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Neospora caninum and N. hughesi are protozoa which can infect horses and can cause
reproductive and neurological diseases, respectively. The pathogenesis of neosporosis in horses
is poorly understood, as well as the sources of horizontal infection of N. hughesi. Furthermore,
there are doubts about the role of the vertical transmission of Neospora spp. in maintenance of
these parasites in equine populations. In this study, we evaluated: (1) the occurrence of infections
by Neospora spp. in a population of mares (in reproductive age) on a farm of Crioula breed horses;
and (2) the possible association between the serological status of mares and of their offspring,
aiming to investigate, indirectly, the relevance of transplacental transmission for the occurrence of
Neospora spp. in these horses. We found a highly significant association between the serological
status of mares and their offspring. Although had been exposed to the same environmental risk
factors, the descendants of seropositive mares had a higher percentage of seropositivity against
Neospora spp. compared to the descendants of seronegative mares. The association between
kinship and serological status indicates an influence of vertical (transplacental) infection raising the
occurrence of Neospora spp. in the studied equine population.

INDEX TERMS: Neospora caninum, Neospora hughesi, IFAT, transplacental transmission.

RESUMO.- Os protozoarios Neospora caninum e N. hughesi
infectam os equinos e podem provocar diferentes sinais clini-
cos associados a problemas reprodutivos ou a disturbios neuro-
I6gicos, respectivamente. A patogenia da neosporose é pouco
conhecida nos equinos, bem como as fontes de infecgdo hori-
zontal de N. hughesi. Além disso, ha duvidas quanto ao papel
da transmissao vertical de Neospora spp. na sua manutencéo
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em populacdes equinas. Neste estudo avaliaram-se: (1) a ocor-
réncia da infecc@o por Neospora spp. na populacéo de éguas
em idade reprodutiva em um haras de cavalos da raga Crioula; e
(2) apossivel associacao entre o status soroldgico destas éguas
com o de suas crias, como meio de investigar, indiretamente, a
relevancia da transmissao transplacentaria na ocorréncia da in-
feccao por Neospora spp. nestes animais. A associagdo entre o
status soroldgico das éguas e o de suas crias foi altamente
significativa. Os animais descendentes de éguas soropositivas
tiveram maior ocorréncia de anticorpos anti-Neospora spp. do
que os descendentes de éguas soronegativas, embora expos-
tos aos mesmos fatores de risco ambientais. A associagéo entre
parentesco em primeiro grau e status soroldgico indica a influén-
cia da infeccao vertical (transplacentaria) na ocorréncia de Ne-
ospora spp. na populagéo equina estudada.
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TERMOS DE INDEXACAQ: Nesospora caninum, Neospora
hughesi, RIFI, transmisséo transplacentaria.

INTRODUCAO

A neosporose tem grande importancia em bovinos, e sua pato-
génese neste hospedeiro, em termos gerais, esta esclarecida,
porém, em equideos, esta é pobremente conhecida (Lindsay
2001, Hoane et al. 2006, Dubey et al. 2007). Existem duas
espécies de protozoarios do género Neospora que infectam
equinos, Neospora caninume Neospora hughesi(Apicomplexa,
Sarcocystidae), sendo que a infecgao por N. caninumtem sido
associada a problemas reprodutivos e doenca neonatal, e a
infeccao por N. hughesia disturbios neuroldgicos (Lindsay 2001,
Kligler et al. 2007, Veronesi et al. 2008).

Depois do relato inicial, em caes da Noruega (Bjerkas
etal. 1984), N. caninum tem sido descrito em varias espé-
cies de animais (Dubey & Lindsay 1996, Gondim 2006). O
N. hughesi foi descrito por Marsh et al. (1998), os quais
isolaram o protozoario de um equino que apresentava si-
nais compativeis com a mieloencefalite protozoaria (EPM).
Esta descoberta estabeleceu o N. hughesi como mais um
potencial agente etiolégico da EPM, aumentando a impor-
tancia do diagndstico de Neospora spp. em equinos.

O ciclo biolégico de N. hughesi ainda nao foi totalmen-
te esclarecido. O hospedeiro definitivo € desconhecido,
assim como outros possiveis hospedeiros intermediarios,
gue nao os equideos (Hoane et al. 2006). Por consequén-
cia, ainda ndo se confirmou a rota natural da infec¢ao ho-
rizontal por N. hughesi nestes animais. N. caninum, por
sua vez, tem caes e coiotes como hospedeiros definitivos
(McAllister et al. 1998, Gondim et al. 2004) e varias espé-
cies como hospedeiros intermediarios (Dubey & Lindsay
1996, Gondim 2006). Em bovinos e caninos a transmissao
transplacentaria apresenta papel de destaque na perpetu-
acao deste agente na populacao (Dubey et al. 2007). Com
isso, pode-se supor que a transmissao vertical de Neos-
pora spp., da égua gestante para o feto, esteja envolvida
na manutencéo do protozoario em populagdes equinas,
considerando-se que a infecgao congénita pode resultar
no nascimento de animais persistentemente infectados
(Locatelli-Dittrich et al. 2006).

A ocorréncia da infeccao transplacentaria em éguas
prenhes foi demonstrada por Dubey & Porterfield (1990)
que detectaram taquizoitos de N. caninum no pulmao de
um feto equino abortado. No entanto, existem poucas in-
formacdes sobre a ocorréncia, a frequéncia e as consequ-
éncias clinicas destes casos (Pitel et al. 2003, Veronesi
et al. 2008), o que nao esclarece a relevancia da infecgéo
transplacentaria em populag¢des equinas.

Tendo em vista a escassez de dados da infeccao por
Neospora spp. e das consequéncias da presenca deste
agente em populagdes equinas do Brasil, este estudo visou
avaliar a ocorréncia da infecgao por este protozoario em um
haras de cavalos Crioulos e investigar uma possivel asso-
ciacdo entre o status soroldgico das éguas e o das suas
crias, como consequéncia de uma possivel ocorréncia de
transmissao vertical por este protozoario em equinos.
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MATERIAL E METODOS

Desenho experimental

Este estudo foi dividido em duas etapas: (1) determinagédo da
ocorréncia da infecgdo pelo Neospora spp. em uma populagéo
de equinos e (2) investigagdo de possivel associagado entre o
status soroldgico das éguas e o das suas crias nesta populagao.

Determinacao da ocorréncia da infeccdo por Neospora
spp. nas éguas. Para a pesquisa de anticorpos anti-Neospora
spp. foram utilizadas 116 éguas da raga Crioula em idade re-
produtiva, as quais representaram 50% do total das éguas em
reproducéo do haras. As éguas foram incluidas neste estudo
de forma aleatéria, independentemente de historico de pro-
blemas reprodutivos e/ou neuroldgicos.

Avaliacao da associacao entre o status soroldgico das
éguas e o de suas crias. Avaliou-se, indiretamente, a probabi-
lidade de ocorréncia da infecgdo vertical por Neospora spp. na
populagdo equina. Para isto, selecionaram-se as éguas das
quais se tinha acesso a descendentes na propriedade. Assim,
12 éguas puderam ser utilizadas dentro do grupo das
soropositivas e outras 12 foram selecionadas, por meio de sor-
teio, entre o grupo das soronegativas. Foram coletadas amos-
tras de soro de descendentes destas 24 fémeas, totalizando 24
amostras, 16 de fémeas e 8 de machos. Amostras de potros
(com até dez meses de idade) nao foram coletadas pela possi-
vel interferéncia dos anticorpos da imunidade passiva.

Coleta e preparacao das amostras

As amostras de sangue foram coletadas por pungéo da
veia jugular com auxilio de vacuntainer. Apés retracao do coa-
gulo, o soro foi recolhido e estocado a -20°C até ser testado.

Diagnostico sorolégico

A pesquisa de anticorpos anti-Neospora spp. foi realizada
através da técnica de imunofluorescéncia indireta (RIFI). Para
isto, foram utilizadas laminas de microscopia contendo taquizo-
itos de Neospora caninum da cepa NC-1, fixados por metanol.
Para a realizagéo da RIFI, as amostras de soro, diluidas em PBS
(1:50), foram empregadas como anticorpo primario, aplicadas
sobre as laminas e incubadas por 30 minutos a 37°C. Depois
disso, foi adicionada a reagéo a anti-lgG© equina conjugada
com a fluoresceina* (anticorpo secundario), seguido de incuba-
¢ao por 30 min. a 37°C em camara escura.

Foram consideradas positivas aquelas amostras para as
quais os taquizoitos apresentaram fluorescéncia periférica total
(Paré et al. 1995), e negativas as amostras em que houve fluo-
rescéncia parcial e apical ou em que ndo houve fluorescéncia.
Amostras de soro positivas na diluicdo de 1:50 foram submeti-
das a titulagao dos anticorpos pela RIFI para a determinagao do
titulo maximo da reacéo.

Analise estatistica

As comparagdes entre o status sorolégico das éguas com
o de suas crias (Quadro 1) foram analisadas utilizando-se o
teste do Qui-quadrado.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A ocorréncia de Neospora spp. na populagao de fémeas
em idade reprodutiva do haras foi de 13,8% (16/116), com

4 Goat Anti-Equine 1gG (H+L)-FITC, 160A Oxmoor Blvd, Birmingham,
AL 35209, USA. www.southernbiotech.com
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Quadro 1. Anticorpos (Ac) anti-Neospora spp. em fémeas
equinas (E) da raca Crioula (12 geracao) e em suas
respectivas crias (C) (22 geracao), detectados através
da reacao de imunofluorescéncia indireta (RIFI)

12 RIFI Titulo 28 RIFI Titulo
geracéo (+/-)2 de Ac®  geracdo (+/-) de AcP
Eguas soropositivas Crias de éguas soropositivas
E 01 + 800 C 01 + 800
E 02 + 800 C 02 + 50
E 03 + 800 C 03 + 200
E 04 + 50 C 04 + 400
E 05 + 100 C 05 - 0
E 06 + 50 C 06 - 0
E 07 + 50 Cc o7 - 0
E 08 + 800 C 08 - 0
E 09 + 800 C 09 + 100
E 10 + 800 C 10 + 50
E 11 + 800 C 1 + 50
E12 + 800 C 12 + 100
Fémeas soronegativas Crias de éguas soronegativas
E 13 - 0 C 13 - 0
E 14 - 0 C 14 + 50
E 15 - 0 C 15 - 0
E 16 - 0 C 16 - 0
E 17 - 0 C 17 - 0
E 18 - 0 C 18 - 0
E 19 - 0 C19 - 0
E 20 - 0 C20 - 0
E 21 - 0 C21 - 0
E 22 - 0 C 22 - 0
E 23 - 0 C 23 - 0
E24 - 0 C24 - 0

2 Resultado da detec¢do de anticorpos anti-Neospora spp. pela técni-
ca de RIFI, triagem na diluicdo de 1:50. Resultado dos animais:
positivo (+) ou negativo (-).

b Titulagdo dos anticorpos anti-Neospora spp em equinos apds resul-
tado da triagem.

titulo de anticorpos variando de 50 a 800. Conforme de-
monstrado por Gondim et al. (2009), deve-se suspeitar de
um alto percentual de reatividade sorolégica cruzada entre
N. caninum e N. hughesi, o que ndo permite a diferencia-
¢céo da infeccéo por estes agentes utilizando-se a RIFI ou
outros testes correlatos. Dessa forma, embora se tenham
utilizado taquizoitos de Neospora caninum na RIFI, consi-
dera-se a ocorréncia para o género Neospora spp. devido
a especificidade insuficiente da reagéo.

A ocorréncia detectada no presente estudo pode ser
considerada alta, se comparada a outras pesquisas con-
duzidas no Brasil: Dubey et al. (1999) pesquisaram anti-
corpos em amostras de soro de equinos do Brasil por meio
de um teste de aglutinacao direta (NAT), e ndo detectaram
anticorpos anti-Neospora spp.; enquanto Hoane et al. (2006)
encontraram uma prevaléncia de 2,5% utilizando um teste
ELISA, em um estudo amplo, que abrangeu uma amostra-
gem aleatéria, e ndo padronizada, de soros equinos de
diversas regides do Pais.

Embora Villalobos et al. (2006) tenham demonstrado
ocorréncia de 10,3% de anticorpos contra Neospora spp.
em amostras de soro de equinos provenientes do estado de
Séao Paulo, Brasil, deve-se ponderar que boa parte dos ani-

mais incluidos nesse estudo apresentava histérico de pro-
blemas reprodutivos e, considerando-se apenas o grupo de
fémeas com tais problemas, como abortos no terceiro tri-
mestre gestacional ou mortalidade neonatal, a positividade
para o agente elevou-se para 15,1%. Comprovando esta
associacao, em Israel, Kligler et al. (2007) encontraram maior
prevaléncia de Neospora spp. em éguas que passaram por
episodios de aborto e em cavalos com disturbios neuroldgi-
COs se comparados a equinos assintomaticos.

Por outro lado, alta prevaléncia de Neospora spp. foi
observada por Locatelli-Dittrich et al. (2006), chegando a
até 47% em uma populagéo equina no estado do Parana,
Brasil. Contudo, no monitoramento soroldgico desses ani-
mais observaram-se variagdes significativas deste indice
em diferentes periodos e/ou com diferentes diluicoes (1:50
e 1:100) de soro.

No que diz respeito a analise da relagao entre o status
sorolégico das éguas e 0 das suas crias, os resultados
encontram-se descritos no Quadro 1. A metodologia utili-
zada, obviamente, ndo permite a comprovacgéao de infec-
cao vertical. No entanto, observou-se uma relagcéo alta-
mente significativa (p=0,0032) entre o status soroldgico
das éguas e o das suas crias. Detectaram-se anticorpos
anti-N. caninum em 8,3% (1/12) dos descendentes das
éguas soronegativas. Por outro lado, quando avaliados os
descendentes de éguas soropositivas este indice elevou-
se para 66,7% (8/12). Na comparacgao dos percentuais de
soropositividade da populacao total de éguas adultas es-
tudada (13,8%) com a populagao de descendentes de éguas
soropositivas presentes no haras (66,7%) também se de-
tectou uma diferenca altamente significativa (p<0,0001).
Estes dados revelam que as crias de éguas soropositivas
apresentam maior indice de soropositividade em relagéo
as crias de éguas soronegativas, provavelmente pela ocor-
réncia da infec¢éo transplacentéria.

Dubey & Porterfield (1990) e Locatelli-Dittrich (2002)
detectaram Neospora spp. em fetos equinos abortados,
mas a associacao da neosporose com perda fetal tem se
demonstrado inconsistente (McDole & Gay 2002, Villalobos
et al. 2006, Kligler et al. 2007, Veronesi et al. 2008). Hoff-
mann (2007) avaliou a possibilidade de transmissao trans-
placentaria utilizando éguas positivas para Neospora spp.,
sendo que nao foram detectados anticorpos contra o pro-
tozoario em amostras coletadas pré-colostro em nenhuma
de suas crias. Por outro lado, Locatelli-Dittrich et al. (2006)
detectaram anticorpos contra este protozoario em potros
desprovidos de colostro, e Veronesi et al. (2008) encontra-
ram correlacao significativa entre a presenca do DNA de
N. caninum em tecidos cerebrais e a ocorréncia de abor-
tos ou potros natimortos, porém, néo obtiveram a compro-
vacao de manifestacdes patoldgicas do protozoario nos
tecidos destes animais.

As diferencas encontradas nesses estudos demons-
tram que as consequéncias provocadas pela infec¢éo trans-
placentaria por Neospora spp. em equinos podem ser con-
sideradas imprevisiveis, dentro de uma gama de possibili-
dades que vai desde a auséncia de sinais clinicos até a
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morte ou a inviabilidade fetal. Com isso, também é de se
esperar que a transmissao vertical ocorra de forma varia-
vel (ou intermitente) a cada gestagéo de uma égua.

Em condi¢cbes naturais, essa variabilidade pode decorrer
de: as fémeas gestantes serem primiparas ou nao, de esta-
rem sendo submetidas a uma primoinfec¢édo ou a reativacéo
da parasitemia, ao nivel de parasitemia que se estabelega, a
fase da gestacao em que se dé a infeccdo ou a reativagéo, ao
nivel de competéncia imunoldgica em que se encontre o feto,
entre outros (Lindsay 2001, Dubey et al. 2007). Estes fatores
irdo interferir na eficiéncia da passagem transplacentaria dos
taquizoitos e nas consequéncias de uma eventual infeccao
dos tecidos fetais no curso da gestacdo. Seguindo-se esta
linha de raciocinio, é perfeitamente aceitavel que éguas
soropositivas tenham crias soronegativas. Além disso, deve-
se ressaltar que, caso o titulo de anticorpos séricos esteja
abaixo do ponto de corte estabelecido para o estudo no mo-
mento da coleta de sangue, estes animais, embora soropositi-
vos, acabam n&o sendo detectaveis. Assim, a ocorréncia de
animais soropositivos, filhos de éguas soronegativas, pode
dever-se a infecgao horizontal. No entanto, mesmo nestes
casos, ndo se pode excluir a participacao de infecgao vertical,
sabendo-se que a resposta imune desenvolvida pelos animais
ao Neospora spp. é de curta duracéo e ndo é suficientemente
efetiva para evitar a formacgao de cistos teciduais, a reativacao
dos parasitas e a ocorréncia de infecgao transplacentaria (Innes
et al. 2002). Neste sentido, o baixo nivel de resposta imune,
poderia, inclusive, facilitar a infecgao vertical.

Contudo, deve-se ressaltar que a ocorréncia de infec-
¢ao transplacentaria nao estara, necessariamente, relaci-
onada a ocorréncia de disturbios reprodutivos em uma po-
pulacdo equina, portanto, devem-se considerar os diver-
sos fatores epidemiolégicos que poderao interferir nesta
relacdo de causa e efeito. Comprovando esta hipétese,
Villalobos et al. (2006) constataram que houve uma rela-
¢céo entre a presenca de anticorpos contra Neospora spp.
no soro sanguineo de éguas e o seu histérico de desor-
dens reprodutivas, enquanto na pesquisa desenvolvida por
Hoffmann (2007) esta relagéo nao foi observada.

CONCLUSOES

A frequéncia de deteccao de anticorpos anti-Neospora spp.
encontrada no presente estudo demonstra que este proto-
zoario esta disseminado na populagédo equina estudada e,
consequentemente, podera resultar em sinais clinicos de
ordem reprodutiva e/ou neuroldgica.

A relacdo entre parentesco e status soroldgico indica
que a transmissao vertical tem importancia na manuten-
cao de N. caninum e no aumento da sua prevaléncia na
populacdo equina, uma vez que, embora sob as mesmas
condi¢cdes ambientais, expostos aos mesmos fatores de
risco em relagédo a transmisséo horizontal, os descenden-
tes de fémeas positivas apresentam maior soropositivida-
de.

Embora o presente estudo tenha demonstrado uma rela-
¢ao altamente significativa entre a sorologia das maes e dos
seus descendentes, o que sugere fortemente a ocorréncia de
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infeccao transplacentaria, novos experimentos devem ser con-
duzidos para determinar com clareza a patogenia e as conse-
guéncias desta infeccdo em equinos. Estudos utilizando tanto
éguas naturalmente infectadas como inoculadas experimen-
talmente e seus respectivos potros, antes da ingestdo do
colostro, devem ser conduzidos. Além disso, € necessario
gue se avaliem as consequéncias da infeccéo transplacenta-
ria em diferentes fases gestacionais. Ainda, estudos visando
0 desenvolvimento de técnicas soroldgicas que permitam a
diferenciacéo entre anticorpos anti-N. hughesi e anti-N. cani-
num precisam ser empreendidos para possibilitar a compreen-
sao da patogenia da infeccéo por estas duas espécies.
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