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RESUMO

MATOS, Erica Rodrigues de. Pesquisa de Sarcocystis spp. e Neospora caninum em tecidos
reprodutivos de gatos domésticos asselvajados na Ilha Furtada, Mangaratiba, Estado
do Rio de Janeiro. 2023. 57f. Dissertacdo (Mestrado em Medicina Veterinaria, Patologia
Animal). Instituto de Veterindria, Departamento Medicina e Cirurgia Veterinaria,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2023.

Sarcocystis spp. € Neospora caninum sao protozodrios intracelulares obrigatdrios pertencentes
a familia Sarcocystidae. Possuem um ciclo heteroxeno, necessitam de dois hospedeiros para
completar o ciclo. A fase sexuada ocorre no hospedeiro definitivo e a fase assexuada no
hospedeiro intermedidrio, infectando uma grande variedade de espécies animais. Ambos 0s
agentes sdo formadores de cistos teciduais na musculatura do hospedeiro intermediario. A
epidemiologia desses coccidios em gatos ¢ pouco conhecida e ha escassez de estudos na
literatura brasileira. Desse modo, o principal objetivo foi pesquisar protozoarios Sarcocystis
spp. € N. caninum em tecidos reprodutivos de gatos asselvajados por meio do diagndstico
histopatologico e molecular. Amostras foram cedidas pelo Setor de Anatomia Patologica (SAP)
da UFRRJ, onde foi feito o processamento e diagndstico histopatoldgico. Por se tratar de amostras
cedidas, a Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) sob o protocolo de numero
6422250523/2023 (ID 002533) tornou a submissdo invalidada, ndo tendo necessidade de
aprovacao, pois a proposta estd fora do escopo da legislacdo pertinente. Todos os tecidos
reprodutivos foram oriundos de gatos castrados da Ilha Furtada, conhecida popularmente como
Ilha dos Gatos, localizada no municipio de Mangaratiba, Costa Verde do Rio de Janeiro. O
levantamento de dados foi realizado por meio do arquivo do SAP para obter informag¢des como
sexo, raca ¢ estdgio de vida. Para o diagnostico histopatoldgico 54 amostras de oOrgaos
reprodutivos conservados em formol a 10%, dentre eles ovarios, tubas uterinas, placentas e
testiculos foram clivados, em dimensdes longitudinais de 3 mm por 25 mm, € 0s cornos uterinos
foram submetidos a cortes transversais de 3 mm. Os fragmentos foram inseridos em cassetes
histoldgicos e conservados em alcool anidro. As laminas foram processadas e confeccionadas
com os corantes Hematoxilina e Eosina (HE), em seguida foram analisadas por microscopia
optica, nas objetivas de 4x, 10x e 40x. Nas laminas analisadas nenhum cisto foi visualizado,
com isso os tecidos foram considerados histologicamente negativos, além disso ndo foram
encontradas alteragdes microscopicas. Para o diagnostico molecular foram cedidas 63 amostras
de tecidos reprodutivos congelados que foram submetidas a analise no Laboratorio de Doencas
Parasitérias / Cultivo de células e hemoparasitos da UFRRJ. Foi feita triagem para o gene que
reconhece a enzima GAPDH (Proteina Gliceraldeido-3-Fosfato Desidrogenase) a fim de
verificar a efetividade da extragdo de DNA. Foram usados iniciadores especificos para os genes
COl direto e reverso de Sarcocystis spp. € Nc5 de N. caninum. O DNA de ambos os protozoarios
ndo foi detectado em nenhuma amostra analisada por diagndstico molecular. Esse foi o primeiro
estudo a utilizar tecidos reprodutivos para diagndstico de Sarcocystis spp. € N. caninum e o
primeiro a ser realizado com os gatos asselvajados da Ilha Furtada. Com base nos resultados
obtidos nesta pesquisa, pode-se concluir que a populacao de gatos incluidas neste estudo nao
apresenta os protozodrios em seus Orgdos reprodutivos e € possivel evidenciar que ambos
agentes nao demonstram predilecdo por esses 0rgaos € ndo costumam parasitar esses tecidos.

Palavras-chave: Felinos, Histopatologia, Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR).



ABSTRACT

MATOS, Erica Rodrigues de. Search for Sarcocystis spp. and Neospora caninum in
reproductive tissues of wild domestic cats on Ilha Furtada, Mangaratiba, State of Rio de
Janeiro. 2023. 57p. Dissertation (Master in Veterinary Medicine, Animal Pathology).
Veterinary Institute, Department of Veterinary Medicine and Surgery, Federal Rural University
of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2023.

Sarcocystis spp. and Neospora caninum are obligate intracellular protozoans belonging to the
Sarcocystidae family. They have a heteroxene cycle, need two hosts to complete the cycle. The
sexual phase occurs in the definitive host and the asexual phase in the intermediate host,
infecting a wide variety of animal species. Both agents form tissue cysts in the muscles of the
intermediate host. The epidemiology of these coccidia in cats is little known and there are few
studies in the Brazilian literature. Thus, the main objective was to research protozoa Sarcocystis
spp. and N. caninum in reproductive tissues of feral cats through histopathological and
molecular diagnosis. Samples were provided by the Pathological Anatomy Sector (SAP) of
UFRRJ, where the histopathological processing and diagnosis were performed. As these are
samples provided, the Committee on Ethics in the Use of Animals (CEUA) under protocol
number 6422250523/2023 (ID 002533) made the submission invalid, with no need for
approval, as the proposal is outside the scope of legislation relevant. All reproductive tissues
came from castrated cats from Ilha Furtada, popularly known as Ilha dos Gatos, located in the
municipality of Mangaratiba, Costa Verde do Rio de Janeiro. Data collection was carried out
using the SAP file to obtain information such as gender, race and life expectancy. For the
histopathological diagnosis, 54 samples of reproductive organs preserved in 10%
formaldehyde, among them several, uterine tubes, placentas and testicles were cleaved, in
longitudinal dimensions of 3 mm by 25 mm, and the uterine horns were submitted to 3 mm
transverse cuts. The fragments were inserted into histological cassettes and preserved in
anhydrous alcohol. The slides were processed and made with Hematoxylin and Eosin (HE)
dyes, then analyzed by optical microscopy, using 4x, 10x and 40x objectives. In the slides
analyzed, no cysts were visualized, with that the tissues were considered histologically
negative, in addition, no microscopic alterations were found. For molecular diagnosis, 63
samples of frozen reproductive tissues were provided and submitted for analysis at the
Laboratory of Parasitic Diseases / Culture of cells and hemoparasites at UFRRIJ. Screening for
the gene that recognizes the enzyme GAPDH (Protein Glyceraldehyde-3-Phosphate
Dehydrogenase) was performed in order to verify the effectiveness of DNA extraction. Specific
primers for the forward and reverse COI genes of Sarcocystis spp. and Nc5 from N. caninum.
The DNA of both protozoans was not detected in any sample analyzed by molecular
diagnostics. This was the first study to use reproductive tissues for the diagnosis of Sarcocystis
spp. and N. caninum and the first to be carried out with feral cats from Ilha Furtada. Based on
the results obtained in this research, it can be concluded that the population of cats included in
this study does not present the protozoa in their reproductive organs and it is possible to show
that both agents do not show a predilection for these organs and do not usually parasitize these
tissues.

Key words: Cats, Histopathology, Polymerase Chain Reaction (PCR).
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1 INTRODUCAO

IlTha Furtada, localizada em Mangaratiba, no distrito de Itacuruca, na Costa Verde do
Rio de Janeiro, estd ha 8 km de distancia do continente, possui uma vegetagao selvagem e densa
e sem faixa de areia. Ndo ¢ habitada por humanos e tornou-se um local de descarte de gatos
indesejados, por esse motivo o local tornou-se conhecido como “Ilha dos Gatos”. Nao ¢ possivel
estimar o nimero preciso de felinos que habitam a ilha, pois ndo hé dados cientificos e até o
momento nenhum estudo havia sido realizado com esses animais.

Os gatos por ndo terem convivio com humanos tornaram-se selvagens e reproduziram-
se descontroladamente. A falta de alimentos e de dgua potavel levou esses animais a habitos de
canibalismo e caga, o que provoca um desajuste na cadeia alimentar, por competi¢do direta com
outros animais, considerando que os gatos dividem espago com varias espécies nativas
silvestres, tais como: gambads, aves migratorias, cotias, capivaras, lagartos, pacas, entre outros.

Sarcocystis spp. € Neospora caninum sao protozoarios coccidios pertencentes a familia
Sarcocystidae. Possuem um ciclo de vida heteroxeno, necessitam de um hospedeiro definitivo,
onde ocorre a reprodugdo sexuada e um hospedeiro intermedidrio, onde ocorre a reprodugao
assexuada e podem formar cistos teciduais na musculatura. Os gatos atuam como hospedeiros
definitivos de varias espécies de Sarcocystis spp. € ha relatos que podem atuar também como
hospedeiro intermedidrio, em contrapartida sdo hospedeiros intermedidrios de N. caninum.
Observa-se que na literatura, ha uma caréncia de trabalhos no Brasil sobre a ocorréncia desses
dois agentes em gatos, além da escassez de estudos sobre gatos ferais e possiveis impactos
provocados aos demais animais, assim como as doengas transmitidas.

O género Sarcocystis spp. compreende uma grande variedade de espécies e ¢
reconhecido como agente etioldgico da sarcocistose, zoonose transmitida ao homem através da
ingestao de carne contaminada com cistos. A espécie N. caninum ¢ uma das principais causas
de aborto em gados, em pequenos ruminantes também estd envolvido com abortos e falhas
reprodutivas ¢ em cdes alteragcdes neuroldgicas. Nao é considerado um patoégeno zoondtico,
mas existem trabalhos que por meio de exames soroldgicos relataram a exposi¢dao humana.
Embora, alguns trabalhos relatam a ocorréncia de anticorpos para N. caninum em gatos, sabe-
se muito pouco sobre a epidemiologia da infec¢do e até o momento ndo se sabe de nenhum
estudo realizado utilizando o diagndstico molecular.

A presenca de gatos em dareas silvestres ameaca severamente espécies endémicas e
nativas, além disso, podem veicular patdgenos através do solo e no caso da ilha que possui um
terreno acidentado pode carrear parasitos para o mar e dessa forma contaminar espécies
marinhas e peixes tendo em vista que o municipio ¢ banhado pela Baia de Sepetiba e faz divisa
com outras cidades como Itaguai, Angra dos Reis e Rio Claro. Desse modo, o objetivo foi
pesquisar por meio de diferentes métodos diagnosticos, Sarcocystis spp. € Neospora caninum
a partir de amostras de tecidos de 6rgdos reprodutivos, tendo sido utilizado a histopatologia
para caracterizar a presenca ou auséncia de cistos e possiveis lesdes nos gatos afetados e a
detec¢dao molecular por meio da PCR convencional.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Sarcocystis spp.

Em 1843, filamentos de coloragdo branca leitosa nos musculos de um rato (Mus
musculus), foram observados por Friedrich Miescher na Suica (Miescher 1843). Estes
filamentos foram conhecidos como tibulos de Miescher durante muitos anos. Mais tarde, o
organismo causador do problema foi batizado como Sarcocystis apoés Lankester (1882), uma
palavra grega derivada de "sarkos", que significa musculo ou carne, e "kystis", que significa
bexiga, descrever a forma do parasita encistou no tecido dos hospedeiros intermedidrios
(FAYER, 2004).

O género Sarcocystis consiste em parasitos protozodrios coccidios intracelulares com a
capacidade de invadir o tecido muscular e maturar em sarcocistos, causando a doenga zoonotica
sarcocistose (MOHD FADIL et al., 2019). Atualmente, s3o conhecidas mais de 220 espécies
de Sarcocystis. Algumas das espécies sao organismos patogénicos para humanos, animais
domésticos e selvagens (PRAKAS e BUTKAUSKAS, 2012). Dentre as espécies de
Sarcocystis, existem algumas diferencas em relacdo ao ciclo e patogenicidade, porém a
formacao de cistos teciduais ¢ uma caracteristica comum dentro do género (MINUZZI, 2018).
Causam infeccdo em humanos e animais em todo o mundo. Algumas dessas espécies causam
doencas clinicas e subclinicas no hospedeiro, podendo levar a perdas econdmicas
(PESTECHIAN et al., 2021).

A terminologia para Sarcocystis spp. foi sugerido por combinar os nomes latinos de
intermediarios e hospedeiros definidos. (FAYER, 2004). As seguintes espécies sao
encontradas em animais domésticos: Trés espécies no boi: S. cruzi (cdo, lobo, coiote, guaxinim,
raposa), S. hirsuta (gato), S. hominis (homem, macaco); duas espécies nos ovinos: S. ovicanis
(cdo), S. tenella (gato); trés espécies no porco: S miescheriana (cdo), S. porcifelis sp (gato), S.
porcihominis sp (homem); e uma espécie no cavalo: S. bertrami (c@o). Sarcocystis cruzi, S.
ovicanis e S. porcifelis sao altamente patogénicos para bois, ovinos € suinos, respectivamente
DUBEY (1976). S. gigantea e S. medusiformis, que sao transmitidos por gatos e outros felinos
(GJERDE etal., 2020). Pelo menos quatro Sarcocystis spp. (S. falcatula, S. neurona, S. lindsayi
e S. speeri) utilizam gambas (Didelphis spp.) como hospedeiros definitivos, e dois deles, S.
neurona ¢ S. falcatula, sao conhecidos por causar doencas em cavalos e aves, respectivamente
(GONDIM et al., 2021).

2.1.1 Ciclo biolégico, transmissio e patogenia

As espécies de Sarcocystis spp. geralmente tém um ciclo estrito de dois hospedeiros,
com herbivoros como hospedeiros intermedidrios e carnivoros como hospedeiros definitivos
(DUBEY, 2015). Este protozoario ¢ um coccidio, intracelular obrigatodrio, de ciclo heteroxeno,
capaz de infectar uma gama grande de hospedeiros (MINUZZI, 2018). Compreende o
desenvolvimento sexuado e formagdo de oocistos na mucosa intestinal de seus hospedeiros
definitivos (carnivoros e onivoros) e multiplicacao assexuada em células endoteliais vasculares
e musculares estriadas, respectivamente, de seus hospedeiros intermedidrios (herbivoros,
onivoros e carnivoros) (GJERDE et al., 2020).

A infeccao comega quando oocistos ou esporocistos nas fezes de um hospedeiro final
sdo ingeridos por um hospedeiro intermediario ou hospedeiro suscetivel (Figura 1) (FAYER et
al., 2015) que adquire a infec¢do pela ingestdo de alimentos e agua contaminados. Depois que
0s esporocistos sdo ingeridos, os esporozoitos sao liberados dos esporocistos e iniciam um ciclo
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assexuado complexo. O esporozoito migra do testiculo para tecidos extraintestinais. O nicleo
do esporozoito se divide em muitos 16bulos, eventualmente formando merozoitos. O o estagio
de divisdo ¢ chamado de esquizonte. Os esquizontes sdo formados em uma variedade de células,
incluindo células endoteliais vasculares, células somaticas, e células neuronais, dependendo da
espécie de Sarcocystis. Ap6s alguns ciclos de esquizontes, o parasita encista, geralmente em
um mioécito, formando primeiro metrdcitos que dao origem aos bradizoitos. (DUBEY, 2015).

O hospedeiro definitivo ¢ infectado pela ingestdo de tecidos de herbivoros com
estagio encistado (sarcocisto) do parasito contendo centenas de bradizoitos. A gametogonia
geralmente ocorre na lamina propria do intestino delgado, levando a formagao de oocistos ndo
esporulados. Os bradizoitos transformam-se em gametas masculinos € femininos no intestino
delgado em um dia apds a ingestdo da carne infectada; ndo ha multiplicagdo do parasita no
hospedeiro definitivo (DUBEY, 2015).

No trato intestinal do hospedeiro intermediario, os esporocistos se rompem e liberam
esporozoitos infectantes. Estes penetram na mucosa intestinal, sdo disseminados pelo sistema vascular
e desenvolvem-se intracelularmente nas células endoteliais dos capilares e em outros pequenos vasos
(REYS, 2008; STELMANN & AMORIM, 2010), ultrapassam a barreira hematoencefalica e atacam
o sistema nervoso central (MOURA et al., 2008).

Os oocistos esporulam geralmente dentro de uma semana apds a ingestdo de
bradizoitos. A parede do oocisto que ¢ fragil e se rompe liberando dois esporocistos, que sdo o
estagio ambientalmente resistente. Cada esporocisto contém quatro esporozoitos. Como os
oocistos/esporocistos ficam presos na lamina propria, sua liberagdo no limen intestinal e nas
fezes dura varios meses (DUBEY, 2015).

O estagio encistado ¢ chamado de sarcocisto. Um sarcocisto pode levar um més ou
mais para amadurecer e se tornar infeccioso para o hospedeiro definitivo (DUBEY, 2015). Eles
se formam nos musculos e no sistema nervoso central do hospedeiro intermediario, enquanto
oocistos e esporocistos desenvolvem-se no intestino delgado do hospedeiro definitivo
(JUOZAITYTE-NGUGU et al., 2021). A formacio de cistos no tecido muscular geralmente
ndo ¢ patogénica e isso explica a caracteristica saudavel dos animais abatidos (QUADROS et
al., 2019). Eles podem aumentar de tamanho durante anos para se tornarem macroscOpicos.
Quando maduros podem conter numerosos bradizoitos. Apenas sarcocistos maduros contendo
bradizoitos sdo infecciosos para o hospedeiro definitivo (carnivoro). Os bradizoitos ndo sido
infecciosos para o hospedeiro intermediario € os esporocistos nao sao infecciosos para o
hospedeiro definitivo (DUBEY, 2015).
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Figura 1. Ciclo bioldgico Sarcocystis spp. Fonte: Adaptado de Lindsay and Dubey 2020;
Swar and Shnawa 2021).

2.1.2 Sarcocystis spp. em felinos

Para Canon-Franco et al., (2016) pequenos felinos selvagens no Brasil sdo hospedeiros
intermediarios naturais de S. felis. Tecidos de 90 pequenos felinos selvagens neotropicais que
foram mortos em acidentes rodoviarios no estado do Rio Grande do Sul foram avaliados.
Amostras foram obtidas dos musculos quadriceps femoral, lingua, diafragma, coragao,
musculos oculares e cérebro. Sarcocistos foram visualizados por microscopia Optica em quatro
(dois Puma yagouaroundi e 2 Leopardus guttulus) de 28 tecidos.

Felinos sdo classicamente reconhecidos como hospedeiros definitivos para
determinadas espécies de Sarcocystis, porém, estudos recentes demonstram que esses animais
podem desempenhar o papel de hospedeiro intermedidrio natural para S. felis e S. neurona. Os
animais positivos podem atuar como hospedeiros intermediarios e devido a isso ¢ importante
investigar o desenvolvimento do sarcocisto tecidual natural (LUCIO et al., 2019).

De acordo, com Gjerde e Hilali, (2016) os gatos atuam como hospedeiros definitivos de
S. sinensis. Para Stanek et al., (2003) o gato doméstico (Felis domesticus) ¢ uma espécie de
hospedeiro intermediério para S. neurona e o seu estudo forneceu evidéncias que sugerem que
os gatos selvagens sdo comumente expostos a esporocistos de S. neurona e tém anticorpos
circulantes.

Segundo Fernandes et al., (2023) a infecg¢do por Sarcocystis em gatos geralmente nao
estd associada a sinais clinicos, mas Dubey et al., (2003) relataram o caso de um gato doméstico
macho de quatro meses de idade que desenvolveu sinais neurologicos trés dias apds a castracao.
Apds 12 dias, o gato foi eutanasiado devido a paralisia. Encefalomielite foi a unica lesdo
observada e foi associada a numerosos esquizontes € merozoitos de Sarcocystis no cérebro e na
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medula espinhal. O protozoario reagiu positivamente com anticorpo policlonal de coelho
especifico para S. neurona. Dois sarcocistos ndo identificados estavam presentes no cerebelo.

Um gato parasitado por S. meurona apresentou sinais neurologicos, como andar
compulsivo, “head pressing” e vocalizacdo, foi a 6bito, quando encaminhado a necropsia o
animal apresentava severa desidratacdo, emagrecimento, além de leve herniacdo cerebelar pelo
forame magno (HAMMERSCHMITT et al., 2020).

O primeiro caso de doenga neuroldgica associada a Sarcocystis a ser diagnosticado foi
descrito por Bisby et al., (2010) por meio da visualizagdo de merozoitos no liquido cérebro-
espinhal de um gato doméstico de cinco meses de idade diagnosticado com encefalomielite. Na
analise do liquido cefalorraquidiano, foi encontrada pleocitose neutrofilica e protozodario
intracelular foram observados, merozoitos ovais, com 2-4 mm de largura e 4-6 mm de
comprimento, € com arranjos lineares de material nuclear concentrado em um polo. O
diagnéstico foi confirmado por um titulo sérico positivo e analise molecular.

Bisby et al., (2010) relataram o caso de um gato que apresentava deprimido, relutante
em andar, exibia postura anormal e apresentava fasciculagdes musculares generalizadas em
repouso, como se estivesse tremendo. Déficits de reacao postural estavam presentes em todos
0s quatros membros enquanto miotatico e flexor os reflexos espinhais eram normais. Foi
observada hiperestesia a palpagdo da coluna toracolombar; hiperestesia espinhal cervical nao
era aparente. Nervos cranianos foram normais, exceto por um reflexo de vomito anormal e
inclinacdo ambigua da cabega para a direita.

Elsheikha et al., (2006) identificaram Sarcocystis felis em gatos necropsiados que
apresentava sinais clinicos antes da morte como: convulsdes, espasmos de orelha e face, andar
em circulos, inclinagdo da cabega para o lado esquerdo, estado nutricional bom e hidratacao
normal, raiva e niveis aumentados de chumbo no sangue foram descartados no sangue. O
segundo gato apresentava episodios de febre, antes da morte, mas a causa nao foi determinada.
Para os autores, ndo houve manifestagdes clinicas caracteristicas para a infeccao por S. felis e
eles enfatizam que os gatos infectados com sarcocistos de sdo assintomaticos.

No Brasil, trabalhos que relatam a ocorréncia de Sarcocystis spp. em gatos, sao em sua
maioria achados, demonstrando que ndo havia a finalidade especifica em encontrar esse
protozodrio. Os resultados obtidos foram predominantemente encontrados por meio de exames
soroldgicos e parasitologicos que podem ser vistos na Tabela 1.

Ogassawara et al., (1986) realizaram exames coproparasitologicos de 215 gatos,
procedentes de diferentes cidades de Sdo Paulo. Foram utilizados os métodos de flutuacao em
solu¢do saturada de sacarose e centrifugacdo em adgua-éter. Um total de 20 (9,3%) gatos foram
positivos.

Ragozo et al., (2012) ao pesquisar amostras de fezes de gatos de Sao Paulo,
determinaram a presenga de 0,72% de Sarcocystis spp. De 138 amostras, apenas um gato foi
positivo no exame parasitoldgico.

Ribeiro et al., (2012) identificaram por meio do exame parasitologico, 2 animais
positivos dentre 162 amostras de fezes, no estado de Sao Paulo.

Gennari et al., (1999) realizaram o exame parasitologico de 187 gatos de Sao Paulo,
dentre eles 16 (8,56%) foram positivos. As fezes foram examinadas pelos métodos de
centrifugo-flutuagdo em solugdo de sacarose e centrifugo-sedimentacao em agua-éter.

Gennari et al., (2016) verificaram a frequéncia de infec¢des gastrointestinais em 502
gatos atendidos no Hospital Veterinario da Universidade de Sao Paulo. As amostras foram
analisadas pelos métodos de flotagdo e sedimentacdo e revelaram que de 502 gatos, 7 (1,39%)
apresentavam Sarcocystis spp. Dos 7 animais positivos, 6 apresentavam diarreia.

Dubey et al., (2002) testaram 502 gatos domésticos, por meio da sorologia, por meio
do teste de aglutinagdao direta e ndo encontraram anticorpos de S. neurona na diluigao 1:50,
sugerindo que gatos domésticos da cidade de Sdo Paulo ndo foram expostos a esporocistos de
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S. neurona de gambas. Serra et al., (2003) identificou por meio do diagndstico parasitologico
de um gato no Rio de Janeiro, dentre 131 amostras. As amostras foram processadas pela técnica
de centrifugo-flutuacdo em solugdo saturada de agucar.

Meneses et al., (2014) testaram 272 felinos na Bahia, na qual 134 gatos errantes e 138
de gatos domiciliados pelo teste de imunofluorescéncia indireta, utilizando-se como antigeno,
merozoitos cultivados de S. neurona. A positividade foi detectada em 4,0% (11/272) das
amostras testadas, com titulos variando de 25 a 800 e ndo houve nenhuma diferencga
significativa entre gatos internos e externos.

Koch, (2019) relatou a presenca de anticorpos IgG contra Sarcocystis neurona e em
gatos de Curitiba, no Parand. Das 100 amostras de soro de gatos, 5% foram positivas para S.
neurona e concluiu-se que esses animais estao expostos a infec¢do por ambos os protozoarios.

Fernandes et al., (2023) foram os primeiros a detectarem anticorpos anti- Sarcocystis
spp. em gatos domésticos no Rio Grande do Sul. A Deteccdo de IgGs anti- nas amostras de soro
foi realizada usando o teste de Imunofluorescéncia Indireta (IFI). Foram detectados em 24
amostras de soro de gatos com uma frequéncia de deteccdo de anticorpos de 4,82% (24/497).

Lucio et al., (2020) realizaram o diagndstico histopatologico e molecular e identificaram
gatos com cistos teciduais no Rio Grande do Sul. Dentre 100 animais, 5 (5%) foram positivos.
Foram identificados sarcocistos nos tecidos musculares, tais como: vasto lateral, intercostal,
subescapular e diafragma, mas ndo foram encontrados cistos na lingua, esdfago ou miocardio.
Esses cistos foram achados incidentais de necropsia.

Tabela 1. Ocorréncia de Sarcocystis spp. em gatos, no Brasil.

Estado Método N° Resultado Referéncias
amostras
Sdo Paulo Parasitologico 215 20 (9,3%) Ogassawara et al.,
(1986)
Séo Paulo Parasitologico 187 16 (8,56%) Gennari et al.,
(1999)
Séo Paulo Sorologia 502 0 Dubey et al.,
(2002)
Sdo Paulo Parasitologico 138 1 (0,72%) Ragozo et al.,
(2002)
Rio de Janeiro Parasitologico 131 1 (08%) Serra et al., (2003)
Bahia Sorologia 272 11 (4%) Meneses et al.,
(2014)
Sao Paulo Parasitologico 162 2 (1%) Ribeiro et al.,
(2015)
Sao Paulo Parasitologico 502 7 (1,4%) Gennari et al.,
(2016)
Parana Sorologia 100 5 (5%) Koch et al., (2019)
Rio Grande do Sul Histopatologia e PCR 100 5 (5%) Lucio et al., (2020)
Rio Grande do Sul Sorologia 497 24 (4,82%) Fernandes et al.,

(2023)




Segundo Ferreira et al., 2020 as técnicas soroldgicas podem detectar anticorpos contra
Sarcocystis spp. em infecgdes unicas ou mistas. E a técnica por reagao de imunofluorescéncia
indireta (RIFI) ¢ considerada a técnica padrdo-ouro para o diagndstico de Sarcocystis em soros
bovinos. Onuma et al., (2014) por meio da Reag¢do de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)
investigaram a presenga de anticorpos contra Sarcocystis neurona em amostras de soro de
ongas-pintadas e concluiram a sua exposi¢ao a este coccidio.

Gillis, (2003) observou que sarcocistos encontrados nos felinos identificados
morfologicamente como Sarcocystis felis foram mais abundantes em se¢des do musculo
quadriceps, ndo havia, rea¢do inflamatdria no tecido ao redor e em alguns casos, estes eram
visiveis grosseiramente no musculo fresco. Sarcocistos apareceram filamentosos, as vezes
enrolados e medindo aproximadamente 0,1 % 0,5 - 20 mm (largura X comprimento). Bradizoitos
de sarcocistos frescos mediam 3,3 x 8,8 um (largura x comprimento).

Castel et al., (2019) relataram o caso de um gato castrado de 6 anos de idade, que por
meio de biopsias dos musculos tibial e triceps cranial direito, avaliadas em cortes congelados e
fixados em parafina, havia miosite multifocal leve a moderada com vérias miofibrilas contendo
grandes cistos parasitdrios medindo 150-200 pM de didmetro compativeis com
Sarcocystis sp. As infiltracdes de células mononucleares ocorreram em locais distantes dos
cistos do parasita e nao foram diretamente invasivas.

Entre gatos necropsiados trés, apresentaram grande nimero de cistos de Sarcocystis felis
em suas miofibrilas. Os cistos estavam em sec¢des do esqueleto, musculos do pescogo,
intercostais e diafragma, e em musculos do coragdo, esses se expandiram e apagaram o
sarcoplasma, e delineados por uma capsula fina. A morfometria cistica foi examinada em 18
cortes. Os cistos nos musculos eram de formato ovoides e medidos 287 x 105 um. O tamanho
da céapsula do cisto tecidual foi cerca de 0,5 pm de espessura com extremidades polares mais
grossas encerrando 100s bradizoitos delgados compactados formando o padrio espiralado
(ELSHEIKHA et al., 20006).

Na metodologia empregada por Lucio et al, (2020) para o diagndstico histologico foram
utilizados tecidos fixados em formalina e corados com Hematoxilina e Eosina (HE).As laminas
foram analisadas separadamente por dois investigadores. Gatos contendo pelo menos um
sarcocisto morfologicamente compativel com Sarcocystis spp. dentro de pelo menos uma se¢ao
de tecido foram considerados histologicamente positivos. Os casos em que nao foram
observados sarcocistos foram considerados histologicamente negativos.

Hammerschmitt et al., (2020) descreveram um caso de um gato no Brasil com lesdes
restritas ao encéfalo, na substancia cinzenta e branca e se estendendo até as leptomeninges,
havia um infiltrado inflamatério composto por neutréfilos degenerados, macrdfagos e
linfocitos. Essas areas eram frequentemente associadas a estruturas parasitarias medindo 10-15
um de diametro (esquizontes), que continham numerosos estruturas alongadas medindo cerca
de 1,5 x 4 pm (merozoitos), morfologicamente compativeis com S. neurona.

Gareh et al., (2020) na pesquisa realizada em camelos (Camelus dromedarius)
observaram sarcocistos de formato irregular dentro das fibras musculares do es6fago, diafragma
e coragao. Os cistos continham varios basofilos e bradizoitos. Nao identificaram alteragoes
degenerativas ou inflamatdrias nesses tecidos; mas notaram que que havia infiltragdo de células
inflamatoérias ao redor de um tnico sarcocisto em um esdfago na musculatura do esdfago.

Chauhan et al., (2020) realizaram exame histopatologico dos tecidos infectados de
suinos domésticos (Sus scrofa) na India, observou-se variagdo no tamanho (pequeno para
grande) e na forma (redondo, oval, alongado, reto e cilindrico) dos sarcocistos. A parede externa
do cisto era muito espessa e circundada por numerosos bradizoitos em forma de banana, porém
a presenca de sarcocistos nao produziu reagdo inflamatdria grave e/ou necrose em nenhum dos
orgaos examinados.



Latif et al., (2010) investigaram a infec¢do por Sarcocystis spp. em 20 mamiferos
selvagens necropsiados em cativeiro ¢ 20 aves em 2 zooldgicos na Malasia. Cistos
microscopicamente visiveis foram detectados em 8 animais (8/40; 20%). Nao foram observados
cistos macroscopicos em nenhum dos animais. Os cistos eram alongados ou circulares com
tamanho médio de 254 x 24,5 um. A parede tinha 2,5 pm de espessura. Parecia haver 2 estagios
reconheciveis; ou seja, os metrdcitos periféricos € os merozoitos centrais em forma de meia-
lua. Nao houve infiltra¢do leucocitaria presente no tecido muscular adjacente.

2.1.3 Sarcocystis spp. em outras espécies

O género Sarcocystis spp. acomete varias espécies animais, como mamiferos, aves e
répteis. As aves podem servir de alimento para os gatos. Embora o papel das aves no ciclo
epidemioldgico das parasitoses seja desconhecido, as aves podem ser expostas a infec¢ao pois
consomem alimentos e 4gua em contato com o solo e, além disso, as aves carnivoras e onivoras
se alimentam de carcacas aumentando a probabilidade de ingestdo de cistos e oocistos de
parasitas outra caracteristica das aves € que a maioria tem comportamento migratorio que pode
contribuir com a disseminacao de Sarcocystis spp. em todo o mundo. Outra caracteristica das
aves ¢ que a maioria tem comportamento migratorio que pode contribuir com a disseminagao
de Sarcocystis spp. em todo o mundo (ALVES, 2022).

O gado ¢ hospedeiro intermedidrio de varias espécies de Sarcocystis: alids, além do S.
cruzi, S. hirsuta e S. hominis, pelo menos quatro novos espécies foram recentemente
identificadas em musculo bovino: S. bovifelis, S. rommeli, S. bovini e S. heydorni (RUBIOLA
et al.,, 2018). Seis espécies de Sarcocystis utilizam gado (Bos taurus) como hospedeiro
intermediario, duas das quais, S. hominis e S. heydorni, sao zoono6ticos (PRAKAS et al, 2020),
podem infectar humanos através do consumo de carne crua ou mal cozida (RUBIOLA et al.,
2021).

E prevalente em pequenos ruminantes como ovinos e caprinos em todo o mundo
causando impactos patogénicos que levam a perdas econdmicas devido a carcaca condenagao,
aborto e morte (SWAR et al., 2021).

A mieloencefalite protozoaria equina (EPM) ¢ uma doenga infecciosa que possui como
principal agente o protozoario Sarcocystis neurona. O parasito acomete o sistema nervoso
central de equinos podendo causar alteracdes neurologicas como ataxia, paresia, atrofia
muscular ¢ alteracdes de estado mental (FANTINI et al., 2021). Assim como 0s asininos
também podem ser acometidos pela ocorréncia e formagdo de cistos na medula espinhal e
sistema nervoso central de merozoitos de Sarcocystis neurona (VILELA et al., 2019). Cavalos
brasileiros foram considerados reativos ao antigeno do tipo S. falcatula; no entanto, ¢
desconhecido se os cavalos sdo naturalmente expostos a S. falcatula ou se a soropositividade
em cavalos resultou de reatividade cruzada com outros Sarcocystis spp. (GONDIM et al., 2021).

O equino ¢ o hospedeiro acidental e o vetor do protozoario ¢ o gamba (hospedeiros
definitivos) (TEIXEIRA et al., 2019). Pelo menos quatro Sarcocystis spp. (S.falcatula, S.
neurona, S. lindsayi e S. speeri) utilizam gambas (Didelphis spp.) como hospedeiros
definitivos, e dois deles, S. neurona e S. falcatula, sao conhecidos por causar doencas em
cavalos e aves, respectivamente (GONDIM et al., 2021)

Ye et al., (2018) relataram pela primeira vez a presenca de cistos de Sarcocystis no
tecido muscular de dois caes domésticos (Canis familiaris), em 37 amostras, na China, que
normalmente servem como hospedeiros definitivos para o parasito. O fato ¢ algo incomum e
pouco frequente. Segundo Labruna et al., (2006) os cdes que podem exercer o habito de se
alimentarem de carne crua, por meio da caca de pequenos mamiferos e passaros ou pelo
fornecimento de carnes e visceras cruas ou mal cozidas (as quais podem conter cistos
musculares viaveis), apresentam um maior risco de infec¢@o pelo protozoario.



2.1.4 Aspectos zoonoticos

A sarcocistose ¢ uma doenga zoonoética relacionada a protozodrios com um amplo
espectro de hospedeiros intermediarios (YUKSEK et al., 2022), com uma distribui¢ao
geografica mundial (ABDULLAH, 2021).

Algumas espécies de Sarcocystis sao patogénicas e a distribuicao desses parasitos entre
os animais domésticos pode afetar negativamente a saude humana e animal
(JANUSKEVICIUS et al., 2019). S. hominis, S. heydorni e S. suihominis usam humanos como
hospedeiros definitivos e sdo responsaveis pela sarcocistose intestinal no hospedeiro humano
(ROSENTHAL, 2021), que costuma ser autolimitada, mas os esporocistos podem ser
excretados por meses (DUBEY, 2015).

Em humanos, a doenga ¢ adquirida pela ingestao de carne contaminada com cistos
zoondticos do protozoario Sarcocystis na musculatura de bovinos e suinos envolvido apds o
consumo de carne infectada (QUADROS et al., 2019). Néausea e vomito podem ocorrer trés
dias apos o consumo de carne infectada; esses sintomas sdo considerados devido a substancias
toxicas nos sarcocistos. Diarrreia e dor abdominal estdo associadas a excregao de esporocistos
esporulados nas fezes humanas, geralmente de 8 a 14 dias apos a ingestdo de carne infectada
(DUBEY, 2015).

Os seres humanos servem como hospedeiros intermediarios para Sarcocystis nesbitti,
uma espécie com hospedeiro definitivo reptiliano, € possivelmente outras espécies nao
identificadas, adquiridas pela ingestao de esporocistos de alimentos ou 4gua contaminados com
fezes e do ambiente; as infeccoes tém uma fase inicial de desenvolvimento no endotélio
vascular, com doenga de dificil diagnostico; Os sinais clinicos incluem febre, cefaleia e mialgia.
O desenvolvimento subsequente de cistos intramusculares € caracterizado por miosite (FAYER
et al., 2015).

Abubakar et al., (2013) relataram um surto de infec¢do sintomdtica por Sarcocystis
nesbitti na Malasia. Foram identificados 89 casos sintomaticos com inicio de febre (94%),
mialgia (91%), cefaleia (87%) e tosse (40%) <26 dias ap6s o retorno. Em pessoas que tiveram
febre. Alguns pacientes tinham miosite facial distinta.

Agholi et al., (2016) relataram o primeiro caso de sarcocistose intestinal causada por S.
cruzi em um humano naturalmente infectado, um paciente com AIDS no Ird. O género
geralmente ndo ¢ considerado um patdogeno entérico importante em pacientes
imunocomprometidos, mas espera-se que espécies para as quais os seres humanos sdao o
hospedeiro final (Sarcocystis hominis e Sarcocystis suihominis, bem como outras espécies)
sejam encontradas cada vez mais frequentemente em pessoas imunodeficientes.

Sintomas como ndusea, dor de estdmago e diarreia variam muito, dependendo do
numero de cistos ingeridos, mas parecem mais graves com a carne suina do que com a bovina
(FAYER et al., 2015). Nausea e vomitos podem ocorrer dentro de trés dias apds o consumo de
carne infectada; esses sintomas sdo considerados devido a substancias toxicas contidas em
sarcocistos ou a outros fatores encontrados na carne crua. Diarreia e dor abdominal estdo
associados com a excre¢do de esporocistos esporulados nas fezes humanas geralmente dentro
8-14 dias apos a ingestdo de carne infectada (DUBEY, 2015).

Estudos tém demonstrado a ocorréncia de Sarcocystis em produtos carneos. Alves et al.,
(2018) revelaram a presenga dos parasitos Sarcocystis spp. em amostras de filé mignon bovino,
carne moida bovina e salame colonial. Segundo os autores, a detec¢do de S. hominis pode ser
um fator de risco para a contaminag¢do humana, através da ingestao de carne crua ou mal cozida
que contenham sarcocistos. Porém, a presenca do DNA deste protozoario nao significa
necessariamente potencial de infec¢ao aos humanos, pois cuidados nos processos de fabricagao
podem reduzir a viabilidade dos cistos.
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Gongalves et al., (2016) analisaram por microscopia Optica, diversos tipos de cortes de
carne bovina e evidenciou a presenca de cistos de Sarcocystis spp, em 100% das amostras
pesquisadas. Quadros et al., (2019) em uma pesquisa feita com bovinos abatidos em um
frigorifico sob inspecdo federal na cidade de Santa Cecilia, no estado de Santa Catarina, Brasil.
De 146 bovinos, 122 (86,6%) apresentaram cistos de Sarcocystis cruzi em tecido cardiaco, cuja
espécie foi determinada segundo o critério morfoldgico (parede fina menos de 1um) em laminas
preparadas para histologia e coradas com hematoxilina e eosina, embora nenhuma amostra
apresentou cistos microscopicos durante a coleta dos fragmentos para o processo
histopatologico.

Espindola et al., (2022) verificaram a soroprevaléncia de Sarcocystis spp. numa
pesquisa feita em suinos criados em Santa Maria, Rio Grande do Sul. Amostras de soro de 84
suinos de 31 fazendas foram testadas pela reagdo de imunofluorescéncia indireta (IFA). A
frequéncia de anticorpos anti-Sarcocystis spp. foi de 36,9% (31/84), com titulos variando de 32
a 1.024. Adicionalmente, 53 amostras de embutidos suinos e tecidos carneos destinados ao
consumo humano, incluindo: salame, linguiga, morcela, coragdo, lingua, cérebro e musculo da
costela foram submetidas a PCR para detec¢ao de DNA. A presenga de DNA de Sarcocystis
spp. foi detectada em 67,9% (36/53) das amostras avaliadas. O que sugere que os suinos foram
infectados e podem servir como um importante reservatorio e a circulagdo desse agente na
populacao suina ¢ relevante para a saude publica devido ao seu potencial zoondtico.

2.1.5 Diagnostico sorologico

Testes sorologicos sdo frequentemente utilizados para confirmar a infeccdo por
Sarcocystis spp. € também sdao uteis para avaliagdo de um grande numero de amostras
(FERREIRA, 2018). Segundo Ferreira et al., (2020) as técnicas soroldgicas podem detectar
anticorpos contra Sarcocystis spp. em infec¢des Unicas ou mistas e a técnica por reagdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFT) é considerada a técnica padrao-ouro para o diagndstico de
Sarcocystis em soros bovinos.

Para o diagndstico ante mortem da mieloencefalite equina por protozoario (MEP), a
sorologia ¢ a principal ferramenta, uma vez que a deteccdo direta do parasito ¢ muito dificil
antes da necropsia. No entanto, a presenca de anticorpos contra Sarcocystis spp. indica
exposicdo ao agente, mas ndo necessariamente persisténcia da infeccdo. Ha ainda o risco de
reacdo cruzada entre as duas espécies de Sarcocystis, devido a proximidade filogenética entre
protozoarios do mesmo género, no momento em que se recorre 0s testes sorologicos
(ANTONELLO et al., 2015).

2.1.6 Diagnostico histopatoldégico

Para Rosenthal, (2021) a microscopia dptica € suficiente para diferenciar sarcocistos de
paredes espessas de sarcocistos de paredes finas em um determinado hospedeiro, mas o
diagnéstico diferencial adicional depende de dados ultraestruturais, pois ha diferencas na
parede do sarcocisto apenas discerniveis na maior ampliagao proporcionada pela microscopia
eletronica ou usando diferencia¢do genética. Trofozoitos visiveis ou bradizoitos em tecido de
bidpsia também confirmam o diagnostico.

Portella et al., (2021) descreveram que todas as amostras de tecidos de ovelha
apresentavam cistos grosseiramente visiveis, caracterizados como brancos, de redondos a ovais
e estruturas variando de 0,3 a 1 cm de diametro. Em contraste, os tecidos de bovinos nao
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apresentavam cistos grosseiramente visiveis, mas tinham focos branco-amarelos com contornos
irregulares, distribuidos aleatoriamente. Todas as amostras de bovinos e ovinos apresentavam
cistos microscopicos. No exame histoldgico de tecidos ovinos foram observadas estruturas
basofilicas circulares a alongadas, encapsuladas, variando de 30 a 3.000 pm de comprimento e
20 a 1.000 um de largura dentro das fibras do musculo esquelético. Nos tecidos de bovinos,
todos os quatro fragmentos de musculo cardiaco analisados continham estruturas basofilicas
circulares a alongadas, dentro dos cardiomidcitos e em algumas fibras de Purkinje. Além de
Infiltrado inflamatorio misto discreto contendo neutroéfilos, histiocitos, linfocitos e plasmocitos
¢ observado no tecido cardiaco juntamente com cardiomiodcitos e adipocitos, indicando
sarcocistose miocardica.

2.1.7 Diagnostico molecular

Atualmente, métodos moleculares podem ser usados para caracterizar Sarcocystis spp.,
identificar seus sarcocistos e determinar suas relagdes filogenéticas (GJERDE et al., 2020). Até
recentemente, a identificacdo de espécies moleculares de varios Sarcocystis spp. baseou-se
quase exclusivamente em sequéncias da unidade nuclear de rDNA, particularmente o rRNA
18S (RUBIOLA et al., 2018). Testes moleculares proporcionam a detecgdo e caracterizagao de
espécies de Sarcocystis (FERREIRA, 2018). A PCR em esporocistos pode ser usada para
determinar as espécies presentes em hospedeiros (LINDSAY & DUBEY, 2020).

Antes da era molecular, sarcocistos morfologicamente indistinguiveis em diferentes
hospedeiros intermediarios s6 podiam ser atribuidos a diferentes espécies com base em
experimentos de transmissdo, que exigiam que os hospedeiros definitivos também fossem
conhecidos. Atualmente, métodos moleculares podem ser usados para caracterizar Sarcocystis
spp., identificar seus sarcocistos e determinar suas relagdes filogenéticas (GJERDE et al.,
2020).Todos os gatos positivos na histopatologia também foram positivos para PCR (5/5;
100%). Andlise comparativa das sequéncias disponiveis em GenBank NCBI revelou maior
identificagcdo com §. neurona (AH009986.2), com 98—100% de similaridade em todos os casos
(5/5; 100%). Os restantes 95 gatos foram PCR-negativos (LUCIO et al., 2020).

Recentemente, pesquisadores obtiveram sucesso notavel em aspectos moleculares
para identificar varias espécies de Sarcocystis spp que infectam o gado. Varias técnicas
moleculares avaliadas para este fim s3o 18S rRNA, 28S rRNA, 18S rDNA, gene da subunidade
1 da citocromo C oxidase mitocondrial (COX1) e regido ITS-1. Geralmente, o Sarcocystis
caracteristicas ultraestruturais sdo consideradas fundamentais para a identificagdo de muitos
Sarcocystis spp. dentro do mesmo hospedeiro intermediario. Atualmente, a andlise da sequéncia
genOmica € necessaria para esclarecer se morfologicamente Sarcocystis semelhantes de
diferentes hospedeiros intermediarios sdo da mesma espécie ou ndo (SHNAWA; SWAR,
2021).

2.1.8 Controle e Prevencao

Gatos de propriedades rurais ndo devem ser alojados em depositos de ragdes ou ter
acesso a eles, nem se deve permitir que defequem em locais de estabulacdo de animais de
interesse zootécnico. E importante também que ndo sejam alimentados com carne sem ser
cozida (FERREIRA, 2016). O gado morto deve ser enterrado ou incinerado e animais mortos
nunca devem ser deixados no campo para abutres e carnivoros comerem (LINDSAY &
DUBEY, 2020).
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Para Quadros et al., (2019) a educacdo sanitdria e o conhecimento da populacao sdo
fundamentais e devem ser disseminados para que as medidas profilaticas sejam realizadas,
principalmente na regido sul do Brasil onde o consumo, principalmente do churrasco ¢ comum
e muitas pessoas ainda mantém o habito da ingestao de carne mal passada, aumentando a chance
de infeccio. E altamente recomendivel que medidas de higiene sejam aplicadas durante o
processamento da carne € o consumo de produtos carneos mal cozidos deve ser evitado (MAKY
E MOHAMMED, 2021).

Para evitar sarcocistose humana, a carne deve ser congelada a - 20°C por um dia ou a -
4°C por 2 dias e cozida a uma temperatura de 70°C antes do consumo, assim como 0s seus
produtos (MAKY e MOHAMMED, 2021). Cozinhar a carne antes de servir aos caes
inviabiliza o protozodrio. A coc¢do das carnes bovina e suina, a fiscalizacdo das carnes nos
abatedouros, o uso de adubos que ndo sejam dejetos humanos e a ndo poluicao fecal do solo
constituem, também, medidas de prevengdo da sarcocistose (QUADROS et al., 2019).

Para evitar a ocorréncia de Mieloencefalite Equina por Protozoario (MEP), Teixeira et
al., (2019) recomenda bloquear o acesso de gambas ao estabulo e dependéncias, boa higiene
referente ao armazenamento € manipulagao das racdes dos animais, bebedouros e cocheiras,
requisitando exames e historico dos novos animais que serdo introduzidos na propriedade, pode
ser uma prevencdo da doenga. Deve-se, portanto, evitar situagdes de estresse e
imunossupressdo que possam desencadear a sintomatologia nervosa, especialmente se o0s
animais forem criados em areas onde estejam presentes gambas, que sdo os hospedeiros
definitivos do S. neurona, servindo de fonte de infec¢ao para os equinos, através da eliminacao
de oocistos em suas fezes (VILELA et al., 2019).

2.2 Neospora caninum

Neospora caninum antes de 1984 era erroneamente identificado como Toxoplasma
gondii. Os cistos teciduais de Toxoplasma gondii t€ém paredes mais finas (<0,5 pum) e podem
ser encontrados em muitos 6rgdos. Um novo género, Neospora, foi proposto para acomodar a
espécie N. caninum porque se considerou que o parasito ndo se encaixava nos géneros existentes
(DUBEY et al., 2002). J& foi diagnosticado em vérias espécies que acabam sendo hospedeiros
intermediarios como, asininos, equinos, cervideos, gatos, galinhas, bufalos, bovinos, caprinos
e ovinos (SILVA et al., 2019).

E um protozoario intracelular obrigatério que infecta animais domésticos e silvestres
(BARROS et al., 2018). Possui canideos domésticos e selvagens, coiotes e lobos cinzentos
como hospedeiros definitivos e varios animais de sangue quente como hospedeiros
intermediarios (CERQUEIRA-CEZAR et al., 2017). Os canideos sdo considerados hospedeiros
definitivos, pois podem liberar oocistos no ambiente por meio de suas fezes (BARROS et al.,
2018).

2.2.1 Ciclo biolégico, transmissido e patogenia

E um parasito intracelular obrigatério e possui um ciclo heteroxeno (Figura 1)
(GONDIM, et al., 2002). Devido a sua semelhanga com outro coccidio da mesma familia,
Toxoplasma gondii, Neospora caninum s6 teve seu ciclo de vida elucidado em 1998
(McALLISTER et al., 1998).

Os caes domésticos (Canis lupus familiaris), o lobo cinzento (Canis lupus lupus), os
coiotes (Canis latrans), e o dingo (Canis lupus dingo) sao hospedeiros definitivos (SILVA et
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al., 2019). Enquanto ruminantes, como bovinos (Bos taurus), ovelhas (Ovis aries) e veados
(Cervidae) servem como hospedeiros intermediarios (KLEIN et al., 2019).

Todos os trés estagios infecciosos de N. caninum (taquizoitos, bradizoitos e oocistos)
estdo envolvidos na transmissdo do parasito. Os carnivoros provavelmente se infectam pela
ingestao de cistos teciduais contendo bradizoitos, e os herbivoros provavelmente se infectam
pela ingestao de alimentos ou agua potavel contaminados por oocistos esporulados. A infeccao
transplacentaria pode ocorrer quando os taquizoitos sao transmitidos de uma mae infectada para
o feto durante a gravidez (DUBEY et al., 2007).

Os esporozoitos quando ingeridos por um hospedeiro intermediario, sdo liberados e se
transformam em taquizoitos, que sdo capazes de proliferar e se disseminar para diferentes
orgdos. Esta fase terminard quando o hospedeiro desenvolver uma resposta imune protetora,
causando a transformacgdo de taquizoitos em bradizoitos de proliferacdo mais lenta, que se
desenvolvem dentro do cisto tecidual, geralmente confinado ao tecido nervoso e musculo
esquelético, a fim de estabelecer a fase persistente da infeccdo (MARUGAN-HERNANDEZ,

2017).
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Figura 2. Ciclo bioldgico de Neospora caninum. Fonte: Adaptado de Dubey (2003) e Alves
(2022).

A transmissdo do N. caninum pode ocorrer por duas vias: via horizontal ou vertical. A
primeira ndo menos importante pode ocorrer pela ingestdo de oocistos esporulados pelo
hospedeiro intermediario, que foram excretados nas fezes por cdes infectados, ja a transmissao
vertical acontece da mae para o feto pela via transplacentaria (DUBEY e SCHARES, 2011).

A transmissao vertical € a principal via de N. caninum em bovinos. Como consequéncia,
ela desempenha um papel importante na manutencdo do agente por propagacao sucessiva do
parasito de uma geracao para outra (JAPA et al., 2019). A transmissao transplacentaria em
bovinos € responsavel por perpetuar a doenga no rebanho (COSTA et al., 2021). No entanto,
ela por si s6 ndo ¢ capaz de propagar a infeccao por N. caninum na natureza (DUBEY et al.,
2009).
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A transmissdo horizontal ¢ de notdvel importancia, pois estima-se que um Unico
hospedeiro definitivo seja capaz de eliminar, aproximadamente, 500.000 oocistos apds a
ingestdo de uma unica carcaca contaminada, o que seria suficiente para infectar milhares de
animais em um rebanho (GONDIM et al., 2002).

Os canideos podem adquirir infec¢do por ingestdo de tecidos infectados (LINDSAY E
DUBEY, 2020). O contato direto entre caes e bovinos em instalagdes ou pastagens,
desempenha importante papel na transmissdo e manutencdo do protozoario nos rebanhos
(COSTA et al., 2021).

Os principais fatores que influenciam a patogénese da doenca estdo relacionados com a
invasdo do parasito, a replicagdo e o seu estabelecimento dentro da célula hospedeira e a
capacidade do hospedeiro para montar uma resposta imune eficiente para inibir a proliferacao
e persisténcia do parasito (MARUGAN-HERNANDEZ, 2017).

2.2.2 Neospora caninum em felinos

O papel dos felideos (domésticos e ndo domésticos) no ciclo de vida de N. caninum tem
sido pouco descrito (NAZARI et al., 2023). Pouco se sabe sobre a epidemiologia da infec¢ao
por Neospora caninum em gatos (RECHE-JUNIOR et al., 2022). Segundo Dubey et al., (2007)
embora anticorpos para N. caninum tenham sido relatados em felideos domésticos e selvagens,
infeccoes clinicas naturais ndo foram documentadas. Identificar anticorpos séricos para N.
caninum pode ajudar a confirmar o diagnostico de neosporose (DUBEY et al., 2009).

André et al., (2010) analisaram amostras de soro de 142 felideos silvestres e 19 felinos
exoticos de zooldgicos. Dos 161 felideos silvestres testados, 70 (50,3%) foram soropositivos
para N. caninum pelo teste de imunofluorescéncia indireta (IFAT). Os titulos de anticorpos
variaram de 1:25 a 1:400.

Onuma et al., (2014) observaram uma prevaléncia de 63,6% no estudo feito com ongas-
pintadas (Panthera onca), de vida livre. De onze amostras, sete foram positivas para a espécie
N. caninum, o que indicou a circulagcdo ambiental desse patdogeno na regido do Pantanal do
Estado de Mato Grosso. Eles utilizaram a Reagdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) para
investigar a presenca de anticorpos contra Neospora caninum em amostras de soro de ongas-
pintadas (Panthera onca), de vida livre e verificou a exposigdo a esse coccidio relacionado.

Ebani et al., (2021) testaram 95 amostras de soro para N. caninum em gatos da Toscana,
regido central da Italia. Apenas 2 (2,1%) foram positivos na titulagdo de 1:20. Segundo os
autores, a baixa ocorréncia de anticorpos contra N. caninum sugeriram que oS gatos
selecionados (principalmente jovens), embora vivessem ao ar livre, ndo estavam acostumados
a se alimentar de suas presas.

Yang et al., (2022) analisaram 128 amostras de soro de gatos errantes da China por meio
de testes soroldgicos especificos para N. caninum, em que 2 (1,6%) foram positivas para IgG e
74 (57,8%) para IgM.A maioria dos relatos de neosporose do Brasil sdo relacionados a
sorologia (CERQUEIRA-CEZAR et al., 2017).

Os trabalhos sobre a ocorréncia de Neospora caninum em gatos, publicados no Brasil
estdo na tabela 2. Dubey et al., (2002) foram os primeiros a documentar que gatos domésticos
brasileiros oriundos de Sao Paulo foram expostos naturalmente a N. caninum. Anticorpos para
N. caninum foram encontrados em 60 (11,9%) de 502 gatos com titulos de 1:40 em 36 gatos,
1:80 em 18 gatos, 1:160 em 5 gatos e 1:800 em 1 gato usando o Neospora teste de aglutinacao
(NAT). Foram confirmados por Western blotting no soro de 10 gatos com titulos de NAT de
1:80 a 1:800; o que sugeriu que pelo menos 10 gatos tinham anticorpos especificos para M.
caninum confirmados por 2 testes.
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Tabela 2 Trabalhos sobre a ocorréncia de Neospora caninum em gatos, publicados no Brasil.

Estado Método Ne Resultados Referéncias
amostras
Sédo Paulo NAT 502 60 (11,9%) Dubey et al., (2002)
Sao Paulo IFAT 400 98 (24,5%) Bresciani et al., (2007)
Sao Paulo IFAT 70 0 Coelho et al., (2011)
Maranhéo IFAT 200 54 (27%) Braga et al., (2012)
Paraiba RIFI 201 0 Feitosa et al., (2014)
Bahia IFAT 272 8 (2,9%) Meneses et al., (2014)
Mato Grosso do Sul IFAT 151 10 (6,6%) Sousa et al., (2014)
Pernambuco IFAT 35 5(5,7%) Arraes-Santos et al., (2016)
Bahia IFAT 231 50 (44,7%) Munhoz., et al., (2017)
Pernambuco NAT 257 8 (3,11%) Lima et al., (2018)
Roraima RIFI 32 5 (15,62%) Gomes et al., (2019)
Parana IFAT 100 42 (67,7%) Koch et al., (2019)
Tocantins IFAT 180 7 (3,9%) Ribeiro et al., (2022)
Rondonia IFAT 100 0 Silva et al., (2023)

Bresciani et al., (2007) pesquisaram anticorpos através da Reacdo de
Imunofluorescéncia indireta (RIFI) em gatos siameses, persas e sem ragas indeterminadas do
municipio de Aragatuba, Sao Paulo, Brasil. De dos 400 gatos, 98 foram soropositivos para para
N. caninum (24,5%, titulo >16). Os titulos de anticorpos variaram de 16 a 256. Dos 219 felinos
menores de 1 ano, 18,7% eram positivos, enquanto entre os 181 gatos com mais de 1 ano, 31,5%
apresentaram soropositividade para o agente. Em outro estudo realizado em Sao Paulo, Coelho
et al., (2011) N. caninum (titulo 16) ndo foi observado nenhum animal. O estudo utilizou a
imunofluorescéncia indireta em 70 gatos do municipio de Andradina.

Braga et al., (2012) anticorpos anti-Neospora caninum em gatos com acesso ao ar livre
em Sao Luis, Maranhdo. A presen¢a de IgG anti-N. caninum foi testado usando a RIFI. Dos
200 gatos incluidos no estudo, 54 (27%) foram soropositvos. Os titulos de anti-N. caninum
variaram de 1:25 (ponto de corte) a 1: 400.

Feitosa et al., (2014) analisaram amostras de sangue provenientes de 201 gatos, 132
domiciliados e 69 errantes no municipio de Patos, Paraiba, Brasil. Eles utilizaram 1:50 como
ponto de corte, mas a presenca de N. caninum ndo foi observada nos animais estudados, pois
nenhum animal foi sororreagente.

Meneses et al., (2014) testaram 272 felinos, na qual 134 gatos errantes e 138 de gatos
domiciliados pela RIFI, utilizando-se como antigeno, merozoitos produzidos em cultura
celular. Os soros dos felinos foram testados para anticorpos contra o protozoario N. caninum,
cuja frequéncia foi de 2,9% (8/272). Nenhuma diferenca significativa foi observada entre gatos
errantes ¢ domiciliados. Todos os gatos soropositivos para N. caninum tiveram titulos de 1:50.
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A soropositividade ndo mostrou nenhuma diferenga significativa entre gatos internos errantes
e domiciliados.

Sousa et al., (2014) encontraram anticorpos IgG anti-N. caninum em 10 (6,6%) de 151
gatos por meio da Reagdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI). Gatos domésticos (65 gatos
errantes e 86 gatos domiciliados; 55 machos e 96 fémeas, de Campo Grande, Mato Grosso do
Sul. Os titulos de anticorpos IgG variaram de 1:50 a 1:200 e os autores aconselham veterinarios
incluir N. caninum no diagnéstico diferencial de gatos apresentando sintomas clinicos
neurologicos.

Arraes-Santos et al., (2016) demonstraram, por meio da RIFI que gatos com acesso a
rua em Sao Luis, Maranhdo, sdo expostos ao N. caninum. De 35 gatos testados, 5,7% (5/35),
foram sororreagentes. Munhoz., et al., (2017) investigaram tmbém pela RIFI um total de 231
gatos no estado da Bahia. Foram considerados o ponto de corte de 1:50 e 50 (44,7%) gatos
apresentaram. De 201 gatos domiciliados e 30 gatos errantes. Para N. caninum, a
soropositividade entre gatos com dono foi de 21,4% (43/201) e entre os gatos de rua, 23,3%
(7/30).

Lima et al., (2018) examinaram amostras de soro de 257 gatos selvagens da ilha de
Fernando de Noronha. Foram analisadas através do teste de aglutinagdo Neospora (NAT) para
pesquisa de anticorpos anti-Neospora caninum. Das amostras de soro analisadas, 8 (3,11%)
foram positivas. Segundo os autores os resultados demonstraram que os gatos selvagens estao
expostos a infec¢do por N. caninum em baixa frequéncia.

No estudo realizado por Gomes et al., (2019) no estado de Roraima, um total de 32 gatos
foram submetidos a exame sorologico para pesquisa de anticorpos IgG Neospora caninum por
meio da reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI), considerando um ponto de corte para
positividade a dilui¢ao de 1:25. Foi encontrado uma porcentagem de 5 (15,62%) de animais
positivos e 27 (84,38%) negativos. Koch, (2019) relatou a presenga de anticorpos IgG contra
Sarcocystis neurona e Neospora caninum em gatos de Curitiba, no Parana. Das 100 amostras
de soro de gatos, 42 (67,7%)) foram positivas.

Silva et al., (2023) em um levantamento soroepidemioldgico de anticorpos anti-
Neospora caninum em gatos domésticos (Felis catus) no estado de Rondonia foram avaliadas
amostras de soro sanguineo de 100 gatos de diferentes regides e considerado um ponto de corte
1:50 de anticorpos, mas ndo houve ocorréncia de gatos soropositivos.

2.2.3 Neospora caninum em outras espécies

Neosporose ¢ uma doenga parasitaria que acomete uma variedade de mamiferos, dentre
esses os bovinos, que quando infectados podem apresentar como principais sintomas distirbios
reprodutivos que levam a perdas econdmicas significativas para a pecuaria de leite e corte
(BRILHANTE et al., 2022). Segundo, Cerqueira-Cézar et al., (2017) em revisao feita sobre
neosporose fica evidente que a infec¢do por N. caninum ¢ amplamente prevalente em todo o
Brasil. No entanto, nada se sabe sobre a prevaléncia de oocistos desse protozoario no solo ou
nas fezes caninas e que também ¢ incerto se existem hospedeiros definitivos adicionais, além
do cao doméstico e alguns canideos silvestres, como afirmado anteriormente.

Quando a infec¢do por N. caninum ocorre em bovinos, ela induz aborto, sendo a
neosporose bovina uma das principais causas de aborto em todo o mundo. No gado leiteiro, o
onus econdmico do aborto associado a neosporose € tao grande que pode resultar no fechamento
de uma fazenda (ALMERIA et al., 2017). Segundo Berna et al., (2022) o impacto econémico
mundial pode ser estimado em um bilhdo de délares anualmente (BERNA et al., 2022). No
entanto, nem todas as vacas infectadas abortam e ainda ndo se sabe por que isso ocorre
(ALMERIA et al., 2017).
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Apesar da neosporose ndo ser considerada uma das principais enfermidades
relacionadas a perdas gestacionais na espécie equina (OCTAVIANO et al., 2020). Para Cabral
(2020) a transmissdo transplacentaria de Neospora spp. ocorre em €guas, pois o parasito foi
encontrado em tecidos placentarios. Foi possivel observar cistos na placenta de alguns animais
através do exame histopatoldgico e outros animais foram positivos através do PCR da placenta,
enquanto outros do liquido amniotico.

E necessaria a inclusdo desse agente etiologico no rol de exames a serem realizados nos
casos de abortamento e natimortalidade em equinos visto que a presenca de caes e a criagao
conjunta de diferentes espécies em propriedades rurais brasileiras sdo extremamente comuns,
o que pode contribuir para a disseminagao da afeccao (OCTAVIANO et al., 2020).

Mazuz et al., (2020), demonstraram alta soroprevaléncia de Neospora spp. em €guas
que sofreram abortos e altas taxas de transmissdo transplacentdria para fetos abortados
atribuidos a N. caninum. A soroprevaléncia encontrada em éguas abortadas foi de 70,9% e a
prevaléncia por deteccdo de DNA nos fetos abortados foi de 41,9%. Eles sugerem que N.
caninum pode ser uma causa significativa de aborto em equinos, os resultados aqui
apresentados demonstram que a transmissao transplacentaria em equinos tem papel importante
na circulacdo e na epidemiologia desses parasitos.

Infecgdes por N. caninum também foram detectadas em animais selvagens,
evidenciando a capacidade do parasita de circular entre animais domésticos e selvagens
(MARUGAN-HERNANDEZ, 2017). Embora o papel das aves no ciclo epidemioldgico da
neosporose seja desconhecido, as aves estdo expostas a infec¢do porque se alimentam no solo
e podem, assim, contribuir para a disseminagao do parasita (BARROS et al., 2018).

Alves et al., (2022) mencionaram que N. caninum foi detectado em duas aves (02/65;
3,07%), em amostra de cérebro de Rupornis magnirostris e em amostras de cérebro e cora¢do
de Dendrocygna bicolor DNA do género Sarcocystis spp. foi detectado em trés aves (03/65;
4,62%), sendo que no sequenciamento genético foram identificados Sarcocystis spp. em
cérebro de Nymphicus hollandicus e Sarcocystis speeri em cérebro e coragdo de Amazona
aestiva. As aves sdo relevantes no ciclo de vida e epidemiologia dos protozoarios devido a
grande variedade de espécies de aves, habitos alimentares e migratdrios.

De acordo com Huertas-Lopez, (2022) N. caninum ndo € um patdégeno zoonotico, mas
Cunha, (2013) em seus resultados obtidos, indicaram a exposi¢do de seres humanos a M.
caninum, com prevaléncia mais elevada em individuos imunocomprometidos, sendo que
anticorpos para esse coccidio foram encontrados em 36 pacientes HIV-positivos (23,1%) e em
11 individuos HIV-negativos (11%). Das 256 amostras de soros humanos analisadas, 47
(18,3%) foram positivas para N. caninum, no municipio de Pelotas, Rio Grande do Sul, Brasil,
por meio da Reag¢dao de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), com a dilui¢do inicial de 1:25.

No estudo feito por Oshiro et al., (2015) para investigar a presenca de anticorpos anti-
N. caninum em individuos imunocomprometidos, a soropositividade avaliada pela reacdo de
anticorpos imunofluorescentes (RIFI) com dilui¢dao de 1:50, foi de 26,1% (81/310) em Mato
Grosso do Sul e 31,2% (10/32) no Parana. Devido ao seu sistema imunologico fraco, as pessoas
imunocomprometidas podem ser propensas a infec¢des oportunistas. Para os autores esses
dados iniciais sinalizam a necessidade de determinar se esta doenga ¢ apenas uma doenca
oportunista em pessoas imunocomprometidas ou se € uma zoonose.
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2.2.4 Diagnostico sorologico

O diagnostico de neosporose geralmente depende de sorologia ou detecgdo de
protozoarios em fluidos corporais (DECOME et al., 2019). A prevaléncia pode variar bastante,
dependendo do tipo de amostragem, das técnicas laboratoriais utilizadas, que sdo variadas e do
ponto de corte escolhido na sorologia (SILVA et al., 2019).

Mediante diagnodstico sorologico feito por Adhami et al., (2020) Os anticorpos N.
caninum 1gG foram detectados em 4,86% (n=14/288) e 4,21% (n=4/95) dos soros de cdo e
raposa, respectivamente. No total, 4,72% (n=7/148) e 5% (n=7/140) caes fémeas e machos
foram sorologicamente positivos, respectivamente em Sanandaj, Provincia do Curdistao, Ira.

Segundo Murakami et al., (2017) o método RIFI apesar de ser considerado padrao-ouro
para o diagnoéstico de neosporose, pode-se apresentar negativo mesmo quando o hospedeiro
estiver parasitado, com isso aumenta a importincia de novos métodos diagndsticos. As
respostas imunes humorais ndo sao protetoras contra N. caninum, mas a soropositividade e o
nivel de anticorpos podem ser bons marcadores para o diagnostico de neosporose bovina e seu
risco de aborto associado (ALMERIA et al., 2017).

Nazari et al., (2020) A o todo, 157 amostras de soro de roedores (101 Meriones
persicus), (41 Mus musculus) e 15 Cricetulus migratorius) foram analisadas pelo o método
RIFI para anticorpos para N. caninum. Foram encontrados uma prevaléncia de 20,38%
(32/157). As amostras de soro foram diluidas em 1:40, 1:50 ¢ 1:80 em PBS e um titulo de pelo
menos 1:50 foi considerado um resultado positivo.

2.2.5 Diagnostico histopatolégico

Para Dubey et al., (2019) a bidpsia do musculo afetado pode produzir um diagndstico
definitivo quando os organismos sdo detectados, embora taquizoitos de N. caninum sejam
semelhantes aos taquizoitos de 7. gondii sob microscopia de luz, os cistos teciduais de M.
caninum possuem paredes mais espessas que as do 7. gondii.

Melendez et al., (2021) em estudo feito com fetos abortados identificaram no exame
histopatologico de um feto identificado como um, miosite linfohistiocitica multifocal leve e
miocardite em lingua, musculo esquelético e coracdo. Encefalite multifocal leve nao supurativa
com nddulos gliais em todo o cérebro. No feto dois ndo foram observadas lesdes significativas.
Nos tecidos do feto, segoes de placenta apresentaram infiltrados aleatorios de neutréfilos e
macréfagos em cortes placentdrios. Para confirmar ainda mais o diagndstico, a imuno-
histoquimica (IHC) foi realizada em se¢des de tecido do cérebro, musculo esquelético e coragao
do feto 1 e se¢des de tecido do cérebro, lingua e coragdo de feto 2. Imunocoloragao positiva foi
observada em cortes de musculo esquelético e coracao do feto 1 e cortes de coracdo do feto 2.

Prakas et al., (2020) caracterizaram morfologicamente através da microscopia de luz
sarcocistos isolados de gaivotas da Lituania e indicaram que S. columbae, S. halieti, S. lari e S.
wobeseri sdo indistinguiveis com base no tamanho de sarcocistos e bradizoitos, bem como a
espessura da parede. Os sarcocistos eram microscopicos, semelhantes a fios, 2860— 7930 x 43—
200 um de tamanho, com um fino (0,7—1,5 um), parede cistica aparentemente lisa, divididos
por septos em compartimentos preenchidos com bradizoitos em forma de banana, 5,5-9,0%1,2—
2,4 um de tamanho.

Costa et al., (2021) relataram na avaliag@o histopatologica em bovinos de leite no sul de
Santa Catarina as seguintes lesdes em cinco fetos: encéfalo com areas de gliose e necrose do
neuropilo, circundada por infiltrado de linfocitos e plasmocitos focal ou multifocal, discreto
a moderado, caracterizando encefalite necrotizante mononuclear. Na musculatura esquelética
e cardiaca havia infiltrado linfécitos e plasmoécitos em miofibras ou em miocéardio, multifocal
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discreto, caracterizando miosite e miocardite mononucleares, em quatro e trés fetos,
respectivamente.

A avaliacdo microscopica do cérebro e da medula espinhal revelou inflamagao difusa,
moderada a grave, caracterizada por infiltragdo perivascular de linfocitos, plasmdcitos e
macréofagos. Além disso, areas multifocais de necrose estavam presentes no figado, musculos
cardiacos e esqueléticos e havia leve inflamacao mononuclear. Paniculite grave e dermatite
piogranulomatosa também foram observadas. Varios organismos ovoides e arredondados
compativeis com zoitos (taquizoitos e/ou bradizoitos) foram observados no cérebro, figado,
pulmdes e lesdes cutdneas. Imuno-histoquimica (anticorpo policlonal de cabra; 1:5000, VMRD,
Pullman, Washington, EUA) do cerebelo demonstrou imunorreatividade positiva para N.
caninum. Todos esses achados foram consistentes com um quadro inflamatorio séptico devido
a infecgdo disseminada grave por N. caninum em cies (DECOME et al., 2019).

2.2.6 Diagnostico molecular

Técnicas moleculares como PCR sdo necessarias para confirmar o diagnostico de um
agente infeccioso, o que nao foi utilizado em nenhum dos estudos para avaliar a prevaléncia de
N. caninum em felinos, talvez devido as limitagdes éticas do isolamento do parasito em animais
vivos (NAZARI et 1., 2023). Elas introduzem uma abordagem nova e promissora para a
detecgdo de agentes protozodrios em liquido cefalorraquidiano (LCR). Levantando a hipdtese
de que a PCR em tempo real (rt PCR) pode ser um complemento util para o diagnostico de
mieloencefalite protozoaria equina (EPM) (BERNARDINO et al., 2021). De acordo com
Murakami et al., (2017) o método de PCR através de liquor ¢ eficaz para a confirmagao
diagnostica da enfermidade.

Melendez et al., (2020) realizaram o diagnostico molecular para identificar o agente
responsavel por um surto de aborto em um rebanho leiteiro do Estado da Geoérgia, Estados
Unidos. Orgaos de fetos abortados, tecidos placentarios, foram submetidos a investigacio. Os
resultados foram positivos para N. caninum em todos os trés fetos pesquisados. Nenhum outro
teste de PCR para agentes infecciosos abortivos foi positivo.

Um total de 96 placentas bovinas foram examinadas para a presenga de DNA de N.
caninum. Nenhum historico de aborto foi registrado em nenhum dos animais estudados, mas
35 amostras foram positivas para o parasito, correspondendo a uma prevaléncia geral de 36,5%
(JAPA et al., 2019).

2.2.7 Controle e prevenc¢ao

O controle da doenca depende de medidas de gestdo na producdo. Os programas de
controle devem ser adaptados a situacdo especifica, nas quais o diagndstico sorologico ¢
essencial para identificar a extensdo da infec¢do no rebanho e se a transmissdo endégena e/ou
exdgena estao ocorrendo. As principais medidas de controle para evitar a transmissao endogena
devem focar evitar a reativagdo de bradizoitos em animais infectados, mantendo a
biosseguranca ideal e evitar fatores estressores que podem favorecer a imunossupressao
(MARUGAN-HERNANDEZ, 2017). Para Lindsay & Dubey (2020) em rebanhos onde a
prevaléncia de N. caninum for muito alta o descarte dos animais ¢ inviavel e antes de decidir-
se pelo abate ¢ aconselhdvel estimar a prevaléncia de N. caninum na propriedade.

Lefkaditis et al., (2020) recomendam: quarentena dos animais, testes de reposicao,
adquirir novas vacas, limitar o acesso de cdes as pastagens e ragdes para evitar possiveis
contaminagdo por fezes e outros potenciais hospedeiros definitivos, controle regular do
abastecimento de adgua e roedores para eliminar um potencial reservatorio de N. caninum na
pecudria e controle de manejo reprodutivo. Eles sugerem ainda que os produtores podem decidir
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remover vacas infectadas ou sua progénie do rebanho. A selecdo de animais soronegativos para
substituicdo de reprodutores ¢ outra importante medida de controle (MARUGAN-
HERNANDEZ et al., 2017).

Segundo Semango et al., (2019) a reducao da contaminagdao do ambiente com fezes de
caes podem contribuir para reduzir o risco de infec¢do. Essa abordagem pode ser possivel em
areas onde os caes sao bem controlados, mas na presenca de caes soltos, ¢ provavel que seja
um desafio evitar a contaminacao de areas de pastagem. As praticas de manejo, como pastoreio
restrito também contribuem para reduzir as fontes de infec¢cdo, mas requer maiores recursos em
termos de mao-de-obra e compra ou coleta de forragem.

Para, Goodswen et al., (2013) a melhor forma de controlar a neosporose do ponto de
vista econdmico, em relacdo ao custo-beneficio seria a criagdo de uma vacina que protegesse
contra a infec¢do e a doencga clinica. Dias et al., (2014) também reforca a necessidade de
implementagdo de um programa de vacinacdo, que possa resultar de forma consideravel na
minimizagdo dos prejuizos econdmicos causados pelo abortamento, uma vez que produz
resposta soroldgica significativa em vacas vacinadas. Ainda ndo existe vacina para combater a
neosporose (DUBEY et al., 2009; XU et al., 2019). Assim, o desenvolvimento de vacinas
adequadas para controlar sua infec¢do e transmissdo € urgentemente necessario (XU et al.,
2019).

Analise molecular e genotipagem sdo necessarios para diagnostico de cepas de M.
caninum e serdo Uteis para o desenvolvimento de vacinas e para estabelecer a ligacdo entre os
ciclos selvagens e domésticos da doenca. Aconselha-se educagao publica sobre fatores de risco
associados a infeccdo para agricultores e pessoas rurais (GHAREKHANI et al., 2020).
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 Aspectos éticos

A Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal Rural do Rio
de Janeiro (UFRRJ), sob o protocolo de numero 6422250523/2023 (ID 002533) tornou a
submissao invalidada, ndo tendo necessidade de aprovagao, pois a proposta esta fora do escopo
da legislagdo pertinente por se tratar de amostras cedidas (Anexo A).

3.2 Origem das amostras

As amostras obtidas para diagndstico histopatoldgico e molecular, bem como os dados
dos animais inseridos neste estudo foram cedidas pelo Setor de Anatomia Patologica (SAP) da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro - UFRRJ (Anexo B). Foram incluidos no estudo,
amostras de Orgdos reprodutivos de gatos asselvajados que foram submetidos a cirurgia de
esterilizacdo. Todos os animais sdo originarios da Ilha Furtada, localizada no municipio de
Mangaratiba, Estado do Rio de Janeiro.

3.3 Localizacao do estudo

A andlise histopatologica foi realizada no Setor de Anatomia Patologica (SAP) e a
analise molecular foi realizada no Laboratorio de Doencas Parasitarias/Cultivo de Células e
Hemoparasitos, ambos laboratdrios pertencentes ao Departamento de Epidemiologia e Satide
Publica da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.

3.4 Diagnostico histopatologico

Para o diagnostico histopatoldgico foram cedidas 54 amostras, sendo: 54 ovarios, 54
tubas uterinas, 54 cornos uterinos, 2 placentas e 22 testiculos, que foram clivadas em dimensdes
longitudinais de 3 mm por 25 mm, apenas os cornos uterinos foram submetidos a cortes
transversais de 3 mm. Os fragmentos foram inseridos em cassetes histologicos para conservagao
em alcool absoluto.

Para a confeccao das laminas todos os tecidos foram submetidos ao processamento, bem
como: desidratacdo em alcool absoluto, clarifica¢do pelo xilol PA e infiltradas e impregnadas
em parafina e seccionadas a 3 um usando um micrétomo rotativo (Figura 4).
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Figura 3. Processamento das amostras realizado no Setor de Anatomia Patologica (SAP) da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro. Desidratagdo em alcool (A). Clarificagdo pelo
xilol (B). Emblocamento pela parafina (C) e Microtomia (D).

Os cortes foram corados com os corantes Hematoxilina e Eosina (HE) (Figura 5). Foram
preparadas 109 laminas, que receberam a identificacdo conforme o registro do laboratdrio
(38073 a 38126). Para cada animal foram feitas 2 laminas e em alguns casos, 3 ldminas para
uma melhor visualizagdo. Depois de prontas foram analisadas em microscopio optico Nikon
Eclipse E200, nas objetivas de: 4x, 10x e 40x.

Figura 4. Imagem das laminas de tecidos reprodutivos de gatos confeccionados com o corante
Hematoxilina & Eosina e identificadas conforme registro do Setor de Anatomia Patologica da
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UFRRJ. Lamina 38099 A, com ovario, corno uterino € tubas uterinas € Lamina 38104 A com
testiculo. Fonte: Arquivo pessoal.

3.5 Diagnostico molecular

Para a realizagdo do diagnostico molecular foram cedidas 63 amostras congeladas em
alcool absoluto. Foram utilizados fragmentos de 18 epididimos, 1 testiculo, 23 ovarios e 21
uteros, totalizando 63 amostras procedentes de 43 gatos.

3.5.1 Extraciao de DNA dos tecidos

Fragmentos de tecidos reprodutivos foram colocados em microtubos de 1,5 ml em
solugdo de digestao (180 ul de PBS, 200 pl de Digest buffer 2X e 20 pul de Proteinase K) na
temperatura de 56° C por “overnight” de 16 horas no Agimaxx Thermo-Shaker. Apos o
periodo de digestdo as amostras foram centrifugadas por 1 minuto e foi adicionado 100 uL de
PBS. Para a extracao do DNA foi adicionado 500 puL de Fenol-Cloroférmio (25\25) em capela
de exaustdo. As amostras foram homogeneizadas no agitador Vortex e em seguida, foram
centrifugadas por 15 minutos a 16000 xg. Foram aliquotadas 500 pL do sobrenadante para
outro tubo, previamente identificado. Adicionou-se 450 uL de Fenol-cloroférmio e repetiu o
processo de homogeneizagao e centrifugagao por 15 minutos a 16000 xg. Retirou-se 450 pL
do sobrenadante para outro tubo com cautela para evitar a transferéncia de fenol e sujidades.
Foram adicionados 700 uL de Isopropanol e centrifugados por 4 minutos a 16000 xg. Apos
observar a formacao do “pellet”, o sobrenadante foi descartado. Foi feita a primeira lavagem
com 1000 uL de Etanol P.A. gelado e centrifugado por 2 minutos a 16000 xg. Desprezou-se
o sobrenadante e adicionou 1000 pL de Etanol 70% gelado centrifugado por 2 min a 16000 x
g. Por ultimo o sobrenadante foi desprezado novamente e o tubo secado com papel toalha e
levado a 56°C por 15 minutos para secar o alcool no Agimaxx Thermo-Shaker. Adicionou
100 pL de TE 1X, colocou no Agimaxx Thermo-Shaker a 56°C por 15 minutos, em seguida,
as amostras foram armazenadas em freezer (a -20 ou -80°C) até o momento do uso.

3.5.2 Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR)

Com o proposito de verificar a efetividade da extragdo de DNA, todas as amostras foram
submetidas a uma PCR de triagem para o gene que reconhece a enzima GAPDH (Proteina
Gliceraldeido-3-Fosfato Desidrogenase), encontrado em mamiferos, peixes, aves,
coleopteros, répteis, crustaceos e cefalopodes (SARRI et al., 2014).

Foi feito um Master Mix (0,1 pL de Taq polimerase a 0,75U (GoTaq DNA Polymerase,
Promega®), 1 uL de cada iniciador a 0,8 pcomols (GAPDH-F ¢ GAPDH-R), 1 uL de dNTP
a 200 mM, 0,75 pL de MgCl2 a 25 mM (Promega® MgCI2 Solution), 2,5 uLL de tampao 5X
(Colorless GoTaq®, Promega®) e 5,15 uL de 4gua ultrapura livre de DNases, totalizando um
volume final de 12,5 pL, contendo 1 pL. do DNA extraido.

As reacdes no termociclador foram realizadas com seguinte protocolo: 95°C por 2 min
e 30 segundos (ativagdo da Taq polimerase), seguidos de 35 ciclos de 95°C por 30 segundos
(desnaturagdo), 55° por 30 segundos (anelamento) e 72° por 25 segundos (extensdo) e, por fim,
um ciclo de 72° por 5 minutos (extensdo final). Os produtos extraidos do DNA foram
amplificados no termociclador BIO-RAD T100™ Thermal Cycler. A partir da amplificagdao
de todas as amostras para o gene GAPDH, foram empregados protocolos distintos para a
detec¢do de cada protozoario.
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3.5.3 Protocolo para detec¢iao do género Sarcocystis spp.

Utilizou-se o iniciador de COI direto: 5-TGTACATACTTACGGCAGGT-3'
correspondente a posicoes 11-30 da sequéncia de S. bovini (N° de acesso do GenBank
KT901022.1); 1ii) primer COI reverso: 5-CCGTAGGTATGGCGATCAT-3', posicdes
correspondentes 895- 913 da sequéncia de S. bovini (n° de acesso GenBank KT901022.1)
(RUBIOLA et al., 2018).

Para a reacao foi feito um Master Mix de 11 uL [0,1 pL de Taq polimerase a 0,75U
(GoTaq DNA Polymerase, Promega®), 1 uL de cada iniciador a 0,8 pcomols (FLARL e
FLALL), 1 pL de dNTP a 200 mM, 1,6 uL de MgCI2 a 25 mM (Promega® MgCl2 Solution),
2,5 uL de tampao 5X (Colorless GoTaq®, Promega®) e 3,8 puL. de agua ultrapura livre de
DNases], acrescido de 1,5 pLL do DNA extraido.

As condigdes finais do ciclo térmico usadas foram: desnaturacdo inicial de 95°C por 5
minutos, seguidos de 40 ciclos de desnaturagao por de 95°C por 1 minuto, anelamento de 60°C
por 40 segundos e extensdo a 72°C por 1 minuto; com uma extensdo final de 72°C por 5
minutos. Foram utilizados quatro controles positivos de Sarcocystis spp. oriundos de cistos
esofagicos de ovinos e um contole negativo contendo 4gua ultrapura.

3.5.4 Protocolo para detecciao da espécie Neospora caninum

Para diagndstico de Neospora caninum, a regido Nc5 (5, 10) foi selecionada como a
sequéncia-alvo para amplificagdo de DNA, sendo utilizado os iniciadores primer na sequéncia
Np 21plus, 5'-CCCAGTGCGTCCAATCCTGTAAC-3 'e Np 6plus 5'- TCGCCAGTCAACCT
ACGTCTTCT3', com 328 bp (YAMAGE et al. 1996).

Para a reagdo foi feito um Master Mix de 11 uL (0,1 pL de Taq polimerase) a 0,75U
(GoTaq DNA Polymerase, Promega®), 1 pL de cada iniciador a 0,8 pcomols (FLARL e
FLALL), I uL de dNTP a 200 mM, 1,25 pL de MgCl2 a 25 mM (Promega® MgCI2 Solution),
2,5 pL de tampao 5X (Colorless GoTaq®, Promega®) e 4,15 pL. de dgua ultrapura livre de
DNases, acrescido de 1,5 pLL. do DNA extraido. Sob as seguintes condi¢des: desnaturagao inicial
de 95°C por 5 min, seguido de 30 ciclos de desnaturacdo por de 95°C por 1 minuto, anelamento
de 60°C por 40 segundos e extensdo a 72°C por 40 segundos; com uma extensao final de 72°C
por 5 minutos. Foram utilizados trés controles positivos de Neospora caninum oriundos do
cultivo celular do Laboratorio de Doengas Parasitarias (LADOPAR) da Universidade Federal
de Santa Maria (UFSM) e um contole negativo contendo 4gua ultrapura.

3.5.5 Eletroforese e analise dos resultados

Para ambas as eletroforeses foi usado um volume de 12,5 pL dos produtos aplicados
em gel de agarose com concentracdo 1,5% (UltraPureTM LMP Agarose, Invitrogen®). Com o
objetivo de avaliar o tamanho dos fragmentos amplificados, os mesmos foram comparados com
um padrdo de peso molecular de 100pb (100bp Ladder Plus, Ready To Use - Sinapse Inc -
M1071.) Os produtos foram colocados na cuba de eletroforese e as amostras adicionadas em
cada poco correspondente, durante 40 minutos a 75 volts e visualizados em transiluminador de
luz UV (L-PIX Sti, Loccus).

24



4 RESULTADOS

4.1 Levantamento de dados

Os dados obtidos nesse estudo foram cedidos pelo Setor de Anatomia Patologica (SAP),
através do livro de registro de diagndstico (Figura 6). Foram descritos os dados dos gatos, tais
como: registro no laboratério, de numeragao 38073 a 38126, sexo, faixa etaria, raga e tipo de
amostra.

Figura 5. Livro de diagnoésticos do Setor de Anatomia Patologica (SAP) da UFRRJ, referente
ao registros (37504 a 38493) do més de agosto de 2021 a maio de 2022. Arquivo de onde foram
retirados os dados dos animais inseridos na pesquisa.

Em relagdo ao sexo dos animais, foram observados a ocorréncia de 59% (32/54) de
fémeas e 41% (22/54) de machos, representados na Figura 7. Quanto a raga dos gatos, 100%
(54/54) foram registrados como sem raca definida (SRD). Foi observado que 11% (6/54) sao
filhotes e os demais, sdo adultos, contabilizando 89% (48/54) no total como demonstrado na
Figura 8.

SEXO

W Fémeas

Machos

Figura 6. Representagdo grafica da porcentagem dos gatos por sexo.
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Faixa etaria

M Filhotes

Adultos

Figura 7. Representagdo grafica do nimero de felinos por faixa etaria.

4.2 Diagnostico histologico e molecular

O exame histologico realizado nas amostras de ovarios, tubas uterinas, cornos uterinos,
nao demonstrou presencga de cistos de Sarcocystis spp e Neospora caninum, sendo considerados
os tecidos reprodutivos histologicamente negativos, além disso, ndo foram encontradas
nenhuma alteragao tecidual.

Nesta pesquisa, nenhuma das amostras estudadas foram positivas para Sarcocystis e
Neospora caninum quando submetidas ao PCR convencional utilizando os marcadores do gene
COlI para Sarcocystis que amplifica 900 bp e o gene Nc5, para N. caninum que amplifica 338
bp. Somente as amostras controles positivos amplificaram demonstrando que a reagdo
funcionou, porém o DNA de ambos os protozoarios ndo foram detectados, como ilustrado na
Figura 9 e Figura 10.
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Figura 8. Imagem do gel de agarose 1,5 % demonstrando os controles positivos para
Sarcocystis spp. Amostras provenientes de cistos de tecido esofagico de ovinos oriundos do
Laboratoério de Doencas Parasitarias (LADOPAR) da Universidade Federal de Santa Maria
(UFSM). Seguida de marcador de tamanho molecular de 100pb.

POS POS POS NEG LADDER

Figura 9. Imagem do gel de agarose 1,5 % demonstrando o primeiro controle positivo para N.
caninum de amostra proveniente de cepa NC-Bahia da Universidade Federal da Bahia (UFBA),
segundo e terceiro controle de amostra de cultivo celular do Laboratorio de Doengas
Parasitarias (LADOPAR) da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM). Seguida de
marcador de tamanho molecular de 100pb.
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5 DISCUSSAO

Nas amostras analisadas neste estudo ndo foram visualizados cistos nos tecidos
reprodutivos e no diagnodstico molecular também ndo foram detectados DNA de ambos os
agentes. No estudo feito por Lucio et al., (2020), gatos submetidos a necropsia apresentaram
cistos nos cortes do musculo do vasto lateral, intercostal, subescapular e diafragma e todos os
gatos histologicamente positivos também foram positivos para PCR (5/5; 100%). Um achado
que surpreendeu os autores foi que todos os casos histologicamente negativos também eram
PCR negativos, assim como os resultados encontrados nesta pesquisa. Os autores esperavam
que alguns musculos histologicamente negativos pudessem apresentar resultados de PCR
positivos, o que ndo aconteceu. Por se tratar de animais necropsiados haveria a possibilidade
de analisar também os 6rgaos reprodutivos, diferente da nossa pesquisa que nao sao 6rgaos
oriundos de necropsia e sim de esterilizacdo, fato que limitou nosso estudo.

Cistos de Sarcocystis spp. normalmente sdo encontrados em regides consideradas como
orgios-alvos como: lingua, es6fago, coragdo, diafragma e musculo esqueletico, com isso a
maioria dos estudos realizados visam pesquisar a ocorréncia de sarcocistos nesses tecidos,
porém estes s6 podem ser analisados quando o animal foi a dbito, em situagdes em que a
necropsia ¢ feita ou em abatedouros, em se tratando de animais de producdo como grandes e
pequenos ruminantes.

Gareh et al., (2020) pesquisaram a ocorréncia de Sarcocystis em amostras de testiculos
de camelos abatidos, ¢ também ndo encontraram cistos, no entanto outros 6rgios foram
acometidos como esdfago que foi o 6rgdo mais acometido (49%), seguido pelo diafragma
(26%) e musculo cardiaco (17%). A taxa de infecgo foi de 81,4% (57 de 70) em machos e 60%
(18 de 30) em fémeas. Diferente do nosso estudo, ndo foi possivel pesquisar se outros 6rgaos
foram parasitados, pois os animais inseridos na pesquisa foram procedentes de cirurgias de
castracao realizadas na ilha.

Bucca et al., (2011) examinaram amostras de diversos tecidos de bovinos para avaliar e
comparar a taxa de infec¢do por Sarcocystis em musculos alvo (o coragdo, a lingua, o es6fago
e o diafragma) e ndo-alvo, 32% (16 /50) ) no musculo cremaster. Segundo os autores, todos os
sarcocistos observados tinham uma parede muito fina (<2 mm) sem estrias evidentes e com
base nessa morfologia, concluiram que provavelmente tratava-se de S. cruzi.

Observa-se que cistos teciduais de ambos os protozoarios possuem predilecdo por
orgdos-alvos, mas também podem apresentar-se em outros Orgaos em menor frequéncia.
Embora, nosso estudo ndo tenha encontrado cistos nos tecidos reprodutivos, ndo se pode
descartar que esses animais poderiam abrigar cistos em outras regioes.

Lucio et al., (2020) observaram multiplos sarcocistos no musculo esquelético de um
gato doméstico (Felis catus) do sul do Brasil e foram observados multiplas estruturas
basofilicas ovais a alongadas de tamanhos variados sdo observadas dentro das fibras
musculares, mas nenhuma reacgao inflamatdria ou degeneragao foi observada, mesmo nos casos
de multiplos sarcocistos. Para Gareh et al., (2020) aparente falta de resposta inflamatoria pode
ser atribuida ao fato de que os protozodrios estdo localizados em cistos dentro das fibras
musculares, que oferecem protecdo contra a imunidade do hospedeiro.

Um fator importante que vale destacar como possibilidade do resultado negativo obtido
¢ a faixa etaria e o nimero de amostras. Em nosso trabalho apenas filhotes e adultos foram
observados. Gatos mais velhos teriam mais chances de apresentarem cistos teciduais tendo em
vista o tempo maior de exposi¢do que gatos mais jovens. Por outro lado, o nimero de amostras
pode nao ter sido representativo € com um nimero maior aumentaria também as chances de
encontrar os sarcocistos, principalmente no caso dos machos, como em outros trabalhos que
encontraram no musculo cremaster.
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Segundo Reche-Junior et al., (2022), pouco se sabe sobre a epidemiologia da infec¢do
por N. caninum em gatos. Embora os anticorpos para N. caninum tenham sido detectados por
Dubey et al., (2002) em gatos domésticos naturalmente expostos. Lima et al., (2018)
demonstraram que os gatos selvagens estdo expostos a infec¢do por N. caninum na ilha de
Fernando de Noronha, em baixa frequéncia. Segundo Nazari et al., (2023) alguns animais
parecem ser naturalmente resistentes a infeccdo por N. caninum , enquanto outros sao muito
suscetiveis. A possivel explicagdo para esta variagdo pode ser devido ao tipo de hospedeiro, sua
heranga genética e, claro, seu estado imunolégico.

Com base nos resultados obtidos por Nazari et al.,(2023), em sua pesquisa, felideos
selvagens e gatos domésticos podem atuar como potenciais hospedeiros de N. caninum apesar
do fato de que a fonte do parasito para esses animais e as vias de sua transmissao para outros
animais nao ¢ bem reconhecida, pois os estudos feitos com gatos se limitam a analise somente
a analises sorologicas.

A infecgdo por N. caninum foi mais frequente entre os felinos selvagens em comparagao
com os gatos domésticos (26% vs. 11%, P = 0,03), o que pode ser devido a extensa exposi¢ao
a oocistos de N. caninum contidos em pastagens por hospedeiros definitivos e fatores climaticos
do ambiente de vida, como sol, chuva, umidade e temperatura. Além disso, manter o status de
gatos ndo domésticos, ou seja, cativos ou soltos, provavelmente esta associado a forma como
sdo alimentados e como sdo infectados (NAZARI et al., 2023).

Para Nazari et al., (2023) ndo foram encontradas diferengas significativas entre o género
e a taxa de soropositividade do Neospora (P = 0,75), embora a prevaléncia tenha sido maior
em machos (16%; IC 95% 8-25%) do que em fémeas (14%; IC 95% 4-24 %) gatos domésticos.
Os autores refor¢am que isso pode estar relacionado aos habitos alimentares e que a chance de
estarem expostos aos oocistos do parasito, sdo as mesmas para ambos 0s sexos.

Karimi et al., (2023) concluiram que a PCR ¢ mais sensivel do que as técnicas
histopatologicas para o diagndstico da infec¢do por N. caninum, pois em camelos estudados,
nao houve lesdes macroscopicas visiveis nos tecidos, € o exame microscopico das amostras de
cérebro, figado e linfonodos ndo mostrou alteracdes histopatoldgicas consistentes com infecgdo
por N. caninum. No entanto, um camelo foi positivo para PCR. Nessa perspectiva esperava-se
encontrar gatos positivos no diagndstico molecular.

Mesquita et al., (2018) relataram lesdes em placentas de cabras naturalmente infectadas
por Neospora caninum. As lesdes foram classificadas principalmente por necrose envolvendo
o mesénquima das vilosidades coridnicas e células trofoblasticas, geralmente associadas a
infiltrado inflamatdério mononuclear e em alguns casos de infiltrados neutrofilicos. Também
visualizaram &areas necroticas caracterizadas por perda da arquitetura tecidual, eosinofilia,
restos celulares associados com raros focos de calcificagdo, picnose nuclear e leve infiltrado
neutrofilico. Placentite multifocal foi observada no intersticio abaixo do epitélio coridnico e
frequentemente ao redor dos vasos, e era composta principalmente por plasmocitos, linfocitos,
macrofagos e raros neutrofilos.

Al-Shaeli et al., (2022) também mencionaram ter encontrado alteracdes nas placentas
examinadas. Foram visualizados uma estrutura tecidual semelhante a cisto, focos necroticos e
infiltracdo de células mononucleares. Outras lesdes foram espessamento da placa coridnica na
placenta, vacuolizagdo grave e morte de neurdnios, microgliose, desmielinizagdo, edema e
proliferacdo de astrdcitos no cérebro. Além disso, deposi¢do fibrosa e gordurosa com estenose
no coracdo, necrose parenquimatosa, atrofia acentuada, vacuolizagdo e hialinizagdo de
hepatocitos, megacariocitos. Ao contrario do nosso estudo que ndo identificou a presenca do
protozodario e nenhuma alteracao microscopica nas placentas analisadas.

De acordo com Pereira et al., (2020) na literatura ha uma escassez de trabalhos no Brasil
sobre gatos ferais, seus impactos causados aos demais animais, as enfermidades que podem ser
transmitidas e seu comportamento. Ao contrario da Ilha Furtada que ndo ¢ habitada, Fernando
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de Noronha ¢ uma ilha oceanica brasileira habitada, localizada em um arquipélago, que sofre
com o mesmo problema da ilha fluminense. Um dos maiores desafios para a conservagao do
arquipélago ¢ a presenga de espécies invasoras (EI), como o gato (Felis catus). Espécies
invasoras sdo responsaveis pela extingdo de diversas espécies em ambientes insulares,
principalmente devido a predacdo de espécies endémicas e ameagadas (FONSECA etal., 2021).
Os gatos ferais sao passiveis de transmitir doengas ndo somente a fauna silvestre
brasileira, mas aos demais animais domésticos ¢ humanos. Dentre os estudos cientificos sobre
esses animais no Brasil, a categoria Doengas/Zoonoses foi a que mais trouxe resultados, sendo
estes estudos considerados recentes. Dentre as zoonoses mais estudadas, a que mais se destacou
foi a Toxoplasmose. Mesmo assim, sao poucos os estudos que tratam desta problematica, bem
como de alternativas de prevengcdo (PEREIRA et al., 2020). Portanto, ¢ valido que outras
coccidioses como sarcocistose € neosporose sejam investigadas em gatos, além disso, vale
ressaltar que ndo héa estudos no estado do Rio de Janeiro sobre a ocorréncia de ambos os
protozoarios nessa espécie.
Para Ferreira et al., (2014) devem ser desenvolvidas campanhas educativas dirigidas
a populacdo humana local que enfatizem a importancia da posse responsavel de animais de
estimacao, tais como a esterilizagdo de gatos domésticos e selvagens para evitar o crescimento
descontrolado da populagao de animais domésticos na regido; vacinagao ¢ cuidados de saude
felinos; as consequéncias do abandono desses animais em areas naturais € o impacto do manejo
inadequado do lixo produzido pelo municipio. Essas campanhas educativas devem estar
vinculadas as campanhas de esterilizacdo, vacinagdo e desparasitacdo que sdao oferecidas a
populagdo local por meio de parcerias entre poderes publicos, institutos de pesquisa, ONGs que
atuam na area e faculdades de Medicina Veterinaria da regio.
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6 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos nesta pesquisa realizada com amostras de tecidos
reprodutivos, pode-se concluir que:

e A populagao de gatos incluidas neste estudo ndo apresenta os protozoarios
Sarcocystis spp e Neospora caninum em seus Orgaos reprodutivos como:
testiculos, ovarios e uteros.

e E possivel evidenciar que Sarcocystis e Neospora caninum nido demonstra
predilecdo por o6rgaos reprodutivos e desse modo nao costuma parasitar esses
tecidos, tendo em vista que ndo foi encontrado em nenhuma amostra pesquisada
através do diagnostico histopatoldgico e molecular.

e S3o necessarios mais estudos para contribuir com dados epidemiologicos sobre
a ocorréncia de Sarcocystis spp € N. caninum em gatos € seu impacto ambiental,
tendo em vista que estudos demonstram que ambos os protozoarios acometem a
espécie felina.

e E de extrema importancia que os gatos asselvajados da Ilha Furtada continuem
sendo estudados para a investigagdo de diversas doengas e ¢ indispensavel que
sejam tomadas medidas socioeducativas e juridicas para conter o abandono
desses animais e consequentemente a implantacdo de um controle reprodutivo.
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ANEXOS

ANEXO A — Parecer da CEUA

Instituto de Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro

UFRRJ - Comisséo de Etica no

2 2 CYE
Universidade Federal Rural ; :
do Rio de Janeiro UéA Uiso e Animals

SUBMISSAO INVALIDADA

Informamos que a proposta intitulada "Deteccao de Sarcocystis spp., Neospora caninum e Toxoplasma gondii em
tecidos reprodutivos e sangue de gatos domésticos asselvajados na Ilha Furtada, Mangaratiba, Estado do Rio de
Janeiro", protocolada sob o CEUA n? 6422250523 (10 002533), Sob a responsabilidade de Andressa Ferreira da Silva e
equipe; ALEX HERING REIS; Erica Rodrigues de Matos Silva; DANIEL UBIALI - que envolve a producao, manutengao
e/ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa
cientifica ou ensino, foi avaliada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Instituto de Veterinéria da Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro (CEUA/UFRR)) em 19/06/2023, e considerada INVALIDADA baseada nas seguintes
consideracgoes:

PARECER CEUA: A proposta em tela tem como objetivo: identificar os protozoarios Sarcocystis spp., Neospora caninum
e Toxoplasma gondii em tecidos reprodutivos de gatos domésticos asselvajados da llha Furtada, Mangaratiba. O
material biolégico que serd empregado serd oriundo do Setor de Anatomia Patolégica (SAP) da Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro. O docente Daniel Guimaraes Ubiali declara que a origem do material (160 amostras) de tecido
reprodutivo pertence ao banco de dados do laboratério (Setor de Anatomia Patoldgica) registro nimero 38073-38126
(declaragao anexada ao protocolo). Segundo o docente o material estaria conservado por congelamento. A proposta
diz que a origem deste material é de felinos oriundos da Ilha Furtada, conhecida popularmente como Ilha dos Gatos,
localizada no municipio de Mangaratiba, Costa Verde do Estado do Rio de Janeiro. Passo a conclusao do parecer. Por
se tratar de analise de amostras mantidas em banco de dados de material biolégico do Setor de Anatomia Patolégica
(SAP) da UFRRJ, assim ndo se tratando de proposta que envolva o uso de animais vertebrados e vivos, entendo que
esta fora do escopo da legislacdo pertinente a esta CEUA. Portanto encaminho parecer pela invalidagdo da proposta.
Entretanto ressalto ao proponente a necessidade de manter em sua posse documentos que comprovem a origem do
material bioldgico. Ndo se atendo somente a declaracao do Setor de Anatomia Patoldgica da UFRR], mas também de
como este material foi obtido de felinos da referida localidade. Cabe ressaltar que a proposta ndo possui necessidade
de aprovagao na CEUA.

Seropédica, 19 de junho de 2023

Los i

Prof. Dr. Fabio Barbour Scott Viviane de Souza Magalhdes
Coordenador da Comiss&o de Etica no Uso de Animais Mice:Coordenadors daAi?mésissao de Eticarno Uso'de

Instituto de Veterinaria da Universidade Federal Rural do Instituto de Veterinaria da Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro Rio de Janeiro

BR 465, Km 7 / Campus da UFRR| - Seropédica - Rio de Janeiro - CEP: 23890-000 - tel: 55 (21) 2682-3051
Horario de atendimento: 22 a 62 das 8 as 17h : e-mail: ceua.iv.ufrrj@gmail.com
CEUA N 6422250523
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ANEXO B — Autorizagdo para uso do material de diagnostico estocado

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO
INSTITUTO DE VETERINARIA
DEPARTAMENTO DE EPIDEMIOLOGIA E SAUDE PUBLICA

S A P SETOR DE ANATOMIA PATOLOGICA (SAP)
UFRR]J (21) 2682-2805
fittp:/ finstitucionalufrj.br/sap/
Memorando SAP 4/2023

Seropédica, RJ, 3 de abril de 2023

Autorizacio para uso do material de diagnéstico estocado

Eu Daniel Guimardes Ubiali, professor do Setor de Anatomia Patologica (SAP) da UFRRJ Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, declaro que 160 amostras de tecidos reprodutivos (fixadas em formol e/ou
congeladas) asselvajados na Ilha Furtada, Mangaratiba, Estado do Rio de Janeiro (registro niimeros 38073-
38126) foram encaminhadas para diagnostico histologico e serdo cedidas para diagnostico molecular, de
Sarcocystis spp., e Neospora caninum e sorologico de Toxoplasma gondii. Os resultados serdo utilizados para
0 projeto de mestrado mtitulado "Deteccdo de Sarcocystis spp., Neospora caninum e Toxoplasma gondii em
tecidos reprodutivos e sangue de gatos domésticos asselvajados na Ilha Furtada, Mangaratiba, Estado do Rio
de Janeiro"dos alunos Erica Rodrigues de Matos Silva ¢ Alex Hering Reis do programa de Pos-Graduagio
em Medicina Veterinaria (Patologia e Ciéncias Clinicas), sob a orientacdo da Professora Dra. Andressa

Ferreira da Silva.
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Prof Damel Gumaries Ubali
S de waPaciogea AR
SWPE JTIITIS - CRMWA TNV

Prof. Dr. Daniel Guimardes Ubali
Setor de Anatomia Patolégica - SAP/UFRRJ

44



