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RESUMO

A neosporose tem grande importancia em bovinos, e sua patogénese neste hospedeiro, em termos gerais,
esta esclarecida, porém, em equideos é pobremente conhecida. Na Colémbia ainda ndo foram reportados
anticorpos Anti-Neospora spp. em equideos, sendo assim objetivou-se no presente estudo avaliar a
ocorréncia do parasito em jumentos (Equus asinus) de fazendas que apresentavam risco da doenca nestes
animais. Foram utilizados 56 animais no estado de Sucre (Colémbia), escolhidos aleatoriamente dentro
das fazendas selecionadas. Utilizou-se um peptideo recombinante originado de Neospora caninum
(NcGRAL1) para o diagndstico por Dot-ELISA, e o soro foi diluido em 1:200. Este estudo reporta, pela
primeira vez no estado de Sucre e na Colémbia, a presenga de anticorpos anti-Neospora spp. na espécie
Equus asinus, com uma ocorréncia de 19,7% (11/56) dos animais amostrados.
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ABSTRACT

The neosporosis has great importance in cattle, and its pathogenesis in this host has been generally
clarified, however, in horses, neosporosis is poorly known, and in Colombia anti-Neospora spp
antibodies have not been reported. Therefore, the main objective in the present study was to evaluate the
occurrence of this parasite in donkeys (Equus asinus) from farms that presented a risk of disease in these
animals, as well as no health plan for them. Were used 56 animals randomly chosen inside selected farms
in the state of Sucre (Colombia). A recombinant peptide originated from Neospora caninum (NcGRAL)
was used for the diagnosis with Dot-ELISA and serum was diluted 1:200. This study is the first to report
the presence of anti-Neospora spp. in donkeys (Equus asinus) in the state of Sucre, and in Colombia. The
occurrence was in 19.7% of the animals sampled (11/56).
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INTRODUCAO Neospora, duas espécies sdo conhecidas,

Neospora caninum e Neospora hughesi (Dubey

A neosporose é uma doenca que acomete et al., 2002), sendo que a infeccdo por N.

bovinos, cées, ovinos, caprinos, cervos, bufalos e caninum tem sido associada a problemas

equinos (Locatelli-Dittrich et al., 2006). O reprodutivos e a doenca neonatal, e a infeccdo

protozodrio do género Neospora pertence por N. hughesi a distdrbios neurolégicos
ao filo Apicomplexa, classe Sporozoea, ordem (Veronesi et al., 2008).

Eucoccidiida e familia Sarcocystidae. No género
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Ocorréncia de anticorpos...

N. caninum tem os cdes e 0s coiotes como
hospedeiros definitivos (Gondim et al., 2004) e
vérias espécies como hospedeiros intermediarios
(Gondim, 2006). O hospedeiro definitivo de N.
hughesi, por sua vez, ainda ¢ desconhecido,
permanecendo incerta a forma de exposicdo dos
cavalos a este parasita, além da possibilidade de
outros hospedeiros intermediarios (Hoane et al.,
2006).

A infeccdo por N. caninum pode ocorrer tanto
pela via horizontal, por meio da ingestdo de
oocistos excretados pelo hospedeiro definitivo,
como pela via vertical, transplacentéaria (Dubey,
1999). Porém, em equinos, apesar da suspeita da
infeccdo pela segunda via (Toscan et al., 2010),
somente recentemente foi comprovada para N.
hughesi (Pusterla et al., 2011).

A neosporose foi diagnosticada em cavalos
adultos com sinais clinicos semelhantes aos da
mieloencefalite protozoaria equina — MPE
(Dubey et al., 2001), sendo os sinais clinicos
caracteristicos da enfermidade em equinos

cegueira, paralisia dos membros pélvicos,
disturbios comportamentais, dificuldade de
mastigacdo, incoordenagdo, ataxia, doencas

viscerais, doenca neonatal, aborto e perda de
peso (Walsh et al., 2000).

Os métodos soroldgicos e parasitolgicos sdo
utilizados no diagndstico da neosporose. Os

testes  sorolégicos sdo a reagcdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI), ensaio
imunoenzimatico  (ELISA),  soroaglutinagio

direta e Western blotting. Entre os métodos
parasitoldgicos estdo os exames histopatoldgico,
imuno-histoquimico, 0 isolamento in vitro e in
vivo e a deteccdo do DNA do parasita pela
reacdo em cadeia da polimerase — PCR (Hoane et
al., 2006).

Na América do Sul, N. hughesi ainda nao foi
isolado, e na maioria dos estudos de
soroprevaléncia e de diagnostico sorolégico, sdo
utilizados os taquizoitos de N. caninum como
antigeno, nao sendo possivel, portanto, a
diferenciacdo da espécie de Neospora detectada
por estes métodos devido a existéncia de reagdo
cruzada (Patitucci et al., 2004).

Tendo em vista a escassez de dados da infec¢do

por Neospora spp. na Colémbia, este estudo
visou avaliar a ocorréncia de anticorpos anti-
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Neospora spp. em jumentos (Equus asinus) no
estado de Sucre — Colémbia.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado no estado de Sucre,
Coldmbia, com localizacdo entre as coordenadas
9°14°45” de latitude norte e 75°08°58” de
longitude oeste do meridiano de Greenwich, a
uma altitude de 125 m.s.n.m, com temperatura
média anual de 28°C, umidade relativa de 75%,
precipitacdo média anual de 1100mm e
pertencente a formacdo climética de bosque
tropical chuvoso. A regido apresenta duas
estacOes bem definidas, chuvosa e seca (Pabon et
al., 2001).

No presente  estudo, foram coletadas
aleatoriamente amostras de 56 jumentos (Equus
asinus), em vdrias propriedades pecuarias no
estado de Sucre, escolhidas por apresentarem
possiveis riscos de doencas pela presenca de
cachorros e apresentacdo de abortos em
diferentes espécies, além do pouco controle
sanitario para a espécie estudada. Foram
coletadas amostras de 48 jumentos machos e oito
fémeas, 0s quais apresentavam idades entre 1,6 e
21 anos, avaliando-se, assim, ambos 0s sexos e
diferentes idades.

Para a coleta das amostras, cada animal foi
imobilizado de acordo com as normas técnicas
de manejo e sujeicdo de animais, dentro do
cumprimento da Declaracdo Universal dos
Direitos dos Animais, referente aos principios
éticos internacionais para a pesquisa biomédica
com animais do Cimos (Council for International
Organizations of Medical Sciences), estabelecida
pela Unesco (United Cétions Educational,
Scientific and Cultural Organization) e a OMS
(Organizacion Mundial da Saide) em 1949, e da
Lei 84, de 27 de outubro de 1989 (Estatuto
Colombiano de Proteccion Animal) (Mrad,
2006).

No laboratorio clinico da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da Universidade de
Cordoba, Colémbia, o sangue foi centrifugado e
0s soros mantidos a - 20°C até serem liofilizados,
para transporte ao Laboratério de Biologia e
Controle de Hematozoarios e Vetores (Bioagro)
da Universidade Federal de Vigosa para sua
posterior analise.
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Para a anélise dos soros, utilizou-se um peptideo
recombinante (NcGRAL), desenhado com base
na metodologia de genética reversa de epitopos
antigénicos originados de uma proteina dos
granulos densos de Neospora caninum e
sintetizado pela GenScript (USA). Foi produzido
por meio de processo fermentativo em leveduras
Pichia pastoris KM71 no mesmo local
(LBCHV/DVT/Bioagro), na  Universidade
Federal de Vicosa.

A técnica soroldgica empregada foi o Dot-Elisa
para a deteccdo de IgG especificos para
Neospora caninum, na qual membranas de
nitrocelulose de 0.22um foram sensibilizadas
com 1uL do antigeno e, posteriormente, 0S soros
foram diluidos a 1:200 em solucéo de lavagem e
incubados durante uma hora. A revelacdo foi
feita mediante a adicdo de proteina G marcada
com peroxidase por 30 minutos, seguida da
solugdo  reveladora & base de 3,3’-
diaminobenzidine (DAB). O procedimento foi
realizado em temperatura ambiente em agitacéo
constante.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dubey e Porterfield (1990) relataram o primeiro
caso de neosporose em um feto equino abortado
em 1985. A partir de entdo, a ocorréncia da
infeccdo por Neospora spp. foi descrita em
equinos na América (Hoane et al., 2006), Asia
(Kligler et al., 2007) e Europa (Bartova et al.,
2010).

No presente estudo, a ocorréncia de anticorpos
anti-Neospora spp. foi de 17,7% (11/56),
utilizando-se 1gG anti-N. caninum. Partindo do
principio de que Neospora huguesi e Neopora
caninum podem apresentar reacdo cruzada,
ambas as espécies ou apenas uma delas pode ser
responsavel pela reagdo positiva.

Antigenos gerados a partir de dominios de
superficie de Neospora caninum ja tém
sido utilizados e tém demonstrado resultados
satisfatorios com soros bovinos (Pinheiro et al.,
2013). O antigeno NcGRA1 usado neste estudo
se origina de uma proteina dos granulos densos
presente nos estagios de pré-encistamento de N.
caninum. A técnica de eleicdo, Dot-ELISA,
provou ser eficiente, existindo uma concordancia
entre resultados obtidos pelo ELISA comercial e
0 Dot-ELISA em soros de bovinos com uma
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sensibilidade relativa e especificidade de 71% e
100%, respectivamente (Ahmad et al., 2011).

Ao longo dos anos, a doenca tem sido estudada e
evidenciada por meio de distintos métodos de
imunodiagnostico, sendo reportada nos Estados
Unidos em cinco regibes diferentes por
Vardeleon et al. (2001), onde os autores
coletaram sangue de 208 cavalos e encontraram
17% (36/208) das amostras com titulos contra
Neospora spp. pelo teste de RIFI. Da mesma
forma, McDole e Gay (2002), ao utilizarem o
mesmo teste, reportaram 13% (140/317) e 8%
(160/426) de titulos de anticorpos positivos
contra Neospora spp. em éguas com
antecedentes de abortos e cavalos saudaveis,
respectivamente.

Diversos estudos tém sido direcionados para
deteccdo de anticorpos anti-Neospora spp. em
equinos na América Latina. Reportaram-se, na
regido metropolitana de Curitiba, estado do
Parana, sul do Brasil, anticorpos em 14/97
(14,4%) cavalos de carroceiros utilizando-se a
técnica de RIFI (Villalobos et al., 2012). No
Chile, a doenca tinha sido reportada sé em
bovinos e caninos até 2004, quando Patittuci et
al. (2004) reportaram evidéncia da infecgdo em
equideos, por meio de soros sanguineos
coletados de 145 equinos, analisados mediante
Teste de Aglutinacdo para Neospora (NAT).

A infeccdo por Neospora spp. em cavalos tem
sido reportada no mundo. Em equinos mantidos
na ilha Jeju, Coreia do Sul, Gupta et al. (2002)
relataram ocorréncia de 2% (4/191) de anticorpos
anti-Neospora spp., pelo teste de RIFI. Na
Franca, Pitel et al. (2003), por meio do teste de
aglutinagdo, encontraram elevados titulos de
anticorpos anti-Neospora spp., sendo que a
ocorréncia foi maior no grupo de éguas com
antecedentes de aborto (16/54) do que naqueles
dois grupos escolhidos aleatoriamente sem
nenhum antecedente (8/45 e 10/76).

Em cavalos nascidos e criados na ltalia,
Ciaramella et al. (2004) identificaram anticorpos
contra Neospora spp. em 28% (42/150) dos
cavalos pelo teste de RIFI. Da mesma forma,
Jakubek et al. (2006) encontraram 9% (39/414)
de anticorpos anti-Neospora spp. em amostras de
equideos na Suécia.
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Nos Ultimos anos foi confirmada a presenca de
anticorpos anti-Neospora spp. em equinos na
Arabia Saudita, onde 23 (10%) amostras de
sangue analisadas de 229 cavalos saudaveis
apresentaram-se positivas (Abdullah e Alyousif,
2013). Na Turquia, um estudo feito em 125
equinos revelou, por meio de ELISA, reacdo
positiva para presenca de anticorpos anti-
Neospora spp. em 24% (30/125) dos soros
(Karatep, 2012).

CONCLUSOES

Pela primeira vez no estado de Sucre e na
Colémbia reporta-se a presenca de anticorpos
anti-Neospora spp. na espécie Equus asinus, com
uma ocorréncia de 19,7% (11/56) dos animais
amostrados, tendo entre 0s animais positivos
tanto machos como fémeas, assim como
diferentes idades. Considerando-se a falta de
informacdes sobre a importancia de Neospora
spp. na infeccdo em equideos e sendo este o
primeiro trabalho de reporte do parasito na
espécie Equus asinus (jumento), €é preciso
continuar com pesquisas que ampliem os dados
de ocorréncia em outros estados da Coldmbia,
assim como a relacdo das consequéncias da
presenca deste agente na familia Equidae.
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