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RESUMO

Durante a ultima década, a infeccdo por Neospora caninum tem emergido como uma
importante doencgareprodutivaembovinose, em varios paises, temsido diagnosticadacomo
principal causade aborto. Tendoemvistaaimportanciadessadoencaesse trabalho teve como
objetivo avaliar morfologicamente embrides bovinos produzidos in vitroinfectados expe-
rimentalmente por N. caninum. Os embrides foram produzidos in vitro a partir de oécitos
colhidos de ovarios de bovinos provenientes de abatedouro. Foram separados em grupo
controle, mantido somente com meio HTF e grupo infectado com 10 mL de N. caninum. Os
embrides foram avaliados ap6s 48 e 96h em microscdpio optico invertido. Os embrifes do
grupo controle ndo apresentaram alteracdes morfoldgicas. No grupo infectado foi verificado
o aparecimento de granulos escuros no citoplasma, bloqueio da clivagem e ruptura da zona
peltcida (ZP). Em alguns casos, observou-se estruturas semelhantes a taquizoitos de N.
caninumno interior da ZP. Esses resultados sugerem que, de alguma maneira ha a interagdo
do patégenocomoembrido, talvezemum processo inicial de ligagdo comaZP, promovendo
posteriormente sua entrada. Esses estudos tornam-se relevantes quando se levaem conside-
racdo a possivel transmissdo daN. caninum por técnicas conceptivas artificiais.
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ABSTRACT

MORPHOLOGICAL ANALYSIS OF IN VITRO FERTILIZED BOVINE EMBRYOS
EXPERIMENTALLY EXPOSED TO NEOSPORA CANINUM. During the last ten years the
Neospora caninuminfection have emerged as an important reproductive disease in cattle, and
in several countries has beenthe main cause of abortion. Considering the importance of the
disease our aimwasto performamorphological analysis ofin vitrofertilizedbovineembryos
experimentally exposed to Neospora caninum. The embryos were produced from oocytes
harvested from ovaries collectedin slaughterhouse. They were divided in 2 groups: control,
keptwith HTF medium, and infected with 10nL of N. caninum. The embryos were keptin CO,
incubator during 48 and 96h. The observations were performed under inverted optical
microscope. There were no morphological changes in the control group. The infected group
presented cytoplasm with dark granulation, cleavage blockage and pelucide zone (ZP)
rupture. In some cases, taquizoite like structures were visualized under the ZP. Those results
showed that there isan interaction between the embryo and the pathogen, probably by means
ofaninitial process of binding with the ZP,which eventually allowsitsentranceunderthe ZP.
The current study becomes relevant when we take into account the possibility of Neospora
caninum transmission viaanimal reproductiontechniques.
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INTRODUCAO perdasecondmicasassociadasaneosporose em bovi-
nos, alguns dados sdo encontrados para os EUA,

Durante a Gltima década, a infecc@o por Neospora onde na Califérnia verifica-se que 20% a 43% dos
caninum tem emergido como uma importante doenca abortos sdo causados por este protozoario. Na Aus-
reprodutiva em bovinos, e em varios paises tem sido tralia foi estimado que a neosporose custa para a
diagnosticadacomo principal causa de aborto (MeLo industrialeiteiracercade85milhdesdeddlarese para
etal., 2004; MaINAR-JAIME et al., 1999). Em relacdo as os produtores de gado de corte 25 milhdes de ddlares
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anualmente. Calcula-se que as perdas econdémicas
diretamente associadas a infeccdo por Neospora sp.
sejam de aproximadamente 35 milh&ées de ddlares por
ano (Duskey, 1999).

A multiplicacdo dos parasitas pode ocorrer em
umagrande variedade de hospedeiros intermedia-
rios, incluindo bovinos e outros animais de criacdo
(Duskey, 2003; Wouba, 2000). A neosporose temsido
observada tanto em rebanhos de gado de corte
quantode exploracéo leiteira (Anpersonet al., 2000).
Estudos feitos nos EUA e Inglaterra tem mostrado
que existe alta probabilidade (81-100%) de ocorrer
transmissdo da mae para o feto durante a gestagao
(DAvisoN et al., 2001). ParE et al. (1996) demonstra-
ram que a transmissdo congénita pode alcancar a
taxa de 80% em alguns criatérios. Esses mesmos
autores observaram que vacas que apresentavam
altos niveisséricos de anticorpos durante o final da
prenhez ou um aumento na sua quantidade entre o
3%e 08°més de gestacdo tinham maior probabilida-
de de transmitirem neosporose congenitamente,
quando comparadas com aqueles animais com
baixos niveis de anticorpos ou com niveis decres-
centes (PARE et al., 1996). A maioria dos bezerros
infectados congenitamente sdo clinicamente nor-
mais (PArEetal., 1996). Esses animais aparentemen-
te sadios, porém portadores da doenga, sdo extre-
mamente importantes na manutenc¢do da infeccdo
no rebanho.

Portanto, como aparentemente, a via de transmis-
sdo mais importante é a vertical, deve-se ter uma
atencao especial em relacdo as técnicas conceptivas
artificiais animais, como a transferéncia de embrides
(TE) e afecundacaoin vitro (FIV), umavez que odcitos
e embrides podem estar contaminados com o
protozoario e ao serem transferidos para receptoras
sadias podem ser uma fonte de infeccdo (ANDERsON et
al., 2000). Levando em consideragdo que um constan-
te aprimoramento dos métodos de controle sanitario
em técnicas de reproduc¢do animal assistida € neces-
séario, a fim de se prevenir a transmissao de doengas,
assim como, evitar transtornos relacionados a preju-
izos na producdo animal e em saude publica, esse
trabalhoteve como objetivo avaliar morfologicamente
embrides bovinos produzidos in vitro infectados ex-
perimentalmente por N. caninum.

MATERIAL E METODOS

Cultivo celular

AscélulasVERO CCL-81foram mantidasemmeio
deculturaMinimo Essencial de Eagle (MEM) acresci-

do de soro fetal bovino 10%, e incubadas a 37° C em
garrafas de 25 cmz.

Protozoario

Foram utilizados taquizoitos de N. caninum (cepa
padrdo NC-1) fornecida pelo Laboratério de Viroses
de Bovideos do Instituto Bioldgico. Para o cultivo e
manutencao dos taquizoitos de N. caninum, utilizou-
se células VERO CCL-81, acrescidas de 2% de soro
equino (SE). Asuspensao utilizada parainfeccao dos
embribes foi preparada na concentragédo de 3 x 10°
taquizoitos/mL. A suspensao foi utilizadaimediata-
mente apds o preparo.

Manutencdo de Neospora caninum em cultivo
celular

Taquizoitos de N. caninum (cepa NC-1) foram
mantidos por passagens continuas em cultura de
células VERO CCL-81, no Laboratério de Viroses de
Bovideos do Instituto Biolégico de Sdo Paulo.

A inoculagdo de N. caninum foi realizada em uma
monocamada pré-formada de células VERO, e os
repiquessucessivosforamrealizadosquando80%ou
mais do tapete celular estava rompido. Com o auxilio
deumraspadordecélulas, o restante damonocamada
celular foi liberado da garrafa, e todo o seu contetdo,
aproximadamente 8,0 mL, foi homogeneizado por
uma agulha de calibre 27G, com a finalidade de
romper células que ainda abrigassem taquizoitos.
Meio mililitro desse material foi inoculado em uma
novagarrafadecélulas pré-formadaacrescidosde 7,5
mL de meio MEM contendo 2% de soroeqiinoe 1%de
antibidtico (penicilina [0,7 g] + estreptomicina[1,0 g]
+ gentamicina [1,0 g] + L-glutamina [2,92 g] +
anfotericina [0,05 g] +agua deionizada [100 mL]). O
volume restante foi centrifugado a 1.500 rotacGes por
minuto (rpm) por 10min, o sobrenadante descartado
e 0s taquizoitos ressuspendidos em solucdo salina
tamponada (PBS pH 7,2). Em seguida, realizou-se a
contagem dos taquizoitos em camara de Neubauer
(hematocitdmetro), de modo que mantivesse a con-
centracdo de 3 x 10 taquizoitos/mL, o qual foi enca-
minhado parao Laboratério de BiologiaCelular para
infeccdo do odcito.

Producao dos embrides in vitro

Para a obtencdo dos embrides, os ovarios foram
colhidos em abatedourosde bivinos e os 04citos obti-
dos por meio de aspiracao folicular em laboratério.
Foram maturados in vitro em meio de maturagado
(TCM199, LH, FSH, estradiol, piruvato, SFB e antibi-
otico) por 24h em estufa a 5% de CO, a39° C. Aofinal
dessa etapa os odcitos foram lavados em meio HTF
suplementado com 10% soro fetal bovino (SFB) e
colocados na placa & fecundacgdo junto com os
espermatozodides. A amostra de sémen foi previamente
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descongelada em banho-maria a 35° C/20s, e entdo
processada pelatécnica de gradiente descontinuo de
Percoll, por 30min/800rpm. A seguir o pelletfoi lava-
do por centrifugacdo em meio de cultura HTF
suplementado com 10% SFB por 10min/800 rpm. A
concentracdo espermatica foi ajustada (aproximada-
mente 100 mil espermatozéides/od6cito) e a suspen-
sdo de espermatozdides foi incubada por 30min em
solucdo de heparinasddica, antes de ser colocada na
placa de fecundacdo. Apés 22-24h da fecundagao os
odcitos foram desnudados mecanicamente. A avalia-
¢do da clivagem foi realizada ap6s 72h.

Infeccdo dos embrides in vitro

Os embrides foram separados em grupo controle,
mantido somente com meio HTF suplementado com
10% SFB e grupo infectado com adi¢do de 10 mL da
suspensdo de N. caninum. Os embrides foram cultiva-
dos por 96h, em estufa a 5% de CO, a 39° C e 90% de
umidade. A observacao de alteraces no desenvolvi-
mento embrionéario foi realizada por 48 e 96h sob
microscopio éptico invertido no aumento de 100X.

RESULTADOS

Os embrifes do grupo controle ndo apresenta-
ram alteracdes morfolégicas em nenhum dos peri-

Fig. 1 - Embrides bovinos do grupo controle apos 48h de
cultura.

Fig. 3 - Mérula bovina do grupo controle apos 96h de
cultura.

odos de incubacédo (Figs. 1 e 3). Porém, no grupo
infectado foi verificado inicialmente, apés 48h de
infeccdo, o aparecimento de granulos escuros no
citoplasma, bloqueio da clivagem no estadio de
duas células e aumento do espago perivitelinico
(Fig. 2). Ap6s 96h de infeccdo foi verificada, além
das alteracdes j& descritas (Fig. 4), a ruptura da
zona peldcida em alguns embrides, em alguns ca-
sos observou-se ainda estruturas semelhantes a
taquizoitos de N. caninum no interior da zona
pellcida.

DISCUSSAO

Existem poucas informagdes disponiveis a res-
peito da transmissdo da N. caninum por técnicas de
reproducdoanimal,como porexemplo, atransferén-
cia de embrides (TE), a inseminacgao artificial e a
fertilizacdo in vitro (FIV). Entretanto, sabe-se que se
essas técnicas forem realizadas corretamente, po-
dem, ao invés de servirem como via de transmisséo,
oferecerem oportunidade de minimizar o risco de
disseminacéo da neosporose (CampeRO et al., 2003).
Camprero et al. (2003) trabalharam com TE em
receptoras de um rebanho infectado por N. caninum,
e estas apresentaram sorologia negativa apds o pro-
cedimento, que minimizouatransmissao vertical do
patdgeno.

Fig.2-Embribesbovinos do grupo infectado ap6s 48h de
cultura.

ToysEPE 5
Fig. 4 - Embrido bovino do grupo infectado ap6s 96h de
cultura.
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Afimdeaumentarasegurancado procedimentode
TE foram realizados alguns estudos a respeito da
eficiéncia das lavagens sequienciais e do tratamento
comtripsina, padronizados pelaInternational Embryo
Transfer Society (IETS), como métodos de remogéo e/
ou inativacdo de microrganismos em embrides
(STRINGFELLOW, 1998). BieLANskiI etal. (2002) verificaram
queaslavagenssequenciaiseotratamentocomtripsina
foram eficientes na remogéo do coccidio. BAILLARGEON
etal.(2001) encontraram resultados semelhantestraba-
Ihando com transferéncia de embrides bovinos, colhi-
dos de doadoras com sorologias positiva e negativa
para N. caninum, e lavados antes da transferéncia
conforme recomendac¢do da International Embryo
Transfer Society (IETS). Esses autores demonstraram
queaslavagenssequenciaiseotratamentocomtripsina
podem ser uma forma eficiente de prevenir atransmis-
sdo vertical de N. caninum, uma vez que nenhuma
receptora sabidamente soronegativa apresentou
soroconversdo apds a TE (BAILLARGEON et al., 2001).
Portanto, aparentemente, as técnicas padronizadas
pelalETSsdoeficientesnaremocdoe/ouinativacdodo
patégeno de embrides bovinos.

Entretanto, esse mesmo consenso ndo foi obtido
quanto a observacao de alteragdes morfologicas em
embrifes infectados experimentalmente a N. caninum.
Em um trabalho realizado por BieLanski etal. (2002) foi
avaliada a sensibilidade de embrides bovinos a N.
caninum. Esses autores ndo observaram alteragdes
morfolégicas nos embrides infectados experimental-
mente. Porém, nesse trabalho, apés o periodo de expo-
sicdo, foram verificados no grupo infectado, o apareci-
mento de granulos escuros no citoplasma, bloqueioda
clivagem no estadio de duas células e até ruptura da
zona peldcida. Em alguns embrifes estruturas seme-
Ihantesataquizoitos deN.caninumforamvisualizadas
no interior da zona pellcida. Provavelmente esses
resultados indicam que, de alguma maneira exista a
interacéo do protozoario com o embrido, talvezem um
processo inicial de ligacdo com a zona pelUcida, pos-
teriormente promovendoasuaentrada, ouqueapenas
apresenca do patdgeno no meio seja capaz de promo-
verumambientedesfavoravelaodesenvolvimentodos
embribes. Essa Gltima hipdtese ja foi descrita para
infeccdo de embrides bovinos comBrucellaabortus, nos
quais foram verificadas altera¢ées morfologicas apos
18h de infeccédo, devido a mudancas nas caracteristi-
cas do meio como pH e disponibilidade de nutrientes
(STRINGFELLOW et al., 1986).

Em casosdetransferénciade embrideseinseminacdo
artificial os animais doadores podem se apresentar apa-
rentemente sadios e, entretanto, serem portadores da
doenca. Sendoassim, estudosa respeito dasensibilidade,
com base principalmente em morfologia de gametas e
embrides ao patégeno sao extremamente importantes
como forma de prevenir a disseminagdo da doenca.
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