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Deteccédo de acidos nucleicos em tecidos de gerbils submetidos a infec¢do aguda por
Neospora caninum

Detection of nucleic acids in tissues of gerbils submitted to acute infection with Neospora caninum
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RESUMO

Neospora caninum é um protozoario de grande
importancia na pecuaria, por determinar problemas
reprodutivos principalmente em bovinos. Os gerbils (Meriones
unguiculatus) podem atuar como modelos experimentais para
reproduzir a neosporose aguda de bovinos. Neste trabalho,
foram formados dois grupos de gerbils (n=10), inoculados
com taquizoitos de N. caninum (cepa NC-1) nas doses de
5x10°8 taquizoitos ml* (G1) ou de 5x10° taquizoitos ml* (G2),
doses capazes de induzir infecgdo aguda. Cérebro, medula
espinhal, coracdo, pulméo, figado, rins e baco foram coletados
e a técnica de PCR foi realizada a partir das amostras de
tecidos e 6rgaos. Na maioria dos animais, o DNA do N. caninum
foi detectado pelo menos em cinco tecidos, considerando ambos
0s grupos (12/20; 60%). No grupo 1, a frequéncia de detecgdo
de DNA, na totalidade das amostras, foi maior (52/70; 74,28%)
quando comparada ao grupo 2 (38/70; 54,28%). A partir
desses resultados, pode-se afirmar que o protozoario replicou
eficientemente ap6s inoculagdo e se disseminou pelos tecidos.
Além disso, demonstrou-se que gerbils podem ser utilizados
como modelo de infeccdo aguda pelo N. caninum,
apresentando sinais clinicos da neosporose.
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ABSTRACT

Neospora caninum is a protozoan of great
importance for livestock, mainly by causing reproductive
diseases in cattle. Gerhils (Meriones unguiculatus) may be a
model to reproduce experimental acute neosporosis of cattle.
In this study two groups of gerbils were formed (n=10) and
gerbils were inoculated with N. caninum tachyzoites (NC-1
strain) at two different doses appropriate to cause acute

neosporosis: 5x10°8 tachyzoites ml* (G1) or 5x10° tachyzoites
ml-* (G2). Brain, spinal cord, heart, lung, liver, kidneys and
spleen were collected and PCR was performed using samples
of these tissues and organs. DNA of N. caninum was detected in
at least five tissues for most animals (12/20; 60%) considering
both groups. In group 1, the frequency of DNA detection,
evaluating all samples, was higher (52/70; 74.28%) compared
to group 2 (38/70; 54.28%). These results showed that the
protozoan replicated efficiently after inoculation spreading by
several tissues. Also, was demonstrated that gerbils can be used
as model for acute infection with N. caninum showing clinical
signs of neosporosis.

Key words: N. caninum, acute infections, tissue distribution.

INTRODUCAO

Neospora caninum é um protozoario
pertencente ao filo apicomplexa que apresenta
distribuicdo mundial (ANDERSON et al., 2000). Esse
agente é de grande importancia na pecuaria, uma vez
que determina perdas econdmicas consideraveis,
devido principalmente aos problemas reprodutivos
(ANDERSON et al., 2000). C&es domésticos
(MCALLISTERetal., 1998) e coiotes (GONDIM etal.,
2004) séo descritos como hospedeiros definitivos
desse agente. Estes animais excretam oocistos do
protozoario nas fezes, que, apos esporulados no meio
ambiente, sdo ingeridos pelos hospedeiros
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intermediarios. Diferentes espécies de mamiferos
assumem a condicdo de hospedeiros intermediarios
como: bovinos, equinos, felinos, ovinos, caprinos e
cées (DUBEY et al., 2002; DUBEY, 2005). Contudo, é
nos bovinos que a infeccdo pelo N. caninum apresenta
as maiores consequéncias, principalmente relacionadas
a reproducdo. No entanto, a principal forma de
transmissdo e manutencdo do protozoario nos
rebanhos ¢ através da infecgdo vertical, no qual a vaca
gestante transmite ao feto, uma vez que a maioria das
infeccBes congénitas resulta no nascimento de
bezerros persistentemente infectados (PI) (TREES &
WILLIAMS, 2005).

Em bovinos, a infeccdo € caracterizada por
perdas reprodutivas em fémeas, podendo determinar
diferentes consequéncias, sendo a morte embrionaria
durante o primeiro tergo gestacional e abortos durante o
segundo. No terco final da gestacdo, a infeccdo
dificilmente acarreta em morte fetal e abortos, mas sim
no nascimento de bezerros persistentemente infectados
(PI), o que também pode ocorrer no segundo tergo
gestacional (RAGHUPATHY, 1997; BIELSAet al., 2004).
A resolucdo das consequéncias reprodutivas pela
infeccdodo N. caninum seréo basicamente determinadas
pela relagdo entre o sistema imunolégico do hospedeiro
earesposta do parasita (ENTRICAN, 2002). Na maioria
dosanimais, a infec¢do ndo é capaz de induzir imunidade
protetiva, determinando uma condi¢&o de cronicidade
em animais ndo prenhes, nos quais as consequéncias
reprodutivas da infeccdo podem ocorrer repetidas vezes
durante a vida dos animais infectados (MORALES et
al., 2001; GARCIA-VAZQUEZ etal., 2002; BIELSAetal.,
2004). A escassez de dados a respeito da patogenia e
métodos de controle dessa enfermidade faz com que
sejam de grande valia estudos em relacdo a esses
aspectos da infeccdo pelo protozoario.

InfeccBes agudas e cronicas pelo
protozoario N. caninum em bovinos sdo,
respectivamente, representados por duas diferentes
fases evolutivas da doenca, de taquizoitos e bradizoitos.
As consequéncias clinicas destas duas fases diferem
significativamente (AGUADO-MARTINEZ et al., 2009).
Por essa razdo, a determinacdo de regiGes com maior
probabilidade de receberem cistos teciduais contendo
bradizoitos do protozoario, em tecidos bovinos
infectados, torna-se uma ferramenta de fundamental
importancia para o diagnostico e compreensdo da
patogénese da neosporose. No entanto, a utilizacdo
exclusiva de bovinos em estudos de patogenia é
dispendiosa e demorada. Nesse sentido, diferentes
espécies de animais de laboratorio tém sido utilizadas
como modelo experimental.

Os gerbils (Meriones unguiculatus) séo os
animais de laboratério utilizados como modelo
experimental para mimetizar a infecgdo em bovinos, ja
que sdo considerados altamente sensiveis a replicacdo
do protozoario e a neosporose aguda sem
imunossupressao prévia (GONDIM et al., 2001). Essa
caracteristica foi demonstrada através da infecgéo com
oocistos do protozoario N. caninum pela via oral, porém
as observacBGes encontradas em relacdo a
patogenicidade dessa infeccdo podem ser variaveis
(DUBEY & LINDSAY, 2000). Adicionalmente, CUDDON
etal. (1992), GONDIM etal. (1999), GONDIM et al. (2001)
revelaram que os gerbils sdo bastante sensiveis e
respondem satisfatoriamente quando inoculados
intraperitonealmente com taquizoitos de N. caninum.

Embora existam inimeras pesquisas no que
diz respeito ao N. caninum, ha lacunas de indefinicdes
que fundamentalmente necessitam de esclarecimentos,
principalmente no que se refere ao ciclo e a patogenia
do protozoario, para que possam ser determinadas
alternativas estratégicas competentes para o controle
e profilaxia da neosporose bovina. Nesse sentido, esta
pesquisa objetivou: i. caracterizar a infeccdo aguda pelo
N. caninum em modelos experimentais de roedores (M.
unguiculatus) e ii. determinar quais os principais sitios
de replicacdo do protozoario.

MATERIAL E METODOS

Desenho experimental

Fémeas de M. unguiculatus (20 animais)
com idade de seis semanas foram adquiridas e mantidas
no biotério do setor de virologia, com condicfes de
temperatura e umidade controladas, alimentagdo e agua
fornecidas ad libitum durante todo o periodo do
experimento. Os roedores foram divididos em dois
grupos, sendo cada grupo inoculado com doses
diferentes contendo taquizoitos de N. caninum para
caracterizacdo da infeccdo aguda nessa espécie.

Preparacdo do antigeno

Para a obtencdo do antigeno, taquizoitos
da cepa Nc-1 de N. caninum foram inoculados em
cultivo de células Vero para multiplicacdo. Os cultivos
celulares foram mantidos e extraidos os taquizoitos,
atéalcancar concentracdo aproximada de 1x107 tag mI*
contados em camaras de neubawer. O inoculo foi
preparado através da diluicdo dos taquizoitos para
obtencdo da concentragdo desejada.

Animais e inoculacéo

Os animais foram divididos em dois grupos
contendo dez animais cada. Todos os roedores foram
submetidos a inoculacdo pela via intraperitoneal de
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inoculo contendo taquizoitos de N. caninum em duas
diferentes concentragdes i: grupo 1: dose de 5x10°
taquizoitos ml?; ii: grupo 2: dose de 5x10° taquizoitos
ml* (RAMAMOORTHY et al., 2005).

Avaliagdo clinica

Osanimais foram avaliados diariamente quanto
a presenca de sinais clinicos como: a inclinacéo lateral da
cabeca, pélos arrepiados, anorexia, aumento de volume
abdominal, prostracdo, incoordenacdo motora, paralisia de
membros e movimentos circulares (Neosporose Cerebral)
(AGUADO-MARTINEZ, etal., 2009).

Coleta de tecidos

Os animais foram necropsiados e os tecidos
avaliados macroscopicamente quanto ao aumento de
volume, concisténcia e coloragdo. O liquido abdominal
foi coletado e avaliado microscopicamente imediatamente
no post mortem. Os seguintes tecidos foram coletados
em um periodo de no méaximo 12 horas post mortem ou
apos a eutandsia dos animais: cérebro, medula espinhal,
coracdo, pulmao, figado, rins e bago. Todos os tecidos e
orgaos foram lavados com solugdo salina fosfatada (PBS)
nomomento da coleta. O material foi acondicionadoem
tubos tipo eppendorf e armazenado a temperatura de -
20°C até o seu processamento.

Extracdo de DNA

As amostras de tecidos foram pesadas e
maceradas para a extragdo do DNA. O 4cido nucleico
foi extraido de 15 a 25mg de contetdo, utilizando kit de
extracdo com DNAzol (Invitrogen, Carlshad, CA, USA),
conforme descrito pelo fabricante.

Reacdo da polimerase em cadeia (PCR)

A técnica de PCR foi realizada a partir das
amostras de tecidos e 6rgaos, utilizando-se primers
para uma sequéncia do gene NC5 do N. caninum
(YAMAGE etal., 1996). Aamplificagdo foi realizada de
acordo com uma fase de denaturagdo 95°C por 5
minutos, seguidos de 30 ciclos de 95°C, 1min; 60°C,
30seg; 70°C, 30seg; e uma extensao final de 70°C por 5
minutos. O produto final da amplificacdo da reagéo,
com peso molecular de 328pb, foi separado por
eletroforese em gel de agarose a 1%, corado com
brometo de etidio e visualizado em luz ultravioleta. DNA
extraido de cultivo de células Vero infectadas com
taquizoitos de N. caninum foi utilizado como controle
positivo e DNA extraido de células \ero néo infectadas
como controle negativo.

Analise estatistica
Foi utilizado o teste Qui-Quadrado com nivel
de significancia de 5% para comparacédo do total de

tecidos positivos entre 0s grupos e o teste de Fisher
para a comparacdo da frequéncia de deteccdo de DNA
entre tecidos nos dois grupos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados deste estudo estéo
apresentados na tabela 1. Todos os animais,
independente da dose inoculada, apresentaram sinais
clinicos compativeis com neosporose aguda. Os sinais
clinicos observados foram de anorexia, reducdo na
condicgo corporal, pélos arrepidados e aumento de
volume abdominal. Na necropsia, foi observada a
presenga marcante de exsudato fibrinoso no abdome.
Os sinais clinicos foram mais precocemente observados
e mais intensos nos animais do grupo 1, quando
comparados ao grupo 2.

Nos animais do grupo 1, os sinais clinicos
iniciaram 3 a4 dias apds a inoculacio (p.i.) e persistiram
por todo o periodo do experimento até a morte e/ou
eutanasia dos roedores. A maioria dos animais (5/10)
sofreu eutanasia in extremis ou morreram no dia cinco
apos inoculagdo. Trés animais foram eutanasiados no
dia 6p.i, um nodia 7p.i e outronodia 8p.i (Tabela 1). No
grupo 2, os sinais clinicos iniciaram nos dias 5 e 6 dias
p.i. e persistiram até o 7¢ (5 animais) ou 82 (5 animais)
dia, quando os animais foram eutanasiados. Ao exame
macroscépico, os animais de ambos 0s grupos
apresentavam volume de liquido do abdome entre 0,5 a
2ml por animal, com marcada presenca de células
inflamatorias e presenca de taquizoitos dispersos no
conteido abdominal. Rins, baco e figado estavam
aumentados de volume. Os dados observados no
estudo sdo semelhantes aos observados por
RAMAMOORTHY et al. (2005).

O DNA do N. caninum foi detectado em
pelo menos cinco tecidos (12/20; 60%), em seis animais
em quatro tecidos (6/20; 30%), em um animal em trés
tecidos (1/20; 5%) e somente em um animal foi detectado
DNA apenas no rim (1/20; 5%). A partir desses
resultados, pode-se afirmar que o protozoario replicou
eficientemente apds inoculacao e se disseminou pelos
tecidos e 6rgdos. Em relacdo a concentragdo inoculada,
percebe-se que, nos animais do grupo 1, a frequéncia
de deteccdo de DNA foi maior (52/70; 74,28%) quando
comparada ao grupo 2 (38/70; 54,28%) (com nivel de
significancia de 5%; P=0,0135).

Analisando-se os tecidos em separado, nos
animais do grupo 1 (Tabela 1), em todos os animais, foi
detectado DNA do protozoario no pulméo (10/10;
100%), em nove animais no cora¢éo (90%), no bago
(90%) e rim (90%). No figado, sete animais foram
positivos (70%). De acordo com esses dados, fica
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Tabela 1 - Deteccdo de &cidos nucleicos do Neospora caninum pela técnica de PCR em amostras de tecidos de gerbil (Meriones
unguiculatus) submetidos infeccdo aguda com inoculagéo de 5x10° tag ml™ (Grupo 1) e 5x10° taq ml™ (Grupo 2).

Tecidos analisados

Animais Eutanasia® Total/

Cérebro Medula Coracédo Pulmédo Baco Figado Rim percentual

GRUPO 1 (5x10°tag ml™)
1 5* - - + + - 4/7,57,2
2 6 - + + + + + 6/7; 85,7
3 6 + + + + + - + 6/7; 85,7
4 6 - + + + + + 6/7; 85,7
5 7 - + + + - + + 5/7;71,4
6 5* - - + + + - + 4/7,57,2
7 5 + - + + + + + 6/7; 85,7
8 5 + - + + + + + 6/7; 85,7
9 5 + - + + + + + 6/7; 85,7
10 8* - - - + - + 4/7;,57,2
Total / percentual 4/10; 40% 4/10;40% 9/10; 90% 10/10; 100% 9/10;90% 7/10;70%  9/10; 90%
GRUPO 2 (5x10° tag ml™)

11 7 - - + - + 4/7,57,2
12 7 - - + + + + 517,714
13 7 + - - + - + 4/7,57,2
14 7 - - + + - + + 4/7,57,2
15 7 - - - + - + + 3/7;42,8
16 8 - - + - + + + 4/7,57,2
17 8 + + + - + + 6/7; 85,7
18 8 - + + - - 4/7,57,2
19 8 - - - - - - + 1/7;14,3
20 8 - + - - + - 3/7;42,8
Total / percentual 3/10;30% 2/10;20% 6/10;60%  7/10; 70%  6/10;60% 5/10;50% 9/10; 90%

*Morte espontanea.
°Dias ap6s-inoculacio.

evidente que o protozoario, ap6s a infeccdo inicial,
apresenta ampla distribuicdo nos diferentes tecidos
dos roedores. Assim, durante a infeccdo aguda, esses
tecidos poderiam ser utilizados para pesquisa de
proteinas, acidos nucleicos ou ainda isolamento do
protozoério. No sistema nervoso central, em 4 animais,
foram detectados DNA atraves da reacdo de PCR. O
mesmo resultado foi encontrado em relagdo a medula
espinhal. Apenas no gerbil 3, DNA foi detectadotanto
no cérebro como na medula. Esses dados reforcam que
a infeccdo do SNC ocorre de forma mais tardia e €
caracteristico da infeccdo cronica (KANG et al., 2009).

Ja os animais do grupo 2 (Tabela 1), em 90%
dos animais, a reagdo de PCR foi positivanorim. DNA
do protozoario foi detectado em seis animais no coracdo
e no baco (60%). No figado, cinco animais foram
positivos (50%) e sete gerbils foram positivos na reacao
de PCR no pulmao (70%). No cérebro e medula
analisados, foram detectados acidos nucleicos

especificos do N. caninum em trés e dois animais,
respectivamente. Apenas o gerbil 17 foi positivo para
ambos os tecidos.

Os resultados da reacdo de PCR, quando
analisados apenas os rins, a frequéncia de positivos
nos dois grupos foi a mesma (9/10). A ocorréncia de
positividade de acidos nucleicos foi maior em todos os
tecidos dos animais do grupo 1, quando comparado
com os tecidos dos gerbils do grupo 2. Para coracdo e
baco do grupo 1, a frequéncia encontrada (9/10) foi
mais elevada que os animais do grupo 2 (6/10). Para
amostras de pulmao, a positividade no grupo 1 foi de
100%, no grupo 2, foi encontrada em apenas sete
animais (70%). Esses dados corroboram os resultados
encontrados por LOPEZ-PEREZ et al. (2006), que
detectaram, no pulmao, taquizoitos de N. caninum, na
fase aguda da infeccdo, e atribiuiram esses elevados
niveis encontrados nesse orgao a afinidade do agente
ao tecido para replicacdo nos primeiros dias pos-
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infeccdo, além de que esses valores reduzem com a
evolucédo da enfermidade para um estagio crénico da
doenca. Com base nos resultados da infec¢do aguda
em ambos 0s grupos, sugere-se que, em roedores, 0s
tecidos que devem preferencialmente ser coletados para
o diagnéstico sdo os rins, pulméo e bacgo, devido a
frequéncia de deteccdo encontrados. Mais estudos
precisam ser desenvolvidos para determinar essa
relacdo em bovinos.

Embora os animais ndo tenham sido
eutanasiados sequencialmente ap06s a inoculagéo,
no presente estudo, a tendéncia de invasdo e
distribuicéo tecidual do N. caninum, verificada pela
frequéncia acumulada dos dois grupos foram
rim>pulméao>bago=coracdo>figado>cérebro>medula.
Esses dados podem sugerir que a infecgdo inicial ocorre
nos rins e pulmdes e se distribuem pelos outros tecidos
durante a infeccdo aguda e, mais tardiamente, formardo
cistos especialmente no SNC.

Conforme KANG et al. (2009), 0 SNC é o
local mais tardiamente invadido pelo parasita, o que
pode justificar a menor frequéncia de detecgdo nesses
tecidos em nosso estudo, embora o periodo de avaliacéo
seja pequeno. Assim, os sinais clinicos encontrados
nos animais durante o experimento foram decorrentes
da infeccdo aguda e replicacdo em outros 6rgdos e
tecidos. A evolucao da infecgdo foi a morte dos animais
ou eutanasia in extremis, ndo permitindo o
desenvolvimento de infec¢do crbnica/persistente, uma
vez que a dose infectante administrada nos animais foi
alta. Os resultados encontrados no cérebro e medula
nos animais do grupo 1 (8/20; 40%) foram semelhantes
aos do grupo 2 (5/20; 25%) (nivel de significancia;
P=0,3112). Esse resultado é relevante, pois,
independente das doses utilizadas no estudo, o
protozodrio invadiu 0 SNC. A infecgdo do SNC é de
grande importancia na epidemiologia da infec¢do, uma
vez que este tecido atua como local de refugio do
parasita e € um importante sitio de privilégio do sistema
imune (WILSON et al., 2010), além disso, é um dos
locais onde o parasita forma cistos com bradizoitos e,
dessa forma, o animal pode permanecer cronicamente
infectado (NISIKAWA et al., 2001; COLLATES-
FERNANDEZ et al., 2006). Outros trabalhos ja
detectaram DNA do protozoario no SNC a partir de
modelos experimentais (COLLATES-FERNANDEZ et
al., 2006; KANG et al., 2009). PEREIRA GARCIA-MELO
(2010), através da técnica de qRT-PCR, detectou acidos
nucleicos do protozodrio utilizando diferentes cepas
de N. caninum em camundongos da linhagem BALBJ/c.
Na maioria das cepas, 0 DNA foi detectado no SNC
substancialmente a partir do dia 8 ap6s inoculacédo. No

entanto, para o isolado Nc-Sp 2H, o DNA do
protozoario foi detectado no cérebro no primeiro dia
apos a inoculacdo. Diferencas na deteccdo de DNA do
protozoario no SNC podem ocorrer dependendo da
dosagem do indculo utilizada, da cepa ou isolado, da
espécie de roedor, da idade dos animais e também da
sensibilidade do teste utilizado— (PCR/qRT-PCR). Além
disso, NISIKAWA et al. (2001), COLLATES-
FERNANDEZ et al. (2006), KANG et al. (2009),
PEREIRA GARCIA-MELO etal. (2010) reafirmam que
esses tecidos sdo um sitio de localizacdo dos
protozoarios na fase tardia da infeccéo, ou seja, fase
crbnica da neosporose.

Quanto a reproducdo da infeccdo aguda em
modelo experimental, camundongos apresentam lesdo
predominante identificada em exames histopatologicos,
pneumonia linfohistiocitaria (LINDSAY & DUBEY,
1990). Comparando com o presente trabalho, pode-se
perceber que o pulméao é também um importante sitio
de replicacdo em gerbil (LINDSAY & DUBEY, 1990;
LINDSAY, et al., 1995).

A utilizagdo desses animais, como um
instrumento de andlise laboratorial, torna-se umaimportante
ferramenta para estudos de patogenia, testes de producéo
e protecdo vacinal, diagndstico da enfermidade, estudos
no desenvolvimento de medicamentos eficazes para o
controle e tratamento da enfermidade ou, ainda, para
determinar viruléncia dos isolados de campo (ATKINSON
etal., 1999, QUINN et al., 2002).

E importante estabelecer as melhores
condicGes necessarias para reproduzir a enfermidade
laboratorialmente. Para tal, o conhecimento do melhor
modelo animal é fundamental para estabelecer essa
situacdo. Essa condicédo é encontrada com os gerbils
(M. unguiculatus), sendo considerada a espécie que
melhor representa essas condi¢des (GONDIM et al.,
2001), ao passo que Mus musculus e camundongos da
linhagem BALB/c dependem de imunossupressao
prévia para reproduzir a doenga.

Os gerbils assumem, nesse contexto, papel
imprescindivel no esclarecimento da patogenia desta
enfermidade, determinada por indmeras vantagens da
sua utilizacdo, a exemplo: possuir a capacidade de obter
dados e resultados em curto periodo, ser um animal
naturalmente sensivel a infeccdo, produzir resposta
imunoldgica e as manifestagdes clinicas da doenca,
facil manipulacdo, apresentar custos baixos de
execucdo, quando estas caracteristicas sdo
comparadas com demais hospedeiros. Os resultados
obtidos nestes modelos animais devem ser
correlacionados e mimetizar as caracteristicas
assumidas pelo N. caninum em hospedeiros
intermedidrios, principalmente nos bovinos.
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CONCLUSAO

Com este trabalho, pode-se concluir que o
N. caninum foi capaz de infectar e replicou
eficientemente nos tecidos dos animais infectados.
Além disso, a utilizacdo desse modelo experimental,
que demonstra sinais clinicos, ndo depende de
imunossupressao prévia e é sensivel a infeccdo aguda
ao protozoario. E, sem ddvida, importante a sua
utilizacdo como ferramenta na pesquisa da patogenia e
no desenvolvimento de vacinas contra o N. caninum.

COMITE DE ETICA E EXPERIMENTACAO
ANIMAL

Protocolo n® 92/2010.
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