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RESUMO

A neosporose bovina € uma enfermidade parasitaria causada pelo protozoario
intracelular  obrigatério Neospora caninum (filo Apicomplexa, familia
Sarcocystidae), formador de cistos. Enfermidade de distribuicdo cosmopolita, a
neosporose apresenta forte associagdo com o abortamento bovino, sendo N.
caninum considerado o protozoario mais importante para essa espécie. A
principal rota de transmissdo € a vertical determinando a neosporose do tipo
endémica nos rebanhos. Racgas locais brasileiras como o gado Curraleiro e
Pantaneiro apresentam como caracteristicas preponderantes a rusticidade e
resisténcia as condicdes adversas tais como caréncia nutricional e desafios
microbiolégicos. O programa de conservacao destas ragas incentivou estudos que
visam o0 maior conhecimento das particularidades destes animais. A proposta
deste trabalho foi avaliar a soropositividade destas ragas para N. caninum e a
ocorréncia de transmissdo vertical nos rebanhos, permitindo determinar a
importancia da neosporose bovina nestes rebanhos. Cinco propriedades criadoras
de Curraleiro (estado de Goias) e uma criadora de Pantaneiro (estado de Mato
Grosso do Sul) foram acompanhadas. Foi colhido sangue das fémeas em idade
reprodutiva e de suas crias antes da ingestdo do colostro, quando possivel.
Quando néo, foi colhido sangue das crias periodicamente (cinco colheitas) até em
torno dos dez meses de idade. Um total de 358 animais foi analisado, sendo 249
(198 fémeas e 51 bezerros) Curraleiros e 109 (62 fémeas e 47 bezerros)
Pantaneiros. Avaliou-se a soropositividade para N. caninum por meio das técnicas
de imunofluorescéncia indireta (ponto de corte = 1:200) e ELISA indireto
(HerdChek® IDEXX Laboratories) (ponto de corte S/P > 0,50). A ocorréncia total
de soropositivos foi 47,49% (170/358), com 51% (127/249) do gado Curraleiro e
39,45% (43/109) do gado Pantaneiro soropositivo. Cem por cento das
propriedades acompanhadas apresentaram animais positivos. O maior titulo
encontrado foi de 1:25600. A taxa de transmissao vertical geral observada nos
rebanhos foi de 51% (95%, IC 37%-64%), sendo de 48% (95%, IC 30%-66%) no
gado Curraleiro e de 54% (95%, IC 35%-73%) no Pantaneiro. N&o houve
associagao estatisticamente significativa entre titulo ou raca das mées e
ocorréncia de transmissdo vertical (OR 0,79; IC 0,27-2,34 95%). Uma
concordancia moderada-baixa foi verificada entre as duas técnicas de diagndstico
utilizadas (k = 0,34). Assim, N. caninum esta presente nos rebanhos bovinos das
racas Curraleiro e Pantaneiro, com consideraveis taxas de soropositividade e
transmissao vertical. Embora amplamente distribuido, N. caninum parece nao
representar problema nos rebanhos Curraleiro e Pantaneiro, visto que problemas
de abortamento sao raros e as fémeas apresentam boa fertilidade, dentro das
limitagbes das racgas.

Palavras-chave: racas locais, transmissao transplacentaria, neosporose bovina,
imunofluorescéncia indireta, ELISA
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ABSTRACT

Bovine neosporosis is a parasitic disease of cosmopolitan distribution, caused by
the obligatory intracellular cyst forming protozoan Neospora caninum (Phylum
Apicomplexa, family Sarcocystidae). It has a strong association with bovine
abortion, being N. caninum protozoan considered the most important for this
species. The main route of transmission is vertical, determining the endemic-type
neosporosis in cattle. Brazilian local breeds as Curraleiro and Pantaneiro present
hardiness and resistance to adverse conditions, e.g. poor nutrition and
microbiological challenges, as predominant characteristics. The conservation
program of such breeds has encouraged studies aiming at a greater knowledge of
these animals’ peculiarities. The purpose of this study was to assess the
seroprevalence of these breeds for N. caninum and the occurrence of vertical
transmission in herds, evaluating the importance of bovine neosporosis for these
herds. Five farms in the state of Goias and one in the state of Mato Grosso do Sul,
with Curraleiro and Pantaneiro herds, respectively, were observed. Blood was
collected from females at reproductive age and their offspring before colostrum
intake, if possible. If it was not possible, blood was periodically collected from the
offspring (five collections) until about ten months of age. A total of 358 animals
was examined, 249 (198 females and 51 calves) Curraleiros and 109 (62 females
and 47 calves) Pantaneiros. Seropositivity to N. caninum was evaluated by using
the indirect immunofluorescence (cutoff = 1:200) and ELISA (HerdChek® IDEXX
Laboratories) (cutoff S/P = 0.50). The total incidence of seropositives was 47,49%
(170/358), 51% (127/249) Curraleiro and 39,45% (43/109) Pantaneiro. One
hundred percent of the farms observed presented seropositive animals. The
highest titer was 1:25600. The overall vertical transmission rate observed in herds
was 51% (95%, Cl 37%-64%), being 48% (95%, Cl 30%-66%) in Curraleiro and
54% (95%, Cl 35%-73%) in Pantaneiro. There was no statistically significant
association between breed or titer of the cows and the occurrence of vertical
transmission (OR 0,79; CI 0,27-2,34 95%). A low-moderate agreement was found
between the two diagnostic techniques used (k = 0.34). Thus, N. caninum is
present in Curraleiro and Pantaneiro cattle breeds, with significant rates of
seropositivity and vertical transmission. Although widely distributed, N. caninum
does not seem to cause problems in Curraleiro and Pantaneiro herds, as abortion
problems are rare and females have good fertility, within the constraints of the
breed.

Keywords: local breeds, transplacental transmission, bovine neosporosis, indirect
immunofluorescence, ELISA



1 INTRODUGAO

Neospora caninum € um protozoario coccidio, intracelular obrigatorio,
do filo Apicomplexa e familia Sarcocystidae. Foi primeiramente identificado e
isolado de cdo domeéstico, um de seus hospedeiros definitivos, que apresentou
sintomatologia neuromuscular. Entretanto, por provocar maiores danos a espécie
bovina, especialmente no campo reprodutivo, os estudos tém se concentrado
nesta espécie, no intuito de ampliar o conhecimento acerca deste parasito,
principalmente sob aspectos de patogenia, viruléncia, infectividade, diversidade
genética, dentre outros.

Paralelamente, estudos de prevaléncia sdo conduzidos em diversas
partes do mundo, revelando o carater cosmopolita da distribuicdo de N. caninum
nos rebanhos. Trabalhos focando a epidemiologia do parasito nos bovinos
concluiram que as taxas de soropositividade sofrem influéncias diversas, desde o
tipo de manejo adotado até a presenga ou nao do hospedeiro definitivo na
propriedade.

Este ultimo fator chama a atengcdo para outra caracteristica da
neosporose bovina: suas variadas formas de transmissao. Desde a identificagao
do cdo doméstico como primeiro hospedeiro definitivo, capaz de eliminar oocistos
nas fezes e contaminar o ambiente, identificou-se a forma horizontal de
transmissao, que consiste na ingestao por parte dos hospedeiros intermediarios,
do oocisto maduro (esporulado) do parasito, a exemplo de outros individuos do
mesmo filo. Entretanto, foi observado por estudiosos que, mesmo onde nao é
identificada a presenga de hospedeiro definitivo, sugerindo que a transmissao
horizontal ndo ocorra, altas taxas de soropositividade sao observadas. Este fato
chamou a atencao para outra via de transmissé&o: a via vertical, caracterizada pela
exposigao intra-uterina do feto ao parasito. A importancia desta via € tamanha que
€ considerada o principal modo de manutencdo da enfermidade no rebanho
bovino.

Assim, a avaliagdo desta rota de transmissdo dentro do rebanho
passou a ser importante para o conhecimento do status de infeccdo de uma
populacdo bovina. A partir desses estudos, outros fatores de risco associados a

neosporose bovina foram identificados, como a reposicdo de rebanho com
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fémeas da propria fazenda, sem o devido monitoramento soroldgico destes
animais. Foi possivel entdo a adogao de estratégias de controle que visam, nao
somente a interrupgao da via horizontal, mas também a quebra da transmisséo de
mae para filho.

Mais recentemente, diante da identificagdo de animais silvestres como
hospedeiros naturais de N. caninum, foi questionada a existéncia de um ciclo
silvestre, e que este provavelmente interfere na soroepidemiologia nos rebanhos
domeésticos. Estudos nesta area tém reforcado a teoria da existéncia deste ciclo
silvestre da neosporose, porém sua interferéncia nos bovinos domésticos
permanece nao esclarecida.

Apesar de todo o conhecimento acumulado sobre N. caninum e a
neosporose bovina, muito ainda precisa ser estudado. Em diversas partes do
mundo, se desconhece a real situagdo dos animais em relagdo ao parasito (nivel
de soropositividade e transmissdo vertical, além de prejuizos na esfera
reprodutiva). Mesmo onde a enfermidade é bem estudada, como é o caso do
Brasil, em populagcdes especificas de bovinos os dados sao escassos e
insuficientes para a determinacao do impacto da enfermidade. Rebanhos de ragas
locais, como o Curraleiro e o Pantaneiro sdao exemplos.

As ragas bovinas locais, trazidas ao continente americano pelos
colonizadores, sofreram ao longo das décadas cruzamentos ndo controlados e
selecao ambiental que resultaram em animais extremamente adaptados as
particularidades edafoclimaticas de biomas brasileiros. Apresentam como
caracteristicas preponderantes a rusticidade e resisténcia as condi¢gdes adversas
tais como caréncia nutricional e desafios microbiolégicos. Criadores ressaltam
que estes animais sao de facil criacdo, sendo baixas as ocorréncias de problemas
sanitarios. Por esse motivo, sdo ideais para a criacdo em sistema familiar,
requerendo menor investimento por parte do criador, indicadas para muitas das
propriedades rurais brasileiras. Mesmo diante destas vantagens, estas ragas
estdo ameacadas de extingdo, devido a busca de individuos mais produtivos
(especializados). Assim, reconhecida a importancia dos animais de racas locais
brasileiras, nucleos de conservacado foram implantados visando impedir o seu

desaparecimento.



3

Com os objetivos de conservacdo e utilizacdo desses animais,
adaptados e indicados aos biomas da regidao Cento-Oeste, diversos projetos
foram e estdo sendo desenvolvidos, destacando-se “Racgas bovinas naturalizadas:
uma alternativa para o desenvolvimento sustentavel de Cerrado e Pantanal’,
“Preservacao e Utilizacdo do Gado Curraleiro e Pantaneiro” e “Caracterizacao,
Conservagcao e Uso das Racas Bovinas Locais Brasileiras: Curraleiro e
Pantaneiro”, desenvolvidos por uma rede multidisciplinar e interinstitucional de
pesquisadores, gerando dissertagcdes e teses e envolvendo também criadores
destas racas.

Neste cenario esta inserida a proposta deste trabalho, que pretendeu
avaliar a soropositividade destas ragas para N. caninum e a ocorréncia de
transmissao vertical nos rebanhos. Estdo aqui apresentados dados obtidos no
acompanhamento realizado em cinco propriedades criadoras da raca Curraleiro
no estado de Goias e da propriedade Nhumirim, pertencente a Embrapa Pantanal,
que é um nucleo de conservagao da raca Pantaneiro, no estado de Mato Grosso

do Sul.
AN



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Neospora caninum

2.1.1 Historico e situagao taxonémica

A primeira descricdo de um agente, identificado como protozoario
esporozoario e formador de cistos, associado com lesdes no sistema nervoso
central e musculatura esquelética de caes ocorreu na Noruega, no ano de 1984.
BJERKAS et al. (1984) identificaram um parasito coccidio, estruturalmente
semelhante ao Toxoplasma gondii e Besnoitia. Porém os animais acometidos n&o
apresentaram anticorpos ao Toxoplasma, levantando a possibilidade de tratar-se
de um novo parasito.

Anos mais tarde, DUBEY et al. (1988a) relataram nos Estados Unidos,
a ocorréncia de caes com quadro clinico de meningoencefalomielite e miosite,
acometidos por um parasito que, embora semelhante ao Toxoplasma,
apresentava claras diferengas estruturais e antigénicas. Indicaram a criacdo de
um novo género e especie para denominar este agente, surgindo entdo Neospora
caninum. Nesse mesmo ano, DUBEY et al. (1988b) isolaram N. caninum em
cultura de células e em camundongos, a partir de tecidos de cées jovens que
apresentavam paresia de membros, sendo este o primeiro isolado do parasito.

No ano seguinte, também nos Estados Unidos, um novo relato
contribuiu para elucidar o ciclo biolégico de N. caninum, indicando um novo
hospedeiro susceptivel. DUBEY et al. (1989) identificaram o protozoario como
causador de mielite em bezerros recém nascidos, com consequente paralisia. Foi
ainda no ano de 1989 que o parasito foi responsabilizado por causar desordens
na esfera reprodutiva, diferentemente dos danos neuromusculares identificados
até entdo. THILSTED & DUBEY (1989), no Novo México, apontaram N. caninum
como causador de abortamentos e mortalidade neonatal em bovinos, fato que
chamou a atengéo para a importancia deste parasito como agente de perdas na

producao, resultando em grande impacto econémico.
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A importancia econdmica de N. caninum foi reafirmada no momento em
que este foi relatado como principal agente causador de abortamentos em
rebanhos de exploracéo leiteira na California (ANDERSON et al., 1991; BARR et
al., 1991).

DUBEY et al. (1992) relataram pela primeira vez, por meio de infeccao
experimental, a capacidade de transmissao vertical de N. caninum em bovinos da
ragca Jersey. No ano seguinte, foi descrita a obtencdo do primeiro isolado de
origem bovina, a partir de tecido nervoso de dois fetos bovinos abortados
(CONRAD et al., 1993a).

No Brasil, a primeira identificacdo de N. caninum foi feita por
BRAUTIGAM et al. (1996), que relataram bovinos de leite e corte soropositivos
nos estados de S&o Paulo e Mato Grosso do Sul, respectivamente.
Posteriormente, GONDIM et al. (1999a; 1999b) identificaram animais
soropositivos em gado de aptidao leiteira, além de identificarem o parasito em um
feto bovino abortado, com aproximadamente oito meses, oriundo de uma
propriedade com histérico de abortamentos recentes.

Neospora caninum € classificado sob a seguinte ordem taxondémica: filo
Apicomplexa, subfilo Sporozoa, classe Conoidasida, subclasse Coccidia, ordem
Eucoccida, subordem Eimeriina, familia Sarcocystidae. Dentro desta mesma
familia estdo incluidos os géneros Toxoplasma, Sarcocystis, Hammondia,
Besnoitia (DUBEY et al., 1988a; ELLIS et al., 1994; SPEER et al., 1999;

MUGRIDGE et al., 2000).
A

2.1.2 Caracteristicas estruturais e biolégicas

Neospora caninum € um protozoario esporozoario, nao apresentando
qualquer tipo de meio de locomogao (cilios ou flagelos), exceto os
microgametdcitos no seu ciclo sexuado. E um parasito intracelular obrigatério, e
como os demais membros do filo Apicomplexa, apresenta a caracteristica de
possuir uma estrutura denominada complexo apical na regido anterior, que

contém organelas como roptrias, micronemas, anéis polares e condide,
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responsaveis pelo processo de reconhecimento, adesdo e invasao de maneira
ativa da célula hospedeira (SPEER et al., 1999; DUBEY et al., 2002).

Uma vez executado o processo de invasdo, o parasito permanece no
citoplasma da célula, envolto em um vacuolo parasitéforo. Esta caracteristica
permite que se multiplique sem sofrer acdo das enzimas lisossomais. A
multiplicagdo se da por endodiogenia, podendo cada parasito dar origem a
centenas de novos organismos, ocasionando a ruptura da membrana do vacuolo
e também da célula, liberando os parasitos para iniciarem novo processo de
reconhecimento, adesao e invasédo de outras células susceptiveis (HEMPHILL et
al., 1996).

O parasito apresenta trés formas bioldégicas basicas, com
caracteristicas morfolégicas e metabdlicas distintas, conforme a etapa do seu
ciclo de vida. A primeira delas, responsavel pela maior parte dos efeitos deletérios
aos hospedeiros, € o taquizoito. Este é o estagio de multiplicacdo rapida de N.
caninum. Possui forma variando de ovoide, lunar ou globular e tamanho que gira
em torno de sete micrémetros de comprimento por dois micrémetros de largura.
Tal variagao depende de o parasito estar ou ndo em processo de multiplicagao e
em qual estagio se encontra. Taquizoitos podem parasitar uma variedade de
células como macrofagos, hepatocitos, fibroblastos, endotélio vascular e dos
tubulos renais, midcitos e células neuronais (DUBEY & LINDSAY, 1996; SPEER
et al., 1999; DUBEY et al., 2002).

A segunda forma bioldgica é o bradizoito, encontrado no interior de
cistos teciduais do hospedeiro. E uma forma de multiplicacdo desacelerada de N.
caninum, representando um mecanismo de resisténcia do parasito frente a uma
resposta do sistema imunolégico do hospedeiro no curso da infecgao
(COLLANTES-FERNANDEZ, 2003). Apresenta forma semelhante ao taquizoito,
com tamanho em torno de oito micrometros de comprimento por dois micrometros
de largura. Permanecem com capacidade infectante por longos periodos no
interior dos cistos, apresentando resisténcia ao acido cloridrico e a pepsina,
indicando a necessidade da ingestao destes por um hospedeiro carnivoro para a
continuagao do ciclo (LINDSAY & DUBEY, 1990). Os cistos tissulares apresentam
predominantemente forma oval, com cerca de 107 micrémetros de comprimento.

A parede é espessa, comparativamente aos cistos de Toxoplasma, com
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aproximadamente quatro micrébmetros de largura. Sdo encontrados principalmente
em tecido do sistema nervoso e muscular estriado (DUBEY & LINDSAY, 1996;
SPEER et al., 1999; DUBEY et al., 2002).

A terceira forma biolégica € o esporozoito, presente no interior dos
esporocistos, que por sua vez estdo dentro do oocisto. Este apresenta forma
ovoide e mede cerca de doze micrébmetros de comprimento. Quando maduro
(esporulado), contém dois esporocistos, de forma oval e medindo cerca de seis a
oito micrometros de comprimento cada. Ambos contém quatro esporozoitos, que
tém forma alongada e medem seis micrometros de comprimento por dois
micrébmetros de largura. O oocisto esta presente em fezes dos hospedeiros
definitivos e, quando maduro, é a forma infectante que contamina o ambiente

(DUBEY et al., 2002). As formas bioldgicas estao exemplificadas na Figura 1.

10 pm

FIGURA 1 — Formas biolégicas de N. caninum. (A) Taquizoitos no interior de
vacuolo parasitéforo (Pv) em cultura de fibroblastos de pele
humana (linhagem HS68). Taquizoito no citoplasma da célula
hospedeira sem vacuolo visivel (seta). (B) Cisto tissular em cérebro
de gerbil experimentalmente infectado, 99 dias p.i., com destaque
para espessura da parede cistica (cabegas de seta) (DUBEY et al.,
2002). (C) Oocisto nao esporulado, com massa central. (D) Oocisto
esporulado com dois esporocistos (seta), e contendo esporozoitos
(cabecas de seta) (McCALLISTER et al., 1998). A



a) Hospedeiros susceptiveis

E caracteristica de N. caninum a capacidade de infectar uma variada
gama de hospedeiros. Os definitivos sdo necessariamente carnivoros, sendo
conhecidas e comprovadas quatro espécies de canideos até o momento: o cao
doméstico (Canis lupus familiaris) (McALLISTER et al., 1998; LINDSAY et al.,
1999), o coiote (Canis latrans) (GONDIM et al., 2004a), o dingo (c&o silvestre
australiano — Canis lupus dingo) (KING et al.,, 2010) e o lobo cinzento (Canis
lupus) (DUBEY et al., 2011). Quanto aos hospedeiros intermediarios, além do cao
e do bovino, existem relatos de infecgdo natural em cabra, ovelha, cavalo, bufalo,
camelo, varias espécies de cervos, antilope, bisdo, guaxinim, coiote, raposa, lobo,
felinos selvagens, rinoceronte, roedores, lagomorfos, javali e mamiferos marinhos
(ALVAREZ-GARCIA, 2003; DUBEY et al, 2003; DUBEY et al., 2007).
Experimentalmente, foram relatadas infecgbes em ratos, camundongos, gerbil,
gato domeéstico, suino, céo, raposa, coiote, bovinos, ovinos, caprinos, macaco
rhesus e algumas espécies de aves, carnivoras ou ndo (ALVAREZ-GARCIA,
2003).

O potencial zoonédtico do parasito ainda nao foi completamente
esclarecido. Entretanto, relatos de sorologia positiva em humanos com algum tipo
de imunodeficiéncia ou ndo, associado ao fato do sucesso obtido na infecgao
experimental em primatas ndo-humanos, ndo permite afirmar que tal potencial
nao exista, sendo necessarios estudos adicionais para elucidar esta questao
(TRANAS et al., 1999; LOBATO et al., 2006; DUBEY et al., 2007; BENETTI et al.,
2009).

b) Ciclo bioldgico

Neospora caninum apresenta ciclo biolégico do tipo heteroxeno, com
participacdo de hospedeiros definitivos e intermediarios. Utiliza duas formas
distintas de reproducgao: assexuada, que acontece nos tecidos do organismo dos
hospedeiros intermediarios e definitivos, caracterizada pela multiplicacdo rapida

dos taquizoitos, ou lenta dos bradizoitos; e sexuada, que embora nao tenha sido
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totalmente descrita, acontece no sistema digestivo dos hospedeiros definitivos.
Acredita-se, pela semelhanca que apresenta com Toxoplasma, que ocorra a
invasao das células cilindricas ciliadas do epitélio intestinal, forma¢ao de macro e
microgametas, com posterior fecundagao e produgdo de oocistos, caracterizando
o chamado ciclo enteroepitelial, comum a outros membros da familia
Sarcocystidae (DUBEY et al., 2002; DUBEY et al., 2007).

Os hospedeiros definitivos se tornam infectados ao ingerirem tecidos
dos hospedeiros intermediarios que contenham cistos com badizoitos. Dentro de
cinco a 20 dias apds a ingestdo dos bradizoitos, oocistos imaturos (ainda nao
esporulados) comegam a ser eliminados nas fezes. Estes se tornam maduros
(esporulados) em 24 a 72 horas, dependendo de condi¢gbes favoraveis de
umidade, temperatura e concentragcdo de didxido de carbono no meio, tornando-
se assim infectantes aos hospedeiros intermediarios. Estes se tornam infectados
ao ingerirem agua e alimentos contaminados com oocistos maduros. Na luz
intestinal, a parede do oocisto e dos esporocistos é digerida e os esporozoitos
penetram no epitélio intestinal, diferenciando-se em taquizoitos e dando inicio ao
processo de invasdo das células hospedeiras. Diante da resposta do sistema
imune do hospedeiro, como mecanismo de escape e manutengdao no organismo
parasitado, os taquizoitos se diferenciam em bradizoitos, desacelerando sua
multiplicagdo e agrupando-se no interior dos cistos nos tecidos, principalmente do
sistema nervoso (McALLISTER et al., 1998; DUBEY et al., 2002; DUBEY et al.,
2007). A Figura 2 traz uma representagao esquematica do ciclo bioldégico de N.

caninum.



10
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FIGURA 2 — Ciclo biolégico de Neospora caninum.
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c) Isolados e diversidade intra-especifica

Até o momento, o parasito foi isolado a partir de caes, bovinos,
cervideos, bufalos e ovinos (GONDIM et al., 2001; RODRIGUES et al., 2004;
VIANNA et al., 2005; PENA et al., 2007; GARCIA-MELO et al., 2009). Estudos
tém sido realizados com o objetivo de conhecer mais detalhadamente estes
isolados, sob diversos aspectos.

Camundongos de diversas linhagens, principalmente Balb/c e Knockout
(KO) tém sido utilizados para demonstrar diferentes graus de susceptibilidade a
infeccdo por diferentes isolados de N. caninum em todo o mundo.
Caracterizagbes patogénicas, antigénicas e moleculares tém revelado que os
diversos isolados ja obtidos, embora pertengam a espécie Neospora caninum,
apresentam particularidades no que diz respeito a sua viruléncia, invasividade,
patogenicidade e capacidade de provocar manifestagdes clinicas em seus
hospedeiros, principalmente abortamentos (ATKINSON et al., 1999; SHIBAHARA
et al., 1999; SCHOCK et al., 2001; DUBEY et al., 2007; AL-QASSAB et al., 2009;
GARCIA-MELO et al., 2009; ROJO-MONTEJO et al., 2009).

Avaliagbes moleculares, utilizando microssatélites demonstraram que
existe uma diversidade de perfis genéticos entre as cepas circulantes de N.
caninum (PEDRAZA-DIAZ et al., 2009; BASSO et al., 2010). FERNANDES
(2010), em estudo com fémeas zebuinas de Goias e utilizando marcadores
microssatélites, identificou a presenca de diferentes perfis genéticos no Estado,

inclusive mais de um perfil diferente em uma propriedade de uma mesma regiéo.

A

2.1.3 Neosporose bovina

Apesar de a primeira descricdo da doenca, que culminou na
identificacdo de um novo agente, ter sido proveniente de caes, o maior impacto
econdmico e na saude animal da neosporose ocorre em bovinos. A maior parte
dos estudos no cenario mundial € concentrada no aprofundamento do
conhecimento da neosporose bovina, buscando identificar novos aspectos da

enfermidade que possam auxiliar na construgdo de estratégias de combate e
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reducdo dos impactos negativos que vem causando nos rebanhos em todo o
mundo (HEMPHILL & GOTTSTEIN, 2000; DUBEY et al., 2007).

a) Estudos de prevaléncia

A neosporose bovina € uma doenca de distribuicdo cosmopolita, sendo
relatada em muitos paises como a principal causa de falhas reprodutivas nos
rebanhos bovinos (DUBEY et al., 2007). Apesar de grande numero de estudos de
prevaléncia estar disponivel, em algumas partes do mundo nao existem dados
que mostrem a real situacdo dos rebanhos quanto a exposicdo a N. caninum.
Além disso, a diversidade de técnicas empregadas, bem como as variacdes
metodolégicas de cada uma, dificultam ou mesmo impossibilitam uma
comparacgao de dados confiavel. Este fato acaba por impedir a real compreensao
da dimensao do dano causado por N. caninum no ambito econdmico e na saude
animal (ALVAREZ-GARCIA, 2003; COLLANTES-FERNANDEZ, 2003).

Os dados de prevaléncia disponiveis sao, em grande maioria, obtidos
em estudos soroldgicos. Além das variagdes inerentes a técnica utilizada, séo
observadas diferengcas nos numeros de prevaléncia relativas ao pais, regiéo,
tamanho da amostra selecionada, e caracteristicas desta (aptiddo para corte ou
leite, historico ou ndo de abortamentos). Como exemplo de tal variagédo, tem-se o
fato das maiores taxas de soropositividade estarem em propriedades com
problemas de abortamento (COLLANTES-FERNANDEZ, 2003).

Levantamentos epidemiolégicos revelam uma grande variagdo nos
indices de soropositividade. Nos paises da Europa, relatos apontam que N.
caninum esta presente em numeros que vao de 16% na Suécia (BARTELS et al.,
2006a) e de 13,7% (CAETANO-DA-SILVA et al., 2004a) a 35,9% na Espanha
(QUINTANILLA-GOZALO et al., 1999). No continente asiatico, os niveis oscilam
de 4,1% a 23% na Coréia (BAE et al., 2000; KIM et al., 2002), e entre 1,5% e
26,1% no Japao (KOIWAI et al., 2005). Na Oceania, os relatos indicam variagbes
de 30% a 86% na Australia, em vacas sem e com historico de abortamento,
respectivamente (ATKINSON et al., 2000a) e de 2,8% a 33,61% na Nova Zelandia
(TENNENT-BROWN et al., 2000; REICHEL & PFEIFFER, 2002). Na Africa, onde
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os dados de soroprevaléncia sdo mais escassos, 0s registros existentes indicam
que 2,6% dos bovinos de ragas locais do continente (JOSHUA et al., 2002) e
17,9% dos bovinos de aptidao leiteria da regido do Senegal (KAMGA-WALADJO
et al., 2010) s&o soropositivos. No continente americano, foram relatados de 5,6%
a 19,2% de bovinos positivos no Canada (CHI et al., 2002; VANLEEUWEN et al.,
2005; 2010a), de 16% a 82% nos Estados Unidos (McALLISTER et al., 2000;
RODRIGUEZ et al., 2002), e de 4,7% a 43,1% na Argentina (MOORE et al.,
2002).

Os numeros relativos a levantamentos soroldgicos nacionais de N.
caninum compartilham das mesmas caracteristicas de variabilidade observadas
nos dados mundiais. Os relatos relativos ao cenario soroepidemiologico bovino

brasileiro estdo apresentados no Quadro 1.

QUADRO 1 - Levantamento de soroprevaléncias para anticorpos anti-N. caninum
em bovinos no territério nacional, de acordo com unidade
federativa, aptiddo de producdo dos animais, técnica utilizada e
referéncia consultada (Continua)

Estado Aptidao Técnica Soropr(tta)/\:? éncia Referéncia
: ; GONDIM et al.
0]
Bahia leite IFI 14,09% (63/447) (1999a)
Espirito Santo leite IFI 17,5% (7/40) FANTI et al. (2009)
leite IFI 30,4% (135/444) MELO et al. (2006)
corte IFI 29,6% (135/456) MELO et al. (2006)
mista IFI 43,3% (13/30) MELO et al. (2006)
Goias leite ELISA  56,6%(1067/1884) SCHULZE (2008)
corte ELISA 26,2% (469/1787) SCHULZE (2008)
mista ELISA  44,6% (1067/2393) SCHULZE (2008)
. OLIVEIRA et al.
(0]
corte/mista IFI 21,82% (55/252) (2010)
TGO'as.e racalocal  ELISA  38,24% (179/468) JULIANO (2006)
ocantins
~ . TEIXEIRA et al.
o
Maranhao leite IFI 50,74% (412/812) (2010)
: BENETTI et al.
o
Mato Grosso leite IFI 53,54% (499/932) (2009)
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QUADRO 1 - Levantamento de soroprevaléncias para anticorpos anti-N. caninum
em bovinos no territério nacional, de acordo com unidade
federativa, aptiddo de producdo dos animais, técnica utilizada e
referéncia consultada (Continuagao)

Soroprevaléncia

Estado Aptidao Técnica (%) Referéncia
. RAGOZO et al.
o
leite/corte IFI 28,2% (31/110) (2003)
ANDREOTTI et al.
o
corte ELISA 26,1% (63/241) (2004)
Mato Grosso  corte Il 6257% (687/1008) ~ ~NPREOTTIetal.
do Sul (2004)
lei
eitefcorte/ 14.9% (449/2488)  OSHIRO et al. (2007)
mista
corte ELISA 29,5% (81/275) PAZ et al. (2007)
mista IFI 11% (43/392) MELLO et al. (2008)
leite ELISA 18,7% (109/584) MELO et al. (2001)
. RAGOZO et al.
(o)
leite/corte IFI 29% (47/162) (2003)
Minas Gerais leite ELISA 18,4% (106/576) MELO et al. (2004)
leite ELISA 16,8% (41/243) MINEO et al. (2006)
: GUEDES et al.
0,
leite IFI 69,21% (1133/1637) (2008)
. , MINERVINO et al.
o)
Para leite/corte IFI 19% (30/160) (2008)
LOCATELLI-
leite ELISA 34,8% (60/172) DITTRICH et al.
(2001)
. RAGOZO et al.
(0]
leite/corte IFI 22,2% (20/90) (2003)
Parana . o GUIMARAES Jr. et
leite IFI 14,3% (89/623) al. (2004)
leite IFI 12% (45/385) OGAWA et al. (2005)
LOCATELLI-
- ELISA 33% (423/1263) DITTRICH et al.

(2008)
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QUADRO 1 - Levantamento de soroprevaléncias para anticorpos anti-N. caninum
em bovinos no territério nacional, de acordo com unidade
federativa, aptiddo de producdo dos animais, técnica utilizada e
referéncia consultada (Concluséo)
Estado Aptidao  Técnica Soropr(i/\:)a léncia Referéncia
Pernambuco leite IFI 34,75% (163/469) SILVA et al. (2008)
. RAGOZO et al.
o
leite/corte IFI 14,7% (22/150) (2003)
Rio de Janeiro
. MUNHOZ et al.
0,
leite ELISA 23,7% (131/563) (2006)
. CORBELLINI et al.
o
leite IFI 11,2% (25/223) (2002)
. RAGOZO et al.
leite/corte IFI 20% (28/140
Rio Grande do o ) (2003)
Sul CORBELLINI et al
. o :
leite IFI 17,8% (276/1549) (2006)
'e'tri/igfa”e/ ELISA 114% (89/781)  VOGEL et al. (2006)
leite IFI 11,2% (114/1011) AGUIAR et al. (2006)
Rondénia corte IFI 9,5% (56/584) AGUIAR et al. (2006)
mista IFI 9,7% (50/514) AGUIAR et al. (2006)
. RAGOZO et al.
o
leite IFI 27,3% (41/150) (2003)
leite IFI 15,9% (83/521) SARTOR et al. (2003)
leite ELISA 30,5% (159/521) SARTOR et al. (2003)
Sao Paulo HASEGAWA et al
o et al.
corte IFI 15,57% (121/777) (2004)
leite ELISA 35,54% (145/408) SARTOR et al. (2005)
corte ELISA 20% (101/505) SARTOR et al. (2005)

b) Transmissao horizontal

A

Caracterizada pela ingestdo de agua e alimentos contaminados pelos

oocistos esporulados, a transmissao horizontal é também classificada como

exdégena (DUBEY et al.,, 2006), ficando o parasito em ambiente externo ao
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organismo hospedeiro, em parte de seu ciclo biolégico. Ocorre, portanto, por rota
orofecal, onde existe a participacdo dos hospedeiros definitivos eliminando
oocistos nas fezes. A partir da identificagdo do cdo como eliminador de oocistos
(MCcALLISTER et al., 1998; LINDSAY et al., 1999), surgiu a possibilidade desta
rota de transmissdo, confirmada posteriormente por relatos de sucesso na
infeccdo de bovinos apds a administracdo experimental de oocistos eliminados
nas fezes do cao (DE MAREZ et al., 1999; GONDIM et al., 2002; TREES et al.,
2002).

Estudos relacionaram a presenca de caes infectados nas propriedades
rurais, possivelmente liberando oocistos no ambiente, com a soropositividade de
bovinos para N. caninum. Tal fato indica a importancia epidemiolégica do
hospedeiro definitivo na disseminacdo e manutencdo da neosporose bovina nos
rebanhos (WOUDA et al., 1999; DIJKSTRA et al., 2002; SANCHEZ et al., 2003).

¢) Transmisséo vertical

Esta forma de transmissao, também descrita como endégena (TREES
& WILLIAMS, 2005; DUBEY et al., 2006) € caracterizada pela infeccédo do
hospedeiro intermediario e manutencdo do parasito, sem a participacdo de um
hospedeiro definitivo. Embora a transmissao horizontal tenha certa importancia na
epidemiologia da neosporose bovina, a transmissao vertical transplacentaria é
considerada o principal meio de propagagao da enfermidade e manutencéo desta
nos rebanhos. Avaliagcdes acerca da relevancia desta forma de infeccdo
revelaram que entre 24% e 95,2% dos bezerros nascidos de maes positivas estao
infectados por N. caninum, caracterizando a transmiss&o intra-uterina (PARE et
al., 1996; ANDERSON et al., 1997; DAVISON et al., 1999; FRENCH et al., 1999;
PEREIRA-BUENO et al., 2000; DUBEY et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2010).

As fémeas, uma vez infectadas, permanecem nesta condi¢cao por toda
a vida e sao capazes de transmitir a infeccdo a toda a sua descendéncia, de
forma consecutiva ou intermitente. Assim, em propriedades onde € pratica comum
a reposicao de matrizes com animais do préprio rebanho, a infeccdo se perpetua
(WOUDA et al., 1998; ALVAREZ-GARCIA, 2003; FIORETTI et al., 2003). A
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transmissao vertical transplacentaria n&o se restringe aos animais que
apresentam abortamentos, frequentes ou ndo, mas ocorre também em fémeas
que nunca apresentaram falhas reprodutivas (DUBEY & LINDSAY, 1996; DUBEY
et al., 2007).

A probabilidade de ocorréncia de transmissio vertical nos rebanhos
parece sofrer decréscimo em prenhezes subsequentes, o que poderia sugerir o
surgimento de algum tipo de imunidade efetiva do hospedeiro, interferindo neste
processo (DIJKSTRA et al., 2003; ROMERO & FRANKENA, 2003; DUBEY et al.,
2007).

E possivel, embora rara, a deteccdo de anticorpos pré-colostrais anti-N.
caninum em bezerros nascidos de mé&es sorologicamente negativas.
Possivelmente, estas vacas se tornaram infectadas ha um bom tempo, e seus
niveis de anticorpos foram declinando com o passar dos anos, até um patamar
nao detectavel pelas técnicas comumente utilizadas, como resultado da
descontinuidade (oscilagdo) na produgédo dos anticorpos (FROSSLING et al.,
2005; LOPEZ-GATIUS et al., 2004; DUBEY et al., 2007).

d) Outros mecanismos de transmissao

A transmissao de N. caninum em bovinos se da basicamente por meio
da transmiss&o horizontal e vertical. Entretanto, estudos levantam a hipotese de
outras formas de infecgdo também estarem envolvidas na epidemiologia da
neosporose bovina. A infecgdo de animais jovens foi descrita experimentalmente
apos ingestao do colostro e leite contaminados, sendo a via colostral considerada
uma modalidade de transmissao vertical (UGGLA et al., 1998; DAVISON et al.,
2001). Amostras de colostro oriundas de vacas soropositivas foram também
positivas para DNA de N. caninum e para anticorpos IgG especificos contra o
parasito. Porém, o papel epidemioldgico desta rota de infecgdo parece ser pouco
relevante, jA que os anticorpos presentes no colostro seriam eficazes na
inativagdo de taquizoitos, sendo necessarios estudos adicionais que corroborem
ou nao esta afirmativa (MOSKWA et al., 2007).
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A possibilidade de transmissao por via venérea foi levantada a partir da
identificacdo de DNA de N. caninum em sémen de bovinos naturalmente
infectados. Porém, a baixa frequéncia de animais positivos, associada a reduzida
carga parasitaria detectada nestes, sugere que o macho tem pouca importancia
epidemioldgica na transmissdo de N. caninum em condi¢des naturais (ORTEGA-
MORA et al., 2003; CAETANO-DA-SILVA et al., 2004b; FERRE et al., 2005) bem
como seria improvavel a transmissdo por técnicas de inseminacgao artificial
(CANADA et al., 2006). Entretanto, sémen infectado experimentalmente e
introduzido no utero de fémeas primiparas foi capaz de infecta-las, se mostrando
como via possivel de infeccdo (SERRANO et al.,, 2006) e evidenciando a
necessidade de mais estudos para elucidacao deste aspecto.

A transmissdo entre bovinos adultos parece ndo ocorrer, diante de
estudos que relatam insucesso na tentativa de infectar animais a partir da
administragao de tecidos e secregdes de animais contaminados, a exemplo de
situacdes facilmente encontradas em condi¢des naturais e comprovadamente
importantes na transmissao de outras doencgas da esfera reprodutiva (DAVISON
et al., 2001).

Os estudos a respeito da importancia da tecnologia de transferéncia de
embrides como meio de transmissao da infeccdo indicam que o uso desta nao
representa risco de contaminagao, desde que os embrides sejam implantados em
receptoras comprovadamente negativas (BAILLARGEON et al., 2001,
LANDMANN et al., 2002; CAMPERO et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2010).

A partir da identificagdo de N. caninum em diversas espécies silvestres,
a possibilidade da ocorréncia de transmissao entre estes e os bovinos domésticos
vem sendo discutida. Acredita-se na existéncia do chamado ciclo silvestre da
neosporose, que acontece entre canideos e herbivoros selvagens. Este ciclo
poderia influenciar na epidemiologia dos rebanhos domésticos, especialmente
naqueles de criacdo extensiva. Ja foi comprovada a possibilidade de infec¢ao de
caes domésticos, com posterior liberacdo de oocistos, a partir da ingestao de
tecidos de cervos naturalmente infectados, o que reforga esta teoria. Mais estudos
sao necessarios para a elucidagcdo dos aspectos referentes ao ciclo silvestre e
sua influéncia nos bovinos domésticos (GONDIM et al., 2004c; ROSYPAL &
LINDSAY, 2005; GONDIM, 2006).
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e) Patogenia e manifestagdes clinicas

Estando o animal infectado, o N. caninum pode parasitar grande
variedade de células hospedeiras. Entretanto, o maior tropismo deste parasito € o
sistema nervoso central em primeiro lugar, seguido pelas células do sistema
muscular estriado (esquelético e cardiaco) e células endoteliais (ALVAREZ-
GARCIA, 2003; DUBEY et al., 2006).

N. caninum &, principalmente, um parasito de placenta e feto, sendo a
neosporose resultante de uma primo-infec¢do durante a gestagdo, via de
transmissao horizontal, ou da recrudescéncia de uma infeccdo latente,
caracterizada pela reativacdo de bradizoitos (ALVAREZ-GARCIA, 2003; DUBEY
et al., 2006).

Os taquizoitos sao os responsaveis pela fase aguda da infecgédo por N.
caninum. A intensidade da patogenia é dependente da capacidade de invasao e
multiplicagdo do parasito e da eficacia do organismo hospedeiro em montar
barreiras contra este processo. Devido a caracteristica do parasito de ser
intracelular, as lesdes sao decorrentes da destruicdo das células parasitadas, com
aparecimento da necrose e posterior infiltragdo de células inflamatérias e citocinas
(COLLANTES-FERNANDEZ, 2003; DUBEY et al., 2006; INNES et al., 2005).

A principal manifestacdo clinica da presenca de N. caninum é a
ocorréncia de abortamentos. Acontecem tipicamente durante a fase inicial do
segundo trimestre gestacional, sendo uma caracteristica distintiva da doenga,
mas pode acontecer durante toda a gestacdo (DUBEY & LINDSAY, 1996;
ANDERSON, 2007). A ocorréncia da infecgdo na etapa inicial da gestagao
(primeiro trimestre) pode ocasionar morte embrionaria e reabsor¢gao do concepto,
sem manifestacao clinica especifica, exceto a repeticdo ao estro. Uma infecgao
na etapa final de gestagdo (terceiro trimestre) resulta normalmente em
nascimento de crias que, embora estejam infectadas, apresentam-se clinicamente
saudaveis (BUXTON et al., 2002; ALVAREZ-GARCIA, 2003; MALEY et al., 2003;
MACALDOWIE et al., 2004; DUBEY et al., 2006).

Existem teorias que procuram explicar como a infecgdo culmina na
interrupcao da prenhez. Acredita-se que ocorra uma parasitemia, o protozoario se

estabeleca inicialmente nas carunculas, antes de cruzar a barreira placentaria e
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atingir toda a placenta. O parasito se multiplica ativamente e o dano resultante
desse processo prejudica a comunicacdo materno-fetal, ameagando a
sobrevivéncia do feto por tornar a oxigenagdo e nutricdo fetais insuficientes.
Outros fatos que contribuem no processo, associados a presenca de N. caninum
sdo a produgao de prostaglandinas, provocando lutedlise e a invasao dos 6rgaos
fetais pelo parasito, ocasionando graves lesdes e infiltracdo inflamatéria (DUBEY
et al., 2006; INNES et al., 2005).

Embora sejam assintomaticas, vacas infectadas que abortaram uma
vez podem apresentar novos abortamentos ou produzir bezerros infectados em
prenhezes subsequentes. Fetos apresentam autdlise e mumificacdo (GIVENS,
2006; ANDERSON, 2007; GIVENS & MARLEY, 2008). As fémeas bovinas
infectadas permanecem nesse estado por toda a vida e tém entre trés e 13 vezes
mais chances de abortar do que uma vaca néao-infectada (WOUDA et al., 1998;
CORBELLINI et al., 2002; LOPEZ-GATIUS et al., 2004; HALL et al., 2005).

Bezerros congenitamente infectados podem apresentar sinais
neuromusculares, como paresia e paralisia de membros e incoordenacgao,
decorrentes da presenca de cistos no sistema nervoso e lesdes necréticas nas
células musculares (BRYAN et al., 1994; DUBEY & LINDSAY, 1996). Com menor
frequéncia pode ocorrer exoftalmia, cegueira, posicdo assimétrica dos olhos,
hidrocefalia, redugdo na massa muscular, ma formagdo da coluna vertebral e
medula espinhal (BRYAN et al., 1994; LOCATELLI-DITTRICH et al., 2003).

Em animais adultos a infeccdo costuma ser assintomatica. Entretanto,
em condigdes experimentais, observa-se quadro febril transitorio e aumento de
linfonodos (INNES et al., 2001; MALEY et al., 2003).

f) Imunologia e relagao parasito-hospedeiro

Como acontece em diversas outras infeccbes parasitarias, a
neosporose bovina €& multifatorial e resultado de um desequilibrio entre a
multiplicagdo do parasita e a efetividade da resposta imune do hospedeiro
(HEMPHILL & GOTTSTEIN, 2000).
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Tanto a imunidade inata quanto a imunidade adquirida estéo
envolvidas no processo de protegao a infeccdo por N. caninum (NISHIKAWA et
al., 2003). Estudos apontam que o padrdo de resposta do tipo Th1 esta
relacionada a uma infeccdo aguda (RITTER et al., 2002), enquanto que a
resposta tipo Th2 é determinante para a resisténcia ou susceptibilidade do
hospedeiro a neosporose (NISHIKAWA et al., 2003).

Devido ao fato de N. caninum ser um parasita intracelular obrigat6rio, o
sistema imune mediado por células tem grande importancia na resposta do
hospedeiro frente a uma infeccdo. A primeira observacdo nesse sentido foi
descrita por INNES et al. (1995), que relataram uma inibicdo na multiplicacéo
intracelular do parasito na presencga de interferon gama (INFy) em células in vitro.

Nesse processo, as citocinas pro-inflamatoérias como interleucina-2 (IL-
2), interleucina-12 (IL-12), fator de necrose tumoral alfa (TNFa) e Interferon gama
(INFy) tém papel de grande importancia na ativacdo de células T auxiliares,
desencadeando uma resposta do tipo 1 (Th1) (RAGHUPATHY, 1997), sendo esta
um eficiente meio de limitar a proliferagdo de N. caninum no organismo (INNES et
al., 2002). Células natural killer (NK) tém representatividade como atuantes numa
primeira resposta diante da infeccdo (KLEVAR et al., 2009).

A protecao por células TCD4+ € mais representativa na infeccdo por N.
caninum quando comparada as células TCD8+. O INFy tem expressao
significativa no inicio da infecgdo pelo parasito, sendo as células TCD4+
essenciais para a producdo de anticorpos especificos anti-N. caninum em
momentos posteriores na infecgdo, traduzindo-se assim em outros mecanismos
de protecédo (TANAKA et al., 2000).

Nesse cenario a resposta imune humoral, embora menos expressiva,
tem um importante papel no controle da infec¢do, neutralizando a invasao de
novas células pela fase extracelular do taquizoito, além de ser util no diagnéstico
e em estudos epidemioldgicos, com a identificagdo de anticorpos especificos, tais
como IgG1 e IgG2a (INNES et al., 2005; HEMPHILL et al., 2006). A atuagao do
sistema imune humoral foi comprovada por TEIXEIRA et al. (2005), ao
caracterizarem a atuagdo de células B e constatarem que estas foram

estimuladas por taquizoitos em camundongos Balb/c. Sabe-se ainda que o



22

padrdao de resposta humoral frente a N. caninum difere entre ragas puras e
cruzadas, interferindo na taxa de abortamentos (SANTOLARIA et al., 2011).

Em caso de gestagcdo, mudangas ocorrem no sistema imune da fémea
para possibilitar a continuagdo da gestacédo. Algumas citocinas, como as pro-
inflamatdrias INFy, IL-2, IL-12 e TNFa séo prejudiciais a prenhez. O tipo de
resposta desencadeada na neosporose € potencialmente danosa ao feto em
fémeas prenhes, podendo provocar o abortamento. Assim, células maternas e
trofoblasticas fetais produzem interleucina-10 (IL-10), interleucina-4 (IL-4) e fator
de transformacédo de crescimento beta (TGFB), invadindo o sistema imune
materno e desencadeando uma resposta local do tipo Th2 na interface materno-
fetal (ENTRICAN, 2002). Este processo de imunomodulagdo, embora garanta o
desenvolvimento da gestacéo, facilita a multiplicagcdo de N. caninum e altera o
equilibrio parasita-hospedeiro em favor do parasito, pela agao da IL-10 reduzindo
a producao de INFy (INNES et al., 2002).

As particularidades das consequéncias da infec¢do por N. caninum ao
feto sdo explicadas em parte pelas proprias caracteristicas do sistema
imunoldgico deste nas diferentes fases gestacionais. No inicio da gestagao, o feto
nao apresenta capacidade imunolégica e a infeccdo resulta em morte e
reabsor¢do. Na etapa intermediaria, os orgaos do sistema imune do feto
comegam a apresentar algum tipo de reconhecimento a patégenos (BUXTON et
al., 2002; ALVAREZ-GARCIA, 2003), inclusive com producdo de anticorpos
especificos detectaveis (FERNANDES, 2010). Como nao é suficientemente capaz
de montar uma resposta eficiente, a consequéncia € o abortamento. Ao final da
gestacédo, o feto ja apresenta resposta competente a infecgdo, o suficiente para
impedir sua morte, mas nao para impedir que se torne infectado. Nesta fase, a
deteccao de anticorpos pré-colostrais é frequente e muitas vezes apresenta titulos
superiores aos das maes (BUXTON et al., 2002; ALVAREZ-GARCIA, 2003).

A época em que a vaca se torna infectada (durante a gestacédo, ou
anteriormente a esta) € determinante na ocorréncia ou ndo de abortamento ou
transmissao vertical da infecgdo. Uma prévia exposi¢cao das fémeas ao agente foi
relatada como comprovadamente eficaz na prevencdo de perdas fetais ou
transmissao transplacentaria, sugerindo a existéncia de imunidade protetora
efetiva (McALLISTER et al., 2000; INNES et al., 2001; WILLIAMS et al., 2003).
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Entretanto, devido as mudangas que ocorrem no organismo materno durante a
gestacdo, os niveis de anticorpos protetores oscilam e este fato pode explicar a
ocorréncia de recrudescéncia da infeccao latente, nova parasitemia e infecgdo do

feto (INNES et al., 2001).
A

2.1.4 Diagnostico da neosporose bovina

A auséncia de manifestagdes clinicas que sejam patognoménicas
contribui para a dificuldade diagnéstica encontrada nesta enfermidade. Como
visto, na maioria dos casos, percebe-se apenas a ocorréncia de abortamentos e
repeticdo de cio nas fémeas em idade reprodutiva, fatos que sdo comuns a outras
enfermidades do segmento reprodutivo (JENKINS et al., 2002; ALVAREZ-
GARCIA, 2003). Portanto, estabelecer uma relacdo causa e efeito entre a
ocorréncia de abortamento e N. caninum é uma tarefa complexa. Encontrar a
presenga do DNA do parasito, por si s6 nao significa que este causou o
abortamento (DUBEY & SCHARES, 2006; ANDERSON, 2007; DUBEY et al.,
2007).

O diagndstico da neosporose bovina apresenta-se, por vezes, dificil e
de custo elevado, pois necessita de uma associacdo entre o histérico clinico e
epidemioldgico, acrescido da analise dos diferentes espécimes por meio de mais
de uma técnica laboratorial, além da exclusdo de outras possiveis causas de
falhas reprodutivas que podem acometer o rebanho (JENKINS et al., 2002;
ALVAREZ-GARCIA, 2003; PEREIRA-BUENO et al., 2003; DUBEY & SCHARES,
2006).

a) Diagnéstico clinico e epidemiologico

Diante de um rebanho onde foram identificados problemas

reprodutivos, tais como os que ocorrem na neosporose bovina, a determinagao do

diagndstico conclusivo depende da completa analise das caracteristicas relativas
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a doenga, do rebanho acometido, da propriedade e do manejo adotado
(ALVAREZ-GARCIA, 2003; SILVA, 2004).

Caracteristicas como tipo de exploragao, dieta, historico sanitario e
reprodutivo, introdugcdo de novos animais, presenca de caes, tratamentos e
vacinagdes administradas anteriormente, idade dos animais, dentre outras, devem
ser incluidas na anamnese (ALVAREZ-GARCIA, 2003), sendo que algumas
destas caracteristicas foram identificadas como fatores de risco para a ocorréncia
da neosporose bovina (BARTELS et al., 1999; CORBELLINI et al., 2002; AGUIAR
et al., 2006; CORBELLINI et al., 2006; SCHULZE, 2008).

Abortamentos podem ocorrer de forma esporadica, endémica ou
epidémica, nao apresentando sazonalidade. Podem acontecer tanto em
primiparas quanto em multiparas, sendo que a investigacdo da genealogia e da
descendéncia quanto a ocorréncia de problemas reprodutivos € ponto importante,
dada a representatividade da transmissdo vertical em bovinos (ALVAREZ-
GARCIA, 2003; ORTEGA-MORA et al., 2006).

A valorizagdo dos dados de anamnese, juntamente com as
informacgdes clinicas e epidemioldgicas, sdao de grande ajuda no diagnéstico.
Entretanto, a confirmacgao da infecgao requer a assisténcia de um laboratério de
analise especializada veterinaria (COLLANTES-FERNANDEZ, 2003).

b) Diagndstico laboratorial

Em animais adultos, a principal forma de diagndstico ante-mortem é a
pesquisa de anticorpos especificos anti-N. caninum nos mais variados fluidos
organicos. Ja foram detectadas imunoglobulinas reagentes, além do soro
sanguineo, também em colostro e leite de vacas infectadas, fluidos vaginais e
saliva (OOl et al., 2000).

Em fetos abortados, técnicas indiretas (identificacdo de anticorpos
especificos) e diretas (identificagdo do agente ou fragmentos antigénicos) sao
aplicaveis no diagndstico laboratorial. Estas técnicas permitem a detecgcédo de
anticorpos em fluidos fetais, identificacdo de lesbes compativeis, isolamento e

caracterizagao do agente e amplificagao de acidos nucléicos do DNA do parasito
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(ALVAREZ-GARCIA, 2003; SILVA, 2004). A deteccdo de anticorpos em fluidos
fetais é considerada sinal de exposicao intra-uterina ao parasito, ja que a placenta
bovina ndo permite a passagem de anticorpos maternos ao feto (INNES et al.,
2001).

b.1) Técnicas para identificagdo de anticorpos

Desde a primeira descricdo da doencga provocada por N. caninum, a
necessidade do desenvolvimento e padronizagdo de provas laboratoriais de
pesquisa de anticorpos especificos frente ao parasito se mostrou cada vez mais
importante, visto que é uma forma eficiente de mapeamento da distribuicdo da
infeccdo nos rebanhos, possibilitando o diagndstico em grande quantidade de
animais, in vivo e rapidamente (ATKINSON et al., 2000b).

A partir do momento em que DUBEY et al. (1988b) obtiveram éxito no
isolamento do N. caninum, conduziu-se o desenvolvimento de diversas provas
soroldgicas, utilizando como substrato antigénico o taquizoito inteiro inativado, ou
diferentes preparacdes a partir de extratos antigénicos soluveis (ATKINSON et al.,
2000b; ALVAREZ-GARCIA, 2003). Este fato permitiu um incremento na qualidade
do diagnéstico e um melhor conhecimento da epidemiologia da neosporose
bovina (ALVAREZ-GARCIA, 2003).

As técnicas de diagndstico indireto apresentam como vantagens, além
dos pontos ja destacados acima, o fato de possuirem elevada sensibilidade e
especificidade, o que garante confiabilidade as técnicas. Por outro lado, estas
apresentam limitagdes no que diz respeito as discrepancias encontradas entre os
diversos laboratorios, principalmente com relagdo a técnica utilizada e ao ponto
de corte adotado. Além disso, a caracteristica de oscilagdo de anticorpos nos
animais pode interferir na sensibilidade da técnica, especialmente naqueles
animais onde o titulo é baixo. Estas situagdes podem ser encontradas mediante
uma infecgdo cronica, soroconversdo ou declinio de anticorpos colostrais
(SCHARES et al., 1998; ATKINSON et al., 2000b; ALVAREZ-GARCIA, 2003).

A primeira técnica indireta padronizada para neosporose bovina foi a

reacdo de imunofluorescéncia indireta (IFI) (DUBEY et al., 1988b), sendo
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considerada padrao ouro para a enfermidade, referéncia para outras técnicas
(ATKINSON et al., 2000b; ALVAREZ-GARCIA, 2003; SILVA, 2004; ORTEGA-
MORA et al., 2006).

A IFI utiliza como substrato antigénico taquizoitos multiplicados em
cultivo celular, purificados e inativados pela formalina. Os parasitos sao
depositados em laminas demarcadas especificas, fixados (por acetona, frio, etc.)
e permanecem com estrutura integra, portanto a reagao € baseada na detecgéo
de anticorpos que reconhecem e se ligam a superficie celular de N. caninum.
Requer anticorpo secundario espécie-especifico conjugado a um fluorocromo
(isotiocianato de fluoresceina — FITC). E considerada positiva a reacéo onde toda
a superficie do taquizoito apresenta fluorescéncia consistente. A ocorréncia de
reacdes fracas ou restritas a regido apical do parasito refere-se normalmente a
titulos baixos ou a reagdes cruzadas inespecificas entre outros membros do filo
Apicomplexa, que compartilham epitopos antigénicos no complexo apical, como &
o caso do Toxoplasma. Em ambos os casos, a interpretacdo dos resultados deve
ser conduzida com cautela, repetindo o teste caso necessario (ATKINSON et al.,
2000b; ALVAREZ-GARCIA, 2003; SILVA, 2004; ORTEGA-MORA et al., 2006).

Existem variagdes no ponto de corte adotado na IFI, tanto quando se
trata de sorologia em animais adultos quanto na sorologia fetal. Em se tratando de
animais adultos e também em bezerros, os pontos de corte atualmente adotados
vao de 1:200 a 1:640 (SCHARES et al.,, 1998; CONRAD et al.,, 1993b). No
diagnostico fetal, os pontos de corte variam entre 1:16 e 1:80. Além destas
variagdes, outro ponto desfavoravel da técnica de IFI é a subjetividade envolvida
na interpretacdo dos resultados, exigindo técnico com experiéncia para minimizar
erros (BJORKMAN & UGLA, 1999, ALVAREZ-GARCIA, 2003; SILVA, 2004;
ORTEGA-MORA et al., 2006).

A técnica de ensaio imunoenzimatico (Enzyme-linked immunosorbent
assay — ELISA) é largamente utilizada no diagnostico da neosporose bovina,
especialmente por permitir a andlise de grande numero de amostras
simultaneamente, sendo ideal para estudos epidemioldgicos (ALVAREZ-GARCIA,
2003).

Utiliza uma variedade de substratos antigénicos, fixados em placas de

poliestireno de 96 cavidades e superficie plana: taquizoitos inteiros
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formalinizados, taquizoitos sonicados e solubilizados, proteinas recombinantes,
antigenos extraidos dos taquizoitos e incluidos em particulas iscom
(immunostimulating complexes) (BJC)RKMAN et al., 1994; ALVAREZ-GARCIA,
2003; FROSSLING et al., 2003; ORTEGA-MORA et al., 2006). Necessita de um
anticorpo secundario espécie-especifico conjugado covalentemente a uma
enzima, geralmente a peroxidase, e um substrato para esta enzima, que origina
cor em amostras positivas (BJORKMAN & UGGLA, 1999).

Variagbes no método convencional conferem a técnica maior
especificidade (ELISA de competicdo), ou a possibilidade de diferenciacéo entre
infecgbes cronicas ou recentes (ELISA de avidez) (ALVAREZ-GARCIA, 2003).
Estédo disponiveis atualmente kits comerciais, desenvolvidos a partir de antigenos
soluveis, destinados ao diagndstico em soro bovino, como por exemplo: IDDEX
(HerdChek®), Hipra (Civtest®) e Intervet (CHECKIT® Bommeli) (ALVAREZ-
GARCIA, 2003), sendo apenas o primeiro com licenca comercial no Brasil até o
momento. Apresentam facilidade na execugdo, e trazem todos os reagentes
necessarios a reacao.

A reacdo de ELISA tem como principais vantagens, além da
possibilidade de muitas analises simultaneas, a simplicidade e rapidez na
execugao, facil interpretagdo dos resultados, baixo custo e capacidade de
automacao, pois os resultados sao obtidos por leitura da densidade o6ptica de
cada amostra em espectofotdbmetro, baseada das densidades dos controles
positivo e negativo (ALVAREZ-GARCIA, 2003; SILVA, 2004; ORTEGA-MORA et
al., 2006).

Além da IFl e do ELISA, que sdo as provas soroldégicas mais
comumente utilizadas, outras duas técnicas sdo empregadas para este fim:
immunoblotting (IB) e imunoaglutinacdo direta (Neospora agglutination test -
NAT). A primeira, também conhecida por western-blotting, tem menor utilizagao
em exames rotineiros, sendo mais usada em apoio ao ELISA e a IFI. Identifica a
composicao antigénica de N. caninum, destacando-se o0s antigenos
imunodominates de peso molecular 17 kDa, 29-30 kDa, 37 kDa e 46 kDa. A
segunda € baseada na aglutinagdo de taquizoitos em decorréncia da exposigao
destes aos anticorpos presentes no soro testado. Nao necessita de anticorpo

secundario, possibilitando assim a utilizagdo em soro de varias espécies animais
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(BJERKAS et al., 1994; ATKINSON et al., 2000b; ALVAREZ-GARCIA, 2003;
SILVA, 2004; ORTEGA-MORA et al., 2006).

Por vezes, discrepancias entre os resultados obtidos nas diversas
técnicas citadas péem em evidéncia a importancia de uma avaliacdo cautelosa
dos dados obtidos, bem como demonstram a necessidade de estudos no sentido
de padronizar melhor o diagnostico sorologico. Diversos estudos compararam as
técnicas comumente utilizadas, avaliando a concordéncia entre elas. Sabe-se
que, na maioria das vezes, as duas principais técnicas sorologicas do diagndstico
bovino (IFI e ELISA), apresentam um bom nivel de concordéancia, levando em
consideragdo as particularidades de cada rebanho (BJORKMAN & UGGLA, 1999;
SCHARES et al., 1998, 1999; REICHEL & PFEIFFER, 2002; SILVA, 2004; VON
BLUMRODER et al., 2004; WALDNER et al., 2004; ORTEGA-MORA et al., 2006;
WAPENAAR et al., 2007), em contradi¢gdo a outros autores, que nao encontraram
tal concordancia (SCHARES et al., 1998; SARTOR et al., 2003).

Diante da caracteristica de oscilagdo que pode acontecer nos niveis de
anticorpos dos animais, pode ser interessante a realizacdo de uma sorologia
pareada, com algum intervalo entre as colheitas, a fim de detectar animais que
possam ter soroconvertido (ALVAREZ-GARCIA, 2003; ORTEGA-MORA et al.,
2006). Entretanto, esta pratica parece ter pouca importancia diante do fato de que
alguns autores, ao realizar este procedimento, ndo encontraram diferenca
significativa entre os valores de soropositividade, sugerindo que apenas um
exame do rebanho ja € capaz de demonstrar o cenario da doenga naqueles
animais (McALLISTER et al., 2000; DIUJKSTRA et al., 2003).

b.2) Técnicas para identificagdo do agente

Como visto, o diagnéstico da neosporose bovina frequentemente
necessita de uma associacao de técnicas para se tornar definitivo, especialmente
em casos de ocorréncia de falhas reprodutivas. Assim, a aplicacdo das técnicas
indiretas deve ser acompanhada do exame do material abortado, a fim de

encontrar o parasito, na forma de cistos ou taquizoitos, restos antigénicos, ou



29

mesmo lesdes sugestivas da infeccdo (JENKINS et al., 2002; ALVAREZ-GARCIA,
2003; PEREIRA-BUENO et al., 2003; DUBEY & SCHARES, 2006).

A primeira técnica direta padronizada para N. caninum foi a
imunoistoquimica (IHQ), onde utilizou-se o complexo avidina-biotina-peroxidase
para a deteccdo de taquizoitos e bradizoitos em cortes histopatoldgicos
formalinizados e parafinados de caes natural e experimentalmente infectados,
com anticorpo especifico produzido em coelho (LINDSAY & DUBEY, 1989).

Dentre os métodos de diagndstico direto mais comumente utilizados
estdo o exame histopatoldgico, a imunoistoquimica (IHQ), a técnica de reagao em
cadeia da polimerase (PCR) e suas variagdes e o isolamento do agente in vivo ou
in vitro (ALVAREZ-GARCIA, 2003; SILVA, 2004; ORTEGA-MORA et al., 2006).

Ao exame histopatoldgico, as lesdes nos tecidos fetais sdo difundidas
em muitos 6rgaos. Observa-se encefalite ndo supurativa, com focos de necrose e
gliose, miocardite nao supurativa, miosite, hepatite com focos de necrose
hepatica. Pulmdes e rins podem apresentar infiltrado de células inflamatérias.
Placentite pode ser observada, com grau de severidade variavel. Os 6rgaos de
eleicdo para diagndstico sdo, nesta ordem, cérebro, coracéo e figado. Entretanto,
a observagao destas lesbes ndo € conclusiva, pois sao tipicas de qualquer
infeccdo por protozoario, exceto quando se observa o parasito. Tais lesbes
podem ainda ser encontradas em infecgoes por bactérias ou virus, reforcando a
necessidade de uma associagao de técnicas (JENKINS et al., 2002; DUBEY,
2003; SILVA, 2004; ANDERSON, 2007; DUBEY et al., 2007; CABRAL et al.,
2009; FERNANDES, 2010).

A imunoistoquimica € de grande utilidade, permitindo identificar cistos
do parasito, taquizoitos livres ou fragmentos antigénicos em secgbes de cérebro,
pulmao, figado, rim, musculo estriado e placenta. E indicada apenas em tecidos
que apresentaram lesbes caracteristicas ao exame histopatologico. Pode néao
apresentar sensibilidade satisfatéria, em decorréncia do baixo numero de
parasitos presentes no tecido e do grau de autdlise deste (ALVAREZ-GARCIA,
2003; BOGER & HATTEL, 2003; DUBEY & SCHARES, 2006; GIVENS, 2006;
ANDERSON, 2007; DUBEY et al., 2007).

A técnica de PCR apresenta sensibilidade e especificidade elevadas,

sendo capaz de detectar a contaminacao por pequenas quantidades de parasitos
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(mesmo infeccbes por um taquizoito). E aplicavel em tecidos em processo de
autdlise ou deterioracao, fatos comuns na pratica das amostras clinicas de fetos
abortados (ALVAREZ-GARCIA, 2003; SILVA, 2004). Os protocolos mais
utilizados visam a amplificagéo da regido ITS1 do DNA ribossémico e a sequéncia
Nc5 do DNA gendmico de N. caninum, com modificagbes, como nested ou semi-
nested PCR, objetivando aumentar a sensibilidade e especificidade da técnica.
Estdo ainda disponiveis variagdes como PCR quantitativa, PCR em tempo real e
PCR in situ (COLLANTES-FERNANDEZ et al., 2002; LOSCHENBERGER et al.
2004; ORTEGA-MORA et al., 2006).

A partir de um tecido suspeito, é possivel tentar o isolamento de N.
caninum por meio da inoculacido deste, acrescido de solugdo salina e antibiéticos,
em cultivos de células de diversas linhagens (Vero, Marc, monécitos bovinos)
e/ou inoculagdo em animais sensiveis a infecgdo, como camundongos das
linhagens Balb/c, interferon gama knockout € nude. O sucesso deste meio de
diagnostico depende do numero de parasitos na amostra e do grau de autélise do
tecido. Entretanto, estas técnicas sdo pouco utilizadas para fins diagnédsticos,
sendo seu uso mais frequente no meio académico e de pesquisa, direcionado
para a obtencdo de cepas e estudos de patogenia do parasito (ALVAREZ-
GARCIA, 2003; SILVA, 2004).

b.3) Diagndstico diferencial

A neosporose bovina, embora de grande expressividade, é apenas
mais uma causa de abortamentos e falhas reprodutivas em um rebanho. Diante
de um problema desta natureza, outras causas, infecciosas ou nao, devem ser
consideradas, para direcionar as agdes terapéuticas, caso sejam aplicaveis, ou
proceder a eliminagdo dos animais problematicos e tracar medidas profilaticas.

No diagndstico diferencial da neosporose bovina devem ser incluidas
as causas de origem viral (IBR e BVDV), de origem bacteriana (Brucella,
Leptospira, Campylobacter, Listeria, dentre outras), de origem parasitaria
(Tritrichomonas foetus, especialmente onde ha monta natural) e de origem

micética (Aspergillus). Além destas outras causas também devem ser
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consideradas: origem fisica (traumatismos, transporte), genética (anormalidades
cromossbmicas, mutacdes), toxica (plantas, medicamentos) e nutricional
(deficiéncias vitaminicas e minerais, excesso de suplemento protéico)
(COLLANTES-FERNANDEZ, 2003).

A

2.1.5 Importéncia econémica

O maior impacto econbmico observado na neosporose bovina é
associado & ocorréncia de abortamentos (ALVAREZ-GARCIA, 2003; DUBEY et
al., 2007). Entretanto, outras perdas no campo econdmico em decorréncia da
enfermidade devem ser consideradas tais como reducdo na producio de leite e
ganho de peso, encurtamento da vida produtiva do animal, infertilidade como
consequéncia de morte fetal e reabsorcdo, descarte e reposicado, assisténcia
especializada, dentre outros (TREES et al., 1999; ALVAREZ-GARCIA, 2003).

Vacas soropositivas, em comparagdo com soronegativas, podem
apresentar maior numero de inseminacdes por prenhez, evidenciando baixo
desempenho reprodutivo (STENLUND et al., 1999; HALL et al., 2005). Outro fato
que reforca o baixo desempenho reprodutivo dos animais soropositivos € o fato
de vacas infectadas apresentem intervalo entre partos de até 584 dias
(VANLEEUWEN et al., 2010b).

Alguns autores tém realizado estudos objetivando quantificar as perdas
econbmicas em consequéncia da infeccdo, visto que na maioria das
oportunidades, tal prejuizo € apenas estimado. CHI et al. (2002), analisando
custos diretos de perdas na producgao e indiretos como assisténcia veterinaria,
chegou a uma perda de 2305 ddélares por ano em um rebanho de 50 animais
infectados. Na industria leiteira canadense, chegou-se a uma perda anual de 18
dolares canadenses por matriz infectada, entre abortamentos e gastos com
assisténcia especializada (HADDAD et al., 2005). Ainda no Canada, TIWARI et al.
(2007) relataram 158 quilos de redugao na produgao de leite e 8,8 quilos no
ganho de peso por ano.

Nos rebanhos holandeses, BARTELS et al. (2006b) constataram

reducdo da producao de leite em até 0,72 quilos por dia em vacas infectadas.
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Além disso, relataram que 24% dos animais soropositivos representam perdas
econdmicas de até 2000 euros por ano. Em abortamentos epidémicos, as perdas
ocorrem ndo somente durante o surto, mas perduram por até dois anos, com
custos de 50 euros por animal (BARTELS et al., 2006c).

Nao ha estimativas das perdas por neosporose no Brasil, mas baseado
nas ocorréncias informadas, o0s prejuizos causados por esta infecgao
provavelmente excedem os de outras doengas abortivas como brucelose e
leptospirose (VIANNA et al., 2008). Perdas no ganho de peso pds-desmame e
baixa qualidade de carcaga foram associados a bezerros soropositivos (BARLING
et al., 2000). A soropositividade em vacas foi associada, além da ocorréncia de
abortamentos, também a ocorréncia de infecgcdo uterina, aumento no numero de
inseminagdes artificiais para concepgéo e do intervalo de concepgao (PESSOA,
2010).

A

2.1.6 Estratégias de controle

O controle da neosporose bovina deve ser concentrado, basicamente,
em identificar animais positivos, reduzir os numeros de prevaléncia e impedir que
novos animais se tornem infectados, por meio de agdes que visem interromper as
principais vias de transmissdo (ALVAREZ-GARCIA, 2003).

O tratamento tem sido considerado antieconémico devido ao fato de ter
carater preventivo, necessitando ser aplicado por longos periodos, resultando em
provaveis residuos na carne e leite. Além disso, ndo ha nenhum quimioterapico
para a neosporose bovina que seja comprovadamente eficaz (DUBEY et al.,
2007). Entretanto, drogas semelhantes as usadas para a toxoplasmose tém sido
testadas, com niveis de éxito variaveis, inclusive com relatos de agirem
bloqueando a transmissao transplacentaria em cobaias experimentalmente
infectadas (GOTTSTEIN et al., 2005). Estudos tém sido realizados na busca de
drogas eficazes (VANLEEUWEN et al., 2011), porém sem resultados consistentes
que permitam a recomendacdo de um protocolo terapéutico que garanta

resultados satisfatorios.
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H4 uma vacina feita de taquizoitos inteiros inativados (Bovilis®
Neoguard, Intervet), que embora nao previna a infeccado fetal, relatos tém
associado sua administragdo com a reducao estatistica do abortamento bovino
em areas endémicas para a enfermidade (BIELSA et al., 2004). Porém, o uso da
vacina interfere no resultado da sorologia, ndo permitindo diferenciar animais
infectados de vacinados (GIVENS, 2006). Sua eficacia duvidosa provocou sua
indisponibilizagdo para comércio no mercado nacional. Estudos vém sendo
conduzidos no sentido de obter um produto que apresente resultados mais
satisfatorios (REICHEL & ELLIS, 2009).

Assim, ndao ha na atualidade, protocolo imunoprofilatico eficaz,
tampouco terapéutica aplicavel em bovinos com eficacia comprovada.
Recomenda-se a incorporacdo apenas de animais comprovadamente
soronegativos no rebanho. A selegcéo e o descarte das fémeas regentes € um
método eficiente de controle (DUBEY & LINDSAY, 2006). Entretanto, em casos
de alta prevaléncia, € recomendado o descarte seletivo das fémeas, comegando
por aquelas que apresentarem maiores problemas, como abortamentos
frequentes.

Realizar o monitoramento sorolégico de todo o rebanho e eliminar
filnhas soropositivas, realizando a reposicdo do rebanho apenas com
soronegativas foi a estratégia de controle com o melhor retorno econémico em
estudo nos Estados Unidos (LARSON et al., 2004). Estudos de prevaléncia
revelam que em algumas areas, 0s animais S40 mais propensos a se tornarem
positivos, devido as condi¢cdes favoraveis para o parasito. Assim, a identificacdo
destas areas de risco permite o monitoramento a fim de impedir prejuizos
(KLEVAR et al., 2010).

Em fémeas soropositivas de alto valor genético, onde o descarte se
mostra economicamente impraticavel, uma opg¢ao € a utilizacdo da tecnologia de
transferéncia de embrides, que € apontada como eficiente maneira de impedir que
as crias nasgam infectadas, desde que haja um rigido controle sobre as
receptoras que devem ser, evidentemente, livres da infeccdo (BAILLARGEON et
al., 2001; CAMPERO et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2010).

A caracterizagdo genética de diferentes cepas de N. caninum se

mostra ferramenta importante para a prevengao, a vigilancia e o controle da
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neosporose bovina (BECK et al., 2009). Em estudo realizado na Alemanha, a
diversidade genética entre as etiologias de surtos de abortamentos demonstram
que a rota horizontal determina a ocorréncia de abortamentos epidémicos
(BASSO et al., 2010). O controle ambiental é preconizado, no que diz respeito a
atencdo as fontes ambientais de transmissdo horizontal. Deve-se evitar a
exposig¢ao e o contato de canideos domésticos e selvagens a placentas e restos
de aborto e manter fontes de alimento e agua livres do acesso por caes,
prevenindo que estes defequem nesses locais (DUBEY & LINDSAY, 2006).

A

2.2 Ragas bovinas locais

Quando a América foi colonizada, as racgas ibéricas foram trazidas
pelos portugueses e espanhois. Dentre as ragas portuguesas, as mais
importantes na formagdo do rebanho local sdo a Mertolenga, Alentejana,
Arouquesa, Barrosa, Minhota e Mirandesa. As contribuicbes espanholas tinham
origem na Andaluzia, sudoeste da Espanha, como as ragas Retinta e Berrenda
(EGITO, 2007). Estas evoluiram ao longo dos séculos, dando origem a ragas
locais brasileiras. A selecao natural destes rebanhos em ambientes totalmente
distintos e a miscigenagao dos animais trazidos deram origem a diferentes grupos
(OLIVEIRA, 2006). No Nordeste do pais cresceu o gado Curraleiro ou Sertanejo,
que migrou para Minas Gerais e Goias. No Sudeste desenvolveu-se o Junqueira e
o Franqueiro além das ragcas Caracu e Mocho Nacional. No Sul, formou-se o
Crioulo Lageano e, no Pantanal, o gado Pantaneiro (EGITO, 2007).

Embora estas ragas sejam menos produtivas que as comerciais,
distinguem-se por apresentarem uma enorme adaptagao aos trépicos, onde foram
submetidas a um longo processo de selegdo natural, o que proporcionou o
aparecimento de caracteristicas de adaptabilidade as condicbes sanitarias, de
clima e manejo encontradas nos mais diferentes habitats (MVARTIN-BURRIEL et
al., 1999; EGITO, 2007).

Estes animais parecem ser mais resistentes as doengas endémicas
regionais, sendo este um ponto que os destaca e desperta interesse por parte de

criadores. Além de proporcionar economia referente ao gasto com antibiéticos e
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antiparasitarios, esta caracteristica atende ainda a demanda atual por um produto
mais natural e livre de possiveis residuos, contribuindo ainda com a reducgéo da
liberagdo de quimicos no ambiente e reforcando a sustentabilidade na criagéo,
caracteristica destes animais. Em estudo comparativo entre racas locais e
animais mesticos, resultantes do cruzamento de ragas exdticas, os bovinos locais
apresentam maior eficiéncia na constru¢ao da resposta da imunidade inata, tida
como primeira linha de defesa do organismo contra patogenos (JULIANO, 2006).

Racas locais, como o gado Curraleiro e o gado Pantaneiro,
representam uma alternativa de exploragcdo sustentavel com geragao de renda
para populagdes proximas as areas de preservagao, assentados rurais,
populagdes indigenas e quilombolas, além de poderem ser utilizadas em modelos
agropecuarios adequados para os biomas da regido Centro-Oeste, Cerrado e
Pantanal, evitando que ocorra sua destruicao (NEIVA, 2009).

Poucos estudos sdo encontrados sobre a caracterizacdo de ragas
bovinas locais ou localmente adaptadas. O estudo dessas ragas poderia ajudar no
desenvolvimento de programas futuros de criacdo de animais, assim como na
preservagao e conservagao do material genético podendo resultar em ganhos na
eficiéncia econbmica, maiores do que o custo de preservagao destes animais
(HALL & BRADLEY, 1995).

A

2.2.1 Bovino Curraleiro

O bovino Curraleiro, também conhecido como Pé-duro, desenvolveu-se
em regides de clima semi-arido (EGITO, 2007). Atualmente, esta presente no
Maranhao, Piaui, Goias e Tocantins. Os criadores ressaltam, além da rusticidade,
0 baixo custo de producdo e a baixa exigéncia nutricional como qualidades
indiscutiveis do Curraleiro. A carne saborosa e com baixo teor de gordura é outra
caracteristica que favorece a boa aceitagao do produto, inclusive despertando o
interesse de importadores (OLIVEIRA, 2006).

Sendo um animal docil, rustico e resistente, poderia ocupar milhares de
hectares de areas de pastagens naturais de baixa qualidade, desfavoraveis as

outras racas (teriam baixa produtividade ou ate mesmo dificuldades de
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sobrevivéncia), mediante um baixo investimento para o pequeno produtor,
fornecendo carne, leite e animais de trabalho (BIANCHINI et al., 2006; EGITO,
2007; MORAES, 2010). O Curraleiro consegue passar por periodos de restricdo
alimentar sem contrair enfermidades. Apesar de perder peso nesses periodos,
consegue recupera-lo quando as condi¢gdes voltam a ser favoraveis sem a
necessidade de suplementacédo alimentar, pois aproveitam melhor as pastagens
naturais em locais adversos (SANTIN, 2008).

A morfologia caracteristica do bovino Curraleiro (Figura 3) apresenta-se
da seguinte maneira: peso minimo de 380 quilos para os machos e 300 quilos
para as fémeas e altura minima de 1,34 metro para os machos e 1,20 metro para
as fémeas. Possuem pelagens variadas, sendo as mais comuns a vermelha clara
e a baia, com extremidades, vassoura e focinho pretos além de tonalidades
escuras no chanfro e em torno dos olhos. A cabeca € pequena com chifres curtos
e em forma de coroa e orelhas pequenas, revestidas internamente de pelos
claros, barbela reduzida, membros delgados e bem proporcionados
apresentando, especialmente os anteriores, cor escura (JULIANO, 2006; EGITO,
2007). E uma raca taurina (Bos taurus taurus), que por sua origem, filia-se ao
tronco de racgas ibéricas (Bos taurus ibericus) (EGITO, 2007).

A resisténcia do Curraleiro € popularmente conhecida e divulgada,
porem ainda € escasso o embasamento cientifico que ratifica esta caracteristica,
que se consolidou através do tempo por meio observacional. A resisténcia as
infeccoes esta diretamente relacionada a resposta imune do hospedeiro.
Comparacgdes entre o bovino Curraleiro outras ragas exoticas criadas na regiao do
Cerrado mostraram que existe uma resisténcia natural da raca. E mais eficiente
na inducado de resposta imune especifica apds a vacinagdo com Mycobacterium
bovis - BCG, comparado ao Nelore (MAGGIOLI, 2010), além de apresentar
valores percentuais médios de linfocitos T e B circulantes superiores aos
encontrados em racas exoticas mais comumente criadas, como Holandés,

Hereford, Pardo Suico e Jersey (MORAES, 2010).
JAN



FIGURA 3 — Animais da raca Curraleiro.

2.2.2 Bovino Pantaneiro

O bovino Pantaneiro, também conhecido como Tucura ou Cuiabano,
originou-se no Pantanal mato-grossense e foi decisivo para a ocupagao das areas
alagaveis daquela regido, devido as suas caracteristicas de facil adequacao as
constantes mudancas edafoclimaticas, bastante peculiares ao bioma Pantanal
(JULIANO et al., 2007a).

O Pantaneiro descende de bovinos de origem espanhola. A influéncia
das ragas portuguesas nesta raca deu-se de maneira indireta, por meio de racas
ja localmente adaptadas como o Franqueiro e o Curraleiro. Embora possua o
bovino Curraleiro como influéncia, o bovino Pantaneiro constitui uma entidade
genética distinta, selecionada pelo ambiente pantaneiro caracteristico (MAZZA et
al., 1994; EGITO, 2007).
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Os animais possuem porte pequeno a médio, com linha dorso-lombar
geralmente reta; o perfil predominante € o subconvexo (79% dos exemplares),
podendo ser retilineo em alguns casos. O focinho é negro e em 73% dos animais
ocorre um anel branco ao seu redor; os chifres possuem forma arredonda saindo
lateralmente para cima e para frente; as orelhas sdo pequenas com presenca de
pelos na parte interna; a pelagem €& predominantemente da cor amarelo-
avermelhada, com presenca de tonalidades mais escuras nas extremidades e
pelos brancos na porgdo ventral (Figura 4). Possuem temperamento docil e
calmo, quando manejados constantemente, tornando-se bravios quando mantidos
isolados, sem a intervengao humana (MAZZA et al., 1994; EGITO, 2007).

A resisténcia natural do Pantaneiro a desafios microbiolégicos, assim
como no bovino Curraleiro, se consolidou por meio observacional. Porém,
diferente do que ocorre com o Curraleiro, ndo estdo disponiveis estudos que
ratifiquem tal caracteristica. Todavia, as condigcbes que levaram a formagao do
bovino Pantaneiro permitem inferir que este compartilha da mesma eficiéncia
imunoldgica, inerente aos bovinos localmente adaptados.

Atualmente, existem dois nucleos de conservacdo dessa raca,
localizados na fazenda Promissdo, no municipio de Poconé-MT e na fazenda
Nhumirim da Embrapa Pantanal, no municipio de Corumba-MS (JULIANO et al.,
2007Db).

Assim como o bovino Curraleiro, esta € uma raga taurina (Bos taurus
taurus), que por sua origem, filia-se ao tronco de racgas ibéricas (Bos taurus
ibericus) (EGITO, 2007).
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FIGURA 4 — Animais da raga Pantaneiro (JULIANO et al., 2007b). A

O estudo da soropositividade e a avaliagédo da transmissao vertical da
neosporose bovina nas ragas locais brasileiras, levando em consideragéo a alta
adaptacado das mesmas as condigdes adversas de clima e vegetagao de regides

tropicais, permitirdo avaliar a importancia desta enfermidade para estes rebanhos.

A
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Estudar a ocorréncia de N. caninum e avaliar a probabilidade de
transmissao vertical da neosporose em rebanhos bovinos das ragas Curraleiro e

Pantaneiro.

3.2 Objetivos especificos

Verificar a presenga de anticorpos anti-N. caninum nas fémeas em
idade reprodutiva e de suas crias, por meio das técnicas de IFl e ELISA indireto,

nos rebanhos acompanhados.

Avaliar a ocorréncia de transmissao vertical de N. caninum em bovinos

das ragas Curraleiro e Pantaneiro.

Avaliar a existéncia de associagao entre o titulo de anticorpos e raca

das maes e a ocorréncia de transmissao vertical.

Comparar a técnica de IFl e um teste ELISA comercial no diagndstico

soroldgico de N. caninum.

A
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Local e periodo de realizagao do estudo

As analises foram realizadas no Laboratério de Protozoologia do
Centro de Parasitologia Veterinaria (CPV) da Escola de Veterinaria e Zootecnia
da Universidade Federal de Goias, cidade de Goiania. O estudo foi conduzido de
mar¢o de 2009 a dezembro de 2010. A metodologia aqui descrita foi submetida
ao Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Goias, e aprovada
sob o numero de protocolo 056/10. O trabalho foi realizado em parceria com a
Embrapa Pantanal, na pessoa da pesquisadora Dra. Raquel Soares Juliano, que

se encarregou da colheita e envio das amostras do rebanho Pantaneiro ao CPV.

A

4.2 Animais envolvidos no estudo

Neste estudo foram utilizadas fémeas em idade reprodutiva e suas
crias, perfazendo um total de 358 animais das ragas Curraleiro e Pantaneiro.

Da raga Curraleiro foram acompanhados 249 animais, 198 fémeas e 51
bezerros, provenientes de cinco propriedades, sendo a primeira localizada em
Sobradinho-DF, com 16 animais, a segunda no Sitio Histérico e Patriménio
Cultural Kalunga em Cavalcante-GO, com 68 animais, a terceira localizada em
Mimoso de Goias-GO, com 83 animais, a quarta em Pilar de Goias-GO, com 41
animais e a ultima em Porangatu-GO, com 41 animais.

A populagao de bovinos Pantaneiros proveio da propriedade Nhumirim,
localizada na Embrapa — Centro de Pesquisa Avancada do Pantanal em Corumba
— MS, que dispde de 62 fémeas em idade reprodutiva. Destas, 47 crias foram

obtidas e incluidas nas analises, totalizando 109 bovinos Pantaneiros.

A
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4.3. Colheita de amostras

Foram colhidas amostras individuais de sangue venoso, por pungao da
veia jugular ou coccigea média, em tubos com tampa (Vacutainer®) sem
anticoagulante, para obtencéo de soro, que foi separado por centrifugagdo a 500
x g/10 minutos. O soro foi identificado com o niumero do animal e mantido a -20°C

até o momento do exame.

AN

4.4 Deteccao de anticorpos anti-Neospora caninum

A deteccao de anticorpos anti-N. caninum foi feita por meio das
técnicas de ELISA utilizando kit comercial (Neospora caninum Antibody Test Kit —
HerdChek® IDEXX Laboratories), e imunofluorescéncia indireta (IFI) utilizando
como substrato antigénico taquizoitos de N. caninum, amostra Nc-1 (DUBEY et
al., 1988b), obtidos pela multiplicagdo destes em cultivo de células Vero,
conduzido de acordo com o descrito por ALVAREZ-GARCIA et al. (2002).

Os taquizoitos, depois de obtidos, foram lavados, contados, fixados em
formol e utilizados para preparar laminas demarcadas para IFl (12 circulos,
lapidada - Perfecta®). Nove microlitros da suspensdo de 10’ taquizoitos foram
adicionados em cada circulo da lamina, que foi seca em temperatura ambiente.
Esta foi entdo levada ao freezer (-20°C) por um minimo de 24 horas para a
fixagdo dos taquizoitos na superficie da cavidade.

Antes de proceder a reacdo, as laminas foram retiradas do freezer e
estabilizadas novamente a temperatura ambiente. Entdo, nove microlitros do soro
a ser testado, diluido na propor¢ao de 1:200 em solugdo salina fosfatada
tamponada (PBS 1X), foram depositados sobre cada cavidade e sua posi¢gdo na
lamina foi registrada. Em cada lamina, foram utilizados controles positivos e
negativos, constituidos por soros de animais previamente examinados. Foi
realizada incubagao por 30 minutos em estufa a 37°C, seguida de duas lavagens
de dez minutos cada, com PBS 1X, em agitagdo. Os espagos entre os circulos
foram secos com papel toalha, a fim de evitar a mescla do conjugado entre

cavidades vizinhas. Foram adicionados entdo nove microlitros do conjugado anti-
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IgG bovina-fluorocromo (isotiocianato de fluoresceina — FITC, Sigma®), diluido na
propor¢cao de 1:150 em PBS 1X e Azul de Evans a 0,2%. Nova incubagao foi
realizada, nas mesmas condi¢cdes da primeira, porém em recipiente que impedia a
entrada da luz, devido as caracteristicas do conjugado. Apds a segunda
incubacéao, novo processo de lavagem foi iniciado, desta vez com duas etapas em
PBS 1X (dez minutos cada) e uma terceira etapa com agua destilada (também
por dez minutos), novamente em agitacdo. As laminas foram entdo secas a
temperatura ambiente (abrigadas da luz), e depois cobertas com glicerina
tamponada e laminula. A leitura foi realizada em microscopio invertido equipado
para fluorescéncia (Carl Zeiss® Axiovert 40 CFL), em objetiva de 40x. A reaco foi
considerada positiva quando se observou fluorescéncia em toda a superficie do
parasito (Figura 5), em uma diluigdo do soro = 1:200. As amostras positivas nesta
diluicdo foram submetidas a titulacdo, em diluicbes ao dobro, até que fosse obtido

resultado negativo.

FIGURA 5 — Reacdo de imunofluorescéncia indireta para anticorpos anti-N.
caninum em soro bovino. (A) Reagdo positiva, apresentando
fluorescéncia consistente em toda a superficie do taquizoito (40x).
(B) Reacgéao negativa (40x). A

Nas reagdes de ELISA, todo o protocolo foi conduzido segundo as
recomendagdes do fabricante, utilizando-se os controles fornecidos pelo kit. O
resultado da reacéo foi obtido através da leitura da densidade o6ptica (DO) das
amostras em teste em leitora propria (BIOTEK® ELx800 Absorbance Microplate

Reader), com base na DO dos controles positivo e negativo, em filtro de 630
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nandmetros. Considerou-se positiva a amostra que apresentou razdo S/P maior
ou igual a 0,50. O kit utiliza anticorpo secundario conjugado a peroxidase, e
peréxido de hidrogénio como substrato enzimatico, associado a um cromdégeno

(3, 3, 5, 5 tetrametilbenzidina - TMB), resultando em cor azul nas amostras

positivas (Figura 6).

FIGURA 6 — Placa de ELISA indireto. Em A1 e A2, controles negativos; em A3 e
A4, controles positivos. Amostras positivas tém coloragcao azul
escuro, porém somente sao consideradas como tal quando
apresentam razao S/P maior ou igual a 0,50. A

4.5 Avaliagcao da transmissao vertical

Para a avaliacdo da transmissao vertical de N. caninum as fémeas em
estado de prenhez, soropositivas ou nao, foram acompanhadas. Amostras de
sangue de suas crias foram colhidas conforme descrito no item 4.3, sendo
posteriormente analisadas para a deteccao de anticorpos frente ao parasito como
descrito no item 4.4.

O momento de colheita destas amostras foi determinado de acordo
com a caracteristica de manejo que a propriedade em questao apresenta. Assim
sendo, nas propriedades criadoras de Curraleiro onde foi possivel o
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acompanhamento dos nascimentos (Mimoso de Goias-GO, Pilar de Goias-GO e
Porangatu-GO), foram colhidas amostras de sangue das crias antes da ingestao
de colostro, para a verificagcdo da ocorréncia de transmissédo vertical de N.
caninum. Esta etapa do estudo contou com a colaboracdo dos funcionarios das
propriedades, que foram encarregados do acompanhamento dos nascimentos e
colheitas, sendo adequadamente treinados para tal tarefa.

Na impossibilidade de realizar a colheita antes da ingestdo do colostro
devido ao manejo extensivo dos animais, como ocorreu na populagdo de
Pantaneiros, foram colhidas amostras de sangue dos bezerros logo apds o
nascimento (em média até trés dias depois), seguidas de quatro colheitas
sucessivas até os dez meses de idade, totalizando cinco colheitas. Assim, foi
possivel verificar a cinética da resposta imune frente ao parasito e comprovar ou
nao a transmissao vertical, visto que anticorpos colostrais permanecem por até 21
semanas, declinando até a negatividade (CARDOSO et al., 2008), enquanto que

anticorpos resultantes de infecgdo congénita permanecem.

A

4.6 Tratamento estatistico dos dados

Este estudo se classifica no modelo epidemiolégico analitico
observacional de coorte. A probabilidade de ocorréncia de transmissao vertical foi
verificada pela seguinte férmula, na qual X corresponde a frequéncia de bezerros
positivos nascidos de vacas positivas e Y corresponde a frequéncia de bezerros

negativos nascidos de vacas positivas:

P=__ X
(X+Y)

O intervalo de confianga foi medido pela férmula:

P +1,96V p (1-p)/ (x+y)
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A existéncia de relagdes entre o titulo da mae e a transmissao vertical
de N. caninum foi avaliada pelo teste do Qui-quadrado (x?) (SAMPAIO, 2007),

aplicando-se a corregdo de Yates quando necessario. A existéncia e grau de
associacao entre raga e ocorréncia de transmissao vertical foram verificados pelo
calculo do intervalo de Odds Ratio (OR). O nivel de concordancia entre as

técnicas de diagnostico utilizadas foi determinado utilizando-se indice Kappa (k).

A
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracteristicas dos rebanhos

As propriedades criadoras de gado Curraleiro acompanhadas
apresentaram caracteristicas comuns entre si. Em suma, sao propriedades que
possuem rebanho de tamanho pequeno a médio, sendo que a criacdo de
Curraleiro ndo € a principal exploragao da fazenda. A reposi¢cao de matrizes e
reprodutores € realizada com animais da prépria fazenda, o comércio entre os
criadores e mesmo com outros criadores da raga nao é frequente. Nao ha manejo
nutricional diferenciado, exceto a mineralizagdo do rebanho, que é criado de
forma semi-extensiva, em areas de vegetacdo nativa (Cerrado). O calendario
imunoprofilatico contempla brucelose, raiva, febre aftosa e clostridioses. A
exploracdo econdmica dos animais € discreta, onde existe a pratica de castragéo
de parte dos machos para abate e a ordenha de algumas fémeas. A carne e leite
obtidos sdo destinados para consumo proprio, sendo relatada producao leiteira
variando entre trés e oito litros diarios. Proprietarios e capatazes destacam o
sabor e maciez diferenciados da carne do Curraleiro.

As informacdes sobre parametros reprodutivos sdo predominantemente
observacionais, o0 que nao confere exatidao. A reprodugdo ocorre por meio de
monta natural, sem estagao definida. Nao foram relatados problemas reprodutivos
tais como abortamento ou natimortalidade. Produtores destacam como
caracteristica marcante nos rebanhos Curraleiros a beleza dos animais,
rusticidade e facilidade na criagdo, demonstrando inclusive satisfacdo em criar a
raca e grande interesse na sua conservagao.

Estas observagcbes estdo de acordo com estudo publicado por
FIORAVANTI et al. (2008), que realizaram um trabalho de caracterizacdo das
propriedades criadoras da raga. Segundo os autores, estas fazendas apresentam
de baixo a médio nivel tecnoldgico, pouco custo de producédo e baixo retorno
econdmico, levando em consideracéo para este julgamento pontos como registro
de indices zootécnicos, suplementacido nutricional, uso da estacdo de monta e

assisténcia técnica especializada.
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O rebanho Pantaneiro apresenta sistema de criagdo extensivo, sendo
que os animais sao recolhidos para manejo geral duas vezes ao ano. O
calendario imunoprofilatico contempla brucelose, raiva, febre aftosa e
clostridioses. Em relacdo as doencas da esfera reprodutiva, de acordo com
acompanhamento dos pesquisadores responsaveis, ndo sao observados animais
soropositivos para brucelose, havendo soropositividade para IBR e BVDV.

As taxas reprodutivas do rebanho s&o consideradas compativeis com
as condicdes do bioma Pantanal, sendo o fator limitante nutricional. Abortamentos
sao raros, nao havendo possibilidade de diferenciagdo entre natimortos e
mortalidade neonatal. A constatacdo da ocorréncia de algum problema
relacionado a morte da cria € possivel apenas por meio da visualizagao da méae
com sinais de parto (vaca “suja”), e sem bezerro ao pé. Se isso ocorre antes da
estacdo de nascimentos, é indicativo de abortamento. Em geral, ndo se tem
acesso aos produtos abortados ou bezerros natimortos, pois € muito frequente a
predacao destes por carnivoros silvestres. A mortalidade pés-natal observada se
da, principalmente, devido a presencga de miiase umbilical.

Em estudo realizado por JULIANO et al. (2007b), foram apresentadas
caracteristicas do rebanho Pantaneiro, que s&o basicamente criacdo extensiva a
pasto nativo, taxa de natalidade de 70%, sendo por vezes superior a taxa
encontrada na bovinocultura de corte tradicional do Pantanal (CATTO & FILHO,
2003), utilizacdo da estacdo de monta, taxa de reposicdo com animais de outros
rebanhos nula e redugdo acentuada na soropositividade para brucelose nos
ultimos anos. PELLEGRIN et al. (1997) consideram as fémeas Pantaneiras como

sendo de boa fertilidade, superior as fémeas Nelore da mesma regido.

A

5.2 Ocorréncia de anticorpos anti-Neospora caninum

Dos 358 animais analisados, 249 eram pertencentes a rebanho
Curraleiro e 109 a rebanho Pantaneiro. A ocorréncia total de anticorpos anti-N.
caninum, nas duas ragas, foi de 47,49% (170/358). Os valores de soropositividade
individuais de cada raga foram 51% (127/249) para o gado Curraleiro e 39,45%

(43/109) para o gado Pantaneiro. Ao analisar a ocorréncia por propriedade
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envolvida, observou-se que 100% (6/6) das fazendas apresentaram animais

positivos. Os valores por raca e por propriedade obtidos estdo apresentados nas

Tabelas 1 e 2.

TABELA 1 — Ocorréncia de anticorpos anti-N. caninum em bovinos Curraleiros e
Pantaneiros, provenientes de unidades de criagdo em Goias e Mato
Grosso do Sul, respectivamente, realizada por imunofluorescéncia
indireta (titulo > 1:200) e ELISA (S/P = 0,50), 2010

Anticorpos anti-N. caninum

Raca
Positivos (%) Negativos TOTAL
Curraleiro 127 (51,00%) 122 (49,00%) 249
Pantaneiro 43 (39,45%) 66 (60,55%) 109
TOTAL 170 (47,49%) 188 (52,51%) 358

TABELA 2 — Ocorréncia de anticorpos anti-N. caninum por propriedade avaliada,
em bovinos Curraleiros e Pantaneiros, provenientes de unidades de
criacao em Goias e Mato Grosso do Sul, respectivamente, realizada
por imunofluorescéncia indireta (titulo > 1:200) e ELISA (S/P = 0,50),

2010
Anticorpos anti-N. caninum
Propriedade
Positivos (%) Negativos TOTAL
Sobradinho-DF 5 (31,25%) 11 (68,75%) 16
Mimoso de
31 (37,35%) 52 (62,65%) 83
Goias-GO
Cavalcante-GO 54 (79,41%) 14 (20,59%) 68
Pilar de Goias-
18 (43,9%) 23 (56,1%) 41
GO
Porangatu-GO 19 (46,34%) 22 (53,66%) 41
Corumba-MS 43 (39,45%) 66 (60,55%) 109
TOTAL 170 (47,49%) 188 (52,51%) 358
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O valor total de ocorréncia obtido neste estudo 47,49% (170/358)
demonstra que N. caninum esta amplamente distribuido nos rebanhos das ragas
locais brasileiras — Curraleiro e Pantaneiro. No cenario mundial, o valor deste
estudo se mostra superior ao de estudos de soroprevaléncia realizados na Suécia
(16% - aptidao leite) e na Holanda (41% - aptidao corte) (BARTELS et al., 2006a),
na Espanha (17,9% - aptiddo corte e 35,9% - aptidao leite) (QUINTANILLA-
GOZALO et al., 1999), na Coréia (4,1% - aptidao corte) (KIM et al., 2002), no
Japao (1,5% - aptidao corte e 20% - aptidao leite) (KOIWAI et al., 2005), na Nova
Zelandia (33,61% - aptidao leite) (REICHEL & PFEIFFER, 2002), no Senegal
(17,9% - aptidao leite) (KAMGA-WALADJO et al., 2010), no Canada (5,6% -
aptidao leite) (VANLEEUWEN et al., 2005), nos Estados Unidos (16% aptidao
corte e leite) (RODRIGUEZ et al., 2002) e na Argentina (4,7% - aptidao corte e
16,6% - aptidao leite) (MOORE et al., 2002).

Por outro lado, resultados superiores foram relatados na Alemanha
(49% - aptidao leite), na Espanha (63% - aptidao leite), na Holanda (76% - aptidao
leite e 61% - aptidao corte) (BARTELS et al., 2006a) e nos Estados Unidos (82% -
aptidao corte) (McALLISTER et al., 2000).

No cenario nacional, situagcdo semelhante é constatada, com estudos
apresentando valores de soropositividade inferiores e superiores ao valor aqui
relatado. Taxas de animais positivos inferiores foram relatadas nos diversos
estados da Federacao: 23,7%/aptidéo leite/Rio de Janeiro (MUNHOZ et al., 2006),
20%/aptidao corte/Sdo Paulo (SARTOR et al., 2005), 16,8%/aptidao leite/Minas
Gerais (MINEO et al., 2006), 17,8%/aptidao leite/Rio Grande do Sul (CORBELLINI
et al., 2006), 33%/aptiddao nao informada/Parana (LOCATELLI-DITTRICH et al.,
2008), 14,09%/aptidao leite/Bahia (GONDIM et al.,, 1999a), 34,75%/aptidao
leite/Pernambuco (SILVA et al., 2008), 9,7%/aptidao mista/Rondénia (AGUIAR et
al., 2006) e 14,9%/aptidao corte, leite e mista/Mato Grosso do Sul (OSHIRO et al.,
2007).

Resultados nacionais acima do encontrado neste estudo foram
relatados por TEIXEIRA et al. (2010) (50,74%/aptidao leite/Maranh&o), BENETTI
et al. (2009) (53,54%/aptidao leite/Mato Grosso), ANDREOTTI et al. (2004)
(62,57%/aptiddo corte/Mato Grosso do Sul) e por GUEDES et al. (2008)
(69,21%/aptidao leite/Minas Gerais).
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No estado de Goias, MELO et al. (2006) reportaram prevaléncias de
30,4% em gado de leite, 29,6% em gado de corte e 43,3% em rebanho de aptidao
mista, nas microrregides de Goiania e Anapolis. SCHULZE (2008), estudando a
prevaléncia em todo o estado, observaram taxas de 56,6% em rebanhos leiteiros,
26,2% em rebanhos para corte e 44,6% nos de aptiddo mista. OLIVEIRA et al.
(2010) relataram 21,82% de soropositividade em animais de aptiddao para
corte/mista em propriedade na cidade de Neropolis.

Sao escassos os estudos de soroprevaléncia em rebanhos de racas
localmente adaptadas. Na Africa, 2,6% dos bovinos de racas locais do continente
foram positivos para anticorpos anti-N. caninum (JOSHUA et al., 2002), valor
bastante inferior ao encontrado neste estudo. Porém, esta comparacao deve ser
realizada com cautela dadas as diferencas que certamente existem entre a
realidade de criacdo naquele continente e no continente latino-americano. Além
disso, diferenga também é encontrada na técnica adotada, pois no estudo citado,
foram consideradas positivas apenas amostras fluorescentes na diluigao 1:640 ou
superior. ALVAREZ-GARCIA (2003) afirma que diferencas estatisticamente
significativas podem ser encontradas entre numeros de prevaléncia de uma
mesma populagdo obtidos com ponto de corte mais baixo (1:250) e mais alto
(1:640). Em rebanho ainda n&o estudado, como acontece nas ragas locais, seria
recomendada a adogao de pontos de corte mais baixos, objetivando uma maior
sensibilidade para uma primeira abordagem.

JULIANO (2006) em relato de pesquisa de anticorpos anti-N. caninum
em rebanho Curraleiro, encontrou 38,24% dos animais positivos, em rebanhos de
Goias e Tocantins. E importante salientar que no estudo citado, todas as
categorias animais foram incluidas, enquanto que aqui, apenas as fémeas em
idade reprodutiva e suas crias foram contempladas, ja que se objetivou avaliar a
transmissao vertical. Em estudo semelhante, porém abordando apenas fémeas
Curraleiras em idade reprodutiva nos mesmos Estados, SANTIN (2008) verificou
que 45,8% destas estavam soropositivas para N. caninum. Estes registros,
embora inferiores aos aqui obtidos, indicam a ampla distribuicdo da neosporose
bovina nos rebanhos Curraleiros, especialmente em fémeas adultas. Os rebanhos
envolvidos neste estudo ndo haviam sido contemplados com um estudo desta

natureza, e resultaram em uma taxa de soropositividade superior ao observado
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nos trabalhos citados. Para o rebanho Pantaneiro, o UuUnico registro de
soroprevaléncia até o momento para N. caninum foi publicado por JULIANO et al.
(2006), que encontraram 26,51% e 40,87% em duas popula¢des distintas, sendo
o primeiro dado obtido no mesmo rebanho avaliado neste estudo. Esta
observacado revela um incremento consideravel na soropositividade daquele
rebanho, demonstrando que a enfermidade esta em evolugdo nesta populagao,
necessitando de monitoramento e controle.

Nota-se que os maiores valores de prevaléncia sdo descritos em
rebanhos de aptidao leiteira. Os rebanhos Curraleiro ndo tém aptidao especifica,
sendo utilizados para muitos fins, inclusive cultural (festas de carro de boi) e
turistico (pratica de ecoturismo). Entretanto, devido até mesmo as caracteristicas
da exploracao destes animais, os mesmos se enquadram em rebanho de aptidao
mista, fornecendo carne e leite, dentro de suas caracteristicas produtivas
particulares. Ja o rebanho Pantaneiro, devido ao tipo de criagdo extensiva ao qual
€ submetido, e para fins de comparacéao, aproxima-se de um rebanho de aptidao
corte, embora n&o haja exploragdo comercial no momento por se tratar de um
rebanho de unidade de conservacgao da raca.

Assim sendo, o alto indice de prevaléncia encontrado no Curraleiro
ultrapassa, porém com valores ainda proximos, outros estudos onde foram
avaliados rebanhos de aptiddo mista (MELO et al., 2006; SCHULZE, 2008).
Entretanto, para o rebanho Pantaneiro, o indice encontrado foi bastante alto
quando comparado a estudos em gado de corte (SARTOR et al., 2005; MELO et
al., 2006; OSHIRO et al., 2007; SCHULZE, 2008), ficando inferior para apenas um
relato (ANDREOTTI et al., 2004). Um fato que pode ajudar a explicar as altas
taxas obtidas é a reposicdo de animais ser praticamente s6 com animais do
proprio rebanho. ALVAREZ-GARCIA (2003) destaca esta pratica como fator
importante na manutencdo da enfermidade no rebanho, perpetuando-se pela via
transplacentaria e contribuindo para altas taxas de positividade.

Existe uma semelhanga sorolégica entre bovinos Curraleiros e outras
ragas locais como a Caracu, submetidas as mesmas condicbes de ambiente,
alimentagdo e manejo. Quando comparados a ragas zebuinas como Guzera e
Nelore criadas da mesma forma e num mesmo ambiente, o Curraleiro apresenta

maior soropositividade (SANTIN, 2008), caracteristica provavelmente atribuida a
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alta taxa de reposigao de matrizes com fémeas do proprio plantel, reforcando a
transmissao vertical como importante no incremento de animais positivos no
rebanho.

DUBEY & LINDSAY (2006) apontam como estratégia eficaz de controle
o descarte seletivo de fémeas soropositivas, evitando assim novos abortamentos
ou a transmissao vertical. Porém esta pratica € dificil nestes rebanhos, visto que
se trata de ragas que estavam (e estudiosos consideram que ainda estdo)
ameacadas de extingdo, constituidas de poucos exemplares, especialmente o
gado Pantaneiro. Assim nao parece coerente, em um rebanho que visa a
conservagao da raga, eliminar fémeas com boa capacidade materna diante da
soropositividade para N. caninum, até mesmo porque a neosporose bovina
parece ndo afetar os parametros reprodutivos das racas envolvidas, pois nao
foram relatados tais problemas. Porém, é preciso o monitoramento destes
rebanhos a fim de identificar se esta situagao se modificou. Diante de um surto de
abortamentos, confirmada a causa por N. caninum, o descarte das vacas
positivas deve ser realizado, em beneficio do rebanho.

A ocorréncia de anticorpos por propriedade encontrada neste estudo
(100% - 6/6) mostrou o quanto o parasito esta difundido nestes rebanhos. Valores
altos de soroprevaléncia por propriedade também foram relatados, por exemplo,
por PARE et al. (1998), encontrando de 73% a 100% dos rebanhos infectados no
Canada, por RODRIGUEZ et al. (2002), que encontrou em 90% dos rebanhos
testados nos Estados Unidos, por MELO et al. (2006), que encontrou 100% de
propriedades positivas nas microrregides de Anapolis e Goiania e por SCHULZE
(2008) que obteve prevaléncia por propriedade de 83,43% em todo o estado de
Goids. No trabalho de JULIANO (2006), também foi observado 100% de
propriedades positivas.

E importante reforcar que a realizacdo de comparagdes de resultados
da soroprevaléncia de anticorpos anti-N. caninum obtidos, com resultados de
outros estudos, deve ser analisada levando em consideracdo diferencas que
ocorrem em funcdo do pais ou da regido estudada, da técnica de diagndstico
empregada, do ponto de corte adotado, do tipo de exploragdo, presenca de
antecedentes de falhas reprodutivas, dentre outros fatores (GUIMARAES Jr. et

al., 2004; GARCIA, 2005). Ainda assim, tais estudos sao de extrema importancia,
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pois constituem uma forma eficiente de mapeamento da distribuicao da infecgao
nos rebanhos (ATKINSON et al., 2000b), devendo ser incentivados diante do fato
de existirem regides onde ainda se desconhece a situagado da neosporose bovina.

Nao foi aqui avaliada a presenga de caes domésticos e sua relacéo
com a soropositividade bovina nas propriedades, embora em todas houvesse pelo
menos um cao com acesso as instalagbes dos bovinos. Diversos autores
avaliaram a ocorréncia de bovinos positivos e a presencga de caes, encontrando
correlacdo significativa (MOORE et al., 2002; SANCHEZ et al., 2003;
GUIMARAES Jr. et al., 2004; BARTELS et al., 2007), ou ndo (RODRIGUEZ et al.,
2002; OSHIRO et al., 2007; SCHULZE, 2008). Deve-se ainda levar em
consideragdao a possibilidade de contaminagdo dos rebanhos por meio da
participacdo de animais silvestres (GONDIM et al., 2004c; ROSYPAL & LINDSAY,
2005; GONDIM, 2006; KING et al., 2011), pois a presenga destes € comum no
Cerrado e no Pantanal.

A analise referente ao titulo de anticorpos observados nos animais
positivos para IFl obteve-se, entre os Curraleiros, a maioria dos positivos com
titulo 1:200 (43 animais), sendo que o maior titulo encontrado foi 1:6400 (cinco
animais). Entre os animais Pantaneiros, dois titulos detiveram a maioria dos
animais soropositivos: 1:200 (nove animais) e 1:3200 (nove animais). O maior
titulo encontrado neste rebanho foi de 1:25600 (dois animais). A Figura 7 traz um
grafico com a apresentagao dos titulos encontrados e o numero de animais em
cada nivel de titulacéo, separados por ragca e também somados.

Variados titulos sao descritos na literatura, de acordo com o ponto de
corte adotado em cada estudo. A partir de 1:100 e 1:200 (ponto de corte mais
comumente utilizado), foram relatados titulos tao altos quanto 1:1600, 1:6400 e
1:12800 (SARTOR et al., 2003; CARDOSO et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2010).
Nao é frequente a observacdo de titulo tdo alto quanto o obtido no rebanho
Pantaneiro, em infec¢ao natural, sendo encontrado apenas um relato na literatura
consultada, descrito por FIORETTI et al. (2003).
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FIGURA 7 - Titulos de anticorpos anti-Neospora caninum obtidos por

imunofluorescéncia indireta (titulo > 1:200) em bovinos das ragas
Curraleiro e Pantaneiro, provenientes de unidades de criagcdo em
Goias e Mato Grosso do Sul, respectivamente, 2010 A

Apesar da oscilacdo de anticorpos, comum em bovinos, provocar a
recomendacdo de coleta seriada para melhor avaliagdo do rebanho (ALVAREZ-
GARCIA, 2003), a metodologia realizada neste trabalho, que contemplou apenas
uma colheita por animal (exceto nos bezerros pantaneiros, para avaliacdo da
transmissao vertical) garante seguranga na determinagédo da soroprevaléncia, de
acordo com estudos que, ao realizarem o procedimento seriado, ndo encontraram
diferenca significativa entre os valores de soropositividade, sugerindo que apenas
um exame do rebanho ja é capaz de demonstrar o cenario da doenga naqueles
animais (McALLISTER et al., 2000; DIUJKSTRA et al., 2003).

A

5.3 Avaliagao da transmissao vertical

Das propriedades envolvidas no estudo, foi possivel o
acompanhamento das fémeas, com posterior acesso ao soro das crias em trés

fazendas criadoras de Curraleiro (Mimoso de Goias-GO, Pilar de Goias-GO e
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Porangatu-GO), além da propriedade criadora do rebanho Pantaneiro. Nesta,
diante da impossibilidade de acesso aos bezerros no momento em que nascem,
foi utilizada a ferramenta da coleta seriada, realizada em cinco momentos até os
dez meses de idade das crias. Nos animais Curraleiros, foi possivel a colheita do
sangue no momento do nascimento, permitindo a verificagdo da transmisséo
vertical com apenas este material.

A taxa de transmissao vertical geral observada nos rebanhos foi de
51% (95%, IC 37%-64%). Separando por raga, no gado Curraleiro esta taxa foi de
48% (95%, IC 30%-66%). Na populagdo de Pantaneiros, este valor foi superior,
ficando em 54% (95%, IC 35%-73%). Os valores de transmissdo obtidos estao
expostos nas Tabelas 3, 4 e 5, para taxa geral, rebanho Curraleiro e rebanho

Pantaneiro, respectivamente.

TABELA 3 — Ocorréncia de transmissao vertical de N. caninum em bovinos
Curraleiros e Pantaneiros, provenientes de unidades de criagao
em Goias e Mato Grosso do Sul, respectivamente, 2010

Bezerros Bezerros
Animais Total
positivos negativos
Filhos de vacas
sorologicamente 22 26 48
positivas
Filhos de vacas
sorologicamente 5 45 50
negativas
Total 27 71 98
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TABELA 4 — Ocorréncia de transmissao vertical de N. caninum em bovinos
Curraleiros, provenientes de unidades de criagdo em Goias, 2010
Bezerros Bezerros
Animais Total
positivos negativos
Filhos de vacas
sorologicamente 10 15 25
positivas
Filhos de vacas
sorologicamente 4 22 26
negativas
Total 14 37 51

TABELA 5 — Ocorréncia de transmissao vertical de N. caninum em bovinos
Pantaneiros, provenientes de unidade de criagdo em Mato Grosso

do Sul, 2010
Bezerros Bezerros
Animais Total
positivos negativos
Filhos de vacas
sorologicamente 12 11 23
positivas
Filhos de vacas
sorologicamente 1 23 24
negativas
Total 13 34 47

A

A taxa de transmissao vertical em racgas locais nacionais obtida neste
estudo (51%) se mostrou elevada quando comparada aos estudos de GONDIM et
al. (2004b) (35%/aptiddo corte/Estados Unidos), de MORE et al. (2009)
(37,1%/aptidao leite/Argentina) e de OLIVEIRA et al. (2010) (24%/aptidao
mista/Goias). Por outro lado, taxas maiores foram relatadas por DAVISON et al.
(1999) (95,2%/aptidao leite/Reino Unido), por ROMERO & FRANKENA (2003)
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(64%/aptidao leite/Costa Rica), por HALL et al. (2005) (75%/aptidao
leite/Australia), por GARCIA (2005) (62,5%/aptidao leite/Goias) e por BARTELS et
al. (2007) (61,8%/aptidao leite/Holanda).

Mais uma vez, presumindo que os rebanhos Curraleiros se enquadram
nas caracteristicas de aptidao mista, temos que a taxa de transmissao vertical
nestes (48%) estd acima do relatado em rebanho com aptiddo semelhante por
OLIVEIRA et al. (2010), de 24%. Isso pode ser explicado pelo fato de o rebanho
envolvido no estudo de OLIVEIRA et al., (2010) ser pertencente a uma central de
transferéncia de embrides, onde sabe-se que existe um controle maior das
receptoras com relagdo aos problemas reprodutivos, sendo o descarte das
fémeas problematicas uma pratica comum. Por outro lado, como mencionado
anteriormente, esse descarte rotineiro ndo € observado no rebanho Curraleiro e a
reposicao se da com fémeas do proprio rebanho. Além disso, sabe-se que o uso
da tecnologia de transferéncia de embrides € um meio eficiente de se evitar a
transmissao transplacentaria, desde que sejam utilizadas receptoras negativas
(BAILLARGEON et al., 2001; CAMPERO et al., 2003; OLIVEIRA et al, 2010).

Da mesma forma, admitindo ser o gado Pantaneiro de caracteristicas
de rebanho de corte, sua taxa de transmissao vertical (54%) é bastante superior
ao relatado por GONDIM et al. (2004b), de 35% em rebanho de corte. Aqui,
novamente a caracteristica de reposicdo com fémeas do préprio rebanho pode
explicar este fato.

A deteccao de anticorpos pré-colostrais anti-N. caninum em bezerros
nascidos de mées sorologicamente negativas foi observada em cinco ocasides.
Estas ocorréncias indicam que as vacas, apesar de seu estado soroldgico
negativo, estavam infectadas. Tal fato pode ser explicado pela flutuagdo de
anticorpos caracteristica em bovinos, onde apds uma infecgao prévia, os niveis de
anticorpos podem declinar com o passar do tempo, até um patamar nao
detectavel pelas técnicas utilizadas, podendo voltar a se elevar em ocasidoes de
recrudescéncia (FROSSLING et al., 2005; LOPEZ-GATIUS et al., 2004; DUBEY
et al., 2007). A presencga do ciclo com transmissao horizontal nas propriedades é
outro aspecto que pode explicar a ocorréncia, aqui observada, de bezerros
positivos filhos de maes negativas. A mae pode ter se infectado horizontalmente

no periodo decorrido entre a colheita do soro e o parto, apresentando uma
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infeccdo aguda durante a gestacao e transmitindo a infecgao a cria. Das quatro
ocorréncias desta natureza no rebanho Curraleiro, trés foram de uma mesma
propriedade, fato que reforga essa teoria, sugerindo que, no periodo de estudo,
houve participagado de hospedeiro definitivo infectando o rebanho.

E fato que a transmiss&o vertical é a forma de propagacado da infecgéo
predominante nos rebanhos (FROSSLING et al., 2005; DUBEY et al., 2007) e
importante na epidemiologia da neosporose bovina (WILLIAMS et al., 2009). Tal
assertiva foi mais uma vez confirmada neste estudo, dadas as altas prevaléncias
e taxas de transmissdo transplacentaria observadas. Entretanto, ndo se deve
atribuir toda a ocorréncia de anticorpos anti-N. caninum a transmissao vertical,
devido a provavel presenca de transmissdo horizontal e a possivel interferéncia
do ciclo silvestre da neosporose nos rebanhos estudados. FRENCH et al. (1999)
afirmaram que a ocorréncia de alguma infecgdo pds-natal, mesmo que em
menores proporgdes, € essencial para a manuteng¢ao do parasito no rebanho.

A colheita seriada de amostras nos bezerros pantaneiros permitiu ainda
a observacdo de outro parametro: o momento no qual os anticorpos colostrais
desapareciam. Assim constatou-se, nos bezerros que apresentaram anticorpos
colostrais, que estes permaneceram por aproximadamente quatro semanas
(quatro animais), oito semanas (dois animais), 12 semanas (trés animais), 16
semanas (um animal) e 20 semanas (um animal), quando ent&do, apos estes
periodos, ndo foram mais detectados. Esta observacédo esta de acordo com o
relato de CARDOSO et al. (2008), que afirmaram que o anticorpo colostral para N.
caninum pode permanecer por até 21 semanas apds o nascimento nos bezerros,
evidenciando a importancia da exclusdo dos animais de até quatro meses de
idade nos estudos de soroprevaléncia, para impedir os resultados falso-positivos.
Durante o estudo, ndo houve situagcdo de animal que iniciou a pesquisa
soronegativo e soroconverteu nas colheitas posteriores, fato que poderia
representar a infecgao pds-natal (via horizontal).

Ao final da gestagao, o feto ja apresenta resposta imune competente a
infeccao, e a detecgdo de anticorpos pré-colostrais muitas vezes apresenta titulos
superiores aos das maes (ALVAREZ-GARCIA, 2003). Isto foi observado neste
estudo onde, dos 22 bezerros positivos (que caracterizaram a transmisséo

vertical), 11 apresentaram titulos de anticorpos superiores ao de suas maes, sete
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apresentaram titulos menores e quatro apresentaram o mesmo titulo que suas
maes. Tal fato foi mais frequente no rebanho Pantaneiro (nove dos 11 citados).
Visto que a transmissao vertical ocorre em valores consideraveis nos
rebanhos Curraleiro e Pantaneiro, é interessante se pensar em monitora-los
sorologicamente e identificar as bezerras positivas tentando, dentro das limitagdes

ja discutidas, nao utiliza-las para reposigao.

A

5.4 Associacao entre titulos das fémeas e ocorréncia de transmissao vertical

Avaliando a possibilidade de relagdo entre o titulo de anticorpos das
vacas e a ocorréncia de transmissdao vertical, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre estas variaveis, demonstrando que nao ha
relacdo entre elas. Em outras palavras, a transmissao vertical de N. caninum nos
rebanhos Curraleiro e Pantaneiro pode ocorrer independentemente do titulo de
anticorpos que as fémeas estejam apresentando. Os numeros de bezerros
positivos e negativos, de acordo com a titulagdo das maes estao apresentados na
Tabela 6.

TABELA 6 — Associagao entre titulo de anticorpos maternos anti-N. caninum e
ocorréncia de transmissao vertical em bovinos Curraleiros e
Pantaneiros, provenientes de unidades de criagdo em Goias e
Mato Grosso do Sul, respectivamente, 2010

Bezerros Bezerros
Titulo materno Total
positivos negativos
1:200 8 6 14
21:400 14 20 34
Total 22 26 48
X? =1,018; Yates = 0,477 (p > 0,001) /\

Esta observacdo discorda do estudo de MORE et al. (2009) e
OLIVEIRA et al. (2010), que observaram que vacas com titulo maior ou igual a

1:400 tiveram maior taxa de transmissao vertical. Nas ragas aqui estudadas, nao
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houve este padrdo, sendo que mesmo vacas com titulo 1:200 apresentaram

transmissao vertical.

A

5.5 Associacao entre raga e ocorréncia de transmissao vertical

N&o houve associagado estatisticamente significativa entre a raga e a
ocorréncia de transmissao vertical nas populagdées (OR 0,79; IC 0,27-2,34 95%).
Assim, a ocorréncia ou nao de transmissao transplacentaria nos animais
estudados nao esta ligada a raga, ocorrendo de maneira semelhante em ambas.

As associagdes comumente encontradas correlacionam raga (ou grupo
de racas, de acordo com aptidées) e soropositividade para N. caninum.
Presumindo ser possivel assumir que quanto mais soropositivo € um rebanho,
maiores sao as chances de ocorréncia de transmissdo vertical (ROMERO &
FRANKENA, 2003), observamos que este meio de transmissdo esta mais
associado a rebanhos leiteiros em primeiro lugar, seguido dos rebanhos de
aptiddo mista e dos rebanhos de corte em terceiro. MUNHOZ et al. (2009)
relataram animais da raca Holandés Preto e Branco com até 2,65 vezes mais
chances de serem positivos quando comparados com animais zebuinos e
cruzados. Entretanto, nos rebanhos aqui avaliados este padrao nao foi observado,
mesmo se tratando de animais com caracteristicas proximas a rebanhos de
aptidao mista (Curraleiro) e corte (Pantaneiro).

Em outra abordagem tais avaliagbes, embora atribuam maior ou menor
soropositividade a caracteristica de manejo dos animais, dentre outros fatores,
acabam por sugerir racas possivelmente mais resistentes aos efeitos deletérios
da neosporose bovina, visto que sao observados diferentes numeros de animais
positivos em ragas distintas, porém criadas em ambiente e manejo semelhantes.
Além disso, também se observam rebanhos onde a soropositividade € alta e a
ocorréncia de manifestacao clinica caracteristica € rara, como nos rebanhos de
racas locais aqui avaliados.

Dentre as caracteristicas apresentadas pelos bovinos Curraleiro e
Pantaneiro, certamente sua resisténcia a doencas e parasitas € a que mais se

destaca e desperta interesse. A resisténcia natural a algumas enfermidades
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refere-se a capacidade inerente de um animal resistir a determinada doenca
quando exposto a patéogenos, sem que tenha havido imunizagdo ou exposigao
prévia a este agente (WESTHUSIN et al., 2007). Embora amplamente difundida
entre produtores e conhecedores das racas, esta caracteristica ainda possui
escasso embasamento cientifico que corrobore a observagcao dos criadores.
Partindo da premissa que a resisténcia as infec¢des esta diretamente relacionada
a resposta imune do hospedeiro, os estudos vém sendo desenvolvidos com o
intuito de identificar particularidades na imunologia destes animais, que expliquem
sua maior resisténcia.

Comparando ragas locais e animais mesticos, resultantes do
cruzamento de ragas exaoticas, os bovinos locais apresentam maior eficiéncia na
construcao da resposta da imunidade inata, tida como primeira linha de defesa do
organismo contra patégenos (JULIANO, 2006). Objetivando verificar a existéncia
de diferenga na resposta imune de animais Curraleiros e outras ragas exodticas
criadas na regido do Cerrado, MAGGIOLI (2010) avaliou bezerros Curraleiros e
Nelores apdés a vacinagdo com Mycobacterium bovis- BCG. Como resultado,
concluiu que existe uma resisténcia do bovino Curraleiro quando comparado ao
Nelore, devido a sua melhor capacidade de induzir resposta imune especifica a
vacina.

Em estudo comparativo, MORAES (2010) concluiu que bovinos
Curraleiros apresentam valores percentuais médios de linfocitos T e B circulantes
superiores aos encontrados em ragas exoticas mais comumente criadas, como
Holandés, Hereford, Pardo Suigco e Jersey, sendo apenas o valor percentual de
células T da raca Hereford assemelhando ao do Curraleiro.

De acordo com BITTAR et al. (2004), o perfil fenotipico do sangue
periférico de bovinos europeus pode influenciar o padrao de imunidade clinica
apresentado por eles, sendo os niveis de linfécitos T e B circulantes associados a
maior resisténcia para infeccdes parasitarias. Uma elevada razdo T/B pode ser
associada a resisténcia clinica de bovinos Hereford a babesiose, demonstrando
que as diferencas no perfil celular devem ser consideradas nos estudos de
imunidade desencadeada por doencas infectoparasitarias. Assim, baseado em
tais observacoes, fica evidente a existéncia uma resisténcia natural do bovino

Curraleiro, conferida por suas particularidades imunoldgicas.
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E fato que a comprovacdo da resisténcia dos animais a uma so
doenca, a principio, pode nao estar relacionada a resisténcia a outras
enfermidades. Entretanto, o processo de ativacdo de grupos de células
hospedeiras pode apresentar similaridades que determinardo a sobrevivéncia de
patdbgenos com caracteristica bioldgica semelhante, como o desenvolvimento
intracelular. (ADAMS & TEMPLETON, 1998). Os consideraveis numeros de
soropositividade e transmissao vertical aqui observados, associados ao fato de
que a neosporose bovina parece nao afetar os parametros reprodutivos das racas
envolvidas, pois nado foram relatados tais problemas, evidenciam que a
caracteristica de resisténcia destes animais se estende também ao N. caninum.

Sabendo da necessidade de maiores estudos, tal caracteristica poderia
inclusive ser herdavel em utilizagdes futuras do material genético destes bovinos
em programas de melhoramento. Observagdo nesse sentido foi realizada por
ALMERIA et al. (2009), relatando que a utilizacdo de sémen de touros de ragas de
corte, tidas como possivelmente mais resistentes ao N. caninum, reduziu
drasticamente o risco de abortamento em vacas leiteiras. Isso €& bastante
desejavel por se tratar de uma enfermidade causadora de grandes prejuizos a

producao e ainda sem vacina ou tratamento eficaz.

A

5.6 Nivel de concordancia entre as técnicas soroldgicas

Avaliando separadamente os indices de soropositividade, de acordo
com as técnicas empregadas detectou-se pela técnica de IFl, 48,19% (120/249)
de reagentes no rebanho Curraleiro e 34,86% (38/109) de reagentes no rebanho
Pantaneiro. Pela técnica de ELISA, 14,46% (36/249) e 34,86% (38/109) dos
animais foram positivos, para os rebanhos Curraleiro e Pantaneiro,
respectivamente.

A concordancia geral verificada entre as técnicas soroldgicas utilizadas
foi considerada moderada-baixa (k = 0,34). Foi feita uma analise separada por
raca, onde a concordancia observada nas analises dos soros Curraleiros foi muito
baixa (k = 0,20), em oposi¢cdo a concordéncia obtida nos soros Pantaneiros,

considerada moderada-alta (k = 0,71). Esta observagao difere do obtido por
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CAETANO-DA-SILVA et al. (2004a), que encontraram uma boa concordancia
entre os dois métodos (k = 0,87).

N&o é raro observar discrepancias entre numeros de soropositividade
em uma mesma populagdo. Como dito, & preciso considerar diferencas entre
técnicas e principalmente o ponto de corte adotado. Ao comparar os niveis de
acordo entre diferentes testes (IFI em varios pontos de corte e ELISA comercial
HerdChek® IDEXX), SCHARES et al. (1998) observaram que tal concordancia
varia bastante conforme se altera o ponto de corte de IFI, encontrando
concordancia muito baixa (k = 0,202) quando foi adotado ponto de corte 1:200 na
IFI, resultado semelhante ao deste estudo.

Discordancias também foram observadas e relatadas entre os
diferentes testes de ELISA, comerciais e in house, sendo atribuidas mais uma vez
aos diferentes pontos de corte adotados (SCHARES et al., 1999).

REICHEL & PFEIFFER (2002), objetivando avaliar os niveis de
sensibilidade e especificidade de testes de ELISA, comparando-os com a IFl,
observaram que nas amostras positivas a 1:200 na IF|l e analisadas pelo ELISA
comercial (HerdChek® IDEXX) respeitando o ponto de corte recomendado,
resultaram em sensibilidade de 50% e especificidade de 98%. Ou seja, das
amostras positivas para IFl nesta diluicdo, o teste de ELISA conseguiu identificar
apenas a metade, porém com alta confiabilidade. O autor ainda recomenda que,
para obtencdo de niveis de sensibilidade e especificidade iguais (de 81%), o
ponto de corte deveria ser reduzido de 0,50 para 0,11.

Ainda segundo os mesmos autores, quando o mesmo procedimento foi
repetido, porém utilizando 1:600 como paréametro na IFl, os valores de
sensibilidade e especificidade do ELISA foram 77% e 95%, respectivamente. Ou
seja, a sensibilidade do ELISA comercial melhora quando se tém titulos mais
altos. Neste estudo, grande parte dos titulos encontrados no gado Curraleiro na
IF1 foram baixos (1:200). Assim, o teste de ELISA da maneira como foi conduzido
(com ponto de corte 0,50, conforme recomendado) ndo foi capaz de detectar
todas as amostras positivas com titulos abaixo de 1:400 (Tabela 7). Isso explica a

baixa concordancia entre os testes.
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TABELA 7 — Comparacéao entre titulo de anticorpos na IFI| e positividade no teste
de ELISA em soros de bovinos Curraleiros, provenientes de

unidades de criagdo em Goias, 2010

IFI + ELISA + ELISA - Total

1:200 1 42 43
2 1:400 29 48 7

Total 30 90 120

x2 = 18,375; Yates = 16,539 (p > 0,001) JAN

Nos animais Pantaneiros, o maior nimero de animais com titulo alto foi

fator determinante para uma melhor concordancia entre as técnicas de

diagndstico.
A
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6 CONCLUSOES

Os resultados aqui obtidos permitem as seguintes conclusdes:

N. caninum esta presente nos rebanhos de ragas locais brasileiras
Curraleiro e Pantaneiro, estando amplamente distribuido nas propriedades

avaliadas.

Os animais apresentam uma amplitude de titulos, que vao desde o
ponto de corte adotado (1:200) até titulos de 1:25600.

A transmissdo vertical esta presente em ambos os rebanhos
estudados, em taxas consideravelmente altas, sendo possivelmente o principal

modo de transmissado encontrado nestas populacdes.

Ndo ha associacdo entre o titulo das maes e a ocorréncia de

transmissao vertical.

N&o ha associagéo entre a ocorréncia de transmisséo vertical e a raga.

N&o houve boa concordancia entre as técnicas de IF| e ELISA indireto

utilizadas. A técnica de IFl deve ser adotada como padrao.

AN
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