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RESUMO

A neosporose € causada pelo parasito coccideo, intracelular obrigatorio,
Neospora caninum. A doenca acomete principalmente bovinos e cées, e
ocasionalmente ovinos e caprinos. O protozoario infecta os tecidos dos animais,
sendo o sistema nervoso central o principal local da infec¢do. Contudo, ha poucos
estudos que descrevem a distribuicdo e intensidade das lesbes causadas pelo N.
caninum neste tecido. No mundo diferentes tipos de cepas de Neospora caninum
estdo sendo isoladas e caracterizadas, assim como no Brasil, verificando que ha
diferencas de patogenicidade entre os isolados. A importancia econdmica da doenca
esta associada a problemas reprodutivos, como abortos, principal sinal clinico
observado na espécie bovina. As ovelhas também podem apresentar disturbios
reprodutivos quando infectadas com o protozodario e apesar do Brasil ser o maior
produtor de ovinos da América Latina, as informacdes sobre neosporose em ovinos
sdo escassas no pais. O objetivo do primeiro capitulo deste estudo foi realizar a
caracterizacao bioldgica de duas cepas de Neospora caninum (BNc-1 e BNc4-PR),
isoladas no Parana (Brasil) e mapear a distribuicdo e a intensidade das lesdes
causadas pela cepa NC-1 de N. caninum, no encéfalo de camundongos BALB/c
experimentalmente infectados. Para tanto, foram utilizados 45 camundongos da raca
BALB/c, separados em trés grupos principais, de acordo com a cepa inoculada (NC-
1, BNc-1 e BNc4-PR), sendo avaliados em periodos distintos (30, 60, 90, 120 e 180
dias) pos-inoculacdo (p.i). Em relagdo ao mapeamento das lesdes encefélicas,
causadas pelo parasito N. caninum (cepa NC-1) em camundongos BALB/c, observou-
se que a regido mais frequentemente afetada foi o mesencéfalo e que a intensidade
das lesfes diminuiu de acordo com a evolucéo da doenca. A caracterizacao biologica
das cepas BNc-1 e BNc4-PR, isoladas no Paran4, revelou que a cepa BNc4-PR causa
encefalite ndo supurativa, discreta, no lobo frontal de camundongo BALB/c avaliado
no periodo de 30 dias (p.i). Porém a cepa BNc4-PR, assim como a cepa BNc-1
demonstrou ser menos patogénica que a cepa NC-1, utilizada como controle, um vez
gue nao foram visualizadas lesdes histopatolégicas no encéfalo dos camundongos
inoculados com a cepa BNc-1. Através da caracterizacdo biologica de isolados, da
analise da distribuicao e intensidade das lesdes causadas por N. caninum no encéfalo
de modelos experimentais, foi verificada a patogénese da doenca e as variacdes de
patogenicidade entre os isolados. Estes resultados contribuem para o diagnostico da
doenca. No segundo capitulo deste trabalho, o objetivo foi relatar casos de infeccéo



natural por N. caninum em cordeiros natimorto e recém-nascido doente, no estado do
Parana — Brasil. Foi realizado em amostras encefalicas do cordeiro natimorto e recém-
nascido doente, exame histopatologico, imuno-histoquimico (IHQ) e a reacdo em
cadeia da polimerase (PCR). O exame histopatologico do encéfalo dos cordeiros
natimorto e recém-nascido doente, demonstrou lesdes tipicas da infec¢cdo por N.
caninum no tecido. Cistos intraneuronais de N. caninum foram evidenciados pela IHQ,
e a PCR das amostras encefalicas foi positiva para N. caninum, confirmando a
infeccdo natural dos cordeiros pelo protozoario. Este estudo demonstrou que ovinos
infectados naturalmente com o protozoario Neospora caninum, podem apresentar
alteracbes similares as observadas em bovinos. Este é o primeiro trabalho no Brasil

gue relata caso de nascimento de cordeiros natimorto e doente por neosporose.

Palavras-chaves: neosporose; infec¢do experimental; transmissao vertical; ovino.

ABSTRACT

Neosporosis is caused by the coccidian intracellular parasite, Neospora
caninum. The disease affects mainly cattle and dogs and, occasionally, sheep and
goats. The parasite has the capacity to migrate into the tissues of animals and the
central nervous system (CNS) is the principal site of infection. However, there are very
few studies aimed at describing the distribution and intensity of the lesions caused by
N. caninum in this tissue. Different Neospora caninum strains have been isolated and
characterized worldwide, as well as in Brazil, and a variation in pathogenicity among
isolates has been observed. The economic impact of this disease is related to
reproductive problems, such as abortions, the major clinical sign observed in cows.
Sheep may show reproductive disorders when affected by the protozoan infection and
although Brazil is the largest sheep-producing country of Latin America, information on
Neospora caninum infections in sheep are scarce in the country. The goals of the first
chapter of this study are the biological characterization of two N. caninum strains (BNc-
1 and BNc4-PR) isolated in Parana (Southern Brazil) and to map the distribution and
intensity of the lesions caused by the coccidian parasite N. caninum (NC-1 strain) in
the brain of experimentally infected BALB/c mice. To this end, we used 45 BALB/c
mice separated into three main groups, according to the inoculated strain (NC-1, BNc-
1 and BNc4-PR) and they were assessed at different post-inoculation periods (30, 60,

90 120 and 180 days). While mapping the brain lesions caused by the parasite N.



caninum (NC-1 strain) in BALB/c mice, it was observed that the midbrain is the most
commonly affected site and the intensity of the lesions decreased as the disease
progressed. The biological characterization of the strains BNc-1 and BNc4-PR isolated
in Parana revealed that BNc4-PR strain caused discreet non-suppurative encephalitis
in the frontal lobe of BALB/c mice, evaluated at the 30-day p.i. period. However, the
BNc4-PR strain as well as BNc-1 strain, proved to be less pathogenic than NC-1 strain
used as control, since no histopathological lesion was seen in the brain of the mice
inoculated with BNc-1 strain. The pathogenesis of the disease and pathogenic
variations among the isolates was verified using biological characterization of isolates
and the analysis of distribution and intensity of the lesions caused by N. caninum in
the brain of experimental models. These results contribute to the diagnosis of the
disease. The second chapter of this work presents a report of natural infection by N.
caninum in a stillborn lamb and a sick newborn lamb in the state of Parana - Brazil.
Histopathological examination, immunohistochemistry (IHC) and polymerase chain
reaction (PCR) were performed on the lambs’ brain samples. Histopathology of the
brain tissue from the stillborn lamb and the sick newborn lamb showed typical lesions
of N. caninum infection. Intraneuronal cysts of N. caninum were found by IHC, and the
PCR of brain samples were positive for N. caninum, confirming natural protozoan
infection in sheep. This study demonstrated that sheep naturally infected with
Neospora caninum can develop similar changes to those observed in cattle. This study
is the first to report the birth of stillborn and sick newborn sheep infected with N.
caninum in Brazil.

Keywords: neosporosis; experimental infection; vertical transmission; ovine.
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1. INTRODUCAO GERAL
A neosporose € causada por um parasito coccidio, intracelular

obrigatério, denominado Neospora caninum. Este protozoario, por semelhancas
morfologicas, foi diagnosticado erroneamente até 1988 como Toxoplasma gondii
(Dubey et al., 1988a; Dubey, Schares e Ortega, 2007; Dubey e Schares, 2011).

Desde o primeiro reconhecimento da doenca em cées (Bjerkas et al.,
1984) e em bovinos (Thilsted e Dubey,1989), a neosporose esta sendo descrita
no mundo como uma doencga grave, que acomete principalmente bovinos e céaes
(Dubey, Schares e Ortega, 2007).

A doenca é considerada uma das principais causas de aborto em bovinos,
estando relacionada a problemas de infertilidade e nascimento de bezerros
natimortos ou doentes, sendo responsavel por grandes prejuizos econémicos
em rebanhos de corte e leite (Dubey, 2003; Dubey e Schares, 2011). O cao,
principal hospedeiro definitivo da doenca, desenvolve quadro neuromuscular,
gue pode ser acompanhado por dermatite (Bjerkas et al., 1984; Dubey et al.,
1988a; Boyd et al., 2005). A neosporose € ocasionalmente diagnosticada em
ovinos, caprinos, cervideos, e em outras espécies de animais silvestres (Dubey
2003; Dubey, Schares e Ortega, 2007; Donahoe et al, 2015).

Dubey et al. (1988b) isolaram a primeira cepa de Neospora caninum,
conhecida como NC-1. Esta cepa foi isolada de cées e € considerada referéncia,
sendo de fundamental importancia no estudo da neoporose. Deste entéo, outras
cepas de N. caninum foram isoladas em varios paises, com diferencas
intraespecificas de patogenicidade, quando caracterizadas biologicamente
(Yamane et al., 1996; Stenlund et al., 1997; Magnino et al., 1999; Kim et al.,
2000; Miller et al., 2002; Dubey et al., 2007; Fish et al., 2007; Basso et al., 2009;
Salehi et al., 2012; Jia et al., 2014)

No Brasil, foram realizados estudos de soroprevaléncia para N. caninum
em cées (Sousa et al., 2012; Mascaolli et al., 2015), em bovinos (Locatelli- Dittrich
et al., 2001; Teixeira et al., 2010; Oshiro et al., 2007), em ovinos (Moraes et al.,
2011; Oshiro et al., 2015), em caprinos (Moraes et al., 2011; Varaschin et al.,
2011), em cervideos (Tiemann et al., 2005a; Tiemann et al., 2005b) e em
bubalinos (Silva et al., 2010; Brasil et al., 2015), demostrando que 0s animais

estdo expostos a infec¢ao pelo protozoario. Em contraposicao, poucos trabalhos
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confirmam a doenca no pais (Gondim et al., 1999; Coberllini et al., 2000;
Coberllini et al., 2002; Santos et al., 2005; Coberllini et al., 2006; Santos et al.,
2006; Costa et al., 2014; Malaguti et al., 2012; Pinto et al., 2012; Varaschin et al.,
2012; Mesquita et al., 2013; Costa et al., 2014), descrevendo a manifestagéo
clinica e a deteccéo do parasito N. caninum nos tecidos dos animais doentes, o
que dificulta a compreenséo da real importancia da neosporose no Brasil.

No Brasil, as cepas de N. caninum vém sendo isoladas e caracterizadas
em diferentes estados do pais (Gondim et al., 2001; Locatelli-Dittrich et al., 2003;
Locatelli-Dittrich et al., 2004; Rodrigues et al.,, 2004; Pena et al., 2007
Chryssafidis et al., 2014).

O presente trabalho foi desenvolvido e dividido em dois capitulos. O
primeiro capitulo demonstra no encéfalo de camundongos BALB/c, a distribuicdo
e a intensidade das lesdes causadas pelo protozoario Neospora caninum (cepa
NC-1) e aborda os sinais clinicos e as lesdes histopatolégicas desenvolvidas no
encéfalo de camundongos BALB/c, experimentalmente infetados, com duas
cepas de N. caninum (BNc-1 e BNc4-PR), isoladas de bovinos no estado do
Parana. O titulo do capitulo é: “Caracterizacéo e distribuicdo das lesGes por
Neospora caninum no encéfalo de camundongos BALB/c experimentalmente
infectados e caracterizagdo biolégica de isolados do Parana”. O segundo
capitulo aborda a infeccdo congénita de dois cordeiros com o protozodrio
Neospora caninum, demostrando os sinais clinicos e as lesdes histopatolégicas
desenvolvidas na espécie, pela infec¢do natural com o protozoario. O titulo do
capitulo é: “Infeccdo congénita por Neospora caninum em cordeiros recém-

nascido e natimorto no estado do Parana- Brasil”.
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2. CAPITULO 1. CARACTERIZACAO E DISTRIBUICAO DAS LESOES POR
NEOSPORA CANINUM NO ENCEFALO DE CAMUNDONGOS BALB/C
EXPERIMENTALMENTE INFECTADOS E CARACTERIZACAO BIOLOGICA DE
ISOLADOS DO PARANA
(CARACTERIZATION AND DISTRIBUTION OF LESIONS CAUSED
BY NEOSPORA CANINUM IN THE BRAIN OF EXPERIMENTALLY INFECTED
BALB/C MICE AND BIOLOGICAL CHARACTERIZATION OF ISOLATES IN
PARANA)

RESUMO

Neospora caninum é um parasito coccidio, intracelular, causador da
neosporose. A doenca é considerada uma das principais causas de aborto em bovinos
e também esta relacionada ao nascimento de bezerros doentes que apresentam
sinais neuroldgicos, evoluindo a morte. Modelos experimentais com camundongos
sao utilizados para compreender melhor a patogénese desta doenca. Os objetivos
deste estudo foram realizar a caracteriza¢@o biologica de duas cepas de Neospora
caninum, a BNc-1 e BNc-4-PR, isoladas no Parana (Brasil), utilizando camundongos
BALB/c e mapear a distribuicdo das lesBes causadas pelo N. caninum e sua
intensidade, no cérebro de camundongos BALB/c experimentalmente infectados com
a cepa NC-1. Foram utilizados quarenta e cinco camundongos, separados em trés
grupos A (BNc4-PR), B (cepa BNc-1) e C (NC-1). Os grupos A e C foram subdivididos
em animais imunossuprimidos (Al e C1) e ndo imunossuprimidos (A2 e C2). Os
camundongos foram inoculados com taquizoitos por via intraperitoneal, nas doses de
6x108/uL (grupo A1), 3x105/uL (grupo A2), 4x108/uL (grupo B) e 2x108/uL (grupo Cl e
C2). A eutanasia dos animais foi realizada em periodos determinados e distintos para
cada grupo, sendo avaliados com 30, 60, 90, 120 e 180 dias pds-inoculacdo. Nos
encéfalos dos animais foram realizados exames citoldgico a fresco, histopatologico e
imunohistoquimico. Na caracterizacdo biolégica das cepas isoladas no Parana, nao
foram observados sinais clinicos tipicos da neosporose em camundongos e nao
ocorreu morte espontanea devido a doenca. Os cistos ndo foram observados nos
cérebros dos animais nos exames a fresco, porém taquizoitos extracelulares foram
visualizados no periodo de 30 e 60 dias (p.i), nos camundongos inoculados com a
cepa BNc4-PR (grupo A2). Alteracdes histopatologicas ndo foram evidenciadas nos

camundongos inoculados com a cepa BNc-1. Nos animais inoculados com a cepa
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BNc4-PR observou-se gliose focal, discreta, no coértex frontal de camundongo
inoculado com a cepa (30 dias pos inoculacéo). Na caracterizagao biolégica das cepas
isoladas no Parana, verificou-se que a cepa BNc4-PR é patogénica para
camundongos e causa lesdo no cortex frontal de camundongos BALB/c
experimentalmente infectados. Nos camundongos inoculados com a cepa referéncia
(NC-1), verificou-se lesdes histopatologicas tipicas da neosporose, de intensidade
decrescente de acordo com os periodos avaliados, sendo acentuada no periodo de
30 dias (p.i) e discreta no periodo de 120 dias (p.i) e mais frequentes na regidao do
mesencéfalo, estrutura do tronco encefalico. As lesdes encefélicas ocasionadas pela
neosporose variam de intensidade de acordo com a evolugdo da doenca e

apresentam padréo de distribuicdo irregular, destacando-se a regido do mesencéfalo.

Palavras-chave: neosporose; protozoario; distribuicdo tecidual, camundongos.

ABSTRACT

Neospora caninum is an intracellular coccidian parasite and the causative agent
of neosporosis. The disease is considered to be one of the major causes of abortion
in cattle and it is also associated with the birth of sick calves showing neurological
signs, evolving to death. Mouse models of infectious disease are used to a better
understanding of the pathogenesis of this disease. This study was aimed at performing
biological characterization of two strains of N. caninum (BNc 4-PR and BNc-1) isolated
in Parana (Brazil) using BALB/c mice and mapping the distribution of the lesions
caused by N. caninum and their intensity in the brain of BALB/c mice experimentally
infected with NC-1 strain. Forty-five mice divided into three groups: A (BNc4-PR), B
(BNc-1 strain) and C (NC-1) were used in the experiment. The groups A and C were
divided into immunosuppressed (A1, C1) and non-immunosuppressed (A2 and C2)
animals. The mice were inoculated intraperitoneally with 6x10° tachyzoites/uL (group
Al), 3x10° tachyzoites/uL (group A2), 4x10° tachyzoites/uL (group B) and 2x10°
tachyzoites/uL (groups C1 and C2). Animal euthanasia was performed at determined
and different times for each group, and they were evaluated on days 30, 60, 90, 120
and 180 after inoculation. Cytology without staining, histopathology and
immunohistochemistry were performed on the brains of the animals. Typical clinical
signs of neosporosis in mice were not observed using biological characterization of the

strains isolated in Parana and no natural death was caused by the disease. Cysts of
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N. caninum were not observed in the animals’ brains using cytology without staining,
but extracellular tachyzoites were seen from days 30 to 60 after inoculation (p.i.) in
mice inoculated with BNc4-PR strain (A2 group). Histopathological changes were not
evident in the mice inoculated with BNC-1 strain. In animals inoculated with BNc4-PR
strain, mild and focal gliosis was observed in the frontal cortex 30 days after
inoculation. In biological characterization of the strains isolated in Parana, it was found
that the BNc4-PR strain is pathogenic for mice and cause lesions in the frontal cortex
of BALB/c mice experimentally infected. In mice inoculated with the reference strain
(NC-1), typical histopathological lesions of neosporosis were observed, with a
decrease in intensity over time, and they manifested high-intensity lesions up to 30
days p.i. and discrete in the 120-day p.i. period. The lesions were more frequently
observed in the midbrain region in the brain stem structures. The intensity of brain
lesions caused by neosporosis varies according to the evolution of the disease and the
lesions show an uneven pattern of distribution, highlighting the midbrain region.

Keywords: neosporosis; protozoan; tissue distribution; mice.

2.1 INTRODUCAO

A neosporose, causada pelo parasito coccidio intracelular Neospora caninum,
€ considerada uma das principais doencas responsaveis pela ocorréncia de aborto
em bovinos de varias partes do mundo, estando relacionada a problemas de
infertilidade e nascimento de bezerros natimortos ou doentes, que apresentam sinais
neuroldgicos nos primeiros dias de vida, evoluindo & morte (Andreotti, 2001; Dubey e
Schares, 2006). A doenca representa um sério problema econdmico, pelas perdas
reprodutivas e diminuicdo da produtividade nos rebanhos de corte e de leite (Barros
et al., 2011; Dubey e Schares, 2011, Reichel et al., 2013).

O N. caninum pertence ao filo Apicomplexa, classe Sporozoa, subclasse
Coccidia, ordem Eucoccidia, subordem Eimeriina, familia Sarcocystidae (Dubey et al.,
1988a; Ellis et al., 1994). No género Neospora estdo descritas duas espécies: a
caninum e a hughesi (Dubey e Lindsay, 1996).

Neospora sp tem ciclo biolégico heter6xeno que envolve trés estagios
principais: oocistos, que sao eliminados nas fezes dos hospedeiros definitivos, como
o cao (McAllister et al., 1998), os coiotes (Gondim, McAllister e Zemlicka, 2004), o
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dingo Australiano (King et al., 2010) e o lobo (Dubey et al.,, 2011); taquizoitos e
bradizoitos sdo estagios intracelulares encontrados nos hospedeiros intermediarios,
que podem ser diferentes espécies de carnivoros, como a raposa-vermelha (Vulpes-
vulpes) (Almeria et al., 2002), de artiodactilos, como os bovinos (Thilsted e Dubey,
1989) e bubalinos (Bubalus bubalis) (Chryssafidis et al., 2015); de aves, como o galo
domeéstico (Gallus domesticus) (Costa et al., 2008), de perissodactilos, como o
rinoceronte-branco (Ceratotherium simum) (Sommanustweechai et al., 2010) e de
roedores, como camundongos (Mus musculus) (Barrat et al., 2008) e ratos (Rattus
novergicus) (Huang et al., 2004).

O cdo, hospedeiro definitivo, ingere os cistos (estagio latente) contendo
bradizoitos, presentes nos tecidos da carcaca dos hospedeiros intermediarios,
desenvolvendo uma infeccéo intestinal. O parasito se reproduz de forma sexuada
formando os oocistos ndo esporulados, que séo eliminados nas fezes (McAllister et
al., 1998). Estes esporulam no ambiente apdés 24 a 72 horas e contém dois
esporocistos com quatro esporozoitos. Sao resistentes no ambiente, permanecendo
viaveis por longo periodo (Lindsay, Dubey e Duncan, 1999). Os oocistos esporulados
sdo ingeridos pelo hospedeiro intermediario, como o bovino, nos alimentos
contaminados. No intestino os esporozoitos séo liberados e infectam as células do
trato intestinal, transformando-se em taquizoitos (formas de multiplicacdo rapida -
assexuada), causando lesfes teciduais e propagando a infec¢ao para varios tecidos
do hospedeiro. No interior das células neuronais (encéfalo e medula espinhal) e das
fibras musculares esqueléticas, os taquizoitos também podem se transformar em
bradizoitos, formando cistos (Dubey et al.,1988a; Lindsay e Dubey, 1990).

Até o momento, os cistos de N. caninum foram observados no sistema
nervoso central (SNC) e no musculo esquelético dos hospedeiros intermediarios
(Lindsay e Dubey, 1990; Goodswen et al., 2013). Os taquizoitos, causadores da
doenca sintomatica, foram encontrados em uma variedade de outros tecidos, mas o
principal local da infec¢cdo € no SNC (Lindsay e Dubey, 1990; Lindsay et al., 1995;
Helman et al.,1998; Kang et al., 2009; Garcia-Melo et al., 2010; Nishimura et al., 2013).

A neosporose pode ser transmitida por duas vias principais, a via horizontal,
onde ha a ingestdo de oocistos, taquizoitos ou cistos contendo bradizoitos (Schares
e Conraths, 2001; Dijkstra et al., 2001; Bandini et al., 2011; Dubey e Schares, 2011) e
a via vertical (transplacentaria) considerada a grande responsavel pela disseminagéo

e manutencdo do patdégeno nos rebanhos (Barr et al. 1993; Bjérkman et al., 1996;
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Varaschin et al., 2012; Goodswen et al., 2013), entretanto ha indicios de transmissodes
lactogénica (Uggla et al., 1998; Moskwa e Cabaj, 2007) e venérea (Ortega- Mora et
al., 2003; Ferre et al., 2005).

O diagnostico definitivo é realizado pela deteccdo do parasito nos tecidos,
como cérebro, medula espinhal, coracao, figado, musculo esquelético, pulméo, rim e
placenta, através das técnicas de imuno-histoquimica e PCR (Barr et al., 1991; Dubey
e Lindsay, 1996; Pereira-Bueno et al., 2003; Dubey e Schares, 2006; Pescador et al.,
2007; Orlando et al, 2013). Métodos soroldgicos como imunofluorescéncia indireta
(IF1) e teste imunoenzimatico (ELISA) podem ser realizados, porém estas técnicas
apenas indicam a exposi¢ao dos animais a doenca (Barr et al., 1994; Locatelli-Dittrich
et al., 2001; Dubey e Schares, 2006; Dubey, Schares e Ortega-Mora, 2007; Dubey e
Schares, 2011).

O exame histopatolégico também esta entre os métodos mais utilizados no
diagndstico da doenca. No encéfalo, principal érgao afetado, observa-se alteracdes
tipicas da neosporose, que consiste em infiltrado inflamatério linfoplasmocitario e
histiocitario, associado a focos de necrose, proliferacdo de células microgliais e
formacao de manguitos perivasculares (Barr et al, 1994; Helman et al, 1998; Pescador
et al., 2007; Garcia-Melo et al., 2010; Orlando et al, 2013).

A exposicao a neosporose € alta e a doenca estd amplamente difundida pelo
mundo, com prevaléncias que diferem entre paises e também entre gados de leite e
de corte (Sanderson, Gay e Baszler, 2000; Vural et al., 2006; Wang et al., 2010; Eiras
et al., 2011; Nematollahi, Jaafari, e Moghaddam, 2011). As variacfes sdo devido a
existéncia de diversos fatores de risco e profilaxia adotada em cada regiao (Dubey e
Schares, 2011; Goodswen et al., 2013).

No Brasil a prevaléncia para N. caninum em bovinos difere entre os estados
(Gondim et al., 1999; Coberllini et al., 2002; Ragozo et al., 2003; Sartor et al., 2005;
Garcia-Melo et al., 2006; Munhoz et al., 2006; Oshiro et al., 2007; Minervino et al.,
2008; Teixeira et al., 2010), assim como em ovinos e caprinos (Figliuolo et al., 2004
a; Figliuolo et al., 2004b; Vogel, Arenhart e Bauermann, 2006; Moraes et al., 2011;
Rossi et al, 2011; Varaschin et al., 2011; Oshiro et al., 2015). No Parana, Locatelli-
Dittrich et al. (2001) detectaram por teste imunoenzimético (ELISA) anticorpos anti-
N.caninum em 34,8% do rebanho leiteiro da regido de Campos Gerais, localizado no
centro oriental paranaense. Ogawa et al. (2005), observaram em vacas leiteiras do

norte do estado soroprevaléncia de 12% para Neospora caninum e Guimaraes et al.
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(2004) analisando vinte e trés fazendas da mesma regido, verificaram que 14, 3% das
vacas, a maioria com mais de 24 meses de idade, eram soropositivos para
neosporose. No sudoeste do estado, Camillo et al. (2010) detectaram soroprevaléncia
da doenca em 24,2% dos bovinos leiteiros, demostrando que os bovinos do estado
estdo expostos a neoporose.

Em varios paises diferentes tipos de cepas de N. caninum foram identificadas
(Barber et al.,1993; Yamane et al., 1996; Stenlund et al., 1997; Magnino et al., 1999;
Kim et al., 2000; Miller et al., 2002; Dubey et al., 2007; Fish et al., 2007; Basso et al.,
2009; Salehi et al., 2012; Jia et al., 2014). Os estudos de caracterizacao biologica das
cepas demonstraram que ha diferencas quanto a viruléncia, intensidade das lesdes,
mortalidade e morbidade dos isolados (Miller et al., 2002; Kang et al., 2009; Regidor-
Cerrillo et al. 2010; Al-Qassab, Reichel e Ellis, 2010; King et al., 2011).

Garcia-Melo et al. (2010), evidenciaram diferencas significativas entre a
patogenicidade de cepas distintas de N. caninum, isoladas de 14 bezerros oriundos
de sete rebanhos leiteiros de diferentes regides da Espanha (Regidor-Cerrillo et al.,
2008). Neste estudo, utilizando como modelo experimental o camundongo BALB/c e
separando as fases da infecgcdo em aguda e cronica, 0s autores observaram que a
carga parasitaria de determinadas cepas no sangue e no figado de cada animal variou
de acordo com o tempo de evolugdo da infeccdo e com o tecido analisado. A
intensidade das lesBes microscopicas visualizadas nos tecidos (encéfalo, coracao,
figado e pulmao), variaram de acordo com a cepa e a fase da doenca. Demostrando
gue ha uma diversidade na patogenicidade intra-espécie dos isolados de N. caninum.

Diferentes tipos de cepas de N. caninum vém sendo isoladas e caracterizadas
no Brasil, (Gondim et al., 2001; Locatelli-Dittrich et al., 2003; Locatelli-Dittrich et al.,
2004; Rodrigues et al., 2004; Chryssafidis et al., 2014).

Garcia-Melo et al. (2009), verificaram que em camundongos infectados com a
cepa NC-Goias, a carga parasitoria média diaria observada no encéfalo foi menor,
guando comparada com a média apresentada pelas cepas NC-Liverpool e NC-1,
demostrando que a cepa NC-Goias é menos patogénica quando comparada as cepas
descritas.

A cepa NC-1 (primeiro isolado de N. caninum) foi isolada em 1988, nos
Estados Unidos, de caes filhotes que apresentaram paresia dos membros posteriores
com cinco a oito semanas de vida, evidenciando predominantemente

polirradiculoneurite e polimiosite granulomatosa. Neste mesmo estudo, 0s taquizoitos
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isolados in vitro, foram inoculados em cdo. Na necropsia verificou-se hemorragia
pulmonar e figado fridvel, com areas pélidas, evidenciando na microscopia necrose
de coagulacdo multifocal, associadas a inimeros taquizoitos (Dubey et al., 1988b).
Na sequencia, muitos estudos com a cepa foram realizados, estabelecendo modelos
experimentais suscetiveis a doenca clinica (Lindsay et al., 1995; Collantes-Fernandez
et al., 2004), para melhor compressédo da patogenia da doenca (Cole et al., 1995;
Lépez-Pérez et al.,, 2008), para comparacdo da patogenicidade entre as cepas
(Lindsay e Dubey, 1990; Garcia-Melo et al., 2009; Chryssafidis et al., 2014) e para a
descoberta de tratamentos e vacinas (Debache et al., 2009; Penarete-Vargas et al.,
2010). Contudo, h& poucos estudos que descrevem a distribuicdo e intensidade das
lesbes causadas pela cepa NC-1 (referencia) no sistema nervoso dos animais
(Nishimura et al., 2013; Nishimura et al., 2015), considerando-se que o tecido
encefalico € o principal local da infeccédo. O 6rgdo néo é afetado de maneira uniforme
e 0 conhecimento dos locais das les6es, contribuiria para o diagnéstico, auxiliando na
coleta de amostras e na melhor compreensdo da patogénese da doenca e da
persisténcia do parasito neste tecido.

Os objetivos do estudo foram:

2.2 OBJETIVO GERAL
Realizar a caracterizacdo bioldgica, avaliando em diferentes periodos, o

encéfalo de camundongos BALB/c inoculados com duas cepas de Neospora caninum,
a BNc-1 e BNc-4-PR, isoladas de bovinos no Parana (Brasil) (experimento 1) e mapear
a distribuicdo e a intensidade das lesGes causadas pelo N. caninum (cepa NC-1) em

camundongos BALB/c experimentalmente infectados (experimento 2).

2.2.1 Objetivos especificos
- estabelecer a patogenicidade das cepas de N. caninum BNc-1 e BNc4-PR,
isoladas no Parana, em camundongos BALB/c, avaliando os sinais clinicos, as lesdes
encefalicas e a presenca de parasitos em diferentes periodos, e comparar com a cepa
NC-1 (controle) (experimento 1).
- determinar a regido de maior prevaléncia das lesbes e a presenca de
taquizoitos no SNC de camundongos inoculados com a cepa NC-1, por exames

histopatolégico e imuno-histoquimico, verificando se ha variacdo entre a intensidade
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das lesOes e a presenca de taquizéitos no SNC, em relacdo ao tempo de infeccéo
(experimento 2).

2.3. MATERIAL E METODOS
Este trabalho foi aprovado pela Comiss&o de Etica no uso de Animais do Setor

de Ciéncias Agréarias da Universidade Federal do Parana sob o numero de Protocolo
SCA-UFPR-048/2014 (Anexo 5.1). O estudo foi realizado no Laboratério de Patologia
Clinica Veterinaria da Universidade Federal do Parana (UFPR), no Laboratorio de
Patologia Veterinaria da Universidade Federal do Parana (UFPR) e no biotério do

Setor de Ciéncias Bioldgicas da UFPR (Curitiba — Brasil).

2.3.1 Cepas do parasito

A cepa NC-1 e as cepas de N. caninum isoladas de fetos bovinos no Parana
(BNc-1 e BNc4-PR), foram fornecidas pelo Laboratério de Patologia Clinica
Veterinéria, Universidade Federal do Parand, Curitiba, Brasil.

2.3.2 Cultivo de células Vero

As células Vero, linhagem de células de rim de macaco africano, foram
retiradas do nitrogénio liquido e descongeladas em banho-maria, na temperatura de
37°C, para cultivo em garrafas de cultura celular, mantidas em estufa umidificada com
5% de CO2, a 37°C, utilizando meio de crescimento Dulbecco’s Modified Eagle's
(DMEM Sigma) com pH 7,4, suplementado com 10% de soro fetal bovino, 2ml/L de
penicilina G potassica, 2 ml/L de sulfato de estreptomicina e 0,25 ml/L de anfotericina
B. Por microscopia invertida, observou-se a adeséo e confluéncia das células, para
formacdo da monocamada celular, para realizacdo da passagem ou subcultivo das
células, formando assim um banco de células Vero. Para replicacao dos protozoarios,

foram utilizadas garrafas com monocamadas de células Vero com 24 horas de cultivo.

2.3.3 Cultivo das cepas NC-1, BNc-1 e BNc4-PR

As cepas foram retiradas do nitrogénio liquido, descongeladas e cultivadas
em garrafas de cultura celular contendo monocamada de células Vero (ATCC CCL
81), utilizando meio de crescimento Dulbecco’'s Modified Eagle’s (DMEM Sigma),
suplementado com soro fetal bovino a 2% (SFB) e solucéo de antibidticos (penicilina
e estreptomicina — 1 mL/L) e antimicaticos (anfotericina - 0,25 ml/L), e foram mantidas

a 37°C em estufa umidificada com 5% de CO2. O meio das garrafas foi substituido
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duas vezes por semana, transferindo o parasito para novas garrafas contendo células
Vero.

Os taquizoitos de cada cepa, foram coletados das garrafas de cultura, em tubo
Falcon (50 mL) estéril; as garrafas foram selecionadas pela quantidade de taquizoitos
soltos no meio extracelular, visualizados apoés leitura no microscépio invertido. O
material foi centrifugado e o precipitado diluido em 1 mL de solug&o salina tamponada
(PBS). Para obtencdo da concentracdo final de protozoario por camundongo, 0s

taquizoitos foram contados em camara de Neubauer.

2.3.4. Delineamento experimental in vivo

No estudo foram utilizados quarenta e cinco (45) camundongos BALB/c
(linhagem de camundongos isogénicos), livres de patdgenos (SPF), fémeas, com
quatro semanas de idade, obtidos do mesmo fornecedor (Biotério Central da FMUSP).
Os animais foram mantidos no biotério do Setor de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal do Parana e permaneceram duas semanas em quarentena. O
ambiente era controlado e os animais foram alojados em gaiola de plastico, recebendo
a mesma alimentacao (racdo para roedor) e agua ad libitum.

Os camundongos foram separados em trés grupos, de acordo com o tipo de
cepa inoculada (BNc-1, BNc4-PR e NC-1), e os grupos das cepas BNc4-PR e NC-1
foram divididos em dois subgrupos, dos imunossuprimidos e ndo imunossuprimidos
(tabela 1). Para inoculacgédo, os taquizoitos foram diluidos em solucao salina e injetados

por via intraperitoneal.

Tabelal. Grupos de camundongos por cepa, dose inoculada de N. caninum e realizacao
ou ndo de imunossupressao.

Al 10 6x108/uL Sim
A2 11 3x105/pL Né&o

B 09 4x10%/pL Né&o
C1 06 2x108/uL Sim

C2 09 2x108/pL N&o
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A imunossupressao foi realizada com a administragdo de acetato de
metilprednisolona, por via intramuscular no membro posterior direito, com dose inicial
de 2,0mg aplicada sete dias antes da inoculacdo e de 2,5mg no dia da infeccao
experimental (Collantes-Fernandez et al., 2004). Apdés trés semanas da inoculacao, a
imunossupressao foi mantida através da administragdo de 10 pg/ml de dexametasona
na agua dos animais por uma semana (Canada et al., 2002).

As eutanasias foram realizadas em periodos determinados, definidos como
30, 60, 90, 120 e 180 dias pos-inoculacéo (p.i.), que diferiram entre as cepas (tabela
2). Os camundongos foram monitorados diariamente e examinados para verificar os
sinais clinicos descritos da doenca nesta espécie, que consiste em pelos asperos,
apatia, anorexia, “head tilting”, andar em circulos, ataxia, fraqueza nos membros
pélvicos e paralisia, manifestados antes do quinto dia pos-inoculacédo (EPERON et al.,
1999; Lindsay et al., 1995).

O método de escolha para eutanasia foi o deslocamento da cervical, apés
anestesia inalatéria com isoflurano (3-4%) em camara de inducédo para roedores
(Monteiro et al., 2010). Realizou-se a necropsia dos camundongos e o encéfalo foi

coletado para o exame citologico a fresco e para o exame histopatoldgico.

2.3.5 Exame citoldgico a fresco do encéfalo

Apos a remocéao do encéfalo, uma amostra do lado esquerdo do lobo frontal
foi selecionada para avaliacdo do tecido a fresco por microscopia de luz, utilizando a
técnica de imprint (duplicata). Neste exame, pesquisou-se a presenca de cistos e
taquizoitos livres no tecido. A quantidade de taquizoitos visualizados nas amostras foi

classificada em:
- discreta: < 20 taquizoitos livres / campo (100x)
- moderada: 20 — 50 taquizoitos livres / campo (100x)
- acentuada: > 50 taquizoitos livres / campo (100x)

As leituras das laminas dos encéfalos de todos os animais foram realizadas

por dois observadores.

2.3.6 Exame histopatolégico
O ceérebro foi fixado em formol 10% tamponado, por 24 horas. Na sequéncia,

foi clivado em oito cortes sequéncias (sentido coronal) de 0,3cm de espessura por
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cassete e permaneceu no formol 10% tamponado por mais 24 horas. O material foi
incluido em parafina e sec¢des de 4um foram realizadas para confec¢cdo de uma
lamina por cassete, seguida da coloracdo com hematoxilina e eosina (H&E).

As avaliacbes em microscopia Optica foram realizadas no telencéfalo,
diencéfalo, mesencéfalo, metencéfalo e mielencéfalo de todos os camundongos por
dois observadores. Todas as lesdes observadas foram descritas qualitativamente e
guantitativamente.

A intensidade das lesdes foi classificada em discreta, moderada e acentuada,
de acordo com o numero de células inflamatérias mononucleares e células da glia,
visualizadas nos focos de gliose (40x):

- discreta: < 200 células / foco de gliose

- moderada: 200 - 400 células / foco de gliose

- acentuada: > 400 células / foco de gliose

2.3.7 Imuno-histoquimica

A imuno-histoquimica foi realizada nos oito cortes sequencias dos encéfalos
dos camundongos com lesBes histopatolégicas. Os exames imuno-histoquimicos
foram processados no Laboratério de Patologia Veterinaria da Universidade Federal
de Lavras (UFLA/MG).

Para a realizacdo da técnica utilizou-se o anticorpo primario anti-Neospora
caninum (VRMD, USA), o anticorpo secundario anti-cabra biotinilado e o complexo
estreptavidina-peroxidase (kit LSAB, Dako) (Varaschin et al., 2012). A técnica imuno-

histoquimica esta descrita no Anexo 5.2.



Tabela 2. Periodo das eutanasias apos inoculacdo dos camundongos com as cepas BNc4-PR, BNc-1 e NC-1 de N. caninum
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NUMERO DE CAMUNDONGOS/ CEPA DE Neospora caninum

PERIODO EUTANASIA BNc4-PR BNc4-PR BNc-1 NC-1 NC-1
(dias) (grupo Al) (grupo A2) (grupo B) (grupo C1) (grupo C2)
30 3 2 - 2 3
60 3 3 3 2 3
90 2 - - - -
120 2 3 3 2 3
180 - 3 3 - .
Total 10 11 9 6 9
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24 RESULTADOS

2.4.1 Experimento 1: Caracterizacao biolégica das cepas BNc4-PR e BNc-1
2.4.1.1 Sinais clinicos e mortalidade

Os camundongos inoculados com a cepa BNc-1 e os inoculados com a cepa
BNc4-PR (grupos Al e A2) ndo apresentaram sintomatologia clinica compativel com

neosporose ou morte espontanea.

2.4.1.2 Exame citoldgico a fresco do cérebro

No exame a fresco do cérebro dos camundongos do grupo A2, observou-se
moderada quantidade de parasitos livres no periodo de 30 dias (p.i) e discreta
guantidade ou nenhum taquizoitos foram visualizados nos periodos de 60,120 e 180
dias (p.i) (Tabela 3).

No grupo A1, verificou-se no cérebro dos trés animais avaliados no periodo
de 30 dias (p.i) e em um dos camundongos avaliados no periodo de 60 dias (p.i)
(camundongo 5), uma discreta quantidade de taquizoitos livres. Porém nas amostras
cerebrais dos demais animais do grupo, ndo foram observados taquizoitos.

No grupo B, observou-se uma discreta quantidade de taquizoitos livres, em
um dos camundongos avaliados no periodo de 60 dias (p.i) (camundongo 3), porém
nos demais periodos, nenhum taquizoito foi observado.

Cistos teciduais ndo foram visualizados no cérebro dos camundongos

inoculados com as cepas BNc4-PR e BNc-1.

2.4.1.3 Necropsia e exame histopatologico

Nenhuma alteragdo macroscopica foi observada nos cérebros dos
camundongos inoculados com as cepas BNc4-PR e BNc-1 e n&o foram evidenciadas
alteracdes histopatolégicas no encéfalo dos camundongos do grupo B (cepa BNc-1)
e do grupo Al (cepa BNc4-PR).

Em um camundongo dos onze avaliados no grupo A2 visualizou-se no lobo
frontal direito do cérebro, gliose focal, discreta (Figura 1), no periodo de 30 dias (p.i)
(tabela 3).

2.4.1.4 Exame Imuno-histoquimico
O resultado da técnica imuno-histoquimica, realizada na amostra encefalica

do camundongo do grupo A2 que apresentou lesdo histopatoldgica, foi negativo.
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2.4.2 Experimento 2: Distribuic&o e intensidade das lesdes (cepa NC-1)
2.4.2.1 Sinais clinicos e mortalidade

N&o houve caso de morte espontanea nos animais inoculados com a cepa NC-
1 e os camundongos do grupo C1 néo evidenciaram sinais clinicos da doenca.

Trés camundongos do grupo C2 apresentaram sinais clinicos em periodos
diferentes. Um camundongo desenvolveu a sintomatologia com 28 dias p.i., outro com
30 dias p.i. e o terceiro camundongo com 90 dias p.i. (Tabela 4). Nos trés
camundongos os sinais clinicos foram apatia e anorexia. Sinais neurolégicos, como
“head tilt” e andar em circulos, foram visualizados nos animais que manifestaram a

doenca com 30 e 90 dias p.i.

2.4.2.2 Exame citoldgico a fresco do cérebro

No exame a fresco do cérebro dos camundongos do grupo C2, uma
acentuada quantidade de taquizoitos foi observada com 30 dias (p.i.). Com 60 dias
(p.i) foi evidenciada moderada quantidade de parasitos livres e uma discreta
guantidade de taquizoitos foi visualizada no cérebro de um dos trés camundongos
avaliados no periodo de 120 dias (p.i) (Tabela 4).

No exame citoldgico a fresco dos animais do grupo C1, verificou-se no cérebro
dos camundongos avaliados no periodo de 30 dias (p.i), assim como em um dos
animais avaliados no periodo de 60 dias (p.) (camundongo 3), uma discreta
guantidade de taquizoitos livres na amostra. No cérebro dos demais animais do
grupo, taquizoitos nao foram observados.

E cistos teciduais ndo foram visualizados no cérebro dos animais inoculados
com a cepa NC-1 (Grupo C1 e C2).

2.4.2.3 Necropsia e exame histopatoldgico

Ndo foram Vvisualizadas alteragbes macroscopicas no encéfalo dos
camundongos inoculados com a cepa NC-1 (grupo C1 e C2) e alteracbes
histopatoldgicas ndo foram evidenciadas no encéfalo dos camundongos do grupo C1
(camundongos imunossuprimidos).

Dos nove animais do grupo C2 (imunocompetentes), sete apresentaram
lesbes encefélicas microscopicas, que variaram de intensidade e de localizagéo,
guando comparadas entre os periodos.

A regido com maior frequéncia de lesdes foi 0 mesencéfalo, na regido do

nacleo rubro, localizado posteriormente a substancia negra (85,71% = 6/7), seguida
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pelo metencéfalo, no tegmento da ponte (57,14% = 4/7), telencéfalo, no cortex do lobo
frontal (42,85% = 3/7) e na regido do corpo estriado, mais especificamente na regiao
de nucleo lentiforme (42,85% = 3/7), e diencéfalo, no talamo (28,58% = 2/7). Nenhum
animal evidenciou les6es microscoépicas no mielencéfalo (bulbo) (Tabela 4).

O exame histopatoldgico evidenciou alteracdes tipicas da neosporose (Figura
2). Observou-se gliose, que variou de acentuada, no periodo de 30 dias, a discreta no
periodo de 120 dias, associada a presenca de manguitos perivasculares
linfoplasmocitarios, que variaram de acentuados a discretos e a presenca de
estruturas fusiformes nucleadas, organizadas em pequenos grupos (sugestivo de
taquizoitos de N. caninum), que foram observados apenas no periodo de 30 dias. Em
todos os periodos houve necrose, contudo nos periodos de 30 e 60 dias, as areas de
necrose apresentavam-se circunscritas por infiltrado inflamatério mononuclear e
células da glia e no periodo de 120 dias, observou-se focos de necrose mineralizados.
Os resultados das alteracfes histopatoldgicas observadas em cada regido, por

camundongo, estdo apresentadas na tabela 5.

2.4.2.4 Exame Imuno-histoquimico

No exame imuno-histoquimico foi confirmada a presenca de taquizoitos de N.
caninum no encéfalo dos camundongos imunocompetentes inoculados com a cepa
NC-1 (camundongos 1, 2 e 4 - Grupo C2), no periodo de 30 e 60 dias (p.i). Os
taquizoitos estavam localizados préximo as areas de gliose, em grupos ou isolados
(Figura 3), nas regides de nucleo rubro (mesencéfalo) e no tegmento da ponte

(metencéfalo).



Tabela 3. Sinais clinicos e resultados dos exames citolégico a fresco e histopatolégico do grupo A2 (cepa BNc4-PR).

Periodos Camundongos | Sinais Clinicos” Exame citoldgico Lesdes Localizagado no
(Quantidade de taquizoitos) histopatoldgicas SNC
1 _
30 dias Moderada Gliose focal, discreta | Lobo frontal direito
2 — _ _
Discreta
3 _ _ _
Discreta
4 — _ _
60 dias Discreta
S — _ _ _
6 _ _ _
7 — _ _
120 dias —
8 — _ _
9 _ _ _
10 _ _ _
180 dias _
11 -

0

—:auséncia de sinais clinicos, de lesGes histopatoldgicas e de taquizoitos.
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Figura 1. Gliose focal, discreta no cérebro de camundongo do grupo A2

inoculado com a cepa BNc4-PR de N. caninum, 30 dias (p.i). H&E. Barra:

10um.
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Tabela 4. Sinais clinicos, exames citoldgicos a fresco e histopatol6gicos dos camundongos (grupo C2) inoculados com a

cepa NC-1 de N. caninum

Periodo Camundongos | Sinais Clinicos* Exame citolégico Lesdes Localizacdo no SNC
(Quantidade de taquizoitos) histopatologicas
30 dias 1 * Acentuada * Dc; Mtc; Mic
2 * Acentuada * Tc; Mc;
3 - Acentuada * Tc; Mc; Mtc
60 dias 4 - Moderada * Tc, Mc
5 - Moderada * Mc
6 — _ —
120 dias 7 * Discreta * Mic
8 — — —
<) - - * Tc

*: presenca de sinais clinicos e de lesdes histopatolégicas; —: auséncia de sinais clinicos, de taquizoitos e de lesdes histopatoldgicas.

Tc: telencéfalo; Dc: diencéfalo; Mc: mesencéfalo; Mtc: metencéfalo; Mlc: Mielencéfalo.
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Tabela 5. Alteracdes histopatolégicas no encéfalo de camundongos inoculados com a cepa NC-1 (grupo C2), nos periodos de 30, 60 e

120 dias pos-infeccéo.

Regides do SNC

Alteracdes encontradas por camundongo?

30 dias 60 dias 120 dias
1 2 3 4 5 7 8 9
* G2, M2, | G1, M2 * * * * * Gs
Cédrtex-lobo frontal N2
TELENCEFALO * G1, M1 * x * * *
Ndcleo lentiforme N1 G2, M2 Nm
DIENCEFALO Talamo G2, M3 * * M * * * * *
Gy, My, | Gy, My, G, * * *
MESENCEFALO Nucleo rubro N1 N2 M3 M2, N1 M3 M3
METENCEFALO Ponte GoMi| * | GLM | Ms * * Nm * *
MIELENCEFALO Bulbo * * * * * * * * *

aGy: Gliose acentuada; G;: Gliose moderada; Gs: Gliose discreta. M1: Manguito perivascular linfoplasmocitario, acentuado; M,: Manguito perivascular
linfoplasmocitario, moderado. M3: Manguito perivascular linfoplasmocitario, discreto. Ni: Necrose focalmente extensa; N2: Necrose focal; Nm: Necrose
focal, com focos de mineralizacdo; *:sem alteracdes.
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Figura 2. Encefalo de camundongos BALB/c inoculados com a cepa NC-1 de Neospora caninum. (A) necrose focalmente extensa
(seta amarela) circunscrita por moderada quantidade de infiltrado inflamatério mononuclear e células da glia, acompanhada por
manguitos perivasculares linfoplasmocitarios (cabec¢a da seta). H&E. Barra: 20um. (B) Observa-se estruturas de formato fusiforme,
em grupo, contendo nucleo, compativel com taquizoitos de N. caninum, visualizados no periodo de 30 dias (p.i)). H&E. Barra:

200pm.
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Figura 3. Imuno-histoquimica positiva para Neospora caninum em encéfalo de camundongo BALB/c inoculado com a
cepa NC-1, 30 dias (p.i). (A) Observa-se marcacao acentuada dos taquizoitos de N. caninum. Método estreptavidina-
biotina-peroxidase. DAB. Barra: 20um. (B) Taquizoitos medindo 5,4 x 2,6um, organizados em pequenos grupos ou
isolados. Método estreptavidina-biotina-peroxidase. DAB. Barra: 200um.
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2.5 DISCUSSAO

2.5.1 Experimento 1: Caracterizacao biolégica das cepas BNc4-PR e BNc-1
A cepa BNc4-PR causa encefalite ndo supurativa focal, discreta, no lobo

frontal de camundongos BALB/c ndo imunossuprimidos (grupo A2), no periodo de 30
dias (p.i.). Apos 30 dias de inoculacdo, ndo foram observadas alteracbes
histopatologicas no cérebro de nenhum dos animais inoculados com a cepa. Modelos
experimentais com camundongos sdo muito utilizados de maneira ampla no estudo
da neosporose (Cole et al., 1995; Lindsay et al., 1995; Long, Baszler e Mathison, 1998;
Eperon et al., 1999; Baszler, Mcelwain e Mathison, 2000; Quinn et al., 2002; Collantes-
Fernandez et al., 2004; Lépez-Pérez et al., 2008; Debache et al., 2009; Penarete-
Vargas et al., 2010; Salehi et al., 2012). Em diversos paises, incluindo o Brasil, ha
relatos da caracterizacdo bioldgica de isolados de N. caninum em camundongos
(Lindsay e Dubey, 1990; McGuire et al., 1997; Atkinson et al., 1999; Miller et al., 2002;
Garcia-Melo et al.,, 2009; Rojo-Montejo et al.,, 2009; Garcia-Melo et al, 2010),
demostrando que esta espécie € suscetivel a infeccéo pelo parasito.

Neste trabalho, comparando os resultados das cepas BNc4-PR (grupo A2) e
da cepa NC-1 (controle), observou-se que no periodo de 30 dias (p.i), um dos animais
inoculados com a cepa BNc4-PR apresentou leséo discreta e focal, no lobo frontal
direito e que no mesmo periodo, trés camundongos inoculados com a cepa NC-1
evidenciaram lesdo acentuada e extensa, com areas de necrose, nas regides de
telencéfalo, mesencéfalo e metencéfalo, verificando que a cepa controle (NC-1 —
isolado de cdo) € mais patogénica que a cepa BNc4-PR (isolado de bovino). Miller et
al. (2002), descreveram a caracteriza¢cao bioldgica do primeiro isolado de Neospora
caninum de origem bovina da Australia, em estudo comparativo entre a cepa recém
isolada NC-Nowra e a cepa NC-Liverpool. As cepas foram inoculadas em
camundongos BALB/c e observaram que a cepa NC-Liverpool (isolado de cao) causou
acentuada encefalite ndo supurativa, quando comparada com a cepa NC-Nowra
(isolado bovino), que ocasionou encefalite ndo supurativa discreta a moderada,
resultado similar ao observado neste estudo, demostrando que a viruléncia das cepas
isoladas de hospedeiros intermediarios (bovino) é menor quando equiparada a
viruléncia das cepas isoladas de hospedeiros definitivos (cdo), resultado também
observado por Atkinson et al., 1999, Quinn et al., 2002 e Garcia-Melo et al., 2009;
Rojo-Montejo et al., 2009.
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A cepa BNc-1 (isolado bovino) é menos patogénica que o isolado BNc4-PR
(origem bovina). Isto foi evidenciado pela auséncia de lesdes no encéfalo dos nove
animais inoculados com a cepa BNc-1. Resultado semelhante ao analisado por
Garcia-Melo et al. (2010), que evidenciaram diferencas de patogenicidade entre
isolados de origem bovina, inoculando em camundongos BALB/c cepas de N. caninum
distintas, obtidas de vacas congenitamente infectadas, mas saudaveis. Nos
camundongos experimentalmente infectados com as cepas Nc-Spain 5H, Nc-Spain 7
e Nc-Spain 9, foram evidenciadas lesdes mais acentuadas no encéfalo, quando
comparadas com os camundongos infectados com os isolados Nc-Spain 2H, Nc-Spain
3H e Nc-Spain 6.

Neste experimento verificou-se, comparando as cepas BNc-1 e BNc4-PR, que
ndo houve relacdo entre a dose inoculada e a presenca de lesdo no encéfalo por N.
caninum, porque a dose administrada da cepa BNc4-PR no grupo A2, foi inferior a
dose inoculada da cepa BNc-1 e somente foi evidenciada lesdo no cérebro do
camundongo do grupo A2. Diferente dos resultados analisados por Collantes-
Fernandez et al. (2004) que relataram associagdo entre a dose inoculada e a presenca
de lesdes, indicando que quanto maior a dose utilizada de taquizoitos de N. caninum,
maior a chance de ocorrer lesdes no encéfalo dos animais, assim como o observado
por Long, Bazler e Mathison (1998) e Gottstein et al. (2001).

Os resultados dos exames citolégicos a fresco e histopatolégicos dos
encéfalos dos camundongos inoculados com a cepa BNc4-PR, foram analogos
quando equiparados ao tempo de infeccdo da doenca. No periodo de 30 dias,
observou-se moderada quantidade de taquizoitos livres no cérebro do camundongo
gue apresentou gliose focal, discreta. A quantidade de taquizoitos livres no cérebro
dos camundongos diminuiu de acordo com a evolugcdo da doenca e lesdes
histopatolégicas ndo foram observadas. A relacdo entre a presenca de alteracdes
histopatolégicas no encéfalo e a quantidade de taquizoitos, em diferentes periodos,
estd associada a resposta imunolégica do hospedeiro, uma vez que as células
inflamatorias presentes na lesdo, tem a fun¢do de combater o protozoério (Nishimura
et al., 2013; Nishimura et al., 2015).

A cepa BNc4-PR causou encefalite ndo supurativa em camundongo neste
estudo, mas em nenhum dos animais inoculados, incluindo os camundongos do grupo
B (cepa BNc-1) foi verificado a formacgéo de cistos nas seccdes avaliadas e nos

periodos avaliados. Algumas cepas apresentam maior capacidade de formar cistos,
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sendo uma caracteristica intrinseca de alguns isolados (McGuire et al., 1997
Collantes-Fernandez et al.,2004; Locatelli-Dittrich et al., 2004; King et al., 2011).
Portanto, ha diferencas de patogenicidade entre as cepas isoladas de N. caninum
(Kang et al., 2009; Al-Qassab, Reichel e Ellis, 2010; Garcia-Melo et al., 2010; King et
al., 2010; Regidor-Cerrillo et al., 2010; Miller; Chryssafidis et al., 2014), o que enfatiza
a necessidade de considerar e estudar a influéncia das diversidades intra-espécies
dos isolados.

N&o foram visualizadas lesdes compativeis com neosporose nos encéfalos
dos camundongos do grupo Al, diferente dos resultados obtidos no grupo A2, apesar
de todos os animais serem inoculados com a mesma cepa. Neste estudo, para
inoculacdo dos camundongos, a cepa BNc4-PR foi cultivada in vitro e cada grupo foi
inoculado com taquizoitos de passagens diferentes. Devido ao maior tempo em cultivo
celular, os taquizoitos inoculados nos camundongos do grupo Al poderiam apresentar
menor viruléncia do que os inoculados no grupo a A2, pois ha relacdo entre a
viruléncia do parasito N. caninum e o tempo de cultivo in vitro. Bartley et al. (2006),
demostraram que quanto maior o nimero de passagens dos taquizoitos de N.
caninum no cultivo celular, menor a viruléncia apresentada pelo parasito quando

inoculado em camundongos BALBI/c.

2.5.2 Experimento 2: Distribuicdo e intensidade das lesdes (cepa NC-1)

Neste experimento, dos nove camundongos do grupo C2, sete apresentaram
lesbes microscopicas, apesar de todos serem inoculados com a mesma quantidade
de taquizoitos (2x108). Long, Baszler e Mathison (1998), Gottstein et al. (2001) e
Collantes-Fernandez et al. (2004), descreveram que ha relacéo entre a dose inoculada
e a frequéncia de lesbes, demostrando que quanto maior a dose, maior a quantidade
de alteracdes visualizadas. Porém Lindsay et al. (1995) em estudo experimental com
camundongos BALB/c experimentalmente inoculados com a cepa NC-1, utilizaram a
dose de 2x10°, quantidade de taquizoitos inferior a realizada neste trabalho e todos
os camundongos avaliados desenvolveram lesdes no cérebro, assim como Nishimura
et al. (2015) que utilizou a dose de 1x10® e todos os camundongos inoculados
desenvolveram encefalite.

Os sete animais que apresentaram alteracdes histopatoldgicas, demostraram
um padrdo de distribuic&o irregular das lesdes, sendo mais frequentes no cérebro do

gue no cerebelo, resultado similar ao observado por Helman et al. (1998) e Nishimura
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et al. (2013), em fetos bovinos naturalmente infectados e bezerros experimentalmente
infectados, respectivamente.

Neste estudo verificou-se que a regido mais frequentemente afetada em
camundongos BALB/c experimentalmente infectados com a cepa NC-1, na dose de
2x10%/uL, foi o mesencéfalo, estrutura que integra o tronco encefélico, mais
especificamente na substancia cinzenta propria do segmento (nucleo rubro), que se
localiza em porcdes mais profundas do tecido. Diferente dos resultados obtidos por
Nishimura et al. (2015), na mesma espécie, onde as lesdes histopatoldgicas foram
significativamente mais frequentes no telencéfalo, metencéfalo e mielencéfalo de
camundongos sintomaticos, e por Helman et al., 1998 e Nishimura et al., 2013, nos
bovinos, onde as alteracfes histopatoldgicas foram mais observadas no telencéfalo e
diencéfalo, em porcdes mais superficiais que profundas da substancia cinzenta.

O resultado indica que a distribuicdo das lesdes causadas por N. caninum,
pode variar de acordo com a espécie do hospedeiro. Adicionalmente, é desconhecido
se os resultados podem ser extrapolados para as demais racas de camundongos, uma
vez que a doenca ocorre de maneira distinta entre esses animais (Lindsay e Dubey,
1990; Lindsay et al., 1995; Long, Baszler e Mathison, 1998; Collantes-Fernandez et
al., 2004), o que pode estar relacionado a capacidade imunoldgica de cada raca (Long,
Baszler e Mathison, 1998). Portanto, mais estudos séo necessarios para caracterizar
a distribuicdo e intensidade das lesGes causadas pela neosporose em camundongos
e nas demais espécies de animais.

De acordo com os periodos avaliados, verificou-se variacdo na intensidade
das lesGes e na presenca de taquizoitos nos camundongos do grupo C2. Na fase
aguda da infeccao (30 dias p.i), a gliose era predominatemente extensa e acentuada,
com taquizoitos evidentes (exame histopatolégico e imuno-histoquimica) e em grande
quantidade. Conforme a evolucdo da doenca (periodo de 60 e 120 dias p.i) a
intensidade da gliose decresceu e havia menor quantidade ou nenhum taquizoito nas
areas avaliadas. Nishimura et al. (2013) observaram que a reacéao celular inflamatoria,
associada a gliose, alteragBes tipicas da neosporose, ocorrem na resposta
imunologica do hospedeiro ao protozoario no tecido, o que poderia justificar a relagao
da intensidade das lesfes e a presenca de taquizoitos, nos periodos avaliados.

Cistos teciduais ndo foram observados nos noves animais do grupo C2. Ha
diferencas na capacidade de formacao de cistos entre as cepas de N. caninum, tendo

a cepa NC-1 uma baixa capacidade de formar cistos, quando comparada, por
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exemplo, a cepa NC-Liverpool (McGuire et al., 1997; Collantes-Fernandez et al.,
2004).

No presente estudo, trés dos nove animais imunocompetentes inoculados
com a cepa NC-1 (grupo C2), desenvolveram sinais clinicos e nenhum camundongo
morreu apos a inoculacdo com protozoario na dose de 2x108/uL, apesar de casos de
Obitos serem frequentemente descritos nesta raca de camundongo, mesmo quando
doses similares ou mais baixas a inoculada neste trabalho, sdo utilizadas (Lindsay et
al., 1995; Long, Baszler e Mathison, 1998; Collantes-Fernandez et al.,2004; Nishimura
et al., 2015). Os animais apresentaram sinais clinicos com 28, 30 e 90 dias (p.i.).
Outros trabalhos (Lindsay e Dubey, 1990; Lindsay et al., 1995; Long, Baszler e
Mathison, 1998; Collantes-Fernandez et al.,2004) demostraram que a manifestacédo
clinica da neosporose pode variar de 5 a 60 dias (p.i).

Os camundongos imunossuprimidos do grupo C1 n&o apresentaram sinais
clinicos e alteracdes histopatologicas no encéfalo. A diferenca dos resultados obtidos
no grupo C1 e no grupo C2, podem ser devido ao tempo de cultivo da cepa, pois 0s
taquizoitos inoculados nos camundongos do grupo C1, permaneceram em cultivo
celular por mais tempo do que os inoculados no grupo C2, sendo de passagens
diferentes e ha estudo que relata a possibilidade da viruléncia da cepa NC-1 in vivo,

ser atenuada pelo tempo de cultivo in vitro (Bartley et al., 2006).

2.6 CONCLUSAO
A cepa BNc4-PR causa encefalite no lobo frontal de camundongos BALB/c

experimentalmente infectados, porém sinais clinicos ndo foram observados e néo
houve a formacédo de cistos nos periodos avaliados. Esta cepa € menos patogénica
guando comparada a cepa NC-1 (controle) nesta espécie.

A cepa BNc-1 é menos patogénica que o isolado BNc4-PR e o isolado NC-1
(controle), pois ndo foram evidenciadas lesfGes histopatol6gicas, assim como a
presenca de cistos, no encéfalo dos camundongos infectados com a cepa.

As lesdes encefalicas ocasionadas pela cepa NC-1 variam de intensidade
guando comparadas entre os periodos de 30, 60 e 120 dias (p.i.), estando associada
a presenca de taquizoitos no tecido e apresentam padrdo de distribuicao irregular,

com lesBes mais frequentes na regidao do mesencéfalo.
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CAPITULO 2. INFECCAO CONGENITA POR Neospora caninum EM
CORDEIROS RECEM-NASCIDO E NATIMORTO NO ESTADO DO PARANA-
BRASIL

(CONGENITAL Neospora caninum INFECTION IN NEWBORN AND

STILLBORN LAMBS IN THE STATE OF PARANA- BRAZIL)

RESUMO

Nos sistemas de produgéo animal, a rentabilidade da atividade esta associada
a eficiéncia reprodutiva do rebanho. As doencas reprodutivas em ovinos podem ser
causadas por agentes infecciosos, como Toxoplasma gondii, Neospora caninum,
Campylobacter spp., Chlamydophila abortus, Brucella ovis e Listeria monocytogenes.
A infeccdo natural por N. caninum em ovinos € pouco diagnosticada. O principal sinal
clinico da neosporose em ovelhas é o abortamento, que pode ocorrer entre 65 e 90
dias de gestacdo. Os casos de nascimento de cordeiros doentes e de natimortos sao
pouco descritos. O objetivo do estudo foi relatar a neosporose congénita em dois
cordeiros, um natimorto e um recém-nascido doente. Os cordeiros nasceram de
gestacdes diferentes, de uma ovelha da raca Suffolk soropositiva para N. caninum.
Nos cordeiros foram observadas lesGes histopatolégicas compativeis com a doencga,
no sistema nervoso central. No cordeiro recém-nascido doente evidenciou-se no lobo
frontal encefalite ndo supurativa focal, discreta. No encéfalo do cordeiro natimorto,
observou-se manguitos perivasculares linfoplasmocitarios e no citoplasma dos
neurénios foram observados cistos com marcacao positiva na imuno-histoquimica
para N. caninum. A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foi realizada nas amostras
encefélicas dos dois cordeiros, para deteccdo de N. caninum (primers Np6 e Np21) e
T. gondii (primers TOX4 e TOX5). A PCR foi positiva para N. caninum e negativa para
T. gondii nos dois cordeiros. Os exames histopatolégico, imuno-histoquimico e PCR
confirmaram a ocorréncia de infeccdo congénita por N. caninum nos cordeiros

natimorto e recém-nascido doente.

Palavras-chave: neosporose; ovelha; infeccdo transplacentaria; problemas

reprodutivos.
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ABSTRACT
In the animal production field, the profitability of the activity is associated with

the reproductive efficiency of the herd. Reproductive disorders in sheep may be
caused by infectious agents such as Toxoplasma gondii, Neospora caninum,
Campylobacter spp., Chlamydophila abortus, Brucella ovis and Listeria
monocytogenes. Natural infection of sheep with N. caninum is underdiagnosed. The
major clinical sign of neosporosis in sheep is abortion, which can occur between days
65 and 90 of gestation. Cases of stillbirth or birth of weak lambs have been rarely
reported. The aim of this study was to report congenital N. caninum infection in two
lambs, i.e., a stillborn lamb and the birth of a weak lamb. The lambs were born from
different pregnancies of a Suffolk ewe seropositive to N. caninum. Histopathological
lesions compatible with the disease were observed in the central nervous system of
the lambs. The weak newborn lamb showed mild and focal non-suppurative
encephalitis in the frontal lobe. Lymphoplasmacytic perivascular cuffs were observed
in the brain of the stillborn lamb and cysts stained positively by IHC for N. caninum
were observed in the cytoplasm of the stillborn lamb's neurons. Polymerase chain
reaction (PCR) was performed on the brain samples of the two lambs to detect N.
caninum (primers Np6 and Np21) and T. gondii (primers TOX4 and TOX5). PCR result
was positive for N. caninum and negative for T. gondii in the two lambs. The infection
with N. caninum was confirmed in the stillborn lamb and in the weak newborn lamb by

histopathology, immunohistochemistry and PCR.

Keywords: neosporosis; sheep; transplacental infection; reproductive disorders.

2.1 INTRODUCAO
A maior criacdo de pequenos ruminantes da América Latina, esta no Brasil

(FAO, 2013). Ha 17 milhdes de ovinos no pais (FAO, 2013), concentrando-se em
grande parte nas regides nordeste (56,5%) e sul (30,0%), seguidas das regides centro-
oeste (5,5%), sudeste (4,2%) e norte (3,8%) (IBGE, 2013).

A rentabilidade dos sistemas de producgéo animal esta diretamente associada
a eficiéncia reprodutiva do rebanho, portanto distdrbios reprodutivos podem gerar
perdas econ6micas importantes (Ribeiro, Gregory e Mattos, 2002; Vogel, Arenhart e

Bauermann, 2006).
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Em ovinos, os casos de aborto, natimortos e de cordeiros recém-nascidos
doentes, podem estar relacionados a agentes infecciosos como o Toxoplasma gondii
(Edwards e Dubey, 2013; Gabardo et al., 2013), Neospora caninum (Dubey et al.,
1990; West et al., 2006; Moreno et al., 2012; Pinto et al., 2012), Campylobacter spp.
(Gressler et al., 2012; Wu et al., 2014), Chlamydophila abortus (Silva, Freitas e Miiller,
2006; Farias et al., 2013; Ebadi, Moosakhani, Jamshidian, 2015), Brucella ovis (Alves
et al., 2010; Santos et al, 2013; Wareth et al., 2015) e Listeria monocytogenes (Rissi
et al., 2010; Shoukat et al., 2014).

O protozoario coccideo Neospora caninum é parasito intracelular obrigatério,
pertence a familia Sarcocystidae, e é fenotipicamente e filogenicamente semelhante
ao Toxoplasma gondii (Sasani et al., 2013). Os hospedeiros definitivos do N. caninum
sao os caes (McAllister et al., 1998), os coiotes (Gondim, McAllister e Zemlicka, 2004),
o dingo australiano (King et al., 2010) e os lobos (Dubey et al., 2011). Os bovinos,
ovinos e caprinos sao hospedeiros intermediarios (Dubey e Schares, 2006; Dubey e
Schares, 2011; Howe et al., 2012; Pinto et al., 2012; Sasani et al., 2013).

O primeiro caso de neosporose em ovino foi descrito por Dubey em um rebanho
de ovelhas, na Inglaterra (Dubey et al.,, 1990). Os cistos de N. caninum foram
observados no sistema nervoso central (SNC) de cordeiro recém-nascido doente (uma
semana de idade), por microscopia eletrébnica e imuno-histoquimica. Desde entéo,
estudos demostrando a infeccdo experimental (Dubey e Lindsay et al., 1990;
McAllister et al., 1996; Buxton et al., 1997; Jolley et al., 1999; O’Handley et al., 2002;
Syed-Hussain et al., 2013; Syed-Hussain et al., 2015) e estudos relatando a infeccdo
natural de ovelhas com o parasito N. caninum (Kobayashi et al., 2001; Koyama et al.,
2001; Hassig et al., 2003; West et al., 2006; Howe et al., 2008; Bishop et al., 2010;
Rossi et al., 2011; Howe et al., 2012; Moreno et al., 2012; Sasani et al., 2013), estao
sendo realizados para melhor compreenséo da doenca na espécie.

As ovelhas infectadas podem desenvolver sintomatologia semelhante a
observada em bovinos. O principal sinal clinico € o abortamento, que ocorre entre 65
e 90 dias de gestacao (McAllister et al., 1996; Weston et al., 2009), além disso os fetos
podem morrer no Utero e serem reabsorvidos ou mumificados (McAllister et al., 1996;
Buxton et al., 1997; Buxton et al., 1998) e pode ocorrer, ainda que pouco relatado
(Dubey et al., 1990; Gonzéalez-Warleta et al., 2014), o nascimento de cordeiros fracos

e doentes com sinais neurolégicos da doenca.
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Os relatos de soroprevaléncia para Neospora caninum em ovelhas séo
descritos em varios paises (Gharekhani, Tavoosidana e Zandieh, 2013; Hecker et al.,
2013; Castafeda-Hernandez, Cruz-Vazquez, Medina-Esparza, 2014;), como no
Paquistdo, com soroprevaléncia de 27,7% (Nasir et al., 2012), em Granada, na
Ameérica Central, onde a soroprevaléncia foi de 13% (Sharma et al., 2015) e na Grécia,
com soroprevaléncia de 16,8% (Anastasia et al., 2013).

No Brasil, a soroprevaléncia para N. caninum em ovinos é descrita nos
estados de S&o Paulo (Figliuolo et al., 2004; Langoni et al., 2011), Parani (Romanelli
et al., 2007; Munhoz et al., 2010), Santa Catarina (Rosa et al., 2011), Rio Grande do
Sul (Vogel, Arenhart e Bauermann, 2006), Mato Grosso do Sul (Oshiro et al., 2015),
Maranh&o (Moraes et al., 2011), Bahia (Rocha et al., 2014) e Tocantins (Guimaraes
et al., 2015), sendo que a menor prevaléncia para N. caninum do pais foi relatada no
estado do Rio grande do Norte (1,8%), em Mossoré (Soares et al., 2009) e a maior foi
descrita no estado de Pernambuco (64,2%), no municipio de Ibimirim (Tembue et al.,
2011), demostrando que os ovinos do pais estdo expostos a doenca.

Pena et al. (2007) descreveram no estado de Sao Paulo, o isolamento e a
deteccdo do DNA de N. caninum de amostras encefalicas oriundas de duas ovelhas
soropositivas para N. caninum, assintomaticas, com quatro meses de idade. No
entanto, a real importancia econdmica, clinica e epidemiologica da doenga em ovinos
no Brasil € incerta, uma vez que a manifestacéo clinica da neosporose na espécie é
pouco descrita no pais. Pinto et al. (2012), em uma propriedade no Mato Grosso do
Sul, estado do pais que evidenciou soroprevaléncia elevada (52,2%) para N. caninum
(Oshiro et al., 2015), investigaram a ocorréncia de neosporose em um rebanho de
ovelhas com problemas reprodutivos. Neste estudo, quatro fetos foram avaliados,
sendo que trés nasceram da mesma mae. Dois fetos apresentaram lesdes
histopatolégicas tipicas da neosporose no sistema nervoso central e no coracéo,
evidenciando por exame imuno-histoquimico, cistos de N. caninum.

Esse estudo tem o objetivo de relatar dois casos de infeccdo natural por N.
caninum, em cordeiros natimorto e recém-nascido doente, nascidos de gestacdes
distintas, da mesma ovelha soropositiva para o protozoario, em rebanho do estado do

Parana, Brasil.

2.2 MATERIAL E METODOS


http://go-galegroup.ez22.periodicos.capes.gov.br/ps/advancedSearch.do?inputFieldName(0)=AU&prodId=AONE&userGroupName=capes&method=doSearch&inputFieldValue(0)=%22Gh.+R.+Tavoosidana%22&searchType=AdvancedSearchForm
http://go-galegroup.ez22.periodicos.capes.gov.br/ps/advancedSearch.do?inputFieldName(0)=AU&prodId=AONE&userGroupName=capes&method=doSearch&inputFieldValue(0)=%22M.+Zandieh%22&searchType=AdvancedSearchForm
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3.2.1 Historico dos cordeiros

Em uma propriedade localizada na regido metropolitana de Curitiba, nasceu de
uma ovelha da raca Suffolk, no ano de 2014, um cordeiro fraco (cordeiro 1), que no sexto
dia de vida manifestou sinal neurolégico (convulsdo). O animal apresentou dificuldade
para mamar e devido as suas condi¢des (quadro convulsivo), optou-se pela eutanasia.
Na necropsia do cordeiro as amostras do pulmao, coracgéo, figado, rins, baco e cérebro
(porcBes do coértex do lobo frontal, hipocampo e cerebelo) foram coletadas para exame
histopatolégico. Foram encaminhadas amostras encefalicas para exame imuno-
histoquimico (regido de cortex - lobo frontal e hipocampo) e para rea¢cdo em cadeia da
polimerase (PCR) (por¢cdes do mesencéfalo, vermis e cerebelo).

Em 2015, nasceu da mesma ovelha, um cordeiro natimorto (cordeiro 2). Na
necropsia foram coletadas amostras de sangue para exame sorologico especifico para
anticorpos anti-N. caninum e anti-T gondii e de 6rgados, como pulmao, coracao, figado,
rins, baco e cérebro (por¢cdes do cortex do lobo frontal, hipocampo e cerebelo) para
exame histopatolégico. As amostras do encéfalo foram encaminhadas para exame
imuno-histoquimico (regido de hipocampo e cerebelo) e PCR (por¢cdes do mesencéfalo,

vermis e cerebelo).

3.2.2 Historico da ovelha

A ovelha da raca suffolk, mée dos cordeiros 1 e 2, € procedente de um rebanho
ovino de 95 animais. Foram colhidas amostras de sangue da méae no quinto e décimo
quinto dias apos o parto dos cordeiros 1 e 2, para a realizacdo de exame sorolégico para
N. canium e T. gondii, sendo realizado nos anos de 2014 e 2015.

No rebanho, mais nove ovelhas apresentaram entre 2014 e 2015 problemas
reprodutivos como aborto e nascimento de cordeiros natimorto e doente. Devido aos
distarbios reprodutivos observados foram coletadas amostras de sangue das nove
ovelhas, ap6s a manifestacao clinica, para a realizacdo de exame sorolégico para N.

caninum e T gondii.

3.2.3 Exame Soroldgico

O método sorologico realizado foi a técnica de Imunofluorescéncia Indireta
(RIFI) para detectar os anticorpos anti-N. caninum e anti-T. gondii.

As amostras de sangue do cordeiro 2, da ovelha mée dos cordeiros e das

nove ovelhas com problemas reprodutivos, foram coletadas em tubo sem
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anticoagulante e apds a coagulagéo, foram centrifugadas a 3.745 g em centrifuga
Sigma® (modelo 3K30) para obtencédo dos soros. Os soros foram avaliados em
laminas de RIFI com taquizoitos da cepa NC-1 (N. caninum) e da cepa RH (T. gondii),
produzidos in vitro no Laboratdrio de Patologia Clinica Veterinaria da Universidade
Federal do Parana (Curitiba — PR).

Para a realizacao da técnica, utilizou-se o conjugado anti-igG ovino (SIGMA®)
na diluicdo 1:100. As amostras de soro foram diluidas em PBS e o ponto de corte foi
a diluicdo de 1:50, sendo que as amostras positivas foram tituladas. Soros controles,
positivo e negativo, foram utilizados em cada lamina, considerando positivas as
amostras com fluorescéncia periférica total dos taquizoitos (Paré et al., 1995; Dubey
e Lindsay, 1996).

3.2.4 Exame histopatolégico

As amostras teciduais coletadas na necropsia foram fixadas em formol 10%
tamponado por 48 horas. Em seguida foram clivadas e processadas para exame
histolégico de rotina. As seccbes de 4,0um foram realizadas para confeccdo de
laminas histoldgicas, coradas com hematoxilina e eosina (H&E), para visualizacdo em

microscopia de luz.

3.2.5 Exame Imuno-histoquimico

Para a realizacdo da técnica de imuno-histoquimica para deteccdo do
protozoario N. caninum, utilizou-se o anticorpo priméario anti-N. caninum (VRMD,
USA), diluido a 1:2200, o anticorpo secundario anti-cabra biotinilado e o complexo
estreptavidina-peroxidase (kit LSAB, Dako). Para visualizacéo e revelacdo da reacao
utilizou-se o cromogeno DAB (“DAB Substrate Pack, Concentrated” - BIOGENEX,
USA) (Varaschin et al., 2012). A técnica de imuno-histoquimica esta descrita no anexo
5.2.

A imuno-histoquimica foi realizada no Laboratério de Patologia Veterinaria da

Universidade Federal de Lavras (UFLA/MG).

3.2.6 Reacédo em cadeia da polimerase (PCR)
A reacao em cadeia da polimerase (PCR) foi utilizada para a amplificagao das
sequéncias de DNA gendmico no tecido encefalico dos cordeiros. Os alvos da PCR

foram as sequéncias Nc5 do genoma do N. caninum, de 328 pb (Yamage et al., 1996)
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e a regido nao-codificante de 529 pb, repetida de 200 a 300 vezes no genoma do T.
gondii (Homan et al., 2000).

As amostras do encéfalo dos cordeiros foram armazenadas em microtubos a
- 20°C. A extracdo do DNA do tecido encefalico foi realizada com o Kit PureLink™
Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen®). As amostras do DNA foram quantificadas no
aparelho NanoDrop 1000 (Thermo Scientific®) do Departamento de Bioquimica da
UFPR e foram mantidas a — 20° C até as analises.

Na PCR realizada para identificagdo de N. caninum, utilizou-se solugcao de
amplificac@o, com o volume final de 25 pl, onde adicionou-se 70 ng de DNA extraido
dos encéfalos dos cordeiros 1 e 2, 1X de tampéo, 0,2 mM de dNTPs, 1,5 mM de MgClz,
1U/ul de enzima Taq polimerase, agua Mili-Q gsp e 0,5 pmol dos primers Np6 e Np21
(Yamage et al., 1996). Na solugcdo de amplificacdo utilizada para identificacdo de T.
gondii, com o volume final de 25 pl, adicionou-se 70 ng de DNA extraido dos encéfalos
dos cordeiros 1 e 2, 1X de tampéo, 0,2 mM de dNTPs, 1,5 mM de MgClz, 1U/ul de
enzima Taq polimerase, agua Mili-Q gsp e 0,5 pmol dos primers TOX 4 e TOX 5
(Homan et al., 2000).

Para amplificacdo do DNA, as amostras contendo 0s reagentes e 0s primers
Np6 e Np21, foram incubadas no termociclador Applied Biosystem 2720 Thermal
Cycler® programado previamente, para realizar desnaturacédo inicial de 5 minutos a
94°C, 32 ciclos de 5 minutos a 72°C para desnaturacdo do DNA, 35 segundos a 94°C
para anelamento dos primers ao DNA, 30 segundos a 54°C para extensao do DNA a
partir dos primers. No final foi programado 1 ciclo de 30 segundos a 72°C para
extensao final do DNA e posterior manutencéo a 4°C, até a retirada das amostras do
termociclador.

Para a amplificacdo do DNA das amostras contendo os reagentes e 0s primers
TOX4 e TOX5, o termociclador foi programado para realizar uma desnaturacéo inicial
de 5 minutos a 94°C, 32 ciclos de 5 minutos a 72°C para desnaturacdo do DNA, 35
segundos a 94°C para anelamento dos primers, 30 segundos a 65°C para extenséo
do DNA. No final foi programado 1 ciclo de 30 segundos a 72°C para extensao final
do DNA e posterior manutencéo a 4°C, até a retirada das amostras. Os produtos de
amplificagéo foram detectados por eletroforese em gel de agarose 1,4%, no Thermo

Scientific® a 95 volts.
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2.3 RESULTADOS

3.3.1 Exame Sorolégico

Os exames sorologicos realizados na ovelha mae, em 2014 e 2015, apos os
nascimentos dos cordeiros 1 e 2, respectivamente, foram positivos para N. caninum e
negativos para T. gondii. O titulo de anticorpos da ovelha foi de 1:50 (amostra do 5° dia
pos-parto) e 1:100 (amostra do 15° dia pos-parto), em 2014 e 2015. Os taquizoitos de N.
caninum com fluorescéncia periférica total estdo apresentados na Figura 1.

O cordeiro 2 foi soropositivo para Neospora caninum (titulo 1:50) e soronegativo
para Toxoplasma gondii.

As nove ovelhas que apresentaram problemas reprodutivos entre os anos de

2014 e 2015, foram soronegativas para N. caninum e para T. gondii.

3.3.2 Necropsia e exame histopatolégico

Na necropsia do cordeiro 1, observou-se no encéfalo discreto achatamento
dos giros cerebrais e discreto desvio lateral esquerdo do vermis cerebelar, nos demais
orgaos ndo foram observadas alteracdes macroscopicas. No exame histopatoldgico
verificou-se no neurdpilo do lobo frontal do cérebro gliose focal, discreta, associada a
manguitos perivasculares linfoplasmocitarios (Figura 2). N&o foram visualizadas
alteracdes histopatoldgicas nos demais tecidos.

Na necropsia do cordeiro 2 verificou-se no cerebelo edema focal, bem
delimitado, entre a membrana aracnoide e a pia-mater, proximo ao vermis inferior. Nos
demais oOrgdos nao foram observadas alteracdes macroscopicas. No exame
histoldgico verificou-se no pedunculo cerebelar e préximo ao hipocampo, manguitos
perivasculares de intensidade discreta (Figura 3), e estruturas cisticas (n=6), medindo
7 a 8um de diametro, com parede espessa, bem delimitada, no interior do citoplasma

de neurénios. (Figura 4 — A).

3.3.3 Exame Imuno-histoquimico

Nas amostras encefélicas do cordeiro 1, ndo foi verificada imunomarcacéo
especifica para N. caninum.

Cistos de Neospora caninum intraneuronais fortemente marcados foram
observados na imuno-histoquimica realizada nas amostras encefalicas do cordeiro 2
(Figura 4 - B).
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3.3.4 Reacgédo em cadeia da polimerase (PCR)

A PCR para N. caninum confirmou a presenca do parasito nas amostras
encefalicas dos cordeiros 1 e 2. As bandas 328 pb fora observadas no gel de agarose,
com tamanho similar a banda obtida com o DNA de Neospora caninum (cepa NC-1)
(Figura 5).

Na PCR para T. gondii ndo ocorreu amplificacdo e as bandas ndo foram

observadas (Figura 6).



Figura 1. Taquizoitos de N. caninum com fluorescéncia periférica

total. Resultado positivo de imunofluorescéncia indireta da ovelha mae,
na titulacdo 1:100, 1000x.
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Figura 2. Lesao histopatolégica no SNC (cértex - lobo frontal) do
cordeiro 1infectado por N. caninum. Area de gliose focal, discreta (seta),
H&E. Barra: 10 pm.
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Figura 3. Leséo histopatolégica no SNC (regido de hipocampo) do

cordeiro 2 infectado por N. caninum. Presenca de manguito
perivascular linfoplasmocitario. H&E. Barra: 200um.
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Figura 4. Neosporose em ovinos. Cordeiro 2. Encéfalo. A: Presenca de cisto de N. caninum intraneuronais. H&E. Barra: 10 um; B:
Cisto de Neospora caninum intraneuronal fortemente marcado na imuno-histoquimica para N. caninum. Método estreptavidina-biotina-

peroxidase. DAB. Barra: 10um.
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Figura 5. Reacdo em cadeia da polimerase para detec¢cdo do DNA do protozoario
N. caninum no encéfalo dos cordeiros 1 e 2. M - Marcador molecular Ladder 1 kb
plus DNA; 1 - Controle positivo (cepa referéncia NC-1 de N. caninum); 2 - cordeiro
recém-nascido doente; 3 - cordeiro natimorto; 4 - repeti¢cdo cordeiro recém-nascido

doente; 5 - controle negativo (H20).
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Figura 6. Reagdo em cadeia da polimerase para detec¢cdo do DNA do protozoarios T. gondii ho
encéfalo dos cordeiros 1 e 2. M - Marcador molecular Ladder 1 kb plus DNA; 1 - Controle positivo
(cepa referéncia RH de T. gondii); 2 - cordeiro recém-nascido doente; 3 - cordeiro natimorto; 4 -

repeticdo cordeiro recém-nascido doente; 5 - controle negativo (H-O).
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2.4 DISCUSSAO
Este € o primeiro relato no Brasil de infec¢cdo congénita por Neospora caninum

em cordeiros natimorto e recém-nascido com sinais neurolégicos, descendentes da
mesma ovelha, de gestacbes diferentes. O diagndstico foi confirmado por exames
histopatoldgico, imuno-histoquimico e PCR do encéfalo dos cordeiros. A manifestacéao
clinica da neosporose em ovinos é pouco relatada no Brasil. No Mato Grosso do Sul,
Pinto et al. (2012), descreveram casos de aborto por N. caninum em ovelhas
naturalmente infectadas.

Nos cordeiros deste estudo, a transmisséao da doenca ocorreu por via vertical,
principal via de manutencdo da doenca na espécie bovina (Bjorkman et al., 1996;
Dubey e Schares, 2011), pois detectou-se anticorpos anti-N. caninum no soro da mae
dos animais, assim como no soro do cordeiro natimorto e foi identificada a presenca
de DNA do parasito Neospora caninum no encéfalo de ambos os cordeiros. A placenta
de ovinos € do tipo sindesmocorial, que impede a passagem da maioria dos agentes
infecciosos para o feto. Na transmissdo vertical, os taquizoitos de N. caninum
danificam a barreira transplacentéria, invadindo as células do Utero, multiplicando-se
e causando a destruicdo focal das porcdes materna e fetal da placenta,
desencadeando uma resposta inflamatoria e infectando o feto (Barr et al., 1994;
McAllister et al., 1996; Buxton et al., 1997; Dubey, Buxton e Wouda, 2006).

As alteracBes histopatoldgicas visualizadas no encéfalo do cordeiro 1 e 2, sdo
compativeis com as lesdes causadas pela neosporose no cérebro de bovinos e
caprinos, que consiste em gliose, necrose e manguitos perivasculares
linfoplasmocitarios (Dubey e Lindsay, 1990; Varaschin et al., 2012; Costa et al., 2014).
Contudo na espécie ovina, pela similaridade dos sinais clinicos e dos achados
histopatoldgicos, a neosporose pode ser confundida com a toxoplasmose, principal
causa de abortos em ovelhas (Edwards e Dubey, 2013; Pinto et al., 2012),
demostrando a necessidade de métodos diagndésticos definitivos, para confirmacao
da doenca.

As outras doencas infecciosas consideradas no diagnostico diferencial da
neosporose em ovinos, sao as doencas bacterianas que apresentam como alvo o feto,
sendo a listeriose (Low e Donachie, 1991; Wesley et al., 2002; Sahin e Beytut, 2006;
Rissi et al., 2010), a campilobacteriose (Hedstrom et al., 1987; Campero et al., 2005;
Gressler et al., 2012), o aborto enzodtico em ovinos (Buxton et al., 1990; Buxton et al.,
2002) e a brucelose (Hartley, 1961; Osburn e Kennedy, 1966; Gorham et al., 1986).
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Estas doencas causam lesfes importantes principalmente no tecido pulmonar
e hepético dos fetos, o que ndo foi observado neste estudo, pois 0s cordeiros
apresentaram alteracdes histopatolégicas somente no encéfalo. Em outros relatos de
aborto e nascimento de cordeiros doentes, congenitamente infectados por N. caninum
(PCR positiva), os animais ndo apresentaram lesdes histopatolégicas em outros
tecidos, além do sistema nervoso central (Hassig et al., 2003; Moreno et al., 2012;
Gonzélez-Warleta et al. 2014; Syed-Hussain et al., 2015).

A listeriose também pode causar lesfes no tecido encefalico de animais jovens,
gue desenvolvem meningoencefalite supurativa, caracterizada por microabscessos e
infiltrado inflamatorio neutrofilico (Low e Donachie, 1991; Wesley et al., 2002; Rissi et
al., 2010), diferente das lesbes verificadas neste estudo, onde observou-se no
encéfalo dos cordeiros, encefalite ndo supurativa, caracterizada por infiltrado
inflamatdrio mononuclear e manguitos perivasculares linfoplasmocitarios.

Neste trabalho, cistos intraneuronais de Neospora caninum foram
visualizados no encéfalo do cordeiro 2, resultado também observado por Kobayashi
et al. (2001). Os autores descreveram a presenca de cistos de N. caninum
intraneuronais no SNC de fetos ovinos congenitamente infectados com o protozodrio.
Esta fase do parasito também foi observada, no SNC de ovinos, por Jolley et al.
(1999), Hassig et al. (2003) e Gonzalez-Warleta et al. (2014). Entretanto, no cordeiro
1 a confirmacao da infeccdo por N. caninum foi pela PCR, porque os parasitos nao
foram visualizados no encéfalo do cordeiro pela técnica de imuno-histoquimica,
resultado similar ao observado por O’Handley et al. (2002).

Na ovelha mae, observou-se uma variacdo do titulo de anticorpos anti-N.
caninum, que aumentou quinze dias apés os partos dos cordeiros 1 e 2 (titulo 1:100).
Jolley et al. (1999), descreveram o aumento do titulo de anticorpos anti-N. caninum,
de ovelha experimentalmente infectada, dois meses apds abortar feto congenitamente
infectado com o protozodario N. caninum. Os titulos variaram de 1:400 (67 dias de
gestacado) a 1:3200 (20 dias ap6s o abortamento). O titulo de 1:100, detectado neste
trabalho, é similar ao descrito por West et al. (2006) em ovelhas com histérico de
abortamento, porém, em outros trabalhos (Kobayashi et al., 2001; Howe et al., 2008),
0os autores relataram titulo alto de anticorpo anti-N. caninum em ovelhas com
disturbios reprodutivos, assim como observado em vacas (Conrad et al., 1993).

A ovelha mae dos cordeiros 1 e 2, pertencia a um rebanho localizado na regiao

metropolitana de Curitiba (PR). No estado do Parand, a prevaléncia soroldgica para
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N. caninum em ovinos varia de 9,5% (Romanelli et al., 2007) a 13,91% (Munhdéz et al.,
2010), demostrando que os ovinos criados no estado estdo expostos a doencga. E no
Brasil, ha uma das mais altas soroprevaléncias do mundo para N. caninum em ovinos

(Tembue et al., 2011), destacando a seriedade da doencga no pais.

2.5 CONCLUSAO.
O protozoario Neospora caninum causa disturbios reprodutivos em ovelhas

naturalmente infectadas, como o nascimento de cordeiros natimortos e recém
nascidos com sinais neurologicos. Quando infectadas, as ovelhas transmitem a
doenca por via vertical em diferentes gestagoes.

A visualizacdo de alteracdes histopatolégicas compativeis com as lesbes
tipicas da neosporose, a presenca de cistos de N. caninum marcados por imuno-
histoquimica e a deteccdo do DNA do protozodario nas amostras de encéfalo dos
cordeiros natimorto e doente, naturalmente infectados, associados ao exame
sorologico positivo para N. caninum da méae dos cordeiros, confirmam a infeccao e

transmisséo vertical do protozoario Neospora caninum em ovinos.
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CONSIDERACOES FINAIS
Neste trabalho, verificou-se a regido do encéfalo de camundongo BALB/c

mais acometida pelo protozoario N. caninum e as diferencas de patogenicidade
apresentadas pelas cepas NC-1, BNc-1 e BNc4-PR. Os resultados podem ser
aplicados no diagnéstico definitivo da doenca, sendo necessarios mais estudos para
extrapolar os dados para as demais espécies.

Mais pesquisas sobre a neosporose devem ser realizadas, para melhor
compreensao da viruléncia do protozoario e da patogénese da doenca, pois dessa
forma, obteremos maior éxito na realizacdo de técnicas diagnosticas para deteccéo
do agente, na descoberta de tratamentos e na producgéo de vacinas.

Neste estudo observamos que o parasito Neospora caninum causa sinais
neurolégicos em cordeiros recém-nascidos, assim como relatado na espécie bovina,
demostrando que a neosporose deve ser incluida no diagndstico diferencial para as
doencas neurolégicas em ovinos.

Relatar casos da infeccdo natural pelo protozoario N. caninum € de
fundamental relevancia para compreender a real incidéncia epidemiolégica do
parasito e para estabelecer a verdadeira importancia clinica e econdmica da doenca

nas espécies animais.
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5.2 PROTOCOLO EXAME IMUNO-HISTOQUIMICO

5.2.1 Preparacao das amostras

Os tecidos emblocados em parafina foram seccionados em micrétomo com
espessura de 4um e distendidos em laminas de vidro aderentes com carga positiva
(ImmunoSlide - EasyPath®). As laminas foram mantidas em estufa por 24 horas a
temperatura de 56°C. Subsequentemente, a remocdo da parafina foi realizada
mediante imersdo em xilol (dois banhos de dez minutos), sendo reidratados em
graduacdes decrescentes de &lcool etilico (Absoluto, 96°, 80°, 70° - 2 minutos cada)
e, por fim, em agua destilada.

5.2.2 Recuperacdao antigénica

A recuperacgao antigénica foi realizada por meio de irradiacdo em forno micro-
ondas de uso doméstico (800 watts) por seis minutos, com as laminas dispostas em
uma cuba, submersas em 100 mL de tampéao citrato (pH 6,0), em banho-maria. Apés
o resfriamento do material (20 minutos), as laminas foram lavadas por cinco minutos
em PBS.

5.2.3 Bloqueio da peroxidase enddgena e de proteinas

O bloqueio da peroxidase enddgena foi realizado por incubacao do material em
solucdo de peréxido de hidrogénio a 3% (3,0mL de H,O, em 97,0mL de solucéo de
agua destilada (50%) e metanol (50%)) por 20 minutos. O bloqueio de proteinas
inespecificas foi realizado com leite em p6 desnatado (Molico®) a 5%, em temperatura
ambiente (18 a 22°C) por 60 minutos. Posteriormente as laminas foram lavadas em

solucéo TBS por um minuto.

5.2.4 Anticorpo primério

Foi utilizado o anticorpo primario anti-N. caninum (VMRD, Pullman,
Washington, USA), na diluicdo de 1:2200, sendo distribuido sobre as amostras e
incubado por uma hora em camara Umida a temperatura ambiente. (Controle positivo=
foram utilizadas amostras teciduais contendo o protozoario N. caninum; Controle

negativo= 0 anticorpo primario foi substituido por tampéao fosfato-salino — PBS).
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5.2.5 Anticorpo secundario
Apos trés lavagens com TBS as laminas foram incubadas com anticorpo
secundario anti-cabra biotinilado (Dako®, USA), em camara umida a temperatura

ambiente (27°C) por vinte minutos.

5.2.6 Sistema de deteccéo e revelacao das reacdes

Para a deteccéo da reacédo foi utilizado o complexo estreptavidina-biotina (kit
LSAB, Dako®), sendo as amostras incubadas por vinte minutos em camara umida,
finalizando o processo com trés lavagens em TBS. Para visualizagao e revelagcao da
reacdo se utilizou o cromégeno DAB (DAB Substrate Pack, Concentrated -
BIOGENEX®, USA) por cinco minutos, observando a coloracdo conforme a instrucéao
do fabricante.

Em seguida as laminas foram lavadas em agua corrente e contracoradas com
hematoxilina por um minuto, sendo novamente lavadas em agua corrente e
submetidas a bateria de desidratacdo e montagem com resina sintética (ENTELLAN-
MERCK®, USA).



