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RESUMO

A neosporose ¢ uma doenga causada pelo coccidio Neospora caninum que afeta uma
grande variedade de animais silvestres e domésticos. Essa doenca tem sido associada a
aborto em bovinos em muitas partes do mundo e hoje é reconhecida como uma causa de
perdas significativas para a industria mundial de animais de producdo. Estudos tém sido
realizados para avaliar a prevaléncia de anticorpos anti-N. caninum em caes de muitos
estados brasileiros. Até o0 momento, entretanto, ndo existe estudo relatando a ocorréncia
de anticorpos anti-N. caninum em caes no Estado de Pernambuco. Nesse contexto,
objetivou-se com o presente estudo avaliar a ocorréncia de anticorpos anti-N. caninum
em dois municipios no Estado de Pernambuco. No total, 455 amostras de soro de caes,
sendo 287 do municipio de Paulista (Regido Metropolitana de Recife) e 168 do
municipio de Amaraji (Zona da Mata), foram testadas pela reacdo de
imunofluorescéncia indireta para detec¢do de anticorpos anti-N. caninum. Das 455
amostras testadas, 118 (25,9%; IC 95%, 21,9-30,2) foram positivas. As freqiiéncias
encontradas em Paulista e Amaraji foram 26,1% (IC 95%: 21,1-31,6) e 25,6% (IC 95%:
19,1-32,8), respectivamente. Conclui-se que os cdes de Amaraji e Paulista encontram-se
expostos a infeccdo por N. caninum, constituindo um potencial fator de risco para

ocorréncia de surtos de abortos em bovinos e outros ruminantes nesses municipios.

Descritores: Neosporose, epidemiologia, infeccdo, caes.



ABSTRACT

Neosporosis is a disease caused by the coccidian parasite Neospora caninum that affects
a great variety of domestic and wild animals. This disease has been associated with
abortion in cattle in many parts of the word and today it is recognized a cause of
significant losses to the worldwide livestock industry. Studies have been carried out to
access the occurrence of antibodies to N. caninum in dogs from many Brazilian states.
To date, however, there is no study reporting the occurrence of antibodies against N.
caninum in dogs in the State of Pernambuco. In this context, the objective of this study
was to access the occurrence of antibodies to N. caninum in two municipalities of
Pernambuco. A total of 455 serum samples of dogs, being 287 from the municipality of
Paulista (metropolitan region of Recife) and 168 from the municipality Amaraji
(Atlantic Rainforest region), were tested by an immunofluorescence antibody reaction
to detect antibodies to N. caninum. Out of the 455 samples tested, 118 (25.9%; IC 95%,
21.9-30.2) were positive. The seroprevalence rates found in Paulista and Amaraji were
26.1% (IC 95%: 21.1-31.6) and 25.6% (IC 95%: 19.1-32.8), respectively. In
conclusion, dogs from Amaraji and Paulista are exposed to N. caninum infection,
constituting a potential risk factor for the occurrence of outbreaks of abortion in cattle

and other ruminants in these municipalities.

Keywords: Neosporosis, epidemiology, infection, dogs.
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1 INTRODUCAO

A neosporose ¢ uma doenca parasitaria causada pelo Neospora caninum, um
coccidio de descricdo relativamente recente, amplamente distribuido no mundo e de
grande importancia veterindria, principalmente para industria pecudria. Além de
provocar perda na producdo de leite (HERNANDEZ; RISCO; DONOVAN, 2001), a
neosporose ¢ uma das principais causas de aborto em rebanhos bovinos em varias partes
do mundo (DUBEY; SCHARES; ORTEGA-MORA, 2007).

Os cdes domésticos sdo os hospedeiros definitivos do N. caninum e, por
conseguinte, assumem um papel fundamental no ciclo de transmissdo desse agente para
outros animais, por exemplo, bovinos. Quando infectados, os cdes liberam oocistos nas
fezes, contaminando o ambiente, muitas vezes sem apresentar qualquer sinal clinico
sugestivo de neosporose (MCALLISTER et al., 1998). Os hospedeiros intermediarios
como, por exemplo, bovinos, ovinos, caprinos e bubalinos se infectam por meio da
ingestao de oocistos esporulados presentes no pasto ou na agua (DUBEY, 1999).

Uma vez que o cdo doméstico ¢ um elo importante na cadeia de transmissao
da neosporose, o estudo da epizootiologia da infeccdo por N. caninum em caes passa a
ser de grande importancia para a elaboracdo de estratégias de controle dessa doenca.
Estudos sobre a prevaléncia de anticorpos anti-N. caninum em caes t€m sido realizados
em diversos estados brasileiros, em geral, com o objetivo de avaliar a exposi¢do a
infeccdo. E uma vez que os caes sdo os hospedeiros definitivos, esses estudos servem
como indicador de risco para infec¢do por N. caninum para outros animais, como
bovinos. Entretanto, até o momento, nao foram realizados estudos dentro desse escopo
no Estado de Pernambuco, Nordeste do Brasil.

Dentro desse contexto, objetivou-se contribuir para o conhecimento da
epizootiologia da neosporose em Pernambuco, especificamente verificando a ocorréncia
de anticorpos anti-N. caninum em cdes nos municipios de Paulista (area urbana) e

Amaraji (4rea rural).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Historico

A neosporose canina foi descrita pela primeira vez em meados da década de 80.
Na ocasido, pesquisadores diagnosticaram uma encefalopatia de etiologia desconhecida
em sete cdes domésticos, na Noruega (BJERKAS; MOHN; PRESTHUS, 1984). O
agente causador da encefalopatia foi encontrado em amostras de cérebro e muisculos dos
caes, contudo ndo foi especificamente identificado. Anticorpos anti-7oxoplasma gondii
ndo foram encontrados nesses caes.

Quatro anos mais tarde, nos Estados Unidos, Dubey et al. (1988a) encontraram
um parasito similar aquele relatado por Bjerkds, Mohn e Presthus (1984) e o
descreveram como uma nova espécie de coccidio, denominando-o de N. caninum.

Os cistos de N. caninum foram encontrados em corte histoloégico de varios
tecidos, especialmente em cérebro e medula espinhal de dez dos 23 caes que
apresentavam alteracdes neurologicas e cuja morte fora atribuida a toxoplasmose
(DUBEY et al., 1988a).

Em 1988, Dubey et al. (1988b) isolaram o coccidio N. caninum em cultivo
celular e em camundongos pela primeira vez e desenvolveram um teste de
imunofluorescéncia indireta para o diagndstico soroldgico da neosporose.

Ainda no final da década de 80 e na década de 90, foram desenvolvidos varios
métodos de diagnostico para neosporose canina, incluindo testes imunohistoquimicos
(LINDSAY; DUBEY, 1989), ensaio de imunoadsor¢do enzimatica (ELISA)
(BJORKMAN et al., 1994; LALLY; JENKINS; DUBEY, 1996), aglutinacdo direta
(ROMAN; THULLIEZ; DUBEY, 1998) e testes moleculares (KAUFMANN et al.,
1996; SPENCER; WITHEROW; BLAGBURN, 2000).

Em 1989, a neosporose passou a ser incriminada como causa de aborto em
bovinos (THILSTED; DUBEY, 1989). Nos anos seguintes, a doenca passaria a ser a
maior causa de aborto em bovinos em algumas regidoes do mundo (ANDERSON et al.,

1991).
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Num estudo realizado no inicio dos anos 90, Dubey, Koestner e Piper (1990)
analisaram amostras de tecidos de cdes com manifestagdes neurologicas, armazenadas
desde a década de 50, nesta ocasido encontraram resultados positivos em caes, o que
confirma a presenga de cdes infectados desde aquela época.

Ainda na década de 90, estudos demonstraram que a infec¢do por N. caninum
em animais assintomaticos era relativamente comum (PARE; THURMOND;
HIETALA, 1994).

Em pouco mais de duas décadas de historia, muitos avancos em relacdo ao
conhecimento sobre a biologia do N. caninum e sobre a epidemiologia da neosporose
em muitas partes do mundo foram alcancados. Porém, ao que parece, essa historia esta
apenas comegando. Recentemente, surgiram alguns questionamentos sobre a
possibilidade de as espécies N. caninum, Neospora hughesi e Hammondia heydorni
(anteriormente conhecido como Isospora bigemina) serem sinonimas. Essas questdes
foram levantadas devido as similaridades morfologicas entre os oocistos desses
coccidios e pelo fato de a descricdo do N. caninum ter sido considerada incompleta, haja
vista que o espécime-tipo ainda ndo havia sido depositado numa colecdo de referéncia
(HEYDORN; MEHLHORN, 2002; MEHLHORN; HEYDORN, 2000).

Com o objetivo de esclarecer essa questdo, isto ¢, se o agente da neosporose
canina era realmente uma espécie valida, Dubey et al. (2002) redescreveram o M.
caninum, diferenciando-o do 7. gondii e de véarios outros coccidios. Nesse mesmo
estudo, os pesquisadores relataram o depdsito de espécimes de N. caninum em museus,
seguindo as recomendagoes atuais do Codigo Internacional de Nomenclatura Zoologica.
Essa extensa revis@o sobre a taxonomia do N. caninum dirimiu todas as davidas sobre o

status taxondmico desse coccidio que, definitivamente, ¢ uma espécie valida.

2.2 Etiologia

A neosporose ¢ uma enfermidade parasitiria causada pelo N. caninum, um
protozoario de descricdo relativamente recente, pertencente a familia Sarcocystidae,

dentro da ordem Eucoccidiida (DUBEY et al., 1988a).
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O N. caninum é um coccidio morfologicamente semelhante ao 7. gondii, porém,
as duas espécies podem ser diferenciadas pelas suas caracteristicas ultraestruturais,
imunogénicas e patogénicas (DUBEY; LINDSAY, 1993).

Estruturalmente, como todo coccidio, o N. caninum pode apresentar-se de varias
formas, dependendo da fase de desenvolvimento no seu ciclo evolutivo. Os taquizoitos
e os cistos sdo as formas intracelulares encontradas nos hospedeiros intermediarios
(DUBEY et al., 2002). Ja os oocistos sdo as formas liberadas nas fezes dos hospedeiros
definitivos para o ambiente (MCALLISTER et al., 1998).

Os taquizoitos possuem formato de meia lua e medem entre 3 ¢ 7 um de
comprimento por 1 a 5 um de largura, conforme o estagio de divisdo. Podem ser
encontrados em diferentes células do corpo dos animais infectados, tais como células do
sistema nervoso, macrofagos, fibroblastos, células do endotélio vascular, midcitos,
células do epitélio dos tibulos renais e hepatédcitos (DUBEY et al., 1988a; DUBEY et
al., 2002).

Os cistos teciduais (Figura 1) possuem formato arredondado, medem até 107 um
de diametro e sdo encontrados principalmente em células do sistema nervoso (DUBEY
et al., 1988a; DUBEY; KOESTNER; PIPER, 1990). De parede lisa, medem de 1 a 4 pm
de espessura e se diferenciam do cisto de 7. gondii o qual tem a espessura de parede
inferior a 1 pm. No interior dos cistos encontram-se os bradizoitos, medindo 6 a 8§ um
de comprimento por 1,0 a 1,8 um de largura (BJERKAS; MOHN; PRESTHUS, 1984;
DUBEY et al., 1988a; DUBEY et al., 2002).

Figura 1. Cisto tecidual de N. caninum (DUBEY; SCHARES; ORTEGA-MORA, 2007).
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Os oocistos medem de 10 a 11 pm de didmetro e quando esporulado contém dois
esporocistos com quatro esporozoitos cada um. Os oocistos possuem a capacidade de
esporular no meio ambiente, em um periodo de 24 horas (MCALLISTER et al., 1998).

Acredita-se que a descricdo recente do N. caninum esteja mais relacionada a
dificuldade do diagnéstico, por sua similaridade com o 7. gondii, do que pela hipotese
de ser um novo agente etioldgico (SOUZA et al., 2001). Além do T. gondii, outros
coccidios como Sarcocystis cruzi, Hammondia hammondi, Hammondia pardalis e
Hammondia heydorni também possuem uma estreita relacdo filogenética com o M.
caninum (DUBEY et al., 1988a). Apesar disso, estudos mostram com clareza que se

tratam de espécies geneticamente distintas (SIVERAJAH et al., 2003).

2.3 Hospedeiros

O cao doméstico ¢ considerado o hospedeiro definitivo do N. caninum. Num
estudo experimental, cdes que haviam ingerido cérebros de camundongos contendo
cistos de N. caninum eliminaram os oocistos ndo esporulados nas fezes (LINDSAY;
DUBEY; DUNCAN, 1999; MCALLISTER et al., 1998). Além dos caes, os coiotes
(Canis latrans) também foram recentemente incriminados como hospedeiros definitivos
de N. caninum (GONDIM et al., 2004).

Varios animais, incluindo bovinos (THILSTED; DUBEY, 1989), caprinos
(BARR et al., 1992; DUBEY et al., 1992), ovinos (DUBEY; KOESTNER; PIPER,
1990), cervideos (WOODS et al., 1994; DUBEY et al., 1996b) e aves (COSTA et al.,
2008), ja foram relatados como hospedeiros intermediarios de N. caninum. Presenca de
anticorpos anti-N. caninum ja foi demonstrada em bufalos, raposas (BUXTON et al.,
1997) e camelos (HILALI et al., 1998). Além desses, outros animais como macacos,
ratos e porcos também demonstraram, sob condi¢des experimentais, a capacidade de
atuar como hospedeiros intermediarios para o N. caninum (DUBEY, 1999).

Até o momento, ndo ha relatos da presenca de N. caninum em humanos. No
entanto, sua semelhanca com o 7. gondii, além de sua capacidade de infectar
experimentalmente macacos, sugere a possibilidade de infec¢do humana. Anticorpos
anti-N. caninum ja foram detectados em soro humano, embora a soropositividade tenha

sido baixa (NAM; KANG; CHOI, 1998).
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2.4 Ciclo de vida do N. caninum

O ciclo de vida do N. caninum (Figura 2) se divide em duas fases, uma
sexuada e outra assexuada. A fase sexuada ocorre nos hospedeiros definitivos. Apos a
ingestdo de tecidos contendo cistos de N. caninum, ingestdo de alimentos contaminados
com taquizoitos ou ingestdo de oocistos esporulados, os hospedeiros definitivos se
infectam e posteriormente passam a liberar oocistos ndo esporulados nas fezes

(MCALLISTER et al., 1998).

Hospedeiro
definitivo

Oocistos nédo
esporulados
eliminados

nas fezes

Cistos teciduais

ingeridos pelo-cag Cistos teciduais no

* hospedeiro
intermediario =

-,

o s . -
Taquizoitos &
transmitidos via .
Oocistos no
placenta

alimento, agua ou
solo

Ingeridos pelo

L]
Alimento e agua
contaminada e
hospedeiros
intermediario

. Hospedeiros -
Feto infectado intermediarios / Oocistos

A —— S— esporulados

Figura 2. Ciclo de vida do N. caninum (adaptado de DUBEY, 1999).

A liberacdo de oocistos nas fezes de cdes infectados com cistos de N.
caninum ocorre a partir de cinco dias ou mais apds a ingestdo do cisto e pode durar por
um periodo que varia entre um dia (DUBEY; SCHARES; ORTEGA-MORA, 2007) a
até aproximadamente um més (RODRIGUES et al., 2004). Durante esse periodo os caes
podem liberar no ambiente uma quantidade bastante variada de oocistos, que pode

variar de poucos a até mais de quatro milhdes (LINDSAY; DUBEY; DUNCAN, 1999).
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No ambiente, os oocistos esporulam (Figura 3) em 24 a 72 horas. Entdo, os
oocistos passam a ter dois esporocistos, cada um contendo quatro esporozoitos
(MCALLISTER, 1999). Estudos mostraram que a quantidade de cistos em tecidos
ingeridos influencia na quantidade de oocistos que sdo liberados nas fezes pelos

hospedeiros definitivos (MCALLISTER, 1999; MCALLISTER et al., 1998).

Figura 3. Oocisto ndo esporulado (a) e oocisto apos esporulacdo, contendo dois esporocistos (b)
(MCALLISTER, 1999).

A fase assexuada ocorre nos hospedeiros intermedidrios, incluindo os caes.
Ao ingerirem o oocisto esporulado, os esporozoitos sdo liberados na luz do intestino,
podendo penetrar nas células da parede intestinal.

Os taquizoitos se dividem rapidamente e se espalham pelo organismo do
hospedeiro, podendo infectar varias células como os neurdnios, células
polimorfonucleares, hepatocitos, células tubulares renais, entre outras (DUBEY et al.,
1988a), podendo eventualmente causar lesdes nos respectivos 6rgaos (HEMPHILL et
al., 1996).

Alguns taquizoitos se transformam em bradizoitos e permanecem
encapsulados, latentes, em cistos de parede espessa. Estudos experimentais apontam que
os cistos podem se formar rapidamente, em até¢ 17 dias apds infec¢do (DUBEY et al.,
1996a). Quanto tempo o cisto permanece vidvel em tecido nervoso ainda ndo se sabe,
mas experimentalmente os cistos permaneceram viaveis em cérebro de ratos por pelo

menos um ano (LINDSAY; BLAGBURN; DUBEY, 1992).
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Fetos abortados e bezerros infectados podem abrigar cistos vidveis de M.
caninum em varios tecidos. Eventualmente, as carcacas desses animais podem servir de
fonte de infecgdo para os caes que as ingerirem (MCALLISTER, 1999).

Além da transmissdo horizontal, animais podem infectar-se por via
transplacentaria (ANDERSON et al., 1997, BARBER; TREES, 1998). A transmissao
vertical ¢ de grande importancia para a perpetuacdo da infeccdo por N. caninum em
rebanhos, pois possibilita a manutengdo da infec¢do mesmo na auséncia de um
hospedeiro definitivo, mantendo-a por varias geracdes (BJORKMAN et al., 1996). Esse
tipo de transmissdo foi experimentalmente demonstrado em varios animais, como caes,
bovinos, ovinos, caprinos, felinos e macacos (BARBER; TREES, 1998; DUBEY;
KOESTNER; PIPER, 1990).

A transmissdo vertical por meio da ingestdo de colostro de fémeas
infectadas tem sido foco de estudos experimentais (DAVISON et al., 2001; MOSKWA
et al., 2007). Estudos revelaram a presenga de DNA de N. caninum em leite de vacas
soropositivas (MOSKWA et al., 2007). Vitelos alimentados com colostro infectado
desenvolveram anticorpos especificos contra N. caninum, mas ndo foram encontrados
cistos de N. caninum em exame histologico de cérebro ou coracdo destes vitelos

(DAVISON et al., 2001).

2.5 Distribuicdo geografica

O N. caninum apresenta uma ampla distribuicdo mundial, ocorrendo em
todos os continentes, exceto na Antartida. Isolados de N. caninum ja foram obtidos de
diferentes hospedeiros em varios paises — Australia, Brasil, Japao, Coréia, Malasia,
Nova Zelandia, Portugal, Espanha, Suécia, Estados Unidos, Holanda, Italia, Alemanha,
Reino Unido e Argentina (DUBEY; LINDSAY, 1996; DUBEY; SCHARES;
ORTEGA-MORA, 2007; GONDIM et al., 2001). Até o presente momento ndo foram
isoladas cepas de N. caninum da Africa, porém existem evidéncias irrefutaveis que esse
parasito circula na regido (JARDINE; DUBEY, 1992), sendo inclusive apontado como
causa de abortos em bovinos nesse continente (JARDINE; LAST, 1995).

No Brasil, a circulagdo do N. caninum ja foi comprovada em todas as

regides geograficas (Figura 4) (AGUIAR et al., 2006; ANDREOTTI et al., 2004;
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AZEVEDO et al., 2005; CANON-FRANCO et al., 2003; CORBELLINI; COLODEL;
DRIEMEIER, 2001; GONDIM et al., 2001; LOCATELLI-DITTRICH et al., 2003,
2004; MINEO et al., 2001; OLIVEIRA et al., 2004; PENA et al., 2007; RAGOZO et
al., 2003; RODRIGUES et al., 2004; SILVA et al., 2007; TEIXEIRA et al., 2006).

Figura 4. Distribuigdo geografica do N. caninum no Brasil.

2.6 Prevaléncia de anticorpos anti-V. caninum em caes

Estudos para deteccdo de anticorpos anti-N. caninum em cdes ja foram
realizados em mais de 30 paises, abrangendo regides das Américas, Europa, Australia,
Africa e Asia (DUBEY; SCHARES; ORTEGA-MORA, 2007). Em geral a
soroprevaléncia varia de menos de 1% até 20% (DUBEY; SCHARES; ORTEGA-
MORA, 2007), mas pode ser tdo alta quanto 97,5% ou 100% em algumas regides
(ANTONY; WILLIAMSON, 2003).

No Brasil, estudos sobre a prevaléncia de anticorpos anti-N. caninum em
cdes foram realizados nas regides Sul (GIRALDI et al., 2002; SOUZA et al., 2002),
Sudeste (FERNANDES et al., 2004; GENNARI et al., 2002, 2006; HASEGAWA et al.,
2004; MINEO et al., 2001, 2004; SILVA et al., 2007; VARANDAS et al., 2001),
Centro-Oeste (ANDREOTTI et al., 2004, 2006; OLIVEIRA et al., 2004), Nordeste
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(AZEVEDO et al., 2005; JESUS et al., 2006; TEIXEIRA et al., 2006) e Norte
(AGUIAR et al., 2006; CANON-FRANCO et al., 2003). Nesses estudos a prevaléncia
variou de 0%, no Parand, (GIRALDI et al.,, 2002) até 58,9%, em Sao Paulo
(HASEGAWA et al.,, 2004). A técnica mais freqlientemente utilizada ¢ a RIFIL,

adotando-se como ponto de corte a diluicdo de 1:50 (Tabela 1).

Tabela 1 — Freqiiéncia de anticorpos anti-N. caninum em cies em estudos realizados no Brasil.

Regido/  Total de Positivos Teste Ponto de Referéncia

Estado  caes (%) corte

Nordeste

BA 415 12 RIFI 1:50 JESUS et al. (2006)

MA 100 45 RIFI 1:50 TEIXEIRA et al. (2006)
PB 286 8,4 RIFI 1:50 AZEVEDO et al. (2005)
Norte

RO 157 83 RIFI 1:25 CANON-FRANCO et al. (2003)
RO 174 12,6 RIFI 1:50 AGUIAR et al. (2006)
Centro-Oeste

MS 345 27,2 RIFI 1:50 ANDREOTTI et al. (2006)
MS 245 26,5 RIFI 1:50 OLIVEIRA et al. (2004)
MS 40 30 RIFI 1:100 ANDREOTTI et al. (2004)
Sudeste

MG 300 10,7 RIFI 1:50 FERNANDES et al. (2004)
MG 58 18,9 RIFI 1:50 FERNANDES et al. (2004)
MG 92 21,7 RIFI 1:50 FERNANDES et al. (2004)
MG 163 6,7 RIFI 1:50 MINEO et al. (2001)

MG 275 7,9 ELISA - MINEO et al. (2004)

MG 94 12,8 ELISA - MINEO et al. (2004)

MG 300 10,7 RIFI 1:25 SILVA et al. (2007)

SP 39 58,9 RIFI 1:50 HASEGAWA et al. (2004)
SP 500 10 DAT 1:25 GENNARI et al. (2002)

SP 611 25 DAT 1:25 GENNARI et al. (2002)

SP 295 8,4 RIFI 1:50 VARANDAS et al. (2001)
SP 204 17,6 RIFI 1:50 GENNARI et al. (2006)
Sul

PR 134 21,6 RIFI 1:50 SOUZA et al. (2002)

PR 31 0 RIFI 1:50 GIRALDI et al. (2002)

PR 24 29,1 RIFI 1:50 ROMANELLI et al. (2007)

BA=Bahia; MA=Maranhdo; MG=Minas Gerais; MS=Mato Grosso do Sul; PB=Paraiba; PR=Parana;
RO=Rondonia; SP=Sdo Paulo; RIFI=reacdo de imunofluorescéncia indireta; ELISA=ensaio de
imunoabsorbancia ligado a enzima; DAT=teste de aglutinagao direta.
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2.7 Fatores de risco associados a soroprevaléncia em cées

Os fatores de ricos associados a infeccdo por N. caninum tém sido
investigados em diferentes partes do mundo, inclusive no Brasil. Em geral, a
prevaléncia de anticorpos anti-N. caninum esta associada ao estilo de vida. Caes de
areas rurais, particularmente animais pastores ou que vivem em fazenda estdo mais
expostos ao risco de infec¢ao por N. caninum (DUBEY; SCHARES; ORTEGA-MORA,
2007).

Ainda nesse estudo, os autores observaram que o titulo de anticorpos de
uma cadela prenhe aumentou significativamente na gestacdo. Isso levou os autores a
sugerirem que a infec¢do por N. caninum poderia ser reativada durante a gestagdo, da
mesma maneira como ocorre na infecgao por Toxocara canis.

Na Italia, pesquisadores encontraram uma correlacdo positiva entre a
soropositividade para anticorpos anti-N. caninum e a presenga de anticorpos anti-
Leishmania infantum (CRINGOLI et al., 2002). Em contraste, num estudo mais recente
também realizado na Italia, Paradies ef al. (2007) ndo encontraram uma correlagao entre
a soropositividade para anticorpos anti-N. caninum ¢ a presenca de anticorpos anti-L.
infantum. Nesse mesmo estudo, os pesquisadores italianos encontraram uma correlagao
positiva entre a prevaléncia de anticorpos anti-N. caninum ¢ a idade dos caes. Da mesma
forma, a prevaléncia de anticorpos anti-N. caninum significativamente mais alta em caes
de fazenda (PARADIES et al., 2007). Também na Italia, Ferroglio et al. (2007)
encontraram uma soroprevaléncia mais alta em caes pastores, nos quais a
soroprevaléncia aumentava de acordo com a idade. De fato, um outro estudo recente,
realizado na Republica Checa, também indica que a soroprevaléncia ¢ mais alta em caes
mais velhos (VACLAVEK et al., 2007).

No Brasil, em estudo realizado no municipio de Uberlandia, Estado de
Minas Gerais, a prevaléncia de anticorpos anti-N. caninum foi mais elevada em caes
errantes, quando comparada aquela encontrada em cdes atendidos no Hospital
Veterinario da Universidade Federal de Uberldndia ou em clinicas veterinarias

particulares da cidade (MINEO et al., 2004). Na Paraiba, Azevedo et al. (2005)
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encontraram também soropositividade maior em cdes que tinham contato com o
ambiente extra-domiciliar.

No Maranh@o, ndo foi encontrada diferenca na soroprevaléncia em relacdo
ao sexo (TEIXEIRA et al., 2006). De fato, o sexo ndo parece ser um fator de risco
associado a neosporose canina, como ja demonstrado em outros estudos realizados no

Brasil e em outros paises (CAPELLI ez al., 2004; PARADIES et al., 2007).

2.8 Aspectos clinicos

A neosporose canina ¢ uma doenga grave e de prognodstico reservado.
Manifesta-se clinicamente por sinais neurologicos que vao desde paresia de membros
posteriores até paralisia espastica (PERL et al., 1998). Acredita-se que esses sinais
sejam resultados de meningoencefalite e miosite (BJERKAS; MOHN; PRESTHUS,
1984; DUBEY; LINDSAY, 1996; JACOBSON; JARDINE, 1993; SHEHAN et al.,
1993; UGGLA et al., 1989). Além dos sinais neuroldgicos, as manifestacdes cutineas,
como dermatite piogranulomatosa ulcerativa, encontram-se descritas na literatura
(DUBEY et al., 1995; FRITZ et al., 1997; PERL et al., 1998). Muitos caes infectados
pelo N. caninum podem nao apresentar sinais clinicos da doenga, mas t€m a capacidade
de liberar oocistos no ambiente (PARE; THURMOND; HIETALA, 1994;
RODRIGUES et al., 2004).

Na Alemanha, dois cdes de uma ninhada de oito filhotes apresentaram
paresia e hiperextensdo dos membros posteriores nas primeiras semanas de vida
(PETERS; WAGNER; SCHARES, 2000). No Brasil, Gondim et al. (2000) relataram
um caso de um cdo da raga Collie, com sete anos de idade, que apresentou
incoordenagdo e paresia de membros posteriores. Na Argentina, um filhote da raca
Boxer apresentou paresia progressiva e atrofia muscular de membros posteriores
(BASSO et al., 2005).

Em estudo recente, nos Estados Unidos, Dubey et al. (2007) relataram um
caso interessante de neosporose numa ninhada de cinco filhotes de caes da raca Beagle.
Observaram sinais clinicos como fraqueza e claudicagdo, acompanhada de

enrijecimento e atrofia dos membros posteriores. Os membros afetados se posicionavam



22

apontados para frente. Um dos filhotes ndo desenvolveu sinais clinicos e outro

desenvolveu uma forma clinica branda, apresentando apenas um andar desajeitado.

2.9 Diagnostico

O diagnostico clinico-epidemioldgico da neosporose canina pode ser dificil de
ser obtido. Os sinais clinicos observados na neosporose sdo geralmente inespecificos e
podem ser confundidos com outras doengas, por exemplo, cinomose. Além disso, pouco
se sabe em relacdo a epizootiologia da doenca no Brasil. Logo, os exames laboratoriais
geralmente sdo necessarios para o fechamento do diagndstico.

Os testes sorologicos assumem um importante papel tanto no diagnostico da
doenca quanto em estudos epidemiologicos (LASRI et al., 2004). Dentre os testes
sorologicos disponiveis, a reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) tem sido
utilizada como o teste de referéncia, por apresentar uma sensibilidade satisfatoria, além
de poucas reacdes cruzadas com outros coccidios (DUBEY et al., 1996a; HEMPHILL,;
GOTTSTEIN, 2000). Via de regra, o ponto de corte adotado ¢ a diluicdo de 1:50
(SILVA et al., 2007), embora outros pontos de cortes também sejam utilizados
(DUBEY; SCHARES; ORTEGA-MORA, 2007).

Outras técnicas sorologicas, tais como ensaio de imunoadsor¢do enzimatica
(ELISA) (LASRI et al., 2004) e o teste de aglutinagdo direta (ROMAND et al., 1998),
tétm sido empregadas para o diagndstico soroldgico, em geral, apresentando boa
sensibilidade e especificidade (BJORKMAN; UGGLA, 1999).

Até o momento, ndo existem testes rapidos, isto €, kits comercialmente
disponiveis para o diagnostico soroldgico da neosporose. Em estudo recente,
pesquisadores brasileiros padronizaram e compararam um novo ensaio de Dot-ELISA
com a RIFI para o diagndstico da neosporose. O Dot-ELISA apresentou sensibilidade
de 94% e especificidade de 73% quando comparado com a RIFI, utilizando o ponto de
corte de 1:50 (PINHEIRO et al., 2005).

Além dos testes sorologicos, testes moleculares t€ém sido utilizados para o
diagnostico da neosporose, embora com menos freqiiéncia (SCHATZBERG et al.,
2003). O desenvolvimento da biologia molecular tem sido de grande importancia para o

diagnostico da neosporose e de outras doencgas parasitarias, pois permite a amplificacdo
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de pequenas quantidades de DNA, nos mais diversos tipos de amostras clinicas
(KAUFMANN et al., 1996; MULLER et al., 1996; SPENCER; WITHEROW;
BLAGBURN, 2000). Os testes moleculares baseiam-se na reagdo em cadeia da
polimerase (PCR), uma técnica extremamente sensivel e especifica, além de rapida
(MULLER et al., 1996).

Exames parasitologicos de fezes de cdes podem revelar a presenca de
oocistos, porém a diferenciagdo entre oocistos de N. caninum e de outros coccidios (por
exemplo, H. heydornii) ndo € possivel com base apenas em microscopia Optica. Faz-se
necessaria a realizagdo de outros ensaios, tais como a inoculagdo experimental de
oocistos esporulados em animais de laboratério (DUBEY, 1999) ou realizagdo da PCR
(PALAVICINI et al., 2007).

O exame histopatologico de tecidos como musculos e cérebro, por exemplo,
deve ser realizado sempre que possivel. Entretanto, uma vez que ndo existem lesdes
patognomodnicas de neosporose no exame histopatologico, o uso da técnica de
imunohistoquimica se torna necessario. Esse teste permite a deteccdo de taquizoitos e
bradizoitos em tecidos fixados com formalina e parafinados, utilizando a técnica do
complexo avidina-biotina-peroxidase (CROOKSHANKS et al., 2007; GIRALDI;
BRACARENSE; VIDOTTO, 2001).

2.10 Tratamento e controle

O tratamento da neosporose canina baseia-se no uso de clindamicina na
dose de 11-22 mg/kg, 8/8 horas (CROOKSHANKS et al., 2007), associada ou ndo a
sulfonamidas na dose de 15 mg/kg, 12/12 horas, além de pirimetamina na dose de
Img/kg (s.i.d.). O tratamento deve ser mantido por um periodo que varia de uma a nove
semanas, até que haja recuperagao total do animal ou pelo menos o estacionamento do
quadro clinico (BARBER; TREES, 1996).

O uso de antiinflamatérios ndo esterdides (BUXTON; MCALLISTER;
DUBEY, 2002), fisioterapia (CROOKSHANKS et al., 2007) e suplementagdo com
vitaminas do complexo B, em caso de possiveis deficiéncias de acido folico, ¢

recomendavel (GIRALDI; BRACARENSE; VIDOTTO, 2001).
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O controle da neosporose foi objeto de extensa revisdo recentemente
publicada (DUBEY; SCHARES; ORTEGA-MORA, 2007). As medidas de controle
devem ser focadas na redugdo dos fatores que porventura favorecam a perpetuagdo do
ciclo de transmissdo do N. caninum. Por exemplo, deve-se restringir o contato entre
caes e animais de producdo, limitando o acesso dos cdes aos arredores da casa. No caso
de caes pastores, por exemplo, isso pode ndo ser uma alternativa possivel. Deve-se,
entretanto, evitar que cdes tenham acesso a restos placentarios e fetos abortados
(DUBEY, 2003). Uma boa higiene das pastagens e um correto armazenamento de ragao
também sdo medidas importantes para o controle da neosporose (DUBEY; SCHARES;
ORTEGA-MORA, 2007).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Area de estudo

Utilizaram-se amostras de soro de cdes provenientes dos municipios de
Paulista e Amaraji (Figura 5), localizados, respectivamente, na Regido Metropolitana do

Recife e Zona da Mata do Estado de Pernambuco, Nordeste do Brasil.
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Figura 5. Localizagdo dos municipios de Paulista ¢ Amaraji, no Estado de Pernambuco, Brasil.

O municipio de Paulista (latitude 07°56'27" Sul e longitude 34°5223" Oeste)
possui uma populacdo de 307.744 habitantes e um territorio de aproximadamente 94
km®. Seu clima ¢ tropical tmido com chuvas concentradas no periodo de fevereiro a
junho. A temperatura média anual varia entre 24 e 26°C. A umidade relativa do ar varia
entre 72,5 e 85% e a precipitagdo média anual geralmente excede os 1.600 mm. Embora

seja considerado um municipio 100% urbanizado, Paulista guarda algumas
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caracteristicas rurais, tais como a criacao de animais de produ¢do (o rebanho bovino foi
estimado em 658 cabecgas, em 2006) ¢ o cultivo da banana (IBGE, 2007).

O municipio de Amaraji (latitude 08°22'59" Sul e longitude 35°27'09"
Oeste) possui uma populagdo de 22.279 habitantes e um territério de aproximadamente
238,86 km®. O clima do municipio é tropical umido com chuvas concentradas de
fevereiro a outubro. A temperatura média anual é de 24°C e a umidade relativa do ar ¢
de aproximadamente 80%. A precipitagdo média anual geralmente excede os 1.600 mm.
Umas das atividades do municipio ¢ a criacdo de animais de produgdo, tais como
bovinos (rebanho estimado em 5.249 cabegas, em 2006), bubalinos, caprinos, ovinos,
suinos ¢ aves (IBGE, 2008).

Paulista ¢ um municipio considerado 100% urbanizado pelo Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica. Amaraji ¢ um municipio de colonizacdo antiga,
cuja vegetacdo nativa foi quase que totalmente devastada, substituida principalmente

por culturas de cana-de-acucar, restando poucos remanescentes de Mata Atlantica

(Figura 6).

Figura 6. Desmatamento no municipio de Amaraji. Ao fundo, a presen¢a de um resquicio de Mata

Atlantica.
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3.2 Amostras

Foram analisadas 455 amostras de soros de cdes depositadas no banco de
soros do Laboratdrio de Imunoparasitologia do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhies,
unidade da Fundag¢do Oswaldo Cruz em Recife, estocadas a —20°C. Essas amostras
foram coletadas em momentos diferentes, durante projetos referentes ao estudo das
leishmanioses em Pernambuco. Dentre as amostras selecionadas, 168 foram coletadas
na década de 90 em propriedades rurais no municipio de Amaraji e 287 coletadas em

2005 durante a campanha de vacinagao anti-rabica no municipio de Paulista.

3.3 Teste sorolégico

Para pesquisa de anticorpos IgG anti-N. caninum pela RIFI, utilizou-se o
método recomendado por Camargo (1974). Como antigeno, utilizou-se taquizoitos
integros de N. caninum (cepa NC-1). Em cada lamina teste, incluiram-se controles
negativo (soro de cdo sabidamente negativo) e positivo (soro de cdo sabidamente
positivo). Consideraram-se positivas todas as amostras com fluorescéncia na dilui¢do de
1:50, conforme previamente descrito (DUBEY et al., 1988a). Os testes foram realizados
no Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes (CPqQAM), unidade técnico-cientifica da
Fundag¢ao Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) em Pernambuco.

3.4 Analise estatistica

Utilizou-se o teste qui-quadrado (y2) para comparar as taxas de
soropositividade em relagdo ao municipio de origem. Consideraram-se estatisticamente
significativas as associagdes com valor de p < 0,05. Calcularam-se os intervalos de

confianga de 95% (IC 95%) para cada uma das taxas de soropositividade encontradas.



28

A analise estatistica foi realizada com auxilio do programa Epi Info, versao
6.04d, disponibilizado gratuitamente pelo Centers for Disease Control and Prevention,

Atlanta, Estados Unidos.

3.5 Questoes éticas

As amostras utilizadas no presente estudo foram coletadas durante dois
projetos distintos. O projeto referente as amostras coletadas no municipio de Paulista foi
licenciado pela Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA), da Fundagdo Oswaldo
Cruz (FIOCRUZ), sob o numero de protocolo CEUA P.0299-06. J4 o projeto referente
as amostras coletadas no municipio de Amaraji foi realizado na década de 90, ocasido

na qual a CEUA ainda ndo havia sido criada.
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4 RESULTADOS

Das 455 amostras analisadas para pesquisa de anticorpos anti-N. caninum,
118 (25,9%) foram consideradas positivas (IC 95%: 21,9-30,2).

No que diz respeito a origem, das 287 amostras de cdes provenientes do
municipio de Paulista, 75 (26,1%) foram positivas (IC 95%: 21,1-31,6).

Em rela¢@o ao municipio de Amaraji, das 168 amostras de caes testadas, 43
(25,6%) foram positivas (IC 95%: 19,1-32,8).

Quando as freqliéncias de anticorpos anti-N. caninum encontradas em
Paulista e Amaraji foram comparadas, ndao houve diferenca estatisticamente
significativa (x° = 0,02; p-valor = 0,899). Da mesma forma, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa em relagdo as freqliéncias de anticorpos encontradas nos
municipios de Paulista e Amaraji quando essas foram comparadas com a

soropositividade geral encontrada no estudo (X2 =0,02; p-valor = 0,992).
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5 DISCUSSAO

Estudos realizados no Brasil para deteccdo de anticorpos anti-N. caninum
em cdes demonstraram resultados bem variados com a taxas de soroprevaléncia
variando de 0% em caes apresentando disturbios neurologicos de area urbana do Parana
(GIRALDI et al., 2002) a 58,9% em caes de fazenda de gado de corte em Sao Paulo
(HASEGAWA et al., 2004).

Além do presente estudo, apenas trés trabalhos sobre a prevaléncia de
anticorpos anti-N. caninum em cdes foram realizados na regido Nordeste do Brasil. Um
estudo realizado em Sdo Luis, Estado do Maranhdo, onde 100 cdes de rua foram
avaliados e 45% apresentaram anticorpos anti-N. caninum (TEIXEIRA et al., 2006). Em
outros dois estudos realizados na Bahia (415 caes domiciliados e ndo domiciliados) e na
Paraiba (286 cdes domiciliados), observaram-se soroprevaléncias de 12% (JESUS et al.,
20006) e 8,4% (AZEVEDO et al., 2005), respectivamente.

Apesar das variagdes nas soroprevaléncias encontradas em diferentes
estudos realizados no Brasil, os resultados do presente estudo se assemelham aqueles
encontrados por varios autores (ANDREOTTI et al., 2006; FERNANDES et al., 2004;
OLIVEIRA et al., 2004; ROMANELLI et al., 2007; SOUZA et al., 2002).

A prevaléncia de anticorpos anti-N. caninum em cdes pode variar
consideravelmente de regido para regido e até mesmo dentro de uma mesma regiao.
Cada populacdo canina pode estar exposta a diferentes fatores de risco, como por
exemplo, a ingestdo de carne crua, de restos placentarios, de leite e colostro de animais
infectados, além do contato com fezes de outros carnivoros infectados (DIJKSTRA et
al., 2002). Da mesma forma, os resultados também podem variar de acordo com o
método adotado (por exemplo, diferentes testes sorologicos). Logo, ¢ importante
salientar que a comparacdo dos resultados de estudos de soroprevaléncia deve ser feita
com cautela.

A neosporose canina ¢ uma doenga parasitaria grave capaz de levar o animal
a morte (DUBEY et al., 1988b). Relatos de casos tém sido descritos na literatura com
relativa freqiiéncia (BASSO et al., 2005; BJERKAS; MOHN; PRESTHUS, 1984;
DUBEY; LINDSAY, 1996; DUBEY et al., 2007, GONDIM et al., 2001; JACOBSON;
JARDINE, 1993; PETERS; WAGNER; SCHARES, 2000; SHEHAN et al., 1993;
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UGGLA et al., 1989). Atrelado a isso, os resultados do presente estudo justificam a
inclusdo da neosporose no diagnostico diferencial das enfermidades com manifestagdes
neuroldgicas, como cinomose ¢ raiva, em cdes em Pernambuco.

Em animais de produgdo, a neosporose tem emergido como uma causa
importante de abortos, ocasionado um impacto econdmico negativo na industria
pecuaria em muitas partes do mundo (ANDERSON ez al., 1991; DUBEY; LINDSAY,
1996; DUBEY SCHARES; ORTEGA-MORA, 2007; RIVERA, 2001). Os caes, por
serem os hospedeiros definitivos do N. caninum, sdo de grande importancia para a
perpetuacdo da neosporose. A presenca de cdes em fazendas, por exemplo, tem sido
considerado um fator de risco para infeccdo por N. caninum em animais de producao
(DUBEY; SCHARES; ORTEGA-MORA, 2007).

A pecudria ¢ uma atividade econOmica importante no Estado de
Pernambuco, sendo considerado o terceiro maior estado do nordeste brasileiro em abate
bovino e o segundo maior produtor de leite. Quanto a produg@o de ovinos e caprinos, no
ano de 2005, Pernambuco se encontrava como o quarto maior efetivo de ovino e
segundo de caprino da regido Nordeste.

Relatos de casos de abortos em bovinos sdo relativamente comuns em
Pernambuco. Contudo, pouco se sabe sobre as causas associadas a episodios de abortos
em bovinos nesse estado. Da mesma forma, ndo se sabe qual a importancia da
neosporose como causa de aborto em bovinos em Pernambuco. A falta de diagnostico e
até mesmo de informagdo, principalmente para os pequenos produtores, dificulta ainda
mais o controle das potenciais causas de abortos, tais como neosporose ¢ brucelose.
Potencialmente, a neosporose pode estar entre as principais causas de aborto em
bovinos em Pernambuco, mas essa hipotese ainda deve ser investigada mais
detalhadamente. Nesse sentido, novos estudos sobre as causas de aborto em bovinos de
Pernambuco devem ser incentivados. Esse diagndstico servira de subsidio para a
elaboragdo de estratégias de controle e prevengdo da neosporose e outras doengas
infecciosas que acometem os rebanhos bovinos de Pernambuco.

Os municipios de Amaraji ¢ Paulista apresentam caracteristicas geograficas e
graus de urbanizacdo bastante distintos. Amaraji ¢ uma area tipicamente rural ¢ possui o
cultivo da cana-de-agticar como principal atividade economica, além de varias pequenas
criagdes extensivas de animais de produgdo, particularmente bovinos. Ja o municipio de
Paulista ¢ considerado um municipio 100% urbano e possui a presenga de alguns

criatorios urbanos de animais de producdo. Talvez, a semelhanga entre os resultados
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encontrados se deva ao fato de os cdes de Amaraji e Paulista, apesar das diferencas
comentadas, estarem expostos a fatores de riscos semelhantes. Futuros estudos para
determinar os fatores de risco associados a prevaléncia de anticorpos anti-N. caninum
em cées desses municipios devem ser realizados.

Esse foi o primeiro trabalho dedicado ao estudo da ocorréncia de anticorpos
anti-N. caninum em cdes em Pernambuco. Novos estudos em outros municipios devem
ser encorajados, particularmente naqueles onde a pecuaria figura como uma das
atividades econdmicas principais. Esses estudos devem focar ndo s6 a prevaléncia de
anticorpos anti-N. caninum em caes, mas também em outros hospedeiros como bovinos,
caprinos e ovinos, contribuindo para o diagnostico da situagdo da epizootiologia da
neosporose em Pernambuco e fornecendo subsidios para o controle da doenca nesse

estado.
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6 CONCLUSAO

Conclui-se que os caes dos municipios de Amaraji e Paulista encontram-se
expostos a infec¢do por N. caninum, representando um potencial fator de risco para
ocorréncia de surtos de abortos em bovinos e outros ruminantes nesses municipios. Por
fim, os resultados desse estudo sugerem que a neosporose deve ser incluida no
diagnostico diferencial de enfermidades de origem neurologica em cdes no Estado de

Pernambuco.
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