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“... Ainda que eu falasse as linguas dos homens e dos anjos, e ndo tivesse amor,
seria como o metal que soa ou como o cimbalo que retine. E ainda que tivesse o
dom da profecia, e conhecesse todos 0s mistérios e toda a ciéncia, e ainda que
tivesse toda fé, de maneira tal que transportasse os montes, e néo tivesse amor,
nada seria. E ainda que distribuisse todos os meus bens para sustento dos
pobres, e ainda que entregasse 0 meu corpo para ser queimado, e ndo tivesse
amor, nada disso me aproveitaria. O amor é sofredor, é benigno; o amor nao é
invejoso; o amor ndo se vangloria, ndo se envaidece; ndo se porta
inconvenientemente, ndo busca 0s seus proprios interesses, ndo se irrita, nao
suspeita mal; ndo se regozija com a injustica, mas se regozija com a verdade;
tudo sofre, tudo cré, tudo espera, tudo suporta. O amor jamais acaba; mas
havendo profecias, serdo aniquiladas; havendo linguas, cessardo; havendo
ciéncia, desaparecera. Quando eu era menino, pensava como menino; mas, logo
gue cheguei a ser homem, acabei com as coisas de menino. Porque agora
vemos como por espelho, em enigma, mas entdo veremos face a face; agora
conheco em parte, mas entdo conhecerei plenamente, como também sou
plenamente conhecido. Agora, pois, permanecem a fé, a esperanga, o amor,
estes trés; mas o maior destes € o amor ”.

| CORINTIOS 13



SUMARIO

LISTA DE TABELAS ... it e e et s e e e e e e e e e et s e e e e e e eeeannnnns Vi

LISTA DE FIGURAS ..ottt ettt et ettt et e et et et e e et e e e e e eeeeeeaeeeeeeeeaeeeeeeaeeees Vii
L UL iX

F N = S 1 27 A O X

(LN 20] 510071 LT 01
2IUSTIFICATIVAS ettt ettt ebe e et e e e st e e et e e annee s 02
BOBUIETIVOS ..ttt sttt s bt e e bt e be e e e be e e e ne e e e rae e 03
3.1 OBJIETIVO GERAL ..oottiiiiiiiee ettt ettt e e e e et e e e e e e e e s e e ntaneeeaeaeeeeeannnnes 03
3.2 OBJETIVOSESPECIFICOS ... ..ttt ittt 03
NEOSPOROSEEQUINA .....oiitiiteeeeeee ettt te st teeteateere e eaesaeereaneas 04
4 REVISAO DE LITERATURA .....ooiiiicteeeteeecteeee ettt 04
4.1 HISTORICO ..ottt s ettt n s sttt seanaens 04
4.2 ESTRUTURA E BIOLOGIA DE NEOSPOIa SP. weeeeeiiiiieeeeieiiiaiiiiiiiiiieieeeeeeeaaaaeeesaanaanes 05
O R I Vo [ 0 | €= 1SR 05
B O 1Y (0 SR = o = 10 [ .40 | = 1< SRS 06
e A © o Tod 1 0 1 TP EEST PSP 06
4.3 FORMAS DE INFECCAOQO DE NEOSPOIA SP. ...vcuviveeeieeereeeeeeeseeesesesesseeseeeeesseenseseens 07
4.4 SINAIS CLINICOS ...ttt n st 08
4.4.1 Problemas ReProdULIVOS ........cccoiieiiieiiiiiieeiiieeessiieeeessseeeeesnnseeeesssseeeessnseeessnsnees 09
4.4.2 Problemas NEUrOIOQICOS .........ceeiiiuiieeeiiiiieeeeiieee e e siiee e e e st e e e s saae e e e anneaeeeeennnneaeeanns 10
4.5 DIFERENCAS MOLECULARES ENTRE Neospora caninum e Neospora hughesi.. 10
4.6 DIAGNOSTICO DE Neospora caninum e Neospora hughesi  .......c.ccceeuereane. 11
4.6.1 Métodos de DiagndstiCo SOrOIOQICO .......cccuvveeiiiieeeiiiiie e 11
4.6.2Métodos de Diagndstico ParasitOlOQICO ..........eeeeviveiiiiiiiie e 13
4.6.2.1 LesOes Histopatolégicas do Protozoario NeoSporasp. ....cceeeeeeeeeeeeiiirveneeeeeeeannns 14
4.7 SOROPREVALENCIA DE Neosporasp. EM EQUINOS  .......ccocvevevevieeeceeeeeeennn 15
4.8 RELACAO HOSPEDEIRO-PARASITA ....oooiitiieieeeeeteeeeees et es sttt enseeen e 16
4.9 CONTROLE E TRATAMENTO DA NEOSPOROSE .....ccooeoiiiiiiviiieee e eeiiiieeea e 18
4.10 SITUACAO ATUAL E PERSPECTIVAS DA IMUNIZACAO EM BOVINOS ............ 19
IMUNIDADE DO POTRO E IMUNIDADE PASSIVA ..ot 21
411 INTRODUGAOD ...ooooviieeeeeeeeeeeeeee ettt en e 21
412 IMUNIDADE DO POTRO ..o ee e e e e eeanannaas 21
413  IMUNIDADE PASSIVA ittt e e e et e e e e e e e e e aanes 22



4.13.1 Metabolismo dos AntiCOrpoS MatEINOS .........cccceeiiiiiiiiiiiiieee e 23

5 MATERIALEMETODOS .....cooiiieteceeteceeee ettt en et saenn s 25
51  AREA GEOGRAFICA PARA OBTENGCAO DAS AMOSTRAS .......ccccoovurirerinnnn. 25
52 COLHEITAS DAS AMOSTRAS SANGUINEAS ..o 25
53 CULTIVO CELULAR ... s s s s s s s s s s e e e e e e e e e e e e aa s e e e e e e e eeeeeeseeenenenes 26
54 CULTIVO DE NEOSPOra CANIMUM ....cceiiiiiieeiiieieeaaiiieeeaatieeesssseeesassseeesssnseeessannes 26
55 REACAO DA IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA (IF1) woovovveeeeeeereeeeeeeeenene, 27
5.5.1 Preparo das LAMINGS de IFl ......ccueeiiiiiii e 27
5.5.2 Técnica da Imunofluorescéncia INdireta ...........ccccceeveeiieeiiiee e 28
5.6  ANALISE ESTATISTICA ..cocooiicicieieeiseecte et 29
6 RESULTADOS ..ottt e e e et et s e e e e e e e e e e et aaa s s e eeeeeeensnnnnes 30
6.1  SOROPREVALENCIA DAS EGUAS E DOS POTROS .....cccooeuriiieiiieireneineeenss 30
6.1.1 TtulaGao 1:50 dAS EQUAS ....ccueeeiiiiieiiieiriiie ettt et e e nes 30
6.1.1.1 Soroprevaléncia das éguas com e sem histdrico de perdas reprodutivas .......... 32
6.1.2 Titulag8o 1:100 dAS EQUAS .....ccveeerieieiiieeiieeesieeesreeessteeesseeesseeesnseeessseeesseeesseens 32
6.1.2.1 Soroprevaléncia das éguas com e sem histérico de perdas reprodutivas .......... 35
(0 I T I W F=Tor= To I AT 0 o [0 1S o] 0 R 37
6.1.3.1 Soroprevaléncia dos potros nascidos de maes com e sem histérico de perdas

=TT oT0 01117 T PRSP UOTUPPRTTPR 40
6.1.4 TitulaGa0 1:100 dOS POLIOS ...oeeeiiuriieeeiiiieeeeiiee e e e st e e e et e e e s e e e e sree e e e aaae e e e ennees 40
6.1.4.1 Soroprevaléncia dos potros nascidos de maes com e sem histérico de perdas

(=7 0] (0o 11 111V T U PERRP 44
6.2 MONITORAMENTO SOROLOGICO DAS EGUAS E DOS POTROS ................. 45
6.2.1 TitulaGa0o 1:50 AS EQUAS ......cceiriiiieiiiieiiee ettt e et e et e e enane e 45
6.2.2 TItUlaGAO 1:100 dAS EQUAS .....eeeeiuririiiieiiieeiiieesiieesieeesbee s sibee s ssreesbeeesnnee e snnee e 45
6.1.1 TitulaGao 1:50 dOS POLIOS .....eeeieiiiiiiieeiiiiee e e e e e e e e e e eaarees 46
6.2.4 TitulaGAOo 1:100 dOS POLIOS ......eeiiiiiiiieeiiiiieeeriiiee e et et e e s s e e sbe e e e s eneeeeeans 47
7 DISCUSSAD ..ottt sttt 48
8 CONCLUSODES ..ottt 56
9 REFERENCIAS ... ..ot e e, 57
10 ANEXOS ...t — e e e e e e e e e e e anraes 66



LISTA DE TABELAS

TABELA 1 - PERIODO DE TEMPO DE PERMANENCIA DOS ANTICORPOS
MATERNOS PARA ALGUMAS DOENCAS EQUINAS.........ccoeoeeeeeeeeeeete e 24
TABELA 2 — RESULTADOS SOROLOGICOS ANTI-Neospora sp. DAS EGUAS NO

8° 9° 10° E 11° MESES DE GESTACAO A PARTIR DA DILUIQAO

TABELA 3 — RESULTADOSSOROLOGICOS ANTI-Neospora sp. DAS EGUAS NO
8°, 9°, 10° E 11° ME SES DE GESTAGAO A PARTIR DA DILUICAO

TABELAn 4 — SOROPREVALENCIA DE ANTICORPOS ANTFNeospora sp.
CONFORME AS TITULACOES NO 8°, 9°, 10° E 11° MESES DE GESTACAO DAS

TABELA 5— RESULTADOS SOROLOGICOS ANTF Neospora sp. DAS EGUAS
SEM HISTORICO DE PERDAS REPRODUTIVAS NOS ULTIMOS QUATRO MESES
DE GESTA(}AO E DE SEUS RESPECTIVOS POTROS NOS PRIMEIROS CINCO
MESES DE VIDA ..ottt s e e e e e e e et e s e e e e e e e aettarr e e e e e e e e renaa s 36
TABELA 6 — RESULTADOS SOROLOGICOS ANTE Neospora sp. DAS EGUAS
COM HISTORICO DE PERDAS REPRODUTIVAS NOS ULTIMOS QUATRO MESES
DE GESTACAO E DE SEUS RESPECTIVOS POTROS NOS PRIMEIROS CINCO

MESES DE VIDAL... ..ottt ettt ettt e att e e et e e st e e s st e e e astee e e beeessbeeanbeeeseaeanrneeans 36
TABELA 7 — RESULTADOSSOROLOGICOS ANTI-Neospora sp. DOSPOTROS
NO 1°, 2°, 3°, 4° E 5° MESES DE VIDA A PARTIR DA DILUIC,‘AO 150 i, 38
TABELA 8 — RESULTADOSSOROLOGICOS ANTI-Neospora sp. DOSPOTROS
NO 1°, 2°, 3°, 4° E 5° MESES DE VIDA A PARTIR DA DILUIC}AO 1:100.....cccceeeeeene, 41

TABELA 9 - SOROPREVALENCIA DOS ANTICORPOS ANTINeospora sp.
CONF ORME AS TITULACOES DOS POTROS PRE-COLOSTRAIS E NO 1°, 2°, 3°,
4° ES° MESES DE VIDA.....o i 43

vi



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1 — SOROPREVALENCIA DE ANTICORPOS ANTI-Neospora sp. A
PARTIR DA DILUICAO 1:50 DE TODAS AS EGUAS NO 8°, 9°, 10° E 11° MESES
DE GESTACAD ...ttt n e en e en e an e,
FIGURA 2 — SOROPREVALENCIA DE ANTICORPOS ANTI-Neospora sp. A
PARTIR DA DILUICAO 1:100 DE TODAS AS EGUAS NO 8°, 9°, 10° E 11° MESES
B = €] =S Y7\ T
FIGURA 3 — SOROPREVALENCIA DE ANTICORPOS ANTI-Neospora sp. NAS
DIFERENTES TITULACOES NO 8°, 9°, 10° E 11° MESES DE GESTACAO DAS

FIGURA 4 — SOROPREVALENCIA DE ANTICORPOS ANTI-Neospora sp. A
PARTIR DA DILUICAO 1:50 DE TODOS OS POTROS DURANTE OS PRIMEIROS
CINCO MESES DE VIDA. .......oiieieeeieteeeeeeeeee ettt es sttt es s s s s s
FIGURA 5 — SOROPREVALENCIA DE ANTICORPOS antiNeospora sp. A
PARTIR DA DILUICAO 1100 DE TODOS OS POTROS DURANTE OS CINCO
PRIMEIROS MESES DE VIDA........coouiueueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e esen e st enenenennaees
FIGURA 6 — SOROPREVALENCIA DE ANTICORPOS ANTI-Neospora sp. NAS
DIFERENTES TITULACOES DURANTE OS CINCO PRIMEIROS MESES DE VIDA
DOSPOTROS. ..ot ittt ettt ettt ettt et s s sess s s se s sesesnseeas
FIGURA 7 — RESULTADOS SOROLOGICOS ANTI-Neospora sp. DAS EGUAS
NO 8°, 9%, 10° E 11° MESES DE GESTACGAO........c.coooiveieeeeeeeeeeeeeeeeee e
FIGURA 8 — RESULTADOSSOROLOGICOS ANTI-Neospora sp. DOSPOTROS
NO 1°,2°,3° 4°E 5° MESES DE VIDA.....c.ooioeeeeeeeeeeeeee e eeee e eenen s e,
FIGURA 9 — RESULTADOSSOROLOGICOS ANTI-Neospora sp. DA EGUA 1......
FIGURA 10 - RESULTADOS SOROLOGICOS ANTKNeospora sp. DO POTRO
FILHO DA EGUA L.ttt n st an s
FIGURA 11 - RESULTADOSSOROLOGICOS ANTI-Neospora sp. DA EGUA 2......
FIGURA 12 - RESULTADOS SOROLOGICOS ANTKNeospora sp. DO POTRO
FILHO DA EGUA 2.ttt s en st
FIGURA 13 - RESULTADOSSOROLOGICOS ANTI-Neospora sp. DA EGUA 3......
FIGURA 14 - RESULTADOS SOROLOGICOS ANTI-Neospora sp. DO POTRO
FILHO DA EGUA 3.ttt ettt en s s s s s s s s
FIGURA 15 - RESULTADOSSOROLOGICOS ANTI-Neospora sp. DA EGUA 4......
FIGURA 16 - RESULTADOS SOROLOGICOS ANTKNeospora sp. DO POTRO
FILHO DA EGUA ...t en et

Vil

30

33

35

37

40

44

46

47
66

66
67

67
68

68
69



FIGURA 17 - RESULTADOSSOROLOGICOS ANTI-Neospora sp. DA EGUA 5......
FIGURA 18 - RESULTADOS SOROLOGICOS ANTI-Neospora sp. DO POTRO
FILHO DA EGUA 5.ttt ettt ettt ee ettt nsstens st s aeeneas
FIGURA 19 - RESULTADOSSOROLOGICOS ANTI-Neospora sp. DA EGUA 6......
FIGURA 20 - RESULTADOS SOROLOGICOS ANTI-Neospora sp. DO POTRO
FILHO DA EGUA B.....oeeeeeeeeeeeee et oen et en st teas s aeaean s st seaens
FIGURA 21 - RESULTADOSSOROLOGICOS ANTI-Neospora sp. DA EGUA 7......
FIGURA 22 - RESULTADOSSOROLOGICOS ANTI-Neospora sp. DA EGUA 8......
FIGURA 23 - RESULTADOS SOROLOGICOS ANTI-Neospora sp. DA EGUA 9.......
FIGURA 24 - RESULTADOS SOROLOGICOS ANTI-Neospora sp. DO POTRO
FILHO DA EGUA Q... ea ettt n s
FIGURA 25 - RESULTADOSSOROLOGICOS ANTI-Neospora sp. DA EGUA 10....
FIGURA 26 - RESULTADOS SOROLOGICOS ANTI-Neospora sp. DO POTRO
FILHO DA EGUA 10......c.oiiiieiiiiceiieieteeeee ettt ettt en et en s
FIGURA 27 - RESULTADOSSOROLOGICOS ANTI-Neospora sp. DA EGUA 11....
FIGURA 28 - RESULTADOS SOROLOGICOS ANTI-Neospora sp. DO POTRO
FILHO DA EGUA LL.....oiiiceieeeeceee ettt sttt st e tesesaenssaeneees
FIGURA 29 - RESULTADOSSOROLOGICOS ANTI-Neospora sp. DA EGUA 12....
FIGURA 30 - RESULTADOS SOROLOGICOS ANTI-Neospora sp. DO POTRO
FILHO DA EGUA 12......c.oiiiieiiieeeeeeetee ettt ettt
FIGURA 31 - RESULTADOSSOROLOGICOS ANTI-Neospora sp. DA EGUA 13....
FIGURA 32 - RESULTADOSSOROLOGICOS ANTI-Neospora sp. DA EGUA 14....

viii

71
72
72
73

73
74

74
75

75
76

76
77
77



RESUMO

O presente estudo teve por objetivos avaliar a soroprevaléncia e a dindmica dos
anticorpos anti-Neospora sp. em éguas gestantes e seus respectivos descendentes,
possibilitando o estudo da patogénese e transmisséo vertical do protozoario e da
transferéncia passiva dos anticorpos maternos; e verificar a associacdo entre
soropositividade ao protozoario Neospora sp. e perda reprodutiva equina. Foram
analisadas, pela técnica de imunofluorescéncia indireta, amostras séricas de 14
fémeas no 8°, 9°, 10° e 11° meses de gestacdo, e de seus respectivos potros preé-
colostrais e no 1°, 2°, 3° 4° e 5° meses de vida. Foram utilizadas as diluicdes 1:16,
para os potros pré-colostrais, 1:50 e 1:100 para os potros a partir do 1° més de vida e
para as éguas gestantes. Na diluicdo 1:50, o 8° més de gestacao foi 0 que apresentou
a maior soroprevaléncia (8/14 = 57%), e o 10° més foi o que apresentou 0 maior
namero de conversbes soropositivas. Do total das éguas testadas, 12 (85,7%)
apresentaram soropositividade em pelo menos um més de gestacdo. Deste total de
positivas, sete foram soropositivas no 11 més de gestagdo, das quais trés
apresentaram a maior titulagdo: 1:200 e 1:400 e seus potros foram a 6bito no 1° més
de vida. Na diluicdo 1:100, o 11° més foi 0 que apresentou a maior soroprevaléncia
(4/14 = 29%), e 0 10° e 11° meses foram os que apresentaram o maior numero de
conversbes soropositivas. Do total das éguas testadas, nove (64%) foram
soropositivas em pelo menos um més de gestacdo, sendo que quatro foram
soropositivas no 11° més de gestacdo. N&o foi verificada associagdo entre
soropositividade ao protoz oario Neospora sp. e perda reprodutiva nas duas diluicdes.
Todas as amostras séricas de potros pré-colostrais foram negativas para Neospora sp.
Na diluicdo 1:50, apenas trés potros tornaram-se positivos para Neospora sp. no
primeiro més de vida, e o terceiro e quarto meses foram 0s que apresentaram a maior
soroprevaléncia e 0s maiores numeros de conversdes soropositivas. Na diluicdo
1:100, apenas dois potros foram soropositivos no primeiro més, sendo considerado o
més de maior soroprevaléncia. Ocorreu uma baixa eficiéncia da transferéncia passiva
de anticorpos maternos anti-Neospora sp. Tanto na populacdo de éguas gestantes
guanto na populacdo de potros verificou-se uma acentuada flutuacdo dos niveis
séricos de anticorpos. As soroprevaléncias encontradas permitem sugerir a inclusao
deste protozodrio no diagnostico diferencial de doencas neurolégicas e reprodutivas
em equinos.

Palavras-Chave: Neospora sp., éguas gestantes, potros, anticorpos, soroprevaléncia,

dinamica.



ABSTRACT

The present study aimed to evaluate the seroprevalence and anti-Neospora sp.
antibodies dynamic in pregnant mares and their offspring, enabling the study of the
pathogenesis and vertical transmission of the protozoa and the passive antibodies
transmission from mother to son and also evaluate the connection between
seropositivity to Neospora sp. protozoa and equine reproductive loss. Serum samples
of 14 mares in the 8, 9, 10" and 11° month of pregnancy and their respective pre-
colostrum foal in the 1°, 2°, 3°, 4 and 5° month were evaluated by the indirect
immunofluorescence technique. The dilutions used were 1:16, for the precolostrum
foals, 1:50 and 1:100 for the foals and mares. In the 1:50 dilution the § month of
pregnancy showed the highest seroprevalence (8/14 = 57%) and the 10" month
showed the highest seropositive conversion. Seropositivity was observed in at least
one month during the pregnancy in 12 (85.7%) mares. In the 11" month of pregnancy
seven mares were seropositive, 3 of those showing the higher titration : 1:200 and
1:400 and their foal died in the 1° month after birth. In the 1:100 dilution, the 11° month
showed the highest seroprevalence (4/14 = 29%) and the 10’ and 11" months showed
the highest seropositive conversions. From the total tested mares, 9 (64%) were
seropositive in at least one month during the pregnancy, four of those being positive
during the 11" month. Relation between seropositivity to Neospora sp. protozoa and
reproductive loss in both dilutions was not observed. All pre-colostrum serum samples
were negative to Neospora sp., 3 foals became positive to Neospora sp. during the first
month after birth in the 1:50 dilution and the 3’ and 4 months after birth showed the
highest seroprevalence and the highest seropositive conversion. Only two foals were
seropositive in the 1:100 dilution in the 1" month, considered to be the month with the
highest seroprevalence. There was a decrease in the anti-Neospora sp. antibodies
passive transfer from the mare to the foal. In both pregnant mares and foals groups it
was observed an important flotation in the antibodies serum levels. The seroprevalence
found suggests the importance of including this protozoa in the differential diagnosis of

neurological and reproductive diseases in equines.

Key-words: Neospora sp., pregnant mares, foal, antibodies, seroprevalence, dynamic.



1 INTRODUCAO

O protozoario Neospora caninum € responsavel por diversos casos de abortos de
bovinos de varios paises. Em eqliinos, a sua patogenia e conseqiiéncias sdo pouco conhecidas.

A neosporose é uma doencga causada pelos protozoarios Neospora caninum e Neospora
hughesi, parasitas intracelulares obrigatérios, pertencentes ao phylum Apicomplexa, classe
Sporozoea, ordem Eucoccidiida e familia Sarcocystidae (DUBEY et al., 1988 a, b; MARSH et al.,
1998).

Em 1984, na Noruega, BJERKAS et al. observaram um protozoério semelhante ao T.
gondii em tecidos de cé@es. Em 1988, DUBEY et al. identificaram infec¢des por N. caninum em
caes com quadro clinico de encefalomielite. Em 1989, N. caninum foi identificado em placenta de
bovinos (SHIVAPRASAD et al., 1989) e em bezerros com paralisia neonatal (DUBEY et al.,
1989), e em 1990, em bezerros natimortos (DUBEY et al., 1990).

Em 1998, MARSH et al. isolaram um protozoario semelhante ao N. caninum, de cérebro
e medula espinhal de um cavalo que apresentava sinais compativeis com a mieloencefalite
protozoaria (MEP), denominando esta nova espécie de N. hughesi.

O parasita N. caninum tem como hospedeiros definitivos o cdo e o coiote, e infecta os
bovinos, ovinos, caprinos, cervos, eqlinos e caes (DUBEY et al., 2002). O hospedeiro definitivo
de N. hughesi ndo foi ainda determinado, permanecendo incerta a forma de exposi¢do dos
cavalos a este parasita e a existéncia de outros hospedeiros intermediarios (HOANE et al.,
2006).

Nos eqliinos, as espécies N. caninum e N. hughesi séo infectantes. Nestes animais, a
forma clinica da doenca caracteriza-se por aborto, doencga neonatal e encefalomielite (LINDSAY,
2001; CIARAMELLA et al.,, 2004). A importancia da transmisséo vertical de neosporose em
equinos foi descrita por DUBEY e PORTERFIELD (1990), que detectaram taquizoitas em pulmao
de um feto abortado. A partir de entdo, poucos relatos de neosporose clinica foram descritos.
Existem poucas informacgfes sobre a infecgdo transplacentaria por este parasita em eqliinos
(PITEL etal.,2003b).

A descoberta de uma outra espécie de protozoario como causa de MEP langou um novo
desafio ao diagndstico e tratamento da doencga, considerando que N. hughesi causa a MEP
assim como Sarcocystis neurona (VARDELEON et al., 2001). Casos esporadicos de neosporose
clinica tém sido descritos em cavalos nos EUA e Franga, e é incerto se N. caninum, N. hughesi,
ou ambos, séo os responsaveis (LINDSAY, 2001; DUBEY, 2003). Apesar de existirem relatos de
neosporose em equinos, as consequéncias de uma infec¢do por Neospora sp. sdo ainda pouco
conhecidas nestes animais (MCDOLE e GAY, 2002).



Em bovinos, alguns estudos verificaram uma flutuacao dos niveis séricos de anticorpos.
SAGER et al. em 2001, em duas investigacfes soroldgicas com intervalo de tempo de trés a
doze meses, verificaram uma diminuicdo da soroprevaléncia de 17 a 12%. Das 3008 vacas,
noventa soroconverteram de negativo a positivo, e 212 de 543 vacas inicialmente positivas
tornaram-se soronegativas no reteste.

KYAW et al. em 2005, observaram que todas as vacas avaliadas e inicialmente positivas
converteram soronegativamente (4/4) no momento do parto, e trés de seus bezerros ndo se
infectaram.

Nos equinos, os estudos se concentram em investigacfes epidemiologicas, nao
avaliando a cinética e o comportamento dos anticorpos durante um determinado periodo de

tempo e nem sua importancia no papel da defesa imune contra o protozoario Neosporasp.

2 JUSTIFICATIVAS

Este trabalho visou contribuir com a escassa literatura de neosporose em equinos. No
Brasil sdo freqlientes os casos de abortos e alteracBes neurolégicas sem um diagndstico
definitivo, e a neosporose nao é incluida como rotina nos exames laboratoriais.

A falta de diagndstico da neosporose em equiinos pode ser atribuida ao desconhecimento
deste protozoario como possivel causa de abortos e doencas neuroldgicas, e ao custo elevado
dos métodos diagndsticos de ELISA, Imunofluorescéncia Indireta, isolamento e cultivo do
parasita.

No Brasil, existem apenas quatro estudos de soroprevaléncia de anticorpos anti-
Neospora sp. em eqliinos (DUBEY et al., 1999; LOCATELLI-DITTRICH et al., 2006; HOANE et
al., 2006; VILLALOBOS et al, 2006). Apenas dois estudos evidenciaram a ocorréncia de
transmissao vertical, através do isolamento de Neospora sp. de dois fetos abortados e da
sorologia positiva de dois potros recém-nascidos antes da ingestdo de colostro (LOCATELLI-
DITTRICH, 2002; LOCATELLI-DITTRICH et al., 2006).

Sabe-se que nos bovinos ocorre uma flutuacdo dos niveis séricos de anticorpos
(SCHARES et al., 1998; SAGER et al., 2001; KYAW et al., 2005; HASLER et al., 2006). Ja nos
eqlinos, as conseqiéncias da neosporose e a importancia da transmisséo vertical sdo pouco
conhecidas. Nao existem informag¢des quanto & cinética dos anticorpos anti-Neospora sp. e a

eficiéncia da transmisséo vertical do parasita e da transmisséo passiva dos anticorpos.



3 OBJETIVOS

Considerando-se os fatores como a ocorréncia de abortos e doencas neuroldgicas em
equinos e a escassez de informacdes sobre neosporose em equinos no Brasil; e, a possibilidade
de existir flutuacdes nos niveis séricos de anticorpos nesta espécie como ocorre nos bovinos, 0s

objetivos deste estudo foram:

31 OBJETIVO GERAL

Avaliar a soroprevaléncia e a dindmica dos anticorpos anti-Neospora sp. em éguas
gestantes e seus respectivos descendentes, possibilitando o estudo da patogénese, transmissao

vertical e transferéncia passiva dos anticorpos maternos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1 Cultivar o protozoario N. caninum in vitro para a producéo de antigenos e confec¢ao das
laminas de Imunofluorescéncia Indireta (IF1);

3.2.2 Promover o aumento da viruléncia da cepa de referéncia NC-1 de N. caninum in vivo;
3.2.3 Realizar o monitoramento sorolégico de neosporose em éguas gestantes nos ultimos
guatro meses de gestacao;

3.2.4 Realizar o monitoramento soroldgico de neosporose nos potros descendentes nos
primeiros cinco meses de vida;

3.2.5 Verificar a associacdo entre soropositividade ao protozoario Neospora sp. e perda

reprodutiva equina.



NEOSPOROSE EQUINA

4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 HISTORICO

A primeira deteccdo de Neospora sp. em equlinos foi realizada por DUBEY &
PORTERFIELD em 1990. Eles encontraram taquizoitas de N. caninum em tecido pulmonar de
um feto prematuro, evidenciando a ocorréncia da transmissao vertical.

Parasitas semelhantes ao T. gondii foram observados no figado e masculo esquelético
de um feto de oito meses na Itédlia (DUBEY et al., 1999). PRONOST et al. (1999) descreveram
um caso de aborto equino por N. caninum na Franca.

PITEL etal. (2003) detectaram DNA de N. caninum em 3/91 cérebros e 2/77 coracdes de
fetos abortados, e 1/1 placenta de égua, na Normandia, Franca.

O isolamento de Neospora sp. de feto eqliino no Parana demonstrou a presenca do
parasita no Brasil, indicando que o diagnéstico de neosporose deveria ser incluido nos casos de
aborto (LOCATELLI-DITTRICH, 2002).

Em 1998, MARSH et al. identificaram uma nova espécie de Neospora proveniente de um
cavalo adulto que apresentava severa incoordenacdo motora. O parasita foi isolado em cultivo
celular e denominaram esta nova espécie de N. hughesi, através das diferencas estruturais e
moleculares com o N. caninum.

A partir de entdo, duas cepas de N. hughesi foram isoladas nos EUA, da medula espinhal
de equinos adultos com MEP, por CHEADLE et al. (1999), no Alabama, e por DUBEY et al.
(2001), em Oregon.

Antes da descoberta da espécie N. hughesi, todos os casos de MEP eram atribuidos ao
S. neurona. HAMIR et al. (1993), em um estudo retrospectivo de cavalos que apresentavam
MEP, detectaram 67% de reacdo ao S. neurona pela imunohistoquimica. Assim, os demais
casos poderiam estar relacionados ao protozoéario N. hughesi.

Historicamente, a maioria dos casos de neosporose eqtina atribuiram-se ao protozoario
N. caninum. Entretanto, permanece incerto se os dois protozodarios, N. caninum e N. hughesi,
estdo envolvidos ou somente N. hughesi é o responsével pela doenca nos equinos (DUBEY e
PORTERFIELD, 1990; MARSHet al., 1998).



4.2 ESTRUTURA E BIOLOGIA DE Neosporasp.

Os estéagios do ciclo de vida de Neospora caninum sao os taquizoitas, os cistos contendo
os bradizoitas e os oocistos (MCALLISTER et al., 1998).

Os estéagios do ciclo de vida conhecidos de Neospora hughesi sdo os taquizoitas e os
cistos contendo os bradizoitas. Os oocistos ndo foram detectados, permanecendo incerta a
forma de exposicdo dos cavalos a este parasita (MARSH et al., 1998).

O hospedeiro definitivo de N. caninum foi observado em 1998, quando os cées, apods a
ingestao de cérebros de camundongos contendo cistos de N. caninum, eliminaram 0s oocistos
ndo esporulados nas fezes. Os estagios intestinais do parasita ainda ndo foram descritos, sendo
o cao considerado hospedeiro definitivo e intermediario (MCALLISTER et al., 1998).

O hospedeiro definitivo de N. hughesi é desconhecido (HOANE et al., 2006), sendo que

MARSH et al. (1998) observaram os taquizoitas e os cistos desta nova espécie.

4.2.1 Taquizoitas

Os taquizoitas apresentam um formato ovoide, redondo ou em meia-lua, com o nucleo
em posicdo central ou terminal. Apresentam multiplicacdo rapida, por endodiogenia
(ANDREOTTI et al., 2003).

Os taquizoitas entram nas células hospedeiras por invasao ativa e tornam-se
intracelulares logo apés o contato com a célula, localizando-se diretamente no citoplasma da
célula hospedeira ou dentro de um vacuolo citoplasmético, o vacuolo parasitéforo, podendo
localizar-se em mais de um vacuolo (SPEER e DUBEY, 1989).

Os taquizoitas de N. caninum tem sido detectados numa variedade de tecidos e tipos
celulares. Eles exibem pouca especificidade de hospedeiro, infectando células nervosas,
macréfagos, fibroblastos, células endoteliais, midcitos, células epiteliais dos tubulos renais e
hepatécitos (HEMPHILL etal, 1999; ANDREOTTI et al., 2003).

Nos equinos acometidos por neosporose, 0s taquizoitas foram encontrados em
diversos tecidos, entre eles, intestino delgado, cérebro, corddo espinhal, nervos periféricos e
fetos abortados (GRAY et al., 1996; MARSH et al., 1996; DAFT et al., 1997; LINDSAY et al.,
1996; DUBEY e PORTERFIELD, 1990).

DUBEY et al. (2001), na caracterizagdo da cepa isolada de N. hughesi (HAMIR et al.,
1998), observou taquizoitas nas células musculares cardiacas, macrofagos, eosinofilos,
neutrofilos, e ocasionalmente linfocitos. Nao foram observados em fibroblastos, células

musculares, células endoteliais e limen de vasos sanguineos.



Os taquizoitas de N. caninum (5,1-8,4 X 1,5-2,5 um) sao ligeiramente maiores que 0s
de N. hughesi (4,0-7,0 X 1,8-3,0 um) (MARSH et al., 1998; DUBEY et al., 2001).

4.2.2 Cistos e bradizoitos

Os bradizoitas sdo encontrados em grande numero dentro de cistos teciduais e
apresentam multiplicacéo lenta (ANDREOTTI et al., 2003).

Provavelmente devido ao inicio da resposta imune do hospedeiro e a presenca de outros
fatores fisioldgicos, os taquizoitas de N. caninum entram nas células e se diferenciam em
bradizoitas, estabelecendo assim uma infec¢éo persistente (ANDREOTTI et al., 2003).

Os cistos teciduais podem persistir dentro do hospedeiro infectado por varios anos sem
causar nenhuma manifestacao clinica (DUBEY e LINDSAY, 1996).

Os cistos teciduais de N. hughesi sao normalmente encontrados no SNC e retina, e
ocasionalmente nos nervos periféricos e musculo ocular de cavalos. Em um potro infectado
congenitamente observou-se também cistos teciduais de Neospora sp. no talamo e hipotalamo
(DAFT etal., 1997; LINDSAY etal., 1996).

MARSH et al. (1998) e DUBEY et al. (2001) observaram que os cistos teciduais e a
espessura de parede de N. hughesi (tamanho de 6,9-16,0 X 10,7-19,3 um e espessura de
parede de 0,15-1,0 um) sdo menores que os de N. caninum (tamanho de até 107 um e

espessura de parede de 1-4 pm).

4.2.3 Oocistos

Serao descritos a seguir os oocistos do protozoario N. caninum, visto que os oocistos de
N. hughesi ndo foram ainda isolados.

Os oocistos nao esporulados recém eliminados das fezes de cades apresentam um
esporonte central e ndo sdo infectivos. Eles podem esporular no meio ambiente em 24 horas,
tornando -se infectivos e apresentando dois esporocistos cada qual com quatro esporozoitos
(LINDSAY etal.,1999).

Os oocistos sdo morfologicamente similares aos oocistos de Hammondia heydorni
encontrados nas fezes de cées, e Toxoplasmagondii e Hammondiahammondi encontrados nas
fezes de gatos (DUBEY, 1999).

Experimentalmente, os cdes ndo sdo bons hospedeiros definitivos de N. caninum, dado
pela observagédo do nimero reduzido de oocistos eliminados nas fezes e pelo curto periodo de
tempo, sendo desconhecida a frequéncia de eliminag&do durante toda a vida do cédo (BASSO et
al.,2001).



Tentativas para demonstrar oocistos de N. hughesi nas fezes de cédes que ingeriram

tecidos infectados de camundongos tém sido fracassadas (WALSH et al., 2000).

4.3 FORMAS DE INFECCAO DE Neosporasp.

As formas de infeccdo atualmente conhecidas referem-se ao protozoario Neospora
caninum em caninos e bovinos.

Os dois mecanismos principais de infeccdo sdo a transmissédo vertical ou infeccéo
congénita e a transmissdo horizontal ou infeccdo poés-natal, com a ingestdo de oocistos
esporulados (ANDREOTTI et al., 2003). A transmissdo vertical de Neospora caninum tem sido
observada em bovinos (DUBEY et al., 1992), ovinos (DUBEY e LINDSAY, 1990; BUXTON et al.,
1998), caprinos (LINDSAY et al., 1995), camundongos (LIDDELL et al., 1999), cdes (DUBEY &
LINDSAY, 1989), gatos (DUBEY & LINDSAY, 1989), macacos (BARR et al., 1994), porcos
(JENSEN et al., 1998) e eqliinos (LOCATELLI-DITTRICH, 2002; LOCATELLI-DITTRICH et al.,
2006). A infeccdo congénita é a principal forma de transmissdo e manutencédo de N. caninum no
rebanho bovino (DUBEY etal., 1992; ANDERSON et al., 1997; HIETALA e THURMOND, 1999).

A transmissao horizontal do N. caninum nos hospedeiros intermediarios ocorre apds a
ingestao de oocistos esporulados, e a transmissao vertical através da invasédo do parasita nas
células uterinas. A reativacdo de uma infeccao latente pode originar os taquizoitas (ANDREOTTI
etal., 2003).

Os caes (hospedeiros definitivos) ingerem o0s cistos teciduais dos hospedeiros
intermediarios e eliminam os oocistos nas fezes. Os hospedeiros intermediarios infectam-se
consumindo os oocistos esporulados (ANDREOTTI et al., 2003).

Os hospedeiros intermediarios naturais de N. caninum sdo os cées, 0s bovinos, ovinos,
caprinos, eqliinos e cervos, e os hospedeiros definitivos sdo os caes. Infeccbes experimentais
foram induzidas em camundongos, ratos, caes, raposas, caprinos, gatos, ovinos, coiotes, suinos,
gerbils, coelhos e bovinos (MCALLISTER et al.,, 1998; DUBEY & LINDSAY, 1996; DUBEY,
1999).

UGGLA et al. (1998) forneceram colostro contendo taquizoitas de N. caninum a bezerros
e observaram o desenvolvimento de uma infecc¢do, possibilitando a ocorréncia de uma forma
adicional de transmisséo vertical.

As formas de infeccdo dos eqliinos com o protozoario N. hughesi sdo desconhecidas,
assim como seus hospedeiros definitivos e outros hospedeiros intermediarios (DUBEY et al.,
2001).



4.4 SINAIS CLINICOS

Existem poucos estudos sobre a patogenicidade e prevaléncia de Neospora sp. em
equinos. A neosporose causa aborto, doenca neonatal e encefalite em equinos nos Estados
Unidos (VARDELEON etal., 2001; MCDOLE et al., 2002) e na Franca (PITEL etal., 2003 a, b).

Os sinais clinicos de neosporose em eqliinos séo cegueira, perda de peso, paralisia dos
membros posteriores, comportamento bizarro, dificuldade de mastigacdo, ataxia e aborto
(WALSH et al., 2000).

Dentre as doencas clinicas provocadas por Neospora sp. descritas em eqlinos
destacam-se duas éguas que abortaram (DUBEY e PORTERFIELD, 1990; PRONOST et al.,
1999); uma potra infectada congenitamente que apresentou encefalomielite e problemas de
visdo (LINDSAY et al., 1996); uma égua que apresentou neosporose visceral, com lesdes nos
linfonodos mesentéricos e intestino delgado, apdés um tratamento com droga imunossupressora
(GRAY et al., 1996); e quatro cavalos adultos que apresentaram mieloencefalite, com sinais
clinicos compativeis a MEP, sendo que dois destes encontravam-se imunodeprimidos (MARSH
etal, 1996; DAFT etal., 1997; HAMIR et al., 1998; CHEADLE et al., 1999).

De acordo com um estudo recente na Italia, muitos eqliinos sao acometidos
subclinicamente (CIARAMELLA et al.,, 2004). No Brasil, a maioria dos estudos referem-se a
investigagcBes soroepidemiolégicas, tendo ocorrido somente dois casos de neosporose clinica:
dois fetos abortados de onde foram isoladas duas cepas de Neospora sp. (LOCATELLI-
DITTRICH, 2002; LOCATELLI-DITTRICH et al., 2006; HOANE et al., 2006; VILLALOBOS et al.,
2006; DUBEY etal.,1999).

Nao existem estudos relacionando a possibilidade de cavalos clinicamente sadios e
soropositivos de desenvolverem a neosporose clinica. Em cdes e gatos, as condi¢des
imunossupressoras (administracao de glicocorticéides ou presenca de infec¢des oportunistas)
promovem o desenvolvimento da doenca (DUBEY e LINDSAY, 1996). HAMIR et al. (1998)
guestionou a possibilidade da neosporose ser uma doenga oportunista em eqlinos, visto a
ocorréncia de neosporose clinica em trés cavalos imunodeprimidos.



4.4.1 ProblemasReprodutivos

A deteccéo de taquizoitas de Neospora sp. em fetos eqliinos abortados e em placentas
de éguas indicam a importancia deste protozoario no diagnostico de aborto (DUBEY e
PORTERFIELD, 1990; DUBEY et d., 1990; PRONOST et al., 1999; PITEL et al., 2003b e
LOCATELLI-DITTRICH, 2002).

Evidéncias do papel de Neospora sp. nas perdas reprodutivas em equinos ndo foram
observadas por HOFFMANN et al (2004) e LOCATELLI-DITTRICH et al. (2006); entretanto,
MCDOLE & GAY (2002); PITEL et al. (2003b) e VILLALOBOS et al. (2006) detectaram uma
maior prevaléncia de anticorpos anti-Neospora sp. na populacdo de éguas com histérico de
abortos e/ou reabsor¢des embrionarias.

PITEL et al. (2003b) observaram uma menor frequéncia de N. caninum em fetos eqliinos
do que nos fetos bovinos, enquanto que a soroprevaléncia para Neosporasp. foi similar entre as
éguas e vacas com historico de abortos. Isto se deve principalmente a menor eficiéncia da
passagem vertical de Neospora sp. em éguas quando comparado as vacas devido as diferencas
de placentacéo.

Diferentemente dos eqtiinos, a patogénese do aborto em bovinos ja esta bem elucidada.
A infeccdo no feto é sistémica, com areas de inflamac&o na maioria dos 6rgaos (WREN, 1999). A
morte fetal resulta provavelmente de dois mecanismos principais, o primeiro e mais comum, é a
insuficiéncia cardiaca associada a miocardite e necrose do miocardio, lesdes consistentes nos
fetos com infec¢do por Neospora. A evidéncia da insuficiéncia cardiovascular € o edema do feto
(anasarca) e necrose hepética (DUBEY e LINDSAY, 1996; WREN, 1999). O segundo
mecanismo do aborto, é a placentite com necrose do epitélio coridnico da placenta, e separacao
das vilosidades cori6nicas das carunculas do endométrio. Embora as lesdes do cérebro sejam
importantes, a infeccdo do sistema nervoso pode ndo ser o principal fator de morte fetal ou
aborto (WREN, 1999; ANDERSON et al., 2000).

Em equinos ainda existem poucos estudos relacionando a neosporose com a ocorréncia
de abortos, a eficiéncia na transmissédo vertical do protozodrio e no possivel nascimento de
potros assintomaticos (MCDOLE e GAY, 2002).
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4.4.2 Problemas Neurolégicos

A neosporose eqlina associada a doencas neurolégicas foi observada em quatro cavalos
adultos e um potro infectado congenitamente. Os sinais clinicos observados foram: paralisia de
posterior, ataxia, dismetria, hipermetria, incoordenacéo motora, incontinéncia urinaria, problemas
de visdo e perda de peso (MARSH et al., 1996; DAFT et al., 1997; HAMIR et al., 1998;
CHEADLE et al., 1999; LINDSAY etal.,1996).

O protozoério N. hughesi tem sido associado a doencas neuroldgicas em equinos. Ele
causa a mieloencefalite protozoaria equina (MEP) (MARSH et al., 1998). A MEP é causada por
uma infeccdo protozodria (Sarcocystis neurona e Neospora hughesi) do SNC e é a doenca
neurolégica mais comumente diagnosticada em cavalos da América do Norte (HOANE et al,
2006).

A existéncia de N. hughesi como causa de MEP representou uma mudanca no
tratamento devido ao comportamento de recrudescéncia da infeccdo (DUBEY, 1999b).

Aproximadamente 50% dos cavalos nos EUA séo soropositivos ao Sarcocystis neurona
(BENTZ et al., 1997; BLYTHE et al., 1997), e somente uma minoria destes desenvolvem doenca
clinica (COHEN e MACKAY, 1997).

No Brasil, DUBEY et al. (1999c) detectaram uma soroprevaléncia de 36% de 101 cavalos

sadios para S.neurona.

45 DIFERENCAS MOLECULARES ENTRE N. caninume N. hughesi

Os estudos moleculares de N. hughesi demonstraram que nao existem diferencas entre
as sequéncias do gene da pequena subunidade ribossomal do RNA, de N. hughesi e N.
caninum. A comparacéo das regides ITS-1 (“internal transcribed spacer”) do DNA dos parasitas
revelou diferencas entre a sequéncia dos nucleotideos de N. hughesi e de N. caninum. A
sequéncia da regido ITS-1 do DNA do N. hughesi é 98% similar a sequéncia de N. caninum
(MARSH et al., 1998).

As proteinas SAG e SRS2 sao antigenos de superficie de T. gondii e Neosporasp. Estes
antigenos dos taquizoitas sdo imunodominantes, e o antigeno SAG1 de N. hughesi apresenta
94% de identidade a sequéncia de aminoacidos da SAG1 de N. caninum, e a NhnSRS2 apresenta
91% de identidade com a sequéncia de aminoacidos da SRS2 de N. caninum (MARSH et al.,
1999).

Assim, N. caninum e N. hughesi podem ser diferenciados pelas sequéncias que
codificam as proteinas ITS-1, SAG1 e SRS2. O anticorpo mAB 6c11 produzido contra a proteina
SAGL1 de N. caninum ndo reage com 0 SAG1 de N. hughesi (Marsh et al.,1998;1999).
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As duas espécies de Neospora compartiham os mesmos antigenos de superficie
(MARSH et al., 1996; BJORKMAN & UGGLA, 1999; VARDELEON et al., 2001). Assim, os testes
sorologicos existentes, como o0 ensaio imunoenzimatico (ELISA), a imunofluorescéncia indireta
(IFI) e a soroaglutinacdo, ndo diferenciam entre N. caninum e N. hughesi (WALSH et al., 2000).

WALSH et al. (2001) amplificaram os genes das proteinas GRA6 e GRA7 (proteinas
granulares liberadas ap6s a infeccéo e ruptura da célula hospedeira) de N. caninum e N. hughesi
gue sédo exclusivas de Neospora, obtendo a base para o desenvolvimento de anticorpos capazes

de diferenciar estas duas espécies.

4.6 DIAGNOSTICO DE Neosporacaninum e Neospora hughesi

O diagnéstico dos animais infectados por Neospora sp. € a chave para o entendimento
da epidemiologia da neosporose (HEMPHILL et al., 2000).

Existem os testes parasitolégicos e os testes soroldgicos. A confirmacao laboratorial de
neosporose deve ser realizada preferencialmente pelo diagndstico parasitolégico, com a
deteccdo do parasita nos tecidos, por exames histopatolégico e imunohistoquimico, ou isolar os
parasitas mediante a inoculacdo do material suspeito em cultivo celular ou em animais de
laboratério. O diagndstico soroldgico pesquisa os anticorpos direcionados aos antigenos de
superficie dos taquizoitas de Neospora sp. no soro dos animais (PETERS et al., 2001).

Os testes parasitolégicos utilizados para a deteccdo de Neospora sp. sao a
histopatologia, imunohistoquimica e PCR (reacdao em cadeia da polimerase). Para testes
soroldgicos, utilizam-se a IFI (imunofluorescéncia indireta), ELISA (ensaio imunoenzimatico),
soroaglutinagéo e Western Blot (HEMPHILL et al., 2000).

Os métodos sorolégicos e parasitolégicos serao discutidos a seguir.

4.6.1 Métodos de Diagnéstico Sorolégico

A infeccdo por Neospora sp. induz a produgéo de anticorpos. Porém, o inicio da infec¢éo
com base no exame sorologico ainda ndo é possivel determinar (MCALLISTER et al., 2000).

A presenca de anticorpos num animal indica a exposicao ao parasita ou a um parasita
estritamente relacionado passivel de reacdo cruzada, ndo indicando necessariamente a
existéncia de uma infecgéo ativa (VARDELEON et al., 2001).

Os testes sorolégicos mais utilizados para Neospora sp. sdo: a reagdo de
imunofluorescéncia indireta (IFl), o ensaio imunoenzimatico (ELISA), a soroaglutinacdo, e o
Western Blot (HOANE et al., 2006).



O primeiro método sorolégico aplicado em animais para o diagndstico de N. caninum foi
a IFl, utilizando taquizoitas intactos como antigenos. A IFI é considerada um método de
referéncia, um “padrédo ouro” (HEMPHILL et al., 2000).

Na realizacdo de testes em larga escala, como nos estudos epidemiol6gicos de
rebanhos, utiliza-se principalmente a técnica de ELISA (HEMPHILL et al., 2000).

Segundo VARDELEON et al. (2001), o método de IFI é altamente sensivel e identifica
todas as amostras reagentes. O método de Western Blot identifica especificamente as reacdes
antigeno -anticorpo direcionadas as proteinas especificas.

O Western Blot tem sido muito utilizado como teste confirmatorio para Neospora sp. em
muitas espécies animais, sendo considerado um teste altamente especifico. Assim, quando
associado aos métodos de IFI ou ELISA, a prevaléncia diminui, sugerindo que a infeccdo é
menos comum quando comparado ao resultado dos demais testes sorologicos (VARDELEON et
al., 2001; HOANE et al., 2006).

Os métodos soroldgicos devem ser utilizados com cautela no diagnostico de aborto por
N. caninum, a confirmacao é realizada pela demonstracdo do parasita ou de seu DNA no feto,
preferencialmente em associacdo com a patologia caracteristica (ANDREOTTI et al., 2003).

No diagnéstico soroldgico dos eqliinos, os taquizoitas de N. caninume N. hughesi podem
ser utilizados como antigenos. Neste caso, os anticorpos contra N. hughesi apresentam reacao
cruzada com N. caninum, e os anticorpos contra N. caninum também reagem com N. hughesi
(MARSH et al., 1996).

Os seguintes testes sdo realizados nesta espécie: soroalgutinacdo, com taquizoitas de N.
caninum ou N. hughesi como antigenos e titulos considerados positivos na diluigdo 1:50; método
da imunofluorescéncia indireta (IFI), com taquizoitas de N. caninum ou N. hughesi como
antigenos e titulos considerados positivos nas diluicbes 1:50 e 1:100 (DUBEY et al., 1999;
CHEADLE et al,, 1999; MCDOLE & GAY, 2002; VARDELEON et al., 2001). A utilizacdo de um
“cut-off” de 1:50 aumenta a sensibilidade diagndstica. Assim, um cavalo infectado, ou
potencialmente infectado, poderd ser identificado. Esta importancia foi observada por
LOCATELLI-DITTRICH et al. (2006) que detectaram duas fémeas soropositivas com titulos de
1:50 e tendo seus potros soropositivos nas amostras pré-colostrais.

PACKHAM et al. (2002) compararam quatro métodos soroldgicos, entre eles IFI, wELISA
(parasitas lisados inteiros), rELISA (antigeno recombinante) e soroaglutinagdo, e observaram
que a IFI, na titulacdo 1:640, foi o Unico método capaz de diferenciar consistentemente cavalos
infectados por N. hughesi experimentalmente ou naturalmente dos néo infectados. Entretanto,
mais investigacdes de proteinas recombinantes de N. hughesi sdo importantes para a sua

aplicacdo em um teste rELISA, produzindo assim um teste soroldgico mais especifico.
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GUPTA et al. (2002) realizaram sorologia para N. hughesi pela técnica de IFI em cavalos
sadios, obtendo uma soroprevaléncia de 2%. Testando estas mesmas amostras pelo Western
Blot, os resultados foram todos negativos. Assim, estes cavalos poderiam ter sido expostos ao N.
caninum ou a um outro protozoario semelhante.

Em uma populagéo de animais soropositivos para Neospora sp. pelo método de IFl, nem
todos irdo reagir com o antigeno de N. hughesi pela técnica de Western Blot. Logo, existem
limitacdes diagnosticas consideraveis na avaliacdo da soroprevaléncia de Neospora sp. ha
populacao equina (GUPTA et al.,2002).

As principais limitacGes dos testes soroldgicos sdo as diferentes metodologias, titulagbes
e critérios de interpretacdo dos resultados entre os diferentes laboratérios. Outras limitacbes sao
as flutuacbes dos niveis de anticorpos durante a vida do animal, pela caracteristica de
recrudescénciadainfec¢cdo (LOCATELLI-DITTRICH, 2002).

4.6.2 Métodos de Diagndéstico Parasitoldgico

Os métodos parasitoldgicos utilizados no diagnéstico e pesquisa de Neospora sp. sdo 0s
exames histopatolédgico, imunohistoquimico, o isolamento in vitro e in vivo, a deteccdo do DNA
do parasita por PCR (reacdo em cadeia da polimerase), a observacéo dos cistos nos tecidos a
fresco e 0 exame de fezes dos cées (PETERS etal., 2001; HEMPHILL et al., 2000).

Cada método apresenta vantagens, desvantagens e limitagcdes, que devem ser
consideradosna interpretacao dos resultados (LOCATELLI-DITTRICH, 2002).

A confirmacdo de Neospora sp. como causa de aborto devera ser realizada através da
associacdo do isolamento do protozoario e a observacao de lesbes patologicas caracteristicas
(DUBEY, 2003).

Se o exame do soro materno, fluidos corporais fetais ou tecidos fetais € positivo ao N.
caninum pela sorologia ou PCR, o aborto pode estar associado ao N. caninum, mas € importante
relacionar outras causas potenciais. Se as lesdes no cérebro e coracdo sdo graves e 0S
taquizoitas de N. caninum estdo presentes nas lesdes, muito provavelmente a causa do aborto é
devido a neosporose (DUBEY e SCHARES, 2006).



14

4.6.2.1 Lesbes Histopatoldgicas do Protozoario Neosporasp.

O protozoario N. caninum é capaz de produzir lesdes necroticas visiveis em poucos dias,
e causar morte celular pela multiplicacédo ativa dos taquizoitas. Pode produzir severa doenca
neuromuscular em cées e bovinos, destruindo grande nimero de células neurais, e afetar sua
condutividade (DUBEY e LINDSAY, 1996).

Na necropsia dos eqiliinos que apresentavam problemas neurologicos, 0s principais
achados foram a necrose do SNC (Sistema Nervoso Central) e figado. No exame histopatolégico
observam-se cistos cerebrais, meningo-encefalite ndo supurativa branda e polimiosite com
estagios de N. caninum visiveis em seccbes coradas com hematoxilina-eosina (DUBEY e
LINDSAY, 1996; DUBEY etal., 1998).

Outras lesdes observadas foram: cérebro com inflamacao linfocitica perivascular; medula
espinhal hemorragica e com infiltrado de células mononucleares (macrofagos, células gigantes,
linfocitos e plasmocitos) associadas a grupos de taquizoitas; lesbes no baco, figado e coracao;
lesdes nos linfonodos mesentéricos e intestino delgado (GRAY et al., 1996; MARSH et al., 1996;
DAFT etal., 1997; LINDSAY etal., 1996; DUBEY e PORTERFIELD, 1990).

Nos relatos de aborto eqliino, DUBEY e PORTERFIELD (1990) observaram taquizoitas
de Neospora sp. no pulmédo de um feto abortado, onde observaram taquizoitas individuais e em

grupos nos macrofagos e células alveolares.
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4.7 SOROPREVALENCIA DE Neosporasp. EM EQUINOS

Anticorpos anti-Neospora sp. tem sido detectados nos EUA e Nova Zelandia (DUBEY et
al., 1999a; CHEADLE et al., 1999; VARDELEON et al., 2001; DUBEY, 2003), na Coréia do Sul
(GUPTA etal., 2002), na Franca (PITEL etal., 2001; PITEL etal., 2003 a,b), Italia (CIARAMELLA
et al.,, 2004), Suécia (JAKUBEK et al.,, 2006) e Brasil (HOANE et al., 2006; LOCATELLI-
DITTRICH etal., 2006; VILLALOBOS et al., 2006).

Nos EUA, as soroprevaléncias obtidas para Neospora sp. variaram de 10 a 21,3%
(DUBEY et al, 1999a; CHEADLE et al.,, 1999; VARDELEON et al.,, 2001). Em 2001,
VARDELEON et al. (2001) detectaram uma prevaléncia de 32% de anticorpos anti-N. hughesi
em 178 cavalos, e MCDOLE e GAY (2002) detectaram anticorpos anti-Neospora sp. em 13% de
140 fémeas com histérico de abortos.

Em 2001, na Nova Zelandia, a prevaléncia para N. hughesi foi de 5% (VARDELEON et
al., 2001).

Em 2001 na Franca, PITEL et al., utilizando IFI, detectaram uma soroprevaléncia de 23%
para Neospora sp., € em 2003, através da técnica de soroaglutinacdo, obtiveram uma
soroprevaléncia de 50% nas fémeas que abortaram (PITEL et al., 2001; PITEL etal., 2003b).

Na Suécia, JAKUBEK et al. (2006) obtiveram uma prevaléncia de 1% de anticorpos anti-
Neospora sp. Soroprevaléncia esta considerada baixa quando comparada as detectadas nos
EUA, Franca, Italia e Brasil, que variaram de 23 a 47% (PITEL et al., 2001; CIARAMELLA et al.,
2004; e LOCATELLI-DITTRICH et al., 2006).

No Brasil, DUBEY et al. (1999¢) ndo observaram soropositividade em 76 cavalos sadios
nos estados do RS, SP e RJ. J4 LOCATELLI-DITTRICH et al. (2006), no Parana, utilizando a IFI,
obtiveram uma soroprevaléncia de 30 a 47% para Neospora sp. em éguas e 22,2% em potros
pré-colostrais (1:400). Estes resultados indicam que os fetos foram expostos ao antigeno in utero
apos os 180 dias de gestacao, quando adquirem uma certa imunocompeténcia.

HOANE et al. (2006) detectaram uma soroprevaléncia de 2,5% (24/961) para N. hughesi
em cavalos provenientes de diferentes Estados brasileiros (Bahia, Goias, Minas Gerais, Mato
Grosso do Sul, Parand, Rio Grande do Sul, Rondbénia, Santa Catarina e S&do Paulo).

No estado de S&o Paulo, Brasil, VILLALOBOS et al. (2006) verificaram uma associac¢ao
positiva entre a presencga de anticorpos séricos para Neospora sp. e a existéncia de perdas
reprodutivas em éguas.

Na Argentina nao foram detectados anticorpos anti-Neospora sp. em 101 cavalos sadios
(DUBEY et al.,1999b).
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4.8 RELACAO HOSPEDEIRO-PARASITA

A relacdo hospedeiro-parasita determina o resultado da infec¢do, contribuindo na
eliminacdo ou sobrevivéncia do parasita. Ela é fortemente dependente da resposta imune do
hospedeiro (HEMPHILL etal., 1999).

A seguir serd descrita a resposta imune ao protozoario N. caninum. Ela esta bem
estudada em modelos de camundongos e em bovinos infectados experimentalmente (INNES et
al., 2001). Em equinos ainda ndo existem informacdes referentes a imunidade e patogénese da
neosporose.

A imunidade mediada por células é a principal resposta efetiva do organismo ao N.
caninum, ja que este é um parasita intracelular obrigatério. A infeccdo experimental com N.
caninum induz a uma resposta celular tipica por linfocito T helper tipo 1, caracterizada por altos
niveis de interferon gama (IFN-?) e uma resposta humoral por IgG2. Esta resposta controla a
multiplicacdo dos taquizoitas (WILLIAMS et al., 2003). Estudos in vitro mostraram que o
tratamento das células com IFN-? ou fator de necrose tumoral (TNF) ? inibiu significativame nte a
multiplicacdo intracelular de N. caninum. Estudos in vivo tém mostrado que camundongos
depletados de interleucina (IL)-12 ou IFN-?, assim como camundongos nocauteados de IFN-?,
sdo incapazes de sobreviver a infecgdo com N. caninum (INNES et al., 2002).

Na auséncia de uma resposta imune, 0s taquizoitas continuariam sua multiplicacéo,
causando progressivamente morte celular até a morte do hospedeiro. Entretanto, com o inicio de
uma resposta imune do hospedeiro e a presenca de outros fatores fisiolégicos, os taquizoitas se
diferenciam em bradizoitas e uma infecgcdo cistica tecidual persistente é estabelecida. A
ocorréncia de destruicao celular, e assim da doenca, depende de um balanco entre os
taquizoitas sendo capazes de penetrar e multiplicar nas células hospedeiras e a capacidade do
hospedeiro de inibir sua multiplicacdo (BUXTON et al., 2002).

A presenca de anticorpos especificos € til como auxilio ao diagnéstico e em estudos
epidemioldgicos. A agdo dos anticorpos na imunidade protetora permanece desconhecida, mas o
papel provavel seria ajudar no controle da propagacdo do protozoério pela neutralizacdo dos

taquizoitas extracelulares (INNES et al., 2002).
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Estudos de infec¢bes natural e experimental por N. caninum em bovinos indicam que 0s
abortos sdo causados por taquizoitas que surgem da reativacdo de bradizoitos e/ou cistos
teciduais ou de oocistos que foram ingeridos durante a gestacdo. Os taquizoitas que se
multiplicam rapidamente atravessam a placenta e infectam o feto, que, dependendo da idade
gestacional, pode levar ao aborto (ANDERSON et al., 1991; BJORKMAN et al., 1996; PARE et
al., 1996; WILLIAMS et al., 2000; JENKINS, 2001). Os fatores que influenciam a patogénese do
aborto sdo: 0 momento da parasitemia durante a gestacdo, a capacidade da resposta imune do
feto, a eficiéncia da resposta imune materna, a quantidade de parasitas e a duracdo da
parasitemia (ANDREOTTI et al., 2003). Na invasdo das células uterinas, 0s protozoarios
multiplicam-se causando destruicdo dos tecidos fetais e maternos na interface materno-fetal,
iniciando uma resposta inflamatoéria.

As citocinas produzidas pelos linfécitos T helper tipo 1: natural killer (NK), interferon
gama (IFN-?), fator de necrose tumoral alfa (TNF-?) e 6xido nitrico (NO) séo deletérios na
gestacdo, podendo ocasionar aborto e/ou reabsor¢éo fetal. Assim, as células trofoblasticas fetais
produzem IL-10, que alimentam o sistema imune materno, ativando os linfécitos T helper tipo 2
na interface materno-fetal. A IL-10 regula para baixo a producdo de IFN-?, facilitando a
multiplicacdo de N. caninum durante a gravidez e altera a relacdo hospedeiro-parasita a favor do
parasita. As citocinas regulatorias do linfécito T helper tipo 2 (Th2), como a IL-10, transformando
o fator de crescimento ? (TGF-?), IL-4 e IL-5 s&o produzidos localmente na interface materno-
fetal e irdo contrapor-se ao efeito das citocinas dos linfocitos T helper tipo 1 (Thl). Portanto, as
células Th2 séo o padrao durante a gestagéo, com tecidos fetoplacentarios produzindo citocinas
como IL-4, IL-5 e IL-10 (QUINN et al., 2002; INNES et al., 2002).

Devido a imaturidade imunoldgica do feto, a infeccéo no inicio da gestacdo normalmente
é fatal (BARR et al.,, 1994; BUXTON et al.,, 1998; WILLIAMS et al., 2000). Um feto
imunocompetente ja € capaz de resistir a infeccdo, porém provavelmente ele nascerd infectado
com o parasita (INNES etal.,2002).

A alta taxa de transmissédo vertical de N. caninum em bovinos pode ser devido a uma
imunorregulacao natural que ocorre no hospedeiro durante a gestacdo. As respostas imunes pro-
inflamatérias mediadas por linfocitos T helper tipo 1 e a producgéo de interferon gama (IFN-?) que
sdo efetivas no combate a multiplicacdo dos parasitas, sdo desreguladas na gestacéo,

favorecendo a sobrevivéncia e multiplicacéo protozoaria (INNE S et al., 2001).
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4.9 CONTROLE E TRATAMENTO DA NEOSPOROSE

As informacfes que serdo descritas sobre controle referem-se principalmente a estudos
in vitro e alguns métodos utilizados nas espécies bovina, canina e em camundongos, ja que em
equinos as estratégias de controle e tratamento ndo foram estudados.

N&o existem ainda métodos efetivos para o controle da neosporose bovina. As préticas
de manejo do rebanho séo utilizadas para tentar eliminar ou reduzir a infeccdo e os prejuizos
causados por Neospora caninum (ANDREOTTI et al., 2003).

A estimativa de prevaléncia da infeccdo no rebanho é o passo inicial para selecionar as
estratégias de controle da neosporose (ANDREOTTI et al., 2003).

Algumas medidas de controle para neosporose bovina sdo (ANDREOTTI et al., 2003):

? Descarte, de modo gradativo, dos animais soropositivos;

? Animais soropositivos e os seus descendentes ndo devem ser mantidos na reproducéo,
para evitar a transmisséo vertical do parasita no rebanho;

? Utilizagdo de animais soronegativos para reposic¢ao do rebanho;

? Evitar 0 acesso dos caes domésticos e silvestres aos fetos, placentas e carnes cruas,
para o controle da transmissao horizontal;

? Reduzir as possibilidades de contato dos bovinos com as fezes de céaes, através da
protecdo dos locais de armaze namento de agua e alimentos;

? Evitar o contato das vacas com fetos e placentas, evitando a placentofagia

N&o existem ainda medicamentos antineospora efetivos para o tratamento em bovinos.
Vérias drogas, como decoquinato, depudecina, toltrazulrin, ponazuril, artemisinina e os extratos
de ervas medicinais tém sido utilizados in vitro (cultivo celular) e in vivo (camundongos), porém,
em bovinos ndo ha ainda comprovacao de sua eficacia (LINDSAY et al., 1997; KIM et al., 2002;
YOUN etal., 2003; KWON et al., 200 3).

Os tratamentos com sulfonamidas, pirimetaminas e clindamicinas tem sido eficazes em
alguns caes acometidos por neosporose (KIM et al., 2002).

A sulfadiazina foi eficiente em 90% dos camundongos, se aplicada trés dias apés a
infeccdo durante um periodo de 14 dias. O tratamento com varias sulfonamidas com inibidores
de dihidrofolato redutase e timidilato sintetase foram eficientes contra a neosporose (DUBEY e
LINDSAY, 1996).

O tratamento quimico apresenta algumas limitacbes, como o desenvolvimento de
resisténcia do parasita as drogas, 0s riscos para a saude humana no consumo de carne ou de
leite com residuos quimicos e a possibilidade de contaminacdo ambiental (ANDREOTTI et al.,
2003).
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410 SITUAGAO ATUAL E PERSPECTIVAS DA IMUNIZACAO EM BOVINOS

Uma estratégia de controle da neosporose é a imunizacdo dos animais do rebanho
(positivos e negativos) por meio da vacinacdo. As vacas infectadas por N. caninum podem
desenvolver uma imunidade protetora que podera evitar a transmissdo congénita e o aborto
(ANDREOTTI et al., 2003).

Embora os animais infectados congenitamente ja tenham sido imunizados in utero pelo
parasita, a resposta imunoldgica induzida ndo é suficiente para protegé-los quando ocorre a
reativacao do parasita durante as gestacdes subsequientes. Assim, obter a imunizacéo protetora
dos animais que ja foram sensibilizados pelo parasita tornou-se um grande desafio. A protecao
efetiva contra o parasita ndo requer apenas a inducdo de anticorpos especificos de N. caninum,
mas também o estimulo de respostas mediadas por células (BIELSA et al., 2004).

Héa vantagens e desvantagens na utilizacdo de vacinas vivas e mortas na protecao contra
a neosporose. A principal vantagem da vacina viva € estimular tanto a resposta humoral quanto
a resposta celular, via linfécitos T CD8. A desvantagem é o perigo de causar uma infeccao
crénica no animal, resultando em uma transmissao vertical persistente. No caso das vacinas
mortas, esta infeccdo persistente ndo ocorre. Entretanto, sua fabricacdo envolve muitos desafios
como a selecao de um imundgeno apropriado e, talvez o mais importante, métodos para fazer
com que o material antigénico estimule a resposta imune adequada. A ativacdo da resposta
mediada por células é o principal objetivo. Assim, muitos estudos focam na escolha dos
antigenos imunodominantes que sao reconhecidos pelos linfécitos T (HEMPHILL et al., 2000).

A meta de muitos laboratérios € identificar quais antigenos séo alvos do sistema imune e
guais estdo envolvidos na sobrevivéncia dos protozoarios dentro da célula hospedeira
(JENKINS, 2001).

Estudos sobre desenvolvimento de vacinas estdo sendo realizados por laboratérios e
centro de pesquisa, e atualmente no Brasil ja existe uma vacina comercial disponivel no
mercado. A vacina Bovilis® Neoguard desenvolvida pela Intervet, contém taquizoitos inativados
de N. caninum com o adjuvante SPUR. A sele¢éo do adjuvante foi baseada na capacidade de
SPUR estimular ndo apenas a resposta humoral, mas também a resposta mediada por células.
Foi demonstrado que a vacina induz uma rea¢cdo minima no local da injecao, tornando-se um
adjuvante seguro e eficaz (BIELSA et al., 2004).

Bovilis® Neoguard foi avaliada em um estudo de campo e demonstrou ser eficaz na
reducdo do indice geral de abortamentos. Com relagdo a seguranca da vacina, nao foram
descritos efeitos adversos no local de aplicacdo da vacina e nem outros efeitos colaterais como
reducdo do rendimento de leite ou alteragfes no comportamento das vacas (BIELSA et al.,
2004).
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Existem informac8es conflitantes com relagdo a imunizacdo de animais com taquizoitas
inteiros. ANDRIANARIVO et al (1999) ndo obtiveram sucesso na prevenc¢do da transmissao
congénita; ja ROMERO et al (2004) verificaram uma eficacia razoavel, podendo esta ferramenta
ser utilizada para reduzir a taxa de aborto em rebanhos com alto indice.

LIDDELL et al. (1999) obtiveram uma protecdo completa da transmissédo vertical de
Neospora caninum em camundongos imunizados com taquizoitas inteiros antes da cobertura.

NISCHIKAWA et al. (2001), mostraram que camundongos imunizados com o virus da
vaccinia recombinante ou cdes imunizados com o herpes virus canino expressando SRS2
obtiveram uma resposta imune especifica para Neospora caninum. E a imunizagcdo, antes da
cobertura, de fémeas de camundongos com o0 VV-SRS2 recombinante conferiu uma significativa
protecdo datransmissao congénita.

Diversos pesquisadores estdo testando imunizacbes através de plasmideos contendo
Nc-GRA6 e Nc-GRA7 com o intuito de obter altos niveis de protecdo contra a transmissao
congénita (JENKINS, 2001).

Diversos clones de DNA de proteinas granulares (GRA2, GRA6 e GRA7) (HEMPHILL et
al., 1998) e proteinas de superficie (SRS2 e SAG1) (HEMPHILL et al., 1997; HOWE etal., 1998)
tém sido descritos.

Sabe-se que a imunomodulacdo que ocorre na mae para facilitar a gestacdo pode
favorecer a multiplicacdo do parasita. Assim, o principal desafio dos pesquisadores € tentar
elaborar uma estratégia de controle imunoldgica contra a neosporose para entender a resposta
imune critica que é efetiva contra o protozoario N. caninum e intervir para inverter o balango
hospedeiro-parasita a favor do hospedeiro sem comprometer a gestacdo (HEMPHILL et al,
2000).
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IMUNIDADE DO POTRO E IMUNIDADE PASSIVA

411 INTRODUCAO

A imunidade do potro recém-nascido depende da ingestdo do colostro (imunidade
passiva), pois ele nasce praticamente agamaglobulinémico, sendo susceptivel a infeccdo por
diversos microorganismos do meio ambiente. Assim, as imunoglobulinas presentes no colostro

sdo cruciais na determinacgéo da sobrevivéncia destes animais (LeBLANC, 1990).

412 IMUNIDADE DO POTRO

A placenta eqliina é caracterizada como epiteliocorial difusa com seis camadas de
células separando as circulacfes materno e fetal, incluindo o endotélio materno e fetal, tecido
conectivo materno e fetal, epitélio uterino, células trofoblasticas, e quatro membranas basais
(FLOOD, 1993). Assim, ndo ocorre a passagem transplacentéria de imunoglobulinas em cavalos
durante a gestacao.

Aos 180 dias de gestacdo, os linfécitos B estdo presentes no feto e podem produzir e
secretar imunoglobulinas, principalmente IgM e 1gG. Pequenas quantidades de IgM (8-20 mg/dI)
e tracos de IgG (<15 mg/dl) sdo detectaveis no soro de potros recém-nascidos antes da ingestao
de colostro, sendo considerados de origem enddgena (LeBLANC, 1990). A presenca de
guantidades significativas de IgG no soro de potros neonatos antes da ingestao colostral é
altamente sugestivo de exposicao in utero ao antigeno apés os 180 dias de gestacao (COOK et
al.,2001).

COOK et al. (2001) realizaram diagnoéstico sorolégico para S. neurona em 33 amostras de
soro de potros antes da ingestdo colostral, ndo encontrando nenhum animal positivo. J&
LOCATELLI-DITTTRICH et al. (2006) detectaram dois potros (2/9) recém-nascidos pré-colostrais
positivos para Neospora sp., evidenciando a exposicéo ao protozoario in Utero apés os 180 dias
de gestacao.

O potro é imunocompetente ao nascimento, entretanto, niveis apreciaveis de
imunoglobulinas ndo séo atingidos até os 2-3 meses de idade. Se a exposicao antigénica e
estimulac@o ocorrem imediatamente ap6s o nascimento, uma resposta imune priméria na forma
de IgG autégena ira ser detectavel cerca de duas semanas de idade (McGUIRE e CRAWFORD,
1973).



Durante as 4-8 primeiras semanas de vida, a protecdo imunolédgica do potro se da através
dos anticorpos maternos colostrais. As concentracdes séricas de imunoglobulinas sdo menores
entre um e dois meses de vida, devido ao catabolismo dos anticorpos maternos. Os niveis
enddgenos vagarosamente aumentam, mas ainda nédo séo apropriados até uns 4 a 8 meses de
vida (LeBLANC, 1990).

4.13 IMUNIDADE PASSIVA

O componente mais importante da imunidade passiva sédo as imunoglobulinas colostrais.

A glandula mamaria concentra seletivamente imunoglobulinas do sangue imediatamente
antes do parto como resultado de mudancas nos niveis de progesterona e estrégeno. Os niveis
de imunoglobulinas no colostro podem ser de 2 a 4 vezes maiores que os do soro. Isto é
evidenciado por uma significativa queda nos niveis de globulinas séricas das éguas cerca de
duas semanas antes da amamentagcdo. O mecanismo desta concentracdo seletiva é
desconhecido, e a concentracdo de imunoglobulinas no colostro das éguas € variavel. A
secrecdo de colostro € de curta duracdo, durando menos que 24 horas pds-parto para muitas
éguas. As éguas produzem em média de 1,5 a 2 litros de colostro (LeBLANC, 1990). A taxa de
secrecdo de colostro ndo tem sido bem documentada e parece variar muito entre as éguas, de
acordo com a reproducao, idade, status nutricional, e facilidade de ordenha (LAVOIE et al.,
1989).

As imunoglobulinas predominantes no colostro séo IgG (1500-5000 mg/dl) e IgGT (500-
2500 mg/dl), com niveis menores de IgM (100-350 mg/dl), IgA (500-1500 mg/dl), e
imunoglobulinas agregantes (Al). A IgGb é a mais abundante subclasse de IgG no colostro. A
concentracdo de IgA aumenta durante a lactacéo e é a imunoglobulina predominante no leite aos
16 dias pds-parto. Os niveis das outras imunoglobulinas rapidamente declinam quando cessa a
secrecao de colostro (VALENTE et al., 2003).

O potro deve ingerir o colostro dentro das primeiras 24 horas de vida, preferencialmente
durante as primeiras 6 horas. A absorcao é maxima apds o nascimento, mas € progressivamente
reduzida acima das 24 horas (TIZARD, 2000).
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A avaliacdo da transferéncia passiva de imunidade pode ser feita de forma rapida e
pratica pela concentracdo da proteina total no soro sangiiineo dos neonatos, pois 0s seus
valores se elevam apos iniciadas as mamadas em funcédo da absor¢cdo das imunoglobulinas.
Este método permite determinar as falhas na transferéncia passiva de imunidade e,
conseqlentemente, a necessidade de se administrar colostro ou outras fontes de
imunoglobulinas para proteger a cria e assegurar a sua sobrevivéncia nas primeiras semanas de
vida (VALENTE et al., 2003).

O metabolismo e a quantidade de proteinas presentes no soro de animais neonatos pode
sofrer influéncia de diversos fatores, entre os quais deve-se destacar a mamada do colostro e a
idade. Ao nascimento, principalmente potros e bezerros, exibem baixos teores protéicos e apés
receberem o colostro, apresentam um aumento no total das proteinas devido a absorcao
intestinal de macromoléculas, incluidas as imunoglobulinas. A seguir, inicia-se uma gradativa
diminuicdo das taxas séricas de proteinas, decorrente do catabolismo das imunoglobulinas
adquiridas passivamente do colostro materno, até verificar-se uma estabilizacdo que reflete a
producéo endégena de imunoglobulinas pelo neonato (VALENTE et al., 2003).

4.13.1 Metabolismo dos Anticorpos Maternos

Os niveis de anticorpos maternos no potro declinam rapidamente nas primeiras quatro
semanas de vida e sdo normalmente minimos aos seis meses de idade. As primeiras
imunoglobulinas presentes no colostro sdo IgG e IgG (T), com meia-vida respectivamente de 23
e 20 dias. A imunoglobulina IgM materna desaparece muito rapido, geralmente aos 16 dias de
vida (MACDOUGALL, 1975).

Muitos estudos tém sido realizados em potros para determinar a cinética do metabolismo
dos anticorpos especificos para certas doencas. A taxa de declinio parece variar entre 0s potros
individualmente e entre os diferentes agentes infecciosos. A queda dos anticorpos maternos
pode ser observada através do tempo através da utilizacdo de métodos que resultam na
guantificacdo do titulo de anticorpos. A Tabela 1 contém informa¢des sobre o tempo de
desaparecimento dos anticorpos maternos para algumas doencas especificas no cavalo (COOK,
2001).



TABELA 1 - Periodo de tempo de permanéncia dos

doencasequlinas

AnticorposEspecificos

Duracdod osAnticorpos

Referéncias

Anemia Infecciosa Equina 2 meses McGuire & Crawford, 1973
2-6 meses Burns, 1974
Encefalite Eqiina 2-3 meses Gibbs etal., 1988
20 dias Fergusonetal., 1979
Influenza Eqiina 2-4 semanas Liu et al., 1985
3-6 meses Van Maanen et al., 1992
Herpesvirus Equino 1 més McGuire & Crawford, 1973
Clostridium tetani 2,5 meses Liu etal., 1982
6 meses Rossdale & Scarnell, 1961
17 meses McGuire & Crawford, 1973
Arterite Eqlliina 7 meses Hullinger et al., 1998
Sarcocystis neurona 9 meses Alexander & Mason, 1941

Fonte: COOK, 2001
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5 MATERIAL E METODOS

51  AREA GEOGRAFICA PARA OBTENCAO DAS AMOSTRAS

As amostras de sangue foram obtidas de um haras localizado em S&o José dos Pinhais,
Parand, regido metropolitana de Curitiba. A criacdo do haras destina-se a reproducéo,
compondo-se de animais da raca Puro Sangue Inglés, de elevado valor econ6mico, com
restricdo do acesso de outros animais as instalagdes, racdes e piquetes.

A escolha desta propriedade ocorreu principalmente devido ao historico de perdas
reprodutivas sem um diagndstico conclusivo, e a evidéncia da exposi¢cdo destes animais ao

protozodario Neosporasp., por um estudo prévio realizado nos anos de 2003 e 2004.

52 COLHEITAS DAS AMOSTRAS SANGUINEAS

As colheitas de sangue foram realizadas, inicialmente, em 10 éguas gestantes no 8°, 9°,
10° e 11° meses de gestacéo, e de seus 10 respectivos descendentes previamente a ingestao
do colostro, e no 1°, 2°, 3°, 4° e 5° meses de vida. As éguas foram divididas em dois grupos: um
com historico de perdas reprodutivas (éguas que apresentaram, em algum momento da vida
reprodutiva, aborto, placentite e/ou reabsorc¢édo) e outro sem historico de perdas reprodutivas.

Destas 10 éguas, uma abortou e trés tiveram descendentes que foram a Obito no
primeiro més de vida, sendo assim necessario acrescentar no estudo mais quatro éguas
gestantes. Logo, no total foram analisadas14 éguas gestantes e 10 potros. Devido ao ocorrido,
foi perdida a uniformidade dos grupos de éguas com e sem historico de perdasreprodutivas.

O material proveniente dos 6bitos ndo foi encaminhado ao laboratério e incluido no
estudo em virtude da sua ndo comunicacao imediata.

As amostras de sangue foram colhidas mensalmente da veia jugular em tubos sem
anticoagulante, centrifugadas a 2.000 rpm por 10 minutos, separadas em aliquotas e congeladas
a -20° C, para a sua conservacao e manutencdo. Semanalmente, pequenos grupos de aliquotas

eram descongeladas para a analise soroldgica.
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53 CULTIVO CELULAR

Esta técnica foi utilizada para proporcionar a multiplicacdo do protozoario N. caninum in
vitro e para manté-los viaveis e em quantidade suficiente para a posterior confecgao das laminas
de Imunofluorescéncia Indireta (IFI) para o diagnostico sorolégico.

Inicialmente foram cultivadas as células Vero (células de rim de macaco) para posterior
inoculacdo dos protozoarios. As células foram cultivadas em meio de crescimento Eagle
suplementado com 10% de soro fetal bovino, 10% de caldo triptose fosfato, 100U/mL de
penicilina G potassica, 100?g/mL de sulfato de estreptomicina e 1,25 ?g/mL de anfotericina B.

Os frascos de cultivo celular foram mantidos em estufa com 5% de CO, e a 37°C e
observados no microscépio invertido para avaliacdo do crescimento celular e formacao da

monocamada.

54 CULTIVO DE Neosporacaninum

Apos a formagdo da monocamada celular, a cepa de referéncia NC-1, isolada de céo
(Dubey et al., 1988), que estava congelada em nitrogénio liquido, foi descongelada e inoculada
nas células Vero com monocamada de 24 horas.

Estes frascos foram mantidos em meio Eagle e em estufa com 5% de CO; a 37°C. Foram
observados diariamente no microscopio invertido quanto a coloragdo do meio, e a possiveis
contaminacgdes por bactérias ou leveduras. A leitura dos frascos objetivou avaliar a multiplicagcao
dos parasitas in vitro, os efeitos citopaticos causados na monocamada de células Vero. As
transferéncias dos parasitas foram realizadas periodicamente, em intervalos de tempo e
diluicbes de acordo com a multiplicacdo dos protozoérios e a infeccdo da monocamada de

células.
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55  REAGCAO DA IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA (IFl)

A reacéo de IFI é a metodologia de referéncia estabelecida para pesquisa de anticorpos
de N. caninum, considerada um teste padrdo. O método da IFI detecta principalmente os
anticorpos direcionados aos antigenos da superficie celular dos taquizoitas inteiros de N.

caninum fixados nos orificios da lamina de IFI.
5.5.1 Preparo das Laminas de IFI

As laminas de IFI foram preparadas com taquizoitas da cepa NC-1 (cepa referéncia) de

N. caninum obtidos do cultivo in vitro e fixados nas laminas de IFI de acordo com o protocolo a

sequir:

a) Retirar o meio de cultivo das garrafas infectadas com os taquizoitas. Lavar a monocamada
com PBS;

b) Transferir a suspensao para um tubo de Falcon. Passar a suspensdao em agulha (25x6) e
seringa, trés vezes, para romper as células e filtrar em filtro de 5?m para remover os restos
celulares;

c) Centrifugar a suspenséo por 10 minutos, a 1.000 rpm, na temperatura de 6°C;

d) Remover o sobrenadante e ressuspender o sedimento com 1,0 ml de PBS;

e) Contar os protozodrios em camara de Neubauer;

f)  Numero de taquizoitas/ml = (nimero médio de taquizoitas/quadrado grande da camara) x
10" x fator de diluicéo;

g) Centrifugar por 10 minutos, a 1.000 rpm, na temperatura de 6°C. Descartar o sobrenadante.
Repetir a lavagem com PBS e centrifugar novamente;

h) Diluir o inéculo com PBS (pH 7,2) para uma quantidade de 1,0 x 10° taquizoitas/ml;

i) Limpar as laminas previamente com alcool etilico 70%;

i) Depositar20?I da suspenséo em cada orificio da lamina de IFI;

k) Secar as laminas na estufa a 37°C;

[) Manter as laminas a —20°C. O prazo de utilizacao das laminas é de 6 meses.
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5.5.2 Técnicadalmunofluorescéncia Indireta

Ocorreram dois tipos de resultados sorolégicos, uma vez que dois diferentes valores de
cutt-offs (ponto de corte) foram adotados. As amostras séricas das éguas gestantes foram
consideradas positivas nas diluicdes 1:50 e 1:100. As amostras séricas dos potros pré-colostrais
foram consideradas positivas na diluicdo 1:16, e as amostras séricas dos potros pdos-colostrais
foram consideradas positivas nas diluicées 1:50 e 1:100. Na presenca de amostras reagentes,
estas eram diluidas sucessivamente até a titulacao final.

O conjugado anti-lgG de equino (Sigma?) foi utilizado na diluicdo 1:100. Os soros
controles positivos e negativos foram utilizados na dilui¢géo 1:50.

As amostras positivas apresentaram reacdes de fluorescéncia em toda a superficie do
taquizoita (fluorescéncia total). Aquelas em que a fluorescéncia compreendeu apenas uma

porcao do taquizoita foram consideradas negativas (fluorescéncia apical).

a) Em cada lamina, além dos soros testes, foram incluidos os soros controles positivo e
negativo;

b) Identificar as laminas na parte polida e anotar as amostras em protocolo controle;

c) Diluir as amostras de soro com PBS (pH 7,2);

d) Retirar aslaminas do congelador;

e) Secar sob ventilagdo, por 10 minutos;

f) Colocar as laminas em banho de acetona, por 10 minutos, no congelador;

g) Secar;

h) Colocar25?I de cada amostra de soro diluido nos orificios (po¢o) da lamina;

i) Incubar as laminas por 30 minutos, a 37°C, em camara umida;

j) Lavar com PBS, por 10 minutos, nas cubas;

k) Lavar com agua destilada;

) Secar;

m) Colocar o conjugado especifico (25?I/poco);

n) Incubar as laminas por 30 minutos, a 37°C, em camara Uimida;

0) Lavar com PBS, por 10 minutos, nas cubas;

p) Lavar com agua destilada, por 5 minutos;

g) Secar;

r) Colocar glicerina 90% (tamponada com PBS), entre as duas fileiras de orificios e colocar
uma laminula;

s) Examinar as laminas no microscépio de imunofluorescéncia;

t) Amostras positivas sdo as que apresentam fluorescéncia completa.
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5.6 ANALISE ESTATISTICA

Neste estudo, 0 método estatistico aplicado foi o teste do qui-quadrado (x?).

Objetivando verificar a relagdo dos resultados soroldgicos entre méaes (éguas) e filhos

(potros), as seguintes andlises estatisticas foram realizadas:

1.

Associacado entre soropositividade das éguas gestantes ao protozoario Neospora sp.
e 0 histdrico de perda reprodutiva;

Associagao entre a soropositividade/soronegatividade ao protozoario Neospora sp.
das éguas e de seus descendentes (em qualquer més de gestacéo e de vida);
Associacdo entre soropositividade ao protozoario Neospora sp. da mae no 11°
més de gestacao e de seus descendentes no 1° més de vida;

Associacdo entre a égua apresentar titulos = 1:200 para o protozoario Neospora
sp. e seus descendentes apresentarem titulos = 1:50;

Associacdo entre a égua apresentar titulos = 1:200 para o protozoario Neospora
sp. e seus descendentes apresentarem titulos = 1:100;

Associacdo entre a égua apresentar titulos = 1:200 para o protozoario Neospora
sp. e seus descendentes apresentarem titulos = 1:200;

Associacdo entre a égua apresentar titulos = 1:200 para o protozoario Neospora
sp. e seus descendentes irem a 6bito.



6 RESULTADOS

6.1 SOROPREVALENCIA DAS EGUAS E DOS POTROS

6.1.1 Titulacdo 1:50 das éguas

No 8° més de gestacado, as andlises realizadas pela IFI revelaram que 57% (8/14) das
éguas foram soropositivas ao protozoario Neospora sp. No 9° més de gestacdo, a
soroprevaléncia foi de 29% (4/10); seguindo-se de 50% no 10° e 11° més de gestacao (Figura
1). Assim, o 8° més foi o que apresentou a maior soroprevaléncia e o 9° més a menor

soroprevaléncia de anticorpos anti-Neosporasp.

FIGURA 1: Soroprevaléncia de anticorpos anti-Neospora sp. a partir da diluicdo 1:50 de todas as
éguas no 8°,9°, 10° e 11° meses de gestacao.
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Analisando-se o0 8°, 9°, 10° e 11° meses de gestacdo, das 14 éguas analisadas, 12
(12/14 = 86%) foram soropositivas em pelo menos um més de gestacdo. Destas 12
soro positivas, trés (25%) obtiveram titulos de 1:50, duas (17%) titulos de 1:100, cinco (42%)
titulos de 1:200 e duas (17%) titulos de 1:400. A taxa de soroconversdo no 9° més foi de 0%,

seguindo-se de 85,71% e 42,85% no 10° e 11° més respectivamente (Tabela 2).



TABELA 2: Resultados soroldgicos anti-Neosporasp. das éguas no 8°, 9°, 10° e 11° meses de

gestacéo a partir da dilui¢cdo 1:50.

EGUAS 8°MES | 9°MES 10°MES 11°MES
El NEG NEG 1:50 NEG
E2 NEG NEG 1:50 1:100
E3 1:200 1:50 1:50 NEG
E4 NEG NEG NEG NEG
E5 NEG NEG 1:200 1:200
E6 1:100 NEG NEG 1:50
E7 1:50 1:50 NEG 1:200
E8 1:50 1:50 NEG 1:400
E9 NEG NEG 1:200 1:50

E10 NEG NEG NEG NEG
E11l 1:50 NEG 1:50 NEG
E12 1:50 1:200 NEG NEG
E13 1:200 NEG 1:400 1:50
E14 1:50 NEG NEG NEG

31
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No 11° més de gestacdo apenas sete éguas foram soropositivas (50%), das quais trés
(43%) apresentaram titulos 1:50, uma (14%) titulo 1:100, duas (29%) titulos 1:200, e uma (14%)
1:400. Destas sete éguas soropositivas no Ultimo més de gestacao, dois (29%) de seus potros,
apols a ingestado colostral, obtiveram titulo, e trés potros (43%) morreram no primeiro més de vida
(Tabela 4 e Figura 3).

De todas as éguas soropositivas em pelo menos um més de gestacao, uma égua (8%)
abortou, trés de seus potros foram a 6bito no 1° més de vida, um potro foi negativo em todos os
cinco primeiros meses de vida, e o restante dos potros se tornaram soropositivos em épocas
distintas: dois a partir do primeiro més (2/12), um a partir do segundo més (1/12), dois a partir do

terceiro més (2/12) e dois a partir do quarto més.

6.1.1.1 Soroprevaléncia das éguas com e sem histdrico de perdas reprodutivas

Das oito éguas sem histérico de perdas reprodutivas, apenas uma (13%) permaneceu
soronegativa em todos os meses de gestacao e dois de seus potros foram a ébito com um més
de vida. Quanto a soroprevaléncia, o 11° més representou a maior taxa (63%) e 0 9° més a
menor taxa (38%) (Tabela 5).

Das seis éguas com historico de perdas reprodutivas, cinco (83%) foram soropositivas
em pelo menos um més de gestacdo, sendo que uma égua (17%) abortou e um de seus potros
foi a Obito no 1° més de vida. Neste mesmo grupo, observou-se que o 8° més foi o que
apresentou a maior soroprevaléncia (66,6%) e o 9° més a menor soroprevaléncia (16,6%)
(Tabelab).

As éguas com histoérico de perdas reprodutivas apresentaram uma soroprevaléncia de
83% e as sem histérico de perdas reprodutivas tiveram uma soroprevaléncia de 87%. Com o
objetivo de verificar associacao entre soropositividade ao protozoario Neosporasp. € historico de
perdasreprodutivas em éguas, foi aplicado o método estatistico qui-quadrado. A diferenca obtida
entre os dois grupos de éguas nao foi estatisticamente significativa, tendo assim uma relacdo de

independéncia entre soropositividade ao protozoario Neosporasp. e perda reprodutiva eqliina.

6.1.2 Titulag8o 1:100 das éguas

No 8° més de gestacdo, as analises realizadas pela IFI revelaram que 21% (3/14) das
éguas foram soropositivas ao protozoario Neospora sp. No 9° més de gestacdo, a
soroprevaléncia foi de 7% (1/10); seguindo-se de 21% (3/14) no 10° més e 29% (4/14) no 11°
més de gestacdo. Assim, 0 11° més apresentou a maior taxa de soroprevaléncia e 0 9° més a

menor taxa (Figura 2).



FIGURA 2: Soroprevaléncia de anticorpos anti-Neospora sp. a partir da diluicdo 1:100 de todas
as éguas no 8°, 9°, 10° e 11° meses de gestacéo.
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Analisando-se o0 8°, 9°, 10° e 11° meses de gestacdo, das 14 éguas analisadas, nove
(9/14 = 64%) foram soropositivas em pelo menos um més de gestacdo. Destas nove
soropositivas, duas (22%) obtiveram titulos de 1:100, cinco (56%) titulos de 1:200 e duas (22%)
titulos de 1:400. A taxa de soroconversao no 9° més foi de 100% (1/1), seguindo-se de 100%
(3/3) e 75% (3/4) no 10° e 11° més respectivamente (Tabela 3).

TABELA 3: Resultados sorologicos anti-Neosporasp. das éguas no 8°, 9°, 10° e 11° meses de
gestacéo a partir da diluicdo 1:100.

EGUAS 8°MES | 9°MES | 10°MES 11°MES
El NEG NEG NEG NEG
E2 NEG NEG NEG 1:100
E3 1:200 NEG NEG NEG
E4 NEG NEG NEG NEG
E5 NEG NEG 1:200 1:200
E6 1:100 NEG NEG NEG
E7 NEG NEG NEG 1:200
E8 NEG NEG NEG 1:400
E9 NEG NEG 1:200 NEG

E10 NEG NEG NEG NEG
E1l1l NEG NEG NEG NEG
E12 NEG 1:200 NEG NEG
E13 1:200 NEG 1:400 NEG
El4 NEG NEG NEG NEG




No 11° més de gestacao apenas quatro éguas foram soropositivas (29%), das quais uma
(25%) apresentou titulo 1:100, duas (50%) titulos de 1:200 e uma (25%) titulo de 1:400. Destas

quatro éguas soropositivas no ultimo més de gestagcdo, um (25%) de seus potros, apds a

ingestao colostral, obteve titulo e dois (50%) morreram no primeiro més de vida (Tabela 4 e

Figura 3).

De todas as éguas soropositivas em pelo menos um més de gestacdo, trés de seus

potros foram a 6bito no 1° més de vida, seis potros foram negativos em todos os cinco meses de

vida, e o restante dos potros se tornaram soropositivos em épocas distintas: dois a partir do

primeiro més (2/12), um a partir do segundo més (1/12) e um a partir do terceiro més (1/12).

TABELA 4 — Soroprevaléncia de anticorpos anti-Neospora sp. conforme as titulacdes no 8°, 9°,
10° e 11° meses de gestacdo das éguas.

EguasporPeriodode
Gestacao

Animais

Soropositivos

Animais
Soronegativos

Soroprevaléncia

Eguas 8°més 5/14(1:50) 35,71%
1/14(1:100) 6/14 7,14%
2/14(1:200) 14,28%
0/14(1:400) 0
Eguas 9° més 3/14(1:50) 21,42%
0/14(1:100) 0
1/14 (1:200) 10714 7,14%
0/14(1:400) 0
Eguas 10° més 4/14(1:50) 28,57%
0/14(1:100) 0
2/14(1:200) 7114 14,28%
1/14(1:400) 7,14%
Eguas 11° més 3/14(1:50) 21,42%
1/14(1:100) /14 7,14%
2/14(1:200) 14,28%
1/14(1:400) 7,14%




FIGURA 3: Soroprevaléncia de anticorpos anti-Neospora sp. nas diferentes titulagdes no 8°, 9°,
10° e 11° meses de gestacao das éguas.
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6.1.2.1 Soroprevaléncia das éguas com e sem histdrico de perdas reprodutivas

Das oito éguas sem histdrico de perdas reprodutivas, seis (75%) foram soropositivas e
dois de seus potros foram a 6bito com um més de vida. Quanto a soroprevaléncia, o 11° més foi
0 que apresentou a maior taxa (50%) e no 9° més ndo foram detectados anticorpos anti-
Neosporasp. (Tabelab).

Das seis éguas com histérico de perdas reprodutivas, apenas trés (50%) foram
soropositivas em pelo menos um més de gestacado, sendo que um de seus potros foi a 6bito no
1° més de vida. A soroprevaléncia maior obtida foi no 10° més (33%) e a menor no 11° més
onde nao foram detectados anticorpos (Tabela 6).

As éguas com histérico de perdas reprodutivas apresentaram uma soroprevaléncia de
50% e as sem histérico de perdas reprodutivas tiveram uma soroprevaléncia de 75%. Com o
objetivo de verificar associacdo entre soropositividade ao protozoario Neosporasp. € historico de
perdas reprodutivas em éguas, foi aplicado o método estatistico qui-quadrado. A diferenca obtida
entre os dois grupos de éguas nao foi estatisticamente significativa, tendo assim uma relacdo de

independénciaentre soropositividade ao protozoario Neosporasp. e perda reprodutiva eqiiina.



TABELA 5 - Resultados sorolégicos anti-Neospora sp. das éguas sem histérico de perdas reprodutivas nos ultimos quatro meses de gestacdo e de seus
respectivos potros nos primeiros cinco meses de vida.

Eguas sem Eguas | Eguas Eguas | Eguas Potros Potros Potros | Potros | Potros | Potros | Potros
Historico de | 8° més | 9° més | 10° més 11° Nascidos de Pré- 1°més | 2° més | 3° més | 4° més | 5° més
Perdas més Maes sem colostrais
Reprodutivas Hist. de
Perdas
Reprodutivas
El NEG NEG 1:50 NEG PE1 NEG NEG NEG NEG NEG NEG
E2 NEG NEG 1:50 1:100 PE2 NEG NEG NEG NEG 1:50 1:50
E3 1:200 1:50 1:50 NEG PE3 NEG NEG 1:100 1:50 NEG NEG
E4 NEG NEG NEG NEG PE4 NEG 1:100 NEG NEG NEG NEG
E5 NEG NEG 1:200 1:200 PES NEG 1:400 1:50 NEG 1:50 NEG
E6 1:100 NEG NEG 1:50 PE6 NEG NEG NEG 1:50 NEG NEG
E7 1:50 1:50 NEG 1:200 PE7 NEG Obito
ES8 1:50 1:50 NEG 1:400 PES8 NEG Obito

TABELA 6 - Resultados sorolégicos anti-Neospora sp. das éguas com histérico de perdas reprodutivas nos Gltimos quatro meses de gestagéo e de seus
respectivos potros nos primeiros cinco meses de vida.

Eguas com Eguas | Eguas | Eguas Eguas Potros Potros Potros | Potros Potros | Potros | Potros
Histérico de 8°més | 9° més | 10° més | 11° més Nascidos de Pré- 1° més | 2° més 3°més | 4°més | 5° més
Perdas Maes com colostrais
Reprodutivas Hist. de
Perdas
Reprodutivas
E9 NEG NEG 1:200 1:50 PE9 NEG 1:50 1:50 NEG NEG 1:50
E10 NEG NEG NEG NEG PE10 NEG NEG NEG 1:100 NEG NEG
E11 1:50 NEG 1:50 NEG PE11 NEG NEG NEG 1:50 1:50 NEG
E12 1:50 1:200 NEG NEG PE12 NEG NEG NEG NEG 1:50 NEG
E13 1:200 NEG 1:400 1:50 PE13 NEG Obito
E14 1:50 NEG NEG NEG PE14 NEG Aborto




6.1.3 Titulagdo 1:50 dos potros

As amostras pré-colostrais realizadas pela IFI foram todas negativas.
No 1° e 2° meses de vida, a soroprevaléncia obtida foi de 30% (3/10); no 3° e 4° foi de
40% (4/10); e no 5° més foi de 10% (1/10) (Figura 4).

FIGURA 4: Soroprevaléncia de anticorpos anti-Neospora sp. a partir da diluicdo 1:50 de todos os
potros durante os primeiros cinco meses de vida.
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Observando-se 0 1°, 2°, 3°, 4° e 5° meses de vida, dos 10 potros analisados, nove (90%)
foram soropositivos em pelo menos um més de vida. Destes nove, cinco (56%) tiveram titulos de
1:50, trés (33%) titulos de 1:100 e um (11%) apresentou titulagdo 1:400 no primeiro més de vida.
As taxas de soroconversdes foram: 2° més - 33%; 3° més - 75%; 4° més - 75%; e 5° més - 0%
(Tabela?).



TABELA 7: Resultados sorol6gicos anti-Neosporasp. dos potros no 1°, 2°, 3°, 4° e 5° meses de
vida a partir da diluicdo 1:50.

POTROS Pré-colostro 1°MES | 2°MES | 3°MES 4°MES | 5°MES
PE1 NEG NEG NEG NEG NEG NEG
PE2 NEG NEG NEG NEG 1:50 1:50
PE3 NEG NEG 1:100 1:50 NEG NEG
PE4 NEG 1:100 NEG NEG NEG NEG
PE5 NEG 1:400 1:50 NEG 1:50 NEG
PE6 NEG NEG NEG 1:50 NEG NEG
PE9 NEG 1:50 1:50 NEG NEG NEG
PE10 NEG NEG NEG 1:100 NEG NEG
PE11 NEG NEG NEG 1:50 1:50 NEG
PE12 NEG NEG NEG NEG 1:50 NEG
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Os meses em que ocorreram maiores titulagbes foram o primeiro, 1:100 (cuja méae foi
negativa no 8°, 9°, 10° e 11° més de gestacédo) e 1:400 (cuja mée teve titulos de 1:200 no 10° e
11° més de gestacéo); o segundo, 1:100 (cuja méae apresentou titulos de 1:200 no 8° més e 1:50
no 9° e 10° meses de gestacao); e o terceiro més de vida, 1:100 (cuja mée nao apresentou
titulacdo em quaisquer dos quatro ultimos meses de gestacédo) (Tabela 9 e Figura 6).

Das sete éguas soropositivas no 11° més de gestacdo, dois (29%) de seus potros
apresentaram anticorpos no 1° més de vida ap0s a ingestdo de colostro e trés (43%) foram a
Obito no 1° més de vida. Das 12 éguas soropositivas em pelo menos um més de gestacao, uma
(8%) abortou, trés (25%) de seus potros foram a 6bito com um més de vida, um potro (8%)
permaneceu soronegativo em todos os cinco meses de vida e o restante (58%) apresentaram
anticorpos nos diferentes titulos (cinco com titulos 1:50, um com titulos 1:100 e um com titulos
1:400).

Foram realizadas andlises estatisticas (qui-quadrado) com o intuito de verificar as
seguintes correlacdes: mée ser soropositiva ao protozoario Neospora sp. e o filho também, em
gualquer més de gestacéo e de vida; mae ser soropositiva no 11° més de gestacao e o filho no
1° més de vida; e mae ter maior titulacdo (=1:200) e o filho titulagdo =1:50. Estas analises
resultaram em uma associacdo de independéncia, ou seja, a condicdo sorolégica da mae nao
influencia, ou influencia pouco, na condicao soroldgica de seu descendente.

Das duas éguas soronegativas em todos os quatro ultimos meses de gestacdo, seus
respectivos potros apresentaram titulos 1:100, um no 1° més e outro no 3° més de vida.

O 4° e 0 5° meses de vida representaram uma diminuicao dos niveis de anticorpos, visto
gue a maior titulagdo observada foi 1:50. No 5° més verificou-se uma soroprevaléncia de apenas
10% (1/10) (Figura 6).

Quanto a permanéncia dos anticorpos maternos, observou-se que 0 5° més apresentou
uma diminuicdo significativa dos niveis séricos. Assim, este més representa o inicio da perda da
influéncia da imunidade passiva para o protozodrio Neosporasp. (Figuras 4 e 6).

De todos os potros soropositivos em pelo menos um més de vida, nenhum apresentou

sinais clinicos de neosporose.



6.1.3.1 Soroprevaléncia dos potros nascidos de mades com e sem historico de perdas

reprodutivas

Das oito éguas sem historico de perdas reprodutivas, cinco de seus potros apresentaram
titulos de anticorpos (dois 1:50, dois 1:100 e um 1:400) anti-Neospora sp., e dois potros
morreram no primeiro més de vida (Tabela 5).

Das seis éguas com historico de perdas reprodutivas, quatro de seus potros
apresentaramtitulos de anticorpos (trés 1:50 e um 1:100) anti-Neosporasp., um potro morreu no

1° més de vida e uma égua (16,6%) abortou (Tabela 6).

6.1.4 Titulacdo 1:100 dos potros

As amostras pré-colostrais realizadas pela IFI foram todas negativas.

No 1° més de vida a soroprevaléncia obtida foi de 20% (2/10), no 2° e 3° meses foi de
10% (1/10), e no 4° e 5° meses nao foram detectados anticorpos especificos para Neospora sp
(0/10) (Figurah).

FIGURA 5: Soroprevaléncia de anticorpos anti-Neospora sp. a partir da diluicdo 1:100 de todos
0s potros durante os cinco primeiros meses de vida.
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Observando-se o 1°, 2°, 3°, 4° e 5° meses de vida, dos 10 potros analisados, quatro
(40%) foram soropositivos em somente um més de vida (dois no 1° més, um no 2° més e um no
3° més). Destes quatro, trés tiveram titulos 1:100 (1°, 2° e 3° més), e um 1:400 no primeiro més
devida (Tabela 8).



4

TABELA 8: Resultados soroldgicos anti-Neosporasp. dos potros no 1°, 2°, 3°, 4° e 5° meses de
vida a partir da diluicdo 1:100

POTROS Pré-colostro 1°MES | 2°MES | 3°MES 4°MES | 5°MES
PE1 NEG NEG NEG NEG NEG NEG
PE2 NEG NEG NEG NEG NEG NEG
PE3 NEG NEG 1:100 NEG NEG NEG
PE4 NEG 1:100 NEG NEG NEG NEG
PE5 NEG 1:400 NEG NEG NEG NEG
PE6 NEG NEG NEG NEG NEG NEG
PE9 NEG NEG NEG NEG NEG NEG
PE10 NEG NEG NEG 1:100 NEG NEG
PE11 NEG NEG NEG NEG NEG NEG
PE12 NEG NEG NEG NEG NEG NEG
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O més em que ocorreu maior titulacéo foi o primeiro: 1:400, cuja mae apresentou titulos
de 1:200 no 10° e 11° meses de gestacgdo (Tabela 9 e Figura 6).

Das quatro éguas soropositivas no 11° més de gestacao, um de seus potros apresentou
anticorpos e dois foram a 6bito com um més de vida. Das nove éguas soropositivas em pelo
menos um més de gestacao, trés de seus potros foram a 6bito no primeiro més de vida, quatro
potros permaneceram soronegativos em todos os cinco meses de vida e o restante apresentou
anticorpos nos seguintes titulos: um com titulo 1:100, e um com titulo 1:400.

Foram realizadas andlises estatisticas (qui-quadrado) com o intuito de verificar as
seguintes correlacdes: mae ser soropositiva ao protozoario Neospora sp. e o filho também, em
gualquer més de gestacéao e de vida; mae ser soropositiva no 11° més de gestacao e o filho no
1° més de vida; mae ter maior titulacdo E1:200) e o filho titulagdo =1:100; n@e ter maior
titulacdo (=1:200) e o filho também (=1:200); méae ter maior titulagéo (=1:200) e o filho vir a 6bito.
Estas andlises resultaram em uma associacdo de independéncia, ou seja, a condicdo soroldgica
da méae nao influencia, ou influencia pouco, na condicdo soroldgica e na salude de seu
descendente.

Das cinco éguas soronegativas nos quatro ultimos meses de gestacéo, apenas dois de
seus potros foram negativos em todos o0s cinco primeiros meses de vida, dois foram
soropositivos na diluicdo 1:100, um no 1° e outro no 3° més de vida, e uma égua (20%) abortou.

No 4° e 5° meses de vida ndo foram detectados niveis séricos de anticorpos para
Neospora sp. Assim, estes meses representaram o inicio da queda significativa da influéncia da
imunidade passiva para o protozoario Neosporasp (Figuras 5 e 6).

De todos os potros soropositivos em pelo menos um més de vida, nenhum apresentou

sinais clinicos de neosporose.



TABELA 9: Soroprevaléncia dos anticorpos anti-Neospora sp. conforme as titulacdes dos potros
pré-colostrais e no 1°, 2°, 3°, 4° e 5° meses de vida.

Potrosporldade Animais Animais Soroprevaléncia
Soropositivos Soronegativos
Pré-colostro 0/10 10/10 0
1°més 1/10(1:50) 7/10 10%
1/10(1:100) 10%
0/10(1:200) 0
1/10(1:400) 10%
2°més 2/10(1:50) 7/10 20%
1/10(1:100) 10%
0/10(1:200) 0
0/10(1:400) 0
3°més 3/10(1:50) 6/10 30%
1/10(1:100) 10%
0/10(1:200) 0
0/10(1:400) 0
4°més 4/10(1:50) 6/10 40%
0/10(1:100) 0
0/10(1:200) 0
0/10(1:400) 0
5°més 1/10(1:50) 9/10 10%
0/10(1:100) 0
0/10(1:200) 0
0/10(1:400) 0




FIGURA 6: Soroprevaléncia de anticorpos anti-Neospora sp. nas diferentes titulag6es durante os
cinco primeiros meses de vida dos potros.
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6.1.4.1 Soroprevaléncia dos potros nascidos de maes com e sem histérico de perdas
reprodutivas

Das oito éguas sem histoérico de perdas reprodutivas, trés de seus potros apresentaram
titulos de anticorpos (dois 1:100 no 1° e 2° meses, e um 1:400 no 1° més) anti-Neosporasp., e
dois potros morreram no primeiro més de vida (Tabela 5).

Das seis éguas com historico de perdas reprodutivas, um de seus potros apresentou
titulo de anticorpos (1:100 no 3° més de vida) anti-Neospora sp., um potro morreu no primeiro
més de vida e uma égua (16,6%) abortou (Tabela 6).



6.2 MONITORAMENTO SOROLOGICO DAS EGUAS E DOS POTROS

6.2.1 Titulacdo 1:50 das éguas

Quanto a cinética dos anticorpos no 8°, 9°, 10° e 11° meses de gestacao, verificou-se
uma acentuada flutuacao dos niveis séricos (Figuras 3 e 7), onde muitas éguas converteram de
soronegativo para soropositivo, de soropositivo para soronegativo e, algumas novamente
converteram de soronegativo para soropositivo.

Das oito éguas soropositivas no 8° més de gestacdo, quatro (50%) permaneceram
soropositivas e quatro (50%) converteram soronegativamente no 9° més de gestacao. Das seis
éguas soronegativas no 8° més de gestacao, todas (100%) permaneceram soronegativas no 9°
més. Das quatro éguas soropositivas no 9° més de gestacdo, apenas uma (25%) permaneceu
soropositiva no més subsequente, e das dez éguas soronegativas no 9° més de gestacao, seis
(60%) converteram soropositivamente no més subseqtente. No 10° més de gestacéo, das sete
éguas soropositivas, quatro (57%) permaneceram soropositivas no més subseqtiente, e, das
sete éguas soronegativas, trés (43%) converteram soropositivamente no 11° més de gestacéo.
Assim, o principal més de conversao soropositiva foi o0 10° més e o principal més de conversao

soronegativa foi 0 9° més (Tabela 2).

6.2.2 Titulacdo 1:100 das éguas

Quanto a cinética dos anticorpos no 8°, 9°, 10° e 11° meses de gestacao, verificou-se
uma baixa flutuagéo dos niveis séricos (Figuras 3 e 7).

Das trés éguas soropositivas no 8° més de gestacdo, duas (67%) converteram
soronegativamente e permaceram soronegativas até o 11° més e uma (33%) soronegativou no
més subsequente, convertendo soropositivamente no 10° més e convertendo novamemente
para soronegativo no 11° més. Das 11 éguas soronegativas no 8° més de gestacao, apenas uma
(9%) converteu soropositivamente no 9° més. A Unica égua soropositiva no 9° més de gestacao
soronegativou (100%) no més subsequente e permaneceu assim até o Ultimo més de gestacao.
Das 13 éguas soronegativas no 9° més, trés (23%) converteram soropositivamente no 10° més
de gestacao. Neste més, das trés éguas soropositivas, duas (67%) soronegativaram no 11° més
e uma (33%) permaneceu soropositiva. Assim, 0 10° e 0 11° meses de gestacao foram os que
apresentaram maiores conversfes soropositivas, e o 8° més foi o que apresentou maiores
conversdes soronegativas (Tabela 3).

Os graficos (Figuras 9 a 22) referentes ao monitoramento mensal dos anticorpos das

éguas durante os quatro ultimos meses de gestacao estdo apresentados no anexo.



FIGURA 7: Resultados sorolégicos anti-Neospora sp. das éguas no 8°, 9°, 10° e 11° meses de
gestacao.

—E1
450 +
—E2
400 +
E3
350 + E4
300 + E
9 250+ >
=3 ——E6
& 200 -+ /77 -
> -
2 1501 / /
—ES8
100 1 %/ co
50l—>o—
0 N E10
7 pae————— . '
SHMES 9 MES 10 MES 11 MES Ell
E12
Meses de Gestacéo
E13

6.1.1 Titulag&o 1:50 dos potros

Quanto a cinética dos anticorpos nos primeiros cinco meses de vida verificou-se uma
moderada flutuacao dos niveis séricos (Figuras 6 e 8).

Dos trés potros soropositivos no 1° més de vida, um (33%) soronegativou, e dos sete
potros soronegativos, um (14%) converteu soropositivamente no més subseqtiente. No 2° més
de vida, dos trés potros soropositivos, dois (67%) soronegativaram, e dos sete soronegativos,
trés (43%) converteram soropositivamente no 3° més. Neste Ultimo més, dos quatro potros
soropositivos, trés (75%) soronegativaram, e dos seis soronegativos, trés (50%) converteram
soropositivamente no més subsequente. No 4° més de vida, dos quatro potros soropositivos, trés
(75%) soronegativaram, e dos seis animais soronegativos, nenhum (0%) soropositivou no 5°
més. Os principais meses de conversdes soropositivas foram o 3° e 0 4°, e o principal més de

conversdo soronegativa foi 0 5° més de vida (Tabela 7).
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6.2.4 Titulacdo 1:100 dos potros

Quanto a cinética dos anticorpos nos primeiros cinco meses de vida nao foi verificada
flutuacao dos niveis séricos (Graficos 6 e 8).

Dos dois potros soropositivos no 1° més de vida, ambos (100%) soronegativaram
permanecendo assim até o 5° més de vida, e dos oito potros soronegativos, apenas um (13%)
converteu s oropositivamente no més subseqtiente. No 2° més de vida, o Unico potro soropositivo
soronegativou no més subseqiiente e permaneceu (100%) assim até o 5° més, e dos nove
soronegativos, apenas um (11%) converteu soropositivamente no 3° més. Neste Ultimo més, o
unico potro soropositivo soronegativou (100%) no 4° més e permaneceu assim até o 5° més, e
dos nove soronegativos, nenhum (0%) converteu soropositivamente no 4° e 5° meses. Os
principais meses de conversdes soropositivas foram o0 2° e o0 3°, e 0s principais meses de
conversdes soronegativas foram 0 4° e 5° (Tabela 8).

Os gréficos (Figuras 23 a 32) referentes ao monitoramento mensal dos anticorpos dos

potros durante os cinco primeiros meses de vida estao apresentados no anexo.

FIGURA 8: Resultados sorolégicos anti-Neospora sp. dos potros no 1°, 2°, 3°, 4° e 5° meses de
vida.
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7 DISCUSSAO

O método soroldgico de IFI (Imunofluorescéncia Indireta) utilizado para o diagnostico de
infeccdo por Neospora sp. demonstrou a presenca do protozoario na populacdo de eqinos da
regido de S&o José dos Pinhais, Parana.

A soroprevaléncia de anticorpos anti-Neospora sp. das éguas nos quatro ultimos meses
de gestacdo foi de 86% na diluicdo 1:50. Na diluicdo 1:100, ela diminuiu para 64%.

Para os potros, a soroprevaléncia nos cinco primeiros meses de vida foi de 90% na
diluicdo 1:50, diminuindo para 40% na dilui¢éo 1:100.

PITEL et al. (2001), CIARAMELLA et al. (2004) e LOCATELLI-DITTRICH et al. (2006)
também verificaram uma diminuicdo na soroprevaléncia quando a diluicdo aumentou de 1:50
para1:100.

Neste estudo foram utilizadas as diluicdes 1:50 e 1:100 como as minimas a serem
consideradas positivas em uma amostra, sendo adotada por muitos autores (CHEADLE et al.,
1999; GUPTA et al., 2002; McDOLE e GAY, 2002; CIARAMELLA et al., 2004; LOCATELLI-
DITTRICH etal., 2006 e VILLALOBOS et al., 2006).

Considerar amostras positivas a partir da diluicdo 1:50 resulta no aumento da
sensibilidade diagndstica do método de IFI. Para VARDELEON et al. (2001), um beneficio de se
aumentar a sensibilidade é que um cavalo infectado, ou potencialmente infectado, pode ser
identificado, como no caso de duas éguas soropositivas com baixo titulo (1:50) que transmitiram
aos seus descendentes o protozoario Neospora sp., sendo verificado através da deteccado de
anticorpos séricos nas amostras de soro pré-colostrais (LOCATELLI-DITTRICH et al., 2006).

Entretanto,deve-se considerar que o aumento da sensibilidade diagndstica também pode
dar resultados falso-positivos provenientes de reacfes auzadas com outros protozoarios
semelhantes (VARDELEON et al., 2001; KYAW et al., 2005 e JAKUBEK et al., 2006).

Assim, recomenda-se primeiramente utilizar os métodos de ELISA ou IFI com o objetivo
de triagem diagndstica e, das amostras reagentes, aplicar um método mais especifico, como o
Western Blot, que identificara proteinas especificas dos protozoarios N. caninum e N. hughesi
(VARDELEON et al., 2001; JAKUBEK et al., 2006 e VILLALOBOS et al., 2006).

Até o presente momento ndo existem estudos que avaliam a soroprevaléncia mensal de
anticorpos anti-Neosporasp. de éguas gestantes e de potros apds o nascimento.

Na verificacdo mensal da soroprevaléncia de anticorpos anti-Neospora sp. em éguas
gestantes e em seus respectivos potros, considerando amostras positivas na diluicdo 1:50, o 8°
més de gestacdo compreendeu na maior soroprevaléncia e 0 9° més na menor soroprevaléncia.
Para os potros, o 3° e 4° meses de vida foram os de maior soroprevaléncia, e 0 5° més de vida o

de menor soroprevaléncia.



49

Considerando as amostras de éguas positivas na diluicdo 1:100, 0 11° més compreendeu
na maior soroprevaléncia e o 9° més na menor soroprevaléncia. Para os potros, o 1° més de
vida foi o que apresentou a maior soroprevaléncia e 0 4° e 5° meses compreenderam na menor
soroprevaléncia.

COOK et al. (2001) acompanharam o tempo médio de diminuicdo da influéncia dos
anticorpos maternos anti-Sarcocystisneurona dos potros do nascimento (incluindo amostras pré-
colostrais e de 24 horas apés ingestdo de colostro) até os nove meses de vida, sendo que das
éguas gestantes as amostras foram colhidas apenas no momento do parto. Eles observaram que
todos os potros filhos de éguas soropositivas foram soropositivos nas amostras colhidas nas 24
horas ap0s a ingestdo colostral, e 0s meses seguintes corresponderam em uma diminuicao
gradativa dos anticorpos maternos.

Em bovinos, HASLER et al. (2006) detectaram um aumento significativo nos niveis
séricos de anticorpos anti — N. caninum no ultimo més de gestacdo. Estudos anteriores
revelaram que a maior parte dos bovinos que transmitiram a infeccdo aos seus descendentes
tiveram um aumento nos niveis séricos de anticorpos anti — N. caninum durante a gestacéao; e as
vacas que nao transmitiram a infeccdo a sua prole ndo tiveram um marcante aumento nos
anticorpos séricos (PARE et al., 1997; GUY etal.,2001).

Sabe-se que o exame soroldgico de bovinos com e sem histérico de abortos € utilizado
para avaliar se os abortos podem ser atribuidos & neosporose. Se o parasita contribui para os
abortos, a soroprevaléncia das vacas soropositivas e com histérico de aborto devera ser
significativamente maior que a de vacas soropositivas sem aborto (DUBEY et al.,2002).

Neste estudo ndo foi observada associacdo entre soropositividade ao protozoario
Neosporasp. e histérico de perdas reprodutivas em éguas. O protozoario Neosporasp. nao foi o
agente primario causal das perdas reprodutivas.

Existem poucos estudos relacionando a presenca de anticorpos anti-Neospora sp. € a
perda reprodutiva em equinos. VILLALOBOS et al. (2006) demonstraram uma associacao
positiva entre a presenca de anticorpos anti-Neospora sp. e perda fetal em eqtinos. Ja McDOLE
e GAY (2002), PITEL etal. (2003b); DUARTE et al. (2004) e LOCATELLI-DITTRICH et al. (2006)
ndo detectaram diferencas estatisticame nte significativas entre os grupos de éguas com e sem
histérico de perdas reprodutivas.

De acordo com McDOLE e GAY (2002), se a soropositividade ao Neospora sp. nos
equinos esta associada com aborto, esta conseqiiéncia apresenta menor magnitude quando
comparado aos bovinos. Para PITEL et al. (2003b), esta conseqliéncia se deve provavelmente

as diferencas de placentacédo entre as duas espécies.



O protozoario Neospora caninum é reconhecido como a maior causa de abortos e perdas
neonatais em bovinos de varios paises (ANDERSON et al., 2000; DUBEY e SCHARES, 2006).
Nos equinos, as consequéncias desta infeccdo sdo pouco conhecidas e ndo se sabe ao certo se
N. caninum, N. hughesi, ou ambos os protozoarios infectam estes animais (HOANE et al., 2006).

Apesar do protozoario Neospora sp. ter sido detectado em fetos eqliinos nos EUA e
Franca, as informacfes ainda séo limitadas com relacdo a associacdo entre infec¢cbes por
Neospora sp. e abortos (DUBEY e PORTERFIELD, 1990; PRONOST et al., 1999). LOCATELLI-
DITTRICH (2002), no Paran4, detectou anticorpos para Neospora sp. em equinos de um haras
com histérico de surto de abortos, e isolou duas cepas de Neospora sp. de feto equino,
EQNC/PR1 e EQNC/PR2.

Neste estudo, as analises soroldgicas de IFI realizadas em potros pré-colostrais foram
todas negativas. Assim, a transmissao vertical do protozoario Neospora sp. nao foi verificada na
populacdoestudada.

COOK et al. (2001) também néo verificaram a ocorréncia de transmisséo vertical em
amostras séricas de potros pré-colostrais nascidos de éguas soropositivas e soronegativas para
o protozoario S.neurona.

Existem poucos trabalhos com eqtiinos relacionando a eficiéncia da transmisséao vertical
de Neospora sp. LOCATELLI-DITTRICH et al. (2006) detectaram uma baixa eficiéncia da
transmissdo \ertical onde verificaram anticorpos anti-Neospora sp. em amostras séricas de
apenas dois potros antes da ingestao de colostro.

Outros estudos detectaram taquizoitas de Neospora sp. em fetos e em placentas de
éguas, evidenciando a transmisséo vertical do protozoario na espécie eqiina (DUBEY e
PORTERFIELD, 1990; DUBEY et al., 1990; PRONOST et al., 1999; PITEL et al., 2003b;
LOCATELLI-DITTRICH, 2002).

A placenta da égua é do tipo epiteliocorial difusa, assim, as imunoglobulinas maternas
nao sao transmitidas ao feto durante a gestacdo. Aos 180 dias de gestacédo o potro ja é capaz de
secretar pequenas quantidades de imunoglobulinas endégenas. Assim, um potro pré-colostral
positivo significa que ele foi exposto, via congénita, ao protozoario apdés estes 180 dias
(LeBLANC, 1990).

Em bovinos, estudos utilizando amostras séricas pré-colostrais revelaram que 81-95%
das vacas infectadas com Neospora caninum transmitem a infec¢cdo aos seus descendentes
(ANDERSONetal.,1997., SCHARES et al.,1998 e DIJKSTRA etal., 2001).

Entretanto, o achado de bezerros infectados com baixos titulos de anticorpos séricos pré-
colostrais e bezerros nascidos de vacas infectadas sem anticorpos séricos pré-colostrais,
convertendo soropositivamente somente em idade mais avancada, indica que a sorologia pré-
colostral pode ndo ser um método eficaz para identificar bezerros com infec¢cdo congénita
(HIETALA e THURMOND, 1999; SAGER etal., 2001; KYAW et al., 2005).
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Em eqlinos, possivelmente, a transmissdo vertical de Neospora sp. é baixa,
diferentemente do que ocorre em bovinos onde este modo de transmissdo é o principal
mantenedor da doenga no rebanho (PITEL et al., 2003b).

Essa menor eficiéncia de transmissdo nos eqiinos quando comparado aos bovinos foi
verificada por McDOLE e GAY (2002) e PITEL et al. (2003), onde concluiram que ela se deve
principalmente as diferencas de placentacéo existentes entre as duas espécies.

Quanto a transmissao passiva dos anticorpos maternos anti-Neospora sp, verificou-se
uma baixa eficiéncia. Somente trés potros das 12 éguas soropositivas foram soropositivos no 1°
més de vida e durante os quatro meses seguintes existiram conversdes de soronegativo para
soropositivo, e vice-versa, flutuagcdes dos niveis séricos de anticorpos e até auséncia de
titulacao.

A absorcdo méaxima das imunoglobulinas ocorre nas primeiras 24 horas de vida do potro
e seu declinio segue apoés estas 24 horas (LeBLANC, 1990). Assim, esta baixa eficiéncia pode
ser explicada, ja que as amostras de sangue dos potros no primeiro més de vida foram coletadas
aproximadamente da segunda a quarta semana de vida.

Ha também a variacdo individual dos potros frente a absorcao passiva dos anticorpos
maternos e seu metabolismo, assim como também a variacdo individual das éguas, onde cada
uma tem uma eficiéncia particular na transmisséo passiva dos anticorpos (COOK et al., 2001).

Até o presente momento ndo existem estudos que avaliam a eficiéncia da transmissao
passiva dos anticorpos maternos anti-Neospora sp. em equinos e nem sobre sua frequéncia de
transmisséao e taxa de declinio através do tempo.

COOK et al. (2001) detectaram uma eficiéncia de 100% da transmissdo passiva dos
anticorpos maternos anti-S. neurona nas amostras colhidas 24 horas apos iniciadas as
mamadas. Todos o0s potros nascidos de maes soropositivas a este protozoario se tornaram
soropositivos apds a ingestado de colostro.

A analise do metabolismo dos anticorpos maternos especificos para determinadas
doencas deve ser quantificada para verificar sua taxa de declinio através do tempo (COOK,
2001).

Neste estudo nédo foram utilizados métodos quantitativos especificos, apenas observou-
se o periodo de tempo em gque 0s potros se tornaram soronegativos para o protozoario Neospora
sp.

Os meses que iniciaram o declinio da influéncia dos anticorpos maternos foram o 5° més
de vida, quando interpretada na diluicdo 1:50, e 0 4° més de vida, quando interpretada na
diluicdo 1:100.

Para COOK et al. (2001), o tempo médio de duracdo das imunoglobulinas maternas para

o protozoario S.neurona foi de 4,2 meses, dentro de uma escala de 1 a 9 meses de vida.



52

A andlise sorolégica entre mées e filhos pode fornecer informacdes se a infeccdo é
predominantemente transmitida verticalmente no rebanho bovino (THURMOND et al., 1997).

COOK et al. (2001), que realizaram o diagnéstico sorologico de S. neurona através da
técnica de Western Blot, observaram extrema similaridade entre os padr8es de bandas de maes
e filhos. Situacdo esperada, jA que 0s anticorpos presentes nos potros sdo 0S mesmos
existentes nas suas respectivas maes.

As andlises estatisticas realizadas para verificar a associacao entre soropositividade de
mae e filho, e soropositividade de mée e 6bito de filho, nas dilui¢des 1:50 e 1:100, resultaram em
uma relacdo de independéncia, ou seja, a condicdo soroldgica da mae néao interfere, ou interfere
pouco na condicao soroldgica e na salude de seu descendente.

A relacado de independéncia encontrada neste trabalho pode ser explicada por diversos
fatores: caracteristica de recrudescéncia da infeccao, resultando em transmiss@es esporadicas e
inconstantes; algumas éguas consideradas positivas a baixos titulos poderiam somente ter sido
expostas ao protozoario, ndo resultando em uma infec¢cédo propriamente dita; a caracteristica de
instabilidade dos anticorpos séricos, ja observada por alguns autores (SAGER et al., 2001;
KYAW et al., 2005; HASLER et al., 2006), gerando uma instabilidade de transmiss&o; a eficiéncia
da transmissdo passiva dos anticorpos anti-Neospora sp. em equinos pode ser baixa e/ou a
concentracdo passada € pequena, ndo sendo assim detectado pelos métodos sorolégicos
convencionais; e/ou a existéncia de reacfes cruzadas a protozoarios semelhantes e resultados
falso-positivos ou falso-negativos, necessitando adotar, além da técnica de IFI, um método mais
especifico, como o0 Western Blot / Imunoblot.

A neosporose € uma doenca causada pelos protozoarios N. caninum e N. hughesi. Nos
eqliinos, a forma clinica da doenca caracteriza-se por aborto, doenca neonatal e encefalomielite.
Neospora hughesi foi recentemente descoberto como agente causador da MEP, além do S.
neurona (MARSHetal., 1998; CHEADLE et al., 1999; DUBEY et al.,2001).

A maioria dos casos de neosporose eqtina sado atribuidos ao protozoario N. caninum,
entretanto, permanece incerto se os dois protozoarios, N. caninum e N. hughesi, estdo
envolvidos ou somente o N. hughesi é o responsavel pela doenca nos eqiiinos (DUBEY e
PORTERFIELD, 1990; MARSHet al., 1998).

A neosporose clinica ndo foi observada neste trabalho, apesar de ter ocorrido um aborto
e trés mortes de potros com um més de vida. As causas das mortes e do aborto ndo puderam
terem sido investigadas, entretanto, todas as quatro éguas relacionadas a essas mortes foram
soropositivas a partir da diluicéo 1:50, e trés delas foram soropositivas a partir da dilui¢do 1:100.

N&o existem estudos relacionando a possibilidade de cavalos clinicamente sadios e

soropositivos de desenvolverem a neosporose clinica.



VARDELEON et al. (2001) nao verificaram sinais clinicos compativeis com neosporose e
nem lesdes post-mortem de um cavalo infectado experimentalmente com N. caninum. HAMIR et
al. (1998) somente observaram a neosporose clinica em cavalos imunodeprimidos.

Em equinos ndo existem estudos que avaliam o comportamento dos niveis séricos de
anticorpos anti-Neosporasp. através do tempo.

Neste trabalho, considerando amostras positivas na diluicdo 1:50, no monitoramento
mensal de anticorpos das éguas no 8°, 9°, 10° e 11° meses de gestacao, verificou-se uma
acentuada flutuacao dos niveis séricos. Aumentando a diluicdo para 1:100, a flutuacdo diminuiu
consideravelmente.

No monitoramento mensal nos primeiros cinco meses de vida dos potros, a flutuacao
também foi verificada e foi maior nas amostras consideradas positivas a partir da diluicdo 1:50.

COOK et al. (2001) verificaram a conversao soropositiva de duas éguas gestantes
inicialmente soronegativas para Sarcocystis neurona. No monitoramento dos potros neonatos
verificaram uma correlacdo de 100% entre os resultados sorologicos de maes e filhos, com uma
diminuicdo gradativa dos anticorpos maternos até os nove meses de vida sem existéncia de
flutuacGes.

Sabe-se que apds o aborto nos bovinos, os titulos de anticorpos das vacas geralmente
séo elevados. LOCATELLI-DITTRICH (2002) observou que os titulos das éguas que abortaram
fetos infectados por N. caninum ndo foram altos. Nas vacas pode ocorrer uma instabilidade
temporaria na concentracdo de anticorpos de N. caninum, e mesmo um resultado soroldgico
negativo da méae, nao exclui a possibilidade do aborto. Uma soroconversao recente ao parasita
também pode resultar em titulos mais baixos (SAGER et al., 2001), como os encontrados por
LOCATELLI-DITTRICH (2002), para as éguas, pois esta pode corresponder a fase de janela
imunoldgica.

Permanece incerto o motivo pelo qual as éguas e o0s potros deste estudo se tornaram
negativos e, alguns novamente soropositivos, durante o acompanhamento sorolégico.

Em bovinos, os niveis de anticorpos especificos para N. caninum podem persitir durante
toda a vida do animal mas podem também flutuar, estando muitas vezes abaixo do limite de
deteccéo dos testes sorolégicos (DUBEY e SCHARES, 2006).

Nestes animais, a flutuac@o dos niveis séricos de anticorpos anti-Neospora sp. pode ser
observada durante a gestacdo proximo do aborto ou no momento do parto (HIETALA e
THURMOND, 1999; SAGER etal., 2001; KYAW et al., 2005 e HASLER et al., 2006).

HIETALA e THURMOND (1999), SAGER et al. (2001) e HASLER et al. (2006)
verificaram uma instabilidade dos niveis séricos de anticorpos anti-Neospora caninum em vacas
gestantes. SCHARES et al. (1998) e KYAW et al. (2005) observaram conversdes soronegativas

de vacas gestantes inicialmente soropositivas.



Os niveis séricos de anticorpos anti-N. caninum podem diminuir abaixo do limite de
deteccdo em testes menos sensiveis, ocasionando resultados falso-negativos. Assim, alguns
animais mesmo estando infectados podem nao desenvolver anticorpos suficientes, ou os
anticorpos ndo sao detectados pelos testes sorolégicos (CONRAD et al., 1993; ANDREOTTI et
al., 2003 e DUBEY e SCHARES, 2006).

Alguns individuos néo séo capazes de sintetizar anticorpos detectaveis contra o parasita,
talvez devido a uma imunotolerancia inata ou adquirida. HIETALA e THURMOND (1999)
verificaram que alguns bezerros nascidos de vacas infectadas soroconverteram somente aos
dois anos de idade; e SAGER et al. (2001), observaram que nem todos os bezerros nascidos de
vacas soropositivas foram soropositivos nas amostras pré-colostrais, embora eles tenham sido
infectados congenitamente; e fetos positivos pela PCR para N. caninum nasceram de vacas
soronegativas.

As fémeas de rebanhos bovinos com infec¢cdo endémica apresentam uma resposta maior
de anticorpos anti-N. caninum quando comparado as fémeas pertencentes a rebanhos com
infeccdes recentes (DUBEY e SCHARES, 2006).

KYAW et al. (2005) sugeriram que a conversao soronegativa pode ocorrer no momento
do parto nas vacas infectadas cronicamente, e que a verdadeira taxa de transmisséo vertical
pode ser menor do que nos estudos anteriores. Além do mais, bezerros infectados
congenitamente podem ter titulos de anticorpos muito baixos, indicando que os valores de cutt-
offs devem ser diminuidos.

HIETALA e THURMOND (1999) acreditam que bovinos infectados congenitamente
adquirem uma infec¢éo persistente, tendo uma persisténcia de anticorpos especificos para N.
caninum. Ja os animais que adquirem a infeccdo apdés 0 nascimento, as respostas aos
anticorpos séo transitorias, apresentando picos a cada nova exposi¢cdo ao protozodrio. Assim,
um bovino exposto ao protozoario N. caninum apresentara uma resposta de anticorpos que
podera diminuir se ele néo for estimulado imunogenicamente por uma exposi¢ao repetida ou por
uma infeccéo persistente.

A instabilidade temporaria da concentracdo de anticorpos de N. caninum, em bovinos
adultos limita a utilizacdo da sorologia no diagnostico, principalmente nos casos dos animais
soronegativos. O resultado sorolégico negativo da mae nao exclui a possibilidade de aborto por
Neospora. Assim, é importante retestar as amostras com testes soroldgicos mais especificos,
como o Western Blot (ANDREOTTI et al., 2003; HASLER et al., 2006).



A sorologia tem sido utilizada frequentemente como a Unica ferramenta para estudos
epidemiolégicos de N. caninum associado a problemas de abortos, e muitos autores presumem
gue uma maior correlacdo existe entre a soropositividade e a presenca persistente do parasita
nos animais afetados. Entretanto, para a investigacdo diagnostica de casos de abortos, a
sorologia sozinha € insuficiente. Como exemplo cita-se um estudo de SAGER et al. (2001), em
gue das 210 vacas que abortaram, 92 foram sorologicamente positivas ao N. caninum, mas
somente 42 dos fetos abortados foram positivos pelo PCR, ou seja, N. caninum pode ser
detectado em menos que a metade dos abortos de vacas soropositivas. Assim, o diagnostico de
aborto associado ao N. caninum requer a demonstracdo do parasita ou 0 DNA do parasita
associado a lesdes patologicas caracteristicas (DUBEY e SCHARES, 2006).

Estudos adicionais sobre a prevaléncia dos parasitas N. caninum e N. hughesi em
populacdes eqliinas sdo necessarios antes de apreciar 0s reais impactos destas espécies de
protozoarios na saude equina. A estimativa de prevaléncia da infeccdo nos animais é o0 passo
inicial para selecionar as estratégias de controle de aborto e problemas neurolégicos. O
diagnostico de neosporose depende de uma combinacdo entre o historico, sinais clinicos e
dados laboratoriais (DUBEY et al., 2002; DUBEY e SCHARES, 2006).

Este trabalho visou contribuir com a escassa literatura de neosporose em eqliinos. No
Brasil sdo freqlientes os casos de abortos e doencas neurolégicas sem um diagndstico definitivo,
e a neosporose nao € incluida como rotina nos exames laboratoriais.

No Brasil, os poucos estudos de neosporose equina se referem aos estudos de
soroprevaléncia em populacfes saudaveis e com histérico d e perdas reprodutivas (DUBEY et al.,
2000; LOCATELLI-DITTRICH et al., 2006; HOANE et al., 2006; VILLALOBOS et al., 2006).
Apenas um estudo compreendeu na analise da transmisséo vertical (LOCATELLI-DITTRICH et
al., 2006), e somente LOCATELLI-DITTRICH (2002) isolou cepas do protozoario Neospora sp.
de éguas que abortaram.

Um dado relevante obtido pelo trabalho executado é que o agente Neospora sp. esta
presente na populacdo eqiliina e que novas pesquisas devem ser prosseguidas. Os Médicos

Veterinarios devem estar atentos para esta doenca emergente.



8 CONCLUSOES

1 Anticorpos anti-Neospora sp. foram detectados nas amostras séricas de éguas
gestantes e de seus respectivos potros da regido de Sao José dos Pinhais-PR, Brasil. As
soroprevaléncias encontradas permitem sugerir a inclusdo deste protozoéario no diagndéstico
diferencial de doencas neurolégicas e reprodutivas.

2. As melhores idades gestacionais para se realizar o diagnéstico sorolégico (IFIl) de
éguas gestantes é o 8° més (cutt-off 1:50) e o 11° més (cutt-off 1:100), devendo-se repetir 0
exame no caso de resultados negativos em virtude da existéncia de possiveis flutuacdes
dos anticorpos séricos.

3. Para os potros, a melhor idade para se realizar o diagndéstico sorologico (IF) inicia-se
a partir do 4° e 5° meses de vida, periodo a partir do qual a influéncia materna esta
diminuida.

4, Nao houve associacéo entre soropositividade ao protozoario Neospora sp. e histérico
de perdas reprodutivas em éguas. Assim, 0 protozoario Neospora sp. pode nao ser o
principal agente causal de perdas reprodutivas em equinos.

5. A transmissao vertical de Neospora sp. em equinos é baixa, dado a inexisténcia de
anticorpos nas amostras séricas pré-colostrais.

6. A transmissdo passiva dos anticorpos maternos anti-Neospora sp. ndo ocorre de
forma freqlente nos equinos, jA que no 1° més de vida apenas trés potros foram
soropositivos.

7. A ndo associagdo entre soropositividade de mées e filhos limitou a utilizacdo da

sorologia no estudo da analise de transmissao.

8. Houve instabilidade dos niveis séricos @& anticorpos anti-Neospora sp. nas éguas
avaliadas.
9. A presenca de intensa instabilidade dos niveis de anticorpos nas amostras séricas de

éguas e potros prejudicou a interpretacdo das analises soroldgicas. Assim, a utilizacdo de

testes mais especificos possibilitaria acurar melhor esses resultados.
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10 ANEXOS

FIGURA 9: Resultados sorologicos anti-Neospora sp.

FIGURA 10: Resultados sorologicos anti-Neospora sp.
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FIGURA 11: Resultados soroldgicos anti-Neospora sp.

da Egua 2.
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FIGURA 12: Resultados sorologicos anti-Neospora sp.
do Potro filho da Egua 2.
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FIGURA 13: Resultados sorolégicos anti-Neospora sp.

FIGURA 14: Resultados sorologicos anti-Neospora sp.
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FIGURA 15: Resultados sorolégicos anti-Neospora sp.

FIGURA 16: Resultados soroldgicos anti-Neospora sp.
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FIGURA 17: Resultados soroldgicos anti-Neospora sp.

FIGURA 18: Resultados sorol6gicos anti-Neospora sp.

da Egua 5. do Potro filho da Egua 5.
250
200 4 Titulagdo
150 1
100 p—r
50
O e —— = |
8° 9° 10° 11°
50 L
Més de Gestagdo Més de Vida

OBS: Egua sem histérico de perdas reprodutivas.

70

OBS:



FIGURA 19: Resultados soroldgicos anti-Neospora sp.

da Egua 6.
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FIGURA 20: Resultados sorologicos anti-Neospora sp.
do Potro filho da Egua 6.
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FIGURA 21: Resultados soroldgicos anti-Neospora sp. da Egua 7. POTRO FILHO DA EGUA 7 FOI A OBITO.
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FIGURA 22: Resultados soroldgicos anti-Neospora sp. da Egua 8. POTROFILHO DA EGUA 8 FOI A OBITO.
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FIGURA 23: Resultados sorolégicos anti-Neospora sp.

FIGURA 24: Resultados sorolégicos anti-Neospora sp.
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FIGURA 25: Resultados sorolégicos anti-Neosporasp FIGURA 26: Resultados sorologicos anti-Neospora sp.
do Potro filho da Egua 10.
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FIGURA 27: Resultados sorolégicos anti-Neospora sp.

da Egua 11.
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FIGURA 28: Resultados soroldgicos anti-Neospora sp.
do Potro filho da égua 11.
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FIGURA 29: Resultados soroldgicos anti-Neospora sp.

FIGURA 30: Resultados s orologicos anti-Neospora sp.
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FIGURA 31: Resultados soroldgicos anti-Neospora sp. POTRO FILHO DA EGUA 13 FOI A OBITO.
da Egua 13.
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FIGURA 32: Resultados sorologicos anti-Neospora sp. ]
da Egua 14. EGUAABORTOU.
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