tecidos e a positividade deles para N. caninum,
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e avaliado seu intervalo de confianga a 95%. Considerou-se nivel de

significancia minimo de 95% em todas as analises estatisticas.

3. Resultados
3.1. Andlise histopatologica e imuno-histoquimica

Das oito cabras estudadas, quatro (50%) apresentaram infiltrado
inflamatdrio mononuclear na musculatura esquelética (Tabela 1, Figura 1), com
intensidade discreta (cabras A, F, G e H) a moderada (cabras F, G ¢ H). Nao
foram observadas estruturas de N. caninum Em duas cabras (B e C) foi
observada miocardite linfoplasmocitica focal discreta.

No SNC, a principal lesdo encontrada foi manguito perivascular
mononuclear (Figura 2), visualizado em cinco cabras (62,5%). Foi observado em
um ou mais locais do SNC (Tabela 2) e era acentuado (telencéfalo; cabra D) ou
discreto (telencéfalo, tdlamo e ponte; cabras A, D, F, G, H). Gliose focal (Figura
3) foi observada em trés cabras (Tabela 2);, sendo moderada (telencéfalo; cabras
D e E) e discreta no talamo (cabras D e E), e no coliculo rostral (cabra C).

Cinco caprinos (62,5%) apresentaram infiltrado inflamatorio
mononuclear focal discreto no figado.

Na cabra A foram observadas estruturas morfologicamente compativeis

com taquizoitos de N. caninum (Figura 4) na regido de telencéfalo. A amostra
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dessa regido foi positiva na PCR. Na avalia¢do por IHQ ndo foi houve marcagao
de estruturas parasitarias.

Nas preparagdes em HE, foram visualizadas quantidades variadas de
cistos de Sarcocystis sp., em 39 amostras de musculos.

Nos animais controle ndo havia lesdes microscdpicas.

3.2. Detec¢do de DNA de N. caninum pela PCR

No sequenciamento das 359 amostras analisadas, 133 (37%) foram
positivas para N. caninum na PCR (Figura 5; Tabelas 1 e 2); destas, 72 (54,1%)
amostras eram de musculos esqueléticos e 28 (21%) eram de sistema nervoso.

Dos grupos musculares coletados, 47,5% dos musculos da cabega foram
positivos para N. caninum pela PCR; 45% dos musculos dos membros pélvicos,
41,6% dos musculos do pescoco; 40% dos musculos da regido toraco-
abdominal; ¢ 37,5% dos membros toracicos, ¢ A analise estatistica ndo
demonstrou predilecdo (p=0,05) do parasito por determinado grupo muscular.

Das 63 amostras de encéfalo, 28 (44,4%) das amostras foram positivas
na PCR (Tabela 2). Dos oito locais coletados do sistema nervoso, todas as
regides tiveram pelo menos 25% de amostras positivas para N. caninum, com
maior indice de detec¢do nas amostras de segmento cervical da medula espinhal,
—(62,5%), porém sem diferenga significativa (p=0,05) em relagdo as demais

regides do sistema nervoso. Das amostras de figado, pulmio, rim, baco e
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linfonodos 29,7% foram positivas para N. caninum na PCR; dos orgios do
sistema reprodutor 28,6% (42,8% das amostras de ovario; 25% de glandula
mamaria e 16,7% das amostras de utero), porém sem diferenca significativa de
predilecdo entre estes drgdos; e do sistema digestorio 25,9%. Todas as amostras
de pele foram negativas.

O teste estatistico demonstrou que ndo ha predilegdo de N. caninum para
a musculatura esquelética em relagdo a sistema nervoso, corac¢do, sistema
reprodutor, figado, pulmio, rim, bago e linfonodos (p=0,05), porém, ha mais
chances de se encontrar DNA de N. caninum na musculatura esquelética do que
no sistema digestorio (p= 0,026; OR=2,142; 1C95% [1,084-4,234]); assim como
¢ maior a chance de detecgdo no sistema nervoso quando comparado com o
sistema digestorio (p= 0,037; OR= 2,28; 1C95% [1,041-5,015]).

Os maiores indices de identificagdo do DNA de N. caninum nos tecidos
foram observados na cabra D, com 56,8% de positividade e cabra G, com 54,4%
(Tabela 3).

Dos 39 musculos em que foram identificados cistos de Sarcocystis sp.,
51,3% foram negativos na PCR para N. caninum.

O teste estatistico de qui-quadrado (X°) demonstrou, com associagio

estatisticamente significativa (p <0,05), que N. caninum tem 1,6 vezes mais

chances de estar presente na musculatura esquelética do que nos demais tecidos

(p=0,032; OR= 1,6; IC95% [1,038-2,459]).
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Os caprinos controles foram negativos na PCR para N. caninum.

4. Discussio

As lesdes microscopicas na infec¢do por N. caninum sdo caracterizadas
por encefalite mononuclear com focos de necrose e gliose, assim como
miocardite e miosite mononuclear (Barr et al., 1990; Buxton et al., 1997;
Corbellini et al., 2002; Varaschin et al., 2012; Mesquita et al, 2013). Segundo
Dubey et al. (1998), taquizoitos ou cistos de N. caninum raramente sio
suficientemente numerosos para serem encontrados em todos os cortes
histoldgicos, o que requer o uso de testes especificos e sensiveis, como a IHQ ou
PCR (Van Maanen et al., 2004).

Nesse estudo, apesar da visualizacdo de lesdes compativeis com
neosporose, a PCR foi mais eficiente para a confirmac¢do de N. caninum nos
tecidos. Esses resultados s3o compativeis aos descritos na literatura para animais
adultos, em que o diagnoéstico final s6 foi possivel mediante isolamento do
agente em cultivo celular ou por PCR (Sawada et al., 2000; Koyama et al., 2001;
Bishop et al., 2010; Malaguti et al., 2012; Suteu et al., 2013).

Lesdes inflamatdrias sugestivas da infeccdo por protozoarios foram
encontradas nos tecidos das cabras investigadas, no entanto, somente 47,8%
delas foram positivas na PCR para o parasito. Esses achados podem estar

relacionados a possibilidade do parasito ja ter sido eliminado do tecido, levando



50

a diferencas na distribui¢do das lesdes e do DNA do protozoario, como foi
observado por Nishimura et al. (2013) em um estudo de distribuicdo de N.
caninum em tecidos de bovinos experimentalmente infectados, nos quais foram
observadas muitas lesdes no telencéfalo e em substancia branca adjacente mas,
as lesdes ndo estavam concentradas em areas positivas na PCR.

A proporg¢io de amostras de musculos esqueléticos positivas na PCR foi
alta (37,5% a 47,5%), entretanto nio foi constatada predilecdo do parasito por
um determinado grupo muscular. Verificou-se que N. caninum tem 1,6 vezes
mais chances de ser detectado na musculatura esquelética que em outros tecidos,
diferente do que foi relatado em alguns estudos, que indicaram ser o tecido
encefalico o mais adequado para a detec¢do de DNA de N. caninum, seguido
pelo coragdo, pelos pulmdes e rins (Buxton, 1998; Gottstein et al., 1998;
Collantes-Fernandez et al., 2005).

No SNC, no nervo dptico e no ganglio trigeminal, 55,6% dos fragmentos
avaliados pela PCR foram negativos. Os resultados negativos podem ser
explicados como sendo devidos a falta de sensibilidade decorrente do baixo
numero e da distribuicdo aleatéria de parasitos no encéfalo. Em outros
trabalhos, as andlises de PCR realizadas em diferentes por¢des do mesmo tecido
também n3o foram sempre positivas, indicando que os parasitos ndo estavam

uniformemente distribuidos nos tecidos (De Marez et al.,1999; Rodrigues et al.,
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2004). No sistema nervoso de um mesmo animal houve resultados diferentes na
PCR, variando de acordo com a regido estudada.

O DNA de N. caninum pdde ser detectado por PCR em todos os tecidos
coletados, exceto na pele. Esse resultado ¢ mais abrangente do que resultados
anteriormente descritos, que revelam deteccdo de material genético do
protozoario apenas no cérebro e na medula espinhal de hospedeiros
intermediarios naturalmente infectados (Ho et al., 1997). Em animais
experimentalmente infectados, a deteccdo de DNA em SNC (Nishimura et al.,
2013), musculo esquelético, musculo cardiaco (Kritzner et al., 2002), pulmio e
rim (Ho et al., 1997) foi descrita.

Nesse estudo ndo foram visualizados cistos de N. caninum nos tecidos.
Alguns trabalhos indicam que N. caninum nd3o produz cistos teciduais
eficientemente (Weiss et al.,, 1999; Vonlaufen et al., 2004; Goodswen et al.,
2013), em animais infectados naturalmente, e até mesmo em modelos
experimentais, como ratos e gerbis (Goodswen et al., 2013). Também se acredita
que, nos animais adultos, o parasito pode causar infec¢do cronica, ou o animal
pode ser portador subclinico e imunologicamente protegido, dificultando a
ocorréncia de lesdes e formacgao de cistos (Malaguti et al., 2012).

A infeccdo por Sarcocystis sp. é frequente em todo o mundo,
relacionada a ingestdo de alimentos ou agua contaminados por esporocistos, mas

normalmente néo ¢ associada com infecgdo fetal ou aborto em cabras e ovelhas
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(Buxton, 1998). Cistos de Sarcocystis sp. foram visualizados em 39 fragmentos
de musculatura esquelética. Esse achado era esperado, uma vez que o estudo foi
realizado em animais naturalmente infectados, em que co-infecgdes por outros
protozoarios formadores de cistos podem ocorrer (Peters et al., 2001). No
entanto, o indice de amostras positivas na PCR nfo pode ser relacionado com
uma possivel amplificacdo de Sarcocystis sp., pois mais de 50% dos musculos
que continham cistos do parasito foram negativos na PCR. Além disso, os cistos
de Sarcocystis sp., foram negativos para N. caninum na IHQ ¢ o sequenciamento
confirmou ser o primer utilizado especifico para N. caninum (Orlando et al.,
2013).

A cabra D foi a que teve maior percentual de amostras positivas. Esses
resultados podem estar relacionados ao fato dela ser a cabra mais jovem dos
animais estudados e com pari¢do mais recente. E sabido que a resposta Thl,
regulada por citocinas pro-inflamatérias, como IFN-y, IL-12 e TNF-a,
importantes no controle de patogenos intracelulares, ¢ negativamente regulada
durante a gestagdo, em comparagdo a resposta Th2 (Wegmann et al., 1993). Essa
modulacgdo pode influenciar a recrudescéncia de infecgdo prévia persistente, com
liberacdo de bradizoitos e parasitemia (Innes et al., 2001).

Os resultados obtidos com o presente estudo demonstraram que o DNA
de N. caninum estd presente em varios tecidos de cabras naturalmente

infectadas, com maior indice de detec¢do de N. caninum nos musculos cleido-
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occipital, triceps braquial, semimembrandceo e na medula espinhal cervical.
Dessa forma, se indica incluir esses tecidos nas amostras coletadas para o

diagndstico da neosporose.
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Tabela 3. Porcentagem de tecidos positivos para Neospora caninum por cabra.

Tecidos positivos na

Cabra Total de tecidos
PCR (%)
A 45 24,4
B 46 23,9
C 43 48,8
D 44 56,6
E 45 35,5
F 46 39,1
G 46 54,4
H 44 13,6
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Figura 1- Neospora caninum em cabras. Cabra H. Musculo estriado esquelético.

Infiltrado inflamatério mononuclear moderado entre miofibras. HE. Barra: 50 pm
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Figura 2 — Neospora caninum em cabras. Cabra D. Substincia branca do telencéfalo.
Manguito perivascular mononuclear acentuado. HE. Barra: 50 um.
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Figura 3- Neospora caninum em cabras.Cabra E. Telencéfalo. Gliose focal .HE. Barra:
50 pm.
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Figura 4— Neospora caninum em cabras. Cabra A. Telencéfalo. Colegdo de taquizoitos

de N. caninum. HE. Barra: 25 um. No detalhe, taquizoitos em maior aumento. HE
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9 10 11 12 13 14 15

Figura 5- Neospora caninum em cabras. Detec¢do de Neospora caninumpor PCR. 1:
marcador de peso molecular (100pb). 2: controle negativo. 3: controle positivo. 4-15:
DNA das amostras de tecidos das cabras.
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