UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE MESQUITA FILHO”
FACULDADE DE CIENCIAS AGRARIAS E VETERINARIAS

CAMPUS DE JABOTICABAL

TOXOPLASMOSE: MORFOLOGIA E MORFOMETRIA DA
MEDULA ESPINHAL DE CAES SOROPOSITIVOS

ASSINTOMATICOS

Alessandra Cristina Francischini de Carvalho

Médica Veterinaria

JABOTICABAL - SAO PAULO - BRASIL

Fevereiro de 2007



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE MESQUITA FILHO”
FACULDADE DE CIENCIAS AGRARIAS E VETERINARIAS

CAMPUS DE JABOTICABAL

TOXOPLASMOSE: MORFOLOGIA E MORFOMETRIA DA
MEDULA ESPINHAL DE CAES SOROPOSITIVOS

ASSINTOMATICOS

Alessandra Cristina Francischini de Carvalho

Orientadora: Profa. Dra. Maria Rita Pacheco

Tese apresentada a Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias— UNESP, Céampus de
Jaboticabal, como parte das exigéncias para
obtencdo do titulo de Doutor em Medicina
Veterinaria.

JABOTICABAL - SAO PAULO - BRASIL

Fevereiro de 2007



DADOS CURRICULARES DO AUTOR

ALESSANDRA CRISTINA FRANCISCHINI DE CARVALHO- nascida
em 10 de Novembro de 1973, em Araraquara, SP, teve uma infancia muito feliz,
junto a sua familia, e desde pequena demonstrou um carinho especial aos
animais. Cursou Medicina Veterinaria na Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias — UNESP, Campus de Jaboticabal, colando grau em Janeiro de
1996. Teve a oportunidade de se aprimorar durante os anos em que participou
do Programa de Aprimoramento Médico Veterinario (“Residéncia”) em Clinica
Médica Veterinaria, da Faculdade de Ciéncias Agréarias e Veterinarias — UNESP,
Campus de Jaboticabal, no periodo de 1997 a 1999. Defendeu sua Dissertacao
de Mestrado em fevereiro de 2003, adquirindo o titulo de Mestre em Medicina
Veterinaria pela Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias — UNESP,
Campus de Jaboticabal. Defendeu sua Tese de Doutorado em fevereiro de 2007,
obtendo o titulo de Doutor em Medicina Veterinaria pela Faculdade de Ciéncias
Agrérias e Veterinarias — UNESP, Campus de Jaboticabal. Desde 1999 atua
como médica veterinaria responsavel pelo setor de Clinica Médica de Pequenos
Animais do Centro Universitario de Rio Preto — UNIRP e, desde 2003, assumiu
como docente responsavel pela Disciplina de Clinica Médica e Terapéutica de

Pequenos Animais nesta mesma instituicdo de ensino superior.



“O walor das coisas ndo estd no tempo que elas duram,
mas na intensidade com que acontecem.
Por 1isso, existem momentos inesqueciveis, coisas
inexplicdveis e pessoas incompardveis”

Fernando Pessoa



Dedico esta vitoria profissional aos meus queridos pais, que
sempre acreditaram em meus sonhos, dando apoio e amor
em todos os momentos, felizes ou dificeis.

Dedico também aos meus irmdos, que foram fonte de
inspiragdo, carinho, paciéncia e determinagdo.

Dedico a todos os cdes e gatos que passaram pela minha

vida; sem eles nada faria sentido.



AGRADECIMENTOS

Primeiramente agradeco a Deus, ndo sé pela oportunidade e amparo para galgar
mais um degrau em minha vida profissional, mas, também, pela ben¢édo da vida e da
familia maravilhosa.

Agradeco a minha orientadora, Profa. Dra. Maria Rita Pacheco pela atengéo,
amizade, paciéncia, compreensdo, confianca e todos os ensinamentos transmitidos,
durante o Mestrado como no Doutorado e, também, por acreditar nas minhas idéias e
ideais.

Agradeco a Profa. Dra. Silvana Martinez Baraldi-Artoni, pela atencao, amizade e,
principalmente, por confiar seus equipamentos em minhas maos, para a realizacao da
morfometria e fotomicrografias da morfologia do projeto.

Agradeco a Roberto Bertanha, pelo amor, paciéncia, companheirismo e por
entender minha auséncia.

Agradeco aos funcionarios do Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal
pela atencéo, amizade e profissionalismo.

Por fim, agradeco a todos, que direta ou indiretamente, colaboraram nesta vitéria.



SUMARIO

Paginas
LISTA DE FIGURAS . ...ttt et e e i
LISTADE TABELAS. ...ttt e a e i
RESUMO....cci ettt e e e e e e e e e e e e e e e e sanraneeeeeas ii
SUMMARY ettt ettt e e e e e et e e e e e e eeee e e e nnnrees iv
1. INTRODUGAO. ... .o eeeeeeeeeeteeee et aees e er s enseneeee s aeens 01
2. REVISAO DE LITERATURA ...ttt 03
2.1. Morfologia e morfometria do tecido nervoso da medula espinhal....... 03
P2 I O =0 o] o SRS 03
2.1.1.1. COrpo CEIUIAT.....coeei i 04
P2 O 2 B 1= o To [ ] (o =3RS 06
2,113 AXONIO. it 06
2.1.1.4. Morfometria doSs NEUrBNIOS..........uveeeeeiiiiiiiiere e eeieeeee e 07
2.1.1.5. Distribuica0 dOS NEUIrBNIOS..........eeveeeriiiiiiiieieeeeeiiieeeeee e 08
2.1.2. NEUIOGHE. ... 08
P2 2 I 1 {0 Yo | (o 1 PP 09
2.1.2.2. OligodendrdCitos. ........ceeeeiiiiiiiiiiie e 12
2.1.2.3. Microgliocitos ou microglia.........oocveeeeereeeeiiiiiiieee e 12
2.1.2.4. Células ependimarias...........cccceeeeruiieiee e 13
2.2. TOXOPIASMOSE CANINA. ....eeiiiiiiiiiiiiee ettt 14
3. OBUETIVOS. ...ttt e a e e e e eeaeeas 23
3.1. ObJetiVOS gEIaIS.....uuiiiiiee ittt 23
3.2. Objetivos ESPECIfICOS....uuuiiiieiiiiiiiiie et 23
3.2.1. Avaliagao MOrfolOQICa. ........uueeeeeriiiiiiiiie e 23
3.2.2. Avaliagdo MOrfOMELICa.........ueeeiiiieiiiiee e 23
4. MATERIAL E METODOS.......ooiiueierieeeieineiseeseeseseese s 24
o N g1 0 F= 1 T PP 24

4.2. Procedimento experimental...........coooiiiiiiiiiiiii e 24



4.3. Procedimentos morfolOgiCOS. .......ouuueiiieieiiiiiieiee e 25

4.4. Procedimentos mOrfOmMEtriCoS. .....cuuvvieieeiiie i 25
4.5. ANAlise eStatiStiCa. .. ceeiiieiiiiiiee e 26
5. RESULTADOS..... .ttt e et e e e e e e e e e e nnres 27
5.1. Avaliagao MOrfOlOQICa. ....ceeiuuiieieee e 27

5.1.1. Caracteristicas morfolégicas dos neurdnios das regides
cervical, toracica e lombar da medula espinhal...........ccccccoeeviiiiiennnnnn, 27
5.1.2. Caracteristicas morfolégicas dos ax6nios e bainha de mielina
das regides cervical, toracica e lombar da medula espinhal................. 29
5.1.3. Caracteristicas morfoldégicas das células da neuréglia das
regides cervical, toracica e lombar da medula espinhal........................ 29
5.1.4. Caracteristicas morfoldégicas das células de defesa da pia-
mater das regides cervical, toracica e lombar da medula espinhal....... 30
5.2. Avaliagado MOrfOMELNICaA. ......oiiiiiiiiee e 34
5.2.1. Morfometria dos parametros do citoplasma e do nucleo dos
neurdnios das regides cervical, toracica e lombar da medula espinhal 34
5.2.1.1. Area do citoplasma e nticleo de neurdnios......................... 35
5.2.1.2. Diametro maximo do citoplasma e nucleo de neurénios.... 36

5.2.1.3. Diametro minimo do citoplasma e nucleo de neur6nios..... 37
5.2.1.4. Perimetro do citoplasma e nucleo de neurbnios................. 38
5.2.1.5. Fator de forma do citoplasma e nucleo de neurdnios......... 39

5.2.2. Morfometria da bainha de mielina axonal da substancia

branca, em corte transversal, das regides cervical, toracica e lombar

da medula espinnal............coooiiii e 40
B. DISCUSSAOD. ...ttt ee e er e et en et et nseeeeeeas 41
7. CONCLUSAO. ..ottt 46
8. REFERENCIAS ...ttt en s 48
ANEXOS.....coe oottt ee ettt n et eae et eesseet e e et et ensseereneas 64

I Ted g o= Yo [ oo (o] - Tor= Lo TP URSUURRRPR 65



01 -

02 -

03 -

04 -

LISTA DE FIGURAS

Fotomicrografias de neurbnios de caes controle (grupo 1) e caes
soropositivos para toxoplasmose (grupo 2), das regides cervical (RC),
toracica (RT) e lombar (RL), da medula espinhal..........ccccccvvvveeeeennnnnnn.

Fotomicrografias de ax6nios (setas), com diferentes calibres, envoltos
pela bainha de mielina (cabegas de seta) de cées controle (grupo 1) e
caes soropositivos para toxoplasmose (grupo 2), das regides cervical,
toracica e lombar da medula espinhal............ccccoooiin

Fotomicrografias de células da neurdglia da medula espinhal de caes
controle (grupo 1) e caes soropositivos para toxoplasmose (grupo 2),
corados pela impregnagdo pela prata........ccccooceeeieiiiiiiiiiiiieeeeeen

Fotomicrografias de células da neurdglia da medula espinhal de caes
controle (grupo 1) e cées soropositivos para toxoplasmose

28

31

32



01 -

02 -

03 -

04 -

05 -

06 -

LISTA DE TABELAS

Comparacao entre as médias da variavel area do citoplasma e nucleo
de neurdnios de animais negativos (grupo 1) e animais soropositivos
(grupo 2), nas regides cervical, toracica e lombar da medula
(2] 1] = | UPR

Comparagao entre as médias da variavel diametro maximo do
citoplasma e nucleo de neurdnios de animais negativos (grupo 1) e
animais soropositivos (grupo 2), nas regides cervical, toracica e lombar

da medula espinhal...........ueiiiiii

Comparagdo entre as médias da variavel didmetro minimo do
citoplasma e nucleo de neurdnios de animais negativos (grupo 1) e
animais soropositivos (grupo 2), nas regides cervical, toracica e lombar

da medula espinhal............oooii

Comparagéo entre as meédias da variavel perimetro do citoplasma e
nucleo de neurbnios de animais negativos (grupo 1) e animais
soropositivos (grupo 2), nas regides cervical, toracica e lombar da
Medula eSPINNAL.........uiee

Comparacao entre as médias da variavel fator de forma do citoplasma
e nucleo de neurbnios de animais negativos (grupo 1) e animais
soropositivos (grupo 2), nas regides cervical, toracica e lombar da
Medula eSPINNAL.........uiie

Comparacao entre as médias (um) da espessura da bainha de mielina
de axdénios de animais negativos (grupo 1) e animais soropositivos

(grupo 2), nas regides cervical, toracica e lombar da medula espinhal...

35

36

37

38

39

40



TOXOPLASMOSE: MORFOLOGIA E MORFOMETRIA DA MEDULA ESPINHAL DE
CAES SOROPOSITIVOS ASSINTOMATICOS

RESUMO - Este trabalho objetivou analisar a morfologia e a morfometria das
regides cervical, toracica e lombar da medula espinhal de caes. Utilizou-se vinte caes
sem raga definida, adultos, sendo dez cdes higidos, com sorologia negativa para
toxoplasmose, utilizados como controle (grupo 1) e dez caes soropositivos para
toxoplasmose (grupo 2). Para o estudo morfométrico, obtido por meio de um sistema
analisador de imagens, os parametros analisados foram: area, perimetro, diametro
maximo, didmetro minimo e fator de forma do citoplasma e nucleo dos neurdnios.
Também se avaliou a espessura da bainha de mielina axonal. Os resultados obtidos
foram analisados estatisticamente, mediante o teste t de Student ao nivel de 5% de
probabilidade. Com relacdo a morfologia, ndo se observaram diferencas entre os dois
grupos e as caracteristicas morfolégicas se apresentaram de acordo com a literatura.
Baseado na morfometria, notou-se que os neurbnios dos caes soropositivos eram
maiores e mais arredondados em comparagdo aos do grupo controle, devido a um
possivel edema celular. Nao houve diferenca estatistica na espessura da bainha de
mielina entre os grupos estudados. Conclui-se que ndo houve alteragcdo morfolégica
visivel, pela microscopia de luz, em ambos os grupos, naquela ocasido. Os resultados
morfométricos demonstram que ha alteracdo no tamanho e estrutura dos neurénios,
ocorrendo aumento e perda do formato estrelado, nos animais soropositivos,
provavelmente devido a um processo de edema celular. Estes resultados sugerem que
outras investigacdes deverdo ser feitas para se comprovar a hipotese de que os

neurdnios destes caes, ainda assintomaticos, perderam a fungao condutora.

Palavras-chave: cdo, medula espinhal, morfologia, morfometria, toxoplasmose



TOXOPLASMOSIS: SPINAL CORD MORPHOLOGY AND MORPHOMETRY OF
ASSYNTOMATICS SEROPOSITIVES DOGS

SUMMARY - The aim of this study was to analyze canine spinal cord
morphology and morphometry of cervical, thoracic and lumbar regions. Twenty adult
dogs were studied, ten toxoplasmosis seronegative, used as control (group 1) and ten
seropositive above 1:256 (group 2). For the morphometry, the parameters were area,
maximum and minimum diameter, perimeter and roundness, of neurons’ cytoplasm and
nucleus. Axon myelin sheath thickness also was measured. The results were statistically
analyzed by Student’s t-test, with a significance level of 5%. There were no morphologic
differences between the two groups, and the morphologic characteristics were in
agreement with literature. Based on morphometry, neurons of seropositive dogs were
greater and had a more rounded shape when compared with control group, due to a
possible cellular edema. Statistically significant differences were not found for axon
myelin sheath thickness among groups. We can conclude that there was no visible
morphologic alteration, at the time of the study but, the morphometric results showed
that there were changes in neurons size and shape, occurring size increases and lose of
the star shape in seropositive dogs, probable because of cellular edema. These results
suggests others studies to prove the hypothesis that neurons of these dogs, still

assyntomatics, lost there conductive function.

Keywords: dog, spinal cord, morphology, morphometry, toxoplasmosis



1. INTRODUCAO

As doencas inflamatérias do sistema nervoso central (SNC) sao importantes
causas de disturbios neurol6gicos em caes. Muitas delas sdo causadas por agentes
infecciosos especificos, como os virus da cinomose e da raiva, 0os protozoarios e 0s
fungos, além daquelas de origem inespecifica (MORETTI et al., 2002).

As doencas neurologicas caninas causadas por protozoarios sao pouco
comuns (HASS et al., 1989; THOMAS, 1998). As encefalites por estes agentes, em
caes, sdo, na maioria das vezes, provocadas por Toxoplasma gondii (T. gondii) e
Neospora caninum.

A toxoplasmose, zoonose com distribuicio mundial, foi relatada, pela
primeira vez, em 1908. O agente causal, Toxoplasma gondii, um protozoario coccidial,
mereceu imediata atencdo de pesquisadores de todo o mundo, desde a descricdo da
espécie.

A importancia que representa a toxoplasmose animal decorre,
principalmente, pelo fato dos animais infectados servirem de fonte direta ou indireta de
infeccdo ao homem.

Outro fator observado é o aumento da importancia da toxoplasmose humana,
ocorrendo muitas mortes devido a toxoplasmose congénita em neonatos e em
pacientes imunodeprimidos (TODD, 1989; SMITH, 1993), pela reativacdo de cistos,
principalmente no cérebro, produzindo, consequentemente, grave encefalite
(ZAJDENWEBER et al., 2005). Nos EUA, a freqgliéncia de encefalites por T. gondii é de
6 a 10% e no oeste da Europa, de 25 a 40%.

Os avancos nas técnicas de diagnostico tém mostrado a vasta distribuicao e
ocorréncia da toxoplasmose tanto humana como animal (ISHIZUKA et al., 1974).

Sabe-se, da literatura, que a investigacao da infeccdo na populacao canina é
um indicador da contaminacdo ambiental doméstica e possivel risco ao ser humano
(LANGONI et al., 2006), pois a exposicao humana e canina ocorre frente a uma fonte
comum de infec¢do (BRITO et al., 2002; MEIRELES et al., 2004). Além disso, devido ao
habito dos caes rolarem ou ingerirem fezes felinas, contendo oocistos de T. gondii, ha o

risco de contaminacdo do ambiente doméstico, expondo proprietarios a toxoplasmose



(FRENKEL et al., 1995; LANGONI et al., 2006), pois ja foi demonstrado que apds a
ingestao de oocistos ndo esporulados pelos caes, estes eliminam oocistos infectantes
(LINDSAY et al., 1997).

Diante destas informacgdes, faz-se justificavel esta pesquisa ao analisar a
ocorréncia de alteracbes precoces nas estruturas que compdéem o tecido nervoso da
medula espinhal de caes aparentemente saudaveis, mas com titulagdo para T. gondii
acima de 1:256, antes do inicio de sintomatologia clinica, com o intuito de
complementar a literatura, pela investigacdo e documentacdo dessas possiveis
alteracoes e levantar a questdo da necessidade de tratamento destes caes altamente
reativos antes do inicio de disturbios clinicos.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. MORFOLOGIA E MORFOMETRIA DO TECIDO NERVOSO DA MEDULA
ESPINHAL

Importantes observacbes anatdmicas e fisiolégicas a respeito do Sistema
Nervoso foram descritas desde Rufus de Ephesus (A.C. 110-180). Em 1664, Thomas
Willis publicou De Anatome Cerebri, que passou a ser entdo o mais perfeito resumo a
respeito do Sistema Nervoso (LYONS e PETRUCELLI, 1987).

O tecido nervoso compreende, basicamente, dois tipos celulares: os neurdnios
e as células gliais ou neuréglia (ROSS et al., 1995; CHRISMAN, 1997; GEORGE e
CASTRO, 1998; MACHADO, 2002; JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004). Estes dois tipos
basicos de células distinguem-se pela origem, estrutura e fungbes (MACHADO, 2002).

O neurénio é a sua unidade fundamental ou anatémica (BANKS, 1992), com a
funcdo basica de receber, processar e enviar informagdes. A neurdglia, ou glia,
compreende células que ocupam o0s espacos entre os neurbnios, com funcdes de
sustentacao, nutricdo, revestimento ou isolamento, modulacdo da atividade neuronal e
defesa (BREAZILE, 1982; ROSS et al., 1995; CHRISMAN, 1997; GEORGE e CASTRO,
1998; MACHADO,2002).

2.1.1. Neuronios

Sao células altamente excitaveis que se comunicam entre si ou com células
efetoras (células musculares e glandulares) (GEORGE e CASTRO, 1998; MACHADO,
2002), usando uma linguagem elétrica, qual seja, modificacbes do potencial de
membrana. Os neurdnios possuem morfologia complexa (JUNQUEIRA e CARNEIRO,
2004) e diversidade tridimensional (BANKS, 1992), mas a maioria dos neurdnios possui
trés regides responsaveis por funcdes especializadas: o corpo celular e seus



prolongamentos: os dendritos (do grego, déndron = arvore) e o axénio (do grego, axon
= eixo) (MACHADO, 2002). Em geral, o volume total dos prolongamentos de um
neurdnio é maior do que o volume do corpo celular (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004).

2.1.1.1. Corpo Celular

Contém ndcleo e citoplasma com as organelas citoplasmaticas usualmente
encontradas em outras células dos mamiferos (BREAZILE, 1982; ROSS et al., 1995;
GEORGE e CASTRO, 1998; MACHADO, 2002).

O nucleo é geralmente vesiculoso, com um ou mais nucléolos evidentes
(MACHADO, 2002), esférico e pouco corado (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004),
eucromatico (ROSS et al.,, 1995), grande e com cromatina frouxa (GEORGE e
CASTRO, 1998) e, na maioria dos neurdnios, esta localizado no centro do corpo celular
(BANKS, 1992), mas também pode ser encontrado em posicdo mais excéntrica, ou
seja, proximo a membrana celular, especialmente nos neur6nios do sistema nervoso
central (BREAZILE, 1982) .

O citoplasma do corpo celular recebe o nome de pericario (MACHADO,
2002). Neste, salienta-se a riqueza em ribossomos, reticulo endoplasmatico granular e
agranular e aparelho de Golgi, sendo que este foi descrito pela primeira vez nos
neurdnios (GEORGE e CASTRO, 1998).

Os ribossomos podem concentrar-se em pequenas areas citoplasmaticas
onde ocorrem livres ou aderidos as cisternas do reticulo endoplasmatico (GEORGE e
CASTRO, 1998; MACHADO, 2002). Em consequiéncia, a microscopia 6ptica, véem-se
grumos basdfilos, conhecidos como corpusculos de Nissl (ROSS et al, 1995;
MACHADO, 2002; JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004), substancia cromidial ou corpos
tigrdides, pois os granulos de Nissl ddao uma aparéncia tigréide ao corpo celular
(BREAZILE, 1982). A quantidade de reticulo endoplasmatico rugoso varia com o tipo e
o estado funcional dos neurbnios, sendo mais abundante nos maiores, particularmente
nos neurénios motores (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004).

Microtibulos de 24 nm de didmetro (GEORGE e CASTRO, 1998;
JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004) e microfilamentos de actina s&o idénticos aos de



células nao-neuronais, mas os filamentos intermediarios (8 a 11 nm de diametro)
diferem, por sua constituicdo bioquimica, dos das demais células, e sao especificos dos
neurbnios, razao pela qual se denominam neurofilamentos (MACHADO,2002),
abundantes tanto no pericario como nos prolongamentos (JUNQUEIRA e CARNEIRO,
2004), demonstraveis por impregnagao argéntica e, ao contrario do que se pensava,
nao estao associados a conducao de impulso nervoso (GEORGE e CASTRO, 1998).

O formato do corpo celular é bastante variavel, podendo ser esférico, ovoide,
piramidal, fusiforme, estrelado ou em forma de lua crescente (BREAZILE, 1982;
JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004). Além da forma, o tamanho do corpo celular também
€ extremamente variavel, conforme o tipo de neurdnio, podendo variar de 3 a 150 ym
(BANKS, 1992; GEORGE e CASTRO, 1998; JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004). Ja
MACHADO (2002) cita que, nas células de Purkinje do cortex cerebelar, os corpos
celulares sao piriformes e grandes, com didmetro médio de 50-80um; nesse mesmo
cértex, nos granulos do cerebelo, sdo esferoidais, com didmetro de 4-5 pm
(JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004); nos neurbnios sensitivos dos géanglios espinhais
sao também esferoidais, mas com 60-120 um de diametro; corpos celulares estrelados
e piramidais sdo também comuns, ocorrendo, por exemplo, no cértex cerebral.

Do corpo celular partem os prolongamentos (dendritos e axdnio), porém as
técnicas histolégicas de rotina mostram apenas o corpo neuronal e, nos maiores, as
porcdes iniciais de seus prolongamentos. A visualizacdo desses Ultimos exige técnicas
especiais de coloracdo (MACHADO, 2002).

O corpo celular é, como os dendritos, local de recepcao de estimulos,
através de contatos sinapticos. Nas areas da membrana plasmatica do corpo neuronal
gue nao recebem contatos sinapticos apoiam-se elementos gliais (MACHADO, 2002).

2.1.1.2. Dendritos

Geralmente sao curtos (de alguns micrometros a alguns milimetros de
comprimento) e ramificam-se profusamente, a maneira de galhos de uma arvore, em
angulo agudo, originando dendritos de menor diametro (ROSS et al., 1995; MACHADO,
2002; JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004) e seu numero varia de um a varios por



neurénio (GEORGE e CASTRO, 1998), apresentando didmetro maior que o axdénio
(ROSS et al.,, 1995). Geralmente sdao amielinicos (ROSS et al., 1995) e podem
apresentar os mesmos constituintes citoplasmaticos do pericario (ROSS et al., 1995;
MACHADO, 2002; JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004).

Os dendritos sdo especializados em receber estimulos, traduzindo-os em
alteracées do potencial de repouso da membrana celular (MACHADO, 2002) e
conduzem este impulso em direcao centripeta, ou seja, em direcdo ao corpo celular
(BANKS, 1992; ROSS et al., 1995; GEORGE e CASTRO, 1998).

2.1.1.3. Axonio

A grande maioria dos neurbnios possui um axdénio, prolongamento longo e
fino que se origina do corpo celular ou de um dendrito principal, em regiao denominada
cone de implantagéo, praticamente desprovida de substéncia cromidial (GEORGE e
CASTRO, 1998; MACHADO, 2002; JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004). O axénio
apresenta comprimento muito variavel, dependendo do tipo de neur6nio, podendo ter,
na espécie humana, de alguns milimetros a mais de um metro (MACHADO, 2002;
JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004).

Estruturalmente, apresenta, além da membrana plasmatica ou axolema, o
citoplasma axénico ou axoplasma, contendo poucos microtubulos, microfilamentos,
reticulo endoplasmatico agranular, mitocondrias, vesiculas e freqlentes
neurofilamentos (ROSS et al., 1995; JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004).

O axbnio é especializado em conduzir o impulso nervoso em direcao
centrifuga, ou seja, afastando-se do corpo celular (BANKS, 1992; ROSS et al., 1995;
GEORGE e CASTRO, 1998).

Segundo ZHANG et al. (1995) ha uma diminuicdo no numero e tamanho dos

axénios em decorréncia do processo de envelhecimento.

2.1.1.4. Morfometria dos neuronios



O tamanho do corpo celular é extremamente variavel, conforme o tipo de
neurdnio, podendo variar de 3 a 150 ym (BANKS, 1992; GEORGE e CASTRO, 1998;
JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004). Ja MACHADO (2002) cita que, nas células de
Purkinje do cortex cerebelar, os corpos celulares sao piriformes e grandes, com
didmetro médio de 50-80um; nesse mesmo coértex, nos granulos do cerebelo, os corpos
celulares sao esferoidais, com diametro de 4-5 um (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004);
nos neurdnios sensitivos dos ganglios espinhais sao também esferoidais, mas com 60-
120 um de didmetro.

Segundo CARVALHO et al. (2006), em céaes, o tamanho do citoplasma e do
nucleo, dos neurdnios da medula espinhal, também é bastante variavel, dependendo da
localizagdo dos neurbnios, sendo que os situados na regiao lombar sao,
estatisticamente, maiores do que os encontrados nas regides cervical e toracica.
Também citam que estes neurdnios lombares, estatisticamente, possuem formato mais
arredondado que os neurdnios das outras regides, fato comprovado através da analise

do parametro morfométrico fator de forma celular.

2.1.1.5. Distribuicao dos Neurénios

A imensa maioria dos neurdnios tem seus corpos celulares localizados no
sistema nervoso central (SNC), ou seja, encéfalo e medula espinhal.

Observa-se ainda que o0s corpos celulares se agrupam ocupando
determinadas regides nestes 6rgaos, sendo que seus prolongamentos ficam em locais
onde nao ocorrem corpos celulares.

Como os prolongamentos normalmente estdo associados a mielina, que a
fresco tem cor branca, distingue-se nos 6rgaos nervosos regides de cor esbranquicada
(onde existem prolongamentos com mielina) e regides de cor cinza (onde existem
prolongamentos com corpos celulares e sem mielina) denominadas, respectivamente,
Substéancia Branca e Substancia Cinzenta e, na medula espinhal, a substancia cinzenta
ocupa uma regido central, exibindo forma de H em corte transversal, mas alguns grupos
de corpos celulares podem estar presentes na substancia branca, sendo chamados de
nucleos (GEORGE e CASTRO, 1998).



2.1.2. Neurodglia

A neurdglia foi descrita pela primeira vez por Virchow em 1846 (PETERS et
al., 1991). Tanto no sistema nervoso central como no sistema nervoso periférico, o0s
neurdnios relacionam-se com células coletivamente denominadas neurdglia, glia ou
gliécitos (ROSS et al., 1995; MACHADO,2002; JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004). Sao
as células mais frequientes do tecido nervoso, podendo a proporcdo entre neurbnios e
células gliais variar de 1:10 a 1:50 (MACHADO,2002).

No sistema nervoso central, a neurdglia compreende: astrocitos,
oligodendrdcitos, microglibécitos e um tipo de glia com disposicao epitelial, as células
ependimarias (ROSS et al.,, 1995; GEORGE e CASTRO, 1998; MACHADO, 2002).
Essas células, com excecao dos microgliécitos, derivam-se do neuroectoderma
(MACHADO, 2002).

Os astrocitos e oligodendrocitos sdo coletivamente denominados como
macréglia e os microgliécitos como microglia. A macrdglia e a microglia colocam-se
entre 0s neurbnios e possuem corpo celular que contém um nlcleo e massa
citoplasmatica distribuida principalmente em prolongamentos (GEORGE e CASTRO,
1998; MACHADO, 2002) que, a microscopia Optica, sdo visualizados apenas com
técnicas especiais, envolvendo, por exemplo, impregnacdo pela prata ou ouro
(MACHADO, 2002; JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004) ou métodos imunohistoquimicos
(ROSS et al., 1995).

SAVRO (1996) observou que a macréglia, nos animais mais evoluidos,
principalmente primatas e humanos, estd bastante diferenciada, com desenvolvida
especializagdo morfofuncional e também se encontra em um numero maior ao redor
dos neur6nios (glia satélite).

Na vida embrionaria, as células gliais participam da orientacdo do
crescimento dos dendritos e axénios, 0 que leva ao estabelecimento das sinapses
adequadas do ponto de vista funcional (ROSS et al., 1995; JUNQUEIRA e CARNEIRO,
2004).



As células da neurdglia ndo geram impulsos nervosos nem formam sinapses
(ROSS et al., 1995; JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004). Todavia, participam do controle
da composicao quimica do meio onde estao localizados os neurdnios (JUNQUEIRA e
CARNEIRO, 2004).

2.1.2.1. Astrocitos

Seu nome vem da forma semelhante a estrela. Sdo abundantes (MACHADO,
2002) e representam as maiores células gliais, sendo caracterizados por inumeros
prolongamentos (GEORGE e CASTRO, 1998; MACHADO, 2002), restando pequena
massa citoplasmatica ao redor do nucleo esférico ou ovdide, central e vesiculoso
(MACHADO,2002; JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004).

Reconhecem-se  dois  tipos  morfolégicos  principais:  astrocitos
protoplasmaticos, localizados na substancia cinzenta e astrécitos fibrosos, encontrados
na substancia branca (HIRANO, 1985; CHRISMAN, 1997; MACHADO, 2002;
JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004).

A distincao entre os dois tipos celulares é baseada na configuracao e niumero
de prolongamentos e na localizacdo (LANTOS, 1990). Os primeiros distinguem-se por
apresentar prolongamentos mais espessos e curtos que se ramificam profusamente e,
sao, muitas vezes, satélites do soma neuronal, tendo, assim, uma morfologia sinuosa e
mais delicada (HIRANO, 1985); ja os prolongamentos dos astrécitos fibrosos sao finos e
longos e ramificam-se relativamente pouco (ROSS et al., 1995; MACHADO, 2002).

GEORGE e CASTRO (1998) descrevem, ainda, um outro tipo de astrocito, o
misto, que ocorre no limite entre as substancias branca e cinzenta, cujos
prolongamentos que se dirigem a substancia branca sédo do tipo fibroso e os que se
dirigem a substancia cinzenta sao do tipo protoplasmatico.

Ambos os tipos de astrécitos, através de expansdes dos prolongamentos,
conhecidas como pés vasculares, apoiam-se em capilares sangiineos, formando
jungdes oclusivas que constituem a barreira hematoencefdlica (BUTT, 1991;
JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004).



Também formam uma camada localizada na superficie do tecido nervoso,
logo abaixo da pia-mater. Assim, estas células criam um compartimento funcional para
o tecido nervoso, com as moléculas e ions adequados ao bom funcionamento dos
neurdnios (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004).

Seus processos contatam também os corpos neuronais, dendritos e axénios
e, de maneira especial, envolvem as sinapses, isolando-as, formando circuitos
neuronais independentes, impedindo a propagacao desordenada dos impulsos
nervosos destes circuitos (ROSS et al., 1995; JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004). Tém,
portanto, funcées de sustentagcdo, nutricdo e isolamento de neurbénios (MACHADO,
2002).

A interacdo anatdbmica dos pés terminais dos astrdcitos com o0s vasos
sanglineos evidencia envolvimento destas células com fungbes na barreira
hematoencefalica, inclusive no transporte de nutrientes e metabdlitos entre a glia e os
neurdnios (BRIGTMAN, 1991). Ha evidéncias que participem do controle dos niveis de
potassio extraneuronal, captando este ion e ajudando na manutencdo de sua baixa
concentracao extracelular e sejam o principal sitio de armazenamento de glicogénio no
sistema nervoso central, havendo evidéncias de que possam liberar glicose para uso
dos neur6nios (KIMELBERG, 1988; MACHADO, 2002).

Também sintetizam substancias tréficas para os neurbnios e retiram
neurotransmissores do meio extracelular (ROSS et al, 1995; JUNQUEIRA e
CARNEIRO, 2004).

Em resposta a uma injuria, ha uma complexa resposta celular imune,
envolvendo astrécitos e microglia (LEMOS, 1995).

Os astrocitos aumentam, em numero (processo de proliferacéo) e volume
celular (hipertrofia), localmente e ao redor dos sitios de injdria, por mitoses, ocupando
areas lesadas, sendo o principal componente do processo cicatricial (MORIARTY e
BORGENS, 2001). Esse processo de proliferacdo celular chama-se gliose
(JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004) ou astrogliose (ENG et al., 1992; JUBB, 1993).

Apresentam atividade fagocitica (WATABE et al.,1989; WAGNER e
RAYMOND, 1991) e atuam como células apresentadoras de antigenos
(MONTGOMERY, 1994). Em caso de degeneragao axonica, adquirem funcao fagocitica



ao nivel das sinapses, ou seja, qualquer botdo sinaptico em degeneracdo é
internalizado por astrécitos (MACHADO, 2002).

Na vida embrionaria, precursores de astrocitos, as células gliais, que se
estendem da superficie dos ventriculos cerebrais a superficie do cérebro revestida pela
pia-mater fornecem arcabouco para a migracdo de neurbnios (MACHADO, 2002).
Quando esta funcéo de orientacdo nao é mais requerida, a glia radial transforma-se em

astrécitos, protoplasmaticos ou fibrosos (FEDOROFF, 1986).

2.1.2.2. Oligodendrocitos

Sao menores que os astrdcitos e possuem poucos e curtos prolongamentos
(GEORGE e CASTRO, 1998; MACHADO, 2002; JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004),
que também podem formar pés vasculares (ROSS et al., 1995; MACHADO, 2002).

Em seccdes histologicas, apresentam nucleo menor e mais condensado que
o dos astrocitos (MACHADO, 2002).

Sao encontrados tanto na substancia branca como na cinzenta (CHRISMAN,
1997; JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004). Conforme sua localizagao, distinguem-se dois
tipos: oligodendrocito satélite ou perineuronal, situado junto ao pericario e dendritos,
formando uma verdadeira “simbiose” com o0s neurdnios e oligodendrdcito fascicular,
encontrado entre as fibras nervosas (GEORGE e CASTRO, 1998; MACHADO, 2002;
JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004).

Os oligodendrécitos fasciculares sao responsaveis pela formagao da bainha
de mielina em axbnios do sistema nervoso central (ROSS et al.,, 1995; GEORGE e
CASTRO, 1998; MACHADO, 2002; JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004). A perda de um
oligodendrdcito pode resultar na desmielinizacdo segmentar de varios neurbnios
(CHRISMAN, 1997).

2.1.2.3. Microglidcitos ou Micréglia



Sao células pequenas e alongadas com nucleo denso também alongado e de
contorno irregular e possuem poucos e curtos prolongamentos, que partem das suas
extremidades (GEORGE e CASTRO, 1998; MACHADO, 2002), cobertos por saliéncias
finas, o que Ihes confere um aspecto espinhoso (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004).

Sao encontrados tanto na substancia branca como na cinzenta e apresentam
fungdes fagociticas (CHRISMAN, 1997; GEORGE e CASTRO, 1998; MACHADO, 2002;
JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004).

Alguns autores acreditam que os microgliécitos de tecido nervoso normal
sejam apenas células pouco diferenciadas, capazes de transformarem-se em astrocitos
ou oligodendrécitos. Entretanto, inUmeras evidéncias indicam serem o0s microgliocitos
de origem mesodérmica ou, mais precisamente, de monécitos, equivalendo no sistema
nervoso central a um tipo de macrofago, com funcées de remocéo, por fagocitose, de
células mortas, detritos e microorganismos invasores (MACHADO, 2002).

Aumentam em caso de injuria e inflamacao, especialmente por novo aporte
de mondcitos, vindos pela corrente sangliinea. Nesse caso, sdao denominados
microgliécitos reativos, podendo estar repletos de vacuolos digestivos, contendo restos
celulares (MACHADO, 2002).

2.1.2.4. Células Ependimarias

Sao remanescentes do neuroepitélio embrionario, se mantendo em arranjo
epitelial (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004), sendo coletivamente designadas como
epéndima ou epitélio ependimario (ROSS et al., 1995; MACHADO, 2002).

Sao células cuboidais ou prismaticas nos adultos, mas pseudoestratificada,
nao uniforme nos filhotes (MITRO et al., 1996), presentes nas cavidades naturais do
SNC, revestindo, como epitélio de revestimento simples, as paredes dos ventriculos
cerebrais, do aqueduto cerebral e do canal central da medula espinhal (ROSS et al.,
1995; GEORGE e CASTRO, 1998; JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004), formando uma
barreira entre o sistema nervoso central e o liquido cefalorraquidiano (CHRISMAN,
1997).



Apresentam em sua face luminal inUmeras microvilosidades, geralmente
ciliadas. Cada célula ependimaria possui um prolongamento ou processo basal que
penetra o tecido nervoso ao redor das cavidades (MACHADO, 2002).

Nos cortes histologicos corados pela Hematoxilina-eosina, o sistema nervoso
central exibe apenas nucleos (de neurdnios, células da glia e vasos), raras vezes
pericarios e uma regido, entre os nucleos, de cor rdésea, que representa 0S
prolongamentos das células do tecido nervoso e que recebe o nome genérico de
neurodpila (GEORGE e CASTRO,1998).



2.2 TOXOPLASMOSE CANINA

A toxoplasmose teve sua etiologia esclarecida quase simultaneamente por
NICOLLE e MANCEAUX (1908) na Tunisia e SPLENDORE (1908) no Brasil. E uma
zoonose com distribuicdo mundial (SANTOS et al, 1968; KEAN, 1972; JACOBS e
MELTON, 1973; HIRT, 1976; DUBEY e HILL, 2002; LAPPIN, 2004; LANGONI et al.,
2006).

O agente causal, T. gondii, um protozoario coccidial, mereceu imediata
atencao de pesquisadores de todo o mundo, desde a descricao da espécie (CARINI,
1911; MIGLIANO, 1912; CARINI e MACIEL, 1913; MONICI, 1947; PARAENSE e
VIANA, 1948; NEVES et al.,, 1954; SALIBA et al., 1958; CASTRO et al.,, 1962;
CAMARGO, 1964; SANTOS et al., 1968; DEANE et al., 1971; COSTA et al., 1977).

A importancia que representa a toxoplasmose animal decorre, em primeiro
lugar, pelo fato dos animais infectados servirem de fonte direta ou indireta de infec¢ao
ao homem e, em segundo lugar, pelos danos diretos que a doenca provoca em animais
de interesse econémico e de estimacao (OLIVEIRA, 1997).

Outro fator observado é o aumento da importancia da toxoplasmose humana,
ocorrendo muitas mortes devido a toxoplasmose congénita em neonatos e em
pacientes imunodeprimidos (TODD, 1989; SMITH, 1993), pela reativacdo de cistos,
principalmente no cérebro, produzindo, consequentemente, grave encefalite
(ZAJDENWEBER et al., 2005).

Desde a descricao em 1910 por Mello na ltalia (VIDOTTO, 1992) e por
CARINI (1911) no Brasil, a toxoplasmose canina tem despertado grande interesse dos
pesquisadores, sendo seu ciclo de vida e as diferentes formas de transmissédo bastante
discutidos na literatura veterinaria (HASS et al, 1989; LAPPIN, 2004). Os cées sao
considerados como animais de alta receptividade para esta zoonose, provavelmente,
devido ao habito de alimentacdo carnivora, que facilita a ingestdo de tecidos
contaminados por cistos e ao contato com oocistos esporulados no solo contaminado
(GERMANO et al., 1985).



Em cées e gatos, a infeccdo tem sido assinalada em diversos paises,
demonstrando seu carater cosmopolita, sendo relatados casos severos e fatais,
embora, as manifestacdes clinicas sejam incomuns devido a eficiéncia do T. gondii
como parasita (DUBEY e BEATTLE, 1988; HASS et al, 1989; LINDSAY, 1990;
GUIMARAES et al, 1992; PAIXAO e SANTOS, 2004).

O esclarecimento de importantes aspectos epidemiolégicos da
toxoplasmose, dentre eles a participagdo dos felideos, tanto domésticos quanto
silvestres, no ciclo biolégico do protozoario (HUTCHISON, 1968; HUTCHISON, 1970;
FRENKEL et al., 1970 e DUBEY et al., 1972), abriu novas fronteiras para a realizacéo
de trabalhos de pesquisa aplicados sobre essa zoonose. Os gatos e outros felideos
selvagens sdo 0s Unicos hospedeiros definitivos, mas, também, atuam como
hospedeiros intermediarios, assim, como os outros mamiferos e aves, devido ao
encistamento das formas multiplicantes extra-intestinais, nos tecidos de varios érgaos
(DAVIDSON, 2000).

Ha trés formas principais de transmissao do T. gondii: (i) ingestao de oocisto
esporulado devido ao contato com as fezes de gatos infectados, (ii) ingestdo de carne
crua ou mal cozida contendo cistos com bradizoitos (forma mais freqliente de
transmissdo em carnivoros) e (iii) transmissao congénita, que pode ocorrer no homem,
na vaca (COSTA, 1979), na ovelha e em outros animais, sendo rara em caes e gatos
(BRESCIANI et al., 1999; DAVIDSON, 2000; BRITO et al., 2002; LAPPIN, 2004;
LANGONI et al., 2006), mas, T. gondii também pode ser transmitido por transfusao
sanglinea, transplante de 6rgaos ou leite ndo pasteurizado (TENTER, 1999; TENTER
et al., 2000).

Sabe-se que os oocistos constituem as principais formas infectantes de T.
gondii para diversas espécies de animais domésticos (COSTA et al., 1977; KANETO et
al., 1995; LAPPIN, 2004) e selvagens, como lontras (CONRAD et al., 2005) e canideos
silvestres (GENNARI et al., 2004), em conseqUéncia a sua grande resisténcia as
condicoes ambientais (YLMAZ e HOPKINS, 1972; LAPPIN, 2004).

Estas formas encontram-se amplamente disseminadas em areas onde
circulam gatos (RUIZ et al.,, 1973), podendo ser difundidas ainda por artropodes
(WALLACE, 1971), por anelideos terrestres (MARKUS, 1974; RUIZ e FRENKEL, 1980)



e caes infectados (FRENKEL e PARKER, 1996; LINDSAY et al., 1997), principalmente
através da urina e da saliva destes ultimos (BRESCIANI et al., 2001).

Segundo SWANGO et al. (1992) e LAPPIN (2004), os gatos tornam-se
infectados pela ingestdo de esporozoitos em oocistos esporulados, ou pela ingestao de
cistos extra-intestinais de bradizoitos ou taquizoitos nos tecidos dos hospedeiros
intermediarios. Ha dois tipos diferentes de multiplicacdo apdés a infeccdo: o ciclo
enteroepitelial ou intestinal, que ocorre somente em felideos, e o ciclo extra-intestinal,
que ocorre em todas as espécies que servem de hospedeiro intermediario, como
peixes, anfibios, répteis, aves e mamiferos, incluindo o homem.

No ciclo extra-intestinal, os microrganismos penetram a mucosa intestinal e
se multiplicam nas células da submucosa, sendo denominados taquizoitos, infectando e
multiplicando-se em qualquer tipo de célula, como células do figado, pulmdes e tecido
linféide. Apds 2 semanas, ha o inicio da imunidade no hospedeiro, diminuindo a taxa de
multiplicacdo, pois a imunidade destr6i os taquizoitos, mas os bradizoitos,
microrganismos de multiplicacao lenta, que ficam presos dentro de uma parede cistica
elastica no citoplasma das células infectadas, sao protegidos por este cisto intracelular,
permanecendo viaveis durante anos, num estado encarcerado (SWANGO et al., 1992).

Os bradizoitos encistados podem ser encontrados na maioria dos sistemas,
principalmente tecido nervoso do SNC, tecidos muscular e retiniano. A
imunossupressao, devida a quimioterapia ou doencas debilitantes, pode reativar a
multiplicacdo, com os bradizoitos revertendo para taquizoitos em proliferacéo
(SWANGO et al., 1992; LAPPIN, 2004; PAIXAO e SANTOS, 2004). Nesta fase, o
parasito, primeiramente, afeta os sistemas nervoso, digestério, ocular e respiratorio,
sendo observado uma grande variedade de sinais clinicos, dependendo do grau de
necrose celular (SWANGO et al., 1992).

A manutencao do T. gondii dentro do sistema nervoso apés a fase sistémica
da doencga estd relacionada a impermeabilidade da barreira hematoencefalica aos
anticorpos circulantes, sendo que a sorologia do liquido cefalorraquidiano nao
demonstra resultados consistentes para diagnosticar a toxoplasmose nervosa (HASS et
al., 1989).



Apesar da elevada frequéncia de infecgdes inaparentes, a toxoplasmose
pode manifestar-se como doenca sistémica severa apresentando quadro de
pneumonia, enterite hemorragica, convulsées, ataxia (PIMENTA et al., 1993), febre,
perda de peso, anorexia, pancreatite e uveite (LAPPIN, 2004), pois os sintomas da
toxoplasmose em caes sao variaveis, € dependem da idade, da presenca de infeccoes
concomitantes, da severidade da infeccao e dos 6rgaos afetados (SALIBA et al., 1958;
COSTA et al., 1977; DAVIDSON, 2000).

SHARMA et al. (1973) descreveram, em caes experimentalmente infectados,
as seguintes alteracdes: hipertermia, disturbios pulmonares, digestorios, neurolégicos e
linfoadenopatia. Ataxia, convulsdes, tremores, déficits dos nervos cranianos, paresia e
paralisia sdo as manifestacdes mais comuns da toxoplasmose no SNC (LAPPIN, 2004).

Em cées jovens, os sintomas mais freqlentes sao gastrintestinais e
respiratérios, mas também pode ocorrer manifestacdo neuromuscular, caracterizada por
radiculoneurite e miosite, levando a paresia e a paralisia progressivas, as vezes com
envolvimento do SNC (BRAUND, 1988; PAIXAO e SANTOS, 2004). Em c&es adultos,
0s sintomas sao variaveis e inespecificos, como anorexia, febre, letargia, dispnéia e
diversos sinais neurolégicos quando ha o envolvimento do SNC (BRAUND et al., 1988,
DAVIDSON, 2000).

AVERILL e LAHUNTA (1971) estudaram o SNC de 04 caes afetados com
toxoplasmose. Paraplegia flacida, paraplegia espastica, ataxia com tremor intencional e
hemiparesia com perda de metade do campo visual foram resultantes de lesdes de raiz
espinhal, medula espinhal, cerebelares e cerebrais unilaterais. NESBIT et al. (1981) e
SUTER et al. (1984) observaram paresia espastica de membro posterior em caes
naturalmente infectados por T. gondii.

Segundo HASS et al. (1989) as manifestagcdes neurolégicas podem ser
divididas em processo central (freqlentemente associada com rapida progressao
sintomatoldgica) e neuropatia periférica (freqientemente associada com miosite nos
jovens, mais cronicamente afetados), mas a doengca é, por natureza, difusa e
progressiva.

Os o6rgaos mais comumente lesados, em caes, sao pulmbes e figado
(NEVES et al.,, 1954; SALIBA et al., 1958; SANTOS et al., 1968). Por outro lado,



SOGORB et al. (1972), HASS et al. (1989), GIRALDI et al. (2002) e PAIXAO e SANTOS
(2004) enfatizaram que o cérebro também é érgdo alvo de T. gondii no organismo
canino. As lesbes macroscopicas mais freqientes sdo necrose cerebral, pulmonar,
hepatica e de linfonodos mesentéricos (DUBEY e LAPPIN, 1998). Hepatomegalia e
areas focais de necrose foram descritas por NEVES et al. (1954), SALIBA et al. (1958),
SANTOS et al. (1968), SHARMA et al. (1973) e COSTA et al. (1977). No SNC, areas
de descoloragdo, necrose e atrofia cerebelar foram observadas (DUBEY e LAPPIN,
1998).

BRAUND et al. (1988) referem que cédes acima de um ano de idade
geralmente apresentam sinais de lesdo multifocal no SNC, sendo tais sinais associados
com lesoes inflamatdrias difusas no cérebro e medula espinhal.

No Brasil, PIMENTA et al. (1993) descreveram quadro de toxoplasmose em
03 caes, de 03 a 10 meses de idade. Lesdao primaria caracterizada por miosite
necrosante associada a numerosos taquizoitos e sorologia positiva para T. gondii
possibilitaram o diagnéstico.

As manifestagdes oculares, incluindo retinite, uveite anterior, iridociclite e
neurite Optica, ocorrem em determinados caes com toxoplasmose, mas s&0 menos
comuns do que no gato (LAPPIN, 2004).

Em 60 caes naturalmente infectados, PIPER et al. (1970) observaram que a
principal localizagéo de lesdes oculares por T. gondii ocorreu no corpo ciliar da retina.

HELLEY (1970) afirmou que a toxoplasmose pode produzir uma série de
alteragbes tais como encefalite, abortamento, pneumonia, enterite, miosite e,
ocasionalmente, coriorretinite, sendo esta ultima frequentemente associada a uveite.

As alteragdes histopatolégicas mais comuns no SNC sdo caracterizadas por
meningoencefalomielite ndo supurativa associada a vasculite, necrose, malacia e
gliose, com eventual envolvimento dos nervos periféricos (DUBEY e BEATTLE, 1988;
DUBEY e LAPPIN, 1998; GIRALDI et al., 2002).

A toxoplasmose clinica em caes geralmente estd associada ao virus da
cinomose ou outras infeccbes, como erlichiose, ou com terapia imunossupressora
(DUBEY et al., 1990; PIMENTA et al., 1993; GIRALDI et al., 2002). EHRENSPERGER e

POPISCHIL (1989) verificaram que a toxoplasmose clinica esta associada ao virus da



cinomose em 54% dos casos. Em alguns casos, contudo, os fatores predisponentes
nao sao identificados. Historicamente, a prevaléncia da toxoplasmose tem diminuido
com o uso de vacinas contra cinomose (DUBEY e LAPPIN, 1998).

Nao ha alteragbes clinicopatoldgicas ou radiograficas patognomdnicas nos
caes e gatos com toxoplasmose (LAPPIN, 2004). A confirmagdo do diagnéstico
depende do isolamento do parasito, da demonstracdo histoldégica do organismo nas
lesbes e de sorodiagnéstico positivo (PAIXAO e SANTOS, 2004).

COSTA et al. (1977) relataram o primeiro caso de toxoplasmose em um cao
da raca Fox-hound, com 05 meses de idade, no municipio de Jaboticabal, SP, através
de comprovacéo clinica, sorolégica, histopatolégica e isolamento do agente etioldgico.

Taquizoitos ou cistos de bradizoitos podem ser detectados em tecidos de
biépsia, ou durante a necropsia. As lesdes microscopicas sao caracteristicas, e a
presenca de cistos permite o diagnostico definitivo. Contudo, achados negativos nao
descartam a possibilidade de toxoplasmose (SWANGO et al., 1992).

O diagnostico sorolégico pode ser feito pela demonstracdo de titulo
ascendente de anticorpos anti — T. gondii em soros pareados ou pela demonstracao de
elevado titulo sérico de anticorpos numa Unica amostra de soro, mas a nao
comprovagdo de titulo ascendente ou elevado nao exclui o diagnéstico de
toxoplasmose (LAPPIN, 2004).

Ha varios testes soroldgicos validos, sendo os mais comuns a reacao de
imunofluorescéncia indireta (RIFI), hemoaglutinagcdo indireta (IHA), fixacdo de
complemento, teste Sabin-Feldmann (“dye test”) e ensaio imunoenzimatico indireto
(ELISA) (SIKES, 1982). DOMINGUES et al. (1998), em um estudo comparando 0s
testes ELISA e RIFIl, na deteccdao de anticorpos anti — T. gondii em 276 caes,
observaram que o ELISA demonstrou maior sensibilidade do que a RIFI no
imunodiagnostico da toxoplasmose canina.

Estudos soroepidemiolégicos em diferentes partes do mundo tém
demonstrado que a infecgdo canina por T. gondii é bastante comum, com prevaléncia
variando entre 20 a 91% (BJORKMAN et al., 1994; CABRAL et al., 1998). No Brasil,

detectou-se soroprevaléncia muito variavel e relativamente alta, principalmente em caes



mais velhos, habituados a comer carne crua e que vivem em meio rural (BRITO et al.,
2002).

Anticorpos anti — T. gondii foram detectados, através da RIFI em 36,7% de
caes saudaveis e em 54,2% de caes doentes, na Tchecoslovaquia, entre 1981 e 1984,
por SVOBODA et al. (1987).

ISHIZUKA et al. (1974 e 1981) examinando caes do municipio de Sdo Paulo,
verificaram que 0 sexo e a sazonalidade nao interferem estatisticamente na propor¢ao
de reagentes, fato também observado por LANGONI et al. (2006). Tal resultado era
esperado, baseando-se no conhecimento da epidemiologia da toxoplasmose,
principalmente quanto aos mecanismos de aquisicdo da infeccdo, representada
notadamente pelo carnivorismo (FRENKEL, 1973).

No Brasil, GERMANO et al. (1985), em Campinas, SP, observaram que 91%
de 657 caes examinados eram positivos para toxoplasmose. SALATA et al. (1985),
obtiveram soropositividade de 63,8% em 47 caes examinados em Botucatu, SP.

FREIRE et al. (1992) em 254 caes do municipio de Londrina, relataram
75,9% de soropositivos. GUIMARAES et al. (1992) observaram que 43,7% de 243 caes
examinados em Belo Horizonte, MG, mostraram-se positivos para T. gondii. O titulo
1:16 prevaleceu e 62% dos animais com idade superior a 05 anos estavam infectados.

BRITO et al. (2002) comprovaram que entre 80 cdes com sintomatologia
nervosa, atendidos na FMVZ-UNESP, em Botucatu, SP, 32% foram positivos para
toxoplasmose. GIRALDI et al. (2002), notaram que entre um grupo de 67 caes com
distarbios neuroldgicos, 82,5% foram positivos e, um segundo grupo, formado por 31
animais com sinais neuroldgicos, 35,4% eram soropositivos.

MINEO et al. (2004) constataram que 30,3% de 369 caes, aparentemente
sadios, de Uberlandia, MG, eram positivos para toxoplasmose e, LANGONI et al. (2006)
observaram que entre 780 caes sadios, 33,1% eram positivos, em Botucatu, SP, nédo
havendo diferenca significativa entre sexo e idade dos animais.

Durante os ultimos 15 anos, o diagnéstico de agentes infecciosos incluiu o
uso de tecnologia que envolve os acidos nucléicos, como a reacdo em cadeia de
polimerase (PCR). A presenca do parasito pode ser demonstrada através de seus
componentes antigénicos ou de segmentos de DNA (KOMPALIC-CRISTO et al., 2005).



A combinacado da deteccdo do anticorpo especifico contra o T. gondii e do
préprio microrganismo pela PCR no liquido cefalorraquidiano ou no humor aquoso € o
modo mais preciso para diagnosticar toxoplasmose neurolégica ou ocular, humana ou
animal (LAPPIN, 2004).

A toxoplasmose € uma das zoonoses mais importantes envolvendo
pequenos animais. Em diversos paises, tém sido descritas soroprevaléncias que variam
de 15% a 85% na populacdo humana (JAMES, 1996). No Brasil, a soroprevaléncia tem
sido determinada entre 50% e 80% (CANTOS et al., 2000). Em Recife essa taxa é de
64% a 79% (COELHO et al., 2003); no Rio de Janeiro se observou uma soroprevaléncia
de 79%; em Manaus, de 71%; em Sao Paulo, 68% e entre indigenas brasileiros, variou
de 52% a 65% (AMENDOEIRA et al., 1999).

Estima-se que ocorra toxoplasmose congénita em 400 a 4000 recém-
nascidos anualmente (LOPEZ et al., 2000; JONES et al., 2003). Infeccdo latente de
toxoplasmose em humanos adultos também esta associada a quadros de esquizofrenia,
mudancas de personalidade e aumento do risco de acidentes de transito devido a
reativacao tardia do cisto com bradizoitos (FLEGR et al., 2000; FLEGR et al., 2002;
TORREY e YOLKEN, 20083).

A infecgdo humana decorre da ingestdo de cistos de bradizoitos na carne
crua ou mal cozida ou ingestdo de oocistos esporulados provenientes das fezes de
gatos e caes contaminados (FRENKEL; PARKER, 1996; LAPPIN, 2004).

DAGUER et al. (2004) estudando a prevaléncia de anticorpos anti - T. gondii
em bovinos e funcionarios de matadouros do norte do Parana, observaram que 41,4%
dos animais eram soropositivos (IgG-RIFI) e 84,4% dos humanos apresentaram
soropositividade (IgG-ELISA), sugerindo que a carne bovina possa desempenhar
importante papel na manutencao da toxoplasmose, pela manipulacdo nao higiénica da

carne crua.



3. OBJETIVOS

3.1. Objetivos gerais

Verificar a existéncia de alteracoes histoldgicas nas estruturas que compdem
o tecido nervoso da medula espinhal de cdes assintomaticos, mas soropositivos para
toxoplasmose, através do estudo das regides cervical, toracica e lombar da medula
espinhal destes céaes.

3.2. Objetivos especificos

3.2.1. Avaliacao Morfoldgica

Analisar morfologicamente as estruturas da medula espinhal: citoplasma e
nacleo de neurdnios, células da neurdglia (astrécitos, oligodendrécitos, microglia e
células ependimarias), axbnio, bainha de mielina axonal e presenca de células de
defesa da pia-mater.

3.2.2. Avaliacao Morfométrica

Analisar:
a) area, perimetro, didmetro maximo, didmetro minimo e fator de forma do
citoplasma e nucleo dos neurénios.

b) espessura da bainha de mielina axonal.



4. MATERIAL E METODOS

4.1.Animais

Para os objetivos propostos foram utilizados vinte cdes sem raca definida,
adultos, com peso entre 7 e 15 kg, sendo dez caes higidos, com sorologia negativa
para toxoplasmose, utilizados como controle (grupo 1) e dez caes com titulacoes para
toxoplasmose superior a 1:256, mediante o teste ELISA (IgG), utilizados como grupo
reagente (grupo 2). Dentre os animais do grupo 2, 6 caes apresentaram sorologia
superior a 1:1024.

Os animais foram provenientes do Centro de Controle de Zoonoses da
prefeitura de Araraquara, SP.

4.2.Procedimento experimental

A sorologia para toxoplasmose foi realizada junto ao Departamento de
Patologia Animal da FCAV-UNESP, pelo teste ELISA para IgG, método desenvolvido e
padronizado no préprio departamento.

Apéds a constatagdo dos animais com sorologia superior a 1:256, fragmentos
da medula espinhal correspondentes as regides cervical, toracica e lombar foram
coletados e fixados em solucdo de Bouin por 24 horas e processados, rotineiramente,
para inclusdo em parafina.

Apds microtomia semi-seriada, a espessura de 5 microbmetros (um), os cortes
histoldgicos foram corados pelas técnicas da Hematoxilina-eosina (HE) (anexo I) e do
tricromo de Masson (TM) (anexo Il). Cortes com espessura de 15 um foram corados
através da Impregnacao pela prata (anexo Ill A e B). As trés técnicas foram realizadas
segundo TOLOSA (2003). Cortes, também com espessura de 5 um, foram corados pelo
método imunoenzimatico indireto da Peroxidase Antiperoxidase (PAP) (anexo 1V),



segundo LEMOS (1995). As laminas foram analisadas a microscopia de luz para
verificar a morfologia e morfometria das estruturas e fotografadas em um

fotomicroscopio modelo Olympus BX50.

4.3.Procedimentos morfoldgicos

As estruturas histoloégicas observadas foram: neurbnios (citoplasma e
nacleo), células da neuréglia (astrocitos, oligodendrécitos, micréglia e células

ependimarias), axdnio, bainha de mielina e células de defesa da pia-mater.

4.4.Procedimentos morfométricos

O estudo morfométrico foi realizado no citoplasma e ndcleo dos neurénios e
na bainha de mielina dos axénios. Os parametros analisados foram: area, perimetro,
didmetro maximo, didmetro minimo e fator de forma do citoplasma e ndcleo dos
neurdnios. Foi também avaliada a espessura da bainha de mielina. A determinagao, em
micrémetros (um), dos parametros celulares e da bainha de mielina, foi feita mediante o
sistema analisador de imagens, Image Pro-plus, acoplado a um microscépio binocular,
ambos da Carl Zeiss.

O fator de forma é expresso pela seguinte férmula matematica, que esta

programada no analisador de imagens:

(perimetro)?

(4.w.area)

Este fator é calculado, indiretamente, a partir do perimetro do circulo, com a
equacao 2. .R. pela substituicdo da area e do perimetro? obtendo-se:

(2.m.R)? = (4.m2R? =(4.72R? =1,0.

4. i(n.R)? (4. n.t.R?) (4. 12R?)




O menor valor deste fator é igual a um, significando que a forma do
citoplasma e/ou nucleo se assemelha a forma de um circulo. Quando este fator for

maior que a unidade, entende-se que a forma da estrutura ndo € circular.

4.5.Analise estatistica

A analise estatistica dos resultados foi realizada mediante o teste t de
Student ao nivel de 5% de probabilidade (p< 0,05), através do Programa de Analise
Estatistica SAS.



5. RESULTADOS

5.1. Avaliacao Morfolégica

5.1.1. Caracteristicas morfoldogicas dos neurénios das regioées cervical,
toracica e lombar da medula espinhal

As caracteristicas morfolégicas dos neurbnios das regides cervical, toracica e
lombar da medula espinhal de caes, expressaram semelhanca entre estes segmentos
quando comparados os grupos 1 e 2. Pela coloracao com hematoxilina-eosina, o nucleo
mostrou-se basdfilo e o citoplasma acidéfilo (Fig. 01 — A, C, D), enquanto que, pela
coloragao com tricromo de Masson, evidenciou-se nucleo acidéfilo e citoplasma baséfilo
(Fig.01 —EeF).

As fotomicrografias destas células revelaram, nas diferentes regides,
citoplasma com acumulo de granulos intensamente basoéfilos (Fig. 01 — B), distribuidos
no pericario e dendritos, denominados corpusculos de Nissl, que correspondem ao
reticulo endoplasmatico rugoso, organela rica em polirribossomos que lhe conferem
basofilia, dando uma aparéncia tigrdide ao citoplasma.

O pericario também evidenciou prolongamentos citoplasmaticos irregulares,
conferindo uma grande variagdo na forma e tamanho destas células em ambos os
grupos (Fig. 01 —C e D).

Com relagédo ao nucleo dos neurdnios, observou-se que este, geralmente, é
grande, esférico ou ovdide, pouco corado, com cromatina frouxa e um ou mais

nucléolos evidentes, estando localizado no centro do corpo celular (Fig. 01 — A a F).



Figura 01 — Fotomicrografias de neurénios de cées, nas regides cervical, toracica e
lombar da medula espinhal:

A) neurbnio com citoplasma acidéfilo e nucleo basofilo (grupo 1, regidao cervical,
HE,100X).

B) corpusculos de Nissl no citoplasma acidéfilo do neurénio (grupo 2, regido cervical,
HE,100X).

C) neurbnio com diferentes tamanhos e formas (grupo 1, regido toracica, HE, 40X).

D) prolongamentos de neurdnio (grupo 2, regido toracica, HE,40X).

E) neurbnio com citoplasma basofilo e nucleo acidoéfilo (grupo 1, regido lombar,
HE,100X).

F) neur6nio (grupo 2, regiao lombar, HE,100X).



5.1.2. Caracteristicas morfolégicas dos axonios e bainha de mielina das

regioes cervical, toracica e lombar da medula espinhal

O corte transversal da substancia branca da medula espinhal revelou axénios
com diferentes calibres, envoltos pela bainha de mielina, cuja espessura variou,
proporcionalmente, ao diametro axonal. Este complexo evidenciou-se com imagem
negativa, em decorréncia dos componentes lipidicos serem extraidos durante a
rotina histoldgica, permanecendo apenas o0s resquicios da trama protéica, conferindo
um aspecto circular a bainha de mielina (Fig. 02 — A a F). Nao se constatou
diferencas morfoldgicas entre os grupos controle e reagente, nos diferentes
segmentos estudados.

5.1.3. Caracteristicas morfologicas das células da neurdglia das regioes
cervical, toracica e lombar da medula espinhal

Com relacdo as caracteristicas morfoloégicas da neuréglia, observou-se
semelhancgas entre os grupos estudados, nos trés segmentos da medula espinhal.

Os cortes histologicos, impregnados pela prata, apresentaram a microglia
com corpo alongado e pequeno, caracteristicas observadas nas substancias branca
e cinzenta da medula espinhal (Fig. 03 — A, B, C, e D), o que facilitou na
diferenciacdo entre outras células da neuréglia por possuirem nucleo esférico,

estando invisiveis 0 nucleo e os prolongamentos citoplasmaticos.

A oligodendroglia revelou, pelo método de impregnacao pela prata, corpo
celular arredondado (Fig. 03 — A, B, E, e F), estando o nucleo e os prolongamentos
celulares nao visiveis, sendo que estas observacbes foram semelhantes nas
substancias branca e cinzenta dos segmentos citados da medula espinhal de caes

dos dois grupos.

A morfologia dos astrécitos, revelada pelo método indireto da Peroxidase
Antiperoxidase (PAP), foi caracteristica e facilmente visualizada pela coloragao



marrom de seu citoplasma. Os astrécitos localizados na substancia branca,
denominados fibrosos, apresentaram prolongamentos longos e menos ramificados
(Fig. 04 - A e B), e os astrécitos protoplasmaticos, localizados na substancia

cinzenta, demonstraram prolongamentos curtos e abundantes (Fig. 04 - C e D).

As células ependimarias, das regides estudadas da medula espinhal dos
caes, apresentaram-se em arranjo epitelial simples, com células cilindricas ciliadas,

em ambos os grupos (Fig. 04 —E e F).

5.1.4. Caracteristicas morfologicas das células de defesa da pia-mater

das regioes cervical, toracica e lombar da medula espinhal

Dentre as células de defesa imunoldgica, observou-se, neutrofilos
segmentados, 0s quais constituem a primeira linha de defesa organica. Nao se
observou aumento do numero ou alteracdo nas células de defesa entre os dois

grupos estudados (Fig. 04 — G e H).



Figura 02 — Fotomicrografias de axénios com bainha de mielina de cdes negativos e
caes positivos para toxoplasmose, nas regides cervical, toracica e lombar da medula
espinhal:

A) axbnio com bainha de mielina de animal negativo localizado na regido cervical
(TM,40X).

B) ax6nio com bainha de mielina de animal positivo localizado na regido cervical
(TM,40X).

C) axbnio com bainha de mielina de animal negativo localizado na regiao toracico
(TM,40X).

D) axénio com bainha de mielina de animal positivo localizado na regiao toracico
(TM,40X).

E) ax6nio com bainha de mielina de animal negativo localizado na regiao lombar
(TM,40X).

F) axénio com bainha de mielina de animal positivo localizado na regido lombar
(TM,40X).
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Figura 03 — Fotomicrografias de células da neuréglia de cées negativos e caes

positivos para toxoplasmose, nas regides cervical, toracica e lombar da medula

espinhal:

A) oligodendréglia (seta fina) e micréglia (seta larga) localizadas na substancia
cinzenta da medula espinhal de animal negativo (Impregnacéo pela prata,40X).

B) oligodendroglia (seta fina) e micréglia (seta larga) localizadas na substéancia
cinzenta da medula espinhal de animal positivo (Impregnacao pela prata,40X).

C) microglia (seta grossa) localizada na substancia branca de animal negativo
(Impregnacao pela prata,40X).

D)

E) oligodendréglia (seta fina) localizada na substancia branca de animal negativo
(Impregnacao pela prata,40X).

F) oligodendréglia (seta fina) localizada na substancia branca de animal positivo
(Impregnacao pela prata,40X).



Figura 04 — Fotomicrografias de células da neuréglia de caes negativos e caes positivos para

toxoplasmose, nas regides cervical, toracica e lombar da medula espinhal:

A) astrocito fibroso (seta) localizado na substancia branca da medula espinhal de animal
negativo (PAP,40X).

B) astrocito fibroso (seta) localizado na substancia branca da medula espinhal de animal
positivo (PAP,40X).

C) astrocito (seta) localizado na substancia cinzenta da medula espinhal de animal negativo
(PAP,40X).

D) astrécito (seta) localizado na substancia cinzenta da medula espinhal de animal positivo
(PAP,40X).

E) células ependimarias (seta) no canal ependimario da medula espinhal de animal negativo
(TM, 20X).

F) células ependimarias (seta) no canal ependimario da medula espinhal de animal positivo
(TM, 20X).

G) células de defesa (neutrofilos) em vaso sangliineo da pia-mater da medula espinhal de
animal negativo (HE, 100X).

H) células de defesa (neutréfilos) em vaso sangliineo da pia-mater da medula espinhal de
animal positivo (TM, 100X).



5.2. Avaliacao Morfométrica

5.2.1. Morfometria dos parametros do citoplasma e do nucleo dos

neurdnios das regioes cervical, toracica e lombar da medula espinhal

Para cada parametro analisado, mediu-se 30 neurénios, em cada regido, por
animal, totalizando 300 neurénios por regiao da medula espinhal.

O valor médio da area, didmetro maximo, didmetro minimo, perimetro e fator
de forma, do citoplasma e nucleo de neur6nios, bem como o desvio padrdo destes
parametros das regides cervical, toracica e lombar da medula espinhal de caes, estao

relacionados, respectivamente, nas tabelas 01 a 05.



5.2.1.1. Area do citoplasma e ntcleo de neurénios

Analisando-se a area da regiao cervical, ndo notou-se diferenca significativa
(p> 0,05), para o citoplasma e o nucleo de neurdnios, entre os dois grupos. Entretanto,
os valores médios das areas das regides toracica e lombar revelaram diferenca
significativa (p<0,05) entre os grupos, tanto para o citoplasma como para o nucleo dos
neurdnios, sendo que o grupo 2 apresentou 0s maiores valores para este parametro,

nestas regiées, como indicado na tabela 01.

Tabela 1 — Comparacao entre as médias (um?) da variavel area do citoplasma e nucleo
de neur6nios de animais negativos (grupo 1) e animais soropositivos (grupo 2),

nas regides cervical, toracica e lombar da medula espinhal.

CITOPLASMA
CERVICAL TORACICA LOMBAR
média DP média DP média DP

GRUPO 1| 288,15 a 55,81 262,69 a 38,76 641,01 a | 212,94
GRUPO 2| 31797a | 122,56 | 512,03b | 187,71 | 982,35b | 160,94

NUCLEO
CERVICAL TORACICA LOMBAR
média DP média DP média DP

GRUPO 1| 79,62 a 6,66 73,90 a 9,56 106,25 a 14,43
GRUPO 2| 70,31 a 23,21 94,70 b 34,21 174,08 b 38,83

DP — desvio padrao
Letras iguais na mesma coluna nao diferem entre si pelo teste t de Student (p>0,05).



5.2.1.2. Diametro maximo do citoplasma e nucleo de neuronios

No diametro maximo observou-se diferenca significativa (p<0,05) para o
nucleo da regidao cervical e citoplasma da regido toracica, sendo os maiores valores
médios encontrados para o grupo 2. Nao houve diferenca significativa (p>0,05) para os
valores médios do citoplasma da regido cervical, nucleo da regiao toracica, como
também, citoplasma e nudcleo da regiao lombar, entre os grupos, para este parametro
(tabela 02).

Tabela 2 — Comparacdo entre as médias (um) da variavel diametro maximo do
citoplasma e nucleo de neur6nios de animais negativos (grupo 1) e animais

soropositivos (grupo 2), nas regides cervical, toracica e lombar da medula

espinhal.
CITOPLASMA
CERVICAL TORACICA LOMBAR
média DP média DP media DP

GRUPO 1| 46,52 a 4,81 40,25 a 4,76 56,75 a 6,99
GRUPO 2| 41,54 a 4,95 48,17 b 5,69 59,53 a 5,60

NUCLEO
CERVICAL TORACICA LOMBAR
média DP média DP média DP

GRUPO 1| 15,19 a 1,15 14,22 a 1,43 16,25 a 1,07
GRUPO 2| 12,85Db 1,23 14,55 a 1,03 17,46 a 1,32

DP — desvio padrao

Letras iguais na mesma coluna nao diferem entre si pelo teste t de Student (p>0,05).



5.2.1.3. Diametro minimo do citoplasma e nucleo de neuronios

No didmetro minimo notou-se diferenca significativa (p<0,05) entre as
regides toracica e lombar, tanto para os valores médios do citoplasma como para os
valores do nucleo dos neurdnios, sendo encontrados os maiores valores para o grupo 2.
Nao houve diferenca significativa (p>0,05), entre os grupos, para os valores do

citoplasma e nucleo da regido cervical (tabela 03).

Tabela 3 — Comparacdo entre as médias (um) da variavel didametro minimo do
citoplasma e nucleo de neur6nios de animais negativos (grupo 1) e animais
soropositivos (grupo 2), nas regides cervical, toracica e lombar da medula

espinhal.
CITOPLASMA
CERVICAL TORACICA LOMBAR
média DP média DP média DP

GRUPO 1| 11,83a 1,25 11,62 a 0,95 19,32 a 3,82
GRUPO 2| 12,82 a 2,93 17,19b 4,54 27,08 b 4,14

NUCLEO
CERVICAL TORACICA LOMBAR
média DP média DP média DP

GRUPO 1| 6,05a 0,54 5,84 a 0,38 7,59 a 0,74
GRUPO 2| 6,19a 1,69 7,57 b 2,31 11,86 b 1,94

DP — desvio padrao
Letras iguais na mesma coluna nao diferem entre si pelo teste t de Student (p>0,05).



5.2.1.4. Perimetro do citoplasma e nucleo de neurdénios

Nao se observou diferenca significativa (p>0,05), entre os grupos, para os
valores médios do citoplasma da regido cervical e nucleo da regido toracica. Mas,
ocorreu diferenca significativa (p<0,05), entre os grupos, para os valores do ndcleo da

regiao cervical, citoplasma da regido toracica, bem como, citoplasma e nucleo da regiao
lombar (tabela 04).

Tabela 4 — Comparacao entre as médias (um) da variavel perimetro do citoplasma e
ndcleo de neurbnios de animais negativos (grupo 1) e animais soropositivos

(grupo 2), nas regides cervical, toracica e lombar da medula espinhal.

CITOPLASMA
CERVICAL TORACICA LOMBAR
média DP média DP média DP

GRUPO 1| 133,92 a 12,92 113,18 a 12,04 160,36 a 21,36
GRUPO 2| 120,92 a 16,82 138,74 b 22,33 180,31 b 20,73

NUCLEO
CERVICAL TORACICA LOMBAR
média DP média DP média DP

GRUPO 1| 36,66 a 1,61 34,51 a 3,00 40,48 a 2,79
GRUPO 2| 32,16Db 4,09 36,96 a 4,76 48,54 b 5,21

DP — desvio padrao

Letras iguais na mesma coluna nao diferem entre si pelo teste t de Student (p>0,05).



5.2.1.5. Fator de forma do citoplasma e nucleo de neurénios

No fator de forma notou-se diferenca significativa (p<0,05) entre as trés
regides, tanto para o citoplasma como para o nucleo dos neurénios, onde 0s maiores
valores médios foram encontrados no grupo 2, indicando que os neurbnios destes
animais possuem forma mais arredondado do que os neurénios do grupo 1 (tabela 05).

Tabela 5 — Comparacao entre as médias da variavel fator de forma do citoplasma e
nacleo de neurbnios de animais negativos (grupo 1) e animais soropositivos

(grupo 2), nas regides cervical, toracica e lombar da medula espinhal.

CITOPLASMA
CERVICAL TORACICA LOMBAR
média DP média DP média DP

GRUPO 1| 5,555a 1,27 4,34 a 0,55 3,54 a 0,62
GRUPO 2| 4,23b 0,83 3,36 b 0,43 2,82Db 0,62

NUCLEO
CERVICAL TORACICA LOMBAR
média DP média DP média DP

GRUPO 1| 1,40a 0,12 1,35a 0,08 1,27 a 0,04
GRUPO 2| 1,27b 0,09 1,25a 0,13 1,13 b 0,06

DP — desvio padrao

Letras iguais na mesma coluna nao diferem entre si pelo teste t de Student (p>0,05).



5.2.2. Morfometria da bainha de mielina axonal da substancia branca,

em corte transversal, das regioes cervical, toracica e lombar da medula espinhal

Com relagédo a espessura da bainha de mielina dos axénios da substancia
branca da medula espinhal ndo observou-se diferenca significativa (p>0,05) entre os
grupos, sendo os maiores valores médios encontrados para a regiao lombar e os

menores valores para a regiao cervical (tabela 06).

Tabela 6 — Comparacédo entre as médias (um) da espessura da bainha de mielina de
ax6nios de animais negativos (grupo 1) e animais soropositivos (grupo 2), nas
regides cervical, toracica e lombar da medula espinhal.

CERVICAL TORACICA LOMBAR
média DP média DP média DP
GRUPO 1| 5,72a 1,93 6,93 a 2,41 7,41 a 3,18

GRUPO 2| 5,71a 1,95 6,76 a 2,24 8,04 a 2,78

DP — desvio padrao

Letras iguais na mesma coluna nao diferem entre si pelo teste t de Student (p>0,05).



6. DISCUSSAO

As caracteristicas morfolégicas dos neurbnios das regides cervical,
toracica e lombar da medula espinhal de caes reagentes para toxoplasmose ficaram
preservadas, se assemelhando as caracteristicas dos neurdnios do grupo controle. Os
resultados deste estudo referentes a forma do citoplasma, quantidade de
prolongamentos citoplasmaticos, numero de nucléolos visiveis e padrao de cromatina
destas células, se incluiram, de maneira geral, nos relatos de GEORGE e CASTRO
(1998), YOUNG e HEATH (2001), MACHADO (2002) e JUNQUEIRA e CARNEIRO
(2004).

Em conformidade com JUNQUEIRA e CARNEIRO (2004), evidenciou-se,
pela coloracdo com Tricromo de Masson, nlcleo acidofilo e citoplasma basdfilo,
enquanto que na coloragao pela Hematoxilina-eosina, o nucleo mostrou-se baséfilo e o
citoplasma aciddéfilo. Em consonancia com ROSS et al. (1995), YOUNG e HEATH
(2001), MACHADO (2002) e JUNQUEIRA e CARNEIRO (2004), observou-se
citoplasma com acumulo de granulos intensamente baséfilos, distribuidos no pericario e
dendritos porém, ausentes no axénio € no seu cone de implantacao.

Quanto a forma do citoplasma e do nucleo dos neurdnios, os achados desta
pesquisa concordam com BREAZILE (1982), BANKS (1992), GEORGE e CASTRO
(1998), MACHADO (2002) e JUNQUEIRA e CARNEIRO (2004), ao revelarem corpo
celular com formato bastante variavel (esférico, ovéide, piramidal, fusiforme, estrelado
ou em forma de lua crescente) e nucleo grande, esférico, pouco corado, com cromatina
frouxa e um ou mais nucléolos evidentes.

Os prolongamentos citoplasmaticos, dendritos e axénio, visiveis neste estudo
ocorreram nos neurbnios maiores, de acordo com MACHADO (2002) ao citar que as
técnicas histolégicas de rotina mostram apenas o corpo neuronal e, nos neurdnios

maiores, as por¢oes iniciais de seus prolongamentos.



Com referéncia as células da neurdglia, estas estavam presentes em ambos
0s grupos estudados, sendo que a morfologia destas se manteve inalterada e com
aspecto semelhante nos dois grupos.

As observacoes sobre os astrécitos relembram os relatos de HIRANO (1985),
MACHADO (2002) e JUNQUEIRA e CARNEIRO (2004), ao reconhecerem dois tipos
morfoldgicos principais desta célula: protoplasmatico e fibroso. Concorda-se, outrossim,
com LANTOS (1990), ROSS et al. (1995), MACHADO (2002) e JUNQUEIRA e
CARNEIRO (2004), ao descreverem que, a distincdo entre os dois tipos celulares
baseia-se na localizacdo celular e no numero de prolongamentos citoplasmaticos,
sendo que os astrécitos protoplasmaticos se encontram na substancia cinzenta e
apresentam prolongamentos espessos e curtos, com ramificacdo profusa e o0s
astrécitos fibrosos, localizados na substancia branca, evidenciam prolongamentos finos
e longos com ramificagdo mais escassa.

Ainda, com relacédo ao astrécitos protoplasmaticos, notou-se uma morfologia
mais delicada em confronto ao fibroso, harmonizando-se com a descricao de HIRANO
(1985).

As evidéncias sobre a oligodendrdglia e micrdglia se assemelham as
ilustracbes de DI FIORE et al. (1982) ao mencionarem, mediante o método de
impregnacdo pela prata, ser o corpo celular da oligodendréglia arredondado,
caracteristica basica, para a diferenciacao da microglia, cujo corpo celular se mostra
alongado e pequeno.

As células ependimarias apresentaram-se em arranjo epitelial simples, com
células cilindricas e ciliadas, vindo ao encontro das narragdes de GEORGE e CASTRO
(1998), MACHADO (2002) e JUQUEIRA e CARNEIRO (2004).

Neste estudo sobre as caracteristicas morfolégicas da bainha de mielina e do
axénio, ao corte transversal, notou-se que ndo houve degeneragdo destas estruturas
nos animais reagentes para toxoplasmose.

Comparando-se as evidéncias desta pesquisa com as mencionadas na
literatura por DI FIORE et al. (1982), YOUNG e HEATH (2001) e JUNQUEIRA e
CARNEIRO (2004), verifica-se semelhanga entre as descri¢des destas caracteristicas.

Estes autores também relataram que, ao corte transversal da substancia branca da



medula espinhal, o axénio apresentou-se com diferentes calibres, envolvido pela bainha
de mielina, um complexo lipoprotéico, cuja espessura € proporcional ao diametro
axonal.

Mediante estas informacdes, relembra-se CHRISMAN (1997) e YOUNG e
HEATH (2001), ao exporem que a velocidade de conducdo do potencial de acéao é
proporcional ao diametro do axénio, sendo que a mielinizacdo aumenta, sensivelmente,
a velocidade de conducado do axénio. Desta forma, entende-se como os mamiferos
utiizam, rapidamente, a musculatura estriada esquelética para um imediato
deslocamento corporal, em decorréncia a chegada do estimulo nervoso na placa
motora, pela liberacdo de neurotransmissores no telodendro, de um axdnio de grande
calibre.

Quanto as células de defesa da pia-mater, membrana conjuntiva intimamente
aderida ao sistema nervoso central, encontrou-se, na maioria, neutréfilos segmentados,
por constituirem a primeira linha de defesa organica, que também, conforme as citacdes
de JUNQUEIRA e CARNEIRO (2004) inclui linfécitos, macréfagos, plasmacitos,
mastocitos e eosindfilos. Imagina-se que a presenca destas células nesta membrana
seja um fator normal, possibilitando, se for necessario, uma rapida defesa celular contra
microrganismos. Ao contrario do que se supunha, ndo foi constatado um aumento do
aporte destas células de defesa no caso dos animais reagentes, demonstrando que
nesses caes assintomaticos nao se desencadeou uma resposta de defesa celular do
tecido conjuntivo.

No que diz respeito aos parametros morfométricos do citoplasma e do nucleo
dos neurdnios das regides cervical, toracica e lombar da medula espinhal de caes, os
resultados obtidos, ao expressarem o0s maiores valores médios para a area, perimetro,
didmetro maximo e didmetro minimo para o segmento lombar, induziram-nos, com
respaldo em BREAZILE (1982), YOUNG e HEATH (2001) e CARVALHO et al. (2006), a
aventar a hip6tese de que ha grandes neurénios motores inferiores, cujos terminais
axénicos inervam os membros pélvicos.

Os corpos celulares destes neurdnios motores inferiores se encontram no
corno ventral da substancia cinzenta da medula espinhal, concentrando-se na
intumescéncia lombar (BREAZILE, 1982; CHRISMAN, 1997; MOLENAAR et al., 1997),



conferindo boa inervacado para os grandes grupos musculares estriados esqueléticos,
responsaveis pela forga impulsora, essencial para a movimentacao animal.

Também se pode constatar, neste estudo, que os neurdnios dos animais
reagentes apresentaram diferencas estatisticamente significativas quando comparados
aos neurbnios dos caes controle, possuindo valores médios maiores, sugerindo que
estes neurbnios possam estar sofrendo processo de edema, tornando a célula maior,
devido a presenca do parasita dentro do neurénio, como citado por SUMMERS et al.
(1995) e GIRALDI et al. (2002), em caes com toxoplasmose crénica com sinais
neurolégicos, apesar que as alteracdes histopatoldégicas mais comuns no SNC serem
caracterizadas por manguitos perivasculares associados a vasculite, necrose, malacia
e gliose focal (DUBEY e BEATTLE, 1988; GIROLAMI et al., 1994; DUBEY e LAPPIN,
1998; GIRALDI et al., 2002).

Com relacdo aos valores médios observados para o fator de forma do
citoplasma e do nucleo dos neurbnios da substancia cinzenta da medula espinhal,
evidenciou-se formato mais arredondado nos neurénios localizados na regido lombar,
pois apresentaram o menor valor médio para este parametro. Contrariamente, a regiao
cervical mostrou neurdnios com formato mais irregular, os quais possuiram o maior
valor médio.

Por estes achados supde-se, com apoio em BANKS (1992), MOLENAAR et
al. (1997), GEORGE e CASTRO (1998) e JUNQUEIRA e CARNEIRO (2004), que tal
regularidade é devida a menor presenca de dendritos no corpo celular do neurénio
motor, quando comparado ao neurdnio sensorial que, em conseqiéncia dos numerosos
prolongamentos, dendritos, que se originam do corpo celular, apresenta irregularidade
no seu contorno.

Também se notou que os neurdnios dos animais reagentes possuiram o0s
menores valores médios, evidéncia atribuida ao possivel edema celular que conferiu a
estas células formato mais arredondado, permitindo, assim, conjeturar que estes
neurbnios perderam o formato estrelado caracteristico, pois, com respaldo em
SUMMERS et al. (1995), na toxoplasmose cronica ocorrem areas com descoloragao e

edema celular, bem como, perda da divisdo entre substancia cinzenta e branca.



Com alusédo aos valores médios encontrados para a bainha de mielina dos
axoénios da substancia branca da medula espinhal, confirmou-se que, na regido lombar,
ocorreram 0S maiores axOnios e, por consequliéncia, o maior valor médio para a
espessura da bainha de mielina, que é proporcional ao didametro axonal.

Dessa forma presume-se, com base em CHRISMAN (1997), MOLENAAR et
al. (1997) e CARVALHO et al. (2006), que, provavelmente, neste segmento, se faz
necessaria uma rapida conducédo do impulso nervoso (conducao saltatéria), iniciando
contragdo muscular e gerando a forga motriz impulsora, imprescindivel para o
deslocamento corporal.

Nao foi constatado diferencas significativas, nas espessuras da bainha de
mielina das regides estudadas, entre os grupos, indicando que os caes reagentes nao
apresentaram alteracdes na bainha de mielina quando comparados aos caes controle.



7. CONCLUSAO

Os resultados morfologicos indicam que nao houve alteracdo morfologica
visivel, pela microscopia de luz, nos neurbnios dos animais reagentes para
toxoplasmose, e clinicamente assintomaticos, naquela ocasidao. Também revelaram que
a morfologia da neurdglia, bainha de mielina e axénio destes caes se manteve
preservada, ndao sofrendo nenhum tipo de degeneracao. Constatou-se, outrossim, que o
T. gondii ndo estimulou as células de defesa da pia-mater.

Os resultados morfométricos demonstram que os neurbnios dos animais
reagentes para toxoplasmose possuem valores médios maiores do que os do grupo
controle, para todos os parametros estudados, exceto para o fator de forma cujos
valores encontrados foram menores, indicando que ha alteragédo no tamanho e estrutura
destas células, ocorrendo aumento e perda do formato estrelado destes neurbnios,
nestes animais, provavelmente devido a um processo de edema celular. Estes
resultados sugerem que outras investigacdes deverao ser feitas para se comprovar a
hip6tese de que os neurdnios destes caes, ainda assintomaticos, perderam a funcgéo

condutora.
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ANEXOS



TECNICAS DE COLORAGAO

Anexo I. Coloracao de Hematoxilina-eosina (cora células em geral) (TOLOSA, 2003)
1. Corantes e Solucdes:

- Hematoxilina de Harris
- Eosina
- Alcool 95% acidificado com &cido cloridrico 1%
2.Fixador: indiferente
3. Método de coloracao:
- desparafinar;
- lavar em agua corrente por 5 minutos;
- corar pela Hematoxilina de Harris por 5 a 15 minutos;
- lavar em agua corrente por 5 minutos e limpar as laminas;
- diferenciar em alcool-acido até que os nucleos figuem bem diferenciados;
- lavar em agua corrente por 10 minutos;
- corar pela Eosina por 3 a 5 minutos;
- lavar em agua destilada;
- desidratar;
- montar.



Anexo Il. Coloracao de Tricromo de Masson (cora fibras colagenas) (TOLOSA, 2003)

1. Corantes e Solucbes
- Hematoxilina férica — Weigert
Fucsina acida — escarlate de Biebrich
Solucgao fosfotungstica 5% - acido fosfomolibdico 5%
Azul de anilina-acética
Acido acético sol. ag. 1%
2. Fixador: Bouin
3. Método de coloracao
- desparafinar;
- lavar em agua corrente por 1 hora até desaparecer a cor do fixador;
- lavar em agua destilada por 5 minutos;
- corar em Hematoxilina férrica de Weigert (velha) ou de Harris, durante 5
minutos;
- lavar em agua corrente por 5 minutos;
- lavar em agua destilada por 5 minutos;
- corar pela Fucsina acida-escarlate de Biebrich por 5 minutos;
- lavar em agua destilada por 10 minutos;
- tratar pelo acido fosfotungstico-acido fosfomolibdico por 10 minutos;
- sem lavar, corar pelo azul de anilina-acética por 10 minutos;
- lavar em agua destilada por 5 minutos;
- lavar em solucéo de acido acético 1% por 3 minutos
- lavar em agua destilada por 5 minutos;
- desidratar;
- montar.



Anexo llIA. Coloracao pela Impregnacao pela Prata (cora micréglia) (TOLOSA, 2003)

1. Corantes e Solucdes:
- agua amoniacal
solucao de Piridina-amoniacal
Formalina 1%
- Solucao de Prata — carbonato de sodio
- Solucao aquosa de Hipossulfito de sédio 5%
- Cloreto de ouro 0,2% - sol. aq.
2. Fixador: Formalina-brometo de aménio
3. Método de coloracao:
- passar uma noite em solu¢cdo amoniacal;
- tratar durante 1 a 24 horas em solugéo Piridina amoniacal;
- lavar rapidamente em dois banhos de agua destilada;
- tratar pela solugédo de Prata-carbonato de sédio em 2 a 3 banhos de 2 a
5 minutos cada;
- lavar rapidamente em 4gua destilada;
- tratar pela Formalina por 2 minutos;
- lavar rapidamente em 4gua destilada;
- descorar pelo cloreto de ouro a frio e, depois, aquecido de 40 a 50°C até
qgue o corte adquira cor violacea;
- tratar pelo hipossulfito de s6dio por 1 minuto;
- lavar em agua destilada por 3 minutos;
- desidratar;
- montar.



Anexo IlIB. Coloracao pela Impregnacao pela Prata (cora oligodendréglia) (TOLOSA,
2003)

1. Corantes e Solucoes:
- formol — brometo de aménio
- 4cido brémico 5% - sol. aqg.
- Prata — carbonato de litio-Hortega — sol. aq.
- Cloreto de ouro 5% - sol. aq.
- Hipossulfito de s6dio — sol. aq.
- Formalina 1%
2. Fixador: formalina — brometo de aménio
3. Método de coloracao:
- lavar em agua destilada por 10 minutos;
- tratar pela solucéo de nitrato de prata- carbonato de litio de 1 a 5 minutos;
- lavar e agitar, lentamente, durante 15 segundos em agua destilada;
- reduzir pela formalina 1% - 1 minuto;
- tratar pelo cloreto de ouro até a cor cinza (10 a 15 minutos);
- tratar pelo hipossulfito de s6dio por 1 minuto;
- lavar em agua destilada;
- desidratar;
- montar.



Anexo IV. Coloracao por Peroxidase Anti-peroxidase (cora astrocitos) (LEMOS,
1995)
1. Método de coloracéo:
- cortes desparafinados e hidratados
- - tratar com solucao de metanol e agua destilada em partes iguais mais
1% de peroxido de hidrogénio (30 vol), durante 45 minutos (inibicao da
peroxidase endégena tecidual);
- incubacao em solucao de tripsina a 0,1% em tampap pH 7,8 a 37°, por 25
minutos;
- lavar durante 5 minutos em agua destilada e depois com PBS, pH 7,3, por
5 minutos;
- incubacao com o anticorpo primario anti-GFAP (DAKO), policlonal,
produzido em coelho, diluido a 1:300 em PBS pH 7,3, durante 14-17
horas a 4°,
- lavar suas vezes, por 5 minutos, com PBS, pH 7,3;
- incubacao com anticorpo de ligacao anti igG de coelho, produzido em
ovinos, por 45 minutos, em diluicao de 1:25 em PBS, pH 7,3;
- lavar suas vezes, por 5 minutos, com PBS, pH 7,3;
- incubacao em PAP, diluicao 1:200 em PBS, pH 7,3, durante 45 minutos;
- incubacao com diaminobenzidina (DAB) a 0,03% em solugao junto
contendo peréxido de hidrogénio a 0,03%, durante 5 a 8 minutos, em
ambiente com pouca luminosidade;
- coloragao de contraste com Hematoxilina de Harris 1:2 com agua
destilada, durante 30 segundos;
- desidratar e montar.
2. Preparo do material para imunoistoquimica
2.1. Diluigédo do Anticorpo Primario:
O anticorpo primario anti-GFAP, policlonal DAKO (Z2334), produzido em coelho, foi
aliquotizado em 10ul e conservado a temperatura de — 17° C. Para utilizagao, era
diluido a 1:300, em PBS, pH 7,2. Padronizacao da diluicao foi feita anteriormente em
experimentos pilotos.

2.2. Diluig&o do Anticorpo secundario

O anticorpo ovino anti-coelho (SIGMA R-6503) foi dividido em aliquotas de 80ul e
armazenado a — 17°C. Para utilizag&o foi reconstituido com PBS, na concentragdo 1:25,
em pH de 7,2.

2.3. Diluigdo do Complexo Enzimatico Peroxidase Anti-peroxidase
O complexo peroxidase antiperoxidase (PAP) (SIGMA P-2026) foi dividido em
aliquotas de 10ul e armazenado a — 17°. Para utilizacao foi diluido a 1:200.

2.4. Preparo da solugdo de Diaminobenzidina (DAB)

A diaminobenzidina (SIGMA D-9015) foi preparada com 100 mg de DAB em
16,6ml de PBS, com uma concentracdo a 6 mg/ml, aliquotas de 100ul foram
conservadas a —17°C. Para utilizacao reconstituia-se em 200ul de uma solucéo de H>O,
a 1% em PBS.



- solugéo de H>0Oza 1% (solugéo A)

peroxido de hidrogénio (30 vOl).......ccceeeeeennneee 50ul
PBS QSP:ceeeeiiiiiieiee et 6000ul
- diaminobenzidina (DAB)

SOIUGAO A e 200u

DAB ..o 100ul
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