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CHARACTERIZATION OF QUAILS (CUTURNIX CUTURNIX japonica) as
intermediate host of Neospora caninum

O presente trabalho teve como objetivo caracterizar codornas (Coturnix coturnix
japonica) como hospedeiro intermedidrio de Neospora caninum. Cinguenta e oito
codomas, com vinte dias de vida, foram identificadas individuaimente com anilhas
numeradas e mantidas em gaiolas proprias para a espécie. As aves eram
alimentadas com rag&o comercial e agua destilada ad libitum, tendo seu peso e
temperatura cloacal aferidos diariamente no primeiro més e posteriormente, seu
peso, a cada sete dias durante mais 30 dias. As aves foram divididas de forma
aleatoria, em trés grupos: 40 codornas (Grupo A) receberam 3,5x108, taquizoitas de
N. caninum por via subcutanea, 8 codomas (Grupo B) receberam 5x10° e 10
codomnas (Grupo C) receberam placebo. As codornas do grupo A e C tiveram seu
sangue colhido e foram eutanasiadas nos dias 1°, 3°, 5°, 7°, 14°, 21°, 30°, 60°, 120°,
dias apés infecgdo (DAI), sendo quatro do grupo A e uma do grupo C. As codornas
do grupo B foram eutanasiadas no 60° DA e 120°DAI. As amostras de sangue foram
centrifugadas e soro retirado e armazenados em criotubos & -20°C para a realizagéo
da sorologia. Apds a eutanasia as aves foram necropsiadas e os érgéos: bago,
bursa de fabricius, cérebro, cerebelo, coragéo, figado, lingua, musculatua peitoral,
ovério, pulmbes e rins foram pesados e fragmentos separados e devidamente
acondicionados para realizagdo da histopatologia, imunohistoguimica (IHQ) e
Reagéo em Cadeia pela Polimerase (PCR). No 60° DAI dois caes foram alimentados
com tecidos de codornas do grupo A, enguanto um céo foi alimentado com tecidos
das codornas do grupo B, o sangue destes animais foi colhido semanalmente para
sorologia e suas fezes colhidas semanalmente para identificagdo microscopica e
molecular de oocistos. Para comparar o peso dos 6rgéos, temperatura cloacal e das
codomas utilizou-se o teste f de Student. Nenhuma das codormnas apresentou sinal
clinico ou veio a 6bito. Esplenomegalia e hepatomegalia foram achados de
necropsia na primeira semana de infecgdo (p<0,05). Sorologia positiva,
imunoreatividade pela IHQ e a identificagdo molecular do parasito foram observadas,
em orgdos das codornas, principalmente nas duas primeiras semanas de infecgao.
Nenhum cado eliminou oocistos ou soroconverteu. As codomas infectadas
apresentaram ganho de peso superior em relagdo as codornas controles. Os
resultados observados demonstram que codornas séo resistentes a infecgdo com
taquizoitos de N. caninum nas condigGes deste trabalho.

Palavras-Chave: aves, caes, codornas, Neospora caninum.
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ABSTRACT

This study aimed to characterize quail (Coturnix coturnix japonica) as an intermediate
host of Neospora caninum. Fifty-eight quails, with twenty days old, were individually
identified with numbered plates and kept in cages suitable for the species. The birds
were fed with commercial feed and distilled water ad libitum, and their weight and
cloacal temperature measured daily in the first month and subsequently, its weight,
every seven days for 30 days. The birds were divided randomly into three groups: 49
quail (Group A) received 3.5 x106, tachyzoites of N. caninum subcutaneously 8 quail
(Group B) received 5x106 quail and 10 (Group C) received placebo. The quails in
group A and C had their blood drawn and were euthanized on days 1, 3, 5, 7, 14, 21,
30, 60, 120, days after infection (DAI), four from group A and group C. The quails in
group B were euthanized at 60 ° and 120 ° DAI DAI. Blood samples were centrifuged
and serum removed and stored in cryotubes at -20 ° C to perform serology. After
euthanasia, the birds were necropsied and organs: spleen, bursa of Fabricius, brain,
cerebellum, heart, liver, tongue, musculatua breast, ovary, lungs and kidneys were
weighed and separated fragments and packaged appropriately for performing the
histopathology, immunohistochemistry ( IHC) and by the Polymerase Chain Reaction
(PCR). On the 60th DAI two dogs were fed tissues of quails in group A, while a dog
was fed tissues of quails in group B, the blood of these animals was collected weekly
for serology and feces collected weekly for microscopic identification and molecular
oocysts. To compare the weight of the organs, cloacal temperature, and the quails
used the Student t test. None of the quail showed clinical signs or had died.
Splenomegaly and hepatomegaly were necropsy findings in the first week of infection
(p <0.05). Serology positive immunoreactivity by IHC and molecular identification of
the parasite were observed in organs of quail in the first two weeks of infection. No
dog or eliminated oocysts seroconverted. The infected quail showed higher weight
gain compared to controls quail. The results observed showed that quail are resistant
to infection with tachyzoites of N. caninum in the conditions of this work.

KEYWORDS: birds, dogs, quail, Neospora caninum
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1. INTRODUGAO

Neospora caninum & um protozodrio intracelular, de ciclo heteréxeno
obngatorio, pertencente ao filo: Apicomplexa, familia Sarcocystidae e subfamilia
Toxoplasmatinae que inclui diversos géneros (FAYER et al., 1980; DUBEY et al.,
1988a), sendo responsavel pela infecg&io em mamiferos (DUBEY & LINDSAY, 1996;
HEMPHILL & GOTTSTEIN, 2000; VOGEL et al., 2006) e aves (MCGUIRE et al.,
1999; FURUTA et al., 2007, COSTA et al., 2008: MINEO et al., 2009; MARTINS et
al.,, 2011; MINEO et al., 201 1, MOLINA-LOPEZ et al., 2011).

A relagdo entre N. caninum e aves vem sendo explorada em infecgbes
experimentais (BAKER et _, 1995, MCGUIRE et al., 1999; FURUTA et al., 2007,
MINEO et al., 2009), naturais (MARTINS et al., 2011; MOLINA-LOPEZ et al., 2011;
MINEO et al., 2011), bem como em estudos observacionais (OULD-AROUMCHE et
al., 1998; BARTELS et al., 1999: OTRANTO et al., 2003). No entanto ainda restam
lacunas a serem preenchidas a respeito do papel e importancia das aves no ciclo de
N. caninum.

O primeiro estudo objetivando verificar a relagéo entre aves e N.caninum
tentou sem sucesso caracteriza-las como hospedeiros definitivos de N. caninum
(BAKER et al. 1995), embora alguns estudos observacionais associaram a presenca
destas com a soropositividade (OULD-AROUMCHE et al., 1998; OTRANTO et al,,
2003) e abortamento em vacas (BARTELS et al., 1999) remetendo a possibilidade
das aves funcionarem como potencial hospedeiro intermediario. Assim trabalhos
foram conduzidos e permitiram identificar N. caninum no tecido de aves tanto
experimentalmente infectadas (MCGUIRE et al., 1999; FURUTA et al., 2007, MINEO
et al, 2009), quanto naturalmente (GONDIM et al., 2010; MOLINA-LOPEZ et al,,
2011) o que remonta a possibilidade das aves agirem como hospedeiro
intermediario, para o parasita sob estudo.

Como as galinhas foram caracterizadas como hospedeiros naturais (COSTA
et al. 2008; GONGALVES et al. 2010; MARTINS et al. 2011) do parasita, uma vez
que seus ovos embrionados infectados foram capazes de induzir a liberagdo de
oocistos em cées (FURUTA et al. 2007) e pelo fato de codornas serem consideradas



bons modelos Dbiolégicos (WILLIANS, 1976: ICHILCIK & AUSTIN, 1978) e
pertencerem & mesma ordem das galinhas (TOLWEB, 2012), suscitou a hipétese de
que estas aves poderiam agir também como um bom hospedeiro para N. caninum.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 HISTORICO

Em 1984, na Noruega foi isolado um parasito em cdes (BJERKAS et al.,
1984), com histdrico de encefalomielite, que vieram a &bito. Na microscopia
observaram-se severa inflamag&o, necrose e presenca de cistos com nuUMerosos
parasitos no sistema nervoso central (SNC) e musculatura esquelética. Os parasitos
apresentavam morfologia semelhante ao Toxoplasma gondii, contudo os caes eram
sorologicamente negativos e na microscopia eletrénica foram observadas diferencas
ultra-estruturais  significativas que o diferenciavam de 7. gondii (BJERKAS &
PRESTHUS 1988). Em 1988, Dubey et al. (1988a) caracterizaram o agente como
Neospora caninum. Posteriormente estudos retrospectivos confirmaram a presenga
do agente em caes desde 1957 (DUBEY et al., 1990), com a confirmagéo de casos
de encefalomielite que eram até entdo diagnosticados como toxoplasmose (DUBEY
et al.,1988a). No mesmo ano em que o parasito foi caracterizado houve o isolamento
do mesmo, em tecidos de cdes com poliradiculoneurite e polimiosite (Dubey et al.,
1988b). A partir deste isolamento, ensaios sorolégicos e imunoistoquimicos
passaram a ser desenvolvidos para auxiliar no diagnéstico diferencial das infecgbes
por N. caninum e T. gondii, permitindo o diagnéstico de N. caninum em uma grande
variedade de animais (LINDSAY & DUBEY, 1989; UGGLA et al., 1989). No Brasil, o
primeiro isolamento de N. caninum, foi realizado na Bahia em um c&o da raga Collie,
macho, de 7 anos de idade, que apresentava incoordenagao e paralisia dos
membros posteriores (GONDIM et al., 2001).

Embora a neosporose, doenca causada por N. caninum, tenha sido
descoberta no cdo, a mesma assume especial relevancia em bovinos, sendo uma
das principais causas de aborto. A presenca de propriedades com abortos
esporadicos, endémicos e epidémicos devidos a neosporose € descrita por varios
autores (THURMOND et al., 1997, WOUDA et al., 1997, WOUDA et al., 1998,
SCHARES et al. 1999; SCHARES et al. 2002), com ocorréncia durante todo o ano

(DUBEY et al., 1999a).

2.2 CLASSIFICAGAO TAXONOMICA E BIOLOGIA



Neospora caninum é um protozodrio intracelular, de ciclo heteroxeno
obrigatdrio, pertencente ao filo Apicomplexa, familia Sarcocystidae e subfamilia
Toxoplasmatinae (FAYER et al,, 1980; DUBEY et al., 1988a), sendo responsavel
pela infecgdo em diversos animais tais como cées, roedores, passaros, bovinos e
outros herbivoros (DUBEY & LINDSAY, 1996; HEMPHILL & GOTTSTEIN, 2000;
VOGEL et al., 2006).

Os cédes (Canis familiaris) (MCALLISTER et al., 1998), coiotes (Canis /atrans)
(GONDIM et al., 2004), dingos australianos (Canis lupus dingo) (KING et al., 2010) e
recentemente os lobos cinzentos (Canis lupus) (DUBEY et al., 2011) foram descritos
como hospedeiros definitivos de N. caninum por serem capazes de eliminar oocistos
nas fezes.

O parasito possui trés formas de infecgdo: taquizoitas (DUBEY, 1999a;
LINDSAY & DUBEY, 2000), cistos (contento bradizoitas) (DUBEY et al. 1988a) e os
oocistos que quando esporulados, contém esporozoitas (McLLISTER et al., 1998).
Os taquizoitas medem aproximadamente 6x2um, caracterizam-se pela multiplicag@o
rapida intracelular, levando o hospedeiro a desenvolver uma infecgdo aguda. Os
bradizoitas por sua vez medem 7x2um, e possuem uma parede de 4 pm (DUBEY et
al. 1998a). Os oocistos, forma resistente do parasito no ambiente, podem medir
10,6-12,4x10,6-12um de tamanho (DUBEY 2003), uma vez esporulados apresentam
no seu interior dois esporocistos com quatro esporozoitas cada (DUBEY et al.,
1999a).

2.3 CICLO BIOLOGICO

Os canideos, hospedeiros definitivos (HD), sdo infectados ao consumir
tecidos contendo cistos do parasito (MCALLISTER et al., 1998), principaimente nos
tecidos do SNC e periférico (cérebro, medula espinhal e nervos), na musculatura
cardiaca e esquelética, no tecido ocular, no figado (DUBEY, 1999b; ANDERSON et
al., 2000; CAVALCANTE et al., 2011) e placenta (DIJKSTRA et al., 2001) oriundos
de hospedeiros intermedidrios. A parede do cisto & degradada pela agdo do suco
géstrico liberando as formas parasitarias (DUBEY & LINDSAY, 1996). Em seguida
ocorre um provavel desenvolvimento no intestino, com liberagao dos oocistos nas
fezes, que, uma vez esporulados no ambiente s&o capazes de infectar novos

hospedeiros intermedidrios (MCALLISTER et al., 1998).



Ainda ndo se conhecem as estruturas e a localizagéo dos estadios endogenos
de N. caninum que déo origem & eliminagdo de oocistos. O periodo pré-patente e de
cinco dias ou mais a partir da ingest&o de cistos teciduais (LINDSAY et al., 1999).
Uma vez ingeridos por hospedeiros intermedidrios os oocistos passam pelo
estdbmago e duodeno, juntamente com o alimento, sofrem digestdo quimica e
enzimética e liberam os esporozoitas no trato gastrointestinal, estes se convertem
em taquizoitas, tendo acesso as vias sanguineas e linfaticas (MCALLISTER et al.,
1898; DUBEY et al., 1999b; DUBEY, 2003).

A quantidade de oocistos excretados pelos caes varia de acordo com o tipo e
origem do tecido animal infectado ingerido. Sabe-se que existe uma maior excrecao
de oocistos em caes alimentados com tecidos de bezerros infectados, quando
comparada com cdes que ingeriram tecidos de camudongos infectados (GONDIM et
al., 2002; FERROGLIO et al., 2007; CAVALCANTE et al., 2011).

Os taquizoitas podem se multiplicar rapidamente num processo freqiente de
invasd@o celular, proliferagio, lise da célula do hospedeiro e consequentemente,
invas&o de células vizinhas. Tudo isso conjugado com eventos imunopatologicos,
resultando em lesSes necrdticas significativas dentro de tecidos lesados (DUBEY &
DE LAHUNTA, 1993), o que pode culminar com uma enfermidade neuromuscular
severa em decorréncia da destruicdo de células neurais, afetando a condutividade
nervosa (DUBEY & DE LAHUNTA, 1993). Tanto nas fases aguda como na cronica
da infecgéo, o cérebro é o 6rgdo de predilegdo, no qual se pode encontra a maior
parte dos cistos formados pelo protozodrio (BARR et al., 1994; McALLISTER et al.,
1986; BUXTON et al., 1998)

A ocorréncia da lesdo dos tecidos pelos taquizoitas depende de um equilibrio
entre a capacidade do parasito de penetrar e se multiplicar em células dos
hospedeiros e a habilidade do sistema imune destes em inibir a multiplicag&o. Assim
0 inicio da resposta imune e outros fatores fisioldgicos irdo influenciar a conversdo

dos taquizoitas em bradizoitas, e a formag&o de cistos teciduais (BUXTON et al,,
2002).

2.4 PATOGENIA E IMUNIDADE DO HOSPEDEIRO

A localizagdo intracelular do N. caninum nos hospedeiros sugere que a

imunidade mediada por células possa ser importante para a protegao do hospedeiro
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frente ao parasito. Vacas ndo prenhes desafiadas com o parasito geralmente néo
desenvolvem sintomas clinicos da doenga e os estudos das suas respostas
imunologicas demonstram que ocorre uma proliferagdo periférica das células
mononucleares sanguineas em resposta aos antigenos deste parasito, com
producao de interferon gama (IFN-y) (LUNDEN et al., 1998.; MARKS et al., 1998).

Em sua fase aguda, os taquizoitas multiplicam-se rapidamente,
preferencialmente em células mononucleares macrofdgicas presentes na corrente
sanguinea, possibilitando uma rapida disseminagdo pelo organismo. Ao se
instalarem nos érgéos, o parasito prossegue no mesmo compasso de multiplicagao,
destruindo o tecido parasitado e cedendo lugar a uma reagéo inflamatéria. Ao
alcancgar o cérebro ou tecido esquelético, o parasito volta na forma de bradizoita na
qual comega a se agrupar e se multiplicar lentamente, secretando proteinas que
impermeabilizam a parede do cisto, protegendo tais estruturas da resposta imune do
hospedeiro (COLLANTES FERNANDEZ et al., 2006). Os bradizoitas alojados nos
cistos tissulares do SNC podem reativar-se devido a influencia hormonal e
imunolégica do hospedeiro dando origem a nova parasitemia (DUBEY, 19993,
BUXTON et al., 2002; DUBEY, 2003).

2.5 DIAGNOSTICO DE INFECGAO POR Neospora caninum

A exposigdo ao N. caninum pode ser demonstrada mediante a utilizagdo de
técnicas soroloérgicas, histopatélogicas e moleculares com énfase para a Reagéo em
Cadeia pela Polimerase (PCR) (DUBEY, 1999a; 2003), técnica esta que possibilita a
diferenciagdo deste protozoéario de outros pertencentes ao mesmo filo, devido as
suas caracteristicas moleculares (DUBEY, 1988a).

As técnicas sorolégicas disponiveis séo a Reagédo de Imunofluorescéncia
Indireta (RIFI), Ensaio Imunoenzimético Indireto (ELISA), Aglutinagéo Direta, e
Eletroforese Combinada com Imunodeteccdo (DUBEY, 1999a; 2003). Enquanto a
RIFI em tecidos (FURUTA et al., 2007), Histopatologia (ANDERSON, 2000) e a
Imunohistoquimica (DUBEY et al. 1988a) sdo consideradas técnicas de visualizagéo
direta do parasito e de seus antigenos.

As técnicas de biologia molecular tém sido imprescindiveis para o diagnostico
das infecgdes e diferenciagdo dos parasitos coccidios relacionados (Sreekumar et
al., 2003; Costa et al., 2008). As reagbes de PCR, seguida pelo sequenciamento do



DNA gendmico, & conclusiva para a identificagdo do parasito em amostras de
tecidos ou em fezes. Neste contexto a nested PCR tem apresentado uma eficécia
maior que a PCR convencional em amostras de campo, mostrando maior
sensibilidade e tomando-se bastante Util para a detecgéo de parasitas em amostras
que apresentam pequenas quantidades do DNA alvo (BARRAT et al., 2008; SILVA
et al., 2009; GONDIM et al., 2010).

2.6. AVES COMO MODELOS EXPERIMENTAIS

Estudos epidemiolégicos foram de grande importancia para servir de
embasamento cientifico e estimular as pesquisas sobre este tema. Ould-Amrouche
et al. (1998) realizaram um estudo transversal em 42 propriedades na regido da
Normandia na Franga, encontrando uma associacio significativa entre vacas
soropositivas e a presenca de patos, porém os autores explicam que esse resultado
poderia estar relacionado a baixa soropositividade de vacas que foi encontrada
neste estudo. Na Holanda, Bartels et al. (1999) investigaram possiveis fatores de
risco associados ao aborto em 47 propriedades leiteiras e encontraram uma
associagdo positiva entre galinhas, patos e gansos em propriedades com epidemia
de abortos, langando a hipdtese de que as aves poderiam ser possiveis vetores dos
oocistos ou entdo que os cées poderiam adquirir a infecgdo ao se alimentar de aves
infectadas. Ainda, na Itélia, foi observada uma associagdo significativa entre a
soropositividade em bovinos e a presenga de aves e caes (OTRANTO et al.,2003).

Neospora caninum tem sido detectado em aves de forma natural ou
experimentalmente infectadas, tais como pombos (Columbia livia) (MCGUIRE et al.,
1999; MINEO et al., 2009), galinhas (gallus domesticus) (COSTA et al., 2008:
GONGALVES et al, 2010; MARTINS et al, 2011) e seus ovos embrionados
(FURUTA et al., 2007; MANSOURIAN et al., 2009, NAVAMARI et al., 2011), pardais
(passer domesticus) (GONDIM et al., 2010), corvos (Corvus corax) (MOLINA LOPEZ
et al., 2011), Arara (Ara Chloropterus), papagaio (Amazona aestiva) (MINEO et al.,
2011) urubus (Buteo buteo) e gralhas (Pica pica) (DARWICH et al., 2011).

O primeiro estudo objetivando verificar a relagdo entre aves e N.caninum
tentou sem sucesso caracteriza-las como hospedeiros definitivos de N. caninum
(BAKER et al. 1995) investigaram o possivel potencial do falcdo vermelho (Buteo
Jjamaicensis), abutre da Turquia (Cathartes aura), coruja de suindara (Tyto Alba) e o




corvo americano (Corvus brachvrhvnchus) como possiveis hospedeiros definitivos
do N. caninum. Neste estudo foram oferecidos camundongos inoculados com 1x10°
taquizoitAs de N. caninum para as aves. Oocistos com morfologia caracteristica de
parasitos do género Isospora foram encontrado nas fezes das aves, no entanto os
mesmos nao foram infectantes para os camundongos, concluindo-se que as
espécies testadas ndo teriam potencial de serem hospedeiro definitivo de N.
caninum.

Mcguire et al. (1999) em busca de vias alternativas para o ciclo de N. caninum
infectaram experimentalmente com a amostra de taquizoitas, misturados na
proporgdo de 1:1 da cepa NC2 (HAY et al., 1990) e NC-Liverpool (BARBER et al.,
1995), as aves pertencentes a ordem Columbiformes representada pelos pombos
(Columbia livia) e a dos Passeriformes pelos diamantes mandarinos (7aeniopygia
guttata, anteriormente Poephila guttata). Todos foram eutanasiados 6 semanas apos
a inoculagéo; sendo coletado somente sangue dos pombos antes da inoculag&o e no
momento da eutanasia. Os pombos foram positivos para N.caninum na sorologia,
PCR, isolamento em cultura de células e na histopatologia ao contrario dos
diamantes mandarinos que nao foram positivos em nenhuma destas analises.

Furuta et al. (2007) realizaram infecgdo experimental em frangos domésticos,
utilizando a amostra NC-1 (Dubey et al., 1988a). Sendo utilizados 5 grupos com 10
aves com 7 dias de vida, onde cada grupo recebeu diferentes concentragbes de
taquizoitas de N. caninum (1x10°, 1x10% 1x10° 1x10° e controle) por via
intraperitoneal. Aos 15 dias apés infecgdo trés animais de cada grupo foram
eutanasiados e os restantes reinoculados com 1x10 taquizoitos da mesma cepa.
Das aves realizou-se sorologia e as amostras de cérebro, coragéo, pulméao, bago,
figado, olho e musculatura peitoral foram colhidas para IHQ. Observou-se animais
soropositivos para RIF| e positivos para IHQ até o 15 dia apés infecgéo.

Mineo et al. (2009) inocularam quatro pombos (Columbia fivia), com 1x 107
taquizoitos de N. caninum pertencentes a amostra NC-1 pela via intraperitoneal. Os
autores observaram sorologia positiva, tendo que uma ave atingindo titulos de 1:640
enquanto que as restantes obtiveram titulos abaixo de 1:200 e através da IHQ
identificaram marcagdes no pulméo, coragéo, sistema nervoso central, figado, bago
e rim de um dos pombos que veio a ébito no 25° DAI, onde concluiram que estas
aves podem ser um bom modelo experimental para N. caninum.



Costa et al. (2008) observaram que galinhas em criagdo extensiva aprestaram
23,5% de soropositividade enquanto que as confinadas apenas 1,5%. Gongalves et
al., (2010) adquiriram 100 galinhas caipiras de propriedades situadas num raio de
300km da cidade de Salvador. As aves tiveram seu sangue colhido e em seguida
foram eutanasiadas, sendo cérebro e coragio colhidos para detecgdo do DNA do
parasito. Ao final 17 aves encontravam-se soropositivas para N. caninum e em seis
aves detectou-se DNA do parasito, contudo no bioensaio ndo houve o isolamento de
N. caninum, reforgando a divida sobre a eficiéncia de transmissdo do parasito de
aves para outras espécies.

Gondim et al. (2010) ao realizarem a PCR do cérebro e coragdo de 40
pardais (passer domesticus) coletados nos estados da Bahia e Pernambuco,
identificaram o DNA de N. caninum em 3 (7,5%) destes, sendo o primeiro relato de
uma ave selvagem ou silvestre naturalmente infectada por N. caninum. Na regiao da
Catalunha na Espanha foi realizado um estudo soroepidemiolagico por Molina-Lépez
et al. (2011) em 67 corvos (Corvus corax) que passaram por uma sorologia para N.
caninum, com 24 foram positivos, todos com menos de um ano de idade, obtendo
assim uma prevaléncia de 358% de soropositividade para este parasito nessa
regido. Darwich et al. (2011) coletaram o cérebro de 201 aves mortas pertencentes a
14 espécies diferentes, porém encontraram apenas trés amostras positivas sendo
duas de gralhas e uma de urubu.

Mineo et al. (2011) ac analisarem 294 aves pertencentes a 9 ordens
diferentes encontraram cistos em apenas duas espécies, sendo um cisto na
musculatura da cloaca de uma arara verde (Ara Chloropterus) e na musculatura
cervical de um papagaio azul (Amazona aestiva) que vieram & oObito (devido a
condigdes clinicas néo relacionadas com parasitos do Filo Apicomplexa) e foram
necropsiadas, o0 que torna uma achado pouco comum, ja que essas estruturas nio
sdo facilmente visualizadas em aves, e sim no tecido do SNC de cdes e ruminantes
(Dubey et al., 2002), assim com em tecido muscular (Bjerkas et al., 1984: Peters et
al., 2001), o que comprova, que N. caninum possa ser encontrado em aves
selvagens no seu estado latente (Mineo et al., 2011).

Em algumas espécies e ordens que ja passaram por investigagfes nao foi
possivel encontrar indicios que comprovassem a exposi¢cdo destas a N. caninum:
Zebra finches (Taeniopygia guttata) (MCGUIRE et al., 1999), (Taeniopygia guttata
Eurasina jay (Garrulus glandarius), Griffon vulture (Gyps fulvus), Black kite (Milvus



migrans) (DARWICH et al, 2011), Coragyps atratus (Ciconiformes), Zenaida
auriculata (Columbiformes), Caracara plancus (Falconiformes), Oryzoborus
maximiliant (Passerifomes), Serinus candria (Passeriformes), Ramphastos toco
(Piciformes), Anordorhychus hyactnthinus (Psittaciformes), Anordorhychus leart
(Psittaciformes),  Ara  ararauna (Psittaciformes), melopsittacus  undulatus
(Psittaciformes), Asto clamator (Strigiformes), Tyto Alba (Strigiformes), Rhea
amencana (Rheiformes) e Struthio camelus (Struthioniformes) (Mineo et al., 2011).

No entanto ainda e necessario ter muita cautela para se afirmar se alguma
destas aves possa de certa forma ter adquirido resisténcia a N. caninum, pois
existem fatores como numero de animais utilizados de cada espécies, técnica
utilizada, idade, grau de exposicdo e ambiente que de certa forma acabam
influenciando na resposta do parasito ao hospedeiro.

2.7 CODORNAS

As codornas s&o origindrias do norte da Africa, da Europa e da Asia,
pertencendo a Ordem Galliforme e familia Fhasianidade, sendo portanto, da mesma
familia das galinhas e perdizes (PINTO et al., 2002). A Coturnix coturnix coturnix, ou
codorna européia, foi introduzida no Japdo, no século Xl, a partir da China, via
Coréia. Os primeiros escritos a respeito dessa ave datam do século XlI, e registram
que elas eram criadas em fungdo do seu canto. Os japoneses, a partir de 1910,
iniciaram estudos e cruzamentos entre as codornas, provindas da Europa, e
espécies selvagens, obtendo-se assim um tipo domesticado que passou a ser
chamar C. c. japonica, ou codorna domestica (REIS, 1880).
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3. OBJETIVO
3.1 OBJETIVO GERAL

Estudar a dinamica da infecgaio experimental com taquizoitos de Neospora caninum
em codomas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Caracterizar os achados patoldgicos da infeccdo experimental de N. caninum em
codornas;

- Caracterizar a codorna como hospedeiro intermediario para N. caninum

- Caracterizar a codorna como modelo biolégico na manutengo de N. caninum

- Caracterizar a dinamica de produgdo de anticorpos anti-N. caninum em codornas
experimentalmente infectadas.

- Determinar o periodo pré-patenie e a paténcia de N. caninum em c3es apbs a
ingestdo de 6rgaos de codornas infectadas experimentalmente




4. MATERIAL E METODOS

4.1 ORIGEM E MANUTENGAO DAS CODORNAS

Cinquenta e oito codomas (C. c. Japonica), com vinte dias de vida, foram
adquindas de um criatdrio comercial e instaladas no isolamento do Hospital
Veterinario da Universidade Estadual de Santa Cruz. Este isolamento recebeu um
vazio sanitario, além de ser higienizado por meio do uso de solugéo de hipoclorito de
sodio (2%) e vassoura de fogo. As codornas foram identificadas individualmente com
anilhas numeradas e mantidas em gaiolas proprias para a espécie. As aves eram
alimentadas com ragdo comercial (Purina) e agua destilada ad /ibitum, tendo seu
peso e temperatura cloacal aferidos diariamente no primeiro més e posteriormente a
cada sete dias. As aves foram divididas de forma aleatéria, em trés grupos: 40
codornas (Grupo A), 8 codornas (Grupo B) e 10 codornas (Grupo C) . Tendo o seu
uso aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA- UESC) com o
numero de protocolo 033/09.

4.2 INFECGAO EXPERIMENTAL DE CODORNAS POR TAQUIZOITOS COM
NEOSPORA CANINUM

Foram utilizados taquizoitas de N. caninum do isolado NC-Bahia (GONDIM et
al., 2001) cultivados em células CV-1 (fibroblastos renais de macaco verde africano).
As células CV-1 infectadas e ndo infectadas foram cultivadas a 37°C em 5% de CO,,
utilizando meio RPMI 1640 (Sigma Co., EUA), contendo 10% de soro fetal bovino,
até atingirem a confluéncia, quando foram infectadas com células CV-1 parasitadas,
Em torno de 10 dias um grande numero de taquizoitas encontrava-se no
sobrenadante. Estes foram colhidos, passado em seringa com agulha para liberagdo
dos parasitos intracelulares restantes, recolhidos em tubos cnicos e centrifugados a
1000g por 10-minutos a 4° C. O sobrenadante foi descartado e o sedimento
ressuspenso em 1 mL de solug&o salina fosfatada tamponada (PBS) com pH 7,2. A
suspensdo de taquizoitas resultante foi mensurada em camara de neubauer, para
obteng¢do do inoculo.

O grupo A recebeu 3,5x10° de taquizoitas de N. caninum, enquanto que o
grupo B 5x10° e o Grupo C placebo, composto por PBS. Em todos os in6culos foi




adicionado penicilina na concentragdo de 10000 U e foi utilizado a via subcutanea
nas codomas.

4.3 COLETA DAS AMOSTRAS

As codornas do grupo A e C tiveram seu sangue colhido pela veia jugular e
foram eutanasiadas nos dias 1°, 3°, 5° 7° 14°, 21°, 30° 60° 120° dias apbs
inoculagdo (DAI), sendo quatro do grupo A e uma do grupo C, com excegéo do 60°
DAl em que oito codornas do grupo A foram eutanasiadas, e as codornas do grupo
B que tiveram quatro codomas eutanasiadas no 60° DAI e 120° DAI. As eutanésias
ocorreram conforme preconizado pelo Colégio Brasileiro de Etica e Bem-Estar
Animal. As amostras de sangue foram centrifugadas a 1000 g por 5 minutos, tiveram
0 seu soro retirado e armazenados em criotubos & 20°C para a realizagdo da RIFI.
Apds a eutandsia as aves foram necropsiadas e os seguintes drg&os retirados: bago,
bursa de fabricius, cérebro, cerebelo, coragédo, figado, lingua, musculatura peitoral,
ovario, pulmdes e rins. Estes 6rgdos e as carcagas foram pesados, com excegdo da
lingua e musculatura peitoral, e tiveram os seus fragmentos separados em 100 mg,
exceto o baco cujo fragmento variou de 30-100mg, devido ao baixo peso
apresentado em algumas aves, e transferidos para criotubos previamente
esterilizados e identificados, onde foram estocados a -80°C para a realizagdo da
Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR). Parte destes 6rgéos foi acondicionada
em solugdo de formalina tamponada a 10% entre 24 a 48 horas, com posterior
fixagdo em solugdo de élcool etilico a 70% para realizagdo da histopatologia (H&E)

e imunohistoquimica (IHQ).

4.4 ORIGEM E MANUTENGAO DOS CAES

Antes da chegada dos cées foi realizado um vazio sanitario nas baias, com
desinfecgdo no canil com solugdo de formaldeido a 1%, hipoclorito de sédio a 2% e
a utilizagdo de vassoura de fogo. Trés caes fémeas, higidas, sem raca definida, com
dois meses de idade, obtidas do Centro de Controle de Zoonoses de Itabuna foram
acondicionadas em canis para a espécie preconizando o bem estar animal.

Os caes foram vacinados contra Cinomose, Parvovirose, Coronavirose,
Adenovirus tipo 2, Parainfluenza, Hepatite Infecciosa Canina, e Leptospirose com



trés doses a cada 30 dias e tratamento anti-helmintico (Dontral plus®, dose unica
330mg) e mantidos com ragdo comercial e dgua destilada ad /ibitum. Com realizagéo
de sorologia para N.caninum antes do experimento.

4.5 INFECCAO EXPERIMENTAL DOS CAES COM N. caninum

Antes de serem infectados os cées foram mantidos em jejum alimentar por 12
horas. Os animais foram alimentados com o “pool” de tecidos das codomas
eutanasiadas no 60° DAI. Dois c3es foram alimentados com tecidos de codornas do
grupo A, enguanto um c&o foi alimentado com tecidos das codornas do grupo B. O
“pool” de tecidos oferecido para dois caes (grupo A) foi composto por 3g de cérebro
mais cerebelo, 344g de musculatura peitoral, 14g de coragdo, 10g de pulmao, 36g
de figado, 11g de rins, 16g de ovério e 0,127g de bursa de fabricios totalizando 437g
de tecidos de codomas do grupo A, sendo que cada animal alimentou-se com
218,52g de “pool” de tecido. Para o ultimo c&o (grupo B) o “pool” se constituiu de
1,4g de cérebro mais cerebelo, 225g de musculatura peitoral, 8g de coragéo, 5,6g de
pulméo, 17g de figado, 6g de rins, 17g de ovario e 0,139g de bursa de fabricios
finalizando com total de 281g de tecido das codomas do grupo B.

Nenhum dos cdes foi eutanasiado, e todos os procedimentos realizados
estavam de acordo com os principios éticos em pesquisa com animais de
laboratério, adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA) e
tendo o seu uso aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA-
UESC) com o nimero de protocolo 033/08.

4.6 COLHEITA DE AMOSTRAS PARA EXAMES SOROLOGICOS DOS CAES

De cada cdo foi colhido sangue por venopung&o da veia jugular o que foi
centrifugados a 1000 g por 5 minutos e © seu soro retirado e armazenado em
criotubos para a Reagéo de Imunoflucrescéncia Indireta (RIFI). Estas colheitas foram
realizadas nos dias 0, 7, 14, 21 e 28 apds infecgdo. Os soros foram mantidos a uma

temperatura de -20°C até a realizagdo da sorologia.

4.7 REACAO DE IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA (RIFI) PARA N. caninum
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As laminas com taquizoitos de Neospora caninum foram retiradas do freezer
e lavadas em (PBS) por 5 minutos, deixando-as secar em estufa mais 5 minutos.

A RIFI foi realizada de acordo com Yamane et al. (1997). O ponte de corte
utilizado foi de 1:50 nos cées, sendo colocado 10uL de conjugado anti-lgG canino
(Sigma®-Aldrich F4012 inc., USA)

A leitura foi realizada em microscépio Binocular BX 51 (OlympUSTM) com
sistema de epifluorescéncia e aumento de 400x, considerando-se as reagées
positivas quando a fluorescéncia periférica total for observada em mais de 50% dos
taquizoitos. Reagbes parciais ou apicais foram interpretadas como negativas. Como
foram utilizados soro de cdes (SICUPIRA et al, 2011) e galinhas positivas e
negativas para N. caninum (GONGAVES et al. 2010).

Para as codornas foi utilizado 0 mesmo protocolo com as algumas alteragdes.
O ponte de corte foi de 1:10, solug&o de conjugado foi padronizada na proporgao de
1:300 composta de 1 pL anti-IgG chicken (Sigma®-Aldrich F4137 inc., USA),

4.8. EXAMES COPROPARASITOLOGICOS

Trés dias antes e diariamente por 30 dias ap6s a alimentagéo dos cdes com
os tecidos de codorna, foi realizado exame de fezes pelo método de flutuagdo com
solugdo de sacarose pelo método de Sheather (BENBROOK; SLOSS, 1965)
modificado com centrifugagdo para identificagdo de oocistos de N. caninum.

Trés aliquotas/dia (9 gramas de fezes) foram pesadas e homogenizadas em
15mL de agua destilada em um Becker, o material foi filtrado em uma camada dupla
de gaze e tamise e centrifugado a uma velocidade de 1000 g por 5 minutos. Em
seguida o sobrenadante foi desprezado, sendo acrescido 5 mL de solugdo saturada
de agtcar (densidade 1,63) para facilitar a homogenizagdo do pellet que
posteriormente foi completado até o volume do tubo.

Em seguida, as amostras foram novamente centrifugadas a 1000 g por 10
minutos, e adicionada solugéo saturada até a formag&o de um menisco convergente,
sendo coberto com uma laminula, de forma que a laminula teve contato com o
contetido do tubo. Deixou-se em repouso por 5 minutos, sendo depois retirada a
laminula com movimento uniforme e depositada sobre uma lamina.

Os restantes das fezes dos cdes passaram pelo mesmo procedimento
anteriormente descritos, sendo © sobrenadante retirado, adicionada solugao
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saturada de agucar e novamente centrifugados. O sedimento foi ressuspendido em
solugdo de dicromato de potdssio (K.CR;0;7) a 2% e mantido em temperatura
ambiente e aeragdo forgada pelo periodo minimo de dois dias, sendo utilizada
constantemente uma bomba de aquario para este fim. Em seguida a solug&o foi
retirada e mantidas -20°C para a realizagéo da extragdo de DNA.

4.9. EXAME HISTOPATOLOGICO DAS CODORNAS

As amostras de tecidos fixadas em solugdo de &lcool etilico 70% foram
processadas conforme rotina convencional de processamento histopatolégico, com
desidratagdo em diluicbes crescentes de alcool etilico e diafanizagdo em xilol, para
inclus@o em blocos de parafina histolégica. Os cortes com 4um de espessura foram
feitos em micrétomo e colocados em lamina de microscopia, as quais foram
previamente tratadas com poli-l-lisina a 0,01% As laminas com os cortes foram
mantidas em estufa a 60°C, por uma hora, e submetidas & desparafinizagéo em xilol
e reidratacao em diluicbes decrescentes de alcool etilico.

4.10. REACAO DE IMUNOHISTOQUIMICA (IHQ)

Foi utilizado um protocolo semelhante ao de MINEO et al., (2009) com
algumas modificacbes. Como anticorpo primario, um soro policlonal de um rato
experimentalmente infectado por N. caninum, na diluigdo de 1:6000, incubado por 18
horas. Estes anticorpos foram identificados por meio do complexo streptoavidina-
biotina-peroxidase (LSAB) (Dako Denmark A/S, Denmark). E a reagéo foi revelada
por meio da a da adicdo do cromdgeno tetrahidrocloreto de diaminobenidina (DAB)
(DakoCytomation™, Dinamarca). As laminas tiveram o seu contraste atribuido &
hematoxilina de Harris, sendo entdo desidratadas, imersas no xilol @ montadas com
Entelan.

A reacdo foi realizada em nos tecidos das codornas, que houve colheita
durante a necrdpsia, durante o periodo do 1° até o 120 DAI. Como controles foram
utilizadas laminas com cortes histolégicos de membrana de ovo infectadas e n&o
infectadas com taquizoitos de N. caninum (Furuta et al., 2007). A leitura foi realizada
em microscopio Binocular BX 51 (Olympus“') com aumento de 1000x.



17

411. EXTRAGAO DE DNA DOS TECIDOS DAS CODORNAS
EXPERIMENTALMENTE INFECTADAS

Previamente a extrag&o do DNA foi adicionado nitrogénio liquido em cada um
dos microtubos contendo os tecidos para que pudessem ser macerados com um
bastdo de vidro esterilizado. Apés a maceracio, tiveram o seu DNA extraido por
meio da utilizagdo de um kit comercial (Easy-DNA™ Invitrogen, Carlbad, CA, USA),
conforme recomendagbes do fabricante (Anexo 1).

ApGs a extragdo as amostras de DNA foram estocadas & -20°C até a
execugdo de reagdo da PCR.

4.12. EXTRAGAO DO DNA DAS FEZES DOS CAES

Para tal utilizou-se o Kit DNA Stool Mini Kit, Qiagen, EUA (QIAGEN™). Apés
a adicdo do tampao de lise as amostras foram submetidas a oito ciclos de
aquecimento (96°C) e resfriamento (-80°C) de um minuto cada e posteriormente
agitadas em um vortex por cinco minutos com 0,5g de pérolas de vidro (0,5mm), as
demais etapas foram realizadas conforme orientacdo do fabricante (Anexo 2).

4.13. DETECGAO DE DNA DE NEOSPORA CANINUM PELA PCR _EM
FRAGMENTOS DE TECIDOS DE CODORNAS E DAS FEZES DO CAES,
EXPERIMENTALMENTE INFECTADOS POR NEOSPORA CANINUM.

As amostras foram quantificadas por espectofotometria em espectofotémetro
800X! (FEMTO), para que em seguido as amostras fossem diluidas em &agua
ultrapura (Gibco) para que o DNA chegasse a uma concentrag@o de 50 ng/uL para
cada 10uL da amostra extraida.

Foi utilizado o DNA de taquizoitas de N. caninum do cultivo celular NC-Ba
(GONDIM et al. 2001) como controle positivo da PCR. Para detecgéo do DNA de N.
caninum da primeira reagdo foi utilizado os seguintes primers externos Np6
(5CAGTCAACCTACGTCTTCT-3') e Np21 (SGTGCGTCCAATCCTGTAAC3'), para
a detecgdo do gene NC5 (YAMAGE et al., 1996). As reagbes de amplificagéo foram
realizadas com volume final de 25 pL: 5 pL de cada amostra de DNA, 0,5 uM de
cada oligonucleotideo iniciador, 1mM de MgClz, 200 mM de mistura de dNTPs e Taq
DNA Polimerase (Invitrogen 1U/reagéo), completando o volume com &gua destilada
ultrapura. As amplificagbes foram conduzidas em um termociclador BioCicler MJ96G
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com 40 ciclos programados para desnaturagio (94°C/1 minuto), anelamento (52°C/1
minuto e 30 segundos) e extensdo (72°C/1 minuto). As reagdes foram precedidas
por uma etapa de desnaturagéo inicial de 94°C por 5 minutos e finalizados com uma
extenséo final de 72°C por 7 minutos.

Apos as reagbes de amplificagéio, os produtos da PCR foram submetidos a
eletroforese horizontal em gel de agarose 2%. A corrida eletroforética foi realizada a
80 Volts e 180 miliamperes durante 30 minutos em tampé&o de corrida (TEB) pH 8,0.
Um volume de 12 pL de cada amostra foi aplicado nas canaletas dos géis. Logo em
seguida o gel foi introduzido em solug&o de brometo durante 15 minutos. Logo apos
os géis foram visualizados em transluminador de luz ultravioleta e fotografados por
um analisador e imagens acoplado (L-PIX, LOCCUS).

4.14. ANALISE ESTATISTICA

As médias do peso vivo, peso relativo dos 6rgdos (peso do 6rgdo/peso da ave
x 100) e temperatura corporal foram comparadas entre animais infectados e
controles utilizando o teste { de Student, com nivel de significancia de 95%. Para
comparagéo de média do peso relativo dos utilizou-se a seguinte metodologia: as
codornas infectadas e eutanasiadas no 1°, 3°, 5°, 7° e 14° DAI tiveram suas médias
comparadas com a média do peso relativo dos orgdos das codornas controles
destes mesmos dias, sendo o mesmo procedimento adotado para comparagdo da
média do peso relativo dos 6rgdos das codornas eutanasiadas do 21°, 30°, 60° e

120°.




5. RESULTADOS

5.1. MANUTENGAO, PESO E TEMPERATURA DAS CODORNAS.

As codornas se mostraram resistentes 3 infecg&o pelo N. caninum néo tendo
sido observado nenhum caso de morbidade ou mortalidade. A figura 1 demonstra o
ganho de peso das codomas infectadas em relagéo a controle, onde se observa que
os animais infectados apresentaram ganho de peso superiores a 20g no 30° DAl e a
30 gno 58° DAL Sendo interessante observar também que as codornas do grupo B
tiveram aumento discreto de peso em relagsio a codomnas do grupo A, na Figura 1.

225 W ifingl
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165 7

ODAI  1DAI 3DAI 5DAI 7DAl 14DAl 21DAI 30DAl &0 DAI

=

145

Figura 1. Peso médio das codornas infectadas experimentalmente com taquizoitos
de Neospora caninum (grupos A e B) em relagéo as codornas do grupo controle.

As temperaturas das codornas mostraram um padrdo irregular entre as
codomnas controles e infectadas até o 7° DAI, tendo a temperatura das codornas
ascendendo e atingindo o seu pico no 14 DAI, havendo uma decadéncia logo apds
este periodo, mas mesmo assim estabilizando com uma média maior que a das
codornas controles, como pode ser observado na figura 2.
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Figura 2. Temperatura média das codornas infectadas experimentalmente com
taquizoitos de Neospora caninum (Grupo A e B) em relagdo as codornas do grupo
controle.

5.2. PESO DOS ORGAOS DAS CODORNAS

O valor médio relativo do peso do bago das codornas infectadas foram
superiores aos do controle (p<0,05), no 3° 7° e 14° DAl evidenciando
esplenomegalia nas duas primeiras semanas de infeccdo (Tabela 1, Figura 3)
embora o peso médio relativo do figado nos animais infectados tiveram valores
superiores a 500mg em relagdo a média das controles até o 7° DAI, o mesmo foi
significativo (p<0,05) apenas no 3° DAI (Figura 3). Como pode ser observado na
Tabela 1.

5.3. SOROLOGIA PARA N. caninum

As codornas comegaram a apresentar titulagdo a partir do 7° DAl onde uma
codorna apresentou titulo 20 enquanto que trés apresentaram uma titulagdo de 40,
No 14° DAl todas as codornas foram soropositivas com titulages que variaram de
10 a 320. Tanto no 21° DAl gquanto no 30° DAI, somente uma codorna foi
soropositiva com titulo 10 Apés o 30° DAl ndo foram observadas codornas
Soropositivas para N.caninum, (Figura 4),. Nenhuma codorna controle
soroconverteu. Todos os cdes alimentados com tecidos de codomas eutanasiadas
no 60° DAI mantiveram-se soronegativos durante todo o periodo experimental.
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Figura 3. Variagdo no tamanho dos 6rgdos de codomas infectadas
experimentalmente com taquizoitos de Neospora caninum. A=Bago de uma codoma
infectada do 3° dia ap6s infecgéo (DAI) e; B= Figado de uma codorna infectada do 3°
DAlt (?m ambos os caos & comparagdo com o mesmo 6rgdo de uma codorna
controle.

5.4. EXAMES COPROPARASITOLOGICOS

N&o foi encontrado nenhum Qocisto nas fezes dos cdes que foram

examinadas, durante o periodo estabelecido.

5.5. REACAO DE IMUNOHISTOQUIMICA (IHQ)

Foram observadas imunoreatividade pela IHQ principalmente durante as duas
primeiras semanas de infecgdo (Figura §), sendo observada marcagGes nos tecidos
de 15 codornas, Os 6rgdos imunoreativos em ordem decrescente foram bursa de
fabricius (5), bago (4), figado (4), cérebro (3), cerebelo (1), coragdo (1), lingua (1),
musculo peitoral (1) e o pulm&o (1) e em apenas uma codorna infectada com 5x10°
taquizoitos foi encontrada imunoreatividade no bago, no ultimo dia de experimento.
Totalizando 21 marcagdes, como pode ser observado tabela 2. Demonstrando uma
preferéncia por 6rgaos do sistema fagocitico-monocitico seguido de tecido nervoso e

muscular.

5.6. RESULTADOS DA HISTOPATOLOGIA (HE)
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Apesar da ocorréncia de infiltrados inflamatérios e hemorragias em érgéos
como figado, pulmdo, coragdo e rins, além de outras patologias como esteatose
hepatica e apoptose de linfécitos na bursa de fabricius, ndo foi possivel fazer uma

correlagdo das mesmas com a presenca do N. caninum, pelo fato das codornas
controles terem mostrado os mesmos achados.
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Figura 4. Titulos médios de anticorpos de codornas infectadas experimentalmente
com taquizoitos de Neospora caninum. DAI

No figado de 3 codornas infectadas, duas do 3 DAl e uma do 7 DAI, foi
encontrado infiltrado inflamatério associado &s marcagbes imunohistoquimicas,
como pode ser observado na Figura 6. Tal associacdo ndo foi encontrado em
nenhuma das codornas controles, apesar da ocorréncia de infiltrado inflamatdrio nas
mesmas.

5.7. DETECGAO MOLECULAR DE N. caninum EM TECIDOS DE CODORNAS
EXPERIMENTALMENTE INFECTADAS POR MEIO DA PCR.

Na PCR foi encontrado o DNA do parasito em sete codornas, principalmente
nas duas primeiras semanas de infecgdo, sendo em um cérebro no 1° dai, no
musculo peitoral e rins no 3° DAI no cérebro no 5° DAI, em um coragéo e um pulméo
no 7° DAl e em um pulm&o no 14° DAI. Observou-se amplificagdo no bago de uma
codorna no 30° DAI em codornas infectadas com 3,5x10° taquizoitos de N. caninum
e também observou-se amplificagdo no bago no 120° DAl de uma das codornas
infectadas por 5 x10° taquizoitos (tabela 2)..

Quanto a PCR do DNA das fezes dos céaes, que ingeriram tecido de codomas
infectados por N.caninum, ndo houve amplificagédo do DNA do parasito durante o

periodo do estudo.
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Tabela 2. Relagdo de codomn

as positivas para Neospora caninum perante as
técnicas de RIFI, IHQ e PCR. . P 5

Dias apés infecgio
Técnica  1° 3° B° 70 14° 2190 30° 120°
RIFI X X X 10(20)  17(20) 06(10)  65(10) X
X X X 41(40)  39(160) X X X
X X X 12(40)  11(320) X X X
X X X 18(40)  51(10) X X X
HQ 20(B) 02(F) 40(Bf) 10(F) 17(B.CbLe X 65(B) 54(B)
P)
16(C) 36(FBF e 49(F) 41p, 39(p) 21B) X X
P) Co, Bf)
X 48MC e X X X 15(C) X X
Bf)
PCR X X X X 17(P) X 55(B) 54(B)
16(C) X X 41(Co X X X X
eP)
X 46(M,R) 43(C) X X X X X

* Nomero: corresponde ac animal; X: Resultado negativo; RIFI: [N) valor do titulo; IMH B PCR: B=bago, Bf= Bursa de bafricius,
C=cérebro, Cb= cerebelo, Co= coragio, F=figado, L=lingua, M= misculo peltoral, P=pulmio, R=rim.

Pela Tabela 2 é possivel observar que no 1° DAI, 3° DAl e 120° DAI,
respectivamente, as codornas 16, 46 e 54 foram positivas na IMH e PCR. No 7° DAl
e 14° DAI, respectivamente, as codornas 10 e 39 foram positivas na RIF] e IMH.
Enquanto que no 7° DAI, 14° DAI e 30° DAI, respectivamente, as codornas 41,17 e
55 foram positivas na RIF], IMH e PCR. Importante observar que pelo menos um
6rgéo de cada uma destas codornas que foi positivo pela IMH, foi também positivo
na PCR
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17PUL 54 BAC 41 COR 16 CER 46 RIM
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Figura 7. Deteccdo de DNA de Neospora caninum pela PCR em amostras de
tecidos de codornas experimentalmente infectadas. Canaleta 1: Marcador de peso
molecular (328pb); canaleta 2: Controle positivo; Canaleta 3: Controle negativo;
Canaleta 4: 17 Pulmao; 54 Bago; 41 Coragdo; 16 Cerebro; 46 Rim. Numero

(codorna). 328 Pares de base (PB).
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6. DISCUSSAO

As codornas se mostraram resistentes a infecgéo pelo N. caninum n&o tendo
sido observadas morbidade ou mortalidade, semelhante ao observado por Furuta et
al, (2007) em frangos. No entanto, um dos pombos infectados por N. caninum
(MINEO et al., 2009) veio a ébito no 25° DAL O que pode demonstrar que o pombo
possa ter uma maior susceptibilidade a N. caninum, este fato é corroborado pelo
estudo de s Mcguire et al., (1999) que identificaram N. caninum em todos os pombos
infectados..

A sorologia evidenciou uma curva de titulagdo que se teve a sua ascensao
apds o 5° DAl e se encerrou no 30° DAI, alcangando o seu pico no 14° DAI, que
pode ser um indicio de controle da infecgdo pelo hospedeiro. Outros estudos
experimentais corroboram com estes achados com picos de titulagdo ocorrendo
entre a segunda e terceira semana (FURUTA et al., 2007 e MINEO et al.,, 2009).
Nestes trabalhos observou-se titulagbes superiores aos encontrados nas codornas e
pode estar relacionada a via de infecgéo utilizada (intraperitoneal), que tende a
induzir uma resposta mais intensa por parte do hospedeiro. Estes achados
demonstram que apesar das aves serem possiveis portadoras (Costa et al., 2008) a
identificacdo de infecgbes cronicas, através da sorologia, pode ser comprometida
pela auséncia da detecgdo de anticorpos IgG, nas diluicdes propostas em estudos
prévios (Mineo et al., 2009), mesmo em aves reinfectadas (Furuta et al., 2007), o
que sugere a utilizagdo de pontos de corte inferiores aos recomendados. No entanto
Mcguire et al. (1999) encontraram uma titulag&o alta em pombos na 6 semana apos
a infecg@o, com um ponto de corte superior ao deste estudo, o que pode indicar uma
possibilidade da infecgdo permanecer por um tempo maior nessa espécie. Assim
como que obteve uma prevalécia de 35,8% (24/67) em corvos, com menos de um
ano de idade (Corvus corax) (MOLINA-LOPEZ et al. 2011), o que pode ser explicado
pela baixa idade com exposigéo recente, associado a uma possivel susceptibilidade
desta espécie que pertence ao mesmo clado dos pombos (TolWeb, 2012).

O ganho de peso das codomas manteve-se semelhante entre os grupos A e
B durante todo o experimento, sem diminuicdo em relagdo ao controle, mesmo
durante a fase aguda da infecgdo, demonstrando que a infecgdo néo foi capaz de
interferir negativamente no desenvolvimento ponderal das aves. Contudo, a partir da
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terceira semana de infecgdo observou-se Um aumento gradual do peso médio dos

animais infectados em relagdo aos animais controle, fenémeno este ja descrito em

codomas infectadas com Toxoplasma gondii (MUNHOZ, 2000). O que influencia
este fendmeno deve ser objeto de novos estudos, onde na nossa hipétese relaciona
uma possivel a imunidade cruzada, contra outras espécies de coccidios presentes
nas aves e que poderia ter um efeito POsitivo sobre o ganho de peso das aves.

O resultado da PCR demonstrou baixo ndmero de aves positivas (7/48),
corroborando com infecgdes naturais em pardais (3/40) (GONDIM et al.,2010) e em
outras aves silvestres (3/201) (DARWICH et al., 2011). Contudo diverge dos estudos
de McGuire et al. (1999), provavelmente em fung&o da via de inoculagdo utilizada. A
identificacdo do DNA de N. Caninum, somente no cérebro, j& havia sido relatada
anteriormente (MCGURE et al,, 1999; DARWICH et al., 2011) assim como no

cérebro e coragdo, através de macerados de cérebro e coragdo (GONDIM et al.,
2010).

Orgaos como o bago, coragéo, musculo peitoral, pulmao e rim foram positivos

na PCR e IHQ, o que demonstra a possibilidade de disseminagdo do parasito pela
via sub-cutanea. Contudo o nGmero de drgéos positivos proporcionalmente inferior
aos de outros trabalhos experimentais. Sendo que a imunoreatividade em varios
orgaos, também j& havido sido identificadas anteriormente (MINEO et al., 2009),
assim como visualizagdo de um cisto pela IMH na musculatura (MINEO et al.,
2011), demonstrando que a distribuicio de N.caninum pode atingir varios 6rgios das
aves, nao tendo como afirmar se ha uma predilecio, pois a quantidade de orgéos
atingidos foi baixa.

Esperava-se pela concentragéo do inoculo, que um grande nimero de aves e
seus respectivos tecidos tivessem sido detectados como positivos com as técnicas
utilizadas, contudo este fendmeno ndo ocorreu, por ex. a codorna que atingiu a
maior titulagdo na RIFI (1:320) néo teve tecidos positivos tanto na PCR quanto na
IMH. Da mesma forma que alguns 6rgdos que foram positivos para uma técnica,
acabaram negativos em outra. E provavel que uma baixa concentraggo de parasitos
Ou uma distribuig&o irregular sejam os responsaveis por este resultado, o que pode
indicar o uso do Nested PCR ou PCR em tempo real para minimizar a chance de
resultados falso-negativos, tanto em infecgdes naturais, quanto experimentais.

Além disso, uma baixa concentragdo de parasitos nos tecidos evidencia uma
resisténcia destas aves a infecgéo, pois apesar de ser ofertado uma quantidade de
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tecidos das codornas, semelhante aos de outros estudos (McALLISTER et al., 1998:
GONDIM et al, 2004; FURUTA et al., 2007; KING et al., 2010) nenhum cdo
eliminou oocistos ou soroconverteu, o que reforca a hipdtese de auséncia de cistos
nos tecidos ofertados. Até o momento apenas Furuta et al. (2007), obtiveram éxito
na producdo de oocistos por cdes alimentados com ovos embrionados, onde é
provavel que esta produgdo possa estar relacionada a alta carga parasitéria
presente na membrana cérion-alantdide ofertadas. .

As codomnas pertencem ao Clado: Gallonaserae, Ordem: Galliformes, Familia:
Phasianidae e Genero: Coturnix. Enquanto que os pombos (considerados bons
modelos experimentais Por Mineo et al. (1999) pertencem ao Clado: Neoaves,
Ordem: Columbiformes, Familia: Columbidae Género: Columba (Tolweb, 2012). No
entanto por terem essas aves percorridos caminhos diferentes no decorrer de sua
evolugdo, pode ter ocorrido em algum momento essa diferenga na susceptibilidade a
N.caninum. Ja que em algumas espécies e ordens que ja passaram por
investigacGes nao foi possivel encontrar indicios que comprovassem a exposicdo da
ave a N. caninum (MCGUIRE et al., 1999; DARWICH et al., 2011; Mineo et al,,
2011). E dessa forma langando um questionamento sobre o potencial das aves para
serem possiveis hospedeiros intermedirios, e ao mesmo tempo colocando duvidas

se a ordem das aves poderia possuir graus de susceptibilidade diferentes frente ao
parasito (MCGUIRE et al., 1999), como ocorre com os mamiferos.

No entanto ainda e necessario ter muita cautela para se afirmar se alguma
destas aves possa de certa forma ter adquirido resisténcia a N. caninum, pois
existem fatores como numero de animais utilizados de cada espécies, técnica
utilizada, idade, grau de exposicdo e ambiente que de certa forma acabam
influenciando na resposta do parasito ao hospedeiro.
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7.CONCLUSAO

N&o possivel associar diretamente as lesGes histopatologicas a presencga do
N.caninum. No entanto, infiltrados inflamatérios no figado de cordas do 3 ao 7 DAl
com imunoreatividade a IHM.

Foram observados producéo de anticorpos fugazes nas codornas infectadas
experimentalmente.

Cées quando alimentados com tecido de codornas experimentalmente
infectados com N.caninum nao soroconverteram e tampouco eliminaram oocistos do
parasita.

Com base nos resultados deste trabalho as codornas n&o se mostraram um
bom modelo biologico para a manutengéio do N. caninum devido ao baixo nimero de
6rgdos e codomas identificadas como positivas, bem como se mostraram resistentes
a infecg@o com taquizoitos de N.caninum nas condigdes deste trabalho.
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10. ANEXOS

ANEXO 10.1. EXTRAGAO DE DNA DO TECIDOS DAS CODORNAS

1. Foram adicionados 350 pL da solugéo A em cada amostra para suspender as
celulas do tecido, para entdo serem vortexizadas para homogenizagéo destas
células.

2. Logo em seguida as amostras foram incubadas a 65°C por 10 minutos em
banho Maria (thermo BATH ALB64 (FINEPCR).

3. Retirando as amostras do banho Maria foram adicionado 150 pL da solugéo B
para entdo serem vortexizadas mais uma vez.

4. Sendo em seguida acrescido 500 uL de cloroférmio e entdo vortexizado
novamente, até que a mistura adquirisse uma forma homogénea.

5. Para entdo serem centrifugadas a 4°C por 10 minutos a velocidade maxima
para a separaco das fases.

6. A fase superior do tubo foi transferido para um novo tubo de microcentrifuga.

7. Para a precipitacdo do DNA, foi adicionado na amostra 1mL de alcool etilico
100% (-20°C) e ent&o vortexizadas brevemente.

8. Logo em seguida foram incubadas a -20°C durante 30 mintuos. Ao retirar as
amostras do freezer, estas foram centrifugadas a velocidade maxima a 4°C
por 10 minutos.

9. O Alcool etilico 100% foi removido e ent&o foi adicionado 500 L de lcool
etilico 80% (-20°C), sendo misturadas através de inversao do tubo em 5
tempos.

10.Entdo foram centrifugadas a velocidade maxima (4°C) por 5 minutos.
Salvando o pellet e removendo o alcool etilico 80% de forma cuidadosa.

11 As amostras foram novamente centrifugadas (4°C) por 3 minutos e o residuo
do lcool etilico foi removido e os tubos ficaram abertos por 5 minutos para a
evaporagéo do alcool.

12.0 pellet dos tubos foi entéo suspendidos através de 100 uL de TE buffer.

13. Entdo foi adicionado 2 yL de RNase em cada amostra.

14.As amostras foram incubadas a 37°C por 30 minutos em banho Maria

(Thermo BATH ALB64 ( FINEPCR).
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15.E logo em seguida as amostras foram estocadas a -20°C até o momento de
suas quantificagdes e PCRs.



e
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ANEXO 10.2. EXTRAGAO DO DNA DA ;
TECIDO DE  CODORNAS ia DAS FEZES DOS CAES QUE INGERIRAM

ERIM
NEOSPORA CANINUM ENTALMENTE INFECTADAS POR

. Foi pipetado 200uL de cada amostra em um tubo de microcentrifuga de 2 mL.

Sendo Adicionado em seguida 1,4m| do Tampdo ASL para cada amostra de
fezes.

3. Foram Misturaradas continuamente no Vortex por1 minuto ouaté que

a amostra de fezes fossem completamente homogeneizadas.

Aqueceu-se a suspensio por cinco minutos a 70°C e Homogenizou no

Vortexpor 15 segundos aamostrae em seguida centrifugou-se em

velocidade maxima durante 1 minuto para formago do pellet.

5. Pipetou-se 1,2 mL do sobrenadante para umtubo de 2mL da

microcentrifuga novo e descartou 0 Pellet.

Adicionou-se 1 Tablete de InhibitEX para cada amostra e homogenizou no
Vortex imediatamente e continuamente por 1 minuto ou até que o Tablete
seja totalmente suspenso.

7. Incubou-se as suspensdes por 1 minuto em temperatura ambiente para
permitir que os inibidores matriz inhibithex seja absorvidos.

8. Centrifugou-se as amostras a toda velocidade por 3 minutos para que os
pellets dos inibidores fossem ligados a inhibitex matriz.

9. Pipetando em seguida todo o sobrenadante para um tubo de microcentrifuga
de 1,5mL e descartando o pellet.

10. Centrifugando novamente as amostras a toda velocidade por 3 minutos. Para
entdo Pipetar 15uL da proteinase Kem um novo tubo de microcentrifuga
de 1,5 mL e logo em seguida acrescentar mais 200uL do sobrenadante da
etapa anterior para dentro deste tubo, e completando com 200uL
de tampéo AL.

11. Sendo posteriormente homogeneizadas no Vortez por 15 segundos e logo em
seguida incubadadas a 70°C por 10 minutos.

12.Para que entdo fosse adicionado 200pL alcool absoluto para o lisadoe
misturados em um vortex.

13.As tampas de uma nova coluna rodada do QlAamp foram Etiquetadas e
colocadas em um tubo de coleta de 2 mL.
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14.0 lisado completo foi cuidadosamente aplicado para a coluna despin QlAamp
sem umedecimento aro.

15.As tampas foram fechadas e centrifugadas a toda velocidade durante 1
minuto. O material centrifugado foi Colocado em um novo tubo de 2mL.

16.A coluna QlAamp girada foi aberta e adicionou-se 500uL da solugéo tampéo
AW1.

17.A tampa entéo foi fechada e centrifugada a toda velocidade por 1 minuto.

18.Colocando em seguida a coluna QlAamp rodada em um novo tubo de 2 mL ,
para em seguida a coluna rodada do QlAamp ser aberta e adicionado
500pL de solugao tampéo AW2,

18.A tampa foi fechada e centrifugada mais uma vez, a toda a velocidade por
3 minutos e descartar o tubo de coleta contendo o filtrado.

20.Sendo entdo Transferida a coluna rodada QlAamp para um novo tubo de
microcentrifuga e etiquetado.

21.A coluna rodada QlAamp foi aberta e entéo pipetados 200uL da solugdo
tamp&o AE diretamente sobre a membrana do QlAamp, Fechando a tampa e
incubando-a por 1 minuto & temperatura ambiente, para em seguida, mais
uma vez fosse centrifugada a velocidade maxima durante 1 minuto para

finalmente eluir o DNA.
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ANEXO 10.3 REAGAO DE IMUNOHISTOQUIMICA (IHQ)

1.

Cortes dos tecidos incluidos em parafina foram incubadas na estufa por 60
minutos para o processo de desparafinizagéo.

Em seguida os tecidos passaram por um processo de hidratagdo seguindo a
seguinte ordem dos alcodis: &lcool absoluto I, &lcool absoluto Il, &lcool
absoluto lll, alcool 95 |, alcool 95 11, lcool 85 | e &lcool 85 Il, passando por 15
segundos em cada etapa.

Sendo posteriormente embebidas em dois banhos de xilol, com 10 minutos
em cada um, para o processo de clareamento com a evaporagao da parafina.

As laminas receberam 10 lavagens em agua destilada e foram incubadas em
tampao citrato pH 7,0 em banho-maria com a temperatura de 96°°C por 30
minutos.

ApGs esse periodo, as laminas foram resfriadas por 20 minutos em
temperatura ambiente. recebendo posteriormente 5 lavagens de agua
destilada, sendo imersas por 5 minutos sob uma solugéo de Tris-HCI (pH 7,2).

Para o bloqueio da peroxidase endégena foi utilizado uma solugéo de
peréxido de hidrogénio a 8% em e alcool metilico.

. Em seguida as laminas passaram por mais 5 lavagens em agua destilada e 5

minutos na solugéo de Tris-HCI (pH 7,2) e foram postas em camara Umida,
sendo feito o bloqueio de proteinas inespecificas e biotina endégena com o
leite desnatado a 4% por 20 minutos.

As laminas receberam 5 lavagens com &gua destilada seguido de mais 5
lavagens com o TRIS-HCI (pH 7,2) para que entdo pudesse ser adicionado
100 pL de anticorpo policlonal priméario de Neospora caninum, na diluigdo de
1:6000. Para que entéo fossem deixadas refrigeradas em over night.

No dia Seguinte apds nova lavagem com Tris-HCI (pH 7,2) foi utilizado como
anticorpo secundario o complexo streptoavidina-biotina-peroxidase (LSAB),
utilizando-se kit DakoCytomation™ Dinamarca conforme especificagbes do

fabricante.

10.Posteriormentefoi adicionado 100 pL do cromégeno tetrahidrocloreto de

diaminobenidina (DAB) (DakoCytomation™, Dinamarca).

11. Como contracorante foi utilizado a Hematoxilina de Harris.
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12.Em sequida as laminas com os tecidos passaram por um processo de
desidratacdo: dlcool 80 II, alcool 80 I, dlcool 95 I, dlcool 95 |, dlcool absoluto
l1l, alcool absoluto Il @ o alcool absoluto |

13.para que entdo fossem imersas no xilol e entdo as laminas pudessem ser
montadas com as laminulas com o auxilio do Entelan.
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ANEXO 10.4. REACAO DE IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA DOS

CAES E DAS CODORNAS EXPERIMENTALMENTE INFECTADOS POR
NEOSPORA CANINUM

Cada soro foi diluido em PBS pH 7,2. Em cada pogo adicionou-se 10uL de
soro diluido.

. O material foi incubado a 37°C por 30 minutos, submetendo-os depois a duas

lavagens, com PBS por 5 minutos sob leve agitagso.

. Apds secagem, foram adicionado 10puL de conjugado anti-IgG canino

(Sigma®-Aldrich F4012 inc., USA) e diluidos conforme especificagdo do
fabricante, adicionando-se 0,5% de azul de Evans 2 solugo.

. As laminas foram incubadas em camara Umida e escura a 37°C por 30

minutos e lavadas posteriormente como descrito anteriormente, porém com a
cuba coberta ou envolta com papel aluminio para evitar propagagao da luz.

. ApGs a lavagem das laminas em PBS, as mesmas foram secas a temperatura

ambiente ou em estufa por cinco minutos e em seguida realizou-se a
montagem das laminas com laminula e glicerina tamponada (90% de glicerol
e 10% PBS).

OBS: Na padronizagdo da RIFI em aves, No passo 2 o material foi incubado

por 1 hora ao invés de 30 minutos. E no passo 4 por 45 minutos ao invés de
30 minutos.



