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RESUMO

Neospora caninum é um protozoario considerado importante agente de distarbios
reprodutivos em ruminantes de todo o mundo. Os canideos sdo considerados
hospedeiros definitivos e espalham oocistos no ambiente, 0s quais se tornam
infectantes e servem como fonte de infeccdo, por via oral, para outras espécies,
porém a transmissao vertical é considerada a principal forma de infeccdo e de
manutencdo de N. caninum nos rebanhos. Diversos estudos de soroprevaléncia,
utilizando a reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) e o ensaio de
imunoabsorcdo enzimética (ELISA), foram realizados em ruminantes, porém ainda
sd0 escassos em bovinos e inexistentes em caprinos estudos que avaliam a
transmissdo de N. caninum entre sucessivas geracdes. Desta forma, o objetivo deste
estudo foi avaliar, por meio da RIFI, a cinética de anticorpos anti-N. caninum em até
cinco geracgdes de cabras leiteiras naturalmente infectadas pelo parasito, a fim de
saber se todos os animais nascem infectados ou se seria possivel ao animal ficar livre
da infeccdo com o passar das geracGes. O soro para pesquisa de IgG anti-N. caninum
foi obtido de sangue coletado no dia da pari¢do e antes dos filhotes mamarem o
colostro. Foram utilizadas seis familias de cabras, sendo trés familias até a quinta
geracdo, duas até a quarta geracdo e uma familia até a terceira geracdo. Também
foram avaliadas as taxas de transmissdo congénita em mais de uma paricdo da
mesma cabra. Como controle negativo foi utilizada uma familia de caprinos até a
quarta geracdo. Todas as cabras foram mantidas em baias a noite e em piquetes
telados durante o dia, livres do contato com outros animais. Os resultados
demonstraram que a infeccdo por N. caninum se manteve ao longo das geracfes das
familias estudadas. O titulo de anticorpos anti-N. caninum nos descendentes foi
flutuante (aumentando ou diminuindo) e ndo teve influéncia na transmisséo
congénita do parasito. Apesar de terem sido avaliadas somente uma a quatro
gestacBes por cabra, o numero de gestacdes ndo influenciou na taxa de transmissao
congénita. Desta forma, sugere-se que a infec¢do se mantém ao longo da vida e em

varias geracoes dos caprinos.

Palavras-chave: Caprinos. Neosporose. Transmissao vertical.



ABSTRACT

Neospora caninum is an important etiological agent of reproductive disorders in
ruminants around the world. Canids are the definitive hosts of the parasite and spread
oocysts in the environment, that become infective and are the source of oral infection
for other species, but the vertical transmission is the main source of N. caninum
infection and its maintenance in livestock. Several seroprevalence studies using
indirect fluorescent antibody test (IFAT) and enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) were performed in ruminants, but are still scarce in cattle and non-existent
in goat studies that evaluate the transmission of N. caninum in successive
generations. Therefore, the aim of this study was to evaluate the kinetics of
antibodies anti-N. caninum by IFAT in up to five generations of dairy goats naturally
infected by the parasite in order to know if all the animals are born infected or if it
would be possible to be free of the infection over the generations. Serum for
screening anti-N. caninum IgG was obtained from blood collected on the goat
parturition and of the goat kids before the colostrum ingestion. Six goat families
were evaluated, three families up to the fifth generation, two up to the fourth
generation and one family up to the third generation. Transmission rates in more than
one gestation of the same goat were also evaluated. One family up to the fourth
generation was used as negative control. All goats were housed overnight and
maintained in an isolated fenced paddock over the day, without contact with other
animals. The results demonstrated that the infection by N. caninum was maintained
throughout the generations of the studied families. The anti-N. caninum antibodies
titers in the offspring were fluctuating (rising or declining) and had no influence on
the parasite congenital transmission. Although only one to four pregnancies per goat
were evaluated, the number of pregnancies did not influence the rate of congenital
transmission, so it is suggested that the infection is maintained throughout the life of

the goat and in several generations.

Key words: Goats. Neosporosis. Vertical transmission.
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1 INTRODUCAO

Neospora caninum é um protozoario do Filo Apicomplexa, parasito intracelular
obrigatdrio, que possui 0s canideos como hospedeiros definitivos (DUBEY; SCHARES,
2011) e varias espécies animais como hospedeiros intermediarios, entre elas 0s caprinos
(DUBEY et al., 2017). A neosporose é considerada uma importante causa de aborto em
bovinos leiteiros e de corte em todo o mundo (DUBEY; SCHARES, 2011) e em caprinos
vem se destacando como importante agente de falhas reprodutivas (MESQUITA et al., 2013).

Apesar dos canideos espalharem oocistos no ambiente e estes servirem como fonte de
infecgdo, por via oral, para outras espécies, a transmissdo vertical desse agente é considerada
a principal fonte de infeccdo (ALMERIA et al., 2003) para bovinos (DUBEY et al., 2017;
MACALDOWIE et al., 2004) e caprinos (COSTA et al., 2014; MESQUITA et al., 2013;
VARASCHIN et al., 2012).

A neosporose clinica em ruminantes se manifesta por abortos recorrentes e falhas
reprodutivas, com repeticdo de cios. Os abortos podem ocorrer em qualquer época da
gestacdo, sendo em bovinos mais frequentes no 5° e no 6° més de gestacdo. Também podem
ocorrer absorcdo embrionaria, mumificacdo fetal, maceracdo fetal, natimortalidade,
nascimento de animais vivos com sinais clinicos ou nascimento de animais clinicamente
normais, mas permanentemente infectados (DUBEY; SCHARES, 2011). Ja, em caprinos, ha
poucos relatos de abortos ou falhas reprodutivas (MESQUITA et al., 2013; VARASCHIN et
al., 2012) e nascimento de animais ndo infectados (MESQUITA et al., 2013).

O aborto ocorre apds transmissdo transplacentaria, que pode ser exdgena ou
endogena. A primeira é decorrente da ingestdo de oocistos liberados nas fezes de cées, ja a
segunda € devida a recrudescéncia de bradizoitos encistados, que se transformam na forma
infectante denominada taquizoito (DUBEY; SCHARES, 2011; ROSBOTTOM et al., 2008),
porém a grande maioria dos animais, tanto bovinos quanto caprinos, nasce clinicamente sadia
(MACALDOWIE et al., 2004; MESQUITA et al., 2013). Apds a transmissdo ndo se sabem
ao certo os mecanismos especificos causadores do aborto. Possivelmente, fatores como
tempo da primeira infeccdo, tempo de recrudescéncia do parasito (DUBEY; SCHARES,

2011; ROSBOTTOM et al., 2008) em animais persistentemente infectados, imunomodulacéo
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da resposta imunoldgica materna para o tipo Thl, cepa parasitéria, suscetibilidade do
hospedeiro e estidgio de desenvolvimento fetal em que a infeccdo foi adquirida podem

influenciar na ocorréncia ou ndo do aborto (DUBEY et al., 2017).

Estudos de transmisséo vertical de N. caninum em bovinos tiveram como principal
objetivo determinar a taxa de transmisséo congénita e/ou via de transmissdo dentro de um
determinado rebanho ou familia, usando técnicas soroldgicas como RIFI e ELISA
(BERGERON et al., 2000; BJORKMAN et al., 1996; MAGALHAES et al., 2014). Além
disso, estudos em bovinos apontam que o indice de transmissdo congénita diminui com o
aumento do numero de paricdes ou pela idade da mae (DIJKSTRA et al., 2003,
HERNANDEZ et al., 2002) provavelmente, por aumento na imunidade protetora contra N.
caninum. Em estudos anteriores realizados pelo grupo de pesquisa em uma geragdo de cabras,
animais que tiveram titulo de anticorpos anti-Neospora caninum de 1:400 na RIFI, pariram
animais nao infectados (MESQUITA et al., 2013). Algumas questdes em relacdo a patogenia
da neosporose ainda ndo foram elucidadas. Ainda ha duvidas se durante a passagem do
parasito entre geracoes, esses animais poderiam diminuir a carga parasitaria ou mesmo ficar
livres da infeccéo, por possivel resposta imunologica ao agente. Desta forma, este estudo teve
por objetivo estudar a cinética de anticorpos anti-N. caninum em trés a cinco geragdes de seis
familias de cabras leiteiras naturalmente infectadas e avaliar as taxas de transmissdo em mais

de uma paricédo/cabra.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Ciclo de vida de Neospora caninum

Neospora caninum foi descrito pela primeira vez como um esporozoario associado a
casos de encefalomielite e miosite em cdes (BJERKAS; MOHN; PRESTHUS, 1984).
Posteriormente, foi isolado e classificado como um novo género — Neospora e uma nova
espécie, Neospora caninum (DUBEY et al., 1988).

N. caninum € um protozodrio do Filo Apicomplexa, que pertence a familia
Sarcocystidae (DUBEY et al., 1988). As espécies pertencentes a familia Sarcocystidae se
caracterizam por ciclo biolégico heteroxeno, sendo o cdo (Canis lupus familiaris)
(MCALLISTER et al., 1998), o coiote (Canis latrans) (GONDIM et al., 2004), o dingo
(Canis lupus dingo) (KING et al., 2010) e o lobo cinzento (Canis lupus) (DUBEY; SCHARES,
2011) descritos como hospedeiros definitivos (HD) e vérias espécies animais, entre elas os
caprinos, como hospedeiros intermediarios (HI) (MCALLISTER et al., 1998).

O ciclo de vida de N. caninum (Figura 1) se divide em trés estagios infectantes:
oocistos, taquizoitos e bradizoitos (DUBEY et al., 2017). Apds a ingestdo de tecidos ou
6rgdos dos HI, como membranas placentarias de animais contendo cistos teciduais, os HD
eliminam oocistos ndo esporulados nas fezes. Esses oocistos medem 10-12um e a
esporulacdo ocorre em torno de 24 horas ap0s a sua eliminacdo no ambiente (DIJKSTRA et
al., 2003; DUBEY et al., 2017; LINDSAY et al., 1995).

Os HI infectam-se pela ingestdo de agua e alimentos contaminados por oocistos
esporulados (DUBEY et al., 2017), resultando na liberagdo dos esporozoitos, que se
transformam em taquizoitos (estdgio de multiplicacdo rapida) e, posteriormente, em cistos
teciduais contendo bradizoitos. Os taquizoitos sdo ovoides, lunares ou globulares e medem,
dependendo do estagio de divisdo, de 2 a 6-7,5um, e dividem-se em dois zoitos por
endodiogenia. Em animais infectados, os taquizoitos podem ser encontrados em diversas
células, tais como células do sistema nervoso central, macrofagos, fibroblastos, células
endoteliais, midcitos, células tubulares renais e hepatdcitos (DUBEY et al., 2017). Ja os

cistos de N. caninum sdo arredondados a ovalados, revestidos por parede espessa que pode
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chegar a 4um, e séo preenchidos por bradizoitos alongados de aproximadamente 8 x 2um e

com um nucleo subterminal (DUBEY et al., 2017).

Figura 1 - Ciclo de vida de Neospora caninum
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Fonte: Adaptado de Dubey et al. (2017).

2.2 Transmissao congénita

A neosporose é considerada uma das principais causas de falhas reprodutivas em
ruminantes (DUBEY et al., 2017; MESQUITA et al., 2013, 2018), sendo a transmisséo

congénita a principal forma de manutencéo do agente nos rebanhos (DUBEY, 2017).

A transmissdo congénita pode ocorrer quando os taquizoitos de um animal infectado
passam para o feto durante a gestagdo (DUBEY; SCHARES; ORTEGA-MORA, 2007).
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Bjorkman et al. (1996), utilizando provas sorologicas de ELISA e RIFI, realizaram um estudo
com duas familias de bovinos provenientes de um rebanho com indice de 7% de problemas
reprodutivos, como natimortalidade, abortos, mumificacdo fetal e mortes dos bezerros com
idade inferior a um més, e observaram que todas as vacas testadas e consideradas
soronegativas para N. caninum tiveram filhos soronegativos, enquanto duas vacas
soropositivas pariram bezerros soropositivos. Uma das vacas soropositivas teve dois filhos,
um soronegativo e um soropositivo, indicando que animais soropositivos podem gerar

descendentes soronegativos.

Schares et al. (1998) determinaram a transmissdo em diferentes familias de bovinos,
testando os animais por grupos, pelas técnicas de ELISA e RIFI, com 93% dos descendentes
soropositivos. Nesse mesmo estudo fez-se a arvore genealdgica das familias e, em uma
familia, constatou-se que um ramo apresentou cinco descendentes soropositivos e um
segundo ramo oito animais soronegativos, sugerindo que N. caninum pode ser mantido no
rebanho por véarias geracdes, com prevaléncia quase que constante. J& em caprinos
determinou-se uma taxa de infeccdo transplacentaria em uma Unica geracdo de 77%
(MESQUITA et al., 2013).

Magalhdes et al. (2014), utilizando a RIFI para titulacdo de anticorpos anti-N.
caninum, construiram e analisaram 63 arvores genealdgicas de duas a quatro geracGes por
familia de bovinos. Os autores observaram que em 29 familias (46%) havia bovinos
soropositivos para N. caninum. Em cinco dessas familias, todos os animais eram
soropositivos, enquanto em 16 familias 25% a 90% dos membros eram soropositivos. Nesse
estudo ndo foram comparadas as titulacdes entre mae e filho, bem como nédo foi avaliado se
houve diminuigdo ou aumento da titulagdo, informando somente que, em algum momento,
descendentes de mées soropositivas foram negativos para N. caninum. Concluiram que néao
ocorreram diferencas entre a soropositividade da progénie em relacdo ao nimero de partos,
diferindo de autores que demonstraram que as taxas de transmissdo podem diminuir com o
aumento do numero de gestacdes (DIJKSTRA et al., 2003; LOPEZ-GATIUS et al., 2004a).

2.3 Resposta imunoldgica na gestagao

A resposta imunoldgica da mée contra a infec¢do por N. caninum (BARTLEY et al.,

2013) nédo foi completamente elucidada. Entretanto, ha evidéncias que N. caninum possui uma
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variedade de antigenos, os quais modulam a resposta imune protetora para o hospedeiro,
enquanto outros possuem o efeito oposto, favorecendo a multiplicagéo do parasito e causando
danos ao hospedeiro (HEMPHILL et al., 2013).

Em um estudo realizado por Macaldowie et al. (2004) com bovinos
experimentalmente infectados foi demonstrado que as consequéncias da infecgéo para o feto
sdo mais graves no inicio da gestacdo do que no terco final de gestacdo, pois no terco inicial
de gestacdo o sistema imunoldgico do feto ndo esta suficientemente desenvolvido para o
controle da infeccdo parasitaria (DUBEY; BUXTON; WOUDA, 2006). Entretanto, no
terceiro trimestre de gestacdo o feto ja é capaz de montar uma resposta imunoldgica para
controlar a proliferacdo desse parasito (INNES et al., 2005).

2.4 Diagnoéstico

2.4.1 Sorologico

Testes soroldgicos, como a RIFI, teste de aglutinacdo de Neospora (TAN) e diferentes
ensaios de imunoabsorcdo enzimatica (ELISA) foram desenvolvidos para diagnéstico da
neosporose em varias espécies animais, sendo realizados principalmente em caninos, bovinos
(DUBEY et al., 2017) e caprinos (MESQUITA et al., 2013). Dentre esses testes, a RIFI €
considerada padrdo ouro, quando comparada aos outros (BJORKMAN; UGGLA, 1999). Na
RIFI séo utilizados taquizoitos integros que apresentam antigenos de superficie, detectados
pelos anticorpos. Os antigenos de membrana sdo considerados mais especificos que 0s
componentes intracelulares em espécies do filo Apicomplexa (BJORKMAN; UGGLA,
1999).

Estudos de soroprevaléncia em caprinos tém sido realizados em varias regides do
Brasil. A frequéncia encontrada em rebanhos de Minas Gerais foi de 10,7%, utilizando-se a
diluicdo inicial de 1:50 como ponto de corte (RIFI>1:50) (ANDRADE et al., 2013;
VARASCHIN et al., 2012), sendo esta maior que os relatados por outros autores que
utilizaram a mesma metodologia para N. caninum, como 1,05% em Mossord, RN (LIMA et
al., 2008), 3,3% em Patos, PB (FARIA et al. 2007), 4,59% no estado de Santa Catarina
(TOPAZIO et al., 2014) e 6,34% e S&o Paulo (FIGLIUOLO et al., 2004). No estado da
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Bahia, valores maiores foram obtidos, onde 15% das cabras testadas foram reagentes
(RIFT>1:100) a N. caninum (UZEDA et al., 2007). Por outro lado, Moraes et al. (2011)
avaliaram a ocorréncia de anticorpos anti-N. caninum no oeste do Maranhdo e encontraram
soroprevaléncia de 10% (RIFI>1:25).

Nos ruminantes, a infeccdo intra-uterina é a principal forma de transmissdo de N.
caninum. A transmissdo congeénita é de extrema importancia na neosporose, uma vez que, em
rebanhos bovinos infectados, 81% a 95% das vacas soropositivas podem transmitir a infec¢céo
para as suas crias (WOUDA et al., 2007). Pesquisas indicam que vacas soropositivas
possuem duas a 26 vezes mais chances de abortar em relacdo as soronegativas (LOPEZ-
GATIUS et al., 2004b; WESTON et al., 2005). Ha um aumento no titulo de anticorpos quatro
a cinco meses antes do parto, sugerindo que ocorre reativacdo de infecgdes latentes. Pouco se
conhece sobre esse mecanismo de reativacdo, embora ocorra parasitemia durante a gestacao,
levando a infeccéo fetal (DUBEY, 2003). Em caprinos, 83,3% dos animais tiveram aumento
significativo nos valores de IgG anti-N.caninum a partir da segunda metade gestacional
(MESQUITA et al., 2013).

2.4.2 Anatomopatoldgico e imuno-histoquimico

LesBes macroscépicas associadas a neosporose sdo raras, sendo descritos em cabras
somente hidrocefalia com hipoplasia de cerebelo (DUBEY et al., 1996) e um quadro de
porencefalia, caracterizada por auséncia de substancia branca cerebral, com resultante
dilatacdo dos ventriculos laterais, pela perda de tecido (hidrocefalia ex-vacuo)
(VARASCHIN et al., 2012).

As lesdes microscopicas sdo muito utilizadas no diagnostico do aborto por N.
caninum. Os oOrgdos de eleicdo para o diagnostico histopatoldgico séo cerebro, coracdo
(DUBEY et al., 2006, NAKAGAKI et al., 2016), musculo esquelético (PESCADOR et al.,
2007; NAKAGAKI et al., 2016) e pulméo; estes dois ultimos principalmente nos casos de
autolise do encéfalo (PESCADOR et al., 2007). Nesses orgdos séo observados infiltrado
inflamatério de linfécitos, plasmécitos e macrofagos, associados ou ndo a cistos ou
taquizoitos de N. caninum (ARRANZ-SOLIS et al., 2015; COSTA et al., 2014;
GONZALEZ-WARLETA et al., 2014; MESQUITA et al., 2018; NAKAGAKI et al., 2016).
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No sistema nervoso central, aléem de meningoencefalite ndo supurativa também podem ser
encontradas areas de necrose e gliose (VARASCHIN et al., 2012, COSTA et al., 2014).
Placentite necrotica multifocal também tem sido observada em infeccGes experimentais em
bovinos (CASPE et al., 2012), caprinos (PORTO et al., 2016) e em ovinos
experimentalmente (ARRANZ-SOLIS et al., 2015) e naturalmente infectados (AZEVEDO
FILHO et al.,, 2017). Em cabras naturalmente infectadas € descrita necrose multifocal
acentuada, algumas vezes focalmente extensa nos cotilédones placentarios, principalmente
nas vilosidades coridnicas, envolvendo as células trofoblasticas e 0 mesénquima. Infiltrado
inflamatorio de linfocitos, plasmocitos, macrofagos e raros neutréfilos foi observado no
intersticio abaixo do epitélio coridnico, associado ou ndo a estruturas parasitarias
(MESQUITA et al., 2018).

O diagnostico da neosporose pode ser confirmado pela realizacdo de imuno-
histoquimica (IHQ) em tecidos fixados em formol, tendo como vantagem a possibilidade da
realizacdo de estudos retrospectivos. Podem ser utilizados anticorpos monoclonais ou
policlonais, porém, pela IHQ, grupos de taquizoitos frequentemente ndo podem ser
distinguidos de cistos teciduais, a ndo ser que seja utilizado um anticorpo especifico para a
marcacdo de bradizoitos, como por exemplo, o anticorpo anti-BAG1 (do inglés bradyzoite
antigen 1) (DUBEY et al., 2017). Varios trabalhos descrevem estruturas parasitarias,
principalmente cistos, no encéfalo de fetos, cabritos recém-nascidos ou cabritos jovens
(CORBELLINI et al., 2001; COSTA et al., 2014, VARASCHIN et al., 2012), porém a IHQ é
menos sensivel do que a PCR na deteccdo de infeccdo por N. caninum, principalmente em
animais adultos (NAKAGAKI et al., 2016). Segundo Dubey et al., 2017, quantidades maiores
gue 10.000 organismos por grama de tecido sdo necessarias para que N. caninum possa ser

visualizado em cortes histoldgicos (DUBEY et al., 2017).

2.4.3 Molecular

As técnicas moleculares frequentemente utilizadas no diagnéstico da neosporose em
caprinos sdo a PCR simples (ELENI et al., 2004; COSTA et al., 2014; NAKAGAKI et al.,
2016), Nested PCR (MASALA et al., 2007; MORENO et al, 2012) e o sequenciamento de
material gendmico (NAKAGAKI et al., 2016). A deteccdo de DNA de N. caninum por PCR

representa um dos métodos mais eficientes para o diagnostico da infeccdo em tecidos de fetos
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abortados, animais recém-nascidos ou com neosporose clinica, sendo a placenta e o encéfalo

os tecidos mais indicados para detecgdo do DNA de N. caninum (DUBEY et al., 2017).

As regides génicas codificadoras de RNA ribossomal mais utilizadas para a confec¢éao
de primers e identificagdo de N. caninum séo a ITS1 (PAYNE; ELLIS, 1996; MASALA et
al., 2007; MORENO et al., 2012; MESQUITA et al., 2018), regido 18S (ELENI et al., 2004),
a NC-5 (YAMAGE; FLECHTNER; GOTTSTEIN, 1996). Também foram utilizados primers
baseados no cromossomo XII de N. caninum (ORLANDO et al., 2013; COSTA et al., 2014;
NAKAGAKI et al., 2016).

3. CONSIDERACOES FINAIS

De acordo com os resultados, dos 95 soros submetidos a RIFI, 93 apresentaram
anticorpos anti-N. caninum (97,89%). Disturbios reprodutivos como abortos, natimortos ou
retencdo fetal ocorreram a partir de titulos de anticorpo anti-N. caninum de 1:400. Ao todo,
ocorreram 48 partos e cinco distdrbios reprodutivos, o que equivale a taxa de 10,42%.

Os resultados demonstram que a infeccdo por N. caninum se mantém ao longo das
geragdes, que os titulos de anticorpos anti-N. caninum nos descendentes podem ser flutuantes
(aumentando ou diminuindo) e ndo influenciam na transmissdo congénita do parasito, assim
como o numero de gestacdes nao diminuiu a taxa de transmissdo congénita. Este estudo € o
primeiro sobre cinética de anticorpo e taxa de transmissao vertical em varias geracdes de

cabras contribuindo, com isso, para o entendimento da patogenia de N. caninum em caprinos.
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RESUMO

Neospora caninum & um protozoario considerado importante agente de distdrbios
reprodutivos em ruminantes de todo o mundo, sendo a transmisséo vertical a principal forma
de infeccdo e manutencdo da neosporose em rebanhos. Em caprinos ndo ha estudos que
avaliem a transmissd@o de N. caninum entre sucessivas geracdes. Desta forma, o objetivo deste
estudo € avaliar, por meio da RIFI e da PCR, a transmissdo transplacentaria endogena de N.
caninum em até cinco geracOes de seis familias de cabras leiteiras naturalmente infectadas
pelo parasito e se seria possivel ao animal ficar livre da infeccdo com o passar das geracoes.
Dos 95 soros analisados, 93 apresentaram anticorpos anti-N. caninum (97,89%). Os titulos de
anticorpos anti-N. caninum nos descendentes foram flutuantes (aumentando ou diminuindo) e
ndo influenciaram na transmissdo congénita do parasito. Distarbios reprodutivos, como
abortos, natimortos ou retencdo fetal ocorreram em animais a partir de titulos de anticorpo
anti-N. caninum de 1:400, com uma taxa de 10,42%. Os resultados demonstraram que a
infeccdo por N. caninum se mantém ao longo das geracGes e que o0 numero de gestagcdes ndo

diminuiu a taxa de transmissdo congénita em caprinos.

Palavras-chave: Neosporose, RIFI, PCR.
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INTRODUCAO

Neospora caninum é um protozoario do filo Apicomplexa, familia Sarcocystidae,
parasito intracelular obrigatorio, que possui 0s cdes domésticos e canideos selvagens como
hospedeiros definitivos (DUBEY; SCHARES, 2011) e vérias espécies como hospedeiros
intermediérios, entre elas os caprinos (DUBEY et al., 2017). A neosporose é considerada uma
importante causa de aborto em bovinos em todo o mundo (DUBEY; SCHARES, 2011),
podendo ocorrer também absor¢do embrionaria, mumificacdo fetal, maceracdo fetal,
natimortalidade, nascimento de animais com sinais clinicos ou clinicamente normais, mas
permanentemente infectados (DUBEY; SCHARES, 2011). Em caprinos N. caninum vem se
destacando como importante agente causador de falhas reprodutivas (MESQUITA et al.,
2013, MESQUITA et al., 2018).

Os canideos espalham oocistos infectantes no ambiente e estes sdo fonte de infecgéo,
por via oral, para outras espécies. Entretanto, a transmissdo vertical desse agente é
considerada a principal fonte de infeccdo (ALMERIA et al.,, 2003) para bovinos
(MACALDOWIE et al., 2004; DUBEY et al., 2017) e caprinos (VARASCHIN et al., 2012;
MESQUITA etal., 2013; COSTA et al., 2014).

Na neosporose algumas questfes em relacdo a patogenia ainda nao foram elucidadas.
Ainda ha ddvidas se durante a passagem do parasito entre geracdes esses animais poderiam
diminuir o nivel de parasitismo ou mesmo ficar livres da infec¢do, por possivel resposta
imunologica ao agente. Estudos de transmissdo vertical de N. caninum em bovinos tiveram
como principal objetivo determinar a taxa de transmissao congénita e/ou via de transmissao
em determinado rebanho ou familia usando técnicas sorologicas, como reacdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI) ou ensaio de imunoabsor¢do enzimética (ELISA)
(BERGERON et al., 2000; BJORKMAN et al., 1996; MAGALHAES et al., 2014). Alem
disso, estudos em bovinos apontam maior risco de aborto em novilhas (THURMOND e
HIETALA, 1999) e que a propor¢do de transmissdo congénita diminui com o aumento do
numero de pari¢cbes ou pela idade da mde (HERNANDEZ et al., 2002; DIJKSTRA et al.,
2003), provavelmente por aumento na imunidade protetora contra a transmissao
transplacentaria do parasito. J& outros autores apontam que o0 aumento no numero de

gestacOes esta associado a um aumento no nimero de abortos (MAZUZ et al., 2014;



30

WOUDA et al., 1999). Em estudo realizado em uma geragéo de cabras e em somente uma
pari¢do, animais que tiveram titulacdo de anticorpos anti-Neospora caninum de 1:400 na RIFI
pariram animais nao infectados (MESQUITA et al., 2013). Ndo héa trabalhos em caprinos
definindo como se comporta o perfil soroldgico de anticorpos anti-N. caninum em sucessivas
geracOes e gestacdes de uma mesma cabra infectada. Este estudo tem por objetivo determinar
a transmissdo transplacentaria enddgena de N. caninum em até cinco geracGes de seis
familias de cabras, avaliar as taxas de transmissdo em mais de uma paricdo de um mesmo
animal e, desta forma, determinar se a infeccdo ocorre em todas as paricdes ou se seria

possivel esses caprinos ficarem livres da infec¢do com o passar das geracdes.

MATERIAIS E METODOS

Este projeto foi aprovado pela Comisso de Etica no Uso de Animais da UFLA
(protocolo CEUA-UFLA 017/18).

Caprinos

Neste estudo confeccionou-se a arvore genealdgica de seis familias de caprinos da
raca Saanen e mesticas, provenientes de um rebanho naturalmente infectado por N. caninum
pertencente ao Setor de Patologia Veterinaria da Universidade Federal de Lavras. Destas
familias, trés foram avaliadas até a quinta geracdo, duas até a quarta geracdo e uma até a
terceira geracdo, totalizando 72 caprinos. Na representacdo grafica das familias (Figuras 1-6)
cada gestacdo e, consequentemente, o(s) produto(s) desta, sdo apresentados em diferentes
cores, escolhidas aleatoriamente. Como controle negativo foi utilizada uma familia de cabras
ndo infectadas por N. caninum até a quarta geracdo. Estas familias foram constituidas de
2010 a 2017.

Todas as cabras foram mantidas em um piquete telado durante o dia e em baias de
alvenaria durante a noite, sem introdugdo de novos animais no rebanho ou contato com
possiveis hospedeiros definitivos de N. caninum. Neste ambiente receberam alimentacao
(feno/silagem e ragéo) duas vezes ao dia e agua ad libitum. A gestagéo foi diagnosticada por

ultrassonografia transabdominal no dia 30 apds a monta e esse exame foi periodicamente
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realizado para monitorar a viabilidade fetal. Todos os caprinos foram sorologicamente
negativos para Toxoplasma gondii e Brucella sp. e negativos na reagdo em cadeia de

polimerase (PCR) para Coxiella burnetti e Chlamydia sp.

Coleta das amostras para RIFI e PCR

Amostras de sangue para pesquisa de anticorpos anti-N. caninum no soro foram
coletadas dos caprinos ao nascimento, antes de mamarem o colostro e, para as fémeas, novas
coletas foram realizadas quando adultas, no dia do parto. Algumas cabras foram testadas em
mais de uma gestacdo, totalizando, desta forma, 96 amostras de soro. Em duas cabras (Méarcia
e Nice) ndo foi possivel a coleta de sangue antes de mamarem o colostro, desta forma, a
pesquisa de anticorpos anti-N. caninum no soro foi realizada somente aos trés meses de
idade, quando os anticorpos colostrais ja estariam reduzidos ou ausentes (MESQUITA et al.,
2013). Apos a coleta os soros foram armazenados congelados a -20°C até a realizacdo da
RIFI.

Nos fetos em que ndo foi possivel a realizacdo da sorologia, amostras de telencéfalo
foram coletadas e congeladas a -20°C para posterior analise molecular. Trés cabras,
selecionadas ao acaso, foram eutanasiadas no dia do parto e a transmisséo para seus fetos foi
confirmada por PCR e histopatologia, sendo uma cabra da familia 1 (Brisa, quarta geracéo),

uma da familia 2 (Paquita, terceira geracdo) e uma da familia 3 (Akiko, terceira geracao).

Reacéo de Imunofluorescéncia indireta (RIFI)

Os soros dos animais (filha/filho, mée, avo, bisavo e tetravd) foram submetidos a RIFI
para pesquisa de anticorpos IgG anti-Neospora caninum. A RIFI foi realizada no
Departamento de Medicina Veterinaria da Universidade Federal de Lavras (DMV/UFLA) em
soro armazenado em criotubos a -20°C. Como antigeno foram utilizados taquizoitos de N.

caninum (amostra “NC-Beef”), mantidos em cultura.

Os soros foram descongelados em temperatura ambiente e foi utilizada diluicdo inicial
1:50 como ponto de corte (LINDSAY et al., 1995; MESQUITA et al., 2013) e, a partir dessa,
foram diluidos em série dois (twofold). As amostras de soro foram diluidas em solucdo PBS

(Phosphate Buffered Saline), pH 7,2 e 10ul de cada soro teste foram colocados em cada



32

pocinho da ldmina, a qual foi incubada a 37°C por 45 minutos, em camara umida. Apés a
incubacdo, as laminas foram lavadas em PBS por duas vezes, mais duas vezes em agua
destilada e secas em temperatura ambiente. Apds a secagem das ldminas aplicou-se anticorpo
anti-lIgG caprino conjugado a fluoresceina (Sigma Chemical), diluido a 1:100 em PBS. As
laminas foram novamente incubadas a 37°C por 45 minutos. Em seguida, as laminas foram
submetidas a0 mesmo processo de lavagem, secas e cobertas com glicerina tamponada 10% e
examinadas em microscopio de luz ultravioleta. Em cada lamina foram colocados os soros
controles positivo e negativo. O titulo de anticorpos foi obtido pela maior diluicdo que
resultou na completa fluorescéncia periférica dos taquizoitos de N. caninum (FIGLIUOLO et
al., 2004). As amostras com fluorescéncia apical ou parcial foram consideradas negativas.

Analise Histopatologica

Os tecidos dos fetos, entre eles sistema nervoso central, coracdo e musculatura
esquelética, foram fixados em formalina tamponada a 10% e processados rotineiramente para
histopatologia. foram cortados a 3-4 um e corados por hematoxilina e eosina. A pesquisa de

lesGes foi realizada em microscopio optico.

Anélise molecular

A extracdo do DNA celular do telencéfalo dos fetos foi realizada pela técnica de lise
por proteinase K utilizando o kit Wizard SV Genomic Purification System, Promega,
Madison, USA, segundo as recomendacfes do fabricante. As concentragfes (ng/ul) e a
qualidade do DNA extraido foram determinadas em espectrofotémetro NanoVue™ plus e
eletroforese em gel de agarose a 1,2%. Foram sintetizados iniciadores (Sigma-Aldrich) para a
amplificacdo de sequéncias genéticas de N. caninum e utilizado o cromossomo XII como
molde, dando origem aos primers forwards CTGTTAGAAGGTGCGGCGAA e reverse
TCTCTTGCTGCGGTGGAAAT, que amplificam um fragmento de 168pb (pares de base)
(ORLANDO et al., 2013). Cada PCR constituiu-se de 4X de tampdo de PCR (100 Mm Tris-
HCI pH 8,4; 500 mM KCl); 75 mM de MgCI2; 5 mM de dNTPs (Promega, Madison, USA);
50 ng da amostra de DNA; 1,6 U da Go Tag® Flexi DNA Polymerase (Promega), 5 mM dos
iniciadores forward e reverse; dgua deionizada autoclavada para completar um volume final

de 25ul. Como controle branco, 0 DNA template foi substituido por agua ultrapura Milli-Q e,
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como controle positivo, foi utilizada amostra do encéfalo de um caprino naturalmente
infectado por N. caninum (COSTA et al., 2014).

As reacOes foram realizadas em termociclador (Applied Biosystems Veriti 96 Well
Thermal Cycler) conforme o seguinte protocolo: desnaturacdo a 95°C por 5min, seguido de
35 ciclos de 95°C por 30 segundos, anelamento de 60°C por 30 segundos, extensdo a 72°C
por 60 segundos e extensédo final a 72°C por 7 min. As amostras foram aplicadas em gel de
agarose de alta resolucéo 1,2%, coradas com Gel Red™ 1X, na voltagem de 100 volts em
cuba de eletroforese horizontal, contendo TBE (Tris-borato 0,09M e EDTA 0,002M) 45
como tampdo de corrida. Com o auxilio de padrdo de peso molecular (Ladder da Ludwig®

100pb, 250 microlitros) as bandas foram identificadas.

Anélise Estatistica

A soroprevaléncia nas familias e no rebanho foi calculada pelo nimero de cabras
positivas dividido pelo nimero total de animais testados. A taxa de disturbios reprodutivos,
como abortos, natimortos e retencdo fetal foi calculada pelo nimero de ocorréncia dividido
pelo nimero de paricbes. A média de transmissao vertical por familia foi realizada pela

proporcéo de filhos soropositivos e PCR positiva, nascidos de maes soropositivas.

RESULTADOS

Todas as familias tiveram caprinos soropositivos, com flutuacdo do titulo de
anticorpos anti-N. caninum nos descendentes, por vezes aumentando ou diminuindo, porém
sem influéncia na transmissdo congénita do parasito (Figuras 1 a 6). Por exemplo, na familia
5, com quatro geracOes, a mae apresentou titulo de 1:400 no primeiro e no segundo parto,
sendo que na primeira gestagéo ela pariu animais negativos que se mantiveram negativos até
a idade adulta, porém na segunda gestacdo pariu um macho e uma fémea soropositivos e as
fémeas da segunda geracdo originaram fémeas soropositivas na terceira e na quarta gerag&o.
Ja a familia 6 apresentou titulos altos na segunda e na terceira geracdo, seguidos da
diminuicdo nos titulos na quarta e na quinta geracdo de um dos ramos da familia. Das 95
amostras de soro submetidas a RIFI, 93 (97,89%) apresentaram anticorpos anti-N. caninum.

Distlrbios reprodutivos, como abortos, natimortos ou retencdo fetal, ocorreram a partir de
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titulos de anticorpos anti-N. caninum de 1:400 (Figuras 1 a 6). Dos 48 partos, em cinco
ocorreram disturbios reprodutivos, o que equivale a taxa de 10,42%. Os problemas
reprodutivos ocorreram na familia dois, com oito partos, sendo que na primeira gestacdo (da
primeira geracdo) ocorreu um aborto de 4 fetos e na terceira geracdo um natimorto,
totalizando 25%. Na familia 3, seis partos e um aborto (16,67%) e na familia 4, de 11 partos
ocorreram 2 (18, 18%) distarbios reprodutivos (aborto e natimorto).

A taxa de transmissdo vertical nas familias variou de 71,43% a 100%. Esta foi
calculada pela pesquisa de anticorpos anti-N. caninum pela RIFI no soro pré-colostral, e pela
presenca de DNA do parasito nos tecidos de fetos/natimortos por PCR. Quatro familias (1, 2,
3 e 6) tiveram 100 % das amostras positivas para N. caninum. Na familia 1 (Figura 1) foram
testados 18 animais, sendo 26 soros e trés amostras de tecido; na familia 2 (Figura 2) 15
animais, sendo 16 amostras de soro e seis de tecidos; na familia 3 (Figura 3) oito animais,
sendo 10 amostras de soro e trés de tecidos; e na familia 6 (Figura 6), com oito animais,

foram testadas 12 amostras de soro.

Na familia 4 (Figura 4) foram testados 16 animais, sendo 23 amostras de soro
submetidas a RIFI e cinco amostras de tecidos submetidas a PCR. Na segunda geragéo houve
100% de transmissao transplacentaria. Ja na terceira geracdo houve 85,71% de transmissao.
Na quarta geracdo todas as amostras foram positivas, totalizando 100% de taxa de
transmissao transplacentéria. Na familia 5 (Figura 5) foram testados sete animais, sendo 10
amostras de soro. Duas amostras, de dois animais da segunda geracdo (Bezerra e Junior)
apresentaram titulacdo menor que 1:50, os demais animais foram soropositivos, totalizando
71,43% de taxa de transmissdo transplacentaria. Estes resultados demonstraram a flutuacao
dos titulos de anticorpos anti- N. caninum. A familia utilizada como controle negativo se
manteve soronegativa até a quarta geracdo (Ultima geracdo) e ndo apresentou distdrbios

reprodutivos.

As lesdes microscopicas dos fetos estdo descritas na Tabela 1.
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Figura 1 - Arvore genealdgica da familia 1, demonstrando os titulos de IgG anti —N. caninum pela RIFI ao nascimento e ao(s) parto(s) e resultado
da PCR nos fetos

Corda
P1: 1:1600 P2: 1:1600

Rafael Vitor
N: 1:800 N: 1:400

Karen
N: 1:400P: 1:800

Sapeca

Francisco Marcia Feto fémea*
N#*#: 1:200P1: 1:400

N:1:200 5-1-400 PCR +

N:1:800P1:1:100
P3:1:800

Luanzinho
N: 1:1600

Teodoro Jessiquinha
N: 1:1600 N: 1:200P: 1:800

Feto macho 1* Feto macho 2* Paulinha
PCR + PCR + N: 1:400

* Feto de mée eutanasiada na Gltima semana de gestagdo. Diagnostico por PCR.

** Titulo de 1gG anti-N. caninum trés meses ap06s 0 nascimento.

N: Titulo de IgG anti-N. caninum ao nascimento. P1: Titulo de 1gG anti-N. caninum no parto 1. P2: Titulo de IgG anti-N. caninum no parto 2. P3: Titulo de
IgG anti-N. caninum no parto 3.

OBS: Retangulos identificados com as mesmas cores representam animais de mesma gestagdo. N&o ha correlagdo entre as diferentes cores.
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Figura 2 - Arvore genealdgica da familia 2, demonstrando os titulos de IgG anti —N. caninum pela RIFI ao nascimento e ao(s) parto(s) e resultado
da PCR nos fetos

Chumbada
AB: 1:6400P: 1:400

Natita

N: 1:1600
P: 1:200

. L Orlandinho
Luquinhas Natimorto

N:1:100 PCR +

Paquita Tete
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N:1:200

Feto fémea*
PCR +

* Feto de mée eutanasiada na Gltima semana de gestagdo. Diagnostico por PCR.

AB: Titulo de IgG anti-N. caninum no dia do aborto. N: Titulo de IgG anti-N. caninum ao nascimento. P1: Titulo de IgG anti-N. caninum no parto 1. P2:
Titulo de 1gG anti-N. caninum no parto 2. P3: Titulo de IgG anti-N. caninum no parto 3. P4: Titulo de IgG anti-N. caninum no parto 4.

OBS: Retangulos identificados com as mesmas cores representam animais de mesma gestacdo. N&o ha correlagdo entre as diferentes cores.
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Figura 3 - Arvore genealdgica da familia 3, demonstrando os titulos de IgG anti—N. caninum pela RIFI ao nascimento e ao(s) parto(s) e resultado
da PCR nos fetos

Alcione
P: 1:3200

Feto
abortado 2

PCR +

Feto fémea*
PCR +

Nandinha
N:1:200

* Feto de mée eutanasiada na Gltima semana de gestagdo. Diagnostico por PCR.

AB: Titulo de IgG anti-N. caninum no dia do aborto. N: Titulo de IgG anti-N. caninum ao nascimento. P1: Titulo de IgG anti-N. caninum no parto 1. P2:
Titulo de 1gG anti-N. caninum no parto 2.

OBS: Retangulos identificados com as mesmas cores representam animais de mesma gestagdo. N&o ha correlagdo entre as diferentes cores.
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Figura 4 - Arvore genealdgica da familia 4, demonstrando os titulos de IgG anti—N. caninum pela RIFI ao nascimento e ao(s) parto(s) e resultado

da PCR nos fetos

Cinderela

P1:1:1600
2:1:400

Branca de Neve
N: 1:50 P: 1:100

REVIA
N: 1:50P1: 1:400

Natimorto
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PCR +

Feto macho* Feto fémea*
PCR + PCR +

N: 1:100
P1:1:400
P2:1:800

Feto macho*

PCR +

Eric

N: 1:400

* Feto de mée eutanasiada na Gltima semana de gesta¢do. Diagnostico por PCR.

** Titulo de 1gG anti-N. caninum trés meses ap6s o nascimento. AB: Titulo de IgG anti-N. caninum no dia do aborto. N: Titulo de IgG anti-N. caninum ao
nascimento. P1: Titulo de IgG anti-N. caninum no parto 1. P2: Titulo de IgG anti-N. caninum no parto 2. P3: Titulo de 1gG anti-N. caninum no parto 3.
OBS: Retangulos identificados com as mesmas cores representam animais de mesma gestagdo. N&o ha correlagdo entre as diferentes cores.



Figura 5 - Arvore genealdgica da familia 5, demonstrando os titulos de IgG anti—N. caninum pela RIFI ao nascimento e ao(s) parto(s).

Catorta

P1:400P2: 1:400

Pinga
N: 1:400P:1:100

Filhote fémea
N:1:100

AB: Titulo de 1gG anti-N. caninum no dia do aborto. N: Titulo de IgG anti-N. caninum ao nascimento. P1: Titulo de IgG anti-N. caninum no parto 1.
P2: Titulo de 1gG anti-N. caninum no parto 2.
OBS: Retangulos identificados com as mesmas cores representam animais de mesma gestacdo. Ndo ha correlacdo entre as diferentes cores.
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Figura 6 - Arvore genealdgica da familia 6, demonstrando os titulos de IgG anti—N. caninum pela RIFI ao nascimento e ao(s) parto(s).

Faraildes
P: 1:3200

Bruna
N: 1:1600

P1:1:800

Rep
N:1:100P: 1:100

Dinha
N: 1:50

N: titulo de 1gG anti-N. caninum ao nascimento. P1: Titulo de IgG anti-N. caninum no parto 1. P2: Titulo de IgG anti-N. caninum no parto 2.
OBS: Retangulos identificados com as mesmas cores representam animais de mesma gestagdo. N&o ha correlagdo entre as diferentes cores.
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Tabela 1 — Resultados das andlises histopatologica e molecular dos fetos.

41

Familia/Animal Histopatologia PCR
Familia 1/Feto Joaquina Sem alteracdes +
Familia 1/Fetos machos Brisa 1 MIOSIt(? e m|0(_:ard|te Imfoplasmocnarla;.

62 manguitos perivasculares acentuados, gliose +
acentuada e focos de necrose no telencéfalo.

Familia 2/natimorto Debrita Sem alteracdes +
Cérebro e tronco cerebral com gliose focal

Familia 2/Feto Paquita moderada, mgr}g.mtos perlvasc.ular.es +
linfoplasmocitarios com um cisto jovem e
taquizoitos.

Familia 2/Feto 1 e 2 Chumbada Encefgllte Imfoplasmocnarla multifocal discreta N
com cistos de N.caninum.

Familia 2/Feto 3 e 4 Chumbada Sem alteracGes -

Familia 3/Feto famea Akiko Cor_tex cerebral com discretos manguitos N
perivasculares
Encefalite linfoplasmocitaria multifocal

Familia 3/Bombom feto 1 e 2 moderada com cistos e taquizoitos de +
N.caninum.

Familia 4/Fetos macho e fémea N

. Sem alteracgdes +

Fiona

Familia 4/Feto macho Sem alteracdes +

Rapunzel 2014 ¢

Familia 4/Feto Lis 2014 Sem alteracgdes +

DISCUSSAO

N&o hé trabalhos sobre taxas de transmissdo congénita ou da cinética de anticorpos

anti-N. caninum em sucessivas geraces de caprinos. Em um estudo realizado por nosso

grupo de pesquisa em uma Unica geracdo de cabras demonstrou-se aumento dos titulos de

anticorpos 1gG maternais durante a segunda metade da gestacdo e taxas de transmissdo
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enddgena transplacentaria de 73% em animais soropositivos (MESQUITA et al., 2013), as
quais foram semelhantes a este trabalho que variaram de 71,43 a 100%, considerando as
familias individualmente, indicando que um animal positivo pode gerar um filhote negativo.
Duas cabras apresentaram titulos de 1gG anti N. caninum baixos no dia do parto. Na familia
3, a cabra da quarta geracdo (Bombinha) apresentou titulacdo de 1:50 ao parto e na familia 5
(Figura 5) a cabra da terceira geracdo (Pinga) apresentou titulagdo de 1:100. Provavelmente,
nestas cabras, a infeccdo e a soroconversao ocorreram em fase inicial da gestacdo
(MESQUITA et al., 2013), uma vez que elas pariram filhotes soropositivos no exame pré-

colostral.

Em bovinos, a média de transmissao vertical nos rebanhos pode variar de 24 a 100%
(BERGERON et al., 2000; DUBEY et al., 2017; MAGALHAES et al., 2014; MAZUZ et al.,
2014; WOUDA et al., 1999). J& em ovinos € descrita uma taxa de 92,9% de transmisséo
congénita, confirmada pela PCR (GONZALEZ-WARLETA et I, 2014). Schares et al.
(1998), estudando seis familias (média geral de 2,4 geracbes), demonstrou que 93% dos
descendentes de vacas soropositivas foram positivos para N. caninum, sugerindo que a
infeccdo por N. caninum pode se manter por varias geragdes em um nivel quase que
constante de prevaléncia, aparentemente sem precisar da passagem do agente por um
hospedeiro definitivo. Estes resultados sdo semelhantes aos descritos neste trabalho em
caprinos, no qual os animais foram mantidos em ambiente fechado e livres do contato com
provaveis hospedeiros definitivos e mantiveram uma taxa proxima da constante de

transmissao vertical.

A taxa de distarbios reprodutivos nos caprinos foi de 10,42%, semelhante aos 15,38%
observados por Mesquita et al. (2013) em uma Unica geracdo de cabras e aos 18,2%
observados por Wilson et al. (2016) em bovinos, no Canada. Taxas maiores foram
encontradas em bovinos no sul do Brasil, com 40% de abortos em vacas soropositivas
(PESSOA et al., 2016). Nos caprinos deste estudo, os disturbios reprodutivos ocorreram em
animais com titulos de anticorpo anti-N. caninum a partir de 1:400 (Figuras 1 a 6), achados
estes semelhantes aos encontrados por Varaschin et al. (2012) e diferentes de Mesquita et al.
(2013), em que animais com titulos anti-N. caninum de 1:400 na RIFI pariram animais
soronegativos. Apesar do numero de caprinos avaliados neste estudo ser menor quando
comparado aos bovinos, o0s abortos ndo aumentaram com o nimero de pari¢des, diferindo de

Wouda et al. (1999) e Mazuz et al. (2014), para 0s quais as taxas de abortos aumentaram com
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0 numero de paricOes e, consequentemente, com a idade do animal. Mazuz et al. (2014) num
rebanho bovino com neosporose endémica em Israel, observaram que ndo houve significancia
estatistica entre o nivel de anticorpos anti- N. caninum durante a gestacdo e a proporcao de

abortos, entretanto 41,2 % das vacas com titulo de 1:12800 abortaram.

CONCLUSAO

A infeccdo por Neospora caninum se manteve em todas as geragdes das
familias de caprinos estudadas. O titulo de anticorpos anti-N. caninum nos
descendentes foi flutuante (aumentando ou diminuindo) e ndo teve influéncia na
transmissdao congénita do parasito. O nimero de gesta¢cBes ndo diminuiu a taxa de

transmissdo congénita.
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ANEXO 1

UNIVERSIDADE FEDERAL DE LAVRAS
PRO-REITORIA DE PESQUISA
COMISSAQ DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
Cx.P.3037 - Lavras — MG — 37200-000 - (35) 3829-5182 cha@@nmtac.ulta br

CERTIFICADO

Cectificamos que a proposta mitiulada “Cindlica de anticorpos amti-WNeospara canvurt
em diferentes geragdes de cabras congenitaments infectadas®, protocoio n® 017/18,
500 @ responsabildace de Mary Suzan Varaschin, Dieison Luter Raymundo, Angélica
T. Banth Wouters, Flademir Wouters o ivam Moreira ge Olvera Junicr. que envolve 3
produgde, manutencio efou ulilzagao de animais perencentes a0 file Chordata,
sublile Verebrata (exceto homem) para fing de ensing e/ou pesquisa cientifica,
enconira-se de acorde com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do
Decreto n® 6.890, de 15 de julho de 2009, e com as normas edificadas pela Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), do Ministéno da Ciéncia,
Tecnologia e Inovagdo (MCTI), e fo aprovada pela COMISSAO DE ETICA NO USO
DE ANIMAIS (CEUA) da Pro-Reitoria de Pesquisa’UFLA, em reundo de 28/032018.

Vigéncia da autonzacgdo: de 15042018 a 310772018

Finalidade: ( ) Ensino (x ) Pesquisa Cientifica

Espéciefinhagemiraca: Capano / -

Nimero de animais aprovados: 33

Pesolidade: -/ 1-6 anos

Sexo: fémea

Origem dos animais (documanto apresentado pelo pesquisacor responsave! e
arquivado pela CEUA) O soro a ser wtilzado no experimento @ fol coletade em
projefos anteriores aprovados por este comité de ética, Nao sendo wikzado, portanio,
animais vwes nesle experimento.

Frof Jukane Vogas Peixolo
Prescente da Comissdo de Ebca no Uso de Anmais CEUA

Carrpan Unaverstng -
Canna Posst 3007 1 CEF 37200 000 « Livvan. MG - Brass
Ted <85 3% MR st
chagiraviec L by « www 20 e e
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