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RESUMO
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DETECCAO DE ANTICORPOS CONTRA Sarcocystis spp. E INVESTIGACAO
DA OCORRENCIA DE TRANSMISSAO VERTICAL POR Sarcocystis neurona
EM EQUINOS.

AUTOR: ANA MARIA ANTONELLO
ORIENTADOR: FERNANDA SILVEIRA FLORES VOGEL
Santa Maria, 22 de Janeiro, 2013.

A mieloencefalite equina por protozoario (MEP) é causada principalmente por Sarcocystis
neurona. O hospedeiro definitivo de S. neurona € o gamba (Didelphis spp.), que se infecta
ingerindo esporocistos dos tecidos dos hospedeiros intermediarios, que pertencem a diversas
espécies. Os sinais clinicos cursam com sinais neuroldgicos, que variam conforme a area do sistema
nervoso afetada. A doenca clinica ndo é comum, porém casos de imunossupressdo como senilidade,
estresse, uso de corticoides podem levar ao desenvolvimento dos sinais clinicos. Do ponto de vista
epidemioldgico, € interessante determinar a distribuicdo geografica do protozoario a fim de se
conhecer as areas onde os animais foram expostos a S. neurona por meio de testes soroldgicos, a
fim considerar a MEP no diagndstico diferencial de doencas neuroldgicas e direcionar o tratamento.
Nos EUA estima-se que metade dos equinos seja reagentes para S. neurona, no Brasil ndo ha muitos
relatos sobre prevaléncia de equinos soropositivos. A infeccdo transplacentéria ja foi descrita para
outras espécies de Sarcocystis, porem ainda ndo ha evidéncias da infeccdo intrauterina pelo S.
neurona, somente alguns estudos que sugerem a transmissdo vertical como outra forma de
manutencdo do agente, o que poderia ser confirmada pela deteccdo de anticorpos no soro do
neonato antes da ingestdo do colostro. Enquanto o S. neurona é o principal agente da
mieloencefalite equina, a infec¢do por S. cruzi esta relacionada a prejuizos em bovinos. Apesar dos
parasitas apresentarem ciclo de vida distintos, com hospedeiros definitivos diferentes, equinos estdo
expostos a ambas espécies de Sarcocystis, sendo que as duas especies podem infectar equinos e se
disseminar concomitantemente nos planteis. Assim sendo, este trabalho teve por objetivo detectar a
ocorréncia da transmissdo transplacentaria por S. neurona em equinos e comparar a soroprevaléncia
dos planteis frente a S. neurona e S. cruzi. Os resultados encontrados foram dispostos em dois



capitulos. No capitulo um, investigou-se a ocorréncia de infeccdo transplacentaria de S. neurona em
éguas. Para tal foi coletado sangue desses animais e seus neonatos para a pesquisa de anticorpos
contra S. neurona. No segundo capitulo, comparou-se, por imunofluorescéncia indireta, amostras
soroldgicas de 189 éguas quanto a presenca de anticorpos contra Sarcocystis spp. utilizando como
antigeno S. neurona e S. cruzi. Na andlise dos resultados revelou a maioria dos animais reagindo a
antigenos de S. cruzi e um ter¢o dos animais soropositivos reagiu a antigenos das duas especies.

Palavras-chave: mieloencefalite equina por protozoario, desafio endégeno, soroprevaléncia.
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The equine protozoal mieloencefalite (EPM) is caused mainly by Sarcocystis neurona. It’s
definitive host is the opossum (Didelphis spp.), which becomes infected by ingesting sporocysts
from tissues of intermediate hosts, that belong to different species. Clinical manifestations occur
with neurologic signs, which vary according to the area of the nervous system affected. Clinical
disease is not common, however cases of immunosuppression as senility, stress, use of
corticosteroids may lead to development of clinical signs. From an epidemiological standpoint, it is
interesting to determine the distribution of the protozoa in order to know the areas where animals
were exposed to S. neurona through serological tests, in order to consider EPM in differential
diagnosis of neurological diseases and guide the treatment. In the U.S. it is estimated that half of the
horses are reagents for S. neurona, in Brazil there are not many reports about prevalence of
seropositive horses. The transplacental infection has been described for other species of Sarcocystis,
however there is no evidence of intrauterine infection by S. neurona, only some studies suggesting
the vertical transmission as another way of agent maintenance, which could be confirmed by
detecting antibodies in sera from neonates before colostrum ingestion. While S. neurona is the
primary agent of equine mieloencefalite, S. cruzi is related to losses in cattle. Although parasites
present similar life cycle, but with different definitive hosts, horses were exposed to both species of
Sarcocystis, and these two species may infect horses and spread concurrently in herds. Therefore,
this study aimed to detect the occurrence of transplacental transmission by S. neurona in horses and
compare the prevalence of flocks against S. neurona and S. cruzi. Results were arranged in two
chapters. In chapter one, we investigated the occurrence of transplacental infection of S. neurona in
horses. For this, blood was collected from mares and their newborns for antibodies against S.
neurona. In the second chapter, we compared, by indirect immunofluorescence, serum samples
from 189 mares for the presence of antibodies against Sarcocystis spp. using as antigen S. neurona



and S. cruzi. The analysis of the results revealed the majority of animals responding to antigens of
S. cruzi and a third of seropositive animals reacted to antigens of both species.

Key words: equine protozoal mieloencefalite, endogenous challenge, soroprevalence.
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1. INTRODUCAO

Equinos podem servir de hospedeiros intermediarios para varias espécies de Sarcocystis.
Além de Sarcocystis neurona, agente da Mieloencefalite Equina por Protozoario (MEP) (DUBEY
et al, 2001a), Sarcocystis fayeri, Sarcocystis equicanis e Sarcocystis bertrami também estdo
relacionadas a infeccbes nesta espécie (DUBEY e LINDSEY, 2006). Além disso, Sarcocystis
cruzi, espécie relacionada a bovinos, ja foi descrita em tecidos equinos, no entanto publicacGes
acerca da infecgdo por S. cruzi em equinos e sua importancia clinica sdo escassas (HAMIR et al.,
1993).

Sarcocystis neurona, além de ser agente da MEP, possui uma ampla gama de hospedeiros
intermediéarios incluindo, além de equinos, membros de diversas espécies animais (ELSHEIKHA,
2009), o protozoario completa seu ciclo em gambas (Didelphis sp.), hospedeiros definitivos
(FENGER et al., 1995; DUBEY et al, 2001b; REJMANEK et al, 2009). A habilidade do S.
neurona de utilizar diversos hospedeiros intermediarios € um dos maiores obstaculos para o
controle do parasito (ELSHEIKHA, 2009).

A distribuicdo da MEP acompanha a distribuicdo geogréafica do hospedeiro definitivo de S.
neurona (Didelphis spp.) (DUARTE et al., 2003; DUBEY, 2000), ocorrendo principalmente nas
Américas, em paises como Estados Unidos, Brasil e Argentina (DUBEY et al., 1999; DUBEY et
al., 2001a; HOANE et al., 2006). Casos de MEP também foram diagnosticados em paises da
Europa, Africa e Asia, porém em animais importados do hemisfério oeste (MAYHEW &
GREINER, 1986; RONEN, 1992; LAM et al., 1999). Nos Estados Unidos, estima-se que
aproximadamente metade dos equinos sejam reagentes a S. neurona (FENGER et al., 1995). No

Brasil ja foi relatado 69,6% de equinos soropositivos (HOANE et al., 2006). Em outro estudo, no
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Rio Grande do Sul, 18 de 27 animais com histérico de sinais neuroldgicos eram reagentes para S.
neurona, sendo que sete destes animais nasceram e foram criados no local (LINS et al., 2008), o
que demonstra a exposicao dos equinos brasileiros ao protozoario.

Merozoitos S. neurona se alojam no sistema nervoso central do equino e os sinais clinicos
dependem da area acometida (DUBEY et al., 2001a), podendo incluir claudicacéo, hipermetria,
reacOes atrasadas, ataxia desvio da cabeca, tremorese atrofia muscular. (FENGER et al., 1997;
KUBO et al.,, 2010). Apesar da alta prevaléncia nos casos relatados, a doenca clinica ndo é
comum, porém a imunossupressao causada pelo estresse, principalmente em criacdes intensivas,
ou o uso de corticoides sdo descritos como fatores agravantes na evolucdo clinica da doenca
(COOLEY et al., 2007). O risco de doenga clinica € maior quando ha comprometimento da saude
do animal, como senilidade, excesso de exercicios, transporte, injaria ou parto que levam a
imunossupressdo e consequente desenvolvimento de sinais clinicos de MEP. Cavalos de alta
performance tém mais chance de desenvolver sinais clinicos que cavalos de lazer e reprodutores,
esta diferenca esta ligada principalmente a intensidade de exercicios (SAVILLE et al., 2000).

O diagnéstico clinico da MEP é presuntivo, baseado nos sinais clinicos neuroldgicos
sugestivos juntamente com a sorologia positiva do animal. Devido a existéncia de um tratamento
eficaz (MACKAY, 2006), é importante ter conhecimento dos locais em que 0s animais Sao
expostos ao parasita, para que seja considerada a MEP nos diagndsticos diferenciais de doencas
neurologicas e se direcione a um tratamento eficaz. O custo desse tratamento pode se tornar
elevado devido ao seu periodo prolongado, tornando a prevencdo e o controle os melhores
métodos para minimizar os prejuizos da doenga. O Western blot (WB), um imunoblot, é o teste
sorologico de referéncia para o diagnostico sorologico da infeccdo por S. neurona. Porem
atualmente outros testes sorologicos foram desenvolvidos para este fim, como o Teste de

Aglutinacdo (SAT) (LINDSAY & DUBEY, 2001), o teste de ELISA com antigenos de superficie
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de S. neurona (SNSAG-ELISA) (HOANE et al., 2005) e 0 Teste de Imunofluorescéncia Indireta
(IFI), com sensibilidade e especificidade equivalente ao Western Blot, porem de menor
complexidade. (JOHNSON et al., 2010).

Em relacdo ao género Sarcocystis, a infeccdo transplacentaria foi demonstrada em bovinos,
(MORE et al., 2009), mas ainda ndo em equinos (COOK et al., 2001; DUARTE et al., 2004). No
entanto, outros protozoarios do filo apicomplexa sdo capazes de estabelecer infec¢do endégena em
equinos, como Neospora spp. (LOCATELLI -DITTRICH et al., 2006; PUSTERLA et al., 2011,
ANTONELLO et al., 2012) e Toxoplasma gondii (BUXTON & RODGER, 2008). Assim, é
importante a determinacdo da ocorréncia infeccdo transplacentaria em equinos por S. neurona, 0
que pode ser feito por meio da deteccdo do parasita, de antigenos ou de acidos nucleicos em fetos
abortados ou em animais recém-nascidos. Outra forma seria pela detec¢do de anticorpos em
amostras de soro fetal ou de nenonatos desprovidos de colostro uma vez que ndo ha passagem de
imunoglobulinas pela placenta da égua (ABD-ELNAEIM et al., 2006). Esta ultima é uma forma
mais pratica e igualmente segura, com a vantagem de preservar a gestacdo até o final e a
possibilidade de avaliar tanto material do recém-nascido como da mée.

Além da proximidade filogenética com protozoarios em que a infec¢do transplacentéria ja
foi confirmada, ha ainda publicacBes que induzem a acreditar que haja exposicao intrauterina a S.
neurona. Foi relatado um potro com sinais sugestivos de MEP aos dois dias de idade e positivo
para Western blot do liquido cérebro-espinhal aos dois meses de idade, que nasceu de uma égua
soropositiva para S. neurona (GRAY et al., 2001). Fato que sugere que a infec¢do do potro foi
pela via transplacentaria, uma vez que a soroconversao ocorre aproximadamente 30 dias apos uma
infeccdo (CUTTLER et al., 2001). Alem disso, o feto equino é capaz de formar uma resposta
imune humoral em torno dos 180 dias de gestacdo (PERRYMAN et al., 1980). Se exposto ao

protozoario apos esse periodo, anticorpos estardo presentes no soro do neonato mesmo antes deste


http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6TD7-42D2BXB-8&_user=687358&_coverDate=02%2F26%2F2001&_rdoc=1&_fmt=high&_orig=search&_origin=search&_sort=d&_docanchor=&view=c&_searchStrId=1562335909&_rerunOrigin=scholar.google&_acct=C000037899&_version=1&_urlVersion=0&_userid=687358&md5=0fe0e0eeea93f0ba604eea3ce64ccc16&searchtype=a#bib20
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ingerir o colostro. Outro fato interessante é a ocorréncia de equinos soropositivos em areas onde
ndo ha a presenca do hospedeiro definitivo de S. neurona, mesmo esses animais reativos nunca
terem saido do local de origem, como é o caso de equinos nascidos na Francga, que nao tiveram
contato com o Didelphis (PITEL et al., 2002), tal fato sugere ou a existéncia de um hospedeiro
definitivo desconhecido ou outra forma de manutencdo do agente, que poderia ser a transmissédo
enddgena, a partir de maes infectadas.

Outra espécie de Sarcocystis, esta relacionada a bovinos, Sarcocystis cruzi, ja foi descrita
em equinos, no entanto publicacdes acerca da infeccdo por S. cruzi em equinos e sua importancia
clinica sdo escassas, mesmo esta espécie também sendo capaz de formar sarcocistos nos tecido de
equinos (HAMIR et al., 1993). Ja em bovinos, sdo comuns relatos de patogenia e prevaléncia da
infeccdo, podendo alcancar quase 100% de animais infectados em amostras de abatedouros
(MORE et al, 2011). S. cruzi, em bovinos, esta associado a lesdes musculares e menor ganho de
peso (MORE et al, 2010). O ciclo de vida dos dois protozoérios é distinto, S. cruzi tem cies como
hospedeiros definitivos, e bovinos como principal hospedeiro intermediério, formando sarcocistos
no tecido muscular. Em ambos 0s casos, 0 equino pode adquirir 0 protozoario ingerindo
esporocistos presentes no ambiente, ja a infec¢do do hospedeiro definitivo ocorre pela ingestao de
tecidos infectados e consequente liberacdo de esporocistos nas fezes, contaminando o ambiente
(FENGER et al., 1995; DUBEY et al., 2001a; XIANG et al., 2011).

Este estudo foi dividido em dois capitulos a fim de discutir separadamente a ocorréncia da
transmisséo vertical por S. neurona em equinos e a detec¢do de anticorpos contra S. neurona e S.
cruzi nos animais. Diante dos fatos que sugerem a rota transplacentaria de infeccéo por S. neurona
em equinos, somados a amplitude da gama de hospedeiros, que € um fator limitante no controle da
infeccdo, foi realizada uma investigacdo sorologica em éguas e seus respectivos potros, antes da

ingestdo do colostro, com o intuito de detectar a ocorréncia da transmissao vertical nesta especie,
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descrito no capitulo um. No segundo capitulo foi feita a comparacao sorologica de éguas frente a
antigenos de S. neurona e S. cruzi, como as duas espécies sdo capazes de infectar e estimular uma
resposta imune em equinos e tém condi¢fes de manterem-se de forma concomitante no mesmo

ambiente.



2. CAPITULO I

TRANSMISSAO TRANSPLACENTARIA POR Sarcocystis neurona EM
EQUINOS

TRANSPLACENTARY TRANSMISSION OF Sarcocystins neurona IN HORSES

(Artigo submetido ao periddico Veterinary Parasitology)

Ana Maria Antonello'*, Felipe Lamberti Pivoto®, Giovana Camillo®, Patricia Braunig®, Luis

Antonio Sangioni*, Endrigo Pompermayer", Luis Fernando Pita Gondim'", Fernanda

Silveira Flores Vogel*

RESUMO

Sarcocystis neurona é um protozoario intracelular filogeneticamente relacionado ao Toxoplasma
gondii e Neospora sp. e é o principal agente responsavel pela mieloencefalite equina por
protozoario (MEP), uma doenca neuroldgica que acomete equinos diferentes partes do mundo.
Tendo em vista a proximidade filogenética a protozoarios que tém infeccdo transplacentaria
comprovada e trabalhos que sugerem a mesma via de transmissdo em equinos, neste estudo foi
avaliada a presenca de anticorpos contra Sarcocystis neurona em 195 éguas no momento do parto

e de seus respectivos neonatos antes da ingestdo do colostro, a fim de verificar a ocorréncia da

' Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva (DMVP), Centro de Ciéncias Rurais (CCR), UFSM. Av. Roraima,
1000, Prédio 44, Sala 5149, Camobi, Santa Maria, RS , Brasil. 97105-900. Telefone (55)3220 8071. E-mail:
ana_antonello@hotmail.com. *Autor para correnspondéncia.

" Equine Hospital, Qatar Racing & Equestrian Club, Doha, Qatar.

" Escola de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal da Bahia, Salvador, Bahia.
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transmissdo transplacentaria nesta espécie. As amostras foram analisadas pela técnica de
imunofluorescéncia indireta ao ponto de corte de 1:50 nos animais adultos e 1:25 nos recém-
nascidos. Foram observados potros pré-colostrais reagentes a antigenos de S. neurona, indicando a
ocorréncia de infeccdo transplacentaria por S. neurona na espécie equina.

Palavras-chave: Mieloencefalite Equina por Protozoéario, infeccdo transplacentaria, desafio

enddgeno, soroprevaléncia.

ABSTRACT

Sarcocystis neurona is an intracellular protozoal closely related to Toxoplasma gondii and
Neospora sp. and it is the main agent of equine protozoal myeloencephalitis (EPM), a neurologic
disease that affect horses around the world. In view of the phylogenetic proximity to protozoa that
have proven transplacental infection and studies suggesting the same transmission rote in horses,
in this study the presence of antibodies against Sarcocystis neurona was determined in 195 mares
at parturition and in their foals before the colostrum ingestion, to verify the occurrence of
transplacental transmission in this animal species. Samples were analized by indirect
immunofluorescent test using 1:50 and 1:25 as cutoffs for mare and foal sera, respectively.
Positive reactions were observed in foal precolostral sera, showing the vertical rote of S. neurona
dissemination in horses.

Keywords: Equine Protozoal Myeloencephalitis, transplacental infection, endogen challenge,

seroprevalence.
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INTRODUCAO

Sarcocystis neurona é descrito como o principal agente da mieloencefalite equina por
protozoario (MEP) (MACKAY et al., 2000), uma enfermidade de cunho neurologico, infecciosa e
muitas vezes fatal (MAYHEW, 1999). O protozoario tem tropismo pelo sistema nervoso central
do equino, cujos sinais clinicos dependem da regido acometida (DUBEY et al., 2001b), sendo o
mais conhecido, em equinos, atrofia muscular (FENGER et al., 1997; KUBO et al., 2010).

O hospedeiro definitivo de S. neurona é o gamba (Didelphis sp.) (FENGER et al., 1995;
DUBEY et al., 2001b; REJMANEK et al., 2009), que se infecta ao ingerir sarcocistos presentes na
musculatura do hospedeiro intermediario e excreta esporocistos juntamente com as fezes. A gama
de hospedeiros intermediarios de S. neurona é ampla, incluindo membros de diferentes familias
como felideos, canideos, mustelideos, castores, e ainda primatas e passeriformes, sendo um dos
maiores obstaculos no controle do parasito (ELSHEIKHA, 2009).

O diagnostico clinico da MEP é presuntivo, baseado nos sinais clinicos e na sorologia, por
isso a importancia de conhecer as areas de ocorréncia do protozoario, a fim de considerar a MEP
no diagnostico diferencial de enfermidades neurolégicas (JOHNSON et al., 2010). Apesar da alta
prevaléncia, a doenca clinica ndo é comum. Cavalos de exposicdo e corrida tm mais chances de
adoecer que cavalos de lazer e reprodutores, devido ao tratamento mais intensivo desses animais.
O risco de doenga também aumenta devido a outros fatores como senilidade, excesso de
exercicios, transporte, injuria ou parto, que levam a imunossupressdo e consequente
desenvolvimento de sinais clinicos de MEP. (SAVILLE et al., 2000; COOLEY et al, 2007).

A distribuicdo da MEP ocorre de acordo com a distribuicdo dos hospedeiros definitivos de
S. neurona (Didelphis sp.), presente nas Américas (DUARTE et al., 2003; DUBEY, 2000). Porem

casos de MEP ja foram diagnosticados na Europa, Africa e Asia, no entanto, em animais que
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foram importados de paises do hemisfério ocidental (MAYHEW & GREINER, 1986; RONEN,
1992; LAM et al., 1999).

Devido a proximidade filogenética de S. neurona com outros protozoarios formadores de
cistos e de transmissdo vertical comprovada, além da existéncia de estudos que sugerem a via
enddgena de transmissao de S. neurona em equinos, o objetivo do presente estudo foi examinar o
potencial da exposicdo intrauterina a S. neurona determinando o nimero de potros que possuam
concentracdes detectaveis de anticorpos contra S. neurona no soro antes da ingestdo do colostro e,
desta forma, esclarecer melhor a epidemiologia e rotas de transmissdo, o que leva ao

aprimoramento das estratégias de controle da MEP em equinos.

MATERIAIS E METODOS

Coleta das amostras

As amostras de soro foram coletadas de 195 éguas Puro Sangue Inglés (PSI) e de seus
respectivos neonatos em dois haras do Rio Grande do Sul, Brasil. As propriedades sdo localizadas
na regido Sudoeste do Estado, onde ha registros da presenca do gamba (Didelphis sp.), hospedeiro
definitivo de S. neurona. Os animais foram monitorados rotineiramente por um médico veterinario
e todos partos eram assistidos. A coleta de sangue foi realizada imediatamente ap0s o parto nas
éguas e, nos recém-nascidos, antes da ingestdo do colostro. Apos a coleta, o sangue total foi
centrifugado a 250g por 10 minutos para a obtencdo do soro sanguineo, que foi estocado a -20°C

até o momento do teste.

Deteccéo de anticorpos
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A pesquisa de imunoglobulinas G (IgG) anti-Sarcocystis neurona foi realizada
utilizando-se a técnica de imunofluorescéncia indireta (IFI). Como antigeno foram utilizados
merozoitos de S. neurona da cepa SN-37R (SOFALY et al.,, 2002) cultivados em células da
linhagem CV-1, com meio RPMI, enriquecido com 5% de soro fetal bovino, L-glutamina,
piruvato, penicilina, estreptomicina e anfotericina. Para preparar as laminas de IFI, a monocamada
celular infectada foi coletada dos frascos de cultivo, centrifugada a 1500g por 10 minutos, o
sobrenadante foi removido e o pellet, ressuspenso em solucdo salina fosfatada (PBS) e
centrifugada novamente. O pellet final foi ressuspendido em PBS e dispensado em laminas de
teflon, apds a secagem a temperatura ambiente, 0os merozoitos foram fixados nas laminas com
metanol 100%, secas e estocadas a -20°C até o momento do uso.

Para a realizacdo da IFI com as amostras de soro das éguas foi usado um ponto de corte de
1:50 para a triagem, enquanto os potros foram considerados positivos na diluicdo 1:25. Anticorpo
anti-lgG equina conjugado a fluoresceina foi usado como anticorpo secundario na reacao.
Amostras de soro sabidamente positiva e negativa quanto a presenca de anticorpos contra S.
neurona foram utilizadas como controles positivo e negativo respectivamente, em cada lamina.
Foram consideradas positivas, as amostras em que houve fluorescéncia em toda a superficie dos
merozoitos de S. neurona e negativas as amostras em que a fluorescéncia era apical ou ausente
(DUARTE et al., 2003). Apoés a obtencao dos resultados positivos e negativos da IFI, as amostras
das éguas positivas foram tituladas, o titulo foi determinado pela maxima diluicdo em que era

observada a fluorescéncia.

Analise estatistica
A analise estatistica da prevaléncia sorologica das éguas e dos potros pre-colostrais e a

comparacdo da frequéncia de transmissdo vertical de acordo com o titulo da égua foi realizada
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usando a tabela de contingéncia do Qui-quadrado (y°) e o valor de P, para avaliar a diferenca

estatistica, pelo teste de Fisher (GraphPad Prism 5).

Comité de ética
Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica e Experimentacio Animal da

Universidade Federal de Santa Maria, cujo processo esta registrado sob o niamero 81/20009.

RESULTADOS

Para determinar a ocorréncia de transmissdo vertical por S. neurona em equinos, foi
realizada a pesquisa de anticorpos anti-S. neurona em éguas e seus respectivos potros pela técnica
de IFI. Como se observa na tabela 1, a frequéncia de detec¢cdo de imunoglobulinas G (IgG) em
éguas foi significativamente maior que a dos potros (32,82% - 64/195- nas éguas e 5,13% - 10/195
- nos potros) (X?= 6,608, IC=95%:; P<0,05). As amostras das 64 éguas soropositivas na diluicdo de
1:50 foram entdo tituladas, os niveis de anticorpos variaram de 50 a 800, a maioria dos animais
apresentou titulos mais baixos. ApOs a anélise estatistica destes dados, ndo foi observada
diferenca na probabilidade de infeccdo transplacentaria quando o pardmetro avaliado € o titulo de
anticorpos maternos (tabela 2).

Comparando a deteccdo de anticorpos nas amostras pré-colostrais dos potros, sete animais
soropositivos nasceram de fémeas soropositivas. Trés potros sororreagentes, no entanto, nasceram

de éguas com titulos inferiores a 50 (consideradas negativas).
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DISCUSSAO

Sarcocystis neurona € o principal agente da MEP e tem maior importancia clinica em
animais de todo mundo. A gama de hospedeiros do protozoario é grande, o que torna dificil o seu
controle nos plantéis. A fim de se investigar a ocorréncia da transmissao transplacentaria por S.
neurona, avaliou-se a presenca de imunoglobulinas no soro de éguas no momento do parto e de
seus neonatos antes da ingestdo do colostro pela técnica de IFI.

A prevaléncia entre as éguas foi de 32,82% (64/195), valor inferior ao encontrado por
HOANE et al. (2006) que detectaram 69,6% de animais reagentes no Brasil. No entanto,
semelhante a outros estudos da América onde foi descrito 35,5% na Argentina (DUBEY et al.,
1999) e 27,4% em diferentes regides dos Estados Unidos, sendo que a soroprevaléncia varia
conforme a regido e o grupo de animais avaliados (VARDELEON et al., 2001).

A avaliacdo dos resultados dos testes sorologicos em equinos jovens, quanto a presenca de
imunoglobulinas contra S. neurona deve ser cautelosa, pois pode estar relacionada a exposicao
intrauterina, a transferéncia passiva de anticorpos maternais, ou ainda a infecgdo por ingestdo de
esporocistos do protozoario. Ainda ndo ha relato da exposicao intrauterina ao S. neurona, mesmo
com a proximidade filogenética a outros protozoarios em que a infeccdo transplacentaria ja foi
confirmada, como Neospora spp. (LOCATELLI-DITTRICH et al., 2006; PUSTERLA et al.,
2011; ANTONELLO et al., 2012) e T. gondii (BUXTON & RODGER, 2008). No entanto, ha
indicios de que assim como outros protozoarios apicomplexas, S. neurona possa tambem
estabelecer infeccdo enddgena. Como o relato de um potro, filho de mae soropositiva para S.
neurona, que aos dois dias de idade apresentava sinais sugestivos de MEP e aos dois meses 0
liquido cérebro-espinhal foi positivo no Western blot, o animal se recuperou apos do tratamento
indicado para MEP (GRAY et al., 2001). Uma vez que a soroconversdo ocorre aproximadamente

30 dias apos a infeccdo (CUTTLER et al., 2001) é altamente sugestivo de que esse potro tenha
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sido infectado por S. neurona ainda na vida intrauterina. Outra evidéncia que corrobora a hipotese
de transmissao vertical por este protozoario, € a ocorréncia de equinos soropositivos em areas em
que ndo ha a presenca do hospedeiro definitivo de S. neurona, como relatado em equinos da
Franca. Esses animais nasceram na Francga, nunca sairam do pais e ndo tiveram contato com
Didelphis spp. (PITEL et al., 2002).

Para detectar a ocorréncia da transmissdo vertical foram analisadas amostras séricas de
potros neonatos antes da ingestdo do colostro. O feto equino é capaz de formar uma resposta
imune humoral em torno dos 180 dias de gestacdo (PERRYMAN et al., 1980). Se exposto ao
protozoario apos esse periodo, anticorpos estardo presentes no soro do neonato pré-colostral. Alem
disso, a placenta da égua ndo permite a transferéncia de imunoglobulinas para o feto devido sua
conformacao difusa epitéliocorial microcotiledonaria (ABD-ELNAEIM et al., 2006). Desta forma,
pode-se afirmar que a deteccdo de anticorpos em amostras de soro de neonatos sem ingestdo de
imunidade passiva pelo colostro representam a ocorréncia de infeccdo intrauterina e o
desenvolvimento de imunidade adaptativa pelos neonatos. Assim sendo, neste estudo foram
detectados sete potros reagentes, filhos de 64 éguas também positivas, 0 que demonstra que a
transmissdao vertical ocorreu em 10,94% (7/64) das gestacBes de éguas comprovadamente
portadoras.

Surpreendentemente, foram detectados anticorpos em trés potros filhos de éguas
soronegativas (titulo inferior a 50), possivelmente devido a flutuacdo nos niveis de 1gG durante a
gestacdo, ja demonstrado pela infeccdo por N. caninum (KORMANN et al.,, 2008).
Provavelmente, no momento da coleta desses animais, a égua ndo apresentava niveis de IgG
suficientes para o limiar de deteccdo da técnica utilizada (IFI). Deve-se salientar ainda que as
amostras de soro das éguas foram obtidas somente no momento do parto, sem considerar o

periodo total de gestacdo, ndo tendo registros de perdas prematuras ou problemas ocorridos
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durante a gestacdo devido a infeccdo por S. neurona. Ndo foi observada diferenca entre 0s
nascimentos de potros soropositivos em relagcdo ao titulo de anticorpos da égua, como a maioria
dos animais adultos apresentou um titulo baixo, variando de 50 a 200, pode-se relacionar 0 maior
numero de nascimentos de potros soropositivos nas éguas com titulos mais baixos (tabela 2).

Devido a MEP ser de dificil diagnéstico e a existéncia de um tratamento eficaz
(MACKAY, 2006), é importante o conhecimento dos animais expostos ao parasita, para que a
MEP seja considerada nos diagnosticos diferenciais de doencas neuroldgicas e se faca o
tratamento direcionado para a infecgdo. O custo do tratamento se torna bastante elevado devido ao
seu periodo prolongado, tornando a prevencdo e o controle os melhores métodos de se minimizar
0s prejuizos da doenca.

Uma vez que este trabalho demonstrou a ocorréncia de infec¢do transplacentaria por S.
neurona em equinos, novos estudos precisam ser desenvolvidos com o intuito de determinar a
frequéncia em que ocorre e qual o impacto desta via de transmissdo na epidemiologia da infec¢do
em equinos e quais o0s prejuizos da infeccdo intrauterina para o embrido ou feto ou para o animal

na vida adulta.
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Tabela 1: Deteccdo de imunoglobulinas anti-S. neurona em amostras séricas de eguas

e de potros por imunofluorescéncia indireta (IF1).

POTROS EGUAS
TOTAL
Positivas (%) Negativas (%0)
Positivos (%) 7 3 10 (5,13)°
Negativos (%o) 57 128 185
Total 64 (32,82)° 131 195

As letras a e b denotam diferenca significativa (3°=6,608; 1C=95%; P=0,0155) nas
frequéncias de anticorpos entre éguas na paricdo e amostras pré-colostrais de potros. O

valor de P foi calculado pelo Teste Exato de Fisher.
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Tabela 2: Niveis de IgG contra S. neurona das amostras das éguas testadas por IFl e a

frequéncia de potros soropositivos nascidos de acordo com o titulo das éguas.

Titulo da Egua Numero de Eguas (%) Partos Soropositivos (%0)

50 20 4 (20,00% - 4/20)
100 21 2 (9,52% - 2/21)
200 16 1 (6,25% - 1/16)
400 5 0

800 2 0
Total 195 7 (11%)

Usando o teste y° para comparacdo da frequéncia de transmissdo vertical de acordo com o
titulo da égua néo foi observada diferenca significativa entre o nivel de anticorpos maternos

e a transmissdo transplacentaria.
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RESUMO

Sarcocystis neurona é o principal agente da Mieloencefalite Equina por Protozoario (MEP),
importante doenca neuroldgica caracterizada por alteragdes comportamentais ou musculares, que
prejudica o desempenho e a criacdo dos animais, enquanto Sarcocystis cruzi é um patdgeno
relacionado a miosites em bovinos. Embora sejam parasitas correlatos, o ciclo de vida das duas
especies de protozoario € distinto, S. neurona tem gambas (Didelphis sp.) e S. cruzi, cdes como

hospedeiros definitivos. Contudo, S. neurona e S. cruzi podem ocorrer concomitantemente em um
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plantel de equinos, uma vez que ha relatos de cistos de S. cruzi no sistema nervoso central de
equinos. No presente estudo foi realizada a sorologia, pela técnica de imunofluorescéncia indireta,
de 189 éguas frente a antigenos de S. neurona e S. cruzi com o objetivo de avaliar o grau de
exposicdo dos animais a esses parasitas. Na analise dos resultados foi observado que a maioria dos
animais (84,13%) reagiu a pelo menos uma das espécies, sendo que o0 nimero de animais que
apresentou anticorpos contra S. cruzi foi maior que S. neurona (80,42% e 33,86%
respectivamente) e um terco dos animais soropositivos reagiu a antigenos das duas espécies.

Palavras-chave: sorologia, soroprevaléncia, mieloencefalite equina por protozoario, apicomplexa.

ABSTRACT

Sarcocystis neurona is the primary agent for Equine Protozoan Mieloencefalite (EPM), important
neurological disease that impairs animal performance and husbandry, while Sarcocystis cruzi is a
pathogen related to myositis in cattle. The parasites life cycle is distinct, S. neurona has opossums
(Didelphis sp.) and S. cruzi, dogs as definitive hosts, however was already reported the presence
of S. cruzi in horses central nervous system and these species can occur concomitant in herd. In
the present study the serology was performed, by indirect fluorescent antibody test, of 189 mares
front antigens of S. neurona and S. cruzi in order to assess the degree of animals exposure to
these parasites. Analyzing results we observed that most of the animals (84.13%) reacted with at
least one protozoal specie and the number of animals which showed antibodies against S. cruzi
was greater than S. neurona (80.42% and 33.86% respectively) and a third of seropositive animals
reacted to antigens of both species.

Keywords: serology, seroprevalence, mieloencefalite equine protozoal, Apicomplexa.
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INTRODUCAO

Equinos podem ser hospedeiros intermediarios de varias espécies do género Sarcocystis
como Sarcocystis fayeri, Sarcocystis equicanis, Sarcocystis bertrami e ainda Sarcocystis cruzi,
que completam seu ciclo em cdes (DUBEY e LINDSEY, 2006) além de Sarcocystis neurona,
cujo hospedeiro definitivo é Didelphis sp. (DUBEY et al, 2001b; REJMANEK et al., 2009). S.
neurona € descrito como principal agente causador da mieloencefalite equina por protozoario
(MEP) (MACKAY et al., 2000), uma enfermidade infecciosa de carater neurolégico e muitas
vezes fatal (MAYHEW, 1999).

A principal ferramenta para o diagnéstico ante-morte da MEP ¢é a sorologia (JOHNSON et
al, 2010), porem este € um método indireto de deteccdo da exposicdo ao parasita, 0 que nédo
significa que haja a infeccdo ativa pelo protozoario no animal soropositivo. Estima-se que nos
Estados Unidos aproximadamente metade dos equinos sejam soropositivos para S. neurona
(MACKAY, 1997), ja no Brasil os registros da exposi¢cdo de equinos ao agente sao mais escassos.
Contudo, HOANE et al. (2006) encontraram 69,6% de soropositividade para S. neurona em
equinos de diferentes regides do territério brasileiro, demonstrando alto grau de exposicdo dos
animais a antigenos de S. neurona. Embora a alta prevaléncia descrita na literatura, os casos de
doenca clinica ndo sdo comuns. Porem 0 manejo intensivo e a imunossupressdo decorrente do
estresse (apos cirurgias, peri-parto ou o uso de corticoides) sdo descritos como fatores agravantes
na evolucéo clinica da doenca (COOLEY et al., 2007).

Sarcocystis cruzi, por sua vez, € uma espécie que ocorre comumente em bovinos, podendo
causar lesdes musculares e baixo ganho de peso (MORE et al, 2010). Os indices de reatividade
soroldgica para S. cruzi podem beirar os 100% em rebanhos bovinos (MORE et al., 2011), no

entanto, pouco se conhece acerca de prevaléncia e importancia clinica deste protozoario na
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espécie equina, embora 0 mesmo seja capaz de formar seus sarcocistos nos tecido de equinos
(HAMIR et al., 1993).

O ciclo bioldgico de S. neurona e S. cruzi € similar, embora envolva diferentes espécies de
hospedeiros definitivos, os quais consistem em gambas do género Didelphis sp. e caes,
respectivamente (FENGER et al., 1995; DUBEY et al, 2001b; REJMANEK et al., 2009; XIANG
et al., 2011). Os hospedeiros intermediarios se infectam pela ingestdo de esporocistos presentes no
ambiente. Apos estabelecida a infeccdo, S. neurona tende a formar sarcocistos no tecido nervoso
ou no tecido muscular dos equinos (MULLANEY et al., 2005), enquanto que S. cruzi tende a
formar sarcocistos no tecido muscular de bovinos (MORE et al., 2011). A infeccdo do hospedeiro
definitivo ocorre pela ingestdo de tecidos infectados, com consequente liberacdo de esporocistos
nas fezes, contaminando o ambiente (FENGER et al., 1995; DUBEY et al., 2001a; XIANG et al.,
2011).

A sorologia € a principal ferramenta no diagndstico ante-mortem da MEP, uma vez que a
deteccdo direta do parasita € muito dificil antes da necropsia, e a partir do status soroldgico
combinado a avaliacdo clinica sdo tomadas as medidas terapéuticas. No entanto, ha pelo menos
dois fatores que complicam esta avaliagcdo: a presencga de anticorpos contra Sarcocystis sp. indica
que houve exposicdo ao agente, mas ndo necessariamente persisténcia da infeccdo ativa; além
disso, pode haver reatividade sorologica cruzada entre espécies deste género deste protozoario.
Deve-se considerar que S. neurona e S. cruzi sao capazes de infectar e estimular uma resposta
imune em equinos, e tem condi¢Bes de manter seus ciclos de forma concomitante dentro do
plantel. Assim, o objetivo deste trabalho foi comparar o status sorolégico de éguas quanto a

presenca de anticorpos contra antigenos de S. neurona e S. cruzi.
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MATERIAIS E METODOS
Animais testados

Foram testadas amostras de soro de 189 éguas Puro Sangue Inglés (PSI) de dois haras
localizados no Rio Grande do Sul, sul do Brasil. As propriedades sdo localizadas na regido
Sudoeste do Estado, onde ha registros da presenca do gamba (Didelphis sp.), hospedeiro
definitivo de S. neurona, além da presenca de cdes nas propriedades. Os animais eram
monitorados rotineiramente por médico veterinario e todas as coletas foram realizadas no
momento do parto. O sangue total foi centrifugado a 250g por 10 minutos para a obtencéo do soro

sanguineo, este foi entdo estocado a -20°C até o momento do teste.

Producéo de antigenos

A pesquisa de imunoglobulinas G (IgG) anti-S neurona foi realizada pela técnica de
imunofluorescéncia indireta (IFI). Para tal, foi usado como antigeno merozoitos de S. neurona da
cepa SN-37R (SOFALY et al., 2002) cultivados em células da linhagem CV-1, com meio RPMI,
enriquecido com 10% de soro fetal bovino, L-glutamina, piruvato, penicilina, estreptomicina e
anfotericina. No preparo das laminas de IFI, a monocamada celular infectada foi recuperada dos
frascos de cultivo, centrifugada a 1500g por 10 minutos, o sobrenadante foi removido e o pellet,
ressuspenso em solugdo salina fosfatada (PBS) seguida de nova centrifugacdo (1500 x g por 10
min.). O pellet foi novamente ressuspendido em PBS e dispensado em laminas de teflon. Apos a
secagem das laminas a temperatura ambiente, as mesmas foram embebidas em solugdo de metanol
100% para a fixagdo do antigeno e estocadas a -20°C até 0 momento do uso.

Os testes para Sarcocystis cruzi foram realizados no laboratério da Universidade
Nacional de La Plata, Argentina. Para a preparacdo das laminas foram utilizados bradizoitos

colhidos de coragéo bovino infectado conforme recomendagdes de MORE et al. (2008).
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Reacdo de imunofluorescéncia indireta (1FI)

A diluicdo do soro sanguineo em PBS utilizada para a triagem pela RIFI, tanto para S.
neurona como para S. cruzi, foi de 1:50 (MORE et al, 2008). Anticorpo anti-IgG equina
conjugado a fluoresceina foi usado como anticorpo secundario na reacdo. Uma amostra de soro
sabidamente positiva e outra negativa quanto a presenca de anticorpos anti-S. neurona (nas
laminas de S. neurona) e anti-S. cruzi (nas laminas de S. cruzi) foram utilizadas como controle
positivo e negativo, respectivamente. Eram consideradas positivas, as amostras em que houvesse
fluorescéncia em toda a superficie dos merozoitos/bradizoitos de Sarcocystis spp. e negativas, as

amostras em que a fluorescéncia era apical ou ausente (DUARTE et al., 2003).

Anélise estatistica

As amostras positivas e negativas para cada uma das espécies de Sarcocystis spp. foram
comparadas para o calculo das frequéncias de anticorpos contra cada uma das espécies do
protozoario nas éguas testadas. A analise comparativa das frequéncias observadas foi realizada

pelo teste de 2, utilizando o software GraphPad Prism 5®.

Comité de ética
Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica e Experimentacio Animal da

Universidade Federal de Santa Maria, cujo processo esta registrado sob namero 81/20009.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Tendo o conhecimento de que equinos podem servir de hospedeiros intermediarios de
diversas espécies do género Sarcocystis (DUBEY et al, 2001b; HAMIR et al., 1993; DUBEY e
LINDSEY, 2006; REJMANEK et al., 2009), neste estudo utilizou-se o teste de IFI com
merozoitos de S. neurona e bradizoitos S. cruzi para investigar a exposi¢cdo de equinos na regido
Sul do Brasil. Conforme os resultados deste estudo, descritos na tabela 1, pode-se observar que
uma grande proporcao (84,13%) das éguas testadas teve contato com pelo menos uma das espécies
de Sarcocystis spp. (S. neurona ou S. cruzi). As éguas testadas sdo criadas em haras do estado do
Rio Grande do Sul, Brasil, demonstrando-se a circulacdo de Sarcocystis spp. nesta regido.

Em um estudo retrospectivo utilizando a técnica de imunoistoquimica em tecidos de
equinos diagnosticados com MEP, HAMIR et al (1993) observaram a presenca de sarcocistos de
S. neurona e S. cruzi, no sistema nervoso dos animais, 0 que sugere o potencial de ambas as
espécies do protozoario como agente etiologico da MEP. De forma interessante, no mesmo estudo
0s autores também encontraram uma proporc¢ao maior de animais reagindo a S. cruzi (67%) que S.
neurona (51%) na imunoistoquimica.

Na comparacdo soroldgica de equinos frente a antigenos de S. neurona e S. cruzi, foi
observado frequéncia de deteccdo de anticorpos de 33,86% (64/189) e 80,42% (152/189),
respectivamente, apresentando diferenca significativa entre as duas espécies (3°=4,587, 1;
IC=95%; p=0,0322) (tabela 1). Dos 189 animais testados, 159 (84,13%) reagiram a pelo menos
um dos protozoarios. Destes, 102 apresentavam anticorpos somente contra um dos agentes - 95
contra S. cruzi e sete contra S. neurona. Aproximadamente um terco das éguas soropositivas
apresentava anticorpos contra antigenos das duas espécies de protozoario (57/159) (tabelal)
indicando exposicdo a ambas as espécies de Sarcocystis spp. pesquisadas. Ndo houve deteccéo de

anticorpos contra Sarcocystis spp. em 30 (15,87%) das éguas testadas. E importante ressaltar que
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estes mesmos animais quando testados para Neospora caninum pela mesma técnica, apresentaram
64,5% de animais sororreativos (ANTONELLO et al., 2012), o que sugere pouca probabilidade de
ocorréncia de reacao cruzada entre os dois géneros.

A presenca de S. cruzi é mais comum no tecido muscular que no tecido nervoso de
bovinos, acarretando perdas de produtividade no rebanho (MORE et al. 2010). O sistema de
criagcdo de bovinos disseminado no Sul do Brasil, aliado ao estreito contato com caes (hospedeiros
definitivos), que permite a eficiente passagem de parasitas de canideos para bovinos e vice-versa
s&o alguns dos motivos implicados nas altas prevaléncias de bovinos infectados na regido (MORE
etal., 2011). Dessa forma, pode-se acreditar que o0 mesmo padrdo de contato com o parasita ocorra
para a espécie equina nesta regido, acarretando em maior soroprevaléncia de S. cruzi do que de S.
neurona. Nesse sentido, deve-se levar em conta que 0s cées permanecem nos mesmos ambientes
dos equinos nos haras pesquisados, podendo-se sugerir que seja mais comum o contato de equinos
com cdes da propriedade do que com animais selvagens, como gambas (Didelphis sp.),
hospedeiros definitivos do S. neurona. Assim, teoricamente, 0S equinos teriam maior
probabilidade de infeccdo pela ingestdo de esporocistos de S. cruzi na dgua ou alimento do que de
esporocistos de S. neurona.

A sorologia é a principal ferramenta no diagnostico ante-mortem da MEP, e a partir desse
resultado sdo tomadas as decisdes terapéuticas e/ou preventivas, por isso é importante ter em
mente que um resultado positivo ndo indica necessariamente infec¢do ativa por S. neurona e
manifestacdo clinica. Protozoarios de diferentes espécies dentro do género Sarcocystis podem
expressar as mesmas proteinas em sua superficie (ROSSANO et al., 2000; SAVILLE et al, 2004),
e 0s anticorpos produzidos contra essas proteinas vao reagir as mesmas proteinas presentes em
outra especie de Sarcocystis, configurando o que se conhece por reagdo cruzada. Dessa forma é de

grande importancia considerar além do resultado positivo da sorologia, a presenca de sinais
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clinicos, o histérico dos animais, a epidemiologia do protozoario — presenca do hospedeiro
definitivo (Didelphis sp.) - para dar inicio ao tratamento dos animais acometidos. Pois 0
tratamento é eficaz, porem é demorado e dispendioso para ser usado em todos animais que

apresentarem sorologia positiva.

CONCLUSOES

Foi comprovada, por meio de sorologia por IFl, a presenca de antigenos de outra espécie
de Sarcocystis, que ndo é comumente relacionada a infecgdes em equinos, no soro de animais do
sul do Brasil. Tendo o conhecimento de que espécies do mesmo género podem incitar reacéo
cruzada em testes sorologicos, por compartilharem antigenos semelhantes, salienta-se a
importancia de considerar a presenca de sinais sugestivos de MEP para o diagndstico clinico, para
entdo iniciar o tratamento dos animais acometidos. Outros estudos sdo necessarios no sentido de
identificar quais outras espécies de Sarcocystis estdo presentes no plantel ou na regido, e qual a

importancia de S. cruzi no desempenho de equinos.
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Tabela 1: Imunoglobulinas anti-S. neurona e anti-S. cruzi em amostras séricas de éguas por

imunofluorescéncia indireta (1F1).

Sarcocystis neurona Sarcocytis cruzi Total (%)
Positivos Negativos
Positivos 57 7 64 (33,86)°
Negativos 95 30 125
Total (%) 152 (80,42)° 37 189

2 ¢ P indicam que houve diferenca significativa entre a frequéncia de anticorpos contra S.

neurona e S. cruzi nos animais testados (3°= 4,587; 1C=95%; P=0,0322).



4, CONCLUSOES

Com a realizacdo destes estudos pdde-se averiguar:

1. A ocorréncia da transmissdo vertical pela via transplacentaria por Sarcocystis neurona em
equinos, apesar de pouco frequente se mostrou uma via alternativa de manutencdo do agente no
plantel;

2. Frequéncia de anticorpos contra S. neurona.

3. O grau de exposicao de equinos a Sarcocystis cruzi.
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