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RESUMO

As doengas infecto-parasitarias causam prejuizos na criagdo de equinos. Os
protozoarios Toxoplasma gondii, Neospora spp. e Sarcocystis neurona estéao
relacionados as doengas neuroldgicas e reprodutivas em equinos. Em cavalos, T.
gondii e Neospora spp. podem ser transmitidos via horizontal e vertical. Sarcocystis
neurona causa a Mieloencefalite Protozoaria Equina (MEP). Existem poucos estudos
que avaliaram a presencga dos protozoarios em placentas de éguas e até o presente,
nao foram encontrados trabalhos em amostras de liquido amnidtico. A presente
dissertagao foi dividida em dois capitulos. O capitulo | objetivou detectar e monitorar
os anticorpos anti-Toxoplasma gondii, anti-Neospora spp. e anti-Sarcocystis neurona
em éguas prenhas e verificar a exposi¢ao intra-uterina dos parasitas, pela pesquisa
de anticorpos especificos em amostras pré colostrais de potros. Amostras de soro de
31 éguas prenhas foram avaliadas em trés momentos: (1°) dois meses antes do
parto; (2°) um més antes do parto e (3°) no dia do parto. As amostras séricas dos
potros foram analisadas antes da ingestdo do colostro. O método RIFI (Reacéo de
Imunofluorescéncia Indireta), nos soros maternos foi realizado nas diluicdes 1:64
para T. gondii, 1:50 para Neospora spp. e 1:16 para S. neurona. Os soros pré
colostrais dos potros foram avaliados sem diluicdo e na diluicdo 1:16 para os trés
protozoarios. Nenhuma égua apresentou anticorpos para T. gondii. Em 19,35% das
éguas, verificou-se anticorpos anti-Neospora spp. e 29,03% anticorpos anti-S.
neurona. Nenhum anticorpo foi detectado nas amostras pré colostrais dos potros.
Durante o periodo gestacional, as éguas apresentaram flutuagbes nos titulos de
anticorpos anti-Neospora spp. e anti-S. neurona, com maior soroprevaléncia no 9°
més para ambos. Neste estudo constatou a presenca de anticorpos anti-Neospora
spp. € anti-S. neurona em éguas. Nos potros ndo foram detectados anticorpos. O
monitoramento das éguas prenhas soropositivas € importante para a sanidade do
animal. O capitulo Il objetivou detectar os protozoarios Toxoplasma gondii, Neospora
spp e Sarcocystis neurona em placentas equinas e liquido amniotico, e descrever
lesdes causadas pelos parasitas. Amostras de soro de 31 éguas prenhas foram
avaliadas pelo método de RIFI como descrito anteriormente. A PCR para os trés
protozoarios foi realizada em amostras de placentas (“pool”) de 31 éguas e em 30
amostras de liquido amnidtico. Para analise histolégica foram coletadas quatro
regides da placenta (corno prenhe, corno nédo prenhe, corpo do utero e estrela
cervical). Estruturas parasitarias (cistos) foram observadas em cinco placentas. Na
PCR quatro amostras de placenta foram positivas para Neospora spp. € uma para S.
neurona. A PCR dos liquidos amnidticos resultou em sete amostras positivas, uma
para T. gondii, cinco para Neospora spp. € uma S. neurona. Neospora spp. e
Sarcocystis neurona foram detectados em tecidos placentarios, demonstrando que
estes infectam placenta equina. T. gondii, Neospora spp. e S. neurona foram
detectados em amostras de liquido amnidtico. Sugere-se que a transmisséo
transplacentaria de T. gondii, Neospora spp. e Sarcocystis neurona ocorra em
éguas.

Palavras-chave: Sarcocystidae; RIFI; placenta; liquido amniético; PCR



ABSTRACT

Infectious-parasitic diseases cause damage to horse breeding. Toxoplasma
gondii, Neospora spp. and Sarcocystis neurona are related to neurological and
reproductive diseases in horses. In horse T. gondii and Neospora spp. can be
transmitted through horizontal and vertical routes. S. neurona causes Equine
Protozoan Myeloencephalitis (EPM). There are few studies that have evaluated the
presence of protozoa in mares placentas and to date, no studies have been found in
samples of amniotic fluid. This dissertation had been divided into two chapters.
Chapter | aimed to detect and monitor the antibodies anti-Toxoplasma gondii, anti-
Neospora spp. and anti-Sarcocystis neurona in pregnant mares and to verify the
intrauterine exposure of the parasites by detecting specific antibodies in pre-colostral
samples of the foals. Serum samples from 31 pregnant mares were evaluated in
three moments: (1st) two months before delivery; (2nd) one month before delivery
and (3rd) on the day of the birth. The serum samples from foals were analyzed
before ingesting colostrum. The IFAT method (Indirect Immunofluorescence Antibody
Test) in maternal serum was performed at 1:64 dilutions for T. gondii, 1:50 for
Neospora spp. and 1:16 for S. neurona. Pre colostral serum from foals were tested
pure and at 1:16 dilution for the three protozoa. No mare showed antibodies to T.
gondii. In 19.35% of the mares were verified anti-Neospora spp.; and 29.03% were
verified with anti-S. neurona antibodies. No antibodies were detected in the pre
colostral samples of the foals. During the gestational period, the mares showed
fluctuations in the anti-Neospora spp. and anti-S. neurona, with higher
seroprevalence in the 9th month for both. This study has established the presence of
anti-Neospora spp. and anti-S. neurona in mares.This study has established the
presence of anti-Neospora spp. and anti-S. neurone in mares. In foals, no antibodies
were detected. Monitoring of pregnant seropositive mares is important for the
animal's health. Chapter Il aimed to detect the protozoa Toxoplasma gondii,
Neospora spp. and Sarcocystis neurona in equine placentas and amniotic fluid, and
to describe the lesions caused by the parasites. Serum samples from 31 pregnant
mares were evaluated by the IFAT method as previously described. PCR, for the
three protozoans, was performed from the placental samples (“pool”’) of 31 mares
and 30 samples of amniotic fluid. For histological analysis, four regions (pregnant
horn, not pregnant horn, body of the uterus and cervical star) of the placenta were
collected. Parasitic structures (cysts) were observed in five placentas. In PCR, four
placenta samples were positive for Neospora spp., and one for S. neurona. The
amniotic fluids PCR resulted in seven positive sample, one for T gondii, five for
Neospora spp. and a S. neurona. Neospora spp. and Sarcocystis neurona were
detected in placental tissues, demonstrating that these infect mares placentas. T.
gondii, Neospora spp. and S. neurona were detected in samples of amniotic fluid. It
is suggested that the transplacental transmission of Toxoplasma gondii, Neospora
spp. and Sarcocystis neurona occurs in mares.

Keywords: Sarcocystidae; IFAT; placenta; amniotic fluid; PCR
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1 INTRODUCAO

O Brasil tem um dos maiores rebanhos de cavalos do mundo, e a
equinocultura € importante fonte de renda e emprego (RIBEIRO et al., 2016). Dessa
forma, enfermidades infecciosas ou infecto-parasitarias nos cavalos podem provocar
grandes prejuizos para a economia do pais (SPOHR et al., 2018).

Sarcocystidae € uma familia de protozoarios coccidios do filo Apicomplexa
(IRVINE; WALKER; FRIEDRICHS, 2016). Neste grupo estdo o Toxoplasma gondii
(T. gondii), Neospora spp. e Sarcocystis neurona (S. neurona)
(DANGOUDOUBIYAM et al., 2011).

Protozoarios da familia Sarcocystidae causam perdas embrionarias, mortes
fetais ou nascimento de produtos inviaveis e doengas neuroldgicas em cavalos
(SANGIONI et al., 2011; PIVOTO et al., 2014; QUEVEDO et al., 2015). Aborto e a
mortalidade perinatal sdo uma das principais causas de perdas econdmicas na
criacéo de equinos (MARCOLONGO-PEREIRA et al., 2012; MORENO et al., 2012;
BORGES et al., 2017).

Toxoplasmose é uma importante zoonose com ampla distribuicdo (BORGES
et al.,, 2017), acarretando em prejuizos a saude publica e ao setor agropecuario
(RIBEIRO et al., 2016). A toxoplasmose € causada pelo T. gondii, um protozoario
intracelular obrigatorio (PIVOTO et al., 2014; GENNARI et al., 2015), os equinos
estdo entre as espécies domésticas mais resistentes ao T. gondii (CAMOSSI; SILVA,;
LANGONI, 2010; GUERRA et al., 2018).

T. gondii ja foi detectado em placentas, fetos e potros, e estudos mostram
que éguas soropositivas podem gerar potros soropositivos, sugerindo que a
transmissao vertical pode ocorrer entre os equinos (TURNER; SARVA, 1990;
ANTONELLO et al., 2016).

A transmissado vertical de T. gondii desempenha um papel importante na
manutenc¢ao do protozoario (HIDE et al., 2009). Muitos estudos sobre a prevaléncia
de T. gondii em equinos baseiam-se somente em testes soroldgicos (COIRO;
LANGONI; DA SILVA, 2012; OLIVEIRA FILHO et al., 2012; GENNARI et al., 2015;
CAZAROTTO et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2017), sendo necessarios pesquisas
com a utilizagdo de outros métodos diagnosticos, moleculares e histopatologicos,

para elucidar esta via de transmissao. A relagado T. gondii - hospedeiro em algumas
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espécies pode ser complexa, resultando em infecgao placentaria e fetal recorrente e
impactando varias gerag¢des (SHAPIRO et al., 2015).

A neosporose equina pode causar doengas reprodutivas e/ou neuroldgicas
em cavalos (LOCATELLI-DITTRICH et al., 2006). Atualmente com duas espécies
descritas, Neospora caninum (N. caninum) (DUBEY et al.,, 1988) que tem como
hospedeiro definitivo caes, coiotes (Canis latrans), dingos e lobos e o Neospora
hughesi (N. hughesi) (MARSH et al., 1998). O hospedeiro definitivo do N. hughesi
ainda é desconhecido (BORGES et al., 2017; ANDERSON et al., 2019), porém
sugere-se que pertenca a familia Canidae (DANGOUDOUBIYAM et al., 2011).

Doencas neonatais e abortos geralmente sdo relacionadas a N. caninum
(VILLALOBOS et al.,, 2012), e patologias neurolégicas, principalmente a
mieloencefalite protozoaria equina (MEP) (LOCATELLI-DITTRICH; HOFFMANN;
DITTRICH, 2006), ao N. hughesi. No entanto ambos os agentes devem ser
considerados (SANGIONI et al., 2011; LASKOSKI et al., 2015). A infecgdo por N.
caninum ocorre por via horizontal, pela ingestdo de oocistos eliminados pelo
hospedeiro definitivo, ou verticalmente por via transplacentaria (DUBEY; SCHARES;
ORTEGA-MORA, 2007).

A transmissdo transplacentaria tem wuma grande importancia na
disseminagao de N. caninum em bovinos (CORBELLINI et al., 2000; PUSTERLA et
al., 2011), pois a vaca permanece infectada por toda a vida e continua propagando o
protozoario aos seus descendentes e assim sucessivamente por varias geragdes
continuamente ou intermitentemente (PIERGILI FIORETTI et al., 2003). As
consequéncias e a importancia da transmissao transplacentaria em éguas ainda séo
desconhecidas (TOSCAN et al., 2010; ANTONELLO et al., 2012; ANDERSON et al.,
2019).

Até o momento apenas dois trabalhos relataram a presenca de taquizoitos
de Neospora spp. em tecidos fetais equinos (DUBEY; PORTERFIELD, 1990;
ANDERSON et al., 2019).

Trabalhos que objetivaram verificar a transmisséo transplacentaria em
equinos basearam-se nos exames sorologicos da mae e do filho ou somente da mée
(PITEL et al., 2003; DUARTE et al., 2004; LOCATELLI-DITTRICH et al., 2006;
VILLALOBOS et al., 2006; ANTONELLO et al., 2012; PUSTERLA et al., 2014) e
poucos estudos avaliaram os tecidos placentarios (PUSTERLA et al., 2011; LEON et
al., 2012).
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Com a escassez de dados sobre Neospora spp. e das consequéncias da
presencga deste agente em populagdes equinas do Brasil, estudos sdo necessarios
para diferenciar N. caninum e N. Hughesi em cavalos e verificar a atuagado desses
parasitas em doengas neuroldgicas e falhas reprodutivas (TOSCAN et al., 2010),
uma vez que, além das éguas terem um longo periodo gestacional e seus potros
elevado valor zootécnico, Neospora spp. pode trazer grandes prejuizos econdmicos
(QUEVEDO et al., 2015).

Em éguas foram observadas eventuais flutuagdes nos titulos de anticorpos
anti-Neospora spp. no soro (ANTONELLO et al., 2012), fazendo com que, os niveis
de anticorpos nao sejam detectados nos diferentes periodos gestacionais, quando
submetido a exames sorolégicos (LOCATELLI-DITTRICH et al., 2006; HOFFMANN
KORMANN et al., 2008).

O S. neurona é parasita intracelular obrigatério, e causa doenga neurolégica
em cavalos (BORGES et al., 2017). Os hospedeiros definitivos de S. neurona, na
América do Norte e do Sul sdo os gambas Didelphis viginiana e Didelphis albiventris
respectivamente (STELMANN; AMORIM, 2010; DANGOUDOUBIYAM et al., 2011).
Os equinos sado hospedeiros aberrantes, sendo encontrado somente a forma
assexuada do parasito nessa espécie (DUBEY et al., 2015).

S. neurona é o principal agente etiolégico da miloencefalite protozoaria
equina (MEP) (DANGOUDOUBIYAM et al.,, 2011), uma doenga neurologica
caracterizada por alteragbes comportamentais e musculares (JOHNSON; BURTON,;
SWEENEY, 2010). A infecgdo também pode ser assintomatica (DUBEY et al., 2015).

O diagnodstico da infeccdo por S. neurona pode ser baseado em testes
soroldgicos associados a achados histopatologicos, imunohistoquimicos e testes
moleculares. A imunofluorescéncia indireta (RIFI) vem sendo utilizada com bastante
frequéncia na deteccdo de anticorpos, pois apresenta alta sensibilidade e
especificidade (DUBEY et al.,, 2015), mas no Brasil registros da exposi¢édo de
equinos a esse agente permanecem escassos (OLIVEIRA et al., 2017; SPOHR et
al., 2018; KOCH et al., 2019; VALENCA et al., 2019).

Por estar filogeneticamente relacionado com outros protozoarios que
apresentam transmissao vertical em equinos (ANTONELLO et al., 2016), S. neurona
pode apresentar uma via semelhante de disseminagéo. Gray et al. (2001)
levantaram a hipotese de transmissao vertical do agente ao observarem um potro de

2 meses com sinais neuroldgicos, sugestivo de MEP, e positivo para S. neurona no
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Western Blot. Pitel et al. (2002) também sugeriram a possivel ocorréncia da
transmissao do protozoario da mae para o feto em equinos soropositivos para S.
neurona nativos da Franca sem ter contato com o hospedeiro definitivo do parasita.

Atualmente somente um trabalho evidencia a exposicdo intra-uterina a
antigenos de Sarcocystis spp. em equinos, com a detecgdo de anticorpos IgG anti-S.
neurona em soro de potros pré-colostro (ANTONELLO et al., 2016), sendo
necessarios mais estudos que reforcem a importancia desta via de transmissao em
equinos.

As fungdes da placenta sdo vitais para o desenvolvimento fetal, sendo
fundamental que ela esteja saudavel para ocorrer uma gestagédo com sucesso e
resultar em produto saudavel (CARINA; MARCELA; CLAUDIA, 2015). Deve-se
ressaltar que varios pontos ainda sao incertos sobre a frequéncia da transmisséao
vertical dos protozoarios da familia Sarcocystidae em cavalos (PIVOTO et al., 2014).
Assim, estudos que identifiquem os mecanismos de interagdo entre égua, placenta e
feto s&o importantes para estabelecer uma adequada manutencéo da gestagao até o
momento do parto (GUIMARAES; MEIRELLES; FERNANDES, 2015). Ressalta-se a
importancia dos estudos desses protozoarios, uma vez que estes podem causar
perdas embrionarias, mortes fetais ou nascimento de produtos inviaveis e doencas
neurologicas.

A presente dissertacao esta dividida em dois capitulos, o capitulo | com o
titulo “Ocorréncia de anticorpos anti — Toxoplasma gondii, anti - Neospora spp. e anti
- Sarcocystis neurona em éguas prenhas e amostras pré colostrais de potros e
monitoramento das éguas no tergo final de gestacéo”, e o capitulo Il, “Diagndstico
molecular de Toxoplasma gondii, Neospora spp. e Sarcocystis neurona em

placentas e liquido amniético e histologia placentaria em éguas”.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Este estudo objetivou verificar a ocorréncia de transmissao intra-uterina dos

protozoarios Toxoplasma gondii, Neospora spp. e Sarcocystis neurona em éguas.
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1.1.2 Objetivos especificos

Verificar a ocorréncia de anticorpos anti-Toxoplasma gondii, anti-Neospora
spp. e anti-Sarcocystis neurona em éguas prenhas da regido metropolitana de
Curitiba.

Verificar a exposicéo intra-uterina a Toxoplasma gondii, Neospora spp. e
Sarcocystis neurona, com a detec¢cdo dos anticorpos especificos em amostras
séricas pré-colostrais dos potros.

Detectar os protozoarios Toxoplasma gondii, Neospora spp. € Sarcocystis
neurona, em amostras de placentas e de liquidos amniéticos.

Avaliar a dindmica de anticorpos anti - Toxoplasma gondii, anti - Neospora
spp e anti - Sarcocystis neurona em éguas prenhas no tercgo final da gestagao.

Avaliar a associacdo de fatores de risco para a infeccdo por Toxoplasma

gondii, Neospora spp. e Sarcocystis neurona em éguas.



23

REFERENCIAS

ANDERSON, J. A. et al. Histologically, immunohistochemically, ultrastructurally, and
molecularly confirmed neosporosis abortion in an aborted equine fetus. Veterinary
Parasitology, v. 270, n. April, p. 20-24, 2019. Disponivel em:
<https://doi.org/10.1016/j.vetpar.2019.04.009>.

ANTONELLO, A. M. et al. The importance of vertical transmission of Neospora sp. in
naturally infected horses. Veterinary Parasitology, v. 187, n. 3—4, p. 367-370,
2012. Disponivel em: <http://dx.doi.org/10.1016/j.vetpar.2012.02.005>.

ANTONELLO, A. M. et al. Intra-uterine exposure of horses to Sarcocystis spp.
antigens. Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia, v. 68, n. 2, p.
271-275, 2016.

BORGES, A. M. C. M. et al. Antibodies Against Sarcocystis neurona, Neospora spp.,
and Toxoplasma gondii in Horses and Mules From the Northern Pantanal Wetland of
Brazil. Journal of Equine Veterinary Science, v. 56, p. 19-25, 2017. Disponivel
em: <http://dx.doi.org/10.1016/j.jevs.2017.04.007>.

CAMOSSI, L. G.; SILVA, A. V.; LANGONI, H. Inquérito sorologico para toxoplasmose
em equinos na regido de Botucatu-SP. Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria
e Zootecnia, v. 62, n. 2, p. 484488, 2010.

CARINA, F. G.; MARCELA, M. G.; CLAUDIA, B. F. Desenvolvimento placentario e
interagdes materno fetais na espécie equina. Revista Portuguesa de Ciéncias
Veterinarias, v. 110, p. 593-594, 2015.

CAZAROTTO, C. J. et al. Horses seropositive for Toxoplasma gondii, Sarcocystis
spp. and Neospora spp.: Possible risk factors for infection in Brazil. Microbial
Pathogenesis, V. 99, p. 30-35, 2016. Disponivel em:
<http://dx.doi.org/10.1016/j.micpath.2016.07.016>.

COIRO, C. J.; LANGONI, H.; DA SILVA, R. C. Epidemiological Aspects in the
Leptospira spp. and Toxoplasma gondii Infection in Horses from Botucatu, Sao
Paulo, Brazil. Journal of Equine Veterinary Science, v. 32, p. 620-623, 2012.
Disponivel em: <http://dx.doi.org/10.1016/j.jevs.2012.02.008>.

CORBELLINI, L. G. et al. Aborto bovino por Neospora caninum no Rio Grande do
Sul. Ciéncia Rural, v. 30, n. 5, p. 863-868, 2000.

DANGOUDOUBIYAM, S. et al. Detection of antibodies against Sarcocystis neurona,
Neospora spp., and Toxoplasma gondii in horses from Costa Rica. Journal of
Parasitology, v. 97, n. 3, p. 522-524, 2011. Disponivel em:
<http://www.bioone.org/doi/abs/10.1645/GE-2722.1>.

DUARTE, P. C. et al. Risk of Transplacental Transmission of Sarcocystis Neurona
and Neospora Hughesi in California Horses. Journal of Parasitology, v. 90, n. 6, p.
1345-1351, 2004.

DUBEY, J. P. et al. Newly recognized fatal protozoan disease of dogs. Journal of
the American Veterinary Medical Association, v. 192, n. 9, p. 1269-1285, 1988.



24

DUBEY, J. P. et al. An update on Sarcocystis neurona infections in animals and
equine protozoal myeloencephalitis (EPM). Veterinary Parasitology, v. 209, n. 1-2,
p. 1-42, 2015. Disponivel em: <http://dx.doi.org/10.1016/j.vetpar.2015.01.026>.

DUBEY, J. P.; PORTERFIELD, M. L. Neospora caninum (Apicomplexa) in an
Aborted Equine Fetus. The Journal of Parasitology, v. 76, n. 5, p. 732-234, 1990.

DUBEY, J. P.; SCHARES, G.; ORTEGA-MORA, L. M. Epidemiology and control of
neosporosis and Neospora caninum. Clinical Microbiology Reviews, v. 20, n. 2, p.
323-367, 2007.

GENNARI, S. M. et al. Occurrence of antibodies against Toxoplasma gondii and its
isolation and genotyping in donkeys, mules, and horses in Brazil. Veterinary
Parasitology, v. 209, n. 1-2, p. 129-132, 2015. Disponivel em:
<http://dx.doi.org/10.1016/j.vetpar.2015.01.023>.

GRAY, L. C. et al. Suspected protozoal myeloencephalitis in a two-month-old colt.
Veterinary Record, v. 149, p. 269-273, 2001.

GUERRA, N. R. et al. Soroprevaléncia de Toxoplasma gondii em equideos do
Nordeste do Brasil. Pesquisa Veterinaria Brasileira, v. 38, n. 3, p. 400-406, 2018.

GUIMARAES, C. de F.; MEIRELLES, M. G.; FERNANDES, C. B. Eficiéncia
placentaria na espécie equina:Quais fatores podem estar relacionados? Brazilian
Journal of Veterinary Research and Animal Science, v. 52, n. 2, p. 98-105, 2015.

HIDE, G. et al. Evidence for high levels of vertical transmission in Toxoplasma gondii.
Parasitology, v. 136, p. 1877-1885, 2009.

HOFFMANN KORMANN, D. C. S. et al. Soroprevaléncia e cinética mensal de
anticorpos anti-Neospora sp. em éguas gestantes. Revista Brasileira de
Parasitologia Veterinaria, v. 17, n. 1, p. 335-338, 2008.

IRVINE, K. L.; WALKER, J. M.; FRIEDRICHS, K. R. Sarcocystid organisms found in
bile from a dog with acute hepatitis: a case report and review of intestinal and
hepatobiliary Sarcocystidae infections in dogs and cats. Veterinary Clinical
Pathology, v. 45, n. 1, p. 57-65, 2016.

JOHNSON, A. L.; BURTON, A. J.; SWEENEY, R. W. Utility of 2 immunological tests
for antemortem diagnosis of equine protozoal myeloencephalitis (Sarcocystis
neurona infection) in naturally occurring cases. Journal of Veterinary Internal
Medicine, v. 24, n. 5, p. 1184-1189, 2010.

KOCH, M. de O. et al. Detection of antibodies against Sarcocystis neurona,
Neospora caninum and Toxoplasma gondii in horses, dogs and cats fron Parana
state, Brasil. Brazilian Journal of Veterinary Research and Animal Science, v. 56,
n. 2, p. 1-8, 2019.

LASKOSKI, L. M. et al. Occurrence of anti-Neospora caninum and anti Tozoplasma
gondii antibodies in horses in the Pantanal of Mato Grosso , Brazil. Semina, v. 36, n.
2, p. 895-900, 2015.

LEON, A. et al. Molecular detection of Coxiella burnetii and Neospora caninum in
equine aborted foetuses and neonates. Preventive Veterinary Medicine, v. 104, p.



25

179-183, 2012. Disponivel em: <http://dx.doi.org/10.1016/j.prevetmed.2011.11.001>.

LOCATELLI-DITTRICH, R. et al. Investigation of Neospora sp. and Toxoplasma
gondii antibodies in mares and in precolostral foals from Parana State, Southern
Brazil. Veterinary Parasitology, v. 135, p. 215-221, 2006.

LOCATELLI-DITTRICH, R.; HOFFMANN, D. C. S.; DITTRICH, J. R. Neosporose
Equina — Reviséo. Archives of Veterinary Science, v. 11, n. 3, p. 1-10, 2006.

MARCOLONGO-PEREIRA, C. et al. Abortos em equinos na regidao Sul do Rio
Grande do Sul: Estudo de 72 casos. Pesquisa Veterinaria Brasileira, v. 32, n. 1, p.
22-26, 2012.

MARSH, A. E. et al. Description of a new Neospora species (protozoa:
Apicomplexa : Sarcocystidae ). The Journal of Parasitology, v. 84, n. 5, p. 983—
991, 1998.

MORENO, B. et al. Occurrence of Neospora caninum and Toxoplasma gondii
infections in ovine and caprine abortions. Veterinary Parasitology, v. 187, p. 312—
318, 2012. Disponivel em: <http://dx.doi.org/10.1016/j.vetpar.2011.12.034>.

OLIVEIRA FILHO, R. B. et al. Situagédo epidemioldgica da infecgao por Toxoplasma
gondii em equideos na microrregido do Brejo Paraibano. Pesquisa Veterinaria
Brasileira, v. 32, n. 0, p. 995-1000, 2012.

OLIVEIRA, S. et al. Occurrences of antibodies against Toxoplasma gondii, Neospora
spp., and Sarcocystis neurona in horses and dogs in the municipality of Pauliceia,
Séao Paulo, Brasil. Brazilian Journal of Veterinary Research and Animal Science,
V. 54, n. 3, p. 277-282, 2017. Disponivel em:
<https://www.revistas.usp.br/bjvras/article/view/123956>.

PIERGILI FIORETTI, D. et al. Neospora caninum Infection and Congenital
Transmission: Serological and Parasitological Study of Cows up to the Fourth
Gestation. Journal of Veterinary Medicine Series B: Infectious Diseases and
Veterinary Public Health, v. 50, n. 8, p. 399404, 2003.

PITEL, P.-H. et al. Detection of Sarcocystis neurona antibodies in French horses with
neurological signs. International Journal for Parasitology, v. 32, p. 481-485, 2002.

PITEL, P. et al. Investigation of Neospora sp . antibodies in aborted mares from
Normandy, France. Veterinary Parasitology, v. 118, p. 1-6, 2003.

PIVOTO, F. L. et al. Serological status of mares in parturition and the levels of
antibodies (IgG) against protozoan family Sarcocystidae from their pre colostral foals.
Veterinary Parasitology, v. 199, n. 1-2, p. 107-111, 2014. Disponivel em:
<http://dx.doi.org/10.1016/j.vetpar.2013.10.001>.

PUSTERLA, N. et al. Endogenous transplacental transmission of Neospora hughesi
in naturally infected horses. Journal of Parasitology, v. 97, n. 2, p. 281-285, 2011.

PUSTERLA, N. et al. Serological investigation of transplacental infection with
Neospora hughesi and Sarcocystis neurona in broodmares. Veterinary Journal, v.
202, n. 3, p. 649650, 2014. Disponivel em:
<http://dx.doi.org/10.1016/j.tvjl.2014.09.015>.



26

QUEVEDO, P. S. et al. Verificacdo da transmisséo vertical de Neospora spp. em
equinos. Pesquisa Veterinaria Brasileira, v. 35, n. 1, p. 29-32, 2015.

RIBEIRO, M. J. M. et al. Seroepidemiology of Sarcocystis neurona, Toxoplasma
gondii and Neospora spp. among horses in the south of the state of Minas Gerais,
Brazil. Brazilian Journal of Veterinary Parasitology, v. 25, n. 2, p. 142-150, 2016.

SANGIONI, L. A. et al. Pesquisa de anticorpos anti-Neospora spp. e anti-
herpersvirus equino em cavalos de tracdo no municipio de Santa Maria, RS, Brasil.
Ciéncia Rwural, v. 41, n. 2, p. 321-323, 2011. Disponivel em:
<http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0103-
84782011000200023&Ing=pt&ting=pt>.

SHAPIRO, K. et al. Dual congenital transmission of Toxoplasma gondii and
Sarcocystis neurona in a late-term aborted pup from a chronically infected southern
sea otter ( Enhydra lutris nereis ). Parasitology, v. 143, p. 276-288, 2015.

SPOHR, K. A. H. et al. Fatores de risco associados a prevaléncia de anticorpos anti-
Sarcocystis neurona , Neospora spp . € Toxoplasma gondii em equinos de Roraima,
Amazoénia. Pesquisa Veterinaria Brasileira, v. 38, n. 7, p. 1337-1343, 2018.

STELMANN, U. J. P.; AMORIM, R. M. Mioencefalite Protozoaria equina. Veterinaria
e zootecnia, v. 17, n. 2, p. 163-176, 2010.

TOSCAN, G. et al. Neosporose equina: Ocorréncia de anticorpos anti-Neospora spp.
e associagado entre status sorolégico de éguas e de suas crias. Pesquisa
Veterinaria Brasileira, v. 30, n. 8, p. 641-645, 2010.

TURNER, C. B.; SARVA, D. Evidence of Toxoplasma gondii in an equine placenta.
Veterinary Record, v. 127, n. 4, p. 96, 1990.

VALENCA, S. R. F. de A. et al. Low prevalence of infection by Sarcocystis neurona
in horses from the State of Alagoas, Brazil. Brasilian Journal of Veterinary
Parasitology, v. 28, n. 2, p. 298-302, 2019.

VILLALOBOS, E. M. C. et al. Association between the presence of serum antibodies
against Neospora spp. and fetal loss in equines. Veterinary Parasitology, v. 142, n.
3—4, p. 372-375, 2006.

VILLALOBOS, E. M. C. et al. Detection of Neospora sp. antibodies in cart horses
from urban areas of Curitiba, Southern Brazil. Revista Brasileira de Parasitologia
Veterinaria, v. 21, n. 1, p. 68-70, 2012.



27

2 CAPITULO | —-OCORRENCIA DE ANTICORPOS ANTI — Toxoplasma gondii,
ANTI - Neospora spp. E ANTI - Sarcocystis neurona EM EGUAS DA RACA
PURO SANGUE INGLES (PSI) E AMOSTRAS PRE COLOSTRAIS DE
POTROS E MONITORAMENTO DAS EGUAS NO TERGO FINAL DE
GESTACAO

RESUMO

Toxoplasma gondii, Neospora spp. e Sarcocystis neurona sao protozoarios
coccidios e estao relacionados a doengas neurolégicas e reprodutivas em equinos.
A infec¢do ocorre por ingestdo de agua ou alimentos contaminados com oocistos
esporulados de T. gondii e Neospora spp., € esporocistos de S. neurona. A
transmissao vertical de T. gondii e Neospora spp. em cavalos é importante via de
transmissao e por estarem filogeneticamente relacionados sugere-se que esta via
também ocorra com S. neurona. Informacgdes sobre a frequéncia com que esta via
acontece nos equinos sao escassas. As consequéncias da infeccdo podem ser
perdas embrionarias, mortes fetais ou nascimentos de produtos inviaveis. Para se
detectar e diagnosticar a infeccdo sdo necessarios testes soroldgicos,
histopatoldgicos, imunohistoquimicos e moleculares. Portanto os objetivos deste
estudo foram detectar e monitorar os anticorpos anti-Toxoplasma gondii, anti-
Neospora spp. e anti-Sarcocystis neurona em éguas prenhas e verificar a exposi¢ao
intra-uterina a T. gondii, Neospora. spp., € S. neurona, através da deteccédo de
anticorpos especificos no soro de potros, antes da ingestdo do colostro. Para esse
fim 31 éguas prenhas foram avaliadas em trés momentos: (1°) dois meses antes do
parto; (2°) um més antes do parto e (3°) no dia do parto. As amostras de sangue de
31 potros foram coletadas antes da ingestdo do colostro. As amostras foram
submetidas a testes sorolégicos utilizando o método RIFI (Reagdo de
Imunofluorescéncia Indireta). As amostras de soro das éguas foram diluidas a 1:64
para T. gondii, 1:50 para Neospora spp. € 1:16 para S. neurona. As amostras de
soro pré colostrais dos potros foram utilizadas puras e na diluicdo 1:16 para os trés
protozoarios. Das 31 éguas avaliadas nenhuma apresentou anticorpos para T.
gondii. Em 19,35% das éguas, verificou-se anticorpos anti-Neospora spp. Os
anticorpos anti-S.neurona foram detectados em 29,03% das éguas. Nenhum
anticorpo foi detectado nas amostras pré colostrais dos potros. Durante o periodo
gestacional, as éguas apresentaram flutuagdes nos titulos de anticorpos anti-
Neospora spp. e anti-S. neurona, com maior soroprevaléncia no 9° més para ambos.
O resultado deste estudo constatou a presenca de anticorpos anti-Neospora spp. e
anti-S. neurona nas éguas avaliadas. Nos potros ndo foram detectados anticorpos
anti-T. gondii, anti-Neospora spp. e anti-S. neurona. O acompanhamento das éguas
prenhas infectadas € importante para sanidade do animal.

Palavras-chave: Sarcocystidae; protozoario; transmissdo transplacentaria; RIFI;
soroprevaléncia
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ABSTRACT

Toxoplasma gondii, Neospora spp. and Sarcocystis neurona are coccidian
protozoa and are related to neurological and reproductive diseases in horses. The
infection occurs by ingesting water or food contaminated with sporulated oocysts of
T. gondii and Neospora spp., and sporocysts of S. neurona. Vertical transmission of
T. gondii and Neospora spp. in horses is a considerable route of transmission and
because they are phylogenetically related it is suggested that this pathway also
occurs with S. neurona. Information on the frequency with which this pathway occurs
in horses is scarce. The consequences of the infection can be embryonic losses,
fetal deaths or births of unviable products. To detect and diagnose the infection,
serological, histopathological, immunohistochemical and molecular tests are
necessary. Therefore, the objectives of this study were to detect and monitor the anti-
Toxoplasma gondii, anti-Neospora spp. and anti-Sarcocystis neurona in pregnant
mares and to verify intrauterine exposure to T. gondii, Neospora. spp., and S.
neurona, by detecting specific antibodies in the foal's serum, before ingesting
colostrum. For this purpose, 31 pregnant mares were evaluated at those three
moments: (1st) two months before delivery; (2nd) one month before delivery and
(3rd) on the day of the birth. Blood samples from the 31 foals were collected before
ingesting colostrum. The samples were subjected to serological tests using the IFAT
method (Indirect Immunofluorescence Antibody Test). The serum samples from the
mares were diluted to 1:64 for T. gondii, 1:50 for Neospora spp. and 1:16 for S.
neurona. The pre colostral serum samples from foals were used pure and at 1:16
dilution for the three protozoa. Of the 31 mares evaluated, none showed antibodies
to T. gondii. In 19.35% of the mares anti-Neospora spp. were verified. Anti-S.neurona
antibodies were detected in 29.03% of the mares. No antibodies were detected in the
pre colostral samples of the foals. During the gestational period, the mares showed
fluctuations in the anti-Neospora spp. and anti-S. neurona, with higher
seroprevalence in the 9th month for both. The result of this study found the presence
of anti-Neospora spp. and anti-S. neurona in the evaluated mares. Antibodies of Anti-
T. gondii, anti-Neospora spp. and anti-S. Neurona were not detected in foals. The
monitoring of infected pregnant mares is important for the animal's health.

Keywords: Sarcocystidae; protozoan; transplacental transmission; |FAT,;
seroprevalence
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2.1 INTRODUGAO

Toxoplasma gondii (T. gondii), Neospora spp. e Sarcocystis neurona (S.
neurona) sao protozoarios coccidios da familia Sarcocystidae (DANGOUDOUBIYAM
et al., 2011; IRVINE; WALKER; FRIEDRICHS, 2016) que geram impactos na criagao
de equinos (BORGES et al., 2017) e estdo associados a doencgas neurolégicas
(PIVOTO et al., 2014) e reprodutivas (SANGIONI et al., 2011; SPOHR et al., 2018).

O S. neurona causa a Mieloencefalite Protozoaria Equina (MEP), é
caracterizada como wuma doenga neuroldgica progressiva e debilitante
(DANGOUDOUBIYAM et al., 2011; ANTONELLO et al., 2016), na qual os equinos
sdo hospedeiros acidentais (RIBEIRO et al., 2016). Quadros neurolégicos em
cavalos também podem estar associados a infecgéo pelos protozoarios T. gondii e
Neospora spp. (BOUGHATTAS et al., 2011; SPOHR et al., 2018).

O DNA de T. gondii foi encontrado no sistema nervoso central (SNC) de
equinos com disturbios neurolégicos (BORGES et al., 2017), mas ndo ha evidencias
que T. gondii cause doengas neurolégicas (DANGOUDOUBIYAM et al., 2011).
Assim como ndo esta delineado como Neospora caninum (N. caninum) participa de
disturbios neuroldégicos ou falhas reprodutivas nesta espécie (ANTONELLO et al.,
2012). Neospora hughesi (N. hughesi) também esta associado a MEP (ANTONELLO
et al., 2016), porém existem poucas informagdes a respeito do ciclo de vida desse
parasito (OLIVEIRA et al., 2017).

Os equinos podem se infectar com S. neurona através da ingestdo de agua
ou alimentos contaminados com fezes dos marsupiais Didelphis albiventris e
Didelphis virginiana contendo esporocistos do parasito (DUBEY et al., 2015;
OLIVEIRA et al., 2017). Oocistos esporulados de T. gondii e N. caninum sao
eliminados por felideos e canideos, respectivamente, contaminando o meio,
tornando fonte de infec¢cdo para equinos (RIBEIRO et al., 2016; OLIVEIRA et al.,
2017). O hospedeiro definitivo do N. hughesi permanece desconhecido (BORGES et
al., 2017), porém sugere-se que pertenga a familia Canidae (DANGOUDOUBIYAM
et al., 2011).

Estudos que avaliaram transmissao vertical de T. gondii e Neospora spp. em
cavalos mostraram que esta via de transmissé&o ocorre (DUBEY; PORTERFIELD,
1990; LOCATELLI-DITTRICH et al.,, 2006; CAMOSSI; SILVA; LANGONI, 2010;
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TOSCAN et al.,, 2010; PUSTERLA et al., 2011; ANTONELLO et al., 2012, 2016),
porém, no Brasil, informagdes sobre a frequéncia com que esta via acontece sao
escassas (PIVOTO et al., 2014; SPOHR et al., 2018).

Sugere-se a transmissao vertical de S. neurona em equinos, visto que tal via
ocorre comprovadamente em protozoarios filogeneticamente relacionados (DUBEY;
PORTERFIELD, 1990; ANTONELLO et al., 2016). E possivel observar sorologia
positiva para S. neurona em amostras de soro pré-colostrais de potros, confirmando
a exposicao do potro ao protozoario (ABD-ELNAEIM et al., 2006).

O diagndstico da infecgdo por protozoarios pode ser baseado em testes
soroldgicos associados a achados histopatologicos, imunohistoquimicos e testes
moleculares. A Reacgdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) vem sendo utilizada
com bastante frequéncia na deteccdo de anticorpos, pois apresenta alta
sensibilidade e especificidade (DUBEY et al.,, 2015), sendo o principal método
diagndstico ante mortem da MEP (JOHNSON; BURTON; SWEENEY, 2010), pois a
deteccédo direta do parasito é dificil antes da necropsia (ANTONELLO et al., 2015).
No Brasil poucos estudos foram feitos com dados sorolégicos sobre parasitas
cocccideos em cavalos (BORGES et al., 2017).

Ressalta-se a importancia dos estudos desses protozoarios, uma vez que
estes podem causar perdas embrionarias, mortes fetais ou nascimento de produtos
inviaveis e doengas neurolégicas, reforcando a necessidade de estudos
relacionados aos parasitos na equinocultura (QUEVEDO et al., 2015).

Este estudo tem como objetivos verificar a ocorréncia de anticorpos anti-
Toxoplasma gondii, anti- Neospora spp. e anti-Sarcocystis neurona em éguas
prenhas e verificar a exposigao intra-uterina a Toxoplasma gondii, Neospora spp., €
Sarcocystis neurona, através da deteccdo de anticorpos especificos no soro de
potros, antes da ingestdo do colostro. Avaliar a dindmica de anticorpos anti -
Toxoplasma gondii, anti - Neospora spp e anti - Sarcocystis neurona em éguas

prenhas no tergo final da gestagao.

2.2 MATERIAL E METODOS

Foram avaliadas 31 éguas prenhas, da ragca Puro Sangue Inglés (PSI) e
seus respectivos potros, provenientes de trés haras. Dois localizados em Piraquara -

PR e um em Tijucas do Sul — Parana.
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Durante o dia as éguas eram mantidas soltas em piquetes e no periodo da
noite recolhidas e alocadas em baias individuais.

O diagnéstico de gestagao foi feito através de exame ultrassonografico e
palpacao transretal apés 16 dias da data da cobertura, pelo veterinario responsavel
de cada propriedade. As coletas de sangue das éguas prenhas foram realizadas em
trés momentos: (1°) dois meses antes da data prevista do parto;(2°) um més antes
da data prevista para o parto e (3°) no dia do parto. As coletas de sangue dos potros
foram realizadas logo apds o parto, antes da ingestado do colostro. Todos os partos
foram assistidos.

As amostras de sangue foram coletadas da veia jugular, previamente
desinfetadas com alcool 70%, utilizando-se sistema de colheita a vacuo, sendo
coletado, em média, 5mL de sangue de cada animal em tubos sem anticoagulante.
Para a obtenc&o do soro as amostras foram centrifugadas a 1300g por 5 minutos.
Apods centrifugagdo o soro foi mantido congelado a — 20° C até a realizagdo das
analises.

Os testes soroldgicos para T. gondii, Neospora spp. € S. neurona foram
realizados pelo método de RIFI, conforme descrito por Duarte et al. (2003) e
Locatelli-Dittrich et al. (2006). As laminas foram preparadas com taquizoitas da cepa
RH de T. gondii, NC1 de N. caninum, e merozoitos da cepa SN37R de S. neurona.

As cepas foram produzidas in vitro no Laboratério de Patologia Clinica
Veterinaria da Universidade Federal do Parana. As amostras de soro das éguas
foram diluidas em 1:64 para T. gondii, 1:50 para Neospora spp., e 1:25 para S.
neurona. Para as amostras de soro pré colostrais dos potros foram utilizados puro
(sem diluicdo) e na diluicdo 1:16 para os trés protozoarios. Utilizou-se o conjugado
Anti-Horse 1gG (Sigma, St Louis, MO, USA) como anticorpo secundario a uma
diluicdo de 1:100. A leitura foi em microscépio de imunofluorescéncia com fonte de
luz ultravioleta (Olympus, Tokyo, Japan). Os soros controle positivos e negativos
para T. gondii, Neospora spp. € S. neurona foram incluidos em todas as laminas.
Foram consideradas positivas as amostras que apresentaram fluorescéncia
periférica total dos taquizoitos e merozoitos, e negativas as amostras que nao
tiveram fluorescéncia ou apresentaram fluorescéncia apical. Amostras de soro
positivas foram submetidas a titulacdo dos anticorpos pela RIFI para a determinacao

do titulo maximo da reagéo.
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Esta pesquisa foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais do
Setor de Ciéncias Agrarias — UFPR, sob protocolo n° 078/2018.

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 31 éguas avaliadas para T. gondii nenhuma apresentou anticorpos anti
— T. gondii na titulacdo 1:64. Outros trabalhos, também utilizando a RIFI e ponto de
corte de 1:64, realizados em diferentes municipios brasileiros revelaram
prevaléncias que variaram de 0,9% a 32,18% (COIRO; LANGONI; DA SILVA, 2012;
OLIVEIRA FILHO et al., 2012; GENNARI et al., 2015; CAZAROTTO et al., 2016;
OLIVEIRA et al., 2017). As diferengcas nas taxas de anticorpos provavelmente
ocorreram devido a amostragem realizada, as condigdes ambientais, técnicas
soroldgicas, interpretagcdes dos resultados, época em que a amostras foram
coletadas e presenca de felideos (VARDELEON et al., 2001; JOHNSON; BURTON;
SWEENEY, 2010; OLIVEIRA FILHO et al., 2012).

Os equinos estao entre as espécies domésticas mais resistentes ao T. gondii
(CAMOSSI; SILVA; LANGONI, 2010), com infecgdo geralmente inaparente
(OLIVEIRA FILHO et al., 2012), o que pode justificar a auséncia de anticorpos
observada neste estudo.

Anticorpos anti — Neospora spp. foram detectados em 19,35% (6/31) das
éguas utilizando como ponto de corte a diluigdo 1:50 (Tabela 1), considerado o
ponto de corte mais adequado para rastreamento dos animais que sao desafiados
por Neospora spp. (ANTONELLO et al.,, 2012). Resultados similares foram
observados por Sangioni et al. (2011) e Villalobos et al. (2012), em equinos do Sul
do pais, com prevaléncia de 15,9% e 14,4%, respectivamente. Outros estudos
verificaram prevaléncias superiores de quase 50% ou mais de éguas soropositivas
para Neospora spp., na titulagdo 1:50 (LOCATELLI-DITTRICH et al., 2006;
ANTONELLO et al., 2012; QUEVEDO et al., 2015). Esta diferenca de resultados
observada pode ter ocorrido devido a variagao da cepa parasitaria e resposta imune
dos animais testados (JOHNSON; BURTON; SWEENEY, 2010).
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TABELA 1: Titulagdo de anticorpos anti IgG — Neospora spp. e Sarcocystis neurona, no 9°, 10° e 11°
meses de gestacao das éguas.

Titulacgao
Eguas Neospora spp. S. neurona
9°més 10°més 11° més 9°més 10°més 11° més
El 1:400 - - - - -
E2 - - 1:50 - - -
E3 - 1:50 - - - -
E4 1:50 1:50 - - - -
E5 1:50 1:50 - 1:25 1:50 1:50
E6 1:50 - - 1:25 - -
E7 - - - - 1:50 -
ES8 - - - - - 1:50
E9 - - - - - 1:50
E10 - - - 1:25 - -
Ell - - - - 1:25 -
El12 - - - 1:25 - -
E13 - - - 1:25 - -

LEGENDA: (-) : reacdo negativa.

Os testes de RIFI foram realizados com antigenos de N. caninum, porém as
éguas podem estar reagindo contra o N. hughesi (GONDIM; LINDSAY;
MCALLISTER, 2009), uma vez que nao é possivel diferenciar N. caninum e N.
hughesi sorologicamente (FINNO; ALEMAN; PUSTERLA, 2007), por existir reacé&o
cruzada entre essas duas espécies (VILLALOBOS et al., 2012; QUEVEDO et al.,
2015).

Nos casos de neosporose equina o agente etioldgico € o N. hughesi (FINNO;
ALEMAN; PUSTERLA, 2007; SANGIONI et al., 2011), e a infec¢éo natural por N.
hughesi sé6 foi relatada em cavalos (MARSH et al., 1998). Reforcando que as éguas
desse estudo possam estar infectadas com N. hughesi, sendo necessario testes
adicionais com antigenos especificos para verificar qual a espécie que realmente
circula nesta populacdo. Deve-se ressaltar que essas amostras devem ser
submetidas a PCR (LOCATELLI-DITTRICH et al., 2006).
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Com os resultados dos testes soroldgicos sugere-se que Neospora spp. esta
circulando na populagdo estudada e que mais estudos sdo necessarios para
identificar as espécies de Neospora spp. que infectaram esses animais, uma vez
que o ciclo de vida e biologia de N. hughesi e sua interagdo com os cavalos
permanece pouco esclarecida (PUSTERLA et al., 2011).

Os anticorpos anti — S. neurona foram detectados em 29,03% (9/31) das
éguas, na diluigdo 1:25. Na titulagdo 1:50 reduziu para 12,90% (4/31) de éguas
reativas para S. neurona, sendo esta a maxima titulacdo observada.

A prevaléncia de conversao para S. neurona nas éguas deste trabalho, foi
inferior ao apresentado por Antonello et al. (2015) que relataram 33,86%, utilizando
o mesmo meétodo diagndstico em éguas prenhas no estado do Rio Grande do Sul.
Spohr et al. (2018) observaram uma prevaléncia de 43,2% também utilizando o
método de RIFI, porém em cavalos do estado de Roraima.

Estudos realizados nos Estados Unidos mostram que cerca de 45% a 55%
da populacédo de cavalos tenham entrado em contato em algum momento da sua
vida com o S. neurona (COOK et al., 2001), prevaléncia que nao foi observada neste
estudo.

A soro conversédo contra S. neurona é utilizada para diagnosticar a MEP
(JOHNSON; BURTON; SWEENEY, 2010), sendo a sorologia a principal ferramenta
de diagnéstico ante mortem da MEP (ANTONELLO et al., 2015). Além dos testes
sorologicos serem seguros para diagnostico de S. neurona, em equinos, por nao
apresentarem reacdo cruzada com N. hughesi (QUEVEDO et al., 2015), outro
agente identificado como causador de MEP (PACKHAM et al., 2002; PITEL et al.,
2003).

Anticorpos anti - T. gondii, Neospora spp. e S. neurona nao foram
encontrados em nenhuma amostra pré colostral dos potros. Quando anticorpos anti
— T. gondii, Neospora spp. € S. neurona forem detectados nas amostras pré
colostrais, sugere-se a ocorréncia de infecgado intra-uterina, pois potros recém
nascidos que nédo tenham ingerido o colostro sdo agamaglobulinémicos (JEFFCOTT,
1975; LEBLANC, 1990; ANTONELLO et al., 2012) devido a placenta equina ser do
tipo epiteliocorial difusa, ndo ocorrendo a transferéncia de imunoglobulina maternas
para o feto (CHUCRI et al., 2010; PIVOTO et al., 2012). A presenca de anticorpos
nos soros de potros recém-nascidos, que nao tenham ingerido o colostro, sugere
infeccdo na sua vida uterina (ABD-ELNAEIM et al., 2006; QUEVEDO et al., 2015), e
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que os anticorpos foram produzidos pelo seu sistema imune (ANTONELLO et al.,
2012).

No presente estudo, os potros descendentes de éguas soropositivas, foram
soronegativos. Outros estudos também verificaram que nem sempre éguas
soropositivas geram potros congenitamente infectados (QUEVEDO et al., 2015),
porém, a transmissdo vertical de Neospora spp. e T. gondii ocorre em éguas
(LOCATELLI-DITTRICH et al.,, 2006; CAMOSSI; SILVA; LANGONI, 2010;
PUSTERLA et al., 2011; ANTONELLO et al., 2012).

Alguns estudos estdao demostrando a possibilidade de ocorrer transmissao
vertical de S. neurona em equinos. Gray et al. (2001) relataram o caso de um potro
com dois dias de idade, que apresentou sinais compativeis com a MEP e no método
de Western blot foi positivo para S. neurona no liquor, sugerindo que a infecgao foi
intra-uterina.

No estado do Rio Grande do Sul, pela primeira vez, foi relatada a presenca
de anticorpos anti-S. neurona pela técnica de RIFI, em 14 potros recém nascidos,
antes da ingestdo do colostro (ANTONELLO et al., 2016), sendo eliminada a
possibilidade da transferéncia passiva de anticorpos das éguas para seus potros
(COOK et al., 2001), sugerindo a possibilidade da transmisséao vertical de S. neurona
em equinos (ANTONELLO et al., 2016).

Durante o periodo gestacional, as éguas apresentaram flutuagdes dos titulos
de anticorpos (Tabela 1). Para o ponto de corte de 1:50 para Neospora spp.,
verificou-se que o0 9° més apresentou maior soroprevaléncia e o 11° més a menor.
Hoffmann Kormann et al. (2008) observaram maior soroprevaléncia no 8° més,
sugerindo que avaliagdes em éguas sejam feitas no 8° e 9° més de gestacédo, para
Neospora spp.

Quando avaliada a presenca de anticorpos anti — S. neurona na diluicdo
1:25, foi observado maior prevaléncia no 9° més. Isso sugere que o melhor periodo
para detectar anticorpos anti — Neospora spp. e anti - S. neurona é o 9° més de
gestacdo. Nao foram encontrados outros trabalhos que avaliaram a soroprevaléncia
de S. neurona nos diferentes meses em éguas gestantes.

O modo como ocorrem essas flutuagbes em éguas permanece
desconhecida, mas sugere-se que esteja relacionado com o estado imunoldgico da
mae (WILLIAMS et al., 2009; ANDERSON et al., 2019).
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2.4 CONCLUSAO

Os resultados deste estudo sugerem que as éguas foram expostas aos
protozoarios Neospora spp. € S. neurona no Parana. Nos potros nado foram
detectados anticorpos anti - T. gondii, Neospora spp. € S. neurona. Possivelmente
os potros nao entraram em contato com os protozoarios na fase intra-uterina.

Os exames sorolégicos para Neospora spp. € S. neurona em éguas prenhas
devem ser realizados no 8° e 9° més de gestacdo para monitorar a sanidade das

fémeas gestantes.
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3 CAPITULO Il — DIAGNOSTICO MOLECULAR DE TOXOPLASMA GONDII,
NEOSPORA SPP. E SARCOCYSTIS NEURONA EM PLACENTAS E LiQUIDO
AMNIOTICO E HISTOLOGIA PLACENTARIA EM EGUAS DA RACA PURO
SANGUE INGLES (PSI)

RESUMO

O Brasil tem um dos maiores rebanhos de cavalos do mundo. Dessa forma,
enfermidades infecciosas ou infecto-parasitarias podem provocar grandes prejuizos
na criacdo de equinos do pais. A familia Sarcocystidae tem como principais
representantes os protozoarios Toxoplasma gondii (T. gondii), Neospora spp. e
Sarcocystis neurona (S. neurona) e estdao associados a doengas neurolégicas e
reprodutivas em cavalos. A transmissao vertical de T. gondii em equinos pode
ocorrer em cavalos. Em cavalos a transmissao de Neospora spp. ocorre pelas vias
horizontal e vertical (via transplacentaria). No entanto, sua constatacdo em equinos
€ pouco relatada. Sugere-se que esta via também ocorra com o protozoario S.
neurona, por ter semelhangca com T. gondii € Neospora spp. A placenta € um érgao
fundamental para o desenvolvimento fetal, mas até o momento poucos estudos
verificaram protozoarios em tecidos placentarios e nao existem trabalhos que
avaliam a presenga destes protozoarios no liquido amnidticos em animais. Os
objetivos do presente estudo foram: (1) detectar os protozoarios Toxoplasma gondii,
Neospora spp. e Sarcocystis neurona em placentas de éguas, por exames
histopatoldgicos e moleculares; (2) descrever as lesdes causadas pelos parasitas e
(3) detectar por métodos moleculares os protozoarios nas amostras de liquido
amniotico. Amostras de sangue e placenta foram coletados de 31 éguas prenhas.
Amostras de liquido amniético foram coletadas de 30 éguas prenhas. As éguas
foram identificadas como E1 até E31. As amostras de soro foram submetidas a
testes soroldgicos, utilizando o método RIFI, com as seguintes diluigdes: 1:64 para
T. gondii; 1:50 para Neospora spp.; e 1:16 para S. neurona. As placentas foram
submetidas a andlises histolégicas e PCR. Das 31 éguas avaliadas, nenhuma
apresentou anticorpos anti-T. gondii. Em 19,35% das éguas, constataram-se
anticorpos anti-Neospora spp. e em 29,03% das éguas foram detectados anticorpos
anti-S.neurona. Nas placentas, estruturas parasitarias (cistos) foram observadas em
cinco animais (E4, E5, E13, E14 e E15). Na PCR, duas amostras de placenta (E2 e
E16) foram positivas para Neospora spp. e uma (E6) para S. neurona. Na PCR dos
liquidos amnidticos uma amostra (E7) foi positiva para T. gondii, cinco amostras (E3,
ES, E16, E20, E21) foram positivas para Neospora spp. € uma amostra (E7) foi
positiva para S. neurona. Das oito éguas que apresentaram PCR positiva duas eram
soropositivas para Neospora spp., uma para S. neurona, duas apresentaram
soroconversao para Neospora spp. € S. neurona, e trés nao apresentaram sorologia
positiva para nenhum dos trés protozoarios estudados. Os protozoarios Neospora
spp. e Sarcocystis neurona foram detectados em tecidos placentarios,
demonstrando que estes protozoarios infectam placentas de éguas. T. gondii,
Neospora spp. e S. neurona foram detectados em amostras de liquido amniético.
Sugere-se que a transmisséao transplacentaria de Toxoplasma gondii, Neospora spp.
e Sarcocystis neurona ocorre em cavalos.

Palavras-chave: PCR, cavalo; protozoarios; transmissao vertical, DNA
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ABSTRACT

Brazil has one of the largest herds of horses in the world. In this way,
infectious or infectious-parasitic diseases can cause great damage in the country's
horse breeding and maintaining. The Sarcocystidae family has as main
representatives the protozoa Toxoplasma gondii (T. gondii), Neospora spp. and
Sarcocystis neurona (S. neurona) and are associated with neurological and
reproductive diseases in horses. Vertical transmission of T. gondii in horses can
occur. In horses, the transmission of Neospora spp. occurs through the horizontal
and vertical pathways (transplacental pathway). However, its finding in horses is
rarely reported. It is suggested that this pathway also occurs with the protozoan S.
neurona, because it is similar to T. gondii and Neospora spp. The placenta is a
fundamental organ for fetal development, but so far few studies have found protozoa
in placental tissues and there are no studies that assess the presence of these
protozoa in amniotic fluid in animals. The objectives of the present study were: (1) to
detect the protozoa Toxoplasma gondii, Neospora spp. and Sarcocystis neurona in
mares placentas, by histopathological and molecular exams; (2) describe the lesions
caused by the parasites and (3) detect the protozoa in the samples of amniotic fluid
by molecular methods. Samples of blood and placenta were collected from 31
pregnant mares. Samples of amniotic fluid from 30 pregnant mares were collected,
labeled from E1 to E31. The serum samples were subjected to serological tests,
using the IFAT method, with the following dilutions: 1:64 for T. gondii; 1:50 for
Neospora spp.; and 1:16 for S. neurona. The placentas were subjected to histological
and PCR analysis. Of the 31 mares evaluated, none showed anti-T gondii antibodies.
In 19.35% of the mares Neospora spp. antibodies were found; and in 29.03% of the
mares, anti-S.neurone antibodies were detected. In the placentas, parasitic
structures (cysts) were observed in five animals (E4, E5, E13, E14 and E15). In PCR,
two samples of placenta (E2 and E16) were positive for Neospora spp. and one (E6)
for S. neurona. In PCR of amniotic fluids, one sample (E7) was positive for T. gondii,
five samples (E3, E5, E16, E20, E21) were positive for Neospora spp. and one
sample (E7) was positive for S. neurona. Of the eight mares that presented positive
PCR, two were seropositive for Neospora spp., one for S. neurona, two presented
seroconversion for Neospora spp. and S. neurona, and three did not show positive
serology for any of the three protozoa studied. The protozoa Neospora spp. and
Sarcocystis neurona were detected in placental tissues, demonstrating that these
protozoa infect mares’ placentas. T. gondii, Neospora spp. and S. neurona were
detected in samples of amniotic fluid. It is suggested that the transplacental
transmission of Toxoplasma gondii, Neospora spp. and Sarcocystis neurona occurs
in horses.

Keywords: PCR, horse; protozoa; vertical transmission; DNA
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3.1 INTRODUGAO

O Brasil tem um dos maiores rebanhos de cavalos do mundo, e a
equinocultura é importante fonte de renda e emprego (RIBEIRO et al., 2016). Dessa
forma, enfermidades infecciosas ou infecto-parasitarias nos cavalos podem provocar
grandes prejuizos para a economia do pais (SPOHR et al., 2018).

Os equinos sédo hospedeiros em potencial para a familia Sarcocystidae
(IRVINE; WALKER; FRIEDRICHS, 2016) que tem como principais representantes,
os protozoarios Toxoplasma gondii (T. gondii), Neospora spp. € Sarcocystis neurona
(S. neurona) e estao associados a doengas neuroldgicas e reprodutivas em cavalos
(SANGIONI et al.,, 2011; PIVOTO et al.,, 2014; SPOHR et al.,, 2018) gerando
impactos na criagao (BORGES et al., 2017).

A infecgao por T. gondii ndo causa doengas graves, mas em fémeas
podem ocorrer problemas reprodutivos como o aborto (SHAAPAN et al., 2012).
T. gondii ja foi detectado em placentas, e estudos mostram que éguas soropositivas
podem gerar potros soropositivos, sugerindo que a transmissao vertical pode ocorrer
entre os equinos (TURNER; SARVA, 1990; PIVOTO et al., 2014).

A transmissado vertical de T. gondii desempenha um papel importante na
manutencdo do protozoario (HIDE et al., 2009). Rejmanek et al. (2010)
demonstraram em camundongos que a transmissao vertical poderia ocorrer ao longo
de varias geragdes, no qual animais infectados na vida intra-uterina transmitem para
os seus descendentes direto o T. gondii.

A transmissdo transplacentaria de T. gondii em pequenos ruminantes €
considerada a forma mais grave de transmissao e geralmente ocorre na fase aguda
da infeccdo (MORAES et al., 2010), comprometendo o desenvolvimento embrionario
(MESQUITA et al., 2019) e causando necrose placentaria (FTHENAKIS et al., 2015).

Neospora spp. identificado pela primeira vez no final do século passado, é
um parasita intracelular obrigatorio, com capacidade de formar cistos em seus
hospedeiros intermediarios (QUEVEDO et al., 2015). Apresenta o Neospora
caninum (N. caninum) e Neospora hughesi (N. hughesi) como representantes
(DUBEY; PORTERFIELD, 1990; MARSH et al., 1998).

A neosporose equina pode causar doengas reprodutivas e/ou neuroldgicas

em cavalos. Doengas neonatais e abortos geralmente s&o relacionadas com
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infeccdo por N. caninum (VILLALOBOS et al., 2012), e patologias neuroldgicas,
principalmente a mieloencefalite protozoaria equina (MEP) relacionadas ao N.
hughesi (LOCATELLI-DITTRICH; HOFFMANN; DITTRICH, 2006; ANTONELLO et
al., 2016; OLIVEIRA et al., 2017).

A transmissdo de N. caninum em cavalos ocorre horizontalmente, pela
ingestdo de alimentos e/ou agua contaminada com oocistos do protozoario ou
verticalmente pela via transplacentaria (DUBEY; SCHARES; ORTEGA-MORA, 2007;
BORGES et al., 2017).

A transmissdo transplacentaria tem wuma grande importdncia na
disseminagao de N. caninum em bovinos (CORBELLINI et al., 2000; PUSTERLA et
al., 2011). Por outro lado, em equinos esse meio de infeccdo foi comprovado
recentemente por Pusterla et al. (2011), em potros na California infectados com N.
hughesi. Poucos trabalhos relataram a ocorréncia desta via (DUBEY;
PORTERFIELD, 1990; ANDERSON et al., 2019), permanecendo pouco relatada a
importancia do modo de transmissao transplacentaria de Neospora spp. em cavalos.

Sarcocystis neurona (S. neurona) é um coccidio (IRVINE; WALKER;
FRIEDRICHS, 2016) considerado o principal agente etioldgico da mieloencefalite
protozoaria equina (MEP), uma doenga neuroldgica na qual os cavalos participam
como hospedeiros acidentais (RIBEIRO et al., 2016).

O diagnodstico da infecgdo por S. neurona pode ser baseado em testes
soroldgicos associados a achados histopatologicos, imunohistoquimicos e testes
moleculares (FURR et al., 2002; DUBEY et al., 2015).

Por terem semelhanca com outros protozoarios que apresentaram
transmissao transplacentaria (ANTONELLO et al., 2016), e trabalhos indicarem que
a infecgao intra-uterina por S. neurona ocorre em mamiferos (BARBOSA et al.,
2015), sugere-se que esta via também ocorra em equinos.

Estudos sugerem a ocorréncia de infeccdo congénita de S. neurona na
espécie equina (GRAY et al., 2001; PITEL et al., 2002), e atualmente um estudo
realizado com éguas e seus potros avaliando a presenga de anticorpos anti — S.
neurona, evidenciou, pela primeira vez, a ocorréncia de infeccdo congénita em
cavalos (ANTONELLO et al., 2016).

A placenta € um érgéo fundamental para o desenvolvimento fetal, a qual
precisa estar saudavel para que a gestagdo ocorra tranquilamente, gerando um
produto saudavel (CARINA; MARCELA; CLAUDIA, 2015). Até o momento, poucos
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estudos buscaram protozoarios em tecidos placentarios (PUSTERLA et al., 2011;
LEON et al., 2012) e ndo existem trabalhos que avaliam a presenca destes
protozoarios em liquido amni6ticos em animais. Na medicina hoje o método PCR
tornou-se o exame de escolha para o diagndstico de infecgao fetal por T. gondii em
mulheres (SILVA et al., 2019).

Os objetivos do presente estudo foram: (1) detectar os protozoarios
Toxoplasma gondii, Neospora spp. e Sarcocystis neurona em placentas de éguas,
por exames histopatoldgicos e moleculares; (2) descrever as lesdes causadas pelos
parasitas e (3) detectar por métodos moleculares os protozoarios nas amostras de

liquido amniético.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Animais

Foram selecionadas 31 éguas, da raga Puro Sangue Inglés (PSI),
provenientes de trés haras. Dois localizados em Piraquara - PR e um em Tijucas do
Sul — PR. O diagndstico de gestacado foi realizado pelo médico veterinario
responsavel de cada propriedade. Durante o dia as éguas eram mantidas soltas em
piquetes e no periodo da noite recolhidas e alocadas em baias individuais. Todos os
partos foram assistidos. As éguas foram identificadas com a letra “E” seguida de
algarismos arabicos de 1 a 31.

No momento da realizagdo do experimento todas as éguas apresentavam-se

clinicamente saudaveis, porém as propriedades tém histérico de aborto e MEP.

3.2.2 Amostras

3.2.2.1 Sangue

As amostras de sangue foram coletadas da veia jugular, previamente
desinfetadas com alcool 70%, utilizando-se sistema de colheita a vacuo, sendo
coletado, em média, 5mL de sangue de cada animal em tubos sem anticoagulante.

Para a obtenc&o do soro as amostras foram centrifugadas a 1300g por 5 minutos.
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Apods centrifugagcdo o soro foi mantido congelado a — 20° C até a realizagdo do

exame sorolégico.

3.2.2.2 Placenta

As amostras de 31 placentas foram coletadas apds o parto e expulsio
espontanea completa. Fragmentos de 1 a 3cm de didmetro foram coletados em
triplicata, em quatro regides distintas: corno prenhe, corno nao prenhe, corpo do
utero e estrela cervical (PUSTERLA et al., 2011), totalizando 372 fragmentos de
placenta. As amostras foram acondicionadas e fixadas em formalina 10%
tamponada para analise histopatoldgica e in natura em microtubos de 1,5mL e
armazenadas na temperatura de -20°C para extragdo do DNA e realizagdo de

diagndstico molecular - PCR.

3.2.2.3 Liquido amnidtico

Amostras de liquido amnidtico foram coletadas de 30 éguas, durante a
segunda fase do parto, quando o amnion estava projetado na regido da vulva da
égua. As amostras foram coletadas em seringas de 5,0 mL e agulhas 30x0,8mm.
Apods a coleta, as amostras foram acondicionadas em tubos e mantidos congelados

a — 20° C para posterior analise.

3.2.3 Métodos de diagndstico

3.2.3.1 Imunofluorecéncia Indireta - RIFI

Os testes sorologicos para Toxoplasma gondii, Neospora spp. € Sarcocystis
neurona foram realizados pelo método de RIFI (Reagdo de Imunofluorescéncia
Indireta), conforme descrito por Duarte et al. (2004) e Locatelli-Dittrich et al., (2006)
As laminas foram preparadas com taquizoitas da cepa RH de T. gondii, NC1 de N.
caninum, e merozoitos da cepa SN37R de S. neurona.

As cepas foram produzidas in vitro no Laboratorio de Patologia Clinica
Veterinaria da Universidade Federal do Parana. As amostras de soro das éguas
foram diluidas em 1:64 para T. gondii, 1:50 para Neospora spp., € 1:25 para S.

neurona. Utilizou-se o conjugado Anti-Horse IgG (Sigma, St Louis, MO, USA) como
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anticorpo secundario a uma diluicdo de 1:100. A leitura foi em microscépio de
imunofluorescéncia com fonte de luz ultravioleta (Olympus, Tokyo, Japan). Os soros
controle positivos e negativos para T. gondii, Neospora spp. e S. neurona foram
incluidos em todas as laminas. Foram consideradas positivas as amostras com
fluorescéncia periférica total dos taquizoitos e merozoitos, e negativas as amostras
que nao tiveram fluorescéncia ou com fluorescéncia apical. Amostras de soro
positivas foram submetidas a titulacdo dos anticorpos pela RIF| para a determinacao

do titulo maximo da reagéo.

3.2.3.2 Histopatologia — processo tecidual, coloragdo e exame microscopico

As 31 placentas foram examinadas macroscopicamente logo apos o parto e
mantidas refrigeradas, por até duas horas, até o0 momento da coleta das amostras.
Os fragmentos de quatro locais diferentes (corno prenhe, corno ndo prenhe, corpo
do utero e estrela cervical) foram imersos em solu¢do de formalina tamponada 10%
para fixagao.

Apos a fixagao, os fragmentos foram transferidos para cassetes histoldgicos.
O processamento histolégico foi realizado em processador automatizado de tecidos.
Apds processado foi realizado o emblocamento dos materiais. Os blocos foram
cortados em se¢des de 5um. A coloragao de rotina, hematoxilina e eosina (HE), foi
utilizada para o estudo histopatolégico (descricdo de possiveis lesdes) e para
observagdo das estruturas parasitarias (cistos, taquizoitos e bradizoitos), nos
aumentos de 400x e 1000x, no microscopio Optico DM500 (Leica, Wetzlar,
Germany). Foram analisados 372 cortes histologicos. Os principais locais de

pesquisa foram os epitélios no corion e as vilosidades coribnicas.

3.2.3.3 Extracédo de DNA da placenta

Para o processo de extracdo, foram retiradas porcdes similares das
diferentes regides placentarias coletadas (corno prenhe, corno ndo prenhe, corpo do
utero e estrela cervical) e maceradas em gral com auxilio de pistilo, formando um

“pool” placentario. Totalizando 31 “pools”.
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A extracdo de DNA dos 31 “pools” placentarios foi realizada com o Kit
PureLink™ Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen, CA, USA) de acordo com o protocolo
do fabricante.

Depois de realizada a extracdo, o DNA obtido foi mantido a — 20°C. A
quantificagcdo de DNA foi realizada no aparelho “NanoDrop One” (Gibco BRL,
Rockville, MD, USA) do Departamento de Medicina Veterinaria da UFPR.

3.2.3.4 Extracédo de DNA do liquido amniético

Para a extragdo do DNA, o liquido amniético foi inicialmente centrifugado por
10 minutos a 1600g, o sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspendido com
300 pL de tampao de lise nuclear (Tris 0,2 mM, pH 8,2, NaCl 40 mM, EDTA 0,2 mM,
pH 8,0) (YANG et al., 2015). Apds este pré preparo a extragao foi realizada com o
“Kit Indimag Pathogen” (Indical, San Francisco, CA, USA) de acordo com o protocolo
do fabricante.

Depois da extracdo, o DNA obtido foi mantido a — 20°C. A quantificagéo de
DNA foi realizada no aparelho “NanoDrop One” (Gibco BRL, Rockville, MD, USA) do

Departamento de Medicina Veterinaria da UFPR.

3.2.3.5 Reacgao em cadeia da polimerase (PCR) e sequenciamento genético

A reacao de amplificacdo das sequéncias de DNA foram realizadas
utilizando nested PCR para T. gondii e S. neurona com primers especificos (Tabela
1) que amplificam a regidao 529pb de T. gondii e ITS1 de S. neurona conforme
metodologia descrita por Su & Dubey, (2009) e Winschmann et al. (2009). Para
detectar o DNA de Neospora spp. nas placentas foi utilizado PCR convencional com
pares de primers especificos (Tabela 1) conforme metodologia descrita por
Rocchigiani et al. (2017). Para detectar o DNA de Neospora spp. no liquido
amniodtico foi utilizado nested PCR com primers especificos (Tabela 1) conforme
metodologia descrita por Alipour; Rahimi; Shakerian, 2018.

O volume final da reagdo de amplificagdo do DNA de T. gondii, Neospora
spp. € S. neurona foi de 25uL, contendo 80ng de DNA, 1.5mM de MgCl,, 0.2mM de
dNTP, 1U/uL de Taq polymerase, 1X buffer, 0.5pmol de primers e agua ultrapura.
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As amostras de T. gondii, S. neurona das placentas e liquidos amnidticos, e
de Neospora spp. do liquido amniético foram submetidas a um segundo ciclo da
nested PCR (Tabela 1), utilizando 1uL do produto da primeira amplificagédo e
adicionados a um volume final de 25uL contendo 80ng de DNA, 1.5mM de MgCly,
0.2mM de dNTP, 1U/uL de Taq polymerase, 1X buffer, 0.5pmol de primers. Os
produtos das amplificagdes foram analisados por eletroforese em gel de agarose
1,4% com marcadores de 100 pb e 1kb Plus DNA Ladder — 250ug (1,0uL)
(Invitrogen, CA, USA), corado com Safer (Kasvi, Sdo José dos Pinhais, PR, Brasil) e
observado no transiluminador de ultravioleta e documentado por fotografia.
Amostras controle positivo de DNA de T. gondii (cepa RH), N. caninum (cepa NC-1)
e S. neurona (cepa SN37R) e controle negativo (agua ultrapura) foram incluidas em
todas as reacgoes.

Os produtos das reacdes de PCR foram purificados enzimaticamente com
Exol/SAP (Gibco BRL, Rockville, MD, USA). Os produtos de PCR purificados foram
marcados com BigDye v3.1 (Gibco BRL, Rockville, MD, USA) para marcagado com
terminadores fluorescentes. Os produtos marcados foram precipitados com 20% de
acetato de aménio 7,5M e trés volumes de etanol absoluto, e re-suspensos em
10 pL de HiDi-formamida. Essas amostras foram sequenciadas em Genetic Analyser
3500xL (Gibco BRL, Rockville, MD, USA), utilizando capilares de 50cm com
polimero Pop7 (Gibco BRL, Rockville, MD, USA). Os eletroforetogramas gerados
foram convertidos em sequéncia de bases com o programa “Sequencing Analysis”
v5.4 (Gibco BRL, Rockville, MD, USA).

O sequenciamento foi submetido a analise no BlastN (Basic Local Alignment
Search Tool Nucleotide) utilizando o banco de dados do GenBank no NCBI (National
Center for Biotechnology Information) para confirmagdo das sequencias

amplificadas.
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TABELA 1: Condigbes utilizadas no termociclador, sequéncia dos primers e tamanho dos produtos da
PCR na nested PCR para detectar DNA de Toxoplasma gondii e Sarcocystis neurona na placenta equina
e liquido amniotico; PCR convencional para detectar DNA para Neospora spp. na placenta equina e
nested PCR para detectar DNA de Neospora spp. em liquido amniético.

Regidao I . Tamanho
Protozoario alvo Condigdes do termociclador para Sequéncia de primers dos
realizagdao da PCR produtos
(Local) da PCR
T. gondii 529pb Primeira amplificagéo
Desnaturagéo inicial a 95°C por 300s TOXS8:
30 ciclos: GACGTCTGTGTCACGTAGACCTAAG
desnaturagéo a 94°C por 30s, 450pb
anelamento a 55°C por 60s e TOXS5:
extensao a 72°C por 120s. CTGCAGACACAGTGCATCTGGATT
Extensao final a 72°C por 300s
T. gondii 529pb Segunda amplificagéao
Desnaturagéo inicial a 95°C por 300s TOX9:
35 ciclos: AGGAGAGATATCAGGACTGTAG,
desnaturagéo a 94°C por 30s, 162pb
anelamento a 55°C por 60s e TOX11:
extensdo a 72°C por 60s. GCGTCGTCTCGTCTAGATCG
Extensao final a 72°C por 300s
Neospora Nc-5 Desnaturac&o inicial a 95°C por 300s .
S 40 ciclos: Np21plus:
Pp- - . CCCAGTGCGTCCAATCCTGTAAC
desnaturagéo a 94°C por 60s, 337pb
anelamento a 63°C por 60s e .
extensdo a 74°C por 210s. CTCGCCAGTE%E-\%UCS"I'ACGTCTTCT
Extensao final a 74°C por 600s
S. neurona ITS1 Primeira amplificagéo
Desnaturagéao inicial a 94°C por 180s ITS1DF:
35 ciclos: TACCGATTGAGTGTTCCGGTG
desnaturagéo a 95°C por 40s, =1600pb
anelamento a 58°C por 40s e ITS1DR:
extenséo a 72°C por 90s. GCAATTCACATTGCGTTTCGC
Extensao final a 72°C por 300s
S. neurona ITS1 Segunda amplificagédo
Desnaturagéo inicial a 94°C por 180s ITS1diF:
35 ciclos: CGTAACAAGGTTTCCGTAGG
Desnaturagao a 95°C por 40s, =870pb
anelamento a 58°C por 40s e ITS1diR:
extensdo a 72°C por 90s. TTCATCGTTGCGCGAGCCAAG
Extensao final a 72°C por 300s
Neospora Nc-5 Primeira amplificagéo
spp. Desnaturagéo inicial a 94°C por 300s Np21plus:
35 ciclos: CCCAGTGCGTCCAATCCTGTAAC
desnaturagéo a 95°C por 45s, 328pb
anelamento a 64°C por 45s e Np6plus:
extensdo a 72°C por 45s. CTCGCCAGTCAACCTACGTCTTCT
Extensao final a 72°C por 300s
Neospora Nc-5 Segunda amplificagédo
spp. Desnaturagéo inicial a 94°C por 300s )
35 ciclos: COGTEAACE, GAGGGAGTTG
desnaturagéo a 95°C por 45s, N_p1 0: 198pb

anelamento a 64°C por 45s e
extensdo a 72°C por 45s.
Extensao final a 72°C por 300s

TCGTCCGCTTGCTCCCTATGAAT

(SU; DUBEY, 2009; WUNSCHMANN et al., 2009; ROCCHIGIANI et al., 2017; ALIPOUR; RAHIMI;
SHAKERIAN, 2018)

Esta pesquisa foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais do
Setor de Ciéncias Agrarias — UFPR, sob protocolo n° 078/2018.
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3.3 RESULTADOS

3.3.1 Imunofluorescéncia Indireta — RIFI

Das 31 éguas avaliadas pelo método de imunofluorescéncia indireta
nenhuma apresentou anticorpos do tipo IgG sérico anti - T. gondii na titulagao 1:64.

Os anticorpos anti — Neospora spp. foram detectados em 19,35% (6/31) das
éguas utilizando como ponto de corte a diluigdo 1:50 e anticorpos anti — S. neurona
foram detectados em 29,03% (9/31) das éguas, na diluicdo 1:25 reduzindo para
12,90% quando avaliadas na titulagéo de 1:50 (Tabela 2). Foi observada co-infecgéao

anti — Neospora spp. e S. neurona em duas amostras, nas éguas E5 e EG6.

TABELA 2: Titulos de anticorpos das éguas soropositivas para Neospora spp € S. neurona.

s Titulagao
Neospora spp. S. neurona
E1 1:400 -
E2 1:50 -
E3 1:50 -
E4 1:50 -
E5 1:50 1:50
E6 1:50 1:25
E7 - 1:50
E8 - 1:50
E9 - 1:50
E10 - 1:25
E11 - 1:25
E12 - 1:25
E13 - 1:25

LEGENDA: (-): reacao negativa.

3.3.2 Histopatologia

Macroscopicamente nao foram observadas alteracbes nas placentas.
Quando avaliadas por microscopia de luz todas as amostras apresentaram
congestéao difusa e areas multifocais de degeneracéo hidropica das células epiteliais

coridnicas. A hiperplasia também estava distribuida de maneira multifocal nas
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amostras. Nas placentas de dois animais (E18 e E19) foi observado infiltrado
inflamatério de neutrofilos nos capilares coribnicos e no lumen do tecido, mas
estruturas parasitarias nao foram observadas. Fato também observado por Mesquita
et al. (2018) ao estudar lesdes placentarias em cabras associadas a aborto por N.
caninum. Pazinato et al. (2016) observaram em éguas que placentas sem alteragdes
macroscopicas podem apresentar infiltrados inflamatoérios e gerar potros saudaveis
corroborando com os achados desse estudo.

Estruturas parasitarias (Figuras 1 a 5) foram observadas nas placentas de
cinco animais (16,12%), E4, E5, E14, E15 e E17. Cistos epiteliais foram observados
na placenta da égua E5 (Figura 1), positiva na RIFI para Neospora spp. e S.
neurona, e negativa para ambos os protozoarios na PCR da placenta. Cistos
também foram observados na amostra de placenta da égua E4 (Figura 2), que
também apresentaram anticorpos anti-Neospora spp., € nas placentas das éguas
E14 e E15 (Figura 3 e 4) ambas negativas na RIFI e PCR quando avaliadas para os
trés protozoarios. Além disso, foram observados cistos extra epitelial na placenta da
égua E17 (Figura 5), soronegativa para os trés protozoarios e na PCR da placenta
foi positiva para Neospora spp. Os cistos eram envoltos por uma capsula delicada e
bem definida que limitava uma &area central basofilica com bradizoitos muito
pequenos (SHAPIRO et al., 2015). Seu tamanho era comparavel ao tamanho dos

nucleos epiteliais.

FIGURA 1: Placenta equina (E5). A - Cisto epitelial em tecido placentario. Barra 50um/400x, HE. B -
Aumento de A. Barra 20um/1000x, HE.
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FIGURA 2: Placenta equina (E4). A - Dois cistos epiteliais em tecido placentario (seta). Barra
50um/400x, HE. B - Aumento de A. Observar a parede fina do cisto. Barra 20um/1000x, HE.

FIGURA 4: Placenta equina (E15). A - Taquizoitas subdivididos. Barra 50um/400x, HE. B - Aumento
de A. Os dois taquizoitos estdo quase divididos e unidos. Barra 20um/1000x, HE.

L b IRV g »
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FIGURA 5: Placenta equina (E17). A - Dois cistos (1 e 2) extra epitelial entre as vilosidades
coribnicas. Barra 50um/400x, HE. B e C - Aumento de A. A parede fina pode ser observada ao redor
do centro basofilico que contém os bradizoitos. Barra 20um/1000x, HE.
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3.3.3 Reacgao em cadeia da polimerase — PCR e sequenciamento genético

A nested PCR para as 31 amostras de placenta foram negativas para T.

gondii. Na PCR convencional os pares de primes Np21Plus/Np6Plus permitiram

amplificar fragmentos em quatro amostras de placenta equina (E2, E4, E16 e E17)

(Figura 6). A nested PCR foi positiva em somente uma amostra (E6) (3,23% -1/31)

avaliando a regiao ITS1 de S. neurona (Figura 7).

FIGURA 6: Produtos de amplificagdo de PCR da regido Nc-5 com o par de primer Np21Plus/Np6Plus.
Eletroforese em gel de agarose 1,4% corado com Safer®, indicando presenca do DNA de Neospora
spp. amplificado nas amostras de placentas. Faixa 1: Marcador Molecular Ladder 100pb plus DNA,;
Faixa 2: controle positivo; Faixa 3: controle negativo; Faixa 4: amostra positiva de “pool” placentario
da égua E16; Faixa 5: amostra positiva de “pool” placentario da égua E2; Faixas 6 e 8: amostras
negativas de “pool” placentario das éguas E8 e E13; Faixa 7 e 9: amostra positiva de “pool”

placentario das éguas E4 e E17.
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FIGURA 7 Produtos de amplificagdo de PCR da regidao ITS1 com o par de primers ITS1DF/ITS1DR e
ITS1diF/ITS1diR. Eletroforese em gel de agarose 1,4% corado com Safer®, indicando presenca do
DNA de S. neurona amplificado de amostra de placenta. Faixa 1: Marcador Molecular Ladder 100pb
plus DNA; Faixa 2: controle positivo; Faixa 3: controle negativo; Faixas 4 a 10: amostras de “pool”
placentario das éguas E8, E4, E13, E17, E14, E11 e E10; Faixa 11: amostra positiva de “pool”
placentario da égua E6.

Das 30 amostras de liquido amniotico, 29 (96,67%) foram negativas para T.
gondii, 25 (83,33%) para Neospora spp. € 29 (96,67%) para S. neurona.

A nested PCR de uma amostra do liquido amniético (E7) foi positiva para T.
gondii (Figura 8). Na nested PCR para Neospora spp. foram amplificados
fragmentos em cinco amostras de liquido amniotico (E3. E5, E16, E20 e E21)
(Figura 9).

A amostra E7 foi positiva na nested PCR para S. neurona (Figura 10).

FIGURA 8: Produtos de amplificacdo de PCR da regido 529pb com o par de primer TOX8/TOX5 e
TOX9/TOX11. Eletroforese em gel de agarose 1,4% corado com Safer®, indicando presenca do DNA
de T. gondii amplificado de amostras de liquido amni6tico. Faixa 1: Marcador Molecular Ladder 100pb
plus DNA; Faixa 2: controle positivo; Faixa 3: controle negativo; Faixas 4 a 10: amostras de liquido
amnidtico das éguas E24, E15, E20, E1, E12, E26 e E27; Faixa 11: amostra positiva de liquido
amnidtico da égua E7; Faixas 12 e 13: amostras de liquido amnidtico das éguas E2 e E28.
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FIGURA 9: Produtos de amplificagdo de PCR da regidao Nc-5 com o par de primer Np21Plus/Np6Plus
e Np7/Np10. Eletroforese em gel de agarose 1,4% corado com Safer®, indicando presenca do DNA
de Neospora spp. amplificado de amostra de liquido amnidtico. Faixa 1: Marcador Molecular Ladder
1kb plus DNA; Faixa 2: controle positivo; Faixa 3: controle negativo; Faixas 4 a 7: amostras positiva
de liquido amnidtico das éguas E5, E16, E21 e E20; Faixa 8: amostra de liquido amnidético da égua
E9; Faixa 9: amostra positiva de liquido amniético da égua E3.

FIGURA 10: Produtos de amplificacdo de PCR da regido ITS1 com o par de primers ITS1DF/ITS1DR
e ITS1diF/ITS1diR. Eletroforese em gel de agarose 1,4% corado com Safer®, indicando presenca do
DNA de S. neurona amplificado de amostra de liquido amniético. Faixa 1: Marcador Molecular Ladder
100pb plus DNA; Faixa 2: controle positivo; Faixa 3: controle negativo; Faixas 4 a 7: amostras de
liquido amniodtico das éguas E24, E15, E20 e E27; Faixa 8: amostra positiva de liquido amniético da
égua E7.

Foi obtida uma sequéncia (Tabela 3) do produto de amplificagdo da regiao
ITS1 da amostra de “pool” placentario da égua (E6) compativel com Sarcocystis

neurona (99%).
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3.4 DISCUSSAO

Nos exames sorolégicos (RIFI) para T. gondii, das 31 éguas avaliadas para T.
gondii nenhuma apresentou anticorpos anti — T. gondii. Outros trabalhos em diferentes
municipios brasileiros revelaram prevaléncias que variaram de 0,9% a 32,18% (COIRO;
LANGONI; DA SILVA, 2012; OLIVEIRA FILHO et al., 2012; GENNARI et al., 2015;
CAZAROTTO et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2017). Estudos mostram que a
soroprevaléncia tem relagcdo com a regido estudada (VALENCA et al., 2015), pois
diferentes condigbes ambientais favorecem a esporulagdo do oocisto de T. gondii,
aumentando as chances da contaminacdo de alimentos, agua e solo e
consequentemente do animais (VILLENA et al., 2012).

Na nested PCR para T. gondii ndo foram obtidos produtos de amplificagcdo em
nenhum “pool” placentario, porém em uma amostra de liquido amnidtico (E7) foi
observado amplificagcdo do DNA de T. gondii. Estudos mostram que em diferentes
tecidos de um mesmo animal é possivel detectar ou ndo o DNA de T. gondii pelo
meétodo de PCR, sugerindo que a quantidade de DNA presente no tecido estudado seja
baixa ou que o parasita ndo esteja presente na amostragem coletada (PAPINI et al.,
2015), o que pode ter acontecido neste estudo.

Os equinos estado entre as espécies domésticas mais resistentes ao T. gondii
(CAMOSSI; SILVA; LANGONI, 2010), com infecgdo geralmente inaparente (OLIVEIRA
FILHO et al., 2012; GENNARI et al.,, 2015) o que pode justificar a auséncia de
anticorpos e/ou DNA de T. gondii.

Na amostra de soro da égua E6 foram detectados anticorpos anti — S. neurona
e a PCR da placenta foi positiva para o mesmo agente (Tabela 4). No exame
histologico ndo foram observados cistos na placenta.

Nas éguas E2, E3 e E4 foram detectados anticorpos anti - Neospora spp. € a
PCR também foi positiva para o mesmo protozoario no liquido amniético da égua E3 e
nas placentas das éguas E2 e E4. Avaliagdes histolégica as vezes nao permitem a
deteccdo de cistos e/ou taquizoitos de forma precisa (VAN MAANEN et al., 2004).
Anderson et al. (2019) tiveram dificuldade na identificagdo dos protozoarios em laminas
histolégicas de placentas e outros tecidos fetais. O mesmo foi observado por Mesquita
et al. (2018) em cabras naturalmente infectadas por N. caninum, demostrando que a

frequéncia de visualizacao do parasito € baixa.
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No presente estudo a égua E1 apresentou resultado positivo na sorologia
para Neospora spp. porém quando realizado PCR da placenta e liquido amnidtico foi
negativa. Na analise histolégica ndo foi observado lesées ou presenca de cistos
(Tabela 4).

Seis éguas (ES8, E9, E10, E,11, E12 e E13) apresentaram sorologia para S.
neurona e nas PCRs os resultados foram negativos (Tabela 4). Nas analises
histolégicas ndo foram observadas lesbes ou presenga de cistos. Pusterla et al.
(2011) avaliaram a transmisséo transplacentaria de N. hughesi em éguas e
observaram que nove apresentaram sorologia positiva e somente uma placenta foi
positiva para o parasita na PCR. Resultados que podem ser explicados pelo tipo de
tecido coletado, a regido coletada, baixas concentragdes do parasitas, relagédo
parasita-hospedeiro, que depende da viruléncia da cepa, tempo de exposicao,
biologia do parasita, estado imunolégico do animal (GRAY et al., 2001; DUARTE et
al., 2004; SHAPIRO et al., 2015). Fato este que também ja foi observado em outros
estudos com protozoarios da familia Sarcocystidae (SHAAPAN et al.,, 2012;
MESQUITA et al., 2018; ANDERSON et al., 2019).

As amostras de soro das éguas E14, E15, E16 e E17 foram negativas para
os trés protozoarios na RIFI, porém na PCR da placenta duas (E16 e E17) amostras
foram positivas para Neospora spp. e uma (E16) foi positiva para Neospora spp. na
PCR do liquido amniético. Em trés (E14, E15 e E17) foi possivel observar cistos na
placenta, no exame histopatolégico (Tabela 4). As coletas de sangue das éguas
foram realizadas provavelmente na fase inicial da infeccdo, ndo havendo anticorpos
detectaveis, uma vez que a soro conversido ocorre em torno de 26 dias apos
infeccdo (CUTLER et al., 2001).

Amostras de quatro regides diferentes em triplicata da placenta foram
coletadas para maximizar as chances da presenca dos parasitas na amostra, porém
foi observada diferenca nos resultados entre PCR e histopatologia de trés éguas
(E14, E15 e E16). Sugere-se que na amostragem obtida para os diferentes testes
ocorreu ou nao a presenca do parasita. Fato observado na leitura das laminas
histolégicas em diferentes cortes da mesma placenta, nas quais foram observadas
estruturas delimitadas por uma capsula delicada e bem definida eosinofilica que
limitava uma area central basofilica com taquizoitos, sugestivo de Neospora spp.

Esteban-Redondo et al. (1999) em estudos com infecgao experimental com T. gondii
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também observaram diferengas nos resultados da PCR e histologia em analises de
cérebro e coracao de ovinos.

Das 31 amostras analisadas na RIFI duas (E5 e E6) apresentaram co-
infeccdo para Neospora spp. e S. neurona. Reacao cruzada pode ocorrer entre
taxons proximos filogeneticamente (ROSSANO et al., 2002). A PCR pode ser um
método diagndstico auxiliar nestes casos. Na égua E6 observou-se reagao positiva
na nested PCR do “pool” placentario para S. neurona e a mesma amostra nao
amplificou DNA para Neospora spp. sugerindo que a infecgdo esteja ocorrendo por
S. neurona. Na égua E5 foi possivel amplificar DNA de Neospora spp. em amostra
de liquido amnidtico, sugerindo que a infecgéo esteja ocorrendo por Neospora spp. €
o cisto observado no exame histolégico também seja deste protozoario.

A PCR foi positiva para Neospora spp. em duas amostras de liquidos
amnioticos (E20 e E21), porém quando realizados os outros exames (RIFI, PCR da
placenta e exame histoldgico) ndo foram observados anticorpos, amplificagdo de
DNA nem presenca de cistos na placenta. Sugerindo que as coletas de sangue
tenham ocorrido na fase inicial da infeccdo, por isso a auséncia de anticorpos
(CUTLER et al., 2001), e que nas amostras coletadas para PCR da placenta e
laminas histolégicas ndo havia presenga do parasita.

Até o presente, ndo foram encontrados estudos com diagnostico molecular,
por PCR, para T. gondii, Neospora spp. € S. neurona em amostras de liquido
amniotico de éguas. O presente estudo é o primeiro a realizar o diagndstico
soroldgico nas éguas, monitorar os partos e detectar os parasitas em placentas e

liquidos amnidticos de éguas saudaveis, sem histérico de abortos.

3.5 CONCLUSAO

Os protozoarios Neospora spp. e Sarcocystis neurona foram detectados em
tecidos placentarios, demostrando que estes protozoarios infectam tecidos
placentarios de éguas. T. gondii, Neoposra spp. € S. neurona foram detectados em
amostras de liquido amnidtico.

Os resultados sugerem que a transmissao transplacentaria de T. gondii,

Neospora spp. e Sarcocystis neurona ocorre em cavalos.
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