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Verificacdo da transmissao vertical de Neospora spp. em equinos!
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The genre protozoan Neospora is recognized as causing reproductive disorders and
miscarriages in cattle. Among the horses little is known about the effects of infection by
these protozoa. It is currently accepted that the effects of infection by Neospora hughesi in
horses may occur in the central nervous system, and effects of Neospora caninum infection
occur in the reproductive system of mares. The present study examined the presence of
class immunoglobulin G in blood serum of a population of brood mares and their foals
before colostrum ingestion. For this assignment was employed indirect immunofluores-
cence assay (IFA) using as antigen tachyzoites of Neospora caninum, the initial dilution
employed in sera of the mares was 1:50 and dilution in the serum of foals was 1:16. Were
assisted 78 deliveries and all foals had their blood serum collected immediately after birth.
The presence of antibodies against Neospora spp. found in mares was 50 (64%) and 32
(41%) foals were positive. Of the 50 mares that had antibodies to Neospora spp. 24 ge-
nerated positive foals. Among the 28 mares unreacted eight gave birth to foals positive.
Having the results we can conclude that vertical transmission occurred Neospora spp. re-
searched in horses.

INDEX TERMS: Neospora spp., protozoa, reproductive diseases, tachyzoites, indirect immunofluores-

cence (IFAT), horses.

RESUMO.- O género protozoario Neospora é reconhecido
como causador de desordens reprodutivas e abortos em
bovinos. Entre os equinos pouco se sabe sobre os efeitos
da infeccdo por estes protozoarios. Atualmente é admi-
tido que os efeitos da infeccdo por Neospora hughesi em
equinos possam ocorrer no sistema nervoso central e, os
efeitos provocados pela infeccdo por Neospora caninum
recaiam sobre o sistema reprodutor de éguas. O presen-
te trabalho verificou a presenca de imunoglobulinas da
classe G no soro sanguineo de uma populacdo de éguas
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de cria e, em seus respectivos potros antes da ingestdo
do colostro. Para execucdo deste trabalho foi empregada
técnica de imunofluorescéncia indireta (RIFI), utilizando
como antigeno taquizoitos de Neospora caninum, a dilui-
¢do inicial dos soros das éguas foi de 1:50 e a dilui¢do do
soro dos potros empregada foi de 1:16. Foram assistidos
78 partos e todos os potros tiveram seu soro sanguineo
coletado imediatamente apds o nascimento. A pesquisa de
anticorpos contra Neospora spp. apontou que 50 (64%)
éguas e 32 (41%) potros foram positivos. Das 50 éguas
que apresentaram anticorpos contra Neospora spp. 24
geraram potros positivos. Entre as 28 éguas que ndo re-
agiram, oito deram a luz a potros positivos. De posse dos
resultados encontrados podemos concluir que ocorreu a
transmissdo vertical de Neospora spp. nos equinos pes-
quisados.

TERMOS DE INDEXACAOQ: Neospora spp., protozoarios, doencas
reprodutivas, taquizoitos, reagdo de imunofluorescéncia indireta
(RIFI), equinos.
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INTRODUCAO
0 género Neospora foi identificado no final do século passado,
quando Neospora caninum foi incriminado como agente cau-
sador de encefalomielite em caes (Bjerkas et al. 1984, Dubey
et al. 1988). Os integrantes deste género sido pertencentes
ao filo Apicomplexa semelhante a Toxoplasma gondii, tendo
como caracteristica principal uma estrutura que confere ao
protozodrio a capacidade de internalizar células hospedei-
ras, denominada complexo apical (Bjerkas et al. 1984, Dubey
et al. 1988a, Dubey et al. 1996, Dubey et al. 2003). Neospora
spp. esta contido na familia Sarcocistidae, tem como uma de
suas caracteristicas a formagao de cistos em hospedeiros in-
termediarios (Coberllini et al. 2000, Dubey & Lindsay 1996).
N. caninum tem um ciclo de vida heteroxeno, caes (Canis fa-
miliaris) e coiotes (Canis latrans) atuam como hospedeiros
definitivos (McAllister et al. 1998, Lindsay et al. 1999, Gon-
dim et al. 2004, Gondim, 2006). O hospedeiro definitivo de N.
hughesinio é conhecido até o presente (Wobeser etal. 2009).

A soroprevaléncia de Neospora spp. em equinos ja foi
relatada em diferentes dreas do mundo (Dubey et al. 1999,
Vardeleon et al. 2001, Pitel et al. 2003, Kligler et al. 2007,
Moura et al. 2013). Sabe-se que Neospora caninum é consi-
derado a principal causa de abortamento para bovinos em
algumas regides do planeta (Barr et al. 1990). O aborto é
0 Unico indicio verificado em rebanhos contaminados (Du-
bey & Lindsay 1996). Diferente do constatado em bovinos,
pouco se sabe sobre a importancia de Neospora spp. para
equinos (Pitel et al. 2003). Relatos dao conta que duas sdo
as espécies de protozoarios do género Neospora capazes
de infectar equinos, N. caninum e N. hughesi (Marsh et al.
1998, Wobeser et al, 2009, Toscan et al. 2010).

N. hughesi tem sido incriminado como causador de en-
fermidade neurolégica (Kligler et al. 2007, Wobeser et al,
2009). Distarbios reprodutivos em éguas estdo sendo as-
sociados a infecgdo por N.caninum (Villalobos et al. 2006).

0 longo periodo gestacional das éguas e o elevado va-
lor de seus produtos requerem dos criadores e técnicos
constante atengdo. Para minimizar perdas embriondrias,
mortes fetais e ainda o nascimento de produtos inviaveis,
pesquisas relacionando Neopora spp. a possiveis proble-
mas reprodutivos em cavalos se fazem necessarias (Pitel et
al. 2003, Villalobos et al. 2006).

No presente trabalho foram testados soros de éguas em
idade reprodutiva, submetidas a manejo semi-intensivo,
afim de verificar a presenca de anticorpos contra Neospora
spp., e a transmissao transplacentaria do protozoario.

MATERIAL E METODOS

Aspectos éticos

0 projeto foi analisado pela Comissio Etica em Experimenta-
¢do Animal (CEEA), da Universidade Federal de Pelotas (UFPel),
processo n°23110.004837/2012-28, e obteve parecer favoravel
a sua execucdo, considerando ser o assunto pertinente e a meto-
dologia compativel com os principios éticos em experimentagdo
animal e com os objetivos propostos.

Coleta de amostras de soro

Amostras de soro foram colhidas a partir de 78 éguas Puro
Sangue Inglés e seus potros recém-nascidos em um Haras localiza-
do no Sul do Brasil. Os animais foram examinados rotineiramente
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por um veterindrio e todos os nascimentos foram testemunhados.
A coleta de sangue dos potros foi realizada imediatamente apds o
nascimento, portanto, antes da ingestdo de colostro e, das éguas
em média um més antes do parto, por venopungio da jugular.
Apbs a coleta, o sangue total foi centrifugado a 2500rpm durante
10 minutos para retra¢do do coagulo e obtengao do soro, o qual foi
armazenado a -20°C até ser testado.

Cultivo de Neospora caninum e confeccao do antigeno para
realizacao da técnica de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)
A pesquisa de imunoglobulina G (IgG) anti-Neospora spp. foi
realizada com teste indireto, reagdo de Imunofluorescéncia indi-
reta (RIFI) (Conrad et al. 1993). Taquizoitos de Neospora caninum
da cepa padrdo NC-1 foram utilizados como antigeno, cultivados
em células Vero em meio RPM], enriquecido com soro fetal de bo-
vino 10%, L-glutamina, piruvato, penicilina e estreptomicina. Para
confecgdo das laminas sensiblizadas o cultivo celular previamente
inoculado com taquizoitos de N. caninum, era removido das garrafas
de cultivo em capela de fluxo laminar e acondicionado em tubos do
tipo Falcon. O material era entdo submetido a centrifugagdo a rota-
¢do de 1500rpm durante 10 minutos, o sobrenadante era removido
com auxilio de pipeta de Pasteur e o pellet ressuspenso em tampao
fosfato salino (PBS) (Vardeleon et al. 2001). O contetido homogenei-
zado ressuspenso em PBS, era submetido a contagem em camara de
Neubauer espelhada. Convencionou-se que o material utilizado para
confecgdo de laminas sensibilizadas deveria ter contagem entre 500
e 1000 taquizoitos por microlitro (taq./uL). A solugdo era entdo dis-
pensada em laminas rigidas de teflon, préprias para RIFI, na quanti-
dade de 10uL por orificio (Vardeleon et al. 2001). O material foi seco
em temperatura ambiente e, posteriormente, fixado em metanol a
100% e armazenado em -20°C até o momento de ser utilizado.

Amostras controle

Pararealizacdo dareacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)
foram utilizados controles positivo e negativo em todas as laminas.
Estas amostras foram previamente testadas por Ensaio de Imu-
noabsorbancia Ligado a Enzima (ELISA). A técnica utilizou como
antigeno proteina recombinante NcSRS2, presente a superficie da
membrana de N. caninum, amplificada em Pichia pastoris. (Pinheiro
etal, 2013). Os controles positivos obtidos por ELISA apresentaram
fluorescéncia total visivel. Os controles negativos ndo fluoresceram.

Deteccdo de anticorpos pela técnica de RIFI

Para execugdo da RIFI foi utilizado anti-IgG equino conjuga-
do com fluoresceina (SIGMA®) que atua como anticorpo secun-
dario na reac¢do. O conjugado comercial foi utilizado diluido na
proporgdo de 1:64 em solucdo de Azul de Evans diluido em PBS
na proporc¢do de 1:10. A leitura das laminas foi realizada em mi-
croscépio de fluorescéncia, aumento 400x, modelo BX-FLA Olym-
pus®. As amostras testadas foram consideradas positivas quando
os taquizoitos apresentaram fuorescéncia periférica total. Foram
considerados ndo reagentes ou negativos quando a fluorescéncia
foi apical ou ausente (Pare et al. 1995).

Para as éguas foi utilizado um ponto de corte de 1:50 (Villa-
lobos et al. 2006, Antonello et al. 2012, Moura et al. 2013) como
triagem, enquanto os potros foram considerados positivos quan-
do reagentes em diluicdo de 1:16 (Locatelli-Dittrich et al. 2006,
Antonello et al. 2012).

RESULTADOS

Entre as 78 éguas coletadas 50 apresentavam anticorpos
contra Neospora spp. na diluicdo 1:50, correspondendo a
64% da populacdo de éguas em idade reprodutiva. Os ani-
mais que acusaram presenca de anticorpos para Neospora
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Quadro 1. Distribui¢io numérica das éguas que apresentaram

IgG contra Neospora spp.
Titulacdo Numero de éguas reagentes (%)
50 12/78 (15,3%)
100 22/78 (28,2%)
200 11/78 (14,1%)
400 5/78 (6,4%)
800 0

spp., na diluicdo inicial, tiveram seus soros diluidos para
verificar a presenca de IgG até a diluicio maxima de 1:800.
A distribuicdo das éguas reagentes conforme a titulagdo
de anticorpos IgG foi de 12 em 1:50 (15,3%), 22 em 1:100
(28,2%),11em 1:200 (14,1%), 5 em 1:400 (6,4%) e nenhum
soro reagente em diluicdo 1:800, estes resultados sdo me-
lhor compreendidos no Quadro 1.

A pesquisa de anticorpos da classe G contra Neospora
spp. nos potros foi realizada na diluigdo 1:16. Dos 78 ani-
mais pesquisados 32 (41%) foram reagentes, destes 24
eram produtos de fémeas positivas. Quando comparado o
status sorologico das éguas com os potros, a leitura dos re-
sultados apontou que das 50 éguas soropositivas, 24 deram
aluz a potros positivos (48%), enquanto das 28 éguas soro-
negativas, oito foram genitoras de potros positivos (28,5%).

DISCUSSAO

O potencial abortivo da infec¢do por Neospora spp. em
equinos ainda deve ser elucidado, mas existem fortes indi-
cios relacionando a presenga de anticorpos em éguas com
falhas reprodutivas (Villalobos et al. 2006). O percentual de
éguas reagentes que encontramos (64%) indica o intimo
contato de Neospora spp. com a populagao estudada. Dife-
rente de nossos resultados, em levantamentos sorolégicos
realizados nos estados do Parand e Santa Catarina, os va-
lores encontrados apontaram uma prevaléncia muito me-
nor de Neospora spp. nas popula¢des pesquisadas, 14,4%
e menos de 5%, respectivamente. Estes estudos tiveram
como alvo animais de tracdo urbanos ou oriundos de areas
rurais, mas ainda assim, indicam que ha, nessas condic¢ées,
contato de equinos com este género de protozodarios (Villa-
lobos et al. 2012, Moura et al. 2013).

Pesquisas de anticorpos contra Neospora spp., tendo
como alvo éguas em idade reprodutiva em diversas regides
do mundo convergem no mesmo sentido, embora apresen-
tem numeros diferentes quanto ao percentual de animais
reagentes, indicam o contato de equinos com este género
protozoario (Dubey et al. 1999, Vardeleon et al. 2001, Pitel
etal. 2003, Kligler et al. 2007, Antonello et al. 2012).

Amaior parte destes trabalhos utiliza testes de Imunoflu-
orescéncia indireta (RIFI) ou ensaio por imunoabsorbancia
ligado a enzima (ELISA) para detectar anticorpos contra Ne-
ospora spp., sendo o segundo método, o de preferéncia para
estudos epidemiol6gicos com grande nimero de amostras
(Lasri et al. 2004). O emprego do teste de aglutinagao, tam-
bém ja foi realizado para pesquisa de anticorpos contra N.
caninum em soro sanguineo de equinos (Dubey et al. 1999).
Quanto a RIF], foi inicialmente desenvolvida para detectar
anticorpos para N. caninum em caes e, fatores como o conju-
gado e o padrio de fluorescéncia merecem atencdo quando

se avalia a especificidade deste teste soroldgico (Dubey et
al. 1988a). Em pesquisas de anticorpos contra N. hughesi em
equinos, técnica de RIFI oferece a seguranca de ndo apre-
sentar reacdo cruzada com Sarcocystis neurona, o princi-
pal agente causador de mieloencefalite protozoaria equina
(MEP) (Vardeleon et al. 2001). Todavia, a RIFI ndo permite
diferenciar se o animal possui anticorpos contra N. hughesi
ou N. caninum, devido semelhangas antigénicas e por esta
técnica utilizar o taquizoito total como antigeno (Gondim et
al. 2009). De qualquer forma a nossa pesquisa de anticorpos
(IgG) para Neospora spp., foi realizada pela técnica de RIFI,
considerando seus aspectos positivos e fatores limitantes.
No soro sanguineo das éguas verificamos nimero de rea-
gentes superior ao encontrado nos seus respectivos produ-
tos, imediatamente apds o nascimento. Foi observado por
tanto, maior prevaléncia entre as éguas que nos seus potros,
semelhante ao ja relatado (Antonello et al. 2012).

A presenca de imunoglobulinas da classe G contra Neos-
pora spp. em potros, antes de ingerirem colostro, permite-
-nos afirmar que ocorre o contato do protozoario com o
sistema imunolégico do potro ainda em sua vida intraute-
rina. Tal fato é explicado pela conformacgdo da placenta das
éguas, epitéliocorial difusa, que inviabiliza a transferéncia
de imunoglobulinas maternas para a circulagao fetal (Chu-
cri et al. 2010). Logo, os anticorpos presentes no soro dos
potros sdo produzidos em seus organismos, sendo assim a
transmissao vertical é uma rota de disseminagido de Neos-
pora spp. em equinos (Antonello et al. 2012).

Do total de potros pesquisados, 32 apresentaram niveis
detectaveis IgG anti-Neospora spp., antes da ingestdo de
colostro, destes, oito eram oriundos de éguas nao reagen-
tes. Este fato pode ser atribuido a eventuais flutuagdes dos
titulos de anticorpos no soro das éguas durante o periodo
gestacional (Antonello et al. 2012).

Portanto, as éguas que nio reagiram na RIFI, provavel-
mente foram infectadas por Neospora spp., mas seus niveis
de anticorpos ndo foram detectaveis pela técnica na dilui-
¢do utilizada, na ocasido em que seus soros foram testados
(Locatelli-Dittrich et al. 2006, Antonello et al. 2012).

Cumpre salientar, que éguas soropositivas nem sempre
geram potros congenitamente infectados, este fato também
pode ser atribuido entre outros fatores, ao tipo de placen-
tagdo (Locatelli-Dittrich et al. 2006). Como em todo desafio
ex6geno, fatores referentes ao protozoario e ao hospedeiro
devem ser considerados a compreensado da transmissao verti-
cal. Entre os fatores vinculados a relagao parasita-hospedeiro
podem ser elencados a gravidade da parasitemia estabeleci-
da, fase da gestacdo em que ocorreu a infecgio ou reativagio,
se as fémeas gestantes foram exposta a uma primo-infecgéo e
o status imunolégico do potro (Toscan et al. 2010).

Um aspecto que deve ser ressaltado é que o contato de
equinos com cdes e/ou bovinos é apontado como fator de
risco para a infec¢do por Neospora spp., indicando que a
transmissao horizontal também pode ser importante nessa
espécie (Moura et al. 2013).

A neosporose bovina provoca abortos em gestagdes al-
ternadas, evidenciando que a transmissao vertical ocorre
de forma intermitente nesta espécie (Moen et al. 1995). A
transmissdo vertical de N. caninum em bovinos comporta-se
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de maneira diferente entre progenitoras infectadas conge-
nitamente (forma vertical) e infectadas ap6s o nascimento
(forma horizontal) (McAllister, 2001). E esperado que estes
aspectos referentes as formas de transmissdo da neosporo-
se bovina sejam também observado em equinos, explicando
assim a geracao de animais negativos a partir de fémeas in-
fectadas por Neospora spp. (Toscan et al. 2010). Ainda con-
siderando a similaridade referente ao comportamento da
infeccdo em bovinos e equinos devemos ponderar a época e
via de infeccdo que estas éguas foram submetidas, visto que,
a exposicdo primaria de vacas adultas ndo gestantes parece
ndo causar infecgdo permanente ou, é capaz de incitar uma
resposta imune eficaz, que pode prevenir a transmissao
transplacentaria em futuras gestacdes (McAllister 2001).

A frequéncia elevada de anticorpos contra Neospora
spp. encontrada, nas éguas de cria desta pesquisa, pode
servir de alerta e justificar a necessidade da realiza¢do de
monitoramento soroldgico de rebanhos e tropilhas suscep-
tiveis. Mais estudos devem ser conduzidos para identificar
as possiveis interferéncias neurolégicas em potros ou re-
produtivas em éguas, bem como, se existe diferenca clinica
de acordo com avia de transmissdo de Neospora spp. a qual
0 equino é submetido.
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