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RESUMO / ABSTRACT

A neosporose bovina foi reconhecida inicialmente em 1989 e a partir de seu
reconhecimento e descricdo da nova espécie Neospora caninum, a neosporose
emergiu como uma séria enfermidade de bovinos e caes. Este trabalho teve como
objetivo obter novos isolados de N. caninum e realizar a caracterizagéao
patogénica dos mesmos. Em Neropolis (Goias, Brasil) dois bezerros machos de
quatro meses de idade, da raca Holandés, positivos por Imunofluorescéncia
indireta para Neospora com titulo de 1:400 e 1:800, foram utilizados para
isolamento. Dois novos isolados denominados NC-Goias 1 e NC-Goias 2 foram
obtidos porém, o isolado NC-Goias 2 foi perdido devido a contaminagdo por
fungos. Além da caracterizagdo do isolado NC-Goias 1 foram feitas
caracterizagdes bioldgicas de seis isolados espanhdis em camundongos fémeas,
da linhagem BALB/c. Foi verificada a sintomatologia e mortalidade provocada
pelos isolados, a parasitemia, deteccdo de DNA do parasito no cérebro e pulmao
e determinada a carga parasitaria no cérebro ao longo do experimento. Além
disso, também se verificou o desenvolvimento da resposta imune humoral dos
animais. A analise estatistica foi realizada para verificar a influéncia do isolado e a
fase da infecgdo. As diferengas entre as porcentagens encontradas pela nested-
PCR foram analisadas aplicando o teste de Qui-quadrado. Quando observadas
diferencas estatisticamente significativas (P<0,05), os grupos foram comparados
dois a dois. A diferenca entre as cargas parasitarias, valores de densidade 6ptica
para IgG1, IgG2a e a raz&o IgG1/lgG2a entre os isolados foram analisadas pela
prova de Kruskal-Wallis. Quando observadas diferengcas estatisticamente
significativas (P<0,05), os grupos foram comparados dois a dois pelo teste de U
de Mann-Whitney. No sangue e pulmao o parasito foi detectado principalmente na
fase aguda (P<0,05). Quanto ao cérebro, foi detectado DNA de N. caninum
principalmente na fase crénica (P<0,05). Ao comparar as cargas parasitarias entre
os isolados, foram observadas diferengas estatisticamente significativas na fase
cronica (P< 0,005). Anticorpos da classe IgG1 e IgG2a foram detectados a partir
do dia 16 P.l. e 4 P.I. respectivamente, aumentando gradualmente e se mantendo
elevados até o dia 64 P.I. A analise da relagdo de IgG1/IgG2a mostrou
predominéncia de IgG2a nos dias 8 e 16 P.l. e os niveis de IgG1 mais elevados
foram detectados nos dias 32 e 64 P.l. O isolado NC-Goias 1 € o primeiro isolado
de N. caninum obtido em Goias e o primeiro isolado obtido de um bezerro
infectado porém clinicamente saudavel relatado na América do Sul. Esses
resultados sdo o inicio do estudo da diversidade do protozoario N. caninum e
indicam que esses isolados sao de baixa patogenicidade em camundongos
quando comparados com outros isolados conhecidos.



ABSTRACT

The objective of this work was to obtain new isolates of N. caninum and
characterize the same pathogenically. In Nerdpolis (Goias, Brazil), two Holstein-
Friesian male calves, aged four months, positive for indirect immunoflourescence
for Neospora with a titre of 1:400 and 1:800 were utilized for the isolation. Two
new isolates, NC- Goias 1 and NC-Goias 2, were obtained. NC-Goias 2 was
discarded, however, due to fungal contamination. In addition to characterization of
isolate NC-Goias 1, pathogenic characterizations were done for six Spanish
isolates in female mice of the lineage Balb/c. Symptomatology and mortality
caused by the isolates, parasitaemia, detection of parasite DNA in the brain and
lungs were verified, as well as parasite load in the brain throughout the
experiment. Further, the development of humoral immune response of the animals
was verified. Statistical analysis was carried analysing the effect of isolate and the
infection phase. Differences between percentages encountered through nested-
PCR were analysed using the Chi-square test. When significant differences were
observed (P<0,05), the groups were compared two by two. The difference
between parasite loads, optical density values for IgG1, IgG2a and the relation
IgG1/IgG2a between the isolates were analysed by the Kruskal-Wallis test. When
statistically significant differences were observed (P<0,05), the groups were
compared two by two using the Mann-Whitney U test. In blood and lungs, the
parasite was detected mainly in the acute phase (P<0,05). The DNA of N. caninum
was also detected in the brain mainly in the chronic phase (P<0,05). On comparing
parasite loads between isolates, statistically significant differences were observed
between them in the chronic phase (P< 0,05). Antibodies of class IgG1 and IgG2a
were detected starting from day 16 P.l. and 4 P.l. respectively, increasing
gradually and remaining high until day 64 P.l. An analysis of the relation
IgG1/lgG2a demonstrated predominance of IgG2a on day 8 e 16 P.l. and highest
levels of IgG1 were detected on day 32 and 64 P.l. The isolate NC-Goias 1 is the
first isolate obtained in Goias and the first obtained from an infected calf, though
clinically healthy, reported from South América. These results are the first of a
study of the diversity of the protozoon, N. caninum, and indicate that these isolates
are of low pathogenicity in mice as compared with other known isolates.



1. INTRODUCAO

A neosporose bovina foi reconhecida inicialmente em 1989 (THILSTED &
DUBEY, 1989) e a partir de seu reconhecimento e descricdo da nova espécie
Neospora caninum, a neosporose emergiu como uma séria enfermidade de
bovinos e caes (DUBEY, 2003a). Atualmente € descrita como a principal causa
infecciosa de falha reprodutiva em rebanhos bovinos do mundo inteiro (DUBEY &
SCHARES, 2006).

As perdas econdmicas causadas pela neosporose no rebanho bovino sao
estimadas em milhdes de ddélares, uma vez que 42% de vacas podem abortar
devido a mesma. O impacto econdmico dependera do custo direto dos fetos
perdidos. Custos indiretos incluem a ajuda profissional e custos associados com o
estabelecimento de diagndstico, diminuicdo de producédo de leite e custos com
reposicdo de vacas soronegativas (HERNANDEZ et al., 2001).

Apesar de serem escassos 0os dados epidemiolégicos para o estado de
Goias, sabe-se que N. caninum esta amplamente distribuida no rebanho bovino
das microrregides de Goiania e Anapolis, com a prevaléncia de anticorpos
variando entre 10,3% e 89,7%, tanto em rebanhos leiteiros como de corte (MELO
et al., 2006). Ao se analisar a ocorréncia de anticorpos anti-N. caninum em
rebanhos da raca Curraleiro neste mesmo estado, encontrou-se uma prevaléncia
de 37,6% (JULIANO, 2006). Em outro estudo realizado em uma central de
transferéncia de embribes também em Goias, foram analisadas amostras
soroldgicas de 101 receptoras, 61 doadoras e 90 bezerros, tendo sido encontrado
32,67%, 26,22% e 6,66% respectivamente de positividade para N. caninum
(OLIVEIRA, 2007). SCHULZE (2008) encontrou uma prevaléncia de anticorpos
anti-Neospora caninum de 42,92% dentre exploracdes de corte, leite e mista do
estado de Goias. Esses dados demonstram que N. caninum esta presente em
nosso estado e que pode ser causa de grandes perdas econémicas.

O conhecimento da diversidade biolégica e genética que pode existir
dentro da espécie pode ser a chave para a compreensdo da epidemiologia e
patogenicidade do N. caninum (SCHOCK et al., 2001). Atualmente, ndo ha
nenhum tratamento para a neosporose bovina, e para o desenvolvimento de

vacinas € essencial o estudo da variabilidade genética, infectividade, viruléncia e



resposta imune frente aos diferentes isolados (DUBEY & SCHARES, 2006).
Novos isolados de N. caninum atenuados poderdao ser incluidos em estudos
experimentais para o desenvolvimento de vacina frente a neosporose prevenindo

a infecgdo ou o aborto.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Biologia

N. caninum (Apicomplexa-Eimeriina-Sarcocystidae) foi identificado pela
primeira vez em 1988 (DUBEY et al., 1988) em caes com encefalomielite e
miosite e mais tarde foi descrito em varias espécies. Entretanto, mais importante
ainda, é a evidéncia atual indicando a forte associag¢ao entre N. caninum e aborto
bovino (HEMPHILL et al., 2004).

Cao doméstico e o coiote (Canis latrans) sao os unicos hospedeiros
definitivos de N. caninum conhecidos e também atuam como hospedeiros
intermediarios (GONDIM et al., 2004b; DUBEY, 2003a) sendo que outros animais
como bovinos, ovelhas, bufalos, cavalos, cervos, rinoceronte, raposas vermelhas
e roedores (Rattus norvegicus e Mus musculus), também ja foram identificados
como hospedeiros intermediarios (DUBEY et al., 2007).

O parasito apresenta ciclo biolégico heteroxeno, que envolve trés estagios
infecciosos: taquizoitos, bradizoitos e oocistos.

Os oocistos sado eliminados na forma nao esporulada pelas fezes dos
hospedeiros definitivos, contaminando o meio ambiente (GONDIM et al., 2004Db,
DUBEY, 2003a). Sao esféricos ou subesféricos (GONDIM et al., 2004b) e
esporulam no meio ambiente (Figural). Os oocistos de N. caninum séao
morfologicamente similares aos oocistos de Toxoplasma gondii e de Hammondia
hammondi presentes nas fezes de gatos e assemelham-se aos oocistos de
Hammondia heydorni também presentes em fezes de cédes (DUBEY et al., 2002).
Pouco se sabe sobre a frequéncia de eliminagcao de oocistos de N. caninum pelos
hospedeiros definitivos e da sobrevivéncia destes oocistos no ambiente (DUBEY,
2003a). Os taquizoitos e bradizoitos sao as formas intracelulares encontradas nos
hospedeiros intermediarios (DUBEY et al., 2002). Dividem-se por endodiogenia
(Figura 2) e nos animais infectados, sdo encontrados em muitas células incluindo
células nervosas, macrofagos, fibroblastos, células endoteliais vasculares,

midcitos,



Figura 1- Oocistos de Neospora caninum eliminados
por coiotes (Canis latrans). (A) Oocisto ndo esporulado.
(B) Oocisto esporulado contendo dois esporocistos
(GONDIM et al., 2004b). Barra = 10um

células epiteliais tubulares renais e hepatdcitos (DUBEY & LINDSAY, 1996).

Figura 2 — Taquizoitos de Neospora caninum em cultivo celular
(MARC 145). Observar taquizoitos dentro de vacuolos
parasitéforos, livres e em divisdo (SETAS).



Os bradizoitos sao envoltos pela parede cistica (Figura 3), se multiplicam
lentamente e sdao encontrados em cistos no sistema nervoso central (SNC),
representando uma forma de infecgdo persistente e quiescente, contida pela
imunidade do hospedeiro (BUXTON et al., 2002). No animal imunocompetente os
bradizoitos podem sobreviver em laténcia por muitos anos, sem causar nenhum
sintoma clinico (HEMPHILL et al., 2004).

Os cistos teciduais geralmente possuem forma circular ou oval (BUXTON
et al., 2002). A parede cistica é lisa e possui até 4um de espessura. Os cistos
foram relatados quase que exclusivamente no sistema nervoso central, com
poucas excegdes (DUBEY & LINDSAY, 1996).

RN L Y ™ Call A
Figura 3 - Cisto tecidual em amostra de tecido nervoso de

bezerro (DUBEY et al., 2006). A seta aponta para a parede
do cisto.

2.2. Transmissao

A transmissdo pode ocorrer por via horizontal e vertical (transplacentaria),
sendo que ambas possuem um papel importante e sdo essenciais para a
sobrevivéncia do parasito (DUBEY et al., 2006).

Os bovinos sédo susceptiveis a infecgdo induzida por oocistos de N.

caninum eliminados pelo hospedeiro definitivo que contaminam alimentos e/ou



agua, caracterizando a transmissao horizontal (De MAREZ et al., 1999). Porém, é
aceito amplamente que infecgdes de rebanho pelo parasito sdao mantidas
principalmente através de transmissao transplacentaria (ROSYPAL & LINDSAY,
2005), sendo que essa parece ser a rota principal de transmissado da neosporose
bovina (DUBEY, 1999). A transmisséo vertical pode permanecer em determinados
rebanhos por diversas geragdes (DAVISON et al.,, 1999a) e uma das principais
formas de limitar perdas econdmicas no rebanho bovino causadas pela
neosporose € a prevengao da infecgao transplacentaria (LIDDELL et al., 1999).

A transmissé&o vertical pode ocorrer durante gestagcbes consecutivas, e a
fémea infectada congenitamente também pode transmitir o parasito a sua prole
(SCHARES et al.,, 1998). Assim, em um rebanho infectado, o parasito pode
persistir por muito tempo sem a participacdo de um hospedeiro definitivo
(BJORKMAN et al., 2003), estabelecendo a infeccdo endémica, que em muitas
vezes pode ocorrer sem nenhuma manifestagao clinica (ZINTL et al., 2006).

Recentemente, os termos “transmissdo transplacentaria exdgena” e
“transmisséo transplacentaria endégena” foram propostos para descrever mais
precisamente a origem da infeccdo transplacentaria do feto. A transmissao
transplacentaria exégena ocorre quando o animal gestante se infecta ao ingerir
oocistos de N. caninum, enquanto que a transmissao transplacentaria endogena
ocorre por uma reativacdo (recrudescéncia) da infeccdo durante a gestagéo
(TREES & WILLIAMS, 2005).

Historicamente, a transmissdo vertical da neosporose foi reconhecida
primeiramente em cées (BJERKAS et al., 1984, DUBEY et al., 1990). De acordo
com BARBER & TREES (1998), a transmiss&o vertical em cées provavelmente
nao persista na auséncia da infeccdo horizontal. Os hospedeiros definitivos
adquirem a infeccdo pela ingestdo de tecidos infectados por cistos contendo
bradizoitos (DUBEY, 2003a). Ja foi demonstrado que tecidos placentarios de
vacas naturalmente infectadas podem ser uma importante fonte de infeccédo para
caes. Este fato é de significado epidemiolégico consideravel uma vez que os
carnivoros tém acesso facil a restos placentarios (DIJKSTRA et al.,2001; DUBEY
et al., 20006).

Teoricamente, N. caninum pode ser eliminado pelo leite ou descargas

uterinas de vacas. A transmissao de taquizoitos pelo leite ou pela ingestao de



membranas ou fluidos uterino contendo taquizoitos, podem contribuir para
infeccao (DAVISON et al.,2001), mas parece que essas rotas sao de pouca
importancia (DUBEY et al., 2006).

Embora o DNA de N.caninum tenha sido encontrado em sémen de touros
naturalmente infectados (CAETANO-DA-SILVA et al.,, 2004), os resultados
sugerem que organismos viaveis ocorram de forma nao frequente e, quando
presentes, estdo em pouco numero. Porém, a transmissao venérea de N.

caninum no rebanho bovino ainda n&o foi confirmada (DUBEY et al., 2006).

2.3. Neosporose no rebanho bovino

2.3.1. Infecgao clinica

Embora a infecgao pelo parasito em fémeas néo gestantes seja geralmente
latente e assintomatica, as consequéncias da recrudescéncia ou de uma primo -
infeccdo em vacas gestantes podem ser o abortamento, nascimento de bezerros
débeis, ou nascimento de bezerros clinicamente saudaveis, mas persistentemente
infectados (LOPEZ PEREZ et al., 2006). Vacas de todas as idades podem abortar
a partir do terceiro més até o fim da gestacdo, sendo que a maioria dos
abortamentos ocorre entre o quinto e sexto més de gestagdo (DUBEY &
SCHARES, 2006). A auséncia de abortamento por neosporose nos ultimos meses
de gestacédo pode ser explicada pelo desenvolvimento de uma resposta imune
eficaz do feto contra N. caninum (CORBELLINI et al., 2006). Os fetos podem ser
reabsorvidos, mumificados, autolisados, podendo também ocorrer natimortalidade
(DUBEY, 2003a).

Os sinais clinicos, a exceg¢ao do abortamento, tém sido relatados somente
em bezerros menores de quatro meses de idade, e incluem sinais neurologicos,
incapacidade de levantar-se e baixo peso médio ao nascer. Os membros traseiros
podem estar flexionados ou hiperestendidos e a avaliagdo neurolégica pode
revelar ataxia, reflexos patelares diminuidos e exoftalmia (DE MEERSCHMAN et
al., 2005).

E mais provavel que ocorra abortamentos em vacas soropositivas para N.

caninum do que em vacas soronegativas e isso ocorre tanto em rebanho leiteiro



quanto em rebanho de carne (WALDNER, 2005). Até 95% de bezerros nascidos
de vacas soropositivas poderdao ser congenitamente infectados e clinicamente
normais (DUBEY & SCHARES, 2006).

CORBELLINI et al. (2006) demonstraram que a prevaléncia da infec¢ao por
N. caninum é mais elevada em vacas com historias precedentes de abortamento
(44%) do que em vacas sem precedentes (24.4%).

Abortamentos associados a neosporose podem ter ocorréncia epidémica
ou endémica. Estudos epidemioldgicos evidenciam que abortamentos epidémicos
associados a neosporose sdo causados pela infeccdo pods-natal do rebanho,
provavelmente devido a exposicdo a alimentos ou agua contaminados por
oocistos. As manifestacbes de aborto sdo definidas como epidémicas se 10% a
15% das vacas abortam dentro de quatro a oito semanas (SCHARES et al.,
2002). Em rebanhos onde o aborto associado a neosporose é do tipo endémico a
principal rota de transmisséao é vertical. Neste caso, a recrudescéncia da infecgao
latente durante a gestagdo € responsavel pelo aumento do risco de aborto
(DUBEY & SCHARES, 2006).

2.3.2. Patogenia

Geralmente a infeccdo de um hospedeiro imunocompetente com oocistos
esporulados nao resultara em doenca clinica, mas os esporozoitos liberados
infectam o tecido intestinal, atravessam o epitélio, alcangam a circulagao
sanguinea e linfatica e infectam outras células, incluindo macrofagos e linfocitos.
Nessa fase inicial da infeccdo os parasitos disseminam-se por todo organismo, e
transformam-se rapidamente no estagio de rapida multiplicagdo: os taquizoitos
(HEMPHILL et al., 2004).

A atividade de multiplicagdo resulta no rompimento das células e
desenvolvimento de lesdes. Na auséncia de resposta imune do hospedeiro, os
taquizoitos continuam a se multiplicar causando destruigdo celular progressiva até
a morte do hospedeiro (HEMPHILL et al., 2004). A ocorréncia da destruicdo
celular e consequentemente da enfermidade, depende do equilibrio mantido entre
a capacidade de penetracdo e multiplicacdo na célula hospedeira e a habilidade

do hospedeiro em inibir essa multiplicagao.



Na patogenia da neosporose, a invasao celular € um elemento chave e os
complexos processos envolvidos sao semelhantes aos encontrados entre as
especies apicomplexas. Estes processos incluem a presenca de receptores de
superficie e uma variedade de proteinas produzidas em micronemas, roptrias e
granulos densos. A fixagao inicial do parasito na célula do hospedeiro ocorre sem
nenhuma orientagdo consistente e envolve antigenos de superficie. Apdés o
contato inicial, o parasito se reorienta de forma que sua terminagdo anterior se
limita com o plasmalema do hospedeiro, o condide é exposto, a membrana
hospedeira é retraida e varias proteinas sdo secretadas para formar o Vacuolo
Parasitéforo (VP). Uma zona de adesao firme entre membrana do parasito e
plasmalema do hospedeiro € formada, esse processo € mediado por proteinas de
adeséo liberadas por micronemas. Esta zona de ades&o forma uma juncédo mével
(JM) que desliza até a porcao posterior do parasito e exerce uma tragdo no
parasito de forma que seja completamente interiorizado no VP. A membrana do
vacuolo parasitoforo (MVP) €& formada pela inversdo do plasmalema do
hospedeiro. Essa juncdo movel é formada por citoesqueleto do parasito, logo
esse processo nao utiliza energia celular do hospedeiro (BUXTON et al., 2002).

Com o desenvolvimento da resposta imune do hospedeiro, os taquizoitos se
diferenciam em bradizoitos (HEMPHILL et al., 2004). Os bradizoitos, envoltos
pela parede cistica, multiplicam-se lentamente e sdo encontrados em cistos no
sistema nervoso central (SNC).

E razoavel pensar que todas infeccdes fetais sequem a uma parasitemia
materna, contudo a maioria ocorre em rebanho que ja abrigava uma infec¢ao
persistente antes que a gestacao fosse estabelecida (BUXTON et al., 2002).

A razado da ocorréncia do aborto ainda nédo é esclarecida, mas existem
diversos fatores que podem influenciar o aborto, dentre eles esta o estagio da
gestacdo em que a vaca transmite a infeccdo ao feto, fato ditado pelo
recrudescimento da infeccdo maternal, a idade do feto, a quantidade de parasito e
as caracteristicas particulares da cepa de N. caninum que provocou a infeccéo
(BUXTON et al., 2002).

Em situagbes especiais, tais como a gestagdo, os bradizoitos podem se
reativar. Durante a gestacdo existe uma perda de resposta imune eficiente que

mantém a inibicdo de proliferacdo de taquizoitos. Isto contribui para reativacao
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dos bradizoitos e sua conversdo em taquizoitos, podendo entdo conduzir a
infeccao transplacentaria do feto por taquizoitos. Assim, N. caninum pode se
utilizar dessa rota de transmissédo explorando a ruptura transitéria de imunidade
do hospedeiro para invadir o feto, geralmente sem causar a enfermidade clinica
na vaca. A transmissdo de N. caninum da mé&e ao feto dentro do utero é
altamente eficiente, e a neosporose fetal aguda é a causa principal de
abortamento, natimortos, ou pelo menos de doenca clinica ou subclinica em
bezerros recém-nascidos (HEMPHILL et al., 2004).

A gestacao cria um desequilibrio na relagdo hospedeiro-parasito, que
pode ajudar na explicagcdo da patogenia da neosporose. A resposta imune
desenvolvida frente a infeccdo é capaz de influenciar o sucesso da gestagéo e
comprometer a habilidade do animal em levar a gestagédo adiante (INNES et al.,
2002).

Em mamiferos, mecanismos imunolégicos complexos sao envolvidos
para permitir que a fémea mantenha o feto e ndo o rejeite como estranho
(ENTRICAN, 2002), em ruminantes estes mecanismos s&o mediados através da
interface materno-fetal, constituida de 100 pontos de contato (placentomas). Cada
placentoma é composto por um cotilédone da placenta fetal, projetado para dentro
da superficie do utero, intimamente conectado com a caruncula materna.
Transferéncia de nutrientes e oxigénio da méae para o feto acontece por meio
dessas estruturas, através da unido entre a caruncula materna e a placenta fetal.

Como parte do equilibrio imunoldgico da placenta, citocinas maternas
benéficas do tipo Th2 como a interleucina (IL) 10 e TGF-B sdo predominantes,
enquanto potentes citocinas destrutivas do tipo Th1 como a IL-2, IL-12, interferon
(IFN) y e fator de necrose tumoral (TNF) a séo restritos (ENTRICAN, 2002).
Consequientemente, este equilibrio imunoldgico envolvido que permite a mae
manter a gestacao, pode favorecer a invasédo da placenta e infecgdo do feto por
certos microrganismos, inclusive N. caninum (INNES et al., 2001).

Se as vacas sao infectadas experimentalmente com N. caninum no
inicio da gestagao, as consequéncias podem ser severas, resultando em morte do
feto. A causa precisa do aborto € assunto de debate. Se o feto se torna infectado,
€ pouco provavel que seja capaz de organizar uma resposta imune efetiva devido

a imaturidade do sistema imune. Senao, é sabido que, no inicio da gestacao, a
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mae é capaz de montar uma forte resposta de proliferagdo celular com produgao
de INF-y em resposta ao antigeno do parasito. Consequentemente, & possivel
que o aborto seja causado pela presenga de citocinas pro-inflamatérias tipo 1
(Th1) na interface materno fetal, quando o sistema imune materno combate a
infeccdo. Significante imunomodulagao de células de proliferagcado e INF-y ocorre
ao meio da gestacdo, quando pode ser desencadeado por recrudescéncia da
infeccdo, através da existéncia de parasitos contidos dentro dos cistos teciduais.
Nesse estagio da gestagao, as consequéncias da infecgdo podem ser morte fetal
ou o0 bezerro pode nascer congenitamente infectado e mostra sintomas ao
nascimento (INNES e al., 2002).

Infecgbes experimentais controladas em bovinos tém demonstrado que
infecgbes no primeiro trimestre de gestacédo tém consequéncias mais graves para
o feto que infecgdes tardias (BARR et al. 1994; BUXTON et al. 1998; WILLIAMS
et al. 2000; MALEY et al. 2003; MACALDOWIE et al. 2004). No entanto, o risco de
transmissdo para o feto aumenta em relagdo a idade gestacional (INNES, 2007;
McCANN et al., 2007).

Em bovinos, a gestacdo dura 280 dias e o sistema imune fetal se torna
eficaz progressivamente até o nascimento, quando o bezerro torna-se
imunologicamente competente. O feto € particularmente vulneravel durante o
primeiro tergo gestacional, quando o timo, bago e nédulos linfaticos ainda estao
sendo formados. Durante o segundo tergo gestacional, estes tecidos comegam a
reconhecer e responder aos microrganismos. Assim, no primeiro trimestre, o feto
€ excepcionalmente vulneravel a infecgdo por N. caninum, e é pouco provavel que
sobreviva. No terco médio de gestacéao, o feto pode langar méo de uma resposta
imune rudimentar a qual ainda ndo é suficiente para conserva-lo com vida, é
neste periodo que a maioria dos abortamentos ocorre. No terceiro trimestre, ele é
capaz de uma defesa cada vez mais competente em relagdo ao patodgeno,
conduzindo a sobrevivéncia (BUXTON et al., 2002).

Estudos sobre o efeito de baixas doses de parasitos, inoculados
experimentalmente em camundongos, conseguiram reproduzir uma enfermidade
cronica (LINDSAY et al.,1995). GOTTSTEIN et al. (2001) destacaram uma

associagao evidente entre doses elevadas de taquizoitos empregadas na infecgéo
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e o0 incremento da taxa de mortalidade e presenca de lesdes graves nos
diferentes tecidos estudados.

A diversidade genética e bioloégica do parasito e as variagbes na
patogenicidade dos diferentes isolados poderiam estar relacionadas com as
diferentes manifestacdes clinicas que tém sido encontradas no rebanho bovino
(SCHOCK et al., 2001).

2.3.3. Diagnéstico

Determinar a causa de aborto no rebanho bovino € uma tarefa dificil uma vez
que os abortamentos sdo causados por numerosos fatores infecciosos e nao
infecciosos (CORBELLINI et al., 2006). Dentre os agentes infecciosos, N.
caninum foi implicado como a causa mais importante de aborto bovino em muitos
paises (DUBEY, 2003b).

2.3.3.1. Diagnéstico histopatoloégico

O estudo das alteragdes patologicas € um procedimento diagndstico
fundamental para o diagndstico da neosporose uma vez que existem lesdes
tipicas encontradas em diversos tecidos (DUBEY & SCHARES, 2006). Para se
fazer um diagndstico de neosporose, cérebro, coragao, figado e placenta séo as
amostras mais indicadas. E recomendavel o exame de multiplos tecidos para se
ter um diagndstico mais confiavel (DUBEY, 2003a).

A identificacdo do parasito em tecidos bovinos pela histologia convencional é
dificil mesmo em fetos preservados, devido a sua semelhanga morfolégica com T.
gondii e Sarcocystis spp. e, geralmente, 0 numero de parasitos (taquizoitos e/ou
cistos) presentes nas amostras é escasso (ALVAREZ-GARCIA, 2003). DUBEY et
al. (2006) explicaram que as reacbes pOs-mortem que danificam as células do
hospedeiro também o faz ao parasito, conseqluentemente é raro encontrar
taquizoitos preservados em fetos abortados. Apesar de a maioria dos fetos
abortados provavelmente encontrar-se autolisada, mesmo assim tecido cerebral
semi-liquido, deve ser fixado em formol 10% para histologia convencional
(DUBEY, 2003a).
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Sendo assim, torna-se necessaria a realizagdo da imunoistoquimica para se
concluir um diagnéstico de neosporose (BOGER & HATTEL, 2003). Anticorpos
monoclonais e policlonais especificos para N. caninum podem ser usados e
ambos sdo comercialmente disponiveis (COLE et al., 1994).

A observacao de lesdes histoldgicas degenerativas e inflamatérias ("lesbes
compativeis"), tipicas das infeccbes por protozoarios, localizadas no cérebro e
coragao permite emitir um diagnostico presuntivo de aborto por neosporose
(DUBEY et al., 2006). A sensibilidade das técnicas histolégicas utilizadas para o
diagndstico pode variar em fungdo do numero de cortes histoldgicos analisados e
do grau de autélise dos tecidos (ALVAREZ-GARCIA, 2003).

As lesdes microscopicas podem ser encontradas em uma variedade de
tecidos fetais, mas as observagdes mais frequentes sdo encefalite e miocardite
multifocal. Em fetos e em neonatos bovinos, areas de necrose multifocal cercadas
por células inflamatérias sdo observadas geralmente no sistema nervoso central,
medula espinhal, coragdo, musculo esquelético, figado, pulméo, e placenta
(BARR et al., 1991), embora o cérebro seja o 6rgdo mais consistentemente
afetado (DUBEY, 2003a).

A autdlise ou mumificagdo, freqlientemente observadas, provocam a
ocorréncia de descoloragdo nos cotilédones placentarios (FIORETTI et al., 2003).

A lesao caracteristica da neosporose no sistema nervoso central consiste em
foco de infiltragcdo de células mononucleares em torno de uma area central de
necrose. A proliferacdo de células da Glia € mais comum em fetos abortados no
terceiro trimestre (DUBEY et al., 2006). Ocasionalmente, pode haver uma
calcificagdo (BOULTON et al., 1995).

Tipicamente, as lesdes miocardicas consistem em infiltragao focal de células
mononucleares com minimo de necrose (DUBEY & SCHARES, 2006).

As lesdes hepaticas consistem em infiltracbes periportais de células
mononucleares e focos variaveis de necrose hepatocelular. A hepatite periportal é
mais severa em epidemias do que em abortamentos endémicos (DUBEY &
SCHARES, 2006).

Camundongos BALB/cAJcl-nu infectados intraperitonealmente com cérebro e
cordao espinhal de um bezerro abortado por neosporose bovina, apresentaram a

necropsia aumento de volume dos ndédulos linfaticos, moderada infiltragcao de
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neutréfilos, macréfagos e degeneracdo do axénio e mielina, poliradiculoneurite,
focos de necrose no SNC e moderada inflamacdo do musculo esquelético
(SAWADA et al.,1997).

2.3.3.2. Diagnéstico sorolégico

Em contraste com a detecgao direta ou indireta de N. caninum em tecidos
fetais, os métodos soroldgicos podem ser usados para o exame de animais in vivo
e para fornecer desse modo alguma informacao do estagio da infeccdo (JENKINS
et al., 2002).

As técnicas sorologicas apresentam uma elevada sensibilidade e
especificidade, porém, no diagndstico da neosporose bovina existem diferengas
entre laboratorios devido as propriedades da técnica empregada e aos diferentes
pontos de corte utilizados. Por outra parte, a sensibilidade e a especificidade
dessas provas diagnosticas podem variar por diversos fatores como a idade do
animal ou a fase da infecgdo. Assim, um resultado sorolégico positivo ajuda a
identificar um animal adulto infectado, mas um resultado negativo ndo descarta
definitivamente a infeccdo porque os anticorpos séricos frente a N. caninum
podem flutuar com a idade e o estado da gestacdo (PEREIRA-BUENO et al.,
2000; QUINTANILLA-GOZALO et al., 2000).

Diversos testes sorologicos podem ser usados para a detecgdo de
anticorpos anti-N. caninum, dentre eles varios testes de ensaio imuno-enzimatico
(EIE), imunofluorescéncia indireta (IFl) e aglutinacdo direta (NAT). O western blot
(WB) também é util para a deteccédo de anticorpos anti-N caninum. Tem-se
utilizado EIE de avidez, para distinguir infec¢des recentes e infecgdes cronicas no
rebanho, e o0s resultados parecem ser promissores uma vez que parecem
distinguir aborto endémico e epidémico (DUBEY, 2003a).

Todos os ensaios para detecgédo de anticorpos sdo baseados em antigenos
de taquizoitos. Os testes baseados em antigenos de bradizoitos ou esporozoitos
nao estado ainda disponiveis (DUBEY & SCHARES, 2006).

Os titulos de anticorpos sdo geralmente mais elevados em rebanhos com

problemas de aborto devido a neosporose do que aqueles com gestagdo normal,
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entretanto, os titulos ndo podem determinar a etiologia dos abortamentos
(DUBEY, 2003a).

2.3.3.3. Diagnéstico baseado na reacao em cadeia da polimerase (PCR)

A deteccdo do DNA parasitario nos tecidos suspeitos mediante PCR, é
uma das opg¢des mais utilizadas no diagnostico de abortamento bovino nos
ultimos anos. As razbdes da ampla utilizacdo desta técnica sdo O6bvias e se
sustentam na tolerancia com a qualidade da amostra, gasto relativamente baixo e
facilidade de realizacdo em um laboratério de diagndstico. Na pratica, a técnica de
PCR tem sido utilizada principalmente no diagnostico de abortamento bovino além
dos estudos epidemiolégicos, de patogenia e filogenéticos (COLLANTES-
FERNANDEZ, 2003).

A PCR tem um papel importante no diagndstico da infeccdo por N.
caninum. A maioria dos protocolos de PCR é usada para detectar o DNA do
parasito nos tecidos do feto abortado ou dos hospedeiros intermediarios.
Entretanto, outras amostras também podem ser utilizadas, como o liquido
amniotico (HO et al., 1997) e fezes de céo ou coiote contaminadas por oocisto de
N. caninum (GONDIM et al., 2004b). Recentemente, foi relatado, ser possivel
identificar DNA de N. caninum no leite de vacas (MOSKWA et al., 2003) e no
sémen de touros (CAETANO-DA-SILVA et al., 2004).

Nos ultimos anos foram desenvolvidos varios métodos de PCR que utilizam
diferentes sequéncias do genoma do parasito (principalmente a regido ITS1 e a
sequéncia Nc-5 de N caninum), incrementando-se sensibilidade e especificidade
da técnica (COLLANTES-FERNANDEZ, 2003).

Se o exame por PCR for positivo, o aborto pode estar associado a N.
caninum, mas é importante excluir outras causas potenciais. Deve-se destacar a
importancia da associagdo da PCR ao exame histopatolégico. Se as lesdes no
cérebro e coracdes sao severas e taquizoitos de N. caninum sdo demonstraveis
nas lesdes pode-se dizer que parasito € provavelmente a causa do aborto
(DUBEY & SCHARES, 2006).
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A eficiéncia do diagnéstico por PCR depende do laboratério, estagio da
autdlise da amostra e procedimentos seguidos na amostragem. O DNA de N.
caninum pode ser identificado em tecidos fixados em formol ou parafina (DUBEY,
2003a).

Protocolos de PCR foram desenvolvidos ndo somente para detectar DNA
de N. caninum, mas também para quantificar DNA do parasito nas amostras. O
PCR quantitativo tem se tornado uma metodologia chave para se estudar a
patogenia da neosporose em bovinos (COLLANTES-FERNANDEZ et al., 2004).

2.3.3.4. Isolamento e cultivo de Neospora caninum

Apesar da demonstracdo de anticorpos especificos no feto ser uma
ferramenta importante no diagndstico de neosporose associada a aborto, um
resultado soroldgico negativo nédo exclui infeccao (DUBEY & SCHARES, 2006).
Portanto, o isolamento ou demonstracdo de N. caninum em tecidos fetais é
considerada uma prova confiavel que apdia o diagndstico de neosporose
relacionado com aborto (DUBEY et al., 2007).

Os primeiros isolados de N. caninum foram obtidos de cultura de tecidos de
caes e bovinos, e embora o isolamento seja dificil e demorado, atualmente N.
caninum tem sido isolado a partir de tecidos de outros animais em varios paises
(Tabela 1) (SCHOCK et al., 2001). Além disso, outra espécie, Neospora huguesi
ja foi isolada a partir de tecidos de cavalos (DUBEY et al.,2001).
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Tabela 1 - Isolamento de novas cepas de Neospora caninum e Neospora hughesi
obtidos a partir de hospedeiros intermediarios e definitivos, pais de origem e

tecido em que foram obtidos.

HOSPEDEIRO LOCALIZACAO TECIDO/ORIGEM N° DE REFERENCIAS
ISOLADOS?
Hospedeiro Australia Cérebro e medula 1 MILLER et al.,
intermediario- espinhal de 2002
Bovino  Bos- bezerro neonato
taurus) Brasil Cérebro de um 2 LOCATELLI-
feto e um bezerro DITTRICH et
de trés meses al., 2003; 2004
Italia Cérebro de 1 MAGNINO et
bezerro de 45 al., 1999; 2000
dias
Japao Cérebro e medula 5 YAMANE et al.,
espinhal de 1997; 1998
bezerros
neonatos
Coréia Cérebro de feto e 2 KIM et al,
bezerro neonato 1998; 2000
Malasia Cérebro de 1 CHEAH et al,
bezerro neonato 2004
Nova Zelédndia Cérebro de 2 OKEOMA et
bezerros al., 2004
neonatos
Portugal Cérebro de feto 1 CANADA et al.,
2002
Espanha Cérebro de feto 1 CANADA et al.,

2004
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TABELA 1 - Isolamento de novas cepas de Neospora caninum e Neospora
hughesi obtidos a partir de hospedeiros intermediarios e definitivos, pais de
origem e tecido em que foram obtidos.

(Continuagéo)

HOSPEDEIRO LOCALIZAGAO TECIDO/ORIGEM N° DE REFERENCIAS

ISOLADOS?
Hospedeiro Suécia Cérebro de 1 STENLUND et
intermediario- bezerro neonato al., 1997
Bovino Bos- Reino Unido Cérebro de feto e 2 DAVISON et
taurus) bezerro neonato al., 1999b;
TREES &
WILLIAMS,
2000
Estados Unidos Cérebro de feto e 8 CONRAD et al.,
bezerros 1993; GONDIM
neonatos et al, 2002
MARSH et al.,
1995;
MCALLISTER
et al, 1998;
MCALLISTER
et al., 2000;
MCALLISTER
et al., 2005
Paises Baixos Placenta 3 DIJKSTRA et
al., 2001
Italia Cérebro de 1 FIORETTI et
bezerros de oitos al., 2000
meses
Japao Cérebro de fémea 1 SAWADA et al.,
adulta 2000
Nova Zelandia Cérebro de fémea 1 OKEOMA et

adulta al., 2004
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TABELA 1 - Isolamento de novas cepas de Neospora caninum e Neospora
hughesi obtidos a partir de hospedeiros intermediarios e definitivos, pais de
origem e tecido em que foram obtidos.

(Continuagéo)

HOSPEDEIRO LOCALIZACAO TECIDO/ORIGEM N° DE REFERENCIAS
ISOLADOS?
Ovelha (Ovis Brasil Ovelha de quatro 1 PENA et al,
ovis) meses 2007
Ovelha adulta 1 KOYAMA et al.,
2001
Bufalo de Brasil Animal adulto 5 RODRIGUES
agua (Bubalos et al., 2004
bubalis)
Equino (Equus Estados Unidos Tecido  nervoso 3! CHEADLE et
caballus) de animal adulto al., 1999;
DUBEY et al,
2001; MARSH
et al., 1998
Cervo branco Cérebro de 3 VIANNA et al.
(Odocoileus Estados Unidos animal adulto 2005
virginianus) Cérebro de 1t GONDIM et al.,
animal adulto 2004 a
Cao (Canis Alemanha Filhote infectado 1 PETERS et al.,
familiaris) congenitamente, 2000
tecido nervoso
Reino Unido Filhote infectado 1 BARBER et al.,
congenitamente, 1995

tecido nervoso
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TABELA 1 - Isolamento de novas cepas de Neospora caninum e Neospora
hughesi obtidos a partir de hospedeiros intermediarios e definitivos, pais de
origem e tecido em que foram obtidos.

(Continuagéo)

HOSPEDEIRO LOCALIZAGAO TECIDO/ORIGEM N° DE REFERENCIAS

ISOLADOS?
Hospedeiro Estados Unidos Filhotes 10 CUDDON et al.,
definitivo infectados 1992; DUBEY
(Canis congenitamente, et al., 1988;
familiaris) tecido nervoso DUBEY et al.,
1998; DUBEY
et al, 2004,
HAY et al,
1990; MARSH
et al., 1998;
Australia Pele de animal 1 MCINNES et
adulto al., 2006
Brasil Cérebro de 1 GONDIM et al.,
animal adulto 2001
Hospedeiro Argentina Fezes 1 BASSO et al.,
definitivo 2001
(Canis Alemanha Fezes 5 SCHARES et
familiaris) al., 2005

' oocistos obtidos a partir e fezes de caes

2Simbolos: 'Neospora hughesi;
alimentados com cérebros de cervo infectados, nao foi obtido parasito viavel em

cultivo celular ou em camundongos.

Grande parte das tentativas de isolamento de N. caninum em
camundongos ou em cultura de células € mal sucedida. Isso pode ser explicado
pelo fato de que em muitas destas tentativas o parasito pode morrer juntamente

com o hospedeiro (DUBEY, 2003a). As técnicas de isolamento de N. caninum
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mais utilizadas incluem inoculacao de tecidos infectados em cultivo celular ou em
camundongos imunossuprimidos ou imunodeficientes (YAMANE et al., 1998).

Numerosas linhagens celulares de mamiferos sao utilizadas para
crescimento de N. caninum em cultivo celular (LINDSAY & DUBEY, 1989).
Embora a maioria de pesquisadores utilize células VERO para cultivo de N.
caninum a partir de tecidos bovinos, esse parasito ndo tem nenhuma preferéncia
celular reconhecida no cultivo in vitro (LEI et al., 2005).

Em procedimentos de isolamento relatados anteriormente, o periodo entre
a introdugao do material suspeito na cultura de célula até a deteccdo de N.
caninum nas culturas variou entre cinco dias (MCINNES et al., 2006) e 9,5
semanas (PASTUSIAK et al., 2005). De acordo com DAVISON et al. (1999b), a
observacao mais tardia de parasito em cultura celular esta associada diretamente
com o numero € a viabilidade dos parasitos usados para a infecg¢ao inicial.

VIANNA et al (2005) descreveram que métodos de isolamento sao
completamente dependentes da presenga de parasitos viaveis capazes da
penetracdo e propagacgado nas ceélulas do hospedeiro. Os autores observaram
taquizoitos pela primeira vez em cultivo celular em um intervalo de até 127 dias
P.l1., além disso, também afirmaram que o isolamento em cultivo celular € limitado
pela necessidade de materiais ndo contaminados por outros microrganismos.
DUBEY & SCHARES (2006) destacaram a importancia da observagao do cultivo
celular por dois meses, pois 0 crescimento e os taquizoitos podem n&o ser vistos
microscopicamente por até 60 dias P.l. e 0o momento de detecg¢ao do parasito em
cultivo celular pode ser condicionado a baixa carga de parasito no momento da
inoculacdo, a taxa de crescimento lenta do parasito e sua adaptacédo ao tipo de
linhagem celular utilizado para o isolamento.

Embora N. caninum mostre um crescimento apropriado em um largo
espectro de linhas celulares de mamiferos, existem isolados incapazes de
crescimento in vitro ou isolados que necessitam de um longo periodo para
adaptacdo a cultura de células (VIANNA et al.,, 2005). De fato, a analise
comparativa da taxa de crescimento entre isolados mostrou que alguns crescem
significativamente mais rapidos do que outros sob condigdes idénticas de cultivo
celular (SCHOCK et al., 2001).
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Sabe-se que o isolamento por meio da inoculagao direta de tecidos bovinos
em cultura celular pode ser mal sucedido devido a possibilidade de contaminagao,
aléem disso, os tecidos de bezerros abortados podem estar autolisados,
diminuindo a viabilidade do parasito (CONRAD et al., 1993). Por isso, recomenda-
se isolar N. caninum de tecidos nervosos de bezerros congenitamente infectados
de uma gestacdo normal, pois os cistos teciduais podem estar presentes e estes
sdo mais resistentes a autolise do que os taquizoitos (DUBEY, 2003a), porém em
alguns casos de tecidos frescos de bezerros congenitamente infectados, a carga
parasitaria pode ser baixa (YAMANE et al.,1997; LOCATELLI-DITTRICH et al.,
2004).

Além de isolamentos viaveis de N. caninum obtidos em cultivo de células,
uma variedade de bio-ensaios em camundongos imunossuprimidos,
imunodeficientes ou knock-out (KO), gerbils e cdes (MCGUIRE et al., 1997,
YAMANE et al., 1998; DUBEY et al., 1998; DUBEY & SCHARES, 2006) podem
ser realizados para obtengdo de novos isolados. Camundongos
imunocompetentes podem ser resistentes a infecgdo. Ao contrario, os gerbils
(Meriones unguiculatus) sao susceptiveis a infecgdo por N. caninum sem
imunossupressao prévia (GONDIM et al., 2001). Camundongos KO sao
deficientes para o gene interferon gamma e consequentemente s&o susceptiveis
a maioria dos parasitos intracelulares. A maioria dos isolados de N caninum causa
neosporose aguda e morte nesses camundongos (VIANNA et al., 2005), e apo6s a
infeccao pelo parasito, a carga parasitaria em seus tecidos é mais elevada do que
em tecidos bovinos (NISHIKAWA et al., 2001) aumentando a possibilidade de

sucesso no processo de isolamento.

2.3.3.5. Caracterizagao de isolados

Pouco se sabe da variabilidade antigénica e biologica entre os isolados de
N. caninum, especialmente os isolados a partir de animais saudaveis (DUBEY,
2003a, DUBEY et al., 2004).

A caracterizagao patogénica de novos isolados é um requisito fundamental

em estudos, pois a diversidade encontrada entre esses pode ter um impacto na
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patologia associada com a infecgdo em bovinos e caes e seria uma consideragao
importante no projeto de vacinas frente a neosporose (SCHOCK et al., 2001). O
desenvolvimento de uma vacina para N. caninum atualmente € uma area de
investigacdo ativa, com o objetivo de impedir a propagacdo da infecgcao e da
doenca causada por este parasito. Relatérios precedentes indicaram a utilidade
potencial dos camundongos em tais investigacbes porque, certas estirpes
particulares de camundongos mostram estar sujeitas a alguns dos mesmos
efeitos clinicos da infeccdo por N. caninum que foram documentados no rebanho
bovino. Camundongos BALB/c, apesar de serem imunocompetentes, ja foram
usados amplamente como modelo em estudos diferentes para avaliar a viruléncia
entre os isolados de N. caninum, obtidos a partir de animais clinicamente afetados
(ATKINSON et al., 1998; QUINN et al., 2002; COLLANTES-FERNANDEZ et al.,
2006) e de isolados obtidos de animais assintomaticos (SHIBAHARA et al. 1999;
MILLER et al. 2002; OKEOMA et al., 2004). Além disso, sinais neurolégicos foram
relatados em camundongos BALB/c infectados por N. caninum (LINDSAY et al.,
1995). Encefalite induzida por este parasito também foi descrita nesses
camundongos (LONG & MATHISON, 1998).

A caracterizagao biologica entre diferentes isolados demonstrou
diversidade genética (SCHOCK et al., 2001, REGIDOR-CERRILLO et al., 2006) e
variagbes significativas de suas caracteristicas patogénicas in vivo e do
crescimento in vitro (SCHOCK et al., 2001; MILLER et al., 2002; PEREZ-
ZABALLOS et al., 2005; COLLANTES-FERNANDEZ et al., 2006).

QUINN et al. (2002), ao realizarem a caracterizacdo do isolado NC-
Liverpool (NC-Liv) (BARBER et al, 1993) em camundongos BALB/c e
Quackenbush (Qs), observaram que os camundongos Qs infectados por NC-Liv
mantiveram um peso constante entre 32 e 33 g; entretanto, os camundongos
BALB/c infectados com NC-Liv demonstraram uma redugdo média no peso de 5g
até o final do experimento. Juntamente com a perda de peso observada nos
camundongos BALB/c, a patologia no sistema nervoso central também foi mais
severa nesses camundongos do que nos camundongos Qs. Ambos os tipos de
camundongos demonstraram uma resposta anticorpo especifica, apods a infecgéo
com NC-Liv e isotipo dominante nos camundongos BALB/c era IgG 1; entretanto,

nos camundongos Qs, IgG2a era o isotipo dominante. Nesse mesmo estudo ao
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avaliar-se a resposta imune aos isolados NC-Liv e NC-SweB 1 (STENLUND et
al.,1997) em camundongos Qs, foi demonstrado que a resposta imune variou em
funcéo do isolado e da rota de infecgao, uma vez que infecgdes subcutaneas de
10° taquizoitos de NC-SweB1 produziram uma resposta dominante de IgG1, e a
infeccdo da mesma dose de NC-Liv produziu uma reposta dominante de 1gG2a e
todas as infecgdes intraperitoneais conduziram a resposta imune de IgG2a.

COLLANTES-FERNANDEZ et al. (2006), ao determinarem as
caracteristicas biolégicas dos isolados NC-Liv e NC1 (DUBEY et al., 1988) em
camundongos BALB/c, verificaram que os sinais de neosporose foram mais
pronunciados no grupo infectado por NC-Liv (25.4% versus 1.8%). ATKINSON et
al. (1998), ao realizarem a comparagcédo de caracteristicas bioldgicas entre os
isolados NC-Liv e NC-SweB1, verificaram que havia claramente uma diferenga na
severidade de lesdes no cérebro entre o grupo de camundongos inoculados com
NC-Liv, que induziu mais necrose e mais resposta inflamatéria do que o grupo
infectado por NC-SweB1. Além disso, os animais infectados por NC-Liv (57/58)
apresentaram perda de peso de até 35%, simultaneamente a outros sintomas,
que progrediram até paralisia e incoordenacédo. Por outro lado o NC-SweB1
induziu sintomas similares em uma propor¢cdo menor de camundongos (9/ 57).

A analise comparativa das taxas de crescimento dos isolados NC-1, NC-
Liv, BPA-1 (CONRAD et al.,1993), NC-SweB1, JPA-2 (YAMANE et al.,1997) e
NC-LivB1 (DAVISON et al. ,1999b) demonstrou que alguns isolados cresceram
significativamente mais rapido do que outros, em idénticas condi¢gdes de cultivo
(SCHOCK et al., 2001)

A ampla escala de hospedeiros, distribuicdo geografica e o potencial para
recombinagao sexual podem explicar a variagao dentro da espécie. (SCHOCK et
al., 2001). Torna-se necessario uma investigagcdo mais detalhada para explicar os
efeitos dos isolados e das diferentes rotas de infeccdo na patogenia frente ao

N.caninum.
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3. OBJETIVOS
3.1. Geral

Obter novos isolados de Neospora caninum em Goids e realizar a
caracterizagao biologica destes e de isolados espanhdis.

3.2. Especificos

e |solar Neospora caninum de origem bovina em bio-ensaio realizado em
camundongos interferon-y knock-out, em Goias;

e Realizar a caracterizagdo de isolados de N. caninum brasileiros e
espanhois, em camundongos BALB/c experimentalmente infectados,
através de:

0 avaliagao da sintomatologia e mortalidade;

0 avaliagao da distribuigdo do parasito no sangue, pulmao e cérebro;
0 determinagdo da carga parasitaria no cérebro;
o]

verificagdo do desenvolvimento da resposta de IgG1 e IgG2a.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Propriedade e animais

Em 2004, foi realizado um levantamento da ocorréncia de N. caninum nas
microrregides de Goiania e Anapolis (MELO, 2005). Das propriedades analisadas,
uma de rebanho leiteiro da raga Holandesa, situada no municipio de Nerdpolis
(Goias, Brasil) foi selecionada devido a facilidade de obtencéo de bezerros para o
isolamento. Foi realizada analise sorologica dos bezerros mantidos no rebanho
para determinar a ocorréncia de N. caninum sendo que a técnica soroldgica de
escolha foi a IFI de acordo com ALVAREZ-GARCIA et al. (2002). Como
antigenos, foram empregados taquizoitos inteiros cultivados em células Vero, do
isolado NC-1 de N. caninum. A diluigdo dos soros iniciou-se em 1:100. O titulo
limite considerado foi a ultima diluicdo que mostrou fluorescéncia periférica
completa. Uma ocorréncia de 72% de anticorpos anti- N. caninum foi encontrada
nessa propriedade. Dois bezerros machos de quatro meses de idade, positivos
para Neospora com titulos de 1:400 e 1:800, foram utilizados para isolamento.

Para o isolamento de N. caninum a partir de tecido cerebral de bezerros
foram utilizados camundongos interferon-y knock-out (IFN-y KO), e para a
caracterizagdo bioldégica dos novos isolados, foram utilizados camundongos
BALB/c.

4.2. Isolamento de nova cepa de Neospora caninum em Goias-Brasil

4.2.1. Colheita de materiais para isolamento

Dois bezerros machos foram sacrificados e os cérebros foram removidos
de forma asséptica logo apdés o sacrificio. Aproximadamente 5 a 15 g de
diferentes partes do cérebro foram colocados em bolsas plasticas contendo PBS
com uma solugédo antibidtica-antimicética a 2% (Gibco BRL, Paisley, Reino
Unido), identificadas e mantidas a 4° C até o momento de serem inoculados em
camundongos. Além disso, o restante de tecido cerebral foi acondicionado em
uma solugdo de formol tamponado a 10% para posterior processamento por

meétodos histoldgicos rotineiros.
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4.2.2. Isolamento de Neospora caninum em camundongos interferon-y
knock-out (IFN-y KO)

Previamente a inoculagdo, amostras de cérebro dos bezerros foram
analisadas por nested-PCR para confirmar a presenga do parasito (BUXTON et
al.,, 1998). As amostras positivas de cérebro pela PCR foram identificadas,
homogeneizadas, filtradas em gaze estéril e centrifugadas a 1350 x g por 15
minutos. O sobrenadante foi descartado e 0,6 mL do sedimento
(aproximadamente o equivalente a 7g do tecido cerebral) foram suspendidos em
PBS com solugéo antibidtica-antimicotica a 2% (Gibco BRL). Trés camundongos
C57/BL6 IFN-y KO foram inoculados por via intraperitoneal com 200ul do material
referente ao bezerro 1 e trés camundongos C57/BL6 IFN-y KO foram inoculados
por via intraperitoneal com 200yl do material referente ao bezerro 2. Os
camundongos foram mantidos em gaiolas no biotério do IPTSP da Universidade
Federal de Goias-UFG e examinados diariamente para observacdo de
desenvolvimento de sinais clinicos compativeis com a neosporose. Os animais
que apresentaram sinais clinicos severos foram sacrificados em camara de CO; e
seus cérebros foram removidos em condigdes assépticas e identificados.
Posteriormente os cérebros foram homogeneizados em PBS com uma solugao
antibidtica-antimicética a 2% (Gibco BRL) e passados em agulhas (20 e 25 G).
Amostras deste homogeneizado foram imediatamente analisadas para verificar a
presenca de DNA do parasito por nested-PCR. As amostras positivas para N.
caninum foram inoculadas em outro camundongo IFN-y KO para manutencéao in

vivo dos isolados.

4.2.3. Isolamento em cultivo celular

Para o isolamento do parasito em cultivo celular, a cavidade peritoneal dos
camundongos IFN-y KO sacrificados foi lavada com 8mL de meio Dulbeco’s
modificado (DMEM), suplementado com solugdo antibiética-antimicética a 2%
(Gibco BRL) e soro fetal bovino a 2%. O lavado peritoneal foi inoculado
imediatamente em monocamada de células MARC-145, cultivadas em frascos de
25 cm? e incubadas a 37°C, em estufa de CO, a 5%. Apds 24 h o meio foi

trocado. Para manter quantidade total minima de células, passagens do cultivo do
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isolado foram feitas em intervalos de quatro a sete dias. A cultura era raspada,
passada por agulha de 25G e inoculada em uma nova monocamada de células.
Depois que o parasito foi visualizado no tapete celular, a passagem de células foi
feita a cada quatro dias, determinando-se a quantidade de taquizoitos, através de
contagem em camara de Neubauer. Os isolados, denominados NC- Goias 1 e
NC-Goias 2, foram mantidos em cultivo em células MARC-145 por um més e
criopreservados em nitrogénio liquido (REGIDOR-CERRILLO et al., 2008). Porém
ao descongelar-se 0s novos isolados para a caracterizacdo bioldgica foi
observada contaminagdo por fungos do isolado NC-Goias 2. O mesmo foi

descartado restando o isolado NC-Goias 1.

4.3. Caracterizagao biolégica em camundongos BALB/c

4.3.1. Desenho experimental

Por se tratar de um Projeto de Cooperagao Internacional Brasil-Espanha
(CAPES-MECD), foi feita a caracterizagao biolégica do isolado brasileiro obtido
em Goias e de seis isolados espanhdis. Os isolados espanhois foram previamente
obtidos no Departamento de Sanidad Animal, da Unversidad Complutense de
Madrid-ES, a partir de amostras de cérebro bezerros congenitamente infectados,
de distintas regides espanholas, mas que nao apresentavam sinais clinicos de

neosporose, (Quadro 1).

QUADRO 1- Denominagéao e procedéncia dos isolados espanhdis

ISOLADO PROCEDENCIA
NC-SPAIN 2H (NC-Sp 2H) Zaragoza
NC-SPAIN 3H (NC-Sp 3H) Navarra
NC-SPAIN 4H (NC-Sp 4H) Navarra
NC-SPAING6 (NC-Sp 6) Guipuzcoa
NC-SPAINS8 (NC-Sp 8) Navarra
NC-SPAIN9 (NC-Sp 9) Navarra
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A caracterizagdo biolégica dos sete novos isolados foi realizada no
Departamento de Sanidad Animal da Universidad Complutense de Madrid, e se
baseou no modelo descrito por COLLANTES-FERNANDEZ et al (2006), realizado
em camundongos BALB/c.

Camundongos fémeas, consangulineos, da linhagem BALB/c de seis
semanas de idade, foram obtidos de um fornecedor comercial (Harlan Interfauna
Ibérica, Barcelona, Espanha). Os camundongos eram livres de microrganismos
patogénicos como virus, parasitos e bactérias de acordo com resultados de
exames rotineiros do fornecedor. Os animais foram acondicionados em gaiolas
com 10 animais cada, com comida e agua “ad libitum” e submetidos a um
fotoperiodo constante de 12:12 horas claro:escuro.

Apos um periodo de duas semanas de adaptacdo foram realizadas as
inoculagdes. Para isto, os camundongos foram divididos em grupos de 35 animais
cada (para os isolados NC-Sp 2H e NC-Sp 3H) e de 40 animais cada (para os
isolados NC-Sp 4H, NC-Sp 6, NC-Sp 8, NC-Sp 9 e NC-Goias 1). Os
camundongos foram inoculados, por via intraperitoneal, com 10° taquizoitos
purificados, obtidos de cultivo in vitro, em um volume final de 200 uyl/camundongo.
Como grupo controle foram utilizados 21 camundongos, inoculados com 200 ul de
PBS/camundongo, por via intraperitoneal.

Foram realizados sacrificios nos dias 1, 2, 4, 8, 16, 32 e 64 pds-infecgao
(P.l.) de camundongos selecionados aleatoriamente. Os animais foram
sacrificados com gas CO,, cinco animais do grupo infectado e trés do grupo
controle, em cada dia de sacrificio. No dia 32 P.l. foram sacrificados cinco
camundongos dos isolados NC-Sp 2H e NC-Sp 3H e dez camundongos dos
isolados NC-Sp 4H, NC-Sp 6, NC-Sp 8, NC-Sp 9 e NC-Goias 1 devido a

necessidade de obtengao de maior volume de soro.
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4.3.2. Observagao dos sinais clinicos e lesdes

Todos os animais foram examinados diariamente para a detecg¢ao de sinais
clinicos, evolugdo dos mesmos e verificagdo da ocorréncia de mortalidade.
Avaliacdo dos sinais clinicos foi baseada em estudos precedentes da infeccéo por
N. caninum em camundongos, como pélos asperos, inatividade, anorexia e sinais
neurologicos, que consistiam em inclinagdo da cabega, andar em circulos, ataxia,
fraqueza pélvica e paralisia (LINDSAY et al., 1995; ATKINSON et al.,, 1998;
EPERON et al.,, 1999). Durante a necropsia foi avaliada a presenca de lesbes

macroscopicas nos distintos 6rgaos.

4.3.3. Avaliagao da distribuigao do parasito no organismo

4.3.3.1. Extracao de DNA de sangue e tecidos

Para a extracdo de DNA foram colhidos, no momento do sacrificio,
aproximadamente 500ul de sangue e 15-20 mg de tecido de pulmao e cérebro
dos camundongos. As amostras de sangue foram colhidas por punc¢éo cardiaca,
em tubos de ensaio contendo EDTA. O plasma foi obtido mediante centrifugacéo,
posteriormente foi aliquotado e mantido a -80°C até o momento da realizagao do
EIE. A fragdo celular foi armazenada a 4°C para extracdo do DNA, realizada em
menos de 24 horas e posterior anadlise por PCR. Os cérebros e pulmdes
igualmente foram colhidos sob circunstancias assépticas e congelados a -80°C
até a extracdo do DNA.

Para extragdo de DNA se empregou o kit de extracdo de DNA gendmico
para tecidos e sangue RealPure® (Durviz, Valencia - Espanha) de acordo com as

instrucdes do fabricante.

4.3.3.2. Nested-PCR para a deteccao de DNA de Neospora caninum no
sangue e tecidos de camundongos

Para a deteccdo de DNA especifico de N. caninum, a técnica utilizada foi

nested-PCR, que amplifica a regido ITS-1 do genoma de N. caninum, descrita por
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BUXTON et al. (1998). A sequéncia dos oligonucleotideos especificos para o gen
ITS1 ribossomal esta representada no Quadro 2.

Cada etapa do procedimento foi executada em salas separadas e foram
utilizadas ponteiras com filtro para se evitar contaminacdes. Em todas as reacdes
utilizou-se como controle positivo DNA obtido de taquizoitos cultivados em células
Vero, do isolados NC-1 de N. caninum e como controle negativo agua ultrapura

estéril.

QUADRO 2: Sequéncia dos oligonucleotideos utilizados nas reagdes de nested-
PCR

Primeira amplificagao Segunda amplificagao

Oligonucleotideos externos 5’-3’ Oligonucleotideos internos 5°-3’

NN1 | TCA-ACC-TTT-GAA-TCC-CAA NP1 | TAC-TAC-TCC-CTG-TGA-GTT-G

NN2 | CGA-GCC-AAG-ACA-TCC-ATT | NP2 | TCT-CTT-CCC-TCA-AAC-GCT

Os produtos obtidos pela amplificacdo de DNA foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose a 1,5%, corado com brometo de etidio,

esperando-se visualizar um fragmento de 213 pb.

4.3.3.3. Quantificagao de DNA

Para a determinagcdo da carga parasitaria nas amostras de cérebro dos
camundongos positivos na nested-PCR, foi realizada a técnica de PCR em tempo
real (COLLANTES-FERNANDEZ et al., 2002). De cada uma das amostras
analisadas se quantificou tanto o DNA do parasito (amplificagcado da fragdo Nc5 do
genoma de N. caninum) como o DNA do tecido do hospedeiro (amplificagdo do
gen 28S). Para a construgao da curva padrao, com fim de quantificar o niumero de
parasitos presentes na amostra a ser analisada, foi feita a extracado de DNA a
partir de 10 taquizoitos do isolado NC-1. Posteriormente, foram feitas diluicdes
decimais do DNA do parasito até a quantidade de 10" taquizoitos. Para a

quantificacdo do DNA do hospedeiro foi construida outra curva padrdo, com
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diluicbes 1:5 de DNA gendmico extraido do cérebro de um camundongo em agua
ultrapura estéril. As reagdes para a quantificagdo foram realizadas em duplicatas
e a analise da amplificacéo, a aquisi¢cao de dados, e a estatistica foram realizadas
em ABI 7700 Prism Sequence Detector Machine (Applied Biosystems, Foster City,
Califérnia). A quantificagdo de N.caninum e do DNA do hospedeiro foi realizada
mediante a interpolacdo do Ct (“Cycle threshold") da amostra sobre a curva
padrao construida com concentracbes conhecidas de DNA, frente aos Ct
correspondentes. O resultado se expressou como numero de taquizoitos/ug de
DNA do hospedeiro. Todas as amostras foram ajustadas a uma concentragcao de
50 ng/ul de DNA.

4.3.4. Detecgao de anticorpos anti- Neospora caninum

O perfil de anticorpos especificos IgG1 e IgG2a frente a N. caninum nos
soros dos camundongos foi medido por ensaio imuno-enzimatico (EIE) indireto.
As placas foram antigenadas com antigeno soluvel de taquizoitos de N. caninum
(Nc-1) obtidos mediante sonicagdo, como descrito por COLLANTES-
FERNANDEZ et al. (2006). A diluigdo dos soros foi 1:100. Como anticorpos
secundarios se empregaram anti-lgG1 e anti-lgG2a de camundongos, conjugados
com a enzima peroxidase (Southern Biotechnology, Birmingham, AL, E.U.A.) a
uma diluicdo 1/5000. A reacao colorimétrica foi observada depois da adicao do
substrato (ABTS - Sigma®). A absorvancia foi medida em um leitor de ELISA a
um comprimento de onde de 450 nm. Os resultados foram expressos em
densidade optica (D.O.). Como controles, foram adicionadas em cada placa uma
amostra negativa de soro de camundongo (D.O. menor que 0,1) assim como soro

de camundongo infectado experimentalmente com uma D.O. maior que 2,0.
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5. ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica dos isolados foi realizada agrupando-se os dados
obtidos nos dia 1, 2, 4 e 8 P.l. (fase aguda) e nos dias 16, 32 e 64 (fase cronica),
analisando-se a influéncia do isolado e a fase da infec¢do. As diferencas entre as
porcentagens encontradas pela nested-PCR foram analisadas aplicando-se o
teste de AQui-quadrado. Quando observadas diferencas estatisticamente
significativas (P<0,05), os grupos foram comparados dois a dois. A diferencga entre
as cargas parasitarias, valores de densidade optica para IgG1, IgG2a e a razéo
IgG1/lgG2a entre os isolados foram analisadas pela prova de Kruskal-Wallis.
Quando observadas diferengas estatisticamente significativas (P<0,05), os grupos

foram comparados dois a dois pelo teste de U de Mann-Whitney.
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6. RESULTADOS

6.1. Isolamento de nova cepa de Neospora caninum em camundongos IFN-y

KO e em cultivo celular em Goias-Brasil

O DNA do parasito foi detectado por nested-PCR em 60% das amostras de
cérebro do bezerro analisadas. Todos os camundongos inoculados com tecido
cerebral PCR-positivo do bezerro apresentaram sinais clinicos compativeis com a
neosporose como pélos asperos, ataxia, paraplegia e letargia a partir do dia 22
até 42 P.l. Sinais idénticos foram observados em todos os camundongos INF-y
KO usados para manter o parasito in vivo durante sete passagens, embora
nesses animais 0s sinais aparecessem mais cedo, em torno de seis a 12 dias.
Amostras de tecido cerebral dos camundongos inoculados com tecidos do
bezerro também foram submetidas a nested-PCR para confirmar a infecgao por
Neospora. Todas as amostras testadas foram positivas.

Poucos taquizoitos e vacuolos parasitarios foram observados
microscopicamente em 56 dias P.l., apds nove passagens em cultivo celular. O
numero de taquizoitos aumentou gradualmente em passagens subsequentes e
mais de 10° taquizoitos/mL puderam ser contados, em camara de Neubauer, apds
16 passagens. O DNA extraido da cultura de células infectadas foi analisado
igualmente por nested-PCR, sendo visualizado um produto de 213pb. O isolado

foi denominado NC-Goias 1.
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6.2. Caracterizagao biolégica de isolados em camundongos BALB/c

6.2.1. Mortalidade e sinais clinicos da neosporose

Ndo foi observada nenhuma manifestacdo clinica de neosporose e
mortalidade nos animais em experimentagao até o ultimo dia de sacrificio (dia 64).
Nenhuma lesdo macroscoépica foi observada durante as necropsias realizadas

nesse experimento.

6.2.2. Distribuicao organica do parasito

Ao analisarem-se os resultados obtidos por PCR no sangue verificou-se
que, o parasito foi detectado principalmente na fase aguda (P < 0,05), do dia 1 P.I.
ao dia 8 P.l., e esporadicamente nos dias 16 ( NC-Sp 9), 32 (NC-Goias 1, NC-Sp
4H e NC-Sp 6) e 64(NC-Goias 1, NC-Sp 4H) P.l. (Tabela 2). A comparacéao entre

os grupos de isolados n&o demonstrou nenhuma diferenga significativa (P>0,05).

Tabela 2 - Porcentagem de camundongos inoculados com taquizoitos de Neospora
caninum de diferentes isolados, positivos por PCR, na fragao celular sanguinea, ao
longo da infecgao.

Dias Pés-Infeccéo

Fase aguda Fase cronica
ISOLADO 1 2 4 8 Média 16 32 64 Média
NC-Goias 1 80 100 80 0 65 0 10 20 10
NC-Sp 2H 100 100 100 20 80 0 0 0 0
NC-Sp 3H 100 100 100 O 75 0 0 0 0
NC-Sp 4H 80 100 60 20 65 0 10 20 10
NC-Sp 6 80 80 80 20 65 0O 10 O 3,33
NC-Sp 8 60 40 80 40 55 0 0 0 0
NC-Sp 9 100 80 80 20 70 20 O 0 6,67

No pulmé&o, o parasito foi detectado principalmente na fase aguda (P< 0,05)
e nos dias 16 (NC-Goias 1 e NC-Sp 6), 32 (NC-Sp 9) e 64 (NC-Sp 2H e NC-Sp 9)
foi detectado DNA do parasito no pulmdo de apenas um animal de cada grupo
(Tabela 3). Nao houve diferenga significativa entre os grupos de isolados (P>0,05)

nas distintas fases.
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Tabela 3 - Porcentagem de camundongos inoculados com taquizoitos de
Neospora caninum de diferentes isolados, positivos por PCR, no tecido pulmonar,
ao longo da infecgao.

Dias Pés-Infeccao

Isolado Fase aguda Fase cronica
1 2 4 8 Média 16 32 64 Meédia

NC-Goias 1 100 80 60 80 80 20 O 0 6,67
NC-Sp 2H 100 100 80 60 85 0 0 20 6,67
NC-Sp 3H 80 100 100 100 95 0 0 0 0
NC-Sp 4H 80 80 100 60 80 0 0 0 0

NC-Sp 6 80 80 100 100 90 20 O 0 6,67

NC-Sp 8 60 40 80 80 65 0 0 0 0

NC-Sp 9 60 60 100 100 80 0 10 20 10

Quanto ao cérebro, foi detectado DNA de N. caninum principalmente na
fase crbnica (P<0,05), sendo que a maior frequéncia de detecgéo foi observada
no dia 32 P.l. Houve diferenca significativa entre os isolados (P<0,05) na fase
cronica. Os camundongos inoculados com os isolados NC-Sp 9 e NC-Goias 1
apresentaram maior frequéncia de deteccdo quando comparados aos outros
isolados (Tabela 4).

No grupo controle, todas as amostras de sangue, pulmao e cérebro foram

negativas para N. caninum.

Tabela 4 - Porcentagem de camundongos inoculados com taquizoitos de
Neospora caninum de diferentes isolados, positivos por PCR, no tecido cerebral,
ao longo da infecgao.

Dias Pés-Infeccao

Isolado Fase aguda Fase cronica

1 2 4 8 Média 16 32 64 Média
NC-Goias 1 0 0 0 40 10° 60 70 40 56,67°
NC-Sp2H 20 20 O 0 10° 0 20 40 20°
NC-Sp3H 0 0 0 0 0? 0 40 O 13,33°
NC-Sp4H 0 0 0 0 0? 0O 20 80 3333
NC-Sp 6 0 0 0 20 5° 40 30 O 23,33°

NC-Sp 8 0 0 0 20 52 0 70 20 30°
NC-Sp 9 0 0 0 80 20° 80 70 40  63,33°

Letras diferentes dentro de uma mesma coluna indicam diferengas estatisticamente significativas
(P<0,05)
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6.2.3. Carga parasitaria

Ao comparar as cargas parasitarias entre os grupos de isolados sé foram
observadas diferengas estatisticamente significativas entre esses na fase crénica
(P< 0,005). Os camundongos infectados com o isolado NC-Sp 9 apresentaram
cargas parasitarias mais elevadas (P<0,05) quando comparados aos
camundongos infectados com os isolados NC-Sp 2H, NC-Sp 3H, NC-Sp 4H e NC-
Sp 6 e os camundongos infectados com o isolados NC-Goias 1 apresentaram
cargas parasitarias mais elevadas (P<0,05) quando comparados aos
camundongos infectados com os isolados NC-Sp 2H e NC-Sp 3H. Ndo houve
diferenca estatisticamente significativa entre os isolados NC-Sp 9, NC-Sp 8 e NC-
Goias 1 (Figura 4).
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NC-Sp2H NC-Sp3H NC-Sp8 NC-Sp6 NC-Sp4H NC-Sp9 NC-Goias 1
ISOLADOS

Carga Parasitaria (taquizoitos/ug de DNA)

Figura 4 - Carga média de taquizoitos/ug de DNA do hospedeiro,
observada por PCR Quantitativa, em tecido cerebral de
camundongos infectados por diferentes isolados de Neospora
caninum.
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6.2.4. Resposta imune humoral

Anticorpos das classes IgG1 e IgG2a ndo foram detectados até o dia 16
P.l. e 4 P.l. respectivamente, aumentando gradualmente e se mantendo elevados
até o dia 64 P.I. (Figuras 5 e 6).

Niveis de IgG1
3,5
EINC-Sp 2H
3 B NC-Sp 3H
£ 251 CINC-Sp 8
§ 2 i BNC-Sp6
g 1.5 : EINc-Goias 1
a 1 I || mNC-sp 4H
0.5 T I || ONC-Sp 9
0 - ul
OGRUPO
1 2 4 8 16 32 64 CONTROLE
DIAS P.I.

Figura 5 - Producéo de IgG1 frente a Neospora caninum em camundongos
infectados com diferentes isolados e do grupo controle n&o infectado.

Na resposta IgG1 foram detectadas diferengas significativas entre os
grupos de isolados (P< 0,05). Camundongos infectados com o isolado NC-Sp 4H
apresentaram maiores niveis dessa imunoglobulina, embora somente tenha sido
significativamente diferente quando comparado aos niveis detectados
com os isolados NC-Sp 3H e NC-Sp 8. Os camundongos infectados com o
isolado NC-Sp 8 apresentaram os menores niveis de IgG1 quando comparados
aos isolados NC-Sp 4H, NC-Sp 6, NC-Sp 9 e NC-Goias 1.
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Niveis de IlgG2a
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Figura 6 - Producdo de IgG2a frente a N. caninum em camundongos
infectados com diferentes isolados e do grupo controle n&o infectado.

Na resposta IgG2a os camundongos infectados com o isolados NC-Sp 8
apresentaram menores niveis de |gG2a quando comparados com camundongos
infectados com os outros isolados. Ja os camundongos infectados com o isolado
NC-Sp 9 apresentaram maiores niveis de IgG2a quando comparados aos
camundongos infectados com os isolados NC-Sp 8, NC-Sp 6 e NC-Goias 1 (P<
0,05).

A anadlise da relagdo de I1gG1/lgG2a mostrou predominancia de IgG2a nos
dias 8 a 16 P.I. (IgG1/IgG2a<1), visto que os niveis de IgG1 mais elevados foram
detectados nos dias 32 e 64 P.1. (IgG1/lgG2a>1) na maioria dos grupos.
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7. DISCUSSAO

Até momento, o numero de isolados de N. caninum de origem bovina no
mundo, especialmente no Brasil, € limitado. A soroprevaléncia elevada de N.
caninum no rebanho goiano e historias de abortamento tém sido relatados (MELO
et al.,, 2006; JULIANO 2006; OLIVEIRA 2007; SCHULZE, 2008), entretanto,
nenhum isolado local havia sido obtido. Portanto, o isolado NC-Goias 1 é o
primeiro isolado de N. caninum obtido em Goias e o primeiro isolado obtido de um
bezerro infectado porém clinicamente saudavel relatado na América do Sul.

A utilizacdo de camundongos IFN-y KO demonstrou ser viavel pois os
mesmos foram altamente suscetiveis a inoculacdo de taquizoitos de N.caninum e
apos a infecgdo pelo parasito, a carga parasitaria em seus tecidos foi mais
elevada do que em tecidos bovinos, como relatado por NISHIKAWA et al. (2001).
A realizacdo da Nested-PCR em todas as por¢des de cérebro do bezerro utilizado
para isolamento foi importante para confirmar a presenca do parasito nessas
amostras, evitando assim a inoculagdo de amostras negativas nos camundongos
IFN-y KO proporcionando dessa maneira o sucesso no isolamento.

Os sinais clinicos compativeis com a neosporose ocorreram no intervalo de
tempo descrito em isolamentos anteriores (22 a 42 dias P.l.) (VIANNA et al.,
2005). Além disso, sinais idénticos foram exibidos pelos camundongos utilizados
para a manutencao do isolado “in vivo”, com a diferenca que esses sinais foram
observados precocemente (6 a 12 dias P.l.), o que pode ser devido ao aumento
gradual da carga parasitaria nos tecidos dos camundongos utilizados para a
manutencao do isolado “in vivo”.

Taquizoitos de N. caninum foram visualizados microscopicamente em
cultivo de células MARC-145 no dia 56 P.l. Esse periodo de tempo esta de acordo
com o descrito na literatura (DAVISON et al., 1999b; PASTUSIAK et al., 2005;
VIANNA et al., 2005; McINNES et al., 2006; DUBEY & SCHARES, 2006) e pode
estar associado diretamente com o numero e a viabilidade dos parasitos usados
inicialmente para o isolamento. O novo isolado obtido em cultivo celular foi
identificado como Neospora caninum por Nested-PCR ITS-1.

Para estudar as caracteristicas bioldgicas dos isolados NC-Sp 2H, NC-Sp
3H, NC-Sp 4H, NC-Sp 6, NC-Sp 8, NC-Sp 9 e NC-Goias 1, foram utilizados

camundongos BALB/c devido ao sucesso obtido em outros estudos para avaliar a
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viruléncia entre os isolados de N. caninum, obtidos a partir de animais
assintomaticos (SHIBAHARA et al. 1999; MILLER et al. 2002; OKEOMA et al.,
2004).

Nao foram observados sinais clinicos e mortalidade nos camundongos
infectados durante todo o experimento. Estes resultados diferem dos resultados
encontrados em outros estudos de caracterizacdo de outros isolados em
camundongos BALB/c (COLLANTES-FERNANDEZ et al., 2006; ATKINSON et al.,
1998; SHIBAHARA et al., 1999). Sabe-se que isolados de Toxoplasma gondii
diferem em larga escala de viruléncia em camundongos (populagdes virulentas e
nao virulentas) diferindo significativamente em suas caracteristicas bioldgicas e
genéticas, contudo compartiiham sequéncias idénticas de DNA dado o
conhecimento prévio relatado por GUO & JOHNSON (1996) por RAPD-PCR. Por
razbes similares, os isolados aqui estudados por ndo haverem proporcionado o
desenvolvimento de sinais clinicos e mortalidade nos camundongos infectados
até o final do experimento, podem ser menos patogénicos que os isolados citados
acima que, no modelo murino desenvolveram sintomatologia caracteristica de
neosporose.

Torna-se evidente que a patogenia causada pela infeccdo por Neospora
pode ser isolado-especifica. Porém, isto ndo implica em uma correlagcdo direta
com viruléncia em outros hospedeiros. WILLIAMS et al. (2000) descreveram que
a patogenicidade no rebanho sera uma combinagdo de hospedeiro e de fatores
do parasito. Estudos adicionais s&o necessarios para examinar a interagcao entre
hospedeiro e parasito, determinando a patogenicidade. Isso se torna essencial
para a compreensdo da neosporose, a fim de centralizar esforcos e planejar
estratégias de intervengao para minimizar o impacto da doenca.

A parasitemia e disseminacao do parasito nos tecidos para os isolados NC-
Sp 2H, NC-Sp 3H, NC-Sp 4H, NC-Sp 6, NC-Sp 8, NC-Sp 9 e NC-Goias 1
demonstraram uma cinética semelhante a descrita para outros isolados
(NISHIKAWA et al., 2001; COLLANTES-FERNANDEZ et al., 2006), sendo que a
presenca do parasito no sangue e pulmao foi mais destacada na fase aguda da
infecgdo (P< 0,05) e na fase cronica o parasito foi mais detectado no cérebro
(P<0,05). O pico de deteccdo de parasito no sangue coincidiu com o apice de

detecgao de parasito no pulmao, uma vez que o parasito foi detectado nesse
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orgao também na fase aguda da infecgdo. Quando o parasito foi detectado no
cérebro, tornou-se pouco frequente no sangue. A disseminagao dos taquizoitos
em animais infectados ndo € bem compreendida. A circulagdo sanguinea pode
ser a rota da disseminagao do parasito pois taquizoitos ja foram identificados em
células mononucleares e polimorfonucleares no cérebro de camundongos
inoculados com N. caninum. Entretanto, alguns pesquisadores relataram que o
parasito pode invadir a medula espinhal através do nervo espinhal e alcangar o
cérebro mediante o fluido cérebro-espinhal (YAMAGE et al., 1996). Os resultados
obtidos por SHIBAHARA et al. (1999) indicaram que a circulagdo sanguinea pode
ser a rota principal para a propagacédo do parasito, porque taquizoitos foram
identificados principalmente em células endoteliais de vénulas e capilares,
ocorrendo a disseminacgao sistémica em um intervalo de tempo pequeno.

Nao houve diferencas estatisticamente significativas entre os isolados na
deteccdo de DNA de N. caninum no sangue e pulmao (P>0,05). Quanto ao
cérebro, o parasito passou a ser detectado a partir do primeiro dia P.l. No dia 32
P.l. houve um pico na frequéncia de deteccdo, sendo detectado até o final do
experimento. No estudo realizado com os isolados NC-Liv e NC-1 quanto a
presenca do parasito no cérebro, o DNA desses isolados foi detectado pela
primeira vez nos dias 5 e 7 respectivamente e também permaneceu até o final do
experimento (63 P.I.) (COLLANTES-FERNANDEZ et al., 2006). Houve diferencas
significativas entre os isolados quanto a freqliéncia de detec¢ao nesse 6rgao na
fase crénica, sendo que os camundongos inoculados com os isolados NC-Sp 9 e
NC-Goias 1 apresentaram maior frequéncia de detec¢gao quando comparados aos
outros isolados.

Foram detectadas diferencas significativas (P< 0,05) entre os isolados
quanto as cargas parasitarias. Os camundongos infectados com o isolado NC-Sp
9 apresentaram cargas parasitarias mais elevadas quando comparados aos
camundongos infectados com os isolados NC-SP 2H, NC-Sp 3H, NC-Sp 6 e NC-
Sp 4H e os camundongos infectados com o isolados NC-Goias 1 apresentaram
cargas parasitarias mais elevadas (P<0,05) quando comparados aos
camundongos infectados com os isolados NC-Sp 2H e NC-Sp 3H. Ndo houve
diferenca estatisticamente significativa entre os isolados NC-Sp 9, NC-Sp 8 e NC-

Goias 1. As médias das cargas parasitarias encontradas nos camundongos
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infectados com os isolados NC-Sp 2H, NC-Sp 3H, NC-Sp 4H, NC-Sp 6, NC-Sp 8,
NC-Sp 9 e NC-Goias 1 foram inferiores (< 5 taquizoitos/ uyg de DNA do
hospedeiro) as médias encontradas para os isolados NC-Liv e NC1 por
COLLANTES-FERNANDEZ et al.(2006). Neste mesmo trabalho os autores
demonstraram a associagdo entre carga parasitaria alta e presenca de sinais
clinicos. As observagdes aqui registradas sugerem que as baixas cargas
parasitarias encontradas justificam a auséncia de sinais clinicos compativeis com
a neosporose.

Neste estudo ficou evidente que dentre os érgédos estudados o alvo da
infecgdo na fase aguda foi o pulméo (95,8%) e na fase crénica o cérebro (83,1%),
corroborando que estes sao os principais locais de persisténcia do parasito. Estes
resultados concordam com resultados obtidos em outros estudos em que os
orgaos mais afetados foram os pulmbes e cérebro (EPERON et al., 1999;
LIDDELL et al, 1999; ZENNER et al, 1999; NISHIKAWA et al., 2001;
COLLANTES-FERNANDEZ et al.,2006).

Em complemento a caracterizagédo biolégica dos isolados, foi realizado o
estudo da resposta imune dos camundongos infectados. Primeiramente sabe-se
que as células TH1 e TH2 estao relacionadas as imunoglobulinas IgG2a e 1gG1
respectivamente, uma vez que, a célula TH1 (célula hospedeiro-protetora,
associada a resisténcia) realga a sintese de 1gG2a e a célula TH2 (maior
sensibilidade) promovem a produgao de IgG1 (LIEW, 2001). A resposta imune
observada nesse experimento difere do observado por COLLANTES-
FERNANDEZ et al. (2006) que descreveram incrementos significativos nos niveis
de 1gG2a e IgG1 a partir dos dias 7 e 9 P.l. respectivamente. Em nosso
experimento a resposta IgG1 em todos os grupos néo foi detectada até o dia 16
P.l. e a de IgG2a foi observada a partir do dia 4 P.l. Os niveis dessas
imunoglobulinas aumentaram gradualmente e se mantiveram elevados até o dia
64 P.l. Além disso, os niveis superiores de IgG2a em relagédo a IgG1 nas trés
primeiras semanas P.l. sdo similares ao experimento citado previamente
coincidindo com o controle da multiplicagdo do parasito no sangue e pulmé&o.
Posteriormente, os niveis de IgG1 superaram marcadamente os niveis de IgG2a
podendo-se relacionar esse fato a uma maior carga parasitaria encontrada no

cérebro nesse periodo.
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A cinética da distribuicdo do parasito observada sugeriu fortemente o
regulamento imune da infeccdo. Durante a fase crénica da infecgdo, o N. caninum
induziu a altos niveis de ambos os isotipos, mas a produgéao IgG1 predominou e
foi estabelecida uma infecgdo crbnica no cérebro uma vez que nesse 6rgao a
maior frequéncia de deteccgao foi observada nessa fase.

Finalmente os isolados NC-Sp2H, NC-Sp3H, NC-Sp4H, NC-Sp6, NC-Sp8,
NC-Sp9 e NC-Goias 1 foram caracterizados com sucesso quanto a cinética do
parasito no sangue, pulmao e cérebro e resposta imune desenvolvida em modelo
murino. O curso da infecgdo nos camundongos infectados por esses isolados foi
semelhante as fases de infeccdo por N. caninum descritas por COLLANTES-
FERNANDEZ et al. (2006) onde a infecgdo foi dividida trés fases; a primeira
caracterizada pela parasitemia e presencga do parasito nos pulmdes, a segunda
fase coincidindo com o desenvolvimento de imunidade do hospedeiro;
desaparecimento dos taquizoitos do sangue diminuigdo nos pulmdes e aumento
no cérebro. A infeccdo torna-se crénica na terceira fase, sendo que o parasito
desaparece dos pulmdes, permanecendo no cérebro.

Esses resultados servem de contribuicdo para estudo da diversidade do
protozoario N. caninum e indicam que esses isolados sdo de baixa
patogenicidade em camundongos quando comparados com outros isolados
conhecidos. Entretanto no futuro torna-se necessario um estudo comparativo
entre isolados do Brasil e Espanha e outros paises nao s6 de suas caracteristicas
patogénicas, mas também de suas caracteristicas genéticas em camundongos e

bovinos.
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8. CONCLUSOES

Através dos resultados obtidos nesse trabalho podemos concluir que:

1. Um no isolado de N. caninum nomeado NC-Goias 1 foi obtido de um
bezerros clinicamnete saudavel em Goias;

2. Os isolados NC-Sp 2H, NC-Sp 3H, NC-Sp 4H, NC-Sp 6, NC-Sp8, NC-Sp 9
e Nc-Goias 1 sédo de baixa patogenicidade em camundongos BALB/c;

3. Em camundongos BALB/c infectados experimentalmente com os isolados
NC-Sp 2H, NC-Sp 3H, NC-Sp 4H, NC-Sp 6, NC-Sp8, NC-Sp 9 e NC-Goias
1, dentre os tecidos estudados, o pulm&o € o érgéo alvo da infecgdo na
fase aguda e na fase crbnica o cérebro;

4. Em camundongos BALB/c infectados experimentalmente com os isolados
NC-Sp 2H, NC-Sp 3H, NC-Sp 4H, NC-Sp 6, NC-Sp8, NC-Sp 9 e NC-Goias
1 os niveis de IgG1 e IgG2a sédo detectados a partir do dia 16 P.l. e 4 P.1.
respectivamente e IgG2a predomina nos dias 8 e 16 P.I. e IgG1 nos dias
32e64P.;

5. Existe variabilidade na viruléncia entre isolados NC-Sp 2H, NC-Sp 3H, NC-
Sp 4H, NC-Sp 6, NC-Sp8, NC-Sp 9 e Nc-Goias 1, sendo estes de
viruléncia moderada-baixa.
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