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RESUMO

SNAK, A. Efeitos da infeccdo experimental com taquizoitos da cepa Nc1 de
Neospora caninum em diferentes estagios de gestacdo em matrizes suinas,
2020. Tese, (Doutorado em Ciéncia Animal) — Universidade do Estado de Santa

Catarina. Programa de Pés-Graduagao em Ciéncia Animal, Lages, 2020.

Neospora caninum é um protozoario heteroxeno do Filo Apicomplexa, que infecta
diversas espécies animais, tendo como principal hospedeiro definitivo o céo
doméstico. Em bovinos é responsavel por desordens reprodutivas e prejuizos
econdémicos. A Infecgéo natural em suinos ja foi relatada no Brasil e em outros paises,
porém a patogenia e os sinais clinicos nao estdo completamente elucidados nesta
espécie. O objetivo desse estudo foi avaliar os efeitos decorrentes da infec¢ao
experimental com taquizoitos da cepa Nc1 de N. caninum em matrizes suinas, em
diferentes estagios da gestacdo, e verificar a possibilidade de transmissao
transplacentaria. Doze marras, da linhagem comercial Agroceres Pic Camborough,
soronegativas para Toxoplasma gondii e N. caninum foram alocadas em quatro
grupos de trés animais cada. Os animais do grupo A nao foram inoculados (controle)
e os animais dos grupos B, C e D foram inoculados 30 dias antes da concepgao, e
aos 45 e 90 dias de gestacéo, respectivamente. O inéculo foi constituido de 2,9x107
taquizoitos da cepa Nc1 de N. caninum, via intravenosa. Amostras de sangue, saliva
€ muco vaginal dos animais foram colhidas nos dias -2, 2, 5, 7, 14, 21, 28, 35, 42, 55,
70, 85, 100, 115, 130 (Dias Pés Inoculagao) para realizagdo de hemograma, analises
bioquimicas, pesquisa de anticorpos IgG e IgM contra N. caninum (RIFI) e de papa de
leucécitos para a deteccado da parasitemia (PCR). Exames clinicos dos animais
(temperatura e frequéncia respiratéria) foram realizados nos mesmos dias das coletas
de amostras. Dos leitdes nascidos higidos (126), foram colhidos sangue e saliva (pré
e pos colostral). Apos a eutanasia, foi realizada necropsia e amostras de tecidos dos
animais (placenta, SNC, pulmao, figado, coracéo e diafragma) foram colhidas para
pesquisa do agente por meio da PCR. Todas as marras soroconverteram a partir do
5 e 7 DPI (dia pés inoculagdo) para IgM e 1gG, respectivamente. Duas marras
apresentaram hipotermia no 5 e 7 DPI e cinco animais inoculados apresentaram
leucocitose no 7 DPI. Foi possivel detectar o protozoario em amostras de saliva (33),
muco vaginal (17) e sangue (2) das marras durante a gestacdo. As trés fémeas do
grupo B apresentaram indicios, a partir da sorologia (IgM) e PCR, de reagudizacao da
infeccao durante a gestacéo. Nove das 12 fémeas expulsaram 24 fetos mumificados
no momento do parto, sendo duas do grupo A (oito), duas do grupo B (quatro), as trés
do grupo C (nove) e duas do grupo D (trés). Dos 24 fetos mumificados, nove foram
positivos no PCR para N. caninum, sendo um (25%) feto do grupo B, sete (77,8%) do
grupo C, e um (33,3%) do grupo D. Quando analisados os 6rgdos dos leitdes
provenientes de fémeas inoculadas, pela PCR, para deteccdao de N. caninum,
verificou-se que 88 (93,61%) foram positivos. Todas as marras inoculadas deram
origem a pelo menos um leitdo positivo, demonstrando, que ocorre transmissao
transplacentaria em diferentes fases de gestacao, independente do momento de
infeccéo.

Palavras-chave: leitbes, neosporose, marras, mumificados, transmissao congénita






ABSTRACT

SNAK, A. Effects of experimental infection with Neospora caninum strain Nc1
tachyzoites at different stages of gestation in swine breeders, 2020. Thesis,
(Doctorate in Animal Science) - Santa Catarina State University. Postgraduate
Program in Animal Science, Lages, 2020.

Neospora caninum is a heteroxen protozoan of the Apicomplexa Phylum, which infects
several animal species, having as main definitive host the domestic dog. In cattle it is
responsible for reproductive disorders and economic losses. Natural infection in pigs
has been reported in Brazil and other countries, but the pathogenesis and clinical signs
are not completely elucidated in this species. The aim of this study was to evaluate the
effects of experimental infection with tachyzoites of N. caninum strain Nc1 in swine
breeders at different stages of pregnancy, and to verify the possibility of transplacental
transmission. Twelve gilts from the Agroceres Pic Camborough strain, seronegative to
Toxoplasma gondii and N. caninum were allocated to four groups of three animals
each. The animals of group A were not inoculated (control) and the animals of groups
B, C and D were inoculated 30 days before conception, and at 45 and 90 days of
gestation, respectively. The inoculum consisted of 2.9x107 tachyzoites of the N.
caninum Nc1 strain intravenously. Blood, saliva and vaginal mucus samples were
collected from days -2, 2, 5, 7, 14, 21, 28, 35, 42, 55, 70, 85, 100, 115, 130, 145 DPI
(Days Post Inoculation) for blood count, biochemical analysis, screening for IgG and
IgM antibodies against N. caninum (RIFI) and buffy coat for detection of parasitemia
(PCR). Clinical examinations of animals (temperature and respiratory rate) were
performed on the same days as sample collection. From healthy born piglets (126),
blood and saliva (pre and post colostral) were collected. After euthanasia, necropsy
was performed and animal tissue samples (placenta, CNS, lung, liver, heart and
diaphragm) were collected for PCR screening. All gilts seroconverted from 5 and 7 DPI
(day post inoculation) to IgM and IgG, respectively. Two gilts presented hypothermia
at 5 and 7 DPI and five inoculated animals presented leukocytosis at 7 DPI. It was
possible to detect protozoan in saliva (33), vaginal mucus (17) and blood (2) samples
from gilts during pregnancy. The three females from group B presented evidence, from
serology (IgM) and PCR, of reacudization of infection during pregnancy. Nine of the 12
females expelled 24 mummified fetuses at birth, two from group A (eight), two from
group B (four), three from group C (nine) and two from group D (three). Of the 24
mummified fetuses, nine were positive for N. caninum PCR, one (25%) from group B,
seven (77.8%) from group C, and one (33.3%) from group D. When the organs of
piglets from females inoculated by PCR were analyzed for detection of N. caninum, 88
(93.61%) were positive. All inoculated gilts gave birth to at least one positive piglet,
demonstrating that there is transplacental transmission in different stages of
pregnancy, regardless of the moment of infection.

Keywords: piglets, neosporosis, gilts, mummified, congenital transmission
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1 INTRODUCAO

Protozoario que infecta diversas espécies animais, N. caninum é conhecido por
causar prejuizos, principalmente em bovinos. Os principais sinais clinicos estao
relacionados com problemas reprodutivos, notadamente abortos e natimortos
(CANTON et al, 2014, MCcALLISTER, 2016) em ruminantes e problemas
neuromusculares em caes (McALLISTER, 2016).

O controle da doencga é dificultado por ainda ndo haver tratamento eficaz e pela
ocorréncia de transmissado transplacentaria, sendo essa a principal forma de
manutencéo do parasito em rebanhos bovinos. Além disso, a infecgdo por N. caninum
pode ser persistente, ou seja, uma vez a fémea infectada, ela podera transmitir o
parasito para a progénie em sucessivas gestacdes, sem necessariamente se infectar
novamente (McALLISTER, 2016).

Sao raros os trabalhos de N. caninum em suinos, porém sabe-se que esse
protozoario infecta essa espécie animal, pois estudos de prevaléncia foram
desenvolvidos em diferentes regiées do mundo, inclusive no Brasil (HELMICK et al.,
2002; BARTOVA e SEDLAK, 2011; SHARMA et al., 2015; FEITOSA et al., 2014). O que
ainda nao esta claro é a patogenia da doenca, além dos sinais clinicos, e a possibilidade
da transmissao transplacentaria e suas consequéncias na espécie suina.

Os principais problemas em matrizes suinas séo os de ordem reprodutiva, devido
a reducdo do numero de leitdes/porca/ano, resultando em prejuizo econdmico
(BORTOLETTO et al.,, 2014). Diversos sao os patégenos responsaveis por causar
aborto em suinos, podendo ser virus, bactérias (BORTOLETTO et al., 2014) ou
protozoarios como o T. gondii (BASSO et al., 2015).

E de suma importancia o diagnéstico correto das causas de aborto para a adogéo
de tratamento, controle e prevencdo adequados. Como a infecgdo natural por N.
caninum ainda nao foi correlacionada com desordens reprodutivas em suinos, a
disseminacao do parasito pode estar sendo facilitada devido a falta de medidas de

controle e prevencgao.

21






23

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Neospora caninum
2.1.1 HISTORICO

O primeiro relato do N. caninum foi em 1984, quando Bjerkas et al. (1984).
descreveram cistos teciduais no sistema nervoso central de caes, semelhantes a T. gondii.
Porém, ele foi reconhecido como uma nova espécie em 1988 (DUBEY et al., 1988) e, desde
entdo, varios trabalhos vém sendo realizados para conhecer a epidemiologia e patogenia
da doenca em diversas espécies animais, incluindo silvestres (DANAHOE et al., 2015).

Ap6s a descri¢do do N. caninum em caes, ele foi encontrado em bovinos em 1989
(LINDSAY e DUBEY, 1989) e associado com surtos de abortamentos no mesmo ano
(THILSTED e DUBEY; 1989). Em seguida foi comprovada a transmisséo vertical do
protozoario em bovinos (DUBEY et al.,1992a).

Ja em caprinos, ovinos, equinos, felinos e primatas a primeira descricdo do
protozoario foi em 1992, 1990, 1885, 1989, 1994, respectivamente (BARR et al., 1992;
DUBEY et al., 1992b; BARR et al., 1994; DUBEY e LINDSAY, 1989a; DUBEY e LINDSAY,
1989b; DUBEY e PORTERFIELD, 1990; DUBEY et al., 1990).

Em suinos, a primeira infeccdo experimental foi realizada por Dubey et al. (1996),
onde os animais infectados soroconverteram duas semanas ap6s a infecgdo. Em seguida,
Jensen et al. (1998) verificaram a transmissao transplacentaria através da inoculagéo da
cepa NC-SweB1, via intramuscular.

O hospedeiro definitivo do N. caninum sé foi identificado em 1998, em um
experimento em que os caes eliminaram oocistos do protozoario, apés ingerirem tecidos
contendo bradizoitos (McALLISTER et al., 1998). Ja o ciclo do parasito sé foi confirmado
quando Dijkstra et al. (2001) demonstraram que os caes eliminavam oocistos do protozoario
ap6s ingerirem placenta de vacas soropositivas, antes disso, Marez et al. (1999)
comprovaram a transmissao horizontal, quando demonstraram que bovinos podem se

infectar ingerindo oocistos de N. caninum.

2.1.2 ESTRUTURA E CICLO

N. caninum é um protozodrio heteroxeno do Filo Apicomplexa. Os hospedeiros
definitivos comprovados até o momento sdo o cao, o coiote, o dingo e o lobo cinzento
(DUBEY e SCHARES, 2011; GONDIM et al., 2004; KING et al., 2010; McALLISTER et al.,
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1998). Ja os hospedeiros intermediarios podem ser animais de diversas espécies, como
bovinos, caprinos, ovinos, suinos, aves, além dos proprios cades e animais silvestres
(DUBEY e SCHARES, 2011; GOODSWEN et al., 2013).

O N. caninum possui trés estruturas no ciclo de vida, todas com potencial de
infeccéo: os esporozoitos, os taquizoitos e os bradizoitos (Figura 1) (GOODSWEN et al.,
2013; DONAHOE et al., 2015).

Figura 1 - Formas evolutivas do Neospora caninum. A) Oocisto; seta vermelha: oocisto
esporulado, contendo dois esporocistos; seta preta: oocisto ndo esporulado; B) Taquizoito;

seta vermelha: taquizoito extracelular; seta preta: taquizoito intracelular; C) Cisto, contendo
no seu interior os bradizoitos. 1000X

Fonte: Elaborado pela autora (2018).

Os hospedeiros definitivos se infectam quando ingerem tecidos (principalmente
sistema nervoso central, coracdo, figado, placenta e musculatura) do hospedeiro
intermediario contendo os bradizoitos do N. caninum. Os bradizoitos possuem cerca de 6-
8 x 1-1,8um de tamanho, se multiplicam por endodiogenia e estdo envoltos por um cisto
circular com até 107um de didametro (MONNEY e HEMPHILL, 2014; MCALLISTER, 2016).
Apos a ingestao e digestao do cisto, os bradizoitos liberados infectam células epiteliais do
intestino, onde havera a reprodug¢do sexuada e a formagéo de oocistos ndo esporulados,
que sao eliminados nas fezes (MONNEY e HEMPHILL, 2014).

Os oocistos medem cerca de 11,7 x 11,3um e s6 se tornam infectantes apés
esporulagdo, que acontece quando ha temperatura, umidade e oxigenagéo adequada no
ambiente. Apos esporulado, o oocisto possui dois esporocistos e oito esporozoitos (quatro
em cada esporocisto) (DUBEY et al., 2007). Os hospedeiros intermediarios se infectam
quando ingerem oocistos esporulados (GOODSWEN et al., 2013).
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Apés ingestao, as paredes do oocisto e dos esporocistos se rompem e liberam os
esporozoitos no trato gastrointestinal, esses invadem células do epitélio intestinal,
fibroblastos e leucécitos, transformam-se em taquizoitos e multiplicam-se através de
endodiogenia. Os taquizoitos medem cerca de 3-7 x 1-5um e atingem diversos érgaos pela
corrente circulatéria (GOODSWEN et al., 2013). Apo6s varias multiplicagdes, em animais
imunocompetentes, os taquizoitos se transformam em bradizoitos e encistam,
permanecendo na forma crénica no hospedeiro (GOODSWEN et al., 2013; MONNEY e
HEMPHILL, 2014).

Além da transmissao horizontal, o N. caninum pode ser transmitido verticalmente,
quando a mae infectada transmite o protozoario para o feto. Em bovinos, essa transmissao
pode ocorrer de duas maneiras: endégena ou exdgena. A primeira acontece devido a
reativacao e reconversao de bradizoitos em taquizoitos durante a gestacao, esses atingindo
o feto posteriormente. Ja a forma exdgena acontece quando o hospedeiro se infecta
durante a gestacao, entao os taquizoitos migram para diversos 6rgaos, inclusive a placenta,
atingindo o feto (Figura 2) (MCALLISTER, 2016).

Figura 2 - Ciclo de vida do Neospora caninum
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Fonte: GUIDO, S.; KATZER, F.; NANJIANI, I.; MILNE, E.; INNES, E. A. Serology-Based Diagnostics for the
Control of Bovine Neosporosis. Trends in Parasitology, v. 32, n. 2, p. 131-143, 2016.

2.1.3 PATOGENIA E SINAIS CLINICOS

A patogenicidade do N. caninum varia entre as espécies, assim como 0s sinais
clinicos. A principal lesdo causada pela infecgdo do N. caninum é a necrose, resultante da
morte celular causada pela replicacdo intracelular dos taquizoitos. Nos hospedeiros

intermediarios essa lesdo pode levar a doenga neuromuscular, devido a destruicdo de
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células neurais (DUBEY e LUHUNTA, 1993; DUBEY e LINDSAY, 1996; BUXTON et al.,
2002).

Sado raros os sinais clinicos nos hospedeiros definitivos, e geralmente estao
associados com diarreia autolimitante, no momento da eliminagéo dos oocistos através das
fezes. Quando os canideos atuam como hospedeiros intermediarios podem apresentar
sinais neurolégicos, miocardite, dermatite e pneumonia (RUEHLMANN et al., 1995;
LINDSAY et al., 1999; DONAHOE et al., 2015).

Ja nos demais hospedeiros intermediarios, o principal sinal clinico associado com a
neosporose € o aborto, podendo ocorrer em sucessivas gestacées. Caso néo ocorra o
aborto, podem nascer filhotes congenitamente infectados nao apresentando sinais clinicos,
ou podem nascer filhotes fracos, com baixo peso e sinais neurolégicos. Um dos principais
motivos que desencadeia o aborto € a necrose do sistema nervoso central e do corag¢do do
feto, gerada pela replicagéo dos taquizoitos. O aborto pode ainda estar associado com a
liberacédo de citocinas pré-inflamatérias e a resposta imune tipo Th1 na interface materno-
fetal (CANTON et al., 2014; MCALLISTER, 2016). Além de abortos, morte e reabsorgao
embrionaria (com posterior retorno ao cio) também tém sido associadas com a infec¢ao por
N. caninum em ruminantes (DUBEY, 1999; CANTON et al., 2014; MCALLISTER, 2016).

2.1.4 DIAGNOSTICO

O diagnéstico do N. caninum pode ser realizado por meio de exames diretos ou
indiretos, sempre associado com histérico do animal ou do grupo de animais (DUBEY e
SCHARES, 2006; ORTEGA-MORA et al., 2006; GUIDO et al., 2016).

Como métodos sorologicos podem ser realizados a Reacao de Imunofluorescéncia
Indireta (RIFI), o Ensaio de Imunoadsorgao Enzimatico (ELISA), o Teste de Aglutinagéo do
Neospora (NAT), o Immunoblotting, o Teste de Imunocromatografia Rapida (RIT) e o Teste
de Aglutinacdo em Latex (LAT). Os métodos sorolégicos séo utilizados principalmente para
a investigacdo da doenga, em estudos epidemiologicos ou como método de triagem e
rastreamento da infecgdo na propriedade. Dentre os citados, os mais utilizados sao a RIFI
e o ELISA para o diagnéstico do protozoario (DUBEY e SCHARES, 2006; GUIDO et al.,
2016).

Além dos meétodos sorolégicos, o diagnostico pode ser através de métodos
moleculares como a Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR), que possui alta
sensibilidade e especificidade. A PCR é bastante utilizada para diagnéstico em casos de
aborto, onde o tecido fetal, como cérebro, é utilizado para realizar a técnica. Pode também
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ser utilizado sangue, onde sera detectado DNA do parasito caso o animal apresente
parasitemia (MULLER et al., 1996; DUBEY e SCHARES, 2006).

Outro exame direto € o método de histopatologia, que permite avaliar a extensao e
a severidade das lesées nos fetos e ndo somente a infecgao fetal, pois somente a presenca
do parasito ndo o confirma como causa do aborto (JENKINS et al., 2002). As principais
lesdes encontradas em fetos estdo associadas com necrose e inflamagéao (GIBNEY et al.,
2008; REITT et al., 2007; REGIDOR-CERRILLO et al.,, 2008). Associada com a
histopatologia pode ser utilizada a imunohistoquimica, que facilita a visualizagdo do
antigeno (ORTEGA-MORA et al., 2006; MCALLISTER, 2016).

Ainda, o diagnéstico do N. caninum pode ser realizado através do isolamento,
utilizando cultivo celular ou inoculagdo em animais de laboratério (gerbils). A vantagem
dessa técnica € que permite uma avaliagdo da viabilidade do parasito e ndo s6 a presenca
dele no animal (DUBEY, 2003).

2.1.5 Neospora caninum EM SUINOS

O primeiro relato de inoculagdo de N. caninum em suinos foi em 1996, quando Dubey
et al. inocularam 2,5X10° taquizoitos (cepa Nc1) via intramuscular, com o objetivo de testar
os métodos de Imunofluorescéncia Indireta e o Ensaio de Imunoadsor¢édo Enzimatico para
o diagnéstico do protozoario. Como resultado, os animais soroconverteram apés duas
semanas da inoculagao.

Em seguida, Jensen et al. (1998) inocularam, via intramuscular, seis marras com
taquizoitos da cepa NC-SweB1 de N. caninum com objetivo de verificar a transmissao
transplacentaria do parasito, porém os autores eutanasiaram as marras logo apos a
inoculagao, nao esperando, portanto, o fim da gestacéo. Todas as marras soroconverteram
e foi possivel detectar o protozoario em dois fetos, sendo esse um indicativo da transmissao
transplacentaria. Foram encontradas lesées de necrose e inflamagéo em diversos 6rgaos
como figado, coragéo, utero e pulmao dos fetos e das marras.

Séo poucos os trabalhos realizados com o objetivo de verificar a infeccdo do N.
caninum em suinos. Trabalhos de ocorréncia foram realizados em diversos paises
(HELMICK et al., 2002; BARTOVA e SEDLAK et al., 2011; SHARMA et al., 2015; FEITOSA
et al.,, 2014; GUl et al,, 2019; MINETTO et al., 2019).

Na Inglaterra, Helmick et al. (2002) analisaram soros de 454 fémeas suinas com
histérico de aborto ou consideradas inférteis e encontraram, através do ELISA, 8,8% das
amostras positivas, porém quando analisadas através da RIFI (considerada como prova
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padrao) todas foram negativas. Bartova e Sedlak (2011), na Republica Checa, analisaram
551 amostras de soro de suinos, coletadas em abatedouro, e 3% dos animais apresentaram
anticorpos contra o N. caninum através da técnica de ELISA. Ja4 Sharma et al. (2015)
coletaram 185 amostras de soro de suinos, em Grenada, e todas foram negativas (ELISA)
para o protozoario. Na Alemanha, em um estudo realizado em 2004, foram coletadas
amostras de 2041 suinos provenientes de 94 propriedades, 3,3% dos animais foram
positivos e 27,7% das propriedades possuiam pelo menos um animal positivo, pela técnica
de ELISA, porém quando essas amostras foram testadas pela técnica de Immunoblotting,
apenas uma apresentou resultado positivo (DAMRIYASA et al., 2004). A primeira descri¢cao
do protozoario em suinos na china foi em 2019, quando Gui et al. (2019) analisaram 1500
amostras de soro através da técnica de ELISA e 1,9% foram positivas.

No Brasil, ha relatos da infecgado por N. caninum em suinos domésticos no Estado
da Paraiba. Azevedo et al. (2010) e Feitosa et al. (2014) analisaram amostras de soro
através da técnica de Reacao de Imunofluorescéncia Indireta (ponto de corte 1:50), de 130
e 190 suinos provenientes de abatedouros e encontram um percentual de 3,1 e 3,2 de
amostras positivas, respectivamente. Ja no Estado do Mato Grosso, Minetto et al. (2019)
analisaram, por meio da RIFl, o soro de 1070 suinos criados em fundo de quintal e
encontraram 13,49% de positividade. No Estado de Santa Catarina, foi verificada ocorréncia
de 18,9% (94/498) em matrizes de rebanhos comerciais (SILVA et al., 2020).

Quando analisadas amostras de suinos selvagens (Sus scrofa), a ocorréncia do N.
caninum é maior se comparada com os suinos domésticos. Nos Estados Unidos, Cerqueira-
Cezar et al. (2016) analisaram amostras de 1059 suinos selvagens provenientes de 29
Estados, 15% das amostras foram positivas para o protozoario e 72,4% dos Estados
possuiam pelo menos um animal positivo. Ja no Brasil, Soares et al. (2016) analisaram
amostras de 83 porcos-monteiro da regido do Pantanal, MS, e encontraram 10,8% das
amostras positivas. A maior ocorréncia do protozoario em suinos selvagens pode estar
relacionada com o contato destes com os hospedeiros definitivos e/ou outros hospedeiros
intermediarios, que é mais provavel de ocorrer do que em suinos domésticos, criados
confinados (SOARES et al., 2016).

Ja Kamga-Waladjo et al. (2009) analisaram 60 amostras de soro de fémeas de
suinos errantes na regiao do Senegal e encontraram 58,3% das amostras positivas para N.
caninum. Ainda, nesse estudo foi possivel relacionar a positividade dos animais com os
transtornos reprodutivos: o numero anual de partos, de natimortos e a idade da porca foram

associados (p<0,05) com a soropositividade para N. caninum. Porém, Feitosa et al. (2014),
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apds analisarem 190 amostras de soro de suinos, ndo encontraram diferenga significativa
entre os animais com e sem histérico de aborto.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da infeccao experimental com taquizoitos da cepa Nc1 de N. caninum
em diferentes estagios de gestacao de matrizes suinas.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar as respostas imunolégica, hematologica e clinica da infec¢éo por N. caninum
em diferentes estagios de gestacdo de matrizes suinas.

Verificar se ocorre e em qual a fase da gestagéo é mais frequente a transmisséao
transplacentaria de N. caninum em suinos.

Averiguar se o protozoario N. caninum causa dano a progénie de matrizes suinas
experimentalmente infectadas.

Pesquisar a presenca do N. caninum em o6rgaos de leitdes recém-nascidos,
descendentes de fémeas infectadas experimentalmente com o agente.
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5 ARTIGO 1

Infecgao experimental de taquizoitos da cepa NC1 de Neospora caninum em fémeas
suinas

5.1 RESUMO

Neospora caninum € um protozoario que afeta diversas espécies animais, causando
problemas reprodutivos, porém em suinos a patogenia e os sinais clinicos nado sao
totalmente conhecidos, embora ja relatada a infeccdo por N. caninum nesta espécie. O
objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito da infecgéo experimental com taquizoitos da cepa
Nc1 de N. caninum em matrizes suinas em diferentes estagios de gestacao. Para isso foram
selecionadas 12 marras, soronegativas para N. caninum e T. gondii, e alocadas em quatro
grupos de trés animais cada. Os animais do grupo A nao foram inoculados (controle) e os
animais dos grupos B, C e D foram inoculados 30 dias antes da concepgéo, e aos 45 e 90
dias de gestacao, respectivamente. O inéculo foi constituido de 2,9x107 taquizoitos da cepa
Nc1 de N. caninum, via intravenosa. Temperatura, frequéncia cardiaca, amostras de
sangue, de saliva e de muco vaginal dos animais foram colhidas periodicamente até o
momento do parto para a pesquisa de anticorpos IgG e IgM contra N. caninum (RIFI) e PCR
para detecgao do parasito. Todas as marras soroconverteram a partir do 5 e 7 DPI (dia pés
inoculacao) para IgM e 1gG, respectivamente. Duas marras apresentaram hipotermia no 5
e 7 DPI e cinco animais inoculados apresentaram leucocitose no 7 DPI. Foi possivel
detectar o protozoario em amostras de saliva (33), muco vaginal (17) e sangue (2). Os trés
animais do grupo B apresentaram indicios, a partir da sorologia (IgM) e PCR, de
reagudizacdo da infec¢do durante a gestacdo. Conclui-se que o protozoario pode causar
sinais clinicos em fémeas suinas infectadas, além de indicar a saliva como um material
biolégico adequado para a pesquisa do antigeno nessa espécie animal.

Palavras-chave: neosporose, suinocultura, marras, inoculagao

5.2INTRODUCAO

Neospora caninum € um protozoario heteroxeno do Filo Apicomplexa. Parasita
diversas espécies de animais, tendo como hospedeiros definitivos canideos. Esses, apés
ingerirem tecido animal com bradizoitos, eliminam oocistos nas fezes, contaminando o meio
ambiente, alimentos e agua que serdo fornecidos para outros animais (CERQUEIRA-
CEZAR et al., 2017).
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Os herbivoros sdo os principais hospedeiros intermediarios e, dentre eles, a
espécie que possui maior importancia e, consequentemente, mais estudos, é a bovina,
devido aos grandes prejuizos na producdo causada pelas falhas reprodutivas
(CERQUEIRA-CEZAR et al., 2017).

Em suinos, sao raros os estudos da infecgao por N. caninum. O primeiro trabalho
envolvendo essa espécie animal foi desenvolvido por Dubey et al. (1996) que inocularam
dois suinos com 2,5X10° taquizoitos (cepa Nc1) com o objetivo de testar os métodos de
ELISA e RIFI. Como resultado os dois animais soroconverteram duas semanas apés a
inoculagdo. J4 em 1998, Jensen et al. inocularam seis marras com 2,5X108 taquizoitos da
cepa NC-SweB1 de N. caninum com objetivo de verificar a transmissao transplacentaria do
parasito. Todas as marras soroconverteram e foi possivel detectar o protozoario em dois
fetos, sendo esse um indicativo da transmissao transplacentaria.

Contudo, até o momento ndo ha estudos para verificar as alteragées que o N.
caninum podem causar em fémeas suinas gestantes e recém infectadas. Portanto, o
objetivo desse trabalho foi verificar o efeito da infec¢do experimental com taquizoitos da
cepa Nc1 de N. caninum em diferentes estagios de gestacao de matrizes suinas, avaliando
as respostas imunolégica, hematologica e clinica da infecgéo, aléem de verificar quais
amostras (saliva, muco vaginal, sangue) apresentam melhores resultados para a detecgao
do protozoario.

5.3 MATERIAL E METODOS

5.3.1 Comité de Etica

O presente estudo foi submetido a apreciacéo pela Comissédo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) do CAV/UDESC, sendo aprovado sob protocolo nimero 7997170717.

5.3.2 Selecao das marras

Foram selecionadas 12 marras, com 10 meses de idade e aproximadamente 130kg,
higidas, da linhagem comercial Agroceres Pic Camborough soronegativas (RIFI) para T.
gondii e N. caninum.

Os animais foram mantidos em baias individuais, no setor de suinocultura, do Centro
de Ciéncias Agroveterinarias (CAV), da Universidade do Estado de Santa Catarina
(UDESC), onde receberam alimentagéo e manejo de rotina. Todas elas foram fertilizadas

através de inseminacgéao artificial intrauterina, sendo o cio detectado por contato direto,
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diariamente, com um macho higido. O macho doador de sémen apresentava histérico
reprodutivo previamente conhecido, além de ser negativo sorolégicamente para T. gondii e
N. caninum.

A gestacao foi confirmada com o uso da ultrassonografia transabdominal, sendo
essa realizada aos 45 dias e aos 90 dias de gestacdo, para avaliar a manutengao da

gestacao e a viabilidade fetal.

5.3.3 Inoculacgao

As marras foram separadas em quatro grupos de trés animais cada. Os animais do
grupo A foram mantidos como controle, ndo inoculados. Os animais dos grupos B, Ce D
foram inoculados, via intravenosa, 30 dias antes da concepc¢ao e aos 45 e 90 dias de
gestacao, respectivamente.

Para a inoculagéo foram utilizados 2,9x107 taquizoitos da cepa Nc1 de N. caninum
obtidos através de cultivo celular com células VERO, enriquecidas diariamente com meio
RPMI e soro fetal bovino (10%), conforme descrito por Williams et al. (1997).

No periodo pés inseminagéo até o dia 110 de gestacao as marras foram mantidas
em baias individuais e observadas trés vezes por dia, para deteccao de possivel aborto ou

alteracdes clinicas.

5.3.4 Colheita de amostras

Amostras de sangue dos animais foram colhidas periodicamente desde dois dias
antes da inoculacao até o parto, portanto os animais do grupo B foram coletadas amostras
nos dias -2, 2, 5, 7, 14, 21, 28, 35, 42, 55, 70, 85, 100, 115, 130 DPI (Dias Pés Inoculagao),
do grupo C nos dias -2, 2, 5, 7, 14, 21, 28, 35, 42, 55 DPI, e do grupo D -2, 2, 5, 7, 14, 21
DPI, ja dos animais do grupo A (controle) foram colhidas amostras nos mesmos dias dos
animais do grupo C.

Das amostras de sangue foram realizados hemograma, analises bioquimicas (AST
e GGT), obtencéao de soro e plasma (pesquisa de anticorpos IgG e IgM contra N. caninum,
por meio da Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta-RIFl) e de papa de leucécitos
(deteccao da parasitemia por meio da PCR). Exames clinicos dos animais (temperatura e
frequéncia respiratéria) foram realizados nos mesmos dias das coletas de amostras
biolégicas.

Nos dias -2, 2, 5,7, 14, 21, 28, 35, 42, 55, 70, 85, 100, 115, 130 DPI, foram também

colhidas amostras de saliva e de muco vaginal para a pesquisa de anticorpos contra N.
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caninum (IgG e IgM, RIFI) e para a deteccdo do agente (PCR). Para a coleta foram
utilizados swabs, sendo esses colocados em tubos cdnicos contendo 200ul de PBS,
mantidos em repouso por uma hora e entdo centrifugados a 1700g por 3 min e as amostras

assim obtidas foram armazenadas (-20°C) até processamento.

5.3.5 Analises

a) Reacdao de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) para pesquisa de
anticorpos IgG e IgM contra N. caninum

As laminas utilizadas para RIFI foram adsorvidas com taquizoitos da cepa Nc1 de N.
caninum. Para isso, foram utilizados taquizoitos provenientes do cultivo celular. Esses
foram lavados com PBS pH 7,2 (1,368M NacCl, 0,0268M KCI, 0,1014M Naz2HPO4, 0,0176M
KH2PO4) sucessivas vezes para retirar o maximo de sujidades (resto celular) e de meio de
cultura e entéo foram depositadas em laminas demarcadas com adesivo teflon (12 pogos).
As laminas foram secas em temperatura ambiente, fixadas com metanol e armazenadas
em freezer a -20°C até a utilizacao.

Foi realizada RIFI para pesquisa de anticorpos IgG e IgM contra N. caninum em
todas as amostras de soro, plasma, saliva e muco vaginal. O ponto de corte utilizado foi a
diluicdo 1:50 (AZEVEDO et al., 2010).

As amostras de saliva e muco vaginal foram avaliadas pela RIFI (IgG e IgM) sem
diluicdo, inicialmente. As amostras positivas foram entdo diluidas com PBS na razéo 2
(1:25, 1:50, 1:100...).

As amostras de soro e de plasma foram diluidas com PBS em série de razédo dois
(1:50, 1:100, 1:200, 1:400...), em seguida 12uL de cada diluicdo foram adicionados em cada
poco da lamina de imunofluorescéncia e incubada por 40min a 37°C. Apéds, foram
realizadas trés lavagens com PBS. A Iamina foi seca em estufa a 37°C e entado foram
adicionados 12uL do conjugado anti-IgG (Sigma®) ou anti-IgM (Bethyl®) suino diluido com
PBS conforme recomendacgao, e incubado durante 40min a 37°C. Em seguida foram
realizadas trés lavagens com PBS e a |lamina foi seca em estufa a 37°C. Apos, duas gotas
de glicerina tamponada foram acrescidas e entdo a lamina foi coberta com laminula. Na
sequéncia, foi realizada a leitura conforme descrito por Paré et al. (1995) em microscépio

de epifluorescéncia em um aumento de 400 vezes.
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b) Hemograma e analise bioquimica

Foi realizado hemograma completo de todas as amostras de sangue coletadas das
marras, com auxilio do aparelho hematolégico SDH-3 VET®, e confirmacgao do diferencial
de leucécitos através de leitura de esfregaco sanguineo. Além de analises bioquimicas,
para a mensuragao de AST e GGT, utilizando o analisador automatico LABMAX PLENNO®.

c) Sinais clinicos

Foram realizados exames clinicos das marras (temperatura retal e frequéncia
respiratéria) nos mesmos dias das coletas de sangue. Esses dados foram tabulados e
analisados para verificar possiveis alteragdes decorrentes da fase aguda da infecgéo nos

animais ou reagudizagao durante a gestagao.

d) Reacao em Cadeia pela Polimerase (PCR)

A técnica da PCR foi empregada para detectar o agente no sangue (parasitemia),
saliva e muco vaginal das marras inoculadas.

A extracdo de DNA da capa leucocitaria, saliva e muco vaginal das marras foi
realizada conforme descrito por Cavalcante (2010).

Para a PCR, a regido Nc5 (5,10) foi selecionada como sequéncia alvo para a
amplificacdo de DNA. Para isso foram utilizados os primers Np21/Np6 (5'-
CCCAGTGCGTCCAATCCTGTA-3)/(5-CTCGCCAGTCAACCTACGTCTTCT-3)
(MULLER et al., 1996).

A reacao foi realizada com um volume final de 50uL, contendo tampao 10X, 200uM
DNTP, 1,5mM MgCl2, 20uM de cada primer, 1,25U Taq, com desnaturacao inicial a 95°C-
5min, 40 ciclos a 94°C-1min/63°C-1min/74°C-3,5min e extensao final a 74°C-10min. As
amostras amplificadas foram submetidas a eletroforese em gel de agarose (1,5%) para
visualizagéo. O controle positivo foi composto por DNA extraido de taquizoitos da cepa Nc1
de N. caninum, e como controle negativo foi utilizada agua ultrapura autoclavada.
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5.3.6 Estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, sendo os animais
divididos em quatro grupos com trés repeticdes.

Para verificar a concordancia entre os testes empregados em diversos tecidos e
fluidos foi utilizado o Coeficiente de Concordancia de Kappa (intervalo de confianga: 95%),
considerado concordancia insignificante valores abaixo de zero, fraca entre 0 e 0,2,
razoavel entre 0,21 e 0,4, moderada entre 0,41 e 0,6, forte entre 0,61 e 0,8 e quase perfeita
entre 0,81 e 1 (LANDIS e KOCK, 1977).

5.4 RESULTADOS

5.4.1 Temperatura e frequéncia respiratoria

Os dados das médias de temperatura corporal e de frequéncia respiratéria dos
animais estao apresentados na tabela 1 e, de forma geral, estdo dentro da normalidade
para a espécie. Com relagdo a temperatura, os animais do grupo B apresentaram
hipertermia no inicio (2 DPI) e menor temperatura corporal na fase final do experimento
(100, 115, 130). Dois animais, um do grupo C e outro do grupo D, apresentaram
temperaturas abaixo de 36°C, nos 7 (35,3°C) e 5 (35,8°C) DPI, respectivamente (Tabela 1).
Ja com relagéo a frequéncia respiratéria (FR), somente animais do grupo B, no dia -2 DPI,

apresentaram uma FR menor comparada com o restante dos dias e dos animais. (Tabela

1).
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Tabela 1 - Médias, por grupo de animais, da temperatura retal e frequéncia respiratéria em
marras gestantes inoculadas, ou ndo, com 2,9x107 taquizoitos da cepa Nc1 de Neospora
caninum.

Dia Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D
Temp. FR Temp. FR Temp. FR Temp. FR
-2 36,8 26,7 37,7 13 36,97 32 36,3 23,7
2 37,97 26,7 38,6 29,3 37,3 38,7 37,1 23
5 36,73 29,4 38,7 31,3 37 28 36,1 27
7 36,73 30 384 28 36,8 26,7 36,47 30,7
14 37,03 28 37,78 28 36,83 26,7 36,33 27
21 36,57 22,7 37,28 28 36,07 21,4 36,47 26,7
28 36,1 227 38,25 347 36,13 21,4 NR NR
35 36,7 32 37,68 29,3 36,8 23,7 NR NR
42 36,9 254 37,8 253 36,5 26,7 NR NR
55 36,67 27,7 37,1 243 37,37 23,7 NR NR
70 NR NR 371 227 NR NR NR NR
85 NR NR 371 227 NR NR NR NR
100 NR NR 36,4 21,3 NR NR NR NR
115 NR NR 36,3 247 NR NR NR NR
130 NR NR 36,8 25 NR NR NR NR

Temp.: Temperatura; FR: Frequéncia respiratéria; NR: Nao realizado.
Fonte: Elaborado pela autora (2018).

5.4.2 Hemograma, leucograma e analises bioquimicas

Cinco dos nove animais inoculados apresentaram leucocitose no 7 DPI (LT: 25650;
23510; 23950; 26130; 30140), dois com neutrocitose (N: 10516; 11017) e trés com
linfocitose (L: 13594,5; 13635,8; 22906,4). Ainda, trés animais apresentaram maiores
quantidades de bastdes (classificados como neutréfilos imaturos).

Quando avaliados os niveis séricos de AST e GGT, os trés animais do grupo B,
apresentaram altos niveis no 21 DPI (ALT: 148; 112; 198) e, em dois desses animais, esses
niveis se mantiveram até o 28 DPI (ALT: 141; 86), voltando ao normal ap6s esse periodo.

O restante dos hemogramas e bioquimicos das marras mantiveram-se normais
durante o experimento. Nao houve alteragdes nos hemogramas e analises bioquimicas da

marras do grupo controle
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5.4.3 Sorologia

5.4.3.1 Soro

Todas as marras do grupo A, mantiveram-se negativas durante todo o experimento.

Todas as marras dos grupos B e C apresentaram anticorpos IgG contra o protozoario
no quinto dia po6s inoculagéo. As fémeas do grupo D apresentaram resultado positivo para
IgG no sétimo dia pés inoculagéao (DPI).

Os maiores titulos de 1gG, em todos os grupos inoculados, foram verificados entre
os 14 e 28 DPI, sendo que na maioria dos animais esses valores decresceram apos o 28
DPI, mantendo-se constante durante a gestacéao.

Ja quando analisada a presencga de IgM no soro das marras pos-inoculacéo, todas
elas soroconverteram no quinto dia pos inoculagédo. O pico de produg¢ado de anticorpos foi
no 14 DPI para todos os animais, sendo que a quantidade de anticorpos decresceu apés
esse periodo. Animais do Grupo B, que foram acompanhados até o 130 DPI, apresentaram
resultados negativos para IgM entre 55 e 85 DPI, porém, no 100 DPI soroconverteram
novamente com altos titulos de anticorpos, demonstrado, assim, uma possivel

reagudizacao da infecgdo por N. caninum (Tabela 2, Figura 3).

5.4.3.2 Plasma

Quando avaliada a presenca de IgG contra N. caninum no plasma das marras
verificou-se que apenas dois animais soroconverteram no quinto DPI, sendo uma do grupo
B e outra do grupo D.

Assim como no soro, os maiores titulos de IgG em todos os grupos inoculados foram
verificados entre os 14 e 28 DPIl. A maioria dos animais nao apresentou altos titulos,
comparado com o soro, mantendo-se constante durante toda a gestacgao.

Ja quando analisado o IgM no plasma, apenas quatro animais apresentaram
resultado positivo no quinto DPI, sendo um do grupo B, um do grupo C e dois do grupo D.
Ap6s o sétimo DPI todos os animais apresentam anticorpos IgM contra o protozoario.
Maiores titulos de anticorpos foram observados entre os 14 e 21 DPI, decaindo apés esse
periodo. Assim como no soro, alguns animais negativaram a partir do 55 DPI e a produgéao

de anticorpos IgM retornou no 115 DPI (Tabela 2, Figura 3).
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Figura 3- Médias de titulos de anticorpos IgG e IgM no soro e plasma de marras
experimentalmente inoculadas com com 2,9x107 taquizoitos da cepa Nc1, do dia 2 ao dia
130 po6s inoculacao
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Fonte: Elaborado pela autora (2019).
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5.4.3.3 Saliva e muco vaginal

Anticorpos IgG contra N. caninum foram detectados no muco vaginal sem dilui¢éo. Trés
animais, um de cada grupo inoculado, apresentaram resultado positivo a partir do 14 DPI.
Dos animais inoculados, apenas trés foram negativos em todas as coletas sendo um animal
do grupo C e dois do grupo D (Tabela 3). Todos os animais foram negativos nas diluicdes
a partir de 1:25.

A presenca de anticorpos IgG contra N. caninum na saliva, foi observada nas trés
porcas dos grupos B e C. No grupo B, um animal foi positivo no 70 DPI, ja no grupo C, um
animal foi positivo no 28 DPI e outro no 42 DPIl. O grupo D nao apresentou animais
positivos.

Ja quando analisada IgM, os trés animais do grupo B apresentaram anticorpos contra
o N. caninum no muco vaginal a partir do 14 DPI, e apenas um animal (10) apresentou
resultado positivo para IgM, no 28 DPI. Nenhum animal do grupo C, apresentou IgM contra
N. caninum no muco vaginal.

Quando analisada a saliva para pesquisa de IgM, apenas um animal foi positivo, sendo
esse do grupo C (8), a partir do 14 DPI, sendo positivo, também nos 21 e 35 DPI.

Tabela 3 - Resultados da pesquisa de anticorpos IgG (RIFI) contra N. caninum no muco
vaginal de marras inoculadas, ou ndo, com 2,9x107 taquizoitos da cepa Nc1

Dia Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D
14 15 16 1 3 4 8 9 10 11 12 13
2 - - - - - - - - - - - -
2 - - - - - - - - - - - -
5 - - - - - - - - - - - -
7 - - - - - - - - - - - -
14 - - - + - - - - + - + -
21 - - - + - - - - - - - -
28 - - - - - - - - + NR NR NR
35 - - - + - - - - + NR NR NR
42 - - - + + - + - + NR NR NR
55 + + - + - - NR NR NR

70 NR NR NR
85 NR NR NR

+I
+I
ZzZ
X 0
ZzZ
X 0
e
X
Zz
X
e
X
Zz
Py

NR NR NR NR

100 NR NR NR - - - NR NR NR NR NR NR
115 NR NR NR - - - NR NR NR NR NR NR
130 NR NR NR - - - NR NR NR NR NR NR

-: Negativo; +: Positivo; NR: N&o realizado
Fonte: Elaborado pela autora (2019).
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5.4.4 Reacao em Cadeia pela Polimerase (PCR)

Apenas dois animais, dos inoculados, apresentaram resultado positivo para N.
caninum quando analisado o sangue para procura do DNA do protozoario através da
técnica de PCR. Sendo um animal do grupo B e outro do grupo C, nos 5 e 7 DPI,
respectivamente.

Ja quando analisada a saliva das marras pela técnica de PCR, 33 amostras
apresentaram resultado positivo para o protozoario, a partir do 2 DPI. Todos os animais
inoculados apresentaram DNA do parasito na saliva durante o periodo experimental (Tabela
4).

Os resultados da PCR para N. caninum do muco vaginal demostraram que foi
possivel detectar o protozoario em 17 amostras coletadas. A presenga do protozoario foi
detectada a partir do 2 DPI. Apenas trés animais, dos nove inoculados, apresentaram
resultados negativos para todas as amostras de muco vaginal, sendo dois animais do grupo
C e um animal do grupo D (Tabela 4).

Todos os animais inoculados apresentaram resultado positivo na PCR em algum
momento do periodo experimental. Ainda, os animais do grupo B, inoculados 30 dias antes
da concepgao, apresentaram resultados positivos no muco vaginal e/ou saliva até o 35 DPI;
nas coletas aos 42, 55 e 70 DPI todos os animais foram negativos, voltando a apresentar
resultados positivos aos 85 e 100 DPI, resultados esses, que condizem com os encontrados
quando analisado os titulos de IgM no soro e/ou plasma.

5.4.5 Coeficiente de Concordancia De Kappa

Tanto os resultados da pesquisa de 1gG e IgM no soro, saliva, muco vaginal e
plasma, quanto os resultados da PCR do sangue, saliva e muco vaginal foram analisados
por meio do Coeficiente de concordancia de Kappa.

Quando avaliado os resultados da imunoglobulina G, obteve-se concordancia quase
perfeita entre soro e plasma (0,83 (IC: 0,70-0,96)) e fraca concordancia entre soro e saliva
(0,013 (IC: -0,35-0,38)), soro e muco vaginal (0,07 (IC: -0,25-0,40)), plasma e saliva (0,01
(IC: -0,34-0,38)), plasma e muco vaginal (0,08 (-0,23-0,40)) e saliva e muco vaginal (0,18
(IC: -0,14-0,51)).

Os resultados do coeficiente de Kappa para IgM apresentaram forte concordancia
entre soro e plasma (0,63 (IC: 0,43-0,69)), fraca concordancia entre soro e saliva (0,01 (IC:
-0,34-0,37)), soro e muco vaginal (0,04 (IC: -0,29-0,39)), plasma e saliva (0,02 (IC: -0,33-
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0,38)), plasma e muco vaginal (0,05 (IC: -0,28-0,39)) e concordéancia insignificante entre
muco vaginal e saliva (-0,04 (IC: -0,2-0,12)).

Analisando o coeficiente de concordancia de Kappa para os resultados da PCR ha
concordancia insignificante entre todas as amostras coletadas: sangue e saliva (-0,02 (IC:
-0,32-0,37)), sangue e muco vaginal (-0,03 (IC: -0,35-0,28)) e saliva e muco vaginal (-0,06
(IC: -0,28-0,16).

Tabela 4- Resultado da PCR de Neospora caninum em saliva € muco vaginal de marras

experimentalmente inoculadas com 2,9x107 taquizoitos da cepa Nc1, do dia 2 ao dia 130
pos inoculacao

Grupo B Grupo C Grupo D

1 3 4 8 9 10 11 12 13
SMSMSM S MS M S M S MS M S M
2 - - + - + - - - - - - -+ - - - -
5+ 4+ ++ - + + - - -+ - + -+ -+ o+
7 -+ - + - + + - - - - - + -+ -+ -
14 + - - - - - + - - - - . + - o+ -+ -
21 + - - + - - - - - - - - -+ -+ -
28 - + - + - + - -+ - - - NR NR NR NR NR NR
35 -+ - - - + - - - - - - NR NR NR NR NR NR
42 - - - - - - - - -+ - NR NR NR NR NR NR
55 - - - - - + - -+ - NR NR NR NR NR NR
7 -- - - - - NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR
856 -+ - - - + NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR
100 + - - - + - NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR
115 + - - - + - NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR

130 + - + - + - NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR
+= Positivo / - = Negativo / NR = Nao Realizado

Fonte: Elaborado pela autora (2019).

5.5 DISCUSSAO

Esse é o primeiro estudo realizado avaliando os sinais clinicos da neosporose em
suinos, além de formas de diagnéstico do protozoario.

Durante todo o periodo gestacional e pds inoculagao foram realizados exames
clinicos nos animais inoculados. Dois animais, um do grupo C e outro do grupo D,
apresentaram hipotermia e apatia logo apés a inoculacédo (5 e 7 DPI). A hipotermia
geralmente nao é associada com infec¢ao por N. caninum nos animais sendo, na maioria
das vezes, verificada hipertermia (PORTO et al., 2016). Porém, hipotermia ja foi relatada

em um cordeiro, recém-nascido, proveniente de uma fémea inoculada com N. caninum
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(PIVATTO, 2017). Além de ser relatada hipotermia em filhotes de gatos infectados com T.
gondii via transplacentaria ou trasmamaria (GALVAO et al., 2014) e em uma gata com leséo
cutanea e dificuldade respiratéria, causadas pelo T. gondii (ANFRAY et al., 2005).

Quando observada a frequéncia respiratéria, ndo houve alteragdo nos periodos
aferidos. Demonstrado, que o N. caninum nao afeta esse pardmetro na analise clinica dos
animais.

Ainda, foi observada leucocitose por linfocitose e/ou neutrofilia em cinco das nove
marras inoculadas no 7 DPI, podendo estar associada com a infec¢éao por N. caninum. Sao
raros os trabalhos envolvendo N. caninum que relatam leucocitose. Pivatto (2017), inoculou
taquizoitos da cepa Nc-1 de N. caninum em ovelhas gestantes e observou leucocitose por
eosinofilia nos 14 e 21 DPIL. Valeriano et al. (2015) também relataram leucocitose e
linfocitose em um cao com sinal neurologico devido a infecgdo por com N. caninum. Ja
Serrano et al. (2011) observaram leucopenia em fémeas bovinas cronicamente infectadas
com o protozoario.

Trés animais, dos inoculados, apresentaram nimeros maiores de bastées no 7 DPI.
Os bastdes sao neutréfilos imaturos e geralmente sdo encontrados em casos de infecgbes
agudas onde ha a necessidade de uma maior demanda de leucocitos para combate-las.
Podendo, portanto, estar associada com a inoculagao dos taquizoitos de N. caninum.

Quando avaliadas as enzimas hepaticas ALT e GGT, apés inoculagéao, os trés
animais do grupo B apresentaram niveis altos de ALT. Esta enzima esté relacionada a
lesbes hepaticas e ja foi associada com a infecgado por N. caninum em céaes com lesdes
cutdneas (MURAKAMI et al., 2017) e com a infeccdo por T. gondii em caes, devido a
necrose hepatica (DUBEY e LAPPIN, 2006).

Quando avaliados os resultados da sorologia, observou-se que todas as marras
soroconverteram a partir do 5 DPI. Imunoglobulinas da classe M estdo associadas com a
fase aguda da infecgéao, ja IgG sdo encontradas em maior quantidade na fase crénica da
infeccédo, se mantendo presente por longos periodos. Em suinos, com esse estudo, pode-
se constatar que o inicio da detecgao de IgM ocorre a partir do quinto dia pés infecgao, com
os titulos aumentando até o dia 14 pos infeccdo e entdo a produgédo comega a diminuir,
ficando indetectavel, no soro e plasma, a partir do dia 55-70 p6s infec¢éo, respectivamente.
Ja as imunoglobulinas G, comegam a ser detectadas a partir do quinto dia p6s infecgéao,
apresentando picos maiores de produgéo entre os dias 14 e 28 p6s inoculagdo, mantendo-
se constante apo6s esse periodo. Esses resultados demostram, assim como outros autores

(CADORE et al., 2010), que para a deteccao da infecgdo por N. caninum em animais de
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rebanho, nesse caso de suinos, a procura de IlgG mostra-se mais eficiente por permanecer
mais tempo na corrente sanguinea dos animais.

Mineo (2007) avaliou a resposta imune, através da RIFI, de um bezerro e de oito
caes inoculados com N. caninum, no bezerro foi possivel detectar IgM e 1gG a partir do dia
7 pos inoculagéo, com pico de produgéo de IgM no dia 35 pds inoculagdo, decaindo ap6s
esse periodo. Ja nos caes inoculados foi possivel detectar IgM contra o protozoario a partir
do dia 35 pos inoculagéo e IgG a partir do dia 5 p6s inoculagado, mantendo titulos baixos
durante o experimento. Avaliando esses resultados € possivel afirmar que a resposta imune
de suinos frente a infe¢gdes de N. caninum é mais precoce quando comparado a caes e
bovinos.

Saliva e muco vaginal ndo apresentaram resultados satisfatérios para a procura de
anticorpos 19G e/ou IgM em suinos. Quando avaliada a saliva, apenas trés animais
apresentaram resultado positivo para IgG e um para IgM, durante todo o acompanhamento
pés inoculagéo. Ja quando avaliado o muco vaginal, apenas trés animais foram negativos
para IgG e trés animais foram positivos para IgM durante todo o experimento. Apesar do
muco vaginal ter apresentado um numero maior de animais positivos, eles nao se
mantiveram positivos em todas as coletas.

Em bovinos, Ooi et al. (2000) analisaram amostras de soro, saliva e muco vaginal
de 613 bovinos pela técnica de RIFI (IgG), encontrando um maior numero de animais
positivos para N. caninum no soro, seguido do muco vaginal e saliva. Resultados esses,
gue apresentam concordancia com os encontrados em suinos.

Ainda, foi avaliada a parasitemia pés inoculagéo, por meio da PCR da capa
leucocitaria, da saliva e do muco vaginal. Apenas dois animais apresentaram resultado
positivo quando analisada a capa leucocitaria, seis animais quando analisado o muco
vaginal e todos os animais foram positivos quando analisada a saliva, apresentando
resultados positivos a partir do 2 DPI. Esses resultados sugerem a saliva como alternativa
para coleta de amostras a campo para procura do DNA do protozoario, com resultados
superiores aos encontrados quando utilizados capa leucocitaria ou muco vaginal.

Amostras de saliva raramente sdo utilizadas como forma de diagnostico de N.
caninum, porém tratando-se de T. gondii ha varios estudos que relacionam a sua presenca
em saliva de animais e humanos (BRESCIANI et al.; 2008; VITOR et al., 1991; TERRAGNA
et al., 1984). Com esse estudo podemos concluir que, assim com o T. gondii, o N. caninum
também pode ser encontrado na saliva de animais infectados.

Animais do grupo B, foram acompanhados até o 130 DPI, um periodo maior

comparando-se com os outros grupos inoculados. Esses animais foram inoculados 30 dias
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antes da concepcao, estando em infecgdo crénica no periodo gestacional. Animais desse
grupo, apos um periodo sem apresentarem anticorpos IgM no soro e plasma (Figura 3),
voltaram a apresentar anticorpos desse tipo no 100 DPIl. Quando analisado os resultados
da PCR, percebe-se que nao foi possivel detectar DNA no parasito, tanto na saliva, quanto
no muco vaginal e no sangue, dos 42 a 70 DPI, voltando a aparecer o protozoario no 85
DPI (Tabela 4). Relacionando o resultado com os encontrados na RIFI para procura de
anticorpos IgM (Tabela 2), pode-se afirmar que houve a reagudiza¢do da infecgéo nesse
periodo (segundo terco gestacional), pela presenca de anticorpos e parasitemia.
Resultados esses semelhantes a que ocorre em outras espécies animais como bovinos e
ovinos onde ha transmissao transplacentaria endégena (MCALLISTER, 2016; JOLLEY et
al.,1999).

Comparando (teste de kappa) as técnicas realizadas com todas as amostras
coletadas de suinos para a procura de anticorpos contra o protozoario e DNA do N.
caninum, tem-se que para a realizagdo da sorologia pode-se utilizar tanto soro quanto
plasma, para a pesquisa de 1gG e de IgM, ndo havendo alteragéo nos resultados. Esses
dados ja foram relatados na literatura para outras espécies de animais e de protozoarios,
como o T. gondii, utilizando a técnica de RIFI (NAVARRO et al., 1997). Ja para a técnica
de PCR, ndo houve concordancia entre as amostras coletadas (saliva, muco vaginal e
sangue), porém a que apresentou maior numero de animais positivos, ao longo do
experimento, foi a saliva, demonstrando ser, entre as amostras colhidas, a melhor para
detectar o protozoario em rebanhos suinos. Salienta-se também, que a dificuldade para a
colheita de saliva € menor quando comparada a colheita de sangue, podendo ser uma

alternativa para o diagnéstico de neosporose.

5.6 CONCLUSAO

Neospora caninum infecta suinos podendo causar sinais clinicos como hipotermia
e leucocitose na fase aguda de infecgao.

A infeccéo pelo protozoario pode reagudizar em suinos cronicamente infectados
durante a gestacao.

Para diagnéstico soroldgico pode-se utilizar como amostras tanto soro quanto
plasma, apresentando resultados similares. J& para a procura de antigeno pela PCR
recomenda-se a colheita de saliva, pois apresenta um nimero maior de animais positivos

comparando-se com o sangue e com o muco vaginal.
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6 ARTIGO 2

(Publicado em Veterinary Parasitology - https://doi.org/10.1016/].vetpar.2019.108934)

Neospora caninum causa problemas reprodutivos em suinos?

6.1 RESUMO

Disturbios reprodutivos, associados a infecgcao por Neospora caninum, ja foram verificados
em diversas espécies animais, como bovinos, ovinos e caprinos. Em suinos s&o raros os
trabalhos envolvendo esse parasito. O objetivo desse trabalho foi verificar a transmissao
transplacentaria de N. caninum em suinos durante diferentes estagios da gestagéo. Foram
selecionadas 12 fémeas, higidas, soronegativas para N. caninum e T. gondii e separadas
em quatro grupos contendo trés animais cada. Os animais do Grupo A foram mantidos
como controle e os animais dos grupos B, C e D foram inoculados, via intravenosa, com
2,9x107 taquizoitos da cepa Nc1 de N. caninum 30 dias antes da concepcgao e aos 45 e 90
dias de gestacdo, respectivamente. Foi realizada a coleta de sangue das fémeas
periodicamente para confirmar a infeccdo por meio da Reacdo de Imunofluorescéncia
Indireta (RIFIl) para pesquisa de anticorpos IgG e IgM, para confirmar a infeccdo No
nascimento, foi realizado a coleta de sangue dos leitdes e entdo eles foram submetidos a
eutanasia para a coleta de cérebro, coragao, pulmao, figado e diafragma para a realizagdo
da PCR. Todas as marras inoculadas soroconverteram (IgG) a partir do sétimo dia apés a
inoculagao. Nove das 12 fémeas expulsaram 24 fetos mumificados no momento do parto,
sendo duas do grupo A (oito), duas do grupo B (quatro), as trés do grupo C (nove) e duas
do grupo D (trés). Dos 24 fetos mumificados, nove foram positivos no PCR para N. caninum,
sendo um (25%) feto do grupo B, sete (77,8%) do grupo C, e um (33,3%) do grupo D. Houve
0 nascimento de 126 leitées vivos. Quando analisados os érgaos dos leitdes provenientes
de fémeas inoculadas, pela PCR, para deteccao de N. caninum, verificou-se que 88
(93,61%) foram positivos. Todas as marras inoculadas deram origem a pelo menos um
leitdo positivo. Demonstrando, que ha transmissao transplacentaria em diferentes fases de
gestacao, independente do momento de infecgéo.

Palavras-chave: neosporose, marras, mumificados, leitdes.
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6.2 INTRODUGCAO

Protozoario que infecta diversas espécies animais, Neospora caninum é
reconhecido por causar prejuizos, principalmente em bovinos. Os principais sinais
clinicos estdo relacionados com desordens reprodutivas, notadamente abortos e
natimortos (CANTON et al., 2014; MCALLISTER, 2016) em ruminantes, e problemas
neuromusculares em caes (MCALLISTER, 2016).

Sao raros os trabalhos realizados com o objetivo de verificar os efeitos da infecgao
do N. caninum em suinos. Trabalhos de ocorréncia foram realizados em diversos paises.
Em suinos domésticos as prevaléncias variam de 3,1 a 18,9% em diversas partes do mundo
(HELMICK et al., 2002; BARTOVA e SEDLAK et al., 2011; SHARMA et al., 2015; FEITOSA
etal., 2014, SILVA et al., 2017), sendo a maior prevaléncia detectada em suinos no estado
de Santa Catarina, Brasil, maior estado produtor no pais. Ja quando avaliada a prevaléncia
em suinos silvestres, essas variam de 4,9 a 58,3% (KAMGA-WALADJO et al., 2009;
CERQUEIRA-CEZAR et al.,, 2016; SOARES et al., 2016; LOPES et al., 2018). O que ainda
néo esta claro é a patogenia da doenga e suas consequéncias ha espécie suina.

Os principais problemas em matrizes suinas séo de ordem reprodutiva. A queda do
numero de leitdes/porca/ano resulta em perdas econémicas (BORTOLETTO et al., 2014).
Diversos séao os patégenos responsaveis por desordens reprodutivas em suinos, podendo
ser virus, bactérias (BORTOLETTO et al., 2014) ou protozoarios como o Toxoplasma gondii
(BASSO et al., 2015).

O correto diagnéstico das causas de aborto é importante para a adocdo de
tratamento, controle e prevencao adequados. Como a infecgdo natural por N. caninum
ainda nao foi correlacionada com desordens reprodutivas em suinos, a disseminac¢do do
parasito pode estar sendo facilitada devido a falta de medidas de controle e prevencéo.

Portanto, o objetivo desse trabalho € avaliar o efeito da infecgdo experimental, com
taquizoitos da cepa Nc1 de N. caninum, em matrizes suinas em diferentes estagios da

gestacao.

6.3 MATERIAL E METODOS

6.3.1 Comité de Etica em Experimentagdo Animal

O presente trabalho foi aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA)
do CAV/UDESC, sob protocolo numero 7997170717, em 21.08.2017.
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6.3.2 Selecao dos Animais

Foram selecionadas 12 marras, primiparas, com aproximadamente 10 meses de
idade e 130kg, higidas, da linhagem comercial Agroceres Pic Camborough. Como critério
de selegéo os animais deveriam ser soronegativos (RIFI) para T. gondii e N. caninum

Os animais foram mantidos em baias individuais, no setor de suinocultura, do Centro
de Ciéncias Agroveterinarias (CAV), da Universidade do Estado de Santa Catarina
(UDESC), onde receberam racéo balanceada, agua € manejo de rotina.

As marrés e o macho doador de sémen (soronegativo (RIFI) para T. gondii e N.
caninum) receberam duas doses de vacina contra Parvovirus, Erisipela, Leptospira
(Venco® Part. 003116, Fab. out/16, Val. out/18) e Circovirus (Venco® Part. 005116, Fab.
nov/16, Val. nov/18), 60 dias antes da concepc¢ao.

O cio das marras foi detectado por meio do contato direto, diariamente, com um
cachaco higido. Apds a deteccdo do cio as fémeas foram inseminadas a cada 24 horas (até
aceitacdo do macho), via intrauterina, com sémen fresco diluido, armazenado por no
maximo 72 horas entre 15°C e 18°C.

O sémen foi coletado de um macho com fertilidade previamente conhecida. O animal
foi mantido em baia individual, no setor de suinocultura, do centro de Ciéncias
Agroveterinarias (CAV), da Universidade do Estado de Santa Catarina (UDESC). O
ejaculado foi coletado por meio do método da mao-enluvada, usando um copo plastico e
filtro, a fim de separar a fracdo do ejaculado rico em gel, para descarte posterior. Apés a

coleta, o sémen foi diluido na propor¢éo 1:1 com DiluPork BTS*®.

6.3.3 Inoculagao

As marras foram separadas em quatro grupos de trés animais cada. Os animais do
grupo A foram mantidos como controle. Os animais dos grupos B, C e D foram inoculados
30 dias antes da concepc¢ao e aos 45 e 90 dias de gestagao, respectivamente.

O inéculo foi constituido de 2,9x107 taquizoitos da cepa Nc1 de N. caninum, via
intravenosa, obtidos por meio de cultivo celular.

A gestacao foi confirmada com o uso da ultrassonografia transabdominal, sendo
essa realizada aos 45 dias e aos 90 dias de gestacao para avaliar a manutencao da

gestacgéao e a viabilidade fetal.
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6.3.4 Pré-parto

No periodo pés inseminagéao, até o dia 110 de gestacédo, as marras foram mantidas
em baias individuais e observadas trés vezes por dia, para detecg¢ao de possivel aborto. No
dia 110 de gestacdo as fémeas foram transferidas para gaiolas de maternidade, para o
parto.

O parto foi induzido com 0,7mL, via intramuscular, de Cloprostenol (Sincrocio®)
(Part. 0009/17; Fab. set/17, Val. set/19) 24 horas antes da previsao do parto (114° dia de

gestacao).

6.3.5 Colheita de amostras

a) Marras

Amostras de sangue foram colhidas a partir de dois antes da inoculagao até o dia do
parto, portanto, dos animais do grupo B foram coletadas amostras nos dias -2, 2, 5, 7, 14,
21, 28, 35, 42, 55, 70, 85, 100, 115, 130 DPI (Dias Pés Inoculagéo), do grupo C, nos dias -
2,2,5 7,14, 21, 28, 35, 42, 55 DPI, e do grupo D, -2, 2, 5,7, 14, 21 DPI. Dos animais do
grupo A (controle) foram coletadas amostras nos mesmos dias que dos animais do grupo
C.

Das amostras de sangue colhidas foram obtidos soro (para a pesquisa de anticorpos
IgG e IgM contra N. caninum, por meio da Reacao de Imunofluorescéncia Indireta-RIFI) e
camada leucocitaria para detecgao de parasitemia, por meio da PCR.

Durante o parto, foram também colhidas amostra de leite (Colostro) e de liquido
amniético, para a realizagado da PCR e RIFI (IgG e IgM).

b) Leitoes

Dos leitdes nascidos a termo, foi colhido sangue imediatamente apds o nascimento

(pré-colostral) para a pesquisa de anticorpos IgG e IgM (RIFI) contra o agente e de DNA do
parasito (parasitemia) por meio da PCR (papa de leucécitos).
Ainda, foi realizada a coleta de saliva, por meio de swabs, sendo esses colocados em tubos
cbnicos contendo 200ul de PBS, mantidos em repouso por uma hora e entao centrifugados
a 1700g por 3 min. As amostras obtidas foram armazenadas (-20°C) até processamento.
Para essas amostras foram realizadas as técnicas da PCR e RIFI.

Imediatamente apds a colheita de sangue, os leitbes foram pesados e medidos

(Figura 4) e entao foram colocados junto a méae para ingestéo do colostro.
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A eutanasia dos leitdes foi executada conforme o ‘Guia Brasileiro de Boas Praticas
para a Eutanasia dos Animais’, modificado em janeiro/2017, que recomenda o uso CO2 na
concentracao de 70%.

Foi realizada a necropsia de todos os leitdes e fragmentos do sistema nervoso
central (SNC), de pulmao, de figado, de coracao e de diafragma, além das placentas, foram
coletados para a pesquisa do agente por meio da PCR.

Dos fetos mumificados foi mensurado o tamanho, com auxilio de fita métrica, para
estimar a idade da morte (Figura 4). A estimativa da idade gestacional foi realizada por meio
da férmula (21+3X medida feto (cm)) (PESCADOR et al., 2010). Foram ainda coletados
fragmentos de SNC, de coracgéo e de pulmao para PCR.

Figura 4 - Desenho esquematico da mensuragédo do tamanho de leitdes/fetos, sendo
realizada através da medida da nuca até a insercéo da cauda

Fetal crown/rump length

Fonte: BARLOW, A. A guide to the investigation of porcine abortion/stillbirth. Farm Animal: In Practice, 559-
564, 1998.

6.3.6 Reacao de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)

Foi realizada RIFI para pesquisa de anticorpos IgG e IgM contra N. caninum em
todas as amostras de soro, plasma, leite, liquido amniético e saliva obtidas dos animais
(porcas e leitdes). O ponto de corte utilizado foi 1:50 para soro, plasma, leite e liquido
amnioético (PARE et al., 1995) e 1:25 para saliva (AZEVEDO et al., 2010).
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6.3.7 Reacao em Cadeia pela Polimerase (PCR)

Para realizacdo da PCR, os érgaos/tecidos colhidos durante a necropsia foram
lavados com PBS (pH 7,2) nho momento da coleta e armazenados a -20°C até seu
processamento.

Todos os 6rgdos coletados foram macerados individualmente e a extracdo de DNA
pela técnica de fenol-cloroférmio (érgaos, capa leucocitaria, saliva, leite, liquido amniético)
foi realizada conforme Cavalcante (2010).

Para a PCR, a regido Nc5 (5,10) foi selecionada como sequéncia alvo para a
amplificacdo de DNA. Para isso foram utilizados os primers Np21/Np6 (5'-
CCCAGTGCGTCCAATCCTGTA-3)/(5-CTCGCCAGTCAACCTACGTCTTCT-3’)
(MULLER et al., 1996). A reacéao foi realizada com um volume final de 50uL, contendo
tampao 10X, 200uM DNTP, 1,5mM MgCl2, 20uM de cada primer, 1,25U Taq, com
desnaturacdo inicial a 95°C-5min, 40 ciclos a 94°C-1min/63°C-1min/74°C-3,5min e
extensao final a 74°C-10min. As amostras amplificadas foram submetidas a eletroforese
em gel de agarose (1,5%) para visualizagdo. Como controles positivo e negativo foram
utilizados DNA extraido de taquizoitos da cepa Nc1 de N. caninum e agua ultrapura

autoclavada, respectivamente.

6.3.8 Bioensaio em caes

Foram selecionados trés caes, sem racga definida, com aproximadamente 45 dias de
idade, soronegativos (RIFI, IgG) para T. gondii e N. caninum.

O cao 1, macho, foi vinculado ao grupo de porcas B; os caes 2 e 3, fémeas, foram
vinculados aos grupos de porcas C e D, respectivamente.

Todos os caes foram vermifugados (5mg/kg de praziquantel, 14,5mg/kg pirantel e
15mg/kg de febantel) 15 dias antes da inoculagdo e mantidos em gaiolas individuais com
alimentacao e agua “ad libitum”.

Para a inoculagao, os caes foram mantidos em jejum prévio por 12 horas e entdo
receberam, por trés dias consecutivos e trés vezes por dia, placenta das porcas e SNC dos
leitdes dos respectivos grupos aos quais estavam vinculados, como Unica fonte de
alimentacéo.

Durante 20 dias, ap6s a inoculagao, todo o volume diario de fezes, de cada céo, foi
colhido. As fezes foram remetidas ao Laboratério de Parasitologia e Doencgas Parasitarias
do CAV/UDESC e analisadas por meio da técnica de Sheather modificado (SHEATHER,
1923).
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No dia 25 p6s inoculagao foi realizada a colheita de sangue dos caes, para obtencao
de soro para deteccao de IgG (RIFI) contra N. caninum.

6.3.9 Estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, sendo os animais
divididos em quatro grupos com trés repeticoes.

Para os resultados obtidos com a leitegada (tamanho da leitegada, tamanho, peso e
sexo dos leitbes, peso da placenta e estimativa do peso da placenta dos leitdes) foi
realizada analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey (p=0,05),
utilizando o software Sisvar.

Para verificar a concordancia entre os testes empregados em diversos tecidos e
fluidos foi utilizado o Coeficiente de Concordancia de Kappa (coeficiente de confianga:
95%), considerado concordancia insignificante valores abaixo de zero, fraca entre 0 e 0,2,
razoavel entre 0,21 e 0,4, moderada entre 0,41 e 0,6, forte entre 0,61 e 0,8 e quase perfeita
entre 0,81 e 1 (LANDIS e KOCK, 1977).

6.4 RESULTADOS

6.4.1 Marras

Ap6s a inoculagdo da cepa Nc1 de N. caninum, todas as marras dos grupos Be C
soroconverteram (IgG) no quinto dia pés inoculagdo (DPI). As fémeas do grupo D
soroconverteram no sétimo DPI.

Os maiores titulos de 1gG, em todos os grupos inoculados, foram verificados entre
0s 14 e 28 DPI, chegando a 6400, sendo que na maioria dos animais esses valores
decresceram apos o 28 DPI, mantendo-se constante durante a gestacgéo.

Ja para IgM, verificou-se que todos os animais inoculados soroconverteram no quinto
dia p6és inoculagdo. O pico de producgéo de anticorpos em todas as marras foi entre o sete
e 21 DPI, atingindo titulo de 1600 em alguns animais. Porém, uma das marras do grupo C,
apresentou titulo de anticorpos IgM 1600 somente no 42 DPI, fato esse precedido de uma
diminuicado na produgao de anticorpos (100) no 35 DPI.

Das marras do grupo B, foram coletadas amostras de sangue até o 130 DPI. Duas
fémeas desse grupo soronegativaram (IgM) no 55 DPI, e a outra no 70 DPI. No entanto, no
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100 DPI as trés marras novamente soroconverteram, mantendo-se positivas até o momento
do parto, chegando a titulos de anticorpos IgM de 1600.

Quando avaliado os anticorpos IgG e IgM no leite, verificou-se que todas as nove
marras inoculadas foram positivas para IgG e oito foram também positivas para IgM. Os
titulos de 1gG no leite variaram de 400 a 409600 (Tabela 7). As marras do grupo B
apresentaram titulos de 800, 400 e 3200, ja as do grupo C, 12800, 1600 e 409600, e as do
grupo D, 25600, 25600 e 51200. Ja os titulos de anticorpos IgM no leite variaram de 100 a
800. As marras do grupo B apresentaram titulos de 100, negativo, 100, do grupo C, 200,
200 e 400, e as do grupo D, 400, 200 e 800.

Ainda, foi avaliada a ocorréncia de anticorpos IgG e IgM no liquido amniético. Apenas
cinco fémeas apresentaram resultado positivo para IgG, sendo duas do grupo C e as trés
do grupo D. Os titulos variaram de 100 a 400. Todos os animais apresentaram resultado
negativo quando pesquisado IgM no liquido amniético.

Todas as fémeas do grupo A mantiveram-se negativas durante toda a gestagcéo e no

momento do parto.

6.4.2 Leitoes

Nenhuma fémea apresentou aborto, e apenas uma do grupo A (controle) expulsou
um leitdo natimorto ap6s 12 horas do inicio do parto.

Nove das 12 fémeas expulsaram 24 fetos mumificados no momento do parto, sendo
duas do grupo A (oito), duas do grupo B (quatro), as trés do grupo C (nove) e duas do grupo
D (trés) (Figura 5). Na tabela 5 estdo os dados da estimativa da idade gestacional em que
ocorreram as mortes fetais e os resultados da pesquisa de DNA do parasito (PCR) nos

tecidos dos fetos mumificados.
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Figura 5 - Fetos mumificados provenientes de marras inoculadas, ou nao, com 2,9x107
taquizoitos da cepa Nc1 de Neospora caninum

Fonte: Elaborado pela autora (2018).

Seis leitbes nasceram com ma formacao fetal. Trés com epiteliogénese imperfeita
de membros anteriores, sendo dois descendentes de uma fémea do grupo D e um de uma
fémea do grupo A. Um leitdo nasceu com atresia anal, proveniente de uma fémea do grupo
B. Dois leitdes nasceram com duplicagédo parcial na regido facial, possuindo duas linguas
e o focinho bifido, provenientes dos grupos B e C, respectivamente. Os dois foram
eutanasiados logo apés o nascimento (Figura 6).

Figura 6 - Ma formacao fetal em leitdes. A) epiteliogénese imperfeita no membro anterior;

B) duplicacao parcial na regido facial

Fonte: Elaborado pela autora (2018).



65

Tabela 5 - Numero, tamanho, estimativa da idade gestacional e resultados da pesquisa de
DNA do parasito (PCR) nos tecidos de fetos mumificados provenientes de marras
inoculadas, ou ndo, com 2,9x107 taquizoitos da cepa Nc1 de Neospora caninum

Tamanho EIG PCR PCR PCR
Grupo Porca N°
(cm) (dias) coracdo pulmao cérebro

14 1 8,5 47 - - -

14 2 8,5 47 - - -

14 3 8,5 47 - - -

14 4 23,5 92 - - -

A 16 5 4,5 34 - - -
16 6 7,5 44 - - -

16 7 11,5 56 - - -

16 8 13,5 62 - - -

1 9 4,5 34 - - -

B 1 10 11 54 - - -
1 11 12 57 + - +

3 12 28 105 - - -

13 9 48 - - +

14 4.5 34 - - -

15 9 48 - - -

10 16 4,5 34 - - +

Cc 10 17 9,5 50 + + +
10 18 10,5 53 + + +

10 19 15 66 - + +

10 20 15,5 68 + - +

10 21 18 75 - + +

11 22 15,5 68 - - -

D 12 23 13 60 - - -
12 24 13 60 - - +

EIG: estimativa da idade gestacional; - = Resultado negativo na PCR; + = Resultado positivo na PCR

Fonte: Elaborado pela autora (2019).
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Dos 126 leitdes que nasceram vivos, 20 morreram entre o nascimento e as primeiras
24 horas. Diversas foram as causas, como esmagamento, falta de ingestdo de colostro,
hemorragia umbilical, hipotermia devido ao frio intenso na noite do parto. Dos 20 animais,

seis eram do grupo A, seis eram do grupo B, cinco do grupo C e trés do grupo D.

6.4.2.1. Tamanho, peso e sexo

Nao houve diferenca estatistica significativa (p>0,05) entre os grupos quando
avaliados o tamanho da leitegada, o tamanho, peso e sexo dos leitdes, o peso da placenta
e a estimativa do peso da placenta de cada leitdo (Tabela 6).

Tabela 6 - Tamanho da leitegada (n), tamanho (cm), peso (g) e sexo dos leitdes, peso (g)
da placenta e estimativa do peso (g) da placenta dos leitdes em fémeas suinas inoculadas,
ou ndo, com 2,9x107 taquizoitos da cepa Nc1 de Neospora caninum

Leitegada Sexo Placenta
Porca Numero — Peso o, F M Peso  PMPL
leitdes médio
Grupo 14 11 1265 30 5 6 3050 277,3
A 15 12 1156 29 4 9 1750 1458
16 9 1107 28 1 8 2230 123
Total 32 1176 29 10 23 2343,3 182
(Média) (10,6) (3,4) (7,7)
1 13 1093 25 4 9 1910 147
Grupo 3 9 1130 30 4 5 2145 238,3
B 4 13 1175 25 8 5 3660 281,5
Total 35 1133 26,7 16 19 25717 2223
(Média) (11,6) (5,3) (6,3)
8 10 1321 27 6 4 2380 238
Grupo 9 10 1257 26 4 6 2095 209,5
c 10 4 1239 26 0 4 1450 362,5
Total 24 1272,3 26,3 10 14 1975 270
(Média) (8) (3,3) 4,7)
11 10 1216 30 4 6 2145 2145
Grupo 12 10 1258 30 4 6 2240 224
13 15 1085 27 6 9 3085 205,7
Total 35 1186,3 29 14 21 2490 2147
(Média) (11,7) 4,7) (7)

TM: Tamanho médio; F:Fémea; M: Macho; PMPL: Peso médio da placenta/leitao
Fonte: Elaborado pela autora (2019).
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6.4.2.2. Sorologia

a) IgG

Apenas leitdes dos Grupo C e D nasceram com anticorpos IgG contra o N. caninum.
No total foram 17 leitdes positivos (16 positivos no soro e plasma e um positivo somente no
plasma), antes da ingestao do colostro. Desses, dois eram provenientes de uma fémea do
grupo C e 15 das trés fémeas do grupo D (Tabela 7).

As titulagcdes de anticorpos no soro e plasma, observadas no momento O (pré-
colostral), variaram de 50 a 1600. Os dois animais do grupo C, apresentaram titulagdes de
1600, assim como dois animais do grupo D, sendo um no soro e outro no plasma.

Quando analisado o soro dos leitdes 24 horas ap6s o nascimento (apds ingestédo de
colostro) todos os leitdées dos grupos C e D, e 93,1% dos leitdes do grupo B, apresentaram
anticorpos 1gG contra o protozoario (Tabela 7).

As titulagbes de Imunoglobulina da classe G, no momento 24, variaram de 50 a
51200. Os maiores titulos de IgG foram observados nos leitdes provenientes dos grupos D
(até 51200), C (até 12800) e B (até 400).

Quando pesquisada a ocorréncia de IgG na saliva dos leitdes, 36 deles
apresentaram anticorpos no momento 0, sendo oito (22,85%) do grupo B, 10 (41,66%) do
grupo C e 18 (51,42%) do grupo D. No momento 24, 54 animais foram positivos, sendo 13
(44,82%) do grupo B, 10 (52,63%) do grupo C e 31 (96,9%) do grupo D.

Dez leitdes apresentaram titulos maiores que 25 (RIFI) na saliva para N. caninum no
momento 24 horas apés o nascimento, sendo um leitdo proveniente da fémea 4 (grupo B),
dois leitdes descendentes da fémea 10 (grupo C) e sete pertenciam ao grupo D: dois
apresentando titulo 25, trés apresentando titulo 50 e dois apresentando titulo 100. Para
justificar isso, pode-se correlacionar a titulagdo encontrada na saliva com a encontrada no
colostro e no liquido amniético, com isso percebe-se que as fémeas do grupo D
apresentaram altos titulos de anticorpos no colostro e no liquido amniético, a fémea 4,
apresentou maiores titulos no leite, entre os animais do grupo B, e o animal 10, apresentou

maiores titulos no leite e no liquido amniético, entre todos os animais inoculados.
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Tabela 7 - Detecgcéao de anticorpos IgG contra Neospora caninum, no soro e plasma, ao
nascimento (pré-colostral) e 24 horas ap6s, em leitdes descendentes de fémeas suinas
inoculadas, ou ndo, com 2,9x107 taquizoitos da cepa Nc1 de N. caninum, correlacionando
com a titulacdo de IgG contra Neospora caninum no leite materno no momento do parto.

Momento 0 Momento 24
_ _ Titulacéo
Marra W Soro Plasma % Positivo Soro % Positivo leite
leitdes Total Total
14 11 0 0 0 0 0
Grupo 15 12 0 0 0 0 0
A 16 9 0 0 0 0 0
Total 32 0 0 0 0 0
1 13 0 0 0 13 100 800
Grupo 3 9 0 0 0 6 85,71 400
B 4 13 0 0 0 8 88,9 3200
Total 35 0 0 0 27 93,1
8 10 0 0 0 6 100 12800
Grupo 9 10 0 0 0 8 100 1600
Cc 10 4 2 2 50 4 100 409600
Total 24 2 2 8,33 18 100
11 10 3 2 30 10 100 25600
Grupo 12 10 8 10 100 10 100 25600
D 13 15 3 3 26,7 12 100 51200
Total 35 14 15 48,57 32 100 ----

N°: Numero; %: percentagem
Fonte: Elaborado pela autora (2019).

b) IgM

Apenas um leitdo, pertencente ao grupo D, apresentou resultado positivo para IgM
quando analisado o soro no momento 0. J& quando analisado o plasma, dois leitdes do
grupo D foram positivos.

Ja, no momento 24, 42 leitdes apresentaram anticorpos IgM no soro, sendo 16
(55,17%) do grupo B, 13 (68,42%) do grupo C e 13 (41,93%) do grupo D.

Todos os animais positivos no plasma e soro apresentaram titulo de 50 para
anticorpos IgM.

Quando avaliada a presenca de IgM na saliva, pode-se observar que apenas quatro

animais foram positivos ho momento 0, sendo todos eles provenientes da marra 1,
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pertencente ao grupo B. Ja, no momento 24, todos os leitdes foram negativos quando

avaliado IgM na saliva.

6.4.3 PCR para detecgcao de N. caninum

Trés marras, das nove inoculadas, apresentaram resultado positivo na PCR do leite,
para a deteccdo de DNA de N. caninum, sendo uma de cada grupo inoculado. No liquido
amnidtico, cinco, apresentaram resultados positivos na PCR, sendo uma do grupo B, duas
do grupo C e duas do grupo D.

Cinco fémeas apresentaram resultado positivo para N. caninum na PCR da placenta,
sendo uma do grupo B (4), uma do grupo C (10) e as trés do grupo D.

Dos 24 fetos mumificados, nove (37,5%) foram positivos na PCR para N. caninum,
sendo um (11,1%) feto do grupo B, sete (77,8%) do grupo C, e um (11,1%) do grupo D
(Tabela 8). O 6rgao analisado, nos fetos mumificados, que apresentou maior positividade
para N. caninum foi o cérebro (37,5%).

Dos leitdes nascidos, provenientes de fémeas inoculadas com N. caninum, quando
analisados cérebro, coracao, figado, diafragma, pulméao, sangue e saliva nos momentos 0
e 24, verificou-se que 93,61% (88/94) foram positivos na PCR. Todas as marras inoculadas
deram origem a pelo menos um leitdo positivo (Tabela 8).

Apenas dois leitdes dos 94, provenientes das marras inoculadas apresentaram
resultado negativo tanto na sorologia como na PCR, sendo um leitdo proveniente do grupo
B (marra 4) e outro do grupo C (marra 8).

Pela PCR, a saliva, no momento 24, foi a que apresentou maior numero de leitdes
positivos (51:80) para o protozoario, seguido da saliva no momento 0 (47:94), coragéo
(45:94), cérebro (42:94), sangue (41:94), figado (35:94), pulmao (33:94) e diafragma
(30:94).

Todos os leitbes nascidos com ma formacéao fetal, provenientes das fémeas
inoculadas com o protozoario, foram positivos, em pelo menos um dos 6rgaos avaliados,
na PCR.
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6.4.4 Coeficiente de concordancia de Kappa

Foi utilizado para comparar os resultados encontrados, na sorologia (IgM e IgG) e
na PCR, dos diferentes tecidos e fluidos dos leitées.

Houve concordancia quase perfeita (0,82; IC 0,67-0,97) quando analisados os
resultados do soro e do plasma, no momento 0, para a pesquisa de IgG contra N.
caninum. Ja quando analisado IgG na saliva e no soro, nho momento 24, houve
concordancia moderada (0,48; IC 0,31-0,66). Concordancia razoavel foi observada
quando analisados soro (IgG) e saliva (0,34; IC 0,14-0,55), e plasma (IgG) e saliva (IgG)
(0,28; IC 0,07-0,49), ambos no momento 0.

A pesquisa da imunoglobulina M, quando comparados os resultados nos
diferentes fluidos, resultou numa concordancia insignificante (>0) em todas as amostras.

Ja, quando comparados os resultados da PCR nos tecidos e fluidos, teve-se como
resultado (Tabela 9):

- concordancia forte entre diafragma e pulméao (0,72; IC 0,58-0,86) e pulméo e
figado (0,63; IC 0,48-0,79);

- concordancia moderada entre cérebro e pulméao (0,60; IC 0,45-0,75), figado e
diafragma (0,56; IC 0,40-0,73), pulmao e saliva 0 (0,53; IC 0,37-0,68), cérebro e
diafragma (0,50; IC 0,33-0,66), diafragma e saliva 0 (0,43; IC 0,26-0,60) e entre cérebro
e figado (0,42; IC 0,25-0,59);

- concordancia razoavel entre pulméo e saliva 24 (0,40; IC 0,23-0,57), figado e
saliva 0 (0,39; IC 0,21-0,56), coragao e diafragma (0,38; IC 0,20-0,56); diafragma e saliva
24 (0,38; IC 0,20-0,56), coragao e sangue (0,36; IC 0,19-0,53), cérebro e saliva 0 (0,35;
IC 0,18-0,52), cérebro e saliva 24 (0,34; IC 0,16-0,50), coragéo e saliva 24 (0,32; IC 0,15-
0,49), cérebro e coragao (0,31; IC 0,14-0,48), figado e saliva 24 (0,30; IC 0,12-0,48),
saliva 0 e saliva 24 (0,29; IC 0,12-0,46), coracéo e figado (0,27; IC 0,09-0,45) e cérebro
e sangue (0,22; IC 0,05-0,40);

- concordancia fraca entre pulmao e sangue (0,20; IC 0,01-0,38), sangue e saliva
24 (0,18; IC 0,004-0,36), sangue e saliva 0 (0,13; IC 0,04-0,30), diafragma e sangue
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(0,12; IC 0,06-0,31), figado e sangue (0,09; IC 0,08-0,27) e coracéo e saliva 0 (0,07; IC
0,03-0,25).
Tabela 9 — Coeficiente Kappa para resultados de PCR obtidos de tecidos e fluidos de

leitdes descendentes de porcas inoculadas e nao inoculadas com 2,9x107 taquizoitos da
cepa Nc1 de Neospora caninum

SNC Coragao Figado Diafragma  pulméao sangue saliva 0 Total
positivos
SNC - - - - - - - 42
coracéo 0,32 - - - - - - 45
figado 0,42 0,27 - - - - - 35
(0,09-0,45)
diafragma 0,50 0,38 0,56 - - - - 30
(0,33-0,66) (0,40-0,73)
pulmao 0,60 0,34 0,64 0,73 - - - 33
(0,45-0,75) (0,48-0,79) (0,58-0,86)
sangue 0,23 0,37 0,10 0,32 0,19 - - 41
saliva 0 0,36 0,08 0,39 0,44 0,53 0,13 - 47
(0,37-0,68)  (0,04-0,30)
saliva 24 0,34 0,33 0,31 0,38 0,40 0,18 0,30 51

(0,004-0,36)  (0,12-0,46)

Fonte: Elaborado pela autora (2019).

6.4.5 Bioensaio em caes

Os trés caes que ingeriram placenta e SNC, ndo eliminaram oocistos de N.

caninum e nao soroconverteram durante todo o experimento.

6.5 DISCUSSAO

Todas as marras inoculadas soroconverteram (IgG e IgM), demonstrando que a
inoculagcéo da cepa Nc1 de N. caninum foi efetiva. Esses resultados condizem com os
encontrados por Dubey et al. (1996), que inocularam 2,5X10°8 taquizoitos da cepa Nc1
de N. caninum em suinos para testar as técnicas de RIFI e ELISA.

Os titulos de anticorpos IgM encontrados nas marras inoculadas, no decorrer da
gestacao, sugerem que houve reativacao da infecgao pelo N. caninum nas fémeas do



73

grupo B (inoculadas aos 30 dias antes da concepg¢ao), aproximadamente no 100 DPI,
correspondendo a aproximadamente 70 dias de gestacgao.

Imunoglobulinas da classe M estdo associadas com a fase aguda, sendo
detectadas apenas no comeco da infec¢ao ou apos reinfecgao ou reativagao. Em bovinos
a principal forma de transmissao vertical do N. caninum € via endégena, ou seja, devido
a acao de determinados horménios e a imunossupresséo na gestacao, o cisto do
protozoario, que estava alojado em determinado tecido se rompe, liberando bradizoitos,
que se convertem em taquizoitos e migram para diversos 6rgaos do corpo, incluindo a
placenta e atingindo o feto. Dependendo da fase da gestacdo em que isso acontece,
pode ocorrer ou ndo a morte fetal (MCALLISTER, 2016). Com base nisso, sugerimos
que a transmissao transplacentaria do N. caninum, nas fémeas do grupo B, tenha
acontecido aproximadamente nos 70 dias de gestagao, devido a presenca de anticorpos
da classe IgM nas marras e a presenca de DNA do protozoario nos tecidos dos leitdes.

Ainda, em bovinos, quando ocorre a transmissao endoégena, essa € mais comum
acontecer entre os segundo e terceiro tergos gestacionais, devido a agdes hormonais e
imunologicas (ANTONELLO et al., 2015). Portanto, podemos afirmar que a patogenia da
transmissao endégena do N. caninum em suinos é similar a de bovinos.

Nenhuma das fémeas apresentou aborto, porém houve um grande numero de
fetos mumificados. Atualmente, & considerada aceitavel uma taxa de 1,0-3,4% de
mumificados em granjas de suinos no Brasil, sem estar associada com agentes
infecciosos, apenas pelo aumento no numero de fetos por porca (Bortolanza et al., 2017).

Duas marras do grupo controle tiveram oito fetos mumificados, sendo quatro cada
uma, fato este justificado pelo estresse da contencédo durante a coleta de sangue. A
fémea numero 14, que apresentou quatro leitdes mumificados, sendo que trés desses
apresentaram morte fetal préximo aos 47 dias de gestacdo, era muito agitada e
estressada, sendo a coleta de sangue, que comecgou no dia 42 de gestacdo, muito
dificultosa. Diversas sdo as causas de morte fetal ndo infecciosas, as principais sao
estresse, temperaturas extremas, substincias tdxicas, queimaduras solares, entre
outras (SOBESTYANSKY et al., 2007).

Quando observados os fetos mumificados descendentes de fémeas infectadas,

no grupo B, apenas um feto foi positivo (PCR) para N. caninum, cuja morte fetal
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provavelmente ocorreu aproximadamente aos 57 dias de gestagao, ou seja, no 87 DPI,
resultado esse que coincide com os resultados de detec¢ao de IgM encontrados no soro
das porcas.

As porcas do grupo C apresentaram sete dos nove fetos mumificados positivos
para N. caninum (PCR), sendo que todos os fetos mumificados da marra 10 foram
positivos para o protozoario. Pela estimativa da idade fetal em que ocorreu a morte, pode-
se perceber que todos os positivos, com exce¢ao de um, morreram apos a inoculacgao.
Apenas um feto, dos trés mumificados do grupo D, apresentou resultado positivo para N.
caninum, porém a idade gestacional em que ocorreu a morte fetal ndo coincide com a
inoculacdo do protozoario na marra. Entretanto, vale salientar que é apenas uma
estimativa, pois os tamanhos dos leitées podem variar durante a gestacédo e no momento
do nascimento, portanto, esse leitdo se nao sofresse morte fetal, poderia ter nascido com
um peso menor comparado com outros leitdes da mesma marra (refugo).

Alguns fetos mumificados oriundos das fémeas inoculadas tiveram resultado
negativo na PCR para o protozoario (7:16). Esse fato, ndo descarta a possibilidade
desses fetos terem sido infectados com N. caninum, pois resultados falso-negativos,
decorrentes do processo de mumificagao que pode ter degradado o DNA, podem ocorrer
(SNAK et al., 2018).

Esses resultados demonstram que ha transmissao transplacentaria do N. caninum
em suinos, podendo ainda esse ser uma das causas de mumificacao fetal nessa espécie
animal. Ainda, a mumificacao fetal causada pelo N. caninum em suinos, tende a ocorrer
com maior frequéncia em fémeas infectadas no segundo terco da gestacao (45 dias).
Resultados que condizem com a espécie bovina, na qual € mais comum ocorrer morte
fetal entre os primeiro e segundo tercos gestacionais (MCALLISTER, 2016; CAMILLO et
al., 2010).

Ainda, em bovinos, raramente ocorre morte fetal quando o animal é infectado no
terco final de gestacdo (CAMILLO et al., 2010), resultado esse também observado no
presente experimento, onde as marras inoculadas com 90 dias de gestacao e 30 dias
antes da concepcéao (reativacdo no 70 dias de gestacao) tiveram baixa taxa de morte

fetal, porém com o nascimento de leitdes positivos (IgG/IgM/PCR).
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Corroborando com esse estudo, onde foi associado a infec¢do do N. caninum com
problemas reprodutivos em suinos, Kamga-Waladjo et al. (2009) analisaram 60 amostras
de soro de fémeas de suinos errantes na regido do Senegal e encontraram 58,3% das
amostras positivas para N. caninum e associaram (p<0,05) a natimortalidade com a
soropositividade para N. caninum, demonstrando que o protozoario pode causar
problemas reprodutivos em suinos.

Ainda, Jensen et al. (1998) inocularam, via intramuscular, seis marrds com
2,5X108 taquizoitos da cepa NC-SweB1 de N. caninum com objetivo de verificar a
transmissao transplacentaria do parasito. Porém, essas marras foram eutanasiadas
antes do parto, ndo sendo possivel verificar as possiveis complicagdes reprodutivas.
Todas as marras soroconverteram e foi possivel detectar, por meio de imuno-
histoquimica, o protozoario em trés fetos (3:64), sendo esse um indicativo da transmissao
transplacentaria.

Portanto, o presente trabalho € o primeiro estudo cujos resultados permitem
associar a infeccao por N. caninum com a morte fetal em suinos.

Quando analisados, peso e tamanho do leitdo e tamanho da leitegada e peso das
placentas, ndo houve diferenca estatistica, sugerindo que N. caninum néo interfere no
tamanho da leitegada, tamanho, peso e sexo dos leitdes e no peso das placentas.

Quando analisados sorologicamente (IgG) os leitdes nascidos vivos, no momento
0, percebe-se que apenas os leitdes do grupo D, e dois leitdes provenientes da porca 10
do grupo C, apresentaram anticorpos pré-colostral contra o protozoario. A placenta da
espécie suina é do tipo epiteliocorial, onde ndo ha contato entre sangues materno e fetal
(SINKORA e BUTHER, 2016), portanto, ndo ha passagem de anticorpos da marra para
o leitdo, sendo esses anticorpos encontrados gerados pelos leitbes como resultado da
infeccdo. Ja quando avaliados anticorpos IgM, no soro/plasma dos leitdes no momento
do nascimento, apenas trés animais apresentaram resultado positivo. O
desenvolvimento de anticorpos fetais em suinos comega a acontecer com
aproximadamente 45 e 58 dias de gestacdo para IgM e para IgG, respectivamente,
porém apesar de ocorrer produgcao de anticorpos, essa € muito pequena (SINKORA e

BUTHER, 2016), justificando, portanto, a baixa titulacdo observada na sorologia.
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Quando avaliado o soro no momento 24, grande parte dos leitdes descendentes
de fémeas inoculadas com N. caninum, apresentaram resultados positivos para IgG
(96,2%) e IgM (52,5%), demonstrando que as fémeas foram capazes de passar
anticorpos via colostro.

Comparando-se os titulos de anticorpos IgG presentes no leite com a
soroconversao dos leitdes, pode-se perceber que as fémeas que apresentaram altos
titulos de anticorpos eram dos grupos que apresentaram mais leitbes positivos no
momento 24 horas (pés-colostral). Quando comparado os titulos de anticorpos do leite
com os titulos de anticorpos dos leitdbes no momento 24 horas, nota-se que quanto maior
o titulo de anticorpos do leite, maior foram os titulos de anticorpos dos leitbes.

As fémeas do grupo B apresentaram menores titulos de anticorpos no leite, menor
soroconversao dos leitbes e menores titulos de anticorpos nos leitdes apds 24 horas.

Ainda, quando analisada a saliva dos leitbes ao nascimento e 24 horas apés,
percebe-se que quanto mais tarde foi a inoculagdo, maior foi o numero de leitbes
positivos nos dois momentos. No momento do nascimento pode-se dizer que a saliva
dos leitdes € basicamente constituia pelo liquido amnidtico, e quanto maior o titulo de
anticorpos neste, maior foi 0 numero de leitdes positivos no momento do nascimento.
Assim como, quanto maior os titulos de anticorpos no leite, maior foi o numero de leitdes
positivos, pela saliva, 24 horas apds o nascimento.

Houve um maior numero de leitdes positivos (IgG) para N. caninum na saliva
quando comparados os resultados com soro e plasma, no momento 0. Anticorpos contra
o protozoario ja foram detectados na saliva de bovinos (Ooi et al., 2000), portanto, a
saliva pode ser utilizada como uma alternativa para o diagnéstico sorolégico de N.
caninum.

Os resultados da PCR demonstram que as nove fémeas inoculadas com N.
caninum foram capazes de transmitir o protozoario para os leitdes. Apenas seis leitdes
apresentaram resultado negativo (PCR) em todos os érgaos e fluidos, porém resultados
falso-negativos podem ocorrer, pois quatro dos seis leitdes negativos na PCR
apresentavam anticorpos (IgM e/ou IgG) contra o protozoario.

Além da transmissdo transplacentaria em suinos, ha chance de ocorrer

transmissao através do leite e do liquido amniético, pois foi encontrado DNA do parasito
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nesses fluidos. N. caninum ja foi detectado no leite e no liquido amniético de bovinos
(RAZMI e BARATI, 2017; HO et al., 1997), porém em suinos esse € o primeiro relato na
literatura.

A placenta € um érgao importante que deve ser avaliado, quando possivel, para
estudar as causas do aborto e, em se tratando em N. caninum, € um dos tecidos com
maior positividade quando avaliado pelas técnicas da PCR e isolamento (COSTA et al.,
2018; SINTOTT et al., 2017; MCALLISTER, 2016). Nesse estudo, foi possivel detectar a
presenca de DNA do protozoario em placenta de cinco, das noves porcas inoculadas,
corroborando com outros trabalhos desenvolvidos em outras espécies de animais (SNAK
et al., 2018; COSTA et al., 2018).

Quando analisados os 6rgaos e fluidos dos leitdes por meio da PCR, o que
apresentou maior positividade foi a saliva no momento 24, seguida da saliva no momento
0. Essa é a primeira detecgdo do DNA de N. caninum em saliva de animais. Esse fato
pode ser justificado, pela presen¢ca de DNA do protozoario no leite e no liquido amnidtico,
podendo entdo estar presente na saliva dos leitdes. Portanto, com esses resultados
podemos sugerir a utilizacao de saliva de leitdes para o diagnéstico de neosporose nas
granjas.

Pode-se, também, utilizar capa leucocitaria para diagnostico, por meio da PCR,
da infecgcdo por N. caninum em animais. Nesse estudo, foram encontrados resultados
satisfatorios utilizando esse tipo de amostra, porém, ha grande dificuldade na coleta de
sangue em leitdes recém-nascidos.

Dentre os 6rgaos avaliados, os que apresentaram maior positividade (PCR) foi o
coracao, seguido do cérebro, figado, pulméao e diafragma (Tabela 9). Esses resultados
condizem com os encontrados em bovinos, onde o SNC é o principal 6rgao para
deteccao do protozoario, seguido do coracado (SNAK et al., 2018; SINOTT et al., 2017;
MCALLISTER, 2016, AMARAL et al., 2012).

A analise do coeficiente de concordancia de Kappa, demonstrou que, apesar da
saliva (0 e 24) apresentar um maior numero de leitdes positivos, os resultados nao
concordam plenamente com os demais 6rgaos, ou seja, ndo foram, necessariamente, os
mesmos animais que apresentam resultados positivos na saliva 24 e cérebro, por

exemplo. Portanto, ha a necessidade de avaliar dois ou mais 6rgaos/fluidos para obter
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resultados mais exatos da positividade dos animais. Porém, houve uma forte
concordancia entre pulmao e diafragma e entre pulméao e figado, demonstrando que
esses orgaos apresentam resultados similares, podendo entédo, selecionar apenas um
deles para um efetivo diagnéstico.

Por fim, o bioensaio em caes foi realizado para verificar a viabilidade dos
bradizoitos e taquizoitos presentes na placenta e no SNC dos leitdes. Nenhum dos caes
soroconverteu ou eliminou oocistos dos protozoarios, demonstrando que nao houve
transmissao de N. caninum de tecidos fetais de suinos para o hospedeiro definitivo.
Contudo, o isolamento de N. caninum em caes é dificil de ser realizado. Diversos estudos
de inoculagéo experimental do protozoario em caes nao apresentaram sucesso, com 0s
caes raramente eliminando oocistos ou soroconvertendo (CEDILLO et al., 2008). Apesar
de ainda nao estar totalmente claro, acredita-se que diversos sao os fatores que podem
interferir na infecgdo do céo e, consequentemente, na eliminagdo dos oocistos, como
temperatura de armazenamento do tecido contendo os bradizoitos, quantidade de

taquizoitos e bradizoitos no tecido animal e idade dos caes (CEDILLO et al., 2008).

6.6 CONCLUSAO

Os resultados do presente trabalho permitem concluir que a infeccéo
por Neospora caninum em suinos pode ser transmitida via transplacentaria e causar
desordens reprodutivas, como fetos mumificados, principalmente nos primeiro e segundo
tercos gestacionais. Transmisséo vertical enddgena foi observada nas porcas inoculadas
no terco final da gestacao, por reativacao da infecgao.

Ainda, pode-se observar que os principais 6rgao e fluidos para deteccao de N.

caninum em leitdes congenitamente infectados sao saliva, cérebro, coragédo e sangue.
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7 ANEXOS

ANEXO 01
PROTOCOLO CULTIVO CELULAR

Meio de cultivo RPMI (500 ml)

1g de bicarbonato de sédio

5,2g de meio RPMI

0,011g de Piruvato

Antibiético (500ul de penicilina/estreptomicina)
Fungicida (500pul de anfotericina B)

250ul de vermelho de fenol

Completar 500ml de agua ultrapura (MiliQ)
Filtrar com filtro 0,22um

Meio de cultivo RPMI + SFB (10%)

[ ]

90ml meio de cultivo RPMI
10ml SFB

Meio de cultivo RPMI + SFB (20%)

[ ]

80ml meio de cultivo RPMI
20ml SFB
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PROTOCOLO CULTIVO CELULAR

Descongelamento de células VERO

[ ]

Retirar do congelamento microtubo contendo as células VERO
Colocar o microtubo em banho-maria (37°C) até descongelamento

Preparar uma garrafa para cultivo celular com 5ml de Meio RPMI + SFB (20%)

Homogeneizar todo o contetido do microtubo e transferir para a garrafa
Incubar em estufa de COz2a 37°C
24 horas apos, trocar meio de cultura, com concentracao 10% de SFB
e Homogeneizar bem o conteudo da garrafa
e Descartar todo o conteudo
e Colocar 5ml de meio RPMI + SFB (10%)
Observar diariamente a formacgéo e desenvolvimento do tapete celular

Trocar diariamente o meio, utilizando meio RPMI sem SFB ou com 10% de SFB

OBS: A concentracao de SFB é diretamente proporcional ao crescimento celular
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PROTOCOLO CULTIVO CELULAR

Passagem de células VERO

e Utilizar uma garrafa com células confluentes (formacéo de um grande tapete
celular)

e Homogeneizar o meio de cultura e descarta-lo

e Adicionar 1ml de tripsina sob o tapete celular

e Homogeneizar durante 30 segundos e descarta-lo

e Adicionar 1,5ml de tripsina

¢ Incubar a 37°C por 5 minutos

e Adicionar 1,5ml de meio RPMI (com ou sem SFB)

e Pipetar sucessivamente a solugdo (tripsina+RPMI) sobre o tapete até total
desprendimento. Também, com a garrafa fechada pode bate-la contra a mao
para ajudar no desprendimento

e Passar o conteldo dessa garrafa para outras 2 ou 3 garrafas

o Acrescentar 5ml de meio RPMI sem SFB ou com 10% de SFB em cada garrafa

e Incubar em estufa de CO2a 37°C

e Observar diariamente a formacao e desenvolvimento do tapete celular

e Trocar diariamente o meio, utilizando meio RPMI sem SFB ou com 10% de SFB
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PROTOCOLO CULTIVO CELULAR

Descongelamento de Neospora caninum

¢ Retirar do congelamento um microtubo com N. caninum

e Colocar o microtubo em banho-maria a 37°C até total descongelamento

e Preparar o tubo “tipo Falcon” com 3ml de SFB

¢ Homogeneizar todo o conteudo do microtubo e transferir para o tupo “tipo Falcon”

e Centrifugar 1500rpm por 10min

e Descartar o sobrenadante

e Adicionar 1,3ml de meio RPMI

e Adicionar 300l (0,3ml) de SFB

¢ Transferir todo o conteudo do tubo “tipo Falcon” para uma garrafa com células
VERO confluentes (formacao de um grande tapete celular)

¢ Acrescentar 4ml de meio RPMI + SFB (20%)

¢ Incubar em estufa de COz2a 37°C

e Trocar o meio de cultura diariamente, utilizando meio RPMI + SFB (20%) durante
0s 2 primeiros dias

e No terceiro dia ap6s o descongelamento utilizar meio RPMI sem SFB
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PROTOCOLO CULTIVO CELULAR

Passagem de N. caninum em cultivo celular

e Utilizar uma garrafa repleta de taquizoitos com 50 a 90% do tapete celular
destruido

e Pipetar sucessivas vezes o meio de cultura até total desprendimento do tapete
celular, liberando uma maior quantidade de taquizoitos

e Passar o conteudo homogeneizado para 2 ou 3 garrafas de células VERO
confluentes (formacao de um grande tapete celular) sem meio de cultura

e Adicionar 5ml de meio RPMI sem SFB em cada garrafa

e Incubar em estufa de CO2a 37°C

Trocar o meio (RPMI sem SFB) diariamente e observar a destruicdo do tapete

celular
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PROTOCOLO CULTIVO CELULAR

Congelamento de células VERO

e Utilizar uma garrafa de cultivo células VERO confluentes (formagcdo de um
grande tapete celular), sem por¢des destruidas ou células mortas

e Retirar todo o meio de cultura da garrafa

e Pipetar 1ml de Tripsina e homogeneizar durante 30 segundos

e Retirar a Tripsina

e Adicionar 1ml de Tripsina

e Incubar a 37°C por 2 minutos

e Pipetar sucessivamente a Tripsina sobre o tapete celular até total
desprendimento. Também, com a garrafa fechada pode bate-la contra a mao
para ajudar no desprendimento

¢ Adicionar 4,5ml de meio de cultura RPMI com SFB (10%)

e Homogeneizar o conteudo na garrafa

¢ Transferir todo o conteudo para um tubo “tipo Falcon”

e Centrifugar a 1500rpm por 10 minutos

e Preparar o meio de congelamento, contendo: 40% (400ul) de meio RPMI, 50%
(500ul) de SFB e 10% (100ul) de DMSO

¢ Ao final da centrifugacéo desprezar sobrenadante

e Ressuspender o pellet com o meio de congelamento

e Colocar o contetido em um criotubo, preenchendo no maximo 2/3

e Envolver o criotubo com algodao e colocar em freezer -20°C por 1 hora

e Colocar em freezer -80°C por um dia e apds em nitrogénio liquido
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PROTOCOLO CULTIVO CELULAR

Congelamento de N. caninum

e Utilizar uma garrafa de cultivo repleta de taquizoitos com 50 a 90% do tapete
celular destruido (taquizoitos se movendo)

e Pipetar sucessivamente o meio de cultura, ressuspendendo todo o conteudo da
garrafa para total desprendimento do tapete celular

e Passar todo o conteudo da garrafa para um tubo “tipo Falcon”

e Centrifugar a 1500rpm por 10 min

e Preparar meio de cultivo para congelamento

RPMI SFB DMSO  Volume Final

8,5ml 1,0ml 0,5ml 10ml
4,25ml 0,5ml 0,25ml 5ml
2,12ml  0,25ml 0,12ml 2,5ml

e Desprezar o sobrenadante

e Ressuspender o pellet com 1,3ml do meio de cultivo para congelamento
e Passar para um criotubo

e Manter em temperatura ambiente por 30min

e Envolver o criotubo com algodao

e Armazenar em freezer a -20°C por 2 horas

¢ Armazenar em freezer a -80°C por um dia (ainda com o algodao)

e Armazenar em nitrogénio liquido (sem o involucro de algodao)



90

ANEXO 02

PROTOCOLO PREPARO INOCULO — Neospora caninum

Utilizar uma garrafa repleta de taquizoitos com 50 a 90% do tapete celular
destruido

Pipetar sucessivas vezes o meio de cultura até total desprendimento do tapete
celular, liberando uma maior quantidade de taquizoitos

Passar todo o conteudo para um tubo “tipo Falcon”

Deixar em repouso por 30 minutos na geladeira

Retirar todo o material sobrenadante e passa-lo para outro tubo “tipo Falcon”
Centrifugar o sobrenadante a 1500rpm por 10 minutos

Descartar sobrenadante

Ressuspender com 1ml de PBS (1x) autoclavado

Contar em camara de Neubauer espelhada

e Contar 5 quadrantes (hemacias)

e Multiplicar resultado por 50 — resultado em taquizoitos/pl

e Multiplicar resultado por 1000 — resultado em taquizoitos/mi

Diluir ou concentrar a amostra conforme concentragédo necessaria
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ANEXO 03

PROTOCOLO REACAO DE IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA (RIFI)

Preparacao de Laminas — antigeno Neospora caninum

Utilizar uma garrafa repleta de taquizoitos com 50 a 90% do tapete celular

destruido

Pipetar sucessivas vezes o meio de cultura até total desprendimento do tapete

celular, liberando uma maior quantidade de taquizoitos

Passar o conteudo para um tupo “tipo Falcon”

Deixar em repouso por 30 minutos na geladeira

Retirar o material sobrenadante e passa-lo para outro tubo “tipo Falcon”,

deixando no primeiro tubo cerca de 1ml

Preencher o tubo com PBS pH 7,2 ou 7,4

Centrifugar todos os tubos a 1500rpm por 10 minutos e ressuspender pellet com

PBS (2X)

Centrifugar a 1500rpm por 10 minutos

Descartar o sobrenadante deixando cerca de 2ml no tubo

Observar em microscoépio a quantidade de taquizoitos e células por campo

e Se houver muitas células o conteido pode ser passado por agulha fina (3 a
5 vezes) com o auxilio de uma seringa de 10ml

e Observar 20 a 30 taquizoitos por campo

Preencher os halos das laminas de 5 em 5 laminas, e ap6s passar recolhendo o

excesso de todas as laminas

Deixar secar

Fixar com metanol (5 minutos)

Deixar secar

Congelar — freezer -20°C
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Glicerina Tamponada

e 9 partes glicerina neutra bidestilada (PA)
¢ 1 parte de salina tamponada
Colocar a glicerina em um fraco e com a pipeta adicionar o tampao bem no centro
da glicerina, soltar lentamente todo o tampéao para que ele se difunda na glicerina. Deixar
em repouso por pelo menos 24 horas para a completa difusdo da solucdo salina e
separacao das bolhas
Solucdo Tampéao carbonato/bicarbonato de sédio (para acertar pH)
e Solucao 0,5M de carbonato de sodio
- Dissolver 5,3g de carbonato de sédio anidrico em 100ml de agua destilada
e Solucao 0,5M de bicarbonato de sédio
- Dissolver 4,2g de bicarbonato de s6dio em 100ml de agua destilada
Preparas as duas solu¢gdes separadas e juntar em partes iguais

- pH deve ser alcalino para se obter a maxima fluorescéncia

PBS (10x)
e 80g de NaCl
e 2g de KCI
e 2.4gde KH2PO4
e 14,49 de Na2HPO4 anidro ou 27,2g de Na2HPO4 7H20 ou 36,3g de NazHPO4
12H20
e 1000ml de agua destilada
e Corrigir pH para 7,2

PBS (1x)
e 900ml agua destilada
e 100ml PBS (10x)



RIFI

Retirar laminas do freezer para descongelar
Retirar soro teste e Controles (Positivo e Negativo) para descongelar
Pipetar PBS (1x) nos microtubos conforme diluicao
Pipetar soro conforme diluigdo (minimo 5ul)
Colocar laminas identificadas em camaras umidas
Pipetar 12pl soro diluido nas laminas

Incubar por 40 minutos a 37°C

Lavar 2 vezes com PBS (1x)

Lavar 1 vez com agua destilada

Secar lamina em estufa a 37°C

Diluir conjugado com PBS (1x)

Pipetar 12ul do conjugado diluido nas laminas
Incubar por 40 minutos a 37°C

Lavar 2 vezes com PBS (1x)

Lavar 1 vez com agua destilada

Secar lamina em estufa a 37°C

Pingar 2 gotas de glicerina tamponada

Colocar laminula

Ler em microscopio de epifluorescéncia
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ANEXO 04

PROTOCOLO EXTRACAO DE DNA (Cavalcante, 2010)

Suspender o tecido em 500 WL de tampéo de lise (10 mM Tris-HCI pH 8.0; 25
mhd EDTA pH 8,0; 100 mi NaCl; 1% SDS).

Adicionar 20 uL de proteinase K (20mg/ml).

Incubar em banho-seco a 56 °C por 2 horas ou a 37 °C avernight.
Adicionar 500 pL de fenaol-cloroformio {1:1) & homogeneizar,
Centrifugar a 12.000 g por 10 minutos.

Transferr a fase aguosa para outro tubo (aproximadamente 400 i),
Adicionar o mesmo wolume de isopropanal absoluto.

Frecipitar por 2 horas ou cvermigiy.

Centrifugara 12.000 g por 30 minutos.

Desprezar o sobrenadante por imversao de tubos.
Fessuspender o sedimento em 1,0 ml de etanol 70% gelado.
Centrifugar a 12 .000 g par 10 minutos.

Desprezar o sobrenadante por irversao de tubos.

Deixar secar em temperatura ambiente.

Fessuspender o sedimento em 30 L de TE (10 mhd Tris-HC| pH 8,0; 1 mhd
EDOTA pH 8,00 e homodeneizar,

Incubar & 56 °C por 10 minutos.

Centrifugar e armazenar a =20 °C.



