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RESUMO

A neosporose e toxoplamose estdo entre as principais causas de perdas
econbmicas na industria pecuaria de ruminantes. Diferentes estudos soroldgicos tém
demonstrado prevaléncias da infeccdo por N. caninum semelhantes ou superiores
aquelas determinadas por T. gondii, 0 protozoario classicamente relacionado com
falhas reprodutivas em ovinos e caprinos. A realizacdo de infecgbes experimentais
em ovelhas e cabras gestantes tem demonstrado a elevada suscetibilidade destes
animais a Neosporose e ao aborto. Contudo, o conjunto de estudos é muito limitado
e nao esclarecem as repercussdes econdmicas, clinicas e epidemiologicas da
infeccdo por N. caninum em distdrbios reprodutivos nesses animais. O presente
estudo objetivou estudar a dindmica da infecgdo natural por N. caninum e T. gondii
em caprinos naturalmente infectados durante seis meses em uma fazenda no sertdo
de Pernambuco. No total, foram testados sorologicamente (ELISA) 287 caprinos
fémeas, em idade reprodutiva e através dos resultados obtidos, 73 destas fizeram
parte do grupo experimental que foi separado da seguinte maneira: G1, composto
por 13 animais, infectados por T. gondii; G2, composto por 13 animais infectados por
N. caninum, G3 composto por 13 animais infectados por T. gondii e N. caninum, G4
composto por 34 animais que nao estavam infectados (grupo controle). A
prevaléncia inicial para ambos os agentes na propriedade foi de 35,62% (26/73) e a
falta de profilaxia e medidas de controle geraram, ap0s seis meses, uma incidéncia
de 76,6% para o N. caninum e 27,66% para T. gondii no rebanho A soroprevaléncia
descrita na area de estudo demonstra de forma indireta a circulagdo dos agentes
principalmente pela via de transmisséo horizontal no rebanho caprino.

Palavras-chave: Neosporose. Toxoplasmose. Caprinos.



ABSTRACT

Neosporosis and toxoplasmosis are among the leading causes of economic loss in
the ruminant livestock industry. Different serological studies have demonstrated
prevalences of N. caninum infection similar to or higher than those determined by T.
gondii, the protozoan classically related to reproductive failures in sheep and goats.
The performance of experimental infections in pregnant ewes and goats has
demonstrated the high susceptibility of these animals to Neosporosis and to abortion.
However, the range of studies is very limited and do not clarify the economic, clinical
and epidemiological repercussions of N. caninum infection on reproductive disorders
in these animals. The present study aimed to verify N. caninum and T. gondii natural
infection dynamics in naturally infected goats during six months in a farm in the semi-
arid of Pernambuco. In total, 287 female goats were tested serologically (ELISA), at
reproductive age and through the results obtained 73 of them were part of the
experimental group, which was separated as follows: G1, composed of 13 animals,
infected by T. gondii; G2, consisting of 13 animals infected by N. caninum, G3
composed of 13 animals infected by T. gondii and N. caninum, G4 composed of 34
animals that were not infected (control group). The initial prevalence for both agents
on the property was 35,62% (26/73) and the lack of prophylaxis and control
measures increased the incidence up to 76,6% for N. caninum and 27, 66% for T.
gondii in the herd, after six months. The seroprevalence described in the study area
indirectly demonstrates the agents circulation mainly by horizontal transmission in the
goat herd.

KeyWord: Neosporosis. Toxoplasmosis. Goats.
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1 INTRODUCAO

Presente em quase todos os continentes do mundo, a produgéo de caprinos
vem conquistando destaque comercialmente nos paises subdesenvolvidos
(MARTINS et al., 2014). No Brasil a caprinocultura passou a ser uma atividade em
plena ascenséo e de grande importancia, visto que os caprinos séo fontes de carne,
leite e couro para os seres humanos (SAMPAIO et al., 2009; SILVA; BRANDAO;
FERREIRA, 2013).

As racas caprinas nativas do Brasil estdo localizadas no Nordeste, onde os
animais séo criados em sistemas extensivo e semiextensivo. S&o animais bem
adaptados e resistentes a doencas e parasitas (MENEZES et al.,, 2006), mas
ultimamente o desenvolvimento da caprinocultura na regido Nordeste tem sido
afetado por inUmeros fatores, entre eles a alta incidéncia de doengas, influenciado
pelo manejo sanitario em criatorios, promovendo alta mortalidade de animais,
principalmente dos jovens (PINHEIRO et al., 2000). Em estudo realizado por Alencar
et al. (2010) no sertdo de Pernambuco, o mesmo também destaca que a deficiéncia
tanto da sanidade quanto também das tecnologias disponiveis impossibilita o
controle de doencas principalmente as de origem infecciosa e parasitaria que
interferem na produtividade.

O protozoario que tradicionalmente estad associado ao aborto em caprinos e
ovinos € Toxoplasma gondii, capaz de infectar animais homeotérmicos, incluindo
também o homem (DUBEY, 2009), sendo considerado a maior causa de problemas
reprodutivos na espécie ovina (UNDERWOOD; ROOK, 1992). Munday e Mason
(1979) foram os primeiros a descreverem a toxoplasmose como importante causa de
prejuizos reprodutivos também em caprinos, e apesar de pouco documentada nesta
espécie, aparentemente os danos sdo maiores, acometendo clinicamente também
em animais adultos (DUBEY, 1987).

Por outro lado, a importancia do N. caninum na espécie caprina permanece
incerta (MORENO et al., 2012), mesmo com a producéo de distintos trabalhos de
infeccdo experimental com N. caninum em cabras, demonstrando a ocorréncia de
abortamento, natimortos ou nascimento de cabritos clinicamente saudaveis em
distintos periodos da gestacdo, porém ainda ndo esta claro a real consequéncia da
infecc@o natural por este coccidio como agente abortivo (PORTO et al., 2016).

N. caninum e T. gondii sdo parasitos apicomplexos formadores de cistos e
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estreitamente relacionados do ponto de vista filogenético (DUBEY et al., 2002;
DUBEY, 2009). A transmissao tanto pode ocorrer pela via horizontal (infeccdo pés-
natal), quando o hospedeiro intermediario é infectado pela ingestdo de oocistos
esporulados, como pela via vertical transplacentéria, que ocorre de uma fémea
infectada para sua prole, sendo esta a mais relevante (infeccao congénita) (DUBEY;
SCHARES et al., 2011). A transmissao transplacentaria enddgena (recrudescéncia
de uma infeccdo cronica) € uma das principais rotas de infeccdo por neosporose, e
estudos tém demonstrado altas taxas de bezerros congenitamente infectados, que
podem nascer saudaveis e transmitir o parasito para a proxima geracdo (HIETALA;
THURMOND, 1999; DAVISON; OTTER; TREES, 1999).

Para entender com mais detalhes a dindmica da infecgdo natural por N.
caninum e T. gondii na espécie caprina € importante realizar outros estudos com o
objetivo de acrescentar novos dados epidemiolégicos e detalhes da

patogenicidade/capacidade de transmissdo dos agentes.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 NEOSPOROSE

2.1.1 Historico

No ano de 1984, na Noruega, Bjerkas, Mohn e Presthus, conseguiram
identificar um protozoario que era semelhante ao Toxoplasma gondii em cées da
raca Boxer, estes apresentavam sintomatologia nervosa e lesfes inflamatorias
extensas em todas as partes do sistema nervoso central (SNC) e nos musculos
esqueléticos, porém nédo houve a deteccao de anticorpos contra este parasito.

Em 1988, Dubey e colaboradores realizaram um estudo retrospectivo no qual
23 caes foram diagnosticados com toxoplamose fatal no Hospital Animal Angell
Memorial. Neste estudo em 10 destes cées foi identificado o N. caninum, parasita
recém-descoberto pelo pesquisador, pertencente a um novo género e espécie que
foi localizado diretamente no citoplasma da célula hospedeira sem o vacuolo
parasitario. Meningoencefalomielite e miosite foram as principais lesdes associadas
ao N. caninum. No ensaio de imunoperoxidase nédo reagiram com 0 soro anti-T.

gondii. Houve no mesmo ano o primeiro isolamento do parasita e desenvolvimento
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da técnica de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) para a deteccdo de anticorpos
Sericos.

Dubey, Acland e Hamir, (1992) também demonstraram em seu estudo
experimental com trés vacas, que o N. caninum pode ser transmitido po via
transplacentéria entre bovinos, através dos achados de lesfes teciduais nos fetos
associadas ao parasito, tais como necrose multifocal e infecgdo néo supurativa além
da ocorréncia de abortos ocasionados em vacas sem sintomatologia.

O primeiro hopedeiro defininitivo para neosporose so foi descoberto em 1998,
com base nos estudos de McAllister e colaboradores, no qual os cdes sédo um dos
hospedeiros definitivos do N. caninum.

Recentemente Gondim et al. (2004), observaram que os coiotes (Canis
latrans) também eliminavam oocistos pelas fezes sendo os primeiros canideos
selvagens confirmados como hospedeiros definitivos desse agente. Este estudo foi
realizado com quatro filhotes de coiotes criados em cativeiro, onde 0os mesmos
consumiam tecidos de bezerros infectados com N. caninum. ApGs quatro dias suas
fezes eram analisadas.

Segundo Dubey e Lindsay (1996) a infeccdo natural do parasita tem sido
identificada em varios outros ruminantes incluindo caprinos, ovinos. Mais
recentemente em bufalos de agua (DUBEY, 2003). Ainda nédo esta totalmente claro
se as descricdes originais de neosporose em cavalos foram causadas por N.
caninum ou pelo recentemente descrito Neospora hughesi, ambos do mesmo
género (MARSH et al., 1998).

2.1.2 Neospora caninum

A Neosporose é uma doenca causada pelo protozoario N. caninum e esta
amplamente disseminada em espécies domeésticas e selvagens. A preocupacdo com
esta protozoose € principalmente devido ao grande nimero de abortos em rebanhos
bovinos e a doenca neuroldgica, muitas vezes fatal em cdes (MATTOS, 2009).

O N. caninum é um parasita intracelular obrigatério, sendo este um
protozoario do filo Apicomplexa, classe Sporozoea, ordem Eucoccidiida e
pertencente a familia Sarcocystidae (DUBEY et al., 2002, MENDONCA et al., 2013).
Embora o N. caninum seja um protozoario muito semelhante com o T. gondii, este

apresenta caracteristicas distintas em relacdo a sua estrutura antigénica,
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imunogénica e patogénica relacionada com o hospedeiro (DUBEY, 1999). Outros
parasitas coccidios como o Sarcocystis cruzi, Hammondia hammondi, Hammondia
pardalis e Hammondia heydorni tém também estreita filogenia com o N. caninum
(DUBEY et al., 1988).

A neosporose afeta uma grande variedade de animais de sangue quente. Os
canideos domésticos e selvagens sdo os hospedeiros definitivos do parasita e os
bovinos, ovinos, caprinos, equinos e caes os hospedeiros intermediarios. Foram
encontrados anticorpos para N. caninum no soro de bufalos de &agua, raposas
vermelhas, cinzas e do campo (NASCIMENTO et al., 2015), coiotes, camélos e em
felinos. Os hospedeiros definitivos podem atuar também como hospedeiros
intermediarios do parasita, desenvolvendo um quadro de doenca neuromuscular
muitas vezes fatal (DUBEY, 2003). Estudos demonstram uma maior frequéncia de
infeccdo por N. caninum em cédes de areas rurais em relagdo aos residentes em
meio urbano, o que pode ser explicado pelo maior contato de animais que moram
proximos a fazendas com carcacas e restos de fetos contaminados (WANHA et al.;
2005; HORNOK et al., 2006).

Os humanos ndo sédo considerados hospedeiros intermediarios para N.
caninum, mas seu potencial zoonético é discutivel, devido a proximidade filogenética
com T. gondii e do relato de um estudo, onde fetos de primatas ndo humanos,
Rhesus (Macaca mulatta) infectados artificialmente, apresentaram lesdes
semelhantes as causadas por toxoplasmose congénita (CUNHA, 2003); também ha
relatos de pessoas soropositivas para N. caninum, entretanto, os dados
epidemioldgicos sdo escassos e particularmente notificados em trabalhadores rurais

em contato direto com animais soropositivos (MEIRELLES, 2014).

2.1.3 Morfologia e Ciclo de Vida

O N. caninum apresenta trés formas de vida em seu ciclo: os taquizoitos e os
cistos contendo bradizoitos, que podem ser encontrados nos tecidos dos
hospedeiros intermediarios, e 0s oocistos que sdo a forma de resisténcia excretados
pelos hospedeiros definitivos apds a fase sexuada de reproducdo dos parasitas,
estes sdo encontrados no ambiente (DUBEY; SCHARES; ORTEGA-MORA, 2007).

Os cistos teciduais, presentes nos hospedeiros intermediarios, sao

observados principalmente no tecido nervoso (como cérebro, medula espinhal,
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nervos), muasculos cardiacos e esqueléticos, figado e muasculos oculares
(ANDERSON et al., 1991; BARR et al., 1991; DUBEY; LINDSAY, 1996, LINDSAY et
al., 1996). Nos cistos, os bradizoitos conservam sua capacidade infectante durante
periodos de tempo prolongados e sdo resistentes a acao do acido cloridrico (HCI) e
a pepsina (DUBEY; LINDSAY, 1990).

O ciclo desse parasita (Figura 1) € alternado entre um hospedeiro
intermediario, definido como o hospedeiro dos estagios assexuados (taquizoitos e
bradizoitos), e um hospedeiro definitivo, que possui os estagios sexuados e também
os assexuados (MACEDO, 1994). O cao pode comportar-se tanto como hospedeiro
definitivo ou intermediario (GONDIM et al., 2004).

Os hospedeiros definitivos liberam os oocistos apos a ingestdo dos cistos
teciduais, contendo bradizoitos, presentes nos hospedeiros intermediarios infectados
ou através da agua e alimentos contaminados com oocistos que séao fontes de
infeccdo. A transmissdo do hospedeiro definitivo também pode ocorrer por via
transplacentaria (DUBEY et al., 2002), porém ha mais mais informacdes sobre a
transmissao vertical em bovinos do que em cées, desconhecendo-se ainda se nos
cdes o N. caninum atua de forma similar, ou seja, se 0s abortos ocorrem caso a
cadela se infecte durante a gestacdo e se ha uma fase da gestacdo de maior
importancia, como nos ruminantes (INNES et al., 2001).

O numero de oocistos eliminados pelos cdes nas fezes é pequeno em
comparacao a quantidade eliminada de oocistos de T. gondii pelos gatos, mas os
filhotes eliminam uma quantidade maior que um cédo adulto (DUBEY et al., 2002;
GONDIM; MCALLISTER; GAO, 2005). J4 com relacdo aos coiotes, estes sdo vistos
até como hospedeiros definitivos relativamente ineficientes, por eliminar niveis
baixos de oocistos apos infec¢do experimental (GONDIM et al.,2004).

Os hospedeiros intermediarios podem se infectar ao consumir agua ou
alimentos contaminados com oocistos esporulados (WOUDA, et al., 1999). Silva e
Machado (2016) concluiram dessa forma que a presenca de cédes nas propriedades
rurais tende a ser considerado um fator de risco para os animais de producéo
através da transmissao horizontal.

Embora a transmissao horizontal tenha seu valor, principalmente nos bovinos,
geralmente é aceito que a infecgdo congénita € o principal meio de transmisséo e
manutenc¢ao do parasita nos rebanhos (HIETALA; THURMOND, 1999).

Em caprinos naturalmente infectados, sabe-se que a transmissao
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transplacentaria também pode ocorre, porém nao ha muitos detalhes da patologia
(BARR et al., 1992; LINDSAY et al., 1995; DUBEY, 2003; ELENI et al., 2004).

Em um estudo experimental da neosporose em vacas gestantes foi analisada
a importancia da transmissdo vertical com relacdo o periodo da infeccdo e a
producéo de lesdo nos fetos. A primoinfeccdo em fases precoces da gestacao
produz lesdes inflamatdrias intensas na placenta, morte e reabsorcao fetal, e nas
fases mais tardias da gestacao, o feto produz uma resposta inflamatéria de defesa
diminuindo o impacto da infec¢do (INNES et al. 2001).

Como citado por McAllister et al. (1998) sao também fontes de infeccédo os
cistos ou taquizoitos encontrados nos fetos abortados, restos placentarios e liquidos
fetais, ou mesmo outros tecidos contaminados.

O ciclo intestinal do parasita, no hospedeiro definitivo ainda n&o foi descrito
(GONDIM; MCALLISTER; GAO, 2002); porém, pela semelhanca com o T. gondii,
acredita-se que a fase sexuada ocorra de fato no intestino dos hospedeiros
definitivos que se infectam com o0s oocistos esporulados ou cistos contendo os
bradizoitos, onde se da a fase intestinal no hospedeiro (enteroepitelial), eliminando,
assim, 0s oocistos nao — esporulados nas fezes. Os oocistos das fezes dos caes, sO
esporulam apos 24 a 72 horas no ambiente, tornando-se entdo, infectantes
(esporulados). Os canideos eliminam os oocistos por volta do quinto dia, apds a
ingestdo de tecidos de animais naturalmente ou experimentalmente infectados.
Morfologicamente os oocistos esporulados contém dois esporocistos com quatro
esporozoitos cada, com cerca de 10 a 11 uym (DUBEY 1988; DUBEY, 1999;
MCALLISTER et al., 1998; GONDIM; MCALLISTER; GAO, 2002;).

Quando os esporozoitos invadem as células da parede intestinal passam a se
chamar taquizoitos, os quais se dividem rapidamente por endodiogenia e podem
atingir quaisquer células do organismo do hospedeiro, causando severas lesdes em
varios érgaos (DUBEY, 1999). Os taquizoitos tém formato de arco e medem de 2 a 4
por 4 a 8 um, estes entram em quaisquer células dos hospedeiros por penetracao
ativa ou fagocitose e a multiplicacdo por endodiogenia acontece dentro de um
vacuolo parasitoforo no citoplasma da célula. Quando a célula ndo suporta mais o
crescimento dos taquizoitos, ela se rompe, e 0os mesmos invadem outras células
vizinhas. Taquizoitos ja foram observados em macréfagos, neutréfilos, células do

tecido nervoso, hepatdcitos, fibroblastos, midcitos, células epiteliais tubulares renais
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e células endoteliais vasculares (SPEER et al., 1999; BLACK; BOOTROYD, 2000;
MONTOYA; LESENFELD, 2004).

Com a resposta imune do hospedeiro, os taquizoitos diferenciam-se em
bradizoitos, forma de multiplicacédo lenta contidas em cistos teciduais e uma queda
da imunidade do hospedeiro pode provocar a reativacdo desses bradizoitos e
rompimento do cisto (DUBEY, 1999).

Figura 1 - Ciclo de vida do Neospora caninum.
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2.1.4 Infeccdo em Caprinos

Os abortos causados por protozoarios no rebanho ovino e caprino
normalmente tem sido relacionados diretamente com a infeccdo por T. gondii,
utilizando o diagndéstico anatomopatoldgico das lesGes necroticas e inflamatdrias

caracteristicas da infec¢@o por este protozoario nos tecidos fetais, principalmente no
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encéfalo. No entanto, as lesBes histopatolégicas produzidas por N. caninum e T.
gondii no aborto ovino e caprino sdo indistinguiveis (BARR et al., 1992;
MCALLISTER et al., 1996; BUXTON et al.,1997).

Em relacdo aos caprinos, ainda s&o poucos o0s estudos relacionados a
infecgdo por N. caninum, entretanto ha relatos na literatura de abortos e mortalidade
neonatal em caprinos nos Estados Unidos da América (EUA) (BARR et al., 1992,
DUBEY; ACLAND; HAMIR, 1992), na Itdlia (ELENI et al., 2004) e no Brasil, onde
neste estudo Corbellini, Colodel e Driemer (2001), relataram o encontro do agente
em um caprino, nascido com ataxia e opstétono. Os sinais nervosos tornaram-se
mais severos 3 dias apds o nascimento do mesmo, quando o animal foi sacrificado.
Varios cistos de N. caninum foram observados no cortex cerebral e medula, e
confirmado pela imuno-histoquimica, outras lesdes também foram encontradas no
coracao, pulméo e figado, entretanto taquizoitos do agente ndo foram observados.

Lindsay e colaboradores (1995) comprovaram em seu estudo que a
inoculacdo de taquizoitos de N. caninum em cabras gestantes também produz
aborto ou natimorto ou nascimento de cabritos clinicamente saudaveis, dependendo
do tempo de inoculacédo do parasito durante a gestacdo. Desta forma, a inoculagao
de cabras “anas” (cabras pigmeus) com taquizoitos de N. caninum no dia 51 de
gestacdo (primeiro terco) produziu o aborto em todos os animais inoculados,
enquanto que no dia 81 (segundo terco), resultou em um natimorto em um de dois
animais inoculados. A inoculacdo de N. caninum aos 127 dias de gestacao (terceiro
terco) ndo teve efeitos clinicos na gestacao, resultando no nascimento de cabritos
clinicamente sadios.

A prevaléncia da neosporose em caprinos varia entre 0,4% (Polénia) 23,6%
(Filipinas), com uma prevaléncia entre 1 e 19,7% no Brasil determinada mediante a
técnica de RIFI e Imunoaglutinacdo (NAT), respectivamente (DUBEY; SCHARES,
2011).

2.1.5 Aspectos Imunoldgicos

Ambos os mecanismos da resposta imune celular inata quanto da adaptativa
estao relacionados ao combate de N. caninum e estes sdo bem semelhantes aos de
T. gondii (BUZONI-GATEL; WERTES, 2006).
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A primeira barreira de defesa contra o agente é fisica, quando a infeccao se
da por via oral, sendo representada por enterOcitos e espessas juncdes
intercelulares da mucosa intestinal, que tem como objetivo deter a invasdo do
parasito (BUZONI-GATEL; WERTES, 2006). Os enterdécitos infectados secretam
moléculas citotoxicas como o Oxido nitrico (ON) e citocinas como a IL-15, que
induzem as células natural killer (NK) a produzir IFN-y e quimiocinas, recrutando
leucdcitos polimorfonucleares, células dendriticas e macréfagos. (MARCAIS et al.,
2013).

A resisténcia de protozoarios como N. caninum, é dependente de respostas
imunes mediadas por citocinas pré-inflamatérias produzidas por linfocitos T CD4+
tipo 1 (Thl), com a imunidade mediada por células, exercendo papel fundamental no
controle da infeccdo (HEMPHILL et al., 1999; HUNTER; REINER, 2000).

Estudos in vivo demonstraram que camundongos que possuem certa
deficiéncia para a interleucina 12 (IL-12) ou interferon gama (IFN-y) sdo incapazes
de resistir a infeccdo com N. caninum (INNES et al., 2002). Dessa forma, os dados
indicam que a imunidade protetora do hospedeiro induzida pela infeccdo por N.
caninum, assim como de outros agentes intracelulares, é tipicamente mediada por
um padréo de resposta imune do tipo Thl, que envolve a producéo de IFN- vy, IL-12
e fator de necrose tumoral (TNF)-q, juntamente com a producéo de Oxido nitrico
(ON) (DONAHOE et al., 2015; HECKER et al., 2015).

A participacao efetiva das diferentes classes de imunoglobulinas e a cinética
durante a resposta imune a infeccdo por N. caninum ainda é pouco compreendida,
principalmente em animais naturalmente infectados. Acredita-se que os anticorpos
tenham um papel auxiliar no controle da infeccdo, participando da neutralizacdo e
destruicdo dos taquizoitos extracelulares, podendo, assim, reduzir a disseminacéo
do agente (INNES et al.,2002). Entretanto, a auséncia de linfocitos B em
camundongos geneticamente deficientes leva a uma falha no controle da infecgéo,
indicando que os anticorpos possam ter papel relevante no controle da infeccéo
(EPERON et al., 1999; AMMANN et al., 2004).

As primeiras imunoglobulinas produzidas sédo IgM e IgD, que sofrem uma
mudanca de classe para IgG, IgE e IgA nessa ordem, sendo que as IgGs séao as
produzidas em maior quantidade (MESQUITA JUNIOR et al., 2010).

Das espécies estudadas, os cdes apresentam uma cinética tardia de

resposta mediada por anticorpos da classe IgG, ja as demais espécies mantém
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niveis séricos por curto periodo de tempo (COLLANTES-FERNANDEZ et al., 2006).
Os bovinos, excecdo a este fenbmeno, geralmente apresentam uma rapida
soroconversdo, com altos titulos, e tendem a manutencao de positividade durante
um longo periodo (DIJKSTRA et al., 2003), estima-se que, 0s anticorpos IgM atinjam
seu pico maximo com duas semanas, diminuindo apds quatro semanas na infeccéo.
As concentracfes de IgG se mantém elevadas por trés a seis meses, mas persistem

em menores niveis por toda a vida do hospedeiro (GUIDO et al., 2016).

2.1.6 Imunologia da Gestacao

A situacao imunolégica encontrada durante a gestacao é um desequilibrio na
interacdo hospedeiro-parasita, o0 que pode explicar a patogenia da doenca. A
resposta imune contra a infec¢do vai influenciar no sucesso da gestacéo, visto que a
imunomodulacdo que ocorre durante esse periodo pode afetar a habilidade da
gestante para enfrentar a infeccdo (SILVA, 2005).

A prenhez € um evento Unico e complexo nos mamiferos e nele envolve uma
série de mecanismos regulatérios por parte do sistema imune da méae e do feto, ja
gue o mesmo pode ser considerado um aloenxerto, por possuir determinantes
antigénicos tanto da mae quanto do pai. Varios mecanismos relacionados ao
sucesso da nao rejeicao do feto sdo hoje conhecidos. Porém, estes fatores podem
entrar em situacdo de risco, quando ha agentes infecciosos na placenta, como N.
caninum, que podem causar danos ao sistema de tolerancia da gestacao
(ENTRICAN, 2002).

Estudos correlacionam a participacdo de citocinas na polarizacdo da
resposta imune por células T auxiliares do tipo 1 (Thl), com producéo de interferon
gama (IFN-y) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), como fator desencadeante de
eventos humorais e celulares especificos que causariam lesdes, as quais poderiam
levar ao aborto (ORLANDO,2017). Além destas lesdes induzidas na placenta, a
resposta também é capaz de prejudicar a distribuicdo vascular de nutrientes
favorecendo, ainda mais, a ocorréncia de aborto (CANTON et al., 2014). Porém,
durante o periodo gestacional, hA uma modulacdo da resposta imune, levando a
expressado de citocinas para um padrao Th2 nos linfocitos T CD4+, sendo este perfil
induzido principalmente pelos altos niveis de progesterona mantidos durante a

gestacdo (INNES et al., 2002). O aumento do nivel de progesterona produzido pela
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placenta com a evolugédo da gestacao, principalmente no segundo terco para o final,
gera aumento no titulo de anticorpos no decorrer de todo periodo gestacional
(SENGER, 2005; GARCIA-ISPIERTO et al., 2010). A progesterona desvia a resposta
imune celular para humoral, levando a um down regulation na resposta por IFN-y, 0
gue favorece a recrudescéncia do N. caninum (INNES et al., 2005).

E descrito aumento nos titulos de anticorpos, quatro a cinco meses antes do
parto em bovinos (DUBEY, 2003) e, a partir do terceiro més de gestacdo em
caprinos (MESQUITA et al., 2013), sugerindo que ocorra reativacdo de uma infeccéo
latente (DUBEY, 2003).

Dessa forma, o sistema imune da fémea é induzido a optar entre o
comprometimento da gestacéo pela resposta imune ao parasito ou ao empenho na
manutencdo da gestacdo, que leva a consequente reativacdo do agente (QUINN;
ELLIS; SMITH, 2002). A concomitancia entre a gestacdo, caracterizada
imunologicamente pelo aumento da producao das citocinas IL-4 e IL-10, associada a
infecdes agudas ou crénicas por N. caninum, leva a uma replicacdo descontrolada
do parasito, seguidos de efeitos deletérios para o feto (MONNEY; HEMPHILL, 2014;
DONAHOE et al., 2015). Assim, uma resposta imune de perfil misto parece ser
crucial no controle da infec¢do e na manutencéo da gestacio (AGUADO-MARTINEZ
et al., 2016),

Existem outras causas que influenciam o resultado da infeccéo por N.caninum
em animais prenhes. Dentro destes fatores séo incluidos: quantidade e duracédo da
parasitemia (INNES et al., 2000); espécie animal infectada (ARRANZ-SOLIS et al.,
2016); rota de infeccdo (MACALDOWIE et al., 2004); estirpe do parasita (algumas
cepas sdo mais patogénicas que outras); grande variedade de antigenos, sendo
alguns responséaveis pela modulacdo de uma resposta imune protetora para o
hospedeiro, enquanto outros possuem o efeito oposto, favorecendo a invasédo pelo
parasito e causando danos ao hospedeiro (HEMPHILL et al.,, 2013); o estado
imunolégico da mae e idade gestacional do feto no momento da infec¢cdo também
influenciam (INNES et al., 2000)

O estagio da gestacdo em que ocorre a infeccdo ou o recrudescimento das
formas bradizoitas, que se reflete no nivel de anticorpos, € um dos fatores que
define o futuro da gestacdo. As consequéncias da infecgdo/recrudescéncia do N.
caninum para o feto sdo mais severas no inicio da gestacdo, ja o risco de

transmissdo transplacentaria aumenta com o avancar da idade gestacional. A
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resposta por anticorpos contra N. caninum é uma 6tima ferramenta para diagndstico
e estudos epidemiolégicos. O titulo de anticorpos é um indicador indireto da
exposicdo do sistema imune a antigenos do protozoario. Um aumento no titulo de
anticorpos pode indicar reativagdo e multiplicacdo do N. caninum. Neste sentido, 0
aumento no titulo de anticorpos em fémeas portadoras, durante a gestacdo, pode
ser reflexo da reativacdo do protozoario. (ANTONELLO et al., 2015; WILLIAMS;
WOUDA, 2000; MACALDOWIE et al., 2004).

Nas cabras e em outros ruminantes, ndo existe a transferéncia pré-natal de
imunoglobulina através da placenta. Devido a isso, 0s anticorpos especificos do
parasita que sao detectaveis em soros pré-colostrais provavelmente foram
sintetizados no pré-natal pelo feto, indicando uma resposta imune ativa contra o
parasita invasor (STAUBLI et al., 2006). Em modelos de estudo da gestacdo de
vacas infectadas por N. caninum, a ocorréncia de aborto é dependente da idade
gestacional em que ocorreu a infeccdo fetal. A presenca de N. caninum na placenta
€ capaz de induzir forte resposta Thl materna, no terco inicial da gestacdo, o que
acaba levando ao aborto (MALEY et al., 2006; ROSBOTTOM et al., 2007).Porém,
guando a infeccdo ocorreu mais tardiamente, o indice de aborto foi menor e ndo se
percebeu a polarizacdo acentuada entre as respostas Thl ou Th2, pois o perfil Thl
ou Th2 ja ndo é tdo importante para manutencdo da gestacdo em um momento mais
tardio, pois houve uma polarizacdo no inicio da gestacdo (ROSBOTTOM et al.,
2007).

2.1.7 Diagnoéstico Laboratorial

A neosporose uma doenca emergente que afeta animais em todo o mundo,
dai se faz necessario um diagndstico preciso para se comprovar ou descartar a
presenca do parasita no animal; além disso, é fundamental para que sejam adotadas
medidas adequadas de controle e estabelecer a epidemiologia da infeccdo (BOGER,;
HATTEL, 2003).

O diagnostico da neosporose pode ser realizado laboratorialmente por
deteccdo direta do protozoario em amostras bioldgica por Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR), isolamento parasitario e imuno-histoquimica ou por deteccao
indireta através da utilizagdo da sorologia, onde anticorpos especificos contra

proteinas dos protozodrios sdo encontrados em técnicas de imunoensaios como
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ELISA, soroaglutinacdo, Western Blot e Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta
(RIFI) (MACEDO JUNIOR, 2013).

2.1.7.1 Diagnéstico Parasitologico

Os métodos parasitolégicos utilizados no diagnostico e pesquisa de
Neospora sp. sao 0s exames histopatoldgico, imuno-histoquimico, o isolamento in
vitro e in vivo, a deteccdo do DNA do parasita por PCR (reacdo em cadeia da
polimerase), a observacao dos cistos nos tecidos a fresco e o exame de fezes dos
caes (HEMPHILL; GOTTSTEIN, 2000; PETERS et al., 2001;).

A confirmacdo de Neospora sp. como causa de aborto devera ser realizada
através da associacdo do isolamento do protozoario e a observacdo de lesdes
patolégicas caracteristicas (DUBEY, 2003). Os exames histopatolégico, imuno-
histoquimico e o método da PCR sé&o os mais utilizados para o diagnéstico de aborto
nos ruminantes por N. caninum. A associacao dessas técnicas de diagnostico com
informacdes referentes ao historico do rebanho e sorologia da mae aumenta a
probabilidade de detectar a infeccdo por N. caninum nos fetos (EMBRAPA, 2003).

Exames histolégicos podem confirmar a neosporose em fetos abortados pela
visualizacdo das lesdes caracteristicas causadas pelo protozoario. Os 6rgaos
geralmente utilizados neste diagnostico sao cérebro, placenta, figado e coracao
(DUBEY; SCHARES, 2006), porém esta técnica precisa da confirmacdo da presenca
do protozoario pela imuno-histoquimica ou PCR, pois outros parasitas podem causar
lesdes semelhantes (CABRAL et al., 2009; DUBEY; SCHARES, 2011).

A imunohistoquimica € uma técnica relativamente pouco sensivel para
detectar o protozoario em tecidos do hospedeiro devido ao baixo numero de
parasitas presentes, e algumas vezes, a baixa qualidade do tecido fetal, que pode
estar autolisado, mumificado ou macerado (BASZLER et al.,1999, DUBEY, 1999).
Baszler et al. (1999) constataram que a PCR usada para detectar DNA de N.
caninum em tecidos de animais infectados tem uma alta sensibilidade quando
comparado com técnicas imuno-histoquimicas, sendo assim uma boa alternativa. A
grande vantagem da PCR é a possibilidade da identificacdo de pequenas
guantidades do agente em grandes areas teciduais; contudo, custo, tempo e
equipamentos especificos, sdo fatores limitantes para uso desse procedimento
(ANDERSON; ANDRIANARIVO; CONRAD, 2000). Outra possibilidade para o
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diagnostico é o isolamento do agente em cultivo celular ou a partir de animais de
laboratério (DUBEY et al., 1998).

Quando exames do soro materno, fluidos corporais fetais ou tecidos fetais sao
positivos ao N. caninum pela sorologia ou PCR, o aborto pode estar associado ao N.
caninum, mas € importante relacionar outras causas potenciais. Se as lesdes no
cérebro e coragdo sdo graves e 0s taquizoitos de N. caninum estdo presentes nas
lesBes, muito provavelmente a causa do aborto é devido a neosporose (DUBEY;
SCHARES, 2006).

2.1.7.2 Diagnéstico Soroldgico

O diagnostico sorologico pesquisa os anticorpos direcionados aos antigenos
de superficie dos taquizoitos de N. caninum no soro dos animais (PETERS et al.,
2001). Os testes soroloégicos mais utilizados sado RIFI (Reacdo de
Imunofluorescéncia Indireta) e ELISA (Ensaio Imunoenzimatico), também podem ser
utilizados o teste aglutinagcdo de Neospora (NAT) e Western Blot (HEMPHILL;
GOTTSTEIN, 2000).

A presenca de anticorpos séricos para N. caninum indica a exposi¢cao ao
parasita ou a um parasita estritamente relacionado passivel de reacdo cruzada, nao
indicando necessariamente a existéncia de uma infeccéo ativa (VARDELEON et al.,
2001).

A infeccéo por N. caninum estimula a resposta imune humoral do hospedeiro,
sendo possivel a detec¢do de anticorpos contra antigenos imunodominantes (HIASA
et al., 2012) presentes na forma de taquizoito ou bradizoito, sendo possivel
estabelecer assim o estadgio agudo ou crbénico da infeccdo, porém, o inicio da
infeccdo com base no exame sorologico ainda ndo € possivel determinar (DUBEY;
LINDSAY, 2006; MCALLISTER et al., 2000). Devido a resposta imunoldgica poder
ser detectada através de testes soroldgicos, os diagndsticos indiretos possuem
grandes vantagens, como serem utilizados no antemortem dos animais e também
por fornecerem informacfes quanto ao estagio da doenca (HIASA et al., 2012;
TAKASHIMA et al., 2013).

As principais limitacbes dos testes sorologicos sdo as diferentes
metodologias, titulagbes e critérios de interpretacdo dos resultados entre os

diferentes laboratérios. Outras limitacdes sdo as flutuacdes dos niveis de anticorpos



24

durante a vida do animal, pela caracteristica de recrudescéncia da infeccéo
(LOCATELLI-DITTRICH, 2002).

A utilizacéo e interpretagdo dos exames soroldgicos nos ruminantes devem
ser feitas com cautela, principalmente no diagndéstico dos casos de aborto. O
sorodiagnostico é mais bem utilizado para avaliar a exposicdo e o risco de infeccédo
por N. caninum de um rebanho, do que para o diagnostico de aborto em um animal
(BOGER; HATTEL, 2003).

As técnicas mais utilizadas para detectar a presenca de anticorpos séricos
especificos para N. caninum sdo: Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) e
teste Ensaio Imunoenzimético (ELISA) (ANDREOTTI et al., 2002), por serem
relativamente mais baratos (ROMERO; PEREZ; FRANKENA, 2004).

O primeiro teste sorolégico desenvolvido foi a Imunofluorescéncia Indireta em
1988 por Dubey (DUBEY; LINDSAY, 1996), esta € a técnica mais comumente
usada, sendo considerada como o “padrao ouro” dos diagndsticos sorolégicos
apesar de ser um teste subjetivo (DUBEY; LINDSAY, 1996; REICHEL; PFEIFFER,
2002). A finalidade do método € a fixacdo de anticorpos aos antigenos de membrana
dos taquizoitos, com visualizacdo da reacdo pela adicdo de um conjugado
fluorescente. Os anticorpos néo especificos que produzem fluorescéncia reduzida e
consequentemente reacdo cruzada sao desconhecidos. N. caninum e T.gondii
possuem muitos antigenos semelhantes, porém a RIFI parece ser bem especifica na
deteccédo dos anticorpos (DUBEY et al., 1998; DUBEY; LINDSAY, 1996).

O primeiro teste de ELISA padronizado foi descrito por Bjorkman et al. (1994).
Desde entéo, vérias tentativas de torna-lo mais sensivel e especifico tém sido feitas,
incluindo modificacbes na forma de preparo do antigeno. Hoje existem testes de
ELISA em que o antigeno empregado pode ser o taquizoito inteiro (WILLIAMS et al.,
1997), o taquizoito sonicado e proteinas recombinantes (PARE; HIETALA;
THURMOND, 1995). O ELISA vem sendo o principal método sorolégico utilizado
nas avaliacdes dos rebanhos de ruminantes, com finalidades diagndésticas ou de
pesquisa, pois apresenta algumas vantagens em relacdo ao método da RIFI, dentre
elas destacam-se a realizacdo de um maior numero de analises, maior rapidez, o
registro das reacdes € feito de maneira objetiva e o exame pode ser automatizado
(BJORKMAN; UGGLA, 1999).
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O Teste de Aglutinacdo de Neospora (NAT) é um teste de aglutinagéo direta e
de simples execucdo que também pode ser utilizado, ndo sendo necessario um
anticorpo secundéario marcado (CANADA et al., 2004).

Ambos os testes NAT e ELISA, especialmente este Ultimo, podem ser mais
recomendados para avaliagao da presenca do N. caninum em alguns casos, porque
0S mesmos sao testes ndo espécie-especificos e, como o parasito possui diferentes
espécies hospedeiras, esta vantagem se torna importante na avaliacdo da
neosporose (WAPENAAR et al,.2007).

O Western Blot tem sido muito utilizado como teste confirmatério para N.
caninum em muitas espécies animais, sendo considerado um teste que possui alta
sensibilidade e especificidade. Quando se associa esta técnica aos métodos de RIFI
ou ELISA, a prevaléncia da neosporose diminui, sugerindo que a infeccdo € menos
comum quando comparado aos resultados dos demais testes sorologicos
(HEMPHILL; GOTTSTEIN, 2000).

2.1.8 Controle e Tratamento

Ainda ndo ha um controle efetivo contra a neosporose devido a inexisténcia
de uma vacina eficaz frente a doenca. Existem indicios de que as vacinas inativadas
produzem um efeito preventivo na transmissao vertical (mae-filha), porém ainda néo
foi confirmada a eficiéncia na prevencdo de abortos e os resultados ainda sao
inconclusivos (ANDRADE, 2011). Portanto o desafio de uma vacina eficaz para a
neosporose esta no impedimento da primoinfeccédo de animais e do recrudescimento
da doenca em animais positivos, evitando assim o aborto (REICHEL; ELLIS, 2009).

As medidas efetivas de controle sdo adequadas para evitar que a doenca
permaneca cronicamente no rebanho, o que pode acarretar varias consequéncias.
Dentre as medidas de prevencdo as mais indicadas séo: fazer o uso somente de
receptoras soronegativas, para realizar a transferéncia de embrido; evitar o acesso
de cées a tecidos infectados como fetos abortados, fluidos e restos de placentas,
bem como, o acesso aos comedouros e bebedouros, mantendo sempre o0s
alimentos em lugares fechados, evitando assim a contaminacdo; uso de
maternidades individuais. Além do controle de cées, é necessario 0 controle de
roedores, (DUBEY; SCHARES; ORTEGA-MORA, 2007).
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Segundo Reichel e Ellis (2009), existem drogas experimentalmente eficazes
contra o N. caninum. Porém, o tratamento deve ser iniciado o mais rapido possivel,
antes que os sinais clinicos se tornem irreversiveis, além de ser muitas vezes
economicamente inviavel.

Varias drogas, como decoquinato, depudecina, toltrazulrin, ponazuril,
artemisinina e os extratos de ervas medicinais tém sido utilizados in vitro (cultivo
celular) e in vivo (camundongos), porém, em bovinos ndo ha ainda comprovacao de
sua eficacia (LINDSAY; BUTLER; BLAGBURN, 1997).

Coccidiostaticos como o toltrazuril apresentam efeitos desejaveis apenas em
taquizoitos, ndo existindo evidéncias de seu efeito em bradizoitos (REICHEL; ELLIS,
2009). Outro grupo de quimioterapicos utilizados sao as sulfas, como a sulfadiazina,
gue em estudos com camundongos tem mostrado eficiéncia de 90% no combate a
N. caninum (DUBEY; LINDSAY, 1996).

2.2 TOXOPLASMOSE

2.2.1 Historico

O protozoario T. gondii foi isolado em 1908, quase ao mesmo tempo e
independentemente por Afonso Splendore, no Brasil, em um coelho que morreu com
paralisia, e por Nicolle e Manceaux em células mononucleares do baco e figado de
um roedor africano, (Ctenodactilus gundi), no Instituto Pasteur da Tunisia, no norte
da Africa; a descoberta foi feita acidentalmente enquanto procuravam por um
reservatoério de Leishmania em tecidos do roedor (DUBEY, 2010; SCHNELL, 2011).

Em 1909, Nicolle e Manceaux nomearam o parasita de Toxoplasma gondii,
esta nomenclatura foi baseada na morfologia do microorganismo, pois Toxoplasma
deriva do grego e significa “forma de arco”, como também no nome do roedor
hospedeiro (SCHNELL, 2011).

Nos anos seguintes, varios investigadores encontraram em diversos animais,
parasitas morfologicamente semelhantes ao T. gondii, que foram denominados de
acordo com a espécie animal onde eram detectados: T. canis, T. columbae, T.
gallinarum, T. cuniculi. Porém, os estudos realizados por Sabin em 1939 levou-o a
concluir que se tratava de uma Unica espécie de protozoario (FREYRE, 1989; PIZZl,
1997).
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Os primeiros relatos da doenca em animais domésticos foram descritos em
um cao, na Itélia (1910); em um gato, nos EUA (1942); e em fetos ovinos abortados,
na Nova Zelandia (1957) (DUBEY, 2008).

A descricao de infeccdo humana por este parasito foi realizada primeiramente
por Janki, em 1923, com o relato de um caso de uma crianca falecida em Praga
(CIMERMAN; CIMERMAN, 1999). Torres et al., em 1927, descreveram no Rio de
Janeiro a presenca de microrganismos que identificaram como Toxoplasma, em
cortes histologicos de cérebro, miocardio e musculo esquelético de um recém
nascido falecido no 29° dia de vida (GUIMARAES, 1943). .

Jacobs, Remington e Melton relataram em 1960, a primeira demonstracao da
presenca de cistos do T. gondii na carne de animais, dando consideravel suporte a
hipétese de que o homem poderia adquirir a infec¢cdo pelo consumo de carne mal
cozida. Apenas as formas de vida assexuadas tinham sido elucidadas pelos
pesquisadores, dai foi em 1970, que o seu ciclo biolégico completo foi descoberto,
com felinos como hospedeiros definitivos, contendo as formas sexuadas no intestino
delgado, e um estagio ambiental resistente (oocisto) excretado nas fezes de gatos
infectados (DUBEY, 2008, 2009). Nos anos de 1975-1976, foi descrito o ciclo
selvatico do parasito, evidenciando que ndo sO os felinos domésticos eram o0s

responsaveis pela perpetuacéo do protozoario (P1ZZl, 1997).

2.2.2 Toxoplasma gondii

A toxoplasmose, conhecida popularmente como “doenca do gato”, é causada
pelo Toxoplasma gondii, protozoario que acomete uma infinidade de espécies,
incluindo os mamiferos, répteis, anfibios e aves. Sendo considerada uma das
parasitoses mais frequentes no homem e nos animais homeotérmicos (NAVARRO,
2001).

A doenca tem significante importancia médica, especialmente em pessoas
imunocomprometidas e gestantes, que constituem 0s principais grupos de risco em
humanos, e cuja infec¢cdo pode resultar em severas consequéncias. Mais de 50% da
populacdo humana mundial acha-se infectada por esse protozoario com variacfes
determinadas por fatores climaticos, sécio econémicos, tipo de contato com animais,
em especial o gato e costumes alimentares relacionados ao consumo de carnes
(SCHNELL, 2011; MACIEL; ARAUJO, 2004).
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Nos animais, adquire importancia, principalmente porque quando esses séo
infectados servem de fonte direta ou indireta de infeccdo ao homem, além de causar
danos diretos aos animais de interesse econdmico e de estimacéo. O parasita se
deposita na musculatura e pode infectar o homem pela ingestdo de carne crua ou
mal cozida (OLIVEIRA; COSTA; SABATINI, 2001).

Os felideos, notadamente os gatos, desempenham papel fundamental na
transmissdo do T. gondii (LANGONI; SILVA; CABRAL, 2001), pois sdo o ponto
chave da epidemiologia da toxoplasmose, sendo os Unicos hospedeiros definitivos
do parasito e transmissores de forma sexuada. Estes eliminam os oocistos pelas
fezes, sendo a Unica fonte de infeccdo dos animais herbivoros. (DAGUER et al.,
2004).

O T. gondii € um protozoario pertencente ao reino Protista, sub-reino
Protozoa, filo Apicomplexa, classe Sporozoa, subclasse Coccidia, ordem
Eucoccidiida,  subordem  Eimeriina, familia  Sarcocystidae,  subfamilia
Toxoplasmatinae, género Toxoplasma, espécie Toxoplasma gondii (KAWAZOE,
2005). E um eucarionte estruturalmente formado por uma membrana externa, anéis
polares, conoide, microtubulos, granulos densos, micronemas, roptrias, mitocéndria,
reticulo endoplasmatico, complexo de golgi, ribossomos, reticulo endoplasmatico
rugoso, microporo e um nucleo com parede bem definida (METSIS; PETERSEN,
1995).

Réptrias, micronemas e granulos densos estdo envolvidos no processo de
adesdao, invasdo e sobrevivéncia do parasita na célula hospedeira (DE SOUZA;
SOUTO-PADRON, 1978) T. gondii, assim como outros parasitos do filo
Apicomplexa, invade a célula alvo através de mecanismo ativo, diferentemente da
forma de invasdo da maioria dos microorganismos intracelulares, este penetra
ativamente na célula do hospedeiro (CARRUTHERS, 2002; SIBLEY, 2012). Apés o
mecanismo de invasdo, 0 parasita se estabelece e se desenvolve dentro de um
vacuolo modificado, formado no interior da célula hospedeira, denominado vacuolo
parasitoforo (VP) (DUBREMETZ et al., 1998).

Em algumas circunstancias, a toxoplasmose pode ocorrer em graus variaveis
de morbidade, podendo ocasionar sequelas graves e doencas fatais, como acontece
com cepas de maior viruléncia, uma carga infectante maior, uma via de penetracédo
mais favoravel e um hospedeiro com suas defesas organicas deficientes (DUBEY,
1987).
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Existem trés tipos de cepas de T. gondii baseadas no polimorfismo de
fragmentos do DNA, gerados com enzimas de restricdo (Restriction Fragment
Lenght Polymorphism ou RFLP); estas sado designadas de tipo I, Il e lll, que podem
infectar tanto animais como seres humanos. H& outra classificacdo de cepas
diferentes, as recombinantes (mistura dos gens das cepas dominantes) ou exéticas
(com estrutura genética diversa), e causam somente 1 a 5% das infec¢cbes. As trés
cepas dominantes diferem em viruléncia e padrées epidemioldgicos, assim como na
estrutura proteica: as principais proteinas sdo comuns a todas elas, mas existem
proteinas que sdo especificas para cada uma (WONG; REMINGTON, 1993;
DARDE; AJZENBERG, 2003; DUBEY, 2003).

Em pacientes com doenca congénita, sao relatados os tipos | e Il, jA os
isolados em animais séo predominante do genotipo tipo Ill. As cepas de T. gondii
tipo | sdo extremamente virulentas, produzindo altos niveis de parasitemia com
aumento do risco de transmissao transplacentaria e aumento da morbi-mortalidade
em fetos em desenvolvimento. Entretanto cepas dos tipos Il e lll levam a doenca
cronica e producao dos cistos teciduais (HOWE; SIBLEY, 1995).

2.2.3 Morfologia e Ciclo de Vida

O T. gondii apresenta trés estagios infecciosos: taquizoitos, bradizoitos
(dentro de cistos teciduais) e oocistos (nas fezes de felinos). Essas trés formas
apresentam organelas caracteristicas do filo apicomplexa, visiveis em microscopia
eletrbnica de transmissdo (NEVES et al, 2016).

Em relacdo a reproducdo existem duas fases distintas: assexuada
(extraintestinal) e sexuada (enteroepitelial), sendo que no hospedeiro intermediario
s6 ocorre assexuada (ROBERT-GANGNEUX; DARDE, 2012). Os felinos s&o
considerados hospedeiros definitivos e os demais mamiferos, aves e outros animais
sdo considerados hospedeiros intermediarios (DUBEY, 2004; NEVES et al, 2016).

O taquizoito € a forma encontrada durante a fase aguda da infec¢do, sendo
também denominada forma proliferativa, forma livre ou trofozoito. O nome dado ao
género foi devido a sua forma caracteristica de arco, vulgarmente conhecida como
‘bananinha”. Forma infectante de multiplicagdo rapida (tachis = rapido), por um
processo denominado endodiogenia (forma especializada de divisdo assexuada),

responsavel pelas possiveis manifestacdes clinicas. Podem ser encontradas dentro
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do vacuolo citoplasmatico (vacuolo parasitéforo) de véarias células, como nos liquidos
organicos, nas excrecdes, em células do sistema mononuclear fagocitario (SMF),
nas células hepaticas, pulmonares, nervosas, submucosas, e as musculares. Os
taquizoitos s@o pouco resistentes a agdo do suco gastrico no qual sao destruidos em
pouco tempo (KAWAZOE, 2005; PENG; CHENG; LINDSAY, 2011).

A forma infectante de resisténcia do protozoario nos tecidos é o cisto
contendo milhares de bradizoitos (CIMERMAN; CIMERMAN, 1999). Estes cistos
podem ser encontrados em tecidos: muscular esquelético, cardiaco, nervoso, retina
(NEVES et al., 2016) e se inicia atraves da resposta imune do hospedeiro, onde h& o
estabelecimento de uma infeccdo cronica caracterizada pela conversdo de
taquizoitos em bradizoitos (ROBERT-GANGNEUX; DARDE, 2012). Os bradizoitos
sdo morfologicamente semelhantes aos taquizoitos; apresentam, contudo, uma taxa
de multiplicagéo lenta. Essa forma infectante de T. gondii é considerada a forma de
resisténcia do parasito sendo encontrada no interior de cistos que sao formados nos
tecidos do hospedeiro. Esses cistos possuem variagdes no tamanho, medindo de 5
a 70um e podem conter de centenas a milhares de bradizoitos em seu interior
(DUBEY, 2004; SULLIVAN; JEFFERS, 2012); sua parede é resistente e elastica,
gue isola os bradizoitos da acdo dos mecanismos imunolégicos do hospedeiro, sao
muito mais resistentes a tripsina e a pepsina do que 0s taquizoitos e podem
permanecer viaveis nos tecidos por varios anos (KAWAZOE, 2005).

Os oocistos sdo produzidos nas células intestinais de felideos ndo imunes e
sdo eliminados imaturos junto com as fezes. Em condi¢cfes adequadas de umidade
e temperatura o oocisto sofre esporulacdo formando dois esporocistos, cada um
contendo quatro esporozoitos. Apds uma infeccdo aguda no gato, 0os oocistos sao
liberados em grandes quantidades pelas fezes, chegando a bilhdes por dia. Essa
eliminacdo macica de oocistos € maxima entre cinco e dez dias apos a infeccao
inicial e dura apenas algumas semanas. O oocisto, apds sua maturacédo, é viavel por
muitos meses e até anos no solo, desde que em condicdes razoaveis de umidade
relativa. Esta forma ao ser ingerida por hospedeiro intermediario € rapidamente
liberada pelos sucos digestivos, promovendo a invasdo de células e a toxoplasmose
(HINRICHSEN et al., 2005).

Todos estas formas infectantes (Figura 2) estdo ligadas a um ciclo biolégico
complexo, heteroxeno (Figura 3), que podem causar infec¢do, tanto no hospedeiro

intermediario como no definitivo, por meio de uma das seguintes rotas de
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transmissdo: horizontal, por ingestdo de oocistos esporulados infectantes do
ambiente; horizontal, através da ingestdo de cistos teciduais contidos na carne crua
ou mal cozida provenientes dos animais infectados; ou vertical, por meio da
transmissao transplacentéaria de taquizoitos. Além disso, os taquizoitos também

podem ser transmitidos pelo leite da mée para a sua prole (DUBEY, 2004, 2010).

Figura 2 - Formas evolutivas Toxoplasma gondii (Micrografia Eletrénica). A= oocisto imaturo
(massa central — esporonte, ocupando a maior parte do oocisto); B = oocisto esporulado com
dois esporocistos (as setas indicam os quatro esporozoitos visiveis em um espocisto), C =
oocisto apresentando uma fina parede (seta grande), dois esporocistos (cabecas de setas) e
esporozoitos, corte longitudinalmente (pequenas setas); D = taquizoito da cepa VEG em uma
célula de exsudato peritoneal de camundongo; E = cisto tecidual cerebral de um camundongo

(seta indica parede do cisto envolvendo centenas de bradizoitos).

Fonte: DUBEY et al, 1998.

Os hospedeiros definitivos, os felideos, se infectam principalmente pelo
carnivorismo, ou seja, pela ingestdo especialmente de pequenos roedores e de
aves, como pardais e outros passaros. Podem também contrair a infeccéo, pela
ingestao de fezes de outros gatos infectados (LANGONI; SILVA; CABRAL, 2001).

Depois da ingestao de alguma das formas infectantes, ocorre no intestino dos
felideos, o ciclo enteroepitelial do parasita, ou ciclo sexual. Apds a ingestao do cisto
tecidual, por felideos, a parede do cisto é dissolvida por enzimas proteoliticas no
estbmago e intestino delgado, liberando os bradizoitos (DUBEY et al., 1998). Se a
ingestdo for de oocistos maduros, também no estbmago sdo liberados os

esporozoitos. A ingestdo de taquizoitos também pode acontecer. Os bradizoitos,
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esporozoitos e taquizoitos penetram nas células intestinais dos felideos (KAWAZOE,
2005).

Nas células epiteliais do intestino, h& o inicio da etapa assexuada do ciclo, na
gual os parasitos comecam a se multiplicar pelo processo de endodiogenia
(merogonia). Ha entédo a formagéo de merozoitos no interior do vacuolo parasitoforo,
conjunto que recebe o nome de esquizonte maduro (DUBEY et al., 1998; DUBEY,
2004; ROBERT-GANGNEUX; DARDE, 2012).

Os merozoitos séo liberados das células e iniciam a formacdo dos gametas
ou gametogonia (etapa sexuada). Os gametécitos femininos e masculinos
encontram-se no interior das células epiteliais intestinais e a sua fusédo termina na
formacédo de oocistos, que séo liberados para a luz intestinal e saem nas fezes,
(LAPIIN, 1994).

Depois que o hospedeiro intermediario, ou também os felideos, ingerirem
oocistos maduros, da agua ou comida contaminada, ocorre a ruptura do oocisto no
intestino liberando os oito esporozoitos. Os esporozoitos irdo se multiplicar nas
células intestinais e nodulos linfaticos, e serdo formados os taquizoitos (PIZZI,
1997), que disseminam-se pelo sistema vascular e atingem varios 6rgaos, como o
sistema nervoso central (SNC), musculo esquelético, visceras e olhos. Nestes
tecidos, os taquizoitos se multiplicam intracelularmente e, caso a multiplicacédo seja
intensa, causam lise celular e desencadeiam reacdo inflamatéria local. O
desenvolvimento de resposta imune protetora leva ao encistamento do organismo,
formando os cistos teciduais que contém bradizoitos, os quais permanecem latentes
sem causar doenca (DUBEY et al.,1998).
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Figura 3 - Ciclo de vida completo do Toxoplasma gondi.
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Fonte: FERGUSON, 2009.

Chronic Phase

2.2.4 Aspectos Imunoldgicos

Pela caracteristica de intracelularidade obrigatoria do T. gondii, a resposta
mais importante para a protecdo dos hospedeiros a infeccdo € a imune celular.
Entretanto, a resposta humoral, assim como a inata também sao ativadas nos
individuos com toxoplasmose (GRAZZINELLI; DENKERS; SHER, 1993; INNES;
VERMEULEN, 2006).

A forma inata de resisténcia do agente se assemelha aos que operam nas
doencas bacterianas e virais (TIZARD, 2002). A imunidade inata da toxoplasmose é
composta primeiramente pela barreira fisica, pois durante infeccbes naturais por
transmissao via oral, o protozoario ultrapassa o epitélio intestinal, disseminando-se
aos tecidos mais profundos e ultrapassando outras demais barreirais biolégicas
como: placentaria, cerebral e retiniana (BUZONI-GATEL; KASPER, 2007).

Macrofagos, células “natural killer” (NK), células polimorfonucleares,
mondcitos, complemento, lisoenzimas e interferon atuam na primeira linha de defesa
do organismo (CAMARGO, 1995). As células dendriticas, derivadas das células da
medula éssea, sdo as mais eficientes células apresentadoras de antigeno APC
“Antigen-presenting cell”, sendo de grande importéncia para ativagao da imunidade

especifica, elas sdo encontradas nos epitélios superficiais e uma vez captado o
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antigeno, se movem em direcdo aos oOrgdos linféides regionais para entrar em
contato com células capazes de reconhecerem o antigeno que transportam (HART,
1997), porém estas podem servir como veiculos para a disseminagao sistémica do
parasita no inicio da infeccdo (WALWYN et al., 2015). Células NK tem funcédo
citotoxica; secretam citocinas, principalmente IFN-y, fundamental na defesa contra o
agente (BLISS et al., 1999).

Durante o inicio da infeccdo aguda, o parasita estimula de forma direta os
macrofagos a produzirem interleucina (IL) -1B, IL-12 e fator de necrose tumoral a
(TNF-a), estas citocinas estimulam células NK a produzirem IFN-y que, por sua vez,
esta estimula a atividade microbicida dos macréfagos. Normalmente os macréfagos
sdo capazes de fagocitar e matar parasitas, porém, no caso de T. gondii, 0s
taquizoitos podem invadir os macrofagos e multiplicar-se (DENKERS, 2003), estes
nao sado destruidos, uma vez que podem bloquear a fusdo do fagolisossomo e
causar a apoptose da célula (TIZARD, 2002). Os macréfagos respondem com
alguns mecanismos efetores, como a producdo de radicais toxicos do oxigénio e
intermediarios do nitrogénio, degradacao do triptofano intracelular do parasita. Esta
primeira linha de defesa atua antes do desenvolvimento da resposta imune adquirida
(HUNTER et al., 1996).

A imunidade celular ao T. gondii € responsavel pelo controle da infeccao,
sendo esta duradoura e eficiente (CARRUTHERS, 2002). Em resposta &
estimulacdo antigénica, os linfécitos T auxiliares (Th), caracterizados pela presenca
do marcador de superficie antigenos T CD4+, liberam citocinas, no qual a funcéo é
estimular a proliferacdo e a diferenciacdo dos linfécitos, incluindo os linfécitos B, e
dos macréfagos (ABBAS; LICHTMAN, 2005), sendo promotores da resposta celular
e na estimulacdo da sintese de anticorpos, que atuam também no controle da
parasitemia; ja as células T CD8+ e células NK agem como efetoras citotoxicas
diretas sobre as células parasitadas (CARRUTHERS, 2002), lisando e expondo
extracelularmente os parasitas, contribuindo na protecao contra a formacéo de cistos
teciduais. Ambos os linfécitos T CD4+ e T CD8+ atuam de maneira conjunta e
complementar contra T. gondii (GAZZINELLI; DENKERS; SHER, 1993).

Linfocitos Th sé&o divididos nas subpopula¢gbes Thl e Th2, distinguidas pelo
padrao seletivo de produgdo de citocinas. Durante a infecgdo o parasita induz
rapidamente uma forte resposta de T auxiliar do tipo Thl, caracterizada pela alta

ativacdo de células T e pela producéo citocinas pré-inflamatérias incluindo fator de
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necrose tumoral (TNF)-a, interferon (IFN)-y, interleucina (IL) -12 e Oxido nitrico
(INOS). Entretanto, outras citocinas antiinflamatorias a IL-10 e fator transformador de
crescimento (TGF)-B, controlam a infeccdo por T. gondii e asseguram a
sobrevivéncia do hospedeiro durante as fases aguda e cronica da infeccao
(LIESENFELD, 2002). O efeito antagdnico dessas citocinas, demonstrando carater
imunossupressor inflamatério, tem acéo favoravel tanto para o parasita quanto para
o hospedeiro: para o parasita, frente a reducdo da atividade microbicida dos
macroéfagos, primariamente induzida por (IFN)-y, o que possibilita a multiplicacao
intracelular do T. gondii; para o hospedeiro, visto que um processo
inflamatorio/infeccioso excessivo poderia acarretar a morte do animal parasitado
(GAZZINELLI et al., 1996).

As células de perfil Th2 produzem IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13. Na infecgao
toxoplasmica, podem promover a multiplicacdo parasitaria; entretanto, elas também
s80 meios para controlar a resposta imune pro-inflamatoria prejudicial (ROBERTS;
McLEOD, 1999).

A resposta imune humoral inicia sob a acdo das citocinas Thl e pode persistir
por anos. Os anticorpos IgG, IgM, IgA e IgE, que além de serem utilizados para a
realizacdo de diagnostico da infeccdo pelo protozoario também agem na primeira
barreira de defesa contra o T. gondii, diminuindo o nimero dos agentes entre as
células, sendo uma resposta imune que quase ndo possui nhenhuma influéncia nas
formas intracelulares do parasita, ou seja, ndo oferece protecdo contra os agentes
vivos dentro da célula. Os taquizoitos extracelulares cobertos pelos anticorpos e
complemento podem ser lisados pela via classica do complemento ou sofrerem a
destruicdo dentro dos fagocitos (HUNTER et al., 1996; TIZARD, 2002).

A fase aguda da doenca é caracterizada pela sintese de IgM e IgA, seguida
pela sintese de IgG em de baixa avidez e em pequenas quantidades. A elevacéao
dos titulos de IgM é de curta duracdo, com a IgA desaparecendo antes dos
anticorpos IgM (KAWAZOE, 2005), ndo proporcionando protecdo, apenas serve
como indicador da enfermidade. Tanto IgA como IgM séo utilizadas para diagnéstico
da toxoplasmose congénita, pois nao conseguem atravessar a placenta
(CAMARGO, 1995; KAWAZOE, 2005). IgG pode persistir com altos titulos e
afinidade por um longo periodo, onde se da a fase crénica (CAMARGO, 1995). Em
um dos estudos da avaliacdo da resposta imune em caprinos infectados

experimentalmente por T. gondii os grupos infectados apresentaram soroconversao
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s6 a partir do 15° dia e os titulos de IgG especifica continuaram crescendo nas
demais avaliacbes, apresentando niveis séricos maximos no 60° dia, reduzindo
somente no dia 120° (SANTOS, 2015). Nessa fase cronica da doenca taquizoitos
intracelulares e bradizoitos persistem, podendo durar por toda a vida do hospedeiro.
Os cistos contendo bradizoitos parecem ndo estimular a resposta inflamatéria,
sendo ndo imunoldgicos dessa forma (CAMARGO, 1995; TIZARD, 2002),
principalmente cistos viscerais e 0s taquizoitos presentes no corddo espinhal e
cerebral, pois em 6rgdos neuronais a resposta imunoldgica ndo € tdo efetiva
(DUBEY, 1998).

2.2.5 Diagnostico Laboratorial

Para o diagnostico da toxoplasmose é fundamental o emprego de técnicas
com elevada especificidade e sensibilidade, assim como a ado¢do de medidas que
visem o controle dessas enfermidades em animais de producéo. Diversas técnicas
tém sido desenvolvidas nas ultimas décadas com o objetivo de facilitar um
diagnastico etiolégico da infeccéo e a determinacdo da fase da infeccao do individuo
(CAMARGO, 1974).

O diagnoéstico laboratorial pode ser realizado atravées de métodos
parasitolégicos (demonstracdo direta, busca e isolamento do coccideo), como
também por métodos imunoldgicos (métodos indiretos) (MACIEL; ARAUJO 2004).

2.2.5.1 Diagndstico Parasitologico

Classicamente o diagndstico laboratorial da toxoplasmose tem se baseado na
pesquisa de anticorpos, porém a confirmacdo do parasita pela demonstracdo dos
seus componentes, como antigenos e segmentos de DNA, €& de alto valor
diagnostico, tornando possivel a utilizacdo da PCR para a sua deteccédo
(CAMARGO, 1996; CRISTO; BRITO; FERNANDES, 2005).

A pesquisa direta do T. gondii pode ser feita a partir de diversas amostras
organicas como: sangue, liquido cefaloraquidiano, saliva, escarro, medula 6ssea,
cortes de placenta, além de conteudos de infiltrados cutaneos, do baco, figado,
musculos e géanglios linfaticos. Uma porcdo do material obtido por pungéo ou biopsia

pode ser utilizada para fazer diagndstico por inoculagdo em camundongos e outra
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parte pode ser fixada e submetida a exame histopatolégico. A demonstracdo de
taquizoitos e bradizoitos em biopsia de tecidos pode ser feita utilizando
hematoxilina-eosina ou imunohistoquimica, ou pela técnica de imunofluorescéncia
em tecidos (LAPPIN, 1994).

Pescador et al. (2007), analisaram pelo método de imuno-histoquimica, seis
fetos caprinos abortados no Rio Grande do Sul encontrando T. gondii em varios
tecidos de um dos fetos que possuiam lesdes degenerativas. Nos outros cinco
animais, foram encontrados DNA do T. gondii e, os seis tinham titulos 1:512 até
1:2048 na RIFI.

Através dos hospedeiros definitivos, oocistos podem ser observados no
exame de fezes, porém esse método ndo é sensivel, ja que o numero de oocistos
presente nas fezes pode ser tdo pequeno que ndo é detectado por métodos diretos,
sendo considerada uma técnica ndo confiavel pela maioria dos autores. O ideal,
como opc¢ao, é inocular os oocistos esporulados em camundongos ou tecidos
residuais, (DUBEY, 1994; HILL; DUBEY, 2002; DAGUER, 2004).

2.2.5.2 Diagndstico Sorologico

A utilizacdo de testes soroldgicos para a demonstracdo de anticorpos anti - T.
gondii € de grande importancia no diagnostico da toxoplasmose caprina e dos
demais ruminantes, frente as limitacbes encontradas nos demais diagndsticos
dificultados pela quase totalidade de formas assintomaticas (CHIARI; LIMA; LIMA,
1986; BAHIA, et al., 1993). Além disso, quando sintomatica, a toxoplasmose poder
assumir quadros clinicos facilmente confundidos com grande variedade de
enfermidades, dificultando a tomada de medidas especificas de controle e
tratamento (VIDOTTO, 1992).

Existem dois tipos principais de testes sorologicos. Os que usam organismos
inteiros como antigenos e aqueles que utilizam extratos antigénicos de parasitas
lisados. Os primeiros sao representados pelo teste do corante de Sabin Feldman,
pela imunofluorescéncia indireta e pelo ensaio de aglutinacdo por imunoabsorcédo de
IgM, que demonstram principalmente anticorpos dirigidos contra os antigenos da
membrana do parasita. Os demais que usam o extrato antigénico de parasitas
lisados incluem o teste de hemaglutinagdo passiva e 0s ensaios imunoenzimaticos

(DUFFY et al., 1989). Dos testes mencionados, a imunofluorescéncia indireta é
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altamente especifica, mas demonstra sensibilidade ndo tdo elevada, além de
requerer material especial e ser afetada pela subjetividade na leitura (MALIK;
DREESSEN; DE LA CRUZ, 1990), enquanto o ELISA apresenta grande
sensibilidade, é quantitativo, de baixo custo, amplamente utilizado para diagnéstico
da infeccao recente ou ativa, podendo ser automatizado (DUBEY et al., 1995).

Por meio dos ensaios imunoenziméticos, podem ser detectados anticorpos
especificos de diferentes isotipos (IgG, IgM, IgA e IgE) no soro ou em outras
amostras biolégicas, como saliva, leite (colostro), liquor e liquido amniético
(REMINGTON; THULLIEZ; MONTOYA, 2004). Casos de toxoplasmose aguda
podem ser identificados usando anticorpos secundarios especificos para o isotipo da
cadeia pesada das diferentes classes de imunoglobulina (IgM, IgA) que indicam
infeccéo recente (DECOSTER, 1997).

Outro marcador sorolégico capaz de distinguir entre infeccbes agudas e
infeccbes cronicas, diz respeito a avidez dos anticorpos IgG especificos (BAHIA et
al., 1995; CONDE et al., 2001). Em infeccdes recentes, uma alta porcentagem
destes anticorpos apresenta baixa avidez, e ao longo de semanas ou meses, esses
anticorpos vao apresentando avidez crescente, de modo que, nas infeccfes de mais
longa duracdo, encontra-se um predominio marcante de anticorpos de grande
afinidade (CARNEIRO, 2006). Sendo assim necessario a demonstracdo de altos e
crescentes titulos de anticorpos IgG especificos em amostras pareadas de soro com
intervalos de 2-4 semanas ou demonstracao de anticorpos IgM especificos em uma
Unica amostra de soro (DUBEY, 1988).

2.2.6 Controle e Tratamento

Atualmente o controle desta parasitose depende basicamente do tratamento
curativo dos casos agudos e de medidas profilaticas que impecam a disseminacgao
de oocistos esporulados. Para diminuir a infeccdo nos animais de criacao,
principalmente nos ovinos, caprinos e suinos, o numero de gatos nas criacées rurais
deve ser reduzido. As membranas fetais e fetos abortados devem ser removidos por
pessoas usando luvas e enterradas ou incinerados, para prevenir infecgcdo em gatos
e em outros animais da criagdo. Deve-se fazer o controle de artrépodes (moscas e
baratas), jA& que eles podem ser disseminadores mecanicos de oocistos
(MEDEIROS, 2010; DUBEY, 1994).



39

Em situac6es domésticas, a prevencdo de infeccdo requer a limpeza diéria
dos locais usados pelos animais e a remocédo adequada das fezes. Devem ser
observadas também precauc¢des higiénicas, como lavar as maos antes de comer e 0
uso de luvas em jardinagem, pois os canteiros de flores e de verduras sao areas de
defecacdo prediletas dos gatos. Mulheres gravidas ndo devem efetuar a limpeza de
gatos. Além disso, os mesmos ndo devem ser alimentados com carne crua. Nas
fazendas, o controle € mais dificil, mas quando possivel as racdes dos animais
devem ser cobertas para impedir o acesso de gatos, roedores e insetos (HILL;
DUBEY, 2002).

Em relacdo ao tratamento, existe uma crescente preocupagdo com O
desenvolvimento da resisténcia as drogas por animais destinados a alimentacéo
humana. Além disso, ndo existe nenhuma droga disponivel que possa agir contra o
estagio de cisto tecidual do T. gondii e assim curar pessoas ou animais nesta fase
da infeccdo. O desenvolvimento de vacinas também tem se mostrado uma
estratégia promissora para o controle da toxoplasmose (MEDEIROS, 2010).

As drogas utilizadas para o tratamento da toxoplasmose em animais de
producdo sédo: pirimetamina, sulfadiazina e acido félico, podendo ser usadas em
surtos de aborto. Devem ser realizadas durante trés dias e por trés periodos com
intervalos de cinco dias. Este tratamento foi descrito como eficaz contra taquizoitos,
mas nao bradizoitos, sendo também bastante toxico em gatos (HILL; DUBEY, 2002),
onde a droga de eleicdo para eles e para os cées € a clindamicina (McCANDLISH,
2001).
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3 ARTIGO SUBMETIDO A REVISTA PESQUISA VETERINARIA BRASILEIRA

Dindmica da infeccao natural por Neospora caninum e
Toxoplasma gondii em caprinos?

Keziah M. Sant’Ana?®, Walter F.B. Ledo-Filho?, Laura M.G. Silva?, Camila M. Pedrosa?, Miiller R. Andrade3, Pomy
C.P. Kim?, Rinaldo A. Mota3 e Wagnner ].N. Porto?

ABSTRACT. Sant’Ana K.M,, Ledo-Filho W.F.B,, Silva L.M.G., Pedrosa C.M., Andrade M.R., Kim P.C.P.,, Mota RA. &
Porto W.].N. 2018.[Dynamics of natural infection by Neospora caninum and Toxoplasma gondii in goats.]
Dindmica da infec¢do natural por Neospora caninum e Toxoplasma gondii em caprinos. Pesquisa Veterinaria
Brasileira 00(0):00-00. Departamento de Medicina Veterinaria, Laboratério de Parasitologia e Doencas
Parasitarias Universidade Federal de Alagoas, Fazenda Sao Luis, 57000-000, Vigosa, AL, Brasil. Email:
keziah ms@hotmail.com

The present study aimed to verify N. caninum and T. gondii natural infection dynamics in naturally
infected goats during six months in a farm in the semi-arid of Pernambuco. In total, 287 female goats were tested
serologically by the Enzyme-Linked Immunosorbent Assay test (ELISA), at reproductive age and through the
results obtained 73 of them were part of the experimental group, which was separated as follows: G1, composed
of 13 animals, infected by T. gondii; G2, consisting of 13 animals infected by N. caninum, G3 composed of 13
animals infected by T. gondii and N. caninum, G4 composed of 34 animals that were not infected (control group).
The initial prevalence for both agents on the property was 35.62% (26/73) and the lack of prophylaxis and
control measures increased the incidence up to 76.6% for N. caninum and 27, 66% for T. gondii in the herd, after
six months. The seroprevalence described in the study area indirectly demonstrates the agents circulation
mainly by horizontal transmission in the goat herd.

INDEX TERMS: Neosporosis, toxoplasmosis, goats.

RESUMO. O presente estudo objetivou estudar a dindmica da infec¢do natural por N. caninum e T. gondii em
caprinos naturalmente infectados durante seis meses em uma fazenda no sertdo de Pernambuco. No total, foram
testados sorologicamente pelo Ensaio de Imunoabsor¢do Enzimatica (ELISA) 287 caprinos fémeas, em idade
reprodutiva e através dos resultados obtidos, 73 destas fizeram parte do grupo experimental que foi separado da
seguinte maneira: G1, composto por 13 animais, infectados por T. gondii; G2, composto por 13 animais infectados
por N. caninum, G3 composto por 13 animais infectados por T. gondii e N. caninum, G4 composto por 34 animais
que ndo estavam infectados (grupo controle). A prevaléncia inicial para ambos os agentes na propriedade foi de
35,62% (26/73) e a falta de profilaxia e medidas de controle geraram, apds seis meses, uma incidéncia de 76,6%
para o N. caninum e 27,66% para T. gondii no rebanho A soroprevaléncia descrita na area de estudo demonstra
de forma indireta a circulacdo dos agentes principalmente pela via de transmissdo horizontal no rebanho
caprino.

TERMOS DE INDEXACAO: Neosporose, toxoplasmose, cabras.
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INTRODUCAO

Uma das principais causas de perdas econdmicas na industria pecuaria é o aborto em rebanhos de
pequenos ruminantes, devido a sua alta prevaléncia, onde a produtividade destas criacGes depende em grande
parte da sua eficiéncia reprodutiva (Moreno et al. 2012).

Existe uma grande variedade de agentes infecciosos que sdo reconhecidos como abortivos para caprinos
e ovinos e alguns com potencial zoonético, destacando-se bactérias como Chlamydophila abortus, Coxiella
burnetii, Brucella melitensis, Campylobacter spp.; agentes virais como o herpesvirus caprino e pestivirus;
protozoarios como Toxoplasma gondii e mais recentemente, Neospora caninum, que vem ganhando destaque nos
ultimos tempos (Kirkbride 1993, Moeller-Jinior 2001, Fthenakis & Papadopoulos 2018).

A transmissdo do N. caninum e do T. gondii, tanto pode ocorrer pela via horizontal (infec¢do pds-natal),
quando o hospedeiro intermedidrio é infectado pela ingestdo de oocistos esporulados, como pela via
transplacentdria, que ocorre de uma fémea infectada para sua prole, sendo esta a mais relevante (infeccao
congénita) (Dubey et al. 2011). A transmissdo transplacentaria endégena (recrudescéncia de uma infecgao
crbénica) é uma das principais rotas de infec¢do por neosporose, e estudos tém demonstrado altas taxas de
bezerros congenitamente infectados que podem nascer saudaveis e transmitir o parasito para a préxima geracao
(Paré et al. 1996, Schares et al. 1998).

Para compreender os detalhes da dindmica da infec¢do natural por neosporose e toxoplasmose em
caprinos é necessario realizar mais estudos, a fim de determinar a manuteng¢ao da infec¢do no rebanho através
da transmissao horizontal e vertical, bem como compreender a cinética da resposta imune humoral. O objetivo
do presente estudo foi avaliar a dindmica da infec¢do natural por T. gondii e N. caninum em caprinos fémeas,
naturalmente infectadas, em uma fazenda localizada no sertio de Pernambuco, Brasil.

MATERIAL E METODOS

Animais. O presente estudo foi aprovado pela Comissio de Etica no Uso de Animais, pela Universidade
Federal de Alagoas, sob o nimero de licenga 78/2017.

Foram acompanhados, durante seis meses, caprinos fémeas sem raca definida (SRD), em idade
reprodutiva, criadas sob regime extensivo, provenientes de uma fazenda no municipio de Jatobd, Sertdo de
Pernambuco, Brasil. Todas as cabras no rebanho foram primeiramente testadas sorologicamente (ELISA) para
detectar fémeas naturalmente infectadas por T. gondii e N. caninum para assim formar o grupo experimental. No
total, foram testados sorologicamente 287 caprinos fémeas e através dos resultados obtidos, 73 destas fizeram
parte do grupo experimental que foi separado da seguinte maneira: G1, composto por 13 animais, infectados por
T. gondii; G2, composto por 13 animais infectados por N. caninum, G3 composto por 13 animais infectados por
T.gondii e N. caninum, G4 composto por 34 animais que ndo foram infectados (grupo controle). Todos os animais
dos grupos foram negativos para, Brucella sp. e Chlamydophila abortus.

Historico da Propriedade. Foi realizada a avaliacdo do histérico clinico da exploracdo e das
caracteristicas do sistema de manejo com énfase especial as taxas de aborto e falhas reprodutivas registradas
nos ultimos anos, o padrio de apresentacdo dos abortos (endémico-epidémico) e as causas etioldgicas
implicadas, assim como, a presenca de fatores associados a infeccdo por T. gondii e N. caninum como a presenca
dos hospedeiros definitivos na criagdo. Durante o periodo do estudo ndo houve nenhuma alteracdo na forma de
exploracdo dos animais.

Monitoramento Soroldgico da Infec¢do. Para estudar a prevaléncia da toxoplasmose e neosporose na
propriedade, todos os 73 caprinos fémeas dos grupos G1, G2, G3 e G4 foram monitorados mensalmente durante
um periodo de seis meses, através de colheitas de sangue mensais. Investigacdo de anticorpos IgG anti-T.gondii e
IgG anti-N. caninum no soro de caprinos foi realizada por meio da técnica de ELISA indireto.

Amostra Bioldgica. Foi obtido o volume de 5ml de amostra de sangue em tubos de ensaio de
polipropileno, sem anticoagulante de cada caprino com titulos para T. gondii e N. caninum através da venopunc¢io
da jugular externa com agulhas hipodérmicas descartaveis 40X12.

Avaliacdo da Transmissdo Vertical. Nos animais que completaram a gesta¢ido, foram coletadas
amostras de sangue de cabritos antes da ingestdo de colostro para avaliar a presenca de anticorpos para T. gondii
e N. caninum.

Processamento do Material. As amostras de sangue obtidas foram dispostas em caixas isotérmicas
contendo baterias de gelo reciclavel, onde posteriormente foram levadas para o Laboratdrio de Parasitologia e
Doencas Parasitarias da Universidade Federal de Alagoas - Unidade Educacional Vicosa (UFAL), onde foram
centrifugadas a 3.000 rpm para a obtencdo do soro, este por sua vez foi acondicionado em microtubos tipo
eppendorf® de 1,5mL e armazenados a - 20°C até o momento da realiza¢io dos testes.

ELISA para T. gondii e N. caninum. A anilise soroldgica do material colhido ocorreu na Universidade
Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), no Laboratdrio de Bacterioses. Os niveis de anticorpos IgG especificos
contra T. gondii e N. caninum foram mensurados através da técnica de ELISA indireto, utilizando os antigenos
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liofilizados de T. gondii e N. caninum para sensibilizar as microplacas, seguindo uma versao modificada do
protocolo descrito por Alvarez-Garcia et al. (2003).

O antigeno foi utilizado na concentracdo de 105 taquizoitos/poc¢o, diluidos em uma solugdo de
bicarbonato de carbonato (0,1 M; pH 9,6), e o volume final de 100 puL. em cada pogo. A proteina G-biotina
(SigmaAldrich Corp., St. Louis, MO, EUA) foi usada como conjugado, diluido em 5% de PBS-Tween em proporg¢des
de 1: 15.000. Solugdo ABTS (Sigma Aldrich Corp, St. Louis, MO, EUA) foi usado como substrato. A reagao foi
interrompida apés 20 minutos a temperatura ambiente, adicionando 0,3 M de 4cido oxalico a solu¢do. O produto
foi lido por meio de um Espectrofotdmetro Multiskan GO (Thermo Fisher Scientific Oy, FI01620, Vantaa,
Finlandia) usando um comprimento de onda de 405 nm densidade, OD = 405). Os valores de densidade 6ptica
foram convertidos para indice relativo por cento (IRPC) por meio da férmula: IRPC = (Amostra OD405 - controle
negativo 0D405) / (controle positivo OD405 - Controlo negativo de 0D405) x 100. O IRPC = 10 foi utilizado para
indicar resultado positivo.

Analises Estatisticas. A anailise estatistica descritiva foi realizada utilizando as freqiiéncias relativas e
absolutas das variaveis.

RESULTADOS

A prevaléncia inicial de toxoplasmose e neosporose foi de 35,62% (26/73) e durante a observacao, a
incidéncia de toxoplasmose foi 27,66% (13/47) e de neosporose foi 76,6% (36/47).

A propriedade possuia histérico de abortos nos ultimos meses, mas durante o periodo de
acompanhamento do rebanho nao foi observado nem relatado nenhum caso, porém, quatro cabras pariram
filhotes clinicamente saudaveis, sendo uma de cada grupo (G1, G2, G3 e G4). No entanto, foi constatada a
transmissdo vertical de Toxoplasma gondii em um animal do G3 e de Neospora caninum em um animal do G2.

Foi possivel observar que a via de transmissdo para neosporose e toxoplasmose mais frequente, aos
caprinos na propriedade é a via horizontal, devido a exposicdo destes animais a fontes de infeccdo persistentes,
sendo um dos principais indicios, a presenca de hospedeiros definitivos e mecanicos entre o rebanho, auséncia
de programas de controle e profilaxia de agentes infecciosos e desorganizac¢io do plantel.

DISCUSSAO

A propriedade utilizava um regime de criacdo extensivo sem estacao de monta. Algumas falhas de gestao
neste regime foram observadas, como a auséncia de local adequado para armazenamento de alimentos, a
auséncia de um programa de controle contra ratos, bem como a presenca de cdes e gatos entre o rebanho.

As ragas caprinas nativas do Brasil estdo localizadas no Nordeste, onde os animais sdo criados em
sistemas extensivo e semiextensivo. Sio animais bem adaptados e resistentes a doengas e parasitas (Menezes et
al. 2006).

Pinheiro et al. (2010) observaram, que o desenvolvimento da caprinocultura na regido Nordeste tem
sido afetado por iniimeros fatores, entre eles a alta incidéncia de doengas, influenciado pelo manejo sanitario
deficiente em criatdrios, promovendo alta mortalidade de animais, principalmente dos jovens.

Em estudo realizado por Alencar et al. (2010) no sertdo de Pernambuco, destaca que a deficiéncia tanto
da sanidade quanto também das tecnologias disponiveis impossibilita o controle de doengas principalmente as
de origem infecciosa e parasitaria que interferem na produtividade.

E importante ressaltar, que durante o estudo os hospedeiros definitivos, tanto para neosporose como
para toxoplasmose tinham acesso livre por toda propriedade, ndo havendo controle, cies e gatos tinham contato
direto com os caprinos, ao concentrado destes e todo o ambiente da criacdo. McAllister et al. (1998) e Dubey et
al. (2007) relataram medidas de controle de modo a reduzir o risco de infecgdo por N. caninum, entre elas
principalmente a de evitar o acesso de cies a tecidos infectados como fetos abortados, fluidos e restos de
placentas, bem como, o acesso destes aos comedouros e bebedouros, mantendo sempre os alimentos em lugares
fechados, evitando assim a contaminacio; citaram também uso de maternidades individuais e medidas
periddicas a fim de minimizar a presenca de hospedeiros mecanicos no ambiente. Os mesmos métodos de
controle sdo utilizados para diminuir a incidéncia da infec¢ido por T. gondii nos animais de criacio, levando em
consideracdo o hospedeiro definitivo, os felideos (Dubey 1994, Medeiros 2010).

O sistema de producdo utilizado na propriedade em estudo é extensivo, o que possibilita menor fator de
risco a infec¢do, pois Coberlline et al. (2006) relataram que houve uma taxa maior de infecgdo por N. caninum
entre animais criados em ambiente intensivo e semiintensivo, devido a maior concentragdo e exposicio de
animais a alimentos contaminados.

Além das condic¢des sanitarias como fator de risco e do sistema de manejo encontrado, a auséncia de
uma estacdo de monta na propriedade, que avalia a eficiéncia e indices reprodutivos, impossibilitou o controle da
reprodutividade no plantel, onde sem esse sincronismo nao conseguiamos avaliar em que periodo de gestagio as
fémeas se encontravam, podendo ter passado despercebido algum caso de aborto durante esses seis meses de
acompanhamento. De acordo com Fonseca e Souza-Fabjan (2011), estes destacam que dentre as praticas de
manejo a estacdo de monta é uma das mais importantes, pois favorece a gestdo e organizacdo da unidade de
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producdo, possibilita também a concentragido de partos, nascimentos e periodo de lactagdo, proporcionando a
homogeneidade de lotes, como manejo nutricional e sanitario mais precisos e eficientes.

Resultados soroldgicos em caprinos e ovinos para neosporose e toxoplasmose no Brasil indicam
prevaléncia variando em torno de 9,2 a 29% (Figliuolo et al. 2004, Romanelli et al. 2007). Valores de prevaléncia
semelhantes aos observados no presente estudo para neosporose foram relatados também no estado de
Pernambuco entre 62 a 74% (Tembue et al. 2011, Azevedo-Filho et al. 2017).

Porém, um estudo que também foi realizado no Nordeste do Brasil, o resultado indicou uma baixa
soroprevaléncia ao N. caninum (28,6%), entretanto o T. gondii apresentou-se disseminado nos rebanhos
caprinos (92,8%) (Lima et al. 2008); demonstrando assim que a prevaléncia varia de acordo com a regido
estudada.

No presente estudo foi constatada a transmissao vertical de Toxoplasma gondii em um animal do G3 e de
Neospora caninum em um animal do G2. Em cabras e em outros ruminantes, nao existe a transferéncia pré-natal
de imunoglobulina através da placenta. Consequentemente, os anticorpos especificos do parasita que sdo
detectaveis em soros pré-colostrais provavelmente foram produzidos no pré-natal pelo feto, indicando uma
resposta imune ativa contra o parasita (Staubli et al. 2006).

CONCLUSAO
A principal via de transmissdo observada na propriedade foi a horizontal, permitindo a manuten¢ao da
alta taxa de incidéncia. A falta de profilaxia e medidas de controle sdo fatores importantes para a circulagio de
Toxoplasma gondii e Neospora caninum no rebanho caprino.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados do estudo contribuiram para melhor elucidar a infec¢éo natural
tanto da neosporose quanto da toxoplasmose na espécie caprina. A soroprevaléncia
e a alta incidéncia da infeccdo por N. caninum e T. gondii, descrita na area da
pesquisa assemelha-se com os resultados obtidos em distintas propriedades ao
redor do mundo e em outras regides do Brasil, evidenciando a circulacdo dos
agentes no rebanho caprino, sendo constatada como principal forma de transmissao
a via horizontal, o que enfatiza a necessidade de implantacbes de medidas de
controle e profilaxia nas criagdes, de modo a reduzir o risco destas infecgoes. A falta
de medidas adequadas de manejo na producdo de caprinos, além da auséncia de
praticas sanitarias basicas, como a de evitar a livre circulacdo de hospedeiros
definitivos no rebanho, principal fator de risco observado no estudo, podem ser

adotadas, pois permitem maior controle da sanidade e produtividade do rebanho
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Palicourea marcgravii), no inicio de cada capitulo (TiTULO, ABSTRACT, RESUMO, INTRODUGAO, etc.), quando
aparecem pela primeira vez, seguido da abreviacdo do género (p.ex. P. marcgravii).

e) Nos titulos dos Quadros e nas Legendas das Figuras os nomes cientificos devem ser
apresentados por extenso, ja que estes sao independentes do texto.

f) No texto, os sinais de chamada para notas de rodapé devem ser numeros arabicos colocados em
sobrescrito ap6s a palavra ou frase que motivou a nota. Essa numeragdo sera continua por todo o
artigo; as notas deverdo ser langadas ao pé da pagina em que estiver o respectivo numero de
chamada, sem o uso do “Inserir nota de fim”, do Word.

Notem: para evitar a separacdo em duas linhas, os numerais devem ser apresentados junto com
suas unidades, ou seja, sem espacamento, por exemplo: 100ppm, 10mm, 50cm, 18x10cm,
(P<0,05), 15h; de conveniéncia quando seguida de letra alta (35 kg ou 35kg, 4 h ou 4h). A
abreviacdo de niumero é “no” e nao “no”; grau Celsius é “oC” e nao “oC”.

g) Os Quadros (ndo usar o termo Tabela) e as Figuras devem ser citados no texto, pelos
respectivos nimeros, em ordem crescente e devem ser submetidos separadamente do texto!

h) Siglas e abreviacoes das instituicoes, ao aparecerem pela primeira vez, deverdo ser colocadas
entre parénteses, apds o nome da instituicdo por extenso;

i) Citagoes bibliograficas serdo feitas pelo sistema “autor e ano”, p.ex. (Caldas 2005); artigos de até
dois autores serdo citados pelos nomes dos dois (Pedroso & Pimentel 2013); e com mais de dois,
pelo nome do primeiro, seguido de “et al.”, mais o ano (Brito et al. 2015); se dois artigos nao se
distinguirem, a diferenciagdo sera feita através do acréscimo de letra mintscula ao ano (Barros
2017a,2017b). A ordem de citacao deve ser cronolégica (Barbosa et al. 2003, Armién et al. 2004).
j) Recomenda-se consultar na integra todos os artigos citados; se isto nio for possivel, deve-
se colocar no texto a referéncia original (ndo consultada na integra) seguida do ano, p.ex.
(Bancroft 1921); na Lista de Referéncias deve ser incluida a referéncia original como: Bancroft
1921. ... titulo. ... peridédico. (Apud Suvarna & Layton 2013). A referéncia consultada também
deve ser incluida na Lista de Referéncias.

k) O uso de “comunicacdo pessoal” e de “dados ndo publicados” deve ser feito apenas em casos
excepcionais; no texto com citagdo de Nome e Ano, e na Lista de Referéncias como: Barbosa 2016.
Comunicacgao pessoal (Universidade Federal do Para, campus Castanhal).

1) As Legendas das Figuras devem conter informacdes suficientes para sua compreensdo
(independente do texto); e devem ser precedidas de “Fig.” seguida do nimero sem espaco, p.ex.
“Fig.8. ...”. Para elaboracao das legendas sugerimos consultar exemplos nos ultimos fasciculos
(www.pvb.com.br).

(Notem: Na legenda de Figuras compostas deve-se colocar a letra de cada “subfigura” em negrito
com pareénteses claros antes do texto correspondente e devem ser mencionados letras ou sinais,
que estao dentro de cada “subfigura”, em paréntees e claros apds o respectivo texto da legenda.)
m) O Titulo dos Quadros devem ser em negrito, sem ponto, e a “garganta” (titulo das colunas)
deve ser escrita em claro e separada por dois tragos longos horizontais; o Titulo dos Quadros e da
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“garganta” devem ser escritas em caixa alta e baixa. Os Quadros (ndo usem o termo Tabela) devem
conter os resultados mais relevantes. Ndo ha tragos verticais, nem fundos -cinzentos;
excepcionalmente pode conter tracos horizontais. Os sinais de chamada serdo alfabéticos,
recomecando, com “a” em cada Quadro. As chamadas de rodapé deverao ser lancadas logo abaixo
do Quadro respectivo, do qual serdo separadas por um traco curto a esquerda; e devem evitar
numeros arabicos. Os titulos ndo tém ponto no final, ao passo que as legendas terminam com um
ponto. Os Quadros devem ser apresentados em Word e ser editaveis, a fim de inserirmos
eventuais alteracdes de apresentacao, dentro das normas da revista.

n) Dados complexos devem ser expressos por Graficos (devem ser chamados de Figuras). Os
graficos devem ser produzidos em 2D, sem fundo e sem linhas horizontais.

3. Apresentacao das Figuras:

a) As imagens devem ser salvas em 300 dpi, arquivo TIF.

b) Numerar cada figura separadamente (1, 2, ...).

c) Figuras com assuntos similares (subfiguras) devem ser agrupadas em pranchas com espacgo
entre elas de aprox. Imm. Identifique cada imagem com uma letra maidscula (4, B, ...) colocada no
canto inferior esquerdo, de preferéncia fonte Arial 14, branca, em um quadro preto sem bordas.

d) Usar, de preferéncia, barras de escala para indicar o aumento; para micrografias dpticas
apresentar na legenda sempre o método de coloracdo e a objetiva, p. ex.: HE, obj.40x.

e) As legendas de Figuras devem conter inicialmente o que se observa na imagem, seguida das
informacgdes adicionais (Formato tipico da legenda = Fig.1. Descricdo da imagem. Diagnostico,
orgao ou tecido, espécie animal, numero do caso. Método de coloragdo e objetiva.).

4. Todas as referéncias citadas no texto devem ser incluidas na Lista de Referéncias e vice-
versa; na revisao final do artigo pelos autores, antes da submissao, isto deve ser conferido
criteriosamente, para evitar discrepancias (o sistema ScholarOne bloqueia
automaticamente artigos com discrepancias).

Exemplos de Referéncias

» Artigos publicados em periodicos:

Pavarini S.P., Soares M.P., Bandarra P.M., Gomes D.C., Bandinelli M.B., Cruz C.E.F. & Driemeier D.
2011. Mortes subitas causadas por Amorimia exotropica (Malpighiaceae) no Rio Grande do Sul.
Pesq. Vet. Bras. 31(4):291-296.

Hooiveld M., Smit L.A., Wouters .M., Van Dijk C.E., Spreeuwenberg P., Heederik D.]. & Yzermans C.J.
2016. Doctor-diagnosed health problems in a region with a high density of concentrated animal
feeding operations: a cross-sectional study. Environ. Health 17:15-24.

(Notem: Os iniciais dos autores devem ser colocados sem espaco. O sinal “&” é usado para separar
o penultimo do ultimo autor. As primeiras letras das palavras do titulo de artigos publicados em
periodicos cientificos devem ser de preferéncia minusculas. A palavra “Revista” deve ser
abreviada como “Revta” em diferenca a “Rev.”, do inglés “Review”. Deve-se indicar o nimero do
respectivo volume do periddico e, se possivel, também do fasciculo. Somente abreviacdes tem um
ponto, exceto as que terminam com a ultima letra da palavra em extenso. O trago entre as paginas
é curto (-) e ndo comprido. Nao devem ser usados “ponto-virgulas” (;) em lugar de virgulas.

> Livros:

Tokarnia C.H., Brito M.F., Barbosa ].D., Peixoto P.V. & Dobereiner J. 2012. Plantas Téxicas do Brasil
para Animais de Produgdo. 22 ed. Helianthus, Rio de Janeiro, p.305-348.

Marsh P. & Martin M. 1992. Oral Microbiology. 3rd ed. Chapman and Hall, London, p.167-196.
(Notem: A primeira letra de termos do titulo de livros deve ser mailscula. Devem ser
mencionadas as paginas que foram consultadas, em vez do total de paginas do livro.

» Capitulos de livros:
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Barros C.S.L. 2007. Doengas viricas: leucose bovina, p.159-169. In: Riet-Correa F., Schild A.L.,
Lemos R.A.A. & Borges J.R.J. (Eds), Doengas de Ruminantes e Equideos. Vol.1. 32 ed. Pallotti, Santa
Maria.

Tokarnia C.H., Brito M.F., Barbosa ].D., Peixoto P.V. & Dobereiner J. 2012. Plantas que afetam o
funcionamento do coracdo, p.27-94. In: Ibid. (Eds), Plantas Téxicas do Brasil para Animais de
Producao. 22 ed. Helianthus, Rio de Janeiro.

(Notem: As primeiras letras das palavras do titulo de capitulos de livros sdo mintsculas, mas as de
livros sdo maiusculas).

» Dissertacoes e Teses:

Silva R.M.M. 2016. Prevaléncia, identificacdo e distribuicdo das lesGes abscedativas em caprinos e
ovinos abatidos em um matadouro frigorifico no Estado da Bahia. Dissertacdo de Mestrado,
Universidade Federal do Reconcavo da Bahia, Cruz das Almas. 56p.

Sant’Ana V.A.C. 2004. Proteinograma do leite de vacas: padrdes e variabilidade. Tese de
Doutorado, Clinica Veterinaria, Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de
Sao Paulo, SP. 161p.

(Notem: (1) Deve-se evitar se referir a Dissertacdes ou Teses em vez de aos artigos baseados nas
mesmas e publicados em periodicos cientificos que sdao de mais facil acesso. (2) Nao deve-se
tentar de publicar o texto de Dissertacao ou Tese praticamente na integra sem escrever um artigo
conciso de seus resultados.

» Resumos publicados em eventos:

Mendonga F.S., Almeida V.M., Albuquerque R.F., Chaves H.A.S., Silva Filho G.B., Braga T.C., Lemos
B.0. & Riet Correa F. 2016. Paralisia laringea associada a deficiéncia de cobre em caprinos no
semiarido de Pernambuco (IX Endivet, Salvador, BA). Pesq. Vet. Bras. 36(Supl.2):50-51. (Resumo).
Pierezan F., Lemos R.A.A., Rech R.R,, Rissi D.R., Kommers G.D., Cortada V.C.L.M., Mori A.E. & Barros
C.S.L. 2007. Raiva em equinos. Anais XIII Encontro Nacional de Patologia Veterinaria, Campo
Grande, MS, p.145-146. (Resumo)
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