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FRIGOTTO, Tiago Andre. Neospora caninum em vacas leiteiras e bezerras da regiio
oeste do Parana: Associacdo entre soropositividade e historico de aborto, e a expressao
génica das citocinas IFN-y e IL-10. 2017. 61 f. Tese (Doutorado em Ciéncia Animal) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2017.

RESUMO

O protozoario Neospora caninum ¢ considerado um dos principais agentes causadores de
abortamentos em bovinos leiteiros, promovendo severos prejuizos econdmicos a atividade. Ha
duas formas de transmissdo, sendo a transplacentdria a forma mais importante para a
manuten¢do da infec¢do no rebanho. Durante a gestacdo de vacas infectadas, ha resposta
imune do hospedeiro frente ao parasita pela producdo de citocinas inflamatdrias, como o
Interferon Gamma (IFN-y) e a Interleucina 10 (IL-10), no intuito de conter a infec¢do do N.
caninum impedindo que ocorra o abortamento. Os objetivos deste trabalho foram,
inicialmente, associar a presenca de anticorpos contra N. caninum com historico de
abortamento em vacas leiteiras. Em seguida, objetivou-se avaliar a prevaléncia de anticorpos
anti-N. caninum em vacas leiteiras recém-paridas ¢ em suas progénies; € a expressao génica
das citocinas pro-inflamatdrias IFN-y e IL-10 na interface materno-fetal para caracterizar as
respostas imunes que ocorrem em associagdo com infeccdo por N. caninum em vacas
parturientes ¢ em suas progénies. A sorologia foi realizada por meio da reacdo de
imunofluorescéncia indireta (IFI) (sendo consideradas positivas quando os titulos foram
maiores ou iguais a 1:100) e a expressdo génica das citocinas foi realizada pela qPCR (de
células provindas da papa de leucocitos) e avaliada pelo método de Quantificagdo Relativa
(QR). Em nove propriedades leiteiras que possuiam vacas com historico de abortamento,
avaliou-se um total de 46 vacas leiteiras, sendo 28 com histérico de um ou mais abortamentos
e 18 sem histdrico de abortamentos. A soro ocorréncia de anticorpos contra N. caninum entre
todas as vacas avaliadas foi de 39,1% (18/46), entre as vacas com histdrico de abortamento foi
de 57,1% (16/28) e de 11,1% (2/18) nas vacas que ndo haviam abortado. Dentre as vacas
soropositivas, 88,9% possuiam histérico de aborto. Todas as propriedades avaliadas
apresentaram animais com anticorpos contra o N. caninum. Vacas soropositivas apresentaram
10,6 vezes mais chances de serem sororreagentes ao Neospora caninum do que vacas sem
historico de abortamento, concluindo-se que existe associagdo entre histérico de abortamento
e presenca de anticorpos contra Neospora caninum. Para a determinacdo da ocorréncia de
anticorpos anti-N. caninum e a expressdo génica das citocinas em vacas leiteiras e em
bezerras sororreagentes, utilizou-se oito propriedades leiteiras de quatro municipios da regido
oeste do Parana. Coletou-se amostras de sangue de vacas e das progénies no primeiro dia apos
o0 parto, totalizando 54 animais adultos e 55 bezerras (houve um parto gemelar). Nova colheita
foi realizada nas bezerras aos seis meses de idade. A ocorréncia de anticorpos anti-N.
caninum nas vacas recém-paridas foi de 9,23% e das progénies ao nascimento foi de 23,2%.
Aos seis meses de idade, 23% (3/13) das bezerras foram novamente sororreagentes. Nos oito
rebanhos monitorados, 37,5% (3/8) possuiam animais reagentes. Os grupos de animais
sororreagentes € nao sororreagentes nao diferiram entre si quando avaliado os niveis de IFN-y
e IL-10, tanto para as vacas quanto para as bezerras (p>0,05). A expressdo génica das
citocinas IFN-y e IL- 10 foi menor, apesar de ndo significativamente, em bezerras e vacas
soropositivas em relagdo as soronegativas ao Neospora caninum.

Palavras-chave: Neosporose. Bovinos. Periparto. Abortamento.



FRIGOTTO, Tiago Andre. Neospora caninum in dairy cows and heifers from western
Parana: Association between seropositivity and history of abortion, and the gene expression
of cytokines IFN-y and IL-10. 2017. 61 p. Thesis (Doctoral Degree in Animal Science) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2017.

ABSTRACT

The protozoan Neospora caninum is considered one of the main causative agents of abortion
in dairy cattle, promoting severe economic damages to the activity. There are two forms of
transmission, and transplacental is the most important way to maintain infection in the herd.
During gestation of infected cows, there is an immune response of the host to the parasite by
the production of inflammatory cytokines, such as Interferon Gamma (IFN-y) and Interleukin
10 (IL-10), in order to contain N. caninum infection preventing abortion. The objectives of
this study were initially to associate the presence of antibodies against N. caninum with a
history of abortion in dairy cows. The objective was to evaluate the prevalence of anti-N.
caninum antibodies in newborn dairy cows and their progeny; and the gene expression of the
proinflammatory cytokines IFN-y and IL-10 at the maternal-fetal interface to characterize the
immune responses that occur in association with N. caninum infection in parturient cows and
their progenies. The serology was performed by means of the indirect immunofluorescence
(IFT) reaction (considered positive when the titers were greater than or equal to 1:100) and the
cytokine gene expression was performed by qPCR (from leucocyte potato cells) and evaluated
by the Relative Quantification (QR) method. A total of 46 dairy cows were evaluated in nine
dairy farms that had cows with a history of abortion, 28 with a history of one or more
abortions and 18 with no history of abortion. The serum antibody count against N. caninum
was 39.1% (18/46) among cows with a history of abortion of 57.1% (16/28) and 11.1% (2/18)
in non-aborted cows. Among the seropositive cows, 88.9% had a history of abortion. All
evaluated properties showed animals with antibodies against N. caninum. Seropositive cows
were 10.6 times more likely to be sero-reactive to Neospora caninum than cows without a
history of abortion, concluding that there is an association between the history of abortion and
the presence of antibodies against Neospora caninum. For the determination of the occurrence
of anti-N. caninum antibodies and the gene expression of cytokines in dairy cows and
seroreagent heifers, eight dairy farms from four municipalities in the western region of Parana
were used. Blood samples were collected from cows and progenies on the first day after
delivery, totaling 54 adult animals and 55 heifers (there was a twin delivery). New harvest
was performed on calves at six months of age. The occurrence of antibodies anti-N. caninum
in newborns was 9.23% and progenies at birth was 23.2%. At six months of age, 23% (3/13)
of the calves were again seroreactive. In the eight monitored herds, 37.5% (3/8) had reactive
animals. The groups of seroreagent and non-seroreagent animals did not differ when
evaluating IFN-y and IL-10 levels for both cows and heifers (p> 0.05). Gene expression of the
cytokines IFN-y and IL-10 was lower, although not significantly, in heifers and cows
seropositive in relation to seronegative to Neospora caninum.

Keywords: Neosporosis. Cattle. Peripartum. Abortion.
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1 INTRODUCAO

A produtividade leiteira de uma fémea bovina ¢ iniciada apos o parto, sendo,
portanto, dependente da eficiéncia reprodutiva, a qual ¢ determinada, principalmente, pela
concepcao, gestagdo e parto.

Globalmente, a estimativa média total de prejuizos causados pelo Neospora
caninum excedeu U$1,298 bilhdes ao ano (podendo chegar a U$2,38 bilhodes), sendo que
aproximadamente duas de trés partes dessas perdas (U$1,58 bilhdes) estdo relacionadas aos
bovinos leiteiros (REICHEL et al., 2013). Reichel et al. (2013) e Nicolino (2015), estimaram
para o Brasil custos relacionados ao N. caninum em torno de R$291 milhdes e U$51,3
milhdes, respectivamente. Assim, a neosporose pode estar tomando aproximadamente 1% do
valor bruto da atividade leiteira no Brasil, atividade esta com relevante importancia
socioeconomica.

Dados estimativos informam que em 2015 a producao leiteira no Brasil foi
de 34 bilhdes de litros, produzidos por 22 milhdes de vacas, tornando o Brasil o quarto maior
produtor de leite entre todos os paises com esta atividade. Estima-se também que havia 1,3
milhdes de propriedades leiteiras em 99% dos municipios dos municipios do pais. O valor
bruto da produgao de leite totalizou R$28,9 bilhdes naquele ano (ZOCCAL, 2016).

A infecgdo pelo N. caninum em bovinos tem sido, a partir da sua descoberta
em 1988 por Dubey e colaboradores, verificada em todo o mundo. Atualmente ¢ aceita como
importante causa de abortamentos em bovinos de leite e corte, sendo em alguns paises a maior
causa de falhas reprodutivas, promovendo consideraveis perdas econdomicas (WOUDA, 2005;
GUIMARAES JUNIOR ¢ ROMANELLI, 2006; REICHEL et al., 2013).

A principal forma de transmissdo do agente em bovinos ¢ pela via
transplacentaria. No entanto, ainda que exista a possibilidade das bezerras (futuras fémeas
gestantes) nascerem livres do parasita, podem se infectar pela forma fecal-oral, mantendo a
neosporose no rebanho.

Exames sorologicos sao uteis na deteccao de anticorpos especificos contra a
infeccdo pelo Neospora spp. nos bovinos adultos e consequentemente na possibilidade de
controle da doenga nos rebanhos. Entretanto, para uma maior eficiéncia no controle e
erradicacdo da doenca nos rebanhos, a realizacdo de testes com maior especificidade como a
PCR e a imunohistoquimica, realizadas a partir de c€lulas sanguineas ou teciduais, torna-se
essencial para que o agente seja definitivamente identificado, principalmente em vacas

parturientes e em suas progénies.
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2 REFERENCIAL TEORICO — NEOSPOROSE EM BOVINOS LEITEIROS

Neospora caninum ¢ um protozoario, pertencente ao filo Apicomplexa,
classe Sporozoasida, subclasse Coccidiasina, ordem Eucoccidiorida, familia Sarcocystidae;
classificagdo esta feita por meio de estudos morfoldgicos realizados com microscopia
eletronica e analise do sequenciamento de DNA (ELLIS, 1998).

Parasita intracelular obrigatorio, o N. caninum apresenta semelhangas com o
Toxoplasma gondii e o Sarcocystis spp., no entanto, com caracteristicas distintas em relacao a
estrutura antigénica, imunogénica e patogénica relacionada ao hospedeiro (DUBEY et al.,
1988). Estes autores o identificaram pela primeira vez em 1988, em cdes com encefalomielite,
sendo esta sintomatologia confundida anteriormente com a toxoplasmose (causada pelo
Toxoplasma gondii). Em bovinos foi isolado primeiramente em fetos abortados Conrad et al.
(1993), e no Brasil, o parasita foi diagnosticado pela primeira vez no Mato Grosso do Sul
(MS) por Brautigam et al. (1996), sendo a partir de entdo, diagnosticada em outros estados.

Ainda que existam diversas espécies de hospedeiros, o parasita ¢ mais
importante economicamente em bovinos (hospedeiros intermedidrios). A neosporose bovina ¢
hoje uma doenga de interesse mundial, causando graves impactos econdmicos nas industrias
de leite e de carne (ALMERIA; LOPEZ-GATIUS, 2015), sendo considerada uma das
principais doengas reprodutivas de bovinos em todo o mundo, causando abortamento e

mortalidade perinatal (GUIDO et al., 2016).

2.1 CICLO BIOLOGICO

O Neospora caninum apresenta um ciclo de vida envolvendo trés estagios
principais: oocistos (hospedeiro definitivo), taquizoitos (forma de replicagdo aguda) e
bradizoitos (forma crdnica); e duas formas de transmissdo, fecal-oral e transplacentéria

(McALLISTER et al., 1998).

2.1.1 Transmissao fecal-oral

No cdo, assim como em outros integrantes do género Canis, os hospedeiros
definitivos da neosporose, o Neospora caninum na forma de taquizoitos se reproduz dentro do
trato intestinal langando no ambiente, pelas fezes, os oocistos nao esporulados (capazes de

sobreviver por longos periodos apds esporularem). Estes esporulam entre 24 a 72 horas,
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formando dois esporocistos com quatro esporozoitos cada. No ambiente, ja esporulados, sdo
ingeridos pelo hospedeiro intermediario, no caso o bovino, por meio do consumo de dgua ou
alimentos, principalmente pastagens. No intestino, os esporozoitos sdo liberados dos
esporocistos invadindo as células do hospedeiro intermediario e transformando-se em
taquizoitos. Estes se multiplicam rapidamente, agora de forma assexuada, invadindo e
infectando diferentes tipos de células, provocando lesdes teciduais e propagando-se, via
hematogena, para outros tecidos do hospedeiro (células do sistema nervoso, macrofagos,
fibroblastos, células do endotélio vascular, miocitos, células do epitélio dos tiibulos renais e
hepatocitos). Apos a infecgdo, havera um periodo de proliferagao de taquizoitos, fazendo com
que o animal infectado desenvolva anticorpos em uma tentativa de controle da infeccdo. Em
seguida os taquizoitos se convertem em bradizoitos dentro das células do hospedeiro,
permanecendo em laténcia na forma de cistos intracelulares (DUBEY et al.,, 1988;
MCcALLISTER et al., 1998; BARTELS et al., 1999; LINDSAY et al., 1999; GOODSWEN et
al., 2012; McALLISTER, 2016).

Caes, ao consumirem os cistos teciduais do hospedeiro intermediario
infectam-se, completando desta forma o ciclo de vida do parasita (GOODSWEN et al., 2012).

Se novilhas ou vacas ndo infectadas ingerirem oocistos durante a gestacdo a
infeccdo pode acometer a vaca e o feto, pois ultrapassa a placenta e infecta o feto, sendo esta
forma de transmissdo chamada de transplacentaria (McALLISTER, 2016).

A relacdo entre a exposi¢do ao oocisto ingerido, como ocorre com a
exposicao de um rebanho a partir do alimento contaminado, € as consequéncias reprodutivas,
como a ocorréncia de aborto, sdo importantes (GAY, 2006).

Trees et al. (2002) infectaram artificialmente trés vacas com 600 oocistos as
10 semanas de gestacdo, e todas pariram bezerras ndo infectadas. Quatro meses apds o parto
as vacas eram soronegativas, embora seus cérebros fossem PCR-positivos.

Gondin et al. (2004) infectaram 19 vacas entre 70 e 176 dias de gestacao
com doses orais variando de 1.500 a 115.000 oocistos, 17 das 19 (89%) se tornaram
soropositivas. A infeccdo transplacentaria ocorreu em 6 dos 17 fetos e uma vaca abortou
devido a neosporose aos 120 dias de gestacdo. Os autores concluiram que a probabilidade de
infeccdo transplacentdria aumenta com maiores doses de oocistos e com a gestagdo avancada.
A menor dose de oocisto resultou em uma infeccdo congénita, ¢ um Unico aborto foi

associado com uma dose de 44 mil oocistos.



15

2.1.2 Transmissdo transplacentaria

Caso novilhas ou vacas possuam a infec¢ao na forma latente e em seguida
tornem-se prenhes, os bradizoitos alojados em cistos teciduais podem se reativar a taquizoitos
em situagdes que promovam uma depressdo do sistema imune da vaca, sendo transmitidos via
hematdgena, atravessando a placenta e infectando o feto. A transmissao transplacentaria pode
ocorrer em outras gestacdes da mesma vaca e havendo a transmissao para o feto fémea, caso
esta torne-se gestante, o mesmo evento pode ocorrer, transmitindo assim o parasito para
geracdes futuras, podendo manter a neosporose no rebanho mesmo sem novas infecgdes pela
via fecal-oral (McALLISTER, 2016).

A transmissdo vertical ou transplacentaria ¢ a forma mais frequente de
infeccdo pelo parasita, sendo uma importante forma de manutencdo do agente no rebanho.
Observa-se em vacas positivas na maioria das vezes, a ndo ocorréncia de abortamentos, sendo
assim, fémeas podem nascer congenitamente infectadas e transmitir o agente para seus
descendentes em varias gestagdes (ANDERSON; ANDRIANARIVO; CONRAD, 2000).

Em rebanhos leiteiros canadenses, Pan et al. (2004) verificaram que a taxa
de transmissao vertical da doenga foi de 40,7%, no entanto, a taxa de bezerras infectadas ¢
filhas de vacas soronegativas foi de 6,7%.

Taxas de transmissdo vertical em rebanhos leiteiros também foram
estimadas nos EUA e Canada por Paré et al. (1996), Waldner et al. (2001) e Davison et al.
(1999) verificando em 81, 94 e 95,2% dos rebanhos, respectivamente.

Macedo et al. (2013) demonstraram que a taxa de transmissdo vertical do V.
caninum foi de 11,6% em vacas leiteiras prenhas naturalmente infectadas. Além disso,
verificaram que 42,5% dos animais avaliados apresentavam anticorpos anti-N. caninum no
estado de Santa Catarina, Brasil.

Dubey; Schares; Ortega-Mora (2007) afirmam que o N. caninum ¢ um dos
microorganismos mais eficientes em atravessar a barreira transplacentaria em bovinos, pois
até 95% dos bezerros provenientes de fémeas positivas podem nascer infectados.

Tanto na transmissdo transplacentaria como na fecal-oral o abortamento
ocorre pela multiplicagdo do N. caninum na placenta ou no feto, promovendo lesdes nestes. Se
na placenta, ocorre o impedimento na oxigenacdo e nutrigdo do feto ou promovendo a
secrecdo de prostaglandina, hormonio luteolitico, impedindo com que o corpo lateo do ovério
sintetize a progesterona, o hormdnio mantenedor da gestagdao, promovendo consequentemente

o abortamento principalmente entre o quarto e o sexto més de gestagdo. No feto, o parasita



16

lesiona os tecidos fetais impedindo a homeostasia do organismo e consequentemente levando
a morte fetal (DUBEY; SCHARES; ORTEGA-MORA, 2007; GHANEM et al., 2009,
ALMERIA and LOPEZ-GATIUS, 2013).

2.2 EPIDEMIOLOGIA

Pesquisas tém mostrado diferentes ocorréncias de anticorpos anti-N.
caninum em bovinos leiteiros no Brasil, utilizando-se principalmente dos métodos de
diagnostico ELISA e RIFI. Dados de pesquisas anteriores, a partir do ano de 2009 até 2016,
obtidas por meio de consulta ao acervo de trabalhos disponiveis nos sites de busca de
periodicos Pubmed e Scielo utilizando-se dos termos ‘“neospora, dairy cattle, Brazil” sdo
apresentadas na Tabela 1.

Corbellini et al. (2002) encontraram prevaléncia em torno de 10% de
anticorpos anti-N. caninum em bovinos leiteiros de propriedades do Rio Grande do Sul, ndo
havendo correlagdo desses resultados com a presenga de caes residentes nas propriedades
estudadas e sim com a frequéncia de caes errantes ou silvestres presentes nas propriedades.

Em dois estudos realizados com cades do meio urbano e rural de um mesmo
municipio do estado de Rondonia (AGUIAR et al,, 2006), a prevaléncia de anticorpos anti-V.
caninum foi de 8,3% na regido urbana e 12,6% na regido rural do municipio, indicando que,
no meio rural, as fontes de infec¢ao para os cdes, como ingestdo de placenta e fetos
contaminados, bem como a possibilidade de caca e de ingestdo de cistos teciduais em
possiveis hospedeiros intermedidrios, parecem ser importantes na epidemiologia e
manuten¢do do N. caninum nesse ambiente.

Segundo Thurmond e Hietala (1997) bovinos leiteiros sorologicamente
positivos para N. caninum apresentam um risco 7,4 vezes maior de aborto, e uma vaca
soropositiva que aborta tem 5,7 vezes mais risco de abortar na proéxima prenhez. Uma
associagdo entre soropositividade e abortos foi observada em 69,8% dos rebanhos bovinos sul
mato-grossenses avaliados por Oshiro et al. (2007).

Anderson et al. (1995) verificaram que 42,5% dos fetos abortados estavam
infectados com o N. caninum, concluindo que esse parasita foi a maior causa de abortos em
rebanhos leiteiros do estado da California, EUA.

Silva et al. (2008), compararam a prevaléncia entre propriedades leiteiras
com sistemas de criagdo extensiva € semi-intensiva no estado de Pernambuco, a qual foi de

36,7% e 11,1%, respectivamente, comprovando-se uma associagdo significativa entre maior



17

taxa de infeccdo em propriedades e tempo de permanéncia na pastagem. Pesquisas realizadas

no inicio de século XXI demonstraram que a presenga ¢ o numero de cdes nas propriedades

rurais podem funcionar como fatores de risco para a infeccdo e a ocorréncia de abortamentos

em bovinos, indicando uma associagao entre a infeccado em ambas as espécies (SANCHEZ et

al., 2003). A eliminagdo dos oocistos pelas fezes do cdo favorece a disseminagdo do parasita

na pastagem e agua consumida pelo hospedeiro intermediario, propagando a infecg¢do pelo

rebanho.

Tabela 1 — Ocorréncia de anticorpos anti-Neospora caninum em bovinos leiteiros no Brasil até 2016.

Bovinos Teste/ponto
Regido Estado o Referéncia
leiteiros de corte
Parana 20,1% RIFI/1:100  Spiti (2016)
Parana 35,1% RIFI/1:50  Rochaet al. (2015)
Parana 24,0% RIFI/1:25 Langoni et al. (2013)
Parana 24.2% RIFI/1:100  Camillo et al. (2010)
Parana 12,0% RIFI/1:200  Ogawa et al. (2005)
Sul Parana 14,3% RIFI/1:25 Guimaraes Jr. et al. (2004)
Santa Catarina 51,9% RIFI/1:200  Lorenzett et al. (2016)
Santa Catarina 43,8% RIFI/1:200  Klauck et al. (2016)
Santa Catarina 23,1% RIFI/1:200  Moura et al. (2012)
Rio Grande do Sul 24,0% RIFI/1:100  Pessoa et al. (2016)
Rio Grande do Sul 17,8% RIFI/1:200  Corbellini et al. (2005)
Minas Gerais 21,7% RIFI/1:200  Bruhn et al. (2012)
Sudeste  Minas Gerais 37,0% RIFI/1:200  Santos et al. (2012)
Sao Paulo 10,4% RIFI/1:100  Cardoso et al. (2012)
Centro-  Mato Grosso 53,5% RIFI/1:200  Benetti et al. (2009)
oeste Tocantins 25% RIFI/1:200  Martins et al. (2011)
q Alagoas 7,7% RIFI/1:200  Sousa et al. (2012)
Nordeste
Maranhao 50,7% RIFI/1:200  Teixeira et al. (2010)
Norte Rondo6nia 10,6% RIFI/1:100  Vilas Boas et al. (2015)

Por ser uma doenga relativamente recente, produtores e técnicos nao

tem relacionado casos de aborto com a neosporose, sendo necessario mais trabalhos/pesquisas
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que informem a prevaléncia do parasita nos rebanhos, assim como as formas de transmissao e

prevengao.

2.3 IMUNOLOGIA

A presenca de parasitas intracelulares promove a acdo de mecanismos
imunologicos mediados por células que reduzem a multiplicacao dos agentes no hospedeiro
reduzindo assim a parasitemia (ALMERIA et al., 2011).

O mecanismo mais importante durante a gestagdo, com o intuito de
amenizar as consequéncias do N. caninum no sistema reprodutivo, ocorre por meio de células
T helper (Th), que regulam a resposta imune através da secrecao de citocinas. Ha citocinas
inflamatoérias (derivadas de células Thl), como por exemplo, o Interferon Gamma (IFN-y),
que desempenham um papel critico na defesa do hospedeiro contra microorganismos
intracelulares (imunidade celular); e citocinas antiinflamatodrias (derivadas de células Th2),
como a Interleucina 10 (IL-10), que promovem a ativagao e manutengdo da resposta imune
humoral ou mediada por anticorpos (ALMERJA et al., 2017). Segundo Loépez-Gatius et al.
(2007), existe uma relacdo entre a produ¢do de IFN-y e um risco reduzido de aborto em vacas
infectadas pelo N. caninum.

Acredita-se que a resposta imune protetora em relagdo ao N. caninum seja
predominantemente pelas citocinas do tipo 1 (Thl), mas em fémeas gestantes, respostas como
as induzidas pelo IFN-y podem ser potencialmente prejudiciais e podem causar rejeicao ou
aborto do feto (ALMERIA et al., 2010; QUINN et al., 2002). O IFN-y foi a citocina que
apresentou a maior atividade positiva na interface materno-fetal em animais infectados,
especialmente na carincula. O papel desta citocina na placenta materna teria uma importancia
crucial na transmissdo do parasita para o feto. Em animais naturalmente infectados, a
producdo de IFN-y tem sido relacionada a prote¢do contra o aborto, embora, o excesso de
IFN-y possa resultar em morte fetal (ALMERIA et al., 2011).

Durante a gestacao, parece haver uma tendéncia de maior concentragao de
citocinas Th2 (IL-10), e ndo das Th1l (IFN-y) que promoveriam protecao contra protozoarios.
De forma vantajosa, a maior concentracdo de Th2 estd associada com a implantacdo bem
sucedida do feto e a manuten¢do da gestacdo no inicio pela supressdo de respostas

inflamatorias locais (CHAOUAT; ZOURBAS; OSTOIJIC, 2002; WEGMANN et al., 1993).
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2.4 SINAIS CLINICOS

A maioria das manifestagdes em bovinos sao subclinicas. O abortamento ¢ o
principal sinal clinico da infec¢ao causada pelo N. caninum, ndo havendo, geralmente, outros
sinais associados. O aborto pode ocorrer em qualquer fase da gestacdo, sendo mais frequente
entre o quinto e sétimo més (McALLISTER, 2016). Para Dubey (2003), a maioria dos abortos
ocorre entre o quinto ¢ o sexto més e para Innes (2007) ¢ mais frequente entre o terceiro e
oitavo més de gestacao.

Entretanto, caso o aborto ocorra no inicio da gestacdo o diagnostico da
doenca ¢ mais dificil de ser realizado, pois na maioria das vezes o feto ndo ¢ observado no
ambiente pelos tratadores, principalmente nas criagdes a pasto.

A presenca de cdes em propriedades de criagdo bovinos ¢ comum. Portanto,
convivem no mesmo ambiente. Ocorrendo abortamentos, cdes instintivamente acabam
consumindo os fetos e os anexos fetais. Desta forma, como mencionado anteriormente, podem
estar ingerindo taquizoitos ou cistos teciduais de animais com neosporose, consequentemente
sendo infectados.

Os fetos podem morrer no utero sendo absorvidos ou mumificados. Pode
haver natimortos, prematuros, bezerros podem nascer vivos com tamanho normal ou
notavelmente menores, e vivos com a doenca, apresentando sintomatologia nervosa com
déficit parcial de transmissdao nervosa na medula espinhal, diminuindo consequentemente a
propriocep¢ao de membros traseiros e impossibilitando a locomogao; se clinicamente
normais, terdo uma infec¢ao cronica (DUBEY, 2003; GHANEM et al., 2009; ALMERIA e
LOPEZ-GATIUS, 2013; McALLISTER, 2016).

Lindsay et al. (1996) afirma que a maioria dos bezerros com sinais clinicos
devido a infecg¢do pelo protozoario morrem dentro das primeiras quatro semanas de vida. A
forma clinica tem sido relatada também em outras espécies de mamiferos (DUBEY, 2003). Os

abortos podem ocorrer independentemente de a infeccdo na vaca ser aguda ou cronica

(GHANEM et al., 2009).
2.5 DIAGNOSTICO
Diversas metodologias tém sido relatadas para diagnostico do N. caninum

(GHANEM et al., 2009). A principio, confirmava-se a infec¢do por N. caninum por meio de

exame post-mortem, em que se objetivava verificar a presenca do agente nos tecidos.



20

Clinicamente hd uma complexidade em se alcangar o diagnostico clinico da neosporose, pois
ndo ha manifestagdes clinicas nos animais cronicamente infectados (MOTA et al., 2008).
Normalmente ha poucos parasitas no sistema nervoso central de animais infectados sendo,
portanto, dificil de detecta-los (GHANEM et al., 2009).

Em bovinos vivos, a infec¢do por N. caninum foi diagnosticada inicialmente
por sorologia, pela detec¢do de anticorpos especificos no soro, plasma ou leite (ALVAREZ-
GARCIA et al., 2013). Os testes sorologicos sao as ferramentas mais adequadas para avaliar a
infeccdo por N. caninum em animais e contribuem com informagdes importantes para
medidas de controle (CAMPERO et al., 2015). Técnicas alternativas, como a deteccdo de
DNA do parasita por PCR no sangue ou sémen, e a avaliacdo de citocinas pré-inflamatorias
como marcadores de exposicdo ao parasita, também poderiam ser aplicadas. No entanto, a
avaliacdo de citocinas sao indicadores transitorios de infec¢ao e absolutamente inespecificas,
estando presentes nos mais diversos processos inflamatérios presentes no corpo dos animais,
sendo sua utilizacdo limitada a investigacao cientifica (OKEOMA et al., 2004).

As técnicas sorologicas que detectam anticorpos séricos especificos anti-N.
caninum sao utilizadas para demonstrar a infeccao nos rebanhos bovinos a fim de determinar
se a neosporose esta envolvida como doenca da esfera reprodutiva. A transmissdo congénita
também pode ser avaliada mediante a deteccdo de anticorpos anti-N. caninum no soro pré-
colostral de bezerros recém-nascidos, visto que nos bovinos ndo ha transferéncia de
anticorpos da mae ao feto durante a gestagdo (THURMOND e HIETALA, 1995). Mesmo que
um resultado positivo auxilie a identificar um animal infectado, um resultado negativo nao
descarta definitivamente a infecc¢do, pois os anticorpos séricos, frente ao N. caninum, podem
variar com a idade e a fase da gestacdo (THURMOND e HIETALA, 1995).

Os diagnosticos dos agentes causadores de aborto podem ser abordados por
meio de monitoramento sorologico de fémeas, ou necropsia de fetos abortados, ou uma
combinac¢do destes. As pesquisas sorologicas tém a vantagem de serem relativamente faceis
de executar, mas uma desvantagem ¢ que eles s6 podem detectar evidéncias de alguns agentes
especificos. Ja exames feitos a partir de tecidos de fetos abortados proporcionam a melhor
oportunidade para detectar uma grande variedade de doencas, entretanto, tem como
desvantagens a necessidade de encontrar fetos abortados, o maior custo dos exames e
questdes logisticas no manuseio e envio das amostras (McALLISTER, 2016).

No momento do aborto, espera-se que as fémeas afetadas tenham um alto
nivel de anticorpos especificos contra o patdgeno causador. E possivel que um tnico exame

sorologico de uma vaca que abortou fornega um diagndstico presuntivo de neosporose, mas
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apenas se a quantidade de anticorpos for bastante elevada. Este titulo elevado de anticorpos
para neosporose podem variar entre laboratorios de diagnostico, por diferengas em aparelhos e
técnicas empregadas para a deteccdo de anticorpos anti-N. caninum sdo utilizados
(McALLISTER, 2016).

Uma abordagem sorologica mais fidedigna ¢ feita com varias fémeas que
recentemente abortaram e compara-las com um niimero similar de fémeas que ndo abortaram.
Quanto maior o numero de animais testados, maior o poder da comparagdo. Segundo
McAllister (2016), para grandes rebanhos, uma regra ¢ testar 10 ou mais animais por grupo.
Resultados consistentes com a neosporose ou com outra condicdo, como a leptospirose,
mostrardo que a maioria ou todas as fémeas que abortaram sdo, de fato, soropositivas,
enquanto que uma menor propor¢do dos animais normais pode ser sugestivo que sejam
soropositivas. Geralmente ha animais soropositivos no grupo controle, porque nem todos os
animais infectados abortardo. A comparagao estatistica também pode ser realizada dos niveis
médios de anticorpos em grupos abortantes e normais, com niveis mais elevados esperados
em animais clinicamente afetados. Esta comparagao pode ser essencial em rebanhos que tém
uma soroprevaléncia muito elevada (McALLISTER, 2016). Antonello et al. (2015) sugere
que para a determinacdo da soronegatividade para o N. caninum deve-se realizar a0 menos
duas amostragens em diferentes periodos gestacionais para reducdo do risco de resultados
falsos negativos.

O diagnostico laboratorial pode ser realizado através de analises
histopatologicas, pela identificacdo de parasitas em lesdes nos fetos abortados, ou por testes
sorologicos que identificam anticorpos anti-N. caninum. Os testes soroldgicos mais
comumente utilizados para diagnosticar a neosporose bovina sdo a reagdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI) e ensaios imunoenzimaticos (ELISA) (GUIDO et al.,
2016). Cabral et al. (2009) observaram lesdes histoldgicas em amostras de coracao, pulmao,
figado, rim, placenta e figado por meio de exame histopatoldgico, imunohistoquimica e
nested-PCR. Wouda et al. (1997) encontraram lesdes histologicas em cérebro, coragdo e

figado por meio de imunohistoquimica.

2.6 CONTROLE

A alta resisténcia a varios antimicrobianos desenvolvidos para o controle

dos protozoarios faz com que haja um constante interesse comercial no desenvolvimento de

vacinas e novas drogas para controle. At¢é o momento, existem vacinas contra a maldria e
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toxoplasmose desenvolvidas e em desenvolvimento, entretanto, para a neosporose, ainda ndo
existe nenhuma vacina efetiva (GOODSWEN et al., 2012; REICHEL e ELLIS, 2009).

Vacinas eficazes para a neosporose bovina sdo extremamente necessarias
para prevenir tanto a transmissao fecal-oral quanto a transplacentaria. Diferentes vacinas
foram produzidas, como vacinas vivas atenuadas, lisados de parasitas mortos, antigenos totais
ou fragdes de antigenos de parasitas mortos e vacinas subunitarias (MONNEY e HEMPHILL,
2014). Embora uma vacina morta estivesse previamente disponivel nos Estados Unidos, ndo
era confidavel e ndo estd mais em produgdao (McALLISTER, 2016).

Qian et al. (2015) avaliaram a eficiéncia in vitro de diferentes principios
ativos com atividade ao N. caninum. Curcumina, artemeter, atrazina, toltrazuril e ponazuril
exibiram atividade in vitro, fornecendo informagdes importantes para futuros trabalhos que
objetivem encontrar um tratamento a neosporose. No entanto, at¢ que formas efetivas de
tratamento sejam criadas, métodos de controle devem ser criados e utilizados para amenizar
as consequéncias negativas da doenga.

Almeria e Lopez-Gatius (2013), Guido et al. (2016) e Dubey; Schares;
Ortega-Mora (2007) recomendam as seguintes medidas de controle:

- Forma rigorosa de evitar o contato entre cdes e rebanhos deve ser adotada. Os caes e outros
canideos selvagens devem ser impedidos de contaminar areas de pastagem ou alimentos
conservados.

- Garantir o adequado bem-estar da vaca, especialmente durante o segundo trimestre de
gestacao.

- Eliminar vacas soropositivas que tiveram dois ou mais abortos.

- Verificar se a involugdo uterina ¢ normal logo apods o aborto. As vacas infectadas com N.
caninum podem ser inseminadas com alta probabilidade de concepcao no primeiro més apos o
aborto.

- Ainda que novilhas de reposi¢do substituam as vacas, continuam sendo um risco de
reintroducdo da doenga no rebanho. Portanto, as novilhas de reposi¢do devem ser adquiridas
de rebanhos livres de N. caninum e com excelente desempenho reprodutivo, sendo
serologicamente testadas na fazenda de origem.

- Em geral, os testes de diagndstico utilizados devem ser ajustados de modo a favorecer uma
sensibilidade elevada. Devido as flutuagdes nos titulos de anticorpos em animais infectados,
com a possibilidade de resultados falso-negativos, testes repetidos podem ser aconselhaveis.
Recomenda-se a repeticdo dos testes apos um periodo de 4 a 6 semanas da introdugdo dos

animais no rebanho e reteste de amostras duvidosas utilizando western blotting.
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- Embora nem sempre seja pratico, exigir o teste das maes das filhas que foram adquiridas
pode ajudar na identificacdo de individuos falso-negativos e evitar sistematicamente a
introducao de animais infectados, pela possibilidade de transmissao através da via vertical.

- Controle de roedores, pois estes podem ser reservatorios do N. caninum.

- Devem ser implementadas medidas para prevenir a contaminacdo da dgua pelas fezes dos
hospedeiros definitivos.

Uma vez que as alternativas de controle forem implementadas, o
monitoramento do rebanho deve ser mantido, pois o risco de reintroducao da doenca nao pode
ser descartado completamente. Testar periodicamente um nimero representativo de animais
por meio de sorologia individual para verificar a presenga de anticorpos especificos contra o
N. caninum pode ser aplicado em rebanhos livres de N. caninum para se avaliar a conservacao
do status de livre, assim como para os rebanhos que progridem para uma reducdao da

soroprevaléncia (GUIDO et al., 2016).

2.7 IMPACTO ECONOMICO

Desde a descrigdo do parasita, a infec¢do pelo N. caninum em bovinos tem
sido reconhecida em todo o mundo e ¢ atualmente aceita como importante causa de
abortamentos em animais de leite e corte, sendo para alguns paises a maior causa de falhas
reprodutivas, promovendo consideraveis perdas econdémicas (GUIMARAES JUNIOR e
ROMANELLLI, 2006; WOUDA, 2005).

O impacto econdmico ocorre pelo aumento do intervalo entre lactagdes,
quedas na producdo de leite, reducdo da vida produtiva da vaca, aumento do descarte e da
reposicao das vacas, custo da inseminagdo artificial/transferéncia de embrido/fertilizagao in
vitro, infecgdes uterinas secundarias, auxilio veterindrio e técnicas de diagndstico, além do
valor dos fetos abortados. Levantamentos de custos causados pela doenga em rebanhos
leiteiros canadenses estimaram uma perda anual de CAD$18,00 (ddlares canadenses), ou
aproximadamente US$13,00 para cada fémea infectada (HADDAD et al., 2005).

A perda econdmica na maioria das fazendas ¢ estimada em 2 a 5% da renda
bruta ao ano, no entanto, em algumas fazendas pode ser de até 20%. Na Australia, esta perda
anual ¢ estimada em US$100 milhdes (REICHEL e ELLIS, 2008).

Em bovinos leiteiros, um dos custos associados com aborto ¢ a reducao da
producao leiteira da vaca devido ao prolongamento da lactagcdo e do periodo seco. A sorologia

positiva ao N. caninum nao reduz a producdo de leite, mas o que influencia negativamente na
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produgdo ¢ a ocorréncia de aborto consequente a infeccdo (McALLISTER, 2016; HOBSON
et al., 2002).

Nos EUA, a estimativa dos custos com a neosporose para a industria leiteira
foi de US$546 milhdes. A mesma estimativa, no Brasil, representa para o pais US$51,3
milhdes (REICHEL et al., 2013).

Nicolino (2015) estimou que no Brasil os custos totais do N. caninum para a
cadeia produtiva do leite, relacionados a produgdo leiteira, ao descarte precoce de vacas € ao
aborto sdo de R$291 milhdes, sendo que o descarte prematuro dos animais foi a variavel com
maior influéncia sobre os custos. Considerando os trés principais estados produtores de leite
no Brasil, os custos estimados sdo de R$104 milhdes para Minas Gerais, R$30 milhdes no
Parana e R$16 milhdes no Rio Grande do Sul.

Segundo Reichel et al. (2013) a perda média anual estimada por propriedade
leiteira foi de US$1.600,00, e globalmente, estima-se em perdas de mais de US$ 2 bilhdes

anualmente.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar se a infec¢do por Neospora caninum esté associada com histdrico de
abortamento em vacas leiteiras e se influencia nos niveis de expressdo de citocinas pro-

inflamatérias em vacas parturientes € neonatos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar se a presenca de anticorpos anti-N. caninum em vacas leiteiras tem
associagao com histérico de abortamento.

Avaliar se vacas leiteiras no pos-parto recente e em suas progénies ao
nascimento sdo positivas para Neospora caninum.

Determinar a expressao génica das citocinas IFN-y e IL-10 em vacas
leiteiras apos o parto e nas progénies nas primeiras 24 horas apos o nascimento.

Associar a expressao génica com a soropositividade ao Neospora caninum.

Comparar a expressdo génica das citocinas IFN-y e IL-10 entre vacas e

bezerras naturalmente infectadas em relacdo as ndo infectadas.
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4 ARTIGO A

ASSOCIACAO DO HISTORICO DE ABORTAMENTO COM A PRESENCA DE
ANTICORPOS ANTI-Neospora caninum EM VACAS LEITEIRAS

ASSOCIATION OF THE ABORTION HISTORY WITH THE PRESENCE OF
ANTIBODIES ANTI-Neospora caninum IN DAIRY COWS

RESUMO

O Neospora caninum é um importante agente causador de abortos em bovinos leiteiros,
promovendo severos prejuizos econdmicos. Objetivou-se neste trabalho associar a presenga
de anticorpos contra N. caninum com historico de abortamento em vacas leiteiras. Um total de
46 vacas leiteiras foram avaliadas, sendo 28 com histérico de um ou mais abortamentos e 18
sem historico de abortamentos, provenientes de nove propriedades leiteiras. Para a deteccao
de anticorpos contra N. caninum foi realizada a reacdo de imunofluorescéncia indireta, sendo
consideradas positivas quando os titulos foram maiores ou iguais a 1:50. A soro ocorréncia de
anticorpos contra N. caninum entre todas as vacas avaliadas foi de 39,1% (18/46), entre as
vacas com historico de abortamento foi de 57,1% (16/28) e de 11,1% (2/18) nas vacas que
ndo haviam abortado. Dentre as vacas soropositivas, 88,9% possuiam historico de aborto.
Todas as propriedades avaliadas apresentaram animais com anticorpos contra o N. caninum.
Hé uma associag¢do entre vacas soropositivas para N. caninum e histérico de abortamento.
Vacas soropositivas apresentaram 10,6 vezes mais chances de serem sororreagentes ao
Neospora caninum do que vacas sem histérico de abortamento. Conclui-se que existe
associacao entre historico de abortamento e presenga de anticorpos contra Neospora caninum.

Palavras-chave: Neosporose, bovinos, prenhez, aborto.



35

ABSTRACT

Neospora caninum is an important agent causing abortions in dairy cattle, causing severe
economic losses. The objective of this study was to associate the presence of antibodies
against N. caninum with a history of abortion in dairy cows. A total of 46 dairy cows were
evaluated, of which 28 had a history of one or more abortions and 18 without a history of
abortions, from nine dairy farms. For the detection of antibodies against N. caninum the
indirect immunofluorescence reaction was performed, being considered positive when the
titers were greater than or equal to 1:50. The serum antibody count against N. caninum was
39.1% (18/46) among cows with a history of abortion of 57.1% (16/28) and 11.1% (2/18) in
non-aborted cows. Among the seropositive cows, 88.9% had a history of abortion. All
evaluated properties showed animals with antibodies against N. caninum. There is an
association between seropositive cows for N. caninum and history of abortion. Seropositive
cows were 10.6 times more likely to be sero-reactive to Neospora caninum than cows without
a history of abortion. We conclude that there is an association between the history of abortion
and the presence of antibodies against Neospora caninum.

Key words: Neosporosis, bovine, pregnancy, abortion.
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INTRODUCAO

O Neospora caninum vem sendo relatado em diversos paises, inclusive o Brasil, como
a principal causa de abortos em rebanhos de bovinos leiteiros e de corte (ALMERIA; LOPEZ-
GATIUS, 2015). E um protozoario da classe Apicomplexa, que primeiramente foi descrito em
caninos e, mais tarde, foi relacionado a abortos e infeccdo neonatal em bovinos, equinos,
ovinos e caprinos (DUBEY, 2003). Os hospedeiros definitivos do protozoario sdo os
canideos, que podem ser infectados apos a ingestao de cistos teciduais (McALLISTER, 1998).

Bovinos apresentam problemas de ordem reprodutiva como abortos, natimortos e
morte neonatal (HADDAD et al., 2005). De acordo com Melo et al. (2001) desde a sua
descoberta, o N. caninum vem sendo associado a consideraveis prejuizos economicos em toda
a cadeia leiteira, pois vacas infectadas por N. caninum possuem trés vezes mais chances de
abortarem do que vacas sadias. Citam que também existem diversos custos relacionados
diretamente a infeccdo por N. caninum e dentre eles podem ser citados os fetos abortados,
custos com novas inseminagdes ou cobrigodes, reducdo da vida util da vaca, queda na produgao
de leite devido ao aumento do intervalo entre partos.

A infeccdo pelo N. caninum em bovinos tem sido, a partir da sua descoberta em 1988
por Dubey e colaboradores, presenciada em todo o mundo. Para alguns paises ¢ considerada a
maior causa de falhas reprodutivas, promovendo consideraveis perdas econdmicas
(GUIMARAES JUNIOR e ROMANELLI, 2006; WOUDA, 2005).

Globalmente, a estimativa média total de prejuizos causados pelo Neospora caninum
excedeu US$1,298 bilhdes ao ano (podendo chegar a U$2,38 bilhdes), sendo que
aproximadamente duas de trés partes dessas perdas (U$1,58 bilhdes) estdo relacionadas aos
bovinos leiteiros (REICHEL et al., 2013). Reichel et al. (2013) e Nicolino (2015), estimaram
para o Brasil custos relacionados ao N. caninum em torno de R$291 milhdes e U$51,3
milhdes, respectivamente. Assim, a neosporose pode estar tomando aproximadamente 1% do
valor bruto da atividade leiteira no Brasil, atividade esta com relevante importancia
socioeconomica.

Técnicas sorologicas que detectam anticorpos séricos especificos anti-N. caninum sao
utilizadas para demonstrar a infec¢do nos rebanhos bovinos a fim de determinar se a
neosporose esta envolvida na ocorréncia de abortamentos (THURMOND e HIETALA, 1995).

O objetivo deste trabalho foi avaliar se a presenca de anticorpos anti-Neospora

caninum esta associada com historico de abortos em vacas leiteiras.
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MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Uso Animal da Pontificia

Universidade Catolica do Parana — PUCPR (protocolo n® 0971).

Area de Estudo e Propriedades

A cidade de Marechal Candido Rondon (24° 33' 24"S/54° 3' 24”0), localizada na
regido oeste do Estado do Parana, encontra-se a 420 metros de altitude. O clima ¢ subtropical,
com temperatura média anual superior a 20,1°C, com chuvas distribuidas ao longo do ano,
especialmente no verao.

De acordo com o ultimo senso pecudrio, 0 municipio ocupa a oitava posi¢ao entre os
maiores produtores de leite do Brasil (IBGE, 2015).

Foi realizado um estudo de caso/controle em nove propriedades selecionadas por
conveniéncia e atendidas pelo mesmo Médico Veterinario. Cada uma possuia média de 42
vacas em lactacdo e historico de abortamentos. O manejo sanitario contempla exames de

brucelose e anual e vacinas contra leptospirose, IBR e BVD semestralmente.

Material Bioldgico

Entre o periodo de margo a dezembro de 2014, foram coletadas ao total 46 amostras de
sangue de vacas leiteiras, sendo 28 amostras de animais com histérico de um ou mais abortos
e 18 amostras de vacas sem histdrico de abortamento. Estas eram vacas lactantes, ou seja, que
haviam parido ao menos uma vez. O soro extraido foi armazenado a -20°C até a realizagao da
técnica de imunofluorescéncia indireta (IFI).

Os abortamentos eram determinados pela visualizacdo do feto abortado ou pelo

diagnostico reprodutivo via ultrassonografia ou por palpagao retal.

Deteccio de anticorpos anti—Neospora caninum

A determinacdo dos titulos dos anticorpos IgG anti N. caninum foi realizada por meio
da técnica de IFI de acordo com Conrad et al. (1993).
Para a realizagdo da técnica, as laminas para pesquisa de anticorpos foram preparadas

com formas de taquizoitos brutos de Neospora caninum (cepa Nc-1) e foram consideradas
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positivas (reagente) quando os titulos foram maiores ou iguais a 50 (VENTURINI et al.,
1999). O conjugado utilizado foi anti-IgG de bovino (FITC — Sigma-Aldrich®). As amostras
consideradas positivas foram diluidas sequencialmente na base dois até tornarem-se negativas

e controles positivo e negativo também foram incluidos em todos os testes.

Analise Estatistica

A andlise de associacdo entre as variaveis historico de abortamento ¢ a
soropositividade ao N. caninum foi realizada pelo teste qui-quadrado (X?) ou o teste exato de
Fisher através do software Epilnfo v-6, sendo considerado estatisticamente significativo
quando p<0,05. A magnitude da associagdo foi verificada pelo célculo do Odds Ratio (OR)

considerando um intervalo de confianca de 95%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os animais com historico de abortamento tiveram 10,6 (IC 95% 1,17 — 82,8: p=0,004)
vezes mais chances de apresentarem anticorpos anti-N. caninum em relagdo aos animais sem
historico de abortamento. A frequéncia de animais sororreagentes observada no grupo com
historico de abortamento (caso) foi 16/28 (57%), enquanto no grupo sem historico (controle)
2/18 (11,1%). Quando avaliados somente os 18 animais soropositivos, observou-se que 16

(88,9%) possuiam historico de abortamento (Tabela 2).

Tabela 2 — Frequéncia de animais soronegativos e soropositivos ao N. caninum dos animais com e sem
histérico de abortamento.

Abortamentos Positivos (%) Negativos (%) Total (%)
Caso 16 (57,1) 12 (42,8) 28 (60,9)
Controle 02 (11,1) 16 (88,9) 18 (39,1)
Total 18 (39,1) 28 (60,9) 46 (100)

* = OR = 10,6 (1,77<OR<82,8), p=0,004

Todos os animais positivos apresentaram titulo de anticorpos contra N. caninum
abaixo de 400. Estes titulos revelam que nao havia infec¢ao aguda/ativa. Para ser considerada
como tal, os titulos devem ser iguais ou superiores a 800 (RAGOZZO et al., 2003).

Estima-se que o risco de aborto devido ao N. caninum em vacas leiteiras no Brasil seja

de 10,04%, promovendo, portanto, mais de 474 mil abortamentos por ano, causando
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consequentemente severas perdas econdmicas para a atividade leiteira (NICOLINO et al.,
2015).

Para Dubey et al. (1997) a detec¢ao de anticorpos anti-N. caninum em soros de vacas
com historico de aborto ¢ um indicativo que houve exposicdo materna ao protozoario, mas
pode nado ser a causa principal do aborto. Entretanto, a verificagdo de altos titulos em casos de
vacas que abortaram sugere que o diagndstico seja de infec¢do pelo N. caninum.

Ainda que neste trabalho ndo houvesse vacas soropositivas com titulos iguais ou
superiores a 800, o alto percentual (88,9%) de animais soropositivos que ja abortaram ao
menos uma vez sugere que os abortamentos possam ter ocorrido devido a neosporose, pois
evidentemente a maior titulagdo soroldgica ocorre durante a gestagdo, onde a fémea ativa seu
sistema imune objetivando controlar a infeccdo, ja que o parasita esta ativo e danificando o
feto ou a placenta, podendo provocar o aborto consequentemente (ALMERIA; LOPEZ-
GATIUS, 2015).

Todas as propriedades analisadas neste trabalho apresentaram animais sororreagentes
ao N. caninum. Estudos de levantamento epidemioldgico realizados em diferentes estados do
Brasil, apontam a presenca do parasita variando de 91,7 a 100% das propriedades (GALVAO
etal., 2011; CAMILLO et al., 2011; MARTINS et al., 2011).

Yéniz et al. (2008) monitoraram taxas de aborto em vacas leiteiras, encontrando
diferengas significativas entre soropositivas (23,6%) e soronegativas (2,3%) para o N.
caninum. A associagdo entre o historico de aborto e a presenca de anticorpos contra o N.
caninum em rebanhos bovinos do estado do Rio Grande do Sul foi avaliada por Hein et al.
(2012) que verificaram uma significativa relagdo entre aborto e soropositividade para o M.
caninum, pois 58,5% de vacas soropositivas possuiam historico de aborto e 16,4% das vacas
soropositivas ndo haviam abortado. Corbellini et al. (2002) verificaram que 23,3% das vacas
que abortaram eram soropositivas e 8,3% das vacas soropositivas ndo haviam abortado, sendo
encontrada uma associacdo entre ao N. caninum e abortos. Hall et al. (2005) verificaram
abortos em 31,3% das vacas soropositivas e apenas 2,4% em vacas soronegativas.

Neste trabalho, o percentual de vacas soropositivas que apresentaram ao menos um
aborto quando comparado aos resultados encontrados por outros pesquisadores mostra que a
neosporose no municipio de Marechal Candido Rondon, Parand, pode ser a principal causa de
abortos em bovinos leiteiros, j& que 57,1% das vacas com histérico de aborto eram
soropositivas ao N. caninum.

Andreotti et al. (2010) verificaram uma perda de prenhez (reabsor¢dao e/ou abortos)

15% maior em vacas soropositivas quando comparado as vacas soronegativas, afirmando que
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a presenca do N. caninum em rebanhos bovinos ¢ um fator relevante a eficiéncia reprodutiva
das fémeas. Galvao et al. (2011) observaram uma associagao significativa entre a exposi¢ao
ao agente ¢ a presenca de abortos e na ocorréncia de natimortos, considerando que a
ocorréncia de aborto foi 3,76 vezes mais frequente em vacas soropositivas em relacao as
soronegativas e a presenca de natimortos foi 7,44 vezes mais frequente em vacas
soropositivas.

Para Par¢ et al. (1997), o risco de aborto para vacas soropositivas ao diagnostico ou
durante a gestagao ¢ duas vezes maior que para vacas soronegativas ao N. caninum. Wouda et
al. (1998), Hernandez et al. (2002), Hein et al. (2012), Corbellini et al. (2002) e Yéniz et al.
(2008) constataram que esse risco foi 3, 2,8, 7,21, 3,3 e 3,2 vezes maior, respectivamente.
Neste trabalho, verificou-se que o risco de abortamento em vacas soropositivas foi 10,6 vezes
maior quando comparado as soronegativas.

Segundo Thurmond e Hietala (1996), rebanhos de vacas com soroprevaléncia para o
N. caninum entre 10% a 20% ou acima de 20%, mostraram que a ocorréncia de abortos pode
ser frequente e durante o ano todo. Também, Antoniassi et al. (2013), avaliando a causa de
abortos em fetos bovinos no estado do Rio Grande do Sul, verificaram que 33% dos fetos
estavam infectados com N. caninum.

Wouda et al. (1998) verificaram que em cada dez abortos em vacas soronegativas, dois
(20%) podem ser devido a uma infec¢do por N. caninum, sugerindo que pode haver um baixo
nivel de infeccdo pos-natal, ou seja, que a principal via de transmissdo da doenga ¢ a
transplacentaria. Sugerem ainda que fémeas jovens soropositivas nao devem ser utilizadas na
reposi¢cdo de vacas para diminuir um futuro risco de aborto no rebanho.

Além do N. caninum, outros agentes infecciosos podem causar abortos em bovinos.
Animais podem estar acometidos por mais de um agente, fato que pode interferir no
diagnostico definitivo por meio de exames laboratoriais, como verificado por Santos et at.
(2005). Estes, realizaram a sorologia em vacas de rebanhos leiteiros com historico de aborto
na regido norte de estado do Parand para verificar a presenga de anticorpos contra os
protozodarios N. caninum, Toxoplasma gondii, Leptospira spp., Brucella abortus, BHV-1 e
BVDV. Observaram que dos 60% dos animais que apresentaram sorologia compativel com
infeccdo por um ou mais agentes, em todos havia soropositividade para o N. caninum,
mostrando, ainda que a neosporose tenha sido a mais presente, que outras enfermidades

podem estar promovendo abortos nos animais.
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CONCLUSAO

Nos animais avaliados neste estudo, verificou-se que vacas com histérico de
abortamento apresentaram maiores chances de serem sororreagentes ao Neospora caninum do

que vacas sem historico de abortamento.
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5 ARTIGO B

Neospora caninum: EFEITO NOS NiVEIS DE EXPRESSAO GENICA DAS
CITOCINAS IFN-y E IL-10 EM VACAS LEITEIRAS PARTURIENTES E SUAS
PROGENIES

Neospora caninum: EFFECTS ON GENE EXPRESSION LEVELS OF CYTOCINES
IFN-y AND IL-10 IN DAIRY COWS AND THEIR PROGENIES

Resumo

O Neospora caninum ¢ considerado um dos principais causadores de abortamentos nos
bovinos leiteiros em todo o mundo, promovendo severos prejuizos econdmicos a
bovinocultura. O objetivo do presente estudo foi avaliar se a infeccao pelo Neospora caninum
interfere nos niveis de expressdo génica das citocinas pro-inflamatérias Interferon Gamma
(IFN-y) e Interleucina 10 (IL-10) em vacas leiteiras parturientes e nas suas progénies. Em oito
propriedades leiteiras de quatro municipios da regido oeste do Parana, foram colhidas
amostras de sangue de vacas e das progénies no primeiro dia apds o parto, totalizando 54
animais adultos e 55 bezerras. Nova colheita foi realizada nas bezerras aos seis meses de
idade. Um dos partos foi gemelar. A determinagao dos titulos dos anticorpos anti-IgG contra o
N. caninum foi realizada por meio da técnica de imunofluorescéncia indireta (IFI), foram
consideradas positivas quando os titulos foram maiores ou iguais a 1:100. A expressao génica
das citocinas foi realizada pela qPCR e avaliada pelo método de Quantificagcdo Relativa (QR).
A ocorréncia de anticorpos anti-N. caninum nas vacas recém-paridas foi de 9,2% (5/54) e das
progénies ao nascimento foi de 12,5% (7/56). Aos seis meses de idade, 42,8% (3/7) das
bezerras foram novamente sororreagentes. Nos oito rebanhos monitorados, 37,5% (3/8)
possuiam animais reagentes. Os grupos de animais sororreagentes € ndo sororreagentes nao
diferiram entre si quando avaliado os niveis de IFN-y e IL-10, tanto para as vacas quanto para
as bezerras (p>0,05). A expressao génica das citocinas IFN-y e IL-10 foi menor, apesar de ndo
significativamente, em bezerras e vacas soropositivas em relacdo as soronegativas ao
Neospora caninum.

Palavras-chave: Neosporose, bovinos, periparto, inflamagao, abortamento.
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Abstract

Neospora caninum 1is considered a major cause of miscarriage in dairy cattle worldwide,
causing severe economic damage to bovine animals. The aim of the present study was to
evaluate whether Neospora caninum infection interferes in the gene expression levels of the
proinflammatory cytokines Interferon Gamma (IFN-y) and Interleukin 10 (IL-10) in parturient
dairy cows and their progenies. In eight dairy farms from four municipalities in the western
region of Parand, blood samples were collected from cows and progenies on the first day after
calving, totaling 54 adult animals and 55 heifers. New harvest was performed on calves at six
months of age. One of the deliveries was twin. The determination of anti-IgG antibody titres
against N. caninum was performed using the indirect immunofluorescence (IFI) technique,
which were considered positive when titers were greater than or equal to 1:100. Gene
expression of the cytokines was performed by qPCR and evaluated by the Relative
Quantification (QR) method. The occurrence of anti-N. caninum in newborns was 9,2% (5/54)
and progenies at birth was 12,5% (7/56). At six months of age, 42,8% (3/7) of the calves were
again seroreactive. In the eight monitored herds, 37.5% (3/8) had reactive animals. The
groups of seroreagent and non-seroreagent animals did not differ when evaluating IFN-y and
IL-10 levels for both cows and heifers (p> 0.05). Gene expression of the cytokines IFN-y and
IL-10 was lower, although not significantly, in heifers and cows seropositive in relation to
seronegative to Neospora caninum.

Key-words: Neosporosis, bovine, peripartum, inflammation, abortion.



47

INTRODUCAO

A neosporose tem sido relatada em todo o mundo como uma das causas de
abortamento e natimortos, principalmente em bovinos leiteiros (DUBEY; SCHARES;
ORTEGA-MORA, 2007), promovendo perdas econdmicas que se estima ultrapassar mais de
US800 milhdes ao ano mundialmente (REICHEL et al., 2013), sendo de dificil controle e
considerada a principal doenga reprodutiva de bovinos em todo o mundo (GUIDO et al.,
2016).

A transmissdo transplacentdria ¢ a forma mais frequente de infec¢ao pelo
parasita, sendo uma importante forma de manuten¢do do agente no rebanho, pois na maioria
das vezes ndo ocorre abortamentos, sendo assim, fémeas podem nascer congenitamente
infectadas e transmitir o agente para seus descendentes em gestacdes subsequentes, por varias
gestacdes (ANDERSON et al., 2000).

Ha mecanismos imunologicos mediados por células que sdo fundamentais
no controle do N. caninum em bovinos. Os componentes mais importantes da resposta imune
mediada por cé€lulas durante a gestacao sdo células T helper (Th), que regulam a resposta
imune através de citocinas. As citocinas realizam fungdes essenciais na defesa do hospedeiro
contra microorganismos intracelulares (ALMERIA et al., 2017). Ndo ha no Brasil pesquisas
que monitoraram citocinas em vacas leiteiras recém-paridas e em suas progénies.

O objetivo do presente estudo foi avaliar se a infeccdo pelo Neospora
caninum interfere nos niveis de expressao génica das citocinas pro-inflamatorias Interferon

Gamma (IFN-y) e Interleucina 10 (IL-10) em vacas leiteiras parturientes e nas suas progénies.

MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Uso Animal da

Pontificia Universidade Catélica do Parand — PUCPR (protocolo n® 0971).

Area de Estudo e Propriedades

Oito propriedades leiteiras pertencentes a quatro municipios da regido oeste
do estado do Parana participaram do estudo. Uma delas com sistema confinado de criagao,
média de producao de 30 litros/vaca/dia e 80 vacas em lactagdo, todas da raca Holandesa; as

outras sete propriedades possuiam sistema de criacdo semi-confinado, com média de
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produgdo entre 16 e 28 litros/vaca/dia, ¢ em média 40 vacas em lactagdo, sendo

predominantemente animais das ragcas Holandesa e Jersey.

Coleta de Material Biolégico

Entre o periodo de maio de 2013 a margo de 2014, foram colhidas amostras
de sangue de vacas leiteiras no primeiro dia apds o parto, totalizando 54 animais adultos. No
mesmo instante foram coletadas amostras das progénies fémeas destas vacas, totalizando 55
neonatos. Uma das vacas teve parto gemelar. Nova coleta, nas bezerras, foi feita aos seis
meses de idade.

Nao foi possivel realizar a coleta de sangue das bezerras antes que
consumissem o colostro.

Amostras de sangue foram colhidas através de venopuncdo da veia
coccigea, jugular ou mamaria com auxilio de Vacutainer®, em tubo sem anticoagulante e
outro com EDTA. Apos centrifugacao a 700 G por 10 minutos, obtiveram-se amostras de
soro. Amostras de sangue total e, apds centrifugacao a 700 G por 10 minutos, amostras de 0,3
ml de papa de leucécitos, com adi¢do de 0,6 ml do reagente Trizol Reagent® - Invitrogen™
para conservagao do RNA dos leucdcitos, foram coletadas dos tubos com anticoagulante. As
amostras foram mantidas em tubos de 1,5 ml, permanecendo armazenadas em freezer -80°C

até a realizagdo das analises.

Deteccio de anticorpos anti-Neospora caninum

A determinagao dos titulos dos anticorpos IgG anti-N. caninum foi realizada
por meio da técnica de imunofluorescéncia indireta (IFI) de acordo com Conrad et al. (1993).

Para a realizacdo da técnica, as laminas para pesquisa de anticorpos foram
preparadas com formas de taquizoitos brutos de Neospora caninum (cepa Nc-1) e foram
consideradas positivas (reagente) quando os titulos foram maiores ou iguais a 100
(VENTURINI et al., 1999). O conjugado anti-IgG de bovino (FITC — Sigma-Aldrich®) foi
padronizado para cada reag¢do. Controles, positivo e negativo, também foram incluidos em

todos os testes.
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Quantificacao de citocinas

A extragao de RNA foi realizada a partir da papa de leucécitos armazenado
com o Trizol Reagent® - Invitrogen™ seguindo as recomendagdes do fabricante.

Posteriormente, para constru¢do de cDNA a partir de Transcriptase Reversa
utilizou-se o kit ProtoScript® First Strand cDNA Synthesis Kit (New England Biolabs Inc.),
seguindo o protocolo descrito pelo fabricante. Apos a obtencdo de cDNA foi armazenado em
freezer -20°C para posterior realizacdo da qPCR.

Para realizacdo da qPCR, foram realizados ensaios de expressdo génica
através do sistema Tagman® Applied Biosystems utilizando primers inventoriados para
analise de IFN-y e IL10 (IFNg - Bt03212723 ml ; IL-10 - Bt03212727 ml) com GAPDH
(Forward Primer GCC CCG CGC TCT AAT GTT / Reverse Primer CGA CCT TCA CCA
TCT TGT CTC A / Probe ACC TTC CTC TGC CCA TAG CCG CA) utilizado como
controle enddgeno. Os ensaios foram conduzidos conforme orientacdes do fabricante.
Resumidamente, 1uL de cDNA foi adicionado a 5 pL. de TagMan®Universal Master Mix 11,
0,5uL primer/probe (IFN-y e IL10), 1,5 uL GAPDH mix (FW - 0,7 uL; RV - 0,7 uL; probe
0,1 uL), 0,4 uL BSA; H,O MilliQ 1,10 pL. As amostras foram analisadas através do Software
StepOne v2.2.2.

O gene de GAPDH foi utilizado para normalizar a PCR para a quantidade
de RNA adicionado as reacgdes de transcrigdo reversa. A quantificacao dos niveis de expressao
de mRNA de citocina foi realizada utilizando o método de Quantificagdo Relativa (QR)

(LIVAK e SCHMITTGEN, 2001).

Analise estatistica

As diferencas na QR das citocinas IFN-y e IL10 entre animais soropositivos

e soronegativos foram avaliadas pelo teste de Mann-Whitney U Test, considerando-se P<0,05

como significativo.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Ocorréncia de anticorpos anti-Neospora caninum

A ocorréncia de anticorpos anti-N. caninum nas vacas recém-paridas foi de
9,2% (5/54) e das progénies ao nascimento foi de 12,5% (7/56). Nos oito rebanhos
monitorados, 37,5% (3/8) apresentaram animais reagentes. Nas cinco vacas soropositivas ao
parto, 100% (5/5) das suas filhas foram também reagentes ao N. caninum. No entanto, em trés
das sete bezerras reagentes ao nascimento (42,8%) tinham suas progenitoras ndo reagentes ao
parto.

Das sete bezerras reagentes, apenas uma nao havia consumido colostro antes
da realizagdo da coleta de sangue. A maioria dos partos bovinos ocorreu no inicio da manha
ou final da tarde. Desta forma, considerando que os neonatos bovinos iniciam a mamada do
colostro aproximadamente 30 minutos apds o nascimento, torna-se dificil a coleta de sangue
de neonatos bovinos leiteiros antes do consumo do colostro (primeira secre¢cdo da glandula
mamaria). A Tabela 3 apresenta a titulacdo de anticorpos das bezerras sororreagentes ao
nascimento ¢ no sexto més de idade, assim como a titulagdo das vacas sororreagentes ao

parto.

Tabela 3. Resultados da sorologia por IFI e titulagdo nas bezerras reagentes ao Neospora caninum no
primeiro dia apds o nascimento e aos seis meses de idade, filhas de vacas reagentes ou ndo reagentes
ao parto.

i i Bezerra B
Bezerra N° Vaca Titulo Bezerra Titulo Titulo
Sexto més

1 + 400 + 800 - .
2 + 400 + 100 + 100
4 + 100 + 800 + 200
5 - . + 200 + 400
6 + 400 + 200 NR .

20 + 400 + 200 - .

42 - . + 100 - .

Nota: NR: Nao realizado; +: sororreagentes; -: soro nao reagente; .. nenhum resultado.

Segundo Dubey; Schares; Ortega-Mora (2007) o N. caninum ¢ um dos
microrganismos mais eficientes em transmitir a doenca pela via transplacentaria em bovinos,
pois aproximadamente 95% dos bezerros filhos de vacas soropositivas nascem infectados.

Neste trabalho, verificou-se que 100% das bezerras filhas de vacas soropositivas foram
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também sororreagentes ao nascimento, entretanto, tal porcentual ndo pode ser considerada
valido, pois apenas uma das sete bezerras ndo havia consumido colostro antes da coleta, e os
anticorpos colostrais podem promover reagdes soroldgicas positivas até 21 semanas apds o
nascimento, devendo-se entdo excluir dos estudos de soroprevaléncia os bezerros que
consumiram colostro até quatro meses de idade para impedir os resultados falso-positivos
(CARDOSO et al., 2008).

Segundo Bartley et al. (2012), a resposta imune do feto também
desempenha um papel crucial para o resultado da infeccdo. As respostas especificas de
anticorpos e as respostas celulares do feto contra o N. caninum foram em torno do 100° dia da
gestacdo em diante, havendo consequentemente a presenga de imunoglobulinas que podem
ser detectadas no soro do neonato. Assim, ainda que este ndo tenha ingerido o colostro, caso
imunoglobulinas estejam presentes no soro € sugestivo de uma infeccao intrauterina. Neste
trabalho, a Unica das bezerras sorologicamente positivas ao nascimento que ndo ingeriu o
colostro antes da coleta do sangue foi reagente também aos seis meses de idade sendo filha de
vaca também reagente, mostrando que houve a transferéncia vertical e que a bezerra manteve-
se reagente até a segunda coleta. Entretanto, para as outras seis bezerras soropositivas e que
ingeriram colostro antes da coleta, a soropositividade ndo pode ser considerada uma resposta
imune frente ao parasita durante o desenvolvimento fetal, pois imunoglobulinas podem ter
sido transferidas passivamente via ingestdo do colostro. Desta forma, nova avaliagao
soroldgica foi realizada aos seis meses de idade. Nas sete bezerras sororreagentes ao
nascimento, verificou-se que quatro destas ndo apresentaram novamente reatividade aos seis
meses, sugerindo que a soropositividade ao nascimento foi pela ingestdo de imunoglobulinas
provindas do colostro. No entanto, ndo se pode desconsiderar a possibilidade das trés bezerras
terem se infectado pela via oral durante o intervalo de tempo do nascimento aos seis meses de
idade.

A RIFI ¢ o teste considerado padrdo para o diagnostico de neosporose,
apesar da interpretagdo dos resultados ser subjetiva (CAMPERO et al, 2015). O titulo de
anticorpos ¢ um indicador indireto da exposi¢do do sistema imune a antigenos do protozoario.
Um aumento no titulo de anticorpos pode indicar reativagao e multiplicacdo do N. caninum.
Neste sentido, o aumento no titulo de anticorpos em fémeas portadoras, durante a gestagao,
pode ser reflexo da reativa¢do do protozoario (ANTONELLO et al., 2015). O titulo de corte
entre um resultado soronegativo € um soropositivo pode ser estabelecido desde 1:25,
entretanto, com este, considera-se a possibilidade de que o animal seja latentemente

soropositivo e que o aborto tenha sido causado por outros agentes. De acordo com Antonello



52

et al. (2015), dimuni-se a probalibilidade de ocorréncia de falsos positivos com a utiliza¢do da
dilui¢do de 1:200 do soro pela redugdo das reagdes soroldgicas cruzadas entre outros
protozoarios do mesmo filo. No entanto, fica dificil a comparagdo entre laboratdrios devido a
utilizacao de diferentes pontos de corte.

Nogoreda et al. (2007) avaliaram a cinética de anticorpos anti-N. caninum
durante a gestacdo de vacas leiteiras cronicamente infectadas. Observaram que existe um
aumento ou estabilizacdo na producao de anticorpos no terco médio da gestacdo ou antes
mesmo da ocorréncia do aborto. Ou seja, vacas infectadas podem nao apresentar reagao
sorologica ao parto. Esta pode ser a justificativa do alto percentual (95,9%) de neonatos
soropositivos filhos de vacas ndo reagentes ao parto neste trabalho. Otter et al. (1997) e
Thurmond e Hietala (1995) afirmam que resultados negativos em testes serologicos nao
devem ser considerados conclusivos, pois algumas vacas infectadas ou mesmo bezerros
podem nio ter anticorpos circulantes no momento da coleta, podendo variar com a idade e a
fase da gestacao.

Santos et al. (2005) citam que existe um consenso entre pesquisadores sobre
0 uso estrito de testes sorologicos para a detec¢ao da neosporose, sendo necessaria a aplicagao
de outros testes diagnodsticos, além de que a soronegatividade ndo pode excluir o N. caninum
como causa de abortamento. Da mesma forma, Ghanem et al. (2009) afirmam que a presenca
de anticorpos anti-N. caninum nos fluidos corporais de fetos ou de neonatos indica a presenca
de infecgdo, mas a auséncia de deteccao de anticorpos nao descarta a presenga da neosporose.

Portanto, fica claro que o diagndstico definitivo da neosporose ¢ possivel
por meio da utilizacdo de técnicas especificas como a imunohistoquimica, que identificam o
agente no feto (CABRAL et al., 2009). Entretanto, ¢ pouco comum observar o feto abortado
no ambiente e ha dificuldades logisticas para a realizacdo dos exames. Em contrapartida,
exames sorologicos sao de facil coleta, menor custo e de facil acesso a laboratdérios que os
realizem. Além disso, ha fatores imunologicos individuais de cada animal que podem estar
reprimindo a resposta imunoldgica e consequentemente impedindo a detec¢do sorologica do

agente, tornando o resultado obtido pouco util ao solicitante (GUIDO et al., 2016).

Expressido génica das citocinas nas vacas recém-paridas e nas bezerras

Assim como em outros parasitas intracelulares, os mecanismos

imunologicos mediados por células tém a atribui¢ao de ser o mais importante na reducao da
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multiplicagdo do N. caninum no hospedeiro, reduzindo assim a parasitemia (ALMERIA et al.,
2011).

A interacdo entre o sistema imunologico materno e fetal tem sido sugerida,
havendo uma replicagdo descontrolada do parasita dentro do feto imaturo resultando na
circulagdo de grande numero de parasitas de volta para a placenta, o que por sua vez leva a
uma maior resposta imune materna (ROSBOTTOM et al., 2008). No entanto, ainda ndo esta
claro se os proprios parasitas, ou uma forte resposta imune inflamatoéria aos parasitas, que
causam necrose das células epiteliais placentarias e consequentemente levam a morte do feto
(ROSBOTTOM et al., 2011).

Vacas possuem mecanismos imunoldgicos mediados por células que
promovem o controle do N. caninum, amenizando as consequéncias ao sistema reprodutivo. O
mecanismo mais importante ocorre pela resposta imune mediada por células durante a
gestacao por meio de células T helper (Th), que regulam a resposta imune através da secre¢ao
de citocinas. Ha citocinas inflamatdrias (derivadas de células Thl), como por exemplo, o IFN-
Y, que desempenham um papel critico na defesa do hospedeiro contra microorganismos
intracelulares (imunidade celular); e citocinas antiinflamatorias (derivadas de células Th2),
como a IL-10, que promovem a ativagdo e manutengdo da resposta imune humoral ou
mediada por anticorpos (ALMERIA et al., 2017).

A imunidade envolvendo citocinas pro-inflamatorias como o IFN-y ¢
intrinseca para o desenvolvimento da imunidade protetora do hospedeiro, e o IFN-y tem se
mostrado ativo contra o N. caninum em bovinos experimentalmente infectados (LOPEZ-
GATIUS et al., 2007).

Hé uma relagdo entre a produ¢ao de IFN-y e um risco reduzido de aborto em
vacas infectadas com N. caninum. A resposta imune humoral contra N. caninum durante a
gestagdo em vacas que nao abortaram mas que sdo infectadas ¢ diminuida em vacas com a
presenga de IFN-y em comparacdo com vacas sem IFN-y. O problema ¢ tentar entender a
maneira pela qual a produ¢do de IFN-y, que raramente compromete a gestagdo em vacas
cronicamente infectadas, poderia de fato ser protetora contra o aborto. Compreender essa
questdo-chave pode ser essencial para o sucesso de futuras terapias em vacas cronicamente
infectadas (LOPEZ-GATIUS et al., 2007).

Em animais naturalmente infectados, a produgdo de IFN-y tem sido
relacionada a protecdo contra o aborto, embora, o excesso de IFN-y possa resultar em morte

fetal (ALMERIA et al., 2011).
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Neste trabalho, os grupos de animais sororreagentes € ndo sororreagentes
ndo diferiram entre si quando avaliado os niveis de IFN-y e IL-10, tanto para as vacas quanto
para as bezerras (p>0,05). As médias de IFN-y apresentaram os seguintes valores entre
animais soropostivos e soronegativos: vacas (0,68 e 0,75, respectivamente) e bezerras (0,49 e
1,04, respectivamente). Enquanto a IL-10 apresentou maior variacdo das médias entre os
grupos soropositivos e soronegativos, sendo: nas vacas 0,12 e 1,03, respectivamente, e

bezerras 0,56 ¢ 3,8, respectivamente (Tabela 4).

Tabela 4 — Expressdo génica das citocinas IFN-y e IL-10 em leucdcitos de vacas e bezerras
soropositivas e soronegativas ao Neospora caninum pela técnica da qPCR em tempo real. Média e
desvio-padrdo dos valores em Quantificagdo Relativa (QR).

Categoria Sorologia IFN-y Valor de p IL-10 Valor de p
Soropositivas 0,68 £1,53 0,12+0,26
Vacas 0,35 0,21
Soronegativas 0,75+ 1,09 1,03+ 1,48
Soropositivas 0,49 £0,17 0,56 £0,38
Bezerras ‘ 0,55 0,72
Soronegativas 1,04 £ 0,62 3,8+9.21

Desta forma, portanto, estes dados sugerem que houve uma resposta imune
materna ativa na placenta em resposta ao parasita, mas importantemente ¢ que a resposta nao
tenha ocorrido em excesso pela IFN-y ndo resultando em danos suficientes a placenta para
causar morte fetal e o abortamento, e nem pela falta de IL-10 que ndo permitiria a manutengao
da gestacdo, ou seja, houve possivelmente um equilibrio entre respostas Thl e Th2. Mesmo
com uma menor presenca do IFN-y nas vacas soropositivas em relagdo as soronegativas, nao
houve morte neonatal ou neonatos com sintomatologia nervosa.

A resposta imune fetal pode controlar o crescimento do parasita e conduzir a
diferenciagdo dos taquizoitos aos bradizoitos, o que resulta em infeccdo persistente. A
presenca de uma resposta imune materna ativa na placenta ndo ¢ por si s6, fatal para o feto,
embora ndo se pode descartar o fato de que a magnitude da resposta materna pode ser
importante. No entanto, sugere-se que a competéncia imunolodgica fetal também pode ser um
fator significativo na determina¢do ou ndo da ocorréncia do aborto (ROSBOTTOM et al.,
2011).

Estudos em camundongos mostraram que a protecdo contra N. caninum ¢&
dependente da expressdo de citocinas do tipo Thl, incluindo IL-12 e IFN-y, e a resposta
imunitaria em bovinos parece seguir um perfil semelhante, pois expressam niveis elevados de

IFN-y em resposta ao antigeno parasitario (BASZLER et al. 1999). Consequentemente, a
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patologia imunomediada foi proposta como uma possivel causa de aborto apos infecg¢do por
N. caninum.

Durante a gestacao, parece haver uma tendéncia de maior concentragao de
citocinas Th2 (IL-10), e ndo das Th1l (IFN-y) que promoveriam protecao contra protozoarios.
De forma vantajosa, a maior concentracdo de Th2 estd associada com a implantacdo bem
sucedida do feto e a manuten¢do da gestacdo no inicio pela supressdo de respostas
inflamatoérias locais (CHAOUAT; ZOURBAS; OSTOIJIC, 2002; WEGMANN et al., 1993).
No entanto, nos tercos médio e final da gestagdo, a vaca estaria mais susceptivel a
protozoarios, ndo sendo capaz de controlar a infec¢do pelo N. caninum (LONG et al., 2000).

Observou-se neste trabalho que a QR da citocina IL-10 nas vacas
soropositivas foi de 0,12 (+0,26) e nas soronegativas 1,03 (+1,48), ou seja, menor, mas sem
diferenca significativa.

O resultado da infeccdo por N. caninum depende do tempo de infeccdo, ja
que a infecgdo transplacentdria na gestagdo precoce resulta na morte fetal, enquanto que, no
final da gestacdo, o feto sobrevive, mas ha chances de tornar-se persistentemente infectado
(ROSBOTTOM et al., 2007). Portanto, como sugerido para a infeccdo por Toxoplasma
gondii, pode ser que no inicio da prenhez a resposta Thl protetora materna a N. caninum
promova a perda gestacional, enquanto que no final da gestacdo uma resposta Th2 dominante
a mantenha, mas permita a infec¢do do feto (ROSBOTTOM et al., 2007).

De acordo com Almeria et al. (2011) a expressao aumentada de IL-10 ¢
observada especialmente na cartincula, juntamente com a expressdo significativamente
aumentada de IL-10 observada nos fetos infectados poderia refletir no envolvimento desta
citocina na supressao de inflamagdo local, pela regulacdo negativa da produ¢do de monocinas
e IFN-y. O aumento da producao de IL-10 também tem sido relacionado ao aumento da
suscetibilidade de camundongos fémea gestantes a infec¢ao por Leishmania € a uma menor
capacidade da fémea em controlar as infecgdes por N. caninum durante a gestagdo
(ALMERIA et al., 2011).

Essencialmente as citocinas Thl, como o IFN-y e a IL-12 na imunidade
contra N. caninum, tem sido indicadas. Em bovinos com a doeng¢a na forma cronica infectados
naturalmente, um papel protetor do IFN-y também foi observado (KHAN et al., 1997,
BAZSLER et al, 1999).

Em vacas naturalmente infectadas, foi detectado um risco de aborto 15,6

vezes maior em vacas soropositivas ndo produtoras de IFN-y do que em animais
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seronegativos. A neosporose ndo promoveu risco de aborto em vacas soropositivas produtoras
de IFN-y (LOPEZ-GATIUS et al., 2007).

Hecker et al. (2015) avaliaram a expressdo génica pela imunohistoquimica e
gPCR de IFN-y e IL-10 entre diferentes grupos que foram artificialmente infectados de
diferentes formas pelo N. caninum aos 70 dias de gestacdo. Mensuragdes foram feitas aos 104
dias de gestagcdo. Quando comparado ao grupo controle (de vacas ndo infectadas), verificaram
que tanto a IFN-y como a IL-10 de vacas infectadas foram significativamente superiores.

Almeria et al. (2011) infectaram novilhas prenhas aos 110 dias de gestacdo e
avaliaram a expressao génica pela qPCR de diversas citocinas Thl e Th2 trés semanas depois.
Verificaram que a expressdo génica de IFN-y e IL-10 foram superiores em vacas infectadas
em relacdo as controle, no entanto, sem diferengas significativas.

Contrariamente, neste trabalho, verificou-se que a expressao génica, tanto
do IFN-y como da IL-10, foram menores nas vacas soropositivas em rela¢do as soronegativas,
no entanto, sem diferencas significativas. Ainda que menores, destaca-se a inexisténcia de
bezerros natimortos ¢ mortalidade neonatal nas soropositivas.

Pode-se considerar que no terco final da gestacao, apesar da baixa expressao
génica do IFN-y, este pode ter, além de protegido o feto contra o N. caninum, também
mantido a gestacdo, j& que em excesso pode ocasionar aborto ou rejei¢cao do feto, conforme
indicam as referéncias. Além disso, também no terco final de gestacdo, a IL-10 com menor
QR nas soropositivas pode ter tornado as vacas menos susceptiveis ao agente, ja que ¢
destacada a sua acdo, quando em elevada concentracdo, na manutengdo da gestagdo pela
supressao de respostas inflamatorias, mas em contrapartida, tornando a vaca mais susceptivel
ao N. caninum.

Nao foram encontrados trabalhos que justificassem e explicassem a maior
ou menor concentracdo de determinadas citocinas no colostro, havendo, portanto a
necessidade de novas pesquisas que venham a sanar esta questao.

Almeria et al. (2011) afirmam que o controle imunologico do parasita na
placenta ou pelo feto poderia ser a chave para determinar o mecanismo do aborto e/ou a

transmissao transplacentaria para o feto.
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CONCLUSAO

A expressao génica das citocinas IFN-y e IL-10 foi menor, apesar de ndo
significativamente, em bezerras e vacas soropositivas em relagdo as soronegativas ao

Neospora caninum.
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6 CONCLUSAO GERAL

Este estudo mostrou que ha uma alta ocorréncia de anticorpos anti—N.
caninum em neosporose em vacas leiteiras com historico de abortos.

A soroprevaléncia em vacas recém-paridas foi menor do que as suas
progénies, havendo, possivelmente, influéncias da imunossupressdo durante o periparto.

Hé diferencas na expressao génica das citocinas IFN-y e IL-10 entre vacas e
bezerras soropositivas ao Neospora caninum em relagdo as soronegativas. A expressao génica

do IFN-y e da IL-10 é menor nas vacas e bezerras soropositivas em relagdo as soronegativas.



