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Resumo

PIROPLASMOSE EQUINA: DIAGNOSTICO MOLECULAR E AVALIACAO DE
ALTERACOES HEMATOLOGICAS E DE BIOMARCADORES INFLAMATORIOS EM
CAVALOS COM DOENCA CLINICA E SUBCLINICA

Atualmente, o PCR quantitativo (QPCR) constitui o teste de eleicdo para diagnostico de
infecOes por Theileria equi e Babesia caballi. O papel dos marcadores da inflamag&o na
piroplasmose equina (PE) permanece pouco estudado, ndo s6 no diagndstico e monitorizagao
mas também enquanto potenciais indicadores preditivos da doenca.

Tendo em conta a natureza intracelular obrigatoria dos agentes da PE, colocou-se a seguinte
hipétese: a resposta inflamatoria na PE difere da de outras doengas associadas a inflamagéo.
Além disso, procurou responder-se as seguintes questdes: 1) Qual a utilidade do hemograma e
marcadores de inflamacdo aguda no diagndstico precoce da PE? 2) Quais as vantagens da
utilizacdo do qPCR no diagnostico da PE?

Os principais objetivos deste estudo foram: 1) Caracterizar e quantificar alteracbes do
hemograma, proteinas totais, amildide sérica A (SAA), fibrinogénio e ferro plasméticos na
PE; 2) Comparar os resultados obtidos entre cavalos com doenca clinica (grupo PC) e
subclinica (grupo SC); 3) Avaliar o valor diagnostico destes testes para a PE clinica e outras
causas de febre de origem inespecifica (grupo NS); 4) Determinar a carga parasitaria em
amostras positivas e comparar a sensibilidade da microscopia Otica, considerando 0s
resultados obtidos por diagndstico molecular.

Cada amostra foi submetida a gPCR para detecdo de T. equi e B. caballi, analise
hematoldgica, doseamento de proteinas totais, SAA, fibrinogénio e ferro plasmaticos.

Foram identificadas diferencas significativas (p < 0,05) no valor absoluto de mondcitos entre
0s grupos PC-NS e PC-SC, na SAA entre os grupos PC-SC e no ferro plasmatico entre os
grupos PC-NS e PC-SC. 75% dos cavalos do grupo SC apresentaram neutrofilia sem desvio a
esquerda. Apenas foram observadas formas de T. equi em esfregacos sanguineos de cavalos
com parasitémia igual ou superior a 7,2x10? parasitas/L.

Este estudo evidenciou ndo so as vantagens do qPCR no diagnostico da PE, mas também que
esta doenca se caracteriza por uma resposta inflamatéria associada a alteragdes do hemograma
e de marcadores inflamatorios, em que o valor absoluto de mondcitos, SAA e ferro plasmatico

constituiram os biomarcadores mais sensiveis para a dete¢do da doenca.

Palavras-chave: Theileria equi; Babesia caballi; PCR; Resposta inflamatdria; Hemograma;

Esfregago sanguineo; Proteinas totais; Amildide sérica A; Fibrinogénio; Ferro.
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Abstract

EQUINE PIROPLASMOSIS: MOLECULAR DIAGNOSIS AND EVALUATION OF
HEMATOLOGICAL AND INFLAMMATORY BIOMARKERS CHANGES IN HORSES
WITH CLINICAL AND SUBCLINICAL DISEASE

Currently, real-time PCR (gPCR) is considered the best technique to diagnose Theileria equi
and Babesia caballi infections. Furthermore, the role of inflammatory biomarkers in equine
piroplasmosis (EP) is still not clear, not only for diagnostic and monitoring purposes but also
for its use as disease predictive indicators.

Considering the obligate intracellular nature of EP agents, the following hypothesis was set:
the inflammatory response in EP differs from other inflammatory diseases. Moreover, the
following questions were asked: 1) What is the usefulness of hemogram and acute
inflammation markers in the early detection of EP?; 2) What are the advantages of using
gPCR to diagnose EP?

The main goals of this study were: 1) To define and quantify changes in hemogram, total
proteins, serum amyloid A (SAA), plasma fibrinogen and plasma iron in horses with EP; 2)
To compare the obtained results between horses with clinical (PC group) and subclinical
disease (SC group); 3) To evaluate the diagnostic value of hemogram and inflammation
markers for EP and other causes of unknown origin fever (NS group); 4) To calculate the
parasitemia in EP positive horses and compare the sensitivity of optic microscopy,
considering the molecular diagnosis results.

Each sample was subjected to a gPCR for T. equi and B. caballi detection, hematological
analysis and determination of total proteins, SAA, plasma fibrinogen and plasma iron.

There were significant differences (p < 0,05) in monocytes absolute value between PC-NS and
PC-SC groups, in SAA between PC-SC groups and in plasma iron between PC-NS and PC-SC
groups. A total of 75% SC group horses showed neutrophiliawithout left shift. T.equi was only
found in bloodsmearsthat had a parasitemiaequal or higher than7,2x10? parasites/piL.

This study highlights the usefulness of gPCR in EP diagnosis and that this disease is
characterized by an inflammatory response associated with hemograma and inflammatory
markers changes, in which monocytes absolute value, SAA and plasmatic iron demonstrate

higher sensitivity in the detection of EP.

Keywords: Theileria equi; Babesia caballi; PCR; Inflammatory response; Hemogram; Blood

smear; Total Proteins; Serum amiloid A; Fibrinogen; Iron.



Vi



indices

indice geral

1. Relatorio de atividades de EStAGIO .......ccerveiierieiririe e 1
FZ 1] oo [F o Lo USSR 2
2.1. PIrOPIasMOSE EQUING ........eveeiitiitieieeieee ettt b bbbt ab e e b nreeneas 2

2 0 = o1 1= o T ] [T - VSRRSO 2

P O = o] (oo - SR PRRTROPROR 3
2.1.3. TTANSIMISSAD ....vevivitieieeieesie ettt sttt ettt bbbt e bt e st et e b et e benbesbenneeneas 3

A 0 @4 Tod (o o [V T - USRS RRTSPRPR 4
N T 1 o] o= o] [T [ - SRRSO 5
2.1.6. IMUNIAAAE ..ottt sbeetesneesreeee s 6
2.1.7. SINAIS CHINMICOS ...ttt ettt bbb ene s 8
2.1.8. Alterages 1aDOratOrTalS .........coveiviiiiirieieeeee e 10
2.1.9. AIteragdes POST-MOITEM .........ccviiiiieieeie e sreenre e 11

P2 I O I B T Vo o ] ot OO 11
2101, TratAMENTO ...ccieiiiieiee ettt e e r e nnn e 13
2.1.02. PIEVENGEAD ..ottt bbbttt 145

2.2. Resposta inflamatoria agQUaA............cceiveiieiieiieieece e 16
2.2.1. Proteinas de fase agUOA..........couuirerieiriieieese s 17
2.2.1. 1. AMIIOIAE SEIICA A ..ot 19

2.2.1.2. Fibrin0génio plasmAtiCO ..........ccoerueiriiiieiee e s 21

2.2.2. FErro PIaSMALICO .....ocvveieiie et reene e 22

2.3. Biomarcadores de inflamagao ............ccereriiiiiiiiiice 23
2.3.1. Diagndstico de resposta inflamatoria aguda............ccccceeveeieereiieseese e 23
2.3.2. Estabelecimento de prognOstiCo .........ccoeieiriienieinenieee e 25
2.3.3. Monitorizacao da resposta a terapBULICA...........ceevveivveiverieiie e 266
2.3.4. Monitorizagdo de complicagdes POS-CIrUrgiCas. .......ccourvrerererirererieesieseereeieseens 26
2.3.5. Biomarcadores da inflamacgéo na pratica clinica.............cccocveveivieieeii s 27

3. ODJELIVOS O ESTUTD ..ottt bbbttt bbbt 28
4, MALErial € MELOUOS .......oiviieiitiiiieiee ettt s et e et st sbeereeneenes 29
4.1. Recolha € enVIO das amMOSIIAS.......ccueiuriirreeiesieseesieeie st se et ste e e nte e e see e e 29
4.2. DIagnAstico MOIECUIAN ..........cccuiiieiece e 30
4.2.1. EXtracao de DNA TOTAl .......cooveiiiiiiieiiee e 30
4.2.2. PCR QUANTITALIVO .....c.viiiiiiecie ettt 30
G T (=3 (<o o O SRS 33
4.2.4. Determinacdo da ParasSiteMia.........ccccveerreeieiieiie e see et 35

4.3. ANALISE NEMALOIOGICA .....evieeiieiieie ettt 38
A4, SAA ..ot bRt E Rt Rttt bt be b neene e 38
4.5. Proteinas totais e fibrinogenio plasmatiCo...........coovviriiiiieiicieeee e 38
o T ol o] TS 1 g L oo S POSSTSR 39
4.7, ANALISE BSTALISTICA .. ..vveeeeeeesieeie et e et nee e e sneenee e 39

5. RESUITAUOS. ...ttt ettt et e e b b et et enreens 41
5.1. Caracterizacdo e descricao clinica da amoStra ..........ccevvereiieneere e 41
5.2. QPCR B NPCR ...ttt sttt e e et e nbenreeneene e 42
5.3. Determinacdo da parasitétmia e comparagdo com o0s resultados da observacao
microscopica do esfregaco SANQUINEO .........ccviiieieiieieieie et 43
5.4, SINAIS CHINICOS ....eviiiiieie ettt et e e e sre e e e e e sneeneenneenes 44
ST o [T 0100 =V - RSP SPPRPPIN 44
5.6. ESTTregag0 SANQUINEO .....c.viiviiiitiitisiieiieiei ettt bbbttt 45



oo

5.7. Proteinas totais, SAA, fibrinogénio e ferro plasmaticos ...........cccccevvvvvevernieniieneennn, 46

e DESCUSSAD ...ttt bbbt bbb bbbt bRt bbb bbb 47
6.1. Caracterizagdo da AMOSEIA ...........eriiieieieieie sttt 47
6.1.1. Prevaléncia dos agentes da PE em cavalos com febre de origem inespecifica e
portadores assintOMAtICOS da AOBNGA. .........cvruiriiiriiieieeee e 47
6.1.2. SINAIS CHINICOS ... ettt 47
6.2. Técnica de qPCR na detecdo e quantificacdo de T. equi e B. caballi................cc........ 48
6.3. Caracterizacdo das alteracGes hematologicas na piroplasmose equina...........c.cccccveee.. 49
6.3. 1. HEBMOGIAMA ...ttt 49
6.3.2. ESTregaco SANQUINEO .......cueiueeieeie et e et re et e e sne e 50
6.4. Caracterizacdo das alteragbes em biomarcadores de resposta inflamatdria na
PIFOPIASMOSE EUUING ....evvivieieeie ettt e et e e sba e teene e s re e teeneenneenrs 51
6.4.1. SAA € ferro PIaSMALICO .......ccoiiiiiiee e 51
6.4.2. Proteinas totais e fibrinogénio plasmatico............cccccveveiiiiiiece i 53
6.5. LimitacOes do estudo e perspetivas fULUIAS .........coovieeieerienieniee e 54
cCONCIUSAD ..ttt e bbb 55
 BIDHOGIATIA. ... s 56
CAANIEXOS iRt E e e R et bt e e et R e e e R et e Ee e eRr e e b e e enr e neennne e 69

viii



Indice de figuras

Figura 1 — Perfil cinético das proteinas de fase aguda e da contagem de células branncas
durante a resposta iNflamatoria.............cceoviieiiieii i 17
Figura 2 — Sequéncia consenso obtida ap6s alinhamento das sequéncias delimitadas pelos
primers reverse e forward para uma amostra positiva a T. equi no gPCR e

posteriormente submetida a8 NPCR ..o 34
Figura 3 — Curvas de gPCR obtidas para cada uma das dilui¢cbes de plasmideo recombinante
realizadas para T. equi e B. caballi, respetivamente..........cccccevevieenininiieniennnn 36
Figura 4 — Retas padrdo para determinacdo da carga parasitaria de T. equi e B. caballi,
respetivamente, em fUNGAO dO CT ......ooviiiiiiii s 37
Figura 5 — Curvas de gPCR obtidas para 10 amostras positivas a T. equi e para o controlo
POSItIVO dO rESPELIVO BGENTE ...ttt 42
Figura 6 — Resultado da observacédo do gel de eletroforese para 6 amostras positivas a T. equi
no gPCR e posteriormente submetidas a NPCR.........cccov i 43
Figura 7 — Valor absoluto de mondcitos (expresso em células/puL de sangue) em funcdo do
QrUPO EIM ESTUD . ....eueeitiete sttt n bbb 45
Figura 8 — Concentracdo plasmatica de ferro (expressa em pg/dL) em funcdo do grupo em
o251 (0o o SRR 46



indice de tabelas

Tabela 1 — Variagdo da concentracdo plasmatica das proteinas de fase aguda mais utilizadas

em clinica de equinos durante a resposta inflamatoria aguda.............cccccceeveivennnne 18
Tabela 2 — Pico de concentracdo plasmatica de SAA em doencas/situacfes recorrentes em
(o T gl Tor: o[- =T o U] oo LSRR 20
Tabela 3 — Sequéncias nucleotidicas dos primers e sondas utilizados na rea¢do de gPCR para
detecdo de T. equi € BabesSia SPP. ..ocvveveiieiiiie e 32
Tabela 4 — Sequéncias nucleotidicas dos primers (outer e inner) utilizados no nPCR para
detecdo de T. equi € B. caballi...........cccooveiiiiiiic e 33

Tabela 5 — Férmulas dos plasmideos recombinantes utilizados como controlos positivos de T.
equi e B. caballi e na determinacdo da carga parasitaria de cada uma das amostras

POSTTIVAS ...tttk et bbbttt b 35
Tabela 6 — Caracterizacdo dos grupos PC, NS e SC considerados neste estudo..................... 39
Tabela 7 — Valores de x + 0 e ¥ + IQR registados para os respetivos parametros de proteinas
totais, ferro plasmatico, SAA e fibrinogénio plasmatico.............cccceevveieivvernennn. 46



Abreviaturas e simbolos

°C Graus Celsius

® Marca registada

AE Tampao de eluicdo

AINES Anti-inflamatorios néo esterdides

AL Tampao de desnaturacéo

ALT Alanina aminotransferase

AST Aspartato aminotransferase

AW1 Tampéo de lavagem 1

AW?2 Tampao de lavagem 2

BLAST Basic Local Alignment Search Tool

CELISA Competition enzyme linked immunosorbent assay
CFT Teste de fixacdo do complemento

CHCM Concentracdo de hemoglobina corpuscular média
CID Coagulacdo intravascular disseminada

CIISA Centro de Investigacdo Interdisciplinar em Sanidade Animal
CT Cycle threshold

DI Dipropionato de imidocarb

dL Decilitro

DNA Acido desoxirribonucleico

dNTPs Desoxirribonucleotidos trifosfato

EDTA Acido etilenodiamino tetracético

EMA-1 Equine merozoite antigen 1

EMA-2 Equine merozoite antigen 2

FMV-UL Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade de Lisboa
g Forca gravitica

GGT Gama glutamil transpeptidase

HCM Hemaoglobina corpuscular média

HDL Lipoproteinas de alta densidade

IFAT Teste de imunofluorescéncia indireta

IFN- vy Interferdo gama

IL-1P Interleucina 1 beta

IL-6 Interleucina 6

IQR Intervalo interquartil

kDa Quilodalton

kg Quilograma

KWPN Koninklijk Warmbloed Paardenstamboek Nederland
L Litro

mg Miligrama

MqCl, Cloreto de magnésio

NCBI National Center for Biotechnology Information
NIH National Institute of Health

nPCR Teste nested de reacdo em cadeia da polimerase
OIE World Organisation for Animal Health

pb Pares de bases

PE Piroplasmose equina

pg Pictograma

gPCR Teste quantitativo de reacdo em cadeia da polimerase
RAP-1 Rhoptry associated protein-1

Xi


http://www.oie.int/

Red blood cell distribution width

Acido ribonucleico recombinante
Amiloide sérica A

Servico de Cirurgia e Urgéncias de Equinos
Marca comercial

Fator de necrose tumoral alfa

Teste de sensibilidade a antibioticos
Ultravioleta

Volts

Volume corpuscular médio

World Animal Health Information System
Micrograma

Microlitro

Micromolar

Xii



1. Relatorio de atividades de estagio

No ambito do Mestrado Integrado em Medicina Veterinaria da Faculdade de Medicina
Veterinaria da Universidade de Lisboa (FMV-UL), o estagio curricular foi realizado entre 1 de
Novembro de 2017 e 31 de Janeiro de 2018, sob orientacdo do Professor Doutor Luis Ressano
Garcia Pardon Lamase co-orientagdo da ProfessoraDoutora Ana Isabel Simdes Pereira Duarte.
Este estagio foi realizado em clinica de equinos em exclusividade no Servigo de Cirurgia e
Urgéncias de Equinos (SCUE) da FMV-UL, incluindo nédo sé dias Uteis mas também fins de
semana e frequentemente fora de horas. Sendo o SCUE FMV-UL um hospital de referéncia,
surgiu a oportunidade de seguir uma grande diversidade de casos, adquirindo novos
conhecimentos em diversas areas da clinica de equinos, nomeadamente cuidados intensivos,
medicina interna, medicina desportiva, diagndstico por imagem, cirurgia e anestesia.

Para além dos conhecimentos tedricos adquiridos, foi possivel a realizacdo de diversas
tarefas praticas, nomeadamente discusséo de casos clinicos, realizacdo de exames fisicos,
administracdo de medicamentos, admissdo de emergéncias, colocacdo de cateteres centrais,
realizacdo de entubacdo nasogastrica, ecografia, radiografia, endoscopia, bloqueios
perineurais e procedimentos de dentisteria, mudanca de pensos, assisténcia em cirurgias
enquanto ajudante de cirurgido ou circulante e realizacdo de anestesias gerais.

Considerando a natureza dos casos clinicos, foi acompanhada a admissdo e evolucéo de
casos de cdlica (tanto de resolucdo médica como cirdrgica), hérnias incisionais, laceraces,
fraturas, tenopatias, osteocondrite dissecante, laminite, sinusites secundarias a infecdo
dentéria, hemiplegia laringea, neoplasias oculares, politraumatismo e urolitiase.

Durante o periodo do estagio curricular, foram recebidas e processadas as amostras de
sangue enviadas pelos veterinarios referentes do SCUE FMV-UL. Posteriormente, foram
executadas técnicas para doseamento de proteinas totais, SAA e fibrinogénio plasmatico.
Tanto o hemograma como o doseamento do ferro plasmatico foram realizados pela equipa
do Laboratério de Analises Clinicas Professor M. Brago Forte da FMV-UL.

Relativamente ao diagndstico molecular dos agentes da piroplasmose equina, realizado no
Laboratorio de Virologia e Biologia Molecular do Centro de Investigacdo Interdisciplinar
em Sanidade Animal (CIISA) da FMV-UL, surgiu a oportunidade de acompanhar o
processo de diagndstico por PCR quantitativo e de executar algumas tarefas, nomeadamente
extracdo, quantificacédo e purificagdode DNA, realizacdo de PCR convencional e observacéo de
géis de eletroforese em transiluminador de radiacéo ultravioleta, o que permitiu complementar

a natureza essencialmente clinica do estagio com uma componente laboratorial.



2. Introducéo

2.1. Piroplasmose equina

A piroplasmose equina (PE) € uma doenca parasitaria causada por Theileria equi e Babesia
caballi, hemoparasitas transmitidos principalmente por vetores ixodideos (Friedhoff, Tenter
& Muller, 1990). Todas as especies de equinos podem ser infetadas, apesar de existirem
poucos registos de doenca clinica em burros, mulas e zebras (Tamzali, 2013)

O quadro agudo da doenca € caracterizado por anemia hemolitica de gravidade variavel e
sinais clinicos pouco especificos. No entanto, muitos dos animais infetados desenvolvem
doenca subclinica, tornando-se portadores assintomaticos e consequentemente reservatorios
para transmissdo da doenca a animais ndo infetados (Rothschild, 2013).

O impacto economico da PE na industria equestre é significativo, considerando a
morbilidade associada a doenca e 0 periodo de recuperacdo necessario apoOs tratamento
meédico, que inevitavelmente podem comprometer a carreira de cavalos atletas afetados.
Além disso, nos ultimos anos tém sido crescentes as restricdes a entrada e saida de cavalos
infetados em paises ndo-endémicos, nomeadamente Inglaterra, Estados Unidos e Australia,
sejam os animais destinados a venda ou participacdo em competicdes (Thiemann & Phipps,
2009; World Organisation for Animal Health [OIE], 2018). Por estes motivos, e sendo a PE
endémica em Portugal, esta doenca tem vindo a tornar-se cada vez mais um fator limitante a

internacionalizacdo de cavalos de raca portuguesa, nomeadamente os Puro Sangue Lusitano.

2.1.1. Epidemiologia

A PE é uma doenca de declaracdo obrigatéria a OIE (OIE, 2018). No entanto, existem
discrepancias significativas entre a literatura publicada e os dados oficiais, uma vez que nem
todos os paises reportam a doenca (Heuchert, de Giulli Jr, de Athaide, Bose & Friedhoff,
1999; Moretti et al., 2010; Mujica et al., 2011; Salim, Bakheit, Kamau & Sugimoto, 2013;
World Animal Health Information System [WAHIS], 2018).

Apesar da distribuicdo cosmopolita, T. equi, B. caballi e os seus vetores naturais sao
endémicos em regides de clima tropical e subtropical (de Waal, 1992), nomeadamente no
Sul da Europa, Médio Oriente, Asia, Africa e América Latina (WAHIS, 2018). Apesar de
existirem poucos dados disponiveis sobre a prevaléncia da PE em Portugal, estima-se que
esta se tenha mantido sem grandes altera¢fes nas ultimas décadas, variando entre 45 e 65%
da populacdo de equinos, colocando o pais com um estatuto endémico para a doenca
(Sabino-Serra, da Fonseca, de Carvalho & Carvalho-Varela, 1993; Vinhas, 2014).
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Nas regides endémicas, a maioria dos equinos encontra-se exposta a doenca desde o
primeiro ano de vida, com uma taxa de mortalidade associada variavel entre 5 e 10%. Por
outro lado, a importacdo e introducdo de equinos infetados em regides ndo endémicas onde
co-existam vetores competentes reflete-se frequentemente em taxas de mortalidade
superiores a 50% (Rothschild, 2013).

A tendéncia crescente para a globalizacdo da industria equestre, associada a intensificagao
das alteracdes climaticas, falta de estabelecimento de medidas de vigilancia e barreiras entre
alguns paises, tornou o controlo da expansao geogréafica da PE e dispersdo dos seus vetores
naturais uma das principais preocupacfes das regides ndo endémicas (Wise, Kappmeyer,
Mealey & Knowles, 2013).

2.1.2. Etiologia

Theileria equi e Babesia caballi sdo hemoprotozoarios intracelulares obrigatorios
pertencentes ao filo Apicomplexa, ordem Piroplasmida e familia Piroplasmidae (Kappmeyer
etal., 2012).

A classificacdo taxondmica de T. equi, reconhecida até ao final do século XX como Babesia
equi (Melhorn & Schein, 1998), tem-se mantido controversa ao longo dos Gltimos anos,
dadas algumas particularidades do seu ciclo de vida, nomeadamente a existéncia de uma fase
inicial de multiplicagdo em linfocitos precedente a invasdo eritrocitaria, a morfologia
caracteristica do estadio de merozoito (“cruz de Malta”) e a inexisténcia de transmissao
transovarica do parasita nos seus vetores naturais (Rothschild, 2013). Um estudo gendémico
recente sugeriu a reclassificagdo filogenética de T. equi num novo género, tendo em conta as
diferencas identificadas na sequéncia genética deste hemoparasita comparativamente a
outras espécies do género Theileria, nomeadamente Theileria annulata e Theileria parva,

agentes da piroplasmose bovina (Kappmeyer et al., 2012).

2.1.3. Transmissao

A transmissdo de T. equi e B. caballi ocorre essencialmente através de vetores ixodideos. No
entanto, apesar de menos comuns, existem outras fontes possiveis de trasmissdo,
nomeadamente iatrogénica (Wise et al., 2013) e, no caso de T. equi, transplacentaria
(Allsopp, Lewis & Penzhorn, 2007; Sant et al., 2016).

As principais espécies de ixodideos responsaveis pela transmissdo de T. equi e B. caballi sdo
Rhiphicephalus sp., Dermacentor sp. e Hyalomma sp.. Além destas, foi identificada a

possibilidade de transmissdo de T. equi por Amblyomma cajannense. Uma vez que a maioria
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destes vetores € comum a ambos os hemoparasitas e a sua distribuicdo geografica é
semelhante, as coinfecOes de T. equi e B. caballi sdo bastante frequentes (Rothschild, 2013).
O ciclo de vida dos ixodideos compreende quatro estadios: ovo, larva, ninfa e adulto. A
transmisséo de B. caballi nos seus vetores naturais € transtadial e transovarica, o que permite
a persisténcia do hemoparasita entre geracdes de ixodideos. Assim, tanto equideos como
ixodideos infetados sdo considerados reservatorios para B. caballi. Pelo contrério, equideos
infetados com T. equi constituem o Unico hospedeiro reservatério deste hemoparasita, uma
vez que a transmissao do mesmo nos seus vetores naturais € essencialmente transtadial, ndo
ocorrendo tansmissdo de T. equi entre geracdes de vetores (Ueti et al., 2012).

A transmissdo de T. equi e B. caballi para os hospedeiros vertebrados ocorre apos fixacdo de
fémeas adultas infetadas, que ao realizarem uma alimentac&o do tipo hemat6fago inoculam a
forma infetante dos hemoparasitas em circulacdo, através da saliva (Ueti, Palmer, Scoles,
Kappmeyer & Knowles, 2008).

A transmissdo iatrogénica de T. equi e B. caballi pode ocorrer durante a reutilizacdo de
material contaminado (agulhas, seringas, instrumentos cirrgicos, instrumentos de
dentisteria) ou durante a realizacdo de transfusbes com sangue de dadores portadores
assintomaticos da doenca (Tamzali, 2013).

Varios estudos reportam casos de transmissdo transplacentaria de T. equi no primeiro
trimestre de gestacdo (Allsopp et al., 2007; Rego, 2008), podendo este modo de transmissao
estar associado a ocorréncia de abortos, partos prematuros ou ao nascimento de poldros
portadores assintomaticos (Allsopp et al., 2007; Georges et al., 2011; Chhabra, Ranjan,
Uppal & Singla, 2012; Sant et al., 2016).

2.1.4. Ciclo de vida

Os eritrocitos constituem as Unicas células alvo de B. caballi, tal como se verifica na maioria
das espécies pertencentes ao género Babesia (Mehlhorn & Schein, 1998). Pelo contrario, 0
ciclo de vida de T. equi ¢ marcado por uma fase de desenvolvimento e multiplicacdo
extraeritrocitaria, sendo tanto linfécitos como eritrocitos células alvo deste hemoparasita
(Ramsay et al., 2013).

Os esporozoitos representam a forma infetante de T. equi e B. caballi para o hospedeiro
vertebrado (Wise et al., 2013). Uma vez em circulagdo, os esporozoitos de B. caballi
invadem diretamente o0s eritrdcitos, nos quais se multiplicam e desenvolvem
assexuadamente em trofozoitos e posteriormente em merozoitos. Pelo contrario, 0s

esporozoitos de T. equi invadem inicialmente linfocitos, nos quais se reproduzem
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assexuadamente originando esquizontes e sO posteriormente merozoitos, que sdo entdo
libertados na circulagdo sistémica e iniciam a invasdo eritrocitaria (Tamzali, 2013). A
reproducdo assexuada de merozoitos de T. equi nos eritrdcitos, além de originar a produgédo
de formas parasitarias semelhantes, pode também resultar na producdo de gametdcitos
(Moltmann, Mehlhorn, Schein, Voigt & Friedhoff, 1983; Mehlhorn & Schein, 1998).

A acumulacdo de merozoitos de T. equi e B. caballi nos eritrécitos acaba por provocar a sua
lise e consequente libertacdo das formas parasitarias em circulagdo, resultando na invasédo de
novas células alvo (Wise et al., 2013).

Os eritrocitos infetados em circulacdo podem ser ingeridos durante a alimentacdo dos
ixodideos, aumentando substancialmente o nimero de vetores naturais competentes para a
transmissdo da doencga. Assim, apos ingestdo de merozoitos de B. caballi e/ou merozoitos e
gametdcitos de T. equi, algumas dessas formas sobrevivem no abdémen e reproduzem-se
assexuadamente em gametocitos, que por sua vez se reproduzem sexuadamente originando
zigotos (Rothschild, 2013). Posteriormente, 0s oocinetos (zigotos moveis) penetram o
abdomen e através da hemolinfa atingem as glandulas salivares do vetor, onde finalmente se
multiplicam e desenvolvem assexuadamente nas formas infetantes para os hospedeiros

vertebrados, os esporozoitos (Mehlhorn & Schein, 1998).

2.1.5. Fisiopatologia

Tipicamente, as infecbes por T. equi e B. caballi resultam em quadros de anemia hemolitica
de gravidade variavel, associada a ocorréncia de hemdlise intravascular, por rotura dos
eritrécitos devido a acumulagdo intracelular de merozoitos, e hemdlise extravascular, que
ocorre durante o sequestro de eritrocitos infetados por macréfagos esplénicos (Wise et al.,
2013).

O fendmeno de hemdlise € caracterizado pela libertacdo de hemoglobina em circulacéo e
aumento dos niveis séricos de bilirrubina ndo conjugada, que se deposita nas membranas
mucosas e nalguns casos Ihes confere uma coloragdo amarelada (Rothschild, 2013). Em
casos de hemdlise grave, normalmente associadas a infecBes por T. equi, é frequente a
presenca de hemoglobindria e bilirrubindria. Uma vez que estes pigmentos apresentam
propriedades hepato e nefrotoxicas, 0 aumento excessivo da sua concentracdo plasmatica
pode repercutir-se no desenvolvimento de insuficiéncia hepética e insuficiéncia renal aguda
(de Wall, 1992).

Num estudo realizado por Ambawat, Malhotra, Kumar & Dhar (1999) que utilizou grupos

de burros positivos a PE com parasitétmias crescentes, foram registadas alteracGes
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bioquimicas tanto mais significativas quanto maior a carga parasitaria, nomeadamente ao
nivel das proteinas de membrana e composicdo lipidica dos eritrdcitos. Estas alteragdes,
associadas a um aumento da concentracdo plasméatica de malondialdeido, indicador de
peroxidacdo lipidica, contribuem para a ocorréncia de hemolise, além de provocarem um
aumento da rigidez e diminuicéo da elasticidade dos eritrécitos, reduzindo o fluxo sanguineo
microvascular. Noutro estudo mais recente, que avaliou a resposta antioxidante do
organismo em cavalos e mulas naturalmente infetados com T. equi e B. caballi, foi registado
um aumento significativo da concentracdo plasmatica de nitrato (produto da oxidacdo do
oxido nitrico) e malondealdeido e uma diminuicéo significativa da concentracao plasmatica
de glutationa e vitamina E, elementos associados ao mecanismo de defesa intracelular contra
0 stress oxidativo (Deger, Deger, Bicek, Ozdal & Gul, 2009).

Alguns estudos identificaram uma diminuicdo no numero de plaguetas em cavalos com
piroplasmose. No entanto, 0 mecanismo fisiopatoldgico associado a esta alteracdo nao se
encontra totalmente esclarecido, embora existam algumas teorias, nomeadamente a
ocorréncia de destruicdo imunomediada das mesmas, aumento do sequestro por macrofagos
esplénicos ou aumento do consumo em casos de coagulacdo intravascular disseminada
(CID) (Allen, Frerichs & Holbrook, 1975).

Nas infeces por T. equi, o quadro clinico tende a apresentar maior gravidade, estando
principalmente relacionado com a anemia hemolitica provocada pelo agente. Por outro lado,
equinos infetados com B. caballi apresentam geralmente um quadro clinico mais ligeiro.
Apesar de também poderem ser identificados sinais relacionados com a anemia, 0S
principais sinais clinicos nas infecdes por este agente, quando evidentes, relacionam-se
predominantemente com a formacao de microtrombos constituidos por eritrdcitos infetados,
que provocam obstrucdo de pequenos vasos e consequentemente estase sanguinea. Assim, é
desencadeada uma resposta inflamatoria sistémica, que quando associada a trombocitopénia
pode provocar alteracBes do endotélio, aumento da permeabilidade vascular e em casos mais
graves CID e faléncia multiorgénica (de Wall, van Heerden & Potgieter, 1987).

2.1.6. Imunidade

A resposta imunitaria desencadeada nas infecdes por T. equi e B. caballi desempenha um
papel fundamental no controlo da doenca e manutencdo da condicdo de portador
assintomatico. Particularmente nas regides endémicas para a PE, os baixos niveis de

parasitémia caracteristicos dos animais ai presentes permitem uma estimulacdo continua do



sistema imunitario e consequentemente uma maior resisténcia ao desenvolvimento de
doenca clinica (Tamzali, 2013).

A imunidade inata mediada por neutrofilos, macrofagos e células natural killer constitui o
mecanismo de defesa inicial contra a infecdo (Tamzali, 2013). Segundo Hanafusa et al.
(1998), a producdo de 6xido nitrico por macrofagos apresenta um papel essencial no
controlo de infeg¢des por B. caballi.

O baco apresenta igualmente um papel fundamental na resposta priméria do sistema
imunitario a PE (Rothschild, 2013), uma vez que a fagocitose realizada por macrofagos
esplénicos permite a eliminacéo de eritrdcitos infetados pelos hemoparasitas (Allen et al.,
1975).

Apesar da importancia inegdvel da resposta imunitaria inata, estudos provaram que a
imunidade adquirida mediada por anticorpos constitui o principal mecanismo de defesa
contra a PE (Kuttler et al., 1986; Knowles Jr et al., 1994). Infecbes por T. equi e B. caballi
desencadeiam uma forte resposta humoral (Cunha et al., 2006), sendo o titulo de anticorpos
produzidos diretamente proporcional ao grau de imunidade (Kuttler et al., 1986). Segundo
um estudo que avaliou a producdo de anticorpos em infe¢bes por T. equi, a fase aguda da
infecdo caracteriza-se pela producéo de anticorpos IgGa e IgGb, enquanto que os anticorpos
IgG(T) séo apenas produzidos na fase cronica da infegdo (Cunha et al., 2006). Além disso,
infecGes por este agente desencadeiam a producdo de anticorpos especificos contra
antigénios expessos a superficie dos merozoitos, denominados equine merozoite antigen
(EMA-1 e EMA-2), enquanto que nas infecBes por B. caballi sdo produzidos anticorpos
especificos contra pequenas proteinas de superficie dos merozoitos e esporozoitos, as
rhoptry associated protein-1 (RAP-1) (Mosqueda et al., 2002; Yokoyama et al., 2006).

Para além da imunidade humoral, a resposta imunitaria celular também apresenta um papel
crucial no controlo de infe¢bes por T. equi e B. caballi (Hall et al., 2002), nomeadamente
através da produgdo de interferdo y (IFN-y) por linfocitos T helper CD4+ (Rothschild,
2013).

A transferéncia de imunidade passiva através da ingestdo de colostro nas primeiras horas de
vida permite que poldros nascidos de médes portadoras de PE se mantenham protegidos
durante os primeiros 4 a 5 meses de vida (Donnelly et al., 1982). No entanto, a possibilidade
de transmisséo transplacentaria de T. equi a partir de eguas portadoras assintomaticas pode
resultar em aborto tardio, piroplasmose neonatal (Chhabra et al., 2012) ou no nascimento de
poldros aparentemente saudaveis embora portadores assintomaticos deste hemoparasita
(Allsopp et al., 2007).



Cavalos que desenvolvem o quadro agudo, subagudo ou crénico da doenca, particularmente
se infetados com T. equi, tornam-se frequentemente portadores assintomaticos,
caracterizados pela persisténcia de 10° a 10° eritrcitos infetados por mililitro de sangue,
parasitémia suficiente para que vetores ixodideos se infetem e adquiram capacidade de
transmissdo da doenca a outros equinos (Ueti et al.,, 2008). Estudos sugerem que 0O
desenvolvimento de infecdo persistente por T. equi se relaciona com a presenca de genes
especificos codificadores dos antigénios EMA, cuja expressdo permite a evasdo do
hemoparasita ao sistema imunitario do hospedeiro (Kappmeyer et al., 2012).

Apesar dos varios ensaios realizados no ambito da avaliagdo de estratégias de imunizacao
contra a PE, atualmente ainda ndo existe nenhuma vacina eficaz contra a doenga (Tamzali,
2013).

2.1.7. Sinais clinicos

O quadro agudo da PE caracteriza-se por sinais sistémicos pouco especificos, sendo a febre
o sinal clinico mais comum, atingindo por vezes valores superiores a 40°C. Outros sinais
frequentemente observados sdo anorexia, perda de peso, letargia e depressdo (Zobba et al.
2008). Alteracbes associadas a anemia hemolitica incluem fraqueza, membranas mucosas
palidas ou ictéricas, taquicardia, taquipneia e pigmenturia, sendo rara a observacdo da Ultima
em infe¢des por B. caballi (Ambawat et al., 1999; Zobba et al., 2008). Além disso, podem
ser identificadas petéquias nas membranas mucosas, associadas a presenca de
trombocitopénia (Wise et al., 2013).

Apesar de menos comuns, nalguns casos agudos observa-se edema distal dos membros,
linfadenomegaélia, desidratacdo, astenia, mialgia e lombalgia. Em casos mais graves, alguns
equinos também chegam a desenvolver sinais de cdélica, edema pulmonar, pneumonia,
arritmias, laminite, insuficiéncia renal aguda, insuficiéncia hepatica e alteracfes do sistema
nervoso central, registando-se uma taxa de mortalidade superior em infe¢Ges por T. equi
(Rothschild, 2013).

A PE hiperaguda caracteriza-se pelo aparecimento fulminante dos sinais clinicos
caracteristicos do quadro agudo, frequentemente associados a colapso e morte subita. Este
quadro ocorre tipicamente apds introducdo de equinos portadores assintomaticos em regides
ndo endémicas com vetores da doenca, apos introducdo de cavalos saudaveis em regides
endémicas (Wise et al., 2013), em equinos portadores assintomaticos submetidos a exercicio
fisico intenso (Hailat, Lafi, al-Darrajj & al-Ani, 1997) ou em neonatos infetados in utero por

transmisséo transplacentaria (Phipps & Otter, 2004).
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Apesar de alguns neonatos desenvolverem sinais clinicos apenas 2 a 3 dias ap0s o parto, a
piroplasmose neonatal é caracterizada por fragueza ao nascimento e rapido desenvolvimento
de outros sinais, nomeadamente depressdo, diminuicdo do reflexo de succdo, decubito
prolongado, anemia e ictericia graves. Podem ainda ser observadas petéquias nas
membranas mucosas e hemoglobindria (Erbsloh, 1975; Silvey, 1996). Dadas as semelhancas
entre estes sinais clinicos e os observados na isoeritrélise neonatal, a PE neonatal tende a ser
subdiagnosticada (Chhabra et al., 2012).

No quadro subagudo da PE ocorre uma manifestacdo mais ligeira dos sinais clinicos. No
entanto, se ndo sujeitos a tratamento medico adequado, equinos com doenca subaguda
podem sofrer um agravamento da anemia e do quadro clinico geral (Rothschild, 2013).
InfecBes cronicas por T. equi e B. caballi resultam geralmente em anemia ligeira e histdria
pregressa de intolerancia ao exercicio, letargia, anorexia, perda de peso e diminui¢do da
condicdo corporal. Nestes casos deteta-se frequentemente esplenomegalia, relacionada com
a persisténcia do fenébmeno de hemolise extravascular (Allen et al., 1975). Um estudo
recente diagnosticou miopatia inflamatéria em cavalos com quadro crénico de PE,
considerando o envolvimento de uma resposta autoimune associada a uma sobrexpressdo de
citocinas pro-inflamatdrias, responsavel por degenerescéncia e atrofia miofibrilhar (Pasolini
etal., 2018).

Principalmente nas regides endémicas, a maioria dos equinos infetados com T. equi e/ou B.
caballi tornam-se portadores assintomaticos destes agentes, com baixos niveis de
parasitémia e sem manifestacdo ébvia de sinais clinicos, resultado de um equilibrio delicado
entre a infecdo parasitaria e os mecanismos de defesa do hospedeiro. Estes animais
comportam-se como reservatérios dos hemoparasitas, representando o principal desafio nas
regibes ndo endémicas para a doenca, principalmente no que diz respeito a identificacdo
precoce e prevencdo da introducdo de animais portadores nessas regides (Ueti et al., 2008).
A maioria dos equinos infetados com T. equi permanece portador do agente para o resto da
vida, independentemente da resolucdo dos sinais clinicos ocorrer espontaneamente ou com
recurso a tratamento médico adequado (Rothschild, 2013). No entanto, num estudo de
Grause et al. (2013), a realizacéo de tratamento com dipropionato de imidocarb de 6 cavalos
previamente diagnosticados como positivos a T. equi permitiu a eliminacdo completa do
agente em 5 animais, confirmada por técnicas de diagndstico serolégico e molecular.

As infegOes por B. caballi parecem seguir uma evolugdo autolimitante, muitas vezes
deixando de ser possivel a dete¢cdo do agente no seu hospedeiro vertebrado (Rothschild,
2013).



Estudos reportam a reagudizacdo da PE em portadores assintomaticos associada a episédios
de stress, exercicio fisico intenso, imunossupressdo e administracdo de corticosterdides
(Oladosu & Olufemi, 1992; Hailat et al., 1997). Apesar de mais frequentes nas infe¢des por
T. equi, estes episddios também ja foram identificados em cavalos portadores de B. caballi
(Rothschild, 2013).

2.1.8. Alterac0es laboratoriais

As principais alteracdes hematoldgicas observadas em cavalos com piroplasmose incluem
anemia de gravidade varidvel, diminuicdo da concentragdo de hemoglobina e
trombocitopénia. Apesar do hematdcrito raramente ser inferior a 20%, devido a répida
resposta da medula dssea que caracteriza a anemia regenerativa, nalgumas infecdes agudas e
hiperagudas por T. equi associadas a hemolise grave podem ser registados valores de
hematocrito proximos de 10% (Zobba et al., 2008). Além disso, é comum o registo de
alteracbes dos indices eritrocitarios hemoglobina corpuscular média (HCM), volume
corpuscular médio (VCM) e concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM)
(Ambawat et al., 1999).

As infecOes agudas caracterizam-se pela presenca de neutrofilia, geralmente com desvio a
esquerda, e linfopénia (Rothschild, 2013). Alguns ensaios em cavalos infetados
experimentalmente com B. caballi revelaram alteracbes significativas no leucograma,
identificando-se de forma consistente a presenca de eosinopénia e monocitose na fase inicial
da doenca (Holman, Frerichs, Chieves & Wagner, 1993).

Relativamente as analises bioquimicas, a alteracdo mais frequentemente descrita é a
presenca de hiperbilirrubinémia (Zobba et al., 2008). Além disso, devido ao
comprometimento do aporte sanguineo ao figado e toxicidade dos pigmentos libertados em
circulacdo, a concentracdo plasmatica das enzimas hepaticas alanina aminotransferase
(ALT), aspartato aminotransferase (AST) e gama glutamil transpeptidase (GGT) também
pode sofrer aumentos consideraveis (Wise et al., 2013).

No que diz respeito as proteinas de inflamacgéo, a concentracdo plasmatica de fibrinogénio
encontra-se frequentemente aumentada nos casos mais graves, embora 0 registo destes
aumentos ocorra apenas 2 a 3 dias apés o inicio dos sinais clinicos. Apesar de menos
comum, nalguns casos € registada uma diminuicdo da concentracdo plasmatica desta
proteina, frequentemente associada ao desenvolvimento de CID e insuficiéncia hepética
aguda (Tamzali, Guelfi & Braun, 2001). Um estudo recente avaliou a resposta de diversas

proteinas de fase aguda em cées naturalmente infetados com Babesia canis, registando
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aumentos significativos na amiloide sérica A (Matijatko et al., 2007), proteina de fase aguda
frequentemente utilizada em clinica de equinos. No entanto, os resultados obtidos num
estudo de Gonzalez-Miranda (2017) ndo revelaram diferengas significativas nesta proteina
entre cavalos positivos a T. equi com sintomatologia clinica e o grupo de controlo,
representado por cavalos saudaveis.

Principalmente em infe¢des por T. equi, é possivel a identificacdo de hipofosfatémia e
hipoferrémia associadas ao fendmeno de hemdlise (Frerichs & Holbrook, 1974). Além
disso, Borges, Divers, Stokol & Mohammed (2007) sugeriram que, de forma semelhante ao
ja reportado para espécie humana (Knutson, 2017), a diminuic¢éo da concentracao plasmatica
de ferro durante a resposta inflamatdria em equinos constitui um mecanismo de defesa do

organismo no combate a perpetuacdo da infecoes.

2.1.9. AlteracGes post-mortem

As alteracOes identificadas durante o exame de necropsia e avaliacdo histopatoldgica variam
consoante a gravidade da doenca e complicacBes associadas. Macroscopicamente, é
frequente a identificacdo de membranas mucosas palidas ou ictéricas e esplenomegalia.
Apesar de menos comuns, outras alteracdes possiveis incluem congestdo e edema pulmonar,
hemopericardio, hidropericardio, hidrotérax, ascite, hepatomegalia, renomegalia e
linfadenopatia (de Waal, 1992). Ao exame histopatolégico, podem ser observados
microtrombos nos capilares hepaticos e pulmonares, congestdo e edema pulmonar, inclusdes
de hemossiderina em macrofagos esplénicos e pulmonares, necrose centrolobular hepatica e
necrose tubular renal (Wise et al., 2013). Por fim, além de poderem ser identificadas formas
intraeritrocitarias de T. equi ou B. caballi, devido as particularidades do ciclo de vida de T.

equi, também podem ser observados esquizontes no interior de linfocitos (de Waal, 1992).

2.1.10. Diagnostico

Considerando a inespecificidade dos sinais clinicos associados a PE, o diagndstico clinico
per se ndo permite a obtencdo de um diagnostico definitivo. Na avaliacdo de cavalos que
apresentem este tipo de sintomatologia, além da PE deve ser considerada uma lista de outros
diagnosticos diferenciais, nomeadamente anemia infecciosa equina, purpura hemorrégica,
erliquiose, anemia hemolitica imunomediada, artrite viral equina, intoxicacdo por Acer
rubrum, doenca equina africana (Alward et al., 2006) e infecdo por Tripanosoma (de Wall,
1992).
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Atualmente existem diversos testes de diagnostico para a PE, podendo ser executados
isoladamente ou em combinacdo. A realizagdo de vérios testes de diagnostico justifica-se
principalmente nas regides ndo endemicas, permitindo a obtengdo de informagdo mais
precisa, importante para o estabelecimento de medidas de controlo adequadas (Wise et al.,
2013).

A avaliacdo microscopica de esfregacos sanguineos permite a observacéo direta de formas
intraeritrocitarias de T. equi e B. caballi, nomeadamente micromerozoitos e, nas infecdes por
B. caballi, trofozoitos. Além disso, no caso de T. equi podem ainda ser identificadas formas
esquizogonicas do parasita no interior de linfocitos (Friedhoff & Soulé, 1996).

As infecdes por T. equi estdo geralmente associadas a niveis de parasitémia variaveis entre
1% e 7% (Friedhoff & Soulé, 1996), apesar de nalguns casos mais graves poderem ser
atingidas percentagens proximas de 80% (Rothschild, 2013). Pelo contrario, as infecdes por
B. caballi tendem a resultar numa percentagem de eritrdcitos infetados variavel entre 0,1% e
1%, com valores méximos registados préoximos de 10% (de Wall, 1992). Assim,
particularmente nas infecBes crénicas e subclinicas, caracterizadas por baixos niveis de
parasitémia, a probabilidade de identificacdo dos hemoparasitas por microscopia Otica €
bastante reduzida (Brlning, 1996), traduzindo-se numa baixa sensibilidade deste meio de
diagnostico, associada a um elevado nimero de falsos negativos (Friedhoff & Soulé, 1996).
A realizacdo de testes seroldgicos para pesquisa de anticorpos permite refletir acerca da
exposicdo ou ndo do hospedeiro aos hemoparasitas, independentemente da manifesta¢éo ou
ndo de sinais clinicos (Tamzali, 2013), apresentando uma sensibilidade superior a
microscopia Otica (Wise et al., 2013). No entanto, a utilidade destes testes nas regides
endémicas tornou-se questionavel, uma vez que a maioria dos equinos ja sofreu exposicao
prévia a um ou ambos 0s agentes, apesar de ndo manifestarem quaisquer sinais clinicos.
Além disso, Allred (2003) considera possivel a ocorréncia de reacdes cruzadas entre agentes.
Assim, apesar de ndo serem considerados o método diagnostico de eleicdo, os testes
seroldgicos utilizados no diagnostico da PE sdo o teste imunoenzimatico por competicao
(CELISA), teste de fixacdo do complemento (CFT) e teste de imunofluorescéncia indireta
(IFAT) (Tamzali, 2013).

Considerando as limitagOes das técnicas acima referidas, o teste molecular de reagcdo em
cadeia da polimerase em tempo real ou PCR quantitativo é atualmente o teste com maior
capacidade de diagndstico da PE, apresentando sensibilidade e especificidade bastante
superiores a microscopia Otica e testes seroldgicos (Lempereur et al., 2017). Ao contrario de

outras modalidades de PCR, nomeadamente nested PCR e PCR convencional, que permitem
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apenas a detecdo e avaliacdo qualitativa da infecdo, o PCR quantitativo permite a
determinacdo objetiva da carga parasitéria, tendo sido sugerida utilidade desta técnica no
estabelecimento de progndstico e monitorizacdo da resposta a terapéutica na PE (Bhoora et

al., 2010) e noutras doencas infecciosas (Yang & Rothman, 2004).

2.1.11. Tratamento

Nas regides ndo endémicas para a PE, o principal objetivo do tratamento de animais
infetados consiste na eliminacdo total dos hemoparasitas e do risco de transmissdo da
doenca. Além disso, este tipo de estratégia também se aplica em casos de equinos positivos
que vao ser transportados para regides livres da doenca (Tamzali, 2013). Pelo contrério, nas
regides endémicas para a PE, os objetivos do tratamento médico passam pelo controlo dos
sinais clinicos e ndo pela eliminacdo total da infecdo (Wise et al., 2013), uma vez que a
estimulacdo permanente do sistema imunitario de animais persistentemente infetados
apresenta um papel fundamental na protecdo dos mesmos. Assim, a manutengdo de um
baixo nivel de parasitémia nestes animais permite um grau de imunidade suficiente que, na
auséncia de stress, imunossupressdo e doencas concomitantes, garante protecdo contra o
desenvolvimento do quadro agudo da doenca (Tamzali, 2013).

Atualmente, o farmaco de elei¢do para o tratamento da PE é o dipropionato de imidocarb
(DI), uma vez que apresenta acdo contra estadios intraeritrocitarios de T. equi e B. caballi
(Tamzali, 2013). Apesar do seu mecanismo de acdo ndo se encontrar totalmente esclarecido,
sabe-se que o DI atua diretamente nos hemoparasitas, provocando alteracbes a nivel do
nacleo e formacdo de vaclolos no citoplasma. Além disso, o grupo carbanilida deste
farmaco interfere com o processo de glicdlise no hospedeiro vertebrado, provocando
hipoglicémia. Este efeito compromete o metabolismo dos agentes da PE, uma vez que estes
dependem dos niveis plasmaticos de glicose do hospedeiro para a realizacdo de glicolise
anaerdbia e consequente obtencdo de energia. Este farmaco possui ainda um efeito
bloqueador seletivo da replicacdo do &cido desoxirribonucleico (DNA) (Direcdo Geral de
Alimentacdo e Veterinaria [DGAV], 2014).

Nas regides endémicas, o protocolo de tratamento da PE consiste em duas administracfes
intramusculares de DI numa dose de 2,2 mg/kg, com um intervalo de 24 a 48 horas (Grause
et al., 2013). Por outro lado, nas regifes ndao endémicas, uma vez que € pretendida a
eliminacdo total dos hemoparasitas e da capacidade de transmissdo da doenca, s&o
recomendadas quatro administra¢fes intramusculares de DI numa dose de 4,4 mg/kg, com
intervalos de 72 horas (Meyer, Guthrie & Stevens, 2005; Grause et al., 2013).
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Os principais efeitos secundarios associados a administracdo de DI incluem salivacdo e
sudacdo excessivas, agitacdo, sinais de cdlica e diarreia (Meyer et al., 2005; Rothschild,
2013). Devido as propriedades toxicas e a metabolizacdo hepética e renal do DI, a
administracdo deste farmaco pode provocar lesdes de necrose nestes 6rgdos (Adams, 1981;
Meyer et al., 2005), sendo fundamental uma monitorizacdo adequada de cavalos medicados
com o mesmo (Rothschild, 2013). Burros e mulas sdo particularmente sensiveis, sendo por
iSso pouco recomendada a administracdo de DI nestes animais (Frerichs, Allen & Holbrook,
1973). A falta de informacdo no que respeita ao tratamento de fémeas gestantes e poldros
neonatos com DI faz com que o uso deste farmaco ainda seja limitado nestes casos (Silvey,
1996; Lewis, Penzhorn & Volkmann, 1999).

A utilizaco do antibidtico oxitetraciclina revela-se eficaz no tratamento sintomatico de
infecdes por T. equi, contrariamente ao que se tem verificado em infecdes por B. caballi. A
dose recomendada é de 5 a 6 mg/kg, administrada diariamente por via endovenosa durante
um periodo de 5 a 7 dias (Zobba et al., 2008).

Duas administragdes intramusculares de diminazeno, numa dose variavel entre 3,5 e 11
mg/kg, com um intervalo de 24 a 48 horas, também se mostram efetivas no tratamento da
PE, existindo evidéncia da eliminacdo total dos hemoparasitas com este protocolo (Rashid et
al., 2008; Rothschild, 2013). No entanto, a administracdo intramuscular deste farmaco esta
frequentemente associada ao aparecimento de lesdes musculares (Wise et al., 2013). Outros
efeitos secundarios da administracdo de diminazeno incluem letargia e dificuldade
respiratoria (Rothschild, 2013).

O desenvolvimento dos protocolos atualmente utilizados no tratamento da PE refletiu-se na
diminuicdo do uso de farmacos associados a efeitos secundarios mais graves e/ou limitacGes
na eliminacdo dos hemoparasitas (Wise et al., 2013), nomeadamente a amidocarbalida,
euflavina e buparvaquona (Bruning, 1996; Kumar, Gupta, Pal & Dwivedi, 2003).

O tratamento de suporte de animais com quadros mais graves da doenca deve ser sempre
considerado, passando frequentemente pela administracdo de fluidoterapia endovenosa, anti-
inflamatdrios ndo esterdides (AINES), analgesia e por vezes transfusdo de sangue (Wise et
al., 2013).
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2.1.12. Prevencgao

Os principios da prevencdo da PE consistem na adogdo de medidas de controlo dos vetores
ixodideos, implementacdo de restricfes a movimentacao de cavalos infetados e realizacdo de
terapéutica adequada (Tamzali, 2013).

Atualmente, o controlo da PE depende do estatuto das regides para a doenca (Rothschild,
2013). Nas zonas endémicas, uma vez que a imunidade adquirida por cavalos
frequentemente expostos aos hemoparasitas constitui o principal mecanismo de defesa
contra o desenvolvimento de doenca clinica, sdo contraindicadas quaisquer estratégias que
possibilitem a eliminacdo total agentes da PE, devendo apenas medicar-se animais que
exibam um quadro clinico mais grave. Além disso, o controlo de vetores ixodideos nestas
regides deve basear-se na utilizacdo estratégica de acaricidas (Bruning, 1996),
nomeadamente piretroides e lactonas macrociclicas (Tamzali, 2013), apesar de ja terem sido
identificados alguns casos de resisténcia a estes produtos (George, Davey & Pound, 2002).
No caso das regides ndo endémicas para a PE, apesar da legislacdo variar entre paises, a
maioria dos equinos diagnosticados com a doenca sdo sujeitos a um periodo de quarentena e
tratamento médico até confirmacédo da eliminacdo total da infecdo, geralmente realizada por
CELISA ou gPCR, podendo entdo ser ou ndo transportados para outros paises, sempre de
acordo com as restricdes especificas dos mesmos (Wise et al., 2013). Um estudo
comparativo entre os dois testes de diagndstico verificou que cavalos positivos a T. equi,
apos realizacao de tratamento médico e eliminacdo total do hemoparasita comprovada por
resultados negativos no qPCR e em testes de transmissao, mantinham resultados positivos ao
teste de CELISA até 24 meses ap6s eliminagdo do agente (Ueti et al., 2012).

A prevencdo da introducdo de vetores ixodideos infetados nas regiGes ndo endémicas que
fazem fronteira com regibes endémicas torna-se bastante dificil, sendo fundamental a
desparasitacdo sisteméatica dos equinos com produtos acaricidas (nomeadamente
ivermectina), vigilancia das zonas de maior risco e reducdo da vegetacao (Wise et al., 2013).
Atualmente, apesar de n&do existir nenhuma vacina eficaz contra T. equi e B. caballi
(Sumbria & Singla, 2015), tém sido realizados diversos estudos no que diz respeito a
estratégias de imunizacdo contra a PE, nomeadamente através da utilizacdo de antigénios
derivados de merozoitos, tendo sido obtidos resultados bastante promissores (Kumar,
Malhotra, Dhar & Nichani, 2002). Assim, impera a necessidade de uma maior investigacao
neste &mbito, considerando a tendéncia crescente para a globalizacdo da industria equestre, 0

impacto econdémico da PE e a dificuldade que muitas vezes existe no seu controlo.
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2.2. Resposta inflamatdria aguda

A resposta inflamatoria aguda é caracterizada por um conjunto de reagdes complexas
desencadeadas por qualquer estimulo que induza lesdo tecidular, nomeadamente trauma,
necrose isquémica, queimaduras, cirurgia, neoplasia, infecGes parasitarias, bacterianas ou
virais (Gabay & Kushner, 1999). Componente fundamental da imunidade inata (Matijatko et
al.,, 2007), esta resposta inespecifica permite o restabelecimento da homeostasia,
contribuindo também para a aquisicao de capacidades defensivas e adaptativas do organismo
(Crisman, Scarratt & Zimmerman, 2008).

Apbs lesdo tecidular, as células afetadas libertam moléculas sinalizadoras em circulacéo,
nomeadamente espécies reativas de oxigénio e metabolitos do acido araquiddnico,
responsaveis pela ativacdo de macrofagos residentes, neutrofilos e mondcitos atraidos para o
local e ainda células estromais, maioritariamente fibroblastos (Kjelgaard-Hansen &
Jacobsen, 2011). Por sua vez, todas estas células tém como papel principal a libertacdo de
diversos mediadores inflamatérios. Algumas citocinas (Koj, 1996), nomeadamente as
interleucinas 1 e 6 (IL-1p e IL-6) e o fator de necrose tumoral o (TNF-a), produzidas por
macrofagos (Eckersall, 2000) e mondcitos ativados (Petersen, Nielsen & Heegaard, 2004),
sdo as principais responsaveis pela ativacdo da cascata de inflamacdo aguda através da
estimulacdo de diversas células alvo, possuindo uma atividade local, parécrina e enddcrina
(Kjelgaard-Hansen & Jacobsen, 2011).

Uma vez em circulacdo, as citocinas pré-inflamatorias estimulam a sintese hepética de
proteinas especificas, denominadas proteinas de fase aguda, sendo a variacdo da sua
concentracdo plasmatica dependente da velocidade e intensidade com que sdo produzidas e
libertadas em circulacéo (Figura 1) (Kjelgaard-Hansen & Jacobsen, 2011).

Apesar da sintese das proteinas de fase aguda ocorrer predominantemente a nivel hepético e
dos seus efeitos serem exercidos maioritariamente a nivel sistémico, estudos provaram que
alguns tecidos extra-hepaticos podem ser igualmente estimulados para a sintese destas
proteinas (McDonald, Larson, Mack & Weber, 2001; Jacobsen et al. 2006). Além disso,
Kjelgaard-Hansen & Jacobsen (2011) sugeriram o papel das proteinas de fase aguda nédo so
enguanto moduladoras de inflamacdo local e sistémica mas também na defesa inata contra
microorganismos patogénicos invasores.

As citocinas pro-inflamatorias exercem outros efeitos a nivel sistémico, nomeadamente
estimulagdo hipotaldmica e da leucopoiese, ativacdo e desmarginalizacdo leucocitarias e
aumento do catabolismo muscular, justificando o aparecimento de sinais clinicos tipicos da

inflamacéo como febre, leucocitose e perda de peso (Kjelgaard-Hansen & Jacobsen, 2011).
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2.2.1. Proteinas de fase aguda

Sao consideradas proteinas de fase aguda todas as proteinas cuja concentra¢do plasmatica
aumenta ou diminui no minimo 25% em relac&o aos valores fisiolégicos durante a resposta
inflamatdria aguda (Kjelgaard-Hansen & Jacobsen, 2011). De acordo com a magnitude
dessa variacdo, estas proteinas podem ser classificadas como positivas (maiores, moderadas

e menores) ou negativas (Crisman et al., 2008).

Figura 1 — Perfil cinético das proteinas de fase aguda e da contagem de células brancas

durante a resposta inflamatoria. Adaptado de Kjelgaard-Hansen & Jacobsen (2011).
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As proteinas de fase aguda positivas maiores ocorrem em concentracdes plasmaticas
minimas ou ndo detetaveis em animais saudaveis (Kjelgaard-Hansen & Jacobsen, 2011). No
entanto, durante a resposta inflamatéria aguda, observa-se em poucas horas um aumento
muito significativo destas proteinas, variavel entre 10 e 1000 vezes (Tabela 1), sendo o pico
de producédo atingido entre as 24 e 48 horas ap0s o estimulo inicial (Figura 1) (Jacobsen &
Andersen, 2007). Outra caracteristica destas proteinas € o seu curto tempo de semivida,
permitindo que os niveis circulantes das mesmas diminuam paralelamente a eliminagdo do
estimulo inflamatdrio (Petersen et al., 2004). A ocorréncia de recidivas ou infecGes
secundarias tende a provocar uma resposta semelhante destas proteinas (Nolen-Walston,
2015). Atualmente, a proteina de fase aguda positiva maior mais utilizada em clinica de

equinos é a amil6ide sérica A (Belgrave, Dickey, Arheart & Cray, 2013).
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Ao contrario das anteriores, as proteinas de fase aguda positivas menores e moderadas
caracterizam-se por niveis plasmaticos detetaveis em animais saudaveis, registando-se
aumentos da sua concentragéo entre 0,5 a 5 vezes e 5 a 10 vezes, respetivamente, durante a
resposta a um estimulo inflamatério (Tabela 1) (Jacobsen & Andersen, 2007). A sintese
demorada destas proteinas e os longos tempos de semivida que as caracterizam fazem com
que a resposta das mesmas ocorra mais lentamente, sendo necessarios dias ou mesmo
semanas para que se registe o aumento, pico e posterior diminuicdo dos seus niveis
plasmaticos (Figura 1) (Crisman et al., 2008). Relativamente a espécie equina, as principais
proteinas de fase aguda menor e moderada sdo, respetivamente, o fibrinogénio e a
haptoglobina (Hultén & Demmers, 2002; Jacobsen & Andersen, 2007).

Tal como ocorre em muitas outras espécies, a albumina é a principal proteina de fase aguda
negativa em equinos. Durante a resposta inflamatdria aguda, é necessaria uma grande
mobilizacdo de aminoacidos para que a producdo das proteinas de fase aguda possa ocorrer,
0 que se traduz numa reorganizacdo da sintese proteica. Para tal, a sintese hepética de
albumina é inibida e os aminoacidos entdo disponiveis sdo principalmente direcionados para
a producdo de proteinas de fase aguda positivas. Estima-se que durante a resposta
inflamatdria aguda, 30 a 40% da capacidade de sintese proteica hepatica seja utilizada para

producdo de proteinas da inflamacdo (Jacobsen & Andersen, 2007).

Tabela 1 — Variacdo da concentracdo plasmatica das proteinas de fase aguda mais utilizadas
em clinica de equinos durante a resposta inflamatoria aguda. Adaptado de Jacobsen, Jensen,
Frei, Jensen & Thoefner (2005), Jacobsen & Andersen (2007) e Nolen-Walston (2015).

Proteinas de fase Concentracdo plasmatica Concentracdo plasmatica
aguda normal durante resposta inflamatoria

Positivas maiores (aumento da concentracéo plasmatica 10 a 1000 vezes o valor basal)

Amiléide sérica A 0,5 - 20,0 mg/L 50 - 1500 mg/L
(casos mais graves: até 5000 mg/L)

Positivas moderadas (aumento de concentragio plasmatica 5 a 10 vezes o valor basal)
Haptoglobina 200 - 1000 mg/L 400 - 2700 mg/L
Positivas menores (aumento de concentragio plasmatica 0,5 a 5 vezes o valor basal)

Fibrinogénio 200 - 400 mg/dL 300 - 1100 mg/dL
(casos mais graves: até 1500 mg/dL)

Negativas (diminuigdo da concentragéo plasmatica)

Albumina 30g/L 27,5 g/L
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2.2.1.1. Amiloide sérica A

A amiloide sérica A (SAA) é uma apolipoproteina de baixo peso molecular (10 a 15 kDa)
com propriedades anfipaticas (Christensen, Sgrensen, Jacobsen & Kjelgaard-Hansen, 2013),
cujo transporte em circulacdo ocorre através da formacdo de complexos com lipoproteinas
de alta densidade (HDL) (Jacobsen & Andersen, 2007).

Apesar de o figado ser o principal responsavel pela sintese de SAA em diversas espécies
(Nolen-Walston, 2015), vérios estudos identificaram a producéo extra-hepatica de isoformas
desta proteina de fase aguda (Upragarin, Landman, Gaastra & Gruys, 2005). No caso da
espécie equina, identificou-se a producdo local de SAA3 ao nivel do tecido mamario
(McDonald et al., 2001) e liquido sinovial (Jacobsen et al. 2006), sugerindo o efeito
mediador desta proteina de fase aguda na resposta inflamatoria a nivel local.

O mecanismo de acdo da SAA na cascata inflamatéria ainda ndo se encontra totalmente
estudado. No entanto, sabe-se que esta proteina apresenta um papel importante na regulacéo
da funcdo leucocitaria (Badolato et al., 2000), na sintese de outros mediadores inflamatorios
e no transporte de lipidos para o foco de inflamacdo (Lindhorst, Young, Bagshaw, Hyland &
Kisilevsky, 1997). Além disso, a SAA estimula a libertacdo de enzimas envolvidas na
degradacdo da matriz extracelular, nomeadamente colagenases e metaloproteinases (Vallon
etal., 2001).

A concentracdo plasméatica de SAA em equinos saudaveis varia entre 0,5 e 20 mg/L
(Jacobsen & Andersen, 2007). Eguas gestantes tendem a apresentar niveis plasmaticos de
SAA ligeiramente superiores durante o periparto, que geralmente normalizam no periodo de
um més pés-parto (Nunokawa et al., 1993).

Apos ativacdo da cascata inflamatéria, a concentracdo plasmatica de SAA aumenta
rapidamente, atingindo o pico de producdo nas 24 a 48 horas seguintes (Jacobsen &
Andersen, 2007). Dado o seu curto tempo de semivida, variavel entre 30 minutos e 2 horas
(Hoffman & Benditt, 1983), os niveis plasmaticos de SAA come¢am a diminuir assim que a
sua producdo deixa de ser estimulada, ou seja, quando se inicia a eliminacdo do estimulo
inflamatdrio (Belgrave et al., 2013). Desta forma, tendo em conta as particularidades da sua
cinética, este mediador inflamatério é atualmente considerado o marcador de resposta
inflamatdria aguda com maior utilidade em clinica de equinos (Jacobsen & Andersen, 2007).
Nos ultimos anos, foram varios os estudos realizados com o objetivo de avaliar a
concentracdo plasmatica maxima de SAA em situagdes clinicas recorrentes na espécie

equina (Tabela 2).
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Tabela 2 — Pico de concentragdo plasmatica de SAA em situacdes clinicas recorrentes na
espécie equina. Adaptado de *Jacobsen et al., 2006; ? Lavoie-Lamoureux, Leclere, Lemos,
Wagner & Lavoie, 2012;  Vandenplas, Moore, Barton, Roussel & Cohen, 2005; * Jacobsen
et al., 2005; ° Nolen-Walston, 2015; ® Belgrave et al., 2013 e * Andersen, Petersen, Ersbagll,
Falk-Rgnne & Jacobsen, 2012.

. . Pico de Concentracdo Plasmatica de
Doenca/Situacgéo ¢

SAA (mg/L)

Artrite sética Até 1500
Sindrome de asma equina < 15
Lesdes intestinais estrangulatorias 0,5-60°
Enterite 3-500°
Orquiectomia 400-700*
Peritonite e pleuropneumonia bacterianas 3000-5000°
Pneumonia viral 500-1000°
Vacinagao 30-175’

A magnitude do aumento da concentracdo plasmatica da SAA relaciona-se diretamente com
a intensidade do estimulo inflamatério. Segundo Jacobsen & Andersen (2007), doencas
infecciosas, principalmente de etiologia bacteriana, tendem a provocar aumentos
exponenciais na concentracdo de SAA, enquanto que doengas inflamatérias ndo infecciosas
se traduzem em aumentos mais moderados desta proteina (Tabela 2).

O periodo pds-operatorio de cirurgias eletivas sem complicacdes € caracterizado por um
aumento moderado da SAA (Jacobsen et al., 2005), sendo novamente atingidos niveis basais
desta proteina em 48 a 72 horas (Nolen-Walston, 2015).

Um estudo realizado com poldros doentes revelou concentracdes de SAA proximas de 300
mg/L nos casos de septicémia neonatal e 200 mg/L nos casos de infecdo localizada,
nomeadamente onfalites (Stoneham, Palmer, Cash & Rossdale, 2001). Por outro lado,
poldros com fraqueza de etiologia ndo infecciosa (parto prematuro, falha na transferéncia
passiva de imunidade, sindrome de méa adaptacdo neonatal, isoeritrolise neonatal e retencéo
de mecdnio) apresentaram uma concentra¢do plasmatica de SAA normal (Stoneham et al.,
2001; Hualten & Demmers, 2002) ou apenas ligeiramente elevada (Chavatte-Palmer, Pepys,
Roberts & Rossdale, 1992).
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2.2.1.2. Fibrinogénio plasmatico

O fibrinogénio (fator | da cascata de coagulacdo) é uma glicoproteina soltvel com 340 kDa
de peso molecular, sintetizada principalmente ao nivel dos hepatdcitos. Além de possuir um
papel fundamental na coagulacdo sanguinea e na manutencdo da hemostase (Weisel, 2005),
outras funcdes bioldgicas igualmente importantes do fibrinogénio incluem a regulacdo da
resposta inflamatdria e reparacéo tecidular (Davalos & Akassoglou, 2012).

A funcéo pré-inflamatéria do fibrinogénio deve-se essencialmente a sua capacidade de
ativacdo de células envolvidas na resposta inflamatoria atraves da interacdo com recetores
especificos, nomeadamente as integrinas CD11b/CD18 (Adams, Passino, Sachs, Nuriel &
Akassoglou, 2004), expressas a superficie de mondcitos e macréfagos. Consequentemente,
esta interacdo resulta na producgdo local de citocinas inflamatérias como a IL-1p e TNF-a
(Davalos & Akassoglou, 2012), desgranulacdo, fagocitose e producdo de anticorpos
(Crisman et al., 2008).

A concentracdo plasmaética fisiolégica do fibrinogénio varia entre 200 e 400 mg/dL na
espécie equina (Crisman et al., 2008). Durante a resposta inflamatdria aguda, o aumento dos
niveis plasmaticos desta proteina ocorre lentamente, podendo ser detetado a partir das 24
horas ap0s o estimulo inicial. Contrariamente ao que se observa para a SAA, a magnitude do
aumento da concentracao de fibrinogénio varia entre 0,5 e 5 vezes em relacéo ao valor basal,
com o pico a ocorrer nas 72 a 144 horas seguintes ao inicio da resposta inflamatdria (Alen &
Kold, 1988).

O tempo de semivida do fibrinogénio varia entre 3 e 5 dias (Weisel, 2005). Assim, uma vez
eliminado o estimulo inflamat6rio, os niveis plasmaticos desta proteina tendem a
permanecer elevados durante alguns dias, seguindo-se um periodo de decréscimo lento,
sendo necessarios até 11 dias para o restabelecimento dos valores fisioldgicos (Kjelgaard-
Hansen & Jacobsen, 2011).

Na espécie equina, a realizacdo de diversos estudos para avaliacdo da resposta das proteinas
de fase aguda durante a inflamacdo resultou na identificacdo consistente de um aumento
tardio dos niveis de fibrinogénio plasméatico face ao momento do estimulo inflamatério
inicial, nomeadamente em pneumonias infecciosas (Giguere, Hernandez, Gaskin, Miller &
Bowman, 2003), artrites induzidas experimentalmente (Andreassen et al., 2017) e no
periodo pds-cirargico de orquiectomias (Jacobsen et al., 2005). Assim, apesar de ser
considerado uma proteina de fase aguda, valores elevados da concentracdo plasmatica de
fibrinogénio ndo se relacionam necessariamente com o estadio atual da inflamag&o (Crisman
et al., 2008).
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2.2.2. Ferro plasmatico

O ferro € um elemento fundamental para a maioria 0s organismos vivos, participando em
maltiplos processos metabolicos, nomeadamente eritropoiese (Silva & Faustino, 2015),
transporte de oxigénio, sintese de DNA e transporte de eletrdes (Lieu, Heiskala, Peterson &
Yang, 2001).

A manutencdo da homeostasia do ferro é assegurada pela regulacdo da sua absor¢do
intestinal ao nivel dos enterocitos, degradacdo em células macrofagicas e armazenamento
nos hepatocitos (Silva & Faustino, 2015). Durante a resposta inflamatoria aguda, este
equilibrio e afetado por diversos mediadores inflamatdrios, nomeadamente pelas citocinas
IL-18 e TNF-a, que induzem a transcricdo e aumento da concentragdo intracelular de
ferritina, proteina de ligacdo ao ferro responsavel pelo armazenamento deste elemento em
diversos tecidos (Northrop-Clewes, 2008). Em 2004, foi identificado o efeito da IL-6
enquanto estimuladora da sintese de hepcidina, hormona reguladora do metabolismo do
ferro (Nemeth et al., 2004). A alteracdo da concentracdo destas e outras proteinas
reguladoras traduz-se no sequestro de ferro ao nivel de células reticuloendoteliais,
diminuicdo da sua absorcdo a nivel intestinal (Andrews, 2004) e consequentemente numa
diminuicdo da sua concentracdo plasmatica (Northrop-Clewes, 2008).

A hipoferrémia associada a inflamacéo apresenta um papel fundamental na defesa contra
agentes infecciosos, uma vez que a quantidade de ferro disponivel para o seu metabolismo
se encontra diminuida (Northrop-Clewes, 2008). Além disso, a diminuicdo do ferro
plasmatico reduz o seu potencial oxidante e o risco de agravamento de lesGes no local da
inflamagdo, uma vez que durante a resposta inflamatéria sdo produzidos radicais livres de
oxigénio e as células se encontram mais susceptiveis (Farnaud & Evans, 2003). A
manutencdo de uma baixa concentracdo plasmatica de ferro em animais com doenca cronica
ou subclinica pode comprometer a eritropoiese e o tempo de semivida dos eritrocitos,
justificando a detecdo frequente de anemias ndo regenerativas nesses casos (Northrop-
Clewes, 2008).

A concentracdo plasmatica de ferro em equinos saudaveis varia entre 105 e 277 ug/dL.
Apesar de ainda ndo terem sido realizados estudos que avaliem a resposta do ferro em
doencgas especificas na espécie equina, foram identificadas diminui¢des significativas dos
niveis de ferro em equinos com doenca inflamatoria local e sistémica, tendo sido também
registadas diferencas significativas consoante o estadio da inflamagéo (agudo, subagudo e

crénico) (Borges et al., 2007).
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2.3. Biomarcadores de inflamacéo

A detecdo precoce e monitorizacdo da resposta inflamatoria € um desafio corrente na prética
clinica, uma vez que os sinais cardinais de inflamacdo (dor, calor, rubor, tumor e perda de
funcdo) nem sempre séo evidentes (Jacobsen & Andersen, 2007). Muitas vezes, 0 processo
inflamatdrio segue um curso subclinico, sem manifestacdo de quaisquer sinais ou sintomas
evidentes, podendo comprometer o crescimento e desempenho do animal. Nalguns casos, a
ndo detecdo de resposta inflamatdria pode conduzir a sequelas graves ou mesmo fatais,
nomeadamente faléncia multiorganica, sépsis, CID e laminite (Borges et al., 2007).

Nas Ultimas décadas, realizaram-se diversos estudos com o objetivo de identificar
biomarcadores da inflamacgdo, tendo sido comprovado o potencial das proteinas de fase
aguda neste sentido, uma vez que a producdo destas proteinas durante 0 processo
inflamatdrio se traduz em alteragcGes significativas das suas concentragcdes plasmaticas. No
entanto, uma vez que a producao das citocinas pré-inflamatorias ocorre independentemente
do tipo de estimulo inicial e células lesadas, as proteinas de fase aguda constituem
marcadores inespecificos da inflamacdo, ndo devendo por isso ser utilizadas como Unico
meio de diagnostico (Jacobsen, 2007).

Atualmente, as proteinas de fase aguda mais utilizadas em clinica de equinos sdo a SAA e 0
fibrinogénio (Hultén & Demmers, 2002; Borges et al., 2007; Jacobsen & Andersen, 2007).
Estes biomarcadores sdo frequentemente utilizados no diagnostico de resposta inflamatéria
aguda, estabelecimento de prognostico, monitorizacdo da resposta a terapéutica e

monitorizacao de complicacbes pos-cirargicas (Jacobsen, 2007).

2.3.1. Diagnostico de resposta inflamatdria aguda

A utilizacdo da SAA em clinica de equinos tem-se revelado uma ferramenta extremamente
atil na avaliacdo da resposta inflamatéria (Nolen-Walston, 2015). Esta proteina de fase
aguda apresenta diversas vantagens relativamente ao fibrinogénio, nomeadamente a
possibilidade de detecdo precoce e estadiamento da inflamagdo (Jacobsen & Andersen,
2007). O perfil cinético do fibrinogénio durante a inflamacéo torna-o limitante no que diz
respeito a avaliacdo da resposta inflamatdria aguda, sendo por isso considerado um
marcador de inflamacédo aguda tardia (Borges et al., 2007).

Atualmente, o potencial de diagnostico das proteinas de fase aguda parece ter particular
utilidade no que diz respeito a distincdo entre doencas infecciosas e ndo infecciosas
(Jacobsen, 2007). Neste contexto, a SAA representa o indicador mais fiavel quando

comparada com o fibrinogénio e o valor absoluto de leucocitos (Hulten & Demmers, 2002).
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Apesar de ndo terem sido estabelecidos valores cut off, alguns estudos indicam que
concentracdes de SAA entre 50 e 700 mg/L se associam a uma probabilidade reduzida de
infecdo ativa, ndo sendo necessaria a realizacdo de terapéutica especifica na maioria dos
casos, uma vez que os valores normais séo frequentemente restabelecidos espontaneamente
Ou apenas com recurso a tratamento de suporte (Nolen-Walston, 2015). A realizacdo de
antibioterapia esta indicada para valores de SAA superiores a 700 mg/L, sendo no entanto
importante esclarecer o tipo de agente infeccioso envolvido (Viner, Mazan, Bedenice,
Mapes & Pusterla, 2017). No caso particular de poldros neonatos, foi proposto um valor cut
off de 100 mg/L, cuja aplicacdo se traduziu num aumento da eficacia no diagnostico de
sépsis neonatal e consequentemente num aumento do sucesso terapéutico (Stoneham et al.,
2001; Gigueére, Berghaus & Miller, 2016).

A determinacdo do ferro plasmatico também demonstrou uma elevada sensibilidade na
detecdo e estadiamento de inflamacdo local e sistémica em equinos (Borges et al., 2007,
Viatte, Grone, Hentze & Galy, 2009). Ensaios experimentais registaram uma diminuicao
significativa nos niveis de ferro 24 horas ap6s inducéo de resposta inflamatéria (Smith &
Cipriano, 1987; Auer, Ng, Thompson, Inglis & Seawright, 1989). Num estudo realizado por
Borges et al. (2007), cavalos com inflamacdo sistémica apresentaram uma concentracdo
plasmatica de ferro (64 + 45 pg/dL) inferior ao valor minimo de referéncia (105 pg/dL) e
significativamente inferior a cavalos com inflamacéo local (123 + 45 pg/dL) e cavalos
saudaveis (143 £ 29 ug/dL). Hooijberg, van der Hoven, Tichy & Schwendenwein (2014)
identificaram um aumento da concentracdo de SAA (1583 + 3312 mg/L) associado a
diminuicdo da concentracdo plasmatica de ferro (56 + 44 mg/L) em cavalos com inflamacéo
sistémica. Além disso, estes autores sugerem que a interpretacdo conjunta das concentracfes
de ferro e fibrinogénio se traduz num aumento da sensibilidade de ambos os testes no
diagnostico e avaliacdo da resposta inflamatoria sistémica.

A utilidade das proteinas de fase aguda enquanto biomarcadores de stress e doenca
subclinica na espécie equina ainda ndo foi comprovada (Jacobsen & Andersen, 2007). No
entanto, estudos em bovinos identificaram aumentos ligeiros, embora significativos, na
concentracdo plasmatica de SAA em animais sujeitos a niveis elevados de stress e doentes
subclinicos (Karreman, Wentink & Wensing, 2000; Arthington, Eichert, Kunkle & Martin,
2003).
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2.3.2. Estabelecimento de progndstico

A intensidade e duracdo da resposta inflamatdria dependem do grau de lesdo tecidular e da
presenca ou ndo de infecdo. Desta forma, a magnitude da variacdo da concentragédo
plasmatica das diferentes proteinas de fase aguda podera ser interpretada como indicadora de
prognostico (Jacobsen, 2007).

Nos ultimos anos, realizaram-se diversos estudos com o objetivo de avaliar o potencial da
SAA enquanto indicadora de progndstico em cavalos. Através da inducdo experimental de
artrite, Jacobsen et al. (2006) verificaram que injec@es intrarticulares de lipopolissacarideos
em doses crescentes se traduzia em aumentos maiores na variacdo da concentracdo
plasmatica e sinovial de SAA, refletindo ndo so a intensidade da resposta inflamatdria mas
também o prognostico associado a cada uma das situacdes.

Tendo em conta a elevada incidéncia de episodios de cdllica na espécie equina e a
dificuldade na distingdo entre célicas de resolucdo médica e cirdrgica em muitos dos casos,
Pihl et al. (2016) investigaram o potencial da SAA, fibrinogénio e haptoglobina neste
ambito, através da analise da concentracdo plasmatica e peritoneal destas proteinas em 226
cavalos admitidos em hospital devido a episddio de colica. A avaliacdo, interpretacdo e
tomada de decisdo considerando as alteracBes ocorridas na concentracdo plasmatica de SAA
traduziu-se num aumento de 4% no numero de casos corretamente classificados como
médicos e cirurgicos, minimizando o risco de realizacdo desnecessaria ou tardia de cirurgia.
Noutro estudo recente, cavalos em colica que apresentavam aumento dos niveis plasmaticos
de SAA a admissdo foram associados a um maior risco de desenvolvimento de
complicagdes, nomeadamente tromboflebites ou mesmo morte, independentemente da
realizacdo de tratamento médico ou cirargico (Westerman, Foster, Tornquist & Poulsen,
2016).

Num estudo realizado com poldros neonatos em estado critico, 0 aumento dos niveis
plasméticos de fibrinogénio revelou-se a alteracdo mais consistente e o maior indicador
preditivo de mortalidade (Peek et al., 2006). Borges et al. (2007) acrescentaram que a
diminuicdo da concentracdo plasmatica de ferro acompanhada pelo aumento do fibrinogénio

plasmatico podera estar associada a um agravamento do prognostico.
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2.3.3. Monitorizacdo da resposta a terapéutica

Na ultima década, a SAA tornou-se a proteina de fase aguda mais utilizada para
monitorizacdo da resposta inflamatéria em tempo real na espécie equina, sendo
particularmente Gtil na avaliacdo da resposta a terapéutica implementada (Jacobsen &
Andersen, 2007). Na pratica clinica, € frequente a iniciacdo de antibioterapia previamente a
realizacdo ou obtencdo dos resultados de testes de sensibilidade a antibioticos (TSA). Nestes
casos, a monitorizagdo da SAA podera representar uma ferramenta eficaz para dedugédo do
efeito do antibiotico eleito e da necessidade ou nédo de correcdo da antibioterapia aplicada,
uma vez que a eliminacdo do estimulo inflamatério € rapidamente acompanhada pela
diminuicdo da concentragdo plasmética desta proteina (Jacobsen, 2007)

Num estudo realizado em poldros diagnosticados com pneumonia por Rhodococcus equi,
observou-se um aumento consistente dos niveis plasmaticos de SAA e fibrinogénio na
avaliacdo inicial. Durante o periodo de tratamento destes animais, registou-se uma
diminuigdo progressiva da SAA paralelamente a uma melhoria significativa dos sinais
clinicos, enquanto que os niveis de fibrinogénio permaneceram elevados durante varias
semanas (Hulten & Demmers, 2002). Artrites séticas (Jacobsen et al., 2006), infecbes
respiratorias virais e infe¢fes bacterianas secundarias (Hultén et al., 1999) sdo exemplos de
outras situacBes clinicas em que se comprovou a utilidade da SAA na monitorizacdo da
resposta a terapéutica.

Apesar da avaliacdo dos niveis plasmaticos de fibrinogénio per se ndo apresentar grande
utilidade na monitorizacdo da resposta a terapéutica, dada a resposta demorada desta
proteina durante a resposta inflamatoria aguda (Daniel et al., 2016), segundo Borges et al.
(2007), a interpretacdo simultanea das alteracGes na concentracdo plasmatica de fibrinogénio

e de ferro poderé apresentar alguma utilidade neste sentido.

2.3.4. Monitorizacao de complicagdes pés-cirurgicas

No periodo pds-cirdrgico ocorrem frequentemente variagbes nos niveis circulantes dos
biomarcadores da inflamacdo, uma vez que durante as intervences cirdrgicas se
desencadeia inevitavelmente uma resposta inflamatoria (Pollock, Prendergast, Schumacher
& Bellenger, 2005). No entanto, o carater autolimitante da resposta associada a este periodo
traduz-se frequentemente numa normalizacdo da concentracdo dos biomarcadores poucos
dias ap0s a realizagdo do procedimento cirdrgico (Jacobsen, 2007).

Segundo um estudo realizado por Jacobsen et al. (2005), durante o periodo pés-cirdrgico de

animais sujeitos a orquiectomia, a persisténcia de niveis plasmaticos elevados de SAA a
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partir do oitavo dia relacionou-se com o agravamento da resposta inflamatoria,
principalmente associado & instalagdo de infecdo. Noutro estudo, que avaliou a concentracdo
plasmatica de SAA e fibrinogénio em cavalos submetidos a cirurgia de célica, os animais
que desenvolveram complicacdes entre as 48 e 72 horas apds a intervengdo apresentaram
aumentos significativos da SAA poucas horas apds o procedimento cirirgico. Nestes casos,
as principais complicacdes observadas ocorreram nas 48 horas seguintes a cirurgia,
incluindo o desenvolvimento de ileo paralitico, taquicardia sinusal, colica pds-operatoria,
febre, diarreia, laminite e morte (Daniel et al., 2016).

Apds monitorizacdo dos niveis de SAA, fibrinogénio e ferro durante o periodo pds-cirurgico
de cavalos submetidos a diferentes tipos de cirurgia, Jacobsen et al. (2009) sugeriram o
potencial destes biomarcadores na avaliagdo do grau de trauma cirdrgico associado a cada
procedimento. Cirurgias minimamente invasivas, nomeadamente artroscopias, associaram-se
a menores variacfes da concentracdo de SAA, fibrinogénio e ferro comparativamente a
cirurgias mais invasivas, como laringoplastias e ventriculocordectomias. A laparotomia
exploratoria revelou-se o tipo de cirurgia com maiores varia¢des na concentragao plasmatica

destes trés marcadores.

2.3.5. Biomarcadores da inflamacéo na pratica clinica

Na clinica de equinos, e particularmente em ambiente hospitalar, é evidente e inquestionavel
a utilidade dos biomarcadores inflamatorios na avaliacdo inicial e monitorizacdo de muitos
doentes. No entanto, é fundamental compreender que estes parametros ndo deverdo ser
utilizados em nenhuma circunstancia como meio de diagndstico definitivo, mas sim como
um complemento a todos 0s outros testes de diagndstico realizados de acordo com a situacdo

em causa, sempre suportados por um exame clinico adequado.
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3. Objetivos do estudo

A elevada prevaléncia da PE em Portugal e o impacto econémico da doenca na industria
equestre tém-se traduzido num interesse crescente no que diz respeito a detecdo de animais
positivos a doenca. No entanto, o diagnostico precoce da PE revela-se um desafio comum na
prética clinica devido a diversos fatores, nomeadamente a reduzida especificidade dos sinais
clinicos manifestados, o elevado nimero de portadores assintomaticos da doenca e a
inexisténcia de testes rapidos que permitam a obtencao de um diagndstico fiavel.
Atualmente, o PCR quantitativo ou gPCR ¢ o teste recomendado para o diagnostico da PE.
No entanto, 0 acesso a este meio de diagnostico nem sempre se encontra facilitado, seja
pelas condicionantes logisticas associadas ao envio das amostras, 0s custos envolvidos ou a
demora na obtencdo de resultados. Estas limitagdes levam a que frequentemente se inicie
terapéutica médica de cavalos suspeitos sem confirmacdo prévia do diagnostico. Assim, a
identificacdo de indicadores preditivos da doenca permitiria uma ponderagdo mais objetiva
por parte dos clinicos relativamente a necessidade ou ndo do envio de amostras para
realizacdo de diagndstico molecular.

Os marcadores de inflamacdo permitem ndo s6 a detecdo precoce de doencas inflamatdrias
mas também de doencas associadas a agentes infecciosos. Durante décadas, a proteina de
fase aguda mais utilizada na espécie equina foi o fibrinogénio. No entanto, a maior
sensibilidade e especificidade da SAA e do ferro plasmatico levou a que estes sejam
atualmente considerados os marcadores inflamatorios de elei¢do nesta espécie.

Este projeto pretende a caracterizacdo da resposta inflamatéria na PE comparativamente a
outras causas de inflamacdo, através da avaliacdo de alteragbes em pardmetros

hematoldgicos e marcadores de inflamacao aguda.

Assim, 0s principais objetivos deste trabalho s&o:

1. Caracterizar e quantificar alteracfes no hemograma, proteinas totais, SAA, fibrinogénio e
ferro plasmaéticos em cavalos com PE;

2. Comparar alteracbes no hemograma, proteinas totais, SAA, fibrinogénio e ferro
plasmaticos entre cavalos com doenca clinica e subclinica (portadores assintomaticos);

3. Avaliar o valor diagnostico do hemograma e marcadores inflamatérios para a PE e outras
causas de febre de origem inespecifica;

4. Determinar a carga parasitaria em amostras positivas a PE e comparar a sensibilidade da

microscopia 6tica, considerando os resultados obtidos por diagnéstico molecular.
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4. Material e métodos

Todas as amostras submetidas a andlise laboratorial foram recolhidas de cavalos que
respeitavam um dos seguintes critérios de inclusdo, previamente determinados a realizacédo

do estudo:

1) Cavalo com suspeita de PE devido a dete¢do de temperatura retal superior a 38,5°C nas
ultimas 72 horas;
2) Cavalo assintomatico com suspeita de PE por exposi¢ao aos vetores naturais em zonas de

elevada prevaléncia da doenga, com posterior confirmagéo de infegéo por gPCR.

Assim, foram incluidos 27 cavalos neste estudo, 19 dos quais respeitavam o primeiro critério

de inclusdo e 8 o segundo.

4.1. Recolha e envio das amostras

Foi requerido aos veterinarios referentes o envio de amostras de sangue venoso colhido a
partir da veia jugular de cavalos que respeitassem um dos critérios de inclusdo acima
mencionados. Além do envio de sangue em tubo de &cido etilenodiamino tetracético
(EDTA), foi também solicitado o envio de uma amostra de sangue em tubo de heparina.
Todas as amostras recebidas pelo SCUE FMV-UL se encontravam devidamente
acondicionadas e conservadas a uma temperatura proxima de 4°C, tendo sido devidamente
processadas num periodo ndo superior a 72 horas posteriormente a recolha. Todos os cavalos
foram testados para Theileria equi e Babesia caballi no Laboratério de Virologia e Biologia
Molecular do CIISA FMV-UL. Além disso, para cada amostra recebida foi ainda realizada
uma analise hematoldgica e determinacao dos valores de proteinas totais, SAA, fibrinogénio
e ferro plasmaticos.

Todas as amostras enviadas para o SCUE FMV-UL seguiram acompanhadas de um
questionario devidamente preenchido, disponibilizado aos veterinarios referentes
previamente a realizacdo do estudo, permitindo a obtencdo de informagdo mais detalhada

acerca da historia do animal em causa (Anexo 1).
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4.2. Diagnostico molecular

4.2.1. Extracao de DNA total

A extracdo do DNA foi realizada a partir de 200 pL de sangue em EDTA. Para realizacdo
deste procedimento recorreu-se ao kit DNeasy® Blood & Tissue da QIAGEN, seguindo-se
todas as etapas e instrucdes citadas no manual de utilizacdo do mesmo.

Inicialmente, aos 200 pL de sangue foram adicionados 20 pL de proteinase K e 180 pL de
tampédo AL, seguindo-se uma homogeneizacdo no vortex e incubacdo a 56°C durante 15
minutos.

Uma vez terminado o periodo de incubacéo, adicionaram-se 200 pL de etanol a 100% a
solucéo, posteriormente homogeneizada no vortex, promovendo-se a precipitagdo do DNA.
De seguida, toda a solucéo (600 pL) foi transferida para uma coluna com um filtro de silica,
previamente colocada num tubo coletor de 2 ml. Seguiu-se um passo de centrifugacdo a
13000g durante 1 minuto, com posterior eliminacdo de todo o volume filtrado para o tubo
coletor.

Ap0s colocacdo da coluna num novo tubo coletor de 2 ml, procedeu-se a lavagem do DNA
retido no filtro com o tampdo AW1, aplicando-se novamente um passo de centrifugacéo
idéntico ao previamente descrito, com posterior eliminacédo do filtrado. Os procedimentos de
lavagem e centrifugagdo foram novamente repetidos, tendo sido utilizado o tampéo de
lavagem AW?2.

Finalmente, procedeu-se a eluicdo do DNA retido no filtro de silica com 200 pL de tampé&o
AE, centrifugando-se o contetdo da coluna para um microtubo de 1,5 ml.

Todas as amostras de DNA foram quantificadas por espetrofotometria no Nanodrop™
2000c da Thermo Scientific e posteriormente armazenadas a -20°C até a realizacdo do

diagnostico molecular.

4.2.2. PCR quantitativo

O PCR quantitativo (qPCR), atualmente considerado o teste com maior capacidade de
diagnostico de infecdes por T. equi e B. caballi, baseia-se na utilizacdo de um sistema de
detecdo de fluorescéncia que permite a quantificacdo dos produtos amplificados durante a
reacao (Kim et al., 2008).

Numa reacdo de qPCR, os primers e sonda utilizados apresentam temperaturas de ligacao
(annealing) distintas, sendo pré-estabelecida uma temperatura de ligacdo da sonda no
minimo 10°C superior a dos primers (Thornton & Basu, 2011). Assim, durante a diminui¢do

da temperatura que ocorre ap6s a desnaturacdo do DNA a 95°C (Kim et al., 2008), a sonda é
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a primeira a ligar-se a sua sequéncia complementar, seguida da ligacdo dos primers (que
delimitam o produto a amplificar) assim que seja atingida a temperatura de annealing
adequada, neste caso pré-definida para 60°C (Thornton & Basu, 2011).

A sonda utilizada numa reacdo de qPCR apresenta uma marca¢do na sua extremidade 5’
com um fluoroforo reporter responsavel pela emissdo de fluorescéncia, e na extremidade 3’
com um fluoréforo quencher responsavel pela inibicdo da emissdo de fluorescéncia pelo
reporter. Este efeito inibitdrio é apenas e somente mantido devido & proximidade fisica
existente entre os dois marcadores (Kim et al., 2008).

Apbs ligacdo dos primers as respetivas sequéncias complementares, inicia-se a reacdo de
polimerizacdo pela DNA polimerase, ocorrendo degradacdo da sonda por hidrélise. O
consequente afastamento entre o reporter e 0 quencher da inicio a emisséo de fluorescéncia
pelo reporter, sendo esta detetada pelo sistema. Assim, a intensidade da fluorescéncia
emitida é diretamente proporcional a quantidade de produtos de PCR amplificados durante a
reacdo (Thornton & Basu, 2011).

Neste projeto, o diagnostico molecular através da técnica de gPCR foi realizado com recurso
ao sistema TagMan®. Os primers e sonda utilizados para detecdo de T. equi (Tabela 3)
permitiram a amplificacdo de uma regido especifica do gene 18S rRNA do hemoparasita,
com um comprimento total de 81 pares de bases (Kim et al., 2008). Pelo contrério, foi
utilizado um sistema de detecdo inespecifico para B. caballi, uma vez que este permite ndo
sO a detecdo deste agente mas também de outros do género Babesia spp. A regido alvo do
par de primers e sonda utilizados também esta incluida no gene 18S rRNA de B.caballi, com
um comprimento total de 97 pares de bases, tendo este sistema de detecéo sido previamente
desenvolvido pelo Laboratério de Virologia e Biologia Molecular da FMV-UL. Com base
nas sequéncias nucleotidicas do gene 18S rRNA de Babesia spp., as sequéncias dos primers
e sonda utilizados foram calculadas com recurso ao programa Primer Designing Tool do
National Center for Biotechnology Information (NCBI), disponivel em:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/ (Tabela 3).
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Tabela 3 — Sequéncias nucleotidicas dos primers e sondas utilizados nas reacGes de gPCR
para detecdo de T. equi e Babesia spp. Adaptado de 'Kim et al., 2008 e *Primer Designing
Tool, NCBI.

Agente Reagente Sequéncia 5°-3’
Primer forward GCGGTGTTTCGGTGATTCATA
Theileria equi’ Primer reverse TGATAGGTCAGAAACTTGAATGATACATC
Sonda (FAM/NONE) AAATTAGCGAATCGCATGGCTT
Primer forward ACCCATCAGCTTGACGGTAGGGT
Babesia spp. Primer reverse AGCCGTCTCTCAGGCTCCCT

Sonda (JOE/TAMRA) ACCGAGGCAGCAACGGGTAACGGGGA

O protocolo de qPCR aplicado para detecdo de T. equi e Babesia spp. foi equivalente.
Considerando um volume final de reagéo de 20 pL, foram utilizados em todos 0s ensaios 2
pL de DNA template, primers a 0,9 uM para T. equi e 0,3 UM para Babesia spp. e sondas a
0,25 uM para ambos o0s agentes. Foi ainda utilizada a mix Sensifast’™ Probe Hi-ROX da
Bioline, que consiste num reagente com concentracGes otimizadas de tampdo de reacéo,
estimuladores da reagdo de polimerizacdo e DNA polimerase de atividade mediada por
anticorpos especificos a altas temperaturas.

Paralelamente a cada reacdo foram sempre realizados dois controlos negativos e um controlo
positivo. Os controlos positivos consistiram em plasmideos recombinantes previamente
desenvolvidos no Laboratério de Virologia e Biologia Molecular a partir de amostras
positivas a cada um dos agentes, com recurso aos kits de clonagem CloneJET™ PCR da
Thermo Scientific para T. equi e pGEM®-T da Promega para B. caballi.

Todas as reagdes foram amplificadas no termociclador Step One Plus™ da Applied
Byosystems, tendo sido aplicado um protocolo de amplificacdo adaptado ao proposto por
Kim et al. (2008): 2 minutos a 50°C, 10 minutos a 95°C, 45 ciclos de 10 segundos a 95°C e 1
minuto a 60°C.

Para todas as amostras positivas, procedeu-se ao registo do respetivo cycle threshold (CT),
correspondente ao numero de ciclos necessarios para que o sinal de fluorescéncia supere o

limiar de detegéo pré-estabelecido pelo software do termociclador.
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4.2.3. Nested PCR

Com o objetivo de validar o resultado obtido no gPCR, todas as amostras positivas foram
submetidas a um nested PCR (nPCR), técnica alternativa ao PCR convencional, com maior
sensibilidade e especificidade, devido aos dois ciclos de amplificacdo necessarios. Uma
desvantagem associada a esta técnica € a maior probabilidade de contaminacgdes, que ao
ocorrerem invalidam todo o ensaio.

Contrariamente ao realizado para o qPCR, em cada reacdo de nPCR foram utilizados os
mesmos pares de primers para a detecdo de T. equi e B. caballi, uma vez que as sequéncias
complementares dos primers selecionados foram previamente identificadas em ambos 0s
hemoparasitas. As sequéncias nucleotidicas destes primers foram desenhadas por Jefferies,
Ryan & Irwin (2007), permitindo a amplificacdo de uma regido do gene 18S rRNA para

ambos os hemoparasitas (Tabela 4).

Tabela 4 — Sequéncias nucleotidicas dos primers (outer e inner) utilizados no nPCR para
detecdo de T. equi e B. caballi. Adaptado de Jefferies, Ryan & Irwin, 2007.

amill(;::?c:gao Primers Sequéncia 5°-3’
14 reacdo Outer forward GGCTCATTACAACAGTTATAG
Outer reverse CCCAAAGACTTTGATTTCTCTC
2 reacio Inner forward CCGTGCTAATTGTAGGGCTAATAC
Inner reverse GGACTACGACGGTATCTGATCG

O protocolo de nPCR aplicado para detecdo de T. equi e B. caballi foi equivalente. O par de
primers outer, utilizado no primeiro ciclo, permitiu a amplificacdo de uma regido especifica
de DNA com aproximadamente 930pb, utilizada como template no segundo ciclo, no qual o
par de primers inner delimitou e permitiu a amplificacdo de uma sequéncia de DNA mais
curta do que a primeira, com cerca de 800pb.

Para um volume final de reagdo de 25 pL, utilizou-se o volume de 2 pL e 2,5 pL de DNA
template no primeiro e segundo ciclos de amplificacdo, respetivamente. Todos 0s primers
foram utilizados a uma concentracdo de 0,4 pM. Foi ainda utilizada a mix Accustart™ 11
PCR SuperMix 500RXN duas vezes concentrada, reagente com concentragdes otimizadas de
MgCl,, desoxirribonucledtidos trifosfato (dNTPs), tampdo de reacdo, DNA polimerase

AccuStart Taq ligada a anticorpos AccuStart Taq e estabilizadores de reacéo.
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Igualmente ao que foi feito no gPCR, foram sempre realizados dois controlos negativos e
um controlo positivo por amostra submetida ao nPCR.

Todas as reacdes foram corridas no termociclador DOPPIO® da VWR, tendo sido utilizado o
mesmo protocolo amplificacdo nos dois ciclos, adaptado de Jefferies et al. (2007): 3 minutos
a 94°C, 1 minuto a 58°C, 2 minutos a 72°C, 45 ciclos de amplificacdo (30 segundos a 94°C,
20 segundos a 58°C e 30 segundos a 72°C) e 7 minutos a 72°C.

Os produtos de PCR amplificados foram submetidos a uma eletroforese horizontal em gel de
agarose a 1,5%, na presenca de GelRed a 1:20000 (Biotium), com aplicacdo de uma corrente
constante de 90V durante aproximadamente uma hora e trinta minutos. Para identificacdo
das bandas de interesse no gel, foi também incluido na corrida de eletroforese o marcador de
pesos moleculares NZYDNA Ladder V da NZYTech.

Uma vez terminada a eletroforese, colocou-se o gel no transiluminador de radiacdo
ultravioleta ImageMaster para visualizacdo adequada, procedendo-se ao registo da imagem
obtida em formato digital.

Apos confirmacdo da presenca de bandas de interesse, todas as amostras positivas foram
devidamente purificadas com recurso ao kit DNA Clean and Concentrator™ da
Zymoresearch, quantificadas por espetrofotometria no Nanodrop™ 2000c e enviadas para
sequenciacao, realizada pela STABVida Portugal.

Todos os cromatogramas resultantes da sequenciacdo foram processados no programa
informéatico CLC Main Workbench da QIAGEN Bioinformatics. Posteriormente a avaliagcdo
das sequéncias forward e reverse e correcdo das zonas de conflito existentes entre as

mesmas, foram obtidas as sequéncias consenso para cada amostra sequenciada (Figura 2).

Figura 2 — Sequéncia consenso obtida apo6s alinhamento das sequéncias delimitadas pelos
primers reverse e forward para uma amostra positiva a T. equi no qPCR e posteriormente

submetida a nPCR. Original.
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Para confirmacdo da especificidade da sequenciacdo, cada sequéncia consenso foi submetida
na plataforma Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) do National Institute of Health
(NIH), disponivel em https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi., que permitiu a identificacdo
do agente detetado pelo nPCR. Desta forma, foi possivel a comparacdo objetiva entre 0s
resultados obtidos no gPCR e nPCR.

4.2.4. Determinacdo da parasitémia

A primeira etapa deste processo consistiu na realizacio de diluicdes seriadas de base 10 (107
a 107) dos plasmideos recombinantes utilizados como controlos positivos de T. equi e B.
caballi. Além disso, utilizando o valor da concentragdo de cada solucdo de DNA plasmidico
recombinante, previamente determinado por espetrofotometria no Nanodrop™ 2000c,
procedeu-se ao calculo do nimero de moléculas de DNA existentes nas mesmas e nas

respetivas diluicGes, através da seguinte formula:

nMol = L] X Np

PM pb X pb recombinante

em que nMol corresponde ao ndmero de moléculas de DNA por pL de solucdo, |[]
corresponde a concentracdo da solucdo de DNA plasmidico recombinante expressa em g/pL,
PM pb corresponde a estimativa do peso molecular de um par de bases, ou seja, 660 g/mol,
pb recombinante corresponde ao nimero total de pares de bases do plasmideo recombinante

utilizado (Tabela 5) e Na corresponde & constante de Avogadro, ou seja, 6,022 x 10%.

Tabela 5 — Formulas dos plasmideos recombinantes utilizados como controlos positivos de
T. equi e B. caballi. e na determinacdo da carga parasitaria de cada uma das amostras

positivas. Adaptado de Jefferies et al., 2007.

Dimenséo do Produto clonado Dimenséao do plasmideo
Agente . . . .
plasmideo linear (insert) recombinante
. . 3000pb
Theileria equi (DGEM) 792pb 3792pb
: . 2974pb
Babesia caballi (pJET) 813pb 3787pb
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Todas as diluigdes foram submetidas a um gPCR e corridas em duplicado no termociclador
Step One Plus™ (Figura 3), tendo sido aplicado o protocolo previamente descrito para as

amostras sujeitas a este método de diagndstico molecular.
Figura 3 — Curvas de gPCR obtidas para cada uma das dilui¢bes de plasmideo recombinante

realizadas para T. equi e B. caballi, respetivamente. Original.
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Com base no CT de cada uma das dilui¢es e no nimero de moléculas de DNA presente nas
mesmas, o software do sistema utilizado criou, para cada um dos hemoparasitas, uma reta
padrdo cuja equagdo permitiu o calculo da carga parasitaria em funcdo do CT (Figura 4):
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. CT—-43,828
Para T. equi: X = ————
-3,55

. CT-41,972
Para B. caballi: xg = ———

em que Xt e xg correspondem ao nimero de moléculas de DNA do respetivo hemoparasita
existentes nos 2 pL de solugdo de DNA template utilizados por reacdo, equivalente ao

numero de parasitas existentes em 2 pL de sangue.

Com recurso ao software do sistema, foi ainda determinada a eficiéncia do protocolo de
gPCR utilizado na detecdo e quantificacdo da carga parasitaria em infecdes por T. equi e B.
caballi (Figura 4).

Figura 4 — Retas padrdo para determinacdo da carga parasitaria de T. equi e B. caballi,
respetivamente, em funcdo do CT. Original.
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4.3. Analise hematologica

As amostras de sangue em EDTA foram devidamente processadas no Laboratério de
Analises Clinicas Professor M. Braco Forte, com recurso ao aparelho ProCyte Dx™ da
IDEXX. Os intervalos de referéncia dos parametros avaliados no hemograma encontram-se
mencionados no Anexo 2.

Foi também realizado um esfregago sanguineo de cada uma das amostras, seguindo-se a sua
observagdo microscépica na zona de monocamada com uma ampliacdo de 400 e 1000 vezes,

tendo sido registadas todas as alteragcdes consideradas relevantes.

4.4. SAA

Para doseamento desta proteina de fase aguda foi utilizado sangue em EDTA, tendo-se
recorrido ao kit StableLab®, que consiste num teste rapido de diagndstico por
imunocromatografia, com exatiddo e precisdo estimadas de 95,6% e 98,6%, respetivamente,
para concentracdes de SAA variaveis entre 50 e 2000 mg/L (Viner et al., 2017). Este teste
foi realizado com base nas instrucdes citadas no manual de utilizag&o do kit.

O intervalo de referéncia considerado para a concentracdo serica de SAA foi de 0,5 a 20
mg/L (Jacobsen & Andersen, 2007).

4.5. Proteinas totais e fibrinogénio plasmaético

Para determinacdo do fibrinogénio plasmatico recorreu-se ao método de precipitacdo pelo
calor (de Souza, de Souza, Rodrigues, Junior & Cordeiro, 2006).

Dois tubos de microhematdcrito foram preenchidos por capilaridade com sangue em EDTA
até cerca de dois tercos da sua capacidade, seguindo-se 0 encerramento de uma das suas
extremidades. Posteriormente, ambas as amostras foram centrifugadas a 12000g durante 5
minutos. Uma vez terminado o programa de centrifugacdo, colocou-se uma aliquota de
plasma de um dos microtubos no prisma de um refratbmetro de Goldberg e procedeu-se a
leitura direta e registo da concentracdo plasmatica das proteinas totais, em g/dL.

O tubo de microhematdcrito ndo utilizado para a determinacdo das proteinas totais foi
colocado em banho maria a 56°C durante 3 minutos e posteriormente recentrifugado a
12000g durante 5 minutos. Estas duas etapas permitiram, respetivamente, a precipitacdo e
sedimentacéo do fibrinogenio. Utilizando novamente o refratdbmetro de Goldberg, retirou-se
uma aliquota de soro do microtubo e procedeu-se a leitura direta da concentracdo das

proteinas, em g/dL.
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A concentracdo plasmatica de fibrinogenio correspondeu a diferenca entre os valores da
concentracdo plasmatica de proteinas no primeiro e segundo microtubos. O resultado obtido
foi convertido para mg/dL.

Os intervalos de referéncia considerados para as proteinas totais e fibrinogénio plasmatico
foram, respetivamente, 6,0 a 7,2 g/dL (Jacobsen & Andersen, 2007) e 200 a 400 mg/dL
(Crisman et al., 2008).

4.6. Ferro plasmatico

Para determinacdo do ferro plasmatico, cada amostra de sangue em tubo de heparina foi
centrifugada a 3000g durante 10 minutos, transferindo-se 1,5 ml do plasma obtido para um
microtubo, armazenado a -20°C até ao seu processamento.

O doseamento do ferro plasmético foi realizado com recurso ao aparelho RX daytona+"™ da
RANDOX. O método aplicado consiste num teste colorimétrico baseado na complexacéo do
ferro com um reagente cromogenico, sendo a intensidade da cor produzida na reacao
diretamente proporcional a concentracéo de ferro no plasma.

O intervalo de referéncia considerado neste estudo para o ferro plasmatico foi de 105 a 277
pg/dL (Borges et al., 2007).

4.7. Andlise estatistica
De acordo com a sintomatologia apresentada e o resultado da anélise de qPCR, os cavalos

testados foram distribuidos por 3 grupos distintos (PC, NS e SC), representados na Tabela 6.

Tabela 6 — Caracterizacdo dos grupos PC, NS e SC considerados neste estudo. Original.

Febre de origem

Grupo inespecifica aPCR
PC Sim Positivo a T. equi e/ou B. caballi
NS Sim Negativo a T. equi e B. caballi
SC Néo Positivo a T. equi e/ou B. caballi

Legenda: PC — Positivos clinicos; NS — Negativos suspeitos; SC — Subclinicos
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A andlise estatistica foi realizada com recurso ao programa informatico R, tendo sido
utilizada a library “Rcmdr”.

Todos os parametros laboratoriais determinados foram devidamente testados para a
normalidade com recurso ao teste de Shapiro-Wilk. Dos 18 parametros avaliados (14 na
analise hematoldgica, proteinas totais, SAA, fibrinogénio e ferro plasmaticos), apenas 9
apresentaram uma distribuicdo normal (leucocitos, eritrocitos, hemoglobina, hematocrito,
VCM, HCM, CHCM, proteinas totais e ferro plasmético). Assim, foram considerados os
valores de média (x) + desvio padrdo (o) para os parametros com distribuicdo normal e
valores de mediana (X) + intervalo interquartil (IQR) para os pardmetros que ndo seguiram
uma distribuicdo normal.

A avaliacdo de diferencas significativas entre os grupos PC-NS, PC-SC e NS-SC para todos
0s pardmetros em estudo foi realizada com recurso ao teste estatistico one-way ANOVA,

considerando um nivel de significancia com p < 0,05.
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5. Resultados

5.1. Caracterizagéo e descrigdo clinica da amostra

Nenhum dos cavalos incluidos neste estudo havia sido previamente submetido a qualquer
teste de diagnostico da PE.

A média de idades dos 27 animais incluidos no estudo foi de 8,3 anos. Relativamente ao
género, 11 (41%) eram machos inteiros, 7 (26%) machos castrados, 3 (11%) fémeas
gestantes e 6 (22%) fémeas ndo gestantes. Procedeu-se ainda ao registo da raca, com 18
cavalos (67%) a pertencerem a raca Puro Sangue Lusitano e 4 (15%) a raca Cruzado
Portugués. As racas Frisia, Koninklijk Warmbloed Paardenstamboek Nederland (KWPN),
Zangersheide, Trotador Francés e Sela Francés foram individualmente representadas apenas
por um exemplar.

Relativamente a distribuicdo geografica, todos 0s animais se encontravam, no momento da
colheita das amostras de sangue, limitados as regifes de Lisboa e Vale do Tejo e Alto
Alentejo.

Considerando os 19 cavalos que apresentavam febre de origem inespecifica, registou-se um
valor médio para este parametro de 39,3 = 0,71°C. Destes, 7 (37%) apresentavam mucosas
normais ao exame fisico, 7 (37%) mucosas palidas e 5 (26%) mucosas tendencialmente
ictéricas. Além disso, 14 cavalos (74%) exibiam depressdo, 12 (63%) anorexia, 5 (26%)
fraqueza, 5 (26%) perda de peso e 1 (5%) edema dos membros e distenséo articular. Por fim,
4 (21%) destes animais apresentavam sintomatologia compativel com outras doencas,
nomeadamente célica, pleuropneumonia, doenga hepatica e miosite.

Relativamente aos 8 animais com suspeita de PE por exposi¢do aos vetores naturais da
doenca em zonas de elevada prevaléncia da mesma, ndo foram registadas quaisquer

alteracdes ao exame fisico pelos veterinarios referentes.
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5.2. gPCR e nPCR

Relativamente aos 19 cavalos com febre de origem inespecifica, 7 (37%) foram positivos a
T. equi e 2 (11%) a Babesia spp, representando o grupo PC. Os 10 cavalos com febre e
negativos a ambos os agentes foram incluidos no grupo NS.

Foram testados 9 cavalos assintomaticos com suspeita de PE, tendo-se comprovado infecédo
por T. equi em 8 (89%) animais, representantes do grupo SC. De modo a respeitar 0s
critérios de inclusdo pré-estabelecidos, o cavalo assintomatico e negativo a ambos os agentes
da PE foi excluido deste estudo.

Considerando os 27 cavalos incluidos neste estudo, 15 (56%) revelaram-se positivas a T.
equi e 2 (7%) a Babesia spp. (Figura 5). Nao foi diagnosticada coinfecdo em nenhum dos

animais testados.

Figura 5 — Curvas de gPCR obtidas para 10 amostras positivas a T. equi e para o controlo

positivo do respetivo agente. Original.

Theileria equi

10 T

1

0,1

0,01

ARnN

0,001

0,0001

0,00001

0,000001

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44
Cycle

Legenda: P — Controlo positivo de T. equi (plasmideo recombinante); A — Amostras positivas a T.
equi

Das 17 amostras positivas no gPCR e posteriormente submetidas a nPCR, foram
identificadas bandas de interesse para 15 amostras durante a observacdo do gel de
eletroforese no transiluminador de radiacdo UV (Figura 6). As 2 amostras que nédo revelaram
essas bandas foram devidamente purificadas e novamente submetidas a um nPCR, que
revelou a existéncia de bandas de interesse para ambas. Assim, procedeu-se a purificacao e
envio para sequenciagdo da totalidade das amostras positivas no gPCR.
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Figura 6 — Resultado da observacdo do gel de eletroforese para 6 amostras positivas a T.

equi no gPCR e posteriormente submetidas a nPCR. Original.
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Legenda: M — Marcador de pesos meleculares (NZYDNA Ladder V); 1, 2, 3, 5, 6 — Amostras com
bandas de interesse; 4 — Amostra sem banda de interesse posteriormente purificada e submetida a um
segundo NnPCR; N — Controlos negativos; P — Controlo positivo de T. equi (plasmideo recombinante)

Apdbs processamento adequado e submissdo da sequéncia consenso na plataforma BLAST
do NIH, os resultados da sequenciagdo confirmaram os resultados obtidos no qPCR para as
17 amostras, ou seja, 0 agente da PE identificado pela técnica de nPCR (Theileria equi ou

Babesia caballi) correspondeu ao diagnosticado pelo qPCR em 100% dos casos.

5.3. Determinacdo da parasitémia e comparacdo com os resultados da observacao
microscopica do esfregaco sanguineo

As equacOes das retas padrdo que permitiram a determinacdo da carga parasitaria nas
amostras positivas foram associadas eficiéncias de 91,3% e 90,9% para T. equi e Babesia
spp., respetivamente.

Ndo foram detetadas diferencas significativas de parasitémia entre cavalos com doenca
clinica (grupo PC) e subclinica (grupo SC). Relativamente ao grupo PC, obteve-se um valor
médio de parasitémia de 9,7x10° parasitas/pL para T. equi, com registo de valores maximo e
minimo de 6,7x10* e 2,8x10" parasitas/pLL, respetivamente. No caso dos 2 animais positivos
a B. caballi, registaram-se valores de parasitémia de 1,0x10* e 5,3x10° parasitas/pL,
resultando num valor médio de 7,8x10° parasitas/pL. Considerando o grupo SC, em que

todos os animais foram apenas diagnosticados como sendo positivos a T. equi, foi registado
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um valor médio de 1,7x10° parasitas/piL para este agente, com valores maximo e minimo
associados de 9,6x10° e 1,5x10* parasitas/pL.

Durante a observagdo microscépica dos esfregagos sanguineos, apenas foi identificada a
forma parasitaria de merozoito de T. equi. Além disso, considerando os grupos PC e SC, a
observacdo dos merozoitos ocorreu apenas em 5 (29%) dos 17 esfregagos, cujas amostras
apresentavam uma parasitémia igual ou superior a 7,2x10? parasitas/pL.

Né&o foram observadas quaisquer formas parasitarias de T. equi e B. caballi em esfregacos
sanguineos de animais diagnosticados como negativos a PE pelas técnicas de diagnostico

molecular utilizadas.

5.4. Sinais clinicos

Dos 9 cavalos pertencentes ao grupo PC, todos os que apresentaram sinais clinicos para
além de febre foram diagnosticados como positivos a T. equi, ndo tendo sido registada
qualquer alteracdo ao exame fisico dos 2 animais positivos a B. caballi para além da
presenca de temperatura retal superior a 38,5°C. Dos 7 cavalos positivos a T. equi, 3 (33,3%)
apresentaram mucosas tendencialmente ictéricas e apenas 1 (11,1%) mucosas palidas. Além
disso, 6 cavalos (66,7%) revelaram depressdo, 4 (44,4%) anorexia, 4 (44,4%) perda de peso
e 3 (33,3%) fraqueza.

Relativamente aos 4 cavalos que apresentaram, para além de febre, sintomatologia
compativel com outras doencas (colica, pleuropneumonia, doenca hepatica e miosite),

apenas o cavalo com suspeita de doenca hepatica foi negativo a PE.

5.5. Hemograma

Relativamente ao eritrograma, apenas foram identificadas diferencas significativas no
parametro HCM entre os grupos PC (15,8 + 0,6 pg) e NS (17,0 £ 1,0 pg), com um valor p
associado de 0,0256.

No leucograma, apenas o valor absoluto de mondcitos revelou diferencas significativas tanto
entre os grupos PC (530,0 + 849,0 células/pL) e NS (293,0 + 295,8 células/puL) como entre
0s grupos PC e SC (126,5 + 77,3 células/uL), registando-se valores de p de 0,0293 e 0,0025,
respetivamente (Figura 7).

Verificou-se ainda que 75% dos animais portadores assintomaticos de PE (grupo SC),
apresentava neutrofilia ligeira (4317,0 + 1195,8 células/uL) sem desvio a esquerda,
registando-se para este grupo um valor absoluto maximo de neutrofilos segmentados de

7313 ceélulas/pL e minimo de 3780 células/pL.
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Figura 7 — Valor absoluto de mondcitos (expresso em células/pL de sangue) em funcéo do

grupo em estudo. Original.

Monocitos
o
o |
o~
—_— o
—t -, |
3 o
= 2
o
3
= O
S 87
o
§ o
[} =
2 3 -
g :
S
S 8-
S — T
- —
I T I
NS PC sc
Grupo

No Anexo 3 encontram-se representados os valores de x + o e ¥ + IQR registados para 0s

respetivos parametros avaliados no hemograma.

5.6. Esfregaco sanguineo

Relativamente ao grupo PC, foram observadas formas de merozoito de T. equi em 2 (22,2%)
dos 9 esfregacos sanguineos. Ainda neste grupo, observou-se anisocitose e policromasia em
3 (33,3%) esfregacos. Registou-se também a presenca de corpos de Howell-Jolly em 5
(55,5%) esfregacos. Por fim, ainda que raros, foram observados dacridcitos e equindcitos em
2 (22,2%) esfregacos de animais pertencentes a este grupo.

Nos esfregacos sanguineos dos cavalos do grupo NS, a uUnica alteracdo digna de registo
consistiu na presenca de anisocitose numa das laminas observadas.

No grupo SC, foram identificadas formas de merozoito de T. equi em 3 (37,5%) dos 8
esfregacos. Além disso, observaram-se corpos de Howell-Jolly em 3 (37,5%) esfregacos e
hipersegmentacdo de neutrofilos apenas em 1 (13%) esfregaco.

A observacao de rouleaux, isto €, agregados de eritrdcitos, foi transversal aos trés grupos,
tendo-se identificado este tipo de formas em 6 laminas do grupo PC (66,6%), 4 do grupo NS
(40%) e 5 do grupo SC (62,5%).
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5.7. Proteinas totais, SAA, fibrinogénio e ferro plasmaticos

Relativamente as proteinas totais e fibrinogénio, ndo se observaram diferencas significativas
entre os trés grupos em estudo. No entanto, foram identificadas diferencas significativas na
SAA entre os grupos PC (901,0 + 366,0 mg/L) e SC (12,0 + 5,3 mg/L), com um valor de p

associado de aproximadamente 0,002 (Tabela 7).

Tabela 7 — Valores de x £ g e ¥ + IQR registados para os respetivos parametros de proteinas

totais, ferro plasmatico, SAA e fibrinogénio plasmatico. Original.

Parametro Grupo PC Grupo NS Grupo SC

Proteinas totais (g/dL) 7,3£0,5 7,1+0,6 75%0,2
Ferro plasmatico (ug/dL) 123,3+42,8 210,4 + 42,5 191,9 + 55,3

SAA (mg/L) 901,0 + 366,0 130,0 + 666,6 12,0+5,3

Fibrinogénio plasmatico (mg/dL) 50+4,0 40+29 4,0+0,5

Registaram-se ainda diferencas significativas para o ferro plasmatico (Figura 8) entre os
grupos PC (123,3 + 42,8 pug/dL) e NS (210,4 £ 42,5 pg/dL) e PC e SC (191,9 £ 55,3 pg/dL),
com valores de p de 0,0023 e 0,0235, respetivamente (Tabela 7).

Figura 8 — Concentracdo plasmatica de ferro (expressa em pg/dL) em funcdo do grupo em

estudo. Original.
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6. Discussao

6.1. Caracterizacdo da amostra

6.1.1. Prevaléncia dos agentes da PE em cavalos com febre de origem inespecifica e
portadores assintomaticos da doenca

Considerando os 19 cavalos com febre de origem inespecifica (grupos PC e NS), registou-se
uma prevaléncia de infe¢bes por T. equi de 56%, confirmando o estatuto endémico das
regides de Lisboa e Vale do Tejo e Alto Alentejo para a PE, ja reportado por outros estudos
(Malta, 2001; Rego, 2008). Relativamente a B. caballi, obteve-se uma prevaléncia de
infecBes por este hemoparasita de apenas 7%, percentagem semelhante as obtidas por dois
estudos que avaliaram a prevaléncia do agente numa exploracdo coudélica do Ribatejo
(Rego, 2008) e no norte de Portugal (Ribeiro, Cardoso, Maia, Coutinho & Cotovio, 2013).

A discrepancia entre os valores de prevaléncia dos agentes da PE registados neste estudo,
considerando tanto animais com doenga clinica como subclinica (estes Gltimos 100%
positivos a T. equi), justifica-se pela possibilidade de eliminacdo espontanea de B. caballi
pelo sistema imunitario (Rothschild, 2013), pela maior dificuldade no tratamento médico de
infecdes por T. equi (Schwint et al., 2009; Ueti et al., 2012) e ainda pela possibilidade de

transmissao vertical do ultimo hemoparasita (Rego, 2008).

6.1.2. Sinais clinicos

Considerando o grupo PC, e tendo em conta a sintomatologia apresentada pelos cavalos
pertencentes a este grupo, concluiu-se que o0s animais positivos a T. equi manifestaram um
quadro subagudo de PE e os positivos a B. caballi um quadro cronico da doenca.
Relativamente a coloracdo das membranas mucosas avaliada durante o exame fisico, a
presenca de mucosas tendencialmente ictéricas revelou-se a alteracdo mais frequente neste
grupo, com uma especificidade de 80% enquanto indicador de doenca clinica, face a
especificidade de 40% calculada para a apresentacdo de mucosas palidas. Num estudo
realizado por Zobba et al. (2008), a presenca de mucosas ictéricas revelou-se o segundo sinal
clinico mais observado em cavalos positivos a T. equi. Neste mesmo estudo, a apresentacao
de mucosas palidas ocorreu num numero reduzido de cavalos positivos a T. equi e ndo foi
identificada em quaisquer animais positivos a B. caballi.

No que diz respeito aos restantes sinais clinicos observados nos cavalos do grupo PC, a

elevada incidéncia de depressdo (66,7%), seguida de anorexia e perda de peso (44,4%) e
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fraqueza (33,3%) confirmam a inespecificidade da apresentacdo clinica da PE, previamente
evidenciada por outros estudos (Zobba et al, 2008; Laus et al., 2015).

Relativamente aos 3 cavalos que apresentavam sintomatologia de c6lica, pleuropneumonia e
miosite, respetivamente, e que foram diagnosticados como positivos a T. equi, pode ser
considerada a hipotese destas doencas, por comprometimento do sistema imunitario, terem
sido responsaveis pela reagudizacdo da infecdo, que se mantinha até entdo em fase de
laténcia (Oladosu & Olufemi, 1992).

Considerando o grupo NS, a inespecificidade dos sinais clinicos observados pelos
veterinarios referentes associa-se a uma lista de diagndsticos diferenciais muito vasta e
consequentemente & necessidade de realizacdo de exames complementares adicionais que
permitissem um diagnostico definitivo. Relativamente ao Unico cavalo que apresentou
edema dos membros e distensdo articular, uma vez excluida a hipotese de se tratar de PE, e
pelo facto da historia pregressa do animal indicar a permanéncia do mesmo a campo durante
todo o ano, uma das principais doengas a considerar na lista de diagndésticos diferenciais
seria doenca de Lyme, cujo agente etiolégico € Borrelia burgdorferi, bactéria igualmente
transmitida por vetores ixodideos (van der Kolk, 2016). No entanto, ndo foi realizado

qualquer tipo de teste de diagndstico para a doenca.

6.2. Técnica de qPCR na detecdo e quantificacdo de T. equi e B. caballi

Uma vez que todas as amostras diagnosticadas como positivas a PE por gPCR foram
confirmadas por nPCR, comprovou-se a elevada sensibilidade e especificidade desta técnica
quantitativa de diagnostico molecular tanto na detecdo de doenca clinica como subclinica,
(Kim et al., 2008; Bhoora et al., 2010; Jaffer et al., 2010).

As equacdes das retas padrdo que permitiram a determinacdo da carga parasitaria de T. equi
e B. caballi, associadas a eficiéncias de 91,3% e 90,9%, respetivamente, revelaram-se uma
ferramenta Gtil principalmente para efeitos de comparacdo. No entanto, num estudo
realizado por Bhoora et al. (2010), foram obtidos valores de eficiéncia de 99,7% e 97,8%
para a quantificacdo dos mesmos agentes, 0 que sugere a necessidade de aperfeicoamento
das equacdes das retas padrdo obtidas no presente estudo, nomeadamente através da
realizacdo de um maior namero de dilui¢des das solucdes de plasmideos recombinantes.
Relativamente a carga parasitaria de T. equi, a diferenca entre os valores médios registados
para os grupos PC e SC n&o se traduziu numa diferenca significativa que permitisse o
estabelecimento de um valor cut-off de diferenciagdo entre doenga clinica e subclinica com

base na parasitémia. Além disso, a similitude dos valores médios de parasitémia obtidos para
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0s dois grupos podera sugerir uma resposta competente do sistema imunitario dos cavalos do
grupo PC face a infecdo (Cunha et al., 2006), que apesar de ndo impedir a manifestacdo de
alguns sinais clinicos apresenta um papel importante na atenuacdo do quadro clinico
apresentado.

A detecdo de apenas 2 cavalos positivos a B. caballi no grupo PC justificou que neste estudo
ndo fossem avaliadas diferencas de valores de parasitémia para este agente entre 0s grupos
PC e SC nem entre cavalos positivos a B. caballi e cavalos positivos a T. equi.

6.3. Caracterizacdo das alteracdes hematoldgicas na piroplasmose equina

6.3.1. Hemograma

Relativamente ao eritrograma, apesar de terem sido identificadas diferencas significativas no
valor médio de HCM entre os grupos PC e NS, este parametro encontrava-se dentro do
intervalo de referéncia em ambos os grupos. Além disso, 0 HCM por si s6 ndo apresenta
grande utilidade, sendo preferivel a interpretacdo conjunta do VCM e CHCM, uma vez que
com estes parametros é possivel relacionar a concentragdo de hemoglobina nos eritrécitos
com o volume dos mesmos (Gavazza, Delgadillo, Gugliucci, Pasquini & Lubas, 2002). No
entanto, ndo ocorreram diferencas significativas nestes dois parametros entre grupos.

No leucograma, as diferencas significativas registadas no valor absoluto de mondcitos entre
0 grupo PC (530,0 + 849,0 células/uL) e os grupos NS (293,0 + 295,8 células/uL) e SC
(126,5 + 77,3 células/pL), ainda que todos os valores se encontrassem dentro do intervalo de
referéncia, motiva a teoria de que na PE clinica podera ocorrer uma maior migracdo destas
células (produzidas na medula dssea) para a circulagdo sistémica. A diferenciacdo de
mondcitos em células dendriticas e macréfagos constitui um importante mecanismo de
defesa do organismo face a um estimulo inflamat6rio, nomeadamente agentes infecciosos
(Rudolph, Correa, Zurita & Manley, 1975; Cowell & Tyler, 2002). Além disso, segundo
Cowell & Tyler (2002), o aumento do valor absoluto de mondcitos é frequentemente
observado em cavalos com doencas associadas ao fenémeno de hemolise.

Apesar dos cavalos do grupo NS apresentarem febre de origem inespecifica, sinal cardinal
de resposta inflamatéria, a mediana do valor absoluto de mondcitos neste grupo e a
comparacdo com o grupo PC sugere que estes animais, negativos a PE, apresentavam uma
resposta inflamatoria menos intensa e com menor necessidade de mobilizac&o destas células
para controlo do foco de inflamacgdo.

O namero de neutréfilos em circulacao reflete o balanco entre as exigéncias a nivel tecidular

e a resposta dada pela medula éssea face as mesmas (Jefcoat, Wagner & Robinson, 2003).
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Assim, a neutrofilia ligeira sem desvio a esquerda registada em 75% dos animais do grupo
SC sugere que doentes subclinicos, apesar de ndo apresentarem alteracGes evidentes ao
exame fisico, tendem a manter uma resposta inflamatoria residual. Atualmente, ndo existem
estudos na espécie equina que avaliem alteracbes hematologicas associadas a doenca

subclinica.

6.3.2. Esfregaco sanguineo

A presenca de rouleaux revela-se um achado frequente durante a observacéo de esfregacos
sanguineos de cavalos saudaveis, relacionando-se com a rapida sedimentacdo destas células
na espécie equina (Cowell & Tyler, 2002).

A identificacdo de merozoitos de T. equi apenas nos esfregacos sanguineos de cavalos com
uma carga parasitaria igual ou superior a 7,2x10% parasitas/uL de sangue sugere a reduzida
sensibilidade desta técnica para o diagnostico da PE (Lempereur et al., 2017). No entanto, as
diversas alteragfes e formas celulares anormais identificadas durante a observagio
microscopica dos esfregagos comprovam a importancia da sua realizacdo durante a
avaliacdo de cavalos com suspeita da doenca.

Relativamente ao grupo PC, a anisocitose e policromasia registadas em 33,3% dos
esfregacos constituem uma das principais caracteristicas das anemias regenerativas (Cowell
& Tyler, 2002). No entanto, nenhum destes animais possuia um hematécrito inferior a 24%.
Assim, estas alteracdes poderdo ser indicadoras de uma resposta regenerativa precoce da
medula Ossea face a presenca dos hemoparasitas, mesmo antes de se ter instalado o quadro
de anemia.

A anisocitose observada num dos esfregacos sanguineos do grupo NS foi classificada como
sendo de baixo grau (Harvey, 2001). No entanto, para uma melhor avaliacdo desta alteracao,
dever-se-ia recorrer ao parametro objetivo que avalia a variacdo de volume dos eritrécitos, o
red blood cell distribution width (RDW) (Adewoyin & Nwogoh, 2014), ndo calculado neste
estudo.

A identificacdo de corpos de Howell-Jolly (inclusbes de DNA remanescente nos eritrocitos)
nos grupos PC e SC ndo apresenta necessariamente um significado clinico, uma vez que
estas formas podem ser identificadas em esfregagos sanguineos de cavalos saudaveis
(Cowell & Tyler, 2002). No entanto, a sua observagao ocorre maioritariamente nas anemias
regenerativas (Cowell & Tyler, 2002), caracterizadas por uma resposta ativa da medula
Ossea no processo de eritropoiese. Estas inclusdes podem ainda associar-se a uma

diminuicdo do sequestro de eritrdcitos a nivel esplénico (Adewoyin & Nwogoh, 2014).
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Os dacridcitos, identificados em 22,2% dos esfregacos do grupo PC, consistem em
eritrocitos em forma de lagrima com palidez central evidente, sendo um dos principais
diagnosticos diferenciais desta alteracdo morfologica a hipoferrémia (Adewoyin & Nwogoh,
2014). Apesar do valor médio da concentracdo plasmatica de ferro nos animais deste grupo
se encontrar dentro dos valores de referéncia, o grupo PC apresentou o valor mais baixo
entre os trés grupos em estudo, o que poderd justificar o facto de apenas terem sido
observados dacriocitos em esfregagos sanguineos deste grupo.

A hipersegmentacdo de neutrdfilos, identificada num esfregaco sanguineo do grupo SC,
ocorre quando se regista uma percentagem de neutrofilos circulantes com mais de 5
fragmentos nucleares igual ou superior a 5% (Adewoyin & Nwogoh, 2014). Apesar de
existirem poucos estudos em equinos que reportem esta alteracdo, os principais diagnosticos
diferenciais associados a hipersegmentacdo de neutrofilos sdo a administracdo de
corticosteroides, stress crénico, doencas mieloproliferativas, doenca hepatica (Ramaiah,
Harvey, Giguere, Franklin & Crawford, 2003), doenca renal, anemia megaloblastica,
hipoferrémia (Adewoyin & Nwogoh, 2014) e etiologia idiopatica (Prasse, George &
Whitlock, 1981).

6.4. Caracterizacdo das alteracbes em biomarcadores de resposta inflamatéria na
piroplasmose equina

6.4.1. SAA e ferro plasmatico

Atualmente, a SAA ¢ a proteina de fase aguda mais utilizada em clinica de equinos, ndo s
pela elevada sensibilidade enquanto marcador de resposta inflamatéria (Pollock, 2017) mas
também pela sua utilidade no processo de diagnostico, estabelecimento de prognéstico e
monitorizacao da resposta a terapéutica (Pugliese, Gaiti, & Boiti, 2012). Neste estudo, foram
observadas diferencas significativas nos niveis de SAA entre os grupos PC (901,0 + 366,0
mg/L) e SC (12,0 + 5,3 mg/L), sugerindo que animais com doenca clinica tendem a
apresentar um grau de resposta inflamatéria invariavelmente superior a animais com doenca
subclinica, cuja mediana dos valores de SAA se encontrava dentro do intervalo de
referéncia. Segundo Walston (2015), que reuniu resultados de varios estudos, animais
saudaveis tendem a apresentar niveis de SAA proximos de 0 mg/L, sugerindo que valores
superiores, ainda que dentro do intervalo de referéncia, poderdo relacionar-se com a
presenca de condig¢des subclinicas, embora sejam necessarios mais estudos neste &mbito.
Apesar de ndo terem sido registadas diferencas significativas para a SAA entre os grupos PC

e NS (130,0 + 666,6 mg/L), a mediana dos valores obtida para o segundo grupo sugere uma

o1



resposta inflamatoria de intensidade inferior a do grupo PC, com uma baixa probabilidade
ser necessaria a implementacdo de terapéutica especifica na maioria dos casos, devendo o
tratamento de suporte ser considerado de acordo com os achados ao exame fisico e testes
complementares realizados. Contrariamente, o valor mediano de SAA obtido para o grupo
PC, superior a 700 mg/L, propde a necessidade de implementacdo de tratamento médico
dirigido contra os agentes da PE (Hulten et al., 2010; Ludwig et al., 2016; Viner et al.,
2017), nunca descartando a hipo6tese de existéncia de uma patologia concomitante sem antes
realizar uma avaliacdo adequada do animal.

No presente estudo, apesar da concentracdo plasmatica de ferro se encontrar dentro do
intervalo de referéncia em todos 0s grupos, registou-se um valor médio significativamente
inferior no grupo PC (123,3 = 42,8 pg/dL) em relacéo aos grupos NS (210,4 + 42,5 pg/dL) e
SC (191,9 + 55,3 pg/dL). Estes resultados concordam parcialmente com os obtidos num
estudo semelhante de Bottari et al. (2016), em que a concentracdo plasmatica de ferro em
caes com quadro agudo de erliquiose (doenga provocada por uma bactéria hemotrépica
transmitida por vetores ixodideos), além de significativamente inferior a do grupo de
controlo (representado por animais saudaveis), se encontrava abaixo do limite inferior de
referéncia considerado para este parametro. O facto de os animais do grupo PC terem
apresentado apenas um quadro subagudo de PE pode justificar as diferencas significativas da
concentracdo plasmatica de ferro entre este e 0 grupo NS, sem que no entanto tenha ocorrido
um desvio dos valores de ferro do grupo PC em relacdo ao intervalo de referéncia.

Segundo Ganz & Nemeth (2015), a regulacdo sistémica da concentracdo plasmatica de ferro
durante a resposta inflamatéria deve-se principalmente ao aumento da producdo de
hepcidina. Este aumento traduz-se na diminuicdo da absorcdo intestinal de ferro, aumento da
sintese hepatica de proteinas de ligacdo e aumento do sequestro deste elemento por
macrofagos, constituindo um importante mecanismo de defesa do hospedeiro, uma vez que o
ferro é essencial para a sobrevivéncia da maioria dos microorganismos, incluindo os agentes
da PE (Kappmeyer et al. 2012). Assim, os resultados do presente estudo sugerem que o ferro
plasmatico podera ser util na distin¢do de cavalos com piroplasmose e cavalos com doenca
inflamatdria de outra etiologia, ndo devendo no entanto ser excluida, com base nos
resultados obtidos, a hipotese de alguns cavalos do grupo NS serem portadores de outra
doenca de etiologia infecciosa.

A diferenca significativa entre os resultados obtidos para o ferro plasmatico entre os grupos
PC e SC apoia a teoria de que animais com doenca clinica, por apresentarem infecéo ativa e

consequentemente uma resposta inflamatoria mais intensa, comprovada pelos valores de
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SAA, tendem a demonstrar niveis plasmaticos de ferro inferiores quando comparados com
cavalos cuja doenga se encontra em estado de laténcia. Atualmente, ndo existem quaisquer
estudos em equinos que avaliem a concentragdo plasmatica de ferro em estadios subclinicos
de doenca. No entanto, Bottari et al. (2016) também avaliaram alteracdes do metabolismo
deste elemento em cées portadores assintomaticos de erliquiose. Os resultados desse estudo
revelaram que animais com doenca subclinica exibiam um aumento significativo dos niveis
plasmaticos de ferritina e transferrina, proteinas de ligac&o ao ferro induzidas pela hepcidina,
sem alteracdo significativa da concentracdo plasmatica de ferro, sugerindo que a ativacéo
deste mecanismo de defesa também ocorre em doentes subclinicos, embora sem repercussao

nos niveis plasmaticos de ferro.

6.4.2. Proteinas totais e fibrinogénio plasmatico

Ndo foram identificadas diferencas significativas nas proteinas totais e fibrinogénio
plasmaético entre os grupos em estudo, sugerindo a pouca relevancia destes parametros na
avaliacdo de cavalos com suspeita de piroplasmose.

Dada a ordem de grandeza da concentracdo de SAA (expressa em mg/L) ser tdo reduzida em
relacdo & da concentracdo de proteinas totais (expressas em g/dL, ou seja, 10*mg/L), as
alteracbes na concentracdo da proteina de fase aguda ndo foram suficientes para se
refletirem num aumento significativo do valor das proteinas totais em nenhum dos grupos.
Relativamente ao fibrinogénio plasmatico, registaram-se valores de mediana dentro do
intervalo de referéncia e sem diferencas significativas entre grupos. Estes resultados podem
relacionar-se com o facto de o fibrinogénio ser uma proteina de fase aguda de reacdo lenta
durante a resposta inflamatoria (Borges et al., 2007) e de as varia¢cdes na sua concentracdo
plasmatica ndo serem tdo evidentes como no caso da SAA (Gruys, Toussaint, Niewold &
Koopmans, 2005). Assim, sera plausivel considerar que tanto os animais do grupo PC como
NS se encontrariam numa fase inicial de resposta inflamatoria, sem repercurssdes ao nivel
da concentracdo plasmatica de fibrinogénio. Relativamente ao grupo SC, uma vez que a
infecdo se encontrava numa fase de laténcia, caracterizada por niveis basais de SAA, 0s
resultados obtidos para o fibrinogénio apoiaram novamente a teoria de que estes animais
apresentariam uma resposta inflamatoria residual, justificando a auséncia de alteracfes nos

valores obtidos para esta proteina.
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6.5. Limitagdes do estudo e perspetivas futuras

A principal limitacdo deste estudo advem do numero relativamente reduzido de amostras
analisadas, que se deveu sobretudo ao facto da recolha das mesmas ter ocorrido entre o final
do outono e inicio da primavera, estacbes do ano pouco propicias a ocorréncia de infecao
primaria, considerando a baixa incidéncia de vetores ixodideos neste periodo. No estudo
realizado por Zooba et al. (2008), que avaliou a distribuicdo de casos de PE durante o ano
em Itélia, registou-se uma maior incidéncia de doenca clinica entre maio e julho.

Como perspetivas futuras, seria interessante comecar por aumentar o numero de animais
testados. Além disso, uma vez que os cavalos incluidos neste estudo representam uma area
geogréfica muito limitada, dever-se-ia apostar numa maior divulgacdo de estudos desta
natureza com o objetivo de abranger um maior nimero de regiGes do pais. Analises
igualmente pertinentes seriam a avaliacdo da intensidade da sintomatologia apresentada em
funcdo da carga parasitaria e também a retestagem de animais positivos com doenca clinica
apos realizacdo de tratamento médico, de modo a avaliar a evolucdo da parasitémia.

Apesar deste estudo sugerir a utilidade de alguns parametros hematoldgicos e marcadores
inflamatdrios na caracterizacdo da PE, seria interessante explorar o potencial de outros
parametros neste sentido. Considerando os resultados de estudos realizados em cées
infetados com Erlichia canis (Bottari et al., 2016; Escribano et al., 2017), a avaliacdo dos
niveis plasmaticos de albumina e hepcidina na PE devera ser considerada em estudos futuros.
Adicionalmente, poder-se-ia introduzir um quarto grupo de animais saudaveis (grupo S)
caracterizado por animais sem febre e negativos a ambos os agentes da PE. Assim, as
comparacgOes realizadas entre os grupos PC-NS, PC-SC e NS-SC poderiam ser estendidas,
com particular interesse na avaliacdo de diferencas entre o grupo de animais portadores
assintomaticos e animais do grupo S, de modo a tentar identificar valores cut-off que
associassem animais com determinadas alteracbes no hemograma e/ou marcadores
inflamatorios a uma maior probabilidade de serem portadores assintomaticos de PE.

A identificacdo de cavalos portadores assintomaticos daria suporte a tomada de decis6es em
diversas situacbes frequentes na pratica clinica, nomeadamente optar pela realizacdo de
tratamento médico previamente a realizacdo de cirurgias eletivas, venda ou participacdo em
competicdes no estrangeiro e na selecdo de éguas reprodutoras. Além disso, sendo a
oxitetraciclina um dos farmacos mais utilizados atualmente no tratamento da doenca e
considerando a problematica das resisténcias aos antibidticos na atualidade, o diagndstico de
cavalos com PE poderé contribuir para a prevencdo do tratamento inadequado de animais

que apesar de apresentarem sinais compativeis com a doenga s@o negativos a mesma.
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7. Concluséo

Nas Ultimas décadas, a PE tem apresentado um impacto crescente na industria equestre,
condicionando a venda e participacdo de cavalos em competicGes desportivas em diversos
paises, que ao implementarem medidas de restricdo criteriosas passaram a assegurar a
manutencdo de um estatuto indemne para a doenca.

Neste estudo, os cavalos com PE clinica positivos a T. equi apresentaram um quadro
subagudo da doenca, caracterizado por sinais clinicos inespecificos como febre, depresséo,
perda de apetite, perda de peso, fraqueza e alteracdo da coloracdo das mucosas. Por outro
lado, os 2 cavalos positivos a B. caballi manifestaram um quadro cronico da doenca,
registando-se apenas a presenca de febre.

Relativamente aos testes de diagnostico, concluiu-se que o PCR quantitativo representa uma
excelente ferramenta para a detecdo de cavalos com PE clinica e subclinica, tendo sido
associado a uma especificidade de 100%. Além disso, a determinacdo objetiva da
parasitémia apresenta um grande potencial para estudos futuros, nomeadamente para um
maior esclarecimento da relacdo existente entre os sinais clinicos, tratamento médico e a
carga parasitaria. Por outro lado, a realizacdo de esfregacos sanguineos, apesar de nao
dispensavel devido as alteracdes morfoldgicas possiveis de identificar, representa um meio
de diagndstico pouco sensivel no que diz respeito ao diagnostico de animais com PE.

A alteragdo hematoldgica mais significativa consistiu no aumento do ndmero de mondcitos
em cavalos com doenca clinica comparativamente a animais com febre de origem
inespecifica negativos a PE e cavalos portadores assintomaticos da doenca. Além disso, no
leucograma dos animais com doenca subclinica foi observada neutrofilia em 75% dos casos.
Verificou-se um aumento significativo da concentracdo de amildide sérica A em cavalos
com doenca clinica relativamente a animais subclinicos. A concentracdo plasmatica de ferro
também apresentou diferencas significativas entre cavalos positivos a PE com doenca
clinica, cavalos com febre de origem inespecifica de outra etiologia e cavalos portadores
assintomaticos da doenga.

Com este estudo, foi possivel identificar algumas alteraces laboratoriais relevantes na
caracterizacdo da PE em diferentes estadios da doenca, que comprovaram a utilidade da
realizacdo deste tipo de exames complementares na avaliacdo de animais suspeitos. No
futuro, é necessaria a realizacdo de projetos semelhantes que complementem a informacao
até agora recolhida, de modo a que a PE, doenca endémica em Portugal, seja cada vez mais

valorizada pelos médicos veterinarios.
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9. Anexos

Anexo 1 — Questionario enviado aos veterinarios referentes para preenchimento aquando do

envio de amostras para analise. Original.

PIROPLASMOSE EQUINA: ALTERAGOES DE MARCADORES INFLAMATORIOS
QUESTIONARIO

(a preencher pelo médico veterinario)

IMPORTANTE: No envelope devem ser enviados, juntamente com este questionario: sangue num tubo de EDTA e
sangue num tubo de heparina.

DATA: I |

RESULTADOS ANALISES LABORATORIAIS (assinalar com x)

Pretendo receber o resultado do teste de PCR Theileria / Babesia (custo de 20€ + IVA)

Pretendo receber o resultado dos testes de Hematologia, Fibrinogénio e Amildide Sérica A (custo de 21€ + IVA)

DADOS DO MEDICO VETERINARIO:

Nome do Médico Veterinario:

Contacto telefénico:

E-mail:

Morada:

NIF: (se € a primeira vez que esta a enviar analises para este estudo, por favor

indique os seus (ndo os do proprietario) dados de facturagéo)

DADOS GERAIS DO CAVALO:

Nome: Proveniéncia (concelho):
Idade: Raca:
Género: M/ F Se M: Garanho / Castrado Se F: Gestante? S/ N

HISTORIA PREGRESSA:

Alguma vez foi diagnosticado com piroplasmose: S/ N
Se sim, quando e que teste foi realizado?

Febre nas Ultimas 72 horas? S/ N Se sim, quantificar: °C

Coloragdo das mucosas: Normais Palidas Congestionadas Cianoticas Ictéricas
Outros sinais clinicos observados:

Perda de Apetite Fraqueza Depressao Perda de peso
Edemas [ Linfadenomegalia Mialgia

Alteracéo na estabulagdo recentemente? S/ N
Se sim, qual?

Alguma viagem/transporte recentemente? S/ N
Se sim, descrever:

Problemas médicos prévios? S/ N
Se sim, qual/quais?
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Anexo 2 — Intervalos de referéncia dos parametros avaliados no hemograma. Adaptado dos

valores de referéncia considerados para a espécie equina pelo equipamento utilizado.

ERITROGRAMA

Parametro Unidades Intervalo de Referéncia
Eritrécitos x10° células/pL 5,5-9,5
Hematocrito % 24-44
Hemoglobina g/dL 8-14
VCM fl 37-58,5
HCM pg 12,3-19,9
CHCM g/dL 31-38,6
LEUCOGRAMA
Parametro Unidades Intervalo de Referéncia
Leucécitos x10° células/pL 6-12
Neutrofilos segmentados células/pL 600-4000
Neutrofilos ndo ,
segmentados células/pL 0-120
Linfdcitos células/pL 2500-7500
Mondcitos células/pL 0-800
Eosinofilos células/pL 0-925
Basofilos células/pL 0-170
TROBOGRAMA
Parametro Unidades Intervalo de Referéncia
Plagquetas x10°/uL 100-350
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Anexo 3 — Valores de ¥ £ 0 e ¥ + IQR registados para os respetivos parametros avaliados no

hemograma. Original.

ERITROGRAMA

Parametro Grupo PC Grupo NS Grupo SC
Eritrécitos
1P it 75+16 6,9+13 75+11
Hem?oi?crito 331+65 31,7+67 346+57
Hemgg[‘)’bi”a 118+23 117+25 124+16
V(Cff)'\" 445 + 3.0 459+31 460+1,8
H&')V' 15,8 + 0.6 17.0+1,0 16,6 + 0,6
CHCM 357+14 37.0+15 36,1+12
(g/dL)
LEUCOGRAMA
Parametro Grupo PC Grupo NS Grupo SC
Leucdcitos
10" i) 10,4+ 4,3 83+38 84+10
Neutrofilos
segmentados 6058,0 + 5409,0 5370,0 + 3746,0 4317,0 + 1195,8
(células/pL)
Neutrofilos ndo
segmentados 0+186,0 0+0 0+0
(células/pL)
Linfocitos 1674,0 + 860,0 1534,5 + 1373,3 3077,0 + 13425
(células/pL)
Mondcitos 530,0 + 849,0 293,0 + 295,8 1265 + 77,3
(células/pL)
Eosinofilos 0+0 33,5 + 60,0 90,0 + 2098
(células/pL)
Ba}sc’)filos 0+0 10,0 + 27,5 0+0
(células/pL)
TROMBOGRAMA
Parametro Grupo PC Grupo NS Grupo SC
Plaquetas (x10%uL) 138,0 + 1410 172,0 + 645 2335+ 113,8




