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RESUMO

Dissertacao de Mestrado
Programa de P6s-Graduacdo em Medicina Veterinaria

Universidade Federal de Santa Maria

INFECCAO ORAL DE NEONATOS DE GERBILS (Meriones unguiculatus) COM

TAQUIZOITOS DE Neospora caninum.

AUTORA: MAIARA SANITA TAFNER FERREIRA

ORIENTADORA: FERNANDA SILVEIRA FLORES VOGEL
Santa Maria, 27 de fevereiro de 2014.

Neosporose € uma enfermidade de origem parasitaria, causada pelo protozoario
Neospora caninum e caracteriza-se como uma das principais causas de aborto em bovinos.
Eventualmente, € possivel ocorrer o nascimento de animais com sinais neurol6gicos,
natimortos, ou ainda, o nascimento de bezerros clinicamente normais, porém cronicamente
infectados. Embora existam inimeras pesquisas relacionadas a neosporose bovina, ainda
existem imprecisfes quanto ao ciclo e patogenia da infec¢do por N. caninum, para que possam
ser determinadas estratégias adequadas ao controle e profilaxia da doenca. Os gerbils
(Meriones unguiculatus) sdo considerados altamente sensiveis a replicacdo do protozoario.
Assim, este estudo teve como principal objetivo verificar a ocorréncia de infeccdo pelo N.
caninum através da inoculacdo oral de taquizoitos em gerbils. Foram inoculados 17 animais
pela via oral, com 4x10° taquizoitos de N. caninum. A frequéncia de deteccio total de DNA
de N. caninum das amostras demonstrou que ocorre infectividade pelo protozoario através
desta via de inoculacdo, observando que em 81,8% dos animais inoculados foi detectado
DNA do parasita. Em relacdo aos tecidos, pode-se observar que o DNA do protozoario foi
encontrado em todos os 6rgaos avaliados (coracdo, pulmdes, rins, figado, baco, cérebro), com
frequéncias varidveis, demonstrando assim a ampla distribuicdo deste protozoario em
diferentes tecidos dos animais.

Palavras-chave: neosporose, bovinos, modelos experimentais, técnicas moleculares.



ABSTRACT

Master’s Dissertation
Programa de P6s-Graduacao em Medicina Veterinaria
Universidade Federal de Santa Maria

ORAL INFECTION OF NEONATES GERBILS (Meriones unguiculatus) WITH
Neospora caninum TACHYZOITES

AUTHOR: MAIARA SANITA TAFNER FERREIRA
ADVISER: FERNANDA SILVEIRA FLORES VOGEL
Santa Maria, February, 27", 2014.

Neosporosis is a parasite disease caused by Neospora caninum protozoan and
characterized as a major cause of abortion in cattle. Eventually is possible birth of animals
with neurological signs, stillbirths or birth of clinically normal calves, but chronically
infected. Although there are many researches related to bovine neosporosis, there are still
doubts about the cycle and the pathogenesis of N. caninum infection, so that is suitable for
certain control and prophylaxis strategies to disease. Gerbils are considered highly sensitive of
the parasite replication. Thus, this study aimed to verify the occurrence of infection with N.
caninum by oral inoculation of tachyzoites in gerbils (M. unguiculatus). Seventeen animals
were orally inoculated with 4x10° N. caninum tachyzoites. The detection frequency of total
DNA samples of N. caninum showed that the protozoan infectivity occurs via this route of
inoculation, noting that 81.8 % of the inoculated animal parasitt DNA was detected. In
relation to tissues, it can be observed that the DNA parasite was found in all organs evaluated
(heart, lungs, kidneys, liver, spleen, brain), by variable frequency, demonstrating the wide
distribution of this parasite in animals tissues.

Key words: neosporosis, cattle, experimental models, molecular techniques.
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1. INTRODUCAO

A neosporose € uma enfermidade causada pelo protozodrio Neospora caninum e €
responsavel por causar aborto, sendo considerada uma das principais causas de perdas
econdmicas na industria de laticinios e carne (LARSON et al., 2004). Na Australia a perda
econdmica anual é estimada em aproximadamente 100 milhGes de dolares (REICHEL &
ELLIS, 2008).

O protozoario N. caninum pertence ao filo Apicomplexa, classe Sporozoa, familia
Sarcocystidae (DUBEY et al., 1988). Para completar o ciclo, necessita de dois hospedeiros,
sendo um hospedeiro intermediério e um hospedeiro definitivo. Cades (MACLLISTER et al.,
1998), coiotes (GONDIM et al., 2004) e dingos (KING et al., 2010) séo classificados como
hospedeiros definitivos, eliminando oocistos em suas fezes. Bovinos, pequenos ruminantes,
bdfalos, cavalos, cervideos e também os cdes, sdo conhecidos como hospedeiros
intermediarios, pela caracteristica de apresentarem cistos com bradizoitos em diferentes
tecidos (DUBEY, 1999). Ao consumirem tecidos de hospedeiros intermediarios contendo a
forma cistica do parasita, os cées, coiotes e dingos, podem tornar-se infectados (LINDSAY, et
al., 1999). Com isso, ocorre a reproducdo sexuada do parasita no intestino do hospedeiro
definitivo, havendo liberacdo de oocistos ndo esporulados em suas fezes. Entre 24-72 horas
apos serem eliminados no meio ambiente, ocorre a esporulacdo destes oocistos, constituindo-
se de dois esporocistos, contendo quatro esporozoitos (McALLISTER, et al. 1998). O
hospedeiro intermediario ingere alimentos contaminados com oocistos esporulados que
através de acdo mecénica e enzimatica liberam os esporozoitos na luz intestinal e estes,
invadem os tecidos e sofrem reproducdo assexuada, originando os taquizoitos moveis. Os

taquizoitos se multiplicam rapidamente podendo penetrar em diversas células do hospedeiro
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(macrofagos, monacitos, neurénios, fibroblastos, endotélio vascular, midcitos, células
tubulares renais e hepatocitos) causando severas lesdes em diferentes 6rgdos (DUBEY, 1993).
Alguns se transformam em bradizoitos, dentro de cistos, permanecendo latentes e em lenta
divisdo (LINDSAY, et al., 1999) sendo encontrados principalmente no SNC e retina,

persistindo por varios anos, sem provocar manifestacdes clinicas (FUCHS, et al. 1998).

A transmissdo em bovinos pode ocorrer de forma vertical ou horizontal, onde a
transmissdo horizontal ocorre através da ingestdo de oocistos pela &gua e alimentos
contaminados (DUBEY et al., 2007). A transmissdo transplacentéaria ou vertical é altamente
eficiente e é o principal modo de transmissdo de N. caninum em bovinos (SCHARES et al.
1998). As vacas infectadas transmitem o N. caninum aos seus descendentes, durante a
gestacdo, atraves da placenta, podendo causar infeccédo fetal e com isso levar ao aborto e desta

forma, manter o nivel de infeccdo em um rebanho (WILLIAMS et al., 2009).

A transmissdo de N. caninum para o feto pode ser exdgena, que ocorre apds infeccao
priméaria de uma fémea gestante, ou enddgena, através de uma fémea que adquiriu a infeccdo
antes da gestacdo (possivelmente, uma fémea com uma infeccdo cronica persistente) onde
ocorreu reativacdo da infeccdo (TREES & WILLIAMS, 2005). A reativacdo da doenca, em
vacas prenhes, seguida por transmissdo transplacentaria, € uma importante via de propagacéo
persistente de N. caninum para as geracdes seguintes em um rebanho (HALL et al., 2005).
Bezerros de vacas infectadas, embora nascidos clinicamente normais, tem até 90% de chance
de serem carreadores da neosporose (DUBEY, 1999; PARE et al., 1996; WOUDA et al.
1998). As vacas permanecem infectadas por toda a vida e podem infectar seus descendentes
em gestacOes consecutivas ou alternadas (FIORETTI et al., 2003), embora a taxa de infecgédo

possa diminuir devido a um desenvolvimento de imunidade (DIJKSTRA et al., 2003).
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Nos hospedeiros intermediarios, a principal forma que causa a infeccdo aguda da
neosporose sdo 0s taquizoitos. Estes sdo disseminados pela corrente sanguinea e sistema
linfatico, sendo capazes de induzir uma resposta imune e através da multiplicacdo ativa,
podem romper células hospedeiras, levando a morte celular (DUBEY & DE LAHUNTA,
1993). Na fase inicial da infeccdo, os taquizoitos modulam funcbes na célula hospedeira
fornecendo oportunidade para a doenca se manifestar (BOOTHROYD & DUBREMETZ,
2008). Posteriormente, os taquizoitos se tornam alvo de destruicdo pelo sistema imune e sua
capacidade para estabelecer ou prolongar a doenca € diminuida (ELLIS et al., 2010;. INNES
et al., 2002;. QUINN et al., 2004), sendo assim, os taquizoitos podem se diferenciar em

bradizoitos, devido a resposta imunologica (MILLER et al., 2009).

Sugere-se que os fetos possam ingerir taquizoitos pelo fluido amniético e bezerros recém-
nascidos através do colostro (DUBEY & SHARMA, 2003; ROMERO & FRANKENA, 2003;
HOBSON et al., 2005). Por meio de infecgcdo experimental foi comprovada a transmisséo do
N. caninum pela via lactogénica em bezerros, sendo um indicativo de que as fases assexuadas
do parasita também podem causar infeccdo (UGGLA et al., 1998). Estudos realizados com
Toxoplasma gondii confirmam que o protozoario pode sobreviver no leite por cerca de 5 dias
e acredita-se que os taquizoitos presentes no leite sdo incapazes de sobreviverem aos sucos
gastricos ao passarem pelo estbmago (SACKS et al., 1982). Porém, o trato digestorio dos
recém-nascidos apresenta producdo de acido cloridrico e enzimas em niveis baixos (ROY,
1990; TIZARD, 1996) com atividade proteolitica sendo minimizada por inibidores de tripsina
presentes no colostro (JOHNSON, 1997). Estas condi¢Bes no aparelho digestivo do recém-
nascido permitem que o N. caninum mantenha seu potencial de infeccdo se o colostro for

ingerido logo apds o nascimento dos animais (UGGLA et al., 1998).

A maioria dos estudos realizados através de infeccdo experimental de N. caninum €

realizada atraves das vias intraperitoneais e subcutaneas, a fim de estabelecer a infec¢do
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(NISHKAWA et al., 2001; TANAKA et al., 2000). A utilizacdo exclusiva de bovinos em
estudos € dispendiosa e devido a isto, cada vez mais buscam-se alternativas de estudos com
animais de laboratério ou modelos experimentais que assemelham estas condic¢des, como a
utilizacdo de roedores em estudos experimentais (COLLANTES-FERNANDEZ et al., 2006).
Para tal, devem-se utilizar animais que sejam capazes de se infectar, produzir resposta

imunoldgica e revelar as manifestagdes clinicas da doenga.

Gerbils (Meriones unguiculatus) tém demonstrado ser uma alternativa nos estudos de
neosporose. Essa espécie de roedor é considerada altamente sensivel a replicagdo do protozodrio
sem imunossupressao prévia (GONDIM et al., 2001). Estes animais podem fornecer respostas
a situacdes desconhecidas nos bovinos e sé&o utilizados para reproduzir condi¢Ges semelhantes
as que ocorrem nesta espécie, como: formacdo de cistos teciduais no cérebro, avaliacdo de
parametros imunoldgicos, comparacdo da carga parasitaria, lesdes e respostas a citocinas
inflamatorias (KHAN et al., 1997; EPERON et al., 1999). A maioria dos tecidos desse roedor
sdo suscetiveis a invasdo pelo protozoéario e desenvolvem resposta imunoldgica satisfatoria,
com caracteristicas excelentes, mimetizando a infeccdo que ocorre em bovinos (GONDIM et

al., 2001).

DUBEY & LINDSAY (2000) demonstraram que os gerbils sdo altamente suscetiveis
a neosporose quando inoculados via oral com oocistos de N. caninum. Outros autores
demonstram que eles também sdo suscetiveis a infec¢bes induzidas com taquizoitos de N.
caninum (GONDIM et al., 1999; 2001) e cistos teciduais (DUBEY et al., 2004). Estes animais
vém sendo utilizados como modelos experimentais de neosporose aguda, através da
inoculacdo intraperitoneal de diferentes concentrac@es de taquizoitos (LINDSAY et al., 2005).
Apesar disso, poucos sdo os dados a respeito da distribuicdo do parasita nos érgdos do
hospedeiro infectado e da compreensdo sobre as respostas dos gerbils frente & infec¢do por N.

caninum. O entendimento das respostas dos gerbils frente a neosporose, é de grande
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importancia para o desenvolvimento de formas de prevencdo ou possiveis tratamentos da

infeccdo (KANG et al., 2009).

Pouco se sabe sobre a evolucdo clinica da neosporose, pela ingestdo de taquizoitos de
N. caninum por via oral, bem como o entendimento sobre as respostas dos gerbils frente a
infeccdo por este protozoario, com caracteriza¢do dos sitios de replicacdo do protozoario em
diferentes 6rgdos destes animais. Desta forma, este estudo foi realizado com a finalidade de
melhor esclarecer a fase aguda da neosporose em gerbils neonatos, a partir da infeccéo
experimental com taquizoitos de N. caninum (cepa Nc-1) por via oral, utilizando PCR para
deteccdo de DNA do protozoario em diferentes 6rgdos e tecidos dos animais infectados

experimentalmente.
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2. CAPITULO I

Infeccd@o oral de neonatos de gerbils (Meriones unguiculatus) com taquizoitos de

Neospora caninum *

Maiara S.T. Ferreira®’, Fernanda S.F. Vogel?, Luis A. Sangioni?, Augusto Weber?, Patricia

Braunig® e Marcos A.B. Vaz®

(Artigo submetido a revista cientifica Pesquisa Veterinaria Brasileira, 2013, A2)

ABSTRACT .- Ferreira M.S.T., Vogel F.S.F., Sangioni L.A., Weber A., Braunig P. & Vaz
M.A.B. 2013. [Oral infection of neonates gerbils (Meriones unguiculatus) with Neospora
caninum tacchyzoites.] Infeccdo oral de neonatos de gerbils (Meriones unguiculatus) com
taquizoitos de Neospora caninum. Pesquisa Veterinaria Brasileira 00(0):00-00. Laboratério
de Doengas Parasitérias, Universidade Federal de Santa Maria, Av. Roraima 1000, Santa

Maria, RS 97105-900, Brazil. E-mail: labdpufsm@gmail.com

Neosporosis is a disease caused by the protozoan parasite Neospora caninum and is a
major cause of reproductive disorders in cattle; it is able to determine large economic losses.
Gerbils (Meriones unguiculatus) are used in many cases as an experimental model because
they are highly susceptible to replication of N. caninum. So the objectives of this study were

to evaluate the susceptibility of neonates gerbils to oral infection with N. caninum tachyzoites

! Recebido em 12 de setembro de 2013.

Aceito para publicagdo em ..o,

? Laboratério de Doencas Parasitarias dos Animais Domésticos, prédio 44, sala 5149, Universidade Federal de
Santa Maria (UFSM), Camobi, Santa Maria, RS 97105-900, Brasil. *Autor para correspondéncia:
matafner@hotmail.com

® Departamento de Estatistica, Centro de Ciéncias Naturais e Exatas, prédio 13, sala 1208, UFSM, Santa Maria,

RS.
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(strain NC-1) in relation to the clinical course and distribution of tachyzoites in different
organs and tissues by PCR for detection the parasite DNA. We used 18 gerbils, 4-5 days of
age, of which 17 animals were orally inoculated with 4x10° tachyzoites of N. caninum. The N.
caninum DNA detection frequency from samples showed that the infection happens via the
protozoan oral inoculation. The parasite DNA was detected in 100% of inoculated animals. In
relation to tissues, the DNA of the parasite was found in all organs evaluated (heart, lungs,
kidneys, liver, spleen and brain) with variable frequencies, thus demonstrating the wide
distribution of the protozoa in different tissues of the animal.

INDEX TERMS: molecular techniques; experimental models; cattle; protozoan.

RESUMO.- Neosporose ¢ uma enfermidade parasitaria causada pelo protozoario Neospora
caninum e caracteriza-se como uma das principais causas de desordens reprodutivas no
rebanho bovino, capaz de determinar grandes prejuizos econdmicos. Gerbils (Meriones
unguiculatus) séo altamente sensiveis a replicagdo do protozoario N. caninum, em muitos
casos como modelo experimental. Assim, 0s objetivos deste estudo foram avaliar a
susceptibilidade de gerbils neonatos a infeccdo com taquizoitos de N. caninum (cepa NC-1)
pela via oral e estudar a neosporose no que diz respeito a evolucdo clinica da doenca e
distribuicdo dos taquizoitos em diversos 6rgdos e tecidos utilizando PCR para deteccdo do
DNA do protozoario. Foram utilizados 18 gerbils, com idade de 4-5 dias, sendo que destes, 17
animais foram inoculados pela via oral com 4x10° taquizoitos de N. caninum. A frequéncia de
deteccdo total de DNA de N. caninum das amostras demonstrou que ocorre infectividade pelo
protozoario através da via de inoculacdo oral, observando que em 100% dos animais
inoculados foi detectado DNA do parasita. Em relacdo aos tecidos, pode-se observar que 0

DNA do protozoario foi encontrado em todos os orgaos avaliados (coracdo, pulmdes, rins,
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figado, baco e cérebro), com frequéncias variaveis, demonstrando assim a ampla distribuicéo
deste protozoario pelos diferentes tecidos do animal.
TERMOS DE INDEXACAO: técnicas moleculares; modelos experimentais; bovinos;

protozoario.

INTRODUCAO
Neospora caninum é um protozoario cosmopolita pertencente ao filo apicomplexa (Dubey
2003). A neosporose pode causar doencas reprodutivas, desde mortalidade embrionaria ao
nascimento de bezerros fracos, passando por abortos, mumificacdo fetal e natimortalidade,
com grandes prejuizos, principalmente em rebanhos leiteiros. Em muitos casos, pode ocorrer
0 nascimento de bezerros clinicamente normais ou com sinais neurolégicos, e com
comprovacao soroldgica e histopatologica de infeccdo congénita, demonstrando que nem
sempre a infeccdo induz o aborto (Barr et al. 1993, Dubey et al. 2006). H& duas formas de
transmissdo do agente: a transmissdo vertical, na qual fémeas infectadas cronicamente
transmitem o protozoario via transplacentaria para a progénie (Schares et al. 1998) e a
transmissao horizontal, que ocorre principalmente através da ingestdo de oocistos esporulados
de N. caninum no meio ambiente (Gondim et al. 2004).

Em infeccdes experimentais por N. caninum os taquizoitos podem ser utilizados, por
serem mais faceis de recuperar em relacdo aos oocistos, que sao eliminados em quantidades
baixas juntamente com as fezes (Ramamoorthy et al. 2005). A realizacdo de experimentos
com roedores ainda parece ser a melhor alternativa para o estudo destas caracteristicas
patogénicas e epidemioldgicas, pois com N. caninum, o custo e o tempo de obtencdo de
resultados satisfatorios em bovinos e cées, prejudicam e dificultam a coleta e analise dos

dados. Além disso, estes roedores sdo importantes para caracterizar e comparar a viruléncia de
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isolados de campo (Quinn et al. 2002), ou ainda, estudos no desenvolvimento de vacinas e
testes de medicamentos para o controle e tratamento da neosporose.

Gerbils (Meriones unguiculatus) sdo utilizados como modelo experimental para
mimetizar a infeccdo dos bovinos, ja que sdo considerados altamente sensiveis a replicacao do
protozoario sem imunossupressao prévia (Gondim et al. 2001) demonstrando alta
sensibilidade a neosporose aguda, através da infec¢cdo com oocistos do N. caninum pela via
oral (Dubey & Lindsay 2000). Além disso, Gondim et al. (2001) revelaram que os gerbils sdo
sensiveis a inoculacdo de taquizoitos de N. caninum pela via parenteral. No entanto, a
susceptibilidade destes modelos experimentais a inoculacdo de N. caninum na forma de
taquizoitos pela via oral ndo havia sido demonstrada. Estudos da patogenia da neosporose em
gerbils sdo de grande importancia para o desenvolvimento de formas de intervencdo na
prevencdo (vacinacao) ou possiveis tratamentos (quimioterapicos) para a doenca em animais
domeésticos como bovinos e cédes (Kang et al. 2009).

Pesquisas sugerem que fetos possam ingerir taquizoitos pelo fluido amnidtico e
bezerros recém-nascidos pelo colostro, sobretudo nas primeiras horas de vida (Dubey &
Sharma 2003, Romero & Frankena 2003, Hobson et al. 2005). Experimentalmente, bezerros
foram infectados através da ingestdo de leite e colostro contaminados com taquizoitos onde
foi comprovada esta via de infecgdo (Uggla et al. 1998, Davison et al. 2001, Moskwa et al.
2007).

Os objetivos deste estudo foram: 1) verificar o potencial de transmissao via oral de N.
caninum na forma de taquizoitos em neonatos de M. unguiculatus; e 2) caracterizar os tecidos
preferencialmente utilizados para replicacdo do parasita através da PCR, para que desta
forma, possam ser estabelecidos modelos experimentais Uteis ao estudo desta doenca e seu

controle e profilaxia em animais domésticos.
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MATERIAL E METODOS
Producéo de antigeno. Para a obtencdo do antigeno, taquizoitos da cepa Nc-1 de
Neospora caninum foram mantidos em cultivo de células Vero para multiplicacdo, a 37°C em
meio RPMI, suplementado com 10% de soro fetal bovino e mantidos em estufa a 5% de CO..
Para a preparacao do inoculo, a suspensdo do cultivo celular contendo taquizoitos e restos
celulares foi submetido a decantacdo durante 30 minutos a 4°C em tubo de ensaio. O
sobrenadante obtido foi lavado em meio RPMI 1640 e centrifugado para concentracdo dos
taquizoitos, os quais foram contados em camaras de neubauer para obtencdo da concentracdo
desejada.
Animais. Foram utilizados 18 gerbils (Meriones unguiculatus) com idades entre 4 e 5 dias, do
Biotério Central da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM). Os animais foram
mantidos em ambiente climatizado e alocados em caixas proprias para roedores com agua e
racao ad libitum.
Inoculagdo dos animais. Os animais foram obtidos a partir de trés ninhadas diferentes e
inoculados por via oral com concentracdo de taquizoitos de 4 x 10°. Os taquizoitos foram
diluidos em 10 L de solucéo salina e administrados por via oral. Como controle um animal
ndo foi inoculado constituindo o controle negativo, sendo mantido nas mesmas condicdes
(Quadro 1).
Monitoramento da infecgdo. Durante o experimento os animais foram diariamente avaliados
quanto a presenca de sinais clinicos como: inclinacdao lateral da cabeca, pelos arrepiados,
anorexia, aumento de volume abdominal (sinais clinicos da neosporose aguda) (Aguado-
Martinez et al., 2009).
Coleta de tecidos. Apos a morte espontanea dos animais inoculados e eutanasia do animal
controle negativo, foram coletados os seguintes tecidos de todos os animais: Sistema Nervoso

Central (SNC), figado, baco, rins, pulmé&o e coragédo. Os tecidos foram submetidos a lavagem
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com solucdo de PBS estéril e acondicionados em microtubos ependorff a -20°C até a
realizacéo da extracdo de DNA.

Extracdo de DNA. A extracgdo de DNA foi realizada com Wizard® Genomic DNA
Purification Kit (Promega™, Madison, USA) conforme protocolo do fabricante. As amostras
foram estocadas a temperatura de -20°C até a realizacdo dos testes. A concentracdo do DNA
foi avaliada em um picodrop com absorbancia de 260nm (Cambridge, USA).

Reacdo da Polimerase em Cadeia (PCR). A técnica de PCR foi realizada utilizando primers
especificos para uma sequéncia do gene Nc5 do N. caninum, (forward primer (Np2l):
CCCAGTGCGTCCAATCCTGTAAC e reverse primer (Np6)
CTCGCCAGTCAACCTACGTCTTCT) (Yamage et al. 1996). O produto final da
amplificacdo da reacdo, com peso molecular de 328pb, foi separado por eletroforese em gel
de agarose a 1%, corado com SYBR® safe DNA gel stain (Invitrogen™, USA) e visualizado
em luz ultravioleta. O DNA extraido de cultivo de células Vero infectadas com taquizoitos de
N. caninum foi utilizado como controle positivo para as reagcdes de PCR convencional.
Andlise estatistica. Os dados foram submetidos ao teste de normalidade Shapiro-Wilk ao
nivel de 5% de significAncia. Como n&o foi verificado normalidade dos dados, foi utilizado o
teste ndo-paramétrico Wilcoxon-Mann-Whitney com nivel de significancia de 5% para
comparacédo do total de tecidos positivos comparando a frequéncia de detecgdo de DNA para
cada tecido.

Comité de Etica e Biosseguranca. O projeto foi aprovado no Comité de Etica em
Experimentagdo Animal da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), ndmero do

parecer: 052/2012.

RESULTADOS



20

A infeccdo oral em gerbils infectados experimentalmente com taquizoitos de N. caninum foi
demonstrada pela deteccdo de DNA do protozoario em diferentes tecidos (Quadro 1). Em
todos os animais inoculados com taquizoitos de N. caninum, por via oral, foi observada a
presenca de sinais clinicos. O aparecimento dos sinais clinicos variou entre 5 e 17 dias. Os
sinais observados foram anorexia e reducdo na condicéo corporal.

O inicio do periodo de mortalidade pds-infeccdo variou entre 8-17 dias, sendo que, 0
animal do grupo controle permaneceu clinicamente saudavel até o término do periodo de
avaliacdo do experimento. No momento da necropsia, rins e figado encontravam-se
aumentados de volume em todos os animais inoculados quando comparados ao animal
controle negativo. Além destes dados, foi observado pulmdes hemorrdgicos em alguns
animais inoculados.

Neste experimento, 0 DNA de N. caninum foi detectado em 100 % dos animais
inoculados (Quadro 1). Para o baco e o coracdo, a frequéncia de positivos na PCR, foi de
15/17 (88,2%). Nos pulmdes 11/17 (64,7%); nos rins, 10/17 (58,8%), no SNC, em 8/17 (47%)
e no figado 6/17 (35,3%), foram detectados DNA de N. caninum. O critério para determinar a
distribuicdo tecidual ou invasdo do parasita foi baseado na presenca de DNA do protozoario
através da PCR (Quadro 1). No animal controle, a reacdo de PCR foi negativa em todos 0s

Orgdos examinados.

DISCUSSAO
Os dados do presente estudo estdo de acordo com estudos prévios realizados em gerbils, que
demonstraram a alta suscetibilidade desses animais pela infeccdo com N. caninum (Dubey &
Lindsay, 2000, Ramamoorthy et al., 2005). Em relacdo a patologia, onde observamos rins e
figado aumentados de volume, dados semelhantes foram também observados por Toscan et al.

(2012).
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Em estudo realizado por Uggla et. al (1998) quatro bezerros foram inoculados
oralmente com colostro contendo aproximadamente de 3 a 10 x 10’ taquizoitos de N.
caninum, em até 6 horas ap0s o nascimento. Dois dos bezerros foram inoculados via sonda
gastrica e dois dos animais por garrafas. Os dois animais que receberam colostro através de
garrafas contendo taquizoitos apresentaram soroconversdo e foi detectado DNA por PCR do
N. caninum no SNC. Estes dados sugerem que a infec¢do oral com colostro pode ser uma
possivel rota de transmissdo em bezerros recém-nascidos. Acredita-se que 0s taquizoitos
presentes no leite ndo sdo capazes de sobreviver ao suco gastrico quando ocorre a passagem
através do estbmago (Dubey, 1980). Porém, no trato digestivo de recém-nascidos a producéo
de acido cloridrico e enzimas é baixa e a atividade proteolitica € minimizada pela acdo de
inibidores de tripsina presentes no colostro (Roy 1990, Tizard 1996).

Similarmente, Davison et al. (2001) realizou trés experimentos para verificar a
transmissdo de N. caninum. Em seu primeiro experimento, seis bezerros receberam garrafas
de colostro ou leite contendo aproximadamente 10’ taquizoitos, em até 12 horas ap6s o
nascimento e mais trés ocasifes em intervalos semanais. No segundo experimento, dois
bezerros com menos de 12 horas foram alimentados com tecidos placentéarios de bovinos
naturalmente infectados com N. caninum; e no terceiro experimento, sete bezerros (1-3 dias
de idade) foram amamentados por vacas soropositivas em lactacdo, durante 12 semanas.
Foram observados que os animais do primeiro experimento soroconverteram. No terceiro
experimento, apenas um animal soroconverteu.

Os resultados do presente estudo, associados a dados dos artigos supracitados
confirmam que a infeccdo oral através da ingestdo de taquizoitos pode ser uma via de
transmissdo em animais neonatos. Dessa forma é provavel que, em algumas situacgdes, 0s
bezerros possam se infectar por esta via, caso um grande nimero de taquizoitos estiver

presente no colostro ou no leite de uma vaca (Davison et al., 2001). Nos trabalhos em
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bovinos, a dose de taquizoitos inoculados por via oral foi relativamente alta (em torno de 10°).
Em gerbils foi determinado a ocorréncia de infeccdo oral na concentragdo de 4x10°, porém,
mais estudos precisam ser desenvolvidos para determinar a importancia desta forma de
transmissdo bem como qual a concentracdo de taquizoitos no colostro de vacas infectadas
pelo N. caninum seria capaz de transmitir essa infeccao.

Observando a alta frequéncia de deteccdo de DNA de N. caninum entre 0s animais
inoculados, pode-se assegurar que apos inoculacao por via oral ocorreu eficiente replicacéo do
protozoario e que o mesmo distribuiu-se por diferentes tecidos dos roedores. Analisando 0s
tecidos separadamente, constatou-se que o0s dados demonstrados na presente pesquisa
concordam com LOpez-Pérez et al. (2006) e Toscan et al. (2012), que detectaram no pulméo,
coracdo, baco e rins, taquizoitos de N. caninum, na fase aguda da infeccdo, atribuindo estes
resultados a afinidade do agente aos tecidos para replicacdo nos primeiros dias pés-infeccéo.
Portanto, sugere-se que, em roedores os tecidos que devem preferencialmente ser coletados
para o diagnostico sdo estes descritos anteriormente.

Em relacdo a distribuicéo tecidual, um estudo realizado por Kang et al. (2009), revelou
que os primeiros orgdos-alvo da infeccdo aguda N. caninum foram o figado, baco e rim e que
o cérebro foi o Gltimo érgdo a ser invadido pelo parasita, onde a tendéncia de invasao tecidual
pelo N. caninum foi figado/baco/rim >coracdo/musculo/medula espinhal/sangue >pulméo
>cérebro. Toscan et al. (2012) relata que a tendéncia de invasao e distribuicdo tecidual de N.
caninum, foram rim >pulmdo >baco/coracdo >figado >cérebro >medula. Os resultados
apresentados neste estudo diferem dos resultados apresentados por Kang et al. (2009) e
Toscan et al. (2012). Este fato pode estar relacionado a idade dos animais, onde pelos
resultados obtidos poderiamos sugerir a maior susceptibilidade de neonatos a infecc¢ao pelo N.
caninum, onde observamos uma distribuicdo tecidual pelo protozoario em coragcdo=baco

>pulmao >rins >cérebro >figado.
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Considerando a idade dos animais, sugere-se que este € um fator contribuinte para
produzir a infeccdo, pois provavelmente torna os animais mais susceptiveis a doenga. Assim,
a inoculagdo por via oral em modelos experimentais, na concentracio de 4x10°, é capaz de
produzir a infec¢do por N. caninum.

Porém ainda restam algumas duvidas a serem esclarecidas, de como a infeccao através
da via oral com colostro ocorre em bovinos, também, qual seria a concentracdo ideal
necessaria de taquizoitos no colostro/leite para veicular a infeccdo por via oral. Portanto, séo
necessarias maiores investigacdes a fim de confirmar a transmissdo de neosporose através do

colostro de vacas infectadas aos animais recém-nascidos.

CONCLUSAO
A infeccdo oral de neonatos de gerbils, com taquizoitos de N. caninum, na concentracdo de
4x10°, é um método possivel de transmissdo experimental da enfermidade, causando
neosporose aguda nos mesmos, bem como é possivel detectar DNA do protozoario em

diferentes tecidos dos animais inoculados.
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Quadro 1. Frequéncia de deteccdo de DNA de Neospora caninum atraves da analise por
PCR em amostras de tecidos de Meriones unguiculatus inoculados via oral com 4x10°

taquizoitos

Animais Coracdo Pulmdo  Bacgo Rim Figado  Cérebro

1 + - + + + -
2 + - + + + +
3 + - + + + -
4 + + + + + +
5 + - + - + +
6 + + + - + -
7 + - + + - -
8 + + + + - -
9 + + + - - -
10 + + - - - ;
11 + + + - - .
12 - - + - - -
13 + + + + - +
14 + + + + - +
15 + + + + - +
16 + + + + - +
17 + + + + - +
O : : : : : :
Total 15/17 11/17 15/17  10/17 6/17 8/17

(%) (88,2) (64,7) (88,2) (58,8) (35,3) (47)

* C(-): controle negativo.
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3. CONCLUSAO

Com a realizagdo deste estudo foi possivel determinar:

1. Os resultados obtidos reforcam a hipdtese de que € possivel ocorrer a infeccdo oral de
Neospora caninum, através do colostro, em bovinos recém-nascidos, uma vez que foi

detectado DNA do protozoario em tecidos de neonatos de Meriones unguiculatus.

2. Gerbils podem ser utilizados como modelo experimental da infeccdo por via oral por

Neospora caninum.

3. Ocorreu eficiente replicacdo do protozoario apds inoculacdo via oral, onde 0 mesmo

distribuiu-se por diferentes tecidos dos roedores.

4. Pode-se afirmar que a idade dos animais ¢ um fator contribuinte para produzir a
infeccdo, pois provavelmente torna os animais com uma susceptibilidade maior a

doenca.

5. A infeccdo oral de neonatos de gerbils, com taquizoitos de Neospora caninum, na
concentracdo de 4x10°, é um possivel método de transmissdo da enfermidade,

causando neosporose aguda NoS Mesmos.
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