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Infeccao experimental em caes com ovos embrionados de galinha
(Gallus gallus domesticus) infectados com taquizoitas de Neospora caninum

RESUMO- A neosporose é uma doenga causada pelo protozoario Neospora
caninum, e causa um grande impacto econémico na pecudria mundial. Sabe-se
que muitos mamiferos sao considerados hospedeiros intermediarios, e que
recentemente, foi confirmado o papel das aves no ciclo de vida de N. caninum
como hospedeiros intermediarios. O presente trabalho teve como finalidade
estudar o ciclo evolutivo e patogenia de N. caninum em cées alimentados com
ovos embrionados de Gallus gallus domesticus previamente inoculados com
taquizoitas. Realizou-se diariamente o exame de fezes dos animais, pela técnica
de flutuagéo, constatando a presenca de oocistos nas fezes a partir de 7 dia apds-
infecgdo. Anticorpos anti- N. caninum foram pesquisados semanalmente nos caes
pela RIFI, sendo observados anticorpos a partir dos 14dai. Semanalmente um céo
foi eutanasiado e durante a necropsia observou-se em todos 0s cinco animais,
aumento dos linfonodos mesentéricos e das tonsilas, presenca de muco no
duodeno e jejuno e hepatoesplenomegalia, com hiperplasia de polpa branca do
baco. Pelo exame histopatolégico detectou-se reatividade dos linfonodos, lesdes
no figado, coragédo, pulmao, baco e rim. Pelas técnicas de imunoistoquimica,
imunofluorescéncia indireta dos tecidos e no Real-time PCR, observou-se a
presenca do parasito. Os resultados obtidos apontam que, os ovos embrionados
infectados pelo parasito mostraram eficiéncia como modelo experimental para
infectar caes, que eliminaram oocistos nas fezes, mesmo néo apresentando sinais
clinicos da neosporose. Ademais, os caes infectados apresentaram prematura
soroconversao pela prévia administracdo de bicarbonato de sodio e o uso das

técnicas citadas tornou possivel a deteccao do parasito nos tecidos analisados.

Palavras-chave: Neospora caninum, caes, aves, histopatologia, imuno-
histoquimica, imunofluorescéncia indireta em tecidos, PCR.
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Experimental infection in dogs with chicken’s embryonated eggs (Gallus
gallus domesticus) infected with Neospora caninum tachyzoites

SUMMARY- Neosporosis is a protozoan disease caused by Neospora caninum
and affects the reproductive system in cattle worldwide. Infection by the parasite
has been widely described in mammals, and recently the role of birds in its life-
cycle was confirmed as intermediate hosts. This work aimed to study the life cycle
of N. caninum and the pathogeny in dogs that were fed with embryonated eggs
inoculated with tachyzoites. The tested dogs were followed up for oocyst shedding,
by flotation technique, and it was detected at 7 days after infection. Antibodies anti-
N. caninum were detected at 14dai. Once a week, one dog was euthanized and at
the necropsy alterations was observed on the mesenteric lymph nodes and tonsils,
presence of mucus at duodenum and jejunum portions, and hepatosplenomegaly.
At the histopathological examination lymph nodes alterations were noticed ranging
from moderate to intense. In addition, there were alterations in liver, heart, lung,
spleen and kidney. The parasite was detected by immunochemistry and indirect
immunofluorescense tests as well as by Real-time PCR. The results herein
presented suggest that inoculated embryonated eggs showed to be an efficient
model to infect dogs, because of shedding oocysts, and no clinical alterations.
Moreover, the infected dogs presented earlier seroconvertion because of sodium
bicarbonate solution administration and the parasite detection in the analyzed
tissues was successful by the techniques used.

Key words: Neospora caninum, dogs, birds, histopathology, immunochemistry,
indirect immunofluorescense in tissues, PCR.
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1. INTRODUCAO

Neospora caninum € um protozodrio parasito intracelular obrigatério, um
coccideo formador de cisto. A doenca provocada por esse protozoario foi relatada,
inicialmente, em caes na Noruega. Em 1988, o parasito foi identificado, isolado e
denominado como Neospora caninum. Atualmente, a neosporose é considerada
uma das maiores causas de aborto em bovinos no mundo inteiro, além de estar
associada a mortalidade neonatal e encefalomielite congénita em bezerros
infectados.

O uso de meios de cultivo celular € muito utilizado nao s6 para N. caninum
como também para outros parasitos. Modelos experimentais de manutencao de N.
caninum in vitro tém sido realizados em cultura de células Vero e em fibroblastos
renais de macaco verde africano. Além dessas técnicas in vitro, utiliza-se também
a manutencdo do parasito in vivo, em camundongos, gerbilos e em ovos
embrionados de galinha. O uso de ovos tem sido muito utilizado na virologia para
producao de vacinas, e avangou para a parasitologia em estudos com Toxoplasma
hominis, Trichomonas vaginalis, T. foetus, Cryptosporidium baileyi e Trypanosoma
cruzi. A introducao de modelos experimentais de infeccao, para neosporose, em
aves iniciou-se com passaros carnivoros selvagens, mas sem Sucesso.
Entretanto, o uso de frangos para infec¢do experimental e ovos embrionados, para
manutencado e producdo de antigeno mostrou-se viavel e mais econémico. A
administracdo de ovos a cées jovens resultou na presenca de oocistos do parasito
nas fezes. Posteriormente, foi confirmada a participacdo de galinhas na
epidemiologia da neosporose como hospedeiros intermediarios naturais, pela
presengca de anticorpos anti-N. caninum em galinhas confinadas e semi-
confinadas naturalmente infectadas.

Dessa forma, merece melhor esclarecimento a possivel participacdo das aves
domésticas na transmissao de N. caninum a outros animais e muitas informacoes
basicas a respeito do parasito, dentre as quais o isolamento das formas sexuadas

em células intestinais de caes.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Histérico

Neospora caninum é um protozoario, parasito intracelular obrigatério,
pertencente ao Filo Apicomplexa, Familia Sarcocystidae, Subfamilia
Toxoplasmatinae. Estruturalmente, é muito parecido com Toxoplasma gondii,
pertencente a mesma subfamilia de outros coccidios importantes, como
Cystoisospora, Sarcocystis e Hammondia (DUBEY, et al., 1988).

A neosporose é considerada cosmopolita e foi inicialmente identificada em
1984, na Noruega, por BJERKAS et al., em uma ninhada de caes com
encefalomielite, sorologicamente negativos para T. gondii. Entretanto, o
isolamento do parasito se fez em 1988 por DUBEY et al., em tecidos de caes
diagnosticados com toxoplasmose, mas que nao condizia com o0 género
Toxoplasma. McALLISTER et al., em 1998, ao alimentar cdes com tecidos de
ratos infectados com N. caninum, estes eliminaram oocistos nas fezes. Esse fato,
comprovadamente, foi a forma evolutiva do protozodrio parasito. Dessa forma, os
caes foram considerados como hospedeiros definitivos (HD). Recentemente,
coiotes (Canis latrans) também foram considerados como HD deste parasito
(GONDIM et al., 2004).

O parasito possui trés formas de infecgédo: taquizoitas, cistos teciduais
(bradizoitas) e o0s oocistos (esporozoitas). Os taquizoitas, que medem
aproximadamente 6 x 2um, caracterizam-se pela multiplicagédo rapida intracelular,
provocando no hospedeiro intermediario (HI) uma infeccdo aguda. Os cistos
teciduais, normalmente, sdo arredondados, e seu didmetro pode ser medido a
partir de 107um. A parede do cisto mede até 4um de espessura e, no seu interior,
sé@o encontrados bradizoitas de 7-8 um x 2um de tamanho (DUBEY, 2003). Séao
comumente encontrados no sistema nervoso central dos hospedeiros
intermediarios, mas ja foram encontrados cistos de parede mais fina (0,3-1,0um)
na musculatura de um bovino e de cdes naturalmente infectados com parasito
semelhante a N. caninum (PETERS et al., 2001). Os oocistos, forma resistente do
parasito encontrado no ambiente, podem medir 10,6-12,4 um x 10,6-12,0 um de

tamanho (DUBEY, 2003). Possuem no seu interior dois esporocistos com quatro
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esporozoitas cada (DUBEY et al.,, 1999). Entretanto, oocistos de T. gondii,
Hammondia hammondi, H. heydorni e de N. caninum s&o morfologicamente
semelhantes, e varios grupos de pesquisa sugerem que a morfologia do oocisto
nao seja uma caracteristica fenotipica significante para diferencia-los (MUGRIDGE
et al., 1999).

Desde a sua descricdo, em 1984, a neosporose tem sido alvo de muitas
pesquisas no mundo inteiro, principalmente por afetar o sistema reprodutivo de
bovinos, causando perdas econOmicas na pecuaria (DUBEY, 2003). Muitos
inquéritos sorolégicos foram conduzidos em animais domésticos e selvagens.
Foram encontrados anticorpos especificos contra N. caninum em bovinos, ovinos,
caprinos, equinos, bufalos, camelideos, raposas, lobos, cachorros do mato,
guaxinins, gambas, capivaras, cervideos, mamiferos marinhos, além de caes e de
gatos (DUBEY et al., 1999; HIGA et al., 2000; MINEO et al., 2001; GENNARI,
2004; VITALIANO et al., 2004; OSHIRO et al., 2007). Muitos estudos vém sendo
conduzidos em relacdo ao ciclo biolégico da doenca e a descricdo de novos
hospedeiros intermediarios experimentalmente infectados, como camundongos,
ratos, gerbilos, coelhos, aves carnivoras e frangos, além daqueles ja descritos
como caes, gatos, bovinos e ovinos (BAKER et al., 1995; DUBEY e LINDSAY,
1996; McALLISTER et al., 1998; FURUTA et al., 2007).

Neospora caninum instala-se nos hospedeiros intermediarios no momento
em que 0s oocistos presentes no ambiente, nas pastagens, cochos de
alimentacdo e agua, sao ingeridos. Os oocistos passam pelo estbmago e
duodeno, juntamente com o alimento, sofrem a digestdo quimica e enzimatica e
liberam as formas infectantes na luz do intestino (DUBEY et al., 1999). Os
esporozoitas transformam-se em taquizoitas e, num processo de multiplicacado nas
células epiteliais do intestino, chamado endodiogenia, formam vacuolos que se
rompem e novos taquizoitas sao liberados para parasitarem outras células. Assim,
conseguem atingir a circulacdo linfatica e a sanglinea, e se espalham pelo
organismo todo, atingindo até o sistema nervoso central (SHIBAHARA et al.,
1999). Os taquizoitas podem se multiplicar rapidamente num processo freqliente

de invasdo celular, proliferacdo, lise da célula do hospedeiro e,
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consequentemente, invasdo de células vizinhas. Tudo isso conjugado com
eventos imunopatologicos, resultando em lesdes necréticas significativas dentro
de tecidos lesados (DUBEY e DE LAHUNTA, 1993). Consequientemente, ocorre
uma enfermidade neuromuscular severa em decorréncia da destruicao de células
neurais, afetando a condutividade nervosa (DUBEY e DE LAHUNTA, 1993). Tanto
nas fases aguda como na crénica da infecgdo, o cérebro é o 6rgdao mais afetado,
no qual se pode encontrar a maior parte dos cistos formados pelo protozoario
(BARR et al., 1994; McALLISTER et al., 1996; BUXTON et al.,, 1998). Alguns
pesquisadores sugerem que N. caninum possa invadir a medula espinhal pelo
nervo espinhal e, posteriormente, alcangar o cérebro pelo liquido liquor (SAWADA
et al., 1997).

Comparativamente ao ciclo do T. gondii, os taquizoitas penetram nas
células do felino hospedeiro, formando um vacuolo parasitéforo que o protege dos
mecanismos de defesa do hospedeiro. Ocorre uma intensa multiplicacao
assexuada até que a célula se rompe e os taquizoitas invadem novas células.
Apoés algumas divisdes, o parasito forma um cisto tecidual, em que se encontram
os bradizoitas, formas mais delgada que os taquizoitas (HILL et al., 2005). O
hospedeiro intermedidrio, ao ingerir tecido contendo cisto, digere a parede do
cisto, liberando os bradizoitas que penetram nas células epiteliais do intestino
delgado. Ent&o, iniciam numerosas geracdes de ciclos assexuados e sexuados.
As formas encontradas no ciclo enteroepitelial sdo os merontes, que liberam as
formas diferenciadas, gametas femininos e masculinos, que se fundem e formam
os oocistos (HILL et al., 2005).

Na neosporose, ocorre a fase aguda e a crbnica da infecgdo. Na fase
aguda, os taquizoitas multiplicam-se rapidamente, preferencialmente em células
mononucleares macrofdgicas presentes na corrente sanglinea, possibilitando
uma rapida disseminacao pelo organismo. Ao se instalarem nos érgéos, o parasito
prossegue no mesmo compasso de multiplicacédo, destruindo o tecido parasitado e
instalando uma reacéao inflamatéria, principalmente nos pulmdes (COLLANTES-
FERNANDEZ et al.,, 2006). Ao alcancar o cérebro ou tecido esquelético, o

parasito volta na forma de bradizoita (estado de laténcia), no qual comecga a se
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agrupar e se multiplicar lentamente, secretando proteinas que impermeabilizam a
parede do cisto, impedindo o desenvolvimento da resposta imune do hospedeiro.
Contudo, o cisto tecidual acaba se tornando mais uma potente fonte de infeccao
para os hospedeiros carnivoros (COLLANTES-FERNANDEZ et al., 2006).

Nos bovinos, a transmissao vertical (transplacentaria) do protozoario das
fémeas infectadas para seus bezerros € descrita como a principal forma de
transmissao num rebanho (DAVISON et al., 1999). A prevaléncia da infeccdo nao
€ unicamente explicada pela transmissao vertical, mas também pela ingestao de
oocistos presentes no ambiente (FRENCH et al., 1999). No entanto, pode haver
outra forma de infec¢do além das citadas anteriormente. MOSKWA et al. (2007)
detectaram DNA de N. caninum em colostro de vacas infectadas e soropositivas,
implicando na possibilidade da transmissdo do parasito pelo colostro. Durante a
gestacado, as vacas infetadas podem transmitir o parasito pela placenta para os
fetos, ocasionando lesdes, como encefalites focais, incluindo necrose e inflamacéao
nao-supurativa. Recentemente, MACHADO et al. (2007) reproduziram in vitro a
replicacdo de taquizoitas de N. caninum em células trofoblasticas binucleadas
bovinas, sugerindo a participacao destas na transmissao intra-uterina do parasito,
ja que estas células migram, durante o periodo de gestagéo para o epitélio uterino
pelas conexdes coridnicas.

O cérebro é o érgado mais afetado pelo N. caninum, contudo muitos fetos,
quando abortados, ja estdo autolisados (PESCADOR et al., 2007). Assim, quando
0s caes se alimentam de placentas e fetos abortados, naturalmente infectados,
eliminam oocistos no ambiente, podendo contaminar cochos de alimentacdo e
agua, aumentando a incidéncia da infecgdo no rebanho bovino. Até o momento,
ndo se sabe ao certo como e onde ocorre a fase sexuada de N. caninum nos
hospedeiros definitivos para que haja formagao de oocistos.

Quando vacas prenhes se infectam com o parasito, estes alcancam a
placenta pela circulagdo e invadem o septo caruncular maternal no placentoma
antes de infectarem as células trofoblasticas fetais e se espalharem (DUBEY et al.,
2006), possibilitando a transmissdo transplacentaria via células trofoblasticas
binucleadas, sugerido por MACHADO et al. (2007). A gestacdo pode ser
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interrompida logo no tercgo inicial, em consequéncia da vulnerabilidade do feto,
quando o timo, baco e os linfonodos periféricos ainda estdo em formacgéao. Durante
o segundo terco da gestacdo, esses tecidos linféides comegam a reconhecer e
responder aos microrganismos, mas ainda ndo o suficiente para sobreviver a
infeccdo. Esse é o periodo em que ocorre a maioria dos abortos (BUXTON et al.,
2002). No terco final da gestacdo, os bezerros tém um aumento gradativo da
defesa contra patdgenos, possibilitando o nascimento. Os animais podem nascer
clinicamente normais ou enfraquecidos e se desenvolvem normalmente (BUXTON
et al., 2002), mas apresentam as formas latentes do parasito que persistira por
varias geracoes e em sucessivas gestacdes (BJORKMAN et al., 1996).

A neosporose clinica nos caes ocorre em qualquer idade e nao tem
predilecao de sexo ou raga, no entanto muitos casos tém sido descritos nas ragas
labrador, golden retriever, boxer, greyhound e basset hound. Os casos mais
graves da neosporose ocorrem em filhotes congenitamente infectados que
apresentam, inicialmente, uma paresia dos membros posteriores e progridem para
uma paralisia com hiperextensdo rigida. Além da paralisia dos membros
posteriores, outras disfungdes podem aparecer como dificuldade de degluticéo,
paralisia de mandibula, flacidez e atrofia muscular e ainda faléncia cardiaca
(BUXTON et al., 2002). Em céaes experimentalmente infectados, ainda néo se
conseguiu reproduzir 0s sinais clinicos classicos da doenca.

No Brasil, na ultima década, muitos estudos tém sido conduzidos para se
conhecer a presenga de N. caninum nos rebanhos de animais de producao, na
populacdo canina e em animais selvagens. A existéncia do agente em nosso pais
foi relatada em 1996, quando BRAUTIGAM et al., realizou estudo em rebanhos
bovinos leiteiros do Estado de Sdo Paulo, detectaram a presenga de anticorpos
anti- N. caninum. A partir desses dados, muitos outros estudos foram conduzidos
em bovinos, por causa da sua importancia econdmica no pais. A soropositividade
nesses animais pode variar de 6,8% a 67,8% em diferentes regides do Brasil
(GENNARI, 2004). Outros métodos de diagnostico também foram empregados em
estudos da neosporose, entre os quais a IHQ, que detectou a presenca de

taquizoitas e cistos em tecidos de bezerros de um rebanho leiteiro no Parana
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(SANTOS, 2000); a Reacao em Cadeia pela Polimerase (PCR), a qual detectou o
DNA do parasito em fetos de bovinos em Sao Paulo (PAULA et al., 2004); além da
histopatologia que demonstrou focos de inflamag¢do n&o supurativa no cérebro e
coracao de 22 fetos no Rio Grande do Sul (COBERLLINI et al., 2002). Muitos
outros estudos foram realizados com caes, avaliando-se sua importancia na
epidemiologia da neosporose. A soropositividade dos caes, em cidades do Brasil,
atendidos em hospitais veterinarios, clinicas particulares, canis, domicilios, regiao
urbana, rural e errantes, varia de 4,29% a 58, 97% (GENNARI, 2004). MINEO
(2007) obteve éxito na infeccdo experimental de caes, ao alimenta-los com
cérebro de bovinos experimentalmente infectados com N. caninum, e estes,
durante os primeiros 40 dias pos-infeccdo, apresentaram muco nas fezes
juntamente com a presenca de oocistos. Além de bovinos e caes, 0os quais tém
grande importancia na epidemiologia da neosporose, outras espécies também
vém sendo estudadas, tais como gatos, ovinos, caprinos, equinos, bufalos,
cervideos, raposas, lobos, cachorros-do-mato, gambés e capivaras (GENNARI,
2004).

2.2. Modelos Experimentais

Os modelos experimentais freqientemente usados para se estudar as
lesGes causadas por N. caninum nos hospedeiros sdo os ratos e camundongos;
contudo, bovinos, bufalos, caes, ovinos, canideos selvagens e aves também ja
foram infectados com o parasito para verificar o potencial como hospedeiros
intermediarios e as possiveis lesées causadas (McALLISTER et al., 1996; HILL et
al., 2001; MINEO et al., 2005; FURUTA et al., 2007; McCANN et al., 2007;
SERRANO-MARTINEZ et al., 2007). Os ratos sdo comumente usados como
modelos laboratoriais para estudo da neosporose, isolamento das formas do
parasito em diferentes hospedeiros ou desenvolvimento de vacinas (SAWADA et
al., 1997; CANNAS et al., 2003; OMATA et al., 2004). Normalmente, os animais
usados sdo imunodeficientes ou imunossuprimidos em decorréncia da auséncia
de patogenicidade do parasito em ratos de laboratorio (RETTINGER et al., 2004).
A espécie Rattus norvergicus foi apontada como um hospedeiro resistente ao
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parasito (LINDSAY e DUBEY, 1990), mas se mostrou susceptivel a infecgédo
natural (HUANG et al., 2004). Em 2001, GONDIM et al. comprovaram a eficiéncia
dos gerbilos em desenvolver a infecgdo apds inoculagdo do parasito, além de
produzir grande numero de cistos teciduais sem que fossem necessariamente
imunossuprimidos. Em bufalos, foi comprovada a presenca de DNA de N.
caninum no sémen e sangue de bufalos experimentalmente infectados, pela via
intravenosa, com taquizoitas do isolado NC-1. A presenca do parasito foi
intermitente e encontrada em baixa quantidade no sémen, associada ao estagio
crénico da infeccdo (SERRANO-MARTINEZ et al., 2007). Outra espécie animal
utilizada para infeccao experimental foi a de ovelhas prenhes, que pariram filhotes
enfraquecidos, clinicamente sadios, e outras ainda sofreram abortamentos
(McALLISTER et al., 1996).

Além de todos os animais citados acima para infeccao experimental de N.
caninum, as aves também podem ser usadas como modelo. Em 1995, BAKER et
al. investigaram o possivel potencial de falcdes, abutres e corujas como
hospedeiros definitivos, entretanto ndo obtiveram éxito, pois ndo houve eliminagao
de oocistos nas fezes das aves. Outras aves que sdo consideradas
potencialmente como hospedeiros intermediarios apos infeccao experimental sao
os pombos e o diamante mandarino (Taeniopygia guttata) (McGUIRE et al., 1999).
FURUTA et al. (2007) realizaram infec¢cdo experimental em aves domésticas,
frangos e em ovos embrionados e puderam constatar a presenga do parasito pela
IHQ, em amostras de tecidos dos frangos e a potencialidade dos ovos
embrionados em propiciar a replicacdo dos taquizoitas. Assim, sugeriram um novo
modelo de estudo da biologia do parasita in vivo. Constatou-se também que pintos
originados de ovos infectados apresentaram sintomatologia neuroldgica, como
perda da coordenagdo motora, movimentos de pedalagem e ataxia de membros.
Além dos resultados apresentados, cdes que foram alimentados com ovos
embrionados e membranas cério-alantdide infectados com N. caninum, eliminaram
oocistos nas fezes. Posteriormente, COSTA et al. (2007) mostraram que as
galinhas sdo consideradas bons HI naturais, ao realizarem sorologia em galinhas

semi-confinadas e confinadas e se depararam com uma soropositividade de
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23,5% e 1,5%, respectivamente, além de detectarem o DNA do parasito no
cérebro das aves soropositivas pela PCR.

O uso de ovos embrionados de galinha tem sido exaustivamente
empregado na virologia, principalmente na produgao de vacina contra o virus da
Newcastle. Na virologia, o uso dos ovos embrionados oferece varias
possibilidades de aplicacdo. Esta técnica permite uma producdo em grande
quantidade de virus, necessarios para estudos biofisicos e bioquimicos e para
preparacao de vacinas e diagnédsticos sorolégicos. A técnica de inoculacao intra-
alantdide representa a mais importante e mais freqlente via de inoculagdo em
embrides para producdo em larga escala de virus (BLASKOVIC e STYC, 1967).

Para estudar o isolamento de T. hominis (BUTTITA, 1951),
desenvolvimento de Toxoplasma, Trichomonas vaginalis, T. foetus e
Cryptosporidium baileyi (WARREN e RUSS, 1948; ROIRON e GALISTIN, 1963;
WUNDERLIN et al., 1997), e estudo da biologia de Trypanosoma cruzi (MELLO e
DEANE, 1976), o uso de ovos embrionados como modelo tem sido empregado ha
varios anos. Ha algumas décadas, a producdo de taquizoitas de T. gondii em
embrides de galinha tornou-se viavel, por ser mais econémico e a obtengcédo de um
meio de cultivo naturalmente estéril, além de evitar a eutanasia de animais
(WUNDERLIN et al., 1997) .

2.3. Diagnéstico

O método de diagnostico freqientemente usado para deteccao de
anticorpos anti- N. caninum é a sorologia, por meio da reagdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI), ensaio imunoenzimatico indireto (ELISA) e
teste de aglutinacdo de N. caninum (NAT), quando ocorre a suspeita clinica da
neosporose. Em casos de abortamentos em bovinos, pode-se complementar a
conclusdo do diagnéstico com a histopatologia, entretanto torna-se dificil a
identificacdo dos parasitos, por causa da escassez e da baixa freqiiéncia de
lesbes macroscopicas (SANTOS, 2000). O emprego da imunoistoquimica permite
localizar e identificar o parasito em cortes de tecidos infectados, utilizando soros
monoclonal ou policlonal anti-N. caninum (LINDSAY e DUBEY, 1989),



21

confirmando a presenca de antigeno, taquizoitas ou cistos, pelo uso do complexo
Avidina-Biotina-Peroxidase (SANTOS, 2000). Atualmente, a PCR é uma
ferramenta largamente utilizada na detecgdo do DNA do parasito, entretanto sua
eficiéncia depende das condicbes do laboratério que efetuara a técnica, do estagio
de autélise do material e da manipulacdo da amostra (DUBEY, 2003). A sequéncia
alvo mais utilizada é a Nc5 do DNA genbémico de N. caninum, com modificacoes
na realizagdo da nested ou semi-nested PCR, o que aumenta a sensibilidade e
especificidade da técnica (COLLANTES- FERNANDEZ et al., 2002). O Sistema de
“Real-time PCR” tem sido utilizado como ferramenta na detec¢cdo de DNA do N.
caninum, pelos sistemas de sonda tipo Tagman®, Plexor™ e Sybr® Green
(COLLANTES- FERNANDEZ et al., 2002; MULLER et al., 2002; GHALMI et al.,
2008). Comparativamente, o limite de deteccdo de DNA dos sistemas Plexor™ e
Sybr® Green pode ser afetado por amplificacdes néo-especificas, principalmente
quando a quantidade de DNA do parasito é baixa (GHALMI et al., 2008). Para o
isolamento do parasito, pode-se recorrer ao cultivo celular do protozoario
proveniente de tecidos infectados ou ensaio biolégico em animais
imunossuprimidos, entretanto pesquisadores recorrem a esta ultima técnica em
estudos de patogenia de N. caninum para comprovacdo da existéncia do
protozoario em algum tecido infectado suspeito.

A transmissdo transplacentdria de N. caninum, em bovinos, € um meio
eficiente de o parasito infectar um novo hospedeiro, e isso pode ocorrer em
sucessivas gestacoes e por muitas geragdes (INNES, 2007). Os caes se infectam
facilmente ao se alimentarem de restos placentarios e fetos abortados de bovinos
infectados, participando, portanto, da manutencdo e eliminacdo de oocistos no
meio ambiente. Outros mamiferos cooperam com o ciclo do parasito, ja que esse
protozoario pode infectar todo animal de sangue quente. Até o0 momento, poucos
estudos focaram as aves como eventuais portadoras, até mesmo as aves de
rapina que se alimentam de pequenos roedores, considerados grandes portadores
do parasito.
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo Geral

Estudar a dindmica da infeccao de Neospora caninum em caes

alimentados com ovos embrionados de Gallus gallus domesticus inoculados com

taquizoitas.

3.1.1. Objetivos Especificos

Realizar a infecgdo pelo N. caninum em ovos embrionados

inoculados com taquizoitas do parasito.

Verificar a eliminagao de oocistos e observar possiveis sinais clinicos

da neosporose nos caes durante os 30 dias apds-infeccao.

Observar lesdes macroscépicas, pelo exame necroscépico, e
microscépico, pelo exame histopatoldgico, de lesbes em tecidos dos
cées infectados.

Detectar a presenca do parasito nos tecidos dos céaes
experimentalmente infectados por N. caninum por meio das reacoes
de imuno-histoquimica e da reagao de imunofluorescéncia indireta

em tecido.

Pesquisar semanalmente, anticorpos anti-N. caninum, nos soros dos
caes infectados, bem como a deteccédo direta de DNA do parasito
por meio da PCR e “Real-time PCR”, em todas as porcdes do

intestino e outros tecidos, e nos oocistos eliminados nas fezes.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Amostra de Neospora caninum (NC-1)

Utilizaram-se taquizoitas de N. caninum do isolado NC-1' (DUBEY et al.,
1988) cultivados em células CV-1 (fibroblastos renais de macaco verde africano).
As células CV-1 infectadas e néo infectadas foram cultivadas a 37°C em 5% de
CO,, utilizando meio RPMI 1640 (Sigma Co., EUA), contendo 10% de soro fetal
bovino, até atingirem a confluéncia, quando foram infectadas com células CV-1
parasitadas, contendo de 5x10° a 10° taquizoitas. Apds 10 dias da infecgao celular,
a maioria delas ficou destruida, e grande numero de taquizoitas concentrava-se no
sobrenadante. Este foi colhido, passado em seringa com agulha para a liberagéo
dos parasitos intracelulares restantes, recolhidos em tubos cbnicos e
centrifugados a 4000xg por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o
sedimento ressuspenso em 1 mL de PBS. A suspensao de taquizoitas resultante
do cultivo foi utilizada para infecgdo de novos frascos de cultivo, preparo de
antigeno formolizado para preparacédo de laminas a serem utilizadas na RIFI e
preparo do indculo para a infecgdo dos ovos. A preparagéo do indculo realizou-se
a partir do sedimento formado pela centrifugacdo, sendo este ressuspenso em
meio de cultura RPMI 1640 (Sigma Co., EUA), adicionado de solugao
antibiético/antimicético com  penicilina (10000 U), estreptomicina (100ug) e
anfotericina B (25ug) por mL (Invitrogen, EUA). Os procedimentos descritos foram
realizados no Laboratério de Imunoparasitologia do Departamento de Patologia
Veterinaria, FCAV-UNESP.

4.2. Infeccao experimental de ovos embrionados de galinha (SPF) com
taquizoitas de N. caninum

Ovos embrionados de galinha, livres de agentes patogénicos (SPF)?, foram
inoculados via cavidade alantéide, no oitavo dia de incubacdo, com uma
suspensdo contendo 5,04x10° taquizoitas de N. caninum. Esta solucdo de

' Amostra gentilmente cedida pela Profa. Dra. Solange Maria Gennari da FMVZ — USP, S&o Paulo.
2 Gentilmente cedidos pela Hyline do Brasil.
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taquizoitas foi diluida em solugéo salina com fosfatos (PBS, 0,01M, PO4 = 0,14M,
NaCl pH 7,2) contendo 1% de solucao penicilina/estreptomicina/anfotericina B. Os
ovos foram, a seguir, incubados em incubadora rotativa a temperatura (37°C) e
umidade (60%) controladas. A viabilidade dos ovos pés-infecgao foi observada
diariamente, durante sete dias, por meio da ovoscopia. Apdés 7 dai, doze ovos
foram deixados na incubadora até a eclosdo, e o restante dos embrides e seus
anexos foram retirados das cascas para certificacdo da presenca de taquizoitas na
membrana corio-alantdéide por exame direto, com auxilio de um microscépio
binocular (Nykon, Alphaphot-2 YS2). Depois da confirmacdo da presenca do
parasito pelo exame direto, os embrides e anexos foram utilizados na infecgéo
peroral dos caes. Os embrides que morreram apds primeiras 72 horas apés a
infeccao, foram descartados e ndo foram oferecidos aos caes.

4.3. Origem e manutenc¢ao dos caes

Todos os cdes SRD, utilizados neste trabalho foram oriundos de fémeas
prenhes errantes encontradas nas dependéncias da Faculdade de Ciéncias
Agrérias e Veterinarias (FCAV). As fémeas, assim como seus filhotes, foram
alojados em baias individuais do canil do Departamento de Patologia Veterinaria
da FCAV — UNESP Jaboticabal. Todos os animais foram vacinados contra
cinomose, parvovirose, leptospirose, parainfluenza, hepatite infecciosa e
coronavirose. Foram vermifugados (Praziquantel, Pamoato de Pirantel e Pamoato
de Oxantel, 10mg/kg) e tratados com droga giardicida (Metronidazol, 10mg/kg,
BID, durante 5 dias). Adicionalmente, cada animal foi submetido a deteccéo de
anticorpos anti-Babesia canis, anti-Ehrlichia canis, anti-T. gondli, anti-N. caninum e
anti-Leishmania chagasi, com o objetivo de utilizar animais soronegativos para os
agentes etiologicos supracitados. Além dos referidos cuidados, foi assegurada
uma dieta baseada em ragdo comercial (Dog Chow®, Purina®), sem a possivel
ingestao de carne crua ou qualquer outro tipo de alimento, para evitar possivel
infecgdo por outros coccidios. Diariamente, era realizada a desinfec¢do do canil,

com uso de solugéo de formaldeido a 1% e hipoclorito de sédio a 2%.
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4.4. Infeccao experimental dos caes

Antes de cada protocolo experimental, realizou-se o vazio sanitario do canil
por um periodo de um més, com desinfeccdo com solugédo de formaldeido a 1% e
hipoclorito de sédio a 2%, para descartar a possibilidade de infec¢do cruzada com
outros coccidios.

Nos quatro ensaios realizados, utilizaram-se caes SRD, com idade de trés a
seis meses, nascidos e mantidos no canil do Departamento de Patologia
Veterinaria, FCAV- UNESP Jaboticabal.

a. Grupo experimental 1

Esse experimento foi realizado em um céo (cdo A) jovem de seis meses de
idade, infectado per os com cinco membranas coério-alantéide infectadas com
taquizoitas de N. caninum (NC-1), fornecidas ao animal misturadas a racao
comercial. O periodo experimental foi de 30 dias.

b. Grupo experimental 2

Foi realizado em dois caes (cdes B e C) com cinco meses de idade, os
quais receberam dois ovos infectados durante quatro dias consecutivos.

c. Grupo experimental 3

Foi realizado em quatro cées (caes D, E, F e G) de trés a quatro meses de
idade, os quais receberam dois ovos infectados, por dia, durante trés dias
consecutivos. O mesmo procedimento repetiu-se aos 15 e aos 30 dai, perfazendo
90 dias de experimento.

d. Grupo experimental 4

Foi realizado em cinco cées de trés meses de idade, sendo um animal
considerado controle negativo do experimento. Aos animais do grupo infectado
(cédes 2, 3, 4 e 5), foram fornecidos cinco ovos infectados durante trés dias
consecutivos. Ao animal controle (cao 1) também foram oferecidos ovos, porém
néo infectados. Quinze minutos antes da ingestdo dos ovos pelos animais, foram
administrados por via oral, 5 mL de solugdo de bicarbonato de sédio 10%,
objetivando alcalinizar o pH estomacal, para que os parasitos ndo fossem
inviabilizados pela agdo do suco gastrico. A cada 7 dai um animal foi eutanasiado,

sendo o periodo de experimento de 30 dias.
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O exame clinico dos céaes foi feito diariamente e consistiu em aferir os
batimentos cardiacos, freqiéncia respiratéria, e a palpacdo dos 6rgaos na
cavidade abdominal e dos linfonodos submandibular, pré-escapular e popliteo.

Nenhum dos animais dos ensaios 1, 2 e 3 foram eutanasiados, e todos os
procedimentos realizados com os caes estavam de acordo com o0s principios
éticos em pesquisa com animais de laboratério, adotados pelo Colégio Brasileiro
de Experimentacao Animal (COBEA) e o experimento foi aprovado pela Comissao
de Etica e Bem-Estar Animal (CEBEA, protocolo n® 005325-07).

A distribuicdo dos grupos experimentais com seus respectivos animais e
periodo de infeccéo estao representados na Tabela 1.
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Tabela 1: Relagdo dos grupos experimentais com 0s respectivos animais, modo
de infeccao e periodo experimental.

Periodo
. ldade _ _ _
Grupo / Animal Modo de infecgéo Experimental
(Meses) .
(dias)
5 membranas
G1 A 6 . . 30
cério-alantdides
G2 B 5 8 ovos inteiros em 4 dias 35
C (2 ovos/dia)
D
E 6 ovos inteiros em 3 dias
G3 3-4 (2 ovos/dia) 90
F Repeticdo aos 15 dpi e 30 dpi
G (2 ovos/dia)
T
2
G4 3 3 6 ovos inteiros em 3 dias 30
(2 ovos/dia)
4
5

*Animal controle: receberam os dois ovos inteiros por trés dias, porém néao
infectados com Neospora caninum.
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4.4.1. Exames coprolégicos

Apos a infeccao dos caes em todos os ensaios, foi realizado, diariamente, o
exame de fezes pelo método de flutuagdo com solugéo de sacarose (densidade de
1,26 g/cm®), pelo Método de Sheather (BENBROOK e SLOSS, 1965) modificado,
para identificagcdo de oocistos tipo N. caninum. Dez gramas das fezes colhidas
foram misturados a solucao de sacarose, filtrados por uma gaze e centrifugados a
735xg por 10 minutos. Apenas 20uL do menisco foram retirados para observagéao
de oocistos tipo N. caninum em microscopio éptico. Outros 5 mL do sobrenadante
foram adicionados a 10 mL de agua destilada e centrifugados por 10 minutos a
735xg. O sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspenso em 1 mL de
agua destilada e armazenado a -20°C até ser analisado por métodos moleculares.

4.4.2. Exames sorologicos

De cada animal (grupos experimentais 1, 2, 3 e 4) foi coletado sangue por
venopungdo da jugular para obtencdo de soro, a cada 7 dias, durante 30 dias
consecutivos. Os soros foram mantidos a uma temperatura de -20°C até a sua
utilizacédo para pesquisa de anticorpos anti-N. caninum pela RIFI.

4.4.3. Exame Necroscopico e Exame Histopatoldgico

Apenas os caes do grupo experimental 4 (caes 1, 2, 3 e 4) foram
eutanasiados para o estudo do ciclo sexual do parasito no intestino delgado de
caes experimentalmente infectados.

A um intervalo de sete dias, um animal foi eutanasiado por um periodo de
30 dias. A eutanasia dos animais deu-se pela administragcédo de Tiopental 2,5%
(0,5 mL/kg), seguido de solugdo saturada de cloreto de potassio, por via
endovenosa. O exame post mortem foi realizado com a finalidade de observar a
presenca do parasito, em todos os 6rgaos, possiveis alteragbes macroscoépicas
associadas a N. caninum. A seguir, procedeu-se a coleta de varios fragmentos de
orgaos, a saber: linfonodos submandibular, pré-escapular, mesentérico e popliteo;
tonsilas, eséfago, estbmago, duodeno, jejuno, ileo, ceco, colon, vesicula e ducto

biliar, lingua, coragéo, pulmao, figado, bago, rim, pancreas, cérebro e cerebelo.
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Uma parte dos fragmentos foi estocada a -70°C, para posterior deteccao do DNA
de N. caninum pela PCR. Outra parte dos fragmentos coletados foi fixada em
solugcédo de formalina tamponada a 10%, por 48 horas, e transferidas para solugéo
de élcool etilico 70%.

As amostras dos tecidos fixadas em solucdo de alcool etilico 70% foram
processadas conforme rotina convencional de processamento histolégico, com
desidratacao em diluicdes crescentes de alcool etilico e diafanizacao em xilol, para
inclusdo em blocos de parafina histolégica. Os cortes com 4um de espessura
foram feitos em micrétomo e colocados em lamina de microscopia, as quais foram
previamente tratadas com Poly-L-Lisina (Sigma P-1399), diluida a 0,01%, para
manter o corte aderido a lamina. As laminas com os cortes foram mantidas em
estufa a 60°C, por uma hora, e submetidas a desparafinizagdo em xilol e
reidratacdo em diluicdbes decrescentes de alcool etilico. Os fragmentos nas
laminas foram corados conforme técnica de hematoxilina-eosina; e na analise
microscopica dos érgaos colhidos a necropsia, foi observada a presenca de lesbes
degenerativas e/ou inflamatérias, considerando a intensidade dessas alteracoes

(discreta, moderada e acentuada).

4.5. Deteccao de anticorpos anti-N. caninum pela RIFI

4.5.1. Preparacao das laminas

Os taquizoitas oriundos do cultivo in vitro foram submetidos a centrifugacao
a 600xg por 10 minutos a 4°C. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e o
precipitado, contendo os parasitos, foi lavado por trés vezes em 10 mL de PBS. O
precipitado foi ressuspenso em PBS contendo 1% de formol, seguido de
incubagao por 30 minutos a temperatura ambiente, sob agitagdo constante para
que houvesse a fixagdo e preservacdo dos antigenos de superficie dos
taquizoitas. ApOs essa etapa, retirou-se o excesso do tampdao fixador com trés
ciclos de lavagens e ressuspendeu-se o precipitado com agua bidestilada,
adicionada de 1% de soro albumina bovina (BSA). A concentracdo de taquizoitas

foi estabelecida em 20-30 parasitos por campo e, entdo, 10uL da suspensao foram
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adicionados a cada pogo das laminas. As laminas foram secas a temperatura
ambiente, envoltas individualmente em lengcos de papel, embaladas em papel
laminado e armazenadas a -20°C.

4.5.2. Reacao de imunofluorescéncia indireta

A reacao foi realizada de acordo com técnicas previamente descritas
(MINEO et al., 2001), para detectar anticorpos da classe IgG. Os soros foram
diluidos em PBS, na diluigao inicial de 1:25, e 10uL de cada amostra foram
depositados em cada pogo das laminas. Estas foram incubadas a 37°C, por 30
minutos, em camara umida, seguido de trés lavagens de 5 minutos cada em PBS.
Em seguida, as laminas foram secas e adicionaram-se 10uL do anticorpo anti-IgG
canino conjugado com isotiocianato de fluoresceina (FITC-Sigma, F4012), na
diluicao de 1:350. O anticorpo foi diluido em PBS com 0,01% de Azul de Evans.
Incubaram-se novamente as laminas a 37°C, por 30 minutos, seguido de novas
lavagens e montagem das laminas com laminulas e glicerina tamponada com
bicarbonato de sdédio, pH 9,0. A leitura das laminas foi feita em microscopio
equipado com luz fluorescente (Olympus Mod. BX60, Tokyo, Japéo). Considerou-

se reagao positiva a fluorescéncia total da superficie dos taquizoitas.

4.6. Reacao de Imuno-histoquimica

Utilizou-se o mesmo protocolo de IHQ empregado por MINEO et al.
(submetido para publicagéao). Cortes incluidos em parafina obtidos foram utilizados
na realizacdao da técnica de IHQ, empregando o complexo avidina-biotina
peroxidase (ABC), utilizando-se o kit DakoCytomation, Dinamarca. As laminas
foram incubadas em estufa a 60°C, por 30 minutos, passaram pelo processo de
desparafinizagdo, conforme descricdo no item 4.6. e, entdo, foram submetidas a
trés lavagens de 5 minutos com PBS, pH 7,2. Prosseguiu-se com o bloqueio da
peroxidase endogena, com solugéo de alcool metilico e perdxido de hidrogénio a
2%, por 20 minutos em ambiente escuro, e um novo ciclo de trés lavagens com

PBS foi realizado. A recuperagdo antigénica foi realizada em solugdo tamponada
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de citrato, pH 6,0, em panela de pressao, sob pressao constante, por 5 minutos.
Apds a recuperagdo antigénica, as laminas foram deixadas em repouso na
temperatura ambiente por 20 minutos e prosseguiu-se com 3 lavagens com PBS,
pH 7,2. Para o bloqueio da proteina inespecifica utilizou-se o “Protein Block”
(DakoCytomation, Dinamarca), por 20 minutos, antecedendo a adicdo de soro
policlonal de bovino anti-N. caninum na diluicdo de 1:1000, incubando as laminas
em camara umida, por 18 horas, a 4°C. Apbs essa etapa, as laminas foram
submetidas a trés lavagens, de 5 minutos cada, em PBS. Em seguida, os cortes
foram incubados com anticorpo secundario biotinilado (DakoCytomation,
Dinamarca), por 30 minutos, com lavagem em PBS. Adicionou-se a estrepto-
avidina/peroxidase (DakoCytomation, Dinamarca) as laminas, as quais foram
incubadas por 30 minutos, antes de serem novamente lavadas com PBS. O
cromégeno tetrahidrocloreto de diaminobenzidine (DAB) (DakoCytomation,
Dinamarca) foi adicionado, segundo recomendagdes do fabricante e, em seguida,
realizada uma lavagem com agua destilada. Ap6s a coloragdo com hematoxilina
de Harris, os cortes foram imersos rapidamente em solugdes crescentes de alcool
e xilol, antes de serem montados com Balsamo do Canada (Synth).

Realizou-se também a IHQ das membranas coério-alantéide dos ovos

infectados para certificacao da presenca do parasita.

4.7. Reacao de Imunofluorescéncia Indireta em Tecidos

A técnica utilizada foi preconizada por Machado (2006, nao publicado). Os
cortes parafinados foram mantidos em estufa a 60°C durante trinta minutos. Apés
essa etapa, foram realizados os procedimentos de desparafinizacdo e reidratacao,
conforme descrito anteriormente. As laminas passaram por trés lavagens de 5
minutos com PBS e submetidas a recuperagdo antigénica com solugéo
tamponada de citrato (pH 6,0), conforme descrito anteriormente. Apés
estabilizagdo da temperatura, fez-se uma lavagem em &agua destilada e trés
lavagens com PBS, pH 7,2. Adicionou-se aos cortes soro policlonal (soro de
bovino positivo para N. caninum) diluido, na concentragdo de 1:80. Apds um
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periodo de 2 horas de incubacdo a 37°C, em camara Uumida, as laminas foram
lavadas por trés vezes em PBS. Em seguida, adicionou-se conjugado de coelho
anti-IgG de bovino (Sigma Co., EUA) acoplado ao isotiocianato de fluoresceina, na
diluicdo 1:50. As laminas foram novamente mantidas a 37°C, por 2 horas, e
procedeu-se a nova série de lavagens em PBS. As laminas foram montadas com
laminulas e glicerina tamponada (pH 9,0) e observadas em microscépio equipado
com luz ultravioleta (Olympus Mod. BX60, Téquio, Japao). Utilizaram-se como
controle da reacdo, as membranas CA dos ovos infectados, juntamente com
soros, sabidamente, positivo e negativo de bovino para N. caninum. Realizou-se
também a RIFIT nas membranas corio-alantéide dos ovos infectados oferecidos

aos caes.

4.8. Deteccao de DNA de Neospora caninum pela Reacao em Cadeia
pela Polimerase

4.8.1. Deteccao de DNA de Neospora caninum pela PCR em
fragmentos de tecidos de caes experimentalmente infectados

Fragmentos de tecidos colhidos durante a necropsia foram mantidos a
-70°C para posterior processamento e deteccdo de DNA de N. caninum pela
técnica da PCR.

A extracdo do DNA das amostras de tecidos dos caes infectados foi
realizada a partir de fragmentos de 25 mg, usando-se o kit DNA (QlAamp DNA
Mini Kit, Qiagem®, EUA) de acordo com as recomendacdes do fabricante.
Utilizou-se o DNA de taquizoitas de N. caninum do cultivo celular como controle
positivo da PCR. Para a deteccdo do DNA de N. caninum, pesquisou-se um
fragmento do gene de 328 pares de base (bps), utilizando-se os iniciadores Np6
(5°CAGTCAACCTACGTCTTCT-3) e Np21 (5- GTGCGTCCAATCCTGTAACS).
As reagdes da amplificagdo foram realizadas com volume final de 25 pL: 5 pL de
cada amostra de DNA, 0,5 uM de cada oligonucleotideo iniciador, 1 mM de MgClI2,
200 mM de mistura de dNTPs e Taq polimerase (Invitrogen 1U/reacao),

completando o volume com &gua destilada ultrapura. As amplificagcdes foram
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processadas em um termociclador PTC-200 (MJ Research) com 40 ciclos
programados para desnaturacao (94°C/1 minuto), anelamento (50°C/1 minuto) e
extensdo (74°C/3,5 minutos).

Apos as reacdes de amplificacao, os produtos de PCR foram submetidos a
eletroforese horizontal em gel de agarose 1,5%, contendo 0,5ug/mL de brometo
de etideo, em tampao de corrida TAE (40mM Tris-acetato, 2 mM EDTA pH 8,0).
Um volume de 10uL de cada amostra, acrescido de 2uL de tampao de amostra,
(glicerol 40% e azul de bromofenol 0,02%) foi aplicado nas canaletas do gel. A
corrida eletroforética foi realizada a 90 V, durante 80 minutos, e os produtos da
PCR foram visualizados e fotografados em transiluminador de luz ultravioleta e

fotografados por um analisador de imagens acoplado (Eagle Eye Il, Stratagene).

4.8.2. Deteccao de DNA de Neospora caninum pelo “Real-time PCR”
em fragmentos de tecidos de caes experimentalmente infectados

Utilizou-se o kit DNA (Promega- Wizard SV Genomic DNA Purification
System, cat. A2360), de acordo com as recomendagdes do fabricante, para a
extracdo de DNA das amostras de tecidos do animal controle negativo e de caes
experimentalmente infectados. Empregou-se o sistema SYBR® Green, e as
sequéncias de oligonucleotideos foram NC5-F1 (AAA CAG GAG GAG AGA ACG
GCG ATT) e NC5-R1 (AGT ACG CAA AGA TTG CCG TTG CAG). Empregou-se
para a reacdo uma placa de 96 cavidades, na qual foram adicionados 13uL do
Platinum® SYBR® Green gPCR SuperMix-UDG com ROX, 1 pL de cada primer,
NC5-F1 e NC5-R1, e as quantidades de agua bidestilada estéril e dos DNAs das
amostras dos tecidos foram corrigidas de acordo com a concentracdo protéica
obtidas das amostras. Todas as amostras foram analisadas em duplicata. Apés a
pipetagem de todos os reagentes, a placa foi selada e colocada no termociclador
para iniciar a abertura da fita de DNA a temperatura de 50°C, por 2 minutos, e
95°C por 10 minutos. O ciclo de amplificacao foi repetido 40 vezes, durante as
quais a desnaturacao ocorreu a 95 °C/30 segundos, o anelamento a 60 °C/30
segundos e a extensdo a 72 °C/1 minuto. As reagdes foram repetidas trés vezes,

em dias diferentes, para certificar a reprodutibilidade da técnica.
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4.8.3. Deteccao de DNA nos oocistos de Neospora caninum pela PCR,
em fezes de caes experimentalmente infectados

Utilizou-se o kit DNA (QlAamp DNA Mini Kit, Qiagem®, EUA) de acordo
com as recomendacdes do fabricante, para a extracdo de DNA das amostras de
fezes dos caes experimentalmente infectados. @ Empregou-se o DNA de
taquizoitas de N. caninum do cultivo celular como controle positivo da PCR e,
como controle negativo, foi utilizado agua ultrapura (Gibco). Foi realizado o

mesmo protocolo descrito anteriormente.

4.8.4. Deteccao de RNA mensageiro (m-RNA) dos genes NcSAG-1 e
NcSAG-4 na membrana CA dos embri6es inoculados

Realizou-se a extracdo de RNA das membranas CA dos embrides
inoculados pelo Qiagen RNeasy Mini Kit, de acordo com as recomendacdes do
fabricante. Uma aliquota de 3uL de RNA total foi utilizada na sintese do DNA
complementar (cCDNA). A sintese foi promovida pela enzima transcriptase reversa
ImProm 11® (Promega, EUA), utilizando-se como iniciador um oligonucleotideo poli-
T (Oligo dT primer, Invitrogen, EUA).

Fez-se uma mistura de 3 pL de RNA total, 1 L de agua-DEPC e 1puL de
oligo dT (0,5 pg/ pL), que foram incubadas a 70°C por 5 minutos. Em seguida,
adicionou-se o segundo mix da reagdo com 4 pL de tampao 5x, 2,4 uL de MgCl,
(1,2mM), 1 pL (40 U/uL) de inibidor de RNAse (RNAse OUT, Invitrogen, EUA), 1
uL de dNTPs (25mM), 1 upL (200u/pyL) de enzima transcriptase reversa. As
amostras foram transferidas ao termociclador permanecendo por 4°C/5 minutos;
25°C/5 minutos; 42°C/60 minutos e 70°C/15 minutos. Ao término, as amostras de
cDNA foram armazenadas -20°C, anterior a reacao de PCR, especifica para cada
gene.

A verificacao da interconversao de fases de taquizoitas para bradizoitas nas
membranas CA dos embriées inoculados com N. caninum, foi observada pela
expressao de dois genes, o0 NcSAG-1 (5°- GCA AGG AGA TAC CGT TGG AA-3;
5- GTT TGC ACC GTA AGA GCA CA 3’), gene especifico para taquizoita, e o
NcSAG-4 (5°- CAA GTT CTC AGG GCT TCG TC- 3’; 5’- CGA TGC AAA AGC AAG
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AGC TG- 3’), especifico para bradizoita. As amplificacées foram processadas em
um termociclador PTC-200 (MJ Research) com 40 ciclos programados para
desnaturacao (94°C/1 minuto), anelamento (50° a 62° C/1 minuto) e extensdo
(72°C/2 minutos), com “hot start” de 94°C/5 minutos e extenséo final de 72°C/5
minutos. Empregou-se taquizoitas de N. caninum do cultivo celular como controle

positivo da reacao.
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5. RESULTADOS

5.1. Inoculacdao de taquizoitas de Neospora caninum em ovos
embrionados

Verificou-se, por meio da ovoscopia diaria, que alguns embrides apds a

inoculagdo com taquizoitas de N. caninum n&o resistiram a infecgdo no decorrer
dos 7dai. Os embrides sobreviventes a partir do sétimo dia de inoculacao,
correspondendo a 15 dias de vida do embrido, foram abertos e neles verificou-se a
presenca de taquizoitas (Figura 1) na membrana CA. Todos os ovos utilizados na
infeccao peroral dos cées foram certificados da presenca dos parasitos vivos.
Ap6s a visualizacdo dos parasitos em microscopio Optico, fragmentos da
membrana CA, submetidos aos ensaios de IHQ, RIFIT e exame histopatolégico
para a deteccao dos parasitos de N. caninum, foram positivos (Figura 2).

Figura 1: Taquizoitas (seta) de Neospora caninum encontrados em estiragos de
membrana cério-alantdide de ovos de Gallus gallus domesticus
inoculados experimentalmente com a cepa NC-1 apds 7dias apos
infeccéo. A fresco. 400x.
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5.1. Infeccao experimental dos caes

No grupo experimental 1, ndo foi observada nenhuma alteragdo digna de
nota em relacdo as fezes e sinais clinicos da doenca. Enquanto nos grupos
experimentais 2, 3 e 4, os caes apresentaram, nos primeiros quatro dias apoés-
infeccao, diarréia pastosa e escura, por causa da ingestdo dos embrides e seus
anexos. Constatou-se a presenca de uma maior quantidade de muco nas fezes no
periodo de liberacao de oocistos de cada animal.

Os caes utilizados neste trabalho ndo apresentaram os sinais clinicos
caracteristicos da neosporose, tais como paresia dos membros posteriores e
paralisia progressiva com hiperextensdo rigida. Nao foi constatada hipertermia

e/ou linfadenopatia nos exames clinicos realizados diariamente.

5.1.1. Exame coprolégico

O exame de fezes foi realizado diariamente, antes e apds a administragdo
de ovos infectados aos caes. Pelo método de flutuagdo em solucdo de sacarose
(Método de Sheather) verificou-se:

e Grupo experimental 1: presenca de oocistos nas fezes a partir dos 10dai até
os 15dai;

e Grupo experimental 2: neste grupo, somente o cdo B liberou oocistos
apenas no 34dai; nas fezes do cdo C nao foram encontrados oocistos do
parasita;

e Grupo experimental 3: ndo houve liberagdo de oocistos até o 90dai nos
caes D, E, FeG;

e Grupo experimental 4: a deteccao de oocistos nas fezes dos animais nesse
grupo experimental comecgou a partir do 7dai no cao 2 e, nos demais, a
partir do 11dai. A eliminagdo de oocistos nas fezes dos animais desse
grupo foi flutuante e ndo constante até o final do experimento (Tabela 2).
Os oocistos encontrados eram ndo esporulados e com dois esporocistos
no interior (Figura 3).
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Tabela 2: Avaliagdo da eliminagcdo de oocistos pelos cées, dos grupos
experimentais 1, 2, 3 e 4, infectados com ovos inoculados com taquizoitas de
Neospora caninum.

Grupos G1 G2 G3 G4

Dias Cao Cao Cao Cao Cao Cao Cao Cao Cao Cao Cao Cao
apoés-infeccdo A* B C D** E* F* G* ¥ 2* 3* 4* 5*

I I
I I
I I
I I
I I
I I
I I
I I
I I
I I
I I
+ + + |
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|
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|

|

|

|

|

|

|

|

35 - - I

* Observados até 30 dai.
**Observados até 90 dai sem eliminagdes de oocistos nas fezes.
***C&o controle negativo.
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Figura 3: Oocistos de Neospora caninum nao esporulado (A) e com dois esporocistos (B)
encontrados nas fezes de caes experimentalmente infectados (Técnica de
Sheather, 1000x).
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5.1.2. Exames soroldgicos

N&o houve soroconversdao nos caes do primeiro e segundo grupo
experimental até os 30dai. Entretanto, no terceiro grupo experimental a
soroconversao ocorreu nos 45dai, com titulos variando de 1:25 a 1:400; e no
quarto grupo, trés dos quatro caes infectados apresentaram reagédo positiva ao
antigeno de N. caninum aos 14dai. O cdo 3 apresentou titulos de anticorpos da
classe IgG a partir da segunda semana de infecgao, com titulo maximo de 1:800,
enquanto os animais 4 e 5 apresentaram titulos de 1:50 e 1:100, respectivamente.

O cao 4, na terceira semana de infeccao, apresentou queda na producao de
anticorpos, decrescendo o titulo para 1:25. O animal 5 apresentou decréscimo na
terceira semana, com titulo de 1:50 e aumento na semana seguinte para 1:200. O
animal 1, controle negativo do experimento, n&o apresentou anticorpos

detectaveis (Tabela 3).

Tabela 3: Titulacdo dos soros, realizada pela RIFI, dos caes experimentalmente
infectados com ovos de galinha inoculados com Neospora caninum.

dai
dai
Animal 0 7 14 21 28 30 45 90
Cao A - - - — - - * *
CaoB — - — — - - * *
Cao C — — — — — — * *
CaoD - - - - — — 1:100 —
CaoE - - - — - - - -
Cao F - - - — - - 1:25 —
Cao G — — — — — — 1:400 —
Céo 1 — — * * * * * *
Céo 2 — — * * * * * *
Cao 3 - - 1:800 * * * * *
Cao 4 - - 1:50 1:25 * * * *
Cao 5 — — 1:100 1:50 1:200 * * *

(=) Amostras negativas
*Término do experimento
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5.2. Alteracoes macroscoépicas dos orgaos e tecidos a necropsia

Nao houve nenhuma morte natural pela infeccdo do parasito dos 12 caes
utilizados neste trabalho. Nos caes do experimento 4, a cada 7 dias apds-infecgéo,
um dos quatro animais infectados, foi submetido a eutanasia.

As alterac6es macroscépicas observadas estao descritas a seguir:

e (Cao 2 (7dai): aumento dos linfonodos mesentéricos; sufusées no duodeno e
jejuno, evidenciacao das Placas de Peyer, na porcéao do jejuno (Figura 4A-
B) e hiperplasia de polpa branca no baco.

e (Cao 3 (14dai): aumento dos linfonodos mesentéricos e tonsilas; a por¢céao
final do duodeno apresentou pontos hemorragicos, assim como no jejuno, a
partir do terco médio, e hiperplasia de polpa branca no baco.

e (Cao 4 (21dai): presenca de liquido na cavidade abdominal, aumento das
tonsilas e linfonodos mesentéricos; pulmdao em padrdo “tabuleiro de
xadrez”, em virtude das areas vermelho-escuras € hipocreptantes em todos
os lobos (Figura 4D), com pontos hemorragicos e conteudo espumoso
presente na luz traqueal; hepatomegalia com padrdo lobular evidente e
esplenomegalia com hiperplasia de polpa branca.

e (Cao 5 (28dai): aumento dos linfonodos pré-escapulares e tonsilas, pontos
hemorragicos na mucosa traqueal (Figura 4C), intensa hemorragia
pulmonar, sufusées em algumas por¢cdes do duodeno e jejuno e Placas de
Peyer bem evidentes.

Nao foi observada nenhuma lesdo macroscopica no cao 1 (controle nao

infectado) no 7 dai, durante 0 exame necroscopico.



43

A B
. >
<
= 4
C D
*
*
> 4
7 \
AN
*

Figura 4: Lesdes macroscoépicas observadas nos caes experimentalmente infectados com
Neospora caninum. (A) Sufusdes no duodeno (setas); (B) Placas de Peyer

evidentes (elipse); (C) Sufusdes na traquéia (setas); (D) Pulmao com petéquias
e presenga de muco espumoso na entrada da traquéia (seta).
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5.3. Exame histopatolégico

No exame histopatoldgico, pbde-se observar, nos caes infectados, a
reatividade linféide dos linfonodos submandibular, pré-escapular, mesentérico e
popliteo variando de moderada a intensa. Nos centros germinativos, os linfocitos
apresentavam-se degenerados, no entanto as células linféides, localizadas na
zona do manto, estavam em atividade mitética. Nas tonsilas, ocorreu uma
degeneracdo do epitélio, com areas de hemorragia e com deplecao linféide
(Figura 5).

No trato gastrintestinal, notou-se, a partir do estémago até o fim do trato
intestinal, anormalidades que apareceram nos animais 4 e 5, alteracdes na
mucosa, tais como infiltrado inflamatério entre as glandulas de Brunner e/ou
criptas de Lieberkihn e edema de submucosa. No duodeno observou-se um
infiltrado inflamatério misto, discreto ou moderado, com presenca de plasmacitos,
linfécitos imaturos e neutrofilos na mucosa, e hiperplasia de células caliciformes.
Nas por¢des seguintes do intestino, jejuno, ileo e ceco, observaram-se acentuada
reatividade das Placas de Peyer (Figura 6). Na mucosa do ceco observou-se
inflamacao discreta proxima as criptas e as glandulas. Na porg¢ao final do intestino,
a inflamagéao decresceu, mas ainda observou-se necrose no topo das vilosidades.

No coracdo do animal 2, observou-se infiltrado de mononuclear (MN)
multifocal, principalmente no subepicardio com eventuais eosindfilos. No figado,
observou-se, nos 4 caes infectados, intensa degeneragcdo vacuolar na regido
proxima a veia centrolobular, necrose de alguns hepatocitos, congestdo nos
sinuséides e infiltrado inflamatério focal discreto composto por células
mononucleares.

No pulm&o dos caes 4 e 5, verificou-se evidente edema e congestao, ja nos
cées 2 e 3 observou-se espessamento de septo, infiltrado inflamatério moderado
peri-bronquiolar e septo-alveolar, sugerindo pneumonia. No baco do animal 2,
observou-se hiperplasia de polpa branca com deslocamento periférico da arteriola
principal, degeneracdo no centro dos foliculos linfoides e congestdo, variando de
moderada a intensa. No rim do cao 2, notou-se alteragdes tais como: congestao

glomerular e infiltrado mononuclear disperso na regido medular (Figura 7).
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No céo 4, observou-se, na lingua, infiltrado inflamatério focal composto por
células polimorfonucleares. No pancreas, cérebro e cerebelo, ndo foi encontrada
nenhuma alteracdo digna de nota. Na tabela 4 estdo representadas as
intensidades das lesdes dos 6rgaos descritos acima.

Tabela 4: Relagéo da intensidade de alteragbes encontradas nos 6rgaos dos caes
experimentalmente infectados com ovos de galinha inoculados com Neospora
caninum, pelo exame histopatologico.

Orgaos Cao 1 Cao 2 Cao 3 Cao 4 Cao 5
controle (7dpi) (14dpi) (21dpi) (28dpi)
Linfonodos
Submandibular

Pré- escapular

—————
—————
—————

Duodeno

Jejuno _____
Ceco _____

Coélon

Ducto Biliar _____

Lingua

Bago —————
o | [
rincrers |

Coragao

—————
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5.4. Analise Imuno-histoquimica

Por meio do ensaio de IHQ, detectaram-se estruturas imunomarcadas nos
caes experimentalmente infectados nos seguintes o6rgdos: linfonodos pré-
escapular, mesentérico e popliteo, tonsilas, eséfago, lingua, rim, cérebro e
cerebelo. Nao foi observada formacao de cistos em tecidos musculares e no SNC,
assim como nao foi detectada a presenca do parasito nas amostras de tecidos do
cao controle. Em todos os 6rgaos marcados, de todos os caes infectados, nao
houve um padrdo de intensidade de marcagdo: maior tempo de infeccdo com
maior quantidade de parasitos marcados. A relacao dos 6rgdos marcados pela
IHQ com os respectivos animais esta descrita na Tabela 5 e ilustrada nas Figuras
8el.
Tabela 5: Relagéo dos animais e respectivos 6rgdos positivos pela IHQ.

()rgéos Cao 1 Cao 2 Cao 3 Cao 4 Cao 5
controle (7dpi) (14dpi) (21dpi) (28dpi)
Linfonodos
Submandibular
Pré-escapular - -
Mesentérico - —
Popliteo - —
Tonsilas - -
Esofago - X
Estomago - —
Duodeno - -
Jejuno - — —
ileo = = X
Ceco - — X - -
Colon - — X
Ducto Biliar - - - - -
Lingua - — — X X
Baco - — — -
Rim - X - - -
Figado - — — -
Pulmao - — — -
Pancreas - — — -
Coracao - — — X
Cérebro - — — X

Cerebelo - - X - —
() Amostras negativas
(X) Amostras positivas

X
I
I

X |
I
I

X
I
I

I XX |

X
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5.5. Reacao de imunofluorescéncia indireta em tecido

A presenca de N. caninum foi detectada pela rea¢do de imunofluorescéncia
indireta nos seguintes tecidos dos caes experimentalmente infectados: eséfago,
estbmago, duodeno, jejuno, ileo, ceco, célon, ducto biliar, lingua, rim, pulméao,
pancreas, coracao, cérebro e cerebelo. Nao foi detectada a presenca do parasito
nas amostras de 6rgaos do cao controle. A relacdo dos 6rgaos com os respectivos
animais esta listada na Tabela 6 e ilustrada nas Figuras 10, 11, 12 e 13.

Tabela 6: Relagao dos caes e respectivos 6rgaos positivos pela RIFIT.

Mesentérico - - - - -
Tonsilas - - - - -
Esolago - X - - -
Estomago - X - - -
Duodeno - X X - -
Jejuno - X X - -
T X X - -
Cesorn - = X - -
ICobRmm— - X X x -
DuctoBifiar - - X X .
Lingua - - - X X
Bago - - - - -
i - - - X -
Figado - - - - .
Pumio - - - X x
Pancreas - - - X X
Coraggo - - - X -
Cérebro - - - X X
Cerebelo - - - - X

(—) Amostras negativas
(X) Amostras positivas



Figura 10: Verificacdo da presenga de antigenos de Neospora caninum nos 6rgaos dos
caes experimentalmente infectados. Marcages positivas para N. caninum: (A)

Eséfago; (C) Estémago; (E) Duodeno. Controles negativos: (B) Esb6fago; (D)
Estdmago; (F) Duodeno. RIFIT, 400x.
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Figura 11: Verificacdo da presenga de antigenos de Neospora caninum nos 6rgaos dos
caes experimentalmente infectados. Marcages positivas para N. caninum: (A)

Jejuno; (C) ileo; (E) Placa de Peyer no ileo. Controles negativos: (B) Jejuno;
(D) lleo; (F) Placa de Peyer. RIFIT, 400x.
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Figura 12: Verificagcdo da presenga de antigenos de Neospora caninum nos 6rgaos dos
cées experimentalmente infectados. Marcacdo positiva para N. caninum: (A)

Ceco (100x), (C) Pancreas (seta, 200x). Controles negativos: (B) Ceco; (D)
Pancreas; (E) e (F) Célon (200x). RIFIT.
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Figura 13: Verificacdo da presenga de antigenos de Neospora caninum nos 6rgaos dos
caes experimentalmente infectados. Marcacao positiva para N. caninum: (A)

Coracao, (C) Pulmao (seta), (E) Cérebro. Controles negativos: (B) Coracao;
(D) Pulméao, (F) Cérebro. RIFIT, 200x.
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5.6. Deteccao de DNA de Neospora caninum pela PCR
5.6.1. Deteccao de DNA de Neospora caninum pela PCR em fragmentos de
tecidos de caes experimentalmente infectados
N&o foi possivel detectar o DNA do parasito nos fragmentos dos 6rgaos
colhidos dos caes experimentalmente infectados pela PCR (Figura 14). Utilizou-se
como controle positivo da reagdo, DNA extraido de taquizoitas de N. caninum do
cultivo celular (canaleta 2) e, como controle negativo, agua ultrapura amplificada
(canaleta 3).

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

§ -

Figura 14: Deteccdo de DNA de Neospora caninum pela PCR em amostras de tecidos de
cées experimentalmente infectados. Canaleta 1: Marcador de peso molecular
(100pb); canaleta 2: Controle positivo; canaleta 3: Controle negativo; canaletas
4 a 20: produtos amplificados de amostras de tecido.
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5.6.2. Deteccao de DNA de N. caninum pelo “Real-time PCR” em fragmentos
de tecidos de caes experimentalmente infectados
A amplificagdo das amostras de DNA dos tecidos dos céaes
experimentalmente infectados resultou na presenca de DNA de N. caninum em
fragmentos de érgaos dos caes 3, 4 e 5. Nao foi detectado o DNA do parasito nas
amostras de érgaos do cao 1 e céo 2.

Tabela 7: Deteccdo de DNA de Neospora caninum pelo “Real-time PCR” em
amostras de tecidos de caes experimentalmente infectados.

controle (7dpi) (14dpi) (21dpi) (28dpi)

Linfonodos

Submandibular - - & A A
Pré-escapular - -
Mesentérico - -
Popliteo - -
Esoéfago — -
Estomago - -
Duodeno - -
Jejuno - -

Ceco - -
Colon - -
Lingua - -
Baco - -

I XX XX XX XX |

Figado - -

Pancreas - —
Coracao - -
Cérebro - -

(=) Amostras negativas
(X) Amostras positivas

XXXXXXXXXXXXXXXXXX
XXXXX | XXXXXXXXXXXX

X1 XX 1 X |
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5.6.3. Estudo comparativo de diagnosticos da neosporose pelas técnicas de
IHQ, RIFIT e “Real-Time PCR”

A comparacao dos resultados obtidos na investigacdo da presenca de N.
caninum nos tecidos dos cées experimentalmente infectados pelas técnicas de

IHQ, RIFIT e “Real-time PCR”, podem ser avaliadas pela tabela a seguir.
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5.6.4. Deteccao de DNA de oocisto de Neospora caninum pela PCR em fezes
de caes experimentalmente infectados
A reacdo em cadeia pela polimerase, realizada a partir de amostras de
fezes de caes experimentalmente infectados, empregando o kit de extracdo de
DNA de tecido (QlAamp DNA Mini Kit, Qiagem®, EUA), foi capaz de produzir
sinais de amplificacao detectaveis, conforme ilustrado na Figura 15.

[\
w
N
(6]

TR -

328p —»

Figura 15: Deteccdo de DNA de Neospora caninum pela PCR em amostras de fezes de
cées experimentalmente infectados. Linha 1: Marcador de peso molecular
(100pb); linha 2: Controle positivo; linha 3 e 4: Produto amplificado de amostra
de fezes; linha 5: Controle negativo.
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6. Deteccao de RNA mensageiro (m-RNA) dos genes NcSAG-1 e NcSAG-4
na membrana CA dos embrides inoculados

A expressao do m-RNA dos genes NcSAG-1 e NcSAG-4 pela PCR foi

positiva, apresentando a expressao simultdnea dos genes, significando a

conversdo de fase taquizoita-bradizoita. A maior intensidade das bandas

formadas, foi proporcionada pelo NcSAG-1, entretanto o aumento gradual da

expressdo do NcSAG-4 e a diminuicdo de expressdo do NcSAG-1, foi observado

em embrides que tiveram o periodo de incubagao prolongado.

SAGI  SAGY

Taquizoitas de cultura celular

Membrana CA — 7dpi

-—
Membrana CA — 8dpi _
E - 3

Membrana CA — 9dpi

Figura 16: Expressao dos genes NcSAG-1 e NcSAG-4 de Neospora caninum pela PCR,
em membranas cério-alantéides de embrides inoculados em diferentes periodos
de incubacao.



63

7. DISCUSSAO

Nas duas ultimas décadas, a neosporose tem sido estudada por cientistas
de muitos paises. Varias espécies de animais domésticos e selvagens tém sido
alvos de levantamentos sorolégicos (MINEO et al., 2001; SOUZA et al., 2001;
GUIMARAES JUNIOR et al., 2004; VITALIANO et al., 2004; VACLAVEK et al.,
2006; ALMERIA et al, 2007). O modelo experimental de infecgdo mais comumente
usado é com os roedores, pela facilidade de manipulagao e relativo baixo custo.
Pesquisas conduzidas em caes naturalmente infectados visam o isolamento e
caracterizacdo de N. caninum, observacdo de sinais clinicos, diagnostico da
doenca e tratamento (DUBEY et al., 2007; PALAVICINI et al., 2007; REICHEL et
al., 2007). Entretanto, poucos s&o os estudos realizados com infecgdo
experimental em cdes para averiguar o ciclo biolégico do parasito, nas fases
sexuada e assexuada e patogenia da doenga.

A utilizacdo de ovos embrionados como modelo para isolamento de
protozoario (BUTTITA, 1951), desenvolvimento (WARREN e RUSS, 1948;
ROIRON e GALISTIN, 1963; WUNDERLIN et al., 1997) e estudo da biologia do
parasito (MELLO e DEANE, 1976; QUE et al., 2004), tem sido empregadas ha
varios anos. A producdo de taquizoitas de T. gondii em embrides de galinha
tornou-se viavel ha algumas décadas, devido ao baixo custo operacional e a
obtencdo de um meio de cultivo naturalmente estéril. Este modelo evita a
eutandsia de animais (WUNDERLIN et al., 1997) e permite o estudo das diferentes
fases do parasito, como ja foi observado para Trypanosoma cruzi, que ocorrem
em vertebrados e invertebrados, na gema e na membrana CA dos ovos (MELLO
e DEANE, 1976). A infeccdo experimental de caes, por embrides de galinha
infectados com N. caninum visando a obtencéo de oocistos, vem proporcionando
um novo modelo de infecgdo experimental em caes por FURUTA et al. (2007) e
MINEO (2007). Além disso, a inoculagdo de taquizoitas de N. caninum em ovos
embrionados, proporcionou a constatacao da presenca simultdnea de mRNA de
taquizoita e bradizoita, pelos marcadores especificos para os genes NcSAG-1 e
NcSAG-4. Observa-se o mesmo perfil de expressao dos genes em taquizoitas

oriundos de cultura celular, levando a concluir que a infeccdo em ovos
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embrionados produz uma qualidade similar de parasitos semelhantes aos
advindos de protocolos in vitro. Notou-se ainda, que quanto maior o tempo de
incubacdo dos ovos infectados, maior foi a expressdao do gene NcSAG-4
(especifico para bradizoitas), significando que o tempo de formagédo de cistos
teciduais depende do tempo de infeccdo do hospedeiro. A expressdo desses
genes também foi comunicada anteriormente, afirmando que essa conversédo de
fases é um evento progressivo (RISCO-CASTILLO et al., 2004; FERNANDEZ-
GARCIA et al., 2006).

Todos os cées do primeiro, segundo e terceiro grupo experimental
tornaram-se infectados ap6s a administracdo de membranas CA e ovos inteiros,
sejam pela presenca de oocistos nas fezes ou pela soroconversdao, mesmo que
tardiamente, ou seja, ap6s 40dai, comparando-se com o0s animais do quarto
experimento. Entretanto nos caes do quarto grupo, os anticorpos anti-N. caninum
foram identificados a partir dos 14dai. A prematura soroconversao desses cées foi
em decorréncia da administracdo prévia a infecgao, de solugéo de bicarbonato de
sbédio aos mesmos, neutralizando o pH estomacal e viabilizando a infecgdo de
cada animal com um maior numero de parasitos vivos. Ressalta-se ainda a
possibilidade da disseminagdo do protozoario a partir do es6fago e estébmago,
acelerando a infec¢do e, conseqlientemente, a soroconversao, baseando-se nas
marcagdes encontradas na IHQ. O mesmo procedimento de neutralizacdo da
acidez estomacal foi utilizado em infeccdo intra-gastrica de camundongos
experimentalmente infectados com taquizoitas de N. caninum, estabelecendo a
infeccao nos roedores (TEIXEIRA et al., 2007).

Na primeira semana de experimento, aos 7dai, foi realizada a primeira
eutandsia, do animal controle, ndo sendo encontrada nenhuma alteracdo nos
6rgdos do cao examinado. Porém, no animal infectado, 7dai, observou-se
aumento dos linfonodos mesentéricos, sufusdes na por¢do do duodeno e jejuno,
evidenciacdo das Placas de Peyer na porgdo do jejuno e hiperplasia de polpa
branca no bac¢o. Nao foi notada nenhuma alteragdo nos musculos esqueléticos
desse céo, conforme ja observado por PETERS et al. (2000) apenas uma leve

descoloragdo dos musculos atréfico e gastrocnémio, principalmente no membro
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pélvico esquerdo, de um cdo de 11 semanas que apresentava paresia do membro
posterior esquerdo com extensao rigida. Apds 14dai, as alteracdes observadas
durante a necropsia foram menos evidentes, porém notou-se aumento dos
linfonodos mesentéricos e das tonsilas, e pontos hemorragicos no duodeno e
jejuno. A partir dos 21dai e 28dai, observou-se no pulmao lesdes tipicas de
pneumonia, conforme ja observado por TEIXEIRA et al. (2007) em camundongos
infectados. Poucos sdo os relatos necroscopicos de animais naturalmente e
experimentalmente infectados, porém um estudo realizado com ratos inoculados
com isolado de N. caninum de bovino infectado observou-se um severo aumento
de linfonodos durante a necropsia (SAWADA et al., 1997). Outro estudo
concretizado com diferentes espécies de roedores (Mastomys natalensis,
Meriones tristrami e Gerbillus dasyurus), revelou durante a necropsia dos animais
hepato e esplenomegalia, exsudado na cavidade abdominal, descoloracao do
parénquima do pulmdo e dilatagdo do intestino delgado (HUKOVA-
HOFMANNOVA et al., 2006).

Ao exame histopatologico, notou-se nos caes infectados pelo N. caninum,
que a atividade celular dos linfonodos submandibular, pré-escapular, mesentérico
e popliteo, variou de moderado a intenso, devido intensa atividade mitética das
células linfoides localizadas na zona do manto. Pode-se atribuir tal fato a resposta
imune dos animais frente a infecgdo aguda pelo N. caninum. Achados
inflamatorios multifocais foram encontrados na maior parte dos 6rgaos analisados,
apos 7, 14, 21 e 28dai, entretanto ndo foi possivel a visualizacdo de taquizoitas
nos focos inflamatérios pelo exame histopatolégico. Poucos ou raros sédo os
trabalhos que descrevem lesGes macroscopicas € microscopicas nos 6rgaos de
animais experimentalmente infectados. O linfonodo mais notadamente alterado
macroscopicamente, devido ao aumento de tamanho foi o mesentérico,
observados nos caes apos 7, 14 e 21dai. Tal fato pode ser inferido, se comparado
a T. gondii, sendo esse linfonodo o primeiro local de disseminacdo para outros
orgaos atraveés da circulacao linfatica e sanguinea (HILL et al., 2005).

No trato gastrointestinal, observou-se no estdbmago lesdes

caracteristicamente identificado como infiltrados inflamatoérios entre as glandulas
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de Brunner e/ou criptas de Lieberkiihn e ainda edema de submucosa. No
duodeno observou-se um infiltrado inflamatério misto na mucosa, e hiperplasia de
células caliciformes. No jejuno, ileo e ceco observaram-se uma intensa reatividade
das Placas de Peyer, ocultando a camada muscular da mucosa (Figura 6C). Na
porcao final do intestino ocorre um decréscimo da inflamacao e necrose no apice
das vilosidades (Figura 6D). Mesmo ocorrendo inflamacao nas por¢des citadas,
nao foi observada a presenca do parasito em nenhuma delas. Em camundongos
infectados pelo N. caninum foram encontrados taquizoitas dentro de células
parietais da mucosa gastrica, apresentando moderada inflamacao (SHIBAHARA et
al., 1999). Comparativamente a T. gondii, as formas encontradas em células
intestinais dos gatos, principalmente no intestino delgado, sdo os gamontes, que
se localizam acima do nucleo das células epiteliais das vilosidades (DUBEY et al.,
1998).

Constatou-se no subepicardio um infiltrado de células mononucleares
multifocal com eventuais eosindfilos. Variagdes inflamatérias também podem ser
encontradas no subendocardio e miocardio com infiltragcdes de linfécitos,
histiécitos, plasmécitos e granulécitos em caes infectados naturalmente com N.
caninum (PETERS et al., 2000). Em todos os animais do quarto grupo
experimental observou-se intensa degenerac¢ao vacuolar na regido proxima a veia
centrolobular do figado, além de necrose de alguns hepatécitos, congestdao nos
sinuséides e infiltrado inflamatério mononuclear focal discreto. Normalmente, a
presenca de necrose hepatocelular associada a infiltracdo mononuclear
acompanha a presenga, mesmo que discreta, de taquizoitas, conforme relato de
PETERS et al.,, 2000, o que nao observado neste trabalho. Nos pulmoées,
constatou-se evidente edema e congestao, sendo encontrado contelldo espumoso
na saida do pulmao em estagios mais avancados da infeccao (14 e 21dai, Figura
4D); e espessamento de septo, infiltrado inflamatério peri-bronquiolar e septo-
alveolar sugerindo pneumonia no inicio da infecgdo (7 e 14dai, Figura 7B).
Roedores também sdo altamente susceptiveis a infeccdo com N. caninum,
desenvolvendo uma severa broncopneumonia  purulenta  (HUKOVA-
HOFMANNOVA et al., 2006). A presenca de infiltrado inflamatério, principalmente
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nos pulmdes corrobora com dados ja publicados em fetos abortados de bovinos
(PESCADOR et al., 2007).

No bagco dos cdes, observou-se hiperplasia de polpa branca com
deslocamento periférico da arteriola principal, degeneragao no centro dos foliculos
linféides e congestdo, variando de moderada a intensa (Figura 7C). Ha relatos de
esplenomegalia em roedores experimentalmente infectados, além da presenga de
N. caninum neste 6rgdo detectado pela PCR (HUKOVA-HOFMANNOVA et al.,
2006). No rim observou-se congestao glomerular e infiltrado mononuclear disperso
na regiao medular (Figura 7D), sem contudo, ter sido encontrado parasito nessa
regido. Foi notada a presenca de infiltrado inflamatério focal composto por células
polimorfonucleares na lingua apds 21dai. No péncreas, cérebro e cerebelo ndo
foram encontrados nenhuma alteracdo. A partir dos resultados obtidos neste
trabalho, notou-se maior intensidade de achados macroscépicos e
histopatologicos descritos nos 6rgaos dos caes, principalmente em linfonodos
mesentéricos e no trato gastrintestinal, propondo-se um caminho de disseminacao
de N. caninum nos cées infectados. A maior quantidade de parasitos viaveis
podem ter iniciado a dispersdo pelo esbéfago e estdbmago, continuando pelas
porgcdes seguintes do intestino, assim como pelos linfonodos mesentéricos, que se
encontravam visivelmente aumentados e em notada atividade linféide. Também
HILL et al., 2005, concordam que a partir dos linfonodos, os parasitos podem
atingir a circulagao linfatica e sanguinea, alcangando outros érgaos, assim como
para o T. gondii.

A andlise da presenca de N. caninum nas amostras de tecidos dos caes
experimentalmente infectados foi realizada primeiramente por meio da IHQ,
segundo MINEO (2007) e FURUTA et al. (2007). E uma técnica muito utilizada
para auxiliar no diagnéstico da neosporose em tecidos de varias espécies animais
(LINDSAY et al., 1989; PETERS et al., 2000; PETERS et al., 2001; MINEO, 2007;
PESCADOR et al.,, 2007; TEIXEIRA et al., 2007). Empregando-se o método
avidina-biotina-peroxidase, foi possivel observar a presenca de taquizoitas de

Neospora em alguns 6rgaos dos caes experimentalmente infectados. Nao houve
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um padrao de positividade em relacado ao tempo de infeccdo de cada animal, mas
todos os caes infectados apresentaram reacao positiva a presengca do parasito.
Observaram-se marcagoes positivas nos linfonodos pré-escapular, mesentérico e
popliteo, 14dai, 28dai e 14dai respectivamente, os quais estavam visivelmente
aumentados durante a necropsia e apresentaram alteracbes no exame
histopatologico. As tonsilas também apresentaram alteracdes histopatoldgicas,
porém pela IHQ o resultado obtido foi negativo. A partir do trato digestério foi
observada marcacdao no eséfago (7 e 14dai), mesmo ndo sendo observadas
lesbes pelo exame histopatolégico; e também no ileo, ceco e célon (14dpi). A
presenca de N. caninum nos 6rgaos dos caes experimentalmente infectados,
observados pela IHQ, confirma a infeccdo pelo parasito utilizando ovos
embrionados como fonte de antigeno e infecgdo (FURUTA et al., 2007).

Ap6s a andlise dos 6rgaos pela IHQ, estes foram submetidos a RIFIT,
técnica padronizada por MACHADO (2006, nao publicado). Por esta técnica pode-
se observar um padrdo de infeccdo bem evidente em relacdo ao tempo de
infeccdo dos grupos experimentais. Logo na primeira semana de experimento,
nota-se positividade apenas no trato digestério do céo, via em que foi realizada a
infeccdo. Na semana seguinte (14dai), o parasito foi encontrado também no ducto
biliar, e nas semanas subsequentes (21 e 28dai), observou-se a disseminagcao do
parasito para todos os outros 6rgdos. Existiram concordéncias parciais com os
resultados obtidos com essa técnica comparada a IHQ, talvez pelo fato dos cortes
parafinados utilizados nas duas rea¢des ndo tenham sido cortes seriados. Isso
pode ter influenciado nos resultados obtidos tanto na histopatologia como na IHQ
e RIFIT.

A detecgdo molecular do DNA do N. caninum pela PCR, ndo revelou a
presenca do parasito nos fragmentos de 6rgdos dos caes experimentalmente
infectados. Mesmo sendo uma técnica extremamente sensivel, talvez a
quantidade de DNA do parasito presente nos tecidos nao tenha sido o suficiente
para revelar positividade, j& que pelos resultados obtidos das outras técnicas
realizadas a presenca do parasito foi muito pequena. Pode-se concluir também,
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gue nos pequenos fragmentos de tecidos utilizados para a extragdo de DNA (25
mg), o parasito estivesse ou nao presente. Esta técnica é largamente usada no
diagnostico de neosporose, em animais natural e experimentalmente infectados
(HUKOVA-HOFMANNOVA et al, 2006; PENA et al, 2007), utilizando
principalmente o cérebro para detectar cistos formados pelo parasita.

A certificacdo da presenca de N. caninum por métodos moleculares foi
obtida pelo uso do “Real-time PCR”, método mais sensivel e especifico que o PCR
comum e relativamente novo na parasitologia (BELL e RANFOR-CARTWRIGHT,
2002). Utilizou-se o sistema SYBR Green, que detecta o aumento da emissao de
fluorescéncia proporcional a quantidade de DNA amplificado, mesmo que a
técnica seja afetada por amplificagbes nado-especificas, especialmente quando a
quantidade de DNA alvo seja baixa (GHALMI et al., 2008). O DNA de N. caninum
foi detectado nos caes a partir dos 14, 21 e 28dai, na maioria dos érgaos
pesquisados, e néo foi detectado no céao controle e aos 7dai. Comparativamente,
os dois animais soronegativos também foram negativos para o “Real-time PCR”, e
0s que apresentaram anticorpos anti-N. caninum foram PCR positivos.

Assim sendo, a ndo deteccdo de DNA do parasito pela PCR nos tecidos foi
devido a pequena quantidade do mesmo parasitando tecidos dos cées infectados,
0 que pode ser correlacionado aos resultados de marcagéo do parasito pela IHQ e
RIFIT. Além disso, pela técnica de “Real time-PCR” n&o foi possivel quantificar o
parasito, reforgando, mais uma vez, o pequeno numero de N. caninum parasitando
tecidos.

Apesar de ndo se observar concordancia entre os resultados dos testes
aplicados, a utilizagdo de todos eles pode contribuir, com seguranca, no
diagnéstico da neosporose.
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8. CONCLUSOES

- Conclui-se que o modelo experimental com ovos embrionados infectados com N.
caninum, pode ser uma fonte de producdo de antigenos e modelo de infec¢ao

experimental em animais;

- A infeccdo oral em cdes com ovos embrionados infectados com N. caninum,
resultou na eliminacao de oocistos nas fezes, confirmando a instalacao do parasito
no hospedeiro, como citado recentemente;

- A prévia administracao de solugéao de bicarbonato de sddio, via oral, aos caes,
possibilitou uma prematura soroconversdo dos caes do quarto grupo experimental
iniciando a disseminacao do parasito pelo eséfago, estdmago e linfonodos

mesentéricos;

- A infecgdo oral dos cées utilizados nao possibilitou a manifestacdo de sinais

clinicos caracteristicos da neosporose;

- As técnicas de diagnostico utilizadas, a imunoistoquimica, a reacao
imunofluorescéncia indireta em tecidos e o “Real-time PCR”, permitiram a

deteccéo do parasito nos tecidos dos caes infectados;
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