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RESUMO

CESAR, M. O. Sarcocystis sp eliminados por Didelphis aurita e Didelphis
albiventris (Gambas) de vida livre no Estado de Sao Paulo: infecgao experimental
em periquitos australianos (Melopsittacus undulatus) e camundongos Balb/c nude.
[Sarcocystis sp eliminated by free-ranging Didelphis aurita and Didelphis albiventris
(opossum) in Sao Paulo: experimental infection in budgerigars (Melopsittacus
undulatus) and Balb / ¢ nude mice] 2011. 131 f. Dissertacao (Mestrado em Ciéncias) —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, Sao
Paulo, 2011.

Didelphis virginiana (gambd) é hospedeiro definitivo do Sarcocystis falcatula, Sarcocystis
neurona e Sarcocystis speeri. Os esporocistos de S. neurona, S. falcatula e S. speeri sdo similares
morfologicamente, mas podem ser distinguidos por sua patogenicidade e infectividade em
aves e camundongos imunodeficientes e métodos moleculares. Porém, ha uma consideravel
controvérsia a respeito da identificagdo das espécies de Sarcocystis de gambads. A
heterogeneidade genética das espécies de Sarcocystis dificulta a identificagao definitiva destes
parasitos. Utilizou-se D. aurita e D. albiventris (gambas) mortos provenientes de Zoologicos e
Centros de Triagens do Estado de Sao Paulo. Apds usar o método de centrifugo-flutuagao em
solucdo de sacarose, purificou-se 19 (31,25%) das 25 amostras positivas em duplicatas para
realizagdo de PCR e ensaios biologicos utilizando periquitos australianos (Melopsittacus
undulatus) como modelo biologico do S. falcatula e camundongos Balb/c nude como modelo
experimental para S. neurona. As amostras de esporocistos foram identificadas por PCR e
sequenciamento de nucleotideos de fragmentos codificadores de gene de proteina de
superficie 2 (SAG-2) como S. falcatula. Os resultados das inoculagdes experimentais em
periquitos australianos também demonstraram que as amostras continham esporocistos de
Sarcocystis falcatula de alta patogenicidade e infectividade. Quinze animais inoculados vieram
a Obito 10 dias pds-inoculagdo. As andlises histopatologicas revelaram lesdes severas
principalmente em pulmado e figado. Entretanto, nao foram encontradas lesdes em
camundongos Balb/c nude inoculados com duas dessas amostras de esporocistos. Este

trabalho demonstrou a importancia desta enfermidade no Estado de Sao Paulo.

Palavras-chave: Sarcocystis sp. S. falcatula. S. neurona. Didelphis sp. Patologia.



ABSTRACT

CESAR, M. O. Sarcocystis sp eliminated by free-ranging Didelphis aurita and
Didelphis albiventris (opossum) in Sao Paulo: experimental infection in budgerigars
(Melopsittacus undulatus) and Balb/c nude mice. [Sarcocystis sp eliminados por
Didelphis aurita e Didelphis albiventris (Gambas) de vida livre no Estado de Sao
Paulo: infeccao experimental em periquitos australianos (Melopsittacus undulatus) e
camundongos Balb/c nude.]2011. 131f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) -
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S3ao Paulo, Sao
Paulo, 2011.

Didelphis virginiana (opossum of North America) is a definitive host of Sarcocystis falcatula,
Sarcocystis neurona and Sarcocystis speeri. Sporocysts of S. neurona, S. falcatula and S. speeri are
morphologically similar but can be distinguished by its pathogenicity and infectivity in
immunodeficient mice and birds and molecular methods. However, there is considerable
controversy regarding the identification of Sarcocystis species from opossums. The genetic
heterogeneity of species of Sarcocystis hinders definitive identification of these parasites. We
used dead D. aurita and D. albiventris (opossum) from Zoos and Trials Centers of Sao Paulo.
After using the centrifugal flotation in sucrose solution, nineteen (31.25%) of 25 positive
samples were purified in duplicate for PCR and biological assays using budgerigars
(Melopsittacus undulatus) as a biological model of S. falcatula and Balb/c nude as a model for S.
neurona. Samples of sporocysts were identified by PCR and sequencing of gene fragments
encoding surface protein 2 (SAG-2) as S. falcatula. The results of experimental inoculations in
budgerigars also showed that the samples contained high pathogenic and infective
Sarcocystis falcatula sporocists. Fifteen infected animals died 10 days post-inoculation. The
histopathological analysis showed severe lesions mainly in lung and liver. However, no
lesions were found in Balb/c nude inoculated with two samples of sporocysts. This study

demonstrated the importance of this disease in the state of Sao Paulo.

Key words: Sarcocystis sp. S. falcatula. S.neurona. Didelphis sp. Pathology
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1. INTRODUCAO

Didelphis é um dos géneros de mamiferos mais extensamente distribuido no
continente americano e é popularmente conhecido como gambds. A crescente
fragmentagao dos remanescentes de mata nos arredores da cidade tem causado a
aproximagao dos gambads as dreas urbanas. O avango da agricultura e da pecudria
proximos as dreas naturais, bem como a acdo degradante do homem nos
ecossistemas, proporcionou o contato da populagio humana e dos animais
domésticos com os animais silvestres. A restricao de sua area domiciliar, a reducao
de seus predadores naturais como aves de rapina e felinos, o sucesso reprodutivo da
espécie cujos filhotes permanecem protegidos na bolsa e a grande facilidade de
adaptacao ao meio urbano sao os principais motivos do aumento da populagao de
gambas na cidade de Sao Paulo. Frequentemente e com relativa facilidade invadem
domicilios a procura de alimentos. O estreito contato associado ao comportamento
nomade desses animais facilitou a disseminacao de agentes infecciosos e parasitarios
para novos hospedeiros e ambiente.

O Sarcocystis sp é um protozodrio que possui um hospedeiro definitivo,
geralmente um animal predador e um hospedeiro intermediario. A ingestao de
tecido muscular ou nervoso contendo sarcocistos maduros (isto €, bradizoitas) € a
unica via pela qual o hospedeiro definitivo adquire a infecgao por Sarcocystis. Os
oocistos/esporocistos formados sao infectantes para o hospedeiro intermedidrio.

Animais do género Didelphis sao os hospedeiros definitivos de pelo menos trés
espécies de Sarcocystis: Sarcocystis neurona, Sarcocystis falcatula e Sarcocystis speeri.

A mieloencefalite protozoaria equina (EPM) é uma doenga neuroldgica
debilitante dos equinos resultante da infec¢ao no sistema nervoso central (SNC) mais
comumente pelo S. neurona. A alta prevaléncia de anticorpos especificos para S.

neurona (36%) detectada em 101 equinos (70 do Jockey Club de Sao Paulo, 15 Centro
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de Treinamento do Rio de Janeiro e 16 de uma fazenda do Rio Grande do Sul) no
Brasil em 1999 indicou contaminagao ambiental por este protozoario.

Os esporocistos de S. neurona, S. falcatula e S. speeri sdao similares
morfologicamente e utilizam marsupiais do género Didelphis como hospedeiros
definitivos, mas podem ser distinguidas por sua patogenicidade e infectividade em
aves e camundongos imunodeficientes. Sarcocystis falcatula nao é infectivo para
camundongos imunodeficientes, enquanto que, S. neurona e S. speeri nao sao para
aves e S. falcatula é apenas para aves. Ambos, S. neurona e S. speeri podem induzir
encefalites em camundongos associados com esquizontes e merozoitos. Sarcocistos
tém sido vistos em camundongos nocauteados (Gamma Interferon Knockout - KO)
alimentados com esporocistos de S. speeri. No entanto, existe consideravel
controvérsia a respeito da identificagao das espécies de Sarcocystis de gambas.

Em espécies de aves altamente susceptiveis, a infeccao geralmente resulta em
morte hiperaguda devido a congestao pulmonar severa. Menos frequentemente a ave
sobrevive e geralmente exibe sintomas incluindo emacia¢dao, anormalidades
neuroldgicas, letargia, tremores, paresia e “head tilt”. Periquitos australianos
infectados desenvolveram pneumonia aguda assim como hepatite, miocardite,
nefrite e encefalite.

Até o ano de 1999, ndo havia sido relatado caso natural de S. falcatula em aves
fora dos Estados Unidos. Em 1999, pela primeira vez, foi identificado S. falcatula na
Argentina em D. albiventris. No Brasil, o primeiro relato de S. falcatula em gambas
ocorreu no Estado de Sao Paulo no ano de 2000. De trés gambas adultos recebidos
para analise, os esporocistos foram obtidos de um gamba-de-orelha-branca (D.
albiventris) proveniente de Jaboticabal (SP) e enviado para os Estados Unidos para
identificagao. Em 2001, foi isolado novamente nos Estados Unidos S. falcatula a partir
de amostras oriundas do Brasil, sendo oito D. albiventris e, pela primeira vez, de um
D. marsupialis.

Os métodos de diferenciacao molecular até entao descritos para discriminar S.

neurona e S. falcatula entre outros Sarcocystis dos quais os mamiferos do género
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Didelphis sao os hospedeiros definitivos nao possuem confiabilidade. Nao ha até o
momento, um estudo utilizando marcador com reconhecida capacidade de resolucao
de questoes filogenéticas para a discriminagao entre as espécies citadas acima.

Muitos trabalhos tém sido desenvolvidos e publicados na literatura
internacional a respeito da infectividade e patogenicidade das espécies de Sarcocystis
transmitidos por gambas em aves e equinos, bem como em outras espécies de
mamiferos, porém poucos estudos foram realizados acerca desse assunto no Brasil.

Nesse sentido, sao necessarios maiores estudos com vistas ao conhecimento da
patogenicidade, infectividade e envolvimento do gamba no ciclo da sarcosporidiose
avidria e encefalomielite equina. Propoe-se, portanto, utilizar periquitos australianos
(Melopsittacus undulatus) como modelo bioldgico para infeccao por Sarcocystis falcatula
e camundongos Balb/c nude (Mus musculus) para Sarcocystis neurona para
diferenciacao das espécies de Sarcocystis, utilizando primers e amplificar, pela reacao
em cadeia pela polimerase, fragmentos de loci génico responsavel pela codificacao de
antigenos de superficie de protozodrios do género Sarcocystis spp. isolados de
contetdo intestinal de marsupiais do género Didelphis. Além disso, sequenciar os
fragmentos génicos de todas os isolados e compara-los entre si e com fragmentos de
sequéncias homologas disponiveis no GenBank e com fragmentos obtidos de
isolados padrao.

Estudos mais aprofundados relacionados com S. neurona e S. falcatula sao
necessarios devido a escassez de informacOes na literatura nacional associada a alta
incidéncia desta enfermidade em aves e equinos no Brasil e principalmente no
Estado de Sao Paulo. E consequentemente conhecer e compreender melhor a
participacao dos gambds na sarcosporidiose avidria e EPM, ja que sao animais
selvagens sinantropicos, frequentemente encontrados em nosso ambiente e pouco

valorizados cientificamente.
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OBJETIVOS

O objetivo geral desse trabalho foi comprovar a hipdtese da participagao do

gambd como transmissor do Sarcocystis falcatula, agente etioldgico de pneumonias

agudas associados a cistos musculares de aves e do Sarcocystis neurona, agente

etiologico da encefalomielite equina no Brasil por meio de ensaios bioldgicos e

analises moleculares.

Para tanto, os objetivos especificos foram:

Avaliar a frequéncia de ocorréncia das espécies de Sarcocystis em animais

do género Didelphis através de exame qualitativo.

Avaliar a infectividade e patogenicidade das amostras de
oocistos/esporocistos de Sarcocystis (raspado de mucosa intestinal e fezes) dos
gambas utilizando modelo bioldgico especifico para S. falcatula, o periquito
australiano, Melopsittacus undulatus avaliando-se também a evolugao clinica da

doenca.

Avaliar a infectividade e patogenicidade de algumas das amostras de
oocistos/esporocistos de Sarcocystis (raspado de mucosa intestinal e fezes) dos
gambas utilizadas como modelo bioldgico para S. neurona, o camundongo

Balb/c nude avaliando-se também a evolucao clinica da doenga.

Identificar a(s) espécie(s) de Sarcocystis sp por meio da PCR e
sequenciamento automatico de acidos nucléicos de fragmentos de genes

codificadores de antigenos de superficie SAG-2.
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3. REVISAO DE LITERATURA

31  CLASSIFICACAO ZOOLOGICA E ASPECTOS BIOLOGICOS DOS GAMBAS

Marsupialia ¢ o grupo dos mamiferos maior e mais diverso, existindo
aproximadamente 262 espécies pertencentes a 16 familias. A Infraclasse Marsupialia
estd dividida em sete ordens que sdao Dasyuromorphia, Peramelemorphia,
Diprotodontia, Notoryctemorphia, Paucituberculata, Microbiotheria e

Didelphimorphia (FINNIE, 1986).

Os marsupiais da América do Sul sao considerados os mamiferos terrestres
mais antigos do mundo. Eles pertencem a ordem Didelphimorphia (FINNIE, 1986). A
ordem Didelphimorphia compreende a grande maioria dos marsupiais americanos
viventes, distribuidos do sudeste do Canada ao sul da Argentina na altura da
latitude 47°S (NOWAK, 1999). HERSHKOVITZ (1992) reconheceu quatro familias
dentro desta ordem: Marmosidae, Caluromyidae, Glironiidae e Didelphidae. A
familia Didelphidae apresenta 17 géneros e 87 espécies. No entanto, dois novos
géneros (VOSS; GARDNER; JANSA, 2004; VOSS; LUNDE; JANSA, 2005), duas novas
espécies (SOLARI, 2004; VOSS; TARIFA; YENSEN, 2004) e trés espécies revalidadas
(VOSS; LUNDE; JANSA, 2005) devem ser acrescidas a estes nimeros, totalizando 19
géneros e 92 espécies atualmente reconhecidas. Dentre eles, 16 géneros e 55 espécies
ocorrem no Brasil. Os marsupiais desta familia podem ser caracterizados como
mamiferos de pequeno a médio porte variando de 10 a 3000 g (EMMONS; FEER,
1997). Possuem maos e pés com cinco dedos, sendo o primeiro dedo do pé
desprovido de garra ou unha e geralmente opositor, usado para agarrar e escalar
galhos. A cauda é geralmente longa e preénsil, podendo conter pelos longos ou

diminutos e invisiveis a olho nu.
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Na familia Didelphidae encontra-se o género Didelphis, que sao popularmente
conhecidos como gambds. Os animais pertencentes a familia Didelphidae sao
extremamente adaptdveis aos mais diferentes ambientes e sdao considerados um
sucesso evolutivo. As espécies do género Didelphis sao onivoras e encontradas em
habitats variados, como florestas, dreas de matas e proximos a cursos de agua. Sao
essencialmente terrestres, mas escalam obstaculos com bastante facilidade. Sao
nomades, com habitos solitarios, sendo dificil definir seu territdrio, pois percorrem
longas distancias e permanecem em uma drea por periodos relativamente curtos,
facilitando assim a disseminacdao de patogenos. Os predadores destes animais
incluem as grandes aves de rapina e todos os carnivoros (FINNIE, 1986).

A forma anatOmica de distinguir os marsupiais de outros mamiferos é a
presenca de uma dobra de pele que cobre os filhotes durante o desenvolvimento,
denominada bolsa marsupial (FINNIE, 1986). Nos gambas, esta bolsa é sustentada
por dois ossos denominados epipubis. O trato reprodutor da fémea apresenta
ovarios, ovidutos, uteros e cérvix duplos e completamente separados. Cada tutero
abre-se em um saco vaginal separado por um septo medial. Os tratos digestorio,
urindrio e reprodutor apresentam uma abertura externa tnica, denominada de
cloaca. A temperatura destes animais € mais baixa que os mamiferos placentdrios,
variando de 17-37°C, dependendo da temperatura ambiente, excitagao e atividade

(HUNSAKER, 1977).

3.1.1 O género Didelphis

Didelphis é um dos géneros de mamiferos mais extensamente distribuido no
continente americano, perdendo apenas para a espécie humana, sendo também o
género de marsupial mais distribuido do mundo (HUNSAKER, 1977). Nas Américas

do Norte e Central encontra-se o Didelphis virginiana (Figura 4). Na América do Sul
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existem quatro espécies: Didelphis marsupialis (Figura 1), D. albiventris (Figura 2), D.
aurita (Figura 3) e D. imperfecta (VOSS; EMMONS, 1996). No Estado de Sao Paulo
encontra-se o D. aurita (norte da Argentina ao nordeste do Brasil) e D. albiventris
(zona temperada da América do Sul), nao existindo o D. marsupialis que se distribui
apenas na floresta amazonica (CERQUEIRA, R., 1985). H4 referéncia na literatura de
que D. marsupialis e D. aurita seriam a mesma espécie (gambads de orelhas pretas), no
entanto constatou-se através de andlises morfométricas se tratar de espécies

diferentes (CERQUEIRA, R.; LEMOS, 2000).

3.1.1.1 Didelphis albiventris

D. albiventris é também chamado de gamba, raposa, sarué, serigué, micure. A
distribuicao geografica desta espécie inclui as porcoes leste e centro-oeste do Brasil,
Paraguai, Uruguai, as regioes norte e central da Argentina e sul da Bolivia (LEMOS;
CERQUEIRA, 2002). Sua ocorréncia na Colombia, Equador e Peru, mencionada por
Gardner (2005), nao é corroborada pela andlise de centenas de espécimes depositados
em colecgdes zoologicas realizada por Lemos e Cerqueira (2002).Possui porte médio,
com comprimento da cabeca e corpo entre 305 e 890 mm, comprimento da cauda
entre 290 e 430 mm e massa corporal entre 500 e 2750 g (SILVA, 1994; EMMONS;
FEER, 1997; CARCERES; MONTEIRO-FILHO, 1999; EISENBERG; REDFORD, 1999).
Ha4 variagOes consideraveis na coloragao, com alguns individuos mais escuros do que
outros. Ainda assim predomina a coloragao grisalha, conferida por pelos negros
misturados a pelos esbranquicados. A face apresenta trés listras pretas, duas delas
sobre os olhos e uma na fronte. As orelhas sao pretas na base e branco-rosadas na
metade distal. Sua cauda é preénsil e provida de pelos em até dois tercos basais,
sendo o restante nu. Didelphis albiventris foi classificada como frugivora-onivora por

Fonseca et al. (1996). Pode consumir roedores e aves de pequeno porte, ras, lagartos,
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insetos, caranguejos e frutos (LANGE; JABLONSKI, 1998; EISENBERG; REDFORD,
1999; NOWAK, 1999). E frequentemente relacionada a predacio de aves domésticas,
especialmente galinhas (CABRERA; YEPES, 1960). E solitdria, como outros
marsupiais, com excegao da época reprodutiva, que ocorre pelo menos uma vez ao
ano. A gestacgao varia de 12 a 14 dias e o nimero de filhotes gerados, de quatro a 14.
Ap0s aproximadamente 60 dias, os filhotes iniciam o desmame, que se completa
entre 70 e 100 dias. Apresenta habitos crepusculares e noturnos, buscando abrigo em
ocos de 4rvores, entre suas raizes, ou debaixo de troncos caidos. E considerada como
de baixo risco de extingao pela IUCN (Unido Internacional para a Conservacao da

Natureza e dos Recursos Naturais / 2010), subcategoria preocupagao menor.

3.1.1.2 Didelphis aurita

D. aurita é também chamado de gamba, raposa, sarué, serigué, micuré.
Distribui-se na porcao leste do Brasil, do estado de Alagoas a Santa Catarina,
estendendo-se a oeste até o Mato Grosso do Sul, ocupando ainda o sudeste do
Paraguai e a provincia de Missiones, na Argentina (CERQUEIRA, R.; LEMOS, 2000;
BROWN, 2004). Apresenta porte médio, com comprimento da cabega e corpo entre
355 e 450 mm, comprimento da cauda entre 298 e 470 mm e massa corporal entre 670
e 1882 g (VIEIRA, 1997; LANGE; JABLONSKI, 1998). Em sua face vé-se uma listra
escura na fronte e outra sobre cada olho. A orelha é grande, desprovida de pelos e o
pavilhdao auditivo completamente negro. Sua coloragao dorsal pode ser negra ou
grisalha, devido a presenca de pelos-guarda brancos que se sobressaem aos pelos de
cobertura negros. A pelagem ventral é creme-amarelada. A cauda é preénsil, preta
em sua parte basal seguida por um branco-amarelado; esta coberta de pelos apenas

na regiao proxima ao corpo.
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Didelphis aurita tem uma dieta onivora, com certa variagdo no consumo dos
itens. J& foram registrados para sua alimentacao: aves, répteis, pequenos mamiferos,
varios invertebrados, sementes e frutos (CABRERA; YEPES, 1960; SANTORI
MORAES; CERQUEIRA, 1995; CHEREN et al., 1996; LEITE; COSTA; STALLINGS,
1996; CARCERES; MONTEIRO FILHO, 2001; CARCERES, 2004). Santori, Moraes e
Cerqueira (1995) encontraram no estomago desta espécie um pedaco de pele de um
Didelphis aurita (gambd) jovem. Caceres e Monteiro-Filho (2001) destacaram o
consumo de invertebrados e uma serpente fossoriais, Liotyphlops beui, e Cabrera e
Yepes (1960) observaram o consumo de crustdceos marinhos em areas proximas a
costa.

E considerada como de baixo risco de extingdo pela TUCN (2010), subcategoria

preocupagao menor.

Fonte: httn://www _ich.1ifme br/lhem/ddh/mammalia/didelnhis marsunialis.html

Figura 1 - Didelphis marsupialis



Fonte: http://www.terrambiente.org/fauna/Mammiferi/metatheria/didelphimorphia

Figura 2 - Didelphis albiventris

Fonte: httn:/fiie itainii.ocov br/nrint node nhn??secan=tiirhinadas1&nid=1763?

Figura 3 - Didelphis aurita
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Fonte: http://www.nal.usda.gov/awic/pubs/opossum.htm

Figura 4 - Didelphis virginiana

32  CLASSIFICACAO E CICLO DO SARCOCYSTIS SP

O Sarcocystis é um protozodrio do filo Apicomplexa que acomete mamiferos,
aves e répteis. As espécies de Sarcocystis tém dois hospedeiros no seu ciclo de vida,
um hospedeiro definitivo, geralmente um animal predador e um hospedeiro
intermedidrio (ciclo heteroxeno), conforme o quadro 1 (DUBEY; SPEER; FAYER,
1989).

A ingestao de tecido muscular ou nervoso contendo sarcocistos maduros (isto
¢, bradizoitas) € a tinica via pela qual o hospedeiro definitivo adquire a infeccao por
Sarcocystis. Os bradizoitos sdo liberados dos sarcocistos pela agao das enzimas
digestivas, penetram a mucosa do intestino delgado e se transformam em
gametocitos  masculinos  (microgametdcitos) e  gametdcitos ~ femininos

(macrogametas). Ha a fertilizacdo dos macrogametas pelos microgametas, com a
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formacao de oocistos na lamina propria. A esporulacao ocorre in situ, resultando na
formacao de dois esporocistos, cada um com quatro esporozoitos. A parede do
oocisto é delicada e frequentemente se rompe, liberando os esporocistos. Assim,
oocistos esporulados e, mais comumente, esporocistos livres, entram no limen
intestinal e sdo eliminados com as fezes, sendo imediatamente infectantes para o

hospedeiro intermedidrio (TADROS; LAARMAN, 1982; DUBEY; SPEER; FAYER,

1989).
Fase Assexuada Fase Sexuada
Tecido do hospedeiro Intestino delgado do
intermediario (sarcocisto) l —* hospedeiro definitive
Merozoite G
Z:} Gametogonia
Esquizonte de 2° geragio C7

B

Microgametécitos &
Macrogametdcitos

4

QOocisto

v

<::- Esporulagio

Esquizogonia

2

Merozoito

2>

Esquizente de 1° geragio

Trofozoitos <::-

Esporociste no Ambiente

Fonte: (DUBEY. I. P.: SPEER: FAYER. 1989)

Quadro 1 - Ciclo Bioldgico do Sarcocystis
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3.2.1 Sarcocystis em marsupiais sul-americanos (gambas)

O Didelphis virginiana (gamba da América do Norte) é hospedeiro definitivo de
trés espécies patogénicas de Sarcocystis: S. falcatula (BOX; MEIER; SMITH, 1984), S.
neurona (FENGER et al., 1997) e S. speeri (DUBEY; LINDSAY, 1999). No Brasil o
primeiro relato de S. speeri ocorreu em 2000 (DUBEY et al., 2000b). Os esporocistos
foram provenientes da Universidade de Sao Paulo obtidos de um D. marsupialis

adulto.

3.2.1.1 Sarcocystis neurona

A mieloencefalite protozodria equina (EPM) é uma doenga neurologica
debilitante dos equinos resultante da infec¢ao no sistema nervoso central (SNC) mais
comumente pelo protozoario S. neurona, descoberto em 1991 através do cultivo in
vitro do SNC de equinos com paralisia (DUBEY et al., 1991b). Em sua forma
predominante, apresenta-se como uma ataxia assimétrica progressiva que pode ser
acompanhada de atrofia muscular focal (ROONEY et al., 1970). A EPM afeta equinos
de qualquer racga, sexo e idade, no entanto, as ragas mais acometidas sao Puro Sangue
Inglés (FAYER et al.,, 1990), American Trotter (ROONEY et al., 1970) e Quarto de
Milha (FAYER et al., 1990) em animais com idade entre um a seis anos (MACKAY;
DAVIS; DUBEY, 1992).

O primeiro relato de EPM ocorreu na regidao leste dos Estados Unidos
(ROONEY et al., 1970), mas o agente s foi identificado em 1991 (DUBEY et al,,
1991b).  No Brasil o primeiro relato de EPM ocorreu em 1986 no sul do pais
(BARROS; DE BARROS; DOS SANTOS, 1986), sendo que o agente foi observado na

medula espinhal de um equino; no entanto, o diagnostico é duvidoso porque o
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Toxoplasma gondii também ja foi associado a doenga neuroldgica em equinos no Brasil
(MACRUZ et al., 1975). Em 1992, relatou-se a ocorréncia de S. neurona associado a
ataxia em dois equinos no Brasil, através da técnica de imunoistoquimica, sugerindo
que o hospedeiro definitivo ndo estava confinado a América do Norte (MASRI;
ALDA; DUBEY, 1992).

Na América do Norte, o tinico hospedeiro definitivo do S. neurona é o Didelphis
virginiana (gamba virginiano) (FENGER et al., 1997). Os equinos sao infectados ao
consumirem alimentos ou 4gua contaminados com oocistos ou esporocistos do
parasito (DUBEY et al., 2001a).

Em 1991, foi desenvolvido no “Gluck Equine Research Center” da
Universidade de Kentucky nos EUA, o teste “Western blot” (GRANSTROM et al.,
1993), sendo este baseado na separacao eletroforética das fragdes protéicas de
merozoitos de S. neurona cultivado. O “Western blot” permite avaliar amostras
séricas e de liquido cefalorraquidiano (LCR) de equinos suspeitos, quanto a presenca
de anticorpos especificos, sendo assim de grande utilidade no diagndstico ante-
mortem da EPM (GRANSTROM, 1995). A técnica de “Western blot” (imunoblot)
para deteccao de anticorpos para S. neurona é o método padrao de diagnostico ante-
mortem em equinos apresentando sensibilidade e especificidade de 89%
(GRANSTROM et al., 1993). Com esta técnica, demonstrou-se que 36% dos equinos
no Brasil e Argentina foram expostos a esse agente (DUBEY; KERBER;
GRANSTROM,, 1999). No entanto, o diagnodstico definitivo da EPM € somente post-
mortem, pela demonstragao do protozoario em lesdes no SNC (GRANSTROM et al.,
1991).

A técnica indireta de fluorescéncia para anticorpos foi utilizada para medir
anticorpos em camundongos infectados experimentalmente (LINDSAY; THOMAS;
DUBEY, 2000), assim como ELISA foi utilizado para monitorar cavalos infectados
experimentalmente (LINDSAY et al., 2000). A sensibilidade e a especificidades dessas

técnicas nao foram avaliadas.
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Estudos realizados em regides dos Estados Unidos com alta incidéncia de
EPM determinaram a soroprevaléncia de anticorpos para S. neurona em populagdes
de equinos. A soroprevaléncia de anticorpos anti-S. neurona na Pensilvania foi de
45,3% (BENTZ; GRANSTROM; STAMPER, 1997), em Oregon, de aproximadamente
45% (BLYTHE et al., 1997) e em Ohio, de 53,6% (SAVILLE et al., 1997). No norte do
Colorado, a soroprevaléncia foi de 33,6% (TILLOTSON et al., 1999) e em Michigan,
de 60% (ROSSANO et al., 2001). Em Oregon e Michigan, a soroprevaléncia foi
associada a presenca de gambas (BLYTHE et al, 1997; ROSSANO et al.,, 2001).
Segundo Blythe et al. (1997); Bentz, Granstrom e Stamper (1997) e Saville et al. (1997)
a presenga de anticorpos anti-S. neurona em cavalos neurologicamente normais nao é
recomendado para definir o diagndstico de EPM, devendo-se analisar a presenca de
anticorpos no LCR (BERNARD, 1998).

Dubey, Kerber e Granstrom (1999) realizaram em 1999 um estudo da
soroprevaléncia de anticorpos para S. neurona com 101 equinos (70 do Jockey Club de
Sao Paulo, 15 do Centro de Treinamento do Rio de janeiro e 16 de uma fazenda do
Rio Grande do Sul) do Brasil. Como resultado, encontraram 36% dos 101 equinos
clinicamente saudaveis com sorologia positiva. Detec¢ao de anticorpos no soro indica
somente exposi¢ao ao agente, mas nao que o animal apresenta a doenca (DUBEY;
KERBER; GRANSTROM, 1999).

De acordo com Baccarin et al. (2001), durante 31 meses (de junho de 1997 a
janeiro de 2000), foram cadastrados no Hospital Veterindrio da FMVZ/USP 37
equinos apresentando sintomatologia neurologica compativel com EPM. Para
confirmacao da enfermidade, foi coletado LCR de todos os animais e enviado ao
Laboratdrio Neogen Corporation em Lexington — Kentucky (EUA), para determinacao
de anticorpos anti-S. neurona através do teste “Western blot”, sendo que destes, 35
apresentaram anticorpos anti-S. neurona no LCR. Eram animais de ambos os sexos,
de idade e ragas variadas e provenientes de diferentes cidades do Estado de Sao

Paulo.
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A alta prevaléncia de anticorpos especificos para S. neurona detectada
(DUBEY; KERBER; GRANSTROM, 1999) no Brasil em 1999 indicou contaminagao
ambiental por S. neurona. No entanto, o tinico hospedeiro conhecido até entdo era o
D. virginiana cuja distribuigao se restringe a América do Norte e Central. Dubey et al.
(2001b) utilizando oito amostras provenientes da Universidade de Sao Paulo de D.
albiventris adultos, oriundos de areas do entorno da cidade de Sao Paulo, isolaram
pela primeira vez, S. neurona do intestino de gambas do Brasil. Com isso, a presenca
de esporocistos de S. neurona em D. albiventris naturalmente infectados pode ser a
explicacdo da alta prevaléncia de anticorpos nos equinos no Brasil (DUBEY, J. P,;

KERBER; GRANSTROMWM, 1999).

3.2.1.2 Sarcocystis falcatula

Sarcocystis falcatula causa doenca grave em determinadas espécies de aves.
Severa sarcosporidiose aguda pulmonar tem sido observada entre as espécies de
Psittaciformes e Passeriformes de zoologicos na América do Norte (JACOBSON et
al., 1984; SMITH et al., 1990; HILLYER et al., 1991; CLUBB; FRENKEL, 1992; PAGE et
al., 1992).

A espécie de Sarcocystis estudada por Box e Smith (1982) foi considerada
incomum, devido a alta patogenicidade no hospedeiro intermedidrio e por
apresentar uma grande quantidade de espécies como hospedeiros intermedidrios e
prolongado periodo de esquizogonia (média de cinco meses). Box, Meier e Smith
(1984) elucidaram a espécie envolvida como sendo Sarcocystis falcatula.

Segundo Fenger et al. (1997), potros alimentados com esporocistos de gambas
de vida livre dos EUA produziram anticorpos anti-S. neurona, determinado pelo
“Western blot”, e desenvolveram sinais neuroldgicos sugestivos de EPM, mas os

parasitos nao foram observados no SNC dos animais necropsiados. Os mesmos
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esporocistos também foram administrados para aves, os quais desenvolveram cistos
musculares semelhantes aos causados por infec¢do por S. falcatula. Isso demonstrou
que os gambads podem transmitir os dois agentes. A ingestao de um isolado de
sarcocistos presentes em fezes de gambds pode causar infec¢dao tanto em cavalos
COmMo em aves.

As aves se infectam através das fezes de gambds contendo oocistos e
esporocistos esporulados. Experimentalmente, em algumas espécies de aves
alimentadas com alguns poucos esporocistos, o S. falcatula pode ser letal (BOX;
SMITH, 1982). O principal 6rgao acometido € o pulmao, mas alteragdes decorrentes
da parasitose também podem ser observadas no figado, bago, cérebro, rim, intestino
e musculatura esquelética. Esquizontes de Sarcocystis sao frequentemente
encontrados nas células endoteliais de capilares, vénulas e veias (SMITH et al., 1987b;
FAYER et al.,, 1990) e hepatdcitos (RUIZ; FRENKEL, 1976). Hipertrofia endotelial,
esquizontes e endoflebite resultam em obstrugao dos vasos. Inicia-se entao edema na
parede alveolar pulmonar evoluindo para envolvimento do limen alveolar com
degeneracao de pneumdcitos (SMITH et al., 1987a; b; NEILL; SMITH; BOX, 1989).

Na Ameérica do Norte, o S. falcatula tem como hospedeiro definitivo o D.
virginiana; (BOX; DUSZYNSKI, 1978) e aves das Ordens Psittaciformes, Passeriformes
e Columbiformes como hospedeiros intermedidrios conforme estudado por Box e
Smith (1982) que utilizaram como modelos de estudo para hospedeiros
intermedidrios as seguintes espécies: candrios (Serinus canarius), mandarim (Poephila
guttata), periquitos australianos (Melopsittacus undulatus), pombo doméstico (Columba
livia), galinhas (Gallus gallus) e galinha d’angola (Numida meleagris). As aves das
ordens Anseriformes e Galiformes se mostraram resistentes a infeccao. Todd, Gallina
e Nelson (1975) relataram a presenga de sarcocistos em Periquito-de-testa-laranja
(Aratinga canicularis) e relatos de casos semelhantes em Tuim-santo (Forpus
passerinus), Jandaia-mineira (Aratinga auricappilus), Arara canindé (Ara ararauna), e
Periquito-de-queixo-laranja (Brotogeris jugularis), mostrando que psitacideos nativos

do continente americano desenvolvem cistos musculares (TODD; GALLINA;
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NELSON, 1975; BOX; SMITH, 1982). A resisténcia relativa de psitacideos do
continente americano adultos a infeccdo por S. falcatula deve-se provavelmente a
selecao dessas aves em um ambiente onde gambas infectados por esse agente seja
prevalente (FRENKEL, 1989).

Box e Smith (1982) descreveram S. falcatula baseados em estudos do ciclo de
vida e passagem para hospedeiros experimentais com capacidade de infectividade,
0s quais incluem periquitos australianos (Melopsittacus undulatus), canarios belga
(Serinus canarius), pombas (Columba livia), mas nao em galinhas domésticas (Gallus
gallus). Os periquitos australianos (Melopsittacus undulatus) tém sido utilizados
frequentemente como hospedeiros intermedidrios experimentais porque sao
altamente susceptiveis a infec¢ao por S. falcatula. No entanto, S. falcatula raramente
desenvolve a forma madura em periquitos australianos porque o estagio de
esquizogonia no pulmao é geralmente fatal (NEILL; SMITH; BOX, 1989).

Em espécies de aves altamente susceptiveis, a infeccao geralmente resulta em
morte hiperaguda devido a congestao pulmonar severa. Menos frequentemente a ave
sobrevive e geralmente exibe sintomas incluindo emacia¢do, anormalidades
neurologicas, letargia, tremores, paresia e “head tilt” (DUBEY et al, 1991a).
Periquitos australianos infectados desenvolveram pneumonia aguda assim como
hepatite, miocardite, nefrite e encefalite (NEILL; SMITH; BOX, 1989).

Até o ano de 1999, nao havia sido relatado caso natural de S. falcatula em aves
fora dos Estados Unidos. Em 1999, pela primeira vez, foi identificado S. falcatula na
Argentina em D. albiventris. Periquitos australianos (Melopsittacus undulatus)
alimentados com esporocistos de gambds naturalmente infectados (D. albiventris)
morreram devido a sarcosporidiose aguda associada com S. falcatula (DUBEY et al.,
1999).

Um surto de sarcosporidiose acometendo psitacideos mantidos em cativeiro
levou 47 animais a ébito em Foz do Iguagu, Parana (GODOY et al., 2009), sendo que
32 morreram agudamente entre os anos de 1997 a 1998. Na necropsia, foram

observadas hemorragia pulmonar e esplenomegalia. Formas imaturas de Sarcocystis



sp foram observadas nas células endoteliais e em macrofagos pulmonares associado
a areas de hemorragia em 23 psitacideos. Foram necropsiados quatro gambas que
viviam préximos aos recintos, sendo que estes apresentavam oocistos de Sarcocystis
sp na submucosa intestinal. Guimaraes et al. (1999) e Rinaldi et al. (2002) relataram
infeccao por Sarcocystis sp em aves do género Euphonia e em Saltator similis mantidas
em cativeiro, provenientes da cidade de Sao Paulo (SP).

No Brasil, o primeiro relato de S. falcatula em gambdas ocorreu no Estado de
Sao Paulo no ano de 2000. De trés gambas adultos recebidos para andlise, os
esporocistos foram obtidos de um gamba-de-orelha-branca (D. albiventris)
proveniente de Jaboticabal (SP) e enviado para os Estados Unidos para identificagao
(DUBEY et al., 2000c). Em 2001, foi isolado novamente nos Estados Unidos S. falcatula
a partir de amostras oriundas do Brasil, sendo oito D. albiventris e, pela primeira vez,
de um D. marsupialis (DUBEY et al., 2001c) .

Embora a sarcosporidiose seja uma doencga sistémica que afeta multiplos
orgaos, € comum que os sinais clinicos sugiram acometimento de determinadas
porcdes corporeas tais como o sistema neurologico, respiratdrio ou muscular.
Adicionalmente, o diagnostico ante-mortem da doenca € dificil sem o auxilio de
exames laboratoriais. Recentemente um novo teste indireto de fluorescéncia para
anticorpos (IFA) desenvolvido para detectar animais infectados por Sarcocystis
falcatula vem sendo utilizado na Division of Comparative Pathology of the University of
Miami permitindo reconhecimento dos animais infectados e tratamento prévio
(CRAY et al., 2005).

O tratamento inclui medidas de suporte cabiveis a cada caso associado a
pirimetamina 0.5 mg/kg por via oral e sulfadiazina-trimetropim 30 mg/kg

intramuscular duas vezes ao dia por 30 dias (PAGE et al., 1992).
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3.2.1.3 Relacao entre as espécies de Sarcocystis

Os esporocistos de S. neurona, S. falcatula e S. speeri sao similares
morfologicamente, mas podem ser distinguidos por sua patogenicidade e
infectividade em aves e camundongos imunodeficientes. Sarcocystis falcatula nao ¢é
infectante para camundongos imunodeficientes, enquanto que, S. neurona e S. speeri
nao sao para aves e S. falcatula é apenas para aves (DUBEY; LINDSAY, 1998; DUBEY;
SPEER; LINDSAY, 1998). Ambos, S. neurona e S. speeri podem induzir encefalites em
camundongos associados com esquizontes e merozoitos (DUBEY; LINDSAY, 1999).
Sarcocistos tém sido vistos em camundongos nocauteados (Gamma Interferon
Knockout - KO) alimentados com esporocistos de S. speeri (DUBEY; LINDSAY, 1999).
No entanto, existe consideravel controvérsia a respeito da identificacao das espécies
de Sarcocystis de gambas.

Embora a grande similaridade na sequéncia codificadora da fracao 185 do
ribossomo do S. falcatula e S. neurona sugerisse que estas correspondiam a uma unica
espécie (DAME et al., 1995), subsequentes andlises de outros loci génicos forneceram
suporte para diferenciar estas espécies (TANHAUSER et al., 1999). Embora S. neurona
se mostre geneticamente uniforme, grandes variagdes tém sido observadas entre S.
falcatula. Duas linhagens diferentes de S. falcatula foram identificadas por RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphism) analisando o locus génico 33/54 e
corroborando para a sequéncia de variagao do locus 25/396 (TANHAUSER et al,,
1999). Embora a primeira desta linhagem represente S. falcatula porque foi isolada de
aves, a segunda destas linhagens marcadas por RFLP, assume o padrao de S. falcatula
porque infectou aves alimentadas com esporocistos de D. albiventris provenientes da
Argentina (DUBEY et al., 2000c; 2000a). A heterogeneidade genética das espécies de
S. falcatula dificulta a identificacdo definitiva destes parasitos, sendo que esta

heterogeneidade foi descoberta recentemente. Tanhauser et al. desenvolveram



36

primers especificos, para distinguir S. falcatula e S. neurona-like e forneceram
evidéncias moleculares para outras espécies de Sarcocystis nao identificados.

Estudos recentes tém gerado novos rumos no que tange a biologia molecular e
celular do S. neurona. Cerca de 15.000 sequéncias tags (ESTs) estao disponiveis para S.
neurona (HOWE, D. K., 2001). Este banco de dados de sequéncias tem facilitado a
identificacao e caracterizacao de fatores de viruléncia de inimeros parasitas como os
antigenos de superficie (snSAGs) (HOWE, D. et al., 2005). Finalmente, o gene para
antigeno de superficie snSAGI1 tem sido também utilizado como um marcador de
genodtipo intraespecifico (HYUN; GUPTA; MARSH, 2003; ELSHEIKHA;
MANSFIELD, 2004). O membro prototipo de uma larga superfamilia de genes
snSAG, snSAGI1 foi descrito apenas recentemente (JUNG; LEE; GRIGG, 2004, HOWE,
D. et al, 2005). Porém, Howe et al. (2008) divulgou em seu estudo recente que
algumas cadeias de S. neurona possuem completa auséncia desse antigeno de
superficie. Por isso, foi proposto a utilizagio de outros genes de antigeno de
superficie para a identificagdo e caracterizacdo desse parasita como o snSAGS3,
snSAG2 e snSAG4, sendo esses ultimos se mostrado mais eficientes (REJMANEK, D
et al., 2010). Ortologos desses genes snSAG tem se mostrado relevantes na
identificacao de diferencas genotipicas ao longo da cadeia de outro apicomplexa
relacionado, Toxoplasma gondii (MONDRAGON et al., 1998; GRIGG et al., 2001).

Estudos de espécies de Sarcocystis parasitando gambas na América do Sul e
Central sao limitados a D. virginiana, D. marsupialis e D. albiventris na Argentina e
Brasil, no entanto o parasitismo ¢ considerado diversificado nos grupos avaliados
(ROSENTHAL; LINDSAY; DUBEY, 2001). Nestas poucas amostras foram observadas
cinco linhagens de Sarcocystis spp que podem ser distinguidos baseados nas
variagoes moleculares dos esporocistos observadas nestas trés espécies de gambas.
Uma linhagem corresponde ao S. neurona, causando doenca neuronal em equinos
bem como em lontras marinhas, o mesmo acontecendo em D. albiventris no Brasil, e
em D. virginiana nos Estados Unidos (ROSENTHAL; LINDSAY; DUBEY, 2001). As

outras quatro linhagens tém sido designadas de S. falcatula ou S. falcatula-like.
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4 MATERIAIS E METODOS

41 ANIMAIS

Foram utilizados marsupiais sul-americanos do género Didelphis (D. aurita e D.
albiventris) mortos, jovens ou adultos provenientes do Zooldgico Municipal
Quinzinho de Barros (Sorocaba - SP), Zooldgico de Sao Bernardo do Campo (Sao
Bernardo — SP), DEPAVE-3 Fauna (Departamento de Parques e Areas Verdes da
cidade de Sao Paulo — SP), Parque Ecoldgico do Tieté (Sao Paulo — SP) e ONG Vila
Verde. Os animais mortos foram transportados até o LAPCOM do Departamento de
Patologia (VPT) da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade
de Sao Paulo (FMVZ-USP) para serem submetidos a exame necroscopico.

Os animais foram classificados quanto a espécie e sexo. Quando a idade do
marsupial nao foi relatada, a faixa etdria foi baseada na férmula dentdria,

classificando-o como jovem, adulto e idoso, segundo Petrides (1949).

42  PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

As amostras recebidas foram inicialmente processadas e identificadas no
LAPCOM do Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina Veterindria e

Zootecnia da Universidade de Sao Paulo (apéndice A).
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4.2.1 Pesquisa de Oocisto/Esporocisto de Sarcocystis

Foi realizada no Laboratério de Patologia Comparada de Animais Silvestres

do VPT/FMVZ/USP.

4.2.2 Preparacao da Solucao de Sacarose

A solugao de sacarose que foi utilizada no método de centrifugo-flutuagao
consiste no preparo de uma solugao “A” inicial. Esta primeira solugao é feita através
da adigcao de 128g de acucar a 100 mL de dgua destilada até atingir uma densidade
de 1,275 g/mL. Em seguida, adicionam-se trés partes dessa solucao “A” para cada

parte de dgua destilada até conseguir-se uma densidade de 1, 075 g/mL.

4.2.3 Exame de Fezes e de Raspado de Mucosa de Intestino Delgado

Durante a realizacdo da necropsia dos gambds foram feitos raspados do
intestino delgado (DUBEY; SPEER; FAYER, 1989) e coletadas amostras de fezes da
cloaca. Para isolamento dos esporocistos de Sarcocystis spp do intestino delgado e
oocistos/esporocistos das fezes foi realizado o método de centrifugo-flutuacdo em
solucao de sacarose (OGASSAWARA; BENASSI, 1980). Foram utilizados 11 mL da
solucdo de sacarose, adicionando 1g de conteido homogeneizado do intestino
delgado e fezes da cloaca separadamente processados. Estas foram coadas em gaze e
transferidas para um tubo tipo Falcon, sendo este centrifugado a 400 g. durante 10

minutos. Apos isso, com o uso de uma al¢a de platina adaptada, foi retirada uma
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gota da superficie do centrifugado e transferida para uma lamina sendo, entao
coberta com uma laminula de 1cm? e observada em microscopio composto com
objetiva de 40x. As amostras positivas para esporocistos e oocistos de Sarcocystis spp
foram armazenados em dicromato de potéssio e inicialmente mantidos resfriados a

4°C.

4.2.4 Preparacao dos indculos.

Para a preparagao dos indculos/isolados de Sarcocystis spp, peneirou-se as
amostras lavando-se com agua destilada (Granutest-Telastem Peneiras para Andlise
LTDA, ABNT 35, abertura em mm = 0,50/TYLER 32) e apds decantagao das fezes,
retirou-se o sobrenadante. O decantado foi centrifugado a 1.600 g por 10 minutos e
4°C a fim de concentrar os oocistos/esporocistos, retirando-se o sobrenadante
novamente. O pellet foi ressuspendido em solu¢ao de HBSS (Hanks" buffered salt
solution) a 4°C (Gibco BRL. Gaithersburg, Maryland) e acrescido de 10 unidades de
penicilina G, 0,05 mg/ml de fungizone (Gibco® - principio ativo é anfotericina B) e
100 pg/ml de estreptomicina e apds contagem em camera de Neubauer foram
armazenados a 4°C para ensaio biologico e extragaio de DNA (DUBEY; LINDSAY,
1998).

Para as analises moleculares, a recuperagao dos esporocistos e oocistos foi
realizada com a lavagem da lamina e laminula com 1,5mL de tampao TE (10mM Tris
HCI ph 8,0, ImM EDTA pH 8,0) em placa de Petri. O lavado foi transferido para
microtubos de 1,5mL e centrifugado a 12.000g por 10 minutos. Desprezou-se o
sobrenadante e foi repetido o mesmo processo. O sedimento contendo oocistos foi

submetido a extracao do DNA.



43  ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados foram transferidos a planilhas eletronicas. Os dados foram
transformados em tabelas de contingéncia, e foram feitas comparagdes entre as
espécies e géneros através de testes Qui-Quadrado. Quando os dados ndo se
enquadraram nas prerrogativas do teste Qui-Quadrado, teste exato de Fisher foi
entdo aplicado. Todos os testes foram interpretados sob nivel de significancia a de

0.05.

44  ANALISES MOLECULARES

Os procedimentos referentes a extracdo de DNA e PCR - RFLP foram
realizados no Laboratério de Doengas Parasitdrias do Departamento de Medicina
Veterinaria Preventiva e Saude Animal (VPS)/ FMVZ/USP. Foi realizado o
isolamento dos esporocistos conforme o item 4.2.4 e em seguida a realizacao da

extracao do DNA.

4.4.1 Primers utilizados: primers direcionados ao gene codificador de antigeno de

superficie 2 (SAG-2)

O primer foi desenhado a partir de alinhamentos multiplos entre todas as
sequéncias EST (sequéncias SAG-like) disponiveis das espécies de S. falcatula e

sequéncias de mRNA codificadoras de SAG-2 de S. neurona. Estas sequéncias SAGs
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oriundas de S. neurona ja foram determinadas e caracterizadas, estando disponiveis
em bancos de dados de acesso publico.

Os contigs formados com sequéncias heterologas (aqueles formados por
alinhamentos entre sequéncias EST de S. falcatula e sequéncias mRNA de S. neurona)
foram utilizados para o desenho de primers consensuais potencialmente capazes de
amplificar indistintamente sequéncias de S. falcatula e S. neurona.

Trés primers foram desenhados e utilizados em formato de PCR e Heminested-

PCR (hnPCR) conforme o quadro 2.

Primers para PCR Sequéncias Tamanho :10
produto
SAG2 (4)
CAA CAATTG CGT GCA CAC AA
(senso)
411
SAG2 (3)
ACA ACA CTG TGA GAG ATG CGA
(anti-senso)
Primers para hnPCR
SAG2 (11)
GGT CAG AGC TTT GTG CTG AA
(senso)
360
SAG2 (3)
ACA ACA CTG TGA GAG ATG CGA
(anti-senso)

Quadro 2 - Sequéncia dos primers utilizados nas reacoes de PCR, seus respectivos tamanhos em
pares de bases e os produtos que amplificam. *As dimensdes sdo estimadas, pois sdo baseadas em
sequéncias contig de sequéncias heterélogas formados por alinhamentos entre sequéncias EST de S.
falcatula e sequéncias mRNA de S. neurona.
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4.4.2 Extracao de DNA

Adicionou-se ao sedimento de oocistos obtido conforme descrito no item 4.2.4
um tampao de extragao (Tris-HCl 10mM; NaCl 100mM; EDTA 25mM; SDS 1%) até a
obtencdao de um volume final de 590uL. Realizou-se o congelamento (a -80°C) e
descongelamento (a 37°C) das amostras trés vezes consecutivas para melhor
rompimento dos oocistos. Adicionou-se 5ul de proteinase K (10ug/uL) e procedeu-se
uma incubagdo em banho-seco por 4 horas a 37°C ou 2 horas a 56°C. O volume final
obtido foi de 600uL.

Para a purificacdo das amostras adicionou-se 300uL de fenol e 300uL de
cloroférmio, seguido por homogeneizagao e centrifugacao a 12.000g por 10 minutos a
4°C. O sobrenadante (cerca de 400uL) foi transferido a um novo microtubo e
adicionou-se 10% deste volume recolhido, que neste caso foi 40uL, de acetato de
sodio (3M pH 5,3) para precipitagio do DNA. Apds a homogeneizac¢do, as amostras
foram mantidas em freezer a -20°C por no minimo 2 horas, ou “overnight”.

As amostras foram centrifugadas a 12.000g por 30 minutos a 4°C. Desprezou-
se 0 sobrenadante e o sedimento foi ressuspendido em 1mL de etanol a 70%. O
material foi novamente centrifugado a 12.000g por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante
foi desprezado e o microtubo deixado em posicao invertida até estarem
completamente secos.

Por fim, adicionou-se 30uL de TE (10mM Tris HCI pH 8,0; ImM EDTA pH 8§,0)
nas amostras e essas foram homogeneizadas e incubadas em banho-seco a 56°C por
30 minutos. Apdés uma nova homogeneizagao as amostras foram armazenadas no

freezer a -20°C até a sua utilizacao.



4.4.3 Reacao em cadeia da polimerase (PCR)

O protocolo a seguir foi adotado para a amplificacdo das amostras com
qualquer um dos primers desenhados neste estudo.

Para uma reacao de 50uL foram utilizados:

v' 25, 2uL de agua ultrapura autoclavada

5uL de 10x PCR Buffer (KCI 50mM; Tris-HCI 10mM; pH 9,0)
8uL da mistura de dNTPs (1,25mM)
1,5uL de MgCl2 (50mM)
2,5puL de cada primer (10 pmol/ uL)
0,3uL de Tag DNA polimerase

D N NN N

5uL de DNA extraido da amostra alvo

Utilizando-se o termociclador executou-se o seguinte ciclo:
v" Desnaturagao inicial a 94°C por 3 minutos

Desnaturagao a 94°C por 30 segundos

Hibridizagao dos primers a 55°C por 30 segundos

Extensao a 72°C por 50 segundos

40 ciclos de repeticao a partir da desnaturagao por 30 segundos

D N N N N N

Extensao final a 72°C por 5 minutos

4.4.4 Heminested-PCR

Para uma reagao de 50uL utilizou-se 2,5uL de cada primer (10pmol/uL), 5uL
de 10x PCR Bulffer, 1,5uL de MgCl2 (50mM), 8uL de dNTP (1,25mM), 0,3uL de Taq

polimerase e 1uL de DNA extraido da amostra alvo.



O protocolo a seguir foi adotado para a amplificagio das amostras com

qualquer um dos pares de primers desenhados neste estudo.

Para uma reacao de 50uL foram utilizados:

29, 2uL de dgua ultrapura autoclavada

5uL de 10x PCR Buffer (KCI 50mM; Tris-HCI 10mM; pH 9,0)
8uL da mistura de dNTPs (1,25mM)

1,5uL de MgCl2 (50mM)

2,5uL de cada primer (10 pmol/ uL)

0,3uL de Tag DNA polimerase

AN NNV N NN

1uL de DNA extraido da amostra alvo

Foi utilizado o seguinte ciclo:

v" Desnaturagao inicial a 94°C por 3 minutos
Desnaturagao a 94°C por 30 segundos
Hibridizagao dos primers a 55°C por 30 segundos
Extensado a 72°C por 50 segundos

40 ciclos de repeticao a partir da desnaturagao por 30 segundos

D N N U N N

Extensao final a 72°C por 5 minutos

4.4.5 Deteccao dos produtos amplificados

Os produtos obtidos com os ensaios de amplificacdo mais o marcador de peso
molecular com fragmentos multiplos de 100 pares de bases (GeneRulerTM 100 pb
DNA Ladder), foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 1,5%, em cuba

horizontal, imersos em tampao TBE (Tris-Borato 0,045M; EDTA 1mM). Em cada
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orificio do gel foram depositados 10puL de cada amostra misturado a 2uL de corante
de amostra (30% de glicerol; 0,25% de azul de bromofenol).

Ap0s a corrida eletroforética, o gel foi corado em solugao de brometo de etideo
(0,5ug/mL) por 15 a 20 minutos e a visualiza¢do das bandas foi realizada através de

transiluminacao com luz ultravioleta.

4.4.6 Sequenciamento dos produtos de Heminested-PCR

Foi realizado no Laboratdrio de Biologia Molecular Aplicada e Sorologia do

Departamento de Medicina Veterindria Preventiva e Saude Animal da FMVZ/USP.

4.4.6.1 Purificagao dos Produtos Amplificados

Os produtos de Heminested-PCR de tamanho esperado foram recortados do gel
de agarose a 1,5% com lamina de bisturi. Esses fragmentos foram eluidos do gel e a
purificagado do DNA foi realizada com o “kit” GFXTM (Amersham Biosciences),

conforme instruc¢des do fabricante.

4.4.6.2 Quantificacao dos Produtos de PCR Purificados

Aliquotas dos produtos de PCR purificados (5pL) foram quantificadas com o
auxilio do marcador de peso molecular Gene Ruler TM 100bp DNA Ladder (MBI

Fermentas) em gel de agarose 1,5% imerso em tampao TBE, pH 8,0 (Tris-borato



46

0,045M; EDTA 0,001M). As intensidades luminosas das bandas adquiridas apos
purificacito do DNA foram visualmente comparadas com as do marcador. A
concentracao em nanogramas de DNA das amostras foi determinada seguindo tabela

fornecida pelo fabricante do marcador de peso molecular.

4.4.6.3 Reagao de sequenciamento

Para a reacao de sequenciamento foi utilizado o “kit” ABI PRISMTM Big Dye
TerminatorTM (Applied Biosystems). Misturou-se de 6ng de DNA purificado, 2uL
de Big DyeTM, 1uL de tampao SaveMoney 5x (Tris-HCI 400mM; MgCl2 10mM, pH
9,0), 2pmol de cada um dos primers (senso ou anti senso) e dgua q.s.p. 10 pL.

O ciclo de sequenciamento foi efetuado no termociclador Mastercycler Gradient

Eppendorf com o seguinte programa:

v" Desnaturacao inicial; 96°C por 1 minuto

v" Desnaturagao: 96°C por 15 segundos
Rampa: 1,0°C/ s

v" Hibridizagao: 50°C por 15 segundos
Rampa: 1,0°C/ s

v" Extensao: 60°C por 4 minutos

Rampa: 1,0°C/ s

O ciclo repete-se por mais 39 vezes a partir da desnaturacdao. Em seguida, as
amostras foram mantidas a 4 °C embrulhadas em folhas de aluminio até a sua

precipitagao.
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4.4.6.4 Eletroforese de sequenciamento

As amostras foram homogeneizadas com formamida, colocadas em banho-
seco por 3 minutos a 95°C, mantidas em gelo por cerca de 2 minutos e aplicadas para
o sequenciamento. Este foi realizado a partir do protocolo do manual técnico do

equipamento ABI PRISMTM 377 DNA Sequencer (Applied Biosystems).

4.4.6.5 Andlise das sequéncias

A qualidade dos produtos sequenciados, bem como a montagem da sequéncia
final de cada amostra foi realizada utilizando-se o programa Phred-Phrap, contido na
suite Codoncode Aligner.

Determinada as sequéncias de nucleotideos de cada amostra, as mesmas
foram alinhadas com o auxilio do programa Clustal W, contido na suite BioEdit
Sequence Alignment Editor (HALL, 1999), tomando-se como base sequéncias
homodlogas disponiveis no GenBank.

As sequéncias foram submetidas a busca no sitio BLAST, para pesquisa de

similaridade com sequéncias disponiveis no GenBank.

45 ENSAIO BIOLOGICO

Foi utilizado o periquito australiano (Melopsittacus undulatus) como modelo
experimental para S. falcatula e o camundongo Balb/c nude, Mus musculus para S.

neurond.



4.5.1 Infeccao em periquitos australianos (Melopsittacus undulatus)

Para testar a infectividade e patogenicidade dos esporocistos de cada amostra
de intestino delgado ou fezes positiva para Sarcocystis spp foram utilizados dois
periquitos australianos (Melopsittacus undulatus) de seis a oito semanas de idade
obtidos de cativeiro comercial. Esses animais eram examinados clinicamente
(apéndice B), permaneciam em quarentena e eram tratados preventivamente com
enrofloxacina (15 mg/Kg) e cetoprofeno (2 mg/Kg). O segundo lote de animais
recebidos foi ainda tratado com Ivermectina (uma gota aplicada no dorso de cada
animal) depois da deteccao de sarna do género Knemidokoptes em um dos animais do
lote. Foram entao mantidos dois animais por gaiola no Infectério Experimental do
Departamento de Preventiva e Saude Animal (VPS/FMVZ/USP), conforme figura 5.
Os animais foram alimentados com racdao comercial para periquitos e dgua filtrada.

Antes da inoculacao dos animais, foram realizados exames das fezes para
deteccao de coccideos, utilizando-se o método de flutuacao em solucao de sacarose
como descrito anteriormente no item 4.2.3. Esta etapa foi realizada em trés fases de
inoculagdes conforme a formacao de lotes de animais recebidos, e se encontra melhor
descrito adiante. Os animais foram alimentados por via oral com pelo menos 500
esporocistos (FENGER et al, 1997) contados em camara de Neubauer e
acompanhados clinicamente (apéndice C). Esta etapa foi realizada em trés fases de
inoculagdes conforme a formacao de lotes de animais recebidos, e se encontra melhor
descrito adiante. Os animais experimentais e os controles foram eutanasiados apos
um minimo de 29 dias. Animais que morreram ou foram eutanasiados foram
necropsiados (DUBEY et al., 2000c) e fragmentos de todos os 6rgaos internos foram
fixados em formalina tamponada a 3,8% por 24 horas (apéndice D). Os fragmentos
dos orgaos foram cortados em aproximadamente 5 mm e enviados ao Laboratdrio de
Histologia do VPT-FMVZ, para posterior desidratagao, diafanizacao e inclusao em

parafina e, posteriormente, seccionados em cortes de 5 um de espessura e,
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finalmente, corados por hematoxilina e eosina (H&E). O exame das laminas foi

realizado em microscopia de luz, com aumentos de 40x, 100x, 400x e 1000x.

Fragmentos de pulmao, figado, bago, encéfalo, rim, intestino, lingua, traquéia,

esofago, ventriculo, proventriculo, coracdo e musculo esquelético foram coletados

assepticamente e congelados em -80°C para possiveis estudos futuros.

Descrigao das fases de inoculagao:

Primeira fase:

Mortes no recebimento do lote: quatro animais vieram a Obito e foram
descartados

Quantidade de gaiolas: seis

Quantidade total de periquitos: 11

Quantidade de animais controles: um animal

Periodo de tratamento com antibacteriano pré-inoculagao: sete dias

Inoculado em 05/09/09 e reinoculado dia 20/09/09

Segunda fase:

Mortes no recebimento do lote: seis animais descartados

Quantidade de gaiolas: cinco

Quantidade total de periquitos: 10

Quantidade de animais controles: dois animais

Periodo de tratamento com anti-bacteriano pré-inoculagao: 10 dias

Tratados também com ivermectina 1% devido presenga de sarna em alguns
animais

Inoculado em 21/10/09 reinoculado dia 05/11/09
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Terceira fase:

Mortes no recebimento do lote: oito animais descartados

Quantidade de gaiolas: 11

Quantidade total de periquitos: 19

Quantidade de animais controles: dois animais

Periodo de tratamento com anti-bacteriano pré-inoculagao: 15 dias (animais
mais debilitados no recebimento)

Inoculado em 09/12/09 e reinoculado dia 28/01/10

Figura 5 - Infeccdo experimental em periquitos realizada no Infectério Experimental do
VPS/FMVZ em Pirassununga
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4.5.2 Infeccao em camundongos Balb/c nude (Mus musculus)

Para testar a infectividade e patogenicidade dos esporocistos de cada amostra
de intestino delgado ou fezes positiva para Sarcocystis spp foram utilizados dois
camundongos Balb/c nude (figura 6) machos de 5 a 8 semanas de idade obtidos do
biotério do Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina Veterindria e
Zootecnia da Universidade de Sao Paulo. Foram mantidos dois animais por caixa
sendo a terceira caixa contendo trés animais controles totalizando sete animais
inoculados e trés caixas. Os animais controles receberam apenas solucao utilizada na
diluicdo e preservacao das amostras (solugao HBSS (Hanks” buffered salt solution)
acrescido de 10 unidades de penicilina G por ml, 0,05 mg/ml de fungizone (Gibco®) e
100 ug/ml de estreptomicina). Os animais foram alocados no Biotério do Laboratorio
de Patologia Comparada de Animais Silvestres do Departamento de Patologia
(FMVZ/USP) permanecendo dentro de uma camara de fluxo laminar. As caixas
apresentavam aproximadamente 30cmx15cmx15cm contendo bebedouro com agua
autoclavada ad libitum, tampa com grade e alimento (ragdo comercial autoclavada
para camundongos) oferecido diariamente e filtro. As caixas foram mantidas em
camaras de fluxo laminar para diminuir a exposi¢ao dos animais aos patdgenos
ambientais durante a manipulagdo. Caixas eram forradas com maravalha
autoclavada. Animais foram manipulados apenas no primeiro dia para alimentagao
com os esporocistos, para a troca de caixa e maravalha uma vez por semana e no
ultimo dia para eutanasia.

Imediatamente antes da inoculacao e durante os 21 dias, foram realizados
semanalmente exames das fezes para detecgao de coccideos, utilizando-se o método
de flutuagdao em solucgao de sacarose conforme descrito no item 4.2.3. Ainda foram
realizados exames fisicos diariamente considerando-se parametros como:
consisténcia e coloragao de fezes, grau de atividade, coloracao de mucosa ocular ou

quaisquer observagoes clinicas relevantes. Os animais foram alimentados por via oral
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com 500 esporocistos (FENGER et al., 1997) contados em camara de Neubauer. Os
animais foram eutanasiados 21 dias apds o inicio do experimento. Animais que
vieram a dbito ou que foram eutanasiados foram necropsiados e fragmentos de todos
os Orgaos foram fixados em Methacarn (metanol 60%, acido acético 10% e
cloroférmio 30%) por 4 horas e depois mantidos em alcool 95%. Para eutanasia,
realizou-se anestesia com 100 mg/Kg de quetamina e 15 mg/Kg de xilazina por via
intramuscular e fez-se pungao cardiaca por pessoa treinada. Animais vieram a obito
apos hipovolemia.

Os fragmentos dos orgaos foram cortados em aproximadamente 5mm e
enviados ao Laboratério de Histologia do VPT-FMVZ, para desidratacao,
diafanizacao e inclusao em parafina e, posteriormente, seccionados em cortes de 5
um de espessura e, finalmente, corados por hematoxilina e eosina (H&E). O exame
das laminas foi realizado em microscopia de luz, com aumentos de 40x, 100x, 400x e

1000x.

Fonte: http://www .biot.fm.usp.br/index.php?mpg=03.00.00&tip=CAMUNDONGO&id_ani=3&caract=sim

Figura 6 — Camundongo Balb/c nude (Mus musculus)
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5 RESULTADOS

A andlise dos resultados foi realizada através da determinagdo da presenca de
Sarcocystis spp em amostras de raspado de mucosa do intestino delgado e nas fezes
(coletadas da cloaca), determinando-se a frequéncia de animais positivos e pela
determinacao da presenca de Sarcocystis spp em cortes histoldgicos dos periquitos e

camundongos inoculados experimentalmente.

51 EXAMES COPROPARASITOLOGICOS

Os resultados obtidos na pesquisa de Sarcocystis spp pela centrifugo-flutuagao em
sacarose das amostras de raspado de mucosa do intestino delgado e das fezes de
cloaca dos gambas (Didelphis albiventris e D. aurita) estao relatados nos itens abaixo,
de acordo com a espécie estudada.

Foram analisados 80 animais (apéndice E) sendo 25 positivos para Sarcocystis
spp- Dentre os animais, foram 33 (41%) Didelphis albiventris e 47 (47%) Didelphis aurita.

Seguem na Tabela 1 os dados dos animais coletados.

A contagem mdaxima de esporocistos/oocistos em camara de Neubauer foi de
3,5 milhdes (amostra G26) de esporocistos/oocistos por ml de amostra e a minima foi

de mil esporocistos/oocistos por ml (amostra G71).



5.1.1 Didelphis albiventris

Para D. albiventris foram analisados 18 (54,5%) machos e 15 (45,5%) fémeas.
Um adulto proveniente do DEPAVE e os outros todos adultos provenientes do
Zooldgico de Sorocaba. Desses, quatro (12,1%) tiveram resultado positivo e os outros

29 (87,8%) foram negativos para o exame de centrifugo-flutuagao realizado.

5.1.2 Didelphis aurita

Para o D. aurita sao 22 (46,8%) fémeas e 24 (51%) machos, um pool contendo
fezes de dois animais sendo um macho e uma fémea (2,1%). 44 eram (93,6%) adultos
e dois filhotes (4,3%) e o pool de fezes continha dois animais jovens (2,1%). Com
relagao a origem, 28 (59,6%) eram gambas provenientes do DEPAVE (amostras
congeladas), quatro (8,5%) do Parque Ecoldgico do Tieté, cinco (10,6%) animais do
Zooldgico de Sao Bernardo do Campo e dois (6,4%) do Zooldgico de Sorocaba, um
animal encontrado morto em rodovia proximo a Cotia (2,1%) e seis (12,7%)
proveniente da ONG Vila Verde. As proporgoes entre os fatores foram representados
nos graficos 1,2,3, 4 e 5.

Desses, 21(44,7%) foram positivos e 26 (55,3%) negativos para o exame de

centrifugo-flutuagao em solugao de sacarose.



Tabela 1 - Total de animais X Quantidade de animais positivos para cada fator.

NO. (% | NO. (%
Fator

ANIMALIS) POSITIVOS)
Espécie 80 (100,00%) 25 (31,25%)
D. aurita 47 (58,75%) 21 (84,00%)

D. albiventris

33 (41,25%)

4 (16,00%)

Para D. aurita

Sexo 47 (100,00%) 21 (44,68%)
Macho 24 (51,06%) 10 (47,61%)
Fémea 22 (46,80%) 11 (52,38%)
Pool fezes 1(2,12%) 0

Idade 47 (100,00%) 21 (44,68%)
Adulto 44 (93,61%) 21 (100,00%)
Jovem/Filhote 3 (6,38%) 0
Procedéncia 47 (100,00%) 21 (44,68%)
Cativeiro 2 (4,25%) 0

Continua
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Conclusao

NO. (% | NO. (%
Fator

ANIMAIS) POSITIVOS)
Vida livre 45 (25,74%) 21 (100,00%)

Para D. albiventris

Sexo 33 (100%) 4 (12,12%)
Macho 18 (54,54%) 3 (75,00%)
Fémea 15 (45,45%) 1(25,00%)

56

Na tabela 1 pode-se observar os resultados obtidos das amostras dos animais da

espécie D. aurita e D.albiventris. Os resultados mostram a presenca de 31,25% de

exames positivos para Sarcocystis spp.
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Grafico 1 - Proporcdo de positividade entre as espécies coletadas
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Grafico 2 - Proporgdo de positividade entre sexo para D. aurita.
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Nas figuras 7 e 8 podem-se observar os oocistos e esporocistos de Sarcocystis

spp no exame de centrifugo-flutua¢ao em sacarose.

&)

10 um

Figura 5 - Oocistos de Sarcocystis spp em exame de centrifugo-flutuacao
em sacarose.

10 um

Figura 6 - Esporocistos de Sarcocystis spp em exame de centrifugo-
flutuacdo em sacarose.
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5.2 ANALISES ESTATISTICAS

A tabela 2 apresenta um sumdrio dos resultados. Foram estudados 81
espécimes de Didelphis sp., sendo 33 D. albiventris e 48 D. aurita. Todos os D.
albiventris eram adultos procedentes de vida livre, sendo 18 machos e 15 fémeas. Dois
D. aurita procedentes de cativeiro foram estudados, sendo ambos machos adultos. Os
demais D. aurita eram procedentes de vida livre, sendo quatro filhotes (dois machos e

duas fémeas) e 42 adultos (21 machos e 21 fémeas).

Tabela 2: Sumario dos resultados

Positivos /

Espécie Procedéncia Idade Sexo Total

D. albiventris Vida Livre  Adulto |[Macho 3 /18 (17%)

Fémea 1/15 (7%)
D. aurita Cativeiro Adulto Macho 0/2
Vida Livre Filhote |Macho 0/2
Fémea 0/2

Adulto |Macho 10/ 21 (48%)

Fémea 11/ 21 (52%)

Total 25/ 81 (31%)
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Nao foi possivel comparar a influéncia da classe etdria na positividade ao
Sarcocystis sp. pois apenas quatro filhotes foram estudados (todos D. aurita de vida
livre), sendo todos negativos. Tampouco foi possivel comparar a incidéncia entre os
animais mantidos em cativeiro e os de vida livre, pois apenas dois animais de
cativeiro foram estudados (ambos D. aurita adultos). Para evitar uma possivel
influéncia da idade ou da procedéncia nas andlises, estes foram excluidos das
comparagoes subsequentes.

Comparando-se apenas adultos de vida livre, a incidéncia foi
significativamente diferente entre as espécies, com D. albiventris apresentando uma
menor incidéncia (4/33, 12%) do que D. aurita (21/42, 50%) (Teste Qui-quadrado:
X?=11.932, gl=1, P=0.001).

Entre os adultos de vida livre, ndo houve diferenca significativa na incidéncia
de machos e fémeas em D. albiventris (Teste exato de Fisher: P=0.607) nem tampouco
em D. aurita (Teste Qui-quadrado: X?=0.095, gl=1, P=0.758).

Para a tabela 3, classificou-se a regido onde situa-se o Zooldgico de Sorocaba
como interior e as demais instituicdes como regiao da capital. A tabela apresenta a
comparagao dos resultados entre as instituicdes por regidao (capital ou interior)
estudadas, sendo apenas indicados os resultados de adultos de vida livre. O baixo
numero de animais estudados e a despropor¢ao no nimero de animais e espécie
examinados em cada institui¢ao nao permitiram testar estatisticamente a presenca de
diferencgas de incidéncia entre as regioes estudadas (interior e capital). Os resultados,
no entanto, sugerem que nao haja uma diferenca na incidéncia de Sarcocystis sp. entre
as regides estudadas, uma vez que, sobretudo para D. aurita, os resultados se

mostram consistentes em indicar uma incidéncia préxima a 50-67%.



Tabela 3 - Comparacao dos resultados entre as regioes estudadas

D.

albiventris D.aurita

DEPAVE

Zoo - Sorocaba
Cotia

ONG Vila Verde

Pq. Ecologico do

Tieté

UFPE / Zoo -

Sorocaba

Zo0o - SBC

Total

0/1 13 /26 (50%)
4/31(13%) 2/3 (67%)
- 0/1

- 4/6(67%)

- 2 /4 (50%)
0/1 -
- 0/2
4 /33 (12%) 21 42

(50%)
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53 INFECCAO EXPERIMENTAL EM PERIQUITOS AUSTRALIANOS

(MELOPSITTACUS UNDULATUS)

Dos 40 animais inoculados experimentalmente (apéndice F), cinco eram
controles e receberam apenas solu¢do conservante da amostra contendo HBSS
associado a antibacteriano e fungicida, 15 vieram a &bito e os outros 20 animais
foram eutanasiados sendo que seis desses animais receberam apenas 200
esporocistos.

Dois animais pertencentes ao grupo controle vieram a 6bito com sinais de
caquexia, diarréia e anorexia. No exame histopatoldgico apresentaram apenas
necrose e congestdo de mucosa intestinal sugerindo um processo entérico
possivelmente de origem bacteriana. Nao foram realizados outros exames
complementares.

Na microscopia de luz constatou-se esquizontes contendo merozoitos de
Sarcocystis no endotélio pulmonar de 29 dos 35 animais inoculados e no figado de 12
animais (apéndice G).

Entre os 15 animais que vieram a oObito, puderam-se observar sinais clinicos
em 12 periquitos, sendo dispnéia intensa e letargia. Estes sinais estavam presentes
apenas no dia e algumas horas antes da morte. Os achados necroscopicos
apresentados consistiram de: esplenomegalia moderada a severa, hepatomegalia,
congestao hepatica, renal e pulmonar com presenca de edema severo. Os vasos
cerebrais encontravam-se congestos com consequente aumento do calibre.O pancreas
e duodeno apresentavam-se congestos. Os animais vinham a débito com excelente
conformagao da musculatura peitoral e em quase 100% dos casos possuiam grande
quantidade de alimento em ingltvio (figura 9).

No exame microscopico observou-se que o pulmao e o figado apresentavam
lesOes severas. Notou-se a presenca de esquizontes sinuosos contendo merozoitos de

Sarcocystis no endotélio de capilares pulmonares, congestao severa e em alguns casos,
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pneumonia com infiltrado de células inflamatodrias (linfocitos) tanto perivascular
como no intersticio. Infiltragao de células inflamatdrias (linfdcitos) tanto perivascular
como no intersticio. Média a grande quantidade de fibrina no limen dos
parabronquios. O figado apresentou congestdo severa, hemossiderose em
hepatdcitos, edema intra e extracelular, areas de hemorragia e degeneragao vacuolar
na maioria dos casos, aumento da celularidade mononuclear com infiltracao
linfoplasmacitaria periportal além da presenca de merozoitos de Sarcocystis no
endotélio hepatico. Na musculatura cardiaca pode-se observar dreas de necrose de
coagula¢ao em alguns animais. O bago apresentou na maioria dos animais marcada
histiocitose e plasmocitose, porém diferentemente, em outros animais houve
deplecao esplénica. O rim apresentava-se com marcada congestao e muitos
mostraram dareas de necrose de coagulacdo focais além de infiltrado inflamatorio
mononuclear. O pancreas apresentava congestao e dreas de necrose, enquanto que o
duodeno apresentava congestdio na maioria das aves infectadas. O cérebro
apresentou moderada a severa congestao, encefalite caracterizada por gliose evidente
se concentrando em geral na periferia do 6rgao, edema intracelular e areas de
necrose em alguns periquitos. Nao se observou a formacdo de sarcocistos na

musculatura esquelética (figuras 10 e 11).



)

v.113d4S0S

THAVSNOdSTH

) Ovdayvd OHIEAN

) WOLLAWSO0O

H(HlilllfltllIl’l"!lll'l”lﬁ"‘”"'II*HIIH
20 21 22 23 2

THAYSNOdSHY
CARE I

-
o
=
S
)
g%
38
a2
So
EF
B
Ba
49
>
o
=

Figura 9 - A: Inoculagdo em periquito australiano (Melopsittacus undulatus). Ingestao de
esporocistos/oocistos por via oral. B: Periquito australiano infectado. Obito acompanhado por boa
conformacao de musculatura peitoral e grande quantidade de alimento em inglavio. C: Pulmao
Animal infectado. Edema, congestao e hemorragia severos e difusos na macroscopia e confirmados
na microscopia. D: Pulmao. Animal controle. Pulmao de coloragdo rosea. E: Sistema Nervoso
Central. Animal infectado. Congestao cerebral. F: Sistema Nervoso Central. Animal controle
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Figura 10 - G: Bago. Presenga de histiocitose em animal infectado. HE. (400x). H: Rim. Necrose
de coagulagao multifocal e infiltrado inflamatério mononuclear. HE. (400x). I: Pulm&o. Animal
infectado. Esquizonte contendo merozoitos de Sarcocystis falcatula acometendo endotélio capilar
pulmonar assumindo forma sinuosa (seta). HE. (1000x). J: Pulm&o. Animal infectado. Iniimeros
esquizontes contendo merozoitos de Sarcocystis falcatula acometendo endotélio capilar
pulmonar. Vaso sanguineo (seta) contendo grande quantidade de hemacia (congestao). HE.
(1000x).  L: Pulmao. Animal infectado. Intimeros esquizontes contendo merozoitos de
Sarcocystis falcatula acometendo endotélio capilar pulmonar. Presenca de edema e fibrina livre
em luz de parabronquio pulmonar (seta). HE. (1000x). M: Pulmé&o. Congestdo de vasos severa.
HE. (40x).
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Figura 11 - N: Figado. Presenga de merontes em endotélio de capilar hepatico (seta). HE.
(1000x). O: Figado. Infiltracdo inflamatéria mononuclear em animal infectado. HE. (1000x). P:
Sistema nervoso central. Presenca de merontes em cérebro (seta). Vaso cerebral com grande
quantidade de hemacias demonstrando congestao. HE. (1000x)
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54 INFECCAO EXPERIMENTAL EM CAMUNDONGOS BALB/C NUDE

(Mus musculus)

Nenhum dos animais inoculados apresentou sinais clinicos e permaneceram
ativos durante toda a experimentacao; e apresentaram normorexia e normodipsia até
o momento da eutanasia.

Nenhuma lesdo foi visualizada nos animais inoculados tanto na necropsia

quanto na microscopia (figura 12).
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Figura 12 - Q: Figado. Auséncia de lesdes que sugerem infec¢do por Sarcocystis sp. HE. (1000x).
R: Figado. Auséncia de lesdes que sugerem infeccao por Sarcocystis sp. HE. (40x). S: Pulmao.
Auseéncia de lesdes que sugerem infecgdo por Sarcocystis sp. Paredes alveolares preservadas.
HE. (100x). T: Pulmao. Auséncia de lesGes que sugerem infecgdo por Sarcocystis sp. Vaso
sanguineo com replecao leve. HE. (40x)
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55 ANALISES MOLECULARES

Foram analisadas as 19 amostras de esporocistos de Sarcocystis spp.

provenientes de gambds dos géneros Didelphis oriundos do Estado de Sao Paulo

(figura 13), conforme descrito no item 4.1.

Todas as amostras foram positivas pela PCR direcionada ao gene codificador

de SAG-2, tendo sido gerados fragmentos entre 300 e 400 pares de bases (Figura 13).

Ladder
G17
G20

2
G26
G30
G34
3
G37
G3¢8
G39
G40
G43
G4
G51
G533
G58
G63
G64
G71

Figura 13 - PCR das 19 amostras onde a primeira coluna representa ladder e os demais siao fragmentos que
apresentam entre 300 e 400 pares de bases. As amostras G20, G35 e G71 foram positivas em uma segunda

reacao de PCR.

5.5.1 Analise das sequéncias

Foram determinadas as sequéncias de 318 nucleotideos dos produtos gerados
a partir da amplificacao das amostras positivas pela PCR direcionada ao gene SAG-2
Dois haplotipos foram determinados e estes diferem entre si em apenas uma

substitui¢ao sindnima. As sequéncias determinadas revelaram elevada similaridade

com sequéncias homologas de Sarcocystis falcatula (quadro 3).
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Quadro 3 - Sequéncias das amostras apresentando elevada similaridade com sequéncias homologas de
Sarcocystis falcatula
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6 DISCUSSAO

6.1 AVALIACAO DAS AMOSTRAS RECEBIDAS

O primeiro estudo envolvendo infeccao experimental de esporocistos de S.
falcatula-like provenientes de fezes de gambas obtidos no Estado de Sao Paulo foi
realizado por Dubey et al. (2001c). Até entao, apenas alguns relatos de casos foram
publicados (ECCO et al., 2008). Este trabalho demonstrou que ha no Estado de Sao
Paulo a presenca do agente responsavel pela sarcosporidiose em aves conforme ja foi
relatado por Dubey et al. (2000c).

Ao exame de fezes, pode-se constatar que um alto porcentual de gambas
estava infectado. Porém, os resultados para a prevaléncia de positividade por
Sarcocystis sp nas amostras estudadas (31%) ainda sao menores que o relatado por
Dubey (2000).

Pode-se sugerir que esta positividade reflita uma infecgao por Sarcocystis sp
altamente prevalente em gambas do Estado de Sao Paulo. Este valor pode ainda estar
subestimado ja que amostras com nimero de esporocistos muito reduzido podem ter
sido consideradas negativas devido a baixa sensibilidade do método de diagndstico.

O numero de espécies de Sarcocystis sp em gambas é desconhecido. Sabe-se
que existem ao menos trés espécies de Sarcocystis: S. falcatula, S. neurona, S. speeri.
Esse estudo demonstrou que S. falcatula parece ser a espécie mais prevalente nas
amostras, porém nao foi possivel testar todas as amostras em camundongos Balb/c
nude. As duas amostras testadas em camundongos nao apresentaram resultados
conclusivos. Como os camundongos Balb/c nude sdo animais mais resistentes a
infec;ao que camundongos os Knockout, a dose de Sarcocystis de 500 esporocistos
oferecida pode nao ter sido suficiente para o sucesso da infeccao ja que nenhuma

lesdao e nenhum parasita foram encontrados no exame histopatoldgico.
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Este resultado é particularmente importante ao notar-se que seis dos 34
gambads coletados no Zoolodgico de Sorocaba foram positivos. Os parasitas do tipo S.
falcatula-like causam sarcosporidiose aguda em vdrias espécies de aves e relatos de
casos de mortes de aves tém sido documentados em diversos zoologicos (ECCO et
al., 2008).

Outras 13 amostras das 27 recebidas do DEPAVE também foram positivas. O
DEPAVE presta atendimento veterindrio com suporte laboratorial aos animais
silvestres trazidos por municipes, Corpo de Bombeiros, Policia Ambiental, Centro de
Controle de Zoonoses, entre outros; e tem entre outras funcgOes a reabilitacdo e
destinacdo adequada aos animais recebidos. Por ser tratar de um local que recebe
variadas espécies de animais geralmente debilitados, inclusive aves, o namero de
quase 50% de positividade nas amostras obtidas do DEPAVE torna-se um fator
preocupante para a sanidade dos animais locais. Além disso, os animais recebidos
pelo DEPAVE sao oriundos na sua maioria da cidade de Sao Paulo. A cidade de Sao
Paulo apresenta um grande Zooldgico (Fundagao Parque Zooldgico de Sao Paulo)
além de diversos locais onde residem equinos como as diversas Hipicas e o Jockey
Club. Essa alta positividade de Sarcocystis sp ¢ igualmente importante para os
equinos da cidade e faz-se importante conhecer a prevaléncia de S. neurona em
amostras provenientes do DEPAVE.

O presente estudo sugere também que o Sarcocystis apresenta grande
resisténcia em diferentes meios de conservagao. Amostras que foram recebidas
congeladas e mesmo aquelas nao refrigeradas apresentaram aparentemente a mesma
infectividade e patogenicidade que as amostras nao congeladas, j4 que todas as
congeladas e nao refrigeradas levaram os animais a Obito. Dubey et al. (2002)
realizaram um estudo onde esporocistos de Sarcocystis neurona foram submetidos a
diferentes temperaturas ou a diferentes concentracdes de desinfetantes de férmula
variada. Nesse estudo, utilizaram-se variagoes de altas temperaturas e a infectividade
do parasita foi menor quanto maior a temperatura e o tempo de exposi¢ao. O

aquecimento dos esporocistos a 50 °C por 60 minutos e a 55°C por 5 minutos nao
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impediu a infecgdo em camundongos KO enquanto que o aquecimento do parasita
por 15 minutos a 55°C ou a 60 °C por um minuto geraram esporocistos nao infectivos
para camundongos KO. Foi utilizado ainda hipoclorito de sédio (10,20 e 100%),
clorexidine 2%, Povidine 1%(PVPI), o-benzil-p-clorofenol 5%, fenol 12,56%, cloreto
de benzalconio 6% (amonia quaterndria) e formalina a 10% porém estes se mostraram
ineficazes na morte dos esporocistos. Adicionalmente, obteve-se resposta positiva
com o uso de hidréxido de amodnio 100% por uma hora, porém, apds diluicao a 10%
por um periodo de 6 horas, este também se mostrou ineficaz. Os resultados obtidos
por esse autor demonstram que o calor é o método mais eficiente para inibir a
viabilidade dos esporocistos de Sarcocystis neurona, contudo nenhum estudo foi
realizado acerca do uso de baixas temperaturas no controle da doenga. O
conhecimento acerca desse assunto € necessario ja que a resisténcia do parasita no
ambiente tem implicagOes negativas diretas no sucesso do controle e prevencao da
doenca.

Por conseguinte, a mortalidade de aves e as perdas econdmicas devido a
infeccado em equinos podem nao ser prevenidas a menos que os gambas sejam

mantidos longe de zoologicos, aviarios e equideoculturas.

6.2 INFECCAO EXPERIMENTAL EM PERIQUITOS AUSTRALIANOS
(MELOPSITTACUS UNDULATUS)

O parasita presente nas amostras inoculadas levou a 6bito 42% dos animais
inoculados gerando um quadro de congestdao e hemorragia pulmonar grave assim
como o observado por Box e Smith (1982); Neill, Smith e Box (1989); Dubey et al.
(1999); Villar et al. (2008); Ecco et al. (2008) e Godoy et al. (2009). A doenga tem um

curso agudo em torno de 10 a 15 dias.
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Durante quase toda a fase de infec¢do, ndo se observou sinais clinicos nos
animais inoculados, porém os que vieram a Obito iniciaram sintomas como
prostracao 24 horas antes do 6bito e dispnéia foi constatada apenas de duas a trés
horas antes do ébito. Os animais foram submetidos apenas a inspecao para avaliagao
dos sinais clinicos a fim de se minimizar o stress na contencao e alterar o curso da
doenca, portanto, nao foi feita auscultagao e nem palpacao e também nao foi possivel
aferir a temperatura em nenhum dos animais.

As aves vinham a Obito apresentando boa conformagao corporal, musculatura
peitoral bem desenvolvida e a presenca de alimento em inglivio demonstrando o
carater agudo e agressivo da doenga. Essa caracteristica implica na dificuldade do
diagnostico ante-mortem da doenga.

Alguns trabalhos foram realizados para encontrar o método mais eficiente de
diagnostico ante-mortem da doenga. O teste de aglutinacdo direto foi desenvolvido
para deteccao de anticorpos anti-Sarcocystis neurona em camundongos infectados
experimentalmente obtendo 100% de sensibilidade e 90% de especificidade.
Camundongos infectados com Sarcocystis falcatula e S. speeri nao soroconvertem
(LINDSAY; DUBEY, 2001). O diagndstico mais utilizado para equino é o Immunoblot
(GRANSTROM et al., 1993).

Para aves, alguns autores relataram o uso do teste de fluorescéncia para
anticorpos (CRAY et al., 2005) mas este ainda nao esta padronizado e nao ¢ utilizado
por todos os praticantes da medicina de animais silvestres. E ainda, tem-se reportado
outro método para o diagnostico da sarcosporidiose baseado na bidpsia da
musculatura esquelética (quadriceps ou musculatura peitoral) e dos pulmoes (PAGE
et al., 1992). Porém devido ao carater agudo da doencga, ha uma grande dificuldade
na execuc¢ao da biopsia devido a necessidade de contencao fisica e quimica do animal
gerando grande estresse e possivelmente a morte da ave. Consequentemente, o
insucesso no diagndstico e, portanto, no tratamento dos animais afetados com a
forma aguda da doenga enfatiza a importancia do controle e prevengao desta

enfermidade.
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A contagem do parasita em camara de Neubauer demonstrou a grande
capacidade de replicacao do parasita no tecido da parede intestinal do hospedeiro
direto. A contagem maxima foi de 3,5 milhoes de esporocistos/oocistos por ml de
amostra e a minima foi de mil esporocistos/oocistos por ml; sugerindo uma alta
capacidade de contaminacao ambiental pelo agente. Porter et al. (2001) utilizaram
animais da espécie Molothrus ater infectados com Sarcocystis falcatula para infectar
experimentalmente gambas da espécie Didelphis aurita e obtiveram uma taxa média
de eliminacao fecal de 25.900 esporocistos por dia por animal sendo o valor maximo
apresentado por um dos animais de 647.500 esporocistos. Porém, sdo necessarios
estudos acerca da quantidade de esporocistos/oocistos que sao de fato eliminados
pelo Didelphis aurita e Didelphis albiventris por meio das fezes para poder-se
dimensionar com maior precisao a capacidade de contamina¢ao ambiental.

Adicionalmente, além do controle da contaminacdao ambiental, do bom
acondicionamento e preparacao de alimentos, isolamento da ave do ambiente
externo evitando criagoes outdoor, faz-se importante o controle dos vetores. Sabe-se
que a ingestao de baratas ou de suas fezes pode levar a transmissao ja que estes
invertebrados sao considerados vetores (CLUBB; FRENKEL, 1992).

Os resultados da infec¢ao experimental em periquitos australianos apresentados
sao compativeis com os relatados em literatura e por Dubey et al. (2000c). Apos a
infeccdo de periquitos australianos com amostras de Sarcocystis provenientes da
Argentina, Dubey et al. (1999) observaram esquizontes em cérebro, coragao, musculo
esquelético, figado, bago, rim e pulmao.

Neste trabalho, o pulmao foi o érgao mais severamente acometido e apresentou
edema, congestdo severa e hemorragia compativel com os resultados encontrados
por Box e Smith (1987a) e Dubey et al. (1999, 2001b). Ainda outras duas
caracteristicas histopatoldgicas foram evidentes em todos os animais infectados,

sendo elas hepato e esplenomegalia corroborando com os achados visualizados por

Godoy et al. (2009).
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Os mecanismos que tornam as aves do continente americano mais resistentes que
as aves do Velho Mundo ainda ndo é bem compreendido. Por isso estudos sobre a
resisténcia ao parasita e a relacdo parasita-hospedeiro ainda precisam ser mais
explorados.

Nao foi possivel observar sinais clinicos em todas as aves inoculadas. Os sinais
clinicos visualizados foram associados a infec¢ao do trato respiratdrio (dispnéia
severa) associado a sintomas inespecificos como letargia e prostracao. Esses mesmos
sintomas foram observados por Jacobson et al. (1984), Clubb e Frenkel (1992) e por
Siegal-Willott et al. (2005).

A pomba doméstica (Columba livia) é espécie sinantrdpica e de facil reproducao no
meio urbano. Considerando-se que S. falcatula é infectivo para aves da ordem
Columbiformes e devido a relativa facilidade em encontrar-se pombas domésticas
mortas que podem servir de alimento para gambas, acredita-se que esses animais
sejam hospedeiros intermedidrios que podem auxiliar na compreensdo acerca da

prevaléncia de S. falcatula do entorno da cidade de Sao Paulo.

6.3 INFECCAO EXPERIMENTAL EM CAMUNDONGOS BALB/C NUDE (MUS
MUSCULUS)

O ciclo de vida do S. neurona nao esta completamente definido (MACKAY et
al., 2000; MANSFIELD et al., 2001), uma vez que seus hospedeiros intermedidrios nao
sao conhecidos segundo Dubey et al. (2001a). Os conhecimentos adquiridos sobre a
EPM no Brasil sao recentes. Em 1986, Barros et al. relataram um caso de
mieloencefalite por protozodrios em um equino de 10 anos de idade, na regiao sul do
Brasil (BARROS; DE BARROS; DOS SANTOS, 1986). Posteriormente, a presenca de
esquizontes e merozoitos de Sarcocystis, em cortes histologicos de sistema nervoso,

foi associada a sinais de ataxia em equinos (MASRI; ALDA; DUBEY, 1992).
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Os sinais clinicos podem estar relacionados a localiza¢do das lesdes no sistema
nervoso nos animais afetados. Ataxia, incoordenagao motora e fraqueza muscular
sao os sinais mais comuns (MASRI; ALDA; DUBEY, 1992; FENGER et al.,, 1997;
MACKAY, 1997).

Até o ano de 1991, quando o S. neurona foi isolado, o diagndstico baseava-se
nos sinais clinicos e na exclusao de outras doengas que acometem o sistema nervoso
dos equinos, como as mieloencefalites bacterianas e virais, as meningites, os traumas
e o estreitamento do canal cervical (MOORE et al., 1997). Posteriormente, o cultivo do
parasita possibilitou o desenvolvimento de testes de identificagdo de anticorpos
especificos no soro e no liquor dos animais suspeitos, que atualmente tém sido
utilizados nas investigagoes epidemioldgicas e como auxilio diagnostico em casos de
EPM (BENTZ; GRANSTROM; STAMPER, 1997). Hoje ainda € possivel o diagndstico
baseado em bioensaios utilizando camundongos imunodeficientes. O diagnostico da
doenga € importante para a escolha do tratamento mais adequado. Adaptagoes da
conduta terapéutica para a toxoplasmose humana consistiram as primeiras tentativas
de tratamentos para os casos de EPM. O protocolo envolve a administragao de uma
combinagao de sulfonamidas/trimetoprim e pirimetamina por 90 dias (MACKAY,
1997).

As inoculages experimentais em camundongos foram realizadas antes dos
resultados de PCR. Os resultados obtidos na inoculagdo experimental em
camundongos Balb/c nude podem ser considerados inconclusivos. Os animais nao
apresentaram sintomas nem lesdo na necropsia e na microscopia. E importante
salientar que estes animais sao mais resistentes que os camundongos Knockout a
infec¢ao por Sarcocystis e por isso precisam de uma dose infectante maior. Os animais
receberam apenas 500 esporocistos para que houvesse uma padronizagao do
tamanho do indculo utilizado nas inoculagdes tantos em periquitos como em
camundongos. Dubey e Lindsay (1998) utilizaram um indculo de pelo menos 1,5 x
105 esporocistos para camundongos nude e de 1 x 10° para camundongos Knockout.

Estudos envolvendo infeccdo experimental em camundongos com amostras
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provenientes do Brasil sao escassos e pouco se conhece acerca dos hospedeiros
intermedidrios de Sarcocystis sp em especial da espécie Sarcocystis neurona na fauna
brasileira.

Trabalhos envolvendo a infeccao experimental de esporocistos de amostras fecais
de gambas em equinos tém sido publicados e geram informagoes bastante relevantes
no que tange a tematica aqui proposta elucidando melhor o envolvimento de gambas
na EPM (FURR et al., 2006; ELITSUR et al., 2007; WITONSKY et al., 2008). Contudo,
nenhum deles foi realizado no Brasil ou com amostras brasileiras.

A EPM no Brasil tem propiciado perdas para a equideocultura. Trata-se de uma
doenga infecciosa, mas nao contagiosa endémica nas Américas, tendo os equinos
como hospedeiros acidentais, portanto, sendo de grande importancia econdmica
(RADOSTITS et al., 2002). A prevaléncia e patogenicidade da doenga para equinos

ainda precisa ser melhor avaliada no Brasil.

6.4 ANALISES MOLECULARES

Todas as amostras estudadas obtiveram resultados positivos para PCR para
Sarcocystis sp. O primer utilizado para o gene de antigeno de superficie SAG2
mostrou-se eficaz na identificagdo desse parasita. Apds sequenciamento, pode-se
diferenciar a espécie em S. falcatula. As amostras G20, G35 e G71 foram negativas na
PCR inicialmente, porém repetindo-se a reagao elas apresentaram-se positivas para S.
falcatula.

No Brasil, poucos estudos foram conduzidos envolvendo a deteccao dos
hospedeiros intermedidrios para S. neurona. Por isso, faz-se importante conhecer os
hospedeiros intermedidrios do S. mneurona para melhor compreensao da
epidemiologia da doenga no pais. Sem esses dados € dificil discursar sobre o que

poderia levar todas as amostras presentes nesse estudo a serem caracterizadas
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apenas como S. falcatula. Havendo um pequeno nuiimero de espécies envolvidas,
possivelmente gera uma maior dificuldade em animais do género Didelphis
alimentarem-se de carcagas infectadas por Sarcocystis neurona, e de forma contraria,
entende-se que ha uma facilidade de existéncia de carcacas de animais da Ordem
Columbiformes, Passeriformes ou Psitaciformes infectadas pelo parasita S. falcatula
para consumo.

Este gene mostrou-se extremamente bem conservado e geneticamente idéntico
nas cadeias de Sarcocystis neurona em diferentes hospedeiros intermediarios
estudados por Rejmanek et al. (2010). A criagio de um primer que se amplifica
indiscriminadamente tanto Sarcocystis neurona quanto Sarcocystis falcatula é um
procedimento que facilita a identificagao com o sequenciamento tornando o processo

menos oneroso.

Este trabalho possibilitou melhor compreensao da participagao dos gambas na
sarcosporidiose avidria, da infectividade e patogenicidade desse agente, da
diferenciacao molecular entre outras espécies de Sarcocystis transmitidas por gambas,
bem como da resisténcia a diferentes meios de conservacao demonstrando a

importancia dessa doenga no Estado de Sao Paulo.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

A crescente fragmentacao dos remanescentes de mata nos arredores da cidade
tem causado a aproximagao dos gambas as areas urbanas. A restricdo de sua area
domiciliar, a reducdo de seus predadores naturais como aves de rapina e felinos, o
sucesso reprodutivo da espécie cujos filhotes permanecem protegidos na bolsa e a
grande facilidade de adaptagdao ao meio urbano sdo os principais motivos do
aumento da populagdo de gambas na cidade de Sao Paulo. Associado a isso, o
estreito contato associada ao comportamento nomade desses animais facilitou a
disseminacao de agentes infecciosos e parasitdrios para novos hospedeiros e
ambientes.

A sarcosporidiose avidria € uma doenga fatal que possui impacto negativo em
populagdes de aves principalmente de cativeiro. Por isso, maiores estudos acerca da
sarcosporidiose avidria tanto em populagbes de aves de vida livre quanto de
cativeiro se fazem necessarios para dimensionar a sarcosporidiose aviaria no Brasil.

Os gambas (Didelphis sp) se mostraram portadores de Sarcocystis falcatula pois
periquitos australianos (Melopsittacus undulatus) infectados com esporocistos de
Sarcocystis sp provenientes de fezes de gambas vieram a Obito observando-se
merozoitos e esquizontes nos tecidos dos animais infectados. Técnicas de
imunoistoquimica sdo necessdrias para elucidar e avaliar melhor a doenca levando
a um diagnostico definitivo.

A infeccao experimental em camundongo Balb/c nude foi inconclusiva e ha,
portanto, a necessidade de maiores estudos com relacdo a infectividade e
patogenicidade do Sarcocystis sp, utilizando-se preferencialmente camundongos
Gamma Interferon Knockout — KO ja que sdo animais imunodeficientes mais sensiveis
ao agente.

Sarcocystis sp é um agente bastante resistente no ambiente e o uso de

desinfetantes comuns tem se mostrado ineficaz. O tratamento de amostras com
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desinfetantes comuns em estudos nos EUA mostrou que a infectividade deste
parasita se mantém, sendo o calor o método de desinfeccdo mais eficaz. Assim,
estudos sobre a resisténcia do Sarcocystis sp a desinfecio e a diferentes
temperaturas em amostras brasileiras sao necessarias para permitir o maior controle
e prevencao da doenca. Por meio da tematica abordada neste estudo, é possivel
afirmar que atualmente a melhor forma de evitar a doenca € o controle e a
prevencao sendo que a maneira mais eficiente de prevengao € evitar o contato das
fezes do gamba com os alimentos dos animais e a contaminacao ambiental de
recintos.

Para a prevencao da sarcosporidiose em aves convém a exposi¢ao de animais
em recintos fechados por vidro que impeca o acesso de gambas. No caso da EPM, é
importante retirar o alimento de comedouros durante o periodo noturno e
higieniza-los diariamente antes da reposi¢ao do alimento. A desinfeccao ambiental
por uso do calor também é fundamental em comedouros e bebedouros além dos
recintos e material utilizados para tratar os animais.

As andlises moleculares demonstraram que o primer para o gene de antigeno
de superficie SAG2 mostrou-se bastante eficiente na diferenciacao entre as espécies
de Sarcocystis apresentando pequena variagdo génica entre as amostras de
Sarcocystis falcatula.

Finalmente, o conhecimento desta enfermidade associado a educacao sanitaria
representam a peca chave para possibilitar a manutengao de aves do Velho Mundo
em cativeiro auxiliando na conservagao de espécies ameacadas e impedir perdas

econOmicas na equideocultura.
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APENDICE A: Ficha de coleta e processamento das amostras.

Fichas de Coleta e Procedimento

N° da amostra:

Data de coleta: / /

94

Procedéncia:
Animal: D. aurita () D. albiventris ()
Sexo: Macho () Fémea ()
Idade: Jovem () Adulto ()
Tipo de amostra: Intestino grosso () Intestino delgado ( ) Fezes ()
Procedimento - Centrifugacao em solucao de sacarose
Data: / /
Resultado: Positivo ()  Negativo ()
Outros:
Observacao:
Procedimento — Purificagio Data: /1
Antibidtico: Sim () Nao ()
Antiftingico: Sim () Nao ()
PBS: Sim () Nao (')
Numero de réplicas:
Contagem de Sarcocystis em camara de Neubauer: Data: [/
Resultado:
Destino

PCR () Inoculagdao em Periquitos ( ) Inoculagdo em Camundongos ( )
q 2
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PCR Data: /
Observacao:
Inoculagao Data: /

Observacao:




APENDICE B: Ficha de exame clinico no recebimento dos periquitos

Data:

Periquito 1
FC:

FR:

Hidratacao:

Mucosa ocular e oral:

Auscultacao:
T°C:

Sistema tegumentar:

Periquito 2
FC:

FR:

Hidratacao:

Mucosa ocular e oral:

Auscultacao:

T°C:

Sistema tegumentar:
Periquito 3

FC:

FR:

Hidratacao:

Mucosa ocular e oral:

Exame clinico

Auscultacao:

T°C:

Sistema tegumentar:
Periquito 4

FC:

FR:

Hidratacao:

Mucosa ocular e oral:
Auscultacao:

T°C:

Sistema tegumentar:
Periquito 5

FC:

FR:

Hidratacao:

Mucosa ocular e oral:
Auscultacao:

T°C:

Sistema tegumentar:
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APENDICE C: Ficha de exame de acompanhamento pés-inoculagio.

Exame de acompanhamento pds-inoculagao

Gaiola 1/Amostra - Data inoculagao: / /

Sinais
clinicos:

Hidratacao:
FC:

FR:

T°C:
Inspecao:
Auscultacgao:
Obito:

Data:

Hora:

Observacgoes:




APENDICE D: Ficha de necropsia

Amostra inoculada:
Numero do animal:
Data de necropsia:
Data de ébito:

HISTORICO CLINICO

Sintomatologia apresentada:

FICHA DE NECROPSIA

Data de Inoculagao:

Peso:

Exame externo:

Eutanasia: () sim ( )nado
EXAME NECROSCOPICO

Sistema digestorio:

Exame interno

Sistema cardio-respiratério:

Sistema genito-urindrio:

Sistema enddcrino:

Sistema musculo esquelético:

Sistema nervoso:

Provavel Causa-Mortis:

COLETA PARA HISTOPATOLOGICO

( )Pele

( )Musculo peitoral
( )Proventriculo

( )Traquéia

( )Siringe

( )Sacos aéreos

( )Tiredide

( )Coragao

( )Pericardio
OUTROS:

)Esdfago
)Inglavio
Pancreas
Ventriculo
ntestino delgado
ntestino grosso
Figado

Vesicula Biliar
Baco

(
(
(
(
(I
()1
(
(
(

)
)
)
)
)
)
)

( )Timo

( )Lingua

( )Pulmoes

( )Rins

( )Adrenais

( )Ovario/Testiculo
( )Cérebro

( )Cerebelo

( )Grandes vasos.




Apéndice E: Tabela dos animais coletados

Tabela 4: Tabela dos animais coletados.

Num. Nome popular Nome Sexo Idade Procedéncia Resultado Origem

cientifico

Gb 2 Gambd o. branca  D.albiventris Macho Adulto Z.00 - Sorocaba Positivo Vida

Livre

Gb 4 Gamba o. branca  D.albiventris Fémea Adulto Zoo - Sorocaba Negativo Vida

Livre

Gb 6 Gambd o. branca  D.albiventris Fémea Adulto Zoo - Sorocaba Negativo Vida

Livre

Gb 8 Gambad o. branca  D.albiventris Macho Adulto Zoo - Sorocaba Negativo Vida

Livre

Continua
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Continuacao

Num. Nome popular Nome Sexo Idade Procedéncia Resultado Origem

cientifico

Gb 10 Gamba o. preta D. aurita Macho Adulto DEPAVE Negativo Vida

Livre

Gb 12 Gamba o. preta D. aurita Fémea Filhote DEPAVE Negativo Vida

Livre

Gb 14 Gamba o. branca  D.albiventris Fémea Adulto Z00 - Sorocaba Negativo Vida

Livre

Gb 16 Gambad o. branca  D.albiventris Fémea Adulto Zoo - Sorocaba Negativo Vida

Livre

Continua
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Continuacao

Num. Nome popular Nome Sexo Idade Procedéncia Resultado Origem
cientifico
Gb 18 Gamba o. preta D. aurita Macho Adulto Zoo - SBC Negativo Cativeiro

Gb 20 Gamba o. preta D. aurita Fémea Adulto DEPAVE Positivo Vida
Livre

Gb 22 Gamba o. preta D. aurita Macho Adulto DEPAVE Positivo Vida
Livre

Gb 24 Gambad o. preta D. aurita Fémea Adulto DEPAVE Negativo Vida
Livre

Gb 26 Gamba o. preta D. aurita Fémea Adulto DEPAVE Positivo Vida
Livre

Continua
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Continuacao

Num. Nome popular Nome Sexo Idade Procedéncia Resultado Origem
cientifico
Gb 28 Gamba o. preta D. aurita F+M 2 jovens Zoo - SBC Negativo Vida
Livre

Gb 30 Gamba o. preta D. aurita Macho Adulto DEPAVE Positivo Vida

Livre

Gb32  Gambao.branca  D.albiventris Macho Adulto Zoo - Sorocaba Negativo Vida

Livre

Gb 34 Gamba o. preta D. aurita Fémea Adulto DEPAVE Positivo Vida

Livre

Gb 36 Gambad o. branca  D.albiventris Macho Adulto Zoo - Sorocaba Negativo Vida

Livre

Continua
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Continuacao

Num. Nome popular Nome Sexo Idade Procedéncia Resultado Origem

cientifico

Gb 38 Gamba o. preta D. aurita Fémea Adulto DEPAVE Positivo Vida

Livre

Gb 40 Gamba o. preta D. aurita Macho Adulto  Pq.Ecoldgico do Tieté Positivo Vida

Livre

Gb 42 Gamba o. branca  D.albiventris Macho Adulto Z00 - Sorocaba Negativo Vida

Livre

Gb 44 Gambad o. branca  D.albiventris Macho Adulto Zoo - Sorocaba Negativo Vida

Livre

Continua
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Continuacao

Num. Nome popular Nome Sexo Idade Procedéncia Resultado Origem
cientifico
Gb 46 Gamba o. branca  D.albiventris Fémea Adulto Zoo - Sorocaba Negativo Vida
Livre

Gb48  Gambao.branca  D.albiventris Fémea Adulto Zoo - Sorocaba Negativo Vida

Livre

Gb 50 Gamba o. preta D. aurita Fémea Adulto Zoo - Sorocaba Negativo Vida

Livre

Gb 52 Gamba o. preta D. aurita Fémea Adulto DEPAVE Negativo Vida

Livre

Gb 54 Gambad o. preta D. aurita Fémea Adulto DEPAVE Negativo Vida

Livre

Continnia

o1



Continuagao

Num. Nome popular Nome Sexo Idade Procedéncia Resultado Origem

cientifico

Gb56  Gambao.branca  D.albiventris Fémea Adulto DEPAVE Negativo Vida

Livre

Gb 58 Gamba o. preta D. aurita Fémea Adulto ONG Vila Verde Positivo Vida

Livre

Gb 60 Gamba o. preta D. aurita Macho Adulto ONG Vila Verde Negativo Vida

Livre

Gb 62 Gambad o. branca  D.albiventris Macho Adulto Zoo - Sorocaba Negativo Vida

Livre

Continua
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Continuacgao

Num. Nome popular Nome Sexo Idade Procedéncia Resultado Origem
cientifico
Gb 64 Gamba o. preta D. aurita Macho Adulto ONG Vila Verde Positivo Vida
Livre

Gb 66 Gamba o. preta D. aurita Macho Adulto DEPAVE Negativo Vida

Livre

Gb 68 Gamba o. preta D. aurita Macho Adulto Cotia Negativo Vida

Livre

Gb 70 Gamba o. preta D. aurita Macho Adulto DEPAVE Negativo Vida

Livre

Gb 72 Gambad o. branca  D.albiventris Macho Adulto Zoo - Sorocaba Negativo Vida

Livre

Continua
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Conclusao

Num. Nome popular Nome Sexo Idade Procedéncia Resultado Origem

cientifico

Gb 74 Gamba o. preta D. aurita Macho Adulto DEPAVE Positivo Vida

Livre

Continua na proxima pagina. D. aurita Macho Adulto DEPAVE Negativo Vida

Livre

Gb78  Gambao.branca  D.albiventris Fémea Adulto Zoo - Sorocaba Negativo Vida

Livre

Gb 80 Gambad o. preta D. aurita Fémea Adulto DEPAVE Positivo Vida

Livre

L0T



APENDICE F: Tabela dos achados necroscopicos.

Tabela 5: Resultados obtidos na inocula¢ao experimental em periquitos australianos (Melopsittacus undulatus).

Inoculaga Lami D T
oculacao amina Amostra  Caiola ose empo

, . s Sinais clinicos ~ Reinoculagdo  Eutanasia Macroscopia
(ntimero) HP (esporocistos) até dbito

Conteudo
Anorexia enegrecido em
1 05/09/09 H1 G34 5 500 3 dias L Nio Nio .
diarréia : loe
intestinais e
caquexia.

Pulmao de
coloragao
vinhosa, edema,
hepatomegalia,
esplenomegalia,
boa conformacgao
de musculatura
peitoral, rins

Nao Nao aumentados de
volume, presenca
de grande
quantidade de
alimento em
inglavio,
aumento do
calibre dos vasos
cerebrais.

Dispnéia,

1 05/09/09 H2 G26 3 500 10 dias .
letargia

1 05/09/09
/03! H3 G26 3 500 30 dias Sem sintomas 20182{)20(;09 05/10/2009 NDN

Continua
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Continuacao

Macroscopia

Inoculacdo Lamina . Dose Tempo e . . - , .
¢ Amostra Gaiola . . p Sinais clinicos ~ Reinoculagdo Eutanasia
(esporocistos) até dbito

(ntimero) HP
1 05/09/09
G30 4 500 30 dias  Sem sintomas 2023%20(;09 05/10/2009 NDN
1 05/09/09 H5 G30 - G26 4 (3) 500 30 dias  Sem sintomas 2023%20(;09 05/10/2009 NDN
1 05/09/09 Pulmao de
coloragao
vinhosa, edema,
hepatomegalia,
esplenomegalia,

boa conformacao
Dispnéia de musculatura
Hé6 G34 5 500 11 dias o Nao Nao peitoral, rins
letargia
aumentados de
volume, presenga
de alimento em
inglavio,
aumento do
calibre dos vasos
cerebrais.

Continua
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Continuagao

Tempo .
o Macroscopia

Inoculacdo Lamina . Dose e . - , .
) ¢ Amostra Gaiola . e Sinais clinicos ~ Reinoculagdo Eutanasia
(ntimero) HP (esporocistos) até dbito
Pulmao de

1 05/09/09
coloragao
vinhosa, edema,
hepatomegalia,
esplenomegalia,
boa conformacgao
de musculatura
Dispnéia peitoral, rins
H7 G35 6 500 10 dias R ! Nao Nao aumentados de
volume, presenca
de grande
quantidade de
alimento em
ingluvio,
aumento do
calibre dos vasos
cerebrais.

Continua
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Continuagao

Tempo .
o Macroscopia

Inoculacdo Lamina . Dose e . - , .
) ¢ Amostra Gaiola . e Sinais clinicos ~ Reinoculagdo Eutanasia
(ntimero) HP (esporocistos) até dbito
Pulmao de

1 05/09/09
coloragao
vinhosa, edema,
hepatomegalia,
esplenomegalia,
boa conformacgao
de musculatura
Dispnéia peitoral, rins
H8 G35 6 500 11 dias letargia, Nao Nao aumentados de
volume, presenca
de grande
quantidade de
alimento em
ingluvio,
aumento do
calibre dos vasos
cerebrais.

Continua
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Continuacao

Tempo "
P Macroscopia

Inoculacdo  Lamina . Dose e . ~ .
) Amostra Gaiola . e Sinais clinicos ~ Reinoculagdo Eutanasia
(ntimero) HP (esporocistos) até dbito
Pulmao de

1 05/09/09
coloragao
vinhosa, edema,
hepatomegalia,
esplenomegalia,
boa conformacgao
de musculatura
Dispnéia peitoral, rins
H12 G20 2 500 15 dias o Nao Nao aumentados de
letargia
volume, presenca
de grande
quantidade de
alimento em
ingluvio,
aumento do
calibre dos vasos
cerebrais.

1 05/09/09 H13 G20 2 500 30dias  Sem sintomas 20?22{)20(;09 05/10/2009 NDN

1 05/09/09
H15 CONTROLE 1 CONTROLE 30dias Sem sintomas 20/set 05/10/2009 NDN

Continua
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APENDICE G: Tabela das lesdes observadas na microscopia.

Tabela 6: Lesoes observadas e classificadas conforme intensidade: auto - autdlise, + leve , ++moderada, +++severa, - nio observado.

Inoculagao 1
Resultados histopatoldgicos =
Obito Reinoculados
Orgio Lesio Lamina H1 H2 Hé6 H7 HS H12 H3 H4 H5 H13
Pulmao Congestao ++ -+ ++ +++ -+ +++ ++ +++ + Autolise
Hemorragia ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ + Autolise
Depdsito de fibrina ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ +H + Autolise
Edema ++ -+ ++ ++ + ++ ++ +++ + Autdlise
Infiltrado inflamatorio - +++ + + + + + + + Autolise
Sarcocystis ++ -+ ++ +++ -+ +++ ++ +++ ++ Autolise
Autdlise + - - - - - - + + Autdlise
Coragao Necrose - - 4 - - - - 4 - Autolise
Hemorragia - + + - - + + + - Autolise
Congestao - - - - - - - + + Autolise
Autdlise + - - - - - - - + Autdlise
Figado Edema intracelular +++ HAF ++ ++ ++ ++ ++ ++ + Autdlise
Edema extracelular + ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ + Autdlise
Congestao +++ -+ + ++ -+ ++ - ++ + Autdlise
Hemorragia - + + + ++ ++ ++ +++ + Autdlise
Degeneracao hepatocitos + - - - - - - - - Autdlise
Degeneragao vacuolar ++ ++ + - + ++ ++ +++ + Autdlise
Necrose ++ & S + & 1+ +++ = + Autdlise
Sarcocystis - + + + + + - - Autolise

€T



Continuacao

Resultados histopatologicos

Inoculagao 1

Obito Reinoculados

Orgio Lesao Lamina H1 H2 Hé H7 HS8 H12 H3 H4 H5 H13
Autolise + = = = - - + Autolise
Bacgo Deplecao linféide ++ ++ ++ + - - + + - Autodlise
Histiocitose ++ = - - ++ ++ * ++ - Autolise
Autdlise + - - - - - - - + Autdlise
Sarcocystis = = = = = = = = = Autolise
Musculo esquelético Necrose = + + = = + = + = Autolise
Congestao + - - - + ++ - Autolise
Hemorragia + - + - - - - + - Autdlise
Sarcocystis = = = = = = = = = Autdlise
Autolise + - - - - - - - - Autdlise
Cérebro Necrose - - - - + + + + Autolise
Gliose + -+ + ++ ++ ++ ++ ++ ++ Autdlise
Manguito perivascular - - - - - - - - - Autdlise
Edema ++ ++ ++ ++ ++ ++ + ++ ++ Autdlise
Congestao ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ +++ + Autdlise
Hemorragia - - - - + + + + - Autolise
Sarcocystis - - - - - - + - - Autdlise
Autdlise + - - + - + - + + Autdlise
Rim Necrose - - - - +++ +++ +++ +++ + Autdlise
Congestao ++ aialy {=HF +++ aialy +++ +++ +++ + Autdlise
Hemorragia - + + + ++ ++ ++ ++ + Autolise
Sarcocystis - - - - - - - - - Autdlise
Autdlise + + + + - - - - - Autdlise
Intestino Necrose + - - - + - + - - Autdlise

Continua
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Continuagao

Resultados histopatologicos

Inoculagao 1

Obito Reinoculados

()rgﬁo Lesao Lamina H1 H2 Hé6 H7 HS H12 H3 H4 H5 H13
Destruicgao de vilosidades + +++ - Autolise
Destruigao de criptas 4 4 4 + 4 4 +++ 4 - Autolise
Autolise W - - - - - - - + Autolise
Congestao + + + + ++ ++ + ++ + Autdlise
Péancreas Necrose - - 4 + -~ 4 ++ ++ + Autolise
Autdlise - + - - -- = - + + Autdlise

Continua
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Continuacao

Resultados histopatologicos

Inoculacao 2

Obitos Reinoculados 200
Orgio Lesao Lamina H9 H10 H11 H16 H17 H20 H23 H24
Pulmao Congestao ++ o ++ ++ ++ -+ — +
Hemorragia ++ ++ T+ Tt _ _
Depdsito de fibrina + ++ + + + ++ - -
Edema ++ 4 - -
Infiltrado inflamatodrio + + + + + + - _
Sarcocystis ++ ++ ++ ++ ++ ++ + +
Autolise = - - - + + _ _
Coragao Necrose - . - - _ _ _ _
Hemorragia = - - - - + _ _
Congestao + = = - - - - -
Autolise - = = - - - - -
Figado Edema intracelular + ++ " + + 4 _ _
Edema extracelular + ++ + + 2 + -
Congestao ++ +++ + + ++ ++ + +
Hemorragia ++ ++ + + + ++ + -
Degeneracao hepatocitos + + - + + + = =
Degeneracao vacuolar ++ = + + -
Necrose + + + - + + _ _
Sarcocystis + - + - + - - -
Autolise = = - - - + - _
Baco Deplecéo linféide + - - + - - - -

Continua
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Continuacao

Resultados histopatologicos

Inoculagao 2

Obitos Reinoculados 200
Orgio Lesio Lamina H9 H10 H11 | Hie H17 | H20 H23 H24
Histiocitose + + - - + ++ + _
Autolise - = - - - -
Sarcocystis - - = = - -
Musculo esquelético Autolise - - - = = - - -
Sarcocystis - - - - = = - -
Necrose - - = = = - - -
Congestao - = = = - - - -
Hemorragia - - - - - = = -
Cérebro Sarcocystis - + + = 4 - -
Autolise + etk + + + _
Necrose - - = = + - - -
Gliose + + + + + + - -
Manguito perivascular + + + + + + = -
Edema + + + + = - - -
Congestao - - - = = = - -
Hemorragia = = - - - + - _
Rim Sarcocystis ++ + ++ - -
Autolise + + + ++ + + - -
Necrose + + ++ + + + - -
Congestao - - - = = = - -
Hemorragia - - = = - - - -
Intestino Sarcocystis - - - - ++ + - -
Autdlise = - - T+ . .
Necrose = + = - 4t + - _

Continua
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Continuacao

Resultados histopatologicos

Inoculagao 2

Obitos Reinoculados 200
Orgio Lesio Lamina H9 H10 H11 | H1l6 | H17 | H20 | H23 | H24
Destruicao de vilosidades - - - - + - - -
Destruigao de criptas + = + + ++ = -
Pancreas Necrose + = = - i 4 - -
Autolise - + o - + + - -

Continua

8¢T



Continuacao

Resultados histopatolégicos Inoculado 3
Obitos Reinoculagao 200 esporocistos
Orgio Lesao Lamina H27 | H29 | H32 | H33 | H37 | H19 | H25 | H28 | H31 | H34 | H35 | H36 | H38 | H22 | H30 | H39 | H40
Pulmao Congestao | A | A | | e | | A | e | e | | | e | | | | |
Hemorragia | A | | + ++ + + | A | | | + + ++ |+
Deposito de fibrina + | | + = + = = ++ ++ ++ + = = ++ +
Edema + | A | + + + + ++ ++ + + + + ++ |+
Infiltrado inflamatério + + | ++ ++ + - + + + ++ | |+ + + +H |+
Sarcocystis + | | | | = = + = ++ ++ + + = 4 -
Autdlise - - - - - - - - = + + = - - - - -
Coracao Necrose - + - - = = = = = - - - - - - - -
Hemorragia - - - - = = = = - - - - - - - - -
Congestao - - - - - = - = = = - - - - - - .
Autolise - - - - - = - = = o + - - - - - -
Figado Edema intracelular ++ + ++ | Autd | ++ - + 4 + |Auto| ++ | | | | +
Edema extracelular ++ | ++ | ++ | Autd | ++ + + + + |Autd| + | ++ + | | |+
Congestao | A | | Autd | | | |+ | [Autd | | |+ ++ + ++ |+
Hemorragia + ++ | +++ | Autd | ++ ++ + + + [Autdo| ++ ++ + + + ++ +
Degeneracao hepatocitos +H | 4+ | + | Autd | ++ + + Autd| + ++ + ++ + +
Degeneracado vacuolar 4 + + |Auto | + + + + + | Autd | ++ | | A [+ + +H | ++
Necrose + ++ |+ | Auto | ++ + ++ + + |Autd| + | ++ + + + ++ | +
Sarcocystis = = + | Auto | - = = = - |Autdé| - ++ - - + + -
Autolise - = + +++ + = + = - | Autd| ++ + - - + - -
Baco Deplecao linféide - +H | ++ ++ ++ = + + | +++ - ++ ++ + ++ = + | ++
Histiocitose - - - ++ - = + + - + = = = - - - -
Autolise - - - - - S = - + + - - - - + - -
Sarcocystis = - - - - - - - - _ _ - - + _ _ _

Continua
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Continuacao

Resultados histopatolégicos

Inoculagao 3

Obitos Reinoculagao 200 esporocistos
Orgio Lesao Lamina H27 | H29 | H32 | H33 | H37 | H19 | H25 | H28 | H31 | H34 | H35 | H36 | H38 | H22 | H30 | H39 | H40
Musculo esquelético Necrose - - = = = - - - - - - - + - ; . .
Congestao - - - + - - = = = - - - - - . i
Hemorragia - - - - - - - - = = = = + - - - -
Sarcocystis - - - - - - - = = o - - - - - - -
Autdlise = = = = = = - - - - o - - - + - _
Cérebro Necrose - + - | Autd + + Autd | Autd | ++ + ++ ++
Gliose + |+ | Auto | | + + + [Autd | Autd | ++ | ++ | ++ + | |+
Manguito perivascular - - - | Autd - - - - - |Autd | Autd | - = = - - -
Edema + ++ + | Auto | ++ + + + + | Autd | Autd | + + + + ++ +
Congestao ++ | ++ |+ |Auto| + - Auto | Auto | ++ ++
Hemorragia - - + | Autd + S = - - | Autd | Autd | - - - - - -
Sarcocystis - - - | Autd - - - - - |Autd | Autd | - = - - - -
Autolise - - - | Auto | + - - - - |Autd | Auto | + - + + = -
Rim Necrose + | ++ - |Auto | + + + + + [Aut6| ++ | ++ + ++ + ++ |+
Congestao + | + | ++ | Autd + + + + + |Autd| +++ | ++ ++ | ++ + ++ +
Hemorragia + + | | Autd | + + + | ++ - |Autd| +++ | ++ |+ + + ++ |+
Sarcocystis - - - | Autd - - = = - | Autd - - - - - - _
Autolise - - - |Auto| + - - - - |Autd| + + = + + = -
Intestino Necrose - - + | Autd | Autdé| + = = - |Autd | Autd | - - - = = =
Destruicao de vilosidades - - + | Autd | Autd| + - - - |Autd | Auto | - - - - = =
Destruicao de criptas - - + | Autd | Autd | + - = - | Auto | Auto | - = o - - -
Autolise - - + | Autd | Autd | + = - | 4+ | Autd | Autd | - - 4k 4 - -
Congestao + ++ | ++ | Autd | Autd| - - - - |Autd | Autd | - = + = = -
Pancreas Necrose - ++ | =+ | Autd | Auté| + + - - | Auté | Auté | - - - - - -

Continua
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Conclusao

Resultados histopatolégicos

Inoculagao 3

Obitos Reinoculagao 200 esporocistos
Orgio Lesao Lamina | H27 | H29 | H32 | H33 | H37 | H19 | H25 | H28 | H31 | H34 | H35 | H36 | H38 | H22 | H30 | H39 | H40
Autdlise = - | ++ | Autd | Auto| - + - | ++ [Auto | Autd | - = + + - =
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