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RESUMO

A toxoplasmose € a doenca infecciosa mais relatada como causa de abortamentos
em ovinos, enquanto a neosporose ganha importancia crescente como causadora de
transtornos reprodutivos nesta espécie. O objetivo deste trabalho € avaliar suas
ocorréncias em ovinos de Santa Catarina através de andlise anatomopatoldgica,
molecular e epidemioldgica das propriedades positivas. O trabalho traz, também, o
primeiro relato de um caso de hidrocefalia e microcefalia em um feto ovino infectado
por Neospora caninum. Foram necropsiados 49 fetos ovinos entre outubro de 2015 e
outubro de 2020, com colheita de 6rgédos para histopatologia, cultivo microbioldgico, e
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para N. caninum e Toxoplasma gondii,
utilizando como alvos, respectivamente, as sequéncias Nc5 e SAG2 em tecido
encefalico. Houve aplicacdo de inquérito nas propriedades positivas para sua
caracterizacdo e avaliacdo das estratégias de controle. Foram diagnosticados dez
casos de neosporose (35,71%) e oito de toxoplasmose (28,57%).
Macroscopicamente, para 0s casos de neosporose, houve mumificagdo e maceracao
fetal, e, para toxoplasmose, maceracao fetal, prognatismo e atresia vaginal. As lesdes
histopatolégicas em casos de neosporose foram encefalite necrotizante
linfoplasmocitaria multifocal (10% - 1/10), gliose multifocal (20% - 2/10), miosite
linfoplasmocitaria multifocal (60% - 6/10), miocardite linfoplasmocitaria multifocal (50%
- 5/10) e placentite linfoplasmocitaria multifocal (10% - 1/10). Para toxoplasmose,
foram encefalite necrotizante linfoplasmocitaria multifocal (50% - 4/8), gliose multifocal
(12,5% - 1/8), miocardite linfoplasmocitaria multifocal (37,5% - 3/8) e miosite
linfoplasmocitaria multifocal (25% - 2/8). Na PCR de encéfalo, houve deteccdo de N.
caninum em cinco casos (50%) e de T. gondii em quatro (50%). As propriedades com
diagndstico de neosporose possuiam acesso livre de cdes as instalacfes e pastagens
dos animais, bem como os casos de toxoplasmose, que possuiam livre acesso de
felinos. Havia descarte incorreto de restos fetais e placentarios, permitindo a ingestéo
por caes ou felinos. Quanto as estratégias de controle, houve o descarte de ovinos
que haviam abortado no ano anterior, e em algumas propriedades passou-se a
descartar corretamente Idquios fetais. O segundo trabalho traz o relato de um caso de
um feto ovino com hidrocefalia ndo-comunicante e microcefalia infectado por N.
caninum. Macroscopicamente havia achatamento e estreitamento moderado do
cranio. A porcdo dos hemisférios cerebrais media apenas 3,5x3,5x0,5cm, com
achatamento difuso acentuado dos giros cerebrais. Ao corte, havia dilatacdo difusa
dos ventriculos laterais. Histologicamente, observou-se encefalite necrotizante
linfoplasmocitaria focal no assoalho do ventriculo lateral, além de gliose multifocal
discreta e miosite linfoplasmocitaria multifocal discreta, com deteccdo de N. caninum
através de PCR do liquido cefalorraquidiano. Como conclusées, demonstra-se a
ocorréncia de neosporose e toxoplasmose como causa de abortamento em ovinos no
estado de Santa Catarina. A associacdo entre a analise histopatoldgica e molecular
foi essencial para seus diagndésticos, permitindo diferencia-las entre si, e os tecidos
fetais com mais lesBes histopatoldgicas foram muasculo esquelético, coracdo e
encéfalo. O trabalho sugere que N. caninum possui possivel potencial teratogénico
também na espécie ovina, assim como T. gondii.

Palavras-chave: Patologia. Ovinocultura. Perda reprodutiva. Malformacéo.



ABSTRACT

Toxoplasmosis is the most reported infectious disease causing abortions in sheep,
while neosporosis gains increasing importance as a cause of reproductive disorders in
this species. The objective of this study is to evaluate its occurrences in ovine flocks in
the state of Santa Catarina through anatomopathological, molecular, and
epidemiological analysis of positive farms. The study also brings the first report of a
case of hydrocephalus and microcephaly in a sheep fetus infected with Neospora
caninum. Between October 2015 and October 2020, 49 ovine fetuses were
necropsied, with organ samples collected for histopathology, microbiological culture,
polymerase chain reaction (PCR) for N. caninum and Toxoplasma gondii, using the
Nc5 and SAG2 sequences, respectively, as targets in brain tissue. A survey was
applied to the positive farms for their characterization and evaluation of control
strategies. Ten cases of neosporosis (35.71%) and eight of toxoplasmosis (28.57%)
were diagnosed. Macroscopically, for neosporosis cases there was fetal
mummification and maceration, and for toxoplasmosis, fetal maceration, prognathism,
and vaginal atresia. Histopathological lesions in cases of neosporosis were multifocal
lymphoplasmacytic necrotizing encephalitis (10% - 1/10), multifocal gliosis (20% -
2/10), multifocal lymphoplasmacytic myositis (60% - 6/10), multifocal
lymphoplasmacytic myocarditis (50% - 5/10) and multifocal lymphoplasmacytic
placentitis (10% - 1/10). For toxoplasmosis, there was multifocal lymphoplasmacytic
necrotizing encephalitis (50% - 4/8), multifocal gliosis (12.5% - 1/8), multifocal
lymphoplasmacytic myocarditis (37.5% - 3/8), and multifocal lymphoplasmacytic
myositis (25% - 2/8). In brain PCR, N. caninum was detected in five cases (50%) and
T. gondii in four (50%). The farms diagnosed with neosporosis had free access for
dogs to the ovine installations and pastures, as well as the cases of toxoplasmosis,
which had free access for cats. There was incorrect disposal of fetal and placental
remains, allowing ingestion by dogs or cats. As for the control strategies, there was the
disposal of sheep that had aborted in the previous year, and in some properties, the
fetal loci were correctly discarded. The second study reports a case of a sheep fetus
with non-communicating hydrocephalus and microcephaly infected with N. caninum.
Macroscopically, there was flattening and moderate narrowing of the skull. The portion
of the cerebral hemispheres measured only 3.5x3.5x0.5cm, with marked diffuse
flattening of the brain giry. There was diffuse dilatation of the lateral ventricles.
Histologically, focal lymphoplasmacytic necrotizing encephalitis was observed on the
floor of the lateral ventricle, in addition to discrete multifocal gliosis and discrete
multifocal lymphoplasmacytic myositis, with detection of N. caninum by cerebrospinal
fluid PCR. In conclusion, it is demonstrated the occurrence of neosporosis and
toxoplasmosis as a cause of abortion in sheep in the state of Santa Catarina. The
association between histopathological and molecular analysis was essential for their
diagnoses, allowing them to be differentiated, and the fetal tissues with more
histopathological lesions were skeletal muscle, heart, and brain. The work suggests
that N. caninum has a possible teratogenic potential also in sheep, as well as T. gondii.

Keywords: Pathology. Sheep farming. Reproductive loss. Malformation.
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1 INTRODUCAO

A ovinocultura no Brasil € constituida por um rebanho de aproximadamente
18,9 milhdes de cabecas, e a regido Sul possui participacdo de 21,2%, superada
apenas pelo Nordeste, que representa 66,7% da producao total. O estado de Santa
Catarina, em 2018, demonstrou crescimento de 2,8% do efetivo em relacdo ao ano
anterior, totalizando cerca de 266 mil animais (FILHO et al., 2019). A versatilidade e a
boa adaptabilidade da espécie ovina permite a sua criacdo nos mais variados climas,
relevos e vegetacdes, destinando-os a exploracdo econémica, seja de carne, 1a ou
leite, ou a subsisténcia familiar em zonas rurais (VIANA, 2008).

No entanto, ainda existem dificuldades em relagdo ao manejo sanitario,
reprodutivo e nutricional desta espécie, decorrentes da caréncia de assisténcia técnica
e mao de obra qualificada para tal (SIMPLICIO, 2011). Os abortamentos s&o
responsaveis pela maior parcela de perdas econémicas na pecuaria, em virtude da
importancia da sanidade reprodutiva de um rebanho, e 0 que os torna ainda mais
prejudiciais para a criacdo de animais € a dificuldade no seu diagnostico, havendo
uma ampla gama de distarbios que podem desencadeéd-los, porém, causas
infecciosas predominam na criacéo de pequenos ruminantes (MORENO et al., 2012).

Determinar as causas de abortamento em um rebanho se faz necessario para
evitar perdas econdémicas diretas pelo valor do feto perdido, além de perdas indiretas
com a demanda de auxilio profissional, custo de técnicas diagnésticas, reducao na
vida produtiva dos animais e aumento no descarte (ANDREOTTI, 2003), além da
deteccdo de agentes infecciosos que possam ter potencial zoonético (GARCIA-
PEREZ et al., 2003). Porém, ainda existem dificuldades em chegar as causas de
abortamento e estima-se que o percentual de sucesso neste tipo de diagnostico varia
de 40 a 62% (OPORTO et al., 2006; EDMONDSON et al., 2012). Em virtude da grande
guantidade de casos que ainda permanece sem diagnostico, a pesquisa de patégenos
Nnovos, ou pouco comuns para uma determinada espécie se faz essencial para
aumentar o percentual de éxito nestes casos (MORENO et al., 2012).

Existem diversos agentes infecciosos que levam ao abortamento em ovinos,
alguns mais frequentes, como Toxoplasma gondii, Chlamydophila abortus, Salmonella
sp., Brucella sp. e Doenca das Fronteiras; e outros esporadicos, como Leptospira sp.,
Coxiella burnetti, Campylobacter sp. e Listeria monocytogenes (GARCIA-PEREZ et
al., 1998; GARCIA-PEREZ et al., 2003). A infeccdo por Neospora caninum,
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considerada a mais importante causa de aborto em bovinos no mundo (DUBEY &
SCHARES, 2011), vem apresentando importancia crescente também na criacdo de
pequenos ruminantes, com relatos deste protozoario ocasionando abortamentos tanto
em ovinos como em caprinos (DUBEY & LINDSAY, 1990; KOBAYASHI et al., 2001;
WEST et al. 2006; MORENO et al. 2012; GONZALEZ-WARLETA et al., 2014).

A toxoplasmose, enfermidade parasitdria ocasionada pelo protozoério
Toxoplasma gondii, € considerada a maior causa infecciosa de abortamento em
ovinos no mundo (INNES et al., 2009), e, além do aborto, esta doenca leva a uma
série de desordens reprodutivas, como reabsorcdo fetal, natimortos, mortalidade
neonatal e nascimento de cordeiros fracos (FREYRE et al.,, 1997), refletindo em
amplas perdas econdmicas. No Reino Unido, estima-se que cerca de 1-2% das perdas
neonatais anuais decorrem da toxoplasmose, 0 que representa até 5 milhdes de
cordeiros perdidos ao ano, causando um importante impacto econdmico aos
ovinocultores (BLEWETT & TREES, 1987). Ja no Uruguai, de 1,4 a 3,9% das
gestacdes sdo perdidas anualmente apenas por esta enfermidade, chegando a
prejuizos que variam de US$1,4 a 4,68 milhdes por ano, considerando o valor de
US$10 a 12 por cordeiro perdido (FREYRE et al., 1997).

No Brasil, a soroprevaléncia da toxoplasmose ovina varia amplamente entre as
regides, desde 7% no estado do Parana (MOURA et al., 2007) até 85% no estado de
Pernambuco (MAGALHAES et al., 2016). Resultados de levantamentos soroldgicos
em ovinos no Brasil e no mundo sdo amplamente variaveis, em decorréncia de fatores
como a técnica e ponto de corte empregados, das caracteristicas da amostragem
como o numero de animais, a idade e o tipo de manejo, além das caracteristicas
geograficas do local de origem (MOURA et al., 2015). Em um estudo de metanalise
gue avaliou a soroprevaléncia média da toxoplasmose em ovinos no Brasil, chegou-
se ao resultado de 33,8% de animais soropositivos, onde ovinos adultos possuem 2,34
vezes maiores chances de serem soropositivos em relagdo aos jovens (LUGOCH et
al., 2019). No planalto de Santa Catarina, a prevaléncia é de 55,9% (MOURA et al.,
2015), com 56,94% de soropositividade no municipio de Lages (SAKATA et al., 2012).

A neosporose, ocasionada pelo protozoario Neospora caninum, possSui
diversos aspectos semelhantes a toxoplasmose em relacdo ao ciclo bioldgico,
patogenia e mecanismos que levam a perdas reprodutivas (DUBEY et al., 2007). Em
ovinos, apesar de menos comum, sua detec¢cdo molecular em fetos ovinos abortados

ja se demonstrou mais frequente que a de T. gondii, com percentuais de 6,8 e 5,4%,
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respectivamente (MORENO et al., 2012). A soroprevaléncia para N. caninum no Brasil
varia de 1,8% no Rio Grande do Norte (SOARES et al., 2009) até 47,1% em Minas
Gerais (ROSSI et al., 2008), e no municipio de Lages, em Santa Catarina, 46,15% das
propriedades com criacdo de ovinos possuem ao menos um animal soropositivo,
indicando a forte exposicdo destes animais ao protozoario (ROSA, 2010).

Em vista da similaridade entre as lesdes ocasionadas por T. gondii € N.
caninum, a associacdo de mais de uma técnica diagnostica se faz necessaria, como
a analise histopatolégica associada ao PCR (MORENO et al., 2012). A deteccéo de
anticorpos anti-T. gondii ou anti-N. caninum é um indicativo de exposi¢cdo ao
protozoario, e nao permite concluir a causa do abortamento; para isso, a avaliacdo
dos tecidos fetais € essencial (DUBEY & LINDSAY, 2006).

Apesar dos trabalhos que apontem a exposicdo dos ovinos em Santa Catarina
a estes protozoarios, ainda ndo foram encontrados trabalhos no estado que
demonstrem a real importancia da toxoplasmose e da neosporose como causadoras
de abortamento através da analise histopatoldgica e deteccdo molecular em tecidos
fetais. Portanto, determinar as causas de abortamento e as informacdes a respeito da
ocorréncia destas enfermidades servirA de alerta para produtores e médicos
veterinarios atuantes na ovinocultura, buscando formas de evitar a disseminacéo dos

agentes e controlando a doenca em propriedades positivas.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Determinar a ocorréncia de abortamentos por Toxoplasma gondii e Neospora
caninum em ovinos do estado de Santa Catarina, por meio da associacdo do
diagnostico anatomopatolégico e molecular dos tecidos fetais, bem como promover a

caracterizacdo epidemioldgica das propriedades positivas para estas enfermidades.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Realizar necropsia de todos os fetos ovinos remetidos ao Laboratorio de
Patologia Animal (LAPA) do CAV/UDESC no periodo entre outubro de 2015 e outubro
de 2020;

b) Descrever as alteracdes anatomopatoldgicas resultantes de abortamentos
por Toxoplasma gondii e Neospora caninum;

c) Utilizar a analise molecular por PCR para diagnosticar T. gondii e N. caninum
nos fetos ovinos abortados;

d) Realizar visitas técnicas as propriedades com neosporose e toxoplasmose
para aplicacdo de inquérito epidemiolégico, avaliando e correlacionando os fatores

sanitarios e reprodutivos com resultados positivos para estas enfermidades;
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Toxoplasma gondii em ovinos
3.1.1 HISTORICO

Toxoplasma gondii é um protozoario cosmopolita pertencente ao Filo
Apicomplexa, ordem Eucoccidiida, familia Sarcocystidae e subfamilia Toxoplasminae,
gue também possui os géneros Hammondia, Neospora e Besnoitia (LEVINE et al.,
1980; MUGRIDGE et al., 1999). Possui a capacidade de parasitar mamiferos,
incluindo seres humanos, além de aves, répteis e anfibios (SPOSITO FILHA &
OLIVEIRA, 2009), e devido a isso, € um dos parasitos mais amplamente estudados
por conta da sua relevante importancia para a medicina humana e veterinaria, além
da abrangente utilizagcdo de T. gondii como modelo de organismo unicelular em
estudos laboratoriais de biologia molecular (DUBEY, 2008).

Seu primeiro relato foi realizado por Nicolle & Manceaux (1908) na Tunisia,
através da deteccdo do protozoario nos tecidos de um roedor da espécie
Ctenodactylus gundi, utilizado para pesquisas em laboratério com protozoérios do
género Leishmania sp. Paralelamente, Splendore (1908) descreveu 0 mesmo
parasito, em tecidos de coelho, no Brasil. Seu nome foi determinado apenas no ano
seguinte, baseado na sua morfologia e na espécie animal onde foi primeiramente
detectado (NICOLLE & MANCEAUX, 1909).

A forma de transmissdo permaneceu incerta até a visualizacdo de suas
estruturas parasitarias nas fezes de felinos domésticos (HUTCHISON, 1967), no
entanto, a participacdo destes animais como hospedeiros definitivos no ciclo biolégico
do protozoario foi comprovada anos depois (FRENKEL et al., 1970). O primeiro relato
de T. gondii como causador de abortamento em ovinos ocorreu em 1954 na Nova
Zelandia, e foi identificado através da visualizacdo microscopica de estruturas
sugestivas de T. gondii em lesdes necroticas presentes nos cotilédones placentarios
de fetos abortados (HARTLEY et al., 1954), posteriormente utilizados para inoculagéo
em ovelhas prenhes, objetivando confirmar o diagndstico e a transmissao

transplacentéaria do protozoario (HARTLEY et al., 1957).
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3.1.2 CICLO BIOLOGICO

Toxoplasma gondii € um protozoario intracelular obrigatério e heteroxeno,
capaz de infectar qualquer célula nucleada (BLACK & BOOTHROYD, 2000). O ciclo
bioldgico deste parasito possui duas formas, a sexuada, que ocorre exclusivamente
nos felideos, seus hospedeiros definitivos, e a assexuada, que ocorre no hospedeiro
intermediario, compreendendo diversas espécies, e também no definitivo, quando ha
proliferacdo do parasito em tecidos extraintestinais (DUBEY, 1991). O protozoario
possui trés diferentes formas infectantes, taquizoitos, bradizoitos e esporozoitos
contidos em oocistos esporulados (BLACK & BOOTHROYD, 2000).

Os taquizoitos sédo formas assexuadas do parasito, de proliferacdo rapida,
possuem formato de arco e medem aproximadamente 5um x 1,5-2um (BUXTON,
1990). Possuem a capacidade de penetrar em qualquer célula do hospedeiro
intermediario ou quaisquer células extraintestinais do hospedeiro definitivo, seja por
penetracdo ativa ou por fagocitose, havendo seu envolvimento em um vacuolo
parasitéforo e, a partir dai sua rapida proliferacdo através do processo de
endodiogenia, que permanece até que a célula hospedeira se rompa e 0s taquizoitos
gerados parasitem células adjacentes (BLACK & BOOTHROYD, 2000). Este processo
é responsavel pela fase aguda da doenca, com o desenvolvimento de sinais clinicos,
e permanece até que o hospedeiro venha a 6bito ou desenvolva imunidade para
combaté-la, havendo a formacé&o de um cisto tecidual contendo bradizoitos (BUXTON,
1990).

Os bradizoitos medem 7ux1,5um, também fazem parte do ciclo assexuado do
parasito, no entanto séo de lenta proliferacéo e sao envoltos por um cisto, encontrados
predominantemente no tecido muscular e nervoso dos hospedeiros (DUBEY et al.,
1998). Estas estruturas caracterizam a forma crénica da doenca, e ndo levam a
respostas inflamatdrias quando intactas, podendo permanecer nos tecidos durante
toda a vida do hospedeiro (BLACK & BOOTHROYD, 2000). Os oocistos, encontrados
no intestino do hospedeiro definitivo, medem 10umx12um e possuem dois
esporocistos com quatro esporozoitos cada, que medem 2-6umx8um (DUBEY et al.,
1998). Séo originados através do ciclo sexuado do parasito, e eliminados de maneira
nao esporulada nas fezes de felideos, portanto ainda néo infectantes, sofrendo o
processo de esporulagdo de um a cinco dias ap0s a defecacdo, dependendo de

fatores ambientais favoraveis (DUBEY, 1991). Os oocistos esporulados podem
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sobreviver no ambiente por até 18 meses, e sao altamente resistentes a desinfetantes
comuns (DUBEY, 1994).

Felinos ndo-imunes podem se infectar ingerindo qualquer forma infectante do
protozoario, dando inicio ao ciclo sexuado. E comum a ingestdo de cistos teciduais
presentes no musculo esquelético de presas durante o ato de carnivorismo, onde ha
a destruicdo do cisto devido a a¢ao de enzimas proteoliticas no intestino delgado, com
a liberacdo de bradizoitos que penetram nos enterécitos, sofrendo um processo de
esquizogonia e gametogonia e levando a formacdo de oocistos ndo esporulados
liberados nas fezes (BUXTON, 1990). A ingestao de outras formas infectantes, como
taquizoitos e oocistos esporulados pelos felinos, levam a um maior periodo pré-
patente, e a um menor nimero de oocistos liberados (DUBEY et al., 1998). Os felinos
sdo capazes de eliminar uma grande quantidade de oocistos, podendo chegar a 10
bilhdes (DUBEY & FRENKEL, 1972), porém apenas durante uma a duas semanas
apos a primo-infeccdo (ELMORE et al., 2010).

Para hospedeiros intermediarios, existem trés principais formas de infeccao: a
transplacentéaria, a ingestdo de cistos teciduais no musculo esquelético de animais
infectados e a ingestao de oocistos esporulados no ambiente (DUBEY, 1991) (Figura
1). Quando hé& ingestdo de oocistos, estes liberam os esporozoitos ao nivel do
intestino delgado, diferenciando-se em taquizoitos que adentram a corrente
sanguinea e linfatica, levando a uma infec¢cdo aguda ou transformando-se em
bradizoitos no interior de cistos teciduais (DUBEY, 1994). A infeccéo transplacentaria
ocorre quando um animal ainda ndo imune, é exposto pela primeira vez ao protozoario
durante a prenhez, com a migra¢édo de taquizoitos para a placenta e tecidos fetais,
podendo ocorrer danos em qualquer periodo gestacional em que ocorra a primo-
infeccdo (DUBEY, 1991). Quando ocorre a ingestdo de bradizoitos em cistos
teciduais, seja pelo habito de carnivorismo de predadores ou pelo consumo de carne
malpassada por seres humanos, estes se diferenciam em taquizoitos no intestino
delgado, podendo levar a uma infecgéo aguda ou levando novamente a formagéo de
cistos teciduais, predominantemente em muasculo esquelético ou sistema nervoso
central (DUBEY, 1994). Para seres humanos, existem ainda outras formas menos
comuns de contaminacdo, como transfusdes sanguineas e transplante de 6rgéos
(DUBEY, 1991).
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Figura 1. Representacao do ciclo biologico de Toxoplasma gondii.
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Fonte: Adaptado de Lindsay & Dubey, 2020.

Os ovinos contaminam-se predominantemente através da ingestdo de oocistos
nas pastagens ou na agua, e, menos comumente, ingerindo loquios fetais
contaminados nas pastagens ou, ainda, pelo consumo de leite cru por cordeiros (HILL
& DUBEY, 2002). Relatos experimentais também demonstram a transmisséo venérea
do protozoéario, com posterior transmissdo ao cordeiro, no entanto, a importancia
dessa forma de contaminacéo permanece desconhecida para as condi¢cdes naturais
de criacdo de ovinos (LOPES et al., 2013). A mortalidade neonatal ocorrera quando a
ovelha for primo-infectada durante a gestagao, com parasitemia desenvolvendo-se no
12° dia ap6s a ingestao dos oocistos, cursando com quadro febril e aborto (BUXTON,
1990).

3.1.3 PATOGENIA

A transmisséo de T. gondii entre os ovinos ocorre de duas formas: a horizontal,
através da ingestdo de oocistos esporulados no ambiente, e a vertical, por meio da
passagem de taquizoitos pela barreira transplacentaria da mée para o feto durante a
gestacdo (INNES et al., 2009). Acredita-se que, no ambiente, uma dose de apenas

200 oocistos ingeridos é suficiente para levar ao abortamento em uma ovelha prenhe
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primo-infectada (McCOLGAN et al., 1988). ApOs a ingestdo dos oocistos, ocorre a
liberacdo dos esporozoitos no intestino delgado, e poucos dias ap0s, os taquizoitos ja
se encontram na corrente sanguinea e linfatica, permitindo sua multiplicagdo em
diversos 6rgdos (DUBEY et al., 1998).

Durante a gestacao, a resposta inflamatoéria a patégenos externos € modulada
para que o feto ndo seja prejudicado, com reducdo na expressdo de alguns
mediadores inflamatérios, como a interleucina-2 (IL-2), o fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a) e o interferon gamma (IFNy) (ENTRICAN & WHEELHOUSE, 2006). Este é
um fator que torna mée e feto suscetiveis a acdo de determinados patdgenos,
contribuindo para a migracdo e instalacdo dos taquizoitos de T. gondii nos
placentomas e posteriormente nos tecidos fetais (BUXTON & FINLAYSON, 1986). O
estagio da prenhez em que houve a contaminacdo é importante para determinar o
quadro reprodutivo da doenga, com reabsor¢cdo embrionéria no inicio da gestacéao,
seguido por mortalidade fetal quando a imunidade do feto se encontra imatura,
natimortos, fetos mumificados ou cordeiros fracos quando ha a infeccdo no tergo
meédio da gestacdo, e nascimento de animais clinicamente normais, porém infectados
por T. gondii quando a méae se infecta ao final da gestacdo (BUXTON, 1990;
BENAVIDES et al., 2017).

Apesar da maioria dos abortamentos ocorrerem de 60 a 90 dias apdés a infec¢éo
(DUBEY et al., 1998), esta disfuncéo reprodutiva ja foi relatada experimentalmente de
sete a 11 dias ap6s a inoculacdo de T. gondii em ovelhas prenhes, caracterizados
como um quadro agudo provavelmente resultante de alteragbes vasculares e
trombose, e ndo pela replicacdo do parasito nos tecidos materno-fetais, em vista da
auséncia da deteccdo do DNA do protozoario nas placentas de fetos abortados
(CASTANO et al., 2014). Ap6s o abortamento, € comum a visualizacédo de focos
necréticos na placenta, que se manifestam a olho nu como placas esbranquicadas
(BENAVIDES et al., 2017). As alteracdes induzidas pelo protozoario sdo compostas
por placentite ndo supurativa associada a necrose, e no feto, visualiza-se
predominantemente encefalite necrotizante ndo supurativa, além de focos de
mineraliza¢do, seguida por infiltrado inflamatério em musculo esquelético, coragéo,
pulmdes e figado que se tornam mais intensos a medida em que a gestagao se torna
mais avancgada, devido a maturacdo do sistema imune fetal e maior disponibilidade de
células inflamatérias aptas a responder a multiplicacdo do parasito em seus 0rgaos
(BENAVIDES et al., 2017).
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Um importante aspecto que diferencia a toxoplasmose da neosporose, é que
ndo h& recrudescéncia da infeccdo em gestacdes subsequentes apds a primo-
infeccdo com T. gondii, enquanto que na neosporose, uma infec¢ao persistente por N.
caninum pode levar a abortos em gestagcbes subsequentes (DUBEY et al., 2006).
Porém, a reinfeccdo experimental com taquizoitos de T. gondii em ovelhas
previamente infectadas, desencadeou, além de abortamentos, diversas alteragfes em
neonatos, incluindo natimortos, debilidade, malformacdes e dificuldades locomotoras
(SANTOS, 2012).

3.1.4 EPIDEMIOLOGIA

A toxoplasmose possui carater zoonético, e por ser amplamente visualizada em
pequenos ruminantes, os riscos de contaminacdo sao altos em seres humanos que
consumam carne e/ou leite destes animais sem o devido tratamento térmico adequado
(KHATER et al., 2013). Os ovinos, por sua vez, contaminam-se predominantemente
pela ingestao de oocistos esporulados presentes nas pastagens e na dgua, e ha maior
soroprevaléncia para T. gondii em ovinos que pastejam em locais com circulagao de
felinos pertencentes aos produtores ou a vizinhanca (VAN DER PUIJE et al., 2000),
havendo correlacao fortemente positiva entre a soropositividade para o protozodrio e
0 pastejo destes animas em regime extensivo (MOURA et al., 2015).

Apesar dos felinos liberarem os oocistos apenas apds o primeiro contato com
0 protozoario, existem relatos de uma segunda liberagcdo apoOs inoculacao
experimental ou durante episddios de imunossupressao (MALMASI et al., 2009). A
soroprevaléncia de T. gondii em felinos ao redor do mundo varia de 30-40% (DUBEY
& BEATTIE, 1988), superior em animais errantes ou que possuem acesso livre a rua
em relacdo aos felinos criados exclusivamente em ambiente domiciliar, devido a maior
exposicao com o ambiente externo e a pratica de carnivorismo, permitindo a ingestao
de possiveis hospedeiros intermediarios contendo cistos teciduais e dando
continuidade ao ciclo do protozoario (NUTTER et al., 2004). Ainda, felinos criados em
ambientes rurais e com livre acesso a visceras cruas e leite cru possuem maior
exposicao ao T. gondii, com maior soropositividade (COELHO et al., 2011).

Ovelhas soropositivas possuem maior tendéncia a apresentarem aborto,
retorno ao cio e natimortos, e, em um estudo prévio, 52,2% de ovinos com algum
problema reprodutivo obtiveram titulagéo positiva para T. gondii (MOURA et al., 2015).

Apesar da conhecida importancia da primo-infecgdo na ocorréncia de aborto por
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toxoplasmose em seres humanos e ovinos, estudos demonstram que podem haver
casos de repeticdo na ocorréncia de abortamentos em gestacdes subsequentes,
sugerindo que, muitas vezes, a imunidade persistente adquirida ap0s primeira
exposicdo ao protozoario pode ndo ocorrer (MORLEY et al.,, 2007), seja pela
transmissdo endogena da mée infectada ao feto, ou pela transmissdo exdgena
através da infeccéo por diferentes cepas de T. gondii (TREES & WILLIAMS, 2005).
Resultados de levantamentos sorolégicos em ovinos no Brasil e no mundo séo
amplamente variaveis, em decorréncia de fatores como a técnica e ponto de corte
empregados, das caracteristicas da amostragem como o numero de animais, a idade
e o tipo de manejo, além das caracteristicas geogréaficas do local de origem (MOURA
et al.,, 2015). Tais variacbes foram visualizados por Tenter et al. (2000), que
encontraram soropositividade para T. gondii variando de 0 a 92% através da revisao
de levantamentos sorolégicos em ovinos de diversos paises. A umidade e o tipo de
vegetacao do solo no qual os ovinos realizam o pastejo contribuem para a manutencgéo
da viabilidade dos oocistos, formando um microambiente favoravel, com maior
soropositividade de ovinos que sao criados em regibes umidas em relacdo a secas
(SILVA et al., 2003), e propriedades que possuam o convivio entre roedores, felinos e
ovinos sdo mais propensas a manutencao da toxoplasmose (LUGOCH et al., 2019).
Aves popularmente conhecidas como “galinhas caipiras” criadas no Brasil, assumem
um importante papel como indicadoras de contaminacdo ambiental por oocistos de T.
gondii, devido a seus habitos de alimentacdo geofagicos (DUBEY et al., 2003).
Animais adultos possuem maiores chances de exposicdo ao protozoario
(ANDRADE et al., 2013), e ndo héa diferenca significativa para a soropositividade entre
machos e fémeas (SAKATA et al., 2012; LUGOCH et al., 2019), apesar de Van der
Puije et al. (2000) terem observado experimentalmente maiores chances de fémeas
se demonstrarem soropositivas, em virtude de aspectos hormonais, fisicos e de
manejo. No entanto, a discrepancia em relacdo a resultados envolvendo a
soroprevaléncia em diferentes sexos € considerada um fator aleatério, portanto ndo
possui poder de influéncia sobre os resultados (UENO, 2005). Na serra de Santa
Catarina o protozoario esta amplamente distribuido, mesorregiao que é caracterizada
predominantemente por pequenas criagcbes com objetivo de consumo de produtos de
ovinos pelos proprios produtores, demonstrando se tratar de uma importante via de

infeccéo aos seres humanos (MOURA et al., 2015).
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3.1.5 DIAGNOSTICO

O abortamento em rebanhos ovinos necessita ser investigado quando uma taxa
superior a 2% do rebanho apresenta essa desordem reprodutiva, no entanto, muitas
vezes nao € possivel visualizar o abortamento, e nestes casos, outros sinais devem
ser considerados, como taxa de repeticdo de cio superior a 10% com ou sem grandes
intervalos, indicando mortalidade embrionéria; auséncia de trabalho de parto apesar
de diagnostico positivo de prenhez; corrimento vaginal sanguinolento e, mais
evidentemente, a visualizacdo de fetos em diferentes estagios de desenvolvimento
acompanhados ou nao pela placenta (MENZIES, 2011).

O diagndstico conclusivo da toxoplasmose ovina requer a associacdo de
diferentes métodos, combinando resultados de carater anatomopatoldgico, molecular
e soroepidemiologico. As alteragcdes macroscoépicas visualizadas em episodios de
abortamento pela infeccéo por T. gondii ndo sdo patognomonicas, mas podem incluir
focos de necrose na placenta variando de 2-3mm, multifocais a coalescentes,
visualizados como areas de coloracdo esbranquicada, o feto pode estar mumificado
ou em diferentes estagios de desenvolvimento e autdlise, apresentando edema
subcutaneo e variada quantidade de liquido sanguinolento nas cavidades (BUXTON,
1998).

Microscopicamente, lesbes consideradas caracteristicas envolvem alteracdes
predominantemente em sistema nervoso central, masculo esquelético, coracéo,
figado e placenta, havendo infiltrados inflamatérios ndo supurativos multifocais
associados a necrose (PEREIRA-BUENO et al., 2004). No entanto, muitas vezes nao
sdo visualizadas alterac6es microscopicas consistentes, especialmente em casos de
autolise avancada (BUXTON, 1998), e, além disso, estas lesbes também podem ser
tipicamente encontradas em abortamentos resultantes da infecgdo por N. caninum
(MORENO et al., 2012).

Devido as semelhancas estruturais, biolégicas e filogenéticas entre T. gondii e
N. caninum, técnicas de diagnodstico mais acurado se fazem necessarias para a
diferenciacdo da infec¢cdo entre esses dois protozoarios, como a utlizacdo de
ferramentas de diagndstico molecular, como a PCR, essencial para a confirmacéo do
diagnostico, por ser um metodo rapido e com alta sensibilidade e especificidade
(HURTADO et al., 2001). A PCR permite a deteccdo do DNA do protozoario mesmo

em pequenas quantidades e em tecidos que, muitas vezes, nao possuem condi¢des
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adequadas para analise histolégica e de imuno-histoquimica (OWEN et al., 1998). A
imuno-histoquimica € vantajosa para materiais fixados em formol, com deteccéo de T.
gondii em cotilédones, coracdo, pulmdes, encéfalo e musculo esquelético de fetos
ovinos abortados (UGGLA et al., 1987). No entanto, as chances de rea¢fes cruzadas
de anticorpos policlonais com N. caninum sdo comuns, portanto esta técnica
apresenta desvantagens em relacdo a outras formas de diagnostico, como a PCR
(SUNDERMANN et al., 1997). Para otimizar as chances de um diagnostico conclusivo,
quaisquer sejam as técnicas diagnosticas empregadas, recomenda-se submeter
materiais provenientes de mais de um aborto, incluindo feto e placenta (MENZIES,
2011).

Analises sorologicas de liquidos cavitarios e soro fetais podem ser Uteis no
diagnéstico da toxoplasmose, pois anticorpos maternais ndo atravessam a placenta,
indicando que, quando ha a presenca de anticorpos fetais, obrigatoriamente houve
contato do feto com o protozoario, porém a auséncia destes anticorpos ndo exclui a
sua infecgéo, afinal o seu desenvolvimento dependera do estagio gestacional, que
esta diretamente ligado ao grau de imunocompeténcia fetal, e do tempo decorrente
entre a infeccdo e a realizagdo do exame sorologico (DUBEY et al., 1986).

A sorologia materna € amplamente utilizada para levantamentos
epidemioldgicos acerca da exposicdo dos animais ao protozoario, com os testes de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) e Ensaio de Imunoabsorcdo Enzimatica (ELISA)
sendo os mais utilizados, por possuirem alta sensibilidade e especificidade
(SAWADOGO et al., 2005). Porém, diferente da PCR que € considerada uma forma
direta de diagnéstico da toxoplasmose, a soropositividade da mée ndo confirma que
T. gondii levou ao quadro de abortamento, em virtude da ampla prevaléncia do
protozoario nos rebanhos (DUBEY & KIRKBRIDE, 1984).

3.1.6 CONTROLE E PREVENCAO

Em propriedades soronegativas, recomenda-se a restricdo de acesso dos
felinos da propriedade as instalagdes dos ovinos, associado a castragdo dos felinos
para evitar ninhadas de felinos que eliminardo oocistos (MENZIES, 2011). Para gatos
errantes, a restricdo de acesso torna-se dificultada, e sabe-se que, em areas rurais,
machos ndo castrados podem percorrer uma area que varia de 60-80 hectares em
busca de alimento e reproducdo (MACDONALD, 1980). Nestes casos, a restricdo de

fontes de alimento é essencial, recomendando-se o0 controle especialmente de
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roedores, que servem como fontes de infeccdo aos felinos, perpetuando o ciclo do
protozoério, além do descarte correto de materiais resultantes de aborto e carcagas,
gue possam servir de alimento para animais errantes e silvestres (BUXTON, 1998).
Também ¢é importante verificar se ha convivio dos ovinos com aves domésticas
criadas livremente, especialmente “galinhas caipiras”, que podem assumir um papel
importante na ocorréncia da enfermidade devido aos seus habitos alimentares
(DUBEY et al., 2003).

As primeiras medidas a serem tomadas envolvem o manejo das fémeas
prenhes, separando-as fisicamente das fémeas que sofreram abortamento, levando-
as para uma area isolada, supervisionada e limpa, garantindo que ndo sejam
contaminadas (MENZIES, 2011). Em rebanhos previamente soropositivos para T.
gondii, as ovelhas recentemente introduzidas no plantel devem ser testadas, e em
caso de soronegatividade, recomenda-se a exposi¢cado dos animais aos oocistos para
o desenvolvimento de anticorpos anterior a reproducdo, elevando as chances de
sucesso no parto (BUXTON, 1998).

Medicamentos profilaticos podem ser utilizados durante a gestacao, e acredita-
se que o fornecimento de monensina nas doses de 16,8mg ou 27,9mg por animal
tendem a diminuir as perdas reprodutivas em decorréncia do T. gondii em relacdo a
animais ndo medicados (BUXTON et al.,, 1988). Em ovelhas experimentalmente
infectadas pelo protozoario, o decoquinato, também coccidiostatico, na dose de
2mg/Kg fornecido diariamente junto ao concentrado, levou a reducéo no quadro febril
resultante da infeccdo, bem como menores danos a placenta em decorréncia da
migracdo dos taquizoitos e aumentou o nimero e o peso de cordeiros nascidos,
diferentemente de ovelhas expostas a oocistos de T. gondii, porém néo
suplementadas com o decoquinato (BUXTON et al., 1996).

Uma vacina viva ja é comercializada no Reino Unido, Nova Zelandia e Franca
para reduzir as perdas pela toxoplasmose na ovinocultura (BUXTON & INNES, 1995).
E derivada de uma cepa modificada (S48) de T. gondii, isolada inicialmente de um feto
ovino abortado na Nova Zelandia, e submetida a diversas passagens laboratoriais em
tecidos de roedores, perdendo a capacidade de formar cistos teciduais ou oocistos, e
possui nome comercial Toxovax® (DUBEY, 2009). Sua aplicacédo é recomendada no
minimo trés semanas antes de submeter os animais a reproduc¢do, induzindo
imunidade protetiva durante ao menos 18 meses (BUXTON & INNES, 1995). No

entanto, por ser uma vacina viva, possui validade de apenas 10 dias, e pesquisas em
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busca de vacinas inativadas permanecem sendo desenvolvidas para reduzir as
desvantagens de uma vacina viva, que incluem a curta validade e os riscos de

infeccdo para os envolvidos na sua manipulacéo e aplicacdo (DUBEY, 2009).
3.2 Neospora caninum em ovinos
3.2.1 HISTORICO

Neospora caninum é um protozoario pertencente ao filo Apicomplexa, familia
Sarcocystidae e subfamilia Toxoplasminae, juntamente com os géneros Toxoplasma,
Hammondia e Besnoitia (MUGRIDGE et al., 1999). Este parasito possui as mesmas
formas infectantes do T. gondii, podendo estar presente como taquizoitos, cistos
teciduais contendo bradizoitos e, ainda, oocistos, no entanto com particularidades em
relacdo a sua estrutura, imunogenicidade e patogenicidade que permitem diferenciar
da toxoplasmose (DUBEY, 1999).

A descoberta deste protozoario ocorreu em um estudo realizado por Dubey et
al. (1988) revisando 23 casos de toxoplasmose em caes. Através de microscopia
eletrbnica, constatou-se que 10 casos haviam sido ocasionados por um protozoario
estruturalmente diferente do T. gondii, pertencendo a uma nova espécie, a partir dai
denominada Neospora caninum. Posteriormente, McAllister et al. (1998)
determinaram que um dos hospedeiros definitivos do protozoario € o préprio céao
doméstico. Outros canideos selvagens também s&o reconhecidos como hospedeiros
definitivos, e uma infinidade de espécies atua como hospedeiros intermediarios
(DUBEY, 2003), com o primeiro relato ocorrendo na espécie bovina em um neonato
com desordens neuroldgicas (DUBEY, 1989) e na placenta de bovinos
(SHIVAPRASAD et al., 1989).

Este protozoario € considerado como o principal agente infeccioso causador de
abortamentos e natimortalidade em bovinos no mundo (DUBEY, 2003). Os ovinos
foram confirmados como hospedeiros intermediarios por Dubey et al. (1990) no Reino
Unido, através da deteccdo do protozoario em um cordeiro neonato com
incoordenacdo motora, posteriormente detectado por PCR em fetos ovinos abortados,
confirmando a infec¢do transplacentaria do protozoério, resultando em problemas
reprodutivos também nesta espécie (HASSIG et al., 2003). No Brasil, o primeiro
isolamento e sequenciamento de N. caninum em ovelhas naturalmente infectadas foi

realizado por Pena et al. (2007).
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3.2.2 CICLO BIOLOGICO

Neospora caninum é um protozoario cosmopolita de ciclo heteroxeno, tendo
como hospedeiros definitivos os cdes domésticos (Canis lupus familiaris) e como
intermediarios diversas espécies de animais endotérmicos, inclusive os proprios
canideos (DUBEY, 2003) (Figura 2). Aléem de caes domésticos, oocistos de N.
caninum ja foram detectados nas fezes de alguns canideos selvagens, considerados
potenciais hospedeiros definitivos, como o coiote (Canis latrans) (GONDIM et al.,
2004), a raposa-vermelha (Vulpes vulpes) (WAPENAAR et al., 2006), o dingo
australiano (Canis lupus dingo) (KING et al., 2010) e o lobo-cinzento (Canis lupus)
(DUBEY et al., 2011). O ciclo evolutivo deste protozoario possui muitas semelhancas
com T. gondii, com taquizoitos de formato ovoide, lunar ou globular, de
aproximadamente 3-7x1,5um, que se localizam nos hospedeiros intermediarios, no
interior de um vacuolo parasitéforo do citoplasma da célula hospedeira (DUBEY et al.,
2002).

Os cistos teciduais sdo encontrados predominantemente no sistema nervoso
central do hospedeiro intermediario, além de musculo esquelético e cardiaco,
possuem até 107um de comprimento e sao repletos por bradizoitos que medem 7-
8x2um (DUBEY, 2003). Os oocistos possuem formato arredondado a ovalado, medem
entre 10,6-12,4x10,6-12,0um, contém dois esporocistos com quatro esporozoitos,
cada um medindo aproximadamente 5,8-7,0x1,8-2,2um, excretados nas fezes dos
hospedeiros definitivos, e apos 48 a 72 horas a grande maioria de oocistos esporula
no ambiente (LINDSAY et al., 1999; DUBEY et al., 2007).

Os caes infectam-se predominantemente através do carnivorismo, por meio da
ingestdo de taquizoitos e cistos teciduais contidos na musculatura esquelética de
hospedeiros intermediarios, da mae para os filhotes através da placenta ou da
ingestao de leite contendo taquizoitos (DUBEY & SCHARES, 2011). Apos a ingestao
de cistos teciduais pelos canideos, ha seu rompimento com liberacdo de bradizoitos,
que se instalam nos enterdcitos onde ocorre a reproducdo sexuada do parasito,
resultando na liberacdo de oocistos nédo esporulados nas fezes (LINDSAY et al.,
1999). Acredita-se que a quantidade de oocistos nas fezes dos canideos € inferior em
relacdo a liberada por felinos no ciclo do T. gondii (DUBEY et al., 2002), no entanto a
liberacdo de oocistos de N. caninum ocorre por um periodo mais prolongado, cerca
de trés semanas (AL-MAJALI et al., 2008).
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Figura 2. Representacao do ciclo biolégico de Neospora caninum.
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A transmissdo de N. caninum em ruminantes ocorre de duas maneiras, a
horizontal e a vertical. A primeira forma tem inicio quando ha a ingestédo de oocistos
esporulados na agua ou pastagens contaminadas, havendo liberacdo dos
esporozoitos no intestino delgado, onde passam a se diferenciar em taquizoitos, que
adentram a corrente sanguinea e linfatica e proliferam-se rapidamente por meio da
endodiogenia, sua reproducéo assexuada (MCALLISTER et al., 1998). A outra forma,
também conhecida como transplacentaria ou congénita, ocorre de méae para a
progénie durante a gestacdo (DUBEY et al., 2007), e é classificada em exdgena,
quando a mée infecta-se durante a prenhez, ou enddégena, que ocorre por meio da
recrudescéncia de uma infec¢cdo anterior (TREES & WILLIAMS, 2005). Outra
classificacdo permite diferenciar infeccdes transplacentarias que ocorreram em
fémeas infectadas apds o nascimento ou congenitamente infectadas (MCALLISTER
et al., 2005).

A transmissao vertical da neosporose € responsavel por perpetuar a doenca no
rebanho, pois diferentemente da toxoplasmose, gracas a recrudescéncia da infecgéo,
problemas reprodutivos podem ocorrer geracdo apO0s geracdo, mesmo com a

auséncia do hospedeiro definitivo liberando oocistos (ANDERSON et al., 2000). Outra
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particularidade em relacdo a toxoplasmose € que ainda ndo se conhece o verdadeiro
potencial zoonotico do N. caninum, com alguns relatos da ocorréncia de anticorpos
contra o protozoario em humanos, o que nao confirma a infeccdo e o carater
zoonético, mas indica a exposicdo ao agente (TRANAS et al., 1999; MAGALHAES et
al., 2002).

3.2.3 PATOGENIA

Apés um quadro de parasitemia na mae, seja pela infeccdo durante a prenhez
(exdgena) ou apos a reativacdo de uma infeccao latente (endégena) (DUBEY et al.,
2007), os taquizoitos tendem a migrar para as carunculas uterinas, adentrando no
epitélio coridnico fetal e levando ao aborto devido a interacdo de diversos fatores
(GIBNEY et al., 2008). O dano placentario ocasionado pela acao do protozoario pode
levar a uma injuria direta ao feto pelas lesbes promovidas nos tecidos fetais, ou
indireta, pela interrupcdo na producdo de prostaglandinas pela placenta lesionada
com inducao de lutedlise, ou pela restricdo de oxigénio ao feto em decorréncia do
quadro de inflamacéo, trombose e necrose dos placentomas (DUBEY et al., 2006;
GIBNEY et al., 2008).

O principal sinal clinico observado em ovelhas infectadas por N. caninum é o
abortamento, além do nascimento de cordeiros fracos, natimortos, ou nascidos
clinicamente normais, porém infectados pelo protozoario (MCALLISTER et al., 1996).
O periodo gestacional em que ocorre a infeccao influenciara na ocorréncia de aborto,
pois do inicio ao meio da gestacdo o sistema imunoldgico do feto encontra-se em
desenvolvimento, e ndo é capaz de responder adequadamente a injdria provocada
por microrganismos. No entanto, mais ao final da gestacdo, o feto é capaz de
sobreviver a infeccdo, nascendo clinicamente saudavel, mas infectado (WILLIAMS et
al., 2000; DUBEY et al., 2006).

Esta condicao ja foi visualizada experimentalmente através da inoculacdo de
taquizoitos em ovelhas prenhes de 65, 90 e 120 dias, com taxa de aborto de 100%
dentre as ovelhas prenhes de 65 dias, e com nascimento de cordeiros saudaveis
dentre as ovelhas com 120 dias de gestacdo, porém, comprovadamente infectados
por N. caninum, com a visualizacdo imuno-histoquimica de cistos teciduais no
encéfalo de 39% dos cordeiros normais (MCALLISTER et al.,, 1996). As lesdes
evidenciadas em cordeiros abortados s&o muito semelhantes as ocasionadas por T.

gondii (HASSIG et al., 2003), mais evidentes no sistema nervoso central, com
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encefalite ndo supurativa associada a focos de necrose, miosite e miocardite
mononucleares, além de placentite necrética mononuclear (DUBEY & LINDSAY,
1990).

3.2.4 EPIDEMIOLOGIA

A exposicao dos ovinos ao N. caninum ja foi relatada em todos os continentes,
com indices de soropositividade variando de 0,45% na Inglaterra e Pais de Gales
(HELMICK et al., 2002), até 63% no norte da Jordania (ABO-SHEHADA & ABU-
HALAWEH, 2010). A soropositividade é influenciada por diversos fatores, como o tipo
de teste empregado, o niumero total de animais e as condi¢cdes de ambiente e manejo
a que sao submetidos (MOURA et al., 2015). A soropositividade no Brasil varia de
1,8% no Rio Grande do Norte (SOARES et al., 2009) até 64,2% em Pernambuco
(TEMBUE et al.,, 2011). Em Lages, no estado de Santa Catarina, 46,15% das
propriedades com criacdo de ovinos possuem ao menos um animal soropositivo,
indicando a forte exposicao destes animais ao protozoario (ROSA, 2010).

Apesar do agente ndo possuir o mesmo impacto reprodutivo e econémico para
ovinos como representa na bovinocultura, relatos demonstram a sua importancia
como causadores de abortamento em ovelhas, ressaltando a necessidade cada vez
maior de considera-lo como um importante diagnéstico diferencial para desordens
reprodutivas na ovinocultura, assim como T. gondii (HOWE et al., 2008; MORENO et
al., 2012). Em criacdes concomitantes com bovinos, 0s ovinos podem assumir um
importante papel no ambito epidemiolégico da doenca, por se tratarem de dois
importantes hospedeiros intermediarios na manutencdo do ciclo do protozoério
(VOGEL et al., 2006).

A neosporose em um rebanho pode ocorrer de trés formas: epidémica,
endémica e esporadica. Na primeira forma, ha contato e infeccdo primarios pelo
protozoario durante a gestacdo de animais que ainda ndo haviam sido expostos,
possivelmente de uma mesma fonte e no mesmo periodo, levando a uma grande taxa
de abortamento, podendo chegar a 10% (DAVISON et al., 1999; MCALLISTER et al.,
2000). Na forma endémica, esta presente uma infeccdo crbnica persistente no
rebanho, caracterizada pela passagem transplacentaria do protozoario por diversas
geracgOes (HALL et al., 2005), e a forma esporadica ocorre apenas casualmente dentro
do rebanho (GOODSWEN et al., 2013).
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Além da transmissdo transplacentaria da mée para o feto, a ingestdo de
oocistos ndo esporulados em alimentos ou agua contaminados é reconhecida como
uma importante fonte de infeccédo, e a convivéncia de caes em piquetes ou instalacdes
para a criacdo destes animais aumenta o potencial de contaminacéao e infeccao pelo
protozoario (DUBEY et al., 2007). Habitos comuns dentre cées de propriedades, como
a ingestao de carne e visceras cruas, além de restos placentarios, podem perpetuar
o ciclo no rebanho (VANLEEUWEN et al., 2010). Este costume também reflete em
uma maior soroprevaléncia para N. caninum em cdes provenientes de ambientes
rurais em relacdo a ambientes urbanos (DUBEY & SCHARES, 2011). Caes
alimentados com tecidos neurais e extraneurais de bovinos e bubalinos naturalmente
infectados pelo protozoario, liberaram oocistos posteriormente (BANDINI et al., 2011;
CAVALCANTE et al., 2011).

Munhoz et al. (2010) constataram que a soropositividade de ovinos em
propriedades rurais possui forte associacdo com o abate de animais nas proprias
instalacdes e com a ingestdo de visceras e carne cruas pelos caes da propriedade, e
durante 0 mesmo estudo, no rebanho de maior soropositividade entre 0s ovinos
(32.3%) houve também a maior soropositividade entre os caes que circulavam no local
(100%). H& correlacdo entre a sorologia positiva para N. caninum e a ocorréncia de
abortamento em ovinos (WEST et al., 2006), porém ndo ha nenhuma associacao entre
diferentes sexos, idades e racas de ovinos para a ocorréncia da neosporose
(ROMANELLI et al., 2007).

3.2.5 DIAGNOSTICO

Para chegar de maneira conclusiva ao diagndéstico de neosporose em uma
propriedade, um conjunto de andlises sdo necessarias, tendo inicio através do
histérico do rebanho com transtornos reprodutivos que envolvam abortamentos e/ou
nascimento de cordeiros fracos, associando-o com os resultados laboratoriais obtidos
(MUNHOZ et al., 2010). Macroscopicamente, os fetos comumente se apresentam
autolisados ou mumificados, sem les6es macroscoépicas (DUBEY & SCHARES, 2006).
A andlise histoldgica dos tecidos fetais e placenta € imprescindivel para a visualiza¢ao
de lesdes sugestivas de neosporose, que ocorrem principalmente no sistema nervoso
central, com focos de encefalite necrotizante ndo supurativa, além de miosite e
miocardite mononucleares, semelhantes as ocasionadas por T. gondii (DUBEY &
LINDSAY, 1990).
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A imuno-histoquimica € uma das técnicas utilizadas para diferenciar a infec¢éo
ocasionada por N. caninum e T. gondii, e permite a identificacdo do parasito
responsavel pelas lesbes fetais, predominantemente em encéfalo e coracdo (DUBEY
& SCHARES, 2006), no entanto, pode gerar falsos negativos em decorréncia de um
baixo nimero de parasitos ou devido a autélise avancada dos fetos (SOCARRAS,
2001). Outra desvantagem estd relacionada a possiveis reacdes cruzadas entre
protozoarios do mesmo filo através da utilizacdo de anticorpos policlonais, podendo
levar a falsos positivos para N. caninum em animais verdadeiramente infectados por
T. gondii (VAN MAANEN et al., 2004).

A PCR possui alta sensibilidade e especificidade em relacdo a imuno-
histoquimica, baseada na deteccdo do DNA do N. caninum nos tecidos do feto
abortado, assumindo um importante papel para o seu diagnostico (BASZLER et al.,
1999; DUBEY & SCHARES, 2006). Protocolos para quantificar a carga de DNA
através de Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (RT-PCR) sé&o uteis em
estudos relacionados a patogenia da neosporose, além de contribuir em pesquisas
para o desenvolvimento de vacinas e medicamentos (COLLANTES-FERNANDEZ et
al., 2004).

Testes sorolégicos de mées indicam a exposicdo ao N. caninum, porém nao
confirmam a infeccdo como causa de abortamento, sendo essencial a andlise
laboratorial dos tecidos fetais e da placenta (DUBEY, 2003). Apesar de ndo confirmar
a infeccdo, verificar a presenca de anticorpos especificos anti-N. caninum traz
importantes informacdes para a avaliacdo epidemiolégica da propriedade, servindo
também como um método de triagem de novos animais (HOFFMANN, 2007). As
técnicas mais utilizadas séo a RIFI e 0 ELISA (ROMERO & FRANKENA, 2004).

A sorologia de liquidos fetais também pode ser realizada, e usualmente um
resultado positivo confirma a infec¢ao por N. caninum devido a auséncia da passagem
de anticorpos maternais ao feto, porém resultados negativos ndo descartam um
possivel caso de neosporose devido a sintese de anticorpos fetais ser influenciada
pelo periodo gestacional (DUBEY, 2003). No rebanho, a sorologia permite demonstrar
qual o nivel de exposicdo dos animais as fontes de infec¢do, além de possibilitar a
confirmacédo da transmissao transplacentaria entre as geracoes atraves da sorologia
positiva em animais jovens nascidos dentro da propriedade (DUBEY & SCHARES,
2006).
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3.2.6 CONTROLE E PREVENCAO

Medidas de controle sdo essenciais para reduzir os prejuizos econdmicos
resultantes da neosporose, e envolvem a restricdo de acesso dos cdes da propriedade
a piquetes e fontes de agua dos animais, evitando, também, o seu fornecimento de
carne e visceras cruas, bem como de restos placentarios e fetais (DUBEY, 2003).
Sugere-se que, em rebanhos que possuam alta taxa de transmisséo transplacentaria
e baixa de transmissdo horizontal, haja a selecdo dos animais soropositivos da
propriedade para isolamento e descarte gradual (FRENCH et al., 1999). Outras
medidas de controle recomendadas incluem a restricdo de acesso de caes de
propriedades vizinhas e canideos selvagens por meio do controle de possiveis fontes
de alimentos a estes animais; instituicdo de piquetes-maternidade; e aquisicdo de
novos animais com, no minimo, duas sorologias negativas para N. caninum (DUBEY,
2003). As medidas de controle e prevencédo sao dispendiosas e demandam um
periodo prolongado para demonstrarem éxito, pois ainda ndo existem tratamentos
eficazes contra o protozoario (MUNHOZ et al., 2010).

Ainda héa poucos estudos a respeito do desenvolvimento de vacinas contra N.
caninum em ovinos. O’Handley et al. (2003), testando uma vacina viva inativada de
taquizoitos de N. caninum em ovelhas prenhes, verificaram a induc¢do da imunidade
humoral nas ovelhas, reduzindo parcialmente a transmissao transplacentaria, com
reducdo no numero de cordeiros soropositivos. Por outro lado, Jenkins et al. (2004),
utilizando uma vacina formulada com extrato proteico do protozoario, observaram
reducdo nas perdas fetais de ovelhas vacinadas, no entanto, os cordeiros nascidos
demonstraram-se soropositivos, confirmando que houve a passagem transplacentaria
de taquizoitos das maes para os fetos. Mais recentemente, Weston et al. (2009)
chegaram a titulagcdo adequada para desenvolvimento adequado de imunidade em
ovelhas prenhes, ao inocular 106 taquizoitos de N. caninum houve taxa de
abortamento de 100%, com 105 taquizoitos houve taxa de 50%, e nenhum
abortamento foi evidenciado nas ovelhas inoculadas com 50 taquizoitos,

demonstrando sucesso na imunoprotecao.
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4 Neosporose e Toxoplasmose como causas de abortamento em ovinos do
estado de Santa Catarina, Brasil: aspectos anatomopatoldgicos, moleculares e
epidemioldgicos

Neosporosis and Toxoplasmosis as causes of abortion in sheep in the state of Santa
Catarina, Brazil: anatomopathological, molecular and epidemiological aspects

RESUMO

A neosporose e a toxoplasmose sdo enfermidades parasitarias ocasionadas,
respectivamente, pelos protozoarios Neospora caninum e Toxoplasma gondii. A
toxoplasmose é a principal causa infecciosa de abortamentos em ovinos no mundo,
enquanto a neosporose ganha cada vez mais importancia como causadora de
transtornos reprodutivos nesta espécie. O objetivo do presente trabalho € verificar
suas ocorréncias em ovinos de Santa Catarina através da sua deteccdo em tecidos
fetais. Todos os fetos ovinos remetidos ao LAPA-CAV/UDESC foram submetidos a
necropsia, com colheita de 6rgaos para histopatologico, cultivo microbiologico, reacao
em cadeia da polimerase (PCR) para Neospora caninum e Toxoplasma gondii,
utilizando como alvos, respectivamente, as sequéncias Nc5 e SAG2 em tecido
encefélico. As propriedades positivas foram visitadas, havendo aplicagéo de inquérito
padronizado para caracterizacao das mesmas e avaliacdo das estratégias de controle.
Entre outubro de 2015 e outubro de 2020 foram avaliados 49 fetos ovinos, e destes,
houveram 10 (35,71%) casos de neosporose e 8 (28,57%) casos de toxoplasmose,
compostos por trés propriedades com diagndstico de neosporose e quatro com
toxoplasmose. Macroscopicamente, para 0s casos de neosporose, houve
mumificacdo e maceracao fetal, e, para toxoplasmose, maceracao fetal, prognatismo
e atresia vaginal. As lesdes histopatolégicas em casos de neosporose foram
compostas por encefalite necrotizante linfoplasmocitaria multifocal (10% - 1/10), gliose
multifocal (20% - 2/10), miosite linfoplasmocitaria multifocal (60% - 6/10), miocardite
linfoplasmocitaria multifocal (50% - 5/10) e placentite linfoplasmocitaria multifocal
(10% - 1/10). Para toxoplasmose, foram encefalite necrotizante linfoplasmocitaria
multifocal (50% - 4/8), gliose multifocal (12,5% - 1/8), miocardite linfoplasmocitaria
multifocal (37,5% - 3/8) e miosite linfoplasmocitaria multifocal (25% - 2/8). Na PCR,
houve deteccdo de N. caninum em cinco casos (50%) e de T. gondii em quatro (50%).
As propriedades com diagnostico de neosporose possuiam acesso livre de cdes do
local e de localidades vizinhas as instalacdes e pastagens dos animais, bem como os
casos de toxoplasmose, que possuiam livre acesso de felinos. Havia o descarte
incorreto de restos e l6quios fetais em duas propriedades, permitindo a ingestéo por
cées ou felinos. No ano seguinte, houve o descarte de ovinos que haviam abortado
no anterior, e em algumas propriedades passou-se a descartar corretamente l6quios
fetais. O trabalho demonstra a ocorréncia destas enfermidades em ovinos no estado
de Santa Catarina, na forma de surtos ou casos isolados. A associagdo entre a analise
histopatolégica e molecular foi essencial para o diagndstico, permitindo diferencia-los
entre si, e os tecidos fetais com mais lesdes histopatolégicas foram musculo
esquelético, coracdo e encéfalo. O acompanhamento das propriedades permitiu tracar
seus perfis e acompanhar a tomada de medidas de controle, com relatos de reducéo
de abortamentos no ano seguinte.

Palavras-chave: Protozoario. Ovinocultura. Perda reprodutiva. Patologia.
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ABSTRACT

Neosporosis and toxoplasmosis are parasitic diseases caused, respectively, by the
protozoa Neospora caninum and Toxoplasma gondii. Toxoplasmosis is the main
infectious cause of abortions in sheep in the world, while neosporosis is increasingly
important as a cause of reproductive disorders in sheep. The objective of the present
study is to verify its occurrences in sheep flocks of Santa Catarina state through its
detection in fetal tissues. All ovine fetuses sent to LAPA-CAV/UDESC were
necropsied, with organs samples collected for histopathology, microbiological culture,
polymerase chain reaction (PCR) for N. caninum and T. gondii, using the Nc5 and
SAG2 sequences, respectively, as targets in brain tissue. The positive farms were
visited, enabling the application of a standardized survey to characterize them and
evaluate control strategies. Between October 2015 and October 2020, 49 ovine
fetuses were evaluated, and of these, there were 10 (35.71%) cases of neosporosis
and 8 (28.57%) cases of toxoplasmosis, composed by three farms with neosporosis
and four with toxoplasmosis. Macroscopically, for cases of neosporosis, there was fetal
mummification and maceration, and for toxoplasmosis, fetal maceration, prognathism,
and vaginal atresia. Histopathological lesions in cases of neosporosis were composed
of multifocal lymphoplasmacytic necrotizing encephalitis (10% - 1/10), multifocal gliosis
(20% - 2/10), multifocal lymphoplasmacytic myositis (60% - 6/10), multifocal
lymphoplasmacytic myocarditis (50% - 5/10) and multifocal lymphoplasmacytic
placentitis (10% - 1/10). For toxoplasmosis, there was multifocal lymphoplasmacytic
necrotizing encephalitis (50% - 4/8), multifocal gliosis (12.5% - 1/8), multifocal
lymphoplasmacytic myocarditis (37.5% - 3/8), and multifocal lymphoplasmacytic
myositis (25% - 2/8). In brain PCR, N. caninum was detected in five cases (50%) and
T. gondii in four (50%). The farms diagnosed with neosporosis had free access for
dogs from the local and neighboring locations to the sheep installations and pastures,
as well as the cases of toxoplasmosis, which had free access for felines. There was
incorrect disposal of fetal remains and lochia in two farms, allowing ingestion by dogs
or felines. In the following year, sheep that had been aborted in the previous year were
discarded, and in some properties, fetal loci were correctly discarded. The study shows
the occurrence of these diseases in sheep in the state of Santa Catarina, in the form
of outbreaks or isolated cases. The association between histopathological and
molecular analysis was essential for the diagnosis, allowing them to be differentiated,
and the fetal tissues with more histopathological lesions were skeletal muscle, heart,
and brain. The monitoring of the properties made it possible to draw their profiles and
monitor the taking of control measures, with reduction in abortions in the following year.

Keywords: Protozoa. Sheep farming. Reproductive loss. Pathology.
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4.1 INTRODUCAO

A toxoplasmose e a neosporose sdo ocasionadas, respectivamente, pelos
protozodarios Toxoplasma gondii e Neospora caninum, pertencentes ao Filo
Apicomplexa, Familia Sarcocystidae e Subfamilia Toxoplasminae (MUGRIDGE et al.,
1999). Ambos os parasitos possuem ciclo heteroxeno e trés formas evolutivas,
compostas por taquizoitos, de proliferacédo rapida, bradizoitos, de proliferacdo lenta, e
oocistos, eliminados nas fezes de seus hospedeiros definitivos (DUBEY et al., 2002).
Dentre os hospedeiros definitivos de N. caninum, os cdes domeésticos (Canis lupus
familiaris) sdo os mais visualizados, além de alguns canideos selvagens, como o
coiote (Canis latrans) (GONDIM et al., 2004), a raposa-vermelha (Vulpes vulpes)
(WAPENAAR et al., 2006), o dingo australiano (Canis lupus dingo) (KING et al., 2010)
e 0 lobo-cinzento (Canis lupus) (DUBEY et al., 2011). J& T. gondii possui como
hospedeiros definitivos os felideos, domésticos e selvagens (DUBEY, 1991).

Os ruminantes s&do importantes hospedeiros intermediarios destes
protozoarios, e a toxoplasmose € considerada a maior causa infecciosa de
abortamento em ovinos no mundo (INNES et al., 2009), e, além do aborto, esta doenca
leva a uma série de desordens reprodutivas, como reabsorcdo fetal, natimortos,
mortalidade neonatal e nascimento de cordeiros fracos (FREYRE et al., 1997). Ja a
neosporose é responsavel por levar a amplas perdas econdmicas para a bovinocultura
em muitos paises, em decorréncia de perdas fetais (LINDSAY et al., 1998; REICHEL,
2000). Para ovinos, apesar de menos frequente, a neosporose tem se mostrado cada
vez mais comum para esta espécie, com relatos de deteccao molecular deste agente
mais frequente que a de T. gondii, com percentuais de 6,8 e 5,4%, respectivamente
(MORENO et al., 2012).

As lesBes provocadas em fetos abortados por uma destas enfermidades
incluem, microscopicamente, alteracbes predominantemente em sistema nervoso
central, musculo esquelético, coracdo, figado e placenta, havendo infiltrados
inflamatorios ndo supurativos multifocais associados a necrose (PEREIRA-BUENO et
al., 2004). No entanto, muitas vezes ndo sao visualizadas alteragdes microscopicas
consistentes, especialmente em casos de autolise avancada (BUXTON, 1998). Em
virtude da analise histopatolégica ser prejudicada por fatores como autdlise e
congelamento, e também pela similaridade entre a patogenia e as lesdes ocasionadas

por estes protozoarios, o seu diagnostico requer a associacdo de multiplas técnicas,
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unindo a andlise histopatoldgica com a avaliacdo molecular dos tecidos fetais e
placentarios (MORENO et al.,, 2012). A utilizagdo da Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) traz alta sensibilidade e especificidade ao diagnostico (DUBEY &
SCHARES, 2006), e deve ser interpretada junto a possiveis alteracbes macro e
microscopicas do feto abortado e da placenta, do historico, e da exclusdo de outros
patbgenos através da utilizacdo de outros exames complementares, como cultivo
bacteriano e PCR de causas virais de abortamento (MEIXNER et al., 2020).

Existem diversos trabalhos que confirmam a exposicdo de ovinos a estes
protozoarios no estado de Santa Catarina, através de analises sorolégicas de
diferentes propriedades, com relatos de soroprevaléncia para T. gondii no planalto
catarinense de 55,9% (MOURA et al., 2015) e 56,94% de soropositividade no
municipio de Lages (SAKATA et al., 2012); enquanto para N. caninum, 46,15% das
propriedades com criacdo de ovinos no municipio de Lages possuem ao menos um
animal soropositivo (ROSA, 2010). No entanto, sabe-se que a deteccdo de anticorpos
anti-T. gondii ou anti-N. caninum no soro materno € um indicativo apenas de exposicao
ao protozoario, e nao permite concluir se o aborto foi ocasionado por um dos agentes;
para isso, a avaliacdo dos tecidos fetais € essencial (DUBEY & LINDSAY, 2006).

Em vista da importancia da toxoplasmose e neosporose como causa de
abortamento, o objetivo do trabalho é determinar sua ocorréncia através da andlise
histopatoldgica e deteccdo molecular em tecidos fetais. As informacdes obtidas
permitirdo tomar medidas preventivas para evitar perdas econémicas e melhoria na

sanidade dos rebanhos.
4.2 MATERIAL E METODOS
4.2.1 Necropsia e coleta de materiais

No Laboratério de Patologia Animal (LAPA) do Centro de Ciéncias
Agroveterinarias da Universidade do Estado de Santa Catarina (CAV/UDESC) foram
recebidos produtos fetais de ovinos abortados para necropsia, juntamente com o
histdrico clinico e da propriedade de onde o feto foi encaminhado pelos médicos
veterinarios responsaveis. Durante a necropsia, efetuou-se a mensuracdo do
comprimento cranio-coccigeo, possibilitando determinar a idade gestacional do feto,
em semanas, estabelecendo em qual periodo da gestacdo ocorreu o abortamento
(SIVACHELVAN et al. 1996). Em seguida, fez-se a avaliagdo externa do feto,
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analisando mucosas e possiveis lesdes, com posterior abertura das cavidades
abdominal e toracica para visualizacdo de todos os 6rgdos in situ, buscando por
alteracdes macroscopicas. Neste momento, em embalagens plasticas estéreis, foram
colhidos assepticamente figado, pulmdo, conteddo abomasal e placenta, e
posteriormente refrigerados ou congelados para envio ao isolamento bacteriano no
Centro de Diagnostico Microbiologico Animal (CEDIMA) do CAV/UDESC. Amostras
de encéfalo foram coletadas e posteriormente congeladas em microtubos para
realizacdo da PCR para T. gondii e N. caninum. Além disso, para realizacdo de analise
histopatolégica, foram coletados fragmentos de pélpebra, figado, pulmdes, placenta,
encéfalo, rins, coragdo, timo, baco, diafragma, musculo esquelético e abomaso,

acondicionados em formalina tamponada a 10%.

4.2.2 Analise histopatoldgica

Os fragmentos de tecidos acondicionados em formalina tamponada a 10%
foram clivados, incluidos em blocos de parafina e processados rotineiramente pela
técnica de hematoxilina e eosina (HE), para visualizacdo em microscopia éptica.
Todos os orgdos foram avaliados, buscando lesdes compativeis que sugerissem
guadros de toxoplasmose ou neosporose de acordo com Dubey & Lindsay, 1990.

4.2.3 Andlise microbioldgica

Quando haviam lesBes histolégicas sugestivas de processo infeccioso
bacteriano, os fragmentos refrigerados ou congelados de placenta, figado, pulméo e
conteudo de abomaso foram processados para isolamento bacteriano. A primeira
etapa do isolamento foi composta pelo pré-enriguecimento do material com 4g do
orgao e 196ml de agua peptonada estéril em uma bag, seguida da homogeneizacao
em um Stomacher® 400 Circulator (Laboratory Blender) e da incubacdo por 24h a
37°C. Ap6s a incubacao, as amostras foram inoculadas em placas com Agar Sangue
e McConkey em cultivo aerdbio por 48h a 37°C. Apds o crescimento, era analisada a
morfologia das colonias, que eram submetidas a provas bioquimicas para
identificacdo do agente. As provas utilizadas foram Gram, Oxidase, TSI (Triple Sugar
Iron Agar), Citrato, LIA (Lisine Iron Agar), SIM (Sulphide Indol Motility), FA
(Fenilalanina) e Ureia. Os principais agentes rotineiramente pesquisados foram
Staphylococcus sp., Streptococcus sp., Escherichia coli, Campylobacter sp., e

Salmonella sp. O isolamento de Brucella sp. era obtido por cultivo em Agar Triptose
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ou Agar Albimi com a adicdo de soro e antibioticos. As placas eram incubadas a 37°C
em uma atmosfera de 10% de CO2, durante sete dias. Além destes, outros agentes
eram pesquisados, de acordo com o histérico especifico da propriedade e do feto

abortado e também das lesbes macroscopicas e histoldgicas.
4.2.4 Analise molecular para T. gondii

Para extracdo do DNA, aproximadamente 5g de encéfalo de cada feto ovino
abortado foi macerado individualmente e incubado com 500uL de tampao de lise e 5y
de proteinase K overnight a 42°C. Apos, a extracao do DNA foi realizada pelo método
de fenol-cloroférmio. Os primers selecionados SAG2.F4/SAG2.R4
(59GCTACCTCGAACAGGAACAC39)/(59GCATCAACAGTCTTCGTTGC39),
respectivamente, amplificaram separadamente as extremidades 59 e 39 do locus
SAG2 de T. gondii com produtos de 340 pares de base (pb), de acordo com Moura et
al. (2011). A reacgdao foi realizada com um volume final de 20uL, contendo 2uL de
tampao, 0,6uL de MgCI2, 0,4uL de dNTP, 0,6uL do primer SAG2.F4, 0,4uL do primer
SAG2.R4, 0,1uL de Taq DNA Polymerase, 1uL de DNA e 14,9uL de agua ultrapura
autoclavada. Subsequentemente, a amplificacdo ocorreu em termociclador com
desnaturacao inicial a 94°C por 3min, seguida por 40 ciclos a 94°C por 45seg para
desnaturacao, a 60.5°C por 30seg para anelamento, a 72°C por 40seg para extensao;
e com extensao final a 72°C por 10 min. As amostras amplificadas foram submetidas
a eletroforese em gel de agarose a 1,5% para visualizacdo. Os controles positivos
utilizados foram taquizoitos purificados de T. gondii e os controles negativos foram

compostos por agua ultrapura autoclavada.
4.2.5 Analise molecular para N. caninum

Para extracdo do DNA, como descrito previamente na analise molecular para
T. gondii, aproximadamente 5g de encéfalo de cada feto ovino abortado foi macerada
individualmente e incubada com 500uL de tampéo de lise e 5y de proteinase K
overnight a 42°C. Depois, a extracdo do DNA foi realizada manualmente, seguindo o
método de fenol-cloroférmio. Para PCR, a regido Nc5 foi selecionada como a
sequéncia alvo para amplificacio de DNA. Os primers Np21/Np6 (5'-
CCCAGTGCGTCCAATCCTGTA-3)/(5'-CTCGCCAGTCAACCTACGTCTTCT-3")
amplificaram um produto de 337pb, de acordo com Miller et al. (1996). Os
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componentes das reacoes de PCR, condi¢des do termociclador e da eletroforese sao
as mesmas descritas na secdo 4.2.4 da PCR de T. gondii, com controle positivo
composto por taquizoitos da cepa Nc-Bahia, e controle negativo por agua ultrapura

autoclavada.

4.2.6 Visita técnica as propriedades positivas

Mediante resultado anatomopatoldgico e/ou molecular positivos para
toxoplasmose ou neosporose, foi realizada uma visita técnica pré-agendada, apos
comum acordo com o médico veterinario responsavel pela propriedade e também com
o produtor. Foi, entdo, aplicado um questionario junto ao ovinocultor, adaptado de
Hein et al. (2012), abordando caracteristicas gerais de propriedade, assim como
aspectos do manejo reprodutivo, biosseguridade, instalacées, condi¢cdes sanitarias e
controle de residuos utilizados na propriedade, avaliando as caracteristicas presentes
nas propriedades positivas para alguma destas enfermidades (Apéndice I).

Um ano apoés a primeira visita a propriedade, foi efetuado novo contato com o
ovinocultor, a fim de realizar um novo inquérito, avaliando se as medidas de controle
e prevencdo adotadas pelo produtor e médico veterinario foram efetivas e se os

episédios de abortamento e desordens reprodutivas foram reduzidos ou eliminados.
4.3 RESULTADOS
4.3.1 Caracterizacédo e origem dos fetos ovinos

Entre outubro de 2015 e outubro de 2020 foram avaliados 49 fetos ovinos,
remetidos ao LAPA-CAV/UDESC. Destes, 77,55% (38/49) dos casos foram
compostos pelo envio do feto para realizagcdo de necropsia nas instalacdes do
laboratorio, e 22,45% (11/49) foram colhidos a campo pelo médico veterinario
responsavel, remetendo os orgéos fixados em formalina 10% e refrigerados, para
analise histopatolégica e exames complementares, respectivamente. Quanto ao sexo
dos fetos analisados, 40,82% (20/49) eram fémeas e 46,94% (23/49) eram machos, e
o restante, composto por 12,24% (6/49), ndo teve o sexo informado no histérico. A
raca predominante foi a Lacaune (36,74% - 18/49), seguida de Texel (22,46% - 11/49),
Mestica (12,24% - 6/49), Dorper (6,12% - 3/49), Corriedale (4,08% - 2/49), Crioula e
Hampshire, ambas com um caso (2,04% cada). Sete animais (14,28%) nao possuiam
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raca informada. As idades gestacionais determinadas através da mensuragao cranio-

coccigea encontram-se dispostas na Tabela 1.

Tabela 1. Idades gestacionais de fetos ovinos remetidos ao LAPA-CAV/UDESC entre
outubro de 2015 e outubro de 2020, determinadas através da mensuracdo do
comprimento cranio-coccigeo.

Variagdo de comprimento

Idade gestacional . i FR (%) FA
cranio-coccigeo
18-20 semanas 41-54cm 42,86 21
15-17 semanas 33-40cm 16,33 8
12-14 semanas 24-32cm 12,24 6
9-11 semanas 15-20cm 8,16 4
6-8 semanas 14cm 2,04 1
Nao informado - 18,37 9
TOTAL - 100 49

FR: Frequéncia relativa; FA: Frequéncia absoluta.
Fonte: Elaborado pela autora, 2020.

Foram recebidos fetos ovinos de duas mesorregides do estado de Santa
Catarina, compostas pela Serrana (75,51% - 37/49) com a participacao dos municipios
de Lages, Ponte Alta, Bom Retiro, Sdo Joaquim, Palmeira e Painel, e o Vale do Itajai
(24,49% - 12/49), com envio de fetos dos municipios de Pouso Redondo, Itajai e Rio
do Sul. A disposicdo dos municipios com a respectiva quantidade de fetos remetidos

encontra-se na Figura 3.
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Figura 3. Distribuicdo de municipios que enviaram fetos ovinos para o LAPA
CAV/UDESC entre outubro de 2015 e outubro de 2020, com respectiva quantidade de
casos por local.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2020.

4.3.2 Diagnoésticos das causas de abortamento em fetos ovinos

Do total de fetos ovinos necropsiados, foi possivel estabelecer o diagndéstico
em 57,14% dos animais (28/49). Destes, a doenca prevalente, composta por 10

(35,71%) casos, foi a neosporose, seguida por oito (28,57%) casos de toxoplasmose.

4.3.2.1 Neosporose

Os casos de neosporose foram provenientes de trés propriedades. Os
municipios de origem foram Lages, na mesorregido serrana, com 70% dos casos
(7/10), oriundos de uma propriedade com o envio de 12 fetos, dos quais sete
possuiram alteracdes compativeis com a enfermidade (Caso 1); e Pouso Redondo,
no Alto Vale do Itajai, com 30% (3/10), havendo um caso com o envio de dois fetos
provenientes de uma gestacédo gemelar (Caso 2), e um caso com o envio de um feto
em outra propriedade (Caso 3). Quanto ao sexo, cinco fetos (50%) eram machos e
quatro (40%) fémeas, e em um feto o sexo nao foi informado. A raca predominante foi
a Lacaune (70% - 7/10), seguida pela Dorper (20% - 2/10) e em um feto a raca nao foi

informada. Dentre as idades gestacionais, a mais visualizada foi entre 18 e 20
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semanas (60% - 6/10), seguida por um caso (10%) com gestacédo entre 15 e 17
semanas, e dois casos (20%) com periodo gestacional entre 9 e 11 semanas. Um feto
nao teve idade gestacional informada.

Macroscopicamente, os fetos enviados possuiam diferentes graus de autdlise,
e foram visualizados um caso de mumificacdo fetal e um caso de maceracéao fetal em
um parto gemelar (Figura 4). Nos demais fetos, foram evidenciadas apenas alteragbes
inespecificas, incluindo edema e hemorragia focalmente extensos localizados em
subcutéaneo, variando de moderados a acentuados (20% - 2/10) e liquido
serosanguinolento localizado em cavidade abdominal e toracica, com quantidades
variando de discreta a acentuada (20% - 2/10). Em quatro casos (40%) a placenta foi
enviada para analise, sem alteracdes macroscopicas em todos 0s casos.

Figura 4. Fetos da espécie ovina, gestacdo gemelar. Maceracdo, a esquerda, e
mumificacao fetal, a direita, em abortamento ocasionado por Neospora caninum.

Fonte: A prépria autora, 2020.

Microscopicamente, as lesfes visualizadas nos casos de neosporose
restringiram-se ao encéfalo, musculo esquelético e coragédo, e, foram compostas,
respectivamente, por encefalite necrotizante linfoplasmocitaria multifocal discreta
(Figura 5A) associada a focos de mineralizagéo, especialmente da parede de vasos
(10% - 1/10) (Figura 5B), gliose multifocal discreta (10% - 1/10) a moderada (10% -
1/10), miosite linfoplasmocitaria multifocal discreta (40% - 4/10) (Figura 5C) a
moderada (20% - 2/10); miocardite linfoplasmocitaria multifocal discreta (40% - 4/10)
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a moderada (10% - 1/10), por vezes acompanhada por areas focais de hemorragia
(10% - 1/10) (Figura 5D). Um dos casos em que foi remetida a placenta para analise,
possuia placentite linfoplasmocitaria multifocal discreta associada a focos de necrose.
Na analise por PCR de encéfalo, houveram resultados positivos para detecgéo de N.

caninum em cinco casos (50% - 5/10).

Figura 5. Neosporose como causa de abortamentos em ovinos do estado de Santa
Catarina. A) Encéfalo: encefalite necrotizante linfoplasmocitaria focal discreta (seta).
Obj. 10x. B) Encéfalo: mineralizacdo multifocal moderada, predominantemente de
vasos sanguineos (seta). Obj. 10x. No detalhe: mineralizacdo em maior aumento.
Obj. 40x. C) Musculo esquelético: miosite linfoplasmocitaria multifocal discreta
(setas). Obj. 10x. D) Coracao: miocardite linfoplasmocitaria multifocal discreta (seta)
acompanhada por hemorragia focal discreta (estrela). Obj. 10x. Hematoxilina e
Eosina.

R .rs Lm '.; "{u 3
Fonte: A prépria autora, 2020
No Caso 1, havendo um surto com historico de mais de 20 abortamentos ovinos

e envio de 12 fetos, houveram alteragfes histopatolégicas e/ou deteccdo molecular

de N. caninum em sete animais (58,33%), e, 0S cinco animais restantes ndo puderam

ser considerados casos de neosporose por nao possuirem alteracdes sugestivas da
enfermidade e/ou resultados positivos na PCR. O Caso 2 possui historico de um surto
composto por cinco abortamentos na propriedade, no entanto com o envio apenas de

dois produtos da mesma ovelha, com associacdo entre achados histopatologicos e

moleculares em um dos fetos, e considerando seu irmao também um caso de

neosporose, mesmo sem alteracdes, por tratar-se de um parto gemelar. O Caso 3,
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que ocorreu de maneira esporadica na propriedade, foi determinado através da
deteccdo molecular de N. caninum, ndo havendo alteracdes histopatologicas em
virtude do avancado estado de autdlise. A distribuicdo dos casos de neosporose com

a associacao dos achados histopatolégicos e moleculares encontra-se na Tabela 2.

Tabela 2. Distribuicéo individual dos abortamentos ovinos ocasionados por Neospora
caninum diagnosticados pelo LAPA-CAV/UDESC entre outubro de 2015 e outubro de
2020, com respectivas alterac6es histopatoldgicas e resultados de analise molecular.

ALTERACOES HISTOPATOLOGICAS

FETO Musculo N i PC.R N.
" Coracéo Encéfalo caninum
esquelético
CASO 1 - Lages/SC
1 + - - Positivo
2 - + + Negativo
3 - - + Positivo
4 ++ ++ ++ Positivo
5 + + - Negativo
6 + + - Negativo
7 + + - Negativo
CASO 2 — Pouso Redondo/SC
8 (MA) - - - Negativo
9 (MU) ++ - - Positivo
CASO 3 - Pouso Redondo/SC
10 (AA) - - - Positivo

Intensidades das les@es: ausente (-); discreta (+); moderada (++); acentuada (+++).
MA: maceracdo fetal; MU: mumificacéo fetal; AA: autdlise acentuada.
Fonte: Elaborada pela autora, 2020.

A caracterizacdo das propriedades de criacdo de ovinos acometidas por
neosporose encontra-se na Tabela 3. As trés propriedades possuiam assisténcia de
médicos veterinarios, quando solicitado, e apresentavam, como principais problemas
sanitarios, transtornos reprodutivos, seguidos de verminose e mastite. A propriedade
do Caso 1, que relatou mais de 20 perdas fetais, atingindo um indice de abortamento
de cerca de 33,33%, possuia criacdo concomitante de bovinocultura de corte, e foram
relatados problemas relacionados a neosporose também nesta espécie. O livre
acesso de cées, pertencentes a propriedade ou a vizinhos, foi visualizado em todas
as propriedades (Figura 6), bem como a rara circulacéo de animais selvagens, como
o graxaim-do-mato (Cerdocyon thous), a onca-parda (Puma concolor) e javalis (Sus
scrofa).



46

Tabela 3. Caracterizacdo de propriedades de ovinos com transtornos reprodutivos

associados a

infeccdo por

CAV/UDESC entre outubro de 2015 e outubro de 2020.

Neospora caninum diagnosticados pelo LAPA-

CARACTERISTICA CASO 1 CASO 2 CASO 3
Tamanho (ha) 145 13 34
Uso para
ovinocultura (ha) 12 6 12
Plantel total de
ovinos 60 60 13
Aptidao Corte e leite Corte Corte
Sistema de criagéo Extensiva Semi-intensivo Semi-intensivo

Criacéo de outros
animais

Aquisicao de
animais

Abortamentos

Periodo
gestacional

Idade reprodutiva
das maes

Nascimento de
cordeiros fracos

Destino de
restos/léquios
fetais

No. Caes na
propriedade

Acesso de caes de
vizinhos

Acesso de cées as
instalagdes e
pastagens

Ingestdo de
l6quios fetais por
caes

Circulacao de
animais selvagens

Bovinocultura de
corte

Reposicao propria
>20 casos
Quarto e quinto més

Primiparas e
multiparas

3 casos

Decompdem no
ambiente

Sim

Sim, livre

Sim, frequentemente

Sim, rara

Nao

Mista (compra +
reposicao propria)

5 casos
Quarto e quinto més

Primiparas e
multiparas

2 casos

Enterrados

Sim

Sim, livre

Sim,
esporadicamente

Sim, rara

Bovinocultura de
corte

Reposicao propria
1 caso

Quinto més
Multipara

2 casos

Enterrados

Sim

Sim, livre

Sim,
esporadicamente

Sim, rara

Fonte: Elaborada pela autora, 2020.



47

Figura 6. Caracterizacdo de propriedade de ovinos com transtornos reprodutivos
associados a infeccdo por Neospora caninum (Caso 2 — municipio de Pouso
Redondo/SC). Livre acesso de caes as pastagens dos ovinos.

Fonte: A prépria autora, 2020.

Em novo inquérito, realizado um ano ap0s o primeiro contato com as
propriedades com diagnéstico de neosporose, constatou-se reducao significativa da
taxa de abortamentos nas propriedades do Caso 1 e Caso 2. Na propriedade do Caso
2, nao foram mais relatados abortamentos no ano seguinte, havendo o descarte das
ovelhas que haviam abortado no ano anterior, enquanto o contato dos cdes da
propriedade com as instalacdes e pastagens tornou-se restrito, e enterrar os restos e
l6quios fetais apdés as paricdes permaneceu sendo a forma de descarte. JA na
propriedade do Caso 1, foi relatado apenas um abortamento no ano posterior, em uma
ovelha primipara. As demais ovelhas, que haviam abortado no ano anterior, foram
descartadas. O acesso de caes de propriedades vizinhas permaneceu inalterado, bem
como o descarte dos restos fetais e placentarios, deixados para decompor no
ambiente. Na propriedade do Caso 3 nao foram registrados novos casos de

abortamentos ou quaisquer outros transtornos reprodutivos no ano seguinte.
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4.3.2.2 Toxoplasmose

Os oito casos de Toxoplasmose tiveram origem em quatro propriedades. Os
municipios de origem dos surtos foram Ponte Alta (Caso 1), na mesorregiao serrana,
com o envio de cinco fetos e alteragcbes compativeis em quatro, correspondendo a
50% dos casos totais (4/8), seguido de Pouso Redondo (Caso 2), no Alto Vale do
Itajai, com o envio de quatro fetos, sendo dois com lesdes compativeis,
correspondendo a 25% dos casos totais (2/8), Palmeira, na mesorregido serrana, com
o envio de um feto ovino (Caso 3), e Rio do Sul, no Alto Vale do Itajai, também com o
envio de um caso (Caso 4). Quanto ao sexo, quatro fetos (50%) eram fémeas e trés
(37,5%) machos, e um feto ndo teve o sexo informado (12,5%). As racas foram
compostas por Mestica (4/8 — 50%) e Texel (3/8 — 37,5%), enquanto um feto néo teve
sua raca informada. As idades gestacionais foram compostas por 12 a 14 semanas
de gestacao (3/8 — 37,5%) e de 15 a 17 semanas de gestacdo (3/8 — 37,5%).
Houveram, ainda, dois casos em que a idade gestacional ndo foi informada (2/8 —
25%).

Macroscopicamente, assim como nos casos de neosporose, 0s fetos
encontravam-se em diferentes estados de autdlise. Foi visualizado um caso de
prognatismo (Figura 7) e um caso de atresia vaginal, ambos fetos pertencentes ao
Caso 2, no municipio de Pouso Redondo. Nos fetos pertencentes ao Caso 1, no
municipio de Ponte Alta, foram evidenciados um caso de maceracao fetal, além de
fetos com alteracdes inespecificas, que incluem edema cervical ventral e toracico
cranial focalmente extenso, moderado (2/8 — 25%) e moderada quantidade de liquido
serosanguinolento em cavidade abdominal (3/8 — 25%). Em apenas um caso (12,5%)
a placenta foi enviada para andlise laboratorial, e ndo demonstrou alteracdes

macroscopicas.
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Figura 7. Feto ovino, fémea, pertencente a uma propriedade com abortamentos por
Toxoplasma gondii (Caso 2). Prognatismo (seta). No detalhe: rebatimento de pele
evidenciando o prognatismo.

Fonte: A prépria autora, 2020.

Microscopicamente, as lesfGes visualizadas nos casos de toxoplasmose
situaram-se em encéfalo, coracdo e musculo esquelético, e, foram compostas,
respectivamente, por encefalite necrotizante linfoplasmocitaria multifocal acentuada
(50% - 4/8) (Figura 8A), por vezes associada a mineralizacdo (12,5% - 1/8) (Figura
8B) e gliose multifocal discreta (12,5% - 1/8); miocardite linfoplasmocitaria multifocal
discreta (37,5% - 3/8), acompanhada por necrose focal discreta de cardiomiécitos
(12,5% - 1/8) (Figura 8C) e miosite linfoplasmocitaria multifocal discreta (12,5% - 1/8)
a moderada (12,5% - 1/8) (Figura 8D). Na analise por PCR de encéfalo, houveram
resultados positivos para deteccéo de T. gondii em quatro casos (50%).
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Figura 8. Toxoplasmose como causa de abortamentos em ovinos do estado de Santa
Catarina. A) Encéfalo: encefalite necrotizante (estrela) focal acentuada, circundada
por infiltrado linfoplasmocitario (seta). Obj. 10x. B) Encéfalo: encefalite necrotizante
acompanhada por mineralizacdo (cabeca de seta) focal acentuada, circundada por
infiltrado linfoplasmocitéario (seta). Obj. 10x. C) Corac¢&o: miocardite linfoplasmocitaria
focal discreta (seta) acompanhada por necrose de cardiomidcitos focal discreta
(estrela). Obj. de 10x. D) Musculo esquelético: miosite linfoplasmocitaria multifocal
moderada (seta). Obj. 10x. Hematoxilina e Eosina.

, o ¥
Fonte: A propria autora, 2020.
No Caso 1, com histérico de um surto de 14 abortamentos ovinos, houve o

envio de cinco fetos, com a associacdo entre achados histopatolégicos e/ou

moleculares em quatro (80%), enquanto no Caso 2, caracterizado por um surto de 15

abortamentos ovinos, houve envio de quatro animais, com altera¢cdes histopatoldgicas

e/ou deteccdo molecular de T. gondii em dois (50%). Os animais restantes, para
ambos o0s casos, ndo foram considerados toxoplasmose pela da auséncia de
alteracdes histopatoldgicas e/ou moleculares compativeis. Os Casos 3 e 4, ocorridos
de forma esporadica nas propriedades, possuiam grau avancado de autodlise,
impossibilitando a visualizacao histolégica dos tecidos, porém com deteccao através
da PCR de encéfalo. A distribuicdo dos casos de toxoplasmose com a associagéo dos
achados histopatologicos e moleculares encontra-se na Tabela 4.
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Tabela 4. Distribuicdo individual dos abortamentos ovinos ocasionados por
Toxoplasma gondii diagnosticados pelo LAPA-CAV/UDESC entre outubro de 2015 e
outubro de 2020, com respectivas alteracdes histopatologicas e resultados de analise
molecular.

ALTERACOES HISTOPATOLOGICAS

FETO Mdsculo ~ , PCR T. gondii
" Coracéao Encéfalo
esquelético
CASO 1 - Ponte Alta/SC
1 + + +++ Negativo
2 ++ + +++ Positivo
3 - - +++ Negativo
4 (MA) - + +++ Negativo
CASO 2 - Pouso Redondo/SC
5 - - - Positivo
6 - - ++ Negativo
CASO 3 - Palmeira/SC
7 (AA) - - - Positivo
CASO 4 - Rio do Sul/SC
8 (AA) - - - Positivo

Intensidades das lesBes: ausente (-); discreta (+); moderada (++); acentuada (+++).
MA: maceracéo fetal; AA: autolise acentuada.
Fonte: Elaborada pela autora, 2020.

A caracterizacdo das propriedades de criacdo de ovinos acometidas por
toxoplasmose encontra-se na Tabela 5. As quatro propriedades possuiam assisténcia
de médicos veterinarios, quando solicitado. As propriedades que relataram surtos de
abortamentos possuiam, além dos transtornos reprodutivos, verminoses e problemas
de cascos como principais desordens sanitarias. As propriedades dos Casos 3 e 4
nao relataram quaisquer outros problemas sanitarios no rebanho. Na propriedade do
Caso 2, foi relatado um caso de toxoplasmose humana, em uma pessoa
imunocompetente, que residia na localidade vizinha, com sintomatologia composta
por linfadenomegalia generalizada e febre persistente. Ja na propriedade do Caso 3,
relata-se uma ninhada de felinos no local no mesmo periodo em que houve o
abortamento em um ovino. Em todas as quatro propriedades, havia a circulagdo de
felinos em meios as pastagens e instalagcdes, como no aprisco, e a circulacédo de
animais selvagens, com espécies predominantes semelhantes as relatadas nas

propriedades com casos de neosporose.
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Tabela 5. Caracterizacdo de propriedades de ovinos com transtornos reprodutivos

associados a

infeccdo por

Toxoplasma gondi
CAV/UDESC entre outubro de 2015 e outubro de 2020.

diagnosticados pelo LAPA-

CARACTERISTICA CASO 1 CASO 2 CASO 3 CASO 4
Tamanho (ha) 46 24 12 300
Uso para 10
ovinocultura (ha) 13 6,5 12
Plantel total de
ovinos 69 70 60 40
Aptidao Corte Corte Corte Lazer
. . : Semi- . .
Sistema de criagcdo Extensivo : Extensivo Extensivo
confinamento
Criacéo de outros Bovinocu!tura de Bovinocultura
L corte, Avicultura Nao Nao
animais . de corte
e Suinocultura
Aquisicéo de Mista (co_mNpra * Reposicao Reposicao Mista (co_mp ra+
e reposicao L L reposicao
animais P prépria propria o
propria) propria)
Abortamentos 14 casos 15 casos 1 caso 1 caso
Periodo . " Quarto e . « . "
gestacional Quinto més quinto més Quinto més Quinto més
Idade reprodutiva Primiparas e Primiparas e . .
das maes multiparas multiparas Multipara Multipara
Nasc!mento de 1 caso 2 casos 2 casos N&o
cordeiros fracos
Destino de Decompdem no
restos/léquios b Enterrados Enterrados = Compostagem
; ambiente
fetais
No. thos na 1 4 > >
propriedade
Acesso_ c_Ie gatos de Sim Sim Sim Sim
vizinhos
Acesso de gatos as
instalacdes e Sim, livre Sim, livre Sim, livre Sim, livre
pastagens
Ingestao de l6quios Sim, Nunca Nunca Nunca
fetais por gatos esporadicamente  visualizado visualizado visualizado
Circulacéo de Sim, Sim, Sim, Sim,
animais selvagens  frequentemente raramente raramente  frequentemente

Fonte: Elaborada pela autora, 2020.
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Na propriedade do Caso 1, foi possivel estabelecer novo contato um ano apos
o envio dos fetos para analise, e, dos ovinos que apresentaram abortamento no ano
anterior, sete foram descartados, e, dentre 0s que permaneceram na propriedade, nao
foram relatados abortamentos novamente, com apenas um caso em uma ovelha
primipara. De acordo com os produtores, foi possivel efetuar diversas alteracdes no
manejo, possibilitando a reducéo, também, de outros problemas sanitarios relatados,
como verminoses e problemas de casco. Outra alteracdo realizada foi o descarte
correto de loquios fetais, antes deixados para decompor no ambiente, e agora
enterrados. O acesso de felinos da propriedade e de propriedades vizinhas
permaneceu inalterado, no entanto, nédo foi visualizada a circulagéo de novos animais

em relacdo ao ano anterior.

4.4 DISCUSSAO

Dos 49 fetos ovinos avaliados neste estudo, a doenga mais visualizada foi a
neosporose seguida da toxoplasmose, assim como 0 observado em estudos
anteriores que também determinaram a frequéncia destas enfermidades como causas
de abortamento em fetos de pequenos ruminantes, havendo prevaléncia de
neosporose (6,8%) em relacdo a toxoplasmose (5,4%) (MORENO et al.,, 2012).
Considerada a principal causa infecciosa de abortamentos em bovinos no mundo,
levando a grandes prejuizos econdmicos devido a perdas reprodutivas (DUBEY &
SCHARES, 2011), a neosporose passou a ser cada vez mais relatada também em
ovinos e caprinos (DUBEY & LINDSAY, 1990; KOBAYASHI et al., 2001; WEST et al.
2006; MORENO et al. 2012; GONZALEZ-WARLETA et al., 2014), e, assim como neste
estudo, demonstram a crescente importancia desta enfermidade para ovinos.

A prevaléncia da infec¢cdo de N. caninum, determinada através de PCR em
fetos ovinos, varia de 2% (MASALA et al., 2007) a 18,9% (HUGHES et al., 2006),
inferiores ao percentual de 35,71% encontrado; a toxoplasmose, principal causa de
abortamentos em ovinos no mundo (INNES et al., 2009), ja foi mais frequente em
relacdo a neosporose em pesquisas anteriores (MASALA et al., 2007), porém seus
percentuais de deteccao foram inferiores aos evidenciados neste estudo, com 8,7%
para diagnostico histopatoldgico e 6,9% de deteccdo atraves de PCR (PEREIRA-
BUENO et al., 2004). No entanto, o alto percentual visualizado para ambas
enfermidades pode justificar-se pela presenca de dois surtos de neosporose e dois de

toxoplasmose, e ndo apenas casos individuais, o que leva a um alto nimero de fetos
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enviados para analise de uma mesma propriedade, culminando com o aumento na
guantidade de casos destas doencas. Outro aspecto que influencia na ocorréncia
destas enfermidades é a associacdo de mais de uma técnica diagnoéstica, ou seja,
analise histopatolégica e PCR, aumentando a possibilidade de deteccdo destes
agentes, o que é recomendado em virtude da similaridade entre estes protozoarios
(MORENO et al., 2012).

As idades gestacionais observadas nos casos de neosporose e toxoplasmose,
variaram de periodos iniciais, até fetos a termo. Sabe-se que, embora a maioria dos
abortamentos ocorra em ovelhas primo-infectadas por T. gondii entre 60 e 90 dias de
gestacdo (DUBEY et al., 1998), os abortos podem ocorrer em qualquer periodo,
evidenciado em um estudo anterior onde fetos ovinos abortados em decorréncia de
toxoplasmose possuiram comprimentos variando de 6 a 54cm (HURTADO et al.,
2001). No caso de neosporose, 0 abortamento dependerd do momento em que ocorre
a infeccdo ou a sua recrudescéncia, e a inoculacao experimental de taquizoitos em
ovelhas prenhes demonstrou 100% de abortamentos nas ovelhas com 65 dias de
gestacdo, enquanto houve o nascimento de cordeiros saudaveis, porém infectados
com N. caninum, nas ovelhas que se encontravam com 120 dias de gestacdo no
momento da inoculagdo (MCALLISTER et al., 1996).

Esta diferenca na ocorréncia de abortos é influenciada pelas condi¢cbes
imunologicas do feto, consideradas rudimentares do inicio ao meio da gestacao,
havendo a ocorréncia de natimortos, nascimento de cordeiros fracos ou de cordeiros
infectados, porém higidos, quando infectados mais ao final da gestacédo
(MCALLISTER et al., 1996; WILLIAMS et al, 2000; DUBEY et al., 2006). Conforme
relatado por todas as propriedades avaliadas, o nascimento de cordeiros fracos pode
estar associado a ocorréncia destas enfermidades.

Achados como liquido serosanguinolento nas cavidades toracica e abdominal
ou edema e hemorragia localizados em subcutaneo, séo comumente observados em
fetos abortados de ruminantes (PEREIRA et al., 2013), assim como evidenciados em
alguns dos fetos avaliados no estudo. Estas altera¢cfes sado atribuidas principalmente
ao processo de autdlise fetal ou decorrentes de um congelamento prévio a analise,
havendo a formacéo de liquido livre em cavidade toracica cerca de 24 a 144 horas
apos a morte, e na cavidade abdominal ha a formacéo de liquido até 16 horas apos a
morte fetal (PEREZ et al., 2003), e devido a isso, ndo podem ser considerados

achados especificos para causas infecciosas de abortamento (PEREIRA et al., 2013).
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Alteracdes macroscopicas, como mumificacdes e maceracoes fetais podem ser
evidenciadas tanto em casos de toxoplasmose como de neosporose, com relatos de
deteccdo de N. caninum em até 25% de fetos bovinos mumificados através de PCR
(GHANEM et al., 2009). A mumificacao fetal ja foi relatada, também, em um surto de
neosporose em um rebanho ovino na Argentina (HECKER et al., 2019). J& em casos
de toxoplasmose ovina, a mumificagéo e a maceracao fetal sdo esperados quando a
infeccdo ocorre, principalmente, entre 40 e 120 dias de gestacdo (GIVENS &
MARLEY, 2008).

Alguns eventos sd0 necessarios para que a mumificacdo ocorra, como a
infeccdo e morte fetal apds o desenvolvimento 0sseo, a reabsor¢éo rapida de fluidos
uterinos e fetais, a auséncia de oxigénio no ambiente uterino até o processo de
mumificacdo estar completo, e a auséncia de populacbes bacterianas, com a
permanéncia da cérvix fechada para evitar a entrada de bactérias presentes no canal
vaginal (DROST, 2007). J& na maceracdo fetal, € necessaria a presenca de oxigénio
e bactérias que levem ao processo de putrefacdo (LEFEBVRE, 2015). Nao ha relatos
prévios que apontem casos de maceracdo e mumificacdo fetal ocorrendo
simultaneamente em gestacdes gemelares de ovinos, e dentre as hipbéteses para esta
ocorréncia, sugere-se que, em virtude destas gestacdes serem dicoridnicas, pode ter
ocorrido a entrada de micro-organismos que levem a putrefacao apenas em uma das
placentas, promovendo a maceragdo de um dos fetos. A outra hipétese é a de que o
feto mumificado poderia estar presente desde uma gestacédo prévia, e foi expulso
juntamente com o feto macerado, sendo um evento comumente visualizado em suinos
e cdes (GRUNERT & BIRGEL, 1982).

Focos necroticos na placenta visualizados macroscopicamente como placas
esbranquicadas sdo relatados em casos de abortamento por estes protozoarios
(BENAVIDES et al., 2017), no entanto, nos casos estudados néao foi possivel visualiza-
los, podendo ser explicado pela escassez no envio de placentas para analise, e pelo
alto grau de autdlise em muitas delas, visto que os fetos podem estar mortos no utero
de 24 a 48 horas antes da expulsdo (GIVENS & MARLEY, 2008). O nao-envio da
placenta para andlises laboratoriais limita as chances de diagnosticos conclusivos em
causas de abortamento, visto que os agentes infecciosos podem multiplicar-se na
placenta antes de levar ao abortamento (PEREZ et al., 2003).

Anomalias como os casos de prognatismo e atresia vaginal evidenciados no

Caso 2 de toxoplasmose, ja foram atribuidas anteriormente a infec¢cdo por T. gondii



56

em um feto ovino abortado, que possuia hidrocefalia e escoliose (WOODS &
ANDERSON, 1992). O prognatismo, definido como a projecao rostral da mandibula,
€ uma alteracdo frequentemente visualizada em rebanhos de pequenos ruminantes,
podendo ser atribuida, além de causas infecciosas, a alteracdes genéticas e
consanguinidade entre os animais, e recomenda-se elimina-los do rebanho em virtude
da dificuldade na alimentac&o e por sua alta herdabilidade (MAGALHAES et al., 2008).
Casos de atresia vaginal em ovinos sao raros, com relatos mais comuns de atresia
anal associada a fistulas retro-vaginais, passiveis de correcéo cirurgica e atribuidas,
na maioria das vezes, a causas genéticas (ANTONIOLI et al., 2017).

As alteracdes microscépicas visualizadas em fetos abortados neste estudo sao
compativeis com as lesdes mais comumente observadas em casos de neosporose e
toxoplasmose, compostas, no sistema nervoso central, por encefalite necrotizante
ndo-supurativa, multifocal (HURTADO et al., 2001; DUBEY, 2003) com é&reas de
gliose multifocais (DUBEY et al., 1990; JENKINS et al., 2002), além de focos de
infiltrado linfoplasmocitario mais frequente em musculatura esquelética e cardiaca,
mas também podendo ocorrer em figado e placenta, por vezes, com a associacao de
focos necréticos (PEREIRA-BUENO et al., 2004). De forma geral, as lesbes em
musculo esquelético e coracdo foram mais frequentes em casos de neosporose no
presente estudo. Casos de miosite e miocardite em fetos ovinos abortados por N.
caninum séao frequentemente relatados (DUBEY & LINDSAY, 1990), no entanto ndo
h& estudos que demonstrem as razdes para tal predilecao de N. caninum por musculo
esquelético e coracdo em ovinos em relagédo a T. gondii, e, em virtude da distribuicdo
multifocal destes protozoarios, a deteccdo de suas lesdes através de analise
histopatoldégica nem sempre € possivel (PEREIRA-BUENO et al., 2004), podendo
justificar a menor frequéncia de lesdes musculares e miocéardicas decorrentes de
toxoplasmose. Outro fator que pode contribuir com a maior frequéncia de lesdes
musculares e miocéardicas é o estado de autolise do sistema nervoso central, muitas
vezes ja de aspecto liquefeito durante a necropsia, impossibilitando sua visualizacao
histol6gica adequada (BUXTON, 1991).

Por sua vez, as lesdes encefalicas dos casos de toxoplasmose demonstraram-
se mais comuns e mais acentuadas que as de neosporose. O mesmo ja foi
evidenciado anteriormente em caprinos, cujos abortamentos em decorréncia de N.
caninum demonstraram apenas focos de gliose em encéfalo (MORENO et al., 2012),

como evidenciado nos fetos ovinos com neosporose, que possuiram focos de gliose
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em sua maioria discretos, associados a areas de necrose discretas. A mineralizacao
multifocal visualizada nos casos de neosporose, j4 foi relatada anteriormente
associada a focos de necrose encefélica em bovinos e caprinos (BARR et al., 1992;
DUBEY et al.,, 1998). Em contrapartida, os casos de toxoplasmose em ovinos
demonstraram focos de necrose central bem evidenciados, por vezes com centro
mineralizado, e envolto por células inflamatérias mononucleares, de acordo com o
observado por estudos anteriores (HURTADO et al., 2001; MEIXNER et al., 2020).
Comparativamente, o padrao lesional visualizado nos casos de toxoplasmose ovina
assemelha-se aos focos de encefalite necrotizante ocasionados por N. caninum em
bovinos (COSTA, 2020). Fatores que podem levar a uma menor intensidade ou até
auséncia de lesdes microscopicas em fetos acometidos por essas enfermidades, sao
0s processos de autolise fetal, dificultando a visualizacdo histologica dos tecidos, e a
cronologia da infeccdo por um desses protozoarios, podendo contribuir para uma
menor extensao das lesbes demonstradas (BUXTON, 1991).

Sabe-se que um feto fresco possui até 53 vezes maiores chances de obtencao
de diagnésticos definitivos em relacdo a fetos autolisados (SCHLAFER et al., 2015),
porém as chances de serem coletados ainda em boas condi¢des apds o abortamento
séo baixas em virtude da rapida autdlise, da demora na coleta a campo e remetimento
muitas vezes em condi¢Bes inadequadas de armazenamento. O alto niUmero de fetos
em avancado estado de autolise ja foi observado também em outros trabalhos. No
Brasil, Pereira et al. (2013), analisando fetos abortados de pequenos ruminantes,
classificaram 60,87% dos animais como muito autolisados, enquanto na Noruega,
Engeland et al. (1998), observaram que 65% dos fetos caprinos avaliados estavam
acentuadamente decompostos. Este fator € o principal ponto limitante no diagndstico
das causas de abortamento, e pode ser a razdo pela qual neste estudo houve um
caso de neosporose e trés casos de toxoplasmose com deteccdo dos protozodarios
atraves da PCR, porém sem lesdes histologicas. Os quatro casos demonstravam alto
grau de autolise, impossibilitando a distingdo adequada da arquitetura e populagdes
celulares dos 6rgaos avaliados.

Apesar de essencial, apenas a avaliacdo histopatologica dos tecidos fetais e
placentarios ndo é suficiente para diferenciar a infeccdo ocasionada por T. gondii e N.
caninum em virtude da similaridade entre as lesbes (DUBEY & LINDSAY, 1990;
MCALLISTER et al., 1996; MORENO et al., 2012). A utilizacdo da PCR, se mostra
importante para a confirmacdo do diagndstico (DUBEY, 2003), como realizado no
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estudo. Esta técnica vem sendo cada vez mais utilizada na rotina de diagnéstico
destas causas de abortamento em ovinos, e, quando comparada a histopatologia e a
técnicas sorologicas, se mostra mais sensivel e especifica, especialmente por ser
capaz de detectar o DNA destes protozoarios, que sdo fortemente resistentes a
degradacdo, permitindo o diagndstico mesmo em tecidos intensamente autolisados,
que j& ndo estariam em condi¢cdes adequadas para avaliagdo histopatologica ou
imuno-histoquimica (HURTADO et al., 2001). Em contrapartida, quatro casos de
neosporose e de toxoplasmose possuiram lesGes caracteristicas de infeccdo por um
destes protozoarios e obtiveram resultados negativos na PCR, o que ja foi visualizado
em estudos anteriores, e esta discrepancia pode ser justificada pela distribuicdo do
protozoario nos tecidos, havendo diferencas na representatividade da amostra de
encéfalo colhida para analise histopatoldgica e para PCR, havendo o DNA parasitario
em um fragmento, e lesBes caracteristicas em outro (PEREIRA-BUENO et al., 2004;
MORENO et al., 2012).

A imuno-histoquimica € uma técnica utilizada como auxilio na confirmacéo da
infecgao por N. caninum ou T. gondii, no entanto, possui a desvantagem de apresentar
frequentemente reacdes cruzadas entre estes dois parasitos, reduzindo a sua eficacia
no diagndstico conclusivo destas enfermidades (SUNDERMANN et al., 1997; DUBEY,
2003). Em ovinos, relata-se a deteccdo imuno-histoquimica de T. gondii em
cotilédones, coracdo, pulmdes, encéfalo e musculo esquelético de fetos (UGGLA et
al., 1987). Para bovinos com neosporose, comparando-a com a técnica de PCR em
tecidos fetais, a utilizacdo de imuno-histoquimica foi menos sensivel e menos
especifica para a deteccdo de N. caninum (VAN MAANEN et al., 2004).

Na caracterizagcdo das propriedades acometidas por N. caninum, foram
evidenciados diversos tamanhos de propriedades e diferentes graus de tecnificacao,
e a aptidao predominante foi de corte, no entanto, ndo ha nenhuma associagéo entre
diferentes racas para a ocorréncia da neosporose (ROMANELLI et al., 2007). Foi
relatada tanto a ocorréncia de surtos quanto casos esporadicos, corroborando com as
diferentes formas de manifestacdo de neosporose dentro das propriedades. Pode
ocorrer de maneira epidémica no caso de surtos, quando ha contato e infeccao
primarios pelo protozoario durante a gestagéo de animais que ainda n&o haviam sido
expostos, possivelmente de uma mesma fonte e no mesmo periodo, levando a uma
grande taxa de abortamento, podendo chegar a 10% (DAVISON et al., 1999;
MCALLISTER et al., 2000). Esta forma ja foi demonstrada em um surto de neosporose
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em ovinos da raga Santa Inés, relatado no Mato Grosso do Sul, resultando em 10
abortamentos em um rebanho de 268 animais, com confirmacao através de marcacéo
imuno-histoquimica de tecidos fetais (PINTO et al., 2012). A forma epidémica foi
evidenciada principalmente no Caso 1, com a ocorréncia de mais de 20 abortamentos
em um curto periodo de tempo, chegando a um indice de abortamentos de
aproximadamente 33,33%, e também no Caso 2, apesar de possuir um menor nimero
de abortamentos. A maneira esporadica, que ocorre como casos isolados, é relatada
apenas casualmente dentro do rebanho (GOODSWEN et al., 2013), como ocorreu no
Caso 3.

No Caso 1 foi relatada, também, a criacdo concomitante de bovinos de corte,
com problemas reprodutivos associados a neosporose. Por se tratarem de duas
espécies que atuam como importantes hospedeiros intermediarios na manutencao do
ciclo de N. caninum, acredita-se que a criacdo simultanea de bovinos e ovinos pode
se tornar um potencial fator de risco no aspecto epidemiol6gico da enfermidade na
propriedade (VOGEL et al., 2006). A visualizacdo de abortamentos tanto em
primiparas quanto em multiparas nas propriedades avaliadas é compativel com a
capacidade de N. caninum em manter uma infeccao cronica no rebanho, havendo sua
passagem transplacentéaria por diversas geracées, e, também, pela sua alta habilidade
em levar a recrudescéncia da infeccdo em diferentes gestacdes (HALL et al., 2005).
Apesar da reposicdo externa de animais ser a principal forma de introducdo de
patdgenos em um rebanho, especialmente se, apds adquirido, ndo for submetido a
testes laboratoriais e quarentena (SANTOS, 2003), a reposi¢cado propria de animais,
no caso de neosporose, pode contribuir para a manutencédo de animais infectados
pelo protozoario no rebanho, caso ndo haja acompanhamento soroldgico e deteccao
das matrizes positivas.

A criacdo extensiva, relatada no Caso 1, contribuiu para uma maior exposi¢ao
dos ovinos aos oocistos presentes nas pastagens e agua, e a convivéncia dos caes,
sejam da propriedade ou ndo, como visualizado, aumenta consideravelmente o
potencial de contaminacdo e infeccdo pelo protozoario (DUBEY et al., 2007), agravada
pelo habito de carnivorismo destes animais, ingerindo restos e loquios fetais que
possuem, geralmente, alta carga de taquizoitos (VANLEEUWEN et al., 2010). Na
propriedade do Caso 1, os restos e léquios fetais eram descartados incorretamente,
gue os mantinha decompondo no ambiente, facilitando o acesso dos cées para ingeri-

los, permitindo a ocorréncia do ciclo sexuado do parasito e posterior eliminacéo de
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oocistos nas fezes (BANDINI et al., 2011; CAVALCANTE et al., 2011). A eliminacéo
pode se dar por cerca de até trés semanas (AL-MAJALI et al., 2008), contaminando
as pastagens e fontes de agua ingeridos pelos ovinos e permitindo sua infeccéo.

No ano seguinte, houve reducéo significativa nos casos de abortamentos nas
propriedades do Caso 1 e Caso 2, e quanto as medidas de controle tomadas pelos
produtores, o descarte de animais que abortaram foi 0 mais relatado, no entanto, o
controle ideal se da através da selecdo de animais soropositivos, promovendo o
descarte gradual dos mesmos (FRENCH et al.,, 1999), aliado a medidas como a
restricdo de acesso dos caes da propriedade a piquetes e fontes de agua dos animais,
evitando, também, o seu fornecimento de carne e visceras cruas, bem como de restos
placentarios e fetais (DUBEY, 2003).

As criacdes de ovinos acometidas por toxoplasmose neste estudo variaram em
tamanhos e niveis de tecnificacdo, possuiam finalidade de corte e sistema de criagdo
extensivo, o que favorece a ingestao de oocistos esporulados presentes na pastagem
e na agua, principalmente se houver a circulacédo livre de felinos no local (VAN DER
PUIJE et al., 2000), com forte correlacdo entre a soropositividade para o protozoario
em ovinos e o pastejo em regime extensivo (MOURA et al., 2015). O Caso 3 relatou
ainda, ninhada de felinos no local durante o periodo em que houve o abortamento, e
sabe-se que a presenca de felinos jovens contribui para o ciclo de T. gondii, visto que
a eliminacdo dos oocistos por seus hospedeiros definitivos ocorre apds o primeiro
contato com o protozoario (ELMORE et al., 2010).

O relato de um caso de toxoplasmose humana préximo a propriedade do Caso
2 demonstra a importancia zoonética da infeccdo por T. gondii, e, em humanos, os
riscos de contaminagcdo sdo altos apdés o consumo de carne e/ou leite sem o
tratamento térmico adequado de animais considerados hospedeiros intermediarios,
como os ovinos (KHATER et al., 2013), sugerindo a importancia na deteccao da fonte
de infeccéo de T. gondii na regido em questéo, evitando novos casos em animais e
humanos. Outro importante fator associado € a criacdo simultadnea de diversas outras
espécies de animais, como no Caso 1, com a criagdo concomitante de bovinos de
corte, aves e suinos, visto que T. gondii possui a capacidade de parasitar todos estes
individuos (BUXTON, 1990), e devido a isso, o convivio de multiplas espécies num
mesmo local é conhecidamente um fator de risco para a ocorréncia da doencga na
propriedade (MACHADO & LIMA, 1987). O relato de abortamentos tanto em

primiparas quanto em multiparas nas propriedades estudadas, ocorre porque o
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episodio de aborto é influenciado pelo momento de vida em que ocorre a primo-
infeccdo, desde que o individuo ainda ndo seja imune (DUBEY, 1991).

Para o controle de toxoplasmose na propriedade do Caso 1, foi realizado o
descarte de alguns animais que haviam abortado, no entanto, os que foram mantidos
na propriedade ndo demonstraram problemas reprodutivos na gestagdo seguinte, 0
que € caracteristico da imunidade inata promovida apds a primo-infeccdo com T.
gondii, levando a problemas reprodutivos apenas na gestacdo em que ocorreu a
exposicao inicial. Porém, deve-se ressaltar que podem haver casos de repeticdo na
ocorréncia de abortamentos em gestagfes subsequentes, sugerindo que, muitas
vezes, aimunidade persistente adquirida apGs primeira exposicéo ao protozoario pode
nao ocorrer (MORLEY et al., 2007), seja pela transmissao enddégena da mée infectada
ao feto, ou pela transmisséo exdégena através da infeccao por diferentes cepas de T.
gondii (TREES & WILLIAMS, 2005). Além disso, outras alteracdes de manejo séo
recomendadas, como o0 descarte correto de restos fetais e a ndo-circulagdo de novos
felinos nas instalacGes e pastagens dos ovinos, bem como controle de roedores, que
servem como fontes de infeccdo aos felinos, animais errantes e silvestres,

perpetuando o ciclo do protozoéario (BUXTON, 1998).

4.5 CONCLUSOES

Ha a ocorréncia de abortamentos causados por Neospora caninum e
Toxoplasma gondii em ovinos no estado de Santa Catarina, manifestando-se através
de surtos ou casos isolados.

A associacao entre a histopatologia e a PCR dos fetos abortados é essencial
para aumentar as chances de diagndstico destas enfermidades de origem parasitéaria,
pois isoladamente podem nao chegar ao diagnostico conclusivo, permitindo, assim,
diferencia-las entre si. Os tecidos fetais onde mais observa-se lesdes histopatologicas
sdo musculo esquelético, coracéo e enceéfalo.

O acompanhamento das propriedades acometidas permitiu tracar o perfil das
mesmas, avaliando possiveis fatores associados a infeccdo, orientando produtores
para evitar novos casos. A tomada de medidas de controle foi parcialmente efetivada,
e pode ter contribuido na reducéo na taxa de abortamentos no ano seguinte, levando

a reducdo no prejuizo econdémico destas criacdes.
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5 Microcefalia e hidrocefalia em um feto ovino com infeccdo por Neospora

caninum

Microcephaly and hydrocephalus in an ovine fetus infected with Neospora caninum

RESUMO

Malformacfes na espécie ovina originarias de causas infecciosas sdo atribuidas,
principalmente, a diferentes virus conhecidamente teratogénicos, levando a
alteracdes que incluem artrogripose, hidrocefalia e microcefalia em cordeiros. No
entanto, a atuacdo de protozodrios na origem de anomalias em fetos e neonatos
ovinos é pobremente conhecida. O objetivo deste trabalho é relatar um caso de
hidrocefalia ndo-comunicante e microcefalia em um feto ovino infectado por N.
caninum. O feto da raca Crioula possuia idade compativel com 18-20 semanas de
gestacdo ao ser abortado, sendo um episédio Unico, oriundo de uma ovelha primipara.
Macroscopicamente, evidenciou-se achatamento e estreitamento moderado do
cranio, e, ao abri-lo, a por¢cdo dos hemisférios cerebrais se apresentava
acentuadamente reduzida de tamanho, medindo 3,5x3,5x0,5cm, com achatamento
difuso acentuado dos giros cerebrais. Ao corte, evidenciava-se dilatacdo difusa
acentuada dos ventriculos laterais. Figado, pulmdo e conteiddo abomasal foram
submetidos a cultivo bacteriano, sem crescimento. Bago e timo foram coletados para
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) para pestivirus, com resultados negativos.
Amostras de encéfalo e liquido cefalorraquidiano foram submetidas a PCR para
deteccado de Toxoplasma gondii e N. caninum, havendo resultado positivo na deteccao
de N. caninum em liquido cefalorraquidiano. Amostras de todos os 6érgaos foram
colhidas em formalina tamponada a 10% para analise histopatoldgica. Havia encefalite
necrotizante linfoplasmocitaria focal discreta no assoalho do ventriculo lateral e gliose
multifocal discreta, além de miosite linfoplasmocitaria multifocal discreta. Este agente
nunca antes havia sido relatado como teratogénico em ovinos, e sua deteccdo em
liguido cefalorraquidiano pode ser justificada pela patogenia da malformacéao,
associada a processos inflamatorios no tecido encefélico subependimal, com perda
do parénquima celular para o interior dos ventriculos, junto ao liquor. Processos
inflamatoérios que levem a destruicdo de progenitores neuronais em regides
subventriculares podem estar associados a microcefalia. Conclui-se, através da sua
deteccdo molecular em liquido cefalorraquidiano, que foi possivel relatar o que parece
ser o primeiro caso de neosporose associado a hidrocefalia ndo-comunicante e
microcefalia em um feto ovino.

Palavras-chave: Protozoario. Anomalia. Teratogenia. Abortamento.
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ABSTRACT

Malformations in sheep with infectious origins are mainly attributed to different viruses
known to be teratogenic, leading to changes that include arthrogryposis,
hydrocephalus, and microcephaly in lambs. However, the role of protozoa in causing
anomalies in fetuses and ovine newborns is poorly known. This study aims to report a
case of non-communicating hydrocephalus and microcephaly in a sheep fetus infected
with N. caninum. The Crioula breed fetus was 18-20 weeks old when it was aborted,
being a single episode, originating from a primiparous sheep. Macroscopically, there
was moderate flattening and narrowing of the skull, and, when opening it, the portion
of the cerebral hemispheres was markedly reduced in size, measuring 3.5x3.5x0.5¢cm,
with marked diffuse flattening of the brain gyri. Marked diffuse dilation of the lateral
ventricles was evident. Liver, lung, and abomasal contents were submitted to bacterial
culture, without growth. Spleen and thymus were collected for Polymerase Chain
Reaction (PCR) for pestivirus, with negative results. Brain and cerebrospinal fluid
samples were submitted to PCR to detect Toxoplasma gondii and N. caninum, with
positive results in the detection of N. caninum in cerebrospinal fluid. Samples of all
organs were collected in 10% buffered formalin for histopathological analysis. There
was discrete focal lymphoplasmacytic necrotizing encephalitis on the floor of the lateral
ventricle and discrete multifocal gliosis, in addition to discrete multifocal
lymphoplasmacytic myositis. This agent has never before been reported as teratogenic
in sheep, and its detection in cerebrospinal fluid can be justified by the pathogenesis
of the malformation, associated with inflammatory processes in the subependymal
brain tissue, with loss of cellular parenchyma into the ventricles, next to the
cerebrospinal fluid. Inflammatory processes that lead to the destruction of neuronal
progenitors in subventricular regions may be associated with microcephaly. It is
concluded, through its molecular detection in cerebrospinal fluid, that it was possible
to report what appears to be the first case of neosporosis associated with non-
communicating hydrocephalus and microcephaly in an ovine fetus.

Keywords: Protozoan. Anomaly. Teratogeny. Abortion.
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5.1 INTRODUCAO

A frequéncia de malformacdes congénitas varia de acordo com as espécies, e
para ovinos, sua ocorréncia € de aproximadamente 2% (SCHILD, 2007). As
malformacfes em fetos e neonatos ovinos podem ser atribuidas a uma série de
agentes infecciosos, especialmente virais, como algumas arboviroses que incluem
virus da familia Bunyaviridae, como o virus Akabane, responsavel por levar a
anormalidades caracterizadas por artrogripose, hidrocefalia e microcefalia em
cordeiros (PARSONSON et al., 1977); o virus Cache-Valley, da mesma familia, que
leva, principalmente, a hidranencefalia e artrogripose (CHUNG et al., 1990); e, de
forma mais recente, um Orthobunyavirus tem sido relatado como uma enfermidade
emergente, especialmente na Europa, descoberto em 2011 e denominado como virus
Schmallenberg, resultando em rigidez articular de cordeiros, escoliose e
anormalidades em sistema nervoso central (DOMINGUEZ et al., 2012).

Virus do género Pestivirus, como o causador da Border Disease, levam
frequentemente a anormalidades musculoesqueléticas, crescimento retardado de
cordeiros e baixa taxa de sobrevivéncia entre neonatos acometidos (GARCIA-PEREZ
et al., 2009), além de alteracdes em sistema nervoso central, como hidranencefalia,
porencefalia, hidrocefalia e hipoplasia cerebelar (BARLOW et al., 1980; OGUZOGLU
et al., 2012). Os cordeiros apresentam também displasia ou atrofia da retina,
microftalmia, catarata e hipoplasia timica, e pode ser descrita como Hairy Shaker
Disease, devido aos tremores generalizados e aos danos no desenvolvimento dos
foliculos pilosos (NETTLETON et al., 1998; BRAUN et al., 2002; SANDVIK, 2014). O
Pestivirus ja foi relatado no Brasil em ovinos através da técnica de imuno-
histoquimica, com sua deteccdo em encéfalo e linfonodos mesentéricos de um animal
de dois meses de idade, que possuia tremores musculares, hipertermia e
incoordenacdo motora (PESCADOR et al., 2004). O virus causador da lingua azul, do
género Orbivirus, também pode levar a uma série de malformac¢des em ovinos, que
incluem hidrocefalia, prognatismo, cegueira e artrogripose (ALFIERI et al., 2007).

Demais agentes infecciosos, como Toxoplasma gondii, principal causador de
abortamentos em ovinos (INNES et al., 2009), possuem relatos escassos de
malformacfes nesta espécie, com apenas um caso de escoliose e hidrocefalia
(WOODS & ANDERSON, 1992), enquanto em humanos, este agente é amplamente
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conhecido por levar a uma triade de les6es composta por hidrocefalia, retinocoroidite
e encefalite (INNES, 2010), além de microcefalia (DEVAKUMAR et al., 2018).

A neosporose € uma enfermidade parasitaria, ocasionada pelo Neospora
caninum, protozoario pertencente ao Filo Apicomplexa, assim como T. gondii,
compartilhando entre si similaridades filogenéticas em relacdo a sua estrutura,
imunogenicidade e patogenicidade (DUBEY, 1999). A neosporose é amplamente
relatada como causa de abortamentos em bovinos (DUBEY, 2003), com relatos desta
enfermidade em ovinos cada vez mais frequentes (MORENO et al., 2012). O objetivo
do presente trabalho é relatar um caso de hidrocefalia e microcefalia em um feto da

espécie ovina infectado por N. caninum.

5.2 RELATO DE CASO

Um feto ovino, macho, da ragca Crioula, foi remetido para necropsia ao
Laboratorio de Patologia Animal do Centro de Ciéncias Agroveterinarias da
Universidade do Estado de Santa Catarina (LAPA-CAV/UDESC) do municipio de
Lages, em Santa Catarina, Brasil. A propriedade em questdo possuia area total de
500ha, com utilizagdo de 5ha para criagcdo de ovinos. O plantel era de 18 fémeas com
finalidade de corte, compostas por oito ovelhas prenhas, sendo duas primiparas e seis
multiparas, e dez borregas, além do carneiro reprodutor, trocado periodicamente.

As ovelhas eram criadas exclusivamente a pasto, alimentadas com pastagem
cultivada de aveia e azevém no inverno, e pastagem nativa durante o verao,
suplementadas com silagem de milho, além de sal mineral misturado a sal
homeopatico fornecidos a vontade no cocho dos animais. N&do haviam plantas toxicas
localizadas em meio a pastagem ingerida pelos animais. A propriedade possuia quatro
cédes, que tinham livre acesso as pastagens, fontes de agua e instalacdes. Além disso,
esporadicamente os cdes consumiam loquios fetais ap6s o parto. Nunca foram
relatados problemas sanitarios na propriedade, tampouco transtornos reprodutivos. A
mae do feto era primipara, possuia origem através de reposi¢ado propria, e nunca havia
sido levada a eventos de aglomeracao ou outras propriedades. Este tratou-se de um
caso esporadico de abortamentos na propriedade, sem relatos de outros casos.

Na necropsia do feto, 0 comprimento cranio-coccigeo foi de 40cm, compativel
com 18-20 semanas de gestacdo (SIVACHELVAN et al., 1996). Evidenciava-se
achatamento e estreitamento moderado da calota craniana (Figura 9A). Apds a

abertura do cranio, visualizou-se tamanho reduzido da porcéo telencefalica (Figura
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9B), onde notou-se que a porcao dos hemisférios cerebrais media 3,5x3,5x0,5cm, com
achatamento acentuado dos giros cerebrais (Figura 9C). Ao corte, evidenciou-se
dilatacdo difusa acentuada dos ventriculos laterais, preenchidos por liquido
cefalorraquidiano (Figura 9D). O peso da massa encefalica foi de 12g, composta por
9g de porcéo telencefalica e 3g de cerebelo.

Figura 9. Feto ovino, macho, raca Crioula, com microcefalia e hidrocefalia
secundarios a infeccdo por Neospora caninum. A) achatamento e estreitamento
moderado da calota craniana (seta). B) abertura da calota craniana, com acentuada
diminuicdo de telencéfalo (seta). C) vista lateral do encéfalo, demonstrando acentuado

achatamento dos giros cerebrais e da massa telencefalica. D) cortex frontal do
encéfalo, com acentuada dilatacdo dos ventriculos laterais (seta).

Fonte: A prépria autora, 2020.

Para exame histopatologico, fragmentos de palpebra, figado, pulmdes,
placenta, encéfalo, rins, coragcdo, timo, baco, diafragma, musculo esquelético e
abomaso foram colhidos e acondicionados em frascos contendo formalina tamponada
a 10%, processados rotineiramente para histopatologia e corados com hematoxilina e
eosina (HE) para visualizacdo dos tecidos em microscopia Optica. Para cultivo
microbiolégico, foram coletados fragmentos de figado, pulméo e conteido abomasal,
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refrigerados e remetidos ao Centro de Diagndéstico Microbiol6gico Animal (CEDIMA)
do CAV/UDESC, com pré-enriquecimento do material com 4g do 6rgdo e 196ml de
agua peptonada estéril em uma bag, seguida da homogeneizagdo em um Stomacher®
400 Circulator (Laboratory Blender) e da incubacgéo por 24h a 37°C. ApGs a incubacéo,
as amostras foram inoculadas em placas com Agar Sangue e McConkey em cultivo
aerobio por 48h a 37°C, sem crescimento bacteriano nas amostras.

Quanto a analise molecular, encéfalo e liquido cefalorraquidiano foram colhidos
em microtubos, congelados, para realizacdo de Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR) para T. gondii e N. caninum, enquanto fragmentos de baco e timo foram
submetidos a RT-PCR para o Pestivirus causador da Border Disease (BDV), de
acordo com Canal et al. (1996). Para a PCR de T. gondii, os primers selecionados
SAG2.F4/SAG2.R4 (59GCTACCTCGAACAGGAACAC39)/
(59GCATCAACAGTCTTCGTTGC39), respectivamente, amplificaram
separadamente as extremidades 59 e 39 do locus SAG2 do T. gondii com produtos
de 340pb, de acordo com Moura et al., (2011), enquanto para N. caninum, 0s primers
Np21/Np6 (5'-CCCAGTGCGTCCAATCCTGTA-3)/(5"-
CTCGCCAGTCAACCTACGTCTTCT-3") amplificaram produtos de 337pb, de acordo
com Muller et al. (1996). Os resultados para a detec¢éo de T. gondii e Border Disease
Virus foram negativos, enquanto em liquido cefalorraquidiano houve resultado positivo
para a deteccao de N. caninum.

Histologicamente, foi evidenciada encefalite necrotizante linfoplasmocitaria
focal discreta, localizada no assoalho dos ventriculos laterais (Figura 10), além de
gliose multifocal discreta e miosite linfoplasmocitaria multifocal discreta.
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Figura 10. Feto ovino, macho, raga Crioula, com microcefalia e hidrocefalia
secundérios a infeccdo por Neospora caninum. Encéfalo: encefalite necrotizante
linfoplasmocitaria focal discreta, localizada no cortex cerebral, a nivel do assoalho dos
ventriculos laterais (seta). Obj. 10x. No detalhe: lesdo em maior aumento. Obj. 40x.
Hematoxilina e Eosina.

Fonte: A prépria autora, 2020.
5.3 DISCUSSAO

A hidrocefalia é uma das alteracBes congénitas mais comumente observadas
em animais domésticos (SCHMIDT & ONDREKA, 2020), e pode ser classificada de
trés formas: comunicante (ndo obstrutiva), mais rara e caracterizada por acumulo de
liguido cefalorraquidiano tanto nos ventriculos, quanto no espaco subaracndideo,
secundéaria a dificuldades nos processos de reabsor¢do do liquor; nao-comunicante
(obstrutiva), mais comum e visualizada em processos obstrutivos ou estenoticos,
secundarios a causas infecciosas, neoplasicas ou degenerativas, resultando na
dilatacao dos ventriculos rostrais a obstruc¢éo do fluxo (CANTILE & YOUSSEF, 2016),
e existe, ainda, a forma compensatéria, que ocorre quando o liquor se acumula em
cavitagbes onde o tecido nervoso néo foi formado, ou foi destruido (SUMMERS et al.,
1995). A hidrocefalia observada neste relato € compativel com a forma nao-
comunicante, confirmada pela visualizagdo dos ventriculos laterais dilatados. Uma
evolucdo da hidrocefalia é a atrofia e destruicdo do tecido encefalico adjacente ao
ventriculo, resultante de sua expansao (SILVA et al., 2016).

Causas nao-infecciosas de malformagdes em ovinos e caprinos podem estar

associadas a ingestao de algumas plantas toxicas, como Mimosa tenuiflora (jurema-
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preta), encontrada no nordeste brasileiro e responsavel por levar a abortamentos e
multiplas anormalidades, principalmente musculoesqueléticas (DANTAS et al., 2010;
SANTOS et al., 2012). A auséncia de plantas toxicas nos piquetes utilizados para
criacdo dos animais, descarta atribuir a malformacdo a ingestdo de plantas com
propriedades teratogénicas. Ainda com origem nutricional, a deficiéncia de cobre em
ovinos pode levar a alteracdes congénitas que levam a uma condi¢cdo conhecida como
ataxia enzodtica, resultante da desmielinizacdo do sistema nervoso central, que
geralmente acontece em forma de surtos (SOUSA et al., 2009). Esta possibilidade
também pode ser excluida, devido a suplementac¢édo dos animais com sal mineral na
propriedade e manifestacao de apenas um caso isolado de malformacéao. Outro fator
gue deve ser considerado quando ha ocorréncia de anomalias congénitas em uma
propriedade, é o carneiro reprodutor. O uso do mesmo reprodutor pode estar
relacionado a doencas hereditarias por genes recessivos (SCHILD, 2007). A troca
peridédica do carneiro e a ocorréncia de apenas um caso isolado de malformacgéo
dentre os seus produtos, permite eliminar também este fator como origem das
anomalias visualizadas neste caso.

Alguns virus conhecidamente causadores de malformagfes em fetos ovinos,
como o virus Akabane (PARSONSON et al., 1977), o virus Cache-Valley (CHUNG et
al., 1990), o virus Schmallenberg (DOMINGUEZ et al., 2012), o pestivirus causador
da Border Disease (GARCIA-PEREZ et al., 2009) e o orbivirus causador da Lingua
Azul (ALFIERI et al., 2007) possuem predilecdo por células ependimarias, e sua
destruicdo culmina com um processo reparador gliovascular, que pode resultar no
blogueio da passagem do liquido cefalorraquidiano através dos forames
intraventriculares ou do aqueduto mesencefalico, levando a hidrocefalia n&o-
comunicante (CANTILE & YOUSSEF, 2016). Para protozoarios, a patogenia pode
estar relacionada a um dano inflamatério ao tecido subependimal préximo aos
ventriculos gerado pelo parasito, resultando em descamacéao celular para o interior
das cavidades, que podem se acumular ao longo das passagens interventriculares,
resultando em bloqueio e dilatacdo dos ventriculos laterais, como ja relatada em casos
de toxoplasmose (DUBEY & BEATTIE, 1988). A evidenciacdo de um foco de
encefalite necrotizante linfoplasmocitaria localizada no assoalho dos ventriculos
laterais, reforga que o surgimento da hidrocefalia ndo-comunicante, neste caso, pode

ter seguido estes eventos.
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Infeccbes por T. gondii sdo frequentes em seres humanos, e, em casos de
transmissdo congénita, os relatos de mineralizagbes intracranianas, hidrocefalia,
microcefalia e retinocoroidite sdo frequentes em recém-nascidos (McCAULEY, 2014).
Ja em animais domeésticos, existe apenas um relato de um feto ovino com hidrocefalia
e escoliose acometido por T. gondii, com confirmacdo através de analise
histopatologica, em que foi possivel evidenciar um foco de necrose no encéfalo em
substancia cinzenta, associado a presenca de cistos, com detec¢cdo do protozoario
atravées da PCR (WOODS & ANDERSON, 1992). A encefalite necrotizante
linfoplasmocitaria focal, a gliose multifocal e a miosite linfoplasmocitaria, como
visualizadas neste caso, sdo consideradas principais lesdes microscopicas
inflamatorias observadas em casos de fetos com neosporose ou toxoplasmose, além
de alteracbes em musculo cardiaco e placenta, compostas por miocardite e placentite
linfoplasmocitarias (DUBEY & LINDSAY, 1990).

A neosporose vem ganhando destaque crescente como causa de mortalidade
em fetos de pequenos ruminantes, mostrando-se cada vez mais comum (MORENO
et al., 2012), no entanto, malformacdes associadas a N. caninum s&o raras, € hunca
antes relatadas em ovinos. Em bovinos, ha um caso de hidrocefalia ex-vacuo em um
feto abortado infectado pelo protozoario, com deteccdo histolégica de iniameros
taquizoitos em meio a focos de encefalite necrotizante linfoplasmocitaria multifocal
acentuada, além de gliose difusa, infiltrado linfoplasmocitario perivascular e areas
multifocais de mineralizacdo (DUBEY et al., 1998). Outro caso relata artrogripose e
malformacédo de medula espinhal em um neonato bovino, que possuia assimetria dos
segmentos cervical caudal e toracico cranial, associada a reducdo da substancia
cinzenta em regido ventral e cavitacéo focal, com cistos ao longo da medula espinhal,
confirmados através de imuno-histoquimica para N. caninum (DUBEY et al., 1990).
Em caprinos, ja foi relatada a detec¢do de N. caninum por imuno-histoquimica em
cistos teciduais presentes no encéfalo de um feto com hidrocefalia e hipoplasia
cerebelar (DUBEY et al., 1996). Em cabritos, ja houve sua presenca associada a um
quadro de encefalite granulomatosa, com deteccdo através de imuno-histoquimica
(CORBELLINI et al., 2001), e a um quadro de hidrocefalia ex-vacuo e porencefalia,
com confirmagéo da infeccdo por N. caninum também através da marcagdo imuno-
histoquimica de cistos teciduais no neurépilo e citoplasma de neurdnios (VARASCHIN
et al.,, 2012). Ambos casos de hidrocefalia ex-vacuo relatados anteriormente

associados a infeccao por este protozoario, possuiam focos de necrose encefélica
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com distribuicdo e intensidade superiores ao caso observado neste ovino, sugerindo
que a patogenia mais compativel com o caso esteja associada a obstrucdo no fluxo
do liguor, e ndo a expansao compensatoéria dos ventriculos devido a malacia no tecido
encefalico.

O uso da PCR é uma das principais formas de se chegar ao diagndstico
conclusivo desta enfermidade (DUBEY, 2003), e a auséncia da deteccdo de N.
caninum através de PCR em tecido encefalico, neste caso, e a presenca do seu DNA
em liquido cefalorraquidiano, sustenta a possibilidade de que, em virtude da escassez
de tecido nervoso e da localizacdo das lesdes inflamatorias proximas ao assoalho
ventricular, a descamacao celular para o interior do espaco ventricular foi favorecida,
sendo possivel detectad-lo desta forma. O uso de liquido cefalorraquidiano no
diagnéstico de neosporose ja foi utilizado para visualizacéo direta de taquizoitos em
um cdo com ataxia generalizada apés tratamento imunossupressivo (GALGUT et al.,
2010). Ainda em cées, o liquido cefalorraquidiano foi 0 segundo tipo de amostra com
maior deteccdo do protozoario, através da PCR (26,2%), atras apenas de musculo
esquelético (30%) (POURAMINI et al., 2017).

E importante ressaltar a diferenca entre a hidrocefalia, como evidenciada no
feto em questéo, de outras duas alteracdes cavitarias no sistema nervoso central, a
hidranencefalia e porencefalia, ambas visualizadas mais frequentemente em
processos infecciosos virais em ovinos: a primeira resulta na destruicdo do
parénquima e na formacdo de grandes cavitacbes no encéfalo, havendo a
remanescéncia de pouco ou nenhum tecido nervoso, enquanto a segunda é
caracterizada por pequenos cistos na parede dos hemisférios cerebrais (BARLOW,
1980). A microcefalia, outra anormalidade congénita observada no presente caso, €
tida como um encéfalo anormalmente menor do que o normal, e € mais comumente
visualizada na por¢do dos hemisférios cerebrais, com reducdo igualmente
proporcional a substancia branca e cinzenta, muitas vezes dando a impressao de um
cerebelo maior do que o usual, e, em casos de microcefalia, externamente € possivel
evidenciar um achatamento e estreitamento do cranio, como visto no feto em questéo
(VANDEVELDE et al., 2012; CANTILE & YOUSSEF, 2016). A propor¢cao entre o peso
do cerebelo em relacdo ao encéfalo de animais normais pode variar de 8,3% a 11,01%
(DONE et al., 1980), inferior a observada neste caso, em que o cerebelo foi

equivalente a 25% do peso total do encéfalo, corroborando com os achados de
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microcefalia que levam a reducdes mais significativas apenas nos hemisférios
cerebrais.

Durante o periodo embrionario, o tecido nervoso é composto por progenitores
neuronais proliferativos, localizados na zona ventricular em torno do tubo neural, e de
acordo com o desenvolvimento do embrido, neurbnios comegam a emergir para que
uma nova populacdo de progenitores surja, havendo a expansdo da populacao
neuronal do encéfalo; e € durante o processo de expansdo que 0S progenitores
neuronais servem como um alvo para patégenos, em virtude do suprimento sanguineo
cerebral totalmente estabelecido (DEVAKUMAR et al., 2018). A microcefalia surge por
defeitos na neurogénese associados a interrup¢cao da proliferacdo de progenitores
neurais, seja por defeitos na divisdo mitotica ou na regulacao de seu ciclo celular, ou,
ainda, por defeitos resultantes de danos ao DNA, levando a um numero reduzido de
células neuronais e gliais no encéfalo (PASSEMARD et al., 2013), e em ovinos é
relatada em algumas infeccdes virais, como por Pestivirus (POTTS et al., 1985).

Em humanos, determinadas causas virais de microcefalia em recém-nascidos,
como o Zika virus, possuem patogenia mais elucidada (CUGOLA et al., 2016; DANG
et al., 2016), e sabe-se que este virus possui maior predilecdo pelos progenitores
neuronais localizados na zona ventricular e, posteriormente, zona subventricular,
levando a sua destruicdo e, consequentemente, a um tamanho reduzido do encéfalo
(GARCEZ et al., 2016). Em um estudo post-mortem de recém-nascidos infectados
com Zika virus, as principais lesdes histologicas no encéfalo caracterizaram-se como
areas multifocais de mineralizacao distréfica, gliose difusa, degeneracéo e necrose de
células neuronais e gliais, com grande perda de volume da zona subventricular e
substancia branca, acompanhada por rarefacdo axonal e infiltrado de macréfagos
(SCHWARTZ, 2017), também visualizada em um estudo de inoculacao experimental
do Zika virus em leites, que demonstraram deplecdo neuronal moderada a severa
(SCHREUR et al., 2017).

A microcefalia por infeccdo de protozoarios permanece com patogenia obscura,
mesmo para humanos com infecgdo congénita por T. gondii (DEVAKUMAR et al.,
2018), e no presente caso, a reducdo acentuada nas proporcoes de hemisférios
cerebrais pode estar associada a lesdes inflamatorias localizadas na zona
subventricular, culminando na destruicdo de progenitores neuronais. Até 0 momento,
nao haviam sido relatados casos de microcefalia associados a N. caninum em animais

domeésticos. Um importante diferencial para esta alteracdo é a hipoplasia
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prosencefalica, porém nesta malformacgéo, diferente da microcefalia, ndo ha a
formacao das por¢des mais rostrais do encéfalo devido a um defeito no fechamento
do tubo neural, e macroscopicamente os hemisférios cerebrais ndo se encontram
delimitados em direito e esquerdo, ndo ha circunvolugcdes bem definidas, os ossos do
cranio podem estar fechados de forma incompleta e pode haver auséncia de
meninges e ventriculos, havendo relatos desta anomalia em bovinos e um caprino
(PAVARINI et al., 2008; CALDAS et al., 2017; NASCIMENTO, 2020).

5.4 CONCLUSAO

Este parece ser o primeiro relato de hidrocefalia e microcefalia em um feto ovino
infectado por N. caninum, com detec¢cdo molecular do protozoario em liquido
cefalorraquidiano. Apesar de nunca antes relatado como um agente teratogénico em
ovinos, sua ocorréncia neste caso alerta para seu potencial como causador de
malformacdes nesta espécie, e, junto com outros agentes infecciosos, deve ser
considerado como um dos diferenciais para este tipo de alteracdo em fetos e neonatos

ovinos.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho alerta para a ocorréncia de abortamentos decorrentes da infec¢éo
por Neospora caninum e Toxoplasma gondii em ovinos no estado de Santa Catarina,
manifestando-se através de surtos ou casos isolados, com frequéncia semelhante
entre a ocorréncia de ambas as enfermidades.

A associacao entre andlise histopatologica e analise molecular através de PCR
dos fetos abortados foi essencial para o diagnéstico destas enfermidades de origem
parasitaria, pois, isoladamente, podem ndo levar a um diagndstico conclusivo,
permitindo, assim, diferencia-las entre si. Os tecidos fetais onde mais observaram-se
lesbes histopatoldgicas foram musculo esquelético, coracao e encéfalo.

O acompanhamento das propriedades acometidas por estas enfermidades
permitiu tracar o perfil das mesmas, avaliando possiveis fatores associados a
infeccdo. A tomada de medidas de controle foi parcialmente efetivada, podendo ter
contribuido na reducdo na taxa de abortamentos, levando a reducdo no prejuizo
econdbmico destas criacoes.

O trabalho também trouxe o primeiro relato de hidrocefalia ndo-comunicante e
microcefalia em um feto ovino infectado por N. caninum, com detec¢do molecular do
protozoario em liquido cefalorraquidiano. Apesar de nunca antes relatado como um
agente teratogénico em ovinos, sua ocorréncia neste caso alerta para seu possivel
potencial como causador de malformacdes nesta espécie, e, junto com outros agentes
infecciosos, deve ser considerado como um dos diferenciais para este tipo de

alteracdo em fetos e neonatos ovinos.
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CODIGO DE IDENTIFICACAO DA PROPRIEDADE:

Localizacéo: -

O respondente é o proprietario?

(' )ndo; caso ndo, qual a sua relagdo com o

proprietario?
( )Familia

( )sim

(' )Funcionério

QUAL o maior problema sanitéario na sua propriedade?
( ) Problema de casco ( ) Carrapato
( ) Mastite

( ) Problema reprodutivo () Parasitoses
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7.0 Qual a origem dos animais do seu rebanho?

(' ) Somente reposicao propria

() Somente compra e/ou troca

() Mista (reposigao prdpria e compra/troca)

7.1 Em caso de reposicao propria, 0 senhor tem observado casos de
aborto em ovelhas primiparas?

() Sim ( )Ndo () N&o soube informar

7.2 Essas primiparas que abortaram sdo filhas de maes com
histérico de aborto?

() Sim ( )Nao () Nao soube informar

8.0 Quanto aos ovinos que entram na propriedade (compra/troca),
eles sdo isolados antes de serem introduzidos no rebanho?

() ndo; caso néo, pule para Q. 9.0

()sim

8.1 Quanto tempo de isolamento?

(' ) menos de 30 dias

() 31-60 dias

() mais de 61 dias

Manejo reprodutivo

9.0 O/A Sr. (a) realiza a préatica de Inseminagao Artificial nos
ovinos?

(' ) ndo; apenas carneiro; caso nao pule paraa Q. 10
()sim

9.1 Quem executa a Inseminagdo Artificial?

() Problema respiratério{ ) Proprietario/ Funcionario da propriedade

() Funcionério da Prefeitura/Estado

Outro: () Néo aplicavel () Funcionério da Cooperativa

Caracteristicas gerais da propriedade
1.0 Qual a area total da propriedade? (hectares)

() Funcionério de Empresa Terceirizada

9.2 Quantas doses de sémen utiliza por prenhez

1.1 Qual a area aproximada utilizada na criagéo de ovinos?

1.2 Qual é o tamanho total do plantel de ovinos?

10.0 O/a Sr.(a) utiliza repasse com macho (monta

1.3 Qual a aptidéo dos ovinos?

Natural)?

1.4 Qual/quais raga(s) utilizadas na producao?

(" ) ndo; apenas com inseminagdo; caso ndo pule paraa Q.11

1.5 Quantas ovelhas séo:
Primiparas (ovelhas de primeira cria);
Multiparas.

1.6 Possui quantas borregas para reposicéo

()sim

10.1 Caso sim, o/a Sr.(a) utilizou 0 macho de onde?
(' ) Nascido na propriedade

2.0 Quantas pessoas trabalham diretamente com os ovinos?
3

4.0 H& quanto tempo esta criando ovinos nesta propriedade?

anos e |:| % < marcar X se metade de ano completo

() Comprado

(") Emprestado

11.0 O/A Sr. (a) realiza a prética de ultrassom para diagnostico
gestacional nos ovinos?
( )ndo ()sim

5.1 O/ A Sr. (a) possui assisténcia profissional de Médico Veterinario?

( )néo
() sim; caso sim, Com que frequéncia?

12.0 A propriedade possui piquetes maternidade?
() Nao () Sim

( )Anual ( )Semestral ( )Mensal ( )So quandosogcitado

2.1 Apos o parto, quando os cordeiros séo separados da mée?

5.2 O/ A Sr. (a) possui assisténcia profissional de Técnico agricola?( ) Imediatamente (sem mamar)

( )néao
() sim; () sim; caso sim, Com que frequéncia?

() Ap6s a primeira mamada mas ndo mais que 24 horas ap6s o parto
(' ) Mais que 24 horas. Quantos dias

( )Anual ( )Semestral ( )Mensal ( )S6 quandosoligitado

5.3 Além da ovinocultura, ha alguma outra atividade?
( )sim ( )ndo

() Bovinocultura ( ) Avicultura ( ) Agricultura ( )Outra

Biosseguridade
6.0 O/a Sr.(a) j& levou ovinos para eventos de aglomeragéo
nos Ultimos 5 anos (exposicao, feira, leildo)?

( )néo

() sim; caso sim, Quantos eventos por ano?

13.0 Possui banco de colostro/mistura de leite de mais de uma
ovelha, para ser fornecido aos cordeiros?
() néo ()sim

1470 Nos ultimos anos o/a Sr.(a) observou nascimentos de cordeiros

fracos?

( ) nédo
() sim; caso sim, Quantos aproximadamente?( )
Quantos morreram?(___ )

T5.0 Nos ultimos anos houve aumento da ocorréncia* de retorno
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ao cio nos ovinos (que tenha fugido da normalidade)? Gamba
( )nao ()sim ( )Nunca ( ) Asvezes ( ) Sempre
Ledo-baio
15.1 Nos altimos anos houve aumento da ocorréncia* de aborto** ( ) Nunca ( ) Asvezes ( ) Sempre
nos ovinos (que tenha fugido da normalidade)? Outros?
() ndo; caso néo, pule paraa Q. 17
( )sim Manejo/ instalacGes
* Aumento do nmero de casos em relacéo ao perfodo anterior  19.0 Como é o sistema de producéo em sua propriedade?
(chamou atencéo) () Confinado; ( ) A pasto.

** Fetos ovinos abortados observados a campo ou no estdbulo () Semi-confinado;

15.2 Em que época do ano ocorre a maior incidéncia de abortos?  20.0 Seus ovinos tém possibilidade de contato fisico* com os animais

( ) Verédo () Inverno dos vizinhos?

() Outono () Primavera *Contato fisico quer dizer: contato focinho-focinho ou

(' ) Néo hé diferenca entre as estacdes espirro/contato/lambidas um com o outro, incluindo através da cerca.
15.3 Em que fase da gestacéo ocorre a maior incidéncia de abortos?( ) nédo

( )1-2més () 5°més () sim; caso sim, com Quantos vizinhos?

()3-4més () Todos os meses

21.0 O/A Sr.(a) divide os ovinos por idade (categoria animal)
15.4 Em casos de aborto na propriedade, qual o destino dos restos em piquetes diferentes?

fetais? ( ) nédo

() Enterrados; () Fornecidas aos cdes como alimenfacdisim

() Incinerados; () Compostagem.

() DecompBem no ambiente; 21.1 No que consiste a alimentag&o fornecida aos animais?
() Pastagem de inverno Qual

15.5 Cées da sua propriedade ou propriedades vizinhas podem ter () Pastagem de veréo Qual

acesso aos produtos de aborto (feto, cordeiro ou placenta)? () Gramineas perenes Qual

() Néo () Sim () Suplementagdo com concentrado (racéo) e silagem
15.6 Gatos da sua propriedade ou propriedades vizinhas podem ter () Suplementagdo com sal mineral

acesso aos produtos de aborto (feto, cordeiro ou placenta)?

() Néo ( )Sim 21.2 O Sr. tem observado plantas tdxicas nos piquetes
frequentados pelos ovinos?

Condigdes sanitarias () Sim Quais sdo as plantas

16.0 Nos ultimos anos o/a Sr.(a) adotou alguma vacinagao (' ) Néo soube informar

nos ovinos? () Néo

()sim () ndo realiza vacinagdo

Quais 22.0 Como ¢ feita a ordenha?
() Manual

17.0 NUmero de caes? ( ) 17.1 Numero de gatos? ( () Ordenhadeira tipo balde ao pé
(' ) Ordenhadeira mecanica canalizada
17.1 O/A Sr. () solta os cdes em algum momento do dia ou noite?

( ) néo ()sim 23.0 O/A Sr.(a) mantem registros de nascimentos/ mortalidade e
de préticas de manejo em geral*?
17.2 Cées tém acesso ao mesmo ambiente dos ovinos? () nédo
( ) néo ()sim
() sim; caso sim, Quais? () Cochos e bebedouros Sanitario, nutricional, reprodutivo, economico
( ) pastagens () InstalagBes de ordenha *Inseminagdes, vacinagdes, tratamentos, descornas, cirurgias, etc.

17.3 Cées de propriedades vizinhas tém acesso a0 mesmo ambiente Aplicacdo de medicamentos e controle de residuos

dos ovinos?

( ) néo ()sim 24.0 Quando o/a Sr.(a) aplica um medicamento injetavel ou vacina nos
ovinos, costuma utilizar a mesma agulha em mais de um animal?

18.0 Nos ultimos anos o/a Sr.(a) observou a presenca de animais () ndo

silvestres na propriedade (canideos ou felideos)? ()sim

() néo; caso nado, pule paraa Q. 19 ()sim (' ) ndo aplicavel

18.1 Quais animais listados a seguir foram observados na proprieda@s.0 Quem aplica medicamentos nos animais?

e/ou redondezas? () Funcionarios de lojas agropecuarias
() Médico veterinario () Técnico agricola
Roedores (capivara, ratdo do banhado, ourico) () Leigos (vizinhos, amigos) () O prdprio produtor

( )Nunca ( )Asvezes ( ) Sempre
Cachorro do mato/Graxaim/Raposinha/Sorro

( )Nunca ( ) Asvezes ( ) Sempre Observacdes:
Javali/Java-porco Identificacao Funcional

( )Nunca ( ) Asvezes ( ) Sempre

Veados Data da aplicacéo: / /

( )Nunca ( )Asvezes ( ) Sempre



