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Resumo

Neospora caninum é um protozodario que foi reconhecido em cdes em 1984,
trata-se de enfermidade neuroldgica que foi diagnosticada em filhotes de caes,
0S quais apresentavam encefalomielite, miosite e paresia dos membros.
Parasitos livres foram encontrados no cérebro e nos musculos dos caes, e
formas encistadas no cérebro, que se assemelhavam a Toxoplasma gondii,
porém, os testes soroldgicos realizados foram negativos para o mesmo. Pouco
tempo depois, tornou-se a analisar os cortes histoldgicos dos cdes mortos em
1984, onde foi identificado um novo género, Neospora, € a nova espécie
Neospora caninum. A determinacdo baseou-se pelos sinais clinicos os quais
foram relacionados a paresia e paralisia dos membros pélvicos os quais ndo
sdao observados na toxoplasmose. Assim como, notou-se que a espessura da
parede do cisto de N. caninum é menos delgada que a de T. gondii.
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Canine neosporosis: biology, etiology, clinical signs, diagnosis and

control

Abstract

Neospora caninum is a protozoan that was recognized in dogs in 1984, it is
neurological illness which was diagnosed in dog pups, which had myositis and
parturient of members. Free parasites were found in the brain and muscles of
the dogs, and encysted in the brain, which is the Toxoplasma gondii
resembled, however, the serological tests carried out were negative for the
same. Shortly afterwards, became the analyze cuts histological dogs killed in
1984, where he was identified a new genre Neospora, and new species
Neospora caninum. The determination based by clinical signs which were
related to parturient and paralysis of members which are not deliveries
practice may be observed in toxoplasmosis. As well as playing the cyst wall
thickness N. caninum is less thin that T. gondii.

Keywords: dogs, parasitology, Neospora caninum

1. Biologia e Etiologia

A neosporose é causada por Neospora caninum que foi descrito por DUBEY
em 1988, trata-se de um parasito intracelular obrigatério®. E um protozoario
do filo Apicomplexa, classe Sporozoea, familia Sarcocystidae, subfamilia
Toxoplasmatinae, que pode infectar canideos selvagens, domésticos,
ruminantes e eqiinos?, E um parasito morfologicamente semelhante a
Toxoplasma gondii, diferindo deste pela imunogenicidade e patogenicidade®. N.
caninum apresenta roptrias, multiplica-se por endodiogenia e possui formato
ovdide, ou lunar®. Os parasitos sdo encontrados em células do sistema
nervoso, macrofagos, fibroblastos, células do endotélio vascular, midcitos,
células do epitélio dos tubulos renais e hepatécitos dos animais infectados®. Os
taquizoitos possuem em sua composicdao amilopectina, micronema, nucleos,

roptrias e granulo denso®.
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Os cistos teciduais sdao arredondados ou elipticos e tém sido encontrados,
geralmente, em células do sistema nervoso, como cérebro, medula espinhal,
nervos, retina e musculatura esquelética dos hospedeiros intermedidrios?.
Foram descritos cistos tissulares de N. caninum em cérebro e lesdes
multifocais de miosite ndo supurativa com taquizoitos em sistema nervoso,
coracdo e musculatura esquelética de cdes com neosporose’. No interior dos
cistos encontram-se os bradizoitos, os quais sdo delgados, contendo as
mesmas organelas dos taquizoitos®.

Os oocistos contem dois esporocistos com quatro esporozoitos cada,
esporulando no meio ambiente, em 24 horas®.

Os cdes e coiotes sdo hospedeiros definitivos de N. caninum®1°.

Possui
diversos hospedeiros intermediarios, como bovino, equino, cabra, ovelha,
bufalo, veado e antilope®. Tem-se o rato doméstico (Rattus novergicus), a

11,1213 C5es e

raposa e guaxinim também como hospedeiros intermediarios
coiotes infectam-se ingerindo tecidos de bovinos e de outras espécies que
contenham cistos, além da ingestdo de oocistos esporulados livres no meio-
ambiente, denominada de transmissao horizontal. A transmissao vertical ou
transplacentaria é a forma mais freqliente de infeccao por N. caninum, sendo
uma importante forma de manutencdo do agente nos rebanhos'*. A
transmissdo vertical também existe nos hospedeiros intermediarios, neles
também ocorre a transmissdo horizontal pela ingestdao de agua ou alimentos
contaminados com oocistos e cistos teciduais®.

As galinhas sao animais cosmopolitas que podem ser usadas na alimentacao
dos caes. Esses animais sao hospedeiros intermediarios para N. caninum,
demonstrando a sua importancia epidemioldgica ja que confere uma
distribuicdo ainda mais ampla do protozodrio e a possibilidade de outras
espécies de aves também serem naturalmente infectadas®®.

A transmissdo pela conjuntiva ocular é uma nova rota de infeccao de M.
caninum nessa via existe a producao sistémica de anticorpos e alteracoes
patoldgicas tanto nas vacas prenhas como no feto!®. Assim como foi

demonstrado um potencial da contaminagao via inseminacao artificial, e via
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intra-uterina pelo contato do sémen contaminado!’. Um estudo realizado com
camundongos demonstrou que os machos imunodeficientes mantinham os
taquizoitos nos testiculos e vesicula seminal, ocorrendo a transmissao venérea
em fémeas imunodeficientes e por conseqlUéncia a transmissdo

transplacentdria para os fetos®®.

2. Sinais Clinicos

Caes de qualquer idade podem desenvolver a neosporose, pode-se
manifestar de forma generalizada, com varios 6rgaos envolvidos, inclusive a
pele, a qual se observa lesGes cutdneas. Ou pelas formas mais graves que sdo
naqueles animais jovens ou filhotes que foram congenitamente infectados,
onde apresentam paresia dos membros pélvicos, a qual pode progredir para
paralisia. Apresentam dificuldade na degluticdo, com paralisia da mandibula,
atrofia muscular e falha cardiaca. Os sinais clinicos variam de acordo com a

magnitude da les3o no sistema nervoso central e periférico’.

3. Diagnéstico

A presencga de anticorpos num animal indica a exposigao ao parasito ou a
um parasito estritamente relacionado passivel da reacdo cruzada, nao
indicando necessariamente a existéncia de uma infecgdo ativa®®. O diagndstico
da neosporose baseia-se em exames histopatoldgicos dos fetos abortados,
analisando as caracteristicas das lesdes dos tecidos fetais com testes de
imunoperoxidase e PCR (Reacgao de Polimerase em Cadeia).

Realiza-se a observacao microscopica das lesdes dos tecidos,
principalmente no cérebro, no entanto, ndo se considera um procedimento
sensivel. Os testes soroldgicos utilizados com maior freqiiéncia sdo ELISAs

(Enzime-Linked Immunosorbent Assay), imunofluorescéncia e imunoblot 2%

21,22
A imunofluorescéncia indireta foi o primeiro teste sorolégico desenvolvido
sendo considerada a técnica mais comumente utilizada dos diagndsticos

sorolégicos?.
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Os diferentes tipos de ELISA baseiam-se em extrato de taquizoitos, os
taquizoitos inteiros, os antigenos de taquizoitos incorporados a um complexo
imunoestimulante ou antigenos recombinantes®>. H4 um grande nldmero de
testes soroldgicos que tem sido desenvolvidos para a deteccao dos anticorpos
contra N. caninum, mas nao sao generalizadamente aceitos. O direcionamento
na escolha do ELISA deve-se a uma analise de um nimero maior de soros € a
sua realizagao em um curto espaco de tempo. Ao mesmo tempo, os ELISAs
nao sao testes padronizados e ndao possuem uma titulacdo de corte, tornando
complexa e subjetiva a interpretacao dos seus resultados. O ELISA de
competicdo, utilizando anticorpos monoclonais dirigido ao antigeno de
superficie de 65 kDa do taquizoito € um método mais especifico, por usar

proteinas purificadas especificas de N. caninum 22%%>,

Neospora caninum
possui proteinas de superficie que sao responsaveis pelo processo de adesdo e
invasao na célula hospedeira. Dentre elas tem-se a NcSRS2, que é
predominante nos isolados do parasito e utilizada como antigeno para a
realizacao do ELISA, a qual se observou uma alta sensibilidade e
especificidade. Estao sendo estudados os testes de ELISAs que distinguem as
infeccdes recentes das infecgdes cronicas®®?’.

O NAT teste de aglutinacao para anticorpos anti-N. caninum, nao exige
anticorpo secundario marcado, sendo considerado de simples execugdo?®®.

A deteccdo dos oocistos de N. caninum nas fezes também pode ser
realizada. No entanto, por existir outros coccideos que possuem a mesma
morfologia de Neospora, essa metodologia torna-se complexa de ser adotada.
Diante disso, a descricdo por métodos moleculares do parasito nas fezes, tem
sido descrito, seguindo a técnica de PCR. Porém, a sensibilidade da PCR é
baixa pelo pequeno numero de oocistos encontrados nas fezes dos animais. N.
caninum e Hammondia heydorni apresentam oocistos morfologicamente
indistinguiveis, no entanto, as técnicas de diagnodstico molecular e o
seqienciamento do DNA sao utilizados na diferenciacdao desses dois géneros.
Assim como pode ser realizado a identificacdao da quantidade do DNA de M.

caninum presente nos tecidos infectados por meio de Western Blotting ou
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Immunoblotting, que sdo testes de alta sensibilidade e especificidade, por
reconhecerem quatro imunodominios de 17, 29, 30 e 37 kDa de N. caninum,
porém se sabe que nao sao técnicas de imunodiagndstico para serem utilizadas
na rotina %3931,

A neosporose é uma doenga emergente que afeta animais em todo o
mundo. Assim, é necessario um diagndstico preciso para comprovar ou
descartar a presenca de N. caninum no animal. Além da sua importancia na
adocao de medidas adequadas de controle e estabelecimento da epidemiologia

da infeccdo?!.

3.1.Reacao de Imunofluorescéncia Indireta

A técnica de RIFI foi a primeira técnica soroldgica aplicada a neosporose e tem
sido muito utilizada como prova de referéncia, sendo DUBEY o pioneiro nessa
metodologia para N. caninum®. Os taquizoitos s&o cultivados em células VERO
(figura 1) e dessa cultura obtém-se os antigenos para o preparo das laminas
para serem utilizados na realizacdo da técnica de RIFI. Contudo, existe uma
série de dificuldades relativas a técnica, como a subjetividade na interpretacdo
dos resultados e a necessidade de experiéncia prévia do profissional para a
realizacdo da técnica e a sua leitura detalhada em microscépio de

225 0 método de RIFI ja foi utilizado no diagndstico da

imunofluorescéncia
neosporose em varias espécies animais: caes, raposas, gatos, bovinos, ovinos,
caprinos, bufalos, eqiiinos, roedores e primatas®. A RIFI é considerada como
padrao ouro, ou seja, padrao para calibrar e comparar com os novos testes
adotados. E usada principalmente na deteccao de anticorpos direcionados aos
antigenos da superficie celular do parasito (figura 2). O método de RIFI é
altamente sensivel e identifica todas as amostras reagentes com o anticorpo

secundario marcado com fluoresceina®?>.
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Figura 1: Cultura de células VERO (Rim de Macaco Verde Africano) para
manutencdo de taquizoitos de Neospora caninum. Aumento de 400 x em

microscépio invertido. Fonte: Bruna Alves Devens-10-02-2009.

Figura 2: Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) de um cao positivo
para Neospora caninum, aumento de 400x, microscopio de imunofluorescéncia.

Fonte: Bruna Alves Devens:18-08-2009.
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3.2.Western Blot

O método de Western Blot identifica especificamente as reacoes

antigeno-anticorpo direcionadas as proteinas especificas. O Western Blot tem
sido muito utilizado como teste confirmatério para Neospora caninum em
muitas espécies animais, sendo considerado um teste especifico. Assim,
guando se associa esta técnica aos métodos de RIFI ou ELISA, a prevaléncia
da neosporose diminui, sugerindo que a infeccao € menos comum quando
comparado aos resultados dos demais testes soroldgicos®>. Os métodos
soroldgicos devem ser utilizados com cautela no diagndstico do abortamento
por N. caninum, sendo a confirmagao realizada pela demonstracao do parasito
ou do seu DNA no feto, preferencialmente, em associagdo com a patologia

caracteristica da neosporose >2.

4. Imunologia da Neosporose

A resposta a N. caninum é dependente de respostas imunes mediadas
por citocinas pré-inflamatérias produzidas por linfocitos T CD4+ tipo 1 (Th1).
Durante a infeccdo aguda, IL-12 é produzida por células fagocitarias
infectadas, diferenciando linfécitos T CD4+ e CD8+ em subpopulagdes
produtoras de citocinas pro-inflamatérias e estimulando células NK a
produzirem IFN-y (interferon gama), ativando macrdéfagos e eliminando células
infectadas pelo parasito, por meio de mecanismos mediados por 6xido nitrico®.

A importancia das células T na infeccdo por N. caninum foi demonstrada
guando camundongos atimicos apresentaram 100% de mortalidade antes de
completar 30 dias de infeccdao. A maior susceptibilidade destes animais sugere
gue as células T tém papel chave na supressdo da propagagao dos taquizoitos.
Em contrapartida, a adicdo de IL-4 em culturas de macréfagos infectados com
N. caninum e tratados com IFN-y aumentou a viabilidade dos taquizoitos.
Conseqglientemente, o balango de IFN-y e IL-4 é fundamental para o controle
da infecgdo %’.

A infeccao natural e experimental nos animais domésticos é similar a

resposta imune em camundongos, a qual foi observada principal resposta na
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protecdo contra N. caninum que foi a imunoldgica do tipo T helper 1 (Th1l) que
se caracteriza por IFN-y e IgG, que inibem a multiplicacdo dos taquizoitos?®.
Apesar dos bovinos demonstrarem sinais clinicos durante a infeccao pelo N.
caninum, os maiores problemas surgem durante a gravidez devido as
mudancas no perfil das citocinas. A resposta imune predominantemente Thl é

incompativel com o sucesso da gestacdo **

. Para que o feto e seus anexos
possam ser reconhecidos como “préprios” durante o periodo gestacional, ha
uma imunomodulacdo da resposta levando a expressao de citocinas para um
padrao Th2 nos linfécitos T CD4+, sendo este perfil induzido principalmente
pelos altos niveis de progesterona mantidos durante a gestagdo 3*.

A imunomodulacao da resposta a N. caninum é mediada por IL-10, que
possui efeitos inibitorios sobre a atividade microbicida de macréfagos ativados
por IFN-y diferenciacdo de clones Th1, producdao de IFN-y por células NK e
linfocitos T CD4+ e CD8+, além da producao de IL-12 por células acessorias,
sendo altamente expressa em astrocitos advindos de cultivo primario
infectados por N. caninum 3°.

A fémea é habil a uma resposta efetiva Th1, com liberacao de IL-2, IL-12
e IFN-y que podem causar o aborto do feto no primeiro trimestre da gestacgao.
No segundo trimestre da gestagao, predomina a combinagao da resposta Th2 e
citocinas. A IL-10, liberada pelas células trofoblasticas do feto, diminui a taxa
da producao de IFN-y durante a infeccdao, o que estimula a multiplicacdo do
parasito e infeccdo do feto .

A neosporose depende do equilibrio entre a capacidade do taquizoito em
penetrar e multiplicar na célula hospedeira e a habilidade do hospedeiro na
inibicdo do parasito. Assim, no primeiro trimestre da gestacdao o feto esta
vulneravel, pois o timo, baco e linfonodos periféricos estdo em formacdo.
Somente no terco final, que se tornam imunocompetentes e respondem ao
parasito, porém esses animais nascem infectados e transmitem o parasito para
as futuras geracdoes. A participacdao efetiva das diferentes classes de
imunoglobulinas na resisténcia a infecgdo por N. caninum é incerta. Especula-

se que os anticorpos tenham um papel auxiliar no controle da infecgao,
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participando da neutralizacdo e destruicdo de taquizoitos extracelulares,

podendo, assim, reduzir a disseminacdo do agente>*.

5. Controle da Neosporose

A fim de prevenir a infeccao por N. caninum deve-se ficar atento com as
medidas de controle, as quais seriam evitar que os cdes contaminem o
alimento e a agua dos bovinos com as fezes, evitar que os cdes alimentem-se
com a placenta bovina, e evitar a presenca dos roedores nas fazendas. Nao ha
indicativos de agentes quimioterdpicos efetivos que podem ser usados para
prevenir a transmissao vertical da neosporose. Além disso, apesar dos avangos
imunobioquimicos no estudo de N. caninum, ainda ndo foi elaborada uma

vacina eficiente para a prevengdo da doenga®® ¥,

6. Conclusao

Ainda ha muitos desafios para se chegar a vacinas efetivas contra a
neosporose, € preciso uma melhor compreensdo da relagdo do hospedeiro e
parasito durante a gravidez, desenvolver modelos de animais apropriados e
protocolos para testar a eficacia de futuros candidatos a vacinas e a
determinagdo das suas implicagdes imunoldgicas na infeccdo congénita. Os
diferentes problemas apresentados, como a expansao do espectro dos
hospedeiros de N. caninum, a inducao das reacdes cruzadas por protozoarios
afins, como Hammondia heydorni e Neospora hughesi, outras provaveis vias
de transmissao do parasito e a falta de vacinas eficientes torna-se ainda mais

complexo o estudo sobre a neosporose®®:3°,
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