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Relatorio de estagio.

Durante o estagio na Faculdade de Medicina Veterinaria Equina, sob a orientagao externa
da Professora Paula Tilley e a orientagao interna do Professor Jacinto Gomes, foram
encontrados varios casos desafiadores. Destacam-se algumas situagoes que se revelaram
particularmente significativas e envolventes, contribuindo para o desenvolvimento das

competéncias na area de enfermagem veterinaria equina.

Um caso notavel envolveu um cavalo que apresentava sinais de disfungao cardiaca. Apos
a realizagdo de um eletrocardiograma e um ecocardiograma, foi diagnosticada uma
condigao complexa, caracterizada por insuficiéncia cardiaca tanto a esquerda quanto a
direita, fibrilagao, arritmias e insuficiéncia valvular com regurgitacao em todas as quatro
valvulas. Esta avaliagao diagnostica abrangente foi essencial para facilitar o tratamento
adequado e garantir o bem-estar do paciente equino, que, neste caso, foi exclusivamente

paliativo.

Outro caso interessante foi o de uma égua que sofreu de retengao de placenta pos-parto,
complicada por um historico de laminite. Para abordar este problema, foram realizadas
lavagens uterinas durante trés dias consecutivos para prevenir complicagoes adicionais e

promover a recuperagao completa da égua.

Além disso, foi encontrado um burro recém-nascido com deformidades flexurais nos
esporoes e metacarpos dos membros anteriores, provavelmente devido a uma relagao
desfavoravel entre o tamanho da mae e o do filhote. Neste caso, foi necessaria uma
intervencao cirurgica, envolvendo o corte do tendao flexor digital superficial para corrigir

as deformidades e assegurar o desenvolvimento adequado do animal.

Um caso desafiador envolveu um equino com claudicagio em ambos os lados, tanto no
membro anterior quanto no posterior. Um raio-X confirmatorio revelou osteocondrose,
uma condicao que afeta o desenvolvimento das articulagoes. A resolugao cirurgica foi
realizada através de artroscopia, permitindo a remocao de fragmentos articulares e

resultando num prognostico positivo para o paciente.

Outro caso significativo foi o de um equino com massas oculares, inicialmente suspeitas
de sarcoides, apos um ultrassom ocular. Embora se tenha tentado a remogao cirurgica, o

resultado nao foi o esperado, levando a complicagoes adicionais e infe¢ao no olho direito.
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Foi também investigada uma égua com diminuigao no desempenho atlético, através de
uma endoscopia dindmica, que revelou uma displasia do quarto arco branquial, condigao
que poderia inibir a capacidade do animal de respirar adequadamente durante o esforgo

fisico.

Além disso, houve um desafio com um potro macho que apresentava hérnia inguinal
recorrente. Apos tentativas de redugao manual por meio de massagem inguinal e
assisténcia com ecografia abdominal, foi necessaria uma intervengao cirurgica para corrigir

o problema.

Por dltimo, tratou-se uma égua com laminite, uma condigao dolorosa e debilitante que
afeta os cascos equinos, exigindo cuidados intensivos e tratamento especializado para

aliviar o desconforto e prevenir complicagoes adicionais.

Estes casos exemplificam a complexidade e a variedade de desafios encontrados na
enfermagem veterindria equina, destacando a importancia de uma abordagem
multidisciplinar e individualizada para cada paciente. A experiéncia adquirida durante este
estagio foi inestimavel para o desenvolvimento profissional inicial, aprimorando a

compreensao das condigoes médicas e cirurgicas comuns em equinos.
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Resumo

A piroplasmose equina é uma doenga parasitaria transmitida por carragas, causada pelos
protozoarios Babesia caballi, Theileria equi e pela nova espécie Theileria haneryi,
manifestando-se clinicamente com uma ampla variedade de sintomas, que podem ir desde
formas subclinicas a formas graves, como febre, anemia hemolitica, ictericia e insuficiéncia
renal. A gravidade da infecao depende da espécie do parasita e da resposta imunologica
do hospedeiro, sendo que animais infetados podem tornar-se reservatorios a longo prazo;
Babesia caballi pode autolimitar-se ao fim de quatro anos, enquanto Theileria equi pode
persistir durante toda a vida do equino. A disseminagao da doenga é condicionada pela
distribuicao dos vetores, condigoes ambientais e presenca de hospedeiros suscetiveis,
tendo um impacto econdmico significativo, especialmente em zonas endémicas, onde o
comércio de equideos pode ser prejudicado. O diagnostico precoce é fundamental para
o controlo da doenga e a prevencao de complicagoes graves, sendo que métodos
moleculares como a reagao em cadeia da polimerase (PCR) e o ensaio de imunoabsorg¢ao
enzimatica (ELISA) demonstram ser mais eficazes na detecao precoce e precisa dos
parasitas, comparativamente as técnicas tradicionais, como a observacao de esfregagos
sanguineos. Este estudo, desenvolvido na Faculdade de Medicina Veterinaria da
Universidade de Lisboa durante o estagio realizado entre 12/02/2024 e 10/06/2024, teve
como objetivo investigar a piroplasmose equina integrando dados hematologicos, com
uma analise a 28 equideos, dos quais 6 testaram positivo para Theileria equi e O para Babesia
cabdlli. Os animais foram divididos em dois grupos (positivos e negativos para
piroplasmose), e as médias dos parametros hematologicos de ambos foram comparadas.
As alteragoes hematoldgicas nos equideos infetados incluiram um aumento discreto dos
neutréfilos e uma leucopénia acentuada. Esta analise das alteragoes hematoldgicas visa
melhorar o diagndstico e contribuir para o desenvolvimento de estratégias mais eficazes
de tratamento e prevengao, promovendo um controlo mais eficiente da piroplasmose

equina.
Palavras-chave: Piroplasmose equina, Babesia caballi, Theileria equi, Carragas, Diagnodstico

molecular, PCR, ELISA, Alteragoes hematolodgicas.
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Abstract

Equine piroplasmosis is a tick-borne parasitic disease caused by the protozoa Babesia
caballi, Theileria equi and the new species Theileria haneryi. It manifests clinically with a
wide variety of symptoms, which can range from subclinical to severe forms such as fever,
haemolytic anaemia, jaundice and kidney failure. The severity of the infection depends on
the species of parasite and the host's immune response, and infected animals can become
long-term reservoirs; Babesia caballi can self-limit after four years, while Theileria equi can
persist throughout the equine's life. The spread of the disease is conditioned by the
distribution of vectors, environmental conditions and the presence of susceptible hosts,
and has a significant economic impact, especially in endemic areas, where the equine trade
can be jeopardised. Early diagnosis is fundamental for controlling the disease and
preventing serious complications. Molecular methods such as polymerase chain reaction
(PCR) and enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) have proved to be more effective
in detecting parasites early and accurately than traditional techniques such as looking at
blood smears. This study, carried out at the Faculty of Veterinary Medicine of the
University of Lisbon during my internship between 12/02/2024 and 10/06/2024, aimed to
investigate equine piroplasmosis by integrating haematological data, with an analysis of 28
horses, 6 of which tested positive for Theileria equi and 0 for Babesia caballi. The animals
were divided into two groups (positive and negative for piroplasmosis), and the averages
of the haematological parameters of both were compared. Haematological changes in the
infected horses included a slight increase in neutrophils and marked leukopenia. This
analysis of haematological changes aims to improve diagnosis and contribute to the
development of more effective treatment and prevention strategies, promoting more
efficient control of equine piroplasmosis.

Keywords: Equine piroplasmosis, Babesia caballi, Theileria equi, Ticks, Molecular diagnosis

Molecular diagnosis, PCR, ELISA, Haematological changes.
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Abreviaturas, Siglas e Acronimos

CMSP — células mononucleares do sangue periférico

DTV — As doengas transmitidas por vetores.

DL50 — Dose Letal Para 50% Dos Casos.

EDTA — Acido Etilenodiamino Tetra-Acético.

ELISA — Ensaio de Imunoabsor¢ao Enzimatica.

IFI — imunofluorescéncia indireta

INIAV — Instituto Nacional de Investigagao Agraria e Veterinaria.
PE — Piroplasmose Equina.

gPCR — Reagao em Cadeia da Polimerase Quantitativa.

WOAH — Organizagao Mundial De Saude Animal.
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|. Introducao e Objetivos

|.l. Introducao

A piroplasmose equina (PE) é uma doenga parasitaria transmitida por vetores, , sendo
as as carragas dos géneros Rhipicephalus, Dermacentor, Hyalomma, Ixodes e Amblyomma
as de maior relevancia. Esta doenga representa uma preocupagao consideravel para a
salide dos equinos a nivel mundial. E causada por parasitas protozoarios como Babesia
caballi, Theileria equi de distribuigao mundial e a recentemente identificada Theileria haneyi
nos Estados Unidos, nao tendo sido registados casos na Uniao Europeia até a data (Wise
et al,, 2014). A propagacao da doenga ¢ afetada pela distribuicao geografica dos vetores
naturais, pelas condiges ambientais que suportam a sua sobrevivéncia e pela presenga
de hospedeiros suscetiveis, particularmente equinos nao imunizados (Scoles & Ueti,
2015). Os cavalos infetados podem servir de reservatorios para B. caballi durante varios
anos. A investigagao sugere que a doenga pode tornar-se autolimitada apos quatro anos
de infegao, ao passo que os cavalos infetados com T. equi podem permanecer infetados

durante toda a vida (Zweygarth et al., 2002).

A piroplasmose equina é uma preocupagao constante para os criadores, veterinarios e
tratadores de cavalos devido ao seu impacto no bem-estar dos animais, implicagoes
economicas e performance desportiva. A presenca da doenga em areas endémicas
complica ou mesmo impede a venda de cavalos, tanto a nivel nacional como internacional
(Wise et al.,, 2014). A doenga pode manifestar-se desde uma forma clinica grave a casos
subclinicos em que os sinais clinicos sao minimos ou inexistentes. Os casos podem variar
de agudos a subagudos, crénicos e assintomaticos. As manifestagoes clinicas podem
incluir febre, anemia hemolitica, ictericia, trombocitopenia, leucopenia, insuficiéncia renal
e outras anomalias relacionadas com as células sanguineas. Foram documentados casos
de transmissao trans-placentaria de éguas para potros, que podem resultar em aborto

ou morte peri-natal se nao forem diagnosticados e tratados rapidamente (Riegg et al.,

2020).

Nos casos subclinicos, os animais podem estar infetados sem apresentarem sinais clinicos
obvios, o que torna o diagnéstico e as medidas de controlo particularmente dificeis. A
detecado rapida e sensivel da doenca é crucial para gerir os surtos a nivel regional e para

prevenir o seu aparecimento em areas nao endémicas (Scoles & Ueti, 2015).
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Uma compreensao abrangente das alteragoes hematoldgicas na piroplasmose equina é
crucial nao s6 para o diagnostico e monitorizagao da doenga, mas também para fornecer
informagoes sobre a resposta imunitaria do hospedeiro ao parasita, a progressao e a
gravidade da infegao, além de contribuir para o desenvolvimento de estratégias eficazes
de prevencao, diagnostico e tratamento (Zweygarth et al., 2002). A dinamica de
transmissao, a epidemiologia, e a suscetibilidade ao tratamento variam consoante o
hemoparasita especifico envolvido, sendo que o diagnodstico precoce desta doenga é vital
para orientar intervengoes terapéuticas adequadas e minimizar o risco de complicagoes
graves. Recentemente, os métodos de diagnostico molecular tornaram-se instrumentos
inestimaveis para a detegao precoce de infegoes e para a diferenciagao precisa entre as
espécies Babesia cabadlli e Theileria equi, permitindo nao so6 a identificagao da presenga do
parasita, mas também a avaliagao da diversidade genética dentro das populagoes do
parasita e a sua relagdo com a resisténcia ao tratamento, facilitando assim uma
compreensao mais profunda da epidemiologia e patogénese da piroplasmose equina

(Scoles & Ueti, 2015).

Estes avangos contribuem para uma identificagao mais rapida e exata das infegoes e
podem fornecer informagoes valiosas sobre a distribuicao geografica das espécies de
parasitas e a prevaléncia da doenga em varias regioes (Scoles & Ueti, 2015). A detegao
direta de parasitas através de esfregagos de sangue, biopsias de linfonodos ou exames
histolégicos também pode ajudar na detecao rapida; no entanto, este método tem
limitagoes significativas e nao é tao fidvel como a PCR ou o ELISA, sendo este ultimo

considerado o teste de referéncia pela WOAH (Wise et al., 2014).

|.2. Obijetivos

Este estudo tem como objetivo explorar nao sé o diagndstico molecular da piroplasmose
equina, mas também as alteragcoes hematologicas associadas. Ao tentar identificar
padroes de alteragoes em cavalos com doenga clinica e subclinica através de uma
abordagem interdisciplinar, pretendemos melhorar a compreensao atual da
epidemiologia, patogénese e impacto clinico desta doenca. Ao integrar dados
moleculares e hematologicos, esta investigacao contribuira para o desenvolvimento de
estratégias mais eficazes de diagnostico, tratamento, controlo e prevencao. Deste modo,

os objetivos especificos sao:
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* Determinar, através de técnicas moleculares, a infecao por Theileria equi e Babesia

caballi num grupo de animais admitidos no Hospital Veterinario da Faculdade de

Medicina Veterinaria;

* Analisar, determinar e comparar as alteragoes hematologicas nos varios grupos

de animais;
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2. Revisao Bibliografica
2.1.Nota historia.

A doenga foi documentada pela primeira vez em 1883 por Wiltshire, que a denominou
"febre do carbunculo" em cavalos (Wiltshire, 1883). Em 1901, Arnold Theiler distinguiu
a pleuropneumonia equina da piroplasmose equina (De Waal & Potgieter, 1987). Nesse
mesmo ano, Laveran identificou o parasita como Piroplasma apds o ter descoberto no
sangue de cavalos (Laveran, 1901), por esfregago sanguineo como podemos observar na

Figura I.
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FIGURA | - ESFREGAGCO SANGUINEO DE THEILERIA EQUI (A) E BABESIA CABALLI (B)

(Nizoli, L. Q, 2016)

De seguida, foram identificadas duas variantes diferentes, classificando-se como
Piroplasma equi e Piroplasma caballi. No entanto, Piroplasma equi foi posteriormente
reclassificado como Theileria equi, com base nas suas caracteristicas genéticas e ciclo de

vida, enquanto Piroplasma caballi passou a ter o nome Babesia caballi (Salim et al., 2010).

Ha indicagdes de que a doenga pode ter sido observada em animais na Indochina
Francesa e na Sardenha, em lItélia, no inicio do século XIX (Schein, 1917). Os primeiros
relatos de casos no Hemisfério Ocidental ocorreram em 1913 e 1917, no Canal do
Panama e em Barbados, respetivamente. Inicialmente, o parasita foi classificado como
Piroplasma equi devido a sua semelhanga com infe¢oes de malaria humana (Theiler, 1903;

Sumbria, Moudgil, & Singla, 2014). Desde entao, foram documentados casos em varias

12
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regioes do mundo (Battsetseg et al., 2002; Apanaskevich & Horak, 2008; Onyiche et al.,
2019). Eventualmente, reconheceu-se que dois agentes patogénicos distintos estavam
envolvidos (Bhoora et al., 2010; Scoles & Ueti, 2015).

Desde a sua descoberta (Laveran, 1901), a taxonomia destes parasitas enfrentou varios
desafios, levando a multiplas renomeagoes e reclassificagoes. Atualmente, B. caballi é
reconhecido como uma "verdadeira Babesia", enquanto T. equi foi categorizado como
Theileria com base no seu estagio de vida extra-eritrocitario em linfécitos e na auséncia
de transmissao transovariana em carragas (Mehlhorn & Schein, 1998). Investigagoes
moleculares sugerem que a Theileria haneryi exibe caracteristicas tanto de Babesia quanto
de Theileria, potencialmente colocando-a entre os dois géneros (Allsopp et al.,, 1994;

Tirosh-Levy et al., 2020).

2.2. Taxonomia e ciclo de vida

A piroplasmose é uma doenga transmitida por carragas, causada pelos
hemoprotozoarios Theileria equi e Babesia caballi (Guidi, 2015), bem como pela espécie
recentemente identificada Theileria haneyi encontrada na América do Norte (Knowles et
al,, 2018), que ainda nao foi relatada na Europa (Knowles et al., 2018). Estes parasitas
sao classificados como organismos intracelulares obrigatorios, pertencentes ao filo

Apicomplexa, ordem Piroplasmida (Kappmeyer et al, 2012). Os géneros Theileria e
Babesia estao classificados nas familias Theileriidae e Babesiidae, respetivamente. As
espécies de parasitas responsaveis pela PE tém ciclos de vida que, embora complexos,
sao fundamentalmente semelhantes, apresentando, no entanto, algumas diferencas. Esses
ciclos incluem uma fase haploide assexuada e uma fase sexual diploide. O ciclo de vida
de T. equi e B. caballi foi descrito em detalhes por varios autores, incluindo Moltmann

(1983), Mehlhorn e Schein (1984), Schein (1988) e Zapf e Schein (1994).

Um ciclo de vida tipico dos apicomplexa destes dois géneros consiste em trés fases
distintas que ocorrem tanto no hospedeiro como nas carragas. Estas fases incluem: uma
fase de reproducio assexuada nas glandulas salivares (esporogonia), uma fase de
reprodugao assexuada no hospedeiro vertebrado (merogonia ou esquizogonia), e uma
fase de reproducao sexual que envolve a formagao e fusio de gametas no intestino da
carraga (gametogonia) (Ueti & Knowles, 2018). Além disso, T. equi engloba uma fase

adicional, na qual ocorre multiplicagao extraeritrocitica, resultando num total de quatro
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fases no seu ciclo de vida, que inclui a esquizogonia que ocorre nas células

mononucleares do sangue periférico (CMSP) (Onyiche, 2019).

Quando os vetores adequados ingerem sangue com eritrocitos infetados, o parasita
sofre uma transformagao nas suas formas sexuais no limen do intestino médio. Os
gametas fundem-se entdo para criar um zigoto diploide, que penetra nas células epiteliais
do intestino médio e se desenvolve em oocinetes (zigotos moveis) (Mehlhorn & Schein,
1998). No caso do T. equi, estes oocinetes saem das células epiteliais do intestino médio
e navegam através da hemocélio da carraga, acabando por chegar as glandulas salivares,
onde sofrem meiose para se transformarem em esporozoitos haploides. Estes
esporozoitos, que sao a forma infeciosa para os cavalos, e sao libertados na saliva durante
o processo de alimentagao da carraga, ocorrendo assim a transmissao biologica (Schein,

1917) (Ueti, Palmer, Kappmeyer, Statdfield, Scoles, & Knowles, 2005) (Figura 2).
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FIGURA 2 - CICLO DE VIDA DE THEILLERIA EQUI

(Diaz-Sanchez et al., 2020)
Em contrapartida, na B. cabadlli, os oocinetes infetam varios 6rgaos internos da carraga a

medida que se deslocam através da hemolinfa, incluindo os ovarios, permitindo a

transmissao vertical ao infetar os ovos da carraga (Figura 3).
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FIGURA 3 - CICLO DE VIDA DE BABESIA CABALLI

(Diaz-Sanchez et al., 2020)

Da mesma forma que na T. equi, os oocinetos, também invadem as glandulas salivares.
No caso da reproducao assexuada do T. equi, esta ocorre inicialmente nos linfocitos,
onde se multiplicam assexuadamente para formar esquizontes e, por fim, merozoitos.
Estes merozoitos sao entao libertados na circulagao sistémica e comegam a invadir os
eritrécitos, um processo partilhado por ambos os parasitas (Tamzali, 2013), resultando
na aparéncia distinta em forma de gota das fases intra-eritrocitarias destes parasitas
(merozoitos). A replicagio dentro dos eritrocitos resultara na lise celular e na
subsequente libertagao de merozoitos, que depois invadem novas células-alvo (Scoles &
Ueti, 2015; Tirosh-Levy et al., 2020).

Os eritrécitos infetados que circulam na corrente sanguinea podem ser consumidos
durante a alimentagao por ixodideos, aumentando significativamente a populagao de
vetores naturais capazes de transmitir a doenga. Apos a ingestao de merozoitos de B.
caballi e/ou merozoitos e gametdcitos de T. equi, algumas dessas formas persistem no

abdomen das carracas e sofrem reproducio assexuada em gametocitos, que
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posteriormente se reproduzem sexualmente, formando zigotos (Rothschild, 2013). Este

processo inicia novamente o ciclo.

2.3.Vetores e transmissao

As carragas servem como hospedeiros para T. equi e B. caballi, uma vez que os parasitas
completam o seu desenvolvimento sexual dentro da carraga, cumprindo assim o seu
ciclo de vida. Esta relagao esta intimamente entrelagada e coadaptada, o que significa que
a associagao vetor-hospedeiro € limitada a algumas poucas espécies de carragas que sao
competentes (Mehlhorn & Schein, 1984; Zapf & Schein, 1994). Dada a importancia desta
relagao vetorial na epidemiologia destes parasitas, enfatizamos o entendimento atual da
ecologia das carragas relacionada com estes patogenos equinos transmitidos por
carragas, focando-nos na transmissibilidade das carragas e explorando possiveis medidas

de controlo para mitigar a sua propagagao (Scoles & Ueti, 2015).

Ao examinar uma doenga transmitida por vetores, uma perspetiva eco-epidemiologica é
essencial para uma compreensao completa de como o patogeno circula entre as
populagoes. O leque de hospedeiros da piroplasmose equina (PE) inclui cavalos, burros,
mulas e zebras. Diversos estudos epidemiologicos tém-se concentrado na prevaléncia
de PE em equideos, dando maior énfase aos cavalos em comparagao com burros e mulas

(Onyiche et al,, 2019; Fuehrer et al., 2020).

Consequentemente, a PE representa uma preocupagao significativa para a saude animal
e resulta em perdas econdmicas substanciais para a industria equina, incluindo a
diminuicao do desempenho dos cavalos, os custos de tratamento e a exigéncia de
resultados negativos em testes de diagnostico para exportagoes internacionais de
cavalos (Camino et al., 2020). Assim, a PE é uma grande preocupagao para todo o setor
equino, exigindo medidas globais para controlar a propagagao da doenga, especialmente
porque atualmente nao existe uma vacina disponivel para prevenir infegoes causadas por
B. cabdlli e T. equi. As carragas desempenham um papel crucial na manutengao da
estabilidade e na transmissao natural dos piroplasmas associados a piroplasmose equina.
A distribuicao global e a propagacao desta doenga dependem da presencga de vetores
competentes que possam transportar estes patogenos. Varios esfor¢os tém sido feitos
para identificar as espécies de carragas que sao capazes e, portanto, responsaveis pela
transmissao dos parasitas da piroplasmose equina em equideos (Rothschild, 201 3; Scoles

& Ueti, 2015; Walker, Keirans, & Horak, 2005).
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Seis géneros foram considerados como possiveis vetores competentes para B. caballi, T.
equi, ou ambos: Amblyomma, Dermacentor, representado na figura 5, Ixodes,

Haemaphysalis, Hyalomma, representado na figura 4, e Rhipicephalus, representado na

figura 6, (Scoles & Ueti, 2015) e mais de 30 espécies de carragas (Allsopp, Lewis, &
Penzhorn, 2007)

&5
Figura 5 — Exemplar de Dermacento FIGURA 4 — Exemplar de Hyaloma
(ESCCAP UK & Ireland, 201 1) (ESCCAP UK & Ireland, 211)

Figura 6 - Exemplar de Rhipicephalus
(ESCCAP UK & Ireland, 201 1))

No entanto, ha literatura que apoia a nogao de existirem espécies adicionais de carragas
envolvidas (Onyiche et al., 2019), considerando que a maioria das pesquisas realizadas

se concentrou em carragas com uma forte associagao aos equideos, resultando em
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informagoes limitadas ou inexistentes sobre outras espécies. As carragas dos géneros
Hyalomma, Dermacentor e Rhipicephalus sao reconhecidas como vetores biologicos de T.
equi e B. caballi (De Waal, 1992; Stiller, Goff, Johnson, & Knowles, 2002). Outros géneros
de carragas, como Amblyomma, Haemaphysalis e Ixodes, sao considerados vetores
potenciais, embora isso ainda nao tenha sido confirmado (Scoles & Ueti, 2015). A
manutengao estavel de qualquer parasita dentro de um ciclo de transmissao endémico
natural nao pode ocorrer sem vetores. Consequentemente, a distribuicao global da
piroplasmose equina (PE) esta intimamente associada a distribuicao de carragas vetoras

competentes (Zapf & Schein, 1994).

Para compreender a transmissao de doengas transmitidas por vetores, é essencial

distinguir entre competéncia vetorial e capacidade vetorial.

Competéncia vetorial refere-se a capacidade da carraga de transmitir um patégeno, o
que ocorre quando o parasita é capaz de se desenvolver e/ou propagar dentro do vetor.
Em contraste, capacidade vetorial mede a eficiéncia geral da transmissao, incorporando
varios fatores adicionais. Para que uma carraga seja um vetor eficaz, deve possuir
competéncia vetorial e uma combinagao de outros fatores que contribuem para a sua
capacidade vetorial (Rosa e Pugliese, 2007). Sem competéncia vetorial, a transmissao nao

pode ocorrer.

Devido as variagoes nos seus ciclos de vida, os dois parasitas utilizam métodos distintos
de transmissao como demonstrado figura 7 (Scoles & Ueti, 2015). A transmissao pode
ocorrer por via transplacentdria, transstadial ou intrastadial. No caso de T. equi, as
infecoes in Utero podem levar a abortos, nascimentos de potros mortos ou potros vivos
com piroplasmose neonatal (Allsopp et al., 2007). Transmissoes verticais de infegoes por
Theileria equi foram documentadas por varios pesquisadores em cavalos de paises como
Africa do Sul, Trinidad e india (Chhabra et al., 2012), bem como em mulas no Brasil
(Frangoso et al., 2018). Esta transmissao € influenciada pela genética individual do cavalo
ou estirpe (Wise et al, 2013). A transmissao transplacentaria de Babesia cabadlli foi
reportada apenas em Trinidad (Sant et al., 2016). Assim, segundo o conhecimento dos
autores, este pode representar o primeiro relato de transmissao transplacentaria de B.
caballi na Europa, observado exclusivamente através de protocolos de PCR em tempo

real (Bartolomé del Pino et al., 2023).
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FIGURA 7 - ROTAS DE TRANSMISSAO POSSIVEIS DA PIROPLASMOSE EQUINA
(Scoles & Ueti, 2015)

Por outro lado, B. cabdlli é tipicamente transmitida por via transovarial, onde a infegao
migra do intestino médio para os ovarios, infiltrando os ovos e, consequentemente, a
prole, embora também se observe transmissao intrastadial. As diferengas nos ciclos de

vida levam a padroes distintos de endemicidade para cada espécie de parasita.

Em regices endémicas, os animais frequentemente encontram ambos os parasitas desde
uma idade jovem, desenvolvendo subsequentemente imunidade. A infecao por T. equi
geralmente persiste ao longo da vida do animal, levando a uma prevaléncia crescente
com a idade. Em contraste, a prevaléncia de B. caballi nao se correlaciona com a idade e
€ mais alta em animais mais jovens (De Waal, 1992; Scoles & Ueti, 2015; Tirosh-Levy et
al., 2020). Globalmente, T. equi tem uma prevaléncia maior do que B. cabdlli (Prasad,
Kumar, & Kumar, 2019), o que pode ser atribuido a variagoes na biologia dos vetores e

diferengas na persisténcia do parasita no hospedeiro equino (Scoles & Ueti, 2015).

Segundo Bravo-Barriga et al. (2022), o principal modo de transmissao de B. cabdlli é
através da disseminagao transovarial pelos vetores, enquanto para T. equi, a transmissao
transplacentaria pode ocorrer, tornando os animais infetados os principais veiculos de

disseminagao da doenca (Bravo-Barriga et al.,, 2022).
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Além disso, a transmissao iatrogénica pode ocorrer através da reutilizagao de agulhas
ou materiais contaminados com o sangue de animais infetados, embora este modo de
transmissao seja raro e estudos sugiram que nao contribui significativamente para a

propagacao da doenga; no entanto, continua a ser um fator a considerar (Bajer et al,,

2022).

O local primario de infestagio é a regido perineal, na crina e entre os membros
posteriores, embora também possa se fixar no diverticulo nasal, na cavidade auricular

(Labruna et al., 2002).

A elevada concentracao de ectoparasitas observada na figura 8 representa uma

ocorréncia rara.

Figura 8 - Principais regioes de ocorréncia dos ixodideos: A- Pavilhdao
auricular, B — Regiao perineal, C — Regido da Crina

(Labruna et al., 2002)
Todas as espécies equinas sao suscetiveis a infecao, embora haja poucos relatos clinicos

da doenga em burros, mulas e zebras (Tamzali, 2013; Barros et al, 2018). A doenca

cronica é principalmente documentada em burros (Tirosh-Levy et al., 2020).
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2.4.Epidemiologia

A medida que as doengas transmitidas por vetores (VBD) tém sido cada vez mais
relatadas em cavalos a nivel global (Brown & Torres, 2008), varias VBDs equinas tém
uma importancia zoonotica, com os cavalos a atuarem potencialmente como sentinelas
para infe¢oes humanas. Apesar da sua distribuicao cosmopolita, T. equi, B. caballi e os
seus vetores naturais sao endémicos em climas tropicais e subtropicais (de Waal, 1992),
especialmente no sul da Europa, Médio Oriente, Asia, Africa e América Latina
(Organizagao Mundial de Saide Animal [OIE], 2018). Nas regioes endémicas, infe¢coes
latentes, com ambos os parasitas, sao frequentemente observadas em cavalos, tornando
os portadores assintomaticos uma fonte de infecao capaz de transmitir a doenga
(Chauvin et al., 2009). A piroplasmose equina é reconhecida como endémica em varios
paises de Africa, Asia e Américas (Onyiche, Taioe, et al., 2020; Rothschild, 2013),
especialmente na bacia do Mediterraneo, na Europa (Camino et al., 2018; Zanet et al,,
2017). Esta ampla distribuicao é provavelmente sustentada, em parte, pelo movimento

internacional de animais cronicamente infetados.

Estima-se que 90% da populagao global de cavalos resida em areas endémicas de PE, o
que levou a realizagao de numerosos estudos sobre a ocorréncia, prevaléncia, fatores
de risco e caracteristicas destes parasitas em varias regioes do mundo. Nessas areas
endémicas, a maioria dos equideos é exposta ao agente patogénico desde o primeiro
ano de vida, com uma taxa de mortalidade associada que varia entre 5% e 10%. Por
outro lado, a introducao de cavalos infetados em regides nao endémicas onde existem
vetores competentes (Joao Gil de Barros, 2018) frequentemente resulta em taxas de
mortalidade superiores a 50% (Rothschild, 2013), uma vez que a distribuicao e
disseminagao de patogenos transmitidos por vetores sao influenciadas pela presenga de
artropodes vetores competentes, ou seja, capazes de transmitir esses patogenos

(Fuehrer et al., 2020).

Com a globalizagao crescente da industria equina, surgiram preocupagoes sobre a
propagacao geografica da Piroplasmose Equina (PE) e a transmissao dos seus vetores
naturais em areas nao endémicas. Esta situagao € agravada pelas alteragoes climaticas,
medidas de monitorizagao insuficientes e as barreiras entre certos paises (Wise,

Kappmeyer, Mealey & Knowles, 2013).
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Em 2013, a populagao global de equideos domésticos era de cerca de |12 milhdes, com
muitos destes animais encontrados em paises em desenvolvimento onde sao
amplamente utilizados como animais de trabalho. Notavelmente, cerca de 23,7% da
populagio equina doméstica mundial vive na Africa, onde frequentemente coexistem de
perto com reservatorios selvagens (Phipps & Otter, 2004; Silva et al., 2017). Embora a
PE seja significativamente relevante em regioes onde os cavalos ainda sao uma fonte
critica de forga de tragao, o seu impacto econdémico principal reside nas implicagoes
para o movimento internacional de cavalos para fins comerciais e participagao em
eventos desportivos globais (Bartolomé del Pino, Meana, Zini, & Cersini, 2023).

Os paises que afirmam ter status livre de PE impoem restrigoes a entrada de cavalos
infetados com base em testes soroldgicos. Tirosh-Levy, Gottlieb, Fry, Knowles e
Steinman (2020) realizaram uma analise da prevaléncia global da piroplasmose equina e
da sua distribuicao pelos continentes. Este estudo baseou-se numa média ponderada da
prevaléncia relatada, derivada de artigos relevantes que abrangeram os anos de 2000 a
2019. A andlise foi realizada separadamente para cada parasita, fornecendo dados que

facilitaram a criagao de mapas de distribuicao representados nas Figuras 9 e 10.
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FIGURA 9 - MAPA MUNDIAL DE OCORRENCIA DE T. EQUI. DADOS EPIDEMIOLOGICOS
PUBLICADOS ENTRE 2000 E 2019. Endémica: MAIS DE 30%, PREVALENTE: 10-29%,
ESPORADICA: MENOS DE 10% OU SURTOS SINGULARES (Onyiche et al., 2019)
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Figura 10 — Mapa Mundial de ocorréncia de B. caballi. o mapa foi construido com
base em dados epidemiolégicos publicados entre 2000 e 2019. Endémica: mais de
30%, prevalente: 10-29%, esporadica: menos de 10% ou surtos singulares.
(Onyiche et al., 2019)

Embora os dados sobre a prevaléncia da Piroplasmose Equina (PE) em Portugal sejam
limitados, estima-se que tenha permanecido relativamente estavel nas ultimas décadas,
variando entre 45% e 65% da populagao equina. Isto posiciona o pais como tendo um
status endémico para a doenga (Sabino-Serra, da Fonseca, de Carvalho &
CarvalhoVarela, 1993; Vinhas, 2014). A piroplasmose equina esta amplamente distribuida
e continua a expandir-se para regides mais temperadas que anteriormente eram
consideradas livres do parasita (Tirosh-Levy, Gottlieb, Fry, Knowles, & Steinman, 2020).
De acordo com dados da Organizagao das Nagoes Unidas para a Alimentagao e a
Agricultura, aproximadamente 90% da populagio equina doméstica global (cavalos,
burros e mulas) reside em areas onde a doenga é endémica. Em regices endémicas, as
taxas de infecio em equideos domésticos frequentemente ultrapassam 60%, e em

algumas areas, mais de 90% dos animais estao infetados com um ou ambos os parasitas.

Existem casos documentados da doenga em humanos, particularmente na Franga,

Alemanha e Reino Unido (Hildebrandt et al., 2021). A abordagem One Health tem sido
utilizada na investigacao desta doenga (por exemplo, Sevestre et al.,, 2021; Markowicz et
al,, 2021). Observagoes atuais indicam uma crescente exposi¢cao dos humanos na Europa,
atribuida ao aumento da proximidade com os vetores e ao crescente numero de

portadores assintomaticos (Bajer et al., 2022).
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2.5.Sinais clinicos e resposta do sistema imunitario.

Os sintomas clinicos associados a ambas as infegoes parasitarias apresentam
semelhangas, variando desde casos assintomaticos até manifestagoes agudas, subagudas
e cronicas. Em casos graves, a infegao pode ser fatal. No entanto, estudos sugerem que
T. equi tende a exibir maior agressividade em relagao ao hospedeiro. A maioria dos
cavalos infetados permanece assintomatica (Bajer et al., 2022). Ha uma evidéncia
crescente de que a co-infegao com B. cabdlli e T. equi, juntamente com outras doengas
transmitidas por carragas, pode agravar o curso da doenga em individuos afetados
(Tirosh-Levy et al, 2020). A infecao manifesta-se com graus variados de anemia
hemolitica, insuficiéncia multiorganica e sinais sistémicos associados, figura Il (Reed,

Bayly, & Sellon, 2017; Bravo-Barriga et al., 2022).

Figura || - Exemplos de sinais clinicos da PE.

A forma cronica da piroplasmose equina é mais comumente observada em burros do
que em cavalos, apresentando-se como uma redugao no apetite e perda de peso. No
entanto, tanto em cavalos quanto em burros, foram reportados casos de aborto e
mortalidade neonatal (De Waal & van Heerden, 2004; Laus et al., 2015; Nadal, Bonnet,
& Marsot, 2021).

A doenca aguda é caracterizada por sintomas como febre, mal-estar, diminuicao do
apetite, aumento das taxas cardiaca e respiratoria, anorexia, obstipacao seguida de
diarreia, taquicardia, petéquias, esplenomegalia, trombocitopenia e anemia hemolitica,
que pode levar a hemoglobindria e ictericia (Rothschild, 2013; Wise, Kappmeyer, Mealey,

& Knowles, 2013).

A anemia hemolitica autoimune e a hemdlise intravascular resultam da infecio dos

eritrécitos pelos parasitas. Durante esta infecao, ocorrem alteragoes na estrutura das
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proteinas da membrana das células vermelhas do sangue, bem como mudangas no
conteudo lipidico, levando a redugao do fluxo sanguineo nos pequenos vasos (Wise,

Kappmeyer, Mealey, & Knowles, 2013).

Este processo também leva ao aumento dos niveis de subproduto da peroxidagao
lipidica, que contribuem para a acumulagao de ides oxidativos, causando mais danos as
células vermelhas do sangue e resultando na sua rotura (hemolise) (Ambawat, Malhotra,
Kumar, & Dhar, 1999). A hemolise continua desencadeia uma série de eventos, incluindo
redugao do volume sanguineo, presenca de hemoglobina na urina (hemoglobindria) e
coloragao amarela da pele e mucosas (ictericia). Estes efeitos estaio comumente

associados a infegao por T. equi.

Por outro lado, na infecao por B. cabdlli, ocorre obstrugcao dos pequenos vasos
sanguineos devido a agregacao de células vermelhas do sangue parasitadas. Além disso,
a infegao por ambos os parasitas esta associada a trombocitopenia, caracterizada por
niveis reduzidos de plaquetas no sangue e tempos de coagulagao prolongados (Allen,
Frerichs, & Holbrook, 1975). Embora os mecanismos exatos permane¢am pouco claros,
acredita-se que a trombocitopenia possa resultar da destruicao das plaquetas pelo
sistema imunitario ou da sua retengao no baco (Wise, Kappmeyer, Mealey & Knowles,

2013).

O quadro agudo da doenga é marcado por anemia hemolitica de gravidade variavel e

sinais clinicos pouco especificos. Como demonstrado na figura 2.
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Figura 12 - Esquema da patogenia do quadro Agudo da PE
(Rothschild, 2013)
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No entanto, muitos dos animais infetados manifestam uma doenca subclinica, tornandose
portadores assintomaticos que servem como reservatorios para a transmissao da

infecdo a animais nao infetados (Rothschild, 2013).

A resposta do sistema imunologico as infe¢coes por T. equi e B. cabdlli é crucial para o
controlo da doenga e para a manutengao do estado de portador assintomatico. A
resposta imunologica dos equinos a infegdo por estes protozoarios € complexa e
abrangente. Em regioes onde a piroplasmose equina é endémica, a baixa parasitémia nos
animais favorece uma estimulagao continua do sistema imunoldgico, aumentando a
resisténcia ao aparecimento de sintomas clinicos (Tamzali, 2013). Os anticorpos sao
detetados entre 7 a | | dias apos a infegao, atingindo um pico entre 30 e 54 dias apos a

infecao.

Apos ainfegao por T. equi ou B. caballi, os cavalos desenvolvem uma imunidade protetora,
tornando-se portadores, embora possam permanecer assintomaticos enquanto o
sistema imunoldgico controla a parasitose (Rothschild, 2013). Nao ha imunidade cruzada
entre os parasitas, o que permite a coexisténcia de infe¢oes (Maurer, 1962). A imunidade
inata, envolvendo macrofagos, neutrofilos e células natural killer (NK), desempenha um
papel vital, embora o mecanismo preciso de controlo dos parasitas permanega

incompletamente compreendido (Ahmed, 2002).

A resposta imunoldgica adaptativa é essencial, particularmente contra T. equi, embora as
fungoes especificas das células T e B nao estejam totalmente esclarecidas (Knowles et
al., 1994). Além disso, existe uma correlagao direta entre os niveis de anticorpos e a
quantidade de parasitas na corrente sanguinea dos cavalos infetados com T. equi. A
imunoglobulina G equina desempenha um papel significativo na resposta imunitaria, com
varias subclasses aumentando durante diferentes estagios da infecao por T. equi (Cunha
et al, 2006). A imunidade protetora contra B. caballi ¢ menos bem compreendida,
embora pareca que a imunidade mediada por células e as citocinas desempenham um
papel importante (Wise et al,, 2013). Os anticorpos maternos oferecem protecao para
os potros jovens, mas a sua diminui¢ao torna os potros vulneraveis a infecao (Onyiche

etal, 2019).
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2.6.Profilaxia e Tratamento
Na sua investigagao inicial sobre a piroplasmose equina (PE), Zasukhin (1935) propos

métodos para gerir infestagoes de carragas, incluindo a imersao de cavalos em solugoes
acaricidas, a queima de pastagens e a utilizagao de gado antes da colocagao de equinos
em pastagens com o objetivo de diminuir a disponibilidade dos vetores para infetarem
equideos. Também enfatizou a importancia da vigilancia epidemiologica na compreensao

da distribuicao da PE e na identificagao de areas endémicas (Scoles & Ueti, 2015).

A vigilancia engloba a recolha de dados sobre a prevaléncia da doenga e a monitorizagao
dos vetores. A monitorizagao ativa de carragas em regioes endémicas € crucial para
identificar espécies de vetores, taxas de infecao e fatores de risco. Além disso, a vigilancia

passiva através de relatorios clinicos reforga estes esforgos.

As estratégias de controlo visam minimizar a exposicao dos equideos as carragas e
interromper o ciclo de transmissao, envolvendo a aplicagao de repelentes e praticas de
gestao sanitaria, tanto das infraestruturas que albergam como dos animais, a
monitorizagao regular da saide dos equinos e através da realizagao de exames clinicos
e testes laboratoriais que sao vitais para a dete¢ao precoce de infegdes e a prevengao
de complicagoes. Embora a vacinagao esteja disponivel em algumas regioes, a sua eficacia
pode variar, sendo recomendada principalmente em areas endémicas como parte de

uma estratégia de controlo.

O dipropionato de imidocarb é o medicamento mais comumente utilizado para o
tratamento da piroplasmose equina (Rothschild, 2013). O tratamento veterinario
sugerido envolve a administragao desta substancia, com dosagens e frequéncia ajustadas
ao tipo especifico de parasita. Segundo Frerichs e Holbrook (1974), a dosagem
recomendada para tratar B. caballi é de 2 mg/kg, administrada em duas doses espacadas
24 horas. Para T. equi, a dosagem é de 4 mg/kg, fornecida em quatro doses com intervalos

de 72 horas (Knowles, Hourrigan, & Holbrook, 1980; Onyiche et al., 2019)

A T. equi é considerado mais resistente ao tratamento em comparagao com B. cabadlli,
exigindo doses aumentadas e protocolos de tratamento mais longos (Hines et al., 2015).
Embora este medicamento seja a terapia preferida, possui limitagoes, como efeitos

secundarios como atonia intestinal, colica e toxicidade, que podem reduzir a sua eficacia
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em areas endémicas. Além disso, ha sinais de desenvolvimento de resisténcia ao

tratamento (Tirosh-Levy et al., 2020).

E crucial reconhecer que a dose maxima segura esta préxima da dose letal para 50% dos
casos (DL50), o que pode levar a toxicidade grave, incluindo mortalidade, especialmente
em burros, que sao mais suscetiveis do que os cavalos (Onyiche et al.,, 2019). Devido ao
risco de cdlica apds a administragao de 4 mg/kg de imidocarb dipropionato, é pratica
comum fornecer tratamento concomitante com flunixin meglumine ou buscopan para

mitigar estes efeitos adversos.

Embora seja geralmente viavel eliminar completamente o parasita, multiplos ciclos de
tratamento sao frequentemente necessarios (Schwint et al., 2009). Além disso, foram

observados casos de parasitas resistentes ao dipropionato de imidocarb (Hines et al,,

2015).

Diversos tratamentos alternativos tém sido investigados, mas os resultados tém sido
inconsistentes e variados. Estes incluem amicarbalide (De Waal, 1992), diminazene
aceturato (Wise et al., 2013) e oxitetraciclina (Zobba et al., 2008). Embora nao estejam
atualmente em uso, certos compostos mostraram eficacia em inibir o crescimento dos
parasitas da piroplasmose equina em estudos in vitro. Esses compostos incluem
clotrimazol, cetoconazol e clodinafop-propargil (Bork et al., 2003); artesunato,
pirimetamina e primaquina (Nagai et al., 2003); assim como cloridrato de nitidina e

camptotecina (Tayebwa et al., 2018).

2.7.Diagnostico

Sao utilizados varios métodos de diagnodstico, abrangendo técnicas serologicas,
moleculares assim como as técnicas classicas, cada uma com vantagens e desvantagens

distintas (Buscher & Otim, 2019).

No diagnéstico serologico, a identificagao de anticorpos especificos contra B. caballi e T.
equi é realizada utilizando métodos como o Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)
e o Indirect Inmunofluorescence Assay (IFA) (Salim et al., 2013). Estes testes sao preferidos
devido a sua capacidade de detetar infegSes cronicas e a sua elevada sensibilidade. No

entanto, também enfrentam desafios significativos, como o potencial de reatividade
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cruzada com outros agentes patogénicos e a dificuldade em distinguir entre infe¢oes

atuais e passadas, complicando o processo de diagnostico (Wise et al.,, 2014).

As técnicas moleculares, em particular a reagao em o PCR, provaram ser especialmente
eficazes no diagndstico da piroplasmose equina, proporcionando maior sensibilidade e
especificidade em comparagao com os métodos seroldgicos (Battsetseg et al., 2002). O
PCR permite a detegao direta do ADN do parasita em amostras de sangue, facilitando
a identificagao precoce de infe¢oes e a diferenciagao entre B. cabadlli e T. equi (Salim et
al,, 2013). Além disso, a PCR em tempo real, uma versao avangada da técnica, permite a
quantificagao da carga parasitaria, crucial para monitorizar a progressao da doenca e

avaliar a eficacia do tratamento (Terkawi et al., 201 1)

O método do esfregaco de sangue é uma abordagem de diagndstico tradicional que
envolve o exame microscopico de amostras de sangue para detetar a presenga de
parasitas (Blscher & Otim, 2019), continua a ser relevante, sobretudo em zonas com
recursos limitados. Embora seja uma técnica simples e econdmica, a sua sensibilidade é

frequentemente limitada, especialmente em casos de baixa carga parasitaria (Battsetseg

et al., 2002).
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3. Materiais e Metodos

3.1. Amostras
O procedimento experimental foi realizado com uma amostragem de 28 equinos,

constituida por 27 cavalos e | asinino, 7 fémeas (25%), e 21 machos (75%), e | asinino

macho.

Foram colhidas amostras de equideos que preenchiam um dos critérios de inclusao
previamente estabelecidos antes da condugao do estudo, com vista a andlise laboratorial

subsequente:

I) Cavalos que apresentavam sintomatologia associada a Piroplasmose Equina (PE).

2) Equinos assintomaticos suspeitos de PE devido a exposigao a vetores naturais em
regioes de alta endemicidade da doenga, cuja infegao foi posteriormente confirmada

por meio de andlise de Reagao em Cadeia da Polimerase Quantitativa (qPCR).

3) Cavalos com temperatura retal superior a 38,5°C nas ultimas 72 horas.
A recolha das amostras decorreu desde o dia 06/03/2024 a dia 02/05/2024.

As amostras sanguineas de todos os cavalos, incluidos neste estudo, foram submetidas a
hemograma. O sangue foi colhido das veias jugulares de cavalos que deram entrada na
Unidade de Equinos do Hospital Escolar da Faculdade de Medicina Veterinaria —

Universidade de Lisboa.

Foram recolhidas apenas amostras de cavalos que satisfaziam um dos critérios de
inclusao mencionados anteriormente. Foram retirados 3 ml de sangue, os quais foram
imediatamente colocados num tubo contendo acido etilenodiamino tetra-acético
(EDTA), devidamente identificado. Adicionalmente, foi conduzido um inquérito ao
veterinario responsavel pela colheita da amostra ou aos proprietarios dos equinos, com
o intuito de registar o sexo, idade, estado reprodutivo, condicoes de alojamento ou
maneio, histérico de viagens ou transporte, coloragao das mucosas no momento da
colheita, outros sinais clinicos presentes, bem como eventuais problemas médicos

prévios ou atuais.
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Foram realizadas colheitas de sangue para realizagao de esfregagos sanguineos, para
tanto, foram recolhidos 5 mL de sangue da veia jugular em tubo sem anticoagulante,
aguardou-se a formagao do coagulo, para a realizagao do esfregago pelo método de

esfregaco de sangue da veia jugular (Dantas et al. 201 I).

Todas as recolhas realizadas foram acompanhadas da realizagao de um hemograma, e os
dados foram colocados numa tabela para facilitar a sua analise e leitura. Para manter a
confidencialidade dos dados dos proprietarios os nomes dos animais incluidos no estudo

foram substituidos por cédigos numéricos.

3.2.Extracao e quantificacao de DNA

O procedimento experimental passou pela realizagao de extragao de DNA a partir de
amostras sanguineas, realizacgago de PCR para verificar a presenca de DNA

correspondente ao dos parasitas.

Para a realizacao da extracao de DNA foi utilizado o kit DNA Isolation kit da NZYtech
sendo que todo o procedimento e outras indicagoes do fabricante foram devidamente

seguidas.

Apos a realizagao das extragoes foi feita a medigao da concentragao de acido nucleico e
da pureza das amostras de acido nucleico com a utilizagao um espectrofotometro UVVIS

de varrimento spectral, Nanodrop.

3.3.PCR e Esfregacos sanguineos

Para identificagao molecular por PCR, utilizou-se o método descrito por Georges, 2001,
que amplifica a regiao hipervariavel V4 do gene 18S rRNA. A mistura de reagao PCR
utilizada continha todos os componentes necessarios para a amplificagao, incluindo
desoxinucleotidos (dNTPs), tampao de reacao e Taqg DNA Polimerase (NZYTaq MIX,
NZYTech, Portugal). Como controlos positivos da reagao foram utilizadas amostras

positivas a T. equi e B. caballi e como controlo negativo foi utilizada agua ultrapura.

Na etapa de preparagao de esfregagos sanguineos, foram empregues laminas de vidro
para a distribuicao uniforme das amostras de sangue. As pipetas de 3 mL foram utilizadas
para a aplicagao precisa das amostras e reagentes sobre as laminas. Para a coloragao dos
esfregacos, foi adotada a técnica de coloragao de Giemsa, utilizando azul de metileno e

eosina como corantes primarios, e etanol como fixador e agente de lavagem.
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3.4. Analise estatistica.
Na andlise estatistica foram calculadas as médias de cada parametro do hemograma, para

os dois grupos, o positivo para T. equi e o negativo para PE. De seguida as médias foram
comparadas entre si e com os valores de referéncia, e foram analisados os desvios para

perceber se eram desvios significativos Foi efetuada em Excel Microsoft.
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4. Resultados e Discussao

Com base nos hemogramas realizados ao longo do estudo, foi possivel compilar uma
tabela com todos os dados obtidos, conforme apresentado no Anexo |. A pesquisa
analisou um total de 27 equinos e | asinino. Entre os equinos, 6 testaram positivos para
a presenca de T. equi utilizando a técnica de PCR, o que corresponde a 21,42% do total
analisado. Em contraste, durante a realizagao do estudo nenhum dos animais testados
demonstrou, por PCR, infegao por B. cabadlli. O baixa nimero de casos observados nao
condiz com a prevaléncia conhecida da Piroplasmose Equina (PE) em Portugal, que se
estima ter permanecido relativamente estavel nas ultimas décadas, variando entre 45%
e 65% da populagao equina (Sabino Carvalho & Carvalho-Varela, 1993; Vinhas, 2014).
No entanto, esta discrepancia pode ser atribuida ao tamanho reduzido da amostra e ao
facto de serem amostras de animais admitidos no hospital veterinario por diversos

motivos, e nao a uma amostra aleatéria da populagao equina.

Embora o PCR tenha detetado a presenca de parasitas em alguns equinos, a analise de
esfregacos sanguineos nao revelou as formas tipicas da piroplasmose equina (PE). Esta
dificuldade pode ser explicada pela baixa parasitémia nos animais positivos, o que
frequentemente impede a detegao microscopica direta do parasita. Este aspeto pode
indicar que existe uma estratégia preventiva eficaz, através de investimento dos
proprietarios na vacinagao, desparasitagao e resguardo dos animais em alturas de maior
numero de vetores, embora nao deixe de ser essencial continuar a monitorizar a
situagao para evitar surtos. A técnica de PCR revelou-se fundamental neste contexto,
pois permite a identificagio de parasitas em animais com baixa parasitémia, onde
métodos tradicionais, como a microscopia, falham em fornecer resultados fiaveis. Esta
capacidade torna o PCR uma ferramenta indispensavel, tanto em termos clinicos como
epidemiologicos, auxiliando na detecao precoce e na implementagao de medidas de

controlo apropriadas.

As causa de ingresso dos equinos incluidos no estudo foram diversas conforme ilustrado
na Figura |3, que apresenta os diagndsticos ou motivos para a avaliagio dos cavalos. E
interessante e relevante para a compreensao da doenca notar que apenas um dos
equinos, representando 4%, foi alvo de analise por demonstrar sinais clinicos compativeis

com a PE, durante o estudo.
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DIAGNOSTICO/MOTIVO ANALISE
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Figura 13 - Diagnostico/ Motivo para a analise

Para avaliar e comparar os varios parametros sanguineos, procedeu-se a comparagao

entre cavalos infetados e nao infetados.

Na Figura 14, estao ilustrados os valores médios e as variagoes dos eritrocitos, com
valores de referéncia que variam entre 5,5 e 9,5 M/pul. Observa-se que a contagem média
de eritrécitos nos equinos diagnosticados com Piroplasmose Equina (PE) é ligeiramente
inferior a dos equinos que testaram negativos para PE, apresentando 8,54 M/ul
comparado a 8,70 M/ul, respetivamente. No entanto, estes valores permanecem dentro
do intervalo de referéncia estabelecido. Este resultado é inesperado, uma vez que estes
protozoarios tipicamente levam a destruicao dos eritrocitos, frequentemente resultando
em anemia. A auséncia de tal alteragao neste estudo pode ser atribuida ao fato de que a
maioria dos casos positivos de PE identificados sao subclinicos, indicando que a doenca

ainda nao progrediu ou que sao simplesmente casos assintomaticos.
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Figura 14 - Comparacao das contagens de eritrocitos entre grupos
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Na Figura |5, observa-se uma diferenca notavel na contagem média de leucocitos entre

os cavalos infetados com Piroplasmose Equina (PE) e os nao infetados. Os cavalos com

PE apresentam uma contagem média de leucécitos de 10,93 K/pl, em contraste com a

meédia de 10,07 K/ul encontrada nos cavalos nao infetados. Ambos os valores se

encontram dentro da faixa normal de referéncia para cavalos, que ¢ entre 6,0 e 12,0

K/ul.
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Figura 15 - Comparacdo das contagens de Leucécitos entre grupos
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Um foco particular nos neutrofilos revela um aumento significativo nos afetados por PE,

com uma contagem média de 8,75 K/ul. Em comparagao, os cavalos nao infetados
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exibem uma contagem média de neutrofilos de 6,19 K/ul. Ambos estes valores excedem
o intervalo de referéncia normal para neutrofilos, que é geralmente entre 0,6 e 4,0 K/pl.

Esta distingao esta ilustrada na Figura 6.

Neutrofilos
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Figura 16 — Comparacao das contagens de Neutroéfilos entre grupos

A discrepancia observada pode ser atribuida a resposta inflamatoria aguda desencadeada
pela infecao parasitaria. Os neutrofilos sao leucocitos vitais na resposta imunologica,
desempenhando um papel fundamental na defesa inicial contra patégenos. A infegao por
Babesia cabdlli e Theileria equi leva a uma hemolise significativa e a uma resposta
inflamatoria sistémica, o que resulta na liberagao de citocinas e outros mediadores
inflamatorios. Estas substancias estimulam a medula éssea a aumentar a produgao e a
liberagao de neutrofilos, indicando uma resposta imunologica adaptativa ao desafio

infecioso.

Embora a contagem total de leucécitos em ambos os grupos de cavalos, infetados e nao
infetados, permaneca dentro da faixa normal, o aumento da contagem de neutrofilos em
cavalos infetados sugere uma resposta inflamatoéria mais pronunciada. Este aumento esta
alinhado com a mobilizagao do sistema imunologico para combater a infecao por

piroplasmose e reparar os danos teciduais resultantes.
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Como ilustrado na Figura 17, ambos os grupos de Equinos apresentam linfocitopénia,
caracterizada por contagens reduzidas de linfocitos. Nas amostras que testaram
negativas para a piroplasmose equina, os niveis de linfocitos também estao abaixo dos
valores de referéncia, embora em menor grau do que nos cavalos positivos para a
doenca. Nesses casos, a linfocitopénia nao é atribuida a piroplasmose equina, mas sim a

outras condigoes pré-existentes.
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Figura 17 - Comparacao das contagens de Linfocitos entre grupos

Espera-se que animais com piroplasmose equina apresentem contagens baixas de
linfocitos, o que esta diretamente relacionado ao impacto da infecdo no sistema
imunoldgico. Os linfocitos desempenham um papel vital na defesa contra infegoes e
podem ser afetados de varias maneiras pelos protozoarios responsaveis pela
piroplasmose, como Babesia cabadlli ou Theileria equi. A resposta imunoldgica provocada
pela infecao devido presenca desses protozoarios, provoca inflamagao, resultando num

aumento do consumo e destrui¢ao dos linfocitos, que sio mobilizados para combater a
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infegao, além disso, T equi, inicialmente, invade essas células, que assim, rapidamente se

esgotam e sofrem apoptose (morte celular programada).

Neste estudo as diferengas hematologicas entre os grupos nao sao muito notorias
provavelmente devido a outras causas, nomeadamente as que levaram ao internamento

dos cavalos inseridos no estudo.

Neste estudo, os seis equinos infetados com T. equi foram admitidos no hospital por
motivos distintos, incluindo castragiao, ressonancia magnética, piroplasmose, colica,
artroscopia e pleuropneumonia, na grande maioria das vezes os cavalos sao portadores
assintomaticos da PE, que, por depressao imunitaria, doenga ou stress permitiram uma
nova invasao massiva e replicagao dos protozoarios nos seus eritrocitos, tendo isto em
conta é importante referir que o proprio internamento e o stress que implica pode levar

a uma recidiva da piroplasmose (Rothschild, 2013).

A medula 6ssea, responsavel pela produgao de todas as células sanguineas, incluindo
linfocitos, também pode ser comprometida pela infe¢ao, uma vez que a inflamagao
sistémica e o estresse associados a piroplasmose podem inibir seu funcionamento
adequado, contribuindo assim para a linfocitopénia. Durante a infegao, muitos linfocitos
sao sequestrados nos linfonodos e no bago, onde sao ativados para responder ao
patogeno, levando a uma diminuigao temporaria no numero de linfocitos circulantes no
sangue periférico, resultando na linfocitopénia. Esse sequestro representa a tentativa do
corpo de combater a infecao de forma mais eficaz, mas acaba levando a uma redugao
significativa nos niveis de linfocitos no sangue periférico. Além disso, a piroplasmose,
assim como outras infe¢oes parasitarias, pode prejudicar a fun¢iao geral do sistema
imunoldgico, nao apenas através da resposta inflamatoria, mas também pela liberagao de
toxinas e pela indugao de respostas imunes ineficazes, exacerbando ainda mais o dano

aos linfocitos.

Por outro lado, a infecdo por ambos os parasitas esta associada a trombocitopenia,
caracterizada por niveis reduzidos de plaquetas no sangue e tempos de coagulacao
prolongados, o que nao vai ao encontro dos dados obtidos no trabalho como podemos
observar no quadro |, os valores médios para dos cavalo infetados com Theilheria Equi
foi de 167,17 K/ul, e para os cavalos negativos para PE de 173,00 K/pl, valores que se

encontram dentro dos valores considerados normais, 100-350 (K/ul).
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QUADRO | - VALORES DAS PLAQUETAS

Valores padrao

Valore médio

Valore médio

(K/ul) positivos negativos
(K/ul) (K/ul)
100-350 167,17 173,00
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5. Conclusoes

A andlise dos hemogramas de 27 cavalos e | asno revelou a presenca de parasitas
especificos em 21,42% dos cavalos através de técnicas de PCR, enquanto o asno nao
apresentou resultados positivos. A baixa prevaléncia observada, contrastando com
dados epidemiologicos, pode indicar um tamanho de amostra limitado ou estratégias

preventivas potencialmente eficazes.

A técnica de PCR provou ser crucial para a detegao de parasitas em animais com baixa
carga parasitaria, onde os métodos tradicionais, como a microscopia, falham em
identificar sua presenca. Isso sublinha a importancia do PCR em contextos clinicos e

epidemiologicos para a detecao precoce e gestao da piroplasmose equina (PE).

Apenas um cavalo no estudo foi avaliado inicialmente por apresentar sinais clinicos de
piroplasmose, destacando a necessidade de testes laboratoriais precisos para o
diagndstico, uma vez que a maioria dos casos identificados eram subclinicos ou

assintomaticos.

Os hemogramas revelaram diferengas entre cavalos infetados e nao infetados,
mostrando variagoes nos valores médios de eritrocitos, leucécitos e neutrofilos. Apesar
dessas diferengas, os valores permaneceram dentro dos intervalos de referéncia,

indicando que os cavalos infetados estavam em estagios subclinicos da doenca.

O aumento de neutrofilos entre os cavalos infetados indica uma resposta inflamatoéria
aguda, consistente com a presenga de parasitas que desencadeiam uma resposta imune
adaptativa significativa. Essa resposta imune é essencial para combater a infegao e reparar

danos teciduais.

Foi observada linfocitopénia em ambos os grupos de cavalos, sendo mais pronunciada
nos positivos para PE. Essa diminui¢cao dos linfocitos pode ser atribuida a resposta imune
a infecao, que leva ao consumo e destruicao dessas células, além de processos como

apoptose e sequestro em orgaos linfaticos.

As discrepancias entre os métodos de diagnostico (PCR vs. microscopia) e as alteragoes
hematoldgicas observadas destacam a necessidade de abordagens complementares para
o diagnostico preciso da piroplasmose equina, particularmente em casos subclinicos.
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A monitorizagao continua e a pesquisa sobre a piroplasmose equina sao essenciais,
considerando que, apesar da baixa prevaléncia identificada, o potencial para futuros

surtos nao pode ser descartado sem uma vigilancia adequada e continua.

Este estudo destaca a importancia de empregar técnicas laboratoriais avangadas, como
o PCR, para a detegao precoce de parasitas e para a avaliagdo do impacto da
piroplasmose nos cavalos, fornecendo informagoes valiosas para estratégias de controle

e prevengao mais eficazes.
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Anexo 1 - Tabela de Hemogramas
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cavalky Macho G.47 .30 330 42 90 15,70 36,60 3.2 5.4 144 a5 0,23 0,11 0,00 160 EEATO

cavak Macho 004 4340 14.90 4370 500 34,30 34 10.53 | 24 0,11 0,11 0,00 188 A, Gl 740 0,08 positivo

cavalky Macho 8,09 37 40 380 45,50 &80 36,40 26,7 7.2 5,25 0 0,23 0,00 0,00 125 - - e - negativo

cavaky Macho 5, B

3.15 1.20 1,68 0,16 0,00 0,00 T4 - - nEgativa

cavalks Pk B,0e 43,30 1430 41.60 1330 A6, 28, 11.33 G974 0 011 0,11 0.0u 10 - - positivo

| | Bl wal ks

cavak hacho 9.7 2200 1100 1.0 12,30 31,00 26,3 987 f.A0 1,54 082 0,07 0 111 8,30 14,20 RL positivo

cavak Macho 6,56 3140 1160 4790 17,70 36,90 281 435 255 1,36 047 {,00 0,00 168 A, G0 B0 0,08 negativo

cavalks acho 847 3832 14,00 45.00 16,60 36,60 226 1.04 1,19 01 0.0 0,00 123 6,70 10,30 0,08 negatvo

012 222

cavalks Macho 0,11 positivo

tavalks acho G,7d 3370 1280 4990 18.60 AT 40 24 8 343 717 1,32 057 0,34 0.ao 184 8,90 12,00 0,1% negativo

cavak Fémaa .53 43 93 13890 43 00 14,60 2150 38,3 11,30 q4.497 1,61 .3l 0,0 [N H] 1ok a0 108U U1 negativa
cavalo | Wacho 570 | 4170 1260 43,00 15,10 35,00 705 Ba0 | 596 0,06 0,00 0,00 138 positivo

cavaly | Fémea 10,55 4568 15,80 43.00 1490 34 50 430 10,28 7450 2.3

%)
=
i

Al 0 0,00 151 7,00 10,30 0,1% negativo

cavaly | Fémea 11,03 45,75 1540 41.00 13,90 1360 an,5 682 532 1,08 0,41 0,01 0,00 102 6,40 7.80 0,07 negativa

cavak facho 10,54 .80 38,00 14,00 as4 5.7 1,05 0,13 0,00 0,00 23] 5,80 T.ia 0,13
cavalk hachs 10,08 4,40 41.90 1270 3510 4.1 11.84 8.05 343 012 0,22 0,00 125 - e negativo

cavak Macho 9,74 3700 13,70 300 1210 37,00 345 1125 844 2,36 0,45 0,00 0,00 116 nEgativa

cavalk Fémea 8,03 3530 13.00 44100 16,20 36,80 2686 10,59 8,35 3.8 0,42 {000 0,00 126 - - - negativo

cavalks Macho 8,01 3ran 13,50 42,10 15,00 1560 an,5 10,91 578 o 63 0,11 0,33 0,00 197 - - - - negativo

cavalks Macho B B0 1320 4220 15,30 A6 40 20,8 1277 8.68 3,58 0,51 0,00 0,00 1 70 8.7 0,11 negatho

cavalka facho B,04 28,70 1480 4440 a3.70 45,30 2B.5 J.95 25 000 0,16 0.0u 131 — —_ negativo

cavak hacho 1144 =000 1730 43,71 15,30 39,00 322 9.85 f a8 148 039 0,00 0,00 o2 G, 8,30 o.or negativo

cavaky | Fémea 9,08 3580 1290 40,70 1420 35,00 325 13.93 8.78 4,74 014 0,14 0,14 73 negatvo

cavak Macho 8,23 3.0 1180 .50 14,30 3r 20 az1 16,34 1062 5,23 0,49 0,00 0,00 335 G, 70 9,20 0,21 negativo

cavalky | FEmea 7,08 1200 1220 43,10 17,20 810 282 §.23 4.1 1,74 0ar 0,00 0,00 130 —— -

320 11.15 6,13 4,78 .11 0,11 0,00 163 - -

tavaks Fémea B,BY 33,10 1240 37.a0 14,00

Asziming | Macha .40 1430 49 6l 16,80 43,50 2o j8 448 U2 S50 0,14 0 0.0u 40 f.20 8.4 024 negativo

cavaly | Macho .00 3630 330 43,40 16,60 36,60 26.8 2392 235 207 .30 0.0 000 24 8.2 14 0,18 posilivo
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