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1-INTRODUCAO

A neosporose € uma enfermidade parasitaria causada pelo protozoario
Neospora caninum, pertencente ao filo Apicomplexa, familia Sarcocystidae , cujo
hospedeiro definitivo € o cdo (MCALLISTER et al., 1998). Varios hospedeiros
intermediarios foram identificados, como ovelhas, cabras, cervos, cavalos, bufalos,
raposas, camelos e felidios (DUBBEY 2003) e mais recentemente o coiote também
foi considerado hospedeiro definitivo do N. caninum (GONDIM et al., 2004). O ciclo
biolégico do N. caninum é caracterizado pela fase assexuada, que se desenvolve
tanto no hospedeiro definitivo como no hospedeiro intermediario e a sexuada, que
ocorre nos hospedeiros definitivos. Os oocistos ndo esporulados sao liberados nas
fezes dos cées e esporulam no ambiente dentro de 24 horas em condi¢des
favoraveis; 0s oocistos esporulados contém dois esporocistos com quatro
esporozoitos cada um (MCALLISTER et al., 1998; LINDSAY et al., 1999).

Entretanto, a transmissao vertical € o principal modo de transmissdo em
bovinos, responsavel pela manutencdo e perpetuagdo da infecgcdo nos rebanhos.
(DUBEY 2003; HALL et al., 2005). A transmissdo congénita tem um papel
preponderante com percentagens que variam entre 50 e 95% (WOUDA et al., 1997).
Em vacas adultas, o aborto € o unico sinal clinico observado, podendo ocorrer a
partir de trés meses de gestacdo até o final. A maioria dos abortos ocorre entre o
quinto e sexto més de gestacdo (DUBEY, 2003). Alguns trabalhos demonstram
ainda, um maior numero de inseminacdes por prenhez comparando vacas
soropositivas e soronegativas, evidenciando um baixo desempenho reprodutivo em
vacas soropositivas para N. caninum (HALL et al., 2005; STENLUND et al., 1999).

A neosporose bovina tem sido considerada como uma enfermidade
parasitaria de distribuicdo cosmopolita e uma das causas mais frequientes de falhas
reprodutivas nos diversos paises onde se tem estudado (GONZALES et al., 1999;
TREES et al., 1999). Desde sua descricdo como causa de aborto nos Estados
Unidos, a importancia da neosporose bovina vem aumentando significativamente.
Vérios estudos soroldgicos realizados demonstram uma elevada prevaléncia em
rebanhos e individual, nas principais zonas produtoras do mundo (DUBEY &
LINDSAY, 1996; DAVISON et al., 1999 a).



No Brasil, Neospora caninum foi identificado pela primeira vez em feto
abortado proveniente de uma exploragéo leiteira, por GONDIM et al., (1999). Foram
detectadas prevaléncias de 14,09% entre bovinos leiteiros da Bahia (GONDIM et al.,
1999). Também foram realizados estudos que registraram bovinos de leite
soropositivos nos estados do Parana (OGAWA et al.,, 1999), e Sdo Paulo
(HASEGAWA et al.,, 1999; REZENDE et al., 1999). No Rio Grande do Sul, foi
constatado que 23,3% das vacas com histérico de aborto sdo soropositivas para
Neospora caninum, enquanto que nas demais, essa prevaléncia é de 8,3%
(CORBELLINI et al., 2002). Em estudo realizado em Goias foi detectada prevaléncia
variando entre 10,3% e 89,7%, tanto em rebanhos de leite como de corte (GARCIA,
2005). Os resultados sugerem gque a neosporose seja uma importante causa de
aborto e baixo desempenho reprodutivo em bovinos também no Brasil. Devido ao
impacto econdmico, torna-se necessario o estudo mais aprofundado da doenca no
pais.

A prevencao a esse modo de transmissao pode ser feita por meio do descarte
de novilhas nascidas de vacas soropositivas, porém podendo resultar em perda de
animais de alto valor genético e comercial (LANDMANN et al., 2002). Recentemente,
0 uso da transferéncia de embrides foi considerado um método seguro e eficiente de
prevenir a transmissdo vertical de N. caninum (BAILLARGEON et al.,, 2001;
LANDMANN et al., 2002; CAMPERO et al., 2003). Dessa maneira, 0 uso intensivo
da transferéncia de embrides sem exame prévio das receptoras, representa um risco
substancial para a introducdo do N. caninum no rebanho, enquanto que o uso de
receptoras negativas, mesmo quando doadoras séo positivas, previne a transmissao
vertical, evitando assim a infec¢cdo em crias de alto valor genético (BAILLARGEON
et al., 2001).

Assim, o objetivo deste trabalho é verificar casos de N. caninum em doadoras
e receptoras de embribes em uma Central de Transferéncia de Embrides em
Neropolis, Goias. Serd averiguada a ocorréncia de transmissao congénita entre as
receptoras e suas crias, a relacao entre a titulacdo de anticorpos maternos durante a
gestacdo e a capacidade de transmissao congénita. Serdo avaliados parametros
reprodutivos, como repeticdo de cio, dose de sémem/prenhez, quantidade de
inovulagao/receptora, intervalo entre partos, presenca de abortos e/ou reabsorgao
embrionaria e quantidade de embrides produzidos. As receptoras sdo mesticas (sem
raca definida) e as doadoras sao todas da raga Nelore.

2-METODOLOGIA

Foi colhido sangue venoso na veia coccigea em tubos vacutainer sem
anticoagulante para obtencdo de soro, que foi acondicionado em eppendorf e
mantido a —20°C até o momento do exame. O sangue foi colhido mensalmente apoés
a confirmacado de prenhez das receptoras durante toda a gestacdo e do bezerro ao
nascimento, antes da ingestéo do colostro. Nas doadoras o sangue foi colhido antes
de cada programa de transferéncia de embrides. Para a verificacdo da ocorréncia de
transmissao vertical de Neospora e da relagdo entre a transmissao vertical e a
titulacdo de anticorpos maternos, a propriedade foi acompanhada por um periodo de
quinze meses (abril de 2005 a julho de 2006).

A técnica de Imunofluorescéncia indireta (IFl) estd sendo utilizada para a
verificacdo da presenca de anticorpos e titulacdo dos mesmos. Esta técnica é
especifica para o parasito em questdo, ndo havendo reacdes cruzadas com outros
parasitos que causam problemas reprodutivos em bovinos. O resultado é



considerado positivo quando se observa a fluorescéncia em toda parte do taquizoito
(ALVAREZ-GARCIA, 2003). O antigeno foi preparado através da multiplicacdo de
taquizoitos de N. caninum (amostra Nc-1) em cultivos de célula Marc 145, da
seguinte maneira:

a) cultivo de células (manutencéo): Células Marc 145, foram mantidas em frascos
para cultivo celular, com meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium,GIBCO®),
suplementado com solucdo antibiotica e antimicotica (GIBCO®), tampao HEPES
(GIBCO®,20mM) e soro fetal bovino (GIBCO®) a 5%, em estufa bacteriologica, a
37° C. Apds a observacdo de uma monocamada celular integra e com capacidade
de multiplicacédo, o cultivo foi lavado com solucéo salina tamponada (PBS- pH 7,4).
O sobrenadante foi eliminado, solug&o de tripsina-EDTA (GIBCO®) foi adicionada e
o frasco foi incubado a 37° C, por 2 minutos para permitir que as células se
despreguem. O numero de células por mL foi contado em Camara de Neubauer e foi
feito o repasse para outros frascos utilizando-se 0 mesmo meio.

b) cultivo de Neospora: Taquizoitos de N. caninum pertencentes a amostra Nc- 1,
foram mantidos “in vitro”, em cultivos de células Marc 145, com repasses semanais.
Os repasses foram realizados quando a maioria (>90%) das células do frasco de
cultivo estiver lisada e houver um grande nimero de parasitos flutuando no meio. As
células serdo raspadas para desprega-las da superficie do frasco. O sobrenadante
resultante do raspado foi transferido a um frasco estéril e colhidos 100ul, que foram
adicionados a 900ul de azul de tripam em um eppendorf, para contagem do nimero
de taquizoitos presentes e verificacdo da viabilidade dos mesmos, em camara de
Neubauer. Os frascos de cultivo celular nos quais foram feitos o repasse de células
no dia anterior foram infectados com os taquizoitos resultantes do raspado em uma
proporcéo de 2:1.

3-RESULTADOS PARCIAIS

Até o momento, foi colhido sangue de 103 receptoras (nos meses de maio de
2005 a abril de 2006), 55 doadoras e 96 bezerros. Foi feita sorologia pela técnica de
Imunofluorescéncia Indireta (IFI) de todas as receptoras, encontrando-se titulacdes
variando de 1:50 até 1:6400, sendo que 45 (42,4%) foram positivas a IFIl. Ainda ndo
foram feitos os exames das doadoras e dos bezerros, ndo sendo possivel ainda
determinar o indice de transmissdo congénita e a relacdo com a titulagcdo de
anticorpos e a avaliacdo dos parametros reprodutivos em geral.

Entretanto, como foi verificado que uma grande quantidade de receptoras
(42,4%) esta positiva, este fato podera se constituir em risco para a transmissao
vertical de N. caninum para 0s animais, comprometendo assim 0 processo de
transferéncia de embrides.
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