CARLOS HENRYQUE DE SOUZA E SILVA

ESTUDO DA TRANSMISSAO VERTICAL DE Neospora
caninum EM OVELHAS DESLANADAS

Dissertacao apresentada a Universidade
Federal de Vigosa, como parte das
exigéncias do Programa de Pds-Graduagao
em Medicina Veterinaria, para obtencdo do
titulo de Magister Scientiae.

VICOSA
MINAS GERAIS - BRASIL
2005



CARLOS HENRYQUE DE SOUZA E SILVA

ESTUDO DA TRANSMISSAO VERTICAL DE Neospora
caninum EM OVELHAS DESLANADAS

Dissertacao apresentada a
Universidade Federal de Vigcosa, como
parte das exigéncias do Programa de
Pés-Graduacdo em Medicina Veterinaria,
para obtencdo do titulo de Magister

Scientiae.
APROVADA: 18 de novembro de 2005.
Prof2. Marlene Isabel Vargas Viloria Prof. Eduardo Paulino da Costa
(Co-orientadora)
Prof. José Dantas Ribeiro Filho Prof. Sérgio de Oliveira de Paula

Prof. Joaquim Herman Patarroyo Salcedo
(Orientador)



AGRADECIMENTOS

Aos meus pais, Pedro e Eliana, meus irmados Gustavo, Priscila e
Camila e todos os meus familiares, os quais, apesar da distancia sempre me
apoiaram.

Aos professores Joaquim Hernan Patarroyo Salcedo e Marlene Isabel
Vargas Viloria, por acreditarem em mim e pelos grandes ensinamentos que
levarei por toda minha vida.

Aos meus amigos Angelo, Gustavo, Marquinho e Pedro da banda The
Dark Side pelos momentos de alegria em cima e fora dos palcos e por
sempre estarem sempre ao meu lado.

Aos meus companheiros de trabalho, Carol, Carolzinha, Luana,
Bruna, Flavia, Ana Paula, Ferdinan, Claudia, Irma, Rayane, Regina, Marcio
Antonio, Sidimar, Javier, Diogo, Marcinho, Cauzinho, José Carlos, Claudio,
Addao e Rose, enfim, todos aqueles que, independente de serem
funcionarios, colegas de graduacao, pods-graduagcdo ou laboratério, me
ensinaram muito a crescer profissionalmente.

A cidade de Vigosa por me acolher e fazer a minha estadia longe de
casa bem mais facil.

Ao Departamento de Medicina Veterinaria, ao Instituto de Biologia
Aplicado a Agropecuaria (BIOAGRO) e a Universidade Federal de Vigosa
pelo suporte estrutural indispensaveis para a realizagao deste trabalho por
contribuirem na minha formacgao cientifica.

Ao CNPqg, pelo apoio financeiro no final deste trabalho.



INDICE

LISTADE FIGURAS. ... ..ttt e e e e e e e e as
LISTA DE TABELAS ...ttt
RESUMO ...ttt e e e e e e e e e e e e e e e e e e s e neeeeees
ABSTRACT ettt e e e e e e e e
1. JUSTIFICATIVA ettt ee s
2. REVISAO DE LITERATURA . ......ooieeeeeeee e
2.1 BIOlOGIA. ..o

2.2 Hospedeiros e Fontes de Infecgao...........ccooovvvviieeiiiiiiiiceeeeeeenn,

2.3 Ciclo BiolOGICO. ........coiiiie e

2.4 SiNais CliNICOS. ..ot

2.5 Imunologia da NEOSPOrOSE............uuuuririmiiiiiiiiieeeeeee e e e e e
2.5.1. Gestagcdo X NEOSPOra.......c.ccvvvueeeeeeiiiiiieeeeeeeeeiiee e,

2.6 Patogenia € LeSOES. .......ccooviiiiiiiiiiiiie e

2.7 DIagNOSHICO....cevviiiiiieee et e e e

2.8 Tratamento........oooiieeiiiiieee e

2.9 Epidemiologia.........ccouuiiiiiiiieiiiie e
210 CONrOl@.... s
COBUETIVOS. ..ttt
3.1 ODbjetivo geral.......cccciiieeeee

3.2 Objetivos eSPeCifiCOS.......uuumiriiiiiiie e

4, MATERIAL E METODOS. ..ottt

w

4.3 AMOstra do AgeNnte.......cooeiiieiiiiie e
4.4 Coleta de AMOSEras .......cooueeiiiiiiiiiiee e
4.5 Preparagao dos Cortes Histopatoldgicos............coovvvveivvvninnnnnnn.
4.6 IMmunohistoqUIMICA.........ouveiiiieee e
4.7 Imunofluorescéncia indireta para detecg¢ao de anticorpos anti-

NL CANINUML ... e e e e e e e e e e e e eeeens

CRESULTADOS . ...t
5.1 Histopatologia. ........uueeeeiiiiiiiiiiiiieeeee e
5.2 Imunohistoquimica..........ccoooeiiiiiiiiii e
5.3 Imunofluorescéncia para detec¢ao de Anticorpos anti-N.

(0= 101 U3 PSP PUPPURTR
CDISCUSSAOD. ...
CCONCLUSOES......cocceeeee ettt
. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS......coeeeeeeeee e

[$)]

o N



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Ciclo biolégico do Neospora caninum .................evvveceeieeeeeeennnn.
Figura 2 - Lesdes observadas em diferentes tecidos dos filhotes
provenientes da segunda gestagao..........cccoeeevviiiiiiiiiiiiiiiien e
Figura 3 - Lesdes observadas em diferentes tecidos dos filhotes
provenientes da terceira gestagao............cccceeeieiieiiiiiie e,
Figura 4 - Lesdes observadas em diferentes tecidos dos filhotes
provenientes da quarta gestagao..........cccceeeeveiiiiiii i
Figura 5 - Cistos teciduais encontrados em ovelhas inoculadas, corados
Pelo MELOAO PAP....... e
Figura 6 - Reagao de imunofluorescéncia indireta para Neospora
(0= 101 1010 PSR P PP PPPPPUPPRRR

28

29

30

31

32



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Identificagdo das ovelhas e estagio reprodutivo no momento
da inoculacao

Tabela 2 — Sexo e idade das crias no momento da necropsia

Tabela 3 — Principais altera¢des histopatolégicas encontradas em
ovelhas inoculadas com Neospora caninum e suas
respectivas crias de trés gestagdes consecutivas



RESUMO

SILVA, Carlos Henryque de Souza e M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
Novembro de 2005. Estudo da transmissao vertical de Neospora
caninum em ovelhas deslanadas . Orientador: Joaquin Hernan
Patarroyo Salcedo. Co-orientadores: Marlene Isabel Vargas Viléria e
Jackson Victor de Araujo.

Neospora caninum € um protozoario importante por causar
abortamento em bovinos em todo o mundo. O seu ciclo biolégico completo
foi descrito em 1998, tendo como hospedeiros definitivos os canideos e
entre os hospedeiros intermediarios os herbivoros. A principal forma de
permanéncia da infecgao nos rebanhos é pela via transplacentaria. Ovelhas
infectadas experimentalmente sao utilizadas como modelo da neosporose
bovina e para se estudar a transmissao vertical e a patologia da infecgao nas
varias gestacbes subsequentes, sendo utilizadas sete ovelhas adultas e
seus respectivos filhotes de segunda, terceira, quarta e quinta gestacdes
com diferentes idades. Lesbes caracteristicas de neosporose foram
encontradas nos animais estudados, compreendendo focos inflamatorios
nao-supurativos no figado, cérebro e pulméo, além de infiltrado inflamatoério
mononuclear perivascular nos mesmos, principalmente nos filhotes da
segunda gestacao. Além disso, observaram-se cistos teciduais de Neospora
caninum na lingua e coragao de ovelhas adultas. Comprovou-se através de
imunofluorescéncia indireta que todos os animais apresentaram-se positivos
a infecgcdo. Estes dados demonstram que o parasita € transmitido
verticalmente durante varias gestagdes, causando lesdes caracteristicas, o
que pode em condicbes naturais manter a infeccdo no rebanho sem, no

entanto, causar a morte fetal.

Vi



ABSTRACT

SILVA, Carlos Henryque de Souza M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
November, 2005. Vertical transmission study of = Neospora caninum
in hair sheep . Adviser: Joaquin Hernan Patarroyo Salcedo. Co-advisers:
Marlene Isabel Vargas Viloria and Jackson Victor de Arauijo.

Neospora caninum is an important protozoan cause of abortion in
cattle worldwide. The whole life cycle was described in 1998, had canids as
definitive hosts and herbivores as intermediate hosts. The main pattern of
persistent infection in herds it is by transplacental route. Sheep
experimentally infected are used as a model of bovine neosporosis and to
study vertical transmission and the pathology of infection at several
subsequent gestations, being used seven ewes and their respective offspring
at second, third, fourth and fifth pregnancies with different ages. Typical
neosporosis lesions were found in the studied animals, consisting of non-
suppurative inflammatory focuses on liver, brain and lungs, besides
mononuclear perivascular infiltrate, principally on lambs of second gestation.
Moreover, Neospora caninum tissues cysts were observed on the tongue
and heart of adult sheep. It was proved by indirect immunofluorescence that
all the animals were positives to the infection. These data demonstrate the
parasite is vertically transmitted during several pregnancies, causing
characteristic lesions, which, in natural conditions, keep the infection in herd

without, nevertheless, to induce fetal death.

Vi



1. JUSTIFICATIVA

Neospora caninum €é um protozoario parasita causador da
neosporose, o qual era identificado erroneamente como Toxoplasma gondii
antes de 1984, sendo reconhecido e classificado como uma nova espécie
em 1988 (DUBEY, 1988; DE MAREZ et al., 1999; BUXTON et al., 2002).

Este parasita despertou interesse mundial por ser reconhecido como
0 agente causador de abortamento em bovinos (DUBEY & LINDSAY, 1996;
BARBER & TREES, 1998; DAVISON et al., 1999).

A neosporose apresenta ampla distribuicdo mundial podendo ser
considerada uma doenca emergente. Afeta outros ruminantes como ovelhas
e cabras, razdo pela qual o estudo experimental da infeccdo em ovelhas
permite conhecer alguns mecanismos fisiopatolégicos do comportamento da
doenca nesta espécie animal além de que pode ser utilizada como um
modelo da neosporose bovina.

No presente trabalho optou-se pelo uso de ovelhas deslanadas devido
a sua importancia econdbmica nos paises tropicais por serem animais bem
adaptados as condi¢des climaticas nestes paises, estando um dos maiores

rebanhos das Américas na regido Nordeste do Brasil (RAJAB et al., 1992).



Pesquisas com modelos experimentais em ovinos realizadas até
entdo, analisaram apenas a primeira e a segunda geragdo originadas de
animais infectados. Entretanto, no presente trabalho as observagdes véao
além, analisando as alteragdes causadas pela neosporose em gestacoes
subsequentes, dando informagdes mais detalhadas sobre o comportamento

da infecgdo em ovinos deslanados.



2. REVISAO DE LITERATURA

Neosporose € uma doenca infecciosa causada pelo protozoario
apicomplexo Neospora caninum, o qual foi identificado recentemente
como uma das principais causas de abortamento em bovinos (DUBEY
& LINDSAY, 1996; DAVISON et al., 1999; FRENCH et al., 1999).

Além de bovinos, a neosporose afeta caes e € caracterizada pelo
comprometimento do sistema nervoso central nesses animais (DUBEY &
LINDSAY, 1996; BARBER & TREES, 1998; DUBEY et al., 1998a).

A sua classificacado taxonémica é:

Sub reino: Protozoa

Filo: Apicomplexa

Classe: Sporozoazioda

Ordem: Eucoccidiorida

Familia:  Sarcocystidae

Género:  Neospora

Espécie: N. caninum

N. hughesi
(MUGRIDGE et al., 1999, MARSH et al., 1998, JONES et al., 2000)
O primeiro relato sobre o agente foi feito por BJERKAS em 1984 ao

constatar que cées da raga Boxer apresentavam organismos semelhantes



ao Toxoplasma gondii. Em um estudo retrospectivo com cérebros incluidos
em parafina, DUBEY caracterizou tais organismos como um novo género
(Neospora) e a nova espécie (N. caninum) (DUBEY et al., 1988).

O primeiro relato de abortamento em bovinos relacionado ao N.
caninum foi feito por THILSTED & DUBEY em 1989 ao identificarem
organismos semelhantes a este protozoario em cérebro de fetos abortados
provenientes de um rebanho leiteiro.

Em 1990, BARR et al. afirmaram ser a neosporose a principal causa
de abortamento em vacas leiteiras na Califérnia. Um ano mais tarde,
BJERKAS & DUBEY (1991) identificaram em caes cepas idénticas aquelas
isoladas em bovinos.

Apesar de o Neospora caninum ter sido reconhecido em 1988,
somente em 1998 MCALLISTER et al. conseguiram demonstrar que o cao
era o hospedeiro definitivo e, portanto, fechando assim o ciclo biolégico do
parasita. Em 2004, GONDIM et al. demonstraram que o coiote também
eliminava oocisto nas fezes, sendo igualmente reconhecido como

hospedeiro definitivo.

2.1 Biologia

O N. caninum pode ser encontrado em trés diferentes estagios:
taquizoitos, cisto tecidual (o qual contém bradizoitos) e oocistos (DUBEY &
LINDSAY, 1996; DUBEY et al., 2002).

Os taquizoitos podem ser encontrados nas formas ovéide ou lunar,
com dimensdes entre 3 e 7 x 1 a 5 um, variando de acordo com o estagio de
divisdao (DUBEY & LINDSAY, 1996). Podem infectar varios tipos celulares
(macrofagos, neurdnios, fibroblastos, células musculares e hepatocitos),
instalando-se dentro de um vacuolo parasitéforo e proliferando por
endodiogenia (DUBEY & LINDSAY, 1996). Esta proliferacdo de taquizoitos
na célula leva a formacao de um pseudocisto, que lisa a célula liberando os
protozoarios que infectarao as células adjacentes.

O cisto tecidual geralmente apresenta uma forma oval e parede de até
4 ym de espessura, variando de acordo com a duragao da infeccdo (DUBEY
& LINDSAY, 1996; DUBEY et al.2002). Pode ser diferenciado do
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Toxoplasma gondii por este possuir cisto tecidual de parede delgada (menos
de 0,5 ym); contém bradizoitos (forma latente do organismo) e geralmente é
encontrado no sistema nervoso central (DUBEY & LINDSAY, 1996). Os
bradizoitos contidos nesse cisto séo elipticos ou ovoides, medem 7,3 x 1,5
pm, apresentando 6 a 12 roptrias e varias outras estruturas tipicas de um
apicomplexo (micronemas, complexo apical, grénulos de amilopectina e
granulos eletron-densos) (JARDINE, 1996).

Os oocistos sao esféricos, apresentam dimensdes de 11,7 x 11,3 ym
e contém, na maioria dos casos, dois esporocistos. Cada esporocisto possui
quatro esporozoitos de 6,5 x 2 um. O oocisto apresenta estagios entero-
epiteliais no cédo, porém ainda n&o foram totalmente esclarecidos (LINDSAY
et al.,1999; DUBEY et al., 2002). Neospora caninum e Hammondia heydorni
apresentam oocistos morfologicamente indistinguiveis, porém técnicas de
diagndstico molecular e sequenciamento de DNA sao capazes de diferenciar
esses dois géneros (SLAPETA et al., 2002).

2. 2 Hospedeiros e Fontes de Infeccao

Evidéncia de infecgdo natural com N. caninum tem sido observada em
cées, bovinos, ovelhas, cabras, cavalos e cervos (DUBEY & LINDSAY,
1996; MARSH et al., 1996; SAWADA et al., 2000; DUBEY et al., 2002;
GENNARI et al., 2002). Anticorpos para N. caninum foram demonstrados em
soro de bufalos (DUBEY et al., 1998), coiotes (LINDSAY et al., 1996),
raposas (SIMPSON et al., 1997) lobos-guara (VITALIANO et al., 2004) e
camelos (HILALI et al., 1998) expostos naturalmente, sugerindo que estes
animais sao igualmente hospedeiros intermediarios naturais para N.
caninum.

Infecgbes experimentais tém sido induzidas em camundongos
(LINDSAY & DUBEY, 1990a), ratos (LINDAY & DUBEY, 1990b), caes
(DUBEY et al., 1988), cabras (LINDSAY et al., 1995), ovelhas de la da raca
Rambouillet (McALLISTER et al.,, 1996; JOLLEY et al.,1999), ovelhas
deslanadas do cruzamento das racas Morada Nova e Santa Inés (OVIEDO
et al., 2003), coiotes (LINDSAY et al., 1996; GONDIM et al., 2004), bovinos



(BARR et al., 1994b), suinos (JENSEN et al., 1998), gerbils (DUBEY &
LINDSAY, 2000), dentre outros.

O potencial de N. caninum para infectar humanos é desconhecido
(TRANAS et al., 1999). Até a presente data, ha a constatagao de que 5% de
mulheres gestantes com histérico de abortamento e 3,8% de gestantes sem
historico de abortamento, além de 15% de individuos com AIDS
apresentaram anticorpos anti-N. caninum na cidade de Salvador, Bahia,
Brasil (ALMEIDA, 2004).

Hospedeiros susceptiveis podem infectar-se por ingestdo de agua e
alimentos contaminados com oocistos (DE MAREZ et al.,, 1999). A
transmissdo vertical (infeccdo transplacentaria) de N. caninum tem sido
relatada em bovinos (DUBEY, 1989), ovelhas de 1& (McCALLISTER et al.,
1996), ovelhas deslanadas (OVIEDO, 2001), cabras (LINDSAY et al., 1995),
camundongos (COLE et al., 1995a), caes (COLE et al., 1995b; BARBER &
TREES, 1998), cervos (DUBEY et al.,, 1996) e primatas (BARR et al.,
1994Db).

2.3 Ciclo Biolégico

Os hospedeiros que foram reconhecidos como definitivos sdo os caes
e 0s coiotes (acredita-se que outros canideos também possam eliminar
oocistos nas fezes), enquanto os hospedeiros intermediarios sejam
provavelmente todos os animais de sangue quente (LINDSAY et al., 1999;
DIJKISTRA et al., 2001; ALMERIA et al., 2002; GONDIM et al., 2004).

O canideo se infecta ao ingerir agua contaminada com oocistos
esporulados ou alimentos contendo cistos teciduais. Em torno de cinco
dias estes animais liberam oocistos ndo esporulados nas fezes, os
quais esporulam dentro de 24 horas sob condigdes o6timas, tornando-
se infectivos para o hospedeiro intermediario ao ingerir agua ou pasto
e restos placentarios contaminados com esta forma (LINDSAY et
al.1999; DE MAREZ et al., 1999) (Figura 1).

Os esporozoitos liberados pelos oocistos transformam-se em

taquizoitos, os quais penetram nas células do hospedeiro, podendo



atingir, no caso de fémeas gestantes, o feto, e induzindo o
abortamento ou o nascimento de animais infectados (BARBER &
TREES, 1998; DAVISON et al., 1999; STENLUND et al., 1999; INNES
et al., 2002).

Hospedeiro
definitive
Qocistos
__nas fezes
||
1 Ingestdo de
alimentos
|  Lecontaminados
Ingestdo de "\ N\ ¢
placentae fetos °
infectados com
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Figura 1: Ciclo biolégico do Neospora caninum

2.4 Sinais Clinicos

Os sinais clinicos mais evidentes ocorrem em animais jovens
infectados (DUBEY & LINDSAY, 1996; DUBEY et al., 1998; BUXTON et al.,
2002).

Em caes, a propor¢ao entre individuos que apresentam sinais clinicos
e aqueles infectados sem manifestagao clinica € muito baixa (BUXTON et
al., 2002), sendo os sinais neuroldégicos mais comuns, variando de acordo
com o local parasitado: paresia principalmente dos membros posteriores,
evoluindo para uma paralisia; paralisia de mandibula; dificuldade de
degluticdo; flacidez e hipotrofia muscular (DUBEY & LINDSAY, 1996;



DUBEY et al., 1998; BUXTON et al.,, 2002). Além disso, a neosporose
também pode se manifestar com quadros de miocardite, pneumonia e
dermatite (DUBEY & LINDSAY, 1996; BUXTON et al., 2002; DUBEY et al.,
2003).

Nos bovinos adultos, o abortamento € a unica manifestacao clinica
que pode ser observada, porém ha casos relatados de reabsorgao fetal,
mumificagcdo, ou ainda, nascimento de filhotes fracos ou clinicamente
normais, porém infectados (DUBEY & LINDSAY, 1996; TREES et al., 1999;
BUXTON et al., 2002). Nestes filhotes nascidos infectados, podem aparecer
sinais neurologicos como ataxia, perda de propriocepcéo, ocorrendo casos
de exoftalmia e outras anormalidades relacionadas ao comprometimento das
células nervosas embrionarias (DUBEY & LINDSAY, 1996).

Em caprinos e ovinos os sinais clinicos sdo semelhantes aqueles
descritos para os bovinos, tais como: abortamento, natimortos, nascimento
de animais fracos, com hidrocefalia ou normais clinicamente, porém
infectados (DUBEY & LINDSAY, 1996; JOLLEY et al., 1999; OVIEDO et al,
2002). Em infeccbes experimentais demonstrou-se que ovelhas de 1a da
raca Rambouillet e ovelhas deslanadas das ragas Santa Inés e Morada Nova
apresentam o0s mesmos sinais clinicos da neosporose bovina, sendo,
portanto, usadas como modelo para o estudo da neosporose bovina
(JOLLEY et al., 1999; OVIEDO et al., 2003).

2.5 Imunologia da Neosporose

Pode-se dizer que fatores imunoldgicos influenciem nos mecanismos
de perda fetal e de transmisséo vertical do parasita (QUINN et al.,2002).

Os bovinos geralmente mostram poucos sinais clinicos apds a
infeccdo com N. caninum; o que tem sido relatado € a presenga de uma
resposta imune celular com produgcdo de IFN-y tanto em animais
naturalmente infectados, quanto em animais experimentalmente infectados
(KHAN et al., 1997; QUINN et al., 2002; INNES et al., 2002).

Portanto, a resposta imune ao N. caninum, igual a outros parasitas
intracelulares, é dominada pela resposta do tipo Th1 (SMITH, 1996; KHAN et
al., 1997; QUINN et al., 2002; INNES et al. 2002; WILLIAMS et al., 2003).
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Muitos estudos tém sido feitos em camundongos para tentar conhecer
a cinética da resposta imune contra N. caninum, através do bloqueio ou
administragao de citocinas durante uma infeccdo (KHAN et al.,1997; QUINN
et al., 2002; BUXTON et al., 2002). A neutralizagao de IL-12 e IFN-y in vivo
com anticorpos aumenta a susceptibilidade a infecgdo, levando a
mortalidade. O Oxido nitrico também €& importante na resisténcia de
camundongos a doenga, sendo que em animais deficientes em iINOS, a
susceptibilidade a infecgao é maior (KHAN et al., 1997; QUINN et al., 2002;
BUXTON et al., 2002).

2.5.1. Gestacao X Neospora

A gestacao representa uma situagao estranha para o sistema imune
da gestante, porque a mae carrega uma espécie de “enxerto aldogeno” (feto)
sem que ocorra uma reacgao de rejeigao (INNES et al. 2002).

Algumas citocinas na interface materno-fetal sdo benéficas para a
gestacdo, enquanto outras ndo. Por exemplo, as citocinas tipo Th1 ou pro-
inflamatdrias (TNF-a, IFN-y e IL-2) comprometem o feto, enquanto citocinas
do tipo Th2 (IL-10, TGF-B, IL-4 e IL-5), que s&o produzidas nessa interface
agem de forma contraria as citocinas tipo Th1 (SMITH, 1996;
RAGHUPATHY, 1997; QUINN et al., 2002).

Sabe-se que os hormdnios produzidos durante a gestacao tém efeitos
imunomoduladores. O mais importante é a progesterona, a qual leva a uma
resposta do tipo Th2, além de induzir a produgdo de IL-4 (RAGHUPATHY,
1997; ROBERTS et al.,, 2001; QUINN et al., 2002). A prostaglandina E;
estimula células dendriticas a produzirem IL-10, e isso induz a marcagao de
células T naive com um perfil Th2, o qual inibe a producédo de 6xido nitrico,
TNF-a e células natural killer (QUINN et al., 2002; INNES et al. 2002).

Em estudos com vacas gestantes foi observado que a concentragao
sérica de progesterona aumenta durante a gestagdao e cai no final da
mesma, acontecendo o inverso com a resposta do tipo Th1 (INNES et al.
2002).

Porém o problema ocorre quando uma vaca gestante € infectada com

N. caninum, pois ao mesmo tempo em que as citocinas Th1 limitam a
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multiplicagcdo do parasita, elas podem levar a rejeicdo ou abortamento do
feto (QUINN et al., 2002; INNES et al. 2002).

Além disso, as células trofoblasticas do feto produzem IL-10 criando
um ambiente Th2 na interface materno-fetal. A IL-10 deprime a producgao de
IFN-y, o que favorece a multiplicagdo do parasita (RAGHUPATHY, 1997;
QUINN et al., 2002; INNES et al. 2002).

Entdo, a situagdo que € encontrada durante a gestagcdo € um
desequilibrio na interagdo hospedeiro-parasita, o que pode explicar a
patogenia da doenca. A resposta imune contra a infecgao vai influenciar no
sucesso da gestacao, visto que a imunomodulagdo que ocorre durante a
gestacdo pode afetar a habilidade da gestante para enfrentar a infecgéo.

O que se tem observado é que o periodo da gestagcdo no qual o
animal foi infectado é importante para o destino da gestagdao (QUINN et al.,
2002; INNES et al. 2002; BUXTON et al., 2002). Se a vaca prenha foi
infectada no primeiro terco da gestagcdo é muito provavel que ocorra morte
fetal, porque além da forte resposta celular imunomediada da mae, os
orgaos linfoides do feto estdo ainda em formagdo. Porém, se ela foi
infectada no terco médio, ocorre imunomodulacdo da resposta celular, e o
feto apresenta uma resposta imune rudimentar, mas mesmo assim nao €&
suficiente para neutralizar a infec¢do, ocorrendo abortamento ou nascimento
de um animal com sinais clinicos da doencga. Se a vaca é infectada no terco
final da gestagdo, o feto é capaz de uma defesa crescente contra o
protozoario, levando a sua sobrevivéncia (INNES et al. 2002; BUXTON et al.,
2002).

2.6 Patogenia e Lesdes

As lesbes causadas pela neosporose sdo dependentes do equilibrio
entre os taquizoitos, os quais penetram nas células do hospedeiro, e a
capacidade do hospedeiro controlar a multiplicagdo do parasita (BUXTON et
al., 2002).

Portanto, quando uma vaca gestante se infecta, ocorre um
desequilibrio na interagcdo hospedeiro-parasita, levando a destruicao focal

dos tecidos da interface materno-fetal (placentoma) por parte do parasita, e
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inicio de uma resposta inflamatéria local por parte da vaca gestante
(BUXTON et al., 2002).

O N. caninum tem a habilidade de infectar qualquer tipo celular,
porém € mais comumente encontrado no sistema nervoso central (SNC),
coragao e musculo esquelético; lesbes também sao observadas no figado,
pulm&o e pele (JONES et al., 2000; BUXTON et al., 2002).

Ao alcangar a corrente sanguinea do feto, os taquizoitos penetram
principalmente no tecido nervoso provocando destruicdo celular
generalizada, com pouco ou quase nenhum foco inflamatério, no caso de
fetos pouco desenvolvidos (BUXTON et al., 2002). Em fetos mais
desenvolvidos podem-se observar gliose e infiltrado mononuclear limitando
uma area central de necrose no SNC, lesdes hepaticas (focos de necrose e
infiltrado mononuclear periportal); além disso, também sao relatados casos
de pneumonia, nefrite, miocardites e miosites (DUBEY & LINDSAY, 1996;
BUXTON et al., 2002).

Em caes foram observadas necroses no SNC e no figado,
granulomas e dermatite ulcerativa (DUBEY & LINDSAY, 1996), além de
areas de miosite nao-supurativa no coragdao e musculo esquelético,
observando-se taquizoitos associados as lesbes (DUBEY et al.,, 1998).
Ainda, no SNC tém sido observados encefalites caracterizadas por manguito
perivascular e infiltrado mononuclear no parénquima nervoso (DUBEY et al.,
1998).

Infecgbes experimentais em camundongos, gerbils, ovelhas e cabras
também revelam lesbes caracteristicas de neosporose, incluindo, dentre
outras, encefalite, meningite e pneumonia (OVIEDO, 2001; BUXTON et al.,
2002).

2.7 Diagnostico

Por ser a neosporose uma doenga emergente que afeta animais em
todo o mundo, € necessario um diagnostico preciso para se comprovar ou
descartar a presenca do parasita no animal; além disso, € fundamental para
que sejam adotadas medidas adequadas de controle e estabelecer a
epidemiologia da infeccao (BOGER & HATTEL, 2003).
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Um histérico clinico do animal pode ajudar no diagndéstico ante morten
(DUBEY & LINDSAY, 1996; CAETANO-da-SILVA, 2004). Em céaes jovens de
uma mesma ninhada, uma paralisia progressiva pode indicar suspeita de
neosporose (DUBEY & LINDSAY, 1996; DUBEY et al., 1998). No caso de
bovinos, um historico de abortamento, repeticdo de cio ou nascimento de
animais fracos podem ser considerados casos suspeitos de neosporose.

Porém, apenas com a observagdo dos sinais clinicos ndo se pode
confirmar uma suspeita da doenga. Testes sorologicos sdo utilizados nao sé
para se estudar a epidemiologia, mas também para diagnosticar a doenga
(DUBEY & LINDSAY, 1996; DUBEY et al. 1998; STENLUND et al., 1999;
REICHEL & PFEIFFER, 2002; CAETANO-DA-SILVA, 2004).

O primeiro teste sorolégico desenvolvido foi a imunofluorescéncia
indireta em 1988 por J. P. Dubey (DUBEY & LINDSAY, 1996). A
imunofluorescéncia indireta € a técnica mais comumente usada, sendo
considerada como o “padrdo ouro” (gold standard) dos diagndsticos
soroldgicos apesar de ser um teste subjetivo (DUBEY & LINDSAY, 1996;
REICHEL & PFEIFFER, 2002), sendo necessarios técnicos treinados para
executa-los.

O ELISA (enzyme linked immunossorbent assay) & outro teste
amplamente utilizado, por ser altamente especifico ja que se usam proteinas
purificadas especificas de N. caninum (DUBEY & LINDSAY, 1996).

O NAT (Neospora agglutination test) € um teste de aglutinacao direta
e de simples execucdo que também pode ser utilizado, ndo sendo
necessario um anticorpo secundario marcado (CANADA et al., 2004).

O Western Blotting ou immunoblotting ndo € uma técnica de rotina,
mas possui alta sensibilidade e especificidade (CAETANO-DA-SILVA, 2004).

Outra técnica que apresenta alta sensibilidade e especificidade é a
reagcao em cadeia de polimerase (PCR — polymerase chain reaction), a qual
identifica e quantifica o DNA de N. caninum presente em tecidos e até
mesmo em sémen de animais infectados (DUBEY et al., 1998; ORTEGA-
MORA et al., 2003; CAETANO-DA-SILVA et al., 2004).

Atualmente, o principal método de diagndstico de neosporose é a
observacdo microscopica de lesdes nos tecidos, especialmente cérebro
(DUBEY et al., 1998; SAWADA et al., 2000; MACALDOWIE et al., 2003;
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OVIEDO, 2003). A confirmacao deve ser feita mediante a utilizagcdo de
provas imunohistoquimicas, por exemplo, PAP (peroxidase anti-peroxidase)
para identificagdo de taquizoitos e cistos teciduais (DUBEY & LINDSAY,
1996; DUBEY et al., 1998; SAWADA et al., 2000; MACALDOWIE et al.,
2003; OVIEDO, 2003).

Pode-se, ainda, inocular camundongos ou culturas in vitro de N.
caninum a partir de amostras teciduais de animais com suspeita de infec¢ao
(DUBEY & LINDSAY, 1996; DUBEY et al., 1998; SAWADA et al., 2000;
CAETANO-DA-SILVA, 2004).

2.8 Tratamento

A neosporose clinica pode ser tratada com drogas antiparasitarias
apenas em caes, pois em bovinos ndo € economicamente viavel.

Em caes, a resposta ao tratamento depende do estagio no qual a
infeccdo se encontra. Varias drogas tém sido testadas, apresentando
resultados satisfatérios (DUBEY et al., 1998). Clindamicina (Antirobe — 12,5
— 18,5 mg/kg de peso corporal) pode ser administrada oralmente duas vezes
ao dia por dez dias (DUBEY et al., 1998).

Pode-se usar uma combinagdo de Trimetoprim e sulfadiazina
(Tribrissen, 15 mg/kg, duas vezes ao dia) e pirimetamina (Daraprim — 1
mg/kg diariamente) por quatro semanas, revertendo a paralisia em alguns
caes com neosporose (MAYHEW et al.,, 1991 e McGLENNON et al., 1990
citado por DUBEY & LINDSAY, 1996).

2.9 Epidemiologia

A neosporose tem ampla distribuicido mundial, sendo que na América
do Sul a prevaléncia da infecgdo vem aumentando nos ultimos anos, seja
pelo transito de animais infectados entre os paises, seja pelo
desenvolvimento de testes diagnosticos, os quais revelam casos de
neosporose que antes nao tinham sido diagnosticados.

Na Argentina foram encontrados 4,2% de positividade em rebanhos

de bovinos de corte e 16,6% em vacas leiteiras, sendo que 92,5% das

13



fazendas leiteiras sem antecedentes de infecgdo por N. caninum e 52,9%
das fazendas de corte estavam positivas (MOORE et al., 2002). Na provincia
de Buenos Aires foram encontrados 48%, 54,2% e 26,2% de caes
soropositivos localizados em areas rurais com atividade leiteira, corte e
provenientes de hospital veterinario, respectivamente (BASSO et al., 2001).

No Brasil constatou-se que 10% dos caes domésticos e 25% dos caes
de rua da cidade de S&o Paulo séo positivos para N. caninum (GENNARI et
al., 2002), e que 8,3% dos caes da cidade de Monte Negro, Rondobnia,
apresentavam anticorpos anti-N. caninum, sendo a maioria alimentados com
comida caseira (CANON-FRANCO et al., 2003). Amostras sanglineas de
lobos-guara coletadas em seis zooldgicos e em uma reserva ecoldgica
(Araxa — MG) indicaram 8,5% de soropositividade, demonstrando a
exposi¢cao de animais silvestres a infecgdo com N. caninum (VITALIANO et
al., 2004).

Em varios estudos epidemioldgicos realizados com rebanhos leiteiros
foi observada uma variagcdo de 11% a 35% de animais soropositivos,
constatando alta prevaléncia associada a casos de abortamento nos
rebanhos (GONDIM et al., 1999%; GONDIM et al., 1999b; LOCATELLI-
DITTRICH et al., 2001; CORBELLINI et al., 2002; GUIMARAES et al., 2004;
MOORE, 2005).

Na Coldmbia, num total de 357 soros de vacas leiteiras com histérico
de aborto e negativas para brucelose, provenientes de regides da Sabana de
Bogota, regides de clima quente e Narifio, 54,1% tinham titulos considerados
positivos para N. caninum (ZAMBRANO et al., 2001).

Em diferentes regides do Paraguai foi observado, de um total de 879
bovinos de corte e leiteiros, 29,8% de soropositividade, sendo que em um
dos rebanhos, o qual apresentava casos persistentes de abortamento, foram
observados 56,7% de animais positivos para o parasita (OSAWA et al.,
2002).

No Peru, de 275 amostras de sangue de I|hamas fémeas
provenientes da provincia de Melgar, 16,7 + 4,4% (46/275) se mostraram
positivas (MOYA et al., 2003). No Vale de Lima, outro estudo demonstrou
que 32,7% dos caes de 23 propriedades leiteiras eram positivos para N.
caninum (del CAMPO et al., 2003). Ja na provincia de Chachapoyas,
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HORNA et al. (2003) encontraram uma prevaléncia de 28,9% de caes
positivos. Ainda no Vale de Lima, RIVERA et al. (2000) encontrou 62,1% de
positividade num total de nove rebanhos leiteiros.

Em um rebanho leiteiro do Uruguai foi observado que 61,3% de vacas
e 22,6% dos bezerros nascidos dessas vacas eram soropositivos
(KASHIWAZAKI et al., 2004).

2.10 Controle

Para se adotar medidas efetivas de controle € necessario que se
conhecga a epidemiologia da transmisséo do parasita aos animais.

Em um modelo matematico elaborado por FRENCH et al. (1999),
foram consideradas varias estratégias de controle, medindo-se o impacto
das mesmas na prevaléncia da infeccdo em um rebanho leiteiro: separagao
dos bovinos infectados; nao-reposicdo desses animais infectados;
prevencao da transmissao dentro do rebanho evitando a administracao de
colostro ou leite de vacas infectadas para os bezerros e prevengao do
contato com fontes externas de transmissdo horizontal, tais como: cao
infectado e fezes possivelmente contaminadas com oocistos.

A medida que se tem mostrado mais efetiva € a separacdo dos
animais infectados, a qual reduz rapidamente a prevaléncia da infecgao
(FRENCH et al., 1999; DUBEY, 2003; HALL et al., 2005). A nao-reposicao
dos animais infectados também € uma medida que diminui a prevaléncia,
porém € menos efetiva do que a primeira (FRENCH et al., 1999). Entretanto,
para se eliminar a infeccdo, a unica medida a ser tomada € a eliminagao de
fontes externas de transmissao (FRENCH et al., 1999).

De fato, foi demonstrado que a presenca de cades em fazendas
aumenta a prevaléncia da infeccdo (RINALDI et al., 2005). Além disso, céaes
alimentados com placenta eliminam oocistos nas fezes, porém nao quando
se alimentam de fetos abortados (DIJIKSTRA et al., 2001; DIJIKSTRA et al.,
2002; DUBEY, 2003). Portanto, deve-se evitar que cdes em propriedades
rurais se alimentem de bezerros mortos e principalmente membranas fetais

(DUBEY, 2003), além de evitar que os mesmos tenham acesso aos locais de
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armazenamento de alimentos para o gado - silos e cochos (DIJIKSTRA et
al., 2002)
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Verificar a transmissao vertical de Neospora caninum em um rebanho

fechado de ovelhas deslanadas Ovis aries cronicamente infectadas.

3.2 Objetivos especificos

1. Avaliar sorologicamente cordeiros da segunda, terceira, quarta e quinta
gestacdes em relagao a presencga de anticorpos IgG anti - N. caninum.

2. Analise anatomo-histopatoldégica dos fetos abortados bem como de
carneiros da segunda, terceira e quarta gestagdes em diferentes faixas
etarias.

3. Anadlise do sistema nervoso e anexos placentarios de cordeiros
eutanasiados, bem como de fetos e suas maes, para a constatacao da

presenca ou auséncia de cistos teciduais de N. caninum.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Local

O experimento foi desenvolvido no Laboratério de Biologia e Controle
de Hematozoarios e Vetores (LBCHV) e no Laboratorio de Histopatologia
pertencente ao Departamento de Veterinaria (DVT) da Universidade Federal
de Vigosa (UFV).

4.2 Animais

Em marco de 2001, 11 ovelhas deslanadas Ovis aries (cruzamento
das ragas Santa Inés e Morada Nova), provenientes do setor de ovinocultura
da UFV, foram inoculadas por via intravenosa com taquizoitos de Neospora
caninum cultivados in vitro.

Desses 11 animais, sete foram utilizados para esta pesquisa
juntamente com os filhos procedentes da 22, 32, 42 e 52 gestacgdes (tabela 1).
Um macho da mesma raga ficou constantemente junto com as fémeas.

Os animais foram identificados usando uma placa numerada na
orelha e as crias nascidas com 0 mesmo numero da mae, precedido pela

letra F com um numero em subscrito indicando qual gestacao. Por exemplo:
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F49 (filhote da 42 gestacédo da ovelha 9). Em casos de gestacdes de gémeos
os filhotes foram identificados com uma numeracdo adicional apos a
identificacdo convencional (F33-1, F33-2 — filhotes 1 e 2 da terceira gestagéo
da ovelha 3).

Todos o0s animais ficaram instalados em um boxe revestido de
cimento localizado no Hospital Veterinario da Universidade Federal de

Vigcosa (HOV/DVT/UFV), isolados de outros animais, sendo alimentados com

capim picado, ragdo com 20% de proteina e agua ad libitum.

Tabela 1 - Identificagdo das ovelhas e estagio reprodutivo no momento da
inoculagdo com N. caninum em 2001 e seus filhotes

Filhotes
Identificacdo | Estagio dal? Filhotes da |Filhotes de |Filhotes da |Filhotes da
dos animais |Reprodutivo | gestac@o |22 gestagdo |32 gestacdo |42 gestacdo |52 gestacdo
F21-1* F21-| F31-1*/ F31-
1* 10 DAP Fi1 2* F»1-3* 2 Fa1* -
2" 30 DG F.2 Fo2* F32* F,2* -
F33-1*/ F33-| F43-1*/ F43-
3* 10 DAP F,3 F23 2* 2* -
4 90 DG F.4 - - - -
5 15 DG F.5 - - - -
6 AM F.6 - - - -
7* AM - F,7 Fs7* F,7*
F38-1*/ F38-|F48-1*/ F48-
8* AM F.8 F.8* 2* 2* -
9* 30 DG F49 F.9* F39* F,9* -
10* 10 DAP F410 F,10* F;10* F,10* Fs10*
11 90 DG Fq11 - - - -
Controle
12* neg. Fi12 - - - -

DAP — dias ap0s parto
AM — antes da monta
DG — dias de gestacéao

* - ovelhas e crias usada
neste experimento
@_ reabsorcéao fetal

U7
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4.3 Amostra do Agente

As ovelhas foram infectadas com taquizoitos de Neospora caninum,
da amostra denominada NC-Beef, gentilmente cedida pelo professor Milton
McAllister, da Universidade de lllinois — USA, atualmente sendo mantida em
cultura “in vitro” no Laboratério de Biologia e Controle de Hematozoarios e
Vetores (LBCHV) — BIOAGRO/DVT/UFV.

4.4 Coleta de Amostras

Seis ovelhas adultas (1, 2, 3, 7, 8 e 9) e seus respectivos filhotes de
segunda, terceira e quarta gestagbes foram eutanasiados e necropsiados
em diferentes idades, sendo dois filhotes natimortos, seis filhotes com idade
acima de cinco meses, sete filhotes abaixo de cinco meses e oito fetos
pertencentes a quarta geracdo. Destes fetos, dois estavam no tercgo inicial da
gestacéo, trés no tergo médio e trés no tergo final (tabela 2). Ao se constatar
que a ovelha adulta estava na sua quarta gestagao, esta foi eutanasiada
para a coleta de amostras do feto.

Foram feitas coletas de amostras dos seguintes tecidos: cérebro,
medula, pulméao, figado, placenta, coragdo e musculo esquelético da lingua.

Uma ovelha adulta (ovelha 10) e seus filhotes de quarta e quinta
gestacbes, além de uma ovelha de segunda gestacdo (F,1-3) foram

mantidos vivos.
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Tabela 2 - Sexo e idade das crias no momento da necropsia

Animais Sexo Idade ap6s nascimento Tempo de gestacado
F>1-1 Fémea natimorto XXXX
Fy1-2 Fémea natimorto XXXX
F,2 Fémea 5 meses XXXX
F.8 Macho 2 meses XXXX
F,9 Fémea 3 anos XXXX
F,10 Fémea 1 ano XXXX
F31-1 Macho 10 meses XXXX
F32 Fémea 10 meses XXXX
F33-1 Macho 4 dias XXXX
F33-2 Macho 4 dias XXXX
Fi7 Fémea 3 dias XXXX
F18-1 Fémea 9 dias XXXX
F18-2 Fémea 9 dias XXXX
F39 Macho 5 meses XXXX
F310 Macho 3 meses XXXX
F41 -2 XXXX Terco inicial gestacéo
F42 Macho XXXX Terco final gestacéo
F43-1 -2 XXXX Tergo médio gestacdo
F.3-2 -2 XXXX Tergo médio gestagdo
F.7 -2 XXXX Terco inicial gestagao
F48-1 -2 XXXX Terco final gestagéo
F,8-2 -2 XXXX Tergo final gestagéo
F.9 -2 XXXX Tergo médio gestacdo

% — Dados perdidos

4.5 Preparacao dos Cortes Histopatologicos

Apés a fixagdo em formol 10% neutro tamponado, as amostras de
tecido foram preparadas conforme procedimentos histolégicos de rotina
indicados por LUNA (1968), que consistem basicamente em desidratacao,
inclusdo em parafina, cortes de 5 mm de espessura e coloragdo pela

hematoxilina eosina (HE).
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4.6 Imunohistoquimica

Para detectar cistos teciduais, amostras de cérebro de todos os
cordeiros e fetos foram coradas usando o método imunohistoquimico PAP
(peroxidase anti-peroxidase).

Secgdes de tecido previamente fixadas em solugao neutra tamponada
de formol 10% e incluidas em parafina foram desparafinizadas em xilol,
reidratadas em alcool, tratadas com peroxido de hidrogénio para inibir a
atividade da peroxidase enddgena e tripsina 1mg/ml para desmascarar
antigenos.

Posteriormente procedeu-se a aplicacdo de soro normal de cabra
para bloquear sitios inespecificos, seguido de anticorpo primario especifico
(lgG de coelho anti - Neospora caninum produzido no
LBCHV/BIOAGRO/DVT/UFV) com diluicdo 1:50, e anticorpo secundario (IgG
de cabra anti-coelho) na diluigado 1:10. Os cortes foram ent&o cobertos com o
complexo PAP (peroxidase anti-peroxidase) 1:200, produzido em coelho
(SIGMA®). Aplicou-se a solugdo reveladora DAB (diaminobenzidina) com
peréxido de hidrogénio. Apds este procedimento, foi realizada a
desidratacdo e coloragdo de contraste com hematoxilina diluida em agua
destilada 1:9, montagem da Iamina e visualizagédo do tecido no microscépico

Optico comum.

4.7 Imunofluorescéncia indireta para  deteccdo de anticorpos anti- N.

caninum

Durante o periodo de 2001 a 2004 foi coletado o soro de 21 animais,
sendo sete provenientes das ovelhas adultas e 14 dos filhotes nascidos
Vvivos.

Para detecgao de IgG anti-N. caninum, foram utilizadas laminas de
vidro sensibilizadas com taquizoitos purificados no LBCHV. O ponto de corte
para o soro foi a diluigdo de 1:50 em PBS-FA sendo que em cada lamina
foram incluidos controles positivo e negativo. Foi utilizado 15 pl de soro
diluido 1:50 em PBS-FA, sendo incubados durante 40 minutos a 37° e

posteriormente fizeram-se duas lavagens com PBS-FA de cinco minutos
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cada. Apos secagem a temperatura ambiente, adicionou-se 15 ul de IgG de
coelho anti-ovelha conjugada com isotiocianato de fluoresceina 1:600,
produzida no LBCH, BIOAGRO. Novamente foram feitas duas lavagens em
PBS-FA sobre leve agitagdo, cinco minutos cada, e se procedeu a
montagem da laminula utilizando anti-fade, com o objetivo de evitar a perda
de fluorescéncia.
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5. RESULTADOS

De um total de 23 filhotes coletados, 12 cordeiros nasceram
clinicamente sadios, dois cordeiros provenientes da segunda gestagao (F21-
1 e F»1-2) nasceram mortos e um filhote veio a ébito com dois dias de vida
(F37). Os oito fetos coletados também se apresentavam sadios. Um caso de
abortamento (feto da ovelha F,9) foi constatado, o qual ndo foi possivel
coletar material para histopatologia devido ao avangado estado de autdlise
em que se encontrava o feto. Outro filhote da ovelha F29 morreu com dois
dias de vida, com crises convulsivas (0 material também nao pbde ser

coletado).

5.1 Histopatologia

A ovelha 1 ndo apresentou lesdes em nenhum tecido, porém em suas
crias natimortas (F21-1 e F,1-2), provenientes da segunda gestacgéo,
observaram-se grande hiperemia no coragéao, figado e cérebro. Neste ultimo
orgao ainda foram encontrados pequenos focos de necrose e infiltrado
inflamatorio perivascular discreto (figura 2A). Na lingua do filhote F21-1
observou-se um pequeno infiltrado inflamatério do tipo mononuclear, € no

filhote F,1-2 pbde-se notar também a presenga de hemorragia no coragao,
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além de necrose nao-supurativa acompanhada de hepatite multifocal (figura
2B).

O filhote da terceira gestagao desta ovelha (F31-1) apresentou grande
hiperemia no figado e no pulméao e a formagao de centros germinativos nos
foliculos linféides peribronquiais (figura 3C). Nao foi constatada a presenca
de lesbes no sistema nervoso central. Em relacdo ao filhote da quarta
gestacédo, ndo foram observadas lesdes em nenhum dos tecidos analisados.

O Unico achado na ovelha 2, a qual foi inoculada em 2001, foi
hiperemia nos pulmédes. O filhote da sua segunda gestacéao (F»2) apresentou
no figado hepatite periportal e perivascular discreta (figura 2C), além de
miosite com infiltrado inflamatério subepitelial na lingua. Ja no cérebro,
foram observadas manguito perivascular e hemorragia perivascular
discretas. O cordeiro da terceira gestagao (F32) apresentou intenso infiltrado
inflamatorio perivascular no pulméo, além de hiperemia nesse 6rgao e no
figado. O unico achado observado no feto da quarta gestacédo (F42) foi
pequenos focos de necrose de Zenker na lingua (figura 4A).

A ovelha 3 também apresentava intensa hiperemia nos pulmdes, além
de um pequeno infiltrado inflamatério na lingua. Um de seus filhotes da
terceira gestagdo (F33-1) apresentava hiperemia no figado, além da
formacdo de centros germinativos no pulm&o. No cérebro foi encontrado
apenas um pequeno infiltrado inflamatério (figura 3A). Nao foram
constatadas alteragbes histopatoldgicas nos outros 6rgaos. O outro filhote
(F33-2) apresentava grande infiltrado inflamatorio no pulméo, além de uma
meningoencefalite ndo-supurativa no cérebro (figura 3B). Os fetos da quarta
gestagao nao apresentaram alteragdes nos tecidos analisados.

Em relacédo a ovelha 7, foi constatada a presenca de cistos teciduais
na lingua, sem a presenga de células inflamatorias no local. O cérebro,
pulm&o e figado apresentavam-se hiperémicos. O pulméo e o figado, ainda,
apresentavam infiltrados inflamatérios perivasculares do tipo mononuclear.
Seu filhote da terceira gestagao (Fs;7) teve como unica alteragdo, intensa
hiperemia no figado. O feto da quarta gestagédo (F47) apresentou focos de
necrose e pequena hemorragia no pulmao (figura 4B), ndo sendo observado

outras alteragcbées nos demais érgaos.
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Na ovelha 8 a unica alteragdo observada foi a formacdo de um
granuloma no figado, enquanto seu filhote da segunda gestagdo (F28)
apresentou unicamente hepatite perivascular. Um cordeiro da terceira
gestacao (F38-1) apresentou discreta hepatite focal. O pulmao encontrava-se
bastante hiperémico e hemorragico. O feto da quarta gestagao (F48-1) néo
apresentou lesdes histologicas nos tecidos os quais foram estudados.

Na ovelha 9 foram observados infiltrados inflamatérios do tipo
mononuclear no pulm&o e hepatite perivascular. Cistos teciduais foram
encontrados no coragao, sem, no entanto, apresentar reagao inflamatoria. A
ovelha da segunda gestacdo (F,9) apresentava infiltrados inflamatorios
multifocais no figado e intensa hiperemia e hemorragia nos pulmdes (figura
2D), n&do sendo observadas lesbes nos demais tecidos analisados. No figado
do filhote da terceira gestagdo (F39) foi constatado discreto infiltrado
inflamatério, enquanto que no pulmao houve formagao de centro germinativo
nos foliculos linféides peribronquiais e infiltrado inflamatoério proximo aos
bronquiolos. O filhote da quarta gestagcdo ndo apresentou nenhuma
alteracao nos tecidos analisados.

Hepatite perivascular foi encontrada no filhote da segunda gestacao
da ovelha 10 (F210). O pulmao encontrava-se hiperémico, com infiltrado
inflamatorio mononuclear intenso. O filhote da terceira gestacéo (F310)
apresentou intensa hiperemia e focos inflamatérios nos pulmdes, ndo sendo

constatado outras alteragdes nos demais tecidos analisados.
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Tabela 3 - Principais alteragdes histopatoldégicas encontrados em ovelhas
e suas respectivas crias de trés gestagdes

inoculadas com Neospora caninum

consecutivas

Alteragées/ Tecido

Ovelhas
Inoculadas

Segunda
Gestacao

Terceira
Gestacao

Quarta

Gestacéo

SNC

Encefalite multifocal
Necrose
Hemorragia
Meningite

2(6)
1(6)
1(6)

Figado

Hepatite periportal e/ou
perivascular

Hepatite focal

2(7)

Pulmao

Pneumonia intersticial
Necrose

Hemorragia

2(7)

Coracéo
Hemorragia

Musculo Esquelético da
Lingua

Glossite

Necrose

1(7)

2(6)

1(8)

@ : numero de crias com alteragdes histopatolédgicas (total de crias da respectiva gestagéo)
®* o sinal negativo refere-se a auséncia de alteragdes histopatoldgicas
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Figura 2. Lesbes observadas em diferentes tecidos dos filhotes provenientes da
segunda gestacdo. A. Foco de necrose (seta preta) rodeado de
infiltrado inflamatério mononuclear (seta amarela) no cérebro,
cordeiro F»1-2, HE, 200X. B. Necrose nao-supurativa acompanhada
de hepatite focal (seta), cordeiro F»1-2, HE, 400X. C. Hepatite
perivascular discreta (setas), cordeiro F;2, HE, 200X. D. Infiltrado
inflamatério mononuclear e hiperemia intersticial pulmonar (seta),
cordeiro F29, HE, 200X.
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Figura 3. Lesdes observadas em diferentes tecidos dos filhotes provenientes da
terceira gestacdo. A. Infiltrado inflamatério mononuclear no cérebro
(setas), cordeiro F33-1, HE, 200X. B. Meningoencefalite
subependimaria ndo-supurativa (setas), cordeiro F33-2, HE, 200X. C.
Formacao de centros germinativos nos foliculos linféides peribronquiais
(seta), cordeiro F31-1, HE, 200X.
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Figura 4 . Lesbes observadas em diferentes tecidos dos fetos provenientes
da quarta gestacdo. A. Foco de necrose de Zenker na lingua
(seta), feto F42, HE, 200X. B. Foco de necrose (cabeca de seta) e

pequena hemorragia (seta) no pulméao, feto F47, HE, 200X.
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5.2 Imunohistoquimica

De todas as amostras de cérebro, medula e placenta coletadas para
imunohistoquimica pelo método de peroxidase anti-peroxidase (PAP),
apenas foi observado cisto no cérebro da ovelha 8 (figura 5A).

Pelo fato de terem sido encontrado cistos no coragao e lingua de duas
ovelhas (ovelhas 7 e 9), foi realizado a técnica de PAP dos mesmos para

verificar se eram realmente cistos teciduais de N. caninum, o que foi

confirmado (figura 5B).

Figura 5. Cistos teciduais encontrados em ovelhas inoculadas, corados pelo método
PAP. A. Cérebro da ovelha 8, 400X. B. Coracao da ovelha 9, 400X.

5.3 Imunofluorescéncia para deteccao de Anticorpos anti- N. caninum

Todas as amostras de soro coletadas dos filhotes da segunda e
terceira gestagdes, além de dois filhotes mantidos vivos da quarta e quinta
gestacdes (F410 e F510), se mostraram positivas para o parasita (Figura 6A
e 6B).
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Figura 6 . Reagéo de imunofluorescéncia indireta para N. caninum. A. Controle

negativo. B. Controle positivo. C e D. Reagdes positivas dos filhotes F,1-3
(C), e F510 (D), 400X.




6. DISCUSSAO

Segundo varios autores (DUBEY & LINDSAY, 1996; McALLISTER et
al.,, 1996; BUXTON et al.,, 1998), o abortamento € uma manifestagéo
freqiente da neosporose nos hospedeiros intermediarios, tendo sido
também relatado numa segunda gestacéo (JOLLEY et al., 1999). Entretanto,
em um estudo com ovelhas deslanadas (ragas Santa Inés e Morada Nova),
infectadas experimentalmente através da via intravenosa, com Neospora
caninum (amostra Nc-Beef), as quais foram observadas durante 32
semanas, nao foram observados casos de abortamento; apesar disso, foram
relatados casos de fetos mumificados, natimortos, mortalidade embrionaria e
nascimento de um cordeiro clinicamente fraco, sendo constatado lesdes
tipicas de neosporose nos mesmos (OVIEDO, 2001). Em continuagao a este
estudo, no presente trabalho, foi constatado tal fato em uma ovelha
proveniente da segunda gestagao (F,9) que abortou um feto (F1F29), ja em
estado avancado de autdlise.

Em bovinos, DUBEY & LINDSAY (1996) relatam numero reduzido de
casos de abortamentos em varias gestagcbes em condicbes naturais.
Semelhante ao que foi relatado por estes autores, em cinco gestacdes
observadas no presente trabalho, também se constatou que o abortamento

ndo é um fato comum em rebanhos fechados de ovinos deslanados, talvez
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pelo fato de que, em condicbes experimentais, as ovelhas ndo sofreram
reinfeccdes ao contrario do que acontece em casos a campo, onde pode
ocorrer infecgdo persistente do agente.

O nascimento de dois natimortos na segunda gestacdo e de outras
crias clinicamente normais, também foi relatado por JOLLEY et al. (1999) em
ovelhas de 1a da raga Rambouillet. Igualmente, casos de natimortos ja foram
relatados por OVIEDO (2001), porém durante a primeira gestagdo. Estas
ocorréncias podem ser explicadas pela imunomodulagdo que acontece
durante a gestacdo, devido a ovelha gestante tornar-se susceptivel a
recrudescéncia da infeccdo. Se este fato ocorre durante a metade da
gestacdo o parasita infecta o feto, o qual ja pode responder a agressao
causada, embora de forma ineficiente, podendo levar ao abortamento, a
natimortalidade, ou entdo ao nascimento de um cordeiro fraco. Entretanto,
quando essa recrudescéncia ocorre no final da gestacdo o feto ja pode
enfrentar a infeccdo de forma eficiente, nascendo clinicamente normal,
porém infectado (INNES et al., 2002, WILLIAMS, et al., 2003).

Neste trabalho, as lesdes das gestacdes subsequentes (32 e 42
gestacdes) foram analisadas, e foi constatado que a ovelha adulta gestante,
apesar de infectada, péde controlar a infec¢cdo, impedindo que o parasita
causasse grandes danos aos fetos. Apesar de seu desenvolvimento normal,
tanto as crias nascidas vivas quanto os fetos necropsiados apresentavam
lesbes nos tecidos analisados, sendo estas mais comuns nas crias da
terceira gestagao.

A prévia inoculagdo das ovelhas com N. caninum pode desencadear
uma resposta imune capaz de controlar a disseminagao do parasita, devido
a um equilibrio na producéao de citocinas do tipo Th1/Th2 (NISHIKAWA et al.,
2003), o que talvez explique o nascimento de cordeiros clinicamente
normais. Nesta pesquisa, de quinze animais, doze nasceram clinicamente
normais. De acordo com ANDERSON et al. (2000) e BUXTON et al. (2002)
também ¢é incomum o nascimento de bezerros infectados que exibem
anormalidades no sistema nervoso.

Até a presente data as alteracdes histopatoldgicas séo relatadas nos
hospedeiros intermediarios infectados natural ou experimentalmente, além

de suas crias da primeira e segunda gestagdes (DUBEY & LINDSAY, 1996;
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MCALLISTER et al., 1996; BUXTON et al., 1998; JOLLEY et al., 1999;
OVIEDO, 2001). Os resultados aqui apresentados demonstram que tais
alteragdes também podem ser encontradas nos filhotes das gestacdes
subsequlentes, apesar de suas maes terem apenas um unico contato com o
protozoario.

As lesbes causadas em bovinos, ovinos e caprinos devido a
neosporose, localizam-se preferencialmente no sistema nervoso central,
coragao, figado e musculo esquelético (DUBEY & LINDSAY, 1996; OVIEDO,
2001; MOORE et al., 2005), e sao caracterizadas como necroticas e
inflamatodrias. Focos de necrose acompanhados de encefalite ndo-supurativa
foram observados neste trabalho somente em alguns filhotes da segunda
gestacdo, apesar de serem os principais achados histopatologicos em
ruminantes (DUBEY & LINDSAY, 1996; OVIEDO, 2001; DUBEY, 2003;
MOORE et al.,, 2005). Estes autores também afirmam que €& comum
encontrar lesées na medula espinhal; porém as alteragcdes observadas nas
ovelhas ndo eram muito evidentes. Além disso, ndo foram encontradas
lesdes necroticas e/ou inflamatérias no musculo cardiaco, apesar dos
mesmos estarem infectados.

No figado, a presenca de infiltrado inflamatorio caracterizando uma
hepatite perivascular e periportal além de focos de necrose tanto nos filhotes
como nas ovelhas adultas é um achado que esta de acordo com relatos em
varias espécies animais (DUBEY & LINDSAY, 1996; OVIEDO, 2001;
DUBEY, 2003; MOORE et al., 2005).

Outro achado histopatolégico frequente é a pneumonia intersticial
(DUBEY & LINDSAY, 1996; ANDERSON et al., 2000), a qual foi constatada
no presente trabalho acompanhada de intensa hiperemia nas ovelhas
inoculadas e em filhotes de segunda e terceira gestagoes.

Na lingua e coracéo, foi encontrado infiltrado inflamatorio, apenas nas
ovelhas que foram inoculadas e nos filhotes da segunda gestagao, enquanto
foi observada necrose de Zenker na lingua de um feto da quarta gestacgao.
Em duas ovelhas que tinham sido inoculadas em 2001 (ovelhas 7 e 9) e
sacrificadas em 2003, foram encontradas na lingua (ovelha 7) e no coragao
(ovelha 9) as formas cisticas do parasita, fato este até entdo nao relatado na

literatura.
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No presente estudo nao foram encontradas lesbes relacionadas ao
placentoma. Porém, pesquisas afirmam que se podem encontrar lesdes no
placentoma caracterizadas por placentite e focos de necrose (DUBEY &
LINDSAY, 1996; MACALDOWIE et al., 2003; MALEY et al., 2003).

Os cistos teciduais que foram observados no cérebro, coragao e
lingua de trés ovelhas previamente infectadas neste estudo, apesar de n&o
apresentarem qualquer reacao inflamatéria, foram confirmados através do
uso de anticorpos monoespecificos e policlonais (IgG) contra N. caninum,
sendo que diversos autores descrevem tais cistos comumente no cérebro e
na medula espinhal (DUBEY & LINDSAY, 1996; DUBEY et al., 2002) e no
tecido muscular esquelético (PETERS et al., 2001); porém, no presente
estudo ndo foram encontrados cistos na medula espinhal de nenhum ovino
inoculado e em nenhuma de suas crias estudadas. Segundo SPEER et al.
(1999), em animais naturalmente infectados, cistos teciduais de N. caninum
s&o muito dificeis de serem encontrados.

As alteragdes histopatolégicas observadas apos dois anos da
inoculagao nas ovelhas adultas eram poucas, nao sendo consideradas muito
significativas, porém, as crias apresentavam lesdes que eram compativeis
com um quadro de neosporose (tabela 3), apesar de estas apresentarem-se
clinicamente normais. Este quadro estda de acordo com o relatado por
DUBEY & LINDSAY (1996), JOLLEY et al. (1999) e OVIEDO (2001), os
quais afirmam que lesdes histopatoldgicas sdo encontradas principalmente
nos filhotes. Além disso, os animais que foram mantidos vivos, até a
presente data nao apresentaram nenhum sinal clinico da neosporose,
apesar de todos estarem positivos para a infecgao.

A imunofluorescéncia foi um método diagndstico complementar
bastante eficiente para se confirmar a infecgdo dos ovinos com N. caninum,
pois em alguns destes animais n&o foram encontradas lesdes tipicas de
neosporose, apesar de se confirmarem positivos a infecgao através desta
técnica. De fato, a imunofluorescéncia indireta € uma técnica muito utilizada
para a deteccdo de animais infectados com N. caninum, sendo considerada
como o “padrao ouro” (gold standard) dos diagndsticos sorolégicos de
neosporose (DUBEY & LINDSAY, 1996; REICHEL & PFEIFFER, 2002).
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Estes resultados apresentados demonstram que apesar de nascerem
clinicamente normais, os filhotes de varias gestacbes, posteriores as
infecgdes naturais ou experimentais, podem adquirir o parasita pela via
transplacentaria, sendo uma forma comum de permanéncia do mesmo no
rebanho, concordando com o que foi relatado por BUXTON et al., (2001) ao
trabalhar com ovelhas da raga Scottish Blackface. Outra hipotese que
poderia explicar a permanéncia do parasita seria devido ao ato da
placentofagia, o que € muito comum em caprinos e ovinos, ocasionando a
re-infeccado destes animais.

O fato de se encontrar crias sorologicamente positivas e clinicamente
normais apds cinco gestagbes consecutivas é indicativo de que houve
recrudescéncia da infecgao. Este resultado é confirmado pelas observacoes
de WILLIAMS et al. (2003), a qual relata que se a infecgao ocorrer durante o
terco final da gestacdo o feto pode sobreviver e nascer infectado. Ainda,
estes mesmos autores afirmam que o sistema imune da fémea infectada é
ativado prontamente no inicio da gestagao, reduzindo o risco de ativagao de
uma infeccdo latente, e leva a protecdo do feto. Uma vez que o feto
desenvolve o seu sistema imune, ele pode controlar a infecgao que ¢é ativada
durante a gestacdo. E embora durante a gestagdo ocorra modulagdo da
resposta imune adaptativa de um perfil Th1 para um perfil Th2 que favorece
o crescimento do feto, ela também leva a recrudescéncia da infeccao.
Apesar disto, especula-se que elementos da imunidade inata sdo ativados
para controlar a infecgdo, compensando o perfil Th2 da fémea gestante, ao

mesmo tempo em que protege o desenvolvimento fetal.
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7. CONCLUSOES

Mesmo apos cinco gestagdes, ovinos infectados com Neospora caninum
sao capazes de transmitir a infeccao para os filhotes, podendo afirmar
que a transmissao vertical € uma via eficaz de permanéncia do parasita
no rebanho por muitas geragdes.

O protozoario pode causar alteragdes histopatolégicas no feto, de carater
predominantemente inflamatério no figado, pulméo, cérebro e lingua,
apesar dos animais poderem ter somente um Uunico contato com o
mesmo.

Apesar de alteragdes microscopicas serem provocadas pelo parasita em
varias gestacgodes de filhotes infectados, estes podem n&o desenvolver um
quadro clinico da doenga, convivendo com a infecgdo, sem, no entanto,
afetar o desenvolvimento dos mesmos.

Formas cisticas de Neospora caninum podem ser encontradas no
coragao e na lingua, além do sistema nervoso central.

Através do modelo experimental apresentado neste estudo da
transmissao vertical de Neospora caninum em ovelhas deslanadas pode-
se inferir que bovinos infectados podem transmitir o parasita nas
subsequentes gestacdes, sem, no entanto, causar abortamento.

Por ser a criagdo de ovinos deslanados uma atividade importante no
Brasil, é imprescindivel fazer um levantamento epidemiolégico da
neosporose nestes animais para se estabelecer métodos de controle, a
fim de evitar perdas econbmicas devido a permanéncia da infecgdo no

rebanho.
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