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UZEDA, RS. Determinacio da infectividade de oocistos de Neospora caninum mantidos
por tempo prolongado. Salvador, Bahia, 2007. 47p. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncia
Animal nos Tropicos) - Escola de Medicina Veterindria, Universidade Federal da Bahia,

2007.

RESUMO

Neospora caninum é um protozodrio coccideo responsdvel por grandes prejuizos econdmicos
no rebanho bovino. Os animais podem infectar-se por via transplacentdria ou por via
horizontal, esta tltima caracterizada pela ingestdo de oocistos esporulados ou tecidos
contendo cistos do parasito. Pouco se sabe acerca das caracteristicas bioldgicas dos oocistos
de N. caninum e quanto tempo os mesmos podem permanecer vidveis no solo e causar
infeccdo nos animais. O presente trabalho teve como objetivo determinar se oocistos de N.
caninum, que foram produzidos em cdes hi 46 meses e mantidos a 4°C, continuam
infectantes. Utilizou-se o gerbil (Meriones unguiculatus) como modelo experimental, pois
gerbis sdo susceptiveis a infec¢do oral com oocistos do parasito. Seis gerbis foram inoculados
por via oral com doses de 400 e 1200 oocistos esporulados de N. caninum e outros seis
animais receberam oralmente solugdo de fosfato tamponada (PBS), constituindo o controle
negativo. Apds dois meses de observacdo os animais foram sacrificados, sangue e amostras de
tecido nervoso foram colhidos para avaliagdo laboratorial. Nao foram encontrados anticorpos
anti-N.caninum segundo a técnica de imunufluorescéncia indireta. A avaliag@o histopatoldgica
nao revelou lesdes caracteristicas de infeccdo pelo protozodrio e ndo houve amplificacdo de
fragmento de gen NC-5 de N. caninum por meio da técnica de Reacdo de Polimerase em
Cadeia. Portanto, oocistos de N. caninum mantidos por 46 meses ndo permanecem vidveis

para causar infec¢do em gerbis.

Palavras-chave — Neospora caninum, Gerbil, infectividade, oocistos.
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UZEDA, RS. Determination of viability of Neospora caninum oocysts preserved for
prolonged time. Salvador, Bahia, 2007. 47p. Dissertation (Master of Animal Science in the

Tropics) - School of Veterinary Medicine, Federal University of Bahia, 2007.

SUMMARY

Neospora caninum is a protozoan parasite which causes important economic losses in cattle.
Animals can be infected transplacentally or by horizontal route that is characterized by the
ingestion of sporulated oocysts of the parasite. Little is known about the biological
characteristics of N. caninum oocysts and how much time they can remain viable in the
environment to cause infection in the animals. The aim of this study was to determine whether
N. caninum oocysts produced in dogs and stored for 46 months at 4°C remained infective.
Gerbils (Meriones unguiculatus) were used as experimental model because they are
susceptible to oral infection with oocysts. Six gerbils were orally inoculated with doses of 400
and 1200 sporulated N. caninum oocysts and other six animals received phosphate solution
buffer (PBS) as negative controls. After two months, animals were sacrificed; blood and
tissue samples were harvested for laboratorial evaluation. Antibodies against N. caninum were
not detected using the indirect immnufluorescency antibody test. The histophatological
evaluation did not show characteristic protozoan lesions and there was not amplification of N.
caninum NC-5 gen fragment by polimerase chain reaction. Therefore, N. caninum oocysts

stored for 46 months do not remain viable to cause infection in gerbils.

Keywords: Neospora caninum, Gerbil, infectivity, oocysts.



1 INTRODUCAO

Um protozodrio semelhante ao Toxoplasma gondii foi observado em cides e bezerros com
lesdes neuroldgicas (BJERKAS er al, 1984; OTOOLE e JEFFREY, 1987; PARISH et al.,
1987). A partir dessas observagdes, Dubey er al. (1988a; 1988b) investigaram e detectaram o

mesmo protozodrio em tecidos de cées, classificando-o como Neospora caninum.

N. caninum vem sendo intensivamente estudado por ter emergido como um importante
agente causador de abortamentos em bovinos, refletindo em grandes perdas econdmicas na
producdo animal (DUBEY e LINDSAY, 1996; ANDERSON et al., 2000). Este protozodrio
infecta um amplo espectro de hospedeiros, sendo diagnosticado em bovinos, bubalinos,

caprinos, ovinos e espécies silvestres (DUBEY, 2003; GONDIM, 2006).

N. caninum possui caracteristicas ultra-estrutural e filogenética mais préximas de Hammondia
heydorni do que de T. gondii, além disso, N. caninum e H. heydorni compartilham do mesmo
hospedeiro final, o cdo, que uma vez infectado, excreta oocistos morfologicamente
semelhantes (ELLIS er al, 1999b; SCHARES et al, 2001b; SLAPETA et al., 2002).
Contudo, a denominagéo de N. caninum foi questionada por alguns autores, os quais alegaram
que o novo protozodrio deveria ser classificado dentro de gé€neros ja existentes como
Hammondia ou Toxoplasma (MEHLHORN e HEYDORN, 2000). Ellis et al. (1999b)

demonstraram que N. caninum e H. heydorni sdo filogeneticamente distintos.

O parasito N. caninum apresenta um ciclo de vida heteroxeno e tem como hospedeiros
definitivos, identificados at¢é o momento, o cdo e o coiote (Canis latrans) e uma grande
variedade de animais domésticos e silvestres como hospedeiros intermedidrios. Este
protozodrio apresenta trés estdgios evolutivos infectantes, taquizoitos e bradizoitos,
encontrados nos tecidos, e esporozoitos contidos nos oocistos que sdo excretados nas fezes
dos hospedeiros definitivos (McALLISTER et al., 1998a; DUBEY, 2003; GONDIM et al,
2004c).

As transmissdes vertical e horizontal desempenham importantes papéis na infeccdo,
especialmente em bovinos. A primeira, na qual a mie propaga a infeccio para o feto por via

transplacentdria, é responsdvel pela manutencdo da infecgdo em rebanhos. Na segunda, os



hospedeiros adquirem a infeccio por meio da ingestdo de alimento contaminado com oocistos
ou pela ingestdo de tecidos contendo cistos do parasito. Em bovinos o principal sinal clinico é
o abortamento, enquanto que os cdes apresentam mais comumente sinais neurolégicos

(DUBEY e LINDSAY, 1996).

O diagnéstico de infec¢do por N. caninum baseia-se na observacdo de lesdes caracteristicas
dos fetos abortados associados a testes de imuno-histoquimica ou Reagdo de Polimerase em
Cadeia (PCR) e na avaliacdo soroldgica, por técnicas de imunofluorescencia indireta, ensaios

imunoenzimaticos, aglutinacdo direta e imunoblotting.

Com aproximadamente duas décadas da descoberta de N. caninum, pouco foi estudado sobre
0 oocisto, que corresponde a um importante estdgio de transmissdo do parasito. O
conhecimento da ultra-estrutura e caracteristicas antigénicas e moleculares dos oocistos,
esporocistos e esporozoitos de N. caninum ainda é incipiente, possivelmente em virtude da
dificuldade na visualizacdo de oocistos nas fezes e da reduzida quantidade do parasito
excretada pelos hospedeiros definitivos, seja em infec¢des naturais ou experimentais
(McALLISTER et al., 1998a; LINDSAY et al., 1999b; BASSO et al., 2001; DIJKSTRA et
al., 2001; LINDSAY et al, 2001a; SCHARES et al, 2001b; GONDIM et al., 2002;
SLAPETA et al., 2002; McGARRY et al., 2003; RODRIGUES et al., 2004).

Virias lacunas ainda existem no estudo da biologia deste coccideo, destacando-se a falta de
pesquisas sobre a viabilidade e a sobrevivéncia de oocistos de N. caninum apds ser excretado
pelo hospedeiro definitivo. Ndo se sabe se oocistos podem permanecer infectantes no meio
ambiente por longos periodos de tempo. Muitas informacdes obtidas em estudos com 7.
gondii sdo utilizadas para compreender a biologia de N. caninum, ressaltando-se que oocistos
de T. gondii podem permanecer infectantes por meses em suspensdes fecais ou amostras de

solo imido (DUMETRE e DARDE, 2003).

Gerbil (Meriones unguiculatus) € um roedor que tem sido utilizado como modelo
experimental para o estudo da neosporose, uma vez que esta espécie é altamente susceptivel a
doenca. Dubey e Lindsay (2000) demonstraram a susceptibilidade dos gerbis a infec¢do por
N. caninum por meio da inoculacdo oral com oocistos do parasito. Além disso, hd outros
relatos demonstrando a susceptibilidade deste roedor ao coccideo (CUDDON et al., 1992;

GONDIM et al., 1999a; BASSO et al., 2001; RAMAMOORTHY et al., 2005).



Pela necessidade de investigar parte da biologia de N. caninum, especialmente sobre a
sobrevivéncia dos oocistos do parasito, utilizou-se nesse estudo oocistos de N. caninum
produzidos em caes infectados experimentalmente e mantidos em solugdo sulfirica a 2%, a
4°C por 46 meses (GONDIM et al., 2002) para infectar gerbis e assim verificar a viabilidade

dos mesmos.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Histoérico e classificacao de Neospora caninum

Bjerkas et al. (1984) observaram um parasito muito semelhante ao 7. gondii, que estava
associado a lesdes inflamatérias extensas e necrose no sistema nervoso central (SNC) e
miusculo esquelético de seis filhotes de uma cadela da raca Boxer. Os animais ndo
apresentaram anticorpos anti-7.gondii segundo o teste Sabin Feldman, contudo evidenciaram
paralisia dos membros posteriores, sinal que ndo é comumente encontrado em animais com
toxoplasmose. Além disso, apresentavam cistos morfologicamente distintos de T.gondii,

localizados restritamente no SNC.

Um caso semelhante ao relatado por Bjerkas et al. (1984) foi descrito em um cdo Greyhound,
de trés meses de idade, com sinais de movimentos irregulares e atrofia muscular dos membros
posteriores. Na avaliagd@o histopatoldgica e ultra-estrutural foram encontrados cistos contendo
organismos de forma lunar semelhantes aos de 7. gondii, todavia a reagdo de imuno-
histoquimica foi negativa para esse protozoario. Com base nas observagdes foi sugerido que
se tratava de um coccideo, entretanto devido a ndo realizacdo de infec¢do experimental e
avaliacdo soroldgica ndo foi possivel relacionar o parasito encontrado com qualquer outro

coccideo conhecido (HILALI et al., 1986).

Em 1987, O'Toole e Jeffrey (1987) descreveram um caso de encefalomielite associada a
infec¢do por protozodrio em um bezerro que apresentou sinais neurolégicos logo apds o
nascimento e que veio a Obito com cinco dias de vida. Parasitos indistingiiiveis ultra-
estruturalmente de 7. gondii foram encontrados associados as lesdes, os quais reagiram
fracamente com anticorpos anti-Sarcocystis e negativamente para anticorpos anti-7oxoplasma

na imuno-histoquimica.

Parish et al. (1987) também descreveram encefalomielite associada a presenca de cistos de
protozodrio no tecido cerebral de quatro bezerros. A avaliacdo soroldgica foi realizada em
apenas dois dos bezerros e em suas respectivas maes, sendo que os animais testados nao
apresentaram anticorpos contra Toxoplasma ou Sarcocystis. A identificacdo do parasito nao

foi realizada, uma vez que as formas encontradas nao foram avaliadas ultra-estruturalmente.



Tecidos conservados de cdes com diagndstico de toxoplasmose foram reavaliados por Dubey
et al. (1988a) sendo que em dez do total de 23 casos, foram observados estigios de um
parasito distinto estruturalmente e ndo reativos a anticorpos anti-7.gondii no teste imuno-
histoquimico. Estes autores denominaram o novo parasito de Neospora caninum, uma nova

espécie do filo Apicomplexa.

No mesmo ano de sua classificacdo, N. caninum foi isolado pela primeira vez em cultivo
celular a partir de tecidos de cinco cdes que apresentaram paresia dos membros posteriores
(DUBEY et al., 1988b), o que possibilitou a elabora¢do de um ensaio de imunofluorescéncia

indireta para deteccdo de anticorpos anti-N. caninum.

O género Neospora pertence ao sub-reino Protozoa, filo Apicomplexa, classe Sporozoa,
ordem Eucoccidiida, familia Sarcocystidae (DUBEY et al., 1988a), com duas espécies, N.

caninum (DUBEY et al., 1988a) e Neospora hughesi MARSH et al., 1998).

2.2 Biologia de N. caninum

2.2.1 Formas evolutivas

Os taquizoitos (Figura 1) correspondem ao estiagio de multiplicagdo rapida, apresentam forma
ovoide, globular ou lunar e medem aproximadamente 3-7 por 1-5 um, a depender do estigio

de divisdo (DUBEY et al., 2002a; DUBEY, 2003).

Tratando-se de um parasito intracelular, o mesmo € capaz de invadir células nucleadas, sendo
que a penetracdo na célula do hospedeiro se dd por invasdo ativa e pode ocorrer dentro de
cinco minutos de contato do taquizoito com a célula (HEMPHILL ez al., 1996). Os taquizoitos
localizam-se dentro de um vacuolo parasitéforo no citoplasma da célula e proliferam-se por
endodiogenia, produzindo um grande nimero de novos parasitos em poucos dias (DUBEY e

LINDSAY, 1996; HEMPHILL, 1999).



Figura 1. Taquizoitos de Neospora caninum. A- Oriundo de lavado peritoneal de
gerbil (coloracdo: Giemsa); B- Cérebro (colorag@o: hematoxilina e eosina); C-

Cérebro (imuno-histoquimica). (Cortesia: Dr. Luis F. P. Gondim). Barra: 20 um.

Taquizoitos tém sido identificados em diversos tipos celulares, incluindo células nervosas,
macrdfagos, fibroblastos, células endoteliais vasculares, midcitos, células epiteliais dos

tdbulos renais e hepatdcitos (DUBEY et al., 1988a; DUBEY e LINDSAY, 1996).

A presenca dos taquizoitos e sua rdpida multiplicagdo ocorre na fase aguda da infeccdo, e a
interconversdo entre taquizoitos e bradizoitos é fundamental no estabelecimento da infeccio
cronica e na recrudescéncia da mesma, o que depende de fatores imunolégicos do hospedeiro

(LYONS et al., 2002).

Os bradizoitos constituem-se na forma de multiplicacdo lenta do parasito, originando cistos
teciduais, os quais causam infeccdo latente no hospedeiro (JARDINE, 1996; HEMPHILL et
al., 1999). Os bradizoitos sdo delgados, medem 6-8 por 1-1,8 um e contém as mesmas
organelas que os taquizoitos (DUBEY e LINDSAY, 1996). Sua constituicdo e localizacio

dentro do cisto tecidual (Figura 2) determinam a sua maior resisténcia a acao do suco géstrico.



Figura 2. Bradizoitos encistados de Neospora caninum em cortes de cérebro.
A — Coloragdo: hematoxilina e eosina. B - Imuno-histoquimica. (Cortesia:

Dr. Luis F. P. Gondim). Barra: 50 um.

Ha pouca informacdo a respeito da ultra-estrutura dos cistos teciduais e bradizoitos de N.
caninum em fun¢do da escassez de cistos encontrados em animais naturalmente infectados
(SPEER et al, 1999). Os cistos sdo observados no tecido nervoso, mas podem ser
encontrados em tecido muscular de bovinos e cdes naturalmente infectados com N. caninum

(PETERS et al., 2001a).

O cisto tem a forma oval ou eliptica, podendo medir at¢ 107 um (DUBEY et al., 1988a;
DUBEY e LINDSAY, 1996). Sua parede possui uma espessura de meio a quatro micrometros
(DUBEY e LINDSAY, 1996; JARDINE, 1996; SPEER et al., 1999; DUBEY et al., 2002a) e
apresenta contorno ondulado sem septos ou parede secundaria (SPEER et al., 1999; DUBEY
et al., 2002a).

Os oocistos de N. caninum (Figura 3) apresentam-se na forma esférica ou sub-esférica e
medem aproximadamente de 10 a 11 um (McALLISTER et al., 1998a). Possuem parede lisa
e incolor com espessura de 0,6 a 0,8 um. Os oocistos, quando esporulados, possuem dois
esporocistos elipsoidais com 7,4-9,4 por 5,6-6,4 um (LINDSAY et al.,, 1999b; DUBEY et al.,
2002a) e cada esporocisto contém quatro esporozoitos, de forma alongada e medindo 5,8-7,0
por 1,8-2,2 um e morfologia semelhante ao bradizoito e taquizoito (DUBEY et al., 2002a).
[Maiores detalhes acerca dos oocistos de N.caninum encontram-se no item 2.9,

“Caracterizacgdo dos oocistos de N. caninum’].
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Figura 3. Oocistos de Neospora caninum. A- Oocisto ndo esporulado.

-

B- Oocisto esporulado contendo dois esporocistos. (Cortesia: Dr.

Luis F. P. Gondim). Barra: 10 pm.

2.2.2 Ciclo de vida de N. caninum

Antes da elucidagcdo do ciclo de vida de N. caninum, (Figura 4) especulava-se que seu
hospedeiro definitivo fosse um carnivoro. Para investigar o ciclo do parasito, McAllister et al.
(1998a) alimentaram quatro cdes da raga Beagle com tecidos de camundongos infectados
experimentalmente. As fezes dos cdes foram analisadas por 30 dias, sendo que trés dos quatro
animais excretaram oocistos com morfologia de esférica a sub-esférica, os quais esporularam
com trés dias e continham dois esporocistos, cada um com quatro esporozoitos. Esses oocistos
foram inoculados oralmente em camundongos com genes nocauteados para expressdo de

interferon gama (IFNy) os quais tornaram-se infectados.

Mais tarde, Lindsay ef al. (1999a) confirmaram os achados acima, induzindo a excrecio de
oocistos do parasito em dois cdes alimentados com tecido nervoso de camundongos contendo

cistos de N. caninum.

O primeiro relato de excrec¢do de oocistos do coccideo por um c@o naturalmente infectado foi
descrito por Basso et al. (2001). Outros casos de excrecdo natural de oocistos do parasito

foram relatados por Slapeta et al. (2002) e McGarry et al. (2003).

A possibilidade de raposas serem hospedeiros definitivos de N. caninum foi avaliada por
Almeria et al. (2002) os quais examinaram amostras de fezes de 122 raposas de vida livre e

nao observaram oocistos nas amostras testadas. POI‘éI’Il, esses autores acrescentaram que sao



necessarios mais estudos a fim de investigar se raposas sdo hospedeiros definitivos de M.

caninum.

Ainda com o objetivo de verificar o papel de raposas no ciclo do parasito, Schares et al.
(2002) infectaram raposas e cies com tecidos de ovinos e caprinos previamente inoculados
com N.caninum e observaram que dos cinco cdes infectados, dois eliminaram oocistos do

protozodrio, enquanto que nenhuma das raposas testadas excretou oocistos.

Além dos caes, coiotes (Canis latrans) podem eliminar oocistos de N. caninum, como descrito
por Gondim et al. (2004c) que, ao alimentarem quatro coiotes jovens com tecidos de bezerros
infectados experimentalmente com taquizoitos e oocistos de N. caninum, observaram que
entre 0 8% e o 10° dia da infec¢do oral, um coiote eliminou cerca de 500 oocistos do parasito,

os quais foram confirmados por PCR (GONDIM et al., 2004c).

Cistos teciduais
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Figura 4. Ciclo de vida silvestre e doméstico de Neospora caninum incluindo os animais cuja

participagdo no ciclo foi confirmada experimentalmente. (Cortesia: Dr. Luis F. P. Gondim)
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2.3 Mecanismos de infeccio de N. caninum

A transmissdo de N. caninum é eficientemente realizada em bovinos. A transferéncia do
parasito da mae para o feto (transmissdo vertical ou congénita) e ingestdo de alimento
contaminado por oocistos do parasito (transmissdao horizontal ou pds-natal) sdo importantes

vias de infeccdo (DUBEY e LINDSAY, 1996).

Trees e Williams (2005) propuseram a utilizacdo dos termos exdégeno e enddgeno para
descrever a origem da infec¢do transplacentdria. A transmissdo transplacentdria exdgena
demonstra que a infec¢do fetal originou-se a partir da ingestao de oocistos pela vaca, enquanto
que a transmissdo transplacentdria endégena reflete a recrudescéncia de infeccdo persistente

da vaca com a conseqiiente passagem do parasito para o feto.

Muitos estudos revelam a grande importincia da via transplacentdria para a manutenc¢io da
doenca entre as geragdes dos hospedeiros intermedidrios do parasito. Essa via de infeccio
pode levar ao abortamento, entretanto, na maioria dos casos de infec¢do vertical em bovinos,
bezerros nascem clinicamente saudaveis (DUBEY et al.,, 1992b; ANDERSON et al., 1997;
BARBER e TREES, 1998; GONDIM et al., 2004b; DUBEY et al., 2006; HECKEROTH e
TENTER, 2007).

A transmissdo horizontal constitui também uma importante via de infeccdo de N. caninum,
pois observa-se a forte associagdo entre a presenga de cdes e ocorréncia da neosporose em
bovinos (McALLISTER, 1999; GUIMARAES et al., 2004; CORBELLINI ez al., 2006b).
Modelos mateméticos demonstraram que a transmissio horizontal, mesmo em baixos niveis,
tem importante papel na manutenc¢do da infec¢do em rebanhos bovinos leiteiros (FRENCH et
al., 1999), uma vez que oocistos excretados por um unico cdo, infectado experimentalmente
com tecidos de bezerro contaminados com N. caninum, t€m o potencial de infectar um grande

numero de bovinos (GONDIM et al., 2002).

Os cées podem infectar-se apds a ingestdo de restos de placenta ou aborto contendo o parasito
e excretar oocistos, os quais esporulam no ambiente e podem servir de fonte de infec¢io para
os hospedeiros definitivos e intermediarios (McALLISTER, 1999; DUBEY, 2003; DUBEY et
al., 2006). Dijkstra et al. (2001) alimentaram trés cdes com placentas de uma vaca

soropositiva para N. caninum e detectaram oocistos do parasito nas fezes dos mesmos,
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sugerindo que a infec¢do dos hospedeiros definitivos pode ocorrer com a ingestdo de material
de aborto contaminado pelo protozodrio. Posteriormente os mesmos autores, avaliando
rebanhos com evidéncia de infeccdo pés-natal, sugeriram que cdes podem se tornar infectados
ingerindo placenta associada a fluidos fetais de vacas infectadas, e podem ainda ocasionar

infec¢do de bovinos pela excrecdo de oocistos do parasito (DIJKSTRA et al., 2002).

O primeiro estudo que evidencia a transmissdo horizontal de N. caninum em bovinos, apods a
descoberta do hospedeiro definitivo, foi realizado por De Marez et al. (1999) no qual sete
bezerros foram inoculados oralmente com 10%-10° oocistos de N. caninum, e apos
aproximadamente 80 dias, foram sacrificados. Lesdes ndo foram encontradas nos tecidos pela
avaliac@o histopatoldgica, contudo foi detectado DNA de N. caninum pela PCR em todos os

animais inoculados.

A transmiss@o ciclica entre bovinos e cdes foi demonstrada por Gondim et al. (2002) que
infectarem bezerros com oocistos de N. caninum e posteriormente alimentaram cdes com
tecidos destes animais. Os cides infectaram-se e excretaram oocistos do parasito, os quais
foram utilizados para infectar outro bezerro, que foi sacrificado e seus tecidos induziram um

outro cao a excretar oocistos de N. caninum.

Uma vez infectadas pelo parasito, por via horizontal, vacas podem transmitir o parasito por
via transplacentdria. Essa possibilidade foi confirmada por Gondim et al. (2005) quando
inocularam oocistos de N.caninum em vacas em diferentes estdgios de gestacdo e observaram

a ocorréncia de aborto e infecg@o nos fetos.

2.4 Espécies animais acometidas

Anticorpos anti-N. caninum t€m sido detectados em uma grande variedade de espécies
animais, porém em algumas dessas ainda ndao houve a confirmacdo da infeccao pelo parasito
(DUBEY et al, 2002b; BRESCIANI et al, 2007) e em outros casos, o parasito foi
identificado, porém sem causar doenga (BARR et al., 1995; PARE et al., 1995; REICHEL e
DRAKE, 1996; ANDERSON et al., 1997, OSAWA et al., 1998; GONDIM et al., 1999b;
FIGLIUOLO et al., 2004; NAGULESWARAN et al., 2004; GUIMARAES et al., 2004;
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GENNARI et al., 2005; CORBELLINI et al., 2006b; KOIWALI et al., 2006; HECKEROTH e
TENTER 2007).

Relatos de neosporose tém sido observados em um ndmero crescente de espécies animais
domésticas, a exemplo de cdes (DUBEY et al., 1988a; DUBEY et al., 1988b; GONDIM et
al., 2001; McINNES et al., 2006a), bovinos (THILSTED e DUBEY, 1989; LOCATELLI-
DITTRICH et al., 2003; CHEAH et al., 2004; CORBELLINI et al., 2006a), bubalinos
(RODRIGUES et al., 2004), ovinos (HASSIG et al., 2003) e caprinos (BARR et al., 1992;
DUBEY et al., 1992a; CORBELLINI et al., 2001; ELENI et al., 2004).

Espécies silvestres também sdo susceptiveis & neosporose. A doenca foi primeiramente
relatada e um cervo (Odocoileus hemionus columbianus) de vida livre encontrado morto
(WOODS et al., 1994). Peters et al. (2001b) descreveram casos da doenga em antilopes
(Tragelaphus imberbis) oriundos de um zooldgico da Alemanha. A presenca do parasito
também foi descrita em outros estudos envolvendo cervideos (DUBEY et al., 1996;
SOLDATI et al., 2004; VIANNA et al., 2005), raccons (LEMBERGER et al., 2005), raposas
(LINDSAY et al., 2001b; ALMERIA et al, 2002; HURKOVA e MODRY, 2006), lobos
(VITALIANO et al., 2004), alem de outras espécies silvestres (GONDIM, 2006).

Recentemente, foi relatada a excrecdo de oocistos por cdes apds consumirem tecidos de um
cervideo naturalmente infectado por N. caninum, demonstrando a participacdo de cervideos
no ciclo silvestre do protozodrio, o que associado a descoberta do coiote como hospedeiro
definitivo, comprova a existéncia do ciclo do parasita entre animais silvestres (GONDIM et

al., 2004a; c).

N. caninum também foi identificado em ratos (Rattus norvegicus). Neste estudo, do total de
55 ratos oriundos de propriedades rurais, nove foram positivos para anticorpos anti-
N.caninum, além disso DNA do parasito foi identificado em dois animais soropositivos
(HUANG et al., 2004b). Jenkins et al. (2007) detectaram N. caninum por PCR em ratos e
camundongos de vida livre (Mus musculus) naturalmente infectados. Este achado € relevante,
uma vez que ratos e camundongos sdo animais cosmopolitas, e quando predados por outras
espécies, podem estar veiculando a infec¢io pelo protozoario para outras regioes (GONDIM,

2006).
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2.5 Patogénese

N. caninum é um parasito intracelular obrigatério, o qual utiliza como mecanismo de invasdo
a penetracio na célula hospedeira por meio de um processo ativo, o que envolve receptores e
uma série de proteinas produzidos por organelas do protozodrio (DOBROWOLSKI e
SIBLEY, 1996; HEMPHILL, 1999; HOWE e SIBLEY, 1999; BUXTON et al., 2002).

O complexo processo de invasdo celular realizado por protozodrios apicomplexa parece ser
similar entre os parasitos deste filo e pode ser caracterizado em trés etapas: 1) o
reconhecimento da membrana celular hospedeira e ligagdo na mesma por meio de seus
receptores; 2) a invasdo ativa do parasito; 3) a multiplicacdo do parasito no interior da célula

(HEMPHILL, 1999).

Inicialmente, taquizoitos de N. caninum se ligam em qualquer parte da superficie celular
hospedeira, por meio de proteinas imunodominantes. Em seguida, hd uma reorientagdo do
taquizoito de forma tal que a terminacdo apical se posicione contra a membrana. Com auxilio
de estruturas do parasito como conoide e micronemas, as membranas plasmadticas da célula e
do protozoario se unem no sitio de contato, enquanto ha excrecdo de proteinas pelo
protozodrio. A membrana celular se retrai e o parasito se move para dentro da célula enquanto
a membrana hospedeira passa a envolver o parasito, que torna-se intracelular, completamente
envolto pela estrutura agora formada chamada vaciolo parasitéforo. Uma intensa secrecio
protéica € observada dentro do vactolo gerando uma modificagdo de composicdo interna e de
sua membrana. O processo de multiplicagdo por endodiogenia toma lugar apds algumas horas
de infec¢do e continua de forma devastadora com a formagdo de um psedocisto, com centenas
de taquizoitos. Por fim, ocorre a lise da célula hospedeira e a liberagdo dos novos taquizoitos

que irdo invadir outras células vizinhas (HEMPHILL, 1999; BUXTON et al., 2002).

Experimentos in vitro demonstram que o vacuolo parasitéforo contendo o parasito nido é
fundido com organelas lisossomais da célula hospedeira. Isso é decorrente do processo ativo
de penetragdo celular e da secrecdo de substincias inibitdrias pelas roptrias e granulos densos
do parasito, caracterizando assim uma estratégia de sobrevivéncia do mesmo (HEMPHILL,

1999).
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A interface materno-fetal no ttero gravido de bovinos € composta por mais de 100
placentomas que compde uma estrutura formada da intima unido da carincula materna e
cotilédone fetal. A imunomodulacdo materna promove o desenvolvimento fetal sem que
ocorra rejeicdo do mesmo, todavia essa regulagdo imunoldgica também favorece a invaséo de
N. caninum nas células do ttero bovino. Sua multiplicacdo leva a necrose, inflamacdo e
destruicdo do tecido maternal e fetal, além de disseminacdo do parasito nas vilosidades
placentérias, sendo que a amplitude de destruicdo nesse tecido depende da idade do feto,
variando de extensa les@o a focos restritos de necrose com intensa resposta inflamatéria. Além
disso, o protozodrio atinge a circulacdo sangiiinea e invade outros tecidos, tendo predilecio
pelo SNC (BUXTON et al, 1998; BUXTON et al, 2002; MALEY et al, 2003;
MACALDOWEIE et al., 2004; DUBEY et al., 2006).

Pouco se sabe a respeito da replicacdo sexuada de N. caninum, ou seja, sobre os possiveis
estagios intestinais que antecedem a formagéo dos oocistos nos hospedeiros definitivos. Além
disso, ndo ha estudos sobre a penetracio de esporozoitos de N. caninum em cultura celular,
apesar de ser possivel isolar taquizoitos in vitro a partir de oocistos (GONDIM et al., 2002).
Estudos com T. gondii revelaram que quando o hospedeiro definitivo ingere cistos deste
parasito, os mesmos sdo digeridos por enzimas proteoliticas no trato gastrintestinal.
Bradizoitos sdo liberados, penetram a lamina propria, se multiplicam na forma de taquizoitos,
e dentro de poucas horas, o parasito se dissemina nos tecidos extra-intestinais. Outros
bradizoitos invadem as células epiteliais intestinais e se diferenciam em vdrias geragdes de
esquizontes € posteriormente em merozoitos, que vao formar os gametas da reproducdo
sexuada. Microgametdcitos (gametas masculinos) possuem flagelos e sdo langados no limen
intestinal para fertilizar os macrogametdcitos (gametas femininos) localizados dentro das
células epiteliais. Desta forma € gerado o zigoto, que recebe uma membrana e passa a formar

0s oocistos, que sao langados na luz intestinal ainda imaturos (DUBEY, 2004).

Inoculagdes experimentais de oocistos esporulados de 7. gondii em camundongos
demonstram que apds a ingestao, esporozoitos sao excistados, penetram nos enterocitos e sao
vistos no epitélio intestinal dentro de 30 minutos apdés a inoculagdo. Em seguida, sdo
carreados para a lamina propria, sendo que alguns podem ser encontrados na circulacio
periférica na forma de taquizoito apds quatro horas de ingestdo. Todavia, a maior parte
permanece na lamina propria onde ha multiplicacdo parasitaria em vdrios tipos celulares e

posterior disseminacdo em outros 6rgaos. Sao observados edema, necrose da ldmina prépria e
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enterite (DUBEY, 1998a, 2004). A invasao dos esporozoitos nos enterdcitos, diferente dos
taquizoitos, forma um primeiro vactiolo parasitéforo de grande extensdo, o qual desaparece
ap6s 24 horas e os parasitos sdo vistos entdo em pequenos vactolos (SPEER et al., 1995;

TILLEY et al., 1997).

2.6 Aspectos imunolégicos envolvidos na patogénese da neosporose

O conhecimento dos aspectos imunoldgicos envolvidos na infec¢do dos animais pelo parasito
N. caninum é importante para permitir o entendimento da patogénese da neosporose e assim

estabelecer estratégias de controle da mesma (ANDERSON et al., 2000).

Como outros protozodrios apicomplexas, N. caninum é um parasito intracelular obrigatdrio
(HEMPHILL, 1999), assim a resposta mediada por células € fundamental para a imunidade do

hospedeiro.

O sistema imunoldgico de bovinos se desenvolve de forma progressiva durante a gestacdo
(BARRINGTON e PARISH, 2001; INNES er al, 2005). No primeiro trimestre, o feto é
vulnerdvel a infec¢des por microorganismos, uma vez que 6rgios linféides com o timo, baco
e linfonodos ainda estdo sendo formados. No segundo trimestre, o feto torna-se capaz de

montar uma resposta imunolédgica a varios patégenos (INNES et al., 2005).

Assim, quando a infec¢do por N. caninum ocorre no primeiro trimestre de gestacdo e o
parasito atinge o feto, normalmente ndo hd sobrevivéncia fetal. No segundo ter¢o, uma
resposta rudimentar comeca a ser estabelecida, apesar de nao ser suficiente para protegé-lo,
uma vez que a maioria dos abortos acontece nesse periodo (ANDERSON er al., 2000).
Quando a infeccdo ocorre no ultimo ter¢o de gestacido geralmente o feto sobrevive, entretanto,
pode nascer infectado e apresentar-se clinicamente sadio (DUBEY e LINDSAY, 1996;
BUXTON et al., 2002).

Estudos de infec¢des experimentais com taquizoitos de N. caninum revelam que o feto é mais
vulneravel no primeiro ter¢o de gestacdo e que a maioria das vacas infectadas nesse periodo
transmite a infec¢do para o feto, o que geralmente é fatal (WILLIAMS et al, 2000;
WILLIAMS et al., 2003; MACALDOWIE et al., 2004). Ja os animais infectados no ultimo
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terco de gestacdo geram, em sua maioria, bezerros infectados, porém clinicamente saudaveis
(WILLIAMS et al., 2000). Por outro lado, a frequencia de infeccdo transplacentaria no inicio
da gestacdo em animais infectados com oocistos do parasito foi nula ou baixa (TREES et al.,

2002; GONDIM et al., 2004b).

Nas vacas em gestacdo, a resposta celular do tipo Th-1 com producio de Interleucina 12 (IL-
12), Interferon Gama (IFN-y) e Fator de Necrose Tumoral (TNF-a) € efetiva contra N.
caninum, mas pode interferir na sobrevivéncia do feto (ENTRICAN, 2002; INNES et al.,
2002; QUINN et al., 2002). Por outro lado, a producdo de progesterona por essas vacas
estimula a conversdo da resposta Thl para a resposta celular do tipo Th-2, com aumento nos
niveis de citocinas como IL-4, IL-5, IL-10, apesar de favordvel ao desenvolvimento fetal, é
pouco efetiva no controle da infeccao (ENTRICAN, 2002; QUINN et al., 2002; INNES et al.,
2005).

Quando a infecc¢do por N. caninum ocorre no primeiro ter¢o de gestacdo, ha um baixo risco de
transmissdo transplacentdria, pois a resposta imune da vaca € predominantemente do tipo Thl,
a qual é geralmente efetiva contra organismos intracelulares. Com o progresso da gestacdo, ha
um aumento na producgdo de progesterona, o que contribui para a mudanga de uma resposta
Th1 para Th2. Nessa fase de transicdo, acredita-se que o feto seja mais susceptivel a infeccao
e ao abortamento, pois seu sistema imune ainda estd pouco desenvolvido. No terceiro
trimestre de gestacdo, o risco de abortamento € baixo devido ao desenvolvimento do sistema
imune fetal, mas o risco de transmissdo transplacentdria do parasito ¢ maior devido o
estabelecimento da resposta Th2 (WILLIAMS et al., 2000; QUINN et al., 2002; WILLIAMS
et al., 2003; MACALDOWIE et al., 2004).

Apesar do titulo de anticorpos anti-N. caninum funcionar como importante ferramenta
diagndstica, pouco se sabe a respeito da eficdcia dos anticorpos contra o parasito, entretanto
um provavel papel é o de dificultar a entrada dos taquizoitos nas células hospedeiras (INNES

et al., 2002).
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2.7 Aspectos epidemioldégicos da neosporose

A neosporose apresenta distribuicio mundial e tem sido diagnosticada em todos os
continentes (ANDERSON et al., 2000, DUBEY et al, 2007). No Brasil hd relatos de
isolamento de cepas do parasito a partir de bezerro, bufalo e cdo infectados, estudos que
confirmam a infeccdo de animais pelo protozodario e de ocorréncia de anticorpos contra o

parasito em todas as regides do pais (DUBEY et al; 2007).

A infeccdo por N. caninum tem se destacado como importante causa de abortamentos em
bovinos, contudo hd poucos dados a respeito das perdas econdmicas devido a nesporose
(DUBEY, 2003). Estima-se que cerca de 20 a 43% dos abortos bovinos do Estado da
Califérnia ocorrem em funcdo da neosporose e geram perdas na ordem de 35 milhdes de

délares por ano (ANDERSON ez al., 1991).

Em bovinos, sdo observados padrdoes de abortos que podem ser epidémico, endémico ou
esporddico. Os abortos epidémicos estdo relacionados com a ocorréncia de altas taxas de
aborto em curto periodo de tempo, com mais de 30% de vacas abortando. Abortos endémicos
ocorrem em propriedades com animais cronicamente infectados, cuja freqiiéncia de
abortamentos € superior a 5%. Abortos esporddicos caracterizam-se por baixos percentuais de

abortamentos (ANDERSON et al., 2000).

2.8 Sinais Clinicos

Nos hospedeiros intermedidrios, o tinico sinal clinico observado é o aborto, que nos bovinos
adultos, tem sido relatado a partir dos trés meses de gestagdo. Pode ocorrer reabsorcio,
autdlise ou mumificacdo fetal no ttero; sdo também observados natimortos, nascimento de
animais vivos, mas doentes, ou clinicamente saudaveis e cronicamente infectados (DUBEY e

LINDSAY, 1996; ANDERSON et al., 2000; INNES et al., 2005).

Caes jovens e congenitamente infectados podem desenvolver paresia dos membros
posteriores que geralmente evolui para uma paralisia progressiva (CUDDON et al., 1992;
DUBEY e LINDSAY, 1996; DUBEY, 2003). O tipo de alteracdo neuroldgica depende da

drea do sistema nervoso central lesada. Os membros posteriores sdo geralmente mais afetados
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que os anteriores e ha a possibilidade de ocorrer outras disfun¢des como paralisia mandibular,
dificuldade de degluti¢do, flacidez e atrofia muscular, e at€é mesmo falha cardiaca (BUXTON

etal, 2002; DUBEY, 2003).

Bezerros podem também apresentar sinais neuroldgicos, incapacidade de crescimento,
permanecer abaixo do peso ou até mesmo ndo apresentar nenhum sinal clinico (DUBEY,

2003).

A neosporose tem sido detectada em outras espécies de animais domésticos e silvestres,
porém a casuistica observada ndo tem sido tdo freqiiente quanto relatado em bovinos.
Contudo, os sinais observados sdo semelhantes aqueles encontrados na espécie bovina

(HEMPHILL, 1999).

2.9 Diagnostico

Diferentes técnicas diagndsticas tém sido empregadas no estudo da neosporose, a exemplo de
testes soroldgicos, histopatoldgicos, imuno-histoquimicos e moleculares. A detec¢io de
anticorpos especificos para N. caninum é uma importante ferramenta para avaliar a exposi¢ao
dos animais ao protozodrio e verificar possiveis riscos de ocorréncia da doenca (HEMPHILL,
1999), enquanto que a identificacdo de lesdes tipicas presentes nos tecidos do hospedeiro é

fundamental para o diagndstico conclusivo de neosporose (DUBEY e SCHARES, 2006).

2.9.1 Diagnéstico sorolégico

A produgdo de anticorpos especificos contra as proteinas imunogénicas de N. caninum pelos
animais infectados € o alvo dos métodos soroldgicos. Assim, o desenvolvimento desses testes
requer o isolamento do organismo infeccioso para producdo de antigeno e padronizagio
destas técnicas. A sorologia tem como vantagens a utilizacdo ante mortem ou post mortem, a
determinagdo da soropositividade nos rebanhos, além de possibilitar a diferenciacdo entre

infecgdes agudas e cronicas (INNES ez al., 2005; DUBEY e SCHARES, 2006).
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A primeira técnica para a detec¢do de anticorpos IgG anti-N.caninum foi a
imunofluorescéncia indireta (IFI), (DUBEY er al., 1988b) a qual é considerada padrio ouro

para diagnéstico do protozoario (BJORKMAN e UGGLA, 1999; ANDERSON et al., 2000).

Em alguns casos, a deteccdo de anticorpos € o Unico meio de demonstrar a infeccdo nos
animais. Isto foi relatado por Schares et al. (2001a) quando infectaram animais com oocistos
de N. caninum e ndo determinaram o estabelecimento da infec¢@o por histopatologia ou PCR,

apenas por meios soroldgicos.

Em parasitos apicomplexas, certos antigenos de superficie apresentam elevada
imunogenicidade. A utilizagdo de taquizoitos intactos, assim como a pequena possibilidade de
reacdes cruzadas, fazem com que a IFI se destaque como técnica de eleicdo para detecgdo de
anticorpos anti-N. caninum (BJORKMAN e UGGLA, 1999). Desde a sua padronizacio
(DUBEY et al, 1988b), muitos estudos epidemioldgicos vém utilizando essa técnica
(DUBEY et al., 1988b; BARR et al., 1995; PARE et al., 1995; REICHEL e DRAKE, 1996;
ANDERSON et al, 1997; CANON-FRANCO et al., 2004; FIGLIUOLO et al., 2004;
GONDIM et al., 2004b; GUIMARAES et al., 2004; HUANG et al., 2004a; RODRIGUES et
al., 2004; VITALIANO et al., 2004; GENNARI et al., 2005; CORBELLINI et al., 2006b;
MCINNES et al., 2006a; BRESCIANI et al., 2007; HECKEROTH e TENTER, 2007).

Os ensaios imunoenziméticos (ELISA) sdo também empregados no diagndstico da infeccdo
por N.caninum. Ao contrario da IFI, h4 vdrios tipos de ensaios utilizando antigeno bruto do
protozodrio, taquizoitos inteiros, proteinas purificadas ou até mesmo proteinas recombinantes

(BJORKMAN et al., 1994; DUBEY e SCHARES, 2000).

Desde a elaboragdo do primeiro teste ELISA para N. caninum (BJORKMAN et al., 1994), ha
vérios relatos de utilizacdo da técnica para deteccdo de anticorpos especificos contra o
parasito (BJORKMAN et al., 1994; REICHEL e DRAKE, 1996; OHANDLEY et al., 2002;
SAGER et al., 2003; ANDERSON et al., 2007).

Na técnica de imunoblotting hd a deteccdo de anticorpos especificos para as proteinas de
membrana dos parasitos que iniciam o processo de interagdo entre o patdégeno e a célula

hospedeira. As proteinas de 29 kDa (NcSAGI1) e 35 kDa (NcSRS2) sdo os antigenos
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principais predominantemente reconhecidos por anticorpos de animais infectados por M.

caninum (BJERKAS et al., 1994; HOWE et al., 1998; HOWE e SIBLEY, 1999)

2.9.2 Diagnéstico Histopatologico e Imuno-histoquimico.

O exame histopatolégico é de fundamental importancia para a determinacio do diagndstico de
neosporose. O principal quadro encontrado é de encefalite focal caracterizada por inflamacao
ndo supurativa, podendo estar associada a presenca de cistos ou grupos de prozodrios nos
focos necréticos distribuidos nos tecidos (THILSTED e DUBEY, 1989; DUBEY e
PORTERFIELD, 1990; DUBEY et al., 1992a; SAWADA et al., 1997; PETERS et al., 2001a;
DUBEY 2003; SOLDATI et al., 2004; LEMBERGER et al., 2005; DUBEY et al., 2006).

Na neosporose aguda, experimentalmente induzida em camundongos, constata-se lesdes
caracteristicas, especialmente encontradas no SNC e na medula espinhal, como meningite
linfocitica, gliose e encefalite necrética multifocal (THILSTED e DUBEY, 1989; BUXTON
et al., 2002). Todavia, alteragdes inflamatérias ocorrem em outros tecidos como musculo
cardiaco, esquelético, figado, pulmao (THILSTED e DUBEY, 1989; SAWADA et al., 1997;
BASSO et al.,, 2001; CORBELLINI et al., 2001; PETERS et al., 2001a; BUXTON et al.,
2002; CORBELLINI et al., 2006a; DUBEY et al., 2006) e ttero, onde as lesdes placentdrias,
geralmente confinadas nos cotilédones, consistem de areas necrdticas com inflamacdo nao-

supurativa nos quais se encontram taquizoitos (DUBEY et al., 20006).

Em alguns casos, em fun¢do da pequena quantidade de parasitos observados em cortes
teciduais corados com hematoxilina e eosina (H&E), torna-se necessdrio a realizacdo da
técnica de imuno-histoquimica em tecidos que apresentam lesdes, utilizando-se anticorpos

anti-N. caninum (DUBEY, 2003).

O diagnéstico por meio da imuno-histoquimica € considerado mais confidvel que apenas a
avaliacdo por coloracdo com H&E, e desde sua primeira utilizacdo para o diagndstico de
neosporose por Lindsay e Dubey (1989), tem sido amplamente utilizada para identificar
animais com infeccdo por N. caninum (LINDSAY e DUBEY, 1989; SOLDATI et al., 2004;
LEMBERGER et al., 2005; CORBELLINI et al., 2006a)
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2.9.3 Diagnéstico molecular

As técnicas de biologia molecular t€ém sido largamente utilizadas para detectar fragmentos de
DNA de N. caninum em amostras de tecidos (YAMAGE et al., 1996; ELLIS et al., 1999a;
LIDDELL et al., 1999; OHANDLEY et al., 2002; HUANG et al., 2004b; SOLDATI et al.,
2004; LEMBERGER et al., 2005; VIANNA et al., 2005; HURKOVA e MODRY, 2006;
MCcINNES et al., 2006b) por sua alta sensibilidade e especificidade (ANDERSON et al.,
2000).

O uso dos primers NP-6 e NP-21 na PCR possibilita detectar material genético de um tnico
taquizoito e ndo demonstrou reagdo cruzada com outros coccideos como T. gondii,

Sarcocystis spp e Hammondia hammondi (YAMAGE et al., 1996).

A sensibilidade e especificidade diagnésticas da PCR sdo influenciadas por alguns fatores
importantes como o DNA alvo apropriado, pares de primers especificos, protocolos
adequados, métodos de extracdo, purificagdo e armazenamento de DNA molde, e uso de

reagentes e equipamentos apropriados (DUBEY e SCHARES, 2006).

Apesar de sua sensibilidade, € importante frisar que apenas os resultados da PCR ndo sdo
suficientes para determinar a neosporose no animal, sendo necessario também a identificacdo
de lesdes caracteristicas e deteccdo do parasito associado as lesdes (DUBEY e SCHARES,

2006).

2.10 Caracterizacao dos oocistos de N. caninum

2.10.1 Aspectos morfologicos

Como mencionado anteriormente, os oocistos de N. caninum sio formados no intestino e

excretado nas fezes de cles e coiotes, tnicas espécies animais identificadas até o momento

como hospedeiros definitivos (McALLISTER et al., 1998a; GONDIM et al., 2004c).

Morfologicamente, os oocistos sdo esféricos, e quando excretados pelo hospedeiro definitivo,

s0 hé o zigoto que, no ambiente, em condi¢cdes adequadas de temperatura e umidade, esporula
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em média a partir de 24 horas, desenvolvendo dois espocistos com os esporozoitos infectantes

(LINDSAY et al., 1999b; BELLI et al., 2006).

Ha poucos estudos envolvendo oocistos de N. caninum, portanto, parte do ciclo de vida do
protozodrio ainda é desconhecido. Por exemplo, ndo se sabe acerca da formagdo dos estigios
entero-epiteliais precedentes a formagao dos oocistos e se a produgdo dos mesmos pode ser
iniciada nos cades apOs ingestdo de oocistos esporulados (McALLISTER ef al, 1998a;

DUBEY et al., 2002a).

2.10.2 Diferenciacao de outros coccideos

Antes do isolamento e classificacdo de N. caninum (DUBEY et al, 1988a; DUBEY et al.,
1988b) havia muitos relatos inconclusivos de infec¢do por 7. gondii em cdes que
apresentavam comprometimento do SNC (KOESTNER e COLE, 1960; BJERKAS et al,
1984). Contudo, com a caracterizagdo do protozodario, foi demonstrado que N. caninum e T.
gondii s@o distintos morfologicamente e antigenicamente (DUBEY e LINDSAY, 1996;
ELLIS et al., 1999b).

Oocistos esporulados de N. caninum sdo morfologicamente similares aos oocistos de H.
heydorni encontrados em fezes de cdes, semelhantemente ao que ocorre com oocistos de T.

gondii e H. hammondi em fezes de gatos (DUBEY, 1999; McALLISTER, 1999).

Essa semelhanca pode ocasionar equivocos no diagndstico conforme demonstrado por
Schares et al. (2001b), que verificaram por imunoblotting e PCR que oocistos de H. heydorni
da cepa Berlin, isolada no ano de 1996, eram na realidade oocistos de N. caninum. Essa
descoberta evidenciou que oocistos desses dois protozodrios podem ser confundidos e que
muitos resultados de estudos prévios relatando a excrecdo de H. heydorni nas fezes de cies,
baseados apenas na morfologia dos oocistos, sem a confirmagdo por testes mais especificos,
podem estar incorretos. Desta forma, é importante avaliar criticamente os trabalhos
envolvendo oocistos de H. heydorni, uma vez que ndo ha completa certeza se 0s mesmos
equivalem a oocistos de H. heydorni, N. caninum ou até mesmo de outro protozodrio que

tenha o cdo como hospedeiro final (SCHARES et al., 2001b).
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N. caninum € filogeneticamente mais proximo de H. heydorni, contudo, pouco se sabe a
respeito da antigenicidade do protozodrio H. heydorni e da possibilidade de reacdes cruzadas
com outros protozodrios apicomplexas nos testes soroldgicos, uma vez que ainda ndo houve
isolamento do parasito em cultivo celular e, portanto, ndo ha testes soroldgicos disponiveis

(SCHARES et al., 2001b).

2.10.3 Resisténcia no ambiente

A parede do oocisto dos coccideos desempenha um papel fundamental na sobrevivéncia do
parasito no ambiente, ji que sua resisténcia a danos mecénicos e impermeabilidade a
determinadas solug¢des como hipoclorito de s6dio, dicromato de potéssio, dcido sulfurico a 2%
permitam a sobrevivéncia de coccideos. Porém, s@o sensiveis a altas temperaturas e pouca

umidade (DUBEY, 1998b; DUMETRE e DARDE, 2003; BELLI e FERGUSON, 2006).

Atualmente, pouco se sabe sobre a biologia do oocisto de N. caninum, a freqiiéncia de
excrecdo pelos hospedeiros definitivos, longevidade e infectividade dos oocistos no ambiente
(DUBEY, 2003). Por esses motivos, muitas informagdes sdo inferidas em funcdo dos

trabalhos realizados com 7. gondii.

Com o objetivo de avaliar os efeitos da variacdo de temperatura de — 10°C a 70°C, na
infectividade de oocistos esporulados de 7. gondii, os mesmos foram inoculados
experimentalmente em camundongos e foi observado que oocistos estocados a 10, 15, 20 e
25°C permaneceram infectantes por 200 dias. Quando submetidos a temperatura de 35°C,
permaneceram vidveis por 32 dias, a 40°C por nove dias, a 45°C por um dia, e a 50°C por uma
hora. Oocistos estocados por 54 meses em dgua sem nenhum preservativo, a 4°C
permaneceram vidveis. Além disso, ndo foi observada perda de infectividade em oocistos
estocados a — 5°C e — 10°C por 106 dias e a 0°C por 13 meses, demonstrando a grande

resisténcia de oocistos de 7. gondii a variacdes térmicas (DUBEY, 1998b)

Em outros estudos, verificou-se que oocistos de 7. gondii submetidos a condicdes de
congelamento por um dia a — 21°C ou a — 6°C por sete dias ou ainda a 50°C por dez minutos
perdem a capacidade de esporular (DUBEY er al., 1970; FRENKEL e DUBEY, 1973). A

exposicdo de oocistos ndo esporulados a temperatura de 37°C por 24 horas provocou sua
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destrui¢cdo, entretanto, permanecem vidveis quando submetidos as temperaturas de 25°C por

24 horas, 15°C por cinco dias e 11°C por 21 dias (DUBEY et al., 1970).

Oocistos de T. gondii sdo capazes de permanecer vidveis no ambiente por um ano, além disso,
podem ser disseminados no ambiente pelo vento, dgua, por parasitos e artropodes, e desta
forma, podem contaminar dgua e alimento disponiveis para os hospedeiros intermedidrios

(FRENKEL et al., 1975; DUMETRE e DARDE, 2003).

Diferentes condi¢des de temperatura e umidade influenciam diretamente na sobrevivéncia do
oocisto, seja ele mantido em dgua ou em material fecal. A duracdo da infectividade de
oocistos de 7. gondii a 37°C, sem umidade adequada e dentro do material fecal, foi de 30 dias,
enquanto oocistos em dgua permaneceram vidveis por 91 dias. Acredita-se que o processo de
decomposicdo das fezes produz condicdes letais para os oocistos (YILMAZ e HOPKINS,
1972).

Os oocistos ndo esporulados de 7. gondii sob condicdes de refrigeragdo por até 11 semanas,
podem perder sua capacidade de esporular, entretanto, aqueles que permanecem vidveis,

esporulam e sdo infectantes para o animal (LINDSAY et al., 2002).

2.10.4 Freqiiéncia e quantidade excretada

O primeiro relato de isolamento de oocistos de N. caninum a partir das fezes de um céo
naturalmente infectado por este protozodrio foi descrito por Basso et al. (2001). Estes autores
mencionaram que o nimero de parasitos excretados, provavelmente, foi pequeno, porém os
oocistos ndo foram quantificados. Adicionalmente, Slapeta et al. (2002) descreveram o
isolamento de oocistos de N. caninum das fezes de um cao, onde recuperaram 10° oocistos por
meio da técnica de flutuacdo em acgucar. Mais tarde, McGarry et al. (2003) também
identificaram um c8o naturalmente infectado que eliminou 378 oocistos por grama de fezes,

os quais foram positivos para N. caninum pela PCR.

O nuimero de oocistos de N. caninum excretado nas fezes de canideos pode ser tdo pequena
que se torna indetectavel (BASSO et al., 2001) e, em infec¢des experimentais, depende do

numero de cistos teciduais que sdo consumidos e pelo tipo e quantidade de alimento utilizado
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para infeccio (McALLISTER, 1999). Gondim et al. (2002) alimentaram nove cdes com
tecidos de bezerros infectados com taquizoitos ou oocistos de N. caninum e observaram que
estes animais excretavam mais oocistos que aqueles cdes alimentados com carcacas de
camundongos infectados com o protozodrio. Especula-se que o baixo nimero de oocistos
produzido em experimentos é devido ao baixo nimero de bradizoitos nas carcagas dos
camundongos infectados experimentalmente (McALLISTER et al., 1998b; LINDSAY et al.,
1999a).

Com relagdo a possibilidade de re-excrecdo, McGarry et al. (2003) identificaram um cao que
eliminou oocistos de N. caninum testados pela PCR e que apds quatro meses re-excretou
oocistos do parasito. Porém, estes autores ndo puderam confirmar se o cdo foi re-exposto a
tecidos infectados, ou se apresentou uma re-excre¢ao tardia de oocistos. Gondim et al. (2005)
relataram a re-excre¢do de oocistos de N. caninum por dois cdes re-expostos a tecidos de
bezerros infectados com o parasito apds 18 a 20 meses do primeiro desafio, demonstrando que
a imunidade contra o parasito desenvolvida na primo-infeccdo pode ndo persistir por muito

tempo, levando o animal a re-excretar oocistos do protozodrio.

2.11 Bioensaio em animais de laboratério

Dentre os animais de laboratorio, o gerbil (Meriones unguiculatus) (Figura 5) se destaca como

modelo experimental para estudo da neosporose (CUDDON et al., 1992; GONDIM et al.,
1999a; DUBEY e LINDSAY, 2000).

Figura 5. Gerbil (Meriones unguiculatus).
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O gerbil € o mais comum dos roedores da familia Gerbillinae e ha poucas informagdes de sua
histdria natural e distribuicdo geografica, embora seja habitante de dreas desérticas da China e

Mongolia (BURKE, 1979).

Suas caracteristicas fisicas e susceptibilidade a determinadas doencgas favorecem sua
utilizacdo como modelo experimental em véarios estudos sobre a toxoplasmose (SUZUKI e
TSUNEMATSU, 1974; FUJII et al., 1983), criptosporidiose (BAISHANBO et al, 2005;
KVAC et al., 2007) e leptospirose (YUKAWA et al., 1990; YUKAWA, 1991).

Com relag@o a neosporose, a infec¢do de gerbil com taquizoitos de N. caninum por passagens
intraperitoneais foi realizada com sucesso por Gondim et al. (1999a). Em 2001, a primeira
cepa brasileira de N. caninum (NC-Bahia) foi isolada apds inoculacdo de tecido nervoso

oriundo de um cao em Gerbis (GONDIM et al., 2001).

A susceptibilidade a infeccio por taquizoitos da cepa Nh-A1 de Neospora hughesi foi testada
em gerbis e apesar deles ndo terem desenvolvidos sinais clinicos da doenca, ocorreram

soroconversdes e algumas lesdes microscopicas foram detectadas (WALSH et al., 2000).

Inoculagdes orais com 1000 oocistos de N. caninum foram efetuadas em gerbis e foi
verificada a presenca de lesdes em tecidos dos roedores. Em infec¢gdes com 10 e 100 oocistos,
além de lesdes caracteristicas no cérebro foram encontrados titulos de anticorpos maiores que

1:500 na técnica de aglutinagdo (DUBEY e LINDSAY, 2000).

De 11 gerbis inoculados com doses de 100 a 3300 oocistos de N. caninum foi detectado DNA
do parasito em dois animais, apesar de ndo apresentarem sinais clinicos de doenga,
demonstrando que este roedor pode ser mais susceptivel ao protozodrio que outros

hospedeiros intermedidrios (SCHARES et al., 2001b).

Basso et al. (2001) também verificaram a infectividade de oocistos de N. caninum detectados
nas fezes de um cfo naturalmente infectado pelo protozodrio realizando inoculagdes orais em
gerbis, 0s quais apresentaram anticorpos anti-N. caninum e cistos do parasito foram

encontrados no tecido nervoso.
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Schares et al. (2002) demonstraram a susceptibilidade de gerbis a inoculacdo com quantidades
pequenas de oocistos de N. caninum produzidos em cides e verificaram que apenas cinco
oocistos esporulados do parasito sdo capazes de produzir uma resposta de anticorpos do

hospedeiro contra os antigenos imunodominantes do parasito.

Camundongos imunocompetentes normalmente ndo desenvolvem neosporose. N. caninum é
infectivo para linhagens de camundongos imunodeficientes ou camundongos tratados com
corticoesteroides, os quais sdo uteis como modelos bioldgicos. Contudo, o desenvolvimento
da neosporose clinica nesses animais depende ainda da cepa e quantidade de parasitos

inoculados (DUBEY e LINDSAY, 1996).

Outras espécies de roedores como o “rato de areia” Psammomys obesus, “Tristram’s jirds”
Meriones tristami , “Multimammate rat” (Mastomys natalensis), “Wagner’s gerbil” (Gerbillus
dasyurus) foram testadas e mostraram-se susceptiveis a neosporose (PIPANO et al., 2002;

HURKOVA-HOFMANNOVA et al., 2007).
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Abstract

The purpose of this study was to investigate whether sporulated Neospora caninum oocysts,
which had been stored for 46 months in a 2% sulfuric acid solution at 4°C, remain
morphologically viable and infective to gerbils (Meriones unguiculatus). Six gerbils were
orally inoculated with doses of 400 or 1,200 oocysts. Two months after inoculation, the
animals did not show any clinical signs, had no histological lesions, and were seronegative for
N. caninum at 1:50 in an immunofluorescent antibody test. PCR using brain from each gerbil
did not reveal N. caninum specific DNA. We conclude that oocysts preserved for 46 months

are not infective, despite being morphologically intact.

Keywords: Neospora caninum; Oocysts; Mongolian gerbils; Meriones unguiculatus;

Infectivity
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1. Introduction

Neospora caninum is a protozoan parasite that infects a wide range of domestic (DUBEY and
LINDSAY, 1996) and wild animals (GONDIM, 2006). Neosporosis is the most important
cause of abortion in cattle in many geographic regions (ANDERSON et al, 2000) and is
responsible for neuropathy in dogs (BARBER e TREES, 1996). Intermediate hosts of M.
caninum can be infected transplacentally from dam to fetus (DUBEY, 2003) or horizontally
by ingestion of oocysts shed by a definitive host, such as dogs or coyotes (McALLISTER et
al., 1998a; GONDIM et al., 2004c).

Mongolian gerbils (Meriones unguiculatus) have been shown to be susceptible to N. caninum
infection. The parasite was successfully isolated from dogs through peritoneal inoculation of
N. caninum-infected dog tissues in gerbils; isolation failed when the same tissues were
inoculated in mice, guinea pigs, hamsters and rabbits (CUDDON et al, 1992). Several
passages of N. caninum tachyzoites were achieved through peritoneal inoculations of the
parasite in gerbils (GONDIM et al., 1999a). Gerbils were also demonstrated to be susceptible
to oral inoculation with N. caninum oocysts (DUBEY and LINDSAY, 2000; BASSO et al.,
2001; GONDIM et al., 2001); this rodent species can be infected by a single oocyst (TREES
et al., 2002).

The purpose of this study was to investigate if N. caninum oocysts remain infective to gerbils

after prolonged storage at 4°C in an acidified solution.

2. Materials and Methods

2.1 Parasite oocysts

Neospora caninum oocysts (NC-beef strain) were produced in a previous experiment

(GONDIM et al., 2002), and infected feces containing oocysts were homogenized and

suspended in 2% sulfuric acid at 4°C, without purification of oocysts.
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In July 2004, a total of 30,000 sporulated N. caninum oocysts were purified by flotation in
Sheather’s solution, counted, divided in four 2mL-plastic tubes in 2% sulfuric acid solution,
and stored at 4°C. In June 2005, oocysts were washed four times with sterile phosphate buffer
solution (PBS) to remove the sulfuric acid, and recounted. Oocysts (46 months old) were
resuspended in sterile PBS and distributed in six tubes of 1mL each. Three tubes contained

400 oocysts each, and the other three tubes contained 1,200 oocysts each.

2.2 Experimental inoculations and examination of animals

Fourteen female Mongolian gerbils, 8-12 weeks old, were purchased from Universidade
Federal da Bahia. Six gerbils were orally inoculated with N. caninum oocysts using an
esophageal canula. An additional six uninoculated gerbils served as negative controls. All
animals were anaesthetized in a plastic chamber with isofluorine before oral inoculation. In
the test group, three animals were administered 400 oocysts each, and three gerbils received
1,200 oocysts each. The negative control gerbils were orally administered 1mL of PBS each.
After oral inoculation, animals were observed daily for clinical signs. Two months after
inoculations all animals were killed. Samples of blood and brain were collected from each
gerbil. Three-fourths of the brain was used for DNA extraction and one fourth was fixed in

10% neutral buffered formalin.

A group of three gerbils and three pregnant cows that had been previously inoculated with
oocysts (stored in 2% sulfuric acid at 4°C up to 108 days) (GONDIM et al., 2002; GONDIM
et al., 2004b) produced by the same dogs that originated the oocysts for the current
experiment were considered as positive controls. The three gerbils were orally inoculated with
30 oocysts each, and infection was confirmed in the three animals by serology and PCR
(GONDIM et al., 2002). The three pregnant cows received 1,500 oocysts each, and two of
three cows became infected (GONDIM et al., 2004b).

Two gerbils were subcutaneously inoculated with 7,500 N. caninum tachyzoites in 0.5ml of
PBS each in order to produce positive control tissues for PCR and positive sera for serology.
One gerbil was killed nine days after infection, and the other animal was killed 30 days after

infection.
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2.3 Serology

Pre and post inoculation sera were tested for N. caninum antibody using an indirect
fluorescent antibody test (IFAT), as described by (DUBEY et al, 1988b) with minor
modifications. A 1:50 cut-off dilution was employed and a commercial fluorescein
isothiocyanate labeled anti-mouse IgG was used as secondary antibody (Sigma, St. Louis,
MO). IFAT reactions were only considered positive if the whole tachyzoite surface was

fluorescent.

Pre and post-infection sera were obtained from two gerbils which had been subcutaneously
infected with N. caninum tachyzoites, and used as negative and positive controls. Serology
and PCR (described below) evaluations were performed in positive controls to demonstrate

that all techniques functioned properly.

2.4 Polymerase Chain Reaction (PCR)

Three-fourth of total brain was homogenized with a pestle and mortar in liquid nitrogen. DNA
extraction was performed using an Easy-DNA ™ kit (Invitrogen, Sdo Paulo, SP). DNA from
N. caninum and Toxoplasma gondii tachyzoites of NC-Bahia and RH strains were used as
positive controls and ultra-pure water as negative control. A 100 bp DNA ladder (Invitrogen,

Sao Paulo, SP) was used as a marker.

PCR reactions were performed in 25ul volumes containing the NP6/NP21 primer pair
(YAMAGE et al.,, 1996), a PCR Master Mix (Promega, Madison, WI), and the template.
Reaction conditions were 1 cycle at 94°C for 2 min; 40 cycles of 94°C for 30 sec, 53°C for 30
sec, 72°C for 30 sec; and a final 72°C for 5 min. A reamplification of the PCR products was
done using the same conditions. PCR for 7. gondii was performed similarly, except by using
the primer pair TgB1-1 and TgB1-4 (BURG et al., 1989) and an annealing temperature of
55°C. PCR products were analyzed by electrophoresis on a 2% agarose gel stained with

ethidium bromide and visualized under ultraviolet light.
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2.5 Histopathology

One-fourth of each gerbil brain that was fixed in 10% neutral buffered formalin was
processed for histological examination and stained with hematoxylin and eosin (H&E). Nine

stained sections from each gerbil were analyzed for lesions or parasite stages.

3. Results

Sporulated N. caninum oocysts which had been storage for 46 months were orally inoculated
in six gerbils. The animals did not show any clinical signs, had no histological brain lesions,
and did not have specific antibodies at a 1:50 cutoff by IFAT. PCR using brain from each
gerbil did not reveal N. caninum specific DNA. In contrast, results of IFAT (titers of 1:400
and 1:6,400) and PCR were positive in the gerbils that had been inoculated with N. caninum
tachyzoites, demonstrating that the procedures were sensitive enough to detect infection of
gerbils. The six gerbils used as negative controls did not present any clinical signs or lesions

and were negative for N. caninum infection by IFAT and PCR.

Gerbils were inoculated with 400 or 1,200 morphologically intact oocysts each. Oocysts in
storage were counted on two occasions, immediately before inoculation and one year earlier.
The number of sporulated N. caninum oocysts observed dropped from 30,000 to 4,800 during

this interval.

4. Discussion

Horizontal transmission of N. caninum by ingestion of parasite oocysts is associated with
abortion outbreaks in cattle (McALLISTER et al, 1996; JENKINS et al, 2000;
MCcALLISTER et al., 2000) and has been demonstrated to be necessary to sustain N. caninum
infection in bovine herds (McALLISTER 1999). After dogs were identified as definitive hosts
of N. caninum (McALLISTER et al., 1998a) several studies involving experimental infection

with oocysts have been done (DE MAREZ et al, 1999; DUBEY e LINDSAY 2000;
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O'HANDLEY et al., 2002; TREES et al., 2002; GONDIM et al., 2004a; GONDIM et al.,
2004b; RODRIGUES et al., 2004) however the biology of N. caninum oocysts remains poorly
understood. Before the present experiment, there was no information regarding infectivity of
N. caninum oocysts maintained for prolonged time. Similar protozoal oocysts, such as those

of Toxoplasma gondii, are infective for several years in 2% sulfuric acid at 4°C (reviewed by

DUMETRE and DARDE, 2003).

In the present study, N. caninum oocysts, which had been stored for 46 months in 2% sulfuric
acid solution at 4°C, were orally inoculated in gerbils. The oocysts were first counted when
they were two years old, and then recounted when they were nearly 4 years old; during this
interval, the number of oocysts dropped from 30,000 to 4,800. It is possible that a portion of
this reduction in oocyst numbers may have been a consequence of successive centrifugations
to rinse away sulfuric acid. The oocysts appeared morphologically normal immediately before

inoculation; however they were not infective to gerbils.

The oocysts used in the current experiment were the remaining part of the oocysts used in
other two studies (GONDIM et al., 2002; GONDIM et al., 2004b). The oocysts, when used
after a few weeks of storage at 4°C in 2% sulfuric acid, were infective to gerbils that received
30 sporulated oocysts each (GONDIM et al., 2002). Part of the oocysts stored up to 108 days
at the same conditions, were infective to cows, which were orally administered 1,500 oocysts

each (GONDIM et al., 2004b).

In another experiment (TREES et al., 2002) used doses of 1, 10, and 100 N. caninum oocysts
to infect six gerbils; all animals seroconverted and N. caninum DNA was detected in 5/5
tested gerbils. Because gerbils have been previously demonstrated to be highly susceptible to
infection with N. caninum oocysts, yet in the present study gerbils did not become infected
with oocysts preserved for 46 months at 4°C in dilute sulfuric acid. We conclude that N.

caninum oocysts do not survive 46 months in these conditions.
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4 CONSIDERACOES GERAIS

Poucos anos ap6s a sua classificagdo, o protozoario N. caninum alcangou destaque como
significante agente causador de abortamentos em bovinos. Apesar de a transmissdo
transplacentdria ter grande importancia, ji é provado que a transmiss@o horizontal, com a

participacdo de cées, € necessdria para a perpetuacdo do parasito nos rebanhos.

Ao contrdrio do que ocorre com T. gondii, oocistos de N. caninum sdo excretados em
pequenas quantidades, dificiltando a realizacdo de experimentos acerca dos oocistos. Como
conseqiiéncia disso, oocistos de N. caninum ainda nao foram avaliados ultra-estruturalmente,
assim como os estdgios intestinais que antecedem a formagdo dos oocistos do parasito ainda

sdo desconhecidos.

Investigando a viabilidade de oocistos de N. caninum produzidos por infec¢do experimental
em cdes no ano de 2002, preservados em solu¢do de 4dcido sulfirico a 2% sob temperatura de
refrigeracdo por 46 meses, verificou-se que os mesmos ndo s@o infectantes para gerbis, os
quais sdo usados para o estudo da neosporose. Acredita-se que esses oocistos, apesar de
morfologicamente intactos na avaliacdo microscdpica, ndo foram capazes de invadir as
células intestinais dos gerbis, uma vez que ndo foi observada reatividade de anticorpos no
teste de imunofluorescéncia indireta ou, se houve invasio, os mesmos desenvolveram apenas
imunidade intestinal o que pode ter sido suficiente para debelar o parasito e impedi-lo de se

multiplicar, disseminar e causar doenga nos animais.

Apesar de muitas informacdes referentes a N. caninum serem extrapoladas de estudos com T.
gondii, o presente trabalho demonstrou que a viabilidade de oocistos de N. caninum nas
condic¢des apresentadas provavelmente difere de 7. gondii, uma vez que estudos demonstram
a viabilidade de oocistos de T. gondii por até 54 meses. Mais estudos sobre os oocistos,
esporocistos e esporozoitos de N. caninum sao necessarios para um maior conhecimento da

biologia do parasito.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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