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RESUMO

A neosporose constitui, atualmente, uma das principais causas de abortos em
bovinos em todo 0 mundo. A literatura menciona a ocorréncia de variacdo bioldgica,
patogénica e genética entre diferentes isolados de Neospora caninum, cujas
informagdes sdo escassas no Brasil.Desta forma sdo necessarias pesquisas a respeito de
sua genética que poderdo esclarecer alguns aspectos sobre a inter-relacdo parasito-
hospedeiro. Este estudo visou analisar filogeneticamente parte da regido codificadora
de RNAs ribossomais de N. caninum, especificamente a regido ITS-1, que representa
um fragmento génico sujeito ao polimorfismo e um indicador evolutivo do parasito.
Inicialmente foi preciso padronizar uma PCR que tivesse como produto um fragmento
de 588 pb e que abrangesse parte da regido génica 5’ -18S rDNA - ITS 1 - 5.8S rDNA -
3". A especificidade deste fragmento foi determinada pelo programa BlastN,
demonstrando similaridade acima de 90% com dezenas de sequéncias de N. caninum
depositadas no Banco Mundial de Genomas (GenBank).Trés amostras de conceptos
positivas para a PCR foram sequenciadas, editadas, submetidas ao GenBank e
alimentadas em programas de bioinforméatica para a geragdo de uma A&rvore
filogenética. A arvore mostrou elevada conservacédo entre as sequéncias de isolados de
N. caninum deste estudo e aquelas depositadas no GenBank. Ramos bem definidos e
especificos foram gerados ao se alinhar sequéncias de outros apicomplexas
pertencentes a subfamilia Toxoplasmatinae. Os resultados da PCR, histopatologia e
imunoistoquimica comprovaram por meio de diagnéstico direto e efetivo a ocorréncia
da neosporose em rebanhos bovinos de Minas Gerais.

Palavras-chave: Neospora caninum, PCR, filogenia, conceptos, imunoistoquimica.
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ABSTRACT

The neosporosis is currently a major cause of abortion in cattle worldwide. The
literature mentions the occurrence of biological variation, pathogenic and genetic
among different isolates of Neospora caninum, which information is scarce in Brasil.
Thus, are necessary research about their genetic that would explain some aspects of
host-parasite interrelationships. This study aimed to analyze phylogenetically part of
the coding region of ribosomal RNA of N. caninum, specifically the region ITS-1 that
represents a gene fragment polymorphism and subject to an evolutionary indicator of
the parasite. Initially it was necessary to standardize a PCR product that had as a
fragment of 588 pb and covering part of the gene region 5’ -18s rDNA - ITS 1 - 5.85
rDNA - 3’. The specificity of this fragment was determined by the BlastN program,
demonstrating similarity above 90% with dozens of sequences N. caninum deposited in
the Genome World Bank (GenBank). Three samples of conceptus positive for PCR
were sequenced, edited and submitted to GenBank and fed into bioinformatics
programs to generate a phylogenetic tree. The tree showed high conservation among
the sequences of isolates of N. caninum in this study and those deposited in GenBank.
Branches well defined and specific were generated to align sequences of another
Apicomplexa belong to the subfamily Toxoplasmatinae. The results of PCR,
histopathology and immunohistochemistry confirmed by diagnostic direct and effective
the occurrence of neosporosis in cattle herds in Minas Gerais.

Keywords: Neospora, caninum, PCR, phylogeny, conceptus, immunochistochemistry.
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1 INTRODUCAO

O crescimento e rentabilidade da bovinocultura é um desafio para o produtor,
devido a fatores que interferem com a producdo. Por isso, estratégias que solucionem
esses problemas devem ser criadas. Um dos obstaculos a esse desenvolvimento sdo os
problemas sanitarios, que elevam o custo de producdo e reduzem a competitividade dos
produtos gerados. Dentre esses problemas, aqueles que interferem no desempenho
reprodutivo do rebanho bovino possuem destaque, devido a forma disseminada e
insidiosa que ocorrem e por atingirem diretamente a geracdo de novos animais.
Também provocam importante redugdo na producdo de leite, j& que esta depende da
gestacdo para ocorrer adequadamente.

Estudos cientificos tém sido realizados na area de sanidade animal com intuito
de minimizar os efeitos deletérios provocados por diferentes agentes patogénicos que
podem causar expressivos prejuizos econémicos a cadeia produtiva do agronegdcio.

A neosporose bovina é uma doenca de interesse sanitario causada pelo parasito
do filo apicomplexa Neospora caninum que causa prejuizos a reproducéo de rebanhos
leiteiros e de corte. Esta patologia, apesar de ter sido estudada nos Gltimos anos, ainda
requer um melhor conhecimento, principalmente no que diz respeito a sua
epidemiologia e genética.

A evolugdo na &rea da biologia molecular possibilitou o aperfeicoamento de
metodologias que possam investigar mais detalhadamente as estruturas genéticas do
parasito N. caninum, que favorecerdo estudos epidemiol6gicos e futuras inferéncias
filogenéticas.

Para melhor caracterizacdo genética de N. caninum, este estudo abordou parte
da regido codificadora de RNAs ribossomais presente no rDNA deste parasito e
utilizou a Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e softwares da Bioinforméatica como
ferramenta de analise de sequéncias genéticas adquiridas. Estes dados foram
correlacionados com resultados de imunoistoquimica e histopatoldgicos em tecido
cerebral e cardiaco de conceptos bovinos.

Os resultados da padronizacdo da PCR, associados as descri¢des das lesdes
histopatoldgicas e testes imunoistoquimicos, constituem o foco deste estudo e visam
contribuir de forma interdisciplinar na ampliacdo de procedimentos diagndsticos da

neosporose bovina, bem como na inferéncia de informacdes filogenéticas.
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Atualmente, sdo raras as informacBes genéticas disponiveis sobre isolados
brasileiros de N. caninum e, mesmo em nivel mundial, estes estudos ainda sdo
escassos, com pequeno namero de depdsitos no GenBank em relacdo a este parasito.
Baseado nestes dados, torna-se clara a necessidade de mais estudos nesse sentido, 0s
quais venham a contribuir no conhecimento da taxonomia, patogenia e pontos
geogréaficos do agente da neosporose, que é atualmente considerada uma das mais
relevantes doenca da reproducdo em bovinos de leite e corte de diversos paises.

Por este motivo, o presente trabalho propds a abordagem desta regido génica
com vistas & obtencdo de dados filogenéticos de amostras de N. caninum isoladas de
conceptos infectados naturalmente no estado de Minas Gerais, comparando-as entre si

e com aquelas disponiveis nos bancos de dados genéticos.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Neospora caninum

Neospora caninum é um parasito intracelular obrigatério, causador de abortos
em bovinos, em varios paises (ANDERSON; ANDRIANARIVO; CONRAD, 2000;
LOCATELLI-DITTRICH et al., 2004). Foi reconhecido em cdes na Noruega em 1984
(BJERKAS; MOHN; PRESTHUS, 1984), posteriormente caracterizado como um novo
género e espécie N. caninum (DUBEY et al., 1988).

2.1.1. Taxonomia

Neospora caninum pertence ao filo Apicomplexa, classe Sporozoasioda, ordem
Eucocciodiorida, familia Sarcocystidae, género Neospora e espécie N. caninum
(DUBEY; LINDSAY, 1996; ALVAREZ-GARCIA, 2003).

2.1.2. Morfologia

A morfologia de N. caninum pode variar de acordo com o estadio apresentado
(DUBEY, 2003).

Taquizoitos sdo oviformes ou em forma de meia-lua, apresentam tamanho de 3
a7pumx 1 abpm e o ndcleo pode aparecer na posi¢do central ou terminal.
(ANDREOTTI et al., 2003; DUBEY, 2003; DUBEY; BUXTON; WOUDA, 2006;
DUBEY; LINDSAY, 1996).

Bradizoitos sdo encontrados em cistos, principalmente no sistema nervoso
central, apresentam formato fino com multiplicagdo lenta ou em laténcia, medem 6 a 8
x 1 a 2 pm, com presenca de ndcleo terminal ou subterminal. Os cistos séo

arredondados ou oviformes e podem medir até 107 pum, onde a espessura da parede
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pode variar de 1 a 4 ym (ANDREOTTI et al.,, 2003; DUBEY, 2003; DUBEY;
LINDSAY, 1996).

Oocistos sdo formas néo esporuladas de N. caninum que séo liberados junto as
fezes e apresentam diametro entre 10 a 11 ym, com formato redondo. Se tornam
infectantes ao se esporularem apds trés dias no ambiente. Apresentam dois
esporocistos, sendo que estes apresentam quatro esporozoitos (DUBEY, 2003;
ANDREOTTI et al., 2003).

2.1.3. Ciclo biolégico

Parasitos pertencentes a familia Sarcocystidae, como N. caninum, se
caracterizam por terem ciclos bioldgicos heteroxenos e por formarem cistos no
hospedeiro intermediario (ALVAREZ-GARCIA, 2003).

Cées e coiotes sdo os hospedeiros definitivos (LINDSAY; DUBEY; DUNCAN,
1999; MCALLISTER et al., 1998) responsaveis pela contaminacdo ambiental ao
eliminarem oocistos ndo esporulados nas fezes apds ingestdo de cistos teciduais de N.
caninum em hospedeiros intermediarios (DUBEY; SCHARES; ORTEGA-MORA, 2007,
LINDSAY; DUBEY; DUNCAN, 1999).

A ingestdo de oocistos esporulados por hospedeiros intermediarios, como em
bovinos, resulta em liberagdo dos esporozoitos, que apo6s invadirem a célula, irdo se
transformar em taquizoitos (LINDSAY; DUBEY; DUNCAN, 1999). Taquizoitos podem
infectar fetos bovinos, por via transplacentéria, e causar aborto (DUBEY, 2003).

A invasdo e multiplicagdo dos taquizoitos € rapida e pode causar lesdes
microscopicas (BUXTON; MCALLISTER; DUBEY, 2002; DUBEY, 2003) ao contrario
dos bradizoitos que apresentam multiplicacdo lenta e podem se transformar em taquizoitos,
dependendo do estado imunoldgico do hospedeiro intermediario (DUBEY, 2003).

O ciclo simplificado do N. caninum esta representado na Figura 1.
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Figura 1 Ciclo de vida de N. caninum. Adaptado de DUBEY (2003).

2.2. Regido codificadora de RNAs ribossomais de Neospora caninum

Os rRNAs (RNAs ribossomais) sdo elementos necessarios na fisiologia celular
e exercem interacdo com as proteinas ribossdmicas para formar as subunidades dos
ribossomos, que sdo as estruturas responsaveis pela sintese de proteinas (GORAB,
2001).

Segundo Monteiro (2006), a regido codificadora de rRNA no genoma de
eucariotos, o rDNA, d& origem aos transcritos rRNA que servirdo de arcabouco para
as subunidades 18S, 5,8S e 28S, que sdo componentes estruturais dos ribossomos. Este
rDNA apresenta segmentos entre as regides codificadoras dos rRNAs das subunidades,
denominados ITS (internal transcribed spacer, ou sequéncias inter-transcritos). A
regido ITS-1 esta intercalada entre as sequéncias que codificam para rRNA de 18S e
5,8S.

As regibes ITS apresentam taxa evolutiva superior a subunidades codificadoras
de rRNA (OLSEN; WOESE, 1993) e possibilitam estudos de biologia evolutiva
(PAYNE; ELLIS, 1996).

A estrutura da regido codificadora de rRNA em N. caninum foi descrita pela
primeira vez, de forma completa, no trabalho de Payne e Ellis (1996). Sua organizacao
encontra-se ilustrada na Figura 2, que representa a sequéncia génica 5’ -18S rDNA -
ITS1-58SrDNA-ITS2-28SrDNA-3".
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sequéncia depositada no GenBank, L49389 (PAYNE; ELLIS,1996).

Segundo Payne e Ellis (1996), a regido ITS é alvo de maior pressao
mutagénica evolucionaria, apresenta polimorfismo e, por isso, se torna uma sequéncia
eletiva para analises filogenéticas.

Diversos autores utilizaram a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) para
identidicar a regido ITS-1 de N. caninum em busca de diferentes finalidades. A PCR
utilizada por Payne e Ellis (1996), Slapeta et al. (2002) e por Monteiro (2006) foram

realizadas para estudos filogenéticos.

2.3.  Neosporose bovina
2.3.1. Sinais clinicos

Aborto é o principal sinal clinico da neosporose bovina a partir do terceiro més
de gestagdo, mas a maioria dos casos ocorre no sexto més de gestacdo (DUBEY,
2003).

A morte do feto pode acontecer no préprio Utero, ser reabsorvido ou sofrer
autélise, pode morrer logo ap6s nascimento ou persistir com a doenga (COLLANTES-
FERNANDEZ et al., 2006a; DUBEY, 2003; DUBEY, 2005; HALL; REICHEL; ELLIS,
2005; ORTEGA-MORA; FERNANDEZ-GARCIA; GOMEZ-BAUTISTA, 2006).

Os outros sinais clinicos, além dos abortamentos, foram relatados em bezerros
com menos de quatro meses de idade, como paralisia, desordens neuromusculares,

incoordenacdo, ataxia, exoftalmia ou aparéncia assimétrica dos olhos e cegueira (DE
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MEERSCHMAN et al. 2005; LOCATELLI-DITTRICH et al., 2003; ORTEGA-
MORA; FERNANDEZ-GARCIA; GOMEZ-BAUTISTA, 2006).

2.3.2. Transmissado

A infeccdo por N. caninum pode acontecer de forma vertical e horizontal
(DUBEY, 2003; LOCATELLI-DITTRICH et al., 2004).

Bovinos podem desenvolver a neosporose ao ingerir agua e alimentos
contaminados com oocistos (LOCATELLI-DITTRICH et al., 2004) e cdes podem
adquirir o parasito ao se alimentarem de tecidos bovinos com presenca de cistos de N.
caninum (MCALLISTER et al.,, 1998), sendo estas as formas horizontais de
disseminacédo da doenca.

A via vertical (transplacentaria) € considerada a principal via de transmisséo de
N. caninum, pois pode causar aborto (DUBEY, 2003; LOCATELLI-DITTRICH et al.,
2004). Esta via pode ser exdgena, quando a mée ingere oocistos durante a gestacdo ou
pode ser enddgena, quando hd uma reativacdo do parasita em vacas gestantes
infectadas cronicamente, provavelmente congenitamente infectadas (ORTEGA-
MORA; FERNANDEZ-GARCIA; GOMEZ-BAUTISTA, 2006). A transmissdo
causada pela via endégena pode causar abortos endémicos ou esporadicos enquanto a
via exdgena pode causar abortos epidémicos (DUBEY; SCHARES, 2006).

Ortega-Mora, Fernandez-Garcia e Gomez-Bautista (2006) apontam a
importancia de estudos que visem outras vias de transmissdo por N. caninum como a
ingestdo de colostro e a transmissdo venérea, devido a recentes descoberta de taquizoitos

no sémen de touros.

2.3.3. Epidemiologia e distribui¢do geografica

Para compreender a epidemiologia do N. caninum, é importante identificar a
sua gama de hospedeiros e distribui¢do geografica (DUBEY, 2003; DUBEY, 2005).

Bovinos, ovinos, caprinos, bubalinos, canideos, cervideos e camelos sédo
naturalmente infectados por Neospora caninum (GUIMARAES JUNIOR;
ROMANELLLI, 2006).
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Segundo Andreotti et al. (2003) os estudos de prevaléncia de anticorpos contra
N. caninum sdo indicativos da distribuicdo de cdes e bovinos infectados por este
parasito pelo mundo.

Australia, Nova Zelandia, Canada, EUA, Argentina, Costa Rica, Dinamarca,
Franca, Africa do sul, Portugal, Hungria, México, Alemanha e outros indicam a
distribuicdo mundial de N. caninum (DUBEY, 2003).

Moore (2005) destaca a neosporose bovina inclusive na América do sul,
representada pelos paises Argentina, Brasil, Chile, Paraguai, Peru e Uruguai.

No Brasil, uma das comprovagdes da doenca foi nos estudos de Ragozo et al.
(2003) ao verificar anticorpos anti-N. Caninum nos estados Mato Grosso do Sul, Minas
Gerais, Parana, Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul e Sdo Paulo.

Em Minas Gerais, estudo realizado por Guedes (2006) mostrou que a infec¢ao
por N. caninum ocorre de forma endémica em vacas e fetos provenientes de rebanhos

leiteiros na microrregido de Lavras, regido Sul do Estado.

2.3.4. Diagnéstico

O diagnostico da neosporose bovina baseia-se na deteccdo de anticorpos anti-
N. caninum em animais adultos e a visualizacdo de lesfes sugestivas no cérebro,
coracdo e figado de fetos abortados, associados a exames de imunoistoguimica,
sorologia fetal e PCR (ORTEGA-MORA; FERNANDEZ-GARCIA; GOMEZ-
BAUTISTA, 2006).

2.3.4.1. Soroldgico

Os exames soroldgicos sdo muito importantes para o diagndstico e para
estudos epidemioldgicos da neosporose bovina. A reacdo de imunofluorecéncia
indireta (RIFI), métodos imunoenzimatico (ELISA) e teste de aglutinacdo direta (NAT)
sdo 0s métodos utilizados de pesquisa de anticorpos (SILVA et al., 2008).

Alvarez-Garcia (2003) sugere o colostro, o leite, saliva e fluidos vaginais de

vacas como outros meios de pesquisa de anticorpos.
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2.3.4.2. Histopatoldgico

A utilizacdo de lesBes microscdpicas € muito importante no diagnostico do
aborto por N. caninum. Os 6érgdos eleitos para exame histopatolégico sdo Cérebro,
coracdo e figado (DUBEY; BUXTON; WOUDA, 1999; PETERS et al., 2001; SILVA,
2004).

Segundo Ortega-Mora, Fernandez-Garcia e Gomez-Bautista, (2006), parasitos
podem ser encontrados ao lado de focos de necrose, porém séo dificilmente localizados
pelos corantes hematoxilina e eosina (H.E.), motivo de utilizacdo de outros métodos de
diagnéstico mais especificos.

As lesbes histopatoldgicas produzidas pelo N. caninum em varias espécies
animais sdo caracterizadas por infiltrados de células inflamatérias, compostos
basicamente por mononucleares, que podem ser encontradas em todos os 6rgdos dos
fetos abortados, principalmente SNC, coracdo, musculo esquelético e figado
(CORBELLINI et al., 2002; DUBEY; LINDSAY, 1996), associadas a areas
multifocais de necrose (CORBELLINI et al., 2002; DUBEY, 2003; SHIBAHARA et
al., 1999).

No sistema nervoso central, a distribuicdo das lesdes sdo descritas em ordem
decrescente de intensidade na substancia cinzenta cortical, diencéfalo, mesencéfalo,
cerebelo e medula oblonga (HELMAN et al., 1998). H4 uma tendéncia para o cOrtex
ter mais lesbes do que a porcdo média e superior do tronco cerebral. As lesdes
produzidas no cérebro consistem de encefalite ndo supurativa, caracterizada por
multiplos focos de infiltrados inflamatérios mononucleares, geralmente ao redor de um
centro de necrose, gliose (CORBELLINI et al., 2002; DUBEY, 2003; DUBEY;
LINDSAY, 1996; DUBEY; SCHARES, 2006; HELMAN et al., 1998; MORALES et
al., 2001; ORTEGA-MORA; FERNANDEZ-GARCIA; GOMEZ-BAUTISTA, 2006) e
manguitos perivasculares multifocais (CORBELLINI et al., 2002; DUBEY;
SCHARES, 2006; HELMAN et al, 1998). Ocasionalmente pode ocorrer
encefalomielite em bezerros congenitamente infectados (BARR et al., 1991).

No coracdo se observa miocardite ndo supurativa moderada a acentuada
(CORBELLINI et al., 2002; DUBEY; SCHARES, 2006; HELMAN et al., 1998;

PESCADOR et al., 2007) e as lesGes hepaticas consistem de infiltrado mononuclear
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periportal e focos de necrose hepatocelular associado com trombose intrasinusoidal
(BARR et al., 1990; DUBEY; SCHARES, 2006).

O musculo esquelético é frequentemente afetado, sendo observado infiltrado
mononuclear multifocal (BARR et al., 1990; BUXTON; MCALLISTER; DUBEY, 2002;
CORBELLINI et al., 2001; PESCADOR et al.; 2007; PETERS et al., 2001). No
pulmao pode ocorrer pneumonia ndo supurativa associada a focos de necrose e este
6rgdo pode ser considerado importante para o diagndstico, principalmente quando a
coleta do encéfalo nao for possivel devido a autdlise (PESCADOR et al., 2007).

Poucas estruturas parasitarias sdo observadas na coloracdo de hematoxilina e
eosina (H.E.) (CORBELLINI et al., 2002; DUBEY, 2003; DUBEY; SCHARES, 2006;
DUBEY; BUXTON; WOUDA, 2006; ORTEGA-MORA; FERNANDEZ-GARCIA;
GOMEZ-BAUTISTA, 2006; PESCADOR et al., 2007). Cistos sdo descritos somente
no cérebro, medula espinhal (BARR et al., 1990; DUBEY; BUXTON; WOUDA et al.,
1999) e no musculo esquelético (PETERS et al., 2001). Porém, taquizoitos ja foram
observados em células de diversos 6rgdos de animais infectados (DUBEY; LINDSAY,
1996; DUBEY; SCHARES, 2006).

Segundo Collantes-Fernandez et al. (2006b), o tipo de aborto influencia na
quantidade de parasito encontrado e no grau da lesdo. Nos casos de abortos
epidémicos, os quais ocorrem em rebanhos que ndo foram previamente expostos ao
parasito, um nimero maior de parasitos infectariam o feto, em fung¢do de uma resposta
imune ineficiente para controlar sua multiplicagdo. J& em abortos endémicos, 0s quais
ocorrem em bovinos cronicamente infectados, apds a reativagdo de cistos parasitarios
latentes, e com uma relativa prote¢do ao parasito, a imunidade da vaca reduziria a
invasdo parasitaria € um nimero menor de parasitos infectariam o feto. O autor
também sugere uma disseminacdo sistémica do N. caninum em fetos provenientes de
abortos epidémicos, devido ao DNA deste protozoario ter sido frequentemente
identificado em mais de um 6rgdo, onde a maior carga parasitaria € 0s graus mais
acentuados de lesdo foram observados no coracdo e no figado. J& nos abortos
endémicos a deteccdo do DNA e a maior carga parasitaria foi mais frequente no

encéfalo.

2.3.4.3. Imunoistoquimico
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A imunoistoquimica, amplamente utilizada como método de diagnéstico de N.
caninum nos tecidos, pode chegar a mais de 80% de resultados positivos em marcacdes
no encéfalo de fetos com lesdes sugestivas (ANDERSON et al., 1991; CORBELLINI
et al., 2002). Outros autores descrevem em fetos com lesGes sugestivas uma
positividade de 67,4% (MOORE et al., 2002), 61,7% (PESCADOR et al., 2007), 70%
(MOORE et al., 2008) e 8.57% (CABRAL et al., 2009).

Esta técnica permite uma melhor visualizagdo das estruturas parasitarias nos
tecidos extremamente importante nas fases iniciais e/ou em lesdes discretas, como foi
descrito por Barr et al. (1990) e Corbellini et al. (2002), onde o Gltimo autor visualizou
grupos de taquizoitos ao redor de vasos sangliineos, associados a resposta inflamatéria
minima, no encéfalo de dois fetos de quatro meses de idade. Segundo Dubey (2003) a
demonstracdo por imunoistoquimica do N. caninum nas lesfes é atualmente a melhor
evidéncia para caracterizar a etiologia do aborto.

A imunoistoquimica permite uma visualizacdo precoce do parasita nos tecidos,
esta é considerada uma das formas de caracterizar a transmissdo congénita do N.
caninum. E descrita como uma técnica de alta especificidade, porém pouco sensivel
(MAANEN et al., 2004).

Um dos anticorpos mais frequentemente utilizados e com resultados positivos
¢ o0 anti-N. caninum, produzido em cabras (Veterinary Medical Research Development,
Pullman, USA) (BASZLER et al., 1999; CORBELLINI et al., 2002; HELMAN et al.,
1998; LONG; BASZLER, 1996; SHIBAHARA et al., 1999), associado a técnica
streptavidina-biotina, que é frequentemente descrita como resultados positivos
(CORBELLINI et al., 2002; MAANEN et al., 2004).

Por meio dessa técnica sdo descritos nimeros varidveis de taquizoitos
marcados com o anticorpo anti-N. caninum, mais frequentemente no encéfalo e em
menor nimero de casos no miocardio (CORBELLINI et al., 2002; HELMAN et al.,
1998). Os cistos ocorrem em pouca quantidade no encéfalo e ndo estdo associados as
lesbes (CORBELLINI et al., 2002; HELMAN et al., 1998). Em camundongos nude
atimico ha descricéo de taquizoitos em células endoteliais, no estroma do endométrio,
no epitélio e restos celulares do oviducto, no ovario, pancreas, pulmao, encéfalo,
estdbmago, musculo esquelético, intestino, lingua, baco, medula espinhal, figado, rins e
coracdo (SHIBAHARA et al., 1999).

2.3.4.4. Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)
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A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) é a reagdo que amplifica segmentos
de DNA por meio de ciclos repetidos de replicacdo de DNA in vitro. Esta reagdo utiliza
a enzima DNA-Polimerase para sintese de DNA que ocorre na diregdo 5’ para
3’(WATSON et al., 2006).

Desde a descoberta de N. caninum, diversos testes para a detec¢do de
anticorpos anti-N. caninum foram desenvolvidos. Esta abordagem indireta de
identificacdo das infec¢Bes apresenta limitagfes quanto ao uso no diagnéstico da
neosporose, representada por variacbes de sensibilidade e especificidade,
especialmente na investigacdo da relagdo aborto bovino — diagnostico de neosporose
(BJORKMAN; UGGLA, 1999; JENKINS et al., 2002).

Da mesma forma, testes classicos de deteccdo dos parasitas ou dos cistos nos
tecidos, como o0 exame histopatolégico e a imunoistoquimica, apresentam
vulnerabilidade no aspecto de sensibilidade analitica e diagndstica, em fun¢do da
heterogenicidade quantitativa do protozoario, observada entre diferentes amostras
clinicas (MAANEN et al., 2004; MEDINA et al., 2006).

Isto demandou o desenvolvimento de técnicas mais acuradas para o
diagnostico, principalmente aquelas que fornecem evidéncia direta da presenca do
parasita nos materiais clinicos. A carcaterizagdo da presencga de sequéncias especificas
de DNA do agente, por meio da padronizacdo da técnica de PCR direcionada para
diferentes regibes gendmicas de N. caninum, tenta suprir esta demanda. O fato de se
tratar de técnica diagndstica direta e com grande sensibilidade analitica intrinseca sdo

as justificativas principais do seu uso neste campo.

2.4. Filogenia

2.4.1. Reconstrucdo filogenética

Com os avangos da Biologia Molecular, as pesquisas na &rea de filogenia
ampliaram-se e relacGes de evolugdo dos seres vivos nos campos da filogenia
molecular puderam se expandir (SCHARDT; SINSHEIMER; LANGE, 1998).
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A reconstrucdo filogenética visa estimar relacfes de ancestralidade para um
determinado ndmero de organismos, conhecidos como taxons. Estes, também
chamados de unidades taxondmicas operacionais (OTUs), podem ser representados por
qualguer nivel taxondmico (MIYAKI; RUSSO; PEREIRA, 2001).

Segundo os mesmos autores, a arvore filogenética é a forma grafica
representativa de uma histéria evolutiva de organismos. Esta arvore consiste de pontos
(nds) que sdo ligados por ramos. O nés podem ser terminais, quando representados
pelas unidades taxonémicas ou podem ser internos, quando representado pelo ancestral

comum.

2.4.1.1. Neighbor-Joining (NJ)

Existem diferentes métodos para reconstrucdo filogenética com caracteristicas
especificas. Porém, dentre os diferentes métodos existentes, o método Neighbor-
Joining destaca-se pelo resultado répido, claro, eficiente e o torna de eleicdo, o que ¢é
ratificado pelo uso por muitos autores (PRADO, 2001).

O método Neighbor-Joining constréi a topologia de uma arvore e avalia bases
de dados extensas juntamente com o principio da evolugdo minima, no qual a arvore
com a menor soma total de ramos é procurada, ou seja, um método que identifica pares
de elementos mais préximos e minimiza o comprimento total da arvore (SAITOU;
NEI, 1987; RZHETSKY; NEI, 1992).

2.4.2. Mutacdes génicas

Entre as diferentes estruturas que compdem o DNA estdo as bases
nitrogenadas. Denominadas: adenina (A), timina (T), guanina (G) e citosina (C).
Unidas por pontes de hidrogénio, as bases nitrogenadas podem se dividir em: as
purinas e pirimidinas. As purinas sdo compostas por adenina e guanina e as pirimidinas
sdo compostas por citosina e timina (PIERCE, 2004).

Segundo o mesmo autor, mutagcbes podem ocorrer ao longo da sequéncia

génica e sdo caracterizadas por substituicGes de bases, inser¢des e dele¢des.
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SubstituigBes sdo de dois tipos: em transi¢do, quando uma purina é substituida
por uma purina diferente ou, alternativamente, uma pirimidina € substituida por uma
pirimidina diferente e em transversdo, quando uma purina é substituida por uma
pirimidina ou vice-versa.

InsercBes e delecbes sdo importantes mutagBes de adicdo e remocdo
respectivamente, de um ou mais pares de nucleotideos. As insercées e delecbes dentro
de sequéncias que codificam proteinas podem alterar a matriz de leitura (PIERCE,
2004).

2.5. Relagdo entre genética e doenga

Estudos sobre a genética de parasitos sdo fundamentais para a caracterizacao
de fatores de viruléncia, etiopatogenia, epidemiologia e evolucdo, além de contribuir
com o entendimento da relagio parasito-hospedeiro (COLLANTES-FERNANDEZ et
al., 2002).

A regido codificadora de RNAs ribossomais de N. caninum se tornou alvo de
estudos genéticos. E uma regido onde uma parte apresenta variabilidade entre seus
nucleotideos, correspondente aos ITS, e outra parte altamente conservada, codificadora
de rRNAs ribossomais (MONTEIRO, 2006). A autora ressalta a gama de estudos
realizados nas regides 28S, ITS-1 e 28S para a solucionar questdes filogenéticas em
parasitos da sub-familia Toxoplasmatinae.

Atualmente, existem 59 depdsitos de sequéncias da regido génica rRNA de N.
caninum, um nlmero relativamente pequeno, porém suficiente para estabelecer
relagdes filogenéticas com novas sequéncias depositadas.

Rojo-Montejo et al. (2009) isolaram uma cepa de N. caninum na Espanha,
utilizaram a regido ITS-1 e os resultados mostraram variacBes genéticas com outros
isolados. Os testes em camundongos mostraram baixa patogenicidade e auséncia de
DNA do parasito na fase cronica da infeccdo, que associado a pequena ocorréncia de
mortalidade neonatal, sugere que a cepa poderia se tornar uma candidata a vacina.

Outro estudo semelhante a este, com a mesma regido génica, foi o de Garcia-

Melo et al. (2009), que, ao utilizarem camundongos, observaram baixa patogenicidade
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de N. caninum. Este estudo foi o primeiro realizado na América do Sul a isolar e
caracterizar este protozoério de um bezerro infectado, mas clinicamente saudavel.

O Quadro 1 apresenta a lista de depésitos das sequéncias génicas brasileiras de
N. caninum referentes & mesma regido codificadora de rRNA no GenBank e, observa-
se a auséncia de depdsitos de isolados no Estado de Minas Gerais.

Quadro 1 Relagdo de depositos brasileiros da regido génica ITS-1 de N. caninum no GenBank,
0 local de estudo e seus respectivos autores.
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N° acesso ao GenBank Local Autor/ano
DQ832318.1 SP Pena et al. (2007)
DQ997619.1 SP Monteiro et al. (2007)
DQ997618.1 SP Monteiro et al. (2007)
DQ997620.1 SP Monteiro et al. (2007)
FJ966047.1 BA Santos et al. (2010)
FJ966046.1 BA Santos et al. (2010)
FJ966043.1 BA Santos et al. (2010)
FJ176222.1 BA Silva et al. (2009)
FJ966044.1 BA Santos et al. (2010)
FJ176221.1 BA Silva et al. (2009)
DQ059067.1 SP Soares et al.(2006)
GQ160477.1 BA Gondim et al. (2010a)
GQ160476.1 BA Gondim et al. (2010b)
FJ966045.1 BA Santos et al. (2010)
GQ160475.1 BA Gondim et al. (2010c)
AY?259042.1 BA Gondim et al. (2004b)
AY?259043.1 BA Gondim et al. (2004b)

3. OBJETIVOS
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Geral

Verificar a ocorréncia de agrupamento genético de N. caninum em bovinos no

estado de Minas Gerais, em relacéo a regido génica codificadora de rRNA.

Especifico

e Padronizar uma PCR para parte da regido codificadora de rRNAs de N.
caninum.

e Obter sequéncias de DNA de parte da regido codificadora de rRNA de N.
caninum de isolados no Estado de Minas Gerais.

e Propor uma reconstrucdo filogenética baseada nesta regido codificadora de
rRNAs ribossomais de N. caninum, entre as sequéncias obtidas neste trabalho
com outras ja depositadas no GenBank.

e Analisar a ocorréncia de inter-relagdes entre dados epidemiol6gicos,
patogénicos e 0s agrupamentos genéticos eventualmente observados.

4. METAS ESPECIFICAS
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Extracdo e purificacdo de DNA de encéfalo e coracdo de conceptos bovinos
oriundos da regido sul de Minas Gerais.

Verificacdo da qualidade do DNA extraido, por meio da aplicacdo de uma PCR
direcionada ao gene da (-actina bovina.

Padronizacdo da PCR para amplificacéo de parte da regido génica codificadora
dos RNAs ribossomais de N. caninum (denominada PCR-RR-NC).

Sequenciar produtos diretos de PCR com vistas a verificar a especificidade da
PCR e alimentar as analises filogenéticas.

Estabelecer as relagdes filogenéticas entre as amostras sequénciadas e aquelas
disponiveis no GenBank.

Verificar a concordancia e especificidade entre os métodos de diagnéstico PCR
e imunoistoguimica com os resultados da histopatologia.

5. MATERIAL E METODOS

5.1.

Coleta e processamento do material para histopatologia e IHQ
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Dezesseis fetos e oito bezerros com idade variando entre um dia e quatro
meses de idade foram encaminhados ao Setor de Patologia Veterinaria (SPV) da
UFLA, no periodo de dezembro de 2007 a dezembro de 2009. Os fetos eram
provenientes de propriedades, predominantemente, da regido Sul de Minas Gerais, com
histérico de aborto. Apds identificacéo, o feto era medido, utilizando-se fita métrica,
mensurando o comprimento da coluna vertebral, a partir da articulagdo atlanto-
occipital até o final do sacro, com o objetivo de determinar a idade fetal, conforme
recomendado por Roberts (1984) e Barr et al. (1990). A idade também era obtida por
meio de registros de cobertura.

Na necropsia, foram coletados varios tecidos para o exame histopatoldgico,
como, sistema nervoso central (cortex dos hemisférios cerebrais, cerebelo, talamo,
coliculo rostral, coliculo caudal, pediculos cerebelares, ébex e medula cervical),
coragdo, musculo esquelético (semitendineo e semimembranéceo), figado, pulméo,
rim, bago, timo, linfonodos, ovério, testiculo, ttero e pele da orelha. A placenta, ndo foi
coletada, por esta ndo ter sido remetida juntamente com os fetos. Estes tecidos foram
fixados em formol a 10% tamponado com fosfatos, no pH 7,2, 0,01M. Apds a fixacéo
o material foi clivado, incluido em parafina, cortado a cinco micrémetros e corado pela
técnica de hematoxilina e eosina (H. E.). A pesquisa do parasito e lesBes ocorreu
mediante microscopia 6tica.

Os tecidos que apresentaram lesfGes sugestivas de neosporose como lesbes
necrosantes e infiltrado inflamatério mononuclear, assim como, aumento das células da
glia (gliose) no encéfalo foram analisados minuciosamente.

Todos os animais que apresentaram lesdes compativeis ou ndo com neosporose
na coloragdo dos tecidos pela H.E., foram submetidos & técnica de imunoistoquimica
com um kit comercial (LSAB+Kit, Peroxidase, Dako Corporation, Carpinteria, USA)
que contém anticorpo secundario conjugado com biotina e streptavidina conjugada
com peroxidase. Todos os cortes foram marcados com o anticorpo primario policlonal
anti-N. caninum, produzido em cabras (VRMD, PULLMAN, USA), segundo técnica
imunoistoquimica utilizada por Mills (1992) e modificada por Corbellini et al. (2002).
A seguir um breve resumo da técnica.

Nos cortes histoldgicos, tratados com silane apés a desparafinizacdo e a
reidrataco, realizou-se o blogueio da peroxidase endégena com o produto Peroxidase

Bloking Reagente (DAKO) por 1 h, seguido da recuperacdo antigénica através de uma
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digestdo enzimatica realizada com tripsina pH 7,8, a 0,1% por 10 minutos a 37°C e
posteriormente irradiacdo em forno microondas de uso doméstico por dois minutos na
poténcia maxima.

Durante essa etapa, as laminas ficaram imersas em tampao citrato (pH 6,0). O
bloqueio das reacdes inespecificas ocorreu com leite desnatado a 5%. Posteriormente
os cortes histol6gicos foram incubados com o anticorpo primario anti-N. caninum, com
uma diluicdo em PBS de 1:2200 por 45 minutos e anti-T. gondii numa dilui¢do 1:2400
(como diagnoéstico diferencial), em cadmara Umida a 37°C, seguido da incubacdo do
anticorpo secundario (presente no Kkit), por 20 min em temperatura ambiente, em
camara Umida e na sequéncia, incubado com estreptavidina (presente no Kkit), por 20
minutos em temperatura ambiente em camara Umida.

Em todas as passagens as laminas foram lavadas com PBS. As laminas foram
entdo, incubadas com o cromdgeno DAB (3,3 —diaminobenzidina, DAKO) adicionado
a um tampdo até a reacdo ficar marrom. As laminas foram contra-coradas com
hematoxilina por até 1 min, desidratadas e montadas. No controle negativo o anticorpo
primario foi substituido por soro fetal bovino. Como controle positivo foi utilizado
cortes histolégicos com lesdes e cistos de N. caninum de um caso de infecgdo natural
em caprinos (VARASCHIN et al., 2007).

52.  Coleta de material para extragdo de DNA e exame de PCR

Durante a necropsia amostras do cérebro (lobo frontal dos hemisférios
cerebrais) e coracdo (apice), foram coletados separadamente e congelados para serem
submetidos a extracdo de DNA e exame de PCR. A extragdo de DNA e 0 exame de
PCR foram realizados nos Laboratérios de Virologia e Bacteriologia do DMV/UFLA.

O Quadro 2 apresenta a relagcdo de amostras deste estudo, estdo representados
por animais, 6rgao, idade, sexo e local de origem.

Os Orgdos eleitos neste estudo foram o encéfalo e coragdo, que estdo

numerados de acordo com cada animal.

Quadro 2 Relacdo do n° de amostras clinicas, 6rgdos equivalentes, idade, sexo e origem do

animal.
Animal N° Orgéo Idade Sexo Origem
Amostra
A 01 Coracéo Feto (6 meses) -- ljaci
02 Encéfalo
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B 03 Coracéo Feto ( 6 meses) F ljaci
04 Encéfalo

C 05 Coracéo Feto (6 meses) M ljaci
06 Encéfalo

D 07 Coracéo Bezerro (1 dia) M Lavras
08 Encéfalo

E 09 Coracéo Feto (5 meses) -- ljaci
10 Encéfalo

F 11 Coracéo Bezerro (3 dias) M Juiz de Fora
12 Encéfalo

G 13 Coracéo Bezerro (2 dias) M Lavras
14 Encéfalo (UFLA)*

H 15 Coracéo Feto (5 meses) F Itumirim
16 Encéfalo

| 17 Coracéo Feto (8 meses) M Perddes
18 Encéfalo

J 19 Coracéo Feto (5 meses) F Bom sucesso
20 Encéfalo

K 21 Coracéo Feto (7 meses) F Lavras
22 Encéfalo

L 23 Coracéo Feto (5 meses) F Lavras
24 Encéfalo

M 25 Coracéo Bezerro (20 dias) F Conc. da Barra
26 Encéfalo de Minas

N 27 Coracéo Feto (8 meses) M Lavras
28 Encéfalo

o 29 Coracéo Bezerro (1-2 semanas) M Lavras
30 Encéfalo

P 31 Coracéo Bezerro (1 dia) F Lavras
32 Encéfalo

Q 33 Coracéo Feto (5 meses) M ljaci
34 Encéfalo

R 35 Coracéo Bezerra (4 meses) F ljaci
36 Encéfalo

S 37 Coracéo Feto (7-8meses) M Itumirim
38 Encéfalo

T 39 Coracéo Feto (4 meses) -- ljaci
40 Encéfalo

U 41 Coracéo Bezerra (1 més) F Lavras
42 Encéfalo

\Y 43 Coracéo Feto (7 meses) F --
44 Encéfalo

W 45 Coracéo Feto (5 meses) M Bambui
46 Encéfalo

X 47 Coracéo Feto (5 meses) F Ritapolis
48 Encéfalo

“Universidade Federal de Lavras (UFLA)

53.  Extracdo de DNA

Para obtengdo das amostras de DNA foram utilizados trés protocolos
diferentes. Dois baseados no método fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (F:A:Al) e

um que utilizou o kit de extracdo de DNA gen6mico tecidual, comercializado pela
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empresa UNISCIENE (Invisorb Spin Tissue Mini Kit, Invitek, Alemanha) baseado na
afinidade do DNA pela silica. Os trés protocolos utilizaram a enzima proteinase K para

a digestdo do tecido.

5.3.1. Protocolo de extracdo de DNA de tecido animal baseado no método
F:Cl:Al adaptado de Sambrook (1989)

Adicionou-se aos 800mg de tecido 8,0 ml de tampéao de lise (10mM de tris HCI
pH 8,0; 0,1M de EDTA pH 8,0 e 0,5% peso/volume de SDS) na proporcdo de 10 x 0
volume de tecido e ap6s macerado o tecido, o material foi transferido para tubos falcon
e incubados a 37°C por 1 h. Foi adicionado a Proteinase K (1,0mg/ml) até a
concentracao final de 100ug/ml, homogeneizou-se gentilmente e incubou a 50°C por 3
h, misturando a solucdo de tempos em tempos. Posteriormente, o material foi esfriado
a temperatura ambiente e adicionou-se para purificacdo, a solucdo de
Fenol:Cloroférmio:Alcool isoamilico (25:24:1 ou 50%-48%-2%). Ap6s homogeneizar
bem no vértex até a mistura ficar com aspecto leitoso, o material foi incubado a 56°C
por 30°. Apl6s o periodo de incubacdo, o material foi aliquotado em microtubos
eppendorf em volumes iguais e adotou-se o protocolo de extragdo de DNA de cultura
de células adaptado do Laboratério de Microrganismos Intracelulares do Instituto de
Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Minas Gerais (LABMIC/ICB/UFMG).
O material foi centrifugado a 14.000 g por 5’ a 4°C, para separar bem as trés fases:
superior, intermedidria e precipitada. Apds centrifugar, foi coletada a fase aquosa
(superior) e transferida para um novo microtubo eppendorf de 1,5ml onde foi
adicionado cloroférmio gelado na proporcdo de 1:1 e homogenizado no vértex.
Repetidos os passos de centrifugacdo e coleta, foi adicionado ao DNA, 10% do volume
de acetato de sddio 3M, com pH ajustado para 5,8, mais 2,5 vezes 0 volume da amostra
de etanol PA, 96% a 100%. A partir deste momento, o material foi homogeneizado por
inversdo e colocado a -20°C (freezer) overnight, para precipitacdo do DNA. Apds
precipitacdo, os DNAs foram centrifugados a 14.000 g por 30, a 4°C para formar o
pellet do DNA. Descartou-se cuidadosamente o sobrenadante e deixou o0s tubos por
inversdo para tirar todo o etanol. ApGs estas etapas, foi realizado a eluicdo do DNA em

50ul de agua ultra-pura, estéril e estocados no freezer -20°C.
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5.3.2. Protocolo de extracdo de DNA de tecido animal baseado no método
F:CIl:Al do Laboratério Nacional Agropecuario de Pedro Leopoldo - MG
(LANAGRO)

Ap6s macerar 800mg de tecido, este lavado com 5ml de STE (10mM de Tris
HCI pH 8,0; 10mM de NaCl; 1 mM de EDTA), 1,5 ml de SDS 20% e 150 pl de
proteinase K. As suspens@es foram transferidas para tubos falcon 15 ml e incubadas em
50°C/overnigth. A extragdo por F:Cl:Al (25:24:1) foi realizada uma vez. As solugdes
foram mantidas em frascos ambar a 4°C. O contetdo do tubo foi misturado até formar
uma emulsdo ao agitar no vortex (trés ciclos até atingir consisténcia leitosa). Foi
centrifugado por 5* a 14.000 g e depois colhida a fase aquosa superior com ponteira
cortada na ponta para ndo danificar o DNA. Na fase aquosa, obtida ap6s a Gltima
lavagem com ClI, foi acrescentada solucdo de acetato de sédio 3M (10% do volume) e
apoOs acrescentar etanol absoluto (2,5 vezes o volume), foi incubado por -20°C
overnigth. Apds precipitacdo, os DNAs foram centrifugados a 14.000 g por 30°, a 4°C
para formar o pellet do DNA. Descartou-se cuidadosamente o sobrenadante e deixou
0s tubos por inversdo para tirar todo o etanol. Apos estas etapas, foi realizado a eluicao

do DNA em 50ul de agua ultra-pura, estéril e estocados no freezer -20°C.

5.3.3. Protocolo de extracao de tecido animal Invisorb Spin Tissue — INVITEK

Ap6s pesado 40mg de tecido e fragmenta-lo com gral e pistilo, foi adicionado
400 pl de tampédo de lise Lysis Buffer G e 40ul de proteinase K previamente diluida.
Misturou-se gentilmente durante dez segundos e transferiu para um tubo tipo
eppendorf de 1,5ml. Foi incubado a 52°C overnigth em banho-maria e depois
centrifugado por dois minutos em velocidade maxima da centrifuga para peletar. O
sobrenadante foi transferido para um novo tubo de um 1,5ml e adicionado 200l de
tampdo de ligagdo Binding Buffer T, foi misturado a seguir com vértex durante 10
segundos. Um filtro spin foi colocado dentro de um tubo recipiente de 2ml, o material

lisado foi transferido para o filtro e encubado a temperatura ambiente por 1 minuto. Foi
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centrifugado por dois minutos com a tampa do tubo fechada a velocidade 10.000 g e
novamente foi descartado o filtrado. Apds o descarte, foi adicionado 550ul do tampéo
de lavagem Wash Buffer dentro do filtro onde foi centrifugado por um minuto a 10.000
g e novamente descarteado o filtrado. Novamente repetiu-se o passo a partir da adigdo
dos 550ul do tampao de lavagem. No mesmo tubo recipiente destartou-se o filtrado e
centrifugou mais uma vez a dois minutos por 10.000 g para a remocdo do etanol do
tampdo de lavagem. O filtro foi colocado com o DNA em novo tubo de 1,5ml e
adicionado 100pl de tampéo de eluicdo Elution Buffer D pré-aquecido em 52°C. Apés
eluicdo foi incubado durante 3 minutos e centrifugado por 2 minutos a 10.000 g. O

filtrado foi estocado a -20°C e o filtro spin foi descartado.

5.4. Cultura de células VERO

Células VERO, gentilmente cedidas pelo Laboratorio de Doencas Parasitarias |
do Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva — VPS da FMVZ/USP, foram
cultivadas em garrafas com 25cm? de area até a obtencdo de 80% de confluéncia de
monocamada. As células foram incubadas em estufas de CO, a 37°C e receberam meio
de cultura RPMI (Sigma), preparado segundo instrucBes do fabricante e acrescido de
5% de soro fetal bovino (Invitrogen) e penicilina/streptomicina como inibidores de
eventuais contaminantes. A viabilidade das células VERO foi monitorada pela
coloracdo de Azul de Tripan 0,04% diluido em PBS, conforme descrito por Hemphill,
Gottstein e Kaufmann, (1996).

55.  Obtencéo de taquizoitos de N. caninum padréo

Para a producdo de antigenos e DNA de N. caninum, realizou-se o cultivo de
taquizoitos do parasita em cultura de células Vero preparadas em garrafas com area de
25cm?. A monocamada de células VERO, com 80% de confluéncia, foi inoculada com
taquizoitos de N. caninum (amostra padrdo NC-1), também gentilmente cedida pelo

Laboratério de Doengas Parasitarias | do Departamento de Medicina Veterinéria
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Preventiva — VPS da FMVZ/USP. A cultura foi preparada em meio RPMI (Sigma) sem
soro fetal bovino e com penicilina/streptomicina, mantida em ambiente de 5% de CO,
e umidade saturada por um periodo variavel entre trés a cinco dias, até a ruptura

completa da monocamada.

56. Quantificagdo do DNA extraido

Todas as amostras de DNA obtidas no laboratorio foram avaliadas quanto a
sua concentracdo e & sua pureza por meio da andlise da densidade dptica (DO) em
espectrofotbmetro; procedimento gentilmente realizado no Laboratério Central de
Biologia Molecular da UFLA. As dilui¢bes das amostras de DNA foram preparadas
com 4gua ultra-pura e a relacdo entre a quantidade de DNA e de proteina

D0260/D0280 foi usada como parédmetro para avaliacdo da qualidade do DNA.

5.7.  Padronizacdo da Reacdo em Cadeia da Polimerase

Todas as reacdes foram padronizadas para volumes finais de 20ul e ajustadas
proporcionalmente quando foram empregados volumes maiores. Os reagentes das
PCR, excetuando-se a agua, foram do kit “PCR Core System |” (PROMEGA
Corporation, EUA). As reacdes foram padronizadas mediante experimenta¢do em
relacdo as concentracBes de MgCl, e temperatura de alinhamento dos iniciadores,
referentes a dados disponiveis na literatura ou fornecidos pelos programas de selecéo
de iniciadores. O Quadro 3 apresenta os iniciadores utilizados neste estudo, seguidos
de suas sequéncias e referéncias.

Todas as PCR foram realizadas em termociclador PT100 (MJ Research
Incorporated, EUA), programado da seguinte maneira; 95°C por cinco minutos — 1
ciclo, seguido de 35 ciclos de 95°C por 30 segundos (abertura das fitas de DNA),
tempo/temperatura de alinhamento dos iniciadores variavel e definido por
experimentacdo e 72°C por um minuto para extencdo, terminando com um periodo de

extensdo final de 72°C por sete minutos e 4°C até a retirada.
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Quadro 3 Relacdo de iniciadores empregados neste trabalho, suas respectivas sequéncias
nucleotidicas e referéncias.

Iniciadores Sequéncias Referéncia

BACTBOV F 5’-TCACCCACACGGTGCCCATCTATGA-3" | LABMIC do

(Senso) ICB/UFMG
5’-CAGCGGAACCGCTCATTGCCGATGG-3’

BACTBOV R
(Anti-senso)
Lav 1 (Senso) 5’-CGGAAGGATCATTCACACG-3’ Este estudo
Tim 11 5’-CCCACTGAAACAGACGTACC-3’ Payne e Ellis
(Antisenso) (1996)

O Iniciador Lavl foi selecionado com o auxilio do programa “Primer3”, a
partir da sequéncia depositada por Payne e Ellis (1996) nimero de acesso no GenBank
L49389.

5.7.1. Reagdoem Cadeia da Polimerase — PCR para verificacdo da acessibilidade
do DNA extraido

Antes de proceder aos ensaios da PCR-RR-NC, a acessibilidade do DNA em
sistemas de PCR foi testada ao utilizar como alvo o gene da B-actina bovina, existente
em duas cépias no genoma da espécie bovina. Esta PCR foi desenvolvida no
Laboratério de Microorganismos Intracelulares — LABMIC do ICB/UFMG, com vistas
a amplificacdo de uma porgdo de 295pb do gene da B-actina (acesso Genbank:
AY141970). Os iniciadores empregados foram sintetizados na escala de 50 nanomoles
(Invitrogen, Brasil), diluidos posteriormente para a concentracdo de 100 picomoles
como solucgdo estoque e utilizados 20picomoles, por reacdo, de cada um. As condi¢des
definidas de PCR foram MgCl, com valor de 3,0mM, temperatura de alinhamento em
65°C durante 30 segundos e uma quantidade de 2ul de iniciadores por rea¢do para um

volume final de 20pl.

5.7.2. PCR-RR-NC
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A PCR-RR-NC foi baseada, em parte, no protocolo de Payne e Ellis (1996),
projetada para amplificar a por¢do ITS-1 do genoma de N. caninum. A condicdo
definida de PCR foi a concentracdo de MgCl, em 1,5 mM, temperatura de alinhamento
a 49°C durante 30 segundos. A quantidade de Tag DNA polimerase foi de 0,1 pl e de
DNA template foi 2,0 pl. A concentragdo de iniciadores por reacdo foi de 1

picomole/microlitro, ajustada para um volume final de 20ul.

5.8. Identificacio das Bandas

Para identificar as bandas, o produto de cada PCR foi submetido a eletroforese
em gel de agarose a 1,5%, na presenca de solucéo tampdo de corrida TAE 1X (Tris
40mM, Ac. Acético 20mM, EDTA 1mM) diluido a solugdo estoque 50x em agua
Ultra-pura, durante 1h a 100V. A caracterizacdo das bandas de DNA foi obtida pela
imersdo do gel de agarose em solucéo de brometo de etideo (0,5 pug/ml) por 30 min e as
imagens foram capturadas em fotodigitalizador (transluminacdo com luz UV), para

posterior edicdo e analises.

5.9.  Sequenciamento

O produto de PCR obtido na PCR-RR-NC foi submetido a analise de
sequenciamento para posterior confirmacéo da especificidade. Para tanto o produto foi
submetido a purificacdo onde se aplicou o kit “ GenElute PCR Clean-Up (Sigma), a
partir de reagBes com 50 microlitros. O processo de sequenciamento foi baseado no
método de terminagdo em cadeia por Dide6xi descrito por Sanger et al. (1977).

O sequenciamento de DNA foi executado no LCBM-UFLA. As

sequéncias recebidas na forma de arquivo grafico cromatograma foram abertas

com o auxilio do programa Chromas (Technelysium Pty, Austrdlia) e
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exportadas para arquivos do Bloco de Notas (Microsoft, EUA). A confirmacao
da especificidade das sequéncias obtidas foi confirmada com o auxilio do
programa BlastN (ALTSCHUL et al., 1990), disponivel no sitio do National
Institute of Health - NCBI (2010).

Todas as amostras foram sequenciadas em duplicata, nas cadeias senso e
anti-senso e comparadas entre si e com a amostra de referencia (n° L49389)
para a remocdo das ambiguidades e erros de sequenciamento, tanto na anélise
direta do cromatograma, quanto por meio de alinhamento no programa
MultAlin (2010).

5.10. Andlise Filogenética

Apbs editadas as sequéncias para remogdo das ambiguidades e para obtencdo
dos consensos de mesmo tamanho, as andlises filogenéticas foram realizadas com
auxilio do programa MEGA4. Para tanto as sequéncias foram alinhadas programa
ClustalW, que gerou o arquivo de dados que alimentou o programa MEGA4. As
arvores filogenéticas foram obtidas pelo método Neighbor-Joining, com bootstrap de

1.000 replicatas.

O Quadro 4 apresenta as sequéncias génicas de N. caninum referentes a regido
codificadora de rRNA, atualmente disponiveis no GenBank, que se alinharam com as
sequéncias consenso obtidas no presente trabalho. Somente as sequéncias que se
alinharam foram selecionadas. Outro pardmetro que se utilizou para escolha das
sequéncias foi a origem, de forma representar diversas localidades geograficas e
proporcionar um universo amostral o mais abrangente possivel. Na analise da origem e
alinhamento foram excluidas aquelas que se mostraram redundantes, ou seja, eram da
mesma origem (geogréfica e de autor) e ndo apresentavam diferengas genéticas em
relacdo as demais do mesmo autor. Todas foram editadas para apresentarem 0 mesmo
tamanho. Apds alinhamento no programa ClustalW, as sequéncias alimentaram o
programa MEGA4, que fez as andlises para geracdo da arvore filogenética pelo método

Neighbor-Joining.
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Quadro 4 Relagdo de sequéncias génicas de N. caninum similares as sequéncias deste estudo,
disponiveis no banco mundial de genomas (Genbank), e que foram empregadas na
construcdo da andlise filogenética. Estdo apresentadas pelo n° de acesso, pelo nome
depositado, pela espécie hospedeira, localiza¢do geografica, autores e ano.
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N° acesso ao Nome Espécie Local Autores/ano
GenBank
L49389.1 -- - Australia Payne e Ellis (1996)
AF432123.1 Cz-4 Canideo Republica Slapeta et al. (2002)
Tcheca
GU194960.1 Clone 259 Dingos Austrélia King et al. (2010a)
GU194958 Clone 256 Dingos Austrélia King et al. (2010b)
AF029702.1 Swe-B1 strain - Suécia Ellis e Ryce (1997)
AF038861.1 CN1 - EUA Marsh et al. (1998)
DQ832318.1 Brazil Ovino Brasil Pena et al. (2007)
DQ997619.1 10_06 - Brasil Monteiro et al. (2007)
AY508811.1 NC-deerl Cervideo EUA Gondim et al. (2004-A)
AF249970.1 NC-5 Equino EUA Dubey et al. (2001)
DQ997620.1 AL - Brasil Monteiro et al. (2007)
DQ997618.1 PR - Brasil Monteiro et al. (2007)
AY?259042.1 NC-Bahia - Brasil Gondim et al. (2004-B)
EF219139.1 NC9 Canideo EUA Dubey et al. (2007a)
FJ966046.1 NCBovBA4 Bovino Brasil Santos et al. (2010)
EU564167.1 NC-SweB1 Bovino Suécia Rojo-Montejo et al.
(2009)
EU564165.1 NC-SpainlH Bovino Espanha Rojo-Montejo et al.
(2009)
FJ176221.1 GNCBAl Caprino Brasil Silva et al. (2009)

6. RESULTADOS
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Histdrico Clinico e Achados Macroscépicos

Num periodo de dois anos, entre dezembro de 2007 a dezembro de 2009,
dezessete fetos e sete bezerros foram enviados ao Setor de Patologia Veterinaria (SPV)
da Universidade Federal de Lavras (UFLA). Destes 24 bovinos, oito apresentaram
lesBes microscdpicas sugestivas de infeccdo por protozoario, entre os quais N.
caninum. Foram consideradas como lesdes sugestivas a presenca de infiltrado
inflamatério mononuclear associados ou ndo a necrose em varios tecidos, e no sistema
nervoso central (SNC) considerou-se ainda a presenca de gliose (Quadro, 5).

Entre os conceptos bovinos com lesfes sugestivas de neosporose, seis eram
fetos entre quatro a oito meses de idade e duas bezerras, uma com vinte dias € a outra
com quatro meses de vida (Quadro, 5).

Macroscopicamente nao foram observados lesGes significativas nos conceptos
com lesdes microscopicas sugestivas de neosporose, porém dois destes apresentaram
edema de subcutaneo, liquido avermelhado na cavidade abdominal e toracica. Quando
comparado ao aspecto macroscépico do encéfalo dos animais amostrados, sabendo-se
que o encéfalo de fetos apresenta uma consisténcia mais friavel que os demais animais,
trés fetos apresentaram a consisténcia do encéfalo liquida, decompondo-se em varios
pedacos ao toque (Animal I) e outro semi-liquida (Animal B e Animal Q). A bezerra de
20 dias (Animal M) foi sacrificada por ser proveniente de um rebanho com
aproximadamente 100% de positividade para N. caninum e problemas reprodutivos
significativos, além do animal apresentar-se pequeno para a idade, possuir uma hérnia
umbilical e claudicar da perna direita. O animal de quatro meses (Animal R) morreu

em fungdo de uma dilatacéo e necrose de abomaso com peritonite secundaria.

6.2. Achados Microscopicos
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As lesdes microscépicas, sugestivas de neosporose, foram encontradas
principalmente no encéfalo e coracdo, seguido do musculo esquelético e figado.

No SNC as lesdes histolégicas foram encontradas por todo o encéfalo e em um
animal no corddo medular. No cortex cerebral foi observado encefalite ndo supurativa
caracterizada por manguitos perivasculares mononucleares (animais A e C), necrose
tecidual, facilmente visualizada por eosinofilia tecidual (animal B) e gliose (animais B,
A, C, R e T). Em apenas um animal foi observado meningite ndo supurativa discreta
(@animal A).

No talamo e tronco cerebral (6bex, peduculos cerebelares, coliculo rostral,
coliculo caudal) representados pela Figuras 3, 4 e 5, foram observadas areas
multifocais de necrose do parénquima, caracterizada por acidofilia do tecido (animais
A, B, C e T) e picnose celular (C) associado a infiltrado inflamatério mononuclear,
onde em alguns pontos as células mononucleares circundavam os focos de necrose
(animais A e C). Também, frequentemente, foi observado gliose multifocal moderada a
acentuada (animais A, B, C, M, Q, R e T), muitas vezes, proximas a vasos ou aos focos

de necrose e raros manguitos perivasculares (animais M e T).

s - * S PBERAT S -

Figura 3 Infecgdo por N. caninum. Feto bovino abortado (animal A). Coliculo rostral. Areas
multifocais de infiltrado inflamat6rio mononuclear associado a gliose (seta). H.E.,
Obhj. 10.
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Figura 4 Inecééo por N. caninum. Feto bovino abortado (animal A). Coliculo caudal. Area
focal de necrose associada a infiltrado inflamat6rio mononuclear e gliose. H.E., Obj.
20.

Figura 5 Infecgdo por N. caninum. Feto bovino abortado (animal A).Kolicuulo caudal.
Encefalite necrosante ndo-supurativa acentuada. H.E., Obj. 20.

No cerebelo foi observado gliose (animais A, B e T) e necrose tecidual
(animais A, B e T), com células mononucleares circundando a area de necrose (animal

A), assim como, manguitos perivasculares discretos (animais A e T).
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Somente em um animal foi

inflamatdrio na substancia cinzenta do corddo medular (animal R).
No coracdo uma miocardite ndo supurativa caracterizada por areas multifocais

observado um foco discreto de infiltrado

com discreto a acentuado infiltrado inflamatério mononuclear foi observada em todos

os fetos e nas duas bezerras. Somente um feto apresentou também uma pericardite ndo

supurativa moderada (animal T) representado pela Figuras 6 e 7.
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Figura 6 Infeccdo por N. caninum. Feto bovino abortado (animal B). Coracdo. Miocardite
ndo-supurativa multifocal acentuada. H.E., Obj. 20.
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ndo-supurativa difusa acentuada. H.E., Obj. 20.

No musculo esquelético foram observadas areas multifocais de miosite nédo
supurativa discreta (animais Q e C) a acentuada (animal T) representada pela Figura 8,
caracterizada por infiltrado inflamatério mononuclear nas fibras e entre as fibras
musculares. Em um animal (animal T) observou-se um cisto com parede fina (cisto

jovem) na fibra muscular préximo ao infiltrado mononuclear acentuado representado

pela Figura 9.

nfeccdo por N. caninum. Feto bovino abortado (animal T). Pericérdio. Pericardite


http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22

Figura 8 Infeccdo por N. caninum. Feto bovino abortado (animal T). Musculo esquelético.
Miosite ndo-supurativa multifocal acentuada. H.E., Obj. 20.

Figura 9 Infeccdo por N. caninum. Feto bovino abortado (animal T). Musculo esquelético.
Presenca de cisto (seta) na fibra do musculo esquelético. H.E., Obj 40.
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No figado, foram encontradas &reas multifocais de necrose (animal A)
representada pela Figura 10 e infiltrado inflamat6rio mononuclear no espago porta
(@animaisAeT).
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Figura 10 Infecgdo por N. caninum. Feto bovino abortado (animal A). Hepatite necrosante néo-
supurativa acentuada. H.E., Obj. 20.

6.3.  Achados Imunoistoquimicos (IHQ)

A marcacdo imunoistoquimica para N. caninum foi positiva em trés fetos entre
as amostras (38) que apresentaram lesdes sugestivas de aborto ou infecgdo por
protozoario, o que resultou numa positividade de 37,5%. Os fetos com marcacao
positiva tinham entre quatro a seis meses de idade. Por meio da IHQ visualizaram-se
poucos cistos e taquizoitos, predominantes no cérebro dos trés fetos. Em um Unico feto
a marcacao imunoistoquimica também ocorreu no masculo esquelético.

Na regido cortical dos hemisférios cerebrais (Figura 11), préximo a focos de
gliose e infiltrado mononuclear perivascular, observou-se a presenca de cisto (animal
A) e taquizoitos (animais A e T). No coliculo rostral (Figura 12) verificou-se a
presenca de cisto (animal Q) e grupos de taquizoitos préximos as areas de necrose e
gliose (animais A e Q). Taquizoitos também foram visualizados no pedinculo
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cerebelar (animal T). Em todas as marcacfes 0s taquizoitos tenderam a apresentar um
formato arredondado.
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Figura 11 Infecgdo por N. caninum. Cortex cerebral de feto bovino abortado (animal A).
Imunoistoquimica. Presenca de cisto corado em marrom pelo anticorpo policlonal
anti-N. caninum. Método estreptavidina-biotina-peroxidase. Obj. 40.

i
W -

Figura 12 Infeccdo por N. caninum. Coliculo rostral de feto bovino abortado (animal A).
Imunoistoquimica. Presenga de grupo de taquizoitos corados em marrom pelo
anticorpo policlonal anti-N. caninum. Método estreptavidina-biotina-peroxidase.
Obj. 40.
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No musculo esquelético de um animal (animal T) ocorreu marcacgdo positiva de
grupos de taquizoitos, um deles associados ao infiltrado mononuclear e outro entre 0s
feixes musculares, distante da inflamacdo (Figura 13).

Figura 13 Infeccdo por N. caninum. Mdsculo esquelético de feto bovino abortado (animal T).
Imunoistoquimica. Presenga de grupos de taquizoitos entre as fibras musculares.
Método estreptavidina-biotina-peroxidase. Obj. 40.

Todos os animais positivos na imunoistoquimica (IHQ) para N. caninum foram
negativos na marcacao IHQ para T. gondii.

Quadro 5 Resultado dos testes de Histopatologia, PCR e IHQ em amostras clinica
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Animal Amostra Orgéo Lesdo IHQ PCR-B actina PCR-RR-NC
A 01 Coragdo | Compativel N&o N&o N&o
02 Encéfalo Sim Sim Sim
Compativel

B 03 Coracdo | Compativel N&o N&o N&o
04 Encéfalo | Compativel N&o Sim N&o
C 05 Coragdo - N&o Sim N&o
06 Encéfalo | Compativel N&o Sim Sim
D 07 Coragdo - N&o N&o N&o
08 Encéfalo - Néo Sim Néo
E 09 Coragdo - N&o N&o N&o
10 Encéfalo - Néo Néo Néo
F 11 Coracdo - N&o Sim N&o
12 Encéfalo - Néo Sim Néo
G 13 Coragdo - N&o Sim N&o
14 Encéfalo - Néo Sim Néo
H 15 Coragdo - N&o N&o N&o
16 Encéfalo - Néo Sim Néo
| 17 Coracdo | Compativel N&o Sim N&o
18 Encéfalo - Néo Sim Néo
J 19 Coragdo - N&o N&o N&o
20 Encéfalo - Néo Sim Néo
K 21 Coracdo - N&o Sim N&o
22 Encéfalo - Néo Sim Néo
L 23 Coragdo - N&o Sim N&o
24 Encéfalo - Néo Sim Néo
M 25 Coragdo - N&o Sim N&o
26 Encéfalo | Compativel N&o Sim Sim
N 27 Coragdo - N&o Sim N&o
28 Encéfalo - Néo Sim Néo
0] 29 Coragdo - N&o Sim N&o
30 Encéfalo - Néo Sim Néo
P 31 Coracdo - N&o Sim N&o
32 Encéfalo - Néo Sim Néo
Q 33 Coragdo - N&o Sim N&o
34 Encéfalo | Compativel Sim Sim N&o
R 35 Coragdo - N&o Sim N&o
36 Encéfalo | Compativel N&o Sim Sim
S 37 Coragdo - N&o Sim N&o
38 Encéfalo - Néo Sim Néo
T 39 Coragdo - N&o Sim N&o
40 Encéfalo | Compativel Sim Sim Sim

U 41 Coracdo - N&o
42 Encéfalo - Néo Sim Néo
\% 43 Coragdo - N&o Sim N&o
44 Encéfalo - Néo Sim Néo
W 45 Coracdo - N&o Sim N&o
46 Encéfalo - Néo Sim Néo
X 47 Coragdo - N&o Sim N&o
48 Encéfalo - Néo Sim Néo

6.4. Extracdo de DNA
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Conforme o Quadro 5, 47 amostras de tecidos foram extraidas o DNA e
submetidos a PCR para o gene de B-actina bovina. Ambos de coracdo e cérebro. Esses

dados sdo descritos de forma mais detalhada no Quadro 6.

6.4.1. PCR B-actina bovina

Os resultados da PCR de B-actina bovina apontaram a disponibilidade de
amostras de DNA de cérebro e amostras de DNA de coragdo como aptas a serem
submetidas a PCR. Parte dos resultados estdo representados na Figura 14, a titulo de

ilustracdo do processo de verificagio da qualidade do DNA extraido.

9 10 11 12 13 14 15 16 17

1350 pb

916 pb

500 pb

295 pb

50 pb

Figura 14 Imagem da eletroforese aplicada nos produtos da PCR para o gene de [B-actina
bovina. Canaletas: 1 a 7 — amostras clinicas, 8 — controle positivo, 9 — padrdo de
tamanho de DNA, 10 — controle negativo; e 11 a 17 outras amostras clinicas.

6.4.2. PCR-RR-NC
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Obteve-se a padronizacdo da PCR-RR-NC, com sucesso, um fragmento
esperado de 588pb representado pela Figura 15. Este fragmento de DNA formado
corresponde a regido de ITS-1 completo mais uma parte das regifes de subunidades
ribossomais.

O fragmento de 588pb, ap6s amplificado e submetido a eletroforese, foi
visualisado em forma de banda e estd representado na Figura 16. A aplicagdo do
programa BlastN, com vistas a determinar o grau de similaridade entre as sequéncias
obtidas nesta PCR e aquelas depositadas no GenBank demonstrou resultados acima de
90% com dezenas de sequéncias de N. caninum, o que confirmou a especificidade
analitica da PCR-RR-NC.

A posicdo do fragmento de 588pb desta PCR esta ilustrado na Figura 15. Este
situa-se entre as posi¢des 4 — 592 dentro da regido do DNA ribossomal de N. caninum,

ao se utilizar como referéncia a sequéncia L49389.

188 rDNA ITS-1 5.8SrDNA ITS-2 288 rDNA
1..18 19...438 439...596 597...920 921...1.046
1 1.046pb T
|
588[3]3 (E...a's*'ﬂ A TIM 41 3, Baseado naseqgiiénciade

Payne e Ellis (19986).

4..592 N°acesso GenBank:L49389

Figura 15 Esquema que ilustra a posi¢do do fragmento de DNA com 588pb, obtido na PCR-
RR-NC, situado na posicéo 4 a 592 dentro da sequéncia de 1046 nucleotideos
descrita por Payne e Ellis (1996).
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1350 pb
916 pb

588 pb
500 pb

200 pb

sopb

Figura 16 Imagem que ilustra a posicdo das bandas de DNA geradas ap6s eletroforese dos
produtos da PCR-RR-NC. Canaletas: 1 — Controle Positivo; 2 — Controle Tamanho;

3 — Amostra clinica; 4 — Controle Negativo. Imagem em gel de agarose a 1,5%,
corado por brometo de etideo.

6.4.3. PCR das amostras clinicas

As amostras clinicas foram testadas para a PCR de N. caninum e dos 24
bovinos, cinco mostraram-se positivos (trés fetos e duas bezerras). A Figura 17

apresenta bandas de 588 pb e arraste no gel de agarose ap6s a PCR-RR-NC de
amostras clinicas.
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588 pb

Figura 17 Imagem dos produtos de PCR-RR-NC em amostras clinicas. Canaletas: 1 — Controle
Tamanho; 2 — Controle Positivo; 3 — Amostra clinica; 4 — Amostra clinica; 5 —
Amostra clinica; 6 — Controle Negativo; 7 — Amostra clinica; 8 — Amostra clinica.
Imagem de gel de agarose a 1,5%, corado por brometo de etideo.

As amostras clinicas foram submetidas aos exames histopatolégicos e
imunoistoquimico. O Quadro 6 demonstra as relacdes entre as cinco amostras positivas
para a PCR de N. caninum. Todas as amostras apresentaram lesdes compativeis para

neosporose bovina.

Quadro 6 Relacdo de amostras de tecidos bovinos com resultados da PCR de [-actina bovina e
PCR de N. caninum.

Ne° Amostras | N°amostras Controle de Amostras
animais com DNA gualidade do DNA | Positivas para
extraido para PCR de B- PCR-RR-NC
actina
24 Coracéo 23 17
Encéfalo 24 23 05
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Sequenciamento

Apobs a realizacdo da PCR para parte da regido codificadora de rRNA de N.
caninum, procedeu-se o0 sequenciamento. As sequéncias génicas foram convertidas
em formato FASTA, editadas e o programa BlastN confirmou especificidade acima
de 90% para N. caninum.

O Quadro 7 relaciona as amostras clinicas obtidas no presente trabalho, que

foram sequenciadas, editadas e submetidas ao GenBank.

Quadro 7 Relagdo de sequéncias submetidas ao Genbank, os respectivos nomes e 0 hiimero de
acesso gerado. Também é apresentada a identificagdo do animal e sua origem

geografica.
Amostra Nome N° de Animal Local
clinica acesso no
Genbank
06 BR/MG-1 | HM229410 C ljaci - MG
26 BR/MG-2 | HM229411 M Conc. da Barra
de Minas - MG
40 BR/MG-3 | HM229412 T ljaci - MG

A Figura 18 apresenta as trés sequéncias consenso em formato FASTA que

foram submetidas ao GenBanK.
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»BR/HG-1 539 hazes
ctttattottttoaaccotoaacgittigoaatocogaattoaaaacatga
gottgratctototocottoggagagiggtacattosagaagogrgatata
ctactoocotgtgagtigtatogootiottiocatgtggatattttgoactas
ttttttoaagogttetattgaacgootgataatgaaagtgtgtgeatata
Locguggagragtacggogaagagactogatcactggaaattaatgrotota
tLgUgactttaacticCagyagriicticaatgigearttottictLocea
caccgttattttaaacaacasatctggatagogtitgagggaagagaaagy
atggretettioctgratttectototattogetiicagattactractaas
sactataatgrgrLiotasattitoagoaatggatgrottggotogogea
acgatgaaguacgeagegaactgecgaaacgcaactgtgaattgoagaact
cagtgaatcatcagatttotgaacyoaaatguggootty

>BR/HG~2 491 bases
aaacatgagottgtatctototocttoguagaggggtacat toaagaage
grgatatactactocCigigagttgtategoot it tcatgiggatattt
tgeactactttttioaagegttotat tgaacgoctgataatgaaagtgty
tgcatatatoocgggagtgtacggegaagggactcggtoactggaaattas
tgtototattgggact ttaacttocaggagtttottcaatgtgoattott
trttoccacaccgttattitaaacaacaaatctggatagegt ttgaggya
agagasagatggtoetottictgtatttotototattogottiocagattac
tractagaaactataatgigriiolaaant LiCaguaat ggargrot tyg
ctogogoaacgatgaaggacggeagogaactgogaaacgcasacatgtygas
trgoggaatteagtgaatectcagatttotgaacgoasaat

> BR/HG~3 392 bases
asaacatgagelLgtatctotetooticggagagguaracat Losagasg
cgtgatatactactocctgtgagrigtatcgoct Lot teatgtggatatt
LtgoactactiitiieaagogtioLattgasacgootgataatgaaagLgt
gtgcatatatcogugagtgtacgygogaagggactoggtecactggaaatta
atgrototattgggactttaactioraggagttiottcaatgrgoartot
ttLttoccacaccgttattttaaacaacasatotggatagogrLtgaggy
AAgaAdasagatgUiCctettLeLgat Lot OtOCtattogeL L LCagarta
crractasasactatattgrgrtictacaat Lt L tCcagooge
Figura 18 Representacdo das sequéncias de nucleotideos das amostras 06, 26 e 40, editadas no

padrdo FASTA. A primeira linha de cada sequéncia contém o nome da sequéncia e
0 nimero total de nucleotideos.

6.6. Filogenia
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Para que a arvore filogenética possa ser gerada é necessario que se alimente o
programa com sequéncias de mesmo tamanho (nimero de posi¢des de nucleotideos).
Desta forma, foi efetuado um cuidadoso processo de editoracdo das sequéncias obtidas
no presente trabalho, de forma a se caracterizar as eventuais delecBes que ocorreram
em cada sequéncia utilizada e, na posicdo equivalente, se inserir um simbolo de traco
(-), que é interpretado pelo programa como delecdo. Como ponto de partida desta
edicdo se empregou o programa de acesso livre MultAlin (2010). Neste processo
também se definiu o exato ponto de inicio e término das sequéncias. A Figura 19
apresenta o alinhamento das trés sequéncias obtidas neste estudo, alinhadas com a
sequéncia de referéncia produzida por Payne e Ellis (1996), por meio do programa
MultAlign. A Figura 20 representa a esquematizacdo do tamanho e da posi¢do do
alinhamento dentro da regido codificadora de rRNA de N. caninum, segundo a

sequéncia de referéncia L49389.
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L49389 CTGCGGARGGATCATTCACACGTCCTTTATTCTTTTCAACCCTCARCCTTTGARTCCCAAACARARCATGAGCTTGTATCTCTCTCCTTCGGAGAGGEGTACATTCARGARGCGTGATATACTACTCCCT
HH229410 CATGAGCTTGTATCTCTCTCCTTCGGAGAGGRGTACATTCARGARGCGTGATATACTACTCCCT
HH229411 CATGAGCTTGTATCTCTCTCCTTCGGAGAGGEGTACATTCARGARGCGTGATATACTACTCCCT
HH229412 CATGAGCTTGTATCTCTCTCCTTCGGAGAGGEGTACATTCARGARGCGTGATATACTACTCCCT
CONSENSUS  sysesssscsnssssssssssossssssssrasssssssresssssssssssssssssssssesss CAIGAGCTTGTATCTCTCTCCTTCGGAGAGGEGTACATTCARGARGCGTEATATACTACTCCCT
131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
1 I
L49389 GTGAGTTGTATCGCCTTCTTCATGTGGATATTTTGCACTACTGTGATCAGGCGTTCTATTGARCCGCTGATARTGARRGTGTGTGCATATATCCGEGAGTGTACGRCGARGGGACTCRGTCACTGGARAT
HH229410 GTGAGTTGTATCECCTTCTTCATGTGGATATTTTGCACTACTTTTTTCARGCGTTCTATTGAACGCCTGATARTGARAGTGTGTGCATATATCCGEGAGTGTACGECGARGGGACTCGGTCACTGEARAT
HH229411 GTGAGTTGTATCRCCTTCTTCATGTGGATATTTTRCACTACTTTTTTCARGCGTTCTATTGAACGCCTGATARTGARAGTGTGTGCATATATCCGGEGARTGTACGECGARGGGACTCGGTCACTGRARAT
HH229412 GTGAGTTGTATCECCTTCTTCATGTGGATATTTTGCACTACTTTTTTCARGCGTTCTATTGAACGCCTGATAATGARAGTGTGTGCATATATCCGGEGARTGTACGECGAAGGGACTCGGTCACTGEARAT
Consensus GTGAGTTGTATCGCCTTCTTCATGTGGATATTTTGCACTACTETELTCAAGCGTTCTATTGAACEcCTGATAATGARAGTGTGTECATATATCCEGEAGTGTACGGCGAAGGGACTCGETCACTGGARAT
261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390
c
|
L49389 TARTGTCTCTATTGEGACTTTARCTTCCAGGAGTTTCTTCAATGTGCATTCTTTTTTCCCACACCGTTATTTTARACCACAARTCTGGEATAGCGTTTGAGGGAAGAGARAGATGGTCTCTTTCTGTATTT
HH229410 TARTGTCTCTATTGGGACTTTARCTTCCAGGAGTTTCTTCARTGTGCATTCTTTTTTCCCACACCGTTATTTTARACARCARRTCTGGATAGCGTTTGAGGGARGAGARAGATGGTCTCTTTCTGTATTT
HH229411 TAATGTCTCTATTGGGACTTTARCTTCCAGGAGTTTCTTCARTGTGCATTCTTTTTTCCCACACCGTTATTTTARACARCAARTCTGGATAGCGTTTGAGGGAAGAGARAGATGGTCTCTTTCTGTATTT
HH229412 TRARTGTCTCTATTGGGACTTTARCTTCCAGGAGTTTCTTCARTGTGCATTCTTTTTTCCCACACCGTTATTTTARACARCARRTCTGGATAGCGTTTGAGGGARGAGARAGATGGTCTCTTTCTGTATTT
Consensus TAATGTCTCTATTGGGACTTTARCTTCCAGGAGTTTCTTCAATRTGCATTCTTTTTTCCCACACCGTTATTTTARACAACARATCTGGATAGCGTTTGAGGGAAGAGARAGATGGTCTCTTTCTGTATTT
391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520
1 |
L49389 CTCTCTATTCGCTTTCAGATTACTTACTARARRCTATAATGTTTTTCTAAATTTTCAGCARTGEATGTCTTGGCTCGCGCAACGATGARGGACGCAGCGAACTGCGARACGCARTGTGARTTGCAGAATT
HH229410 CTCTCTATTCGCTTTCAGATTA
HH229411 CTCTCTATTCGCTTTCAGATTA
HH229412 CTCTCTATTCGCTTTCAGATTA
Consensus CTCTCTATTCGCTTTCAGATTA,
521 530 540 590 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650
:
1 |
L49389 CAGTGARTCATCAGATTTCTGARCGCARATGCCACCTTGGGGATATTCTCCTTGGTACGTCTGTTTCAGTGTCTTTGARATCACARTTTTCTGCTTTTTAGGGTCRTTGCTTCGGTCTCACTGGAGCCGE
HH229410
HH229411
HH229412
CONSENSUS  4uaasnsnssnseststsssrsesssssststsssssststesssssttsssssssttsssrsestsstststsntstststessssstttssrsssttetertestsststttsstssststrssssssns
651 660 670 680 690 700 710 720 730 40 750 760 770 780
1 |
L49389 CTARGAGCAGTATGATTGGGTGTCATGAGTGTTGAATACTCARTGTCATCCTGAATAATGAACACAGCGGAGARACTACTCGTGCCTCTTTTTAGAGECTCAACTGTATTGTTGAGTTGTATCGATGGCA
HH229410
HH229411
HH229412
CONSENSUS  4ysusrssesesesssnesrssssssesrsresssssssresssssrenesssesssnesssesssnestsrestssstsressssstenesrsssssnesrssstsnestsresssssrsresssssns
781 790 800 810 820 830 840 850 860 870 880 890 900 910
!
1 |
L49389 TCATTGAGATACGGTGGCTTCTTCATTGAAGACAAAGTTTCATTGATGTTGTTGATCAACTTCARTACCGCARTGEARTTTTTGTTCCATTGTTGCTGTGCGAGGT TTCGTCGTTRTTGTTTTGTCTCGE
HH229410
HH229411
HH229412
COMSENSUS 4 asnsnssnsesttsssrsesssssstsrsssssststesssssttsssssssttsssrsestsstststsntstststssssssttttersssttttortostsststttsstssstsrssssssnt
911 920 930 940 950 960 970 980 990 1000 1010 1020 1030 1040
]
|
L49389 GCGTTTGTCCGGTTCTATTTATCAGACCTGAAATCAGGCGAGGTTACCCGCTGAACTTAAGCATATTATTAAGCGGAGGAGARGARARTAACTATEATTCCCTTAGTAACGGCGAGTGARCCTGGGATCA
HH229410
HH229411
HH229412
COMSENEUS 4 asntnssnsseststsssrsesssssststsssssststsssssstisssssssttsssrsestsstststsntstststessssstttssrsssttttortostsststttsstssstsrssssssns
104846
I====1
149389 GCTCAR
HH229410
HH229411
HH229412
CONSENsuUS  ,,444s

Figura 19 Resultado do alinhamento das sequéncias obtidas neste estudo com a sequéncia de

Payne e Ellis (1996), obtido no programa MultAlin. Observa-se 0 consenso entre
346 bases, destacado em cor vermelha. As bases marcadas pelo programa em cor
azul sdo diferentes da mesma base na sequéncia de referéncia e, portanto,
caracterizam-se como mutacdes em relacéo a esta.
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18SrDNA ITS-1 5.85rDNA 178-2 285 rDNA
1..18 19...438 439...596 597...920 921...1.046

i b
— — R

588pb (LAV 1 a TIM 11):

4...592 Baseado na seqliéncia de

Payne e Ellis {1996},
N2 acesso GenBank: L49389

346ph
67..412

Tamanhoe e posigho das sequéncias que
— permitiram alinhamento na regifio génica
codificadora de rRNAs de Neospora
caniniim
Figura 20 Esquema que ilustra a posi¢do do fragmento de DNA com 346pb, obtido na edigdo
para obtencdo de sequéncias do mesmo tamanho. Incia-se na posi¢do 67 e se estende
até a posicdo 412, dentro da sequéncia de 1046 nucleotideos descrita por Payne e
Ellis (1996). Destaca-se o detalhe de que todo o fragmento se encontra dentro de
ITS-1.

A Figura 21 apresenta a arvore filogenética gerada pelo programa MEGA4,
utilizando o método Neighbor-Joining. Foram utilizadas as sequéncias obtidas neste
trabalho mais aquelas relacionadas no quadro 4, todas editadas conforme descrito no
paragrafo anterior. Também se inseriu nas analises sequéncias de outros parasitos da
sub-familia Toxoplasmatinae, para permitir a analise inter-espécies.
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AF038861 NC \
AY259042 NC
EU564167 NC
EU564165 NC
GU194958 NC
HM229410 NC
AF029702 NC
DQ832318 NC
GU194960 NC
62 £ FJ966046 NC
" DQ997620 NC
HM229412 NC
DQ997618 NC
AY508811 NC
HM229411 NC
AF432123 NC

Agrupamento
Neospora caninum

AF249970 NC Sequéncia referéncia
EF219139 NC Neospora caninum
(PAYNE; ELLIS, 1996)

DQY97619 NC
FI176221 NC

149389 NC

EU290461 NH
Agrupamento
AF038859 NH .
Neospora hughesi
™~

DQ997621 NH

EU025025 TG

DQ9Q7617 TG

n DQ997616 TG 1
DQ9YT7615 TG

DQUITEIA TG __

96 EU025024 HH  ~

EU025023 HH A
EF638843 HH | grupamento

57 Hammondia hammondi
EF638845 HH

EF638844HH __/

Agrupamento
Toxoplasma gondii

99

Figura 21 Relagdes filogenéticas de 34 sequéncias de parte da regido génica ITS-1 de
protozoérios da sub-familia Toxoplasmatinae representados pelos parasitos: N.
caninum (NC), N. hughesi (NH), T. gondii (TG) e H. hammondi (HH). Os nds
terminais estdo representados pelo n° de acesso ao GenBank e por letras
sugestivas de iniciais dos parasitos. A arvore filogenética aqui demonstrada foi
construida por meio do método Neighbor-Joining, no programa MEGA4, com
cut-off de 50%. As sequéncias identificadas com HM?229410, HM229411 e
HM229412 foram obtidas neste estudo, especificamente na regido préxima a
Lavras-MG, Brasil. As demais foram publicadas por outros autores e estdo
disponiveis no Banco Mundial de genomas.

O Quadro 8 apresenta as mutagdes presentes nas sequéncias de parte da regido
codificadora de rRNA obtidas neste trabalho, em relacdo as outras sequéncias de N.
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caninum depositadas no GenBank. Deve ser destacado que as trés sequéncias
apresentaram as mesmas mutacdes e ndo diferiram entre si. Para caracterizacdo destas
mutacfes empregou-se o alinhamento por meio do programa ClustalW. O resultado
deste alinhamento, bem como de outros protozoarios da sub-familia Toxoplasmatinae,
encontra-se anexo a este trabalho, na forma de figura.

Quadro 8 Relacdo das mutagdes observadas nas sequéncias obtidas neste estudo, em
comparacdo com as demais sequéncias depositadas no GenBank referentes a parte
da regido codificadora de rRNA de N. caninum. Cada posi¢cdo de mutagdo foi
baseada na sequéncia descrita por Payne e Ellis (1996) e gerada pelo alinhamento
no programa ClustalW. O nimero da sequéncia depositada no GenBank referente

a mutacéo.
N° de Tipo de mutacdo | Posi¢do génica baseada | Sequéncia
acesso em L49389 (1-1046) referéncia
Transversdo (G>T) 173 L49389
Transversdo (G—>T) 175
Transversdo (A>T) 176
Transicdo (G>A) 180
HM229410 ransversao (C>G) 195
HM229411 Transversdo (G>C) 196
HM229412 Transversdo (C>A) 338
Delecéo (A) 75 FJ176221
Delegéo (T) 384 FJ966046
Delegéo (T) 385 AY259042

7. DISCUSSAO
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Achados histopatoldgicos e imunoistoquimicos

Os achados histopatolégicos de encefalite ndo supurativa associado a necrose
tecidual e gliose observados nos fetos e em duas bezerras deste estudo estdo de acordo
as lesdes descritas para a neosporose (CORBELLINI et al., 2002; DUBEY, 2003;
DUBEY; LINDSAY, 1996; HELMAN et al, 1998, ORTEGA-MORA;
FERNANDEZ-GARCIA; GOMEZ-BAUTISTA, 2006).

Porém, no presente estudo, as lesbes foram encontradas tanto no cortex
cerebral como no tronco encefalico, sendo muitas vezes mais acentuada e frequente
neste Ultimo. Entretanto, estes achados diferem dos relatados por alguns autores que
observaram uma tendéncia do cortex ter mais lesdes se comparado com a por¢do média
e superior do tronco cerebral (CORBELLINI et al., 2002; DUBEY, 2003; HELMAN et
al., 1998).

As lesdes encontradas no coragdo e figado também estdo de acordo com as
descritas para neosporose, como a miocardite ndo supurativa moderada a acentuada
(CORBELLINI et al., 2002; HELMAN et al., 1998), e as lesdes hepaticas de infiltrado
mononuclear periportal e focos de necrose hepatocelular (BARR et al., 1990).

Nesse estudo, cistos de N. caninum foram visualizados no H.E. em um Unico
feto, no musculo esquelético, e na imunoistoquimica no cérebro de dois fetos. Ja
taquizoitos foram observados mais frequentemente no encéfalo e misculo esquelético.
Estes achados também estdo de acordo aos descritos na literatura (CORBELLINI et al.,
2002; DUBEY, 2003; DUBEY; BUXTON; WOUDA, 2006; ORTEGA-MORA,;
FERNANDEZ-GARCIA; GOMEZ-BAUTISTA, 2006; PESCADOR et al., 2007). A
ocorréncia de cistos ja foi descrita somente no cérebro, medula espinhal (BARR et al.,
1990; DUBEY; BUXTON; WOUDA, 2006) e no musculo esquelético (PETERS et al.,
2001). Porém taquizoitos ja foram observados em células de diversos 6rgdos de
animais infectados (DUBEY; LINDSAY, 1996).

O percentual de positividade na IHQ neste estudo foi de 37,5% quando
comparado ao nimero total de amostras com lesGes compativeis a neosporose bovina
(n=08).

Pescador et al. (2007) e More et al. (2008) apresentaram porcentagens mais
altas do que a deste estudo; porém, no trabalho de Cabral et al. (2009), a porcentagem
de positivos na IHQ foi de 8, 57%.
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No estudo de Coberllini et al. (2000), de oito amostras bovinas com lesdes
compativeis para N. caninum, 50% foram positivas na IHQ, sendo um e trés casos,
respectivamente, para coracdo e cérebro. Estes resultados, comparados com os obtidos
no presente estudo, reforcam a idéia de que N. caninum esta presente em maior
quantidade no cérebro (CORBELLINI et al., 2002; DUBEY, 2003; HELMAN et al.,
1998; PATRICIO, 2008).

No presente estudo, os achados histopatoldgicos e imunoistoquimicos de N.
caninum em conceptos bovinos, demonstram que o parasito circula em rebanhos do
estado de Minas Gerais, sendo que a maioria dos animais €& proveniente de

propriedades localizadas no sul do Estado.

7.2. Extracdo de DNA, PCR e Sequenciamento

A extracdo e a purificacdo de DNA a partir de amostras experimentais como
tecidos € uma etapa fundamental para se obter alta eficiéncia de amplificacdo nos
protocolos que usam a PCR.

Segundo Oliveira et al. (2007), a molécula de DNA apresenta resisténcia e
estabilidade a fatores externos e se mantém inalterada a variaces do meio.

Para obtencdo de DNA de boa qualidade foram adotados alguns cuidados, tais
como conservacdo adequada dos tecidos obtidos, uso de reagentes e insumos de padréo
apropriados para biologia molecular, extracdo paralela de controle negativo (agua),
boas préticas de laboratério para evitar contaminacfes cruzadas e extragdo em
duplicata.

Antes de proceder aos ensaios de PCR de parte da regido codificadora de
rRNA para N. caninum, a acessibilidade ao processo de PCR do DNA extraido das
amostras clinicas foi verificada. Foi aplicada uma PCR padronizada para amplificar
parte do gene codificador da proteina B-actina bovina, gene constitutivo do genoma
bovino. Desta forma, esta PCR foi empregada como controle de qualidade do processo
de extragdo e purificagdo do DNA de origem cerebral e cardiaco. Este experimento
teve por objetivo descartar fatores intrinsecos da reacdo de PCR como causa de
eventuais resultados negativos nos experimentos de amplificacdo do DNA do parasito
nas amostras. Ao se constatar a amplificacdo do fragmento compativel com o esperado

para 0 gene [B-actina, é possivel ter certeza de que o DNA obtido encontrava-se


http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22

Cllck Here to upc

: Your complimentary

— use period has ended.
Thank you for using

t CO m p | ete PDF Complete.

adequado para PCR, ou seja, foi extraido e purificado com sucesso. Por conseguinte, o
eventual DNA de N. caninum presente na amostra também estaria.

As amostras que apresentaram resultado negativo na PCR do gene B-actina
foram consideradas inaptas para a PCR-RR-NC e foram submetidas novamente aos
processo de extracdo e purificacdo. Entre as possiveis causas da ndo amplificacdo estdo
a presenca de fatores de inibicdo de PCR, tais como residuos de proteina tecidual, sais
dos tampdes de extracdo, fenol ou alcool. A integridade do DNA gen6mico também
interfere diretamente no sucesso da PCR, onde condi¢des inadequadas de conservacdo
e manipulagdo das amostras clinicas pode acarretar em autdlise dos tecidos ou
degradacdo do DNA por enzimas DNAases.

Este fenbmeno nem sempre ocorre, haja vista Paula et al. (2004) constatarem
que a PCR pode apresentar resultados positivos mesmos em amostras autolisadas
fetais, fato também observado nos experimentos deste trabalho. Infelizmente, as
condicBes em que os fetos chegavam para necropsia nem sempre eram 6timas, em
funcéo do tempo entre a morte fetal e a expulsdo do Gtero materno, ou ainda em fungéo
de falhas na rapidez da coleta do feto no pasto, temperatura ambiente durante a
permanéncia do feto no pasto, agdo de animais carniceiros e transporte inadequado.
Mas, apesar disto, os tecidos encontrados nestas condigBes foram coletados e o
processo de extragdo e purificacdo de DNA foi executado.

Conclui-se, portanto, que o sistema de PCR direcionado para o gene
constitutivo B-actina foi uma ferramenta préatica e de valor dado seu realismo, evitando-
se desperdicios em tentativas de amplificacdo onde o DNA ndo estava apropriado.
Como desvantagem do uso deste processo esté a elevagdo do consumo de materiais,
reagentes e kits de PCR.

ApGs se constatar que o DNA estava adequado para as PCRs, a proxima etapa
foi & padronizagdo de uma PCR de parte da regido codificadora de rRNA de N.
caninum. Para isso, foi empregado iniciador anti-senso descrito em literatura (PAYNE;
ELLIS, 1996), denominado TIM 11. Como iniciador senso foi selecionado um a partir
da sequéncia de referéncia L49389, que foi denominado Lavl, especificamente
desenhado para este estudo. Apds a padronizacdo desta PCR, com as condi¢bes de
temperatura e concentragdo especificas de amplificacdo, foram obtidas cinco amostras
positivas para N. caninum.

Apbs os resultados da PCR-RR-NC, foi feita uma analise de correlacdo de

resultados entre a PCR, a histopatologia e a imunoistoquimica. O objetivo desta analise
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foi verificar o grau de concordancia das técnicas. Grande parte dos tecidos que
apresentaram lesdes sugestivas de N. caninum foram positivas para PCR-RR-NC e das
trés amostras positivas para IHQ duas foram concomitantes para os resultados da PCR-
RR-NC. Este dado corrobora com as idéias de Baszler et al. (1999) ao apontar a PCR
como um meio mais sensivel do que IHQ.

Observa-se neste trabalho, que a sequéncia alvo selecionada foi regido ITS-1,
cuja regido encontra-se inserida entres as regibes codificadoras de rRNAs de N.
caninum e cuja PCR baseada no protocolo proposto por Payne e Ellis (1996) também
apresenta um padrdo consistente de sensibilidade analitica e elevada especificidade
diagnéstica (OKEOMA et al., 2004). Segundo ainda Payne e Ellis (1996), a regido ITS
¢ alvo de maior pressdo mutagénica evolucionaria, apresenta polimorfismo e, por isso,
se tornou uma sequéncia eletiva para analises filogenéticas populacionais e inter-
espécies.

As mutagBes observadas neste estudo foram substitui¢Ges e delecBes. Entre as
mutagfes por substituicdo, a transversdo foi a mais ocorrida. Uma mutacdo onde ha
troca de uma base purina por uma pirimidina, ou vice-versa. E um tipo de mutacio que
pode complicar mais regiGes codificadoras de proteina, o que ndo foi o caso das
regibes ITS, porém as dele¢des podem comprometer a matriz de leitura (PIERCE,
2004).

O percentual de mutacGes intra-especificas foi relativamente baixo (4%) neste
estudo, e este resultado confronta com os dados de Payne e Ellis (1996) ao afirmar que
a regido ITS-1 de N. caninum é tolerante as mutagBes génicas e que é uma regido de
polimorfismo. Porém, ao comparar com as mutag@es inter-especificas referentes a sub-
familia Toxoplasmatinae, pode-se observar que a PCR-RR-NC deste trabalho
representa uma ferramenta diagndstica altamente especifica.

Conforme observado, o sequenciamento da regido de ITS-1 do rDNA é uma
caracterizacdo molecular muito importante para discriminar a variabilidade inter e
intra-espécies, como 0s membros da sub-familia Toxoplasmatinae. Gondim et al.
(2004b) sugerem que o sequenciamento dos ITSs pode ser aplicado como instrumento
de identificacdo de N. caninum.

Das cinco amostras de DNA em duplicata que passaram pela PCR e que deram
positivas para N. caninum, trés foram sequenciadas com sucesso. Os iniciadores TIM
11 criados por Payne e Ellis (1996) formaram um produto de sequenciamento irregular

e arquivos em cromatograma indistintos. Porém, os iniciadores LAV1 criados neste
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estudo contribuiram de forma precisa para um sequenciamento adequado. Estes dados
foram confirmados quando se alinharam as sequéncias, obtidas no sequenciamento,
com a sequéncia de referéncia de Payne e Ellis (1996) no programa Mult Alin.

Ap6s editadas e confirmadas sua especificidade no BlastN, as sequéncias

génicas deste estudo puderam alimentar outros programas de bioinformatica.

7.3. Dados filogenéticos

As analises filogenéticas foram realizadas com o auxilio do programa MEGA4
e a arvore filogenética foi criada pelo método Neighbor-Joining.

A partir de dados descritos por Payne e Ellis (1996) em relacdo a regido do
DNA codificadora de rRNA de N. caninum, muitos autores publicaram diversos
trabalhos. Entretanto, ao analisar parte desta regido correspondente a regido ITS-1 e a
subunidade 5,8S, poucos estudos mostraram varia¢des nucleotidicas.

Ao analisar as sequéncias génicas de parte da regido codificadora de rRNA de
N. caninum obtidas neste estudo e a maioria das obtidas no Genbank, ndo se observou
alteracdes génicas entre si, porém ao se alinhar a sequéncia de referéncia de Payne e
Ellis (1996) mostrou-se alteracbes em algumas posi¢fes no gene e que foram descritas
no Quadro 8.

O resultado deste alinhamento apresentou alta conservacgao entre as sequéncias
génicas de N. caninum. Esta homologia entre espécies N. caninum de diferentes
posicBes geograficas pode ser indicio de uma maior comercializacdo de animais
hospedeiros deste parasita, devido a facilidade de transporte, tornou-se muito intensa a
movimentacao de animais de uma regido para outra e a consequente distribuicdo de
uma cepa geneticamente dominante e homogénea.

Segundo Payne e Ellis (1996), a regido ITS-1 é uma regido tolerante as
mutacfes. Entretanto, as sequéncias referentes a esta regido, obtidas neste estudo,
mantiveram-se inalteradas. Sugere-se que esta conservagdo de sequéncias é devido a
um controle sobre a pressdo mutagénica, influenciada pela eficiente imunidade do
hospedeiro e pela cronicidade da doenca.

Esta conservacdo refletiu-se na arvore filogenética, que se caracterizou por

apresentar um (nico agrupamento de N. caninum, sem distingdo de origem geogréfica
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ou tipo de hospedeiro, que foram as variaveis obtidas na literatura e, portanto, passiveis
de comparacdo. Devido a essa conservacgao, sugere-se que outras regides génicas de N.
caninum sejam investigadas como tentativa de obter alteracGes génicas.

Graficamente, esta conservacdo das sequéncias foi demonstrada na formacéo
da arvore filogenética representada na Figura 21, onde ramos com nés terminais para
N. caninum formaram-se um né interno. Porém, um Unico ramo com nd terminal,
representado pela sequéncia de Payne e Ellis (1996), se separou das demais sequéncias,
devido algumas alteracGes génicas.

Esta arvore filogenética também promoveu a formacgdo de ramos para espécies
de parasitos da sub-familia Toxoplasmatinae composto pelas espécies: N. caninum, N.
hughesi, T. gondii e H. hammondi confirmadas por porcentagens altas e pelas
separacOes de ramos bem definidos.

A especificidade formada pela arvore demonstra que esta regido do rDNA é
importante para separar espécies de protozoarios parasitos muito semelhantes
pertencentes a sub-familia Toxoplasmatinae, o que confirma que a PCR-RR-NC é uma
eficiente ferramenta de diagndéstico, no quesito de especificidade analitica. Monteiro
(2006) menciona a importdncia de investigagBes e esclarecimentos genéticos e
taxondmicos dos parasitas pertencentes a esta sub-familia, principalmente N. caninum
e T. gondii que sdo agentes promotores de perdas econbmicas. A autora, na verdade,
aponta a importancia da filogenia como meio de classificacdo destas espécies e como
auxiliar no diagndstico. Alvarez-Garcia (2003) e Monteiro (2006) também ressaltam
que as ferramentas moleculares estdo cada vez mais modernas e cabe a importancia de
explora-las.

Em busca de uma variabilidade génica, observou-se uma elevada conservacao
nas sequéncias obtidas neste trabalho. A ndo formagéo de agrupamentos sugere que as
amostras de N. caninum existentes na regido de Lavras-MG sdo estritamente iguais as
demais que ocorrem no restante do mundo e que foram empregadas na construgéo
desta arvore, no que tange a regido génica ITS-1. Desta forma, sdo necessarios novos
estudos em outras regides génicas do parasito a fim de se verificar se esta conservagéo
é¢ comum no genoma do parasito ou se existem regifes génicas que seriam mais
apropriadas aos estudos filogenéticos. Como 0s aspectos genéticos relativos a este
protozoario sdo ainda bastante obscuros, dada a relativa recente descoberta do mesmo
(DUBEY, 1988) e ao reduzido nimero de sequéncias depositadas no Genbank, este

campo cientifico ainda encontra-se plenamente aberto & investigacao.
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O género Neospora é compartilhado por N. caninum e N. hughesi. Ao analisar
a arvore filogenética, observa-se que os dois parasitos deste género se afastaram
evolutivamente em relacdo a esta regido codificadora de rRNA. Poucos estudos sdo
conhecidos sobre N. hughesi , mas atualmente este parasito de equinos é enquadrado
neste género (ALVAREZ-GARCIA, 2003). Ao se observar a arvore filogenética
obtida no presente estudo € possivel se observar a formacdo de ramos separados para o
género Neospora. De fato, N. hughesi se aproximou muito mais do género Toxoplasma
e de Hammondia no presente trabalho, dado que devera ser analisado com mais
cuidado a medida que novas sequéncias génicas deste parasito estiverem disponiveis
no banco mundial de genomas. Estes estudos mais aprofundados poderdo elucidar

melhor a classificagdo taxondmica na sub-familia Toxoplasmatinae.

8. CONSIDERACOES FINAIS

A regido do rDNA de N. caninum, proposta por Payne e Ellis (1996), abrange
um tamanho de 1.024 pb e este estudo tinha como meta obter parte desta regido.
Apesar de ndo descobrirmos alteracdes génicas em nossas sequéncias, obtivemos dados

importantes como a conservacgao desta regido, além do mais, a arvore filogenética ficou
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bem elucidada pelo método Neighbor-Joining e os arquivos foram alimentados pelo
programa MEGA4 com dados consistentes e precisos.

A regido ITS-1 foi classificada por Payne e Ellis (1996) como a regido eleita
para analises filogenéticas devido ao polimorfismo apresentado entre as espécies N.
caninum. No entanto, parte desta regido estudada neste trabalho mostrou alta
conservacdo com a grande maioria das sequéncias deste parasita depositadas no
GenBank.

Fica como sugestdo, a busca de novas regibes génicas que apresentem

mutagdes significantes e que possam elucidar melhor a evolugéo de N. caninum.

0. CONCLUSAO

e Foi constatada uma elevada especificidade analitica para a PCR-RR-NC.

e Foi constatado um elevado grau de conservacao na regido génica de ITS-1 de
N. caninum.

e Nao foi possivel se diferenciar uma cepa de N. caninum especifica do sul de
Minas Gerais, por meio da andlise genética de ITS-1.
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e O parasita N. hughesi se mostrou mais proximo, filogeneticamente, dos
géneros Toxoplasma e Hammondia, do que do género Neospora, em relacéo a
regido génica estudada.

e Os resultados da histopatologia, imunoistoquimica e PCR serviram de
diagndéstico da neosporose em conceptos bovinos e pode-se confirmar a
presenca de N. caninum infectando animais provenientes das regiGes Sul,
Centro-oeste e Zona da Mata do estado de Minas Gerais.
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N° acesso ao GenBank Nome Local
149389.1 -- Australia
AF432123.1 CZ+4 Republica Tcheca
AY463245.1 --- Nova Zelandia
AY601349.1 NcNZ 2 Nova Zelandia
AY601348.1 NcNZ 3 Nova Zelandia
AY601347.1 NcNZ 1 Nova Zelandia
AF029702.1 Swe-B1 stram Suécia
U16159.1 N.C.-Liverpool Suécia
U16160.1 N.C.-1 Suécia
AF038861.1 CN1 EUA
AF038860.1 BPA1l EUA
DQ832318.1 Brazil Brasil
DQ997619.1 10 06 Brasil
DQ997618.1 PR Brasil
AY508811.1 NC-deerl EUA
AY259041.1 NC-Illinois EUA
AY259040.1 NC-beef EUA
AY259039.1 Nc-SweBl1 Suécia
AY259038.1 NC-Liverpool Suécia
AY259037.1 NC-2 EUA
AF249970.1 NC-5 EUA
AF249969.1 NC-2 EUA
AF249968.1 NC-beef EUA
DQ997620.1 AL Brasil
AY259042.1 NC-Bahia Brasil
AY259043.1 NC-Bahia Brasil
EF219139.1 NC9 EUA
FI966047.1 NCBovBAS Brasil
AF338411.1 NC-Nowra Australia
FJ966046.1 NCBovBA4 Brasil
FJ966043.1 NCBovBA1 Brasil
EU564167.1 NC-SweB1 Suécia
EU564166.1 NC-Liverpool Suécia
EU564165.1 NC-SpamnlH Espanha
FJ176222.1 GNCBA2 Brasil
F1966044.1 NCBovBA2 Brasil
FJ176221.1 GNCBA1 Brasil
AY665718.1 NC-8 EUA
DQ059067.1 - Brasil
AY665717.1 NC-7 EUA
GQ160477.1 NCsparrowBA3 Brasil
GQ160476.1 NCsparrowBA2 Brasil
AY911517.1 group 10 NCWTD-VA3 EUA
AY911516.1 group 6 NCWTD-VA2 EUA
FJ966045.1 NCBovBA3 Brasil
AY665716.1 NC-6 EUA
AY877364.1 G18 EUA
AY665715.1 NC-1 EUA
AY618485.1 NCBrBuf4 EUA
AY618484.1 NCBrBuf-3 EUA
AY618482.1 NCB1Buf-1 EUA
AYS582109.1 - EUA
AY618483.1 NCBrBuf-2 EUA
AY618486.1 NCBrBuf-3 EUA
EF446160.1 NC-84 Ird
GQI160475.1 NCsparrowBA1 Brasil
GU194958.1 Clone 256 Australia
GU194959.1 Clone 260 Australia
GU194960.1 Clone 259 Australia

Anexo B Alinhamento pelo programa ClustalW de sequéncias depositadas no GenBank.
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