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RESUMO

FERNANDES, Thais Alves. Diversidade genética e epidemiologia de Theileria equi e Babesia
caballi em cavalos carroceiros no Distrito Federal, Brasil. 2023. 80p. Tese (Doutor em Ciéncias
Veterinarias). Instituto de Veterindria, Departamento de Epidemiologia e Saude Publica,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2023.

A Piroplasmose Equina (PE) € uma doenca de notificacdo obrigatoria de acordo com a
Organizacdo Mundial de Sadde Animal (WHOA/OIE). Causada por trés espécies de
protozoarios: Babesia caballi, Theileria equi e Theileria haneyi, a EP é altamente endémica em
regides tropicais e subtropicais, com prevaléncias variadas relatadas em todas as regides do
Brasil. Para tanto, o objetivo do presente trabalho foi identificar a prevaléncia e a distribuicdo
espacial, as caracteristicas epidemioldgicas e gendtipos circulantes de PE no Distrito Federal,
Brasil. Um estudo epidemioldgico transversal, foi realizado para avaliar as possiveis
caracteristicas ambientais e do hospedeiro associadas a presenca do DNA dos parasitos. Dados
epidemioldgicos e amostras de sangue total foram coletadas de 409 cavalos carroceiros no
Distrito Federal. O DNA extraido dessas amostras de sangue foi submetido a anélise de gPCR
de 18S rDNA para deteccdo de T. equi e B. caballi, seguida de tabulacdo e andlise estatistica
empregando os testes do Qui-quadrado e regressdo logistica. A analise espacial foi realizada
utilizando o software GIS (QGIS v2.5.17 - Las Palmas) e a base cartografica da area em estudo
foi obtida em formato shapefile do banco de dados eletrénico do Sistema Distrital de
InformacBes Ambientais (SISDIA, 2022), mantendo suas coordenadas em graus no Sistema
Geocéntrico de Referéncia para as Américas (SIRGAS 2000). Para realizacao da caracterizacao
molecular, amostras positivas para T. equi foram submetidas a PCR convencional para a
amplificacdo do gene 18S rRNA (~1600 pb), sequenciadas pelo método de Sanger e submetidas
a andlise filogenética bayesiana. Os resultados revelaram uma alta prevaléncia de T. equi e/ou
B. caballi (56,23%) entre os cavalos amostrados, bem como a ampla distribuicdo em todo
territorio avaliado, com os genotipos A e C de T. equi identificados. O mapa de Kernel indicou
areas de calor com elevada concentragdo de 9 ou mais animais positivos por area para T. equi,
com regides mais frias variando de 4 a 7 animais positivos. Enquanto para B. caballi, o mapa
de Kernel indicou éreas de calor com concentragdo de 2 ou mais animais positivos por area. O
estudo examinou fatores associados a infeccdo, identificando animais com mais de cinco anos
(p-valor = 0,004; RC = 1,71, IC = 1,01 - 2,87) e status sanitario (p-valor = 0,049; RC = 1,91,
IC = 1,003 - 3,64) como significativamente associados a positividade para T. equi e/ou B.
caballi. Este estudo revela uma alta prevaléncia de T. equi e/ou B. caballi em cavalos de tracdo
no Distrito Federal, centro-oeste do Brasil, destacando a importancia da condigdo de salde e
idade como fatores associados a infec¢do. A anélise filogenética demonstrou ainda a presenga
dos gendtipos A e C de T. equi na regido, contribuindo para nossa compreensdo da
epidemiologia da EP. Esses achados aprofundam nossa compreensdo da necessidade de
medidas continuas de vigilancia e controle para gerenciar efetivamente a EP.

Palavras-chave: PCR em tempo real, analise filogenética, analise espacial



ABSTRACT

FERNANDES, Thais Alves. Genetic Diversity and Epidemiology of Theileria equi and
Babesia caballi in draft horses in the Distrito Federal, Brazil. 2023. 80p. Tese (Doutor em
Ciéncias Veterinérias). Instituto de Veterinaria, Departamento de Epidemiologia e Salde
Publica, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2023.

Equine Piroplasmosis (EP) is a mandatory notifiable disease according to the World
Organization for Animal Health (OIE). Caused by three species of protozoa: Babesia caballi,
Theileria equi, and Theileria haneyi, EP is highly endemic in tropical and subtropical regions,
with varying prevalences reported across all regions of Brazil. Therefore, the aim of this study
was to identify the prevalence and spatial distribution, epidemiological characteristics, and
circulating genotypes of EP in the Federal District, Brazil. A cross-sectional epidemiological
study was conducted to assess possible environmental and host characteristics associated with
the presence of parasite DNA. Epidemiological data and whole blood samples were collected
from 409 draft horses in the Federal District. The DNA extracted from these blood samples
underwent gPCR analysis of 18S rDNA for the detection of T. equi and B. caballi, followed by
tabulation and statistical analysis employing Chi-square tests and logistic regression. Spatial
analysis was performed using GIS software (QGIS v2.5.17 - Las Palmas), and the cartographic
base of the study area was obtained in shapefile format from the electronic database of the
District Environmental Information System (SISDIA, 2022), maintaining its coordinates in
degrees in the Geocentric Reference System for the Americas (SIRGAS 2000). For molecular
characterization, T. equi positive samples were subjected to conventional PCR for amplification
of the 18S rRNA gene (~1600 bp), sequenced by the Sanger method, and subjected to Bayesian
phylogenetic analysis. The results revealed a high prevalence of T. equi and/or B. caballi
(56.23%) among the sampled horses, as well as widespread distribution throughout the
evaluated territory, with genotypes A and C of T. equi identified. The Kernel map indicated
heat areas with a high concentration of 9 or more positive animals per area for T. equi, with
cooler regions ranging from 4 to 7 positive animals. For B. caballi, the Kernel map indicated
heat areas with a concentration of 2 or more positive animals per area. The study examined
factors associated with infection, identifying animals over five years of age (p-value = 0.004;
OR =1.71, Cl = 1.01 - 2.87) and health status (p-value = 0.049; OR =1.91, Cl = 1.003 - 3.64)
as significantly associated with positivity for T. equi and/or B. caballi. This study reveals a high
prevalence of T. equi and/or B. caballi in draft horses in the Federal District, central-west Brazil,
highlighting the importance of health condition and age as factors associated with infection.
Phylogenetic analysis also demonstrated the presence of genotypes A and C of T. equi in the
region, contributing to our understanding of EP epidemiology. These findings deepen our
understanding of the need for continuous surveillance and control measures to effectively
management of EP.

Keywords: gPCR analysis, phylogenetic analysis, spatial analysis
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INTRODUCAO

A Piroplasmose Equina (PE) é uma doenga que afeta tanto equideos domésticos quanto
selvagens (Dahiyaet al., 2018; Akkoyun e Oguz, 2019), causada por hemoprotozoérios do filo
Apicomplexa: Theileria equi (Laveran, 1901); e/ou Theileria haneyi e/ou Babesia caballi
(Nuttall e Strickland, 1910), transmitidos por carrapatos. A doenca pode se manifestar nas
formas agudas, subagudas ou crénicas em seus hospedeiros (Knowles et al., 1996; Guimaraes
et al., 1998; Battsetseg et al., 2001; Heim et al., 2007; Guidi et al., 2015; Onyiche et al., 2019;
Tirosh-Levy et al., 2020). Os casos agudos apresentam sinais inespecificos como febre,
ictericia, anemia, dispneia, perda de peso, edema e até mesmo morte (Battsetseg et al., 2001;
Heim et al., 2007; Guidi et al., 2015; Onyiche et al., 2019). Casos subagudos ou cronicos com
animais assintomaticos sdo comuns em regiGes endémicas com altas taxas de adultos
infectados, tornando o controle do agente desafiador (Briining, 1996; Souza et al., 2019).
Animais que se recuperam de infec¢des agudas podem permanecer como reservatorios por 1 a
4 anos em infecgdes por B. caballi ou por toda a vida em infecc¢Ges por T. equi, atuando como
portadores assintomaticos (de Waal, 1992; Heim et al., 2007). A PE é enzodtica em regides
tropicais e subtropicais, intimamente relacionada a areas com alta concentracao de carrapatos
vetores, afetando regides que abrigam até 90% da populacdo mundial equina (Friedhoff, 1988;
Friedhoff et al., 1990; WHOA, 2014; Dahiya et al., 2018; Aziz e Al-Barwary, 2019). Isso leva
a perdas econdmicas significativas para a industria equestre, incluindo restri¢des ao movimento
internacional de cavalos (Friedhoff et al., 1990; Knowles, 1996; Rapoport et al., 2014).

Mais de 30 espécies de carrapatos foram identificadas como vetores para T. equi e/ou
B. caballi, incluindo Hyalomma, Rhipicephalus, Dermacentor, Amblyomma e Haemaphysalis
(Borges e Leite, 1998; Guimarées et al., 1998; Mehlhorn e Schein, 1998; Labruna et al., 2001;
Ueti et al., 2005; Scoles e Ueti, 2015). Estudos soroldgicos no Brasil mostram taxas de
prevaléncia variando de 18% a 90% para B. caballi e de 17% a 100% para T. equi nos rebanhos
nacionais (Souza et al., 2019). Apesar de diversos estudos sobre a prevaléncia de PE, a
positividade equina pode estar relacionada a fatores como idade, sexo, raga, localizacdo e
exposicdo a carrapatos, com praticas de manejo consistentemente associadas & infeccdo
(Balkaya et al., 2010; Kouam et al., 2010; Qablan et al., 2013; Guidi et al., 2015; Onyiche et
al., 2019; Tirosh-Levy et al., 2020).

Cavalos de tracdo, o foco deste estudo, s&o comumente utilizados para trabalho e

subsisténcia, expondo-o0s a ambientes adversos como trabalho excessivo, nutrigdo inadequada
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e alta infestagdo por carrapatos, tornando-os mais suscetiveis a infeccGes por T. equi e B.
caballi. Esses animais servem como importantes reservatorios dos agentes causadores da PE.
Variagdes nas caracteristicas da doenca entre regides sugerem a presenca de outros possiveis
fatores associados (Santos et al., 2011), no entanto, a literatura sobre a epidemiologia dos
rebanhos brasileiros permanece limitada.

O diagnoéstico da PE é desafiador devido a baixa parasitemia e aos sintomas
inespecificos ou ausentes (Souza et al., 2019; Tirosh-Levy et al., 2020; Bonadimann et al.,
2021). Tecnicas moleculares como a PCR em tempo real (QPCR) tém sido cruciais para
detectar, quantificar e investigar cepas circulantes nos rebanhos (Peckle et al., 2022).

Avancos tecnologicos recentes tém facilitado o uso de ferramentas em gendmica
comparativa e andlise filogenética, aprimorando estudos sobre a diversidade genética de
hemoparasitas e auxiliando na compreensdo da epidemiologia de doencas transmitidas por
carrapatos (Allsopp e Allsopp, 2006; Forrester e Hall, 2014; Sant et al., 2019). Analises
filogenéticas baseadas no gene 18S rRNA de T. equi, frequentemente utilizadas para
genotipagem e filogenética devido ao seu alto nimero de copias, baixa taxa de substituicdo e
alta taxa de conservacdo, identificaram cinco genotipos (A, B, C, D e E) com base em clados
distintos (Qablan et al., 2012; Qablan et al., 2013; Peckle et al., 2018).

O Distrito Federal, conhecido por sua significativa producdo agricola e pecuéria, onde
os cavalos desempenham um papel fundamental (EMATER, 2022), oferece condicOes
ambientais ideais para o desenvolvimento de carrapatos que atuam como vetores para a PE.
Compreender a distribuicdo, prevaléncia e diversidade genética da PE nesta regido € crucial
para entender a epidemiologia, os impactos na satde animal e avaliar os riscos para individuos
suscetiveis. Portanto, este estudo tem como objetivo identificar a distribuicdo e prevaléncia da
Piroplasmose equina (PE) no Distrito Federal (DF), identificar potenciais fatores
epidemioldgicos intrinsecos e extrinsecos associados as infecces por T. equi e B. caballi, e
investigar a diversidade genética das sequéncias do gene 18S rRNA de T. equi em cavalos

carroceiros naturalmente infectados no DF.



REVISAO DE LITERATURA

1- Historico e Importancia do equino no Brasil e no Distrito Federal

A historia dos equinos no Brasil data de 1534, quando animais oriundos da llha da
Madeira foram trazidos por Martin Afonso de Souza para a até entdo capitania hereditaria de
Sao Vicente, na regido Sudeste do pais (Torres; Jardim, 1992). Nos anos seguintes, mais
animais, principalmente da Peninsula Ibérica (Portugal e Espanha) foram introduzidos em
diversas regides do ainda Brasil colonia (SEAB, 2017). Aos poucos esses animais foram sendo
incorporados ao estilo de vida dos cidaddos, exercendo diferentes atividades no manejo de
rebanhos, meios de transporte, atividades de tracdo, producdo de carne, atividades militares,
dentre outros (Barroso, 1938; Costa, 2008; Santos et al., 2020a). A progressiva adaptacdo dos
cavalos, permitiu sua multiplicacdo e expansdo no pais, que por apresentar dimensdes
continentais e com ecossistemas variados, esses animais tornaram-se mais resistentes e ageis
de acordo com a selecédo natural direcionada para as diferentes regides, como o pampa gatcho,
a regido do pantanal mato-grossense, as regides Nordeste, Norte e Sudeste (Costa, 2007).

Atualmente, no pais, destacam-se 22 racgas de equideos, construidas e identificadas ao
longo dos anos como um produto nacional e significante de brasilidade, os quais fazem parte
de diversas culturas regionais, como as racas: Pantaneiro, Crioulo e Nordestino (Costa, 2007;
Melo et al., 2011; Camphora, 2017; SEAB, 2017; Adelman; Camphora, 2020; Boscatti;
Adelman; 2020; Santos et al., 2020a).

De acordo com os dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), o
plantel nacional apresenta 5.834.544 cabecas de cavalos, o quarto maior rebanho do mundo,
dentre os quais 18.294 encontram-se alocadas no Distrito Federal (IBGE, 2023). Ressalta-se a
dificuldade de registros, devido areas de acesso mais remotas, portanto esses valores podem
estar subestimados.

Em Brasilia, o fato da cidade ser bem dispersa espacialmente, com enormes areas verdes
e vazios permeando seu tecido urbano favorece a adocdo do cavalo como importante
instrumento de trabalho principalmente para parte da sociedade de renda mais baixa (Bursztyn,
1997). Todavia, a equideocultura é explorada em todo o territorio nacional. Os animais séo
utilizados no desenvolvimento das mais diversas atividades, sejam agropecuarias, tracéo,
militares, esportivas, lazer, producédo de carne e até mesmo, na medicina (equoterapia) (MAPA,
2016; SEAB, 2017; Boscatti; Adelman, 2020).

A integracdo do cavalo nas atividades socioecondémicas do pais, levou no decorrer dos

anos a uma atividade que movimenta anualmente R$ 16,15 bilhdes, quase 10% do PIB nacional,
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gerando 610 mil empregos diretos e 2.430 mil empregos indiretos, sendo responsavel, assim,
por 3 milhdes de postos de trabalho atualmente (MAPA, 2016). Dada a grande importancia dos
equinos na economia nacional, investimentos em pesquisas com o intuito de melhorias no

manejo, producéo e desenvolvimento justificam-se.

2- Piroplasmose equina — Etiologia

A piroplasmose equina (PE) é uma doenca vetorial que acomete equideos domésticos e
selvagens como cavalos, mulas, burros e zebras (Dahiya et al., 2018; Akkoyun; Oguz, 2019).
Transmitida por carrapatos e causada pelos hemoprotozoarios do filo Apicomplexa, Theileria
equi (Laveran, 1901); e/ou Theileria haneyi e/ou Babesia caballi (Nuttall and Strickland, 1910)
a enfermidade pode manifestar-se de forma aguda, subaguda ou cronica nos seus hospedeiros
(Guimardes et al., 1997; Battsetseg et al., 2001, Heim et al.,2007; Guidi et al., 2015; Onyiche
et al., 2019; Tirosh-Levy et al., 2020).

Observada pela primeira vez na regido de Natal, na Africa do Sul, em 1883, por
Wiltshire, que chamou a doenca de febre do antraz, foi posteriormente descrita por Hutcheon
em Cape Colony que denominou a patologia como febre biliar do cavalo (Bowhill, 1905). Em
1889, Guglielmi foi o primeiro a observar parasitos intraglobulares no sangue de animais
infectados e descreveu a ocorréncia da doenca na Itadlia denominando como maléria equina
(Bowhill, 1905; Darling, 1913).

Em 1901 Laveran descreveu um parasito intraeritrocitico em esfregacos de sangue
periférico retirados de cavalos sul-africanos e deu-lhe o nome de Piroplasma equi (Laveran,
1901). E, apenas em 1910, Nuttall e Strickland (1910) relataram outro organismo patogénico,
Piroplasma caballi, que era morfologicamente distinto de Piroplasma equi, mas também
causava piroplasmose em cavalos e propuseram que a PE era causada na verdade por dois
hematozoarios distintos (Nuttall; Strickland, 1910; Nuttall; Strickland, 1912). O nome
“piroplasma” vem originalmente do fato de que os parasitos durante a fase de merogonia costumam
apresentar formato de “péra” (Uilenberg, 2006). Ap6s diversos estudos e maior reconhecimento
guanto ao ciclo bioldgico, desenvolvimento, morforlogia, sequenciamento genético, dentre outras
caracteristicas dos hemoparasitos e, apos diversas reclassificagfes, passaram a ser denominados
Theileria equi e Babesia caballi, porém a denominacdo da patologia como piroplasmose equina
perdura até os dias atuais (Mehlhorn; Schein, 1998; Tirosh-Levy et al., 2020)

No Brasil, a doenca foi descrita pela primeira vez por Carini (1910) através do diagndstico
clinico e laboratorial a partir da observacao de esfregacos sanguineos em animais no Estado de

Sdo Paulo. A partir dai diversos relatos de casos foram descritos em praticamente todo territério
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nacional: Minas Gerais (Horta; Figueiredo, 1914); Rio de Janeiro (Costa; Melo, 1963); Parana
(Yamamura et al, 1986; Vieira et al., 2013); Goias (Linhares, 1994), Rio Grande do Sul
(Quintana Nizoli et al., 2008; Vieira et al., 2018), Maranhdo (Braga et al., 2017), Bahia (Costa
et al., 2019), dentre outros. Diante dos dados apresentados, a doenca é considerada endémica
em todo territorio brasileiro. Entretanto, ainda ndo existem relatos na literatura quanto a
deteccdo e prevaléncia dos agentes da piroplasmose equina no Distrito Federal. Diante do
reconhecimento dos possiveis prejuizos ndo sé a saude dos animais, como também devido
encargos financeiros nos tratamentos e restricdes impostas pela presenca da doenca, o rapido
diagndstico e deteccdo, principalmente de animais que se apresentam clinicamente normais,
torna-se primordial na prevencéo da transmisséo e disseminacéo da PE para animais suscetiveis.
Ainda, aliados a dificuldade do controle da patologia em conjunto com a facilidade de
dispersdo, , destaca-se a importancia na implementacdo precoce de medidas de controle

adequadas para reducdo dos possiveis danos.

3- Taxonomia, Morfologia e Ciclo Bioldgico

A espécie Theileria equi esta atualmente inserida na seguinte posi¢do taxondmica
(Mehlhorn; Schein, 1998):
Dominio: EUKARYOTA Chatton, 1925
Reino: CHROMISTA Caval.-Sm. (1981)
Superfilo: ALVEOLATA Cavalier-Smith, 1991
Filo: MIOZOA Cavalier-Smith, 1987
Infrafilo: APICOMPLEXA Levine, 1970
Classe: COCCIDIOMORPHEA Doflein, 1901
Ordem: PIROPLASMIDA Wenyon, 1926
Familia: THEILERIIDAE Du Toit, 1918
Género: Theileria Bettencourt, 1907
Espeécie: Theileria equi (Laveran, 1901) Mehlhorn e Schein, 1998

Atualmente a espécie Babesia caballi esta inserida na seguinte posi¢ao taxondmica
(Nuttall; Strickland, 1912):
Dominio: EUKARYOTA Chatton, 1925
Reino: CHROMISTA Caval.-Sm. (1981)
Superfilo: ALVEOLATA Cavalier-Smith, 1991
Filo: MIOZOA Cavalier-Smith, 1987



Infrafilo: APICOMPLEXA Levine, 1970

Classe: COCCIDIOMORPHEA Doflein, 1901
Ordem: PIROPLASMIDA Wenyon, 1926

Familia: BABESIIDAE Poche, 1913

Género: Babesia Starcovici, 1893

Espécie: Babesia caballi (Nuttall & Strickland, 1912)

Atualmente, os parasitos sdo classificados dentro do filo Apicomplexa, que contém
outros hemoprotozoarios, como Plasmodium, Cryptosporidium e Toxoplasma (Rothschild,
2013; Wise et al., 2013). A ordem Piroplasmida engloba diversos géneros de parasitos
heteroxenos que tem como hospedeiro invertebrado os carrapatos (Roberts; Janovy, 2005). Esta
ordem € caracterizada por organismos pleomdrficos que podem ser piriformes, amebdides,
alongados e que se locomovem por flex&o ou deslizamento (Vitari, 2018).

A taxonomia dos agentes etioldgicos da PE tem sido questionada desde a sua descoberta
e permanece controverso até os dias atuais para T. equi (Mehlhorn; Schein, 1998; Kappmeyer
etal., 2012; Alsarhan, 2017). Em 1998, o parasito Babesia equi, foi reclassificado para o género
Theileria, familia Theileriidae, por Mehlhorn e Schein. Estudos filogenéticos usando analise do
gene do &cido ribonucleico ribossémico (rRNA) de subunidade pequena sugerem que T. equi
pertence a um grupo parafilético distinto, diferente tanto do género Babesia quanto do género
Theileria, indicando portanto, que 0 organismo possui caracteristicas intermediarias entre 0s
dois géneros (Uilenberg, 2006; Allsopp et al., 2007;). Para tanto, analises genémicas recentes
apoiam o conceito de um novo género para T. (B.) equi (Kappmeyer et al., 2012). Dados
adicionais sdo necessarios para determinar a localizacdo final deste parasito e, portanto, esta
pesquisa utilizara a designacao T. equi, em concordancia com a classificagdo taxonémica mais
recente.

Babesia caballi € considerado um organismo tipico do género Babesia porque se replica
exclusivamente dentro dos eritrécitos do hospedeiro vertebrado, produzindo dois merozoitos
em forma de péra nos eritrécitos do hospedeiro (Figura 2), quando 0s esporozoitos sdo
inoculados durante a alimentacdo do carrapato o parasito passa por uma fase transestadial e
transovariana nos carrapatos vetores (Holbrook et al. 1968; Rothschild, 2013). Apesar do ciclo
de vida semelhante em muitos aspectos com B. caballi, T. equi apresenta varias caracteristicas
fundamentais que o distinguem de outras espécies do género (Scholes; Ueti, 2015). As
primeiras células a serem invadidas sdo as PBMCs (células mononucleares de sangue

periférico), onde ocorreréd a primeira esquizogonia, resultando em merozoitos moéveis (Schein
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et al., 1981; Moltmann et al., 1983; De Waal, Van Heerden, 1994; Wise et al., 2014). Além
de linfocitos T e B, T. equi tem capacidade de invadir também mondcitos e macrofagos
(Ramsay et al., 2013). Esta caracteristica permite que algumas manifestacdes clinicas nos
animais infectados por T. equi se apresentem de forma mais grave quando comparadas as
infeccOes causadas por Babesia, tais como linfadenopatia, pirexia, trombocitopenia e
panleucopenia (Homer et al., 2000). Durante replicacdo nos eritrocitos (merogonia), T. equi
realiza uma divisdo em quatro merozoitos em uma formacédo de cruz de Malta (Figura 2)
(Schein et al., 1981; Bruning, 1996).

Durante repasto sanguineo, 0 carrapato competente ingere os eritrdcitos infectados com
T. equi, onde ocorre a gametogonia e formagdo de micro e macrogametas que se fundem
formando o zigoto que por sua vez diferencia-se na forma mével chamada cineto (Santos et al.,
2020b). O cineto migra através da hemolinfa para varios tecidos incluindo as glandulas salivares
onde ocorrerd a esporogonia que resultara na formacéo de esporozoitos (forma infectante) os
quais serdo liberados na saliva durante repasto sanguineo infectando primariamente 0s
leucdcitos do hospedeiro vertebrado (esquizogonia com formacdo de macroesquizontes e
microesquizontes) liberando merozoitos que em seguida infectardo eritrocitos (merogonia), e
apos ruptura destes, os merozoitos liberados penetram em novos eritrocitos (Scholes; Ueti,
2015). Quando os carrapatos sdo infectados por B. caballi, os cinetos migram na hemolinfa
invadindo diversos 6rgdos inclusive os ovarios, permitindo assim que 0s vetores apresentem
transmissdo ndo so transestadial, mas também transovariana (Zapf; Schein, 1994; Rothschild,
2013; Scholes; Ueti, 2015), conforme demonstracdo na Figura 1. Os cinetos também alcancam
as glandulas salivares, onde ocorre a esporogonia e 0s esporozoitos sdo liberados na saliva
durante a alimentacdo do vetor. Os esporozoitos de B. caballi irdo realizar os ciclos
esquizogdnicos exclusivamente em eritrocitos. Entretanto, alguns estagios de desenvolvimento

no ciclo dos parasitos no carrapato ainda precisam ser elucidados (Ali et al., 1996).



Figura 1: (a) Desenvolvimento de Theileria equi dentro do carrapato vetor e dentro do
cavalo. (b) Desenvolvimento de Babesia caballi carrapato e no cavalo. Abreviaturas: PBMCs:

células mononucleares do sangue periférico; RBCs: globulos vermelhos.
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Fonte: Scholes; Ueti, 2015

Morfologicamente, trofozoitos de T. equi medem 1,0-2,5 um enquanto os trofozoitos de
B. caballi medem 2,5-5 um (Homer et al., 2000). A diferenciacdo morfologica de ambos 0s

agentes pode ser evidenciada na Figura 2.

Figura 2: Esfregaco sanguineo demonstrando Theileria equi (A) e Babesia caballi (B)

em eritrocitos

Maltese-cross

® W

Fonte: Kumar et al., 2009



4- Transmissao/Vetores

A transmissdo da PE costuma se enquadrar em 3 categorias: transmissao por carrapatos,
geralmente chamada de transmissdo vetorial, transmissdo transplacentéria e transmissao
iatrogénica (por meio de instrumentos veterinarios contaminados, transfusdes sanguineas, etc)
(Ali et al., 1996; Onyiche et al., 2019). A transmissao transplacentaria por T. equi ja foi
reportada, resultando em abortos, nati-mortos ou potros portadores de piroplasmose (de Waal,
1992; Phipps; Otter, 2004; Sudan et al., 2015; Sant et al., 2016). Porém, o estagio em que o feto
é infectado ainda € desconhecido e, portanto, 0 momento ideal para o tratamento ndo foi
determinado (Lewis et al., 1999; Rothschild, 2013; Onyiche et al., 2019). A transmissdo
mecanica por inoculacdo de sangue infectante a partir de insetos voadores e/ou a inoculacao de
sangue apds regurgitacdo em contato com a superficie e outros possiveis vetores nunca foram
confirmados (Ali et al., 1996).

Até o presente momento, a principal via de transmissdo para equideos reconhecida é
pelo repasto sanguineo de carrapatos que sdo os hospedeiros definitivos e a competéncia
vetorial é restrita para apenas algumas espécies de carrapatos (Tirosh-Levy et al., 2020; Scoles;
Ueti, 2015). Uma representacdo esquematica dos possiveis métodos de transmissdo de PE é

apresentada na Figura 3.

Figura 3: Possiveis rotas de transmissdo de piroplasmose equina.
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Fonte: Onyiche et al., 2019.



Existem cinco géneros com mais de 30 espécies de carrapatos reconhecidos que podem
atuar como vetores da PE: Amblyomma spp., Dermacentor spp., Haemaphysalis spp.,
Hyalomma spp. e Rhipicephalus spp. (Scoles; Ueti, 2015) ao redor do mundo.

Nas Américas, as espécies descritas como vetores competentes para B. caballi sdo D.
nitens, D. albipictus e D. variabilis (Scoles; Ueti, 2015). No Brasil, a principal espécie
implicada na transmisséo é D. nitens (Pfeifer- Barbosa et al., 1992; Linhares, 1994; Pfeifer-
Barbosa, 1995; Mujica, 2002). Enquanto ha caréncia de informacdes quanto aos principais
vetores envolvidos na transmisséo e distribuicdo de T. equi na América do Sul, principalmente
no Brasil (Fernandes, 2007). Na América Latina, os cavalos sdo regularmente infestados com
trés espécies de carrapatos: Amblyomma cajennense, Dermacentor nitens e Rhipicephalus
microplus (Borges; Leite, 1998; Labruna et al. 2001; Pereira et al. 2005 ). Scoles et al. (2011),
demonstraram que A. cajennense, reclassificado por Nava et al. (2014) como Amblyomma
mixtum, adquire a infecc¢do por T. equi enquanto se alimenta em equinos infectados e transmite
ntraestadialmente quando se alimenta em equinos nédo infectados. A participagdo de A. mixtum
na transmissdo de T. equi também foi indicada por Wise et al. (2013), entretanto, sua
participacdo e importancia no ciclo ainda ndo foram efetivamente comprovadas natural ou
experimentalmente. A transmisséo experimental de T. equi ndo se mostrou efetiva por ixodideos
da espécie Dermacentor nitens (Neumann, 1897) (Dennig, 1988). R. microplus foi implicado
como vetor por exibir competéncia vetorial pra transmissao de T. equi (Guimaré&es et al., 1997;
Guimardes et al. 1998; Ueti et al. 2005; Peckle et al., 2022), no entanto sua importancia no ciclo
e manutencdo da patologia ainda é questionavel, uma vez que é um carrapato monoxénico e a
transmissdao transovariana de T. equi ainda ndo foi relatada. Além disso os equinos séo
hospedeiros alternativos dessa espécie de carrapato, dependendo, portanto, do contato com bovinos
(hospedeiros primarios) nas condi¢cdes de pastagens consorciadas em que ambas espécies sao
criadas juntas (Peckle et al., 2013)

De maneira geral, ainda existem muitas lacunas quanto ao entendimento das espécies
vetores e sua importancia na transmissdo e manutengéo do status endémico nos plantéis brasileiros.
Conhecer e compreender a ecoepidemiologia destes vetores e as interagcdes hospedeiro-vetor-
patégeno-ambiente sdo um pré-requisito essencial para a implementacdo de medidas preventivas

adequadas e eficazes (Nadal et al.; 2022)

5- Fatores epidemiologicos
A dindmica da transmissdo de T. equi difere de B. caballi. Enquanto T. equi possui

capacidade de persistir indefinidamente em cavalos imunocompetentes, portando-se, como
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hospedeiros silenciosos da doenga até mesmo por toda vida, B. caballi pode ser eliminada e
permanecer no hospedeiro por um periodo de até 4 anos (De Waal, 1992; Briining, 1996; Heim
etal., 2007; Souza et al., 2019; Wise et al., 2019). Assim, nas areas endémicas quando equinos
suscetiveis, ainda jovens, sdo expostos a ambos os parasitos, podem ser infectados por T. equi,
quando a prevaléncia observada aumenta com a idade e o hospedeiro € o principal reservatério
de parasitos, e quando infectado por B. caballi a prevaléncia da doenga, por outro lado, reduz
com a idade e é maior em animais mais jovens, e, devido a capacidade de transmissdo
transovariana nos vetores, tanto carrapatos quanto animais susceptiveis podem servir como
reservatorio (Roby, 1963; Rothschild, 2013. Wise et al., 2013; Onyiche et al., 2019; Tirosh-
levy et al., 2020).

Em geral, os principais hospedeiros sdo 0s equideos, como asininos, zebras e cavalos no
entanto alguns estudos indicam a participacdo de outros possiveis reservatérios (Rothschild,
2013; da Silveira et al. 2017; de Souza Gongcalves et al., 2020), levantando questionamentos
quanto a especificidade do hospedeiro (Onyiche et al., 2019).

A doenca é amplamente distribuida por todo mundo, de acordo com a presenca de
carrapatos vetores competentes (Tirosh-Levy et al., 2020). Embora o0s requisitos precisos do
ciclo carrapato-vetor-parasito-hospedeiro para infeccdo ou doenca clinica ndo sejam totalmente
conhecidos, o resultado de densidades crescentes de cavalos infectados e/ou carrapatos em uma
area, indica precocemente 0 aumento na infec¢do e um potencial aumento no nimero de animais
doentes (Wise et al., 2013; Tirosh-Levy et al., 2020).

Os carrapatos sdo 0s vetores, portanto, seu controle constitui um aspecto importante na
prevencdo da piroplasmose equina (Kerber et al., 1999). No entanto, apesar do conhecimento
de mais de 30 espécies de carrapatos que podem potencialmente atuar como vetores, novas
espécies de carrapatos podem adquirir competéncia e capacidade vetorial para transmitir
piroplasmideos a equinos visto que ndo existem atualmente métodos de controle confiaveis. O
principal meio de prevencéo ainda é evitar a introdugdo de cavalos e carrapatos infectados em
areas livres de piroplasmideos que infectam equinos (Rothschild, 2013; Scoles; Ueti, 2015;
Nadal et al. 2022). A compreensdo do efeito do vetor na epidemiologia comega com o
conhecimento de quais espécies de carrapatos estdo envolvidas na transmissdo (Scoles; Ueti,
2015).

Os unicos fatores epidemioldgicos consistentemente associados a infeccdo por PE sdo

as praticas de manejo e a presenca de carrapatos, ja, outros fatores, incluindo espécie
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hospedeira, racga, idade, sexo e atividade dependem da area e da populacdo em questdo (Tirosh-
Levy et al., 2020). Outros possiveis vetores também nunca foram confirmados (Ali et al., 1996).

Ainda, a presenca de portadores clinicamente silenciosos € comum, e configura um risco
para transmissdo e manutencdo da PE, bem como representa um importante empecilho no

controle da patologia.

6- Distribuicéo geografica

A PE é amplamente distribuida por todo mundo, em regides tropicais e subtropicais da
Africa, América e Asia, bem como nas areas mediterranicas da Europa (Zapf; Schein, 1994).
Em geral, a distribuicdo geografica de B. caballi e T. equi sdo semelhantes e esta associada com
a distribuicdo de carrapatos vetores competentes (Peixoto, 2017). Estima-se que apenas 10%
dos cavalos a nivel mundial habitam regides livres de PE (de Waal, 1992). Essa ampla
distribuicdo se deve provavelmente em parte devido a manutencdo dos movimentos
internacionais de animais cronicamente infectados (Nadal et al., 2022). Alguns dos paises
considerados ndo endémicos para a PE incluem Canada, Islandia, Reino Unido, Groelandia,
Norte da Europa, Irlanda, Singapura, Japdo, Nova Zelandia e Australia, muitas dessas areas
permanecem livres da PE atualmente devido serem climaticamente inadequadas para vetores
de carrapatos competentes (Rothschild, 2013). Na América do Norte, o Estados Unidos foi
considerado livre de PE em 1988 apds a implementacdo de um programa de erradicacdo
iniciado nos anos 1960, entretanto ainda ocorrem surtos esporadicos (Scoles; Ueti, 2015). Este
pais continua em constante monitoramento, obtendo o “status” de “piroplasmosis-free” desde
2009 (Wise et al., 2014).

De maneira geral, a prevaléncia dos agentes € variavel ao redor do mundo, no entanto,
a proporcao de T. equi geralmente é superior a de B. caballi.

De acordo com Nadal et al. (2022) os paises europeus demonstraram uma
soroprevaléncia estimada de 8-30% e prevaléncia de 2-25% para T. equi e B. caballi,
respectivamente.

Na Asia, diversos paises demonstraram a presenca dos agentes. China teve uma taxa de
prevaléncia de 17% para B. caballi e 28% para T. equi na provincia de Xinjiang (Xuan et al.,
2002). A Mongdlia teve uma taxa de prevaléncia de 40,1% para B. caballi e 72,8% para T. equi
em 2004 (Boldbaatar et al., 2005). Alguns paises apesar de ndo serem considerados livres, e
ndo apresentarem programas de monitoramento, indicaram baixa prevaléncia da patologia

como Coréia do Sul com uma prevaléncia global para ambos os agentes de 1,1% (Seo et al.,
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2011) e Indonésia com prevaléncia de 8,5% e 2,1% para T. equi e B. caballi, respectivamente
(Nugraha et al., 2018).

No continente africano, paises como Egito, com prevaléncia de 36.5 % “para T. equi e
20 % para B. caballi (Selim; Khater, 2020); Nigéria, com prevaléncia de 94% para T. equi e
6% para B. caballi (Turaki et al., 2014) e Africa do Sul, com prevaléncias de 83% para T. equi
e 70% para B. caballi (Bhoora et al., 2010a), demonstram o carater endémico da patologia no
continente.

Na América Latina, assim como na Africa diversos paises séo considerados endémicos
para PE. Nestes paises, a presenca dos carrapatos vetores é constante devido ao clima tipicamente
tropical e, portanto, a transmissdo da doenca é de dificil controle (Peixoto, 2017). De acordo com
Hébert et al. (2021), a prevaléncia da PE chega a 45% no norte da Argentina. No Paraguai, uma
prevaléncia de 32.7% e 1.5% de cavalos infectados por T. equi e B. caballi, respectivamente foi
demonstrada por Ahedor et al., (2023). Mujica et al., (2011), indicaram positividade de 70.6% para
B. caballi e 50.3% para T. equi na Venezuela.

No Brasil, a elevada prevaléncia também € apontada em diversos estudos e em diversas
regides. Mato Grosso com prevaléncia de 2,74% e 25,91% para B. caballi e T. equi,
respectivamente (Schein et al., 1988). Minas Gerais, com prevaléncia global para ambos os
agentes de 60.6% (Ribeiro et al., 1999). Na Bahia, Costa et al. (2019), evidenciaram 84,3% de
equinos positivos pra T. equi e 23,5% de animais positivos para B. caballi. Em Pernambuco
Souza et al. (2019) detectaram soroprevaléncia de 27.2% para B. caballi e 34.8% para T. equi.

Todos esses dados confirmam a necessidade de estudos quanto a compreensdo da
epidemiologia da doenca no Brasil com o intuito de elaborar programas de controle e
monitoramento eficientes. Para maior elucidacdo a Figura 4 demonstra a distribuicdo da PE

pelo mundo.
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Figura 4: Distribuicdo global Piroplasmose equina, 2020.
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Fonte: Diaz-Sanchez et al., 2020

7- Patogenia e sinais clinicos

O periodo natural de incubacdo da PE ¢é de 5 a 28 dias (Wise et al., 2014). A doenca
pode manifestar-se de forma aguda, subaguda ou cronica nos seus hospedeiros. A maioria dos
casos clinicos é causada por T. equi, enquanto as infec¢des por B. caballi tendem a ndo ser
clinicamente aparentes e raramente sdo responsaveis por anemia grave e outros sinais de
babesiose tipica (de Waal, 1992). Casos mais graves estdo associados a alta parasitemia, e 0
baixo status de imunidade protetora (Tamzali, 2013). Cavalos infectados com qualquer um dos
agentes apresentam sinais clinicos semelhantes e, portanto, indistinguiveis (Traub-Dargatz et
al., 2010). Nas infeccGes agudas por T. equi, os sinais clinicos geralmente estdo relacionados a
hemolise acentuada resultando em anemia (Wise et al., 2013). Os sinais clinicos tipicos de PE
aguda podem incluir febre, anorexia, anemia, ictericia, mucosas congestionadas, taquipnéia e
taquicardia, sudorese e edema de membros e supraorbital, nos casos graves, estdo presentes
hemoglobindria e bilirrubindria, bem como uma variedade de apresentagdes atipicas devido a
danos e disfuncbes orgénicas (Tamzali, 2013). Os cavalos que sobrevivem a doenca aguda

tornam-se inevitavelmente portadores crénicos e ndo apresentam sinais clinicos evidentes de
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infecgdo e ainda podem servir como reservatorios para transmisséo a cavalos suscetiveis (Wise
et al., 2014). Cavalos afetados pela piroplasmose cronica podem desenvolver baixo
desempenho e atrofia muscular, ou ainda os sinais clinicos de PE crénica podem ser
semelhantes aos sinais observados em cavalos com anemia infecciosa equina (AIE) ou outras
condic@es inflamatdrias cronicas. (Rothschild, 2013; Pasolini et al., 2018). Animais que sofrem
uma infeccdo inaparente, quando sujeitos a estresse, como pds-treino intensivo ou transporte,
podem apresentar uma parasitemia recrudescente, resultando em episodios clinicos recidivantes
mais tarde na vida (Kerber et al., 2009)

Uma vez infectados com T. equi, os cavalos permanecem portadores por toda a vida,
independentemente da infecgdo se debelar naturalmente ou com tratamento medicamentoso
(Schein, 1988). Acredita-se que a infeccdo por B. caballi é autolimitante, durando até 4 anos
apos a infeccdo (Holbrook, 1969). No entanto, muitos cavalos que se recuperam da infeccdo
por B. caballi recaem posteriormente, sugerindo um estado temporario em que 0s organismos
ndo podem ser detectados, sugerindo uma possivel infec¢do para toda a vida (Rothschild, 2013).
Casos de surtos com manifestacdo clinica em areas endémicas para PE sdo raros.

Quando transmistida por via transplacentaria podem ocorrer abortos, geralmente
durante o ultimo trimestre de gestacdo, natimortos e piroplasmose neonatal superaguda, que é
quase invariavelmente fatal que raramente sdo acompanhados por doenca clinica na égua
(Erbsloh, 1975; Marlow; Bester, 1994).

A resposta imune do hospedeiro equino a infec¢do por estes protozoarios da ordem
Piroplasmida é complexa e multifacetada (Onyiche et al., 2019). Néo existe imunidade cruzada
entre os dois parasitos. Portanto, um equideo pode ser infectado com um ou ambos os patégenos
simultaneamente (Maurer, 1962). Apesar da ampla literatura com diferentes teorias o0s
mecanismos de infeccdo persistente permanecem desconhecidos (Wise et al., 2013). Acredita-
se que a resposta imune a T. equi envolva mecanismos imunologicos pelo menos parcialmente
mediados por células (Ali et al., 1996). Os correlatos da imunidade protetora contra T equi ndo
séo totalmente compreendidos, e menos ainda se sabe sobre B. caballi (Wise et al., 2014).

A mortalidade em areas endémicas pode variar de 5% a 10%, dependendo da cepa do
protozoario, da saude geral dos animais e da disponibilidade de tratamento, porém pode ser
superior a 50% quando cavalos adultos que nunca foram previamente expostos séo introduzidos

em areas endémicas (Rothschild, 2013).
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8- Importancia e impactos econdmicos

As perdas econOmicas associadas a PE sdo significativas e incluem o custo do
tratamento, especialmente em cavalos com infeccdo aguda, perda de desempenho, morte e
restricbes no cumprimento dos requisitos internacionais relacionados com a exportacdo ou
participacdo em eventos desportivos equestres (Kerber et al., 1999). Quando instaurada em um
rebanho, pode apresentar transmissao transplacentaria, resultando em abortos e nati-mortos.
Esta forma de transmissdo resulta em graves perdas econdémicas para os criadores de cavalos
em regides endémicas para PE (Rothschild, 2013).

Em relagdo a produgdo de carne, o Brasil atualmente é o 4° maior produtor de carne
equina do mundo, no entanto algumas lesdes provocadas pela PE podem desqualificar a carne
para o comércio, ou pelo menos decrescer sua qualidade e, consequentemente, seu valor final.
Paises livres da PE limitam a entrada de cavalos soropositivos para os piroplasmidas nos seus
paises. (Coultous et al., 2023). A proibicdo na exportacdo ou deslocamento para competicdes
esportivas torna essa doenca o principal impedimento no transito internacional de equinos
(Knowles, 1996; Guimardes et al., 1998). O que leva a um dos principais entraves no
desenvolvimento da equinocultura nacional.

Dada a importancia dos equinos na estrutura socioecondémica do Brasil, o status
endémico, com ampla disseminacdo da doenca por todo territério nacional, e o dificil controle

da doenca, 0s prejuizos causados podem ser imensuraveis

9- Diagnostico

A piroplasmose equina pode ser diagnosticada por varios métodos diferentes, incluindo
esfregagos sanguineos corados com Giemsa, avaliagdo clinica, método de cultura in vitro,
métodos sorolégicos como ELISA e moleculares como PCR (de Waal, 1992; Xuan et al., 2001;
Rampersad et al., 2003)

O diagnostico clinico é dificil de se realizar uma vez que 0s sintomas/sinais Sao
inespecificos e podem se confundir com uma variedade de outras doengas como influenza
equina, anemia infecciosa equina, encefalomielites virais ou tripanossomiase (de Waal, 1992).
Outra dificuldade se deve ao fato de a manifestagéo clinica causada por ambos 0s agentes ser
indistinguivel e por muitas vezes animais positivos para PE serem assintomaticos (Ali et al.,
1996).

Dentre as técnicas microscopicas, a mais comumente empregada é a técnica do
esfregaco sanguineo, método simples, que depende da identificacdo do parasito em esfregacos

de sangue finos ou grossos corados com Giemsa usando microscopios de luz (Sumbria; Singla,
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2015). Entretanto apesar de ser uma técnica préatica e rapida, a sensibilidade deste método é
baixa, levando a resultados falso negativos em muitos casos crénicos e subclinicos, quando as
cargas parasitarias sdo baixas (Tirosh-Levy et al., 2020). A maioria dos cavalos infectados tem
baixo nivel de parasitemia que pode ndo ser detectavel em esfregacos de sangue, mesmo em
casos agudos (Tamzali, 2013). As parasitemias em casos agudos de B. caballi variam de 0,1%
a 10%. Nas infeccOes por T. equi, a parasitemia pode exceder 20%, mas niveis de 1-5% sdo
mais comuns (de Waal, 1992). A técnica permite o diagnostico direto do parasito
intraeritrocitario no sangue periférico (Ali et al., 1996), no entanto, a precisdo do exame
microscopico depende da habilidade e experiéncia do pesquisador que investiga o esfregago
(Sumbria; Singla, 2015). O esfregago de sangue espesso revelou maior sensibilidade, no
entanto, diversos estudos indicam que a técnica de PCR é mais sensivel com melhores
resultados (de Waal, 1992; Zobba et al., 2008; Short et al., 2012).

Dentre os testes sorolégicos hd uma ampla gama de testes empregados no diagnéstico
da PE. Podem apresentar boa sensibilidade e especificidade para detecgdo de portadores
inaparentes, no entanto, esses ensaios ndo fornecem informacdes sobre a carga parasitaria atual
para interpretacdo de estados de doenca clinica (Tirosh-Levy et al., 2020).

Desenvolvido em 1945 por Hirato et al. (1945), o teste de fixacdo de complemento
(CFT) era anteriormente o teste padrdo oficialmente aceito para diagnostico de PE e tem sido
usado em todo o mundo para testar cavalos que entram em paises livres de PE. O CFT foi
implementado pela primeira vez como um teste de importacdo para equideos entrando nos
Estados Unidos em 1970 e permaneceu como teste oficial até 2005 (Sumbria; Singla, 2015).
Parasitos inteiros coletados ap6s a hemolise sdo usados como antigenos (Ali et al., 1996). O
CFT detecta anticorpos em 8 dias ap0s a infec¢do; enquanto os titulos diminuem em 2 a 3 meses
apos exposicdo, portanto, apesar de muito especifico para infeccdes agudas, apresenta baixa
sensibilidade na infecgdo crbnica, ou apos tratamentos uma vez que IgG(T) nao realiza fixacdo
de complemento. (Sumbria; Singla, 2015; Tirosh-Levy et al., 2020). O teste CFT pode néo
identificar todos os animais infectados, especialmente aqueles que tém producdo de reagdes
anti-complementares como burro e zebra, devido a incapacidade do IgG de fixar complemento
de cobaia (McGuire et al., 1971). Portanto, o CFT foi substituido, e atualmente os testes
reconhecidos para fins de importacdo de equinos pela Organizacdo Mundial de Saude Animal
(WHOAJ/OIE) sdo os testes IFAT (teste de imunofluorescéncia de anticorpos indireta) e
CELISA (Ensaio imunoenzimatico de inibi¢cdo competitiva) (WOAH, 2014).
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Normalmente, o IFAT é mais sensivel que o CFT e tem sido usado como um teste
complementar para auxiliar na analise dos resultados do CFT (Friedhoff; Soule, 1996; Wise et
al., 2013). Neste teste, anticorpos marcados com fluorescéncia reagem com antigeno ligado a
uma lamina de vidro e sera considerada positivo se for observada forte fluorescéncia em uma
diluigdo de 1: 80 ou superior (Wise et al., 2013). Os titulos de IFAT sdo detectados de forma
mais consistente do que os titulos de CFT, e 0s soros permanecem positivos pela IFAT por mais
tempo do que pela CFT (Tenter; Friedhoff, 1986). A resposta de anticorpos pelo IFAT pode ser
detectada 3 a 20 dias apds a infeccdo e permanecer durante o periodo latente de infeccao
permitindo a detec¢do de casos cronicos (Tamzali, 2013; Tirosh- Levy et al., 2020). Para
aumentar a especificidade com a IFAT, o soro deve ser diluido, 0 que resulta simultaneamente
em perda de sensibilidade (Onyiche et al., 2019). Outro ponto negativo esta no fato de a IFAT
apresentar uma subjetividade na interpretacdo da fluorescéncia, que aliado a necessidade de
grandes quantidades de antigenos tornam a padronizacdo da técnica dificil (Rothschild;
Knowles 2007; Tamzali, 2013; WHOA 2014; Sumbria; Singla, 2015).

Para melhorar a padronizacdo e o desempenho dos testes soroldgicos, varios ensaios de
CELISA foram desenvolvidos utilizando antigenos recombinantes purificados e desde 2004 o
teste de cELISA foi aprovado pela OIE como o teste recomendado para triagem e transporte
internacional de cavalos (Sumbria; Singla, 2015; Tirosh-Levy et al., 2020). Ele detecta
anticorpos para ambos 0s agentes da PE usando anticorpos monoclonais especificos (Tamzali,
2013). Isso facilita a padronizacdo do ensaio, superando os problemas na purificacdo de
antigenos, ja que a especificidade depende apenas do anticorpo monoclonal utilizado (Tamzali,
2013). O cELISA utiliza os anticorpos monoclonais EMA-1 para T. equi e para B. caballi, uma
forma recombinante de RAP-1 também foi desenvolvida (Knowles Jr. et al., 1992; Kappmeyer
etal., 1999). Atualmente, uma ampla gama de antigenos recombinantes (EMA-1; EMA-2; Be82
e Bel58) e proteinas (RAP-1; Bc48; Bc134) para 0 uso em ELISAS na deteccdo de T. equi e B.
caballi, respectivamente, vém sendo produzidos em Escherichia coli ou em células de insetos
por baculovirus (Sumbria; Singla, 2015). O teste é considerado o mais sensivel na deteccao de
infeccBes crbnicas por T. equi, pois, demonstrou capacidade de detectar o agente até 21 dias
apos infeccdo experimental e aproximadamente 5 semanas apos a transmissdo do carrapato
(Knowles Jr. etal., 1991). O uso de um Unico epitopo também pode reduzir a chance de reacoes
cruzadas entre os parasitos (Tirosh-Levy et al., 2020).

Nos ultimos anos, com o advento do diagnostico molecular, as técnicas moleculares

vém ganhando popularidade para a detecgdo de parasitos. Os passos iniciais se deram a partir
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década de 1990 baseando-se em sondas de DNA especificas da espécie, projetadas para detectar
parasitos em amostras de sangue de animais infectados experimentalmente ou naturalmente
e/ou de portadores inaparentes. (Posnett et al., 1991; Potgieter et al., 1992). Desde entdo, muitas
variacdes de PCR vém sendo desenvolvidas, como PCR em tempo real (QPCR), nested PCR e
LAMP (Alhassan et al., 2007; Wise et al., 2013; Lobanov et al., 2018). Dentre as quais, a qPCR
tem apresetado maior aceitacdo em relagdo a outras técnicas de PCR, devido a sua maior
rapidez, sensibilidade, reprodutibilidade e o risco reduzido de contaminacdo (Mackay, 2004;
Sumbria; Singla, 2015).

De maneira resumida, a técnica baseia-se na amplificacdo e deteccdo de fragdes de DNA
do parasito no sangue do animal portador através da reagdo em cadeia da polimerase (PCR).
Esses métodos sdo mais sensiveis do que o exame microscopico e mais Uteis clinicamente do
que a sorologia, pois representam infeccao atual, e também podem ser projetados para distinguir
entre espécies ou genotipos de parasitos (Tirosh-Levy et al., 2020).

A validade da utilizacdo da PCR rotineiramente nos Estados Unidos tem sido
questionada como uma possivel ferramenta no auxilio do diagndstico para cavalos na Africa do
Sul (Wise et al, 2013). Apds exame da composicdo genética do EMA-1, utilizado nos testes de
CELISA, foi reconhecido que as cepas de todo 0 mundo ndo eram 100% homologas (Ueti et al.,
2003; Bhoora et al., 2010b). Tamzali et al. (2013) propde a utilizacdo do diagnéstico molecular
para a avaliagdo de animais infectados em tratamento, principalmente de B. caballi, uma vez
que, para efeitos de exportacdo o animal precisa ser isento de PE e o teste exigido, o CELISA
pode permanecer positivo por um longo periodo (até 6 meses) mesmo ap6s um tratamento bem-
sucedido.

Embora a distin¢do entre casos clinicos de PE e cavalos saudaveis seja normalmente
facilitada por testes moleculares e soroldgicos, o diagndstico de casos subclinicos de PE é mais
desafiador devido a sensibilidade da PCR em tempo real e a baixa carga parasitaria em alguns
portadores, dificultando a diferenciacdo entre portadores e individuos soropositivos e PCR
negativos. Esta diferenciacdo € critica ao avaliar a eficacia do tratamento e ao exportar cavalos
para paises livres de PE (Dorrego-Rodriguez et al., 2023). Ao comparar diferentes métodos
diagnosticos Camino et al. (2019) constataram que houve concordancia entre os testes
soroldgicos e moleculares, e que a pequena variagdo encontrada poderia estar relacionada a
cinética das respostas dos anticorpos. Estudos indicam que, infeccbes agudas podem ser
detectadas com PCR e a sorologia é mais adequada para infec¢Bes cronicas (Joachim et al.,
2022).
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Em resumo, como a patologia clinica da PE ndo é especifica, o diagnostico preciso
requer testes especificos (Tamzali, 2013). Para um diagndstico meticuloso da PE, o teste deve
ser considerado como "padrdo ouro" se for suficientemente sensivel para detectar precocemente
infeccdes agudas e cronicas, especifico para a diferenciacdo entre as duas espécies parasitarias,

e deve ser econdmico (Sumbria; Singla, 2015).

10 - Filogenia e Variabilidade genética de Theileria equi

A descrigéo inicial como Piroplasma equi por Laveran (1901), a reclassificagdo como
Babesia equi e, subsequentemente como Theileria equi por Mehlhorn e Shein (1998), refletem
a incerteza taxonémica deste protozoario que tem sido questionada desde a sua descoberta e
permanece controverso até os dias atuais (Mehlhorn; Schein, 1998; Kappmeyer et al., 2012;
Alsarhan, 2017). As frequentes mudancas taxonomicas deste piroplasmida, embora bem
fundamentadas, na maioria das vezes baseiam-se em caracteristicas morfoldgicas e biolégicas
(Peixoto0,2017; Vitari, 2018). Porém, estes métodos sdo considerados de utilidade limitada,
visto que a variabilidade de apicomplexos circulando entre vetores de vida selvagem e animais
domésticos é gigantesca e existem apicomplexos estreitamente relacionados (Gray, 2006;
Githaka et al., 2014; Mans et al., 2015; Knowles et al., 2018).

Os avancos tecnologicos das ultimas décadas nas areas da genémica comparativa e da
analise filogenética vém contribuindo para os estudos de diversidade genética das populacdes
de hemoparasitas (Allsopp, 2006; Forrester; Hall, 2014; Sant et al., 2019). Estudos filogenéticos
sugerem que T. equi pertence a um grupo parafilético distinto, diferente tanto do género Babesia
quanto do género Theileria, indicando portanto, que 0 organismo possui caracteristicas
intermediarias entre os dois géneros (Uilenberg, 2006; Allsopp et al., 2007). Ainda, uma
variacdo genética consideravel vem sendo descrita na literatura, e descobertas recentes de
espécies novas e intimamente relacionadas, como T. haneyi, sugerem também, que a
classificacdo atual de T. equi pode incluir varios organismos distintos (Knowles et al., 2018;
Dahmana et al., 2019; Bishop et al., 2020). De acordo com Katzer et al. (1998) a diversidade
de sequéncias nos isolados de T. equi tem sido maior do que o encontrado em qualquer uma das
especies classicas de Theileria.

Dentre os diversos alvos empregados, a sequéncia genica da subunidade ribossémica
(18S rRNA) tem sido amplamente aceito e empregado em estudos de analises filogenéticas,
caracterizagdo e classificacdo taxonémica devido seus altos niveis de conservacao e elevado

numero de copias, resultando em uma enorme base de dados (Salim et al., 2010). Sabe-se que
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este marcador molecular pode possuir até nove regibes com elevada variacdo génica,
denominadas de V1 a V9, favorecendo a sua utilizagdo como um importante marcador para
estudos de diversidade genética (Ueti et al., 2003; Hadziavdic et al., 2014). Este gene também
possui regides conservadas, que podem ser utilizadas para estudos de ferramentas de diagndstico
de T. equi (Kim et al., 2008; Bhoora et al., 2010Db).

Vérios autores documentaram um grau notavelmente alto de polimorfismo genético
intraespecifico nos locais do 18S SSU rRNA, que geralmente sdo altamente conservados
(Nagore et al., 2004; Bhoora et al., 2009; Liu et al., 2016; Knowles et al., 2018).

Analises filogenéticas do gene 18S rRNA revelaram a presenca de cinco genotipos
diferentes, A, B, C, D e E, com base na presenga de clados distintos (Qablan et al., 2012; Qablan
et al., 2013; Peixoto, 2017). Autores como Alanazi et al. (2014) e Coultous et al. (2020) propde
uma classificacdo em que consideram quatro grupos (A — D), onde o grupo E faz parte do grupo
B. Para tanto, estudos adicionais sdo necessarios para realizar uma classificacdo adequada deste
parasita (Wang et al., 2019).

11 -Tratamento e Prevencao

Incialmente, destaca-se que as estratégias de tratamento entre paises endémicos e ndo
endémicos apresenta diferencas significativas. Nas regides endémicas, o tratamento da PE é
usado apenas como meio de diminuir os sinais clinicos, reduzindo as fatalidades, enquanto nas
regibes ndo endémicas o objetivo do tratamento é eliminar o risco de transmissdo com
protocolos de tratamentos esterilizantes (quimioesterilizagcdo) (Tamzali, 2013; Wise et al.,
2013). A eliminacdo do organismo nao tem qualquer prop6sito nos paises endémicos, uma vez
gue se presume que a imunidade vitalicia é conferida com infeccdo crbnica ou inaparente
(Tamzali, 2013).

Uma série de drogas tem sido utilizadas na tentativa do tratamento da PE com variados
niveis de sucesso (de Waal, 1992). O propionato de imidocarb tem sido considerada a droga
de escolha, mas pode ser toxico em niveis terapéuticos (Cohen et al., 1983; Rothschild, 2013;
Onyiche et al., 2019). Ambos os parasitos respondem aos medicamentos babesicidas, mas T.
equi é mais refratario ao tratamento do que B. caballi e requer dosagens mais altas e terapia
com mais tempo de duracdo (Vial; Gorenflot, 2006 Butler et al., 2008; Schwint et al., 2009).
De acordo com Schein (1988), B. caballi pode ser melhor tratado com medicamentos
quimioterapicos do que T. equi. O diaceturato de diminazeno € eficaz na quimioesterilizagdo

de B. caballie na eliminacdo de sinais clinicos em infeccdes por T. equi, medicamentos
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antiteilericidas, como a buparvaquona tem apresentado eficacia no combate a doenca causada
por T. equi e podem, em combinagdo com o imidocarb, também eliminar o parasito (Bruning,
1996). A clofazimina mostrou excelentes efeitos inibitorios contra Babesia e Theileria in vitro
e invivo (Tuvshintulga et al., 2016). Enfim, numerosos medicamentos tém sido usados ha varios
anos para o tratamento da piroplasmose, incluindo oxitetraciclina e azitromicina, muitos dos
quais tém se mostrado cada vez mais ineficazes devido a sua toxicidade e resisténcia avangada
(Vial; Gorenflot, 2006; El-Saber Batiha et al., 2020). Na auséncia de vacinas eficazes
disponiveis até 0 momento, a terapia medicamentosa passa a configurar como um dos principais
meios de prevencdo da disseminacdo da PE (Tamzali et al.,2013). Para tanto, a avaliacdo de
novos medicamentos como: epoxomicina, alicina, nerolidol, triclosan, gossipol, cloreto de
nitidina, 17-DMAG, trans -chalcona, acido elagico, atovaquona, ivermectina, e até mesmo
extrato de ervas com com efeitos babesicidas tém sido amplamente avaliados no decorrer dos
ultimos anos (Hughes; Oz, 1995; Beshbishy et al, 2019a; Batiha et al. (a), 2019; Beshbishy et
al., 2019b; Batiha et al., 2019b; Diaz-Sénchez et al., 2020).

Entretanto, nas areas endémicas, o tratamento geralmente visa apenas reduzir o quadro
clinico de infec¢Bes agudas, enquanto a prevencao da infeccdo nessas regides é virtualmente
impossivel e presume-se que a pré-imunidade conferida com a infeccdo inicial atua para
proteger o cavalo de doenca recorrente apOs exposicdes subsequentes (Friedhoff et al., 1990;
de Waal, 1992; Wise et al., 2013; Onyiche et al., 2019).

Vérias estratégias experimentais de imunizacdo foram testadas para PE, no entanto, até
0 presente momento ainda ndo existem vacinas eficazes comercialmente disponiveis para T.
equi ou B. caballi (Rothschild, 2013).

Nos paises ndo-endémicos o controle da PE deve incluir, 0 monitoramento sorolégico
dos animais, a aplicacdo de terapia medicamentosa, restricdo na movimentacdo de cavalos
infectados e controle efetivo de carrapatos vetores (Bruning, 1996, Tamzali, 2013). As medidas
de controle podem variar dependendo do status da PE e do local (Rothschild, 2013).

Um dos métodos mais confiaveis para controlar a PE continua sendo o impedimento da
entrada de equinos infectados em areas livres da doenga bem como, garantir que 0s animais
originarios de paises endémicos sejam testados e livres de carrapatos previamente a sua entrada
(Irby, 2002). Todos os cavalos importados de paises endémicos passam rigorosamente por
quarentena (Wise et al., 2013). Alguns paises endémicos também restringem a entrada e o
movimento interno para evitar a introducao de estirpes diversas e possivelmente mais virulentas
(Scoles; Ueti, 2015).
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Um dos passos mais importantes no programa de controle PE é prevenir exposi¢do a
carrapatos, que pode ser complicado por causa dos requisitos biolégicos especificos de cada
espécie, seu ciclo e seus hospedeiros (Sumbria; Singla, 2015). Isto inclui aplicacéo rotineira de
acaricidas, vigilancia da presenca de carrapatos e reducdo da vegetacdo (USDA, 2012). No
entanto, a aplicacdo regular de acaricidas quimicos, tem gerado problemas com resisténcia em
carrapatos, poluicdo ambiental e em produtos de origem animal (Kunz; Kemp, 1994). Para
tanto, o uso estratégico de acaricidas é recomendado para reduzir, mas nao eliminar a exposicao
a carrapatos (Tirosh-Levy et al., 2020).

Fatores ambientais também podem afetar a quantidade e diversidade dos agentes no
ambiente, entretanto, ainda faltam estudos esclarecedores quanto aos principais fatores de risco,
que reconhecidos podem auxiliar no controle de vetores bem como da disseminacao da doenca
(Del Pino; Mairiés, 2020). Portanto, a compreensdo da epidemiologia da patologia pode exercer
um papel fundamental no desenvolvimento de estratégias regulatérias para prevenir a
propagacao de patdgenos.

De maneira geral, ainda faltam maiores esclarecimentos, quanto ao desenvolvimento
dos agentes nos vetores, quanto a persisténcia da infeccdo, quanto a elaboracdo de vacinas,
quanto a resposta imune, quanto métodos eficientes de diagndstico e tratamento, quanto aos
possiveis fatores ambientais e epidemiolégicos, dentre outros, para a elaboracdo adequada de
estratégias eficientes no controle e prevenc¢do da PE (de Waal, 1992; Wise et al. 2013; Sumbria;
Singla, 2015; Del Pino; Mafiés, 2020).

23



MATERIAIS E METODOS

1- Area de Estudo e Amostragem

Foi realizado um estudo transversal em 21 regides administrativas do Distrito Federal,
Brasil (Figura 5). A populacdo de cavalos de tracdo registrada pela Defesa Agropecuéria do
Distrito Federal (SEAGRI/DF) foi utilizado para conduzir a presente investigacdo. A
amostragem foi realizada, estratificando o nimero de amostras de acordo com a populacao
equina estimada em cada uma das areas administrativas. Os dados da populagéo equina foram
fornecidos pela SEAGRI/DF. Um célculo foi realizado para a amostragem de animais do
estudo, considerando-se uma prevaléncia esperada (p) de 50%, Z corresponde ao nivel de
confianca (1,96 para 95%);, e um erro relativo (E) de 5%, obtendo-se 384 cavalos (Medronho
et al.,2019). Admitindo que ndo ha dados precedentes sobre a prevaléncia de piroplasmose
equina em cavalos da area-alvo, a presente pesquisa adotou o valor de 50% como prevaléncia

esperada, o que fornece o numero maximo de amostras a serem coletadas assumindo a equacéo

Z? xp x(1-p) . T \
n=-—_— (Medronho et al., 2019). Mais 7% de margem de seguranca foi adicionada a

amostragem quanto a possibilidade de consentimento, recusa, coagulacdo do sangue ou

hemolise e extravio de amostras para um tamanho da amostra final de 409 cavalos.
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Figura 5: Mapa tematico indicando os pontos de coleta das amostras alocadas nas regides
administrativas do Distrito Federal/DF.

Reference System:
SIRGA 2000
Source: SISDIA
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2- Questionario epidemiolégico

Um questionario epidemioldgico semiestruturado, previamente validado em um estudo
separado (Biral et al., 2021), foi administrado aos tutores ap0s obtencdo de consentimento
prévio por meio da assinatura de um termo de consentimento informado. O questionario teve
como objetivo explorar fatores intrinsecos e extrinsecos associados a presenca de DNA de B.
caballi e T. equi nas areas de estudo.

As variaveis estudadas foram: sexo (masculino ou feminino), idade (maior ou menor
que 5 anos), tipo de habitacdo (alvenaria ou madeira), cor da pelagem (clara ou escura), acesso
a regides florestais (sim ou ndo), acesso a pastagens (sim ou nédo), origem dos animais (animais
nascidos dentro ou fora do Distrito Federal), assisténcia veterinaria (animais atendidos por
veterinario certificado e animais que nunca receberam nenhum tratamento ou cuidados
profissionais), uso de ectoparasiticida diretamente no animal (sim ou n&o), o local onde o
animais pernoitam (propriedade particular ou celeiro comunitéario), presenca de animais

silvestres (sim ou ndo), contato com capivara (sim ou ndo), area (rural ou urbana), condicdo
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sanitaria (Condicdo de salde precéria: escore corporal abaixo de trés, mucosas oral e ocular
palidas, oito horas de trabalho diario e apresentacdo de lesdes na pele; condigcdo de salde
adequada: escore corporal de trés ou mais, mucosas oral e ocular normocoloridas, menos de
oito horas de trabalho por dia e auséncia de lesdes na pele.)

A presenca ou auséncia de carrapatos, bem como a identificacdo das espécies presentes
nos individuos do conglomerado amostral foram avaliadas como medida objetiva a partir da
observacao direta. No entanto, analise estatistica ndo foi conduzida devido a presenca quase
ubiqua de carrapatos na populacdo-alvo. Portanto, nenhuma diferenca significativa na
frequéncia de infestacdo por carrapatos foi observada entre animais negativos ou positivos para
T. equi e B. caballi.

A condicdo sanitaria (negativa: lesdes de pele, baixo score corporal, etc; ou positiva:
score corporal adequado, auséncia de sinais clinicos ou lesdes de pele) também foi avaliada por

observacdo direta por médico veterinario.

3- Coleta e armazenamento das amostras

As amostras de sangue foram coletadas de cavalos para posterior andlise molecular,
mediante autorizac&o prévia de seus tutores e aprovacio do Comité de Pesquisa Comité de Etica
da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), sob o numero 845/2016, e pela
comissdo de ética em a utilizacdo de animais do Instituto Veterinario da UFRRJ sob o0 nimero
5268240716. Apos a contencdo do animal, foi coletado sangue na regido do pescoc¢o, na veia
jugular, com agulha vacutainer (0,8 mm x 25 mm) e armazenado em frasco com anticoagulante
EDTA (acido etilenodiamino tetra-acético) em geladeira até que as amostras fossem

processadas.

4- Extragdo de DNA total
A extracdo do DNA total das amostras de sangue dos equinos foi realizada utilizando
Dneasy Blood and Tissue Kit (Qiagen®) seguindo-se as recomendacdes do fabricante.
A pureza e a concentracdo do DNA total foram determinadas por espectrofotometria
(Nanodrop ND-2000 ®, Thermo Scientific, Wilmington, DE, USA). A integridade do DNA foi
avaliada por eletroforese em gel de agarose a 0,9% corado por Brometo de Etideo e visualizado

sob luz UV. As amostras foram padronizadas a uma concentragéo de 50 ng/pL.
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5- Deteccdo Molecular de Babesia caballi por PCR em tempo real:

A deteccdo do hemoprotozoario foi realizada pela amplificacdo de um fragmento de 95
pb do 18S rDNA de B. caballi através de PCR em tempo real (JPCR) conforme ensaio descrito
por Bhoora et al. (2010a). Foram utilizados os primers Bc 18SF402 (5°-
GTAATTGGAATGATGGCGACTTAA-3’) e Bc_ 18SR496 (5’-CGCTAT
TGGAGCTGGAATTACC-3") easonda Bec_18SP (5’-6-FAM-CCTCGCCAGAGTAA-MGB-
3”). O ensaio também continha um controle positivo interno exégeno TagMan® (Exo IPC),
para evitar resultados falso-negativos que possam ocorrer devido a falhas na extragdo de
DNA/inibicdo de PCR. Os ensaios foram realizados em duplicata no aparelho StepOne Plus
(Applied Biosystems®, Waltham, Massachusetts, EUA), em um volume total de 12 uL,
contendo: 1X de TagMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems®, Waltham,
Massachusetts, EUA), 0,9 mM de cada “primer”, 0,25 mM da sonda TagMan MGB, 1X sonda
VIC (reagentes de controle positivo interno exégeno TagMan®, Applied Biosystems, Foster
City, CA), 1X DNA Exo IPC e 3 uL (150ng) de DNA das amostras de sangue. As condi¢bes
de termociclagem foram: ativagéo inicial da DNA polimerase a 95 °C por 20 s, sequido de 45
ciclos de 1 s a 95 °C e 20 s a 60 °C. O limite de deteccio desta reacdo é de 1.9 x 107%% de
eritrocitos parasitados. As amostras com valores de Cq inferiores a 40 ciclos foram

consideradas positivas para B. caballi.

6- Caracterizacdo molecular de Babesia caballi por nested PCR

A deteccéo do gene rap-1 da B. caballi foi realizada nas amostras consideradas positivas
na etapa da triagem anterior (PCR em tempo real). A amplificacdo do gen rap-1 foi realizada
por nested PCR conforme ensaio descrito por Bhoora et al. (2010). Os primers e tamanho dos
produtos utilizados estdo descritos na Tabela 1. Ambas as reac6es foram realizadas no aparelho
Veriti® (Applied Biosystems®, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA) em um
volume total de 25 pL, 400 uM de cada ANTP (ANTP Mix, Qiagen), 0,4 uM de cada “primer”,
1 U da polimerase Phusion High-Fidelity DNA (Thermo Scientific) em tamp&o Phusion HF a
1X e 3 mM de MgCI2. Na primeira reacdo foram utilizados 5 uL. do DNA de sangue equino
previamente testado positivo, e na segunda, 1 uL. do produto de PCR da primeira reagdo foi
utilizado como molde.

As condigdes de termociclagem de ambos os ciclos de amplificagdo foram as seguintes:
2 min a 98°C, seguidos de 10 ciclos a 98°C/10s, 65°C/30s e 72 °C/30s, onde a temperatura de

anelamento foi decrescida em 0,5 °C por ciclo. Mais 25 ciclos a 98°C/10s, 60°C/30s e72 °C/30s.
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A extensdo final foi realizada a 72 ° C por 2 min. Os produtos de amplificagdo foram
purificados partir de gel de agarose a 1,5%.

Tabela 1: Descricdo de primers nested PCR

Nome Sequéncia (5'-3") Tamanho (pb) Tm (°C) Tm (°C) Tamanho do
produto (pb)

RAP1-F1 TTT TY G GCG | 18 56-58 141-159

CCCTCT TGC 899
RAP1-R1 TTT TY G GCG | 26 72 1014-1040

CCCTCTTGC
RAP1-F2 TAC CAA CCR | 19 58-60 473-492

CTGACCCTTC 482
RAP1-R2 AAA CGC TY C | 19 56-58 936-955

GCAAACTTG G

7- Deteccdo Molecular de Theileria equi por PCR em tempo real

A deteccdo do DNA de T. equi envolveu a amplificacdo de um fragmento de 81 pb do
gene 18S rRNA usando o conjunto de primers Bel8SF (5-GCGGTGTTTCGGTGATTCATA-
3) e Bel8SR (5-TGATAGGTCAGAAACTTGAATGATACATC-3), juntamente com a
sonda fluorescente de hidrolise Be18SP (5'-AAATTAGCGAATCGCATGGCTT-3"). A sonda
foi marcada na extremidade 5' com o corante fluoroforo 6-carboxifluoresceina e na extremidade
3' com o corante apagador 6-carboxi-tetrametilrodamina (Kim et al., 2008). O ensaio também
continha um controle positivo interno exdgeno TagMan® (Exo IPC), para evitar resultados
falso-negativos que possam ocorrer devido a falhas na extracdo de DNA/inibic¢éo de PCR.

Os ensaios foram realizados em duplicata usando o sistema StepOne Plus com um
volume final de 12 puL, composto por: 1X TagMan® Universal PCR Master Mix, 450 nM de
cada primer, 250 nM da sonda FAM, 1X sonda VIC (reagentes de controle positivo interno
exogeno TagMan®, Applied Biosystems, Foster City, CA), 1X DNA Exo IPC e 3 uL (150 ng)
de DNA de amostras de sangue.

As condigdes de termociclagem foram: 50 °C por 2 min, 95 °C por 10 min e 45 ciclos a
95 °C por 20 s, seguidos de 55 °C por 1 min (Kim et al. 2008). O limite de detec¢do desta reacao
¢ de 1,5 parasitas/pl por amostra. As amostras com valores de Cq menores ou iguais a 40 ciclos

foram consideradas positivas.
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8- PCR convencional para caracterizacdo de Theileria equi

O fragmento de DNA de 1600 pb do gene 18S rRNA foi amplificado em oito amostras
de diferentes regides administrativas do Distrito Federal as quais foram selecionadas
aleatoriamente para sequenciamento.

O gene completo foi amplificado utilizando a técnica de PCR descrita por Bhoora et al.
(2009), com algumas modificagdes, utilizando os iniciadores NBabesialF (5°-
AAGCCATGCATGTCTAAGTATAAGCTTTT-3’) e 18SRev-TB (5°-
GAATAATTCACCGGATCACTCG-3").

A reacdo de PCR consistiu em um volume final de 25 pL, contendo: 1X tampéo
Platinum® (Tris-HCI 200 mM, pH 8.4, KCI 500 mM), 4 mM de MgCl2, 0,4 mM de cada dNTP,
0,4 UM de cada primer (NBabesialF e 18SRev-TB), 1,5 U de Platinum® Taq DNA Polimerase
e 3 puL de DNA, com o volume completado com &gua ultrapura. As condicdes de
termociclamento foram as seguintes: desnaturacédo inicial a 94 °C por 2 minutos, seguida por
40 ciclos de desnaturacdo a 94 °C por 30 segundos, anelamento a 60 °C por 45 segundos,
extensdo a 72 °C por 1 minuto e uma extensao final a 72 °C por 7 minutos.

Os amplicons resultantes foram submetidos a eletroforese em gel de agarose (1,5%
Agarose NA — Amersham Biosciences) em tampéo TAE 1x (Promega®, Madison, W1, EUA).

A purificacdo dos amplicons foi realizada utilizando o kit Wizard SV Gel and PCR
Clean-Up System (Promega®, Madison, W1, EUA) de acordo com as instru¢des do fabricante.

A quantificacdo dos produtos purificados foi estimada utilizando um gel de agarose a
2%, com 5 pL de produtos purificados homogeneizados em 1,5 pL de tampdo de amostra. Um
marcador de massa molecular de baixo peso molecular de 4 pL Low DNA MassTM Ladder

(Invitrogen®) foi utilizado como escala de massa molecular.

9- Sequenciamento das amostras

Os produtos amplificados foram encaminhados para Biomanguinhos/FIOCRUZ, onde
o sequenciamento foi realizado pelo método Sanger (Sanger et al., 1977) utilizando trés pares
de “primers” descritos no estudo de Bhoora et al. (2009): NBabesialF e BT18S3R
(CCTCTGACAGTTAAATACGAATGCCC), amplificando a parte final do segmento 5’;
BT18S3F (GGGCATTCGTATTTAACTGTCAGAGG) e 18SRev-TB, amplificando a parte
final do segmento 3’ BT18S2F (GGGTTCGATTCCGGAGAGGG) e
BT18S2R(CCCGTGTTGAGTCAAATTAAGCCG) amplificando a parte interna do gene.
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10- Anéalise do sequenciamento

As amostras foram montadas e editadas utilizando o programa CLC Main WorkBench
v5.1 e em seguida depositadas no GenBank sob o nimero de acesso PP249538, PP249539,
PP249540, PP249541, PP249542, PP249543, PP249544 e PP249545,

As sequéncias foram alinhadas utilizando o algoritmo Clustal W (1.6) no software
MEGA X (Kumar et al., 2018). As oito sequéncias de 18S rRNA de T. equi recém-recuperadas
foram alinhadas em um conjunto de dados criado com setenta e quatro sequéncias de acordo
com a espécie do parasita do banco de dados GenBank. Cardiosporidium cionae (EU052685)
e Nephromyces sp. (HM469382) foram usados como outgroup para enraizar a arvore.

A matriz de distancias nucleotidicas divergentes foi calculada, e as diferencas de pares
de bases entre as novas sequéncias desta investigacdo e as sequéncias de referéncia para T. equi
(ID: Z215105) foram estimadas no programa CLC Main WorkBench v7.9.2..

A anélise filogenética de T. equi foi realizada utilizando a Inferéncia Bayesiana (BI)
com a versdo 3.2 do MrBayes (Ronquist et al., 2012). A anélise de Bl envolveu simulacfes de
Monte Carlo da Cadeia de Markov executadas por 2,5 milhdes de geracbes, com a exclusédo de
25% das arvores geradas como a fase de "Burn-in".

Para determinar o0 modelo de substituicdo 6timo para a anélise filogenética, modelos
preditivos foram construidos usando métodos como GTR (General Time Reversible), HKY
(Hasegawa-Kishino-Yano), TN93 (Tamura-Nei), T92 (Tamura 3-parametros), K2 (Kimura 2-
parametros) e JC (Jukes-Cantor). Esses modelos foram avaliados com base em seus escores de
Critério de Informacdo Bayesiana (BIC), com escores mais baixos indicando um melhor ajuste
ao padréo de substituicédo.

A néo uniformidade das taxas evolutivas entre os sitios foi considerada utilizando uma
distribuicdo discreta de Gama (+G) com cinco categorias de taxa, e uma fracdo de sitios
evolutivamente invariaveis (+1) também foi incluida nos modelos. O melhor modelo, GTR + |
+ G, para 0 18S rRNA de T. equi foi selecionado usando o MEGA X, que forneceu o valor BIC
mais baixo (Kumar et al., 2018).

. A arvore filogenética final foi visualizada usando o FigTree v1.4.3 e editada usando o

Inkscape 1.2.
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11- Analise estatistica

Os dados obtidos do questionario epidemiologico foram organizados na planilha do
Microsoft Excel e depois importados para a Interface RStudio do software R versdo 3.6.1
(Allaire, 2012). A andlise teve como objetivo investigar a relacdo potencial entre fatores
preditivos e positividade para Piroplasmose Equina (PE). Os cavalos foram considerados
positivos para PE se mostrassem amplificacdo para T. equi e/ou B. caballi, utilizando gPCR.
Esta definicdo de caso foi usada para analises bivariadas e multivariadas.

Inicialmente, as variaveis foram avaliadas individualmente em uma analise bivariada
utilizando o Teste Exato de Fisher, com cada variavel comparada a positividade para T. equi ou
B. caballi, em um nivel de significancia de 95% (p < 0,05). Em seguida, foi realizada uma
analise combinatoria entre as varidveis para criar modelos preditivos utilizando a funcgéo
"stepAIC" do pacote MASS (Venables; Ripley, 2002). Os modelos foram submetidos a
regressao logistica utilizando o pacote "rms" (Harrell, 2020). O fator de inflacdo da variancia
foi aplicado para confirmar a auséncia de multicolinearidade em cada modelo preditivo.

Os modelos foram validados utilizando o método de reamostragem Bootstrap com 1000
pseudo-réplicas. A calibracdo do modelo foi avaliada visualmente tragando as probabilidades
previstas contra as probabilidades observadas. O teste de Hosmer-Lemeshow também foi
conduzido utilizando o pacote "generalhoslem™ (Fagerland; Hosmer, 2016) para avaliar a
qualidade geral do ajuste, com valores proximos a 1 indicando um modelo bem ajustado.

Por fim, a analise da Receptor Operaciona de Analise de Curvas Caracteristicas (ROC)
foi empregada utilizando o pacote "pROC" (Robin et al., 2011) para estimar as areas sob as
curvas ROC (AUC, indice c) e avaliar a capacidade geral dos modelos em prever corretamente
infeccBes por T. equi e/ou B. caballi. A selecdo final do modelo foi baseada no indice de
performance (indice c), no valor do ajuste do modelo, no comportamento da curva de calibracdo

e no menor Erro Médio Absoluto (MAE) na analise de Bootstrap.

12- Anélise espacial
A analise espacial gerou mapas tematicos com a distribuicdo de amostras coletadas e
animais positivos. Um mapa do kernel foi produzido usando o software GIS (QGIS v2.5.17 -
Las Palmas) para identificar visualmente clusters de infecgdo através da interpolacdo entre
animais positivos para T. equi e/ou B. caballi e as coordenadas geograficas dos locais de estudo.
A base cartografica dos estados do Brasil e Distrito Federal foram obtidos em formato shapefile
do banco de dados eletronico do Sistema Distrital de Informages Ambientais (SISDIA, 2022)
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e carregado no software GIS, mantendo suas coordenadas em graus no Sistema Geocéntrico de
Referéncia para as Américas (SIRGAS 2000), anteriormente estabelecido pelo IBGE. A escala
colorida no raster obtido foi proporcional aos animais positivos (variando de 1 a 30). O indice
Global de Moran (valor-I), variando de -1 a +1, e o valor de pseudo-significancia (realizado
com 999 permutac¢des, com um nivel de significancia de 95%, valor p> 0,05) foram executados
no software GeoDa versdo 1.14 e calculados para confirmar a autocorrelagéo espacial entre os

animais positivos, a distribuicdo espacial e as variaveis epidemiologicas.

RESULTADOS

1- Analise bivariada
O presente estudo detectou um percentual de 56,23% (230/409) de animais positivos
para Piroplasmose equina (PE). Dos quais 49,88% (204/409) foram positivos somente para
Theileria equi, 1,47% (6/409) foram positivos somente para Babesia caballi, e 4,89% (20/409)
apresentaram coinfeccgdo. A distribuicdo das frequéncias por regido esta descrita na Tabela 2.

Tabela 2: Distribuicdo e frequéncia dos agentes da Piroplasmose equina nas vinte

diferentes regiGes administrativas do Distrito Federal, Brasil.

Regido Total de Somente Somente Coinfectados Negativos
Administrativa amostras Babesia Theileria equi/
caballi/ prevaléncia
prevaléncia
Riacho Fundo Il 11 0 0 0 11
Riacho Fundo | 4 0 2(0,5) 0 2
Planaltina 42 1(0,02) 18 (0,43) 2 (0,05) 21
Gama 25 1 (0,04) 12 (0,48) 4 (0,16) 8
Candangolandia 15 0 9 (0,6) 3(0,2) 3
Plano Piloto 5 0 4(0,8) 0 1
Recanto das 13 0 5(0,38) 1 (0,08) 7
Emas
Taguatinga 24 1 (0,04) 16 (0,67) 1(0,04) 6
Samambaia 26 0 8 (0,31) 1(0,04) 17
Sobradinho | 20 0 13 (0,65) 0 7
Sobradinho Il 3 0 3(1,0) 0 0
SIA 6 0 6 (1,0) 0 0
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Paranoa 21 1 (0,05) 16 (0,76) 0 4
Itapoa 7 1(0,14) 4 (0,57) 1(0,14) 1
Santa Maria 42 0 27 (0,64) 1(0,02) 14
S&0 Sebastido 25 0 16 (0,64) 0 9
Guaré 20 0 10 (0,5) 3(0,15) 7
SCIA 15 0 2 (0,13) 1(0,07) 12
Ceilandia 42 1(0,02) 19 (0,45) 1(0,02) 21
Pér do Sol 30 0 14 (0,47) 1(0,03) 15
Brazlandia 13 0 0 0 13
Total 409 6 204 20 180

*Calculo de prevaléncia = amostras positivas/ n total.

De acordo com a andlise bivariada (Tabela 3), aplicando o Teste Exato de Fisher foi
possivel observar associacdo significativa entre os animais positivos para PE e 0s seguintes
fatores: idade dos animais (animais com idade maior ou igual a 5 anos) e contato com capivara
(animais que apresentaram contato com capivara) (Tabela 3). Enquanto, os demais fatores

analisados ndo apresentaram associacao significativa (p < 0.05).

Tabela 3: Analise descritiva e bivariada de fatores intrinsecos e extrinsecos em cavalos
que apresentam amplificacdo do DNA de agentes de Piroplasmose equina em vinte diferentes

regides administrativas do Distrito Federal, Brasil.

Variaveis do N % Analise bivariada
Questionario (409) (+)
p-valor Razao de IC 95%
chances
(RC)
Sexo 0,36 0,82 0,54 1,25
Fémea 165 (88/165)
53.33
Macho* 244 (142/244)
58,20
Idade 0,05 1,66 0,97 - 2,85
> 5 anos* 335 (196/335)
58,51
<5 anos 74 (34174)
45,94
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Pelagem 0,23 0,78 0,52-1,18
Escura* 224 (132/224)
58,93
Clara 185 (98/185)
52,97
Alojamento 0,56 1,15 0,71-1,89
Alvenaria* 314 (174/314)
55,41
Madeira 95 (56/95)
58,95
Acesso a floresta 0,54 0,85 0,51-1,42
Sim 323 (179/323)
55,42
Néo* 86 (51/86)
59,30
Acesso a 0,83 1,05 0,68 — 1,62
pastagem
Sim 270 (153/270)
56,67
Nao* 139 (77/139)
55,39
Animais 1 0,99 0,65-1,50
realizaram
viagens
Sim 164 (92/164)
56,10
N&o* 245 (138/245)
56,33
Assisténcia 0,07 1,48 0,95-2,31
Veterinaria
Sim 139 (87/139)
62,58
Néo* 270 (153/270)
56,67
Uso de 0,76 1,07 0,70 -1,63
ectoparasiticidas
Sim* 154 (85/154)
55.19
Nzo 255 (145/255)

34



56.86

Local de 0,69 1,08 0,72-1,63
pernoite dos
animais
Propriedade 192 (110/192)
privada 57,29
Curral 217 (120/217)
comunitario* 55,30
Presenca de 0,842 1,04 0,69 - 1,57
animais
silvestres
Sim 224 (127/224)
56,70
Nao* 185 (103/185)
55,67
Contato com 0,012 2,22 1,15-4,52
capivaras
Sim* 54 (39/54)
72,22
NZo 355 (191/355)
53,80
Condicéo 0,15 1,61 0,83-3,15
Sanitaria
Presenca de sinais 46 (21/46)
clinicos* 45,65
Auséncia de 363 (209/363)
sinais clinicos 57,57
Area 0,45 1,40 0,63-3,15
Urbana 378 (215/378)
56,88
Rural* 31 (15/31)
48,39

*Variavel de referéncia

De acordo com a medida objetiva a partir da observagdo direta, quanto a presenca e

espécies de carrapatos, observou-se a quase totalidade dos animais avaliados como sendo

parasitados ndo havendo portanto, alteragcdo na frequéncia de animais infestados entre o grupo
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de animais negativos e positivos para T. equi e/ou B. caballi. As principais espécies observadas

foram: Amblyomma sculptum e Dermacentor nitens.
2- Analise multivariada

Nenhuma das varidveis a serem integradas no modelo de regressdo logistica
demonstraram colinearidade no teste de fiv.

Na analise multivariada, foram construidos treze modelos diferentes, e o modelo
completo preditivo, que inclui as variaveis "idade", "contato com capivaras”, "cuidados
veterindrios" e "condigdo sanitéria”, foi selecionado devido aos resultados de calibragdo
satisfatorios, apresentando o menor erro médio absoluto (MAE = 0,013). Este modelo também
demonstrou os melhores valores de calibracdo, pois tanto as linhas corrigidas (Bias-Corrected)
guanto as aparentes seguiram de perto a linha do modelo ideal. Este modelo exibiu uma area
sob a curva (AUC) de 0,609 e um intervalo de confianca de 95% (IC) de 0,56-0,66, indicando
um desempenho preditivo moderado.

As varidveis do modelo: 'idade' (valor-p = 0,004; OR = 1,71; IC = 1,01 - 2,87) e
‘condicdo sanitaria’ (valor-p = 0,04; OR = 1,91; IC = 1,003 - 3,64) apresentaram associacdes
significativas com a infeccdo por PE. A variavel 'contato com capivara' demonstrou valores de
p marginais, com resultados proximos aos valores de corte estatisticos, sugerindo uma
associacao potencial. Outras variaveis, como 'cuidados veterinarios', ndo demostraram

associac0es significativas (Tabela 4).

Tabela 4: Modelo de regressdo logistica multivaridvel dos fatores epidemiolégicos
relacionados para a ocorréncia de equinos naturalmente infectados por Babesia caballi e/ou

Theileria equi em 21 regides administrativas do Distrito Federal/ DF, Brasil.

Variéveis Anélise Multivariada
Associadas

C(B) Erro p-valor Wald RC 1C 95%

padréo

Idade 0,53 0,26 0,04 2,01 1,71 1,01-2,87
Contato com 0,63 0,33 0,05 1,92 1,88 0,99 — 3,59
capivara
Assisténcia 0,39 0,22 0,08 1,73 1,47 0,95 -2,28
veterinaria
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Condicéo 0,65 0,33 0,04 1,97 1,91 1,003 -3,64

Sanitaria

IC — Intervalo de Confianca/ RC — Razdo de chances / C(B): Coeficiente beta

3- Caracterizacao Molecular de Babesia caballi.

Apenas seis amostras apresentaram infeccdo somente para B. caballi. Todas foram
submetidas a nested PCR (Figrua 6) objetivando posterior analise filogenética. No entanto, os
resultados do sequenciamento ndo apresentaram qualidade adequada e, portanto, ndo foram
depositados no GenBank. Os resultados podem justificar-se pela baixa parasitemia encontrada

em animais portadores cronicos de regides endémicas.

Figura 6: Nested PCR, gel amplificacdo de sequéncias do gene rap-1 de Babesia caballi.

4- Analise filogenética de Theileria equi
As novas sequéncias do gene 18S rRNA de T. equi obtidas neste estudo foram
depositadas no GenBank sob 0s seguintes numeros de acesso: PP249538, PP249539,
PP249540, PP249541, PP249542, PP249543, PP249544 e PP249545, distribuidas conforme
Tabela 5.
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Tabela 5: Identificacdo das amostras com respectiva identificagdo do GenBank e regides

administrativas

ID da Amostra Regido Tamanho (bp) ID GenBank
DF30 Candangolandia 1568 PP249538
DF50 Gama 1565 PP249539
DF54 Plano Piloto 1561 PP249540
DF120 Sobradinho | 1558 PP249541
DF145 Planaltina 1266 PP249542
DF246 Santa Maria 1473 PP249543
DF293 SCIA 1504 PP249544
DF306 Ceilandia 1508 PP249545

Este estudo identificou clados monofiléticos com uma divergéncia evolutiva de 2%
entre eles, apoiados por valores de probabilidade posterior alta, indicando genétipos distintos.

A arvore filogenética reconstruida a partir das sequéncias de 18S rRNA de T. equi
mostrou um grupo distinto separado do grupo externo com um valor de probabilidade posterior
de 100%, apoiando os aglomerados (Figura 7). As sequéncias de genes de 18S rRNA de T.
equi analisadas agruparam-se em quatro clados bem suportados: A, B, C e D. Entre as amostras,
foram identificadas oito sequéncias distintas do gene de 18S rRNA de T. equi circulando em
cavalos na regido do Distrito Federal, Brasil.

Uma inferéncia Bayesiana das sequéncias de 18S rRNA agrupou as amostras em dois
principais clados: A e C, com 50% no clado C (DF54, DF120, DF145, DF306) e 50% no clado
A (DF30, DF50, DF246, DF293). No clado C, quatro sequéncias do Distrito Federal agruparam-
se com sequéncias do Brasil, Africa do Sul e Estados Unidos. No clado A, outras quatro
sequéncias agruparam-se com sequéncias da Africa do Sul, Espanha, Brasil, india, Coreia do
Sul e Estados Unidos. O clado B incluiu sequéncias do Quénia, Suddo, Hungria, Espanha,
Suica, Coreia do Sul, China e Africa do Sul, enquanto o clado D apresentou sequéncias apenas
do Sudao.

Os valores de identidade compartilnados por essas sequéncias variaram de 99,47%
(observado em DF306) a 100% (observado em DF30 e DF120). As menores distancias (d =
0,007) foram observadas entre as sequéncias de DF54, DF120 e DF306. Da mesma forma, no
clado C, as distancias variaram de 0,007 a 0,01 entre todas as sequéncias observadas. No clado

A, a menor distancia observada (d = 0,008) foi apenas entre as sequéncias DF30, DF50 e
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DF246. A sequéncia mais distante de todas as amostras era da Hungria (KM046922), com uma
distancia variando de 0,07 a 0,05 em relacdo a todas as sequéncias.

No geral, todas as sequéncias de T. equi agruparam-se em um n¢ distinto dos
Theilerideos, com organismos de Cytauxzoon agrupando-se entre eles e 0s outros organismos
Theileria. Babesia bicornis parece ser um clado irmdo de T. equi, com suporte de uma
probabilidade posterior de 100% (64%).
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Figura 7: Arvore filogenética resultante da analise de sequéncias do gene 18S rRNA de

Theileria equi das amostras de equinos naturalmente infectados no Distrito Federal/Brasil.
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5- Analise geoespacial

A anélise do mapa de Kernel (Figura 8) permitiu a visualizacdo de hotspots para a
presenca de B. caballi nos municipios de Gama e Guara apresentando 2 ou mais casos. A
presenca de T. equi também pode ser visualizada no mapa de Kernel com hotspots nos
municipios de Guara, Gama, Sobradinho I, Planaltina, Samambaia, Santa Maria, Sdo Sebastiao,
Paranoa, Candangolandia e Taguatinga apresentando 9 ou mais casos.

A andlise de autocorrelacdo espacial ndo apresentou significancia entre a presenca dos
hemoprotozoérios, T. equi e B. caballi, e as variaveis epidemioldgicos avaliadas neste estudo.
Incluindo o uso de ectopasiticidas, principal método de controle de vetores, conforme

apresentado na Figura 9.

Figura 8: A - Mapa de Kernel indicando &reas de calor relacionadas a presenca de
Theileria equi em cavalos carroceiros no Distrito Federal/DF, Brasil. B — Mapa de Kernel
indicando areas de calor relacionadas a presenca de Babesia caballi em cavalos carroceiros no
Distrito Federal/DF, Brasil.
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Figura 9: A- Mapa de cluster de correlacdo espacial entre animais positivos para a presenca de
DNA de T. equi e 0 uso de ectoparasiticidas; B - Mapa de cluster de correlacdo espacial entre
animais positivos para a presenca de DNA de B. caballi e o uso de ectoparasiticidas
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Neste estudo, utilizando a qPCR como método de investigagdo epidemioldgica, foi
possivel constatar uma elevada prevaléncia de animais positivos para PE (56,23%), nas 21
regibes administrativas avaliadas no Distrito Federal. No entanto, essa prevaléncia é baseada
exclusivamente na deteccdo de Theileria equi e Babesia caballi e pode ser subestimada, uma
vez que o presente estudo ndo detectou Theileria haneyi.

Heim et al. (2007), utilizando a gPCR, reportaram uma prevaléncia de 59,7% para T.
equi e 12,5% para B. caballi a partir de amostras de diferentes regides consideradas endémicas
no Brasil, enquanto Nogueira et al. (2017) demonstraram 13,40% e 3,09% de amostras positivas
para T. equi e B. caballi, respectivamente, em analises moleculares realizadas em cavalos no
estado do Maranhé&o, Brasil. A partir de deteccdo molecular, Schein et al. (2018) descreveram
uma prevaléncia de 2,74% e 25,91% para B. caballi e T. equi, respectivamente, no Estado do
Mato Grosso no Brasil. Campos (2015), avaliando equinos de uso militar nas regides Sudeste
e Sul do Brasil, evidenciou a presenca de DNA de T. equi em 49,37% das amostras enquanto
apenas 0,21% das amostras foram positivas para B. caballi. A alta frequéncia de T. equi em

contraponto com a baixa circulagdo de B. caballi na area estudada, esta de acordo com estudos
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moleculares realizados nas demais regides do pais e do mundo, e confirmam a circulagdo dos
hemoprotozoérios na regido do Distrito Federal, reforgando o carater endémico da patologia no
Brasil. A menor taxa de infeccédo por B. caballi deve-se provavelmente a sua baixa parasitemia
e a eliminacdo natural dos parasitos no animal hospedeiro, em contraponto a infecgédo
persistente de T. equi ao longo da vida que pode induzir a taxas de infecgdes mais elevadas
(Ahedor et al., 2023). As variagdes na frequéncia dos hemoprotozoarios investigados podem
ser consequéncia na competéncia dos vetores presentes em cada regido, na possivel presenca
de outros fatores associados a infec¢do, nos metodos de amostragem, no nimero de amostras
de animais ou nas diferencas de sensibilidade das técnicas moleculares empregadas (Santos et
al., 2011; Peixoto, 2017).

De acordo com a andlise bivariada, o contato com capivara (Hydrochoerus
hydrochaeris) demonstrou ser um fator epidemioldgico determinante para a positividade da PE.
Capivaras sdo animais da fauna silvestre nacional que apresentam grande infestacdo de
carrapatos, particularmente do genéro Amblyomma e podem compartilhar espécies de
carrapatos com os equinos (Perez et al., 2008).

Mamiferos silvestres nativos, como capivaras e antas, sdo considerados os principais
hospedeiros naturais para A. sculptum (complexo Amblyomma cajennense) (Aragdo, 1936;
Labruna, 2009; Ramirez-Hernandez et al., 2020).

No entanto, no Brasil, a espécie Dermacentor nitens é indicada como o principal vetor
de B. caballi (Anthony, 1963; Pfeifer Barbosa et al., 1995; Mujica, 2002; Roby, Scoles, Ueti,
2015), enquanto Rhipicephalus microplus é a Unica espécie com competéncia vetorial
comprovada para a transmissdo de T. equi (Guimaraes et al., 1997; Guimardes et al., 1998; Ueti
et al., 2005; Ueti et al., 2008; Peckle et al., 2022). Porém, o fato de ser um carrapato monéxeno
e 0S equinos serem parasitos alternativos tornam essa espécie em um vetor duvidoso na cadeia
epidemioldgica da theileriose equina (Heuchert et al., 1999; Labruna et al., 2001; Kerber et al.,
2009; Santos et al., 2011). Nao obstante, apesar de o principal vetor de T. equi em equinos no
Brasil ainda ndo ter sido determinado, estudos epidemiolégicos sugerem que Amblyomma sculptum
(anteriormente denominado A. cajennense) poderia ser o vetor de T. equi em equinos no pais
(Kerber et al., 2009; Scoles et al., 2011; Peckle et al., 2013; Wise et al., 2013).

Criado-Fornelio et al. (2009) detectaram um piroplasmideo (ordem Piroplasmida) em
uma capivara do sul do Brasil que compartilhava 90% de identidade com Theileria equi.
Entretanto, os achados do presente experimento aliados a auséncia de estudos com a espécie

em questdo determinam a necessidade de pesquisas adicionais sobre epizootiologia molecular
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de babesideos e theilerideo em é&reas onde os mamiferos domésticos sul-americanos
compartilham habitat com animais silvestres peridomicilados como as capivaras. A vida
selvagem constitui um reservatdrio grande e muitas vezes desconhecido de hematozoarios que
infectam 0 homem e os animais domésticos (Buling et al., 2007). Estudos como o de Souza
Gongcalves et al. (2020) e Silveira et al. (2017) que demonstraram a infeccéo natural por T. equi
em antas (Tapirus terrestres) no Brasil e de Sousa et al. (2018) que também indicaram a
presenca de roedores e outros pequenos mamiferos infectados naturalmente por T. equi, além
de cachorros do mato (Cerdocyon thous) naturalmente infectados por B. caballi na regido do
Pantanal brasileiro, demonstram a participacdo de potenciais reservatorios silvestres e
enfatizam a necessidade de mais pesquisas a0 mesmo tempo que levantam preocupagdes quanto
a especificidade do hospedeiro (Onyiche et al., 2019).

A analise multivariada confirma a associacdo dos fatores idade e condicao sanitaria.
Ainda que o fator contato com capivara ndo tenha apresentado associacdo significativa
demonstrou valores marginais de p-valor com resultados proximos aos valores de cortes
estatisticos adotados.

A idade superior ou igual a 5 anos infere na positividade dos equinos para piroplasmose
equina. Em areas endémicas, os anticorpos maternos para T. equi passados via colostro
protegem transitoriamente os potros jovens de infeccGes até 0s seus 2 anos de idade na maioria
dos casos, entretanto, informacfes quanto a imunidade protetora contra B. caballi ainda
carecem de maiores informacdes (de Waal, 1992; Wise et al., 2013; Kumar et al., 2018; Onyiche
et al., 2020). Ainda, de acordo com Sevinc et al. (2018) Essa taxa de positividade aumentada
entre cavalos mais velhos provavelmente esta relacionada a um tempo de exposi¢éo mais longo
aos vetores ao longo da vida do animal, pois os cavalos mais velhos passaram por um maior
nimero de estacdes de carrapatos. Estudos apontam a idade dos animais como um fator
epidemioldgico diretamente associado a positividade da piroplasmose equina, onde animais
com idade > 5 anos apresentaram prevaléncia ligeiramente maior quando comparados com
animais de idade < 5 anos (Camino et al., 2018; Onyiche et al., 2020; Nadal et al., 2022),
corroborando com os resultados apresentados no presente estudo.

O modelo preditivo também indicou uma associacdo com a condic¢do sanitaria. Animais
imunocomprometidos tém mostrado ser mais suscetiveis a infeccdo em comparagao com seus
homologos imunocompetentes (Lagried et al., 1988; Hodgson, 2002). Praticas de manejo
inadequadas, nutricdo desequilibrada, trabalho excessivo, entre outros fatores, podem reduzir o

nivel de imunidade dos equideos (Sumbria et al., 2016; Singla; Sumbria, 2019). Em um estudo
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realizado por Garcia-Bocanegra et al. (2013), rebanhos sem programas de vacinagdo contra
outras doencgas apresentaram soroprevaléncia significativamente maior para piroplasmideos em
comparacdo com rebanhos onde os animais eram vacinados anualmente, indicando o efeito
imunossupressor de outras doencas em animais nao vacinados como um dos fatores associados
a diferenca observada. Animais com sistemas imunolégicos comprometidos mostraram ser
mais vulnerdveis a infeccdes (Sevinc et al., 2008). Além disso, sistemas imunoldgicos
comprometidos podem estar associados a uma maior infestacao por carrapatos (Campos et al.,
2019).

Na analise filogenética, foi possivel observar diferencas genéticas entre os genes 18S
rRNA das amostras obtidas de animais naturalmente infectados na regido do Distrito Federal e
amostras de outros paises.

A posicao filogenética exata de T. equi tem sido contestada desde sua primeira descricédo
por Laveran (1901). Técnicas moleculares modernas levaram varios autores a documentar um
grau notavelmente alto de polimorfismo genético intraespecifico nos loci do rRNA 18S SSU,
que geralmente sdo altamente conservados (Nagore et al., 2004; Bhoora et al., 2009; Liu et al.,
2016; Knowles et al., 2018). Bhoora et al. (2009), ap6s andlise cladistica baseada em sequéncias
do gene 18S rRNA, revelaram trés clados (A - C) de T. equi em seus achados na Africa do Sul.
Salim et al. (2010) identificaram um quarto grupo (D) ao avaliar sequéncias do gene 18S rRNA
de T. equi no Sud&o. Outros autores, como Qablan et al. (2013), agruparam seu conjunto de
dados do gene 18S rRNA de T. equi em cinco grupos denominados A a E. Mais tarde, novos
estudos como os de Alanazi et al. (2014) e Coultous et al. (2020) propuseram uma classificacédo
em quatro grupos (A - D), onde o grupo E faz parte do grupo B.

Recentemente, Nehra et al. (2024) classificaram os genétipos com base nas sequéncias
nucleotidicas da regido hipervariavel V4 do gene 18S rRNA, concluindo que o0s
gendtipos/clados B de Nagore et al. (2004) e E de Qablan et al. (2013) formaram um Gnico
genotipo B, classificando assim os gendtipos em quatro: A, B, C e D. No entanto, informacGes
adicionais sdo necessarias para fazer uma classificacdo adequada para esse parasita (Wang et
al., 2019).

O presente estudo relata dois gendtipos de T. equi (A e C) circulando em animais
naturalmente infectados do Distrito Federal, de acordo com a classificagéo proposta por Alanazi
et al. (2014) e Coultous et al. (2020).

Em um estudo realizado na Africa do Sul por Bhoora et al. (2020), os genétipos B e D

foram os gendtipos predominantes identificados em zebras, enquanto cavalos foram
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predominantemente infectados com os genotipos A e C de T. equi. Da mesma forma, Coultous
et al. (2020), avaliando cavalos na Gdmbia, indicaram a prevaléncia dos gendétipos A e C.

No Brasil, ainda ha poucos estudos filogenéticos caracterizando T. equi. No entanto, de
acordo com os achados de Vitari et al. (2019), que avaliaram cavalos em todas as regides do
pais, h& a circulacdo dos genotipos A e C. Além disso, Peckle et al. (2018), estudando a
caracterizagdo molecular de T. equi em cavalos no Estado do Rio de Janeiro, também
observaram a presenca dos gendtipos A e C, corroborando os resultados do presente estudo.

A analise filogenética baseada no gene 18S rRNA de isolados de T. equi das amostras
do Distrito Federal mostrou uma divergéncia clara e distinta entre os isolados, indicando que
dois gendtipos diferentes estdo dispersos por todo o territdrio nacional, infectando naturalmente
cavalos brasileiros.

Os genes do rRNA 18S tém sido apontados como alvos adequados para auxiliar na
identificacdo de piroplasmas devido a sua baixa taxa de substituicdo, funcdo restrita e
conservada, e ocorréncia em mdaltiplas copias (Katzer et al., 1998; Chae et al., 1999; Van de
Peer et al., 2000; Qablan et al., 2013). No entanto, com a recente descoberta de uma nova
espécie de Theileria parasitando cavalos, a Theileria haneyi, este alvo molecular ndo pode
distinguir entre estas espécies de Theileria, pois a T. haneyi agrupa-se dentro do genétipo C de
T. equi.

Ao todo quatro amostras do presente estudo foram classificadas no clado C, o mesmo
clado que T. haneyi. No entanto, como ndo é possivel utilizar a variacdo na sequéncia do gene
rRNA 18S sozinha para classificar organismos como espécies diferentes (Chae et al., 1999), ha
necessidade de estudos adicionais para identificar a possivel circulacéo de T. haneyi no plantel
brasileiro.

O baixo numero de amostras no sequenciamento pode ser justificado pela dificuldade
de amplificacdo devido a baixa parasitemia apresentada em areas endémicas e em portadores
cronicos.

Por fim, os resultados confirmam a presenca de T. equi e B. caballi nos rebanhos do
Distrito Federal, além de indicar a presenca de pelo menos dois gendtipos distintos (A e C) em
animais naturalmente infectados na regiao, confirmando o status endémico da PE no Brasil e a
heterogeneidade de T. equi circulante no pais. No entanto, estudos adicionais fazem-se
necessarios para identificar a possivel circulacdo de T. haneyi no plantel brasileiro.

Um achado relativamente curioso, foi a auséncia de correlacdo entre animais portadores

de T. equi e B. caballi e 0 uso de ectoparasiticidas. De acordo com Kerber et al. (1999), ao
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avaliar plantéis pelo Brasil, uma taxa de prevaléncia significativamente mais baixa ocorreu nas
fazendas onde foram estabelecidas medidas para controlar a populacdo de carrapatos.
Entretanto, os animais do grupo de estudo incluiam animais carroceiros utilizados em atividades
de subsisténcia, que por muitas vezes ndo tem acesso aos cuidados apropriados para o controle
de ectoparasiticidas. Para tanto, os resultados apresentados neste estudo, corroboram com a
afirmacdo de Tirosh-Levy et al. (2020) de que o0 uso estratégico de acaricidas é recomendado
para reduzir, mas nao eliminar a exposicéo a carrapatos. Portanto, o controle dos vetores deve
incluir outras medidas tais como a vigilancia da presenca de carrapatos e reducdo da vegetacao
(USDA, 2012).

Os resultados da analise geoestatistica, onde constatou-se que ndo houve associagdo
espacial significativa entre a presenca de T. equi e 0 uso de ectoparasiticidas (Indice de Moran
=-0,12), bem como ndo houve associacdo entre a presenca de B. caballi e 0 uso destes produtos
9 (Indice de Moran = 0,11), conforme indicados na Figura 9, reforcam os dados encontrados
na avaliacdo estatistica.

Ressalta-se que para o controle adequado, o reconhecimento dos requisitos bioldgicos
especificos de cada espécie, seu ciclo e seus hospedeiros devem ser compreendidos, entretanto,
até o presente momento, ainda faltam esclarecimentos quanto aos principais vetores envolvidos
na transmissao e distribuicéo de T. equi no Brasil (Fernandes, 2007; Sumbria; Singla, 2015).

A variavel “acesso a pastagem” também néo apresentou correlagdo com a presenca dos
agentes etioldgicos da PE. Entretanto, estudos como o de Guidi et al., (2015) e Moretti et al.
(2010) indicaram o acesso a pastagens como um potencial fator de risco para a infec¢do da
piroplasmose em equinos. Todavia, destaca-se que fatores ambientais como umidade relativa
do ar, composicdo de solo, temperatura, a dindmica sazonal, dentre outros podem afetar a
presenca de vetores competentes (Kerber et al., 2009; Tirosh-Levy et al., 2018).

Ressalta-se que o presente estudo foi realizado com animais carroceiros, em sua maioria
utilizados como meio de trabalho e subsisténcia, e sendo assim, expostos a ambientes adversos.
Em sua grande maioria, esses animais apresentavam historicos de infestacdo por carrapatos,
com as espécies Amblyomma sculptum e Dermacentor nitens. Para tanto, os dados coletados,
ndo apresentariam diferenca estatistica, uma vez que ndo apresentavam diferencas entre animais
positivos e negativos, pois todo conjunto amostral estava sujeito a presenca de carrapatos. Estes
animais também apresentavam manifestacGes clinicas diversas que, por muitas vezes, ndo
estariam associadas a PE e sim a um manejo inadequado, pois 0s mesmos, em grande parte,

sequer obtiveram qualquer tipo de atendimento médico veterinario especializado.
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CONCLUSOES

Este € o primeiro trabalho que utiliza ferramentas moleculares para avaliar a
prevaléncia, a distribuicdo espacial, a diversidade genética e a epidemiologia da piroplasmose
equina no Distrito Federal/ Brasil. Os resultados indicam a elevada prevaléncia (56,23 %) da
PE no Distrito Federal, corroborando com estudos prévios quanto ao status endémico da
patologia no pais. A proporcao de animais positivos para T. equi é significativamente superior
aos animais positivos para B. caballi. Os fatores determinantes da positividade da PE em
equinos no Distrito Federal s&o: idade maior ou igual a 5 anos, contato com capivara e condigéo
sanitaria. A caracterizacdo molecular dos isolados de T. equi revelou a presenca de dois
gendtipos, A e C, circulando na regido, em consonancia com os achados de outras regides do
Brasil. Estes resultados evidenciam a natureza endémica da PE no Brasil e enfatizam a
importancia de vigilancia continua e medidas de controle para mitigar o impacto desses
hemoprotozodrios parasitas na salde equina. Pesquisas adicionais sdo necessarias para explorar
a possivel circulacdo de T. haneyi no plantel nacional e para aprimorar nossa compreensao da

epidemiologia da PE na regido.
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