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RESUMO

A piroplasmose equina € uma doenga infecciosa causada por parasitas de células
sanguineas, Babesia caballi e Theileria equi e sao disseminados por carrapatos
ixodideos. Esta enfermidade de ocorréncia mundial tem importancia, devido a
prejuizos causados no mercado de equinos. Diante dessas informacodes, objetivou-
se identificar a ocorréncia de piroplasmose equina, associando a presenca de
carrapatos e alguns aspectos hematolégicos em animais nascidos e criados na
regidao do Pantanal Sul Matogrossense. Foram colhidas amostras de sangue total e
soro de 170 equinos. No momento da coleta foram realizados esfregacos de sangue
periférico dos animais e coletas de carrapatos para identificacdo taxon6mica e
exame parasitolégico na hemolinfa e ovos. Os valores de VG e a He/mm?3 foram
utilizados como indice de anemia nos animais. Para as analises soroldgicas foi
realizado o teste ELISA com antigeno recombinante de B. caballi e o antigeno total
para T. equi. Para a deteccdo molecular dos piroplasmas foi realizada PCR
utilizando os primers NBabesia 1F e 18SRev-TB. As andlises filogenéticas foram
realizadas apds trés nPCR e posterior sequenciamento. Os resultados soroldgicos
mostraram que 61,8% e 52,9% dos equinos estdo expostos a T. equi e B. caballi,
respectivamente. A PCR detectou a infeccdo em 43,5% dos animais com
piroplasmas de equinos. O sequenciamento revelou 98-100% de identidade com
sequéncias previamente publicadas no GenBank para T. equi. Dos 170 animais
analisados, 51,2% encontravam-se infestados por carrapatos das espécies
Dermacentor nitens, Amblyomma sculptum e Rhipicephalus (Boophilus) microplus.
Todos os animais foram negativos aos esfregacos de sangue periférico, assim como
nos testes de hemolinfa e ovos nos carrapatos. Os animais soropositivos e positivos
no teste molecular ndo apresentaram anemia. O presente trabalho mostrou que a
piroplasmose equina € endémica na regido e que 0s equinos podem ser
considerados sentinelas dos agentes, devendo ser constantemente monitorados.

Palavras — Chave: Babesia caballi; diagnostico molecular; Pantanal; sorologia;

Theileria equi.



ABSTRACT

Equine piroplasmosis is an infectious disease caused by parasites of blood cells,
Babesia caballi and Theileria equi and are disseminated by ixodidae ticks. This
disease of worldwide occurrence is important, due to damages caused in the equine
market. In view of this information, the objective was to identify the occurrence of
equine piroplasmosis, associating the presence of ticks and some hematological
aspects in animals born and raised in the Pantanal Sul Matogrossense region.
Samples of whole blood and serum of 170 horses were collected. At the time of
collection, peripheral blood smears were collected from the animals and collected
from ticks for taxonomic identification and parasitological examination on hemolymph
and eggs. The values of VG and He / mm3 were used as anemia index in the
animals. For the serological analyzes, the ELISA test with recombinant B. caballi
antigen and the total antigen for T. equi were performed. For the molecular detection
of the piroplasms PCR was performed using the primers NBabesia 1F and 18SRev-
TB. Phylogenetic analyzes were performed after three nPCR and subsequent
sequencing. The serological results showed that 61.8% and 52.9% of the horses are
exposed to T. equi and B. caballi, respectively. PCR detected the infection in 43.5%
of the animals with equine piroplasms. Sequencing revealed 98-100% identity with
sequences previously published in GenBank for T. equi. Of the 170 animals
analyzed, 51.2% were infested with ticks of the species Dermacentor nitens,
Amblyomma sculptum and Rhipicephalus (Boophilus) microplus. All animals were
negative to peripheral blood smears, as were hemolymph and egg ticks. Positive and
seropositive animals in the molecular test did not present anemia. The present study
showed that equine piroplasmosis is endemic in the region and that equines can be

considered sentinels of the agents and should be constantly monitored.

Key - words: Babesia caballi; molecular diagnostics; Pantanal; serology; Theileria

equi.



INTRODUCAO

Os parasitas da ordem Piroplasmida, que incluem as espécies pertencentes
aos géneros Babesia, Theileria e Cytauxzoon, causam importantes doencas em
seres humanos, animais selvagens, de produgcao e de companhia em todo o mundo
(MEINKOTH & KOCAN, 2005; SOLANO-GALLEGO & BANETH, 2011; GOHIL et al.,
2013; WISE et al., 2013; VANNIER et al., 2015). A piroplasmose equina € uma
enfermidade infecciosa causada por dois protozoarios intracelulares, Babesia caballi
e Theileria equi, transmitidos por carrapatos ixodideos [Dermacentor nitens,
Rhipicephalus (Boophilus) microplus e Amblyomma sculptum). A primeira descri¢ao
de um dos agentes causadores da piroplasmose equina (Babesia equi) ocorreu na
Africa do Sul por Laveran em 1901 (ZAPF & SCHEIN, 1994). Entretanto, em 1998,
B. equi foi reclassificada para T. equi através de investigacoes filogenéticas e
detalhamento de sua biologia. De fato, diferentemente de B. caballi, que é
exclusivamente intra-eritrocitaria, nas fases iniciais da infeccao, esquizontes de T.
equi sao observados em células mononucleares no sangue periférico (MEHLHORN
& SCHEIN, 1998; UILENBERG, 2006; ALLSOPP et al., 2007; KAPPMEYER et al.,
2012). No Brasil, a piroplasmose equina foi relatada pela primeira vez no estado de
Séo Paulo em 1910, por Carini (DE WALL, 1992; WISE et al., 2013).

A doenca pode se manifestar sob a forma aguda, subaguda ou crénica.
Clinicamente se caracteriza por apresentar pirexia, anemia hemolitica, ictericia,
hemoglobinuaria, bilirrubindria, hepatomegalia, esplenomegalia e, em casos mais
avancados, morte. Muitos animais tornam-se portadores crénicos, principalmente
para T. equi, servindo de fonte de infeccdo para os carrapatos (DE WALL, 1992;
BOTTEON et al., 2005; RONCATI, 2006; DONNELLAN & MARAIS, 2009).

No mundo a doenga € considerada como uma das principais barreiras para o
transito de equinos seja para quaisquer atividades que os animais forem submetidos
(VAN HEERDEN, 1996; SCHNITTGER et al., 2012; SHORT et al., 2012). De acordo
com De Wall (1992), apenas 10% da populagdo equina em todo o0 mundo habitam
em locais livres do agente. Paises que possuem climas tropical e subtropical e
alguns temperados sdo o0s mais acometidos pela doenca por haver grande



populacdo de carrapatos vetores (SONENSHINE, 1991; DE WALL, 1992;
ROTHSCHILD, 2013). Entretanto, nos EUA, o reaparecimento desses agentes
reforcou a conscientizacao sobre a doenca. Nesse sentido, muito se tem avancado
em termos de diagnéstico, controle e profilaxia. Isto faz com que alguns paises
adotem rigorosas medidas preventivas quanto ao transito dos animais (ZOBBA et
al., 2008; SCHNITTGER et al., 2012; SHORT et al., 2012).

O Pantanal Sul Matogrossense € uma imensa planicie de aproximadamente
140.000 km?, localizada no centro da América do Sul, com principal fonte de renda a
pecuaria extensiva. Os quase 140 mil equinos que habitam a planicie Pantaneira
tem importante papel na economia local por serem de fundamental importancia no
transporte € no manejo com os bovinos (GODOI FILHO, 1984; ALLEN & VALLS,
1987). E importante ressaltar que o Pantanal Sul Matogrossense é uma area
endémica para o virus da Anemia Infecciosa Equina (AIE) doenca causadora de
imunossupressdo, e quando associada a outros agentes infecciosos pode
comprometer seriamente a saude dos animais (SILVA et al., 2001; BORGES et al.,
2013; PARREIRA et al., 2016).

Ainda, a regidao do Pantanal é conhecida por albergar uma rica diversidade
biolégica, com populacbes expressivas de varios taxons, compreendendo
vertebrados e invertebrados (JUNK et al., 2006). Essa caracteristica ecossistémica
também se refere aos carrapatos. Importante destacar que a piroplasmose equina
nao tem sido relatada na regido do Pantanal Nhecolandia, isso faz com que a regiao
venha ser mais bem investigada. J&4 que tém sido destacadas elevadas prevaléncias
de carrapatos ixodideos (CANCADO et al., 2008; RAMOS et al., 2014), com eficiente
mecanismo de transmissdo vertical (transovariana) e horizontal (transestadial) de
piroplasmas (ROCANTI, 2006; UETI et al., 2008).



OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Identificar a ocorréncia de piroplasmose equina, associando a presenca de

carrapatos e alguns aspectos hematolégicos no Pantanal Sul Matogrossense, Brasil.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a exposicao a T. equi e B. caballi por exames soroldgicos;
Detectar o DNA de piroplasmas de equinos nos animais infectados;

A NN

Identificar os carrapatos parasitas dos equinos;

v" Realizar exames parasitolégicos em sangue periférico dos equinos, hemolinfa
e ovos dos carrapatos vetores;

v Avaliar alguns parametros hematolégicos dos animais;

v' Realizar estudo filogenético das sequéncias obtidas.



REVISAO BIBLIOGRAFICA

O equino

O equino (Equus caballus) ocupa uma posicao de destaque tanto em paises
desenvolvidos como aqueles em desenvolvimento, exercendo um importante papel
na formacao econbémica, social e politica. No Brasil, uma de suas principais funcoes
€ o trabalho diario nas atividades agropecudrias, com aproximadamente cinco
milhées de animais utilizados, principalmente, para o manejo do gado bovino. O
aspecto social do equino no Brasil também é importante quando relacionado a
atividades de esporte e lazer (CEPEA, 2006).

Segundo o Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA),
o Brasil possui 0 maior rebanho (8.000.000) de equideos na América Latina, e é o
terceiro no mundo, atras apenas de China e México. De acordo com o IBGE, (2010)
o rebanho de equinos permaneceu, entre 2009 e 2010, na faixa dos 5,5 milhdes de
cabecas, sendo 20,4% dos animais registrados no Centro-Oeste. O estado com o
maior efetivo de equinos é Minas Gerais (MG), enquanto o Mato Grosso do Sul (MS)
ocupa a sétima posicdo com 345 mil animais. Além disto, dos 20 municipios
brasileiros com os maiores efetivos, seis pertencem ao MS (Corumba, Trés Lagoas,
Campo Grande, Ribas do Rio Pardo, Paranaiba e Aquidauana). Como exemplo do
que tem ocorrido desde a introdugcdo do cavalo no Brasil, esta distribuicdo ocorre
devido a forte associacao entre o rebanho equino e a pecuaria bovina, demonstrada
pela intensa utilizacdo do equino na lida com o gado, resultando em uma alta
correlacdo entre os dois rebanhos (CEPEA, 2006).

O equino foi introduzido na regido do Pantanal no final do século XVIII e desde
entdo vem sendo fundamental para o manejo com os bovinos, no transporte e no
lazer, e em muitos casos, 0 uso ndo € sbé necessario, mas também, insubstituivel,
pois devido as caracteristicas sazonais do Pantanal, a utilizagdo de veiculos
motorizados e maquinario ndo sdo possiveis em determinadas épocas do ano. De
fato, as caracteristicas do cavalo pantaneiro diferem dos de outras ragas devido a

necessidade de se adaptar ao ambiente do Pantanal. Nesse sentido, durante a sua



evolucao, os cavalos pantaneiros adquiriram caracteristicas zootécnicas funcionais
como tolerdncia a imersdo em agua por periodos prolongados. O estresse
provocado pelo ambiente e pelo homem, como a utilizagdo de técnicas rudimentares
de doma, debilitam os animais, e infecgdes cronicas edémicas como a piroplasmose
equina e a anemia infecciosa equina podem acarretar prejuizos a saude dos animais
(SANTOS et al., 1995).

Etiologia da piroplasmose equina

Os parasitas da ordem Piroplasmida, que incluem as espécies pertencentes
aos géneros Babesia, Theileria e Cytauxzoon, causam importantes doengas em todo
0 mundo, em seres humanos, animais de producdo, animais selvagens e animais de
companhia (BISHOP et al., 2004; MEINKOTH & KOCAN, 2005; SOLANO-GALLEGO
& BANETH, 2011; SCHNITTGER et al., 2012; GOHIL et al., 2013; WISE et al.,
2013; VANNIER et al., 2015). A taxonomia classica de Piroplasmida tem sido
baseada em mecanismos de transmissao do hospedeiro invertebrado, tipo de célula
infectada do hospedeiro vertebrado, e por vezes, a morfologia do parasita e a
preferéncia do hospedeiro invertebrado (ALLSOPP et al., 1994; CRIADO-FORNELIO
et al.,, 2003; ALLSOPP & ALLSOPP, 2006; IRWIN, 2009; LACK et al., 2012;
SCHNITTGER et al., 2012). Espécies de Theileria e Cytauxzoon estao limitadas a
transmissao transestadial no carrapato e inicialmente infecta células nucleadas
dentro do hospedeiro vertebrado (SCHNITTGER et al., 2012). Alternativamente, as
espécies de Babesia tém tracos de carater adquiridos que presumivelmente
melhorem sua propagag¢do, como a transmissdo transovariana no carrapato e
infeccdo exclusiva de eritrécitos no hospedeiro vertebrado (CHAUVIN et al., 2009).
No entanto, a medida que mais informagdes a nivel molecular e biol6gico vém sendo
descobertas verifica-se que este esquema de classificagéo é limitado e nao reflete a
diversidade e a evolucao de Piroplasmida.

A piroplasmose equina é uma doenca infecciosa de ocorréncia mundial
causada por protozodrios intracelulares, B. caballi e T. equi (FRIEDHOFF et al.,
1990; SCHNITTGER et al., 2012; SHORT et al., 2012; WISE et al., 2013; SCOLES &
UETI, 2015). Estes piroplasmas podem ser facilmente distinguidos, devido as formas
a que se apresentam. Dentro dos eritrocitos dos hospedeiros vertebrados (equinos),
B. caballi aparece tipicamente como duas grandes formas piriformes arredondadas



de merozoitas, ou seja, em forma de pera medindo aproximadamente 2-5um de
comprimento, ou as vezes em formas ovais (Figura 1) (SCHEIN, 1988; DE WAAL,
1992).
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Fig 1: Eritrocitos de equinos contendo merozoitas de Babesia caballi. Diff-
Quik®, x100 6leo de imersao (WISE et al., 2013).

Os merozoitas de T. equi que também estdo presentes dentro dos eritrdcitos
dos equinos, e com capacidade polimérfica, apresentam-se como pequenos
piroplasmas ocasionalmente com forma de “Cruz de Malta”, geralmente medindo 2-
3um de comprimento ou também podem se apresentar em formas esféricas ou ovais
(SCHEIN, 1988; DE WAAL, 1992) (Figura 2).

Fig 2: Eritr6citos de equinos contendo merozoitas de Theileria equi na forma
caracteristica de “cruz de Malta”. Diff-Quik®, x100 éleo de imersao (WISE et
al., 2013).

Vetores de B. caballie T. equi

Os ixodideos sdo os vetores naturais para B. caballie T. equi, porém ha relatos
de que a transmissao dos parasitas ocorre de forma iatrogénica através de manejos
indevidos por parte dos criadores como a utilizagdo de mesmas agulhas. No entanto,



o modo de transmissao mais eficiente ocorre através do carrapato infectado (ZAPF &
SCHEIN, 1994; TORINA et al., 2007; PASSAMONTI et al., 2010).

O ciclo de vida dos carrapatos ixodideos varia conforme o género e espécie.
De um modo geral, a teledgina se desprende de seu hospedeiro, realiza a postura
de todos os ovos no solo e morre. Os ovos permanecem viaveis, e dependendo das
condicoes ambientais a eclosdo pode ocorrer no décimo ao décimo oitavo dia. Apds
a ecloséao, as larvas se alimentam de seus hospedeiros e, posteriormente, sofrerao
uma muda para o estagio ninfal. As ninfas apds se alimentarem sofrerdo ecdise,
para o estagio adulto. Existem carrapatos com ciclo de vida monoxénico, de apenas
um hospedeiro [Dermacentor nitens e Rhipicephalus (Boophilus) microplus] e
heteroxénico, com mais de um hospedeiro (R. sanguineus e Amblyomma sp.)
(URQUHART et al., 1996; NAVARETE et al., 1999).

Aproximadamente 15 espécies de carrapatos em todo o mundo foram
associadas, tanto experimentalmente como naturalmente, a infeccdo por B. caballi,
sendo estes divididos em trés géneros (Dermacentor, Hyalomma e Rhiphicephalus)
(FRIEDHOFF, 1988). Ja para T. equi, 14 espécies sao descritas, divididos em quatro
géneros (Dermacentor, Hyalomma, Rhiphicephalus, e Amblyomma) (DE WAAL,
1990). Infestagdes por D. nitens estdo associadas com equinos soropositivos para B.
caballi, enquanto que as infestacdes por Amblyomma sp. estao relacionadas com
equinos soropositivos para T. equi (ESTRADA-PENA et al., 2005; KERBER et al.,
2009; SCOLES et al., 2011).

No Brasil, embora T. equi tenha sido reportada transmitida por R. (B.),
microplus (BATTSETSEG et al., 2002), evidéncias sugerem que a infeccdo também
pode estar associada a Amblyomma cajennense (KERBER et al., 2009), um vetor
transestadial de T. equi encontrado no Texas, EUA (SCOLES & UETI, 2013). A
espécie A. cajennense € conhecida popularmente como “carrapato-estrela”.
Caracteriza-se por hospedar uma ampla variedade de hospedeiros, incluindo os
seres humanos e animais silvestres. E um carrapato de trés hospedeiros encontrado
no sudeste brasileiro e norte da Argentina (GUGLIELMONE et al., 2004; LABRUNA
et al., 2004; ESTRADA-PENA et al., 2005).

Um estudo taxonémico realizado por Nava et al. (2014), demonstrou uma
possivel redescricdo da espécie A. cajennense com a combinacdo de informacdes
morfolégicas, moleculares e de distribuicdo geografica, registrando-se que essa
espécie € encontrada em alguns estados da regido norte do Brasil, Venezuela e



Guianas. Ainda, os autores descrevem que a espécie Amblyomma sculptum,
embora semelhante a A. cajennense possui caracteristicas morfolégicas e
distribuicdes diferentes podendo ser encontrado em areas Uumidas do Norte da
Argentina, Bolivia e Paraguai, e no Brasil nas regides Sudeste, Sul do Parana, Norte
de Pernambuco e Piaui e na regido Centro-Oeste, sendo considerada a principal
espécie encontrada na regido do Pantanal brasileiro.

Ja a espécie D. nitens popularmente conhecida como “carrapato-de-orelha-de-
cavalo”, parasita as orelhas de equideos e eventualmente bovinos. Além das
orelhas, podem fixar-se no diverticulo nasal, area perianal, entre pernas, crina e
cauda. E a principal espécie vetora de B. caballi sendo carrapato de um Unico
hospedeiro, e dessa forma, sua fase parasitaria que em média é de 28 dias,
independe de condicdes climaticas (GUGLIELMONE et al., 2004; LABRUNA et al.,
2004; ESTRADA-PENA et al., 2005).

Rhipicephalus (Boophilus) microplus preferencialmente parasita bovinos, no
entanto, outros animais podem servir de hospedeiros, como é o caso dos equinos.
Pode desempenhar um importante papel na disseminacao de T. equi (KNOWLES,
JR. et al., 1992; STILLER & COAN, 1995; GUIMARAES et al., 1998; STILLER et al.,
2002). O periodo de parasitismo pode variar de 18 a 30 dias. Assim como D. nitens,
a fase de parasitismo nao é influenciada por condicées climaticas (NUNEZ et al.,
1985; GUGLIELMONE et al., 2004; ESTRADA-PENA et al., 2005). Alguns modelos
experimentais mostram que essa espécie de carrapato pode transmitir o agente T.
equi (NUNEZ et al., 1985; GUIMARAES et al., 1998; GUGLIELMONE et al., 2004;
ESTRADA-PENA et al., 2005). Estudo realizado por Battsetseg et al. (2002),
utilizando reacdo de Nested de PCR (nPCR), sugere que R. (B.) microplus pode
servir como vetor tanto de T. equi como de B. caballi, e que a manutengdo pode

ocorrer tanto transestadial como transovariana.
Ciclo bioldgico de B. caballie T. equi

No interior do hospedeiro vertebrado, os esporozoitas de B. caballi, recém-
inoculados pelos carrapatos, adquirem a forma de trofozoitas, invadem os eritrocitos
e multiplica-se por fissdo de seus nucleos (merogonia). Apds a ocorréncia da lise
dos eritrocitos, os merozoitas sao liberados invadindo novos eritrécitos (MEHLHORN
& SCHEIN, 1998; HOMER et al., 2000; WISE et al., 2013).



Apbs o repasto sanguineo em equinos infectados, alguns merozoitas se
transformam em macrogametas e microgametas e, através da gametogonia se
origina um zigoto imovel que se diferenciard em oocineto através de esporogonia,
penetrando nas células intestinais e ovos dos carrapatos. Sucessivas reproducoes
por esporogonia ocorrem originando centenas de milhares de esporocinetos que
invadem o sistema reprodutor das fémeas de carrapatos penetrando nos ovos, € nas
glandulas salivares (GUIMARAES et al., 1998; MEHLHORN & SCHEIN, 1998;
HOMER et al., 2000) (Figura 3).
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Figura 3: Ciclo de vida de Babesia caballi (WISE et al., 2013).

Para T. equi existe uma particularidade no inicio do ciclo, pois os esporozoitas
se desenvolvem em grandes esquizontes nas células do sistema monofagocitario do
hospedeiro vertebrado (KAPPMEYER et al., 2012), e em um prazo de nove dias, 0s
merozoitas se disseminam pelos eritrécitos (HOMER et al., 2000; NIZOLI, 2005;
RONCATI, 2006; WISE et al., 2013). Alguns merozoitas desenvolvem-se em formas
de gametdcitos no sangue periférico de equinos. Quando o carrapato ingere o0s
gametdcitos contidos no sangue, esses parasitas passam por reproducado sexuada
originando zigotos no interior do intestino do carrapato. Dependendo das espécies
de carrapatos, estes zigotos imoéveis se formardo dando origem aos oocinetos
moveis. Estes oocinetos penetram no epitélio do trato digestivo e inicia uma
esporogonia dando origem aos esporocinetos, que romperao essas células, sendo
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transportados por via hemolinfa para diferentes tecidos do carrapato. Logo apés

ocorrera novamente uma esporogonia e ocorrera a formagao e o desenvolvimento

dos esporozoitas no interior das glandulas salivares dos carrapatos, no qual ocorrem

por um tempo de cinco a 24 dias (HOMER et al., 2000; NIZOLI, 2005). (Figura 4).
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Figura 4: Ciclo de vida de Theileria equi (WISE et al., 2013).

Os carrapatos, como hospedeiros invertebrados de agentes infecciosos
parasitarios, apresentam especificas formas de manutencgéo: (a) esporozoitos de B.
caballiou T. equi sédo disseminados pela saliva do carrapato para outro equideo; (b)
transovariana ou vertical, quando a fémea ao se alimentar de sangue de algum
animal infectado, adquire os parasitas, que adentram aos seus ovarios e sao
mantidos a sua prole ao longo de suas geracgdes; (c) transestadial ou horizontal,
quando o parasita se desenvolve dentro do vetor, e esse mesmo vetor seja no
estagio em que se encontra tem a capacidade de infectar os demais subsequentes
estagios (UETI et al., 2008).

Varios aspectos na relagdo parasita — hospedeiro — carrapato — vetor ainda nao
estao totalmente definidos (UNITED STATES DEPARTMENT OF AGRICULTURE,
2011). O reservatério de T. equi é o equideo infectado persistentemente, visto que
h& apenas a transmissao horizontal (transestadial) em seus vetores R. (B.) microplus
e A. sculptum. Ao se tratar de B. caballi, tanto o equino infectado como o carrapato

sdo considerados reservatorios por que, além da transmissdo horizontal, a
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transmissao vertical (transovariana) ocorre em seu principal vetor (D. nitens) (UETI
et al., 2008; KERBER, 2009).

A manutencado de piroplasmas de equinos pode ocorrer por via iatrogénica,
como transfusdes de sangue infectado e compartilhamento de agulhas (SIMPSON &
NEAL, 1980; GERSTENBERG et al., 1998; UETI et al., 2008; SHORT et al., 2012).
Alguns estudos relatam a manutencao de B. caballi ou T. equi por via placentaria
para os fetos de éguas portadoras (PHIPPS & OTTER, 2004; ALLSOPP et al., 2007;
GEORGES et al., 2011), resultando em abortos, natimortos ou infeccbes neonatais
(CORREA et al., 1978; LEWIS et al., 1999; GEORGES et al., 2011).

Sinais clinicos

Os sinais clinicos da piroplasmose equina ndo devem ser indicados
unicamente como forma de diagnédstico, pois a doenga apresenta-se de forma
subclinica; além de ndo ser possivel diferenciar as infecgcbes de ambos o0s agentes
(POTGIETER et al., 1992; BHOORA et al., 2009).

Os animais uma vez infectados por T. equi permanecem ao longo de toda a
sua vida com o agente, enquanto que na infeccao por B. caballi, os equinos podem
permanecer infectados por até quatro anos (DE WAAL & VAN HEERDEN, 1994). O
periodo de incubacao é de 10-30 dias para B. caballi e 12-19 dias para T. equi,
dependendo de condigdes, como imunidade animal e dose infectante do parasita
(DE WAAL, 1992).

Nos paises endémicos, diversos fatores podem tornar as taxas de mortalidades
em torno de 5-10%, como: saude dos animais, dose infectante, antigenicidade da
cepa, ocorréncia de coinfecgcdo e administracdo de tratamento (MAURER, 1962; DE
WAAL, 1992; BRUNING, 1996; WISE et al., 2013; SUMBRIA et al., 2015).
Normalmente, a infeccao por B. caballi apresenta-se de maneira menos severa que
T. equi, porém os sinais variam de uma regido para outra (ROTHSCHILD &
KNOWLES, 2007).

Nos casos de infeccdo aguda a presenga de anemia hemolitica, associadas
com mucosas palidas ou ictéricas esta relacionada a infecgbes por T. equi.
Enquanto nas infecgbes por B. caballi, a formagdo sistémica de microtrombos e
desenvolvimento de coagulagéo intravascular disseminada (CID) (DE WAAL, 1992;
DONNELLAN & MARAIS, 2009). Durante a infecgcdo aguda tem sido observado
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outros sinais, como: fraqueza, taquicardia, taquipnéia, hemoglobinuria e bilirrubinuria
(DE WAAL, 1992; RONCATI, 2006). Alguns animais podem apresentar disturbios
gastrointestinais como diarreias, compactacoes e colicas (BOTTEON et al., 2005).

Os sinais clinicos mais comuns e observados nos animais com piroplasmas
sao: anorexia, letargia, perda de peso, febre alta e edema periférico, petéquias nas
mucosas devido a trombocitopenia (DE WAAL, 1992; NICOLAIEWSKY et al., 2001;
ZOOBA et al., 2008).

Os equinos portadores crénicos, na maioria das vezes apresentam-se
assintomaticos tanto para T. equi como para B. caballi. A persisténcia da infeccao
ocorre, em parte, devido ao sequestro das hemacias parasitadas (MAURER, 1962;
FRIEDHOFF et al., 1990; DE WAAL, 1992).

As infeccbes cronicas por T. equi e B. caballi sdo despercebidas devido aos
sinais clinicos inespecificos como letargia, anorexia parcial, perda de peso, e um
mau desempenho as atividade fisicas. Pode ocorrer uma leve anemia e
esplenomegalia, relacionada a hemdlise extravascular (NOGUEIRA et al., 2005). Os
animais assintomaticos atuam como reservatorios dos agentes, tanto para os
vetores, como para 0s equinos através das infeccdes verticais (transplacentaria) e
horizontais  (iatrogénica) (FRIEDHOFF et al., 1990). Eguas portadoras
assintomaticas que se encontrarem prenhas podem apresentar aborto ou infeccao
neonatal (GUIMARAES et al., 1950; LEWIS et al., 1999; GEORGES et al., 2011).

Os animais que manifestam a doenca clinicamente se devem muitas vezes a
resposta imunolégica dos animais infectados e densidade na populacdo de
carrapatos (RETIEF, 1964; BRUNING, 1996; FRIEDHOFF & SOULE, 1996;
SUMBRIA et al., 2015).

Epidemiologia

A grande deficiéncia na busca por dados de ocorréncia da doenga em
determinadas regibes € a dificuldade em comunicar os casos ou surtos a
Organizacdo Mundial de Saude Animal. A comunicacdo entre os meédicos
veterindrios, Conselhos Regionais, Conselhos Federais, Ministério da Agricultura,
Pecuéria e Abastecimento (MAPA) e a Organizacdo Mundial de Saude Animal (OIE)
tém sido essenciais para que sejam expostos o cenario atual das regides mais
acometidas pelos parasitas, e também que determinadas regides elaborem formas
de vigilancias diferenciadas (OIE, 2013).
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Tem-se estimado que na populacdo mundial dos equinos, 90% estao
relacionados a infec¢des por T. equi, no entanto em alguns paises a infeccdo nao
ocorre de forma endémica (FRIEDHOFF et al., 1990). A Tabela 1 mostra o cenario

atual de ocorréncia da piroplasmose equina no mundo.

Tabela 1: Levantamento de ocorréncia sorolégica e molecular de agentes
causadores da piroplasmose equina no mundo.
Diagnostico Sorolégico  Diagnostico Molecular

Paises =L : : - =2 : : - Referéncias
Theileria equi Babesia caballi Theileria equi Babesia caballi

TALIA 39,8% 8,9% 70,3% 10,3% Bartolomé Del Pino et al. (2016)
FRANCA 58% 12,9% - - Guidi et al. (2015)
HUNGRIA 67,9% - 49% - Farkas et al. (2013)
ESPANHA 56,1% 13,2% - - Garcia-Bocanegra et al. (2013)
HOLANDA 25% 75% 1,6% - Butler etal. (2012)
SuicA 8,5% 4.8% - - Sigg et al. (2010)
GRECIA 1% 2,2% - - Kouam et al. (2010)
TURQUIA 12,8% 9,6% - - Karatepe et al. (2009)
INDIA 62,78% 47,74% 14,14% - Sumbria et al. (2015)
ISRAEL - - - 9,3% Rapoport et al. (2014)
PAQUISTAO 41,.2% 21,6% - Hussain et al. (2014)
CHINA 11,51% 51,16% - - Wang et al. (2014)
REPUBLICA DA COREIA - - 0,9% - Seoetal. (2013)
ARABIA SAUDITA 10,4% 7,5% - - Alanazi et al. (2012)
MONGOLIA 78,8% 65,7% 66,5% 19,1% Riiegg et al. (2007)
JAPAO 2.2% 54% - - lkadai et al. (2002)
MEXICO 45.2% 27,9% - - Canti-Martinez et al. (2012)
VENEZUELA 50,3% 70,6% - - Mujica et al. (2011)
TRINDAD E TOBAGO 33,3% 68,8% - - Asgarali et al. (2007)
BRASIL (SAO PAULO) 29,8% 68,5% - - Heuchert et al. (1999)
AFRICA DO SUL 61% 40% - - Gummowet al. (1996)
SUDAO - - 359% - Salim etal. (2013)

A manutencgao natural de T. equi até o ano de 2009 havia sido reportada em
apenas duas espécies de carrapatos, D. nitens e R. (B.) microplus, localizadas na
regido sul dos Estados Unidos (WISE et al., 2013). No entanto, um surto de
piroplasmose equina no estado do Texas encontrou-se quatro diferentes espécies
de carrapatos: A. cajennense, A. maculatum, D. nitens e D. variabilis. O carrapato
encontrado em maior ocorréncia foi a espécie A. cajennense, seguido pelo A.
maculatum, D. variabilis, e D. nitens. Até a ocorréncia deste surto, a espécie A.
cajennense nao havia sido reportada disseminando T. equi. (ESTRADA-PENA et al.,
2004; SCOLES et al., 2011; UETI et al., 2012; WISE et al., 2013).

Tém sido descritas algumas variagdes significativas nas taxas de prevaléncia
de acordo com as categorias e sistemas de criacdo individual ou conjunta com
bovinos, em diferentes regides do Brasil (CUNHA et al., 1996; HEUCHERT et al.,
1999; BOTTEON et al., 2002). Estudos soroepidemioldgicos realizados em alguns

estados do Brasil mostram a situagdo da piroplasmose equina (Tabela 2).
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Tabela 2: Levantamento de frequéncia de anticorpos IgG para agentes causadores
da piroplasmose equina em estados brasileiros.

Agentes Piroplasmas

MUNICIPIOS Diagnéstico Soroldgico Thellera equl Babesia caball Referéncias
PARABA RIFI 59,6% 0% Ferreira et al. (2016)
PARANA cELISA 78,3% 69,2% Vieira et al. (2013)
SAOPAULO TFC e ELISA 21,6% 54,1% Kerber et al. (2009)
MINAS GERAIS RIFI 91% 83% Heim et al. (2007)
RIO DE JANEIRO RIFI 73,5% - Botteon et al. (2002)
SAO PAULO E MATO GROSSO DO SUL ELISA 81% 90% Xuan etal. (2001)
SAOPAULO RIFI 29,8% 68,5% Heuchert et al. (1999)
MINAS GERAIS RIFI 60,4% - Ribeiro et al. (1999)
RIO GRANDE DO SUL RIFI 57,9% - Cunhaetal. (1996)
RIO DE JANEIRO RIFI 90.6% 59.4% Pfeifer Barbosa et al. (1995)

Em estudo realizado por Barros et al. (2015) do Pantanal Mato-Grossense,
municipios de Poconé e Barra do Bugre-MT, foi detectado DNA de B. caballi e T.
equi, em 17 (14%) de 121 equideos avaliados. Uma amostra do municipio de
Poconé obteve 99% de similaridade com sequéncia de B. caballi, e 14 amostras de
equinos e dois muares apresentaram-se idénticas (100%) com sequéncia de T. equi
disponiveis no Genbank.

A expansao geografica de piroplasmideos tem relacdo com movimentacao de
seus hospedeiros, a exemplo do que ocorreu com Babesia bovis e Babesia bigemina
para bovinos (KUTTLER, 1988), Da mesma forma devemos considerar a dispersédo
dos vetores, como exemplo os carrapatos do subgénero Boophilus sp. que mantém
Babesia sp. para bovinos, Amblyomma sp. disseminador de espécies de Theileria
(KUTTLER, 1988; KAKOMA & MEHLHORN, 1994; MEHLHORN et al., 1994).

Diagnosticos da piroplasmose equina
Exame parasitolégico em esfregacos sanguineos

A enfermidade comumente pode ser diagnosticada por técnicas parasitoldgicas
convencionais, como esfregacos de sangue periférico corados, além das técnicas
sorolégicas e moleculares (BOSE et al., 1995; SUMBRIA et al., 2015).

O método de esfregaco sanguineo podera revelar a presenca do parasita
principalmente em infecgbes agudas. No entanto, nas infec¢des crbnicas, a
porcentagem da parasitemia permanece baixa, 0 que proporciona a ocorréncia de
falso-negativos (BOSE et al., 1995; FRIEDHOFF & SOULE, 1996). Durante a
infeccao clinica, a porcentagem de eritrocitos parasitados por B. caballi se encontra
abaixo de 1%, as vezes menor que 0,1%. J& em relacdo a T. equi a porcentagem de
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eritrocitos parasitados se encontra normalmente entre 1 e 5%, ultrapassando os
20% em casos mais severos (DONNELLAN & MARAIS, 2009; WISE et al., 2013).

Fonseca et al. (2011) compararam o uso das técnicas de esfregaco de sangue
periférico e de puncado esplénica para o diagnostico da piroplasmose em cavalos
portadores subclinicos, e observaram melhores resultados com material oriundo do
orgao linfoide.

Normalmente, o exame de esfregaco de sangue periférico é o primeiro método
de escolha para detectar e identificar os parasitas sanguineos de equinos (DE
WAAL, 1992). No entanto, esta técnica possui uma baixa sensibilidade na deteccéo,
devido a ocorréncia de baixa parasitemia (infeccbes subclinicas), dificuldade na
experiéncia do técnico e qualidade do uso dos reagentes (MYLONAKIS et al., 2003;
PADDOCK & CHILDS, 2003; PASSOS et al., 2005).

Diagnéstico sorologico

Diversos trabalhos soro-epidemiolégicos relacionados a piroplasmose equina
tém sido realizados em todo mundo (PERSING et al., 1995; GRANDI et al., 2011;
MUJICA et al., 2011; CANTU-MARTINEZ et al., 2012; STEINMAN et al., 2012)
devido as dificuldades na deteccao dos parasitas, tanto nas infecgcdes agudas como
nas infeccdes crénicas. As técnicas usualmente empregadas sdao ELISA e RIFI
(KAPPMEYER et al., 1999; IKADAI et al., 2000; BOOZER & MACINTIRE, 20083;
PASSOS et al., 2005; SUMBRIA et al., 2015).

O teste imuno-enzimético (Enzyme-linked immunosorbent assay - ELISA) é um
teste que permite a deteccao de anticorpos especificos no plasma e soro sanguineo
(BRUNING et al., 1997; KAPPMEYER et al., 1999; IKADAI et al., 2000). Desde
2004, o cELISA (“competitive inhibition enzyme-linked immunosorbent assay”) é um
dos testes prescritos pela OIE para o transporte internacional de equinos. As
proteinas para a deteccdo de anticorpos devem ser especificas da espécie,
imunogénicas e comuns a cepa dos parasitas em diferentes localizagdes
geograficas (BRUNING et al., 1997). A proteina recombinante purificada histidine-
tagged protein equine merozoite antigen (His6-EMA1) utilizada no ELISA para a
deteccao de anticorpos anti-T. equi diferenciou soros de equinos infectados por T.
equi e B. caballi (BALDANI et al., 2011).
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A tecnologia de anticorpos monoclonais tornou possivel isolar e caracterizar
antigenos de importantes parasitas, incluindo Babesia sp. As pesquisas tém se
intensificado quando se trata de piroplasmose de bovinos, as quais tém sido
utilizadas para isolar proteinas com potencial de vacinacdao (PALMER et al., 1991;
MACHADO et al., 1993).

Entretanto, ainda que os testes sorologicos tenham elevada sensibilidade, se
limitam devido a baixa especificidade, reacdo-cruzada e limites na deteccao de
anticorpos (PERSING et al., 1995; BRUNING et al., 1997). Ainda, em se tratando de
piroplasmose dos equinos, poucos estudos de antigenicidade tém sido realizados
(PEYMANN et al., 1993; BOSE & PEYMANN, 1994).

Diagnostico molecular

Com os avangos da biologia molecular, muitos hemoparasitas tém sido
detectados e identificados, além de ser possivel caracteriza-los geneticamente
(CACCIO et al., 2000; NAGORE et al., 2004). A Reacao em Cadeia da Polimerase
(PCR) tem sido utilizada na deteccdo de muitas espécies de Babesia e Theileria,
além de ter se mostrado com alta sensibilidade e especificidade se comparado aos
testes sorolégicos (GEYSEN et al., 2003; BULING et al., 2007; JEFFERIES et al.,
2007; SIBEKO et al., 2008).

As PCRs convencionais, multiplex, tempo real e nested de PCR (nPCR), foram
desenvolvidas ou adaptadas para o diagndstico com primers baseados nas
sequéncias dos genes 16S rRNA, (BASHIRUDDIN et al., 1999), EMA-1
(BATTSETSEG et al., 2001; NICOLAIEWSKY et al., 2001; FARAH et al., 2003), 48-
kDa antigen (BC48) (BATTSETSEG et al., 2001; GUGLU & KARAER, 2007) e 18S
rRNA (RAMPERSAD et al., 2003; ALHASSAN et al., 2005; BHOORA et al., 2009).

A nPCR ou a semi-nested PCR normalmente é utilizada para aumentar a
sensibilidade da técnica. Na primeira etapa da nPCR um par de primers é utilizado
para amplificar um fragmento de DNA gendmico, onde os produtos de PCR
(amplicons) séo utilizados como molde para uma segunda etapa de amplificagéo
com outros dois primers (RAMPERSAD et al., 2003; MOLINA & TOBO, 2004).

Apesar da PCR ser descrita como uma técnica de alta sensibilidade a
ocorréncia de variagcdes pode existir, e algumas vezes apresentar desempenho

inferior a outras técnicas de diagndstico. Por exemplo, em estudo comparativo entre
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cultivo in vitro, PCR e nPCR para diagnéstico em 15 equinos portadores de T. equi
submetidos a estresse induzido por exercicios, onde recidivas de sinais clinicos se
fizeram presentes, a nPCR apresentou 100% de sensibilidade, pois todos os animais
foram identificados como positivos, enquanto que o cultivo in vitro detectou 14
animais positivos, e a PCR convencional nao diagnosticou nenhum animal
(BALDANI et al., 2008).

Em trabalho, Rampersad et al. (2003) também demonstraram que a nPCR
possui maior sensibilidade, pois detectaram 3,6 vezes mais infec¢des de T. equi que
o exame de esfregaco sanguineo e 2,2 vezes mais que a PCR. A sensibilidade
superior da nPCR em detectar infeccoes crénicas esta relacionada as duas etapas
de amplificacao (BALDANI et al., 2008). No entanto, este método demanda maior
tempo de execugao e custo, para que a sensibilidade e especificidade permanegcam
elevadas. Nesse sentido, a PCR convencional e principalmente a PCR multiplex
apresentam vantagens. Essa Ultima modalidade de PCR permite diagnosticar
simultaneamente dois ou mais agentes patogénicos utilizando pares de primers
especificos para cada espécie (MOLINA & TOBO, 2004). Assim como a PCR
multiplex desenvolvida por Alhassan et al. (2005) apresentou alta sensibilidade e

especificidade para detectar T. equi e B. caballi.
Filogenia

Analises filogenéticas tendem serem mais satisfatorias em relagdo analises
morfologicas (ALLSOPP et al., 1994; COX, 1994; KIEMTRUP et al., 2000a, b). No
entanto, com a associagao entre filogenia, morfologia e biologia, as hipoteses
sempre serdo mais confiaveis, levando em consideracao a evolu¢dao dos organismos
(WOESE, 1981; COX, 1994).

A classificagdo dos Piroplasmida ndo esta totalmente definida (COX, 1994),
pois compoem-se de duas familias de grande importancia, Babesiidae, no qual &
formada pelo género Babesia que contém cerca de 90 espécies e Theileriidae,
composta pelo género Theileria com cerca de 40 espécies (LEVINE, 1988). Estudos
realizados por Allsopp et al. (1994), Cox (1994) e Reichard et al. (2005), com
analises de sequéncias para o gene 18S rRNA, revelaram que os membros das

familias Theileriidae e Babesiidae constituem grupos monofiléticos, ou seja, ambas
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as familias sdo grupos-irmaos, derivados de um ancestral comum (ALLSOPP et
al.,1994).

A posicao filogenética de T. equi tem sido controversa, e o organismo foi
renomeado varias vezes. Babesia equi foi renomeada como T. equi devido a
descricao de um estagio linfocitario do parasita. Embora esta classificacdo tenha
sido bem adotada, nao corroborou com estudos filogenéticos. Através de analise
bayesiana foi observado dois possiveis cenarios: Quatro espécies de piroplasmas,
(T. parva, T. annulata, B. bovis e T. equi), representariam um unico género ou,
alternativamente, essas espécies representariam trés géneros separados
(MEHLHORN & SCHEIN, 1998). De fato, as analises moleculares e filogenéticas
indicam uma posicao de T. equi entre B. bovis e Theileria spp. (ALLSOPP et al.,
1994; ALLSOPP & ALLSOPP, 2006; KAPPMEYER et al., 2012). Esta opgao
provavelmente resultaria no renomeamento de algumas taxas relacionadas incluindo
Cytauxzoon felis, que se agrupa como o parente mais proximo de T. equi no estudo
18S rRNA (CRIADO-FORNELIO et al., 2003).

Bhoora et al. (2009) observaram variacao na sequéncia do gene 18S rRNA de
T. equi, 0 que possibilitou a identificacdo de trés grupos genéticos distintos dessa
espécie de hemoparasita na Africa do Sul. A sequéncia do gene 18S rRNA de B.
caballi apresentou menor polimorfismo, que permitiu a caracterizacdo de apenas
dois grupos genéticos. A andlise do gene que codifica o antigeno EMA-1 nao
evidenciou polimorfismo genético entre isolados de T. equi do Brasil ou com as
sequéncias ja disponiveis de outros isolados geograficos dessa espécie de
hemoparasita (HEIM et al., 2007).

JUSTIFICATIVA

Diante deste cenario, nota-se a ocorréncia de piroplasmose equina tanto em
regidbes endémicas como ndo endémicas € que os equinos além de toda a sua
importancia no trabalho, principalmente na regido do Pantanal Sul Matogrossense,
deve ser mais bem monitorados. O fato de estarem em contato desde os primeiros
dias de vida com carrapatos, faz destes animais, sentinelas para estes vetores que
carreiam os piroplasmas causadores da doenga. O trabalho a seguir foi elaborado
segundo as normas do periddico “Ciéncia Rural, Revista Cientifica do Centro de
Ciéncias Rurais da Universidade Federal de Santa Maria-RS”.
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Fatores Determinantes para a ocorréncia de piroplasmose equina no Pantanal Sul
Matogrossense
Determining factors for the occurrence of equine piroplasmosis in the Pantanal Sul
Matogrossense
Jodo Bosco Vilela Camposl, Luiz Ricardo Gongalvesn, Carla Roberta Freschin, Filipe Martins
Santos', Carina Elisei de Oliveira', Alinne Pereira de Castro', Gisele Braziliano de Andrade’,
Gabriel Carvalho Macedo', Rosangela Zacarias Machado", Marcos Rogério André", Heitor

Miraglia Herrera'

RESUMO

Piroplasmose equina é uma doenca infecciosa causada por protozodrios
intracelulares, Babesia caballi e Theileria equi, acometidos por carrapatos ixodideos.
Objetivou-se identificar a ocorréncia de piroplasmose equina, associando a presenga de
carrapatos e alguns aspectos hematoldgicos entre diferentes categorias de equinos do Pantanal
Sul Matogrossense. Foram colhidas amostras de sangue total e soro de 170 animais de
diferentes idades e categorias. No momento da coleta foram realizados esfregacos de sangue
periférico dos animais e coletas de carrapatos para identificagdo taxondmica e exame
parasitoldgico na hemolinfa e ovos. Os valores hematolégicos foram realizados para
investigar a presenca de anemia nos animais. Para as andlises soroldgicas foi realizado o teste
ELISA com antigeno recombinante de B. caballi e o antigeno total para 7. equi. A deteccio
molecular foi realizada utilizando-se primers para piroplasmideos dos equinos. A filogenia foi
realizada a partir de trés nPCR e posterior sequenciamento. Os resultados soroldgicos
mostraram que 61,8% e 52,9% dos equinos estdo expostos a T. equi e B. caballi,
respectivamente. A PCR detectou a infec¢do de piroplasmideos de equinos em 43,5% dos

animais. O sequenciamento revelou 98-100% de identidade com sequéncias previamente
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publicadas no Genbank para 7. equi. Todos os animais foram negativos aos esfregacos de
sangue periférico, assim como nos testes de hemolinfa e ovos nos carrapatos. Foram
encontrados 51,2% dos equinos infestados por carrapatos das espécies Dermacentor nitens,
Amblyomma sculptum e Rhipicephalus (Boophilus) microplus. Os valores hematolégicos
mostraram que os animais apresentam infec¢des subclinicas. A piroplasmose equina €
endémica na regido do Pantanal Sul Matogrossense sendo que os animais podem ser
considerados sentinelas para os agentes e devem ser mais bem monitorados.

Palavras — Chave: Babesia caballi; diagndstico molecular; Pantanal; sorologia; Theileria

equi.

ABSTRACT

Equine piroplasmosis is an infectious disease caused by intracellular protozoa, Babesia
caballi and Theileria equi, afflicted by ixodidae ticks. The objective of this study was to
identify the occurrence of equine piroplasmosis, associating the presence of ticks and some
hematological aspects among different equine categories of the Pantanal Sul Matogrossense.
Samples of whole blood and serum of 170 animals of different ages and categories were
collected. At the time of collection, peripheral blood smears were collected from the animals
and collected from ticks for taxonomic identification and parasitological examination on
hemolymph and eggs. The hematological values were performed to investigate the presence
of anemia in the animals. For the serological analyzes, the ELISA test with recombinant B.
caballi antigen and the total antigen for T. equi were performed. Molecular detection was
performed using primers for equine piroplasmids. Phylogeny was performed from three nPCR
and subsequent sequencing. The serological results showed that 61.8% and 52.9% of the
horses are exposed to T. equi and B. caballi, respectively. PCR detected the infection of

equine piroplasmids in 43.5% of the animals. Sequencing revealed 98-100% identity with
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sequences previously published in Genbank for 7. equi. All animals were negative to
peripheral blood smears, as were hemolymph and egg ticks. 51.2% of equine infested by ticks
of the species Dermacentor nitens, Amblyomma sculptum and Rhipicephalus (Boophilus)
microplus were found. Haematological values showed that the animals presented subclinical
infections. Equine piroplasmosis is endemic in the South Pantanal region where animals can
be considered sentinels for agents and should be better monitored.

Key - words: Babesia caballi; molecular diagnostics; Pantanal; serology; Theileria equi.
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INTRODUCAO

A piroplasmose equina é uma doenga infecciosa de ocorréncia mundial causada por
protozodrios parasitas de células sanguineas, Babesia caballi e Theileria equi, transmitidos
por carrapatos ixodideos. E considerada uma doenga de maior impedimento para o trinsito
internacional de cavalos, causando importantes perdas econdmicas (FRIEDHOFF et al., 1990;
RONCATI, 2006; SCHNITTGER et al.,, 2012; SHORT et al., 2012; WISE et al., 2013;
SCOLES & UETI, 2015).

A doencga pode causar perdas econdmicas significativas no sistema de producdo de
equinos globalmente. A espécie T. equi é considerada mais virulenta do que B. caballi, e os
sinais clinicos da piroplasmose equina sdo muitas vezes nao especificos, impedindo o
diagnostico preciso (FRIEDHOFF et al.,, 1990; POSNETT et al., 1991; MEHLOM &
SCHEIN, 1998). Tanto B. caballi como T. equi sao responsdveis por causar uma doenga
hemolitica, caracterizada por pirexia, anemia hemolitica, ictericia, hemoglobintria,
bilirrubindria, hepatomegalia, esplenomegalia e, em casos mais avangados, morte (DE
WAAL, 1992). Muitos animais tornam-se portadores cronicos, servindo de fonte de infeccao
para os carrapatos (FRIEDHOFF et al., 1990; RONCATI, 2006; SCHNITTGER et al., 2012;
SHORT et al., 2012; WISE et al., 2013; SCOLES & UETI, 2015).

No Brasil, B. caballi ¢ mantida pela espécie Dermacentor nitens de forma
transovariana (ROBY & ANTHONY, 1963; ROCANTI, 2006; UETI et al., 2008; KERBER
et al.,, 2009), enquanto 7. equi é mantida por Amblyomma sculptum (A. cajennense) de
forma transestadial (ROCANTI, 2006; UETI et al., 2008; KERBER et al., 2009; NAVA et al.,
2014). Além disso, algumas evidéncias sugerem que Rhipicephalus (Boophilus) microplus
estd associado a infeccdo por T. equi (BATTSETSEG et al., 2002).

A classificacdo dos Piroplasmida ndo estd totalmente definida (COX, 1994), pois

compoem-se de duas familias de grande importancia, Babesiidae, no qual é formada pelo
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género Babesia e Theileriidae, composta pelo género Theileria (LEVINE, 1988). A posicdo
filogenética de 7. equi tem sido controversa, € o organismo foi renomeado vérias vezes.
Babesia equi foi renomeada como 7. equi devido a descri¢do de um estdgio linfocitario do
parasita. Embora esta classificagdo tenha sido bem adotada, ndo corroborou com estudos
filogenéticos.

O gene 18S rRNA ¢ amplamente utilizado como marcador genético e andlise
filogenética de piroplasmas devido a sua baixa taxa de substituicdo e ocorréncia em multiplas
copias (HUNFELD et al, 2008). Entretanto, estudos filogenéticos incluindo genes
mitocondriais e ribossdomicos indicam a inclusdo de 7. equi em um género distinto de
Theileria e Babesia mais proximo de Cytauxzoon felis estudos (SCHREEG et al., 2016).

O Pantanal alberga uma enorme diversidade biol6gica, compreendendo vertebrados e
invertebrados (JUNK et al., 2006). E uma regiio endémica para o virus da Anemia Infecciosa
Equina (AIE) doenca causadora de imunossupressdo, e quando associada a outros agentes
infecciosos pode comprometer seriamente a satide dos animais (SILVA et al., 2001; BORGES
et al., 2013; PARREIRA et al., 2016).

Importante destacar que a piroplasmose equina ndo tem sido relatada na regidao do
Pantanal Nhecolandia, isso faz com que venha ser mais bem investigada, ja que tém sido
destacadas elevadas prevaléncias de carrapatos ixodideos (CANCADO et al., 2008; RAMOS
et al., 2014). Nessa drea, a pecudria extensiva é a principal atividade econdmica na qual os
equinos tem importante participagdao (ALLEN & VALLS, 1987; PARREIRA et al., 2016).

O presente trabalho objetivou identificar a ocorréncia de piroplasmose equina na regiao
do Pantanal Sul Matogrossense, associando alguns pardmetros hematologicos e a presenca de

carrapatos.
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MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado na regido central do Pantanal Sul Matogrossense; subregido
Nhecolandia (18° 59° 15" S; 56° 37° 03”"). Essa regido € caracterizada por apresentar duas
estagdes distintas: chuvosa e seca. O volume de chuvas no verdo é muito maior do que no
inverno, isso faz com que o verdo seja uma estacdo chuvosa, enquanto que o inverno € seco
(BACANI, 2007). O tamanho da amostra foi determinado por meio do método de
amostragem ndo probabilistica por conveniéncia segundo MATTAR, (1996) e SCHIFFMAN
& KANUK, (2000).

Foram colhidas amostras de sangue e soro de 170 equinos de raca pantaneira. Os
animais foram divididos em quatro categorias de acordo com a idade sexo e condig¢do
reprodutiva: 41 machos de servico (MAS), 54 fémeas de servico (FES), 39 fémeas em
reproducdo (FER) e 36 potros (POT). As coletas ocorreram nos periodos de junho a julho de
2014 e julho a agosto de 2015. Todos os animais amostrados nasceram e foram criados na
drea e encontravam-se aparentemente saudaveis por ocasido das coletas.

Durante as primeiras 12 horas apds a colheita do sangue com EDTA foram
quantificados o volume globular (VG) pela técnica do micro-hematdcrito e contagem do
numero total de hemacias (He/mm?3) em cimara de Neubauer (SINK & FELDMAN, 2006;
DOUGLAS & WARDROP, 2010). Consideramos os valores de VG e He/mm3? como
indicadores de anemia, de acordo com achados reportados por RIBEIRO et al. (2008).

Colheu-se sangue periférico a partir da perfuracdo de ponta de orelha e narinas para
confeccdo de duas laminas de esfregacos sanguineos por animal para serem corados pelo
método rapido (Panético Rdpido LB®), de acordo com as recomendacgdes do fabricante.

Foram colhidos carrapatos que estavam parasitando os equinos com ajuda de uma
pin¢a anatOmica, para que ndo fosse comprometida a identificacdo morfoldgica dos espécimes

que foram armazenadas em tubos Falcon de 15 ml. O esfor¢o de coleta foi sistematizado com
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inspe¢do visual por todo corpo do animal durante um minuto. As fémeas ingurgitadas foram
armazenadas em placas de Petri para mais tarde realizarem postura e logo apds exame de
hemolinfa e ovos. Os carrapatos foram identificados com auxilio de guias com chaves
dicotdmicas para identificacdo das espécies de carrapatos segundo BARROS-BATTESTI et
al. (2006); NAVA et al. (2014).

Ap6s cinco dias da realizagdo da postura das fémeas ingurgitadas, foram extraidas
hemolinfas a partir de sec¢do dos tarsos ou tibias com auxilio de uma lamina de bisturi
(BURGDORFER, 1970; BARREIRA, 1988; ANGELO et al, 2010; REZENDE, 2012).
Também, foram colhidos os ovos provenientes dessas fémeas ingurgitadas, que em seguida
foram macerados junto a uma lamina de microscopia com o auxilio de uma espatula
(REZENDE, 2012). Tanto os ovos como as hemolinfas, foram colocados em laminas de
microscopia Optica, separadas e coradas com Panético Répido LB® de acordo com as
recomendagdes do fabricante e levadas ao microscopio de luz para a observagao de formas de
esporocinetos com objetiva de 100x (BURGDORFER, 1970; BARREIRA, 1988; REZENDE,
2012).

Para a realizacdo dos testes de ELISA, foi utilizado um antigeno recombinante de B.
caballi (Kit imunodot®), segundo recomendac¢do do fabricante, enquanto que para 7. equi foi
utilizado antigeno total (BALDANI et al., 2004). O contetido protéico para cada um dos
antigenos foi determinado pelo método do acido bicincOnico com Kit de reagentes BCA
(BCA Reagents Kit — Pierce Chemical Company®), de acordo com as recomendagdes do
fabricante.

O ELISA—teste para ambos agentes foi realizado conforme descrito por BALDANI
et al. (2006). O ponto de corte foi estabelecido com a escala do nivel de ELISA (NE)
anteriormente definido por MACHADO et al. (1997), ou seja, os niveis de anticorpos de valor

diagnostico (NE > 3) para B. caballi foram considerados positivos dentro do intervalo de
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densidade 6ptica de 0,538. Para T. equi, os niveis de anticorpos de valor diagndstico (NE > 2)
foram considerados positivos dentro do intervalo de densidade O6ptica de 0,372. Nessas
condi¢cdes, a menor densidade Optica dos soros negativos foi de (0,215 + 0,020) para B.
caballi e (0,149 £ 0,029) para T. equi. A maior densidade Optica verificada para os soros de
refer€ncia positiva foi de (1,085 + 0,045) para B. caballi e (1,290 + 0,400) para T. equi.

A extracdo de DNA de sangue total foi realizada com o QIAamp DNA Blood Mini
Kit (Qiagen®) de acordo com as recomendacdes do fabricante. A quantificacdo do material
gendmico foi realizada em aparelho Nanodrop (Thermo Scientific®), por meio da leitura de
absorbéncia e armazenada a -20°C.

Foi realizada uma primeira reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para identificar
piroplasmideos de equinos, conforme descrito por NIJHOF et al. (2005). Os oligonucleotideos
iniciadores (primers) utilizados foram descritos para a sequéncia da regido 18S rRNA do gene
ribossomal, especifico para género de piroplasmideos de equinos, Nbabesia-1F e 18SRev-TB
(Tabela 1). As condicdes da reagdo de PCR utilizadas estao descritas segundo OOSTHUIZEN
et al. (2008) e BHOORA et al. (2009), resultando em fragmento amplificado de
aproximadamente 1.600 pb. O controle positivo para B. caballi e T. equi utilizado nas reagdes
foi cedido gentilmente pelo professor Dr. Marcos Rogério André do Laboratério de
Imunoparasitologia da Universidade Estadual Paulista — UNESP — campus Jaboticabal. O
controle negativo utilizado na reacdo foi 4gua ultrapura esterilizada. Embora a amplifica¢do
de um fragmento gendmico nio necessariamente indique a integridade de um parasita, no
presente trabalho consideramos a positividade no PCR como presenca dos piroplasmideos de
equinos.

Os produtos amplificados foram submetidos a eletroforese horizontal em gel de

agarose a 0,9% corado com Brometo de Etideo (Invitrogen®) (0,5uL/mL) em tampdo de
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corrida TEB 0,5X pH 8,0 (44,58M Tris-base; 0,44M dacido bérico; 12,49mM EDTA). A
eletroforese foi realizada a 100V / 50mA durante 130 minutos.

Para as andlises filogenéticas realizou-se trés Nested de PCR (nPCR), de acordo com
BHOORA et al. (2009), utilizando-se primers mostrados na Tabela 1. Para a purificacdo dos
produtos das nPCR, utilizou-se o kit “Silica Bead DNA Gel Extraction Kit (ThermoFisher)”
de acordo com as recomendacdes do fabricante.

Das amostras amplificadas na nPCR, foram selecionadas 30 com positividade na
sorologia entre as diferentes categorias de equinos, e, posteriormente encaminhadas para o
sequenciamento. O sequenciamento dos produtos amplificados foi realizado por meio de
sistema automatizado baseado no método da terminac¢do da cadeia por dideoxinucleotideo
(SANGER et al., 1977) no Centro de Recursos Biologicos e Biologia Genomica (CREBIO -
FCAYV - UNESP).

A qualidade dos eletroferogramas obtidos por meio do sequenciamento dos produtos
amplificados foram visualmente analisados no programa FinchTV 1.4.0. Adicionalmente, as
sequéncias consenso foram obtidas pela andlise das sequéncias forward utilizando o programa
CAP3 (http://mobyle.pasteur.fr/cgi-bin/MobylePortal/portal.py). Com o propdsito de se
realizar a andlise de identidade das sequéncias, os fragmentos génicos amplificados foram
confrontados com outros previamente depositados no Genbank por meio do BLASTn
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Por fim, as sequéncias do gene 18S rRNA de T. equi
foram individualmente alinhadas com outras sequéncias disponiveis no Genbank utilizando-se
0 Clustal/W (THOMPSON et al., 1994) e ajustadas no programa Bioedit v. 7.0.5.3 (HALL,
1999). As andlises filogenéticas utilizando o critério de Maximum Likelihood (ML) foram
inferidas com RAXML-HPC BlackBox (7.6.3) (STAMATAKIS et al., 2008) por meio do
CIPRES Science Gateway (MILLER et al., 2010). Os AICs (Akaike Information Criterion)

obtidos por meio da andlise das sequéncias, realizada no programa MEGA 5.05, foram
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utilizados para selecionar o modelo de evolugdo best of fit. O modelo de evolucio GTR+G+1,
foi o selecionado e conseqiientemente utilizado na andlise supracitada.

Para verificar se houve diferenca nos resultados dos testes sorologicos e moleculares
para as varidveis idade, condicdo reprodutiva e sexo, entre as categorias MAS; FES; FER e
POT, utilizou-se o teste do “Qui-quadrado”. Foi utilizada a correlacio de Yates para
determinar em quais categorias ocorreram diferencas nas ocorréncias de anticorpos e detec¢ao
molecular (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2011).

Foi verificado pelo Teste Shapiro se as distribuicdes dos resultados das He/mm?3 e
VG possuiam uma distribuicdo normal. Em seguida, utilizou-se o ANOVA pelo software R
(R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2011), para verificar se houve diferenca significativa
entre as médias dos valores relativos as He/mm? e VG entre as diferentes categorias. O teste
de ANOVA também foi utilizado para verificar se houve diferenca entre os animais
soropositivos e soronegativos para B. caballi e T. equi. Em seguida, foi realizado o teste de
Tukey para saber em quais grupos houve diferenca significativa.

O teste ¢ foi utilizado com um nivel de significancia de 95% (p<0,05) para comparar
as médias dos valores hematolégicos dos individuos positivos para ambos a PCR e sorologia,
de cada categoria animal, com os valores dos grupos apresentados por RIBEIRO et al. (2008):
POT (machos e fémeas até oito meses); MAS (machos adultos castrados); FES (fémeas com
idade de nove até 24 meses); e FER (fémeas prenhas).

Para determinar se existe correlag@o entre os testes sorolégicos (7. equi e B. caballi)
e a deteccdo molecular (PCR) utilizou-se o teste KAPPA, medida baseada no nimero de
respostas concordantes, ou seja, no nimero de casos cujo resultado é o mesmo entre os testes.
As andlises foram realizadas entre as seguintes combinagdes de resultados: (a) PCR vs
sorologia para T. equi; (b) PCR vs sorologia para B. caballi; (c) sorologia para T. equi vs

sorologia para B. caballi; e (d) PCR vs sorologia para ambos 7. equi e B. caballi.
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RESULTADOS

Dos 170 animais amostrados, 105 (61,8%) e 90 (52,9%) apresentaram-se
soropositivos para T. equi e B. caballi, respectivamente. Foram registrados 84 animais
soropositivos para ambos os piroplasmideos (Tabela 2), enquanto que 21 equinos
apresentaram soropositividade somente para 7. equi e apenas seis animais positivos na
sorologia somente para B. caballi.

Das 170 amostras de sangue analisadas, 74 (43,5%) mostraram resultados positivos
ao teste molecular para piroplasmideos de equinos, com um fragmento de aproximadamente
1.600 pb correspondente ao gene 18S rRNA. As categorias FER e POT apresentaram maiores
nimeros de animais positivos (86,1%), enquanto que a categoria MAS apresentou as menores
ocorréncias moleculares (14,6%) (Tabela 3 e Figura 1).

Considerando a detec¢ao molecular e a sorologia positiva para ambos B. caballi e T.
equi dos 170 animais amostrados, 21 (12,3%) foram considerados efetivamente coinfectados.
Nao foi possivel realizar as andlises estatisticas entre as categorias dos animais coinfectados
devido ao niimero baixo de animais.

Foi verificado uma concordincia entre os testes soroldgicos (sorologia 7. equi vs
sorologia B. caballi) (valor de Kappa 0,678). Contudo, ndo foi observado concordancia entre
os resultados do teste parasitolégico molecular (PCR) e soroldgicos (T. equi e B. caballi)
(valor de Kappa <0).

Dos 59 animais soronegativos para B. caballi e T. equi, 41 (69,5%) apresentaram
positividade na PCR. Observamos que 88% desse grupo (falso-negativos) estavam compostos
por FER e POT. Entre os animais soropositivos tanto para B. caballi como para T. equi
(n=84), 63 (75%) foram negativos ao diagndstico molecular, 98% desse grupo formado por

MAS e FES.
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O teste de ANOVA mostrou diferengas significativas entre as quatro categorias em
relacdo aos indices hematoldgicos. Quando analisadas pelo Teste de Tukey, observou-se que
as médias de He/mm3 e VG para POT estavam acima (p<0,05) dos valores médios das demais
categorias (MAS, FES e FER). Os valores hematolégicos estdo expressos na Tabela 4.

O teste de ANOVA ndo mostrou diferencas significativas para He/mm3 e VG entre
0s animais positivos e negativos para T. equi e B. caballi, para as categorias (MAS, FES,
FER), tanto na sorologia como no diagndstico molecular. O mesmo ocorre com a categoria
POT observada separadamente. Também nao houve diferenca entre os animais coinfectados,
adultos e potros.

Quando comparado os valores hematolégicos dos animais coinfectados por meio de
He/mm3 e pelo VG, respectivamente no presente trabalho, com achados reportados por
RIBEIRO et al. (2008) para raca pantaneira, observou-se que niao houve diferencas
significativas entre as categorias de animais.

Foram observados que 51,2% (87/170) dos equinos encontravam-se infestados por
carrapatos. Sendo que as FER apresentaram a maior infestacdo, com 87,2% (34/39), seguido
dos POT com 63,9% (23/36). As FES apresentaram 44,4% (24/54) e os MAS apenas 17,1%
(7/41) com a presenca de carrapatos (Tabela 5).

Foi observado que D. nitens parasita os equinos indiscriminadamente por ter sido
observado em todas as categorias avaliadas, sendo que FER e POT com as maiores
infestacoes 35,9% e 27,9%, respectivamente. Ainda, foi registrado que as FER apresentaram
as maiores ocorréncias de coinfestacdes por duas espécies de ixodideos (A. sculptum / D.
nitens) ou trés [R. (B.) microplus / A. sculptum / D. nitens] (Tabela 5).

Os exames de hemolinfa e ovos das fémeas ingurgitadas ndo detectaram

esporocinetos de Babesia sp. e Theileria sp. Também, ndo foram encontradas estruturas
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sugestivas de piroplasmideos caracteristicos de B. caballi e T. equi em eritrécitos nos
esfregacos sanguineos.

Foram amplificadas 67 amostras na nPCR, sendo que os 30 produtos selecionados
para sequenciamento resultaram em 180 sequéncias (foward e reverse), das quais recuperou-
se 54 sequéncias foward. Dessas, foram formados 18 contigs, devidamente depositados no
Genbank com os nimeros de acessos KY464019 a KY464036. As anélises do BLASTn dos
contigs revelaram uma identidade variando de 98-100% com sequéncias de T. equi
previamente amplificadas nos EUA (JX177673) e Brasil (KU240071). Todas as sequéncias
detectadas no presente estudo mostraram guery coverages variando de 98-100%.

Todas as 18 sequéncias submetidas a andlise ML foram arranjadas em dois grupos
principais com 98 e 100% de similaridade (Figura 2). As sequéncias pertences ao grupo A,
subdividiram em dois subgrupos (Al e A2). Quatro sequéncias do subgrupo Al (JC9, JC16,
JC28 e JC29) agruparam com sequéncias detectadas no Rio de Janeiro (KJ573370), Rio
grande do Sul (KU240065, KU24008, KU240064, KU240072 e KU240069), Africa do Sul
(EU888906) e Estados Unidos (JX177673, JX177671, J1X177672 e JX177670). Enquanto
cinco sequéncias do subgrupo A2 (JC2, JC3, JC6, JC7 e JC12) posicionaram-se proximas a 7.
equi detectada no Rio de Janeiro (KJ573373), Africa do Sul (EU642508) e Espanha
(AY 150062 e AY150063).

Adicionalmente, amostras do Grupo B foram agrupadas em dois subgrupos (B1 e
B2). Sete sequéncias (JC4, JC10, JC13, JC15, JC17, JC19 e JC20) pertencentes ao subgrupo
B1, foram posicionadas proximas aquelas detectadas no Rio de Janeiro (KJ573371), Rio
Grande do Sul (KU240067 e KU240071) e Estados Unidos (JQ390047). Por outro lado, duas
sequéncias do subgrupo B2 (JC18 e JC21) posicionaram-se no mesmo cluster e proximas a

sequéncia detectada no Rio Grande do Sul (KU240066 e KU240070), Rio de Janeiro
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(KJ573374), Africa do Sul (EU888905, EU642511, EU888903, EU642510), Sudao

(AB515309, AB515312, AB515307, AB515315) (Figura 2).

DISCUSSAO

Nossos resultados mostraram que os piroplasmas de equinos ocorrem em torno de
metade dos animais amostrados. De fato, constatamos soroprevaléncias para T. equi ¢ B.
caballi de 61,8% e 52,9%, respectivamente, e 43,5% dos animais com deteccdo de
piroplasmas pelo PCR. Esses valores, associados a infestacio por carrapatos encontrados nos
animais, indicam o cariter endémico da piroplasmose equina na regido. Pesquisas soro-
epidemioldgicas realizadas no Brasil vém sendo desenvolvidas por diversos autores em
diferentes regides brasileiras, reportando maiores soroprevaléncias para 7. equi como em
Minas gerais (IFAT 91,0%), Rio de janeiro (IFAT 90,6%) e Parand (cELISA 78,3%)
(PFEIFER BARBOSA et al., 1995; HEIM et al., 2007; VIEIRA et al., 2013), como também
para B. caballi (90%) em Sao Paulo e Mato Grosso do Sul (XUAN et al., 2001). As
diferencas regionais nas soroprevaléncias e na deteccao molecular dos piroplasmideos podem
estar associadas ao ambiente e a0 manejo no qual os equinos estdo submetidos, bem como as
diferentes técnicas de diagndstico utilizadas pelos diferentes autores (BARROS et al., 2015;
DAVITKOV et al., 2016; LIU et al., 2016).

A soroprevaléncia para T. equi ligeiramente maior que B. caballi encontrada no
presente trabalho também foi reportada em vérios estudos em diferentes regides do Brasil
(BARBOSA et al., 1995; HEIM et al., 2007; VIEIRA et al., 2013; FERREIRA et al., 2016),
como mundialmente (AKKAN et al., 2003; BOLDBAATAR et al., 2005; CAMACHO et al.,
2005; ASGARALI et al., 2007; KARATEPE et al., 2009; GARCIA-BOCANEGRA et al.,
2013). Esta situacdo pode ser atribuida ao fato de que as infecgdes por T. equi sio

permanentes, enquanto que infec¢des por B. caballi habitualmente desaparecem apds 4-5
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anos (SHKAP et al., 1998; VIAL & GORENFLOT, 2006; RUEGG et al., 2007; RUEGG et
al., 2008) e comumente tem 6tima resposta ao tratamento (BRUNING, 1996, SCHWINT et
al., 2009).

Os resultados sorolégicos mostraram que os equinos adultos de servico estdo mais
expostos aos piroplasmas do que as fémeas em reproducio e os potros. De fato, a criagdo dos
animais livre a campo, associado a exposicdo continuada aos vetores ixodideos, estaria
garantido que um grande nimero de animais chegue a idade adulta com anticorpos
direcionados a esses agentes tornando-se portadores assintomdticos (D'OLIVEIRA et al.,
1995; AKTAS et al., 2002; KERBER et al., 2009).

Provas soroldgicas sdo imprescindiveis em estudos epidemiolégicos, revelando a
presenca de anticorpos contra o agente, indicando a exposi¢do dos animais frente ao parasita.
Entretanto, os resultados devem ser avaliados com cautela, pois diversos autores relatam
haver reacdes cruzadas no diagndstico soroldgico para piroplasmas dos equinos (GOTZ,
1982; MERKLE, 1983; ALCHER, 1984; WEILAND, 1986). KNOWLES et al. (1991),
sugerem que a ocorréncia dessas reacdes podem se dar devido a semelhanga das proteinas
expressas pelos merozoitas. De maneira geral, as soroprevaléncias registradas no presente
estudo indicam que metade dos equinos foram expostos aos agentes.

O cardter subclinico da piroplasmose equina na regido estudada pode ser
comprovado pela ndo visualizagdo de parasitas nos esfregacos sanguineos, juntamente com os
resultados obtidos nos indices de anemia. Elevadas parasitemias foram relatadas por FARAH
et al. (2003) e SALIB et al. (2013), que encontraram uma incidéncia de 38,8% e 34%,
respectivamente para 7. equi em esfregacos sanguineos de equinos no Egito. A detec¢do
visual de piroplasmas por meio de microscopia Optica € o teste de diagndstico mais comum,
simples e acessivel, confirmando o diagndstico. No entanto, a baixa sensibilidade neste

método ndo permite apenas o uso em investigacdoes epidemiolégicas conforme descrito por
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SADEGHI DEHKORDI et al. (2010), resultando em desvantagem do exame parasitologico
tradicional pela observacdo dos parasitas no esfregaco sanguineo, por ndo detectar animais
positivos na forma crdonica da doenca (BRUNING, 1996). De fato, durante a fase cronica da
infec¢do, quando o nivel de parasitemia € menor ou igual a 0,01%, a sensibilidade da técnica
de esfregaco sanguineo obtido de sangue periférico diminui, aumentando assim os resultados
falso-negativos aos exames parasitoldgicos tradicionais (NIZOLI, 2005).

O diagndstico molecular realizado no presente estudo mostrou uma prevaléncia de
43,5%, semelhante aos resultados encontrados por HEIM et al. (2007) em animais coletados
nos estados da Bahia, Goias, Sdo Paulo e Minas Gerais. Também, FERREIRA et al. (2016) na
Paraiba, avaliando equinos utilizados em esportes, encontrou metade dos animais investigados
positivos na PCR. No entanto, em trabalho realizado em equideos do Pantanal de Mato
Grosso (Poconé e Barra do Bugre), obteve-se uma detec¢do molecular de apenas 14% dos 121
equideos amostrados (BARROS et al., 2015). BHOORA et al. (2009) mostram a existéncia
de variacdo de sequéncias nos genes 18S rRNA dos parasitas causadores da piroplasmose
equina, alertando para o cuidado deste alvo para fins de diagnéstico. Entretanto é possivel
identificar regides conservadas e exclusivas de cada espécie de piroplasmas de equinos no
gene 18S rRNA. A utilizacdo de primers género-especifico para detectar a presenga do DNA
de piroplasmas vem sendo utilizada por diferentes autores (CRIADO-FORNELIO et al.,
2003; DAVITKOV et al., 2016).

Foram observadas diferencas no padrdo da infec¢do quando avaliamos os animais
por categorias: (1) as maiores prevaléncias moleculares observadas nos potros (86,1%) pode
estar relacionadas a fase aguda da piroplasmose equina. Como em dreas endémicas os vetores
invertebrados s@o considerados hospedeiros reservatorios, mantendo a infeccdo nas suas
populacdes por via trasnsovariana e transestadial (BASHIRUDDIN et al.,, 1999;

BATTSETSEG et al., 2002), o encontro de muitos animais novos com piroplasmas na
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circulacdo sistémica € esperado. Ainda, potros podem apresentar uma parasitemia elevada por
T. equi devido a transmissao vertical (PHIPPS & OTTER, 2004; ALLSOPP et al., 2007;
GEORGES et al., 2011); (i) Os animais adultos de servico (MAS e FES) apresentaram as
menores prevaléncias moleculares, indicando a cronicidade da doenga, caracterizada por
baixas parasitemias. Como mostrado por BARTOLOME DEL PINO et al. (2016), onde
equinos adultos s@o mais eficientes em controlar as infec¢des por piroplasmas devido a
imunidade mediada por células, eliminando ou mantendo a carga parasitdria mais baixa do
que o limite de deteccdo na PCR. Ainda, por serem animais fundamentais na utilizacdo do
trabalho com os bovinos, os animais recebem melhores cuidados e atencdo (SHKAP et al.,
1998; RUEGG et al., 2007); (iii) as fémeas em reproducdo (FER) apresentaram uma
prevaléncia molecular acima da metade dos animais amostrados (59%), por motivos de
poderem estar relacionados a imunossupressdo resultante do estresse do aleitamento e
cuidados com a cria (COHEN et al., 2012).

De fato, situacdes de estresse estimulam a sintese e liberagcdo do hormonio liberador
de corticotropina (CRH), que atua sobre a adeno-hip6fise, induzindo a liberagdo do hormdnio
adrenocorticotrépico (ACTH) (KHANSARI et al., 1999). O ACTH possui forte acdo sobre o
cortex adrenal, promovendo a formagdo e liberacio de glicocorticéides (cortisol e
corticosterona) no sangue. Fisiologicamente, os glicocorticoides sdo responsdveis por
modular a resposta imune, provocando uma diminuicdo de células linféides. Esta via de
resposta, quando o individuo submetido a uma situacdo de estresse persistente, no caso de
aleitamento e cuidado com as crias pelas éguas causam aumento cronico nos niveis
plasmaticos de glicocorticdides, resultando em imunossupressio € uma susceptibilidade
aumentada as doencas (KHANSARI et al., 1999; DOBSON & SMITH, 2000; COHEN et al.,

2012).
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A debilidade do sistema imune das éguas em reproducio pode explicar o fato de ter
sido encontrado no presente trabalho 87,2% de infestacdo por carrapatos, principalmente
nessa categoria. Nesse sentido, tanto o estresse reprodutivo, como a presenca de elevadas
infestacOes por carrapatos, estariam comprometendo ainda mais o sistema imune (AKTAS et
al., 2002; COHEN et al., 2012).

Nossas andlises mostraram ndo haver correlacdo entre os resultados dos testes
moleculares e soroldgicos, indicando fortemente a necessidade de utilizar essas duas
ferramentas de diagndstico para estudos epidemioldgicos. A deteccdo de Babesia sp. e
Theileria sp. em animais portadores utilizando-se da PCR, denomina-se uma poderosa
ferramenta, uma vez que por serem criados livremente a campo, os equinos estdo
constantemente expostos aos carrapatos ixodideos mostrando-se cronicamente parasitados
(D'OLIVEIRA et al., 1995; AKTAS et al., 2002). Como nas areas endémicas encontramos
equinos com parasitemias cripticas, tdo baixas que ndo sdo detectiveis nem por testes
moleculares (GEORGES et al., 2011), a sorologia torna-se imprescindivel para amostrar a
fracdo dos animais que estao expostos.

No presente trabalho, pdde ser observado que houve uma ocorréncia consideravel de
animais soropositivos com negatividade ao exame molecular (75%). Esse resultado
provavelmente estd associado a cronicidade das infec¢des caracterizada por parasitemias
cripticas, como também a eliminag¢do de patdgenos, principalmente B. caballi (MACHADO
et al., 2012). Esses animais considerados falsos positivos, 98% pertenciam as categorias
machos e fémeas de servico. Por outro lado, foram observados que 69,5% dos animais
amostrados apresentaram-se soronegativos e positivos ao teste molecular, o que caracteriza
infec¢des agudas, comuns em areas endémicas (LAUS et al., 2013). Essa analise foi composta
por 88% de animais pertencentes as categorias f€émeas em reproducao e potros. Varios autores

também tém descrito a divergéncia entre resultados dos testes soroldgicos e moleculares
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quando em infeccdes naturais (DONNELLY et al.,, 1980; RIBEIRO et al., 1999;
ABDELKEBIR et al., 2001; AKKAN et al., 2003; DE LA FUENTE et al., 2005; ZINORA et
al., 2007).

A presenca de carrapatos ixodideos nos equinos amostrados, em infestacdes tnicas
ou multiplas, pode ter forte correlagdo com a presenca observada de coinfeccdo por T. equi e
B. caballi. De fato existe uma forte associacio entre A. sculptum e T. equi e D. nitens ¢ B.
caballi (KERBER et al.,, 2009). Importante ressaltar que o ambiente no qual os equinos
habitam encontra-se altamente infestado por formas imaturas de carrapatos, especialmente da
espécie multi-hospedeira, A. sculptum, reportada parasitando uma grande quantidade de
espécies de mamiferos silvestres e domésticos na regidio (RAMOS et al., 2014). Entretanto no
presente trabalho ndo foram correlacionadas formas imaturas. Esse cardter enzo6tico poderia
explicar as elevadas soroprevaléncias encontradas nos equinos, principalmente para 7. equi.
RAZMI et al. (2002), também observou que grande nimero de carrapatos nas dareas
endémicas para piroplasmose equina estaria expondo continuadamente equinos jovens e
adultos a infeccdes por T. equi e B. caballi. De fato, fatores de risco como idade e criagdo
extensiva vém sendo associados a piroplasmose (RUEGG et al., 2007; KOUAM, et al., 2010;
MORETTI et al., 2010; ABUTARBUSH et al., 2012; VERONESI et al., 2014).

A piroplasmose equina tem sido associada a animais mantidos em ambientes
conjuntos com ruminantes domésticos (GARCIA-BOCANEGRA et al., 2013; BARTOLOME
DEL PINO et al., 2016). Nesse sentido, a criacdo extensiva de bovinos na regido favorece
grandemente as populacdes de R. (B.) microplus. Como foi observado no presente estudo
infestacdes por R. (B.) microplus especialmente nas éguas em reproducdo e nos potros, a
transmissdo de 7. equi estaria sendo assegurada (BASHIRUDDIM et al., 1999;

BATTSETSEG et al., 2002).
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A manuten¢do das populacdes de carrapatos no ambiente natural é um fator de risco
a piroplasmose equina na regido do Pantanal, as acdes de controle e profilaxia devem incluir
obrigatoriamente, medidas de combate a esses vetores. De fato, programas de controle de
doencas diminuem as chances de piroplasmose em equinos mantidos para fins esportivos e
recreativos em centros urbanos, enquanto que os animais criados em pastagens a campo para
fins comerciais aumentam a probabilidade da infeccao (KOUAM et al., 2010; MORETTI, et
al., 2010; ABUTARBUSH et al., 2012; DAVITKOV et al., 2016).

A caracteristica subclinica da piroplasmose equina foi confirmada no presente
trabalho, também por ndo apresentar diferencas significativas para os valores médios de
He/mm?3 e VG entre os animais positivos e negativos, inclusive quando comparados com
RIBEIRO et al. (2008) para a raca pantaneira. O nido aparecimento de sintomatologia clinica
que possam indicar quais animais estaria parasitado, implica em que equinos portadores
cronicos continuem atuando como fonte de infec¢ao para os artropodes vetores (LIU et al.,
2016). De fato, animais portadores assintomaticos constituem um grande desafio no controle
da erradicagdo dos parasitas. Equinos parasitados por piroplasmas sem alteracdes nos indices
de anemia foram também relatados em trabalhos realizados por KUMAR et al. (2009);
MACHADO et al. (2012); VERONESI et al. (2014); e BARTOLOME DEL PINO et al.
(2016).

Racas locais, por estarem adaptadas ao ambiente que na qual vem sendo criadas,
apresentam imunidade e resisténcia 4 piroplasmose equina (VRANOVA et al, 2011).
Entretanto, como os piroplasmideos sdo parasitas de células sanguineas, as infeccoes
subclinicas devem ser diagnosticadas e os animais monitorados, especialmente aqueles
submetidos a esforgos fisicos continuos, como nas fazendas do Pantanal. Um recente trabalho

realizado por FERREIRA et al. (2016) na Paraiba, mostrou que cavalos utilizados em esportes
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estdo infectados pelo agente 7. equi alertando a possibilidade dos animais parasitados
apresentarem comprometimento no rendimento fisico.

O estado de portador cronico assintomdtico encontrado neste trabalho,
principalmente nos animais adultos de servico, pode ser explicado pelo fato de que os equinos
entram em contatos com os carrapatos vetores infectados logo nos primeiros dias de vida,
submetidos a wuma imuniza¢do natural. Caracteristicas também observadas por
ABDELKEBIR et al. 2001; CAMACHO et al. 2005, em provincia do Paquistdo. Para
VERONESI et al. (2014), a exposicdo elevada e constante a patégenos transmitidos por
carrapatos favorece a aquisi¢do de imunidade tornando os animais portadores cronicos. Deve-
se considerar que as infec¢des subclinicas e aparente bom estado clinico dos animais
amostrados estariam indicando um bom manejo no qual os equinos estariam sendo
submetidos (PARREIRA et al., 2016).

O presente trabalho revelou através do sequenciamento que 7. equi pode se manter
circulante no sangue dos animais em baixas parasitemias. Consistente com trabalhos
realizados por BASHIRUDDIN et al. (1999); CRIADO-FORNELIO et al. (2004); NAGORE
et al. (2004); ACICI et al. (2008); KOUAM et al. (2010); ROS-GARCIA et al. (2013);
DAVITKOV et al. (2016), que relatam que 7. equi € mais prevalente do que B. caballi,
devido a maior persisténcia apds infec¢do, maior parasitemia e transmissao transplacentaria
(DE WAAL & VAN HEERDEN, 1994; ALLSOP et al., 2007; GEORGES et al., 2011).

As andlises filogenéticas mostraram fortemente a colocacdo de T. equi encontrada
parasitando os equinos do Pantanal Sul Matogrossense no clade Theileria. Ainda, algumas
sequencias encontradas no presente estudo indicam novos genodtipos para T. equi. De fato,
embora dois genotipos fosse originalmente propostos para a espécie T. equi (NAGORE et al.,
2004), estudos posteriores na Africa do Sul (BHOORA et al., 2009), Sudao (SALIM et al.,

2010), Jordania (QABLAN et al., 2013) e América do Norte (HALL et al., 2013) adicionaram
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novos gendtipos. LIU et al. (2016) relatam que a diversidade de 7. equi pode aumentar com a
adicdo de sequéncias de regides geograficas atualmente inexploradas.

Para conhecimento, este foi o primeiro relato confirmado de ocorréncia de
piroplasmose equina na regido do Pantanal Sul Matogrossense, e segundo em equideos no

Pantanal (BARROS et al., 2015).

CONCLUSAO

A regido estudada demonstra ser enzodtica para B. caballi e T. equi devido a
positividade aos exames sorolégicos € moleculares, bem como a infestacio de diferentes
espécies de carrapatos vetores nos equinos nascidos e criados na regido do Pantanal Sul
Matogrossense. Ainda, os animais soropositivos e positivos no teste molecular ndo
apresentaram anemia, expressa pelos valores normais de contagem global de hemadcias e
volume globular, confirmando a existéncia de infeccdes subclinicas. Entretanto, a detec¢ao
molecular demonstra que os equinos cronicamente infectados na regido estariam contribuindo
para a manuten¢ao destes agentes infecciosos atuando como fonte de infec¢cdo aos carrapatos

vetores.
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Figura 1: Eletroforese em gel de agarose 0,9% de amplicons relativos a PCR para piroplasmas
de equinos utilizando os primers NBabesia-1F/18SREV-TB resultando em um fragmento de
1.600 pb. M: marcador de peso molecular de 1Kb plus; 1: Controle positivo (Amostra de
Jaboticabal); 2-9: amostras testes de equinos pantaneiros; 10: Controle negativo (dgua ultra-
pura esterilizada).
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Figura 2: Arvore filogenética de sequéncias do gene 18S rRNA de 7. equi. A anilise foi realizada utilizando-se o
método de Maximum Likelihood implementada com o modelo de substituicio GTR+G+1. Os niimeros nos ramos
correspondem a valores de bootstraps acessados com 1.000 repeti¢oes. Sequéncias do 18S rRNA de Theileria

sergenti, Theileria orientalis ¢ Theileria buffeli, foram utilizadas como outgroup.
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Tabela 1: Descri¢cdo dos primers utilizados nas andlises moleculares de piroplasmideos de
equinos baseados no gene 18S rRNA.

AGENTE SEQUENCIA DO OLIGONUCLEOTIDEO TAMANHO  REFERENCIA
NBabesialF AAGCCATGCATGTCTAAGTATAAGCTTTT 29 Oosthuizen et al. (2008)

18SRev-TB GAATAATTCACCGGATCACTCG 22 Matjila et al. (2008)
BTI8S3F GGGCATTCGTATTTAACTGTCAGAGG 26 Oosthuizen et al. (2008)
BTI8S3R  CCTCTGACAGTTAAATACGAATGCCC 26 Nao publicado
BTI18S2F GGGTTCGATTCCGGAGAGGG 20 Oosthuizen et al. (2008)
BT18S2R CCCGTGTTGAGTCAAATTAAGCCG 24 Matjila et al. (2008)

Tabela 2: Freqiiéncia de anticorpos IgG de T. equi e B. caballi em equinos residentes do
Pantanal Sul Matogrossense, junho a julho de 2014 e julho a agosto de 2015. Os resultados
estdo expressos pelo nimero total de positivos seguido pelo valor percentual para cada
categoria com intervalo de confianca (IC).

Animais Soroprevaléncia IC Soroprevaléncia IC Soroprevaléncia IC

Categorias Amostrados ~ T.equi  (95%)  B.caballi  (95%) Coinfeccio  (95%)
Machos de Servico 41 39 (95,1) 82-99 34 (82,9) 67-92 34 (82,9) 67-92
Fémeas de Servico 54 44 (81,5)" 68-90 44 (81,5)" 68-90 42 (77,7) 64-88
Fémeas em Reproducio 39 16 (41,0)° 26-58 8 (20,5)° 10-37 6 (15,3) 6-31
Potros 36 6 (16,7) 7-33 4(11,1° 4-27 2(5,5) 1-20
Total 170 105 (61,8) 54-69 90 (52,90 45-61 84 (49,4) 42-57

As letras b e ¢ correspondem a valores estatisticamente significativos (p <0,05).

Tabela 3: Detec¢ao molecular de piroplasmideos de equinos residentes do Pantanal Sul
Matogrossense, junho a julho de 2014 e julho a agosto de 2015. Os resultados estdo expressos
pelo ndmero de positivos, seguido pelo niimero total de animais para cada categoria e pelo
valor percentual para cada categoria com intervalo de confianca (IC).

S alﬁ:si:::(iisos piro;g::r:llfsngieae((i;inos O R5%)
Machos de Servico 6/41 14,6 6-30
Fémeas de Servico 14/54 25,9 15-40
Fémeas em Reproducio 23/39 59,0 42-74
Potros 31/36 86,1° 70-95
Total 74/170 43,5 36-51

As letras b e ¢ correspondem a valores estatisticamente significativos (p<0,05).
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Tabela 4: Valores das médias seguido do desvio padrdao de contagem de hemécias e volume
globular nas categorias de equinos amostrados no Pantanal Sul Matogrossense, junho a julho
de 2014 e julho a agosto de 2015.

VALORES HEMATOLOGICOS

Categorias N He/mm? (10°) VG

Machos de Servico 41 70+1,8 35(4)
Fémeas de Servico 54 73+19 37 (£5)
Fémeas em Reproducao 39 6,8+14 37 (£6)
Potros 36 8,6+ 1,9% 40 (= 4)

*diferenca significativa (p<0,05)

Tabela 5: Nimero de animais seguido de prevaléncia, por categoria com infestacdes simples
e coinfestacdes de espécies de carrapatos ixodideos coletados nos equinos residentes do
Pantanal Sul Matogrossense, junho a julho de 2014 e julho a agosto de 2015.

P MACHOS DE FEMEAS DE FEMEAS EM
ESPECIES DE CARRAPATOS SERVICO (%) SERVICO (%) REPRODUCAO (%) POTROS (% )
Dermacentor nitens 5 (12,2%) 13 (24,1%) 14 (35,9%) 12 (27,9%)
Amblyomma sculptum 2 (4,9%) 3(5,6%) 8 (20,5%) -
Rhipicephalus (Boophilus) microplus - 1(1,9%) - 5(13,9%)
R . (B.) microplus + D . nitens - 2 (3,7%) 1(2,6%) 4(11,1%)
A .sculptum + D . nitens - 3(5,6%) 4 (10,3%) 1(2,8%)
R . (B.) microplus +A. sculptum - 1 (1,9%) 1(2,6%) 1(2,8%)
R. (B.) microplus + A. sculptum + D. nitens - 1(1,9%) 6 (15,4%) -
Total 7(17,1%) 24 (44,4%) 34 (87,2%) 23 (63,9%)
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NORMAS PARA PUBLICAGAO REVISTA CIENCIA RURAL

1. CIENCIA RURAL - Revista Cientifica do Centro de Ciéncias Rurais da
Universidade Federal de Santa Maria publica artigos cientificos, revisoes
bibliograficas e notas referentes a area de Ciéncias Agrarias, que deverao ser

destinados com exclusividade.

2. Os artigos cientificos, revisoes e notas devem ser encaminhados via eletronico
e editado preferencialmente em idioma Inglés. Os encaminhados em Portugués
poderdo ser traduzidos apd6s a 1° rodada de avaliacdo para que ainda sejam
revisados pelos consultores ad hoc e editor associado em rodada subsequente.
Entretanto, caso nao traduzidos nesta etapa e se aprovados para publicacao,
terdo que ser obrigatoriamente traduzidos para o Inglés por empresas
credenciadas pela Ciéncia Rural e obrigatoriamente terdo que apresentar o

certificado de traducao pelas mesmas para seguir tramitacao na CR.

Empresas credenciadas:

-American Journal Express (http://www.journalexperts.com/)

-Bioedit Scientific Editing (http://www.bioedit.co.uk/)

-BioMed Proofreading (http://www.biomedproofreading.com)

-Edanz (http://www.edanzediting.com)

-Editage (http://www.editage.com.br/) 10% discount for CR clients. Please inform
Crural10 code.

-Enago (http://www.enago.com.br/forjournal/) Please inform CIRURAL for special

rates.
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-GlobalEdico (http://www.globaledico.com/)
-JournalPrep (http://www.journalprep.com)
-Paulo Boschcov (paulo@bridgetextos.com.br, bridge.textecn@gmail.com)

-Proof-Reading-Service.com (http://www.proof-reading-service.com/pt/)

As despesas de traducao serao por conta dos autores. Todas as linhas deverao
ser numeradas e paginadas no lado inferior direito. O trabalho devera ser digitado
em tamanho A4 210 x 297mm com, no maximo, 25 linhas por pagina em espaco
duplo, com margens superior, inferior, esquerda e direita em 2,5cm, fonte Times
New Roman e tamanho 12. O maximo de paginas sera 15 para artigo cientifico, 20
para revisao bibliografica e 8 para nota, incluindo tabelas, graficos e figuras.
Figuras, graficos e tabelas devem ser disponibilizados ao final do texto e
individualmente por pagina, sendo que nao poderao ultrapassar as margens e nem

estar com apresentacao paisagem.

3.0 artigo cientifico (Modelo .doc, .pdf) devera conter o0s seguintes
topicos: Titulo (Portugués e Inglés); Resumo; Palavras-chave; Abstract; Key words;
Introdugcdo com Revisao de Literatura; Material e Métodos; Resultados e Discusséao;
Conclusao e Referéncias; Agradecimento(s) e Apresentacado; Fontes de Aquisi¢ao;
Informe Verbal; Comité de Etica e Biosseguranca devem aparecer antes das
referéncias. Pesquisa envolvendo seres humanos e animais obrigatoriamente
devem apresentar parecer de aprovacao de um comité de ética institucional ja
na submissao. Alternativamente pode ser enviado um dos modelos ao lado

(Declaragédo Modelo Humano, Declaracdo Modelo Animal).
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4. A revisdao Dbibliografica (Modelo .doc, .pdf) devera conter os seguintes
topicos: Titulo (Portugués e Inglés); Resumo; Palavras-chave; Abstract; Key words;
Introducdo; Desenvolvimento; Conclusdao; e Referéncias. Agradecimento(s) e
Apresentacdo; Fontes de Aquisicio e Informe Verbal; Comité de Etica e
Biosseguranca devem aparecer antes das referéncias. Pesquisa envolvendo seres
humanos e animais obrigatoriamente devem apresentar parecer de aprovacao
de um comité de ética institucional ja na submissao. Alternativamente pode ser
enviado um dos modelos ao lado (Declaracdo Modelo Humano, Declaragcao Modelo

Animal).

5. A nota (Modelo. doc. pdf) devera conter os seguintes toépicos: Titulo
(Portugués e Inglés); Resumo; Palavras-chave; Abstract; Key words; Texto (sem
subdivisdo, porém com introducdo; metodologia; resultados e discussdao e
conclusao; podendo conter tabelas ou figuras); Referéncias. Agradecimento(s) e
Apresentacdo; Fontes de Aquisicio e Informe Verbal; Comité de Etica e
Biosseguranca devem aparecer antes das referéncias. Pesquisa envolvendo seres
humanos e animais obrigatoriamente deve apresentar parecer de aprovacao de
um comité de ética institucional ja na submissao. Alternativamente pode ser
enviado um dos modelos ao lado (Declaragdo Modelo Humano, Declaragdao Modelo

Animal).

6. O preenchimento do campo "cover letter" deve apresentar, obrigatoriamente, as
seguintes informagbes em inglés, exceto para artigos submetidos em
portugués (lembrando que preferencialmente os artigos devem ser submetidos em

inglés).
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a)What is the major scientific accomplishment of your study?
b) The question your research answers?
c) Your major experimental results and overall findings?
d) The most important conclusions that can be drawn from your research?
e) Any other details that will encourage the editor to send your manuscript for

review?

Para maiores informagdes acesse o seguinte tutorial.

7. Nao serdo fornecidas separatas. Os artigos encontram-se disponiveis no formato

pdf no endereco eletrénico da revista www.scielo.br/cr.

8. Descrever o titulo em portugués e inglés (caso o artigo seja em portugués) - inglés
e portugués (caso o artigo seja em inglés). Somente a primeira letra do titulo do
artigo deve ser maiuscula exceto no caso de nomes préprios. Evitar abreviaturas e
nomes cientificos no titulo. O nome cientifico s6 deve ser empregado quando
estritamente necessario. Esses devem aparecer nas palavras-chave, resumo e

demais se¢bes quando necessarios.

9. As citagcbes dos autores, no texto, deverdo ser feitas com letras mailusculas
seguidas do ano de publicacdo, conforme exemplos: Esses resultados estdo de
acordo com os reportados por MILLER & KIPLINGER (1966) e LEE et al. (1996),

como uma ma formagéao congénita (MOULTON, 1978).
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10. Nesse link € disponibilizado o arquivo de estilopara uso com o

software EndNote (0 EndNote € um software de gerenciamento de referéncias,

usado para gerenciar bibliografias ao escrever ensaios e artigos).

11. As Referéncias deverdo ser efetuadas no estilo ABNT (NBR 6023/2000)

conforme normas proprias da revista.

11.1. Citacao de livro:

JENNINGS, P.B. The practice of large animal surgery. Philadelphia : Saunders,
1985. 2v.

TOKARNIA, C.H. et al. (Mais de dois autores) Plantas téxicas da Amazodnia a

bovinos e outros herbivoros. Manaus : INPA, 1979. 95p.

11.2. Capitulo de livro com autoria:

GORBAMAN, A. A comparative pathology of thyroid. In: HAZARD, J.B.; SMITH,

D.E. The thyroid. Baltimore : Williams & Wilkins, 1964. Cap.2, p.32-48.

11.3. Capitulo de livro sem autoria:

COCHRAN, W.C. The estimation of sample size. In: . Sampling techniques.
3.ed. New York ; John Willey, 1977. Cap.4, p.72-90.
TURNER, A.S.; McILWRAITH, C.W. Fluidoterapia. In: . Técnicas cirurgicas

em animais de grande porte. Sdo Paulo : Roca, 1985. p.29-40.
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11.4. Artigo completo:

O autor deverd acrescentar a url para o artigo referenciado € o numero de
identificagdo DOI (Digital Object Identifiers), conforme exemplos abaixo:

MEWIS, I.; ULRICHS, CH. Action of amorphous diatomaceous earth against different
stages of the stored product pests Tribolium confusum (Coleoptera:
Tenebrionidae), Tenebrio molitor (Coleoptera: Tenebrionidae), Sitophilus
granarius (Coleoptera: Curculionidae) and Plodia interpunctella (Lepidoptera:
Pyralidae). Journal of Stored Product Research, Amsterdam (Cidade opcional),
v.37, p.153-164, 2001. Disponivel em: <http://dx.doi.org/10.1016/S0022-
474X(00)00016-3>. Acesso em: 20 nov. 2008. doi: 10.1016/S0022-474X(00)00016-
3.

PINTO JUNIOR, A.R. et al (Mais de 2 autores). Response of Sitophilus
oryzae (L.), Cryptolestes ferrugineus (Stephens) and Oryzaephilus
surinamensis (L.) to different concentrations of diatomaceous earth in bulk stored
wheat. Ciéncia Rural , Santa Maria (Cidade opcional), v. 38, n. 8, p.2103-2108, nov.
2008 . Disponivel em:
<http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0103-
84782008000800002&Ing=pt&nrm=iso>. Acesso em: 25 nov. 2008. doi:

10.1590/S0103-84782008000800002.

11.5. Resumos:

RIZZARDI, M.A.; MILGIORANCA, M.E. Avaliacdo de cultivares do ensaio nacional
de girassol, Passo Fundo, RS, 1991/92. In: JORNADA DE PESQUISA DA UFSM, 1.,
1992, Santa Maria, RS. Anais... Santa Maria : Pré-reitoria de Pds-graduacdo e

Pesquisa, 1992. V.1. 420p. p.236.



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

84

11.6. Tese, dissertacao:

COSTA, J.M.B. Estudo comparativo de algumas caracterisitcas digestivas entre
bovinos (Charolés) e bubalinos (Jafarabad). 1986. 132f.
Monografia/Dissertacdo/Tese (Especializacdo/ Mestrado/Doutorado em Zootecnia) -

Curso de Pés-graduacao em Zootecnia, Universidade Federal de Santa Maria.

11.7. Boletim:
ROGIK, F.A. Industria da lactose. Sao Paulo : Departamento de Produgdo Animal,

1942. 20p. (Boletim Técnico, 20).

11.8. Informacgéo verbal:

Identificada no préprio texto logo apods a informacado, através da expressao entre
parénteses. Exemplo: ... sdo achados descritos por Vieira (1991 - Informe verbal).
Ao final do texto, antes das Referéncias Bibliograficas, citar o endere¢o completo do
autor (incluir E-mail), e/ou local, evento, data e tipo de apresentacdo na qual foi

emitida a informacéo.

11.9. Documentos eletrénicos:

MATERA, J.M. Afeccoes cirurgicas da coluna vertebral: analise sobre as
possibilidades do tratamento cirurgico. Sao Paulo : Departamento de Cirurgia,
FMVZ-USP, 1997. 1 CD.

GRIFON, D.M. Artroscopic diagnosis of elbow displasia. In: WORLD SMALL ANIMAL
VETERINARY CONGRESS, 31, 2006, Prague, Czech

Republic. Proceedings... Prague: WSAVA, 2006. p.630-636. Acessado em 12 fev.
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2007. Online. Disponivel em:
http://www.ivis.org/proceedings/wsava/2006/lecture22/Griffon1.pdf?LA=1

UFRGS. Transgénicos. Zero Hora Digital, Porto Alegre, 23 mar. 2000. Especiais.
Acessado em 23 mar. 2000. Online. Disponivel em:
http://www.zh.com.br/especial/index.htm

ONGPHIPHADHANAKUL, B. Prevention of postmenopausal bone loss by low and
conventional doses of calcitriol or conjugated equine estrogen. Maturitas, (lreland),
v.34, n.2, p.179-184, Feb 15, 2000. Obtido via base de dados MEDLINE. 1994-2000.
Acessado em 23 mar. 2000. Online. Disponivel em: http://www.
Medscape.com/server-java/MedlineSearchForm

MARCHIONATTI, A.; PIPPI, N.L. Analise comparativa entre duas técnicas de
recuperacado de Ulcera de cornea nao infectada em nivel de estroma médio. In:
SEMINARIO LATINOAMERICANO DE CIRURGIA VETERINARIA, 3., 1997,
Corrientes, Argentina. Anais... Corrientes : Facultad de Ciencias Veterinarias -

UNNE, 1997. Disquete. 1 disquete de 31/2. Para uso em PC.

12. Desenhos, gréaficos e fotografias serdo denominados figuras e terdo o numero de
ordem em algarismos arabicos. A revista ndo usa a denominag¢ao quadro. As figuras
devem ser disponibilizadas individualmente por pagina. Os desenhos figuras e
graficos (com largura de no maximo 16cm) devem ser feitos em editor grafico
sempre em qualidade maxima com pelo menos 300 dpi em extensao .tiff. As tabelas
devem conter a palavra tabela, seguida do numero de ordem em algarismo arabico e

nao devem exceder uma lauda.
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13. Os conceitos e afirmacdes contidos nos artigos serao de inteira responsabilidade

do(s) autor(es).

14. Sera obrigatério o cadastro de todos autores nos metadados de submissdo. O
artigo nao tramitara enquanto o referido item nao for atendido. Excepcionalmente,
mediante consulta prévia para a Comissao Editorial outro expediente podera ser

utilizado.

15. Lista de verificagcao (Checklist. doc. pdf).

16. Os artigos serdo publicados em ordem de aprovacao.

17. Os artigos nado aprovados serdao arquivados havendo, no entanto, o

encaminhamento de uma justificativa pelo indeferimento.

18. Em caso de duvida, consultar artigos de fasciculos ja publicados antes de dirigir-

se a Comissao Editorial.

19. Todos os artigos encaminhados devem pagar ataxa de tramitacdo. Artigos
reencaminhados (com decisao de Reject and Ressubmit) deverao pagar a taxa de
tramitacdo novamente. Artigos arquivados por decurso de prazo ndo terao a taxa

de tramitacdo reembolsada.

20. Todos os artigos submetidos passardo por um processo de verificacdo de plagio

usando o programa “Cross Check”.



