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Resumo 

No presente estudo, foi investigada a diversidade genética de Theileria orientalis que circulam 

entre populações de búfalos de nove rebanhos com e sem histórico de linfomas do estado do 

Pará, na região Amazônica, Brasil. Foram avaliadas molecularmente amostras sanguíneas de 

500 animais, ao longo dos anos de 2011 e 2020, das raças Murrah, Mediterrâneo e Jafarabadi, 

de ambos os sexos, com idade variando entre 2 e 15 anos. Amostras de 135 animais também 

foram avaliadas através das técnicas parasitológicas diretas de esfregaço sanguíneo, Buffy coat, 

técnica de Woo e Brener para pesquisa direta de hemopatógenos. Seis animais com suspeita de 

linfoma também foram avaliados através de necropsia, análises histopatológicas, análise 

molecular das massas tumorais e linfonodos, análise citológica de linfonodo de quatro animais 

e diagnóstico diferencial para vírus causadores de linfoma das espécies Bovine leukemia virus, 

Bovine herpesvirus 6 e de Bovine immunodeficiency vírus e hemopatógenos dos gêneros 

Anaplasma; Ehrlichia; Mycoplasma; Babesia e Trypanosoma. Nenhum hemopatógenos foi 

detectado através das técnicas parasitológicas diretas. Das 500 amostras sanguíneas submetidas 

às análises moleculares dirigidas ao gene 18S rRNA do gênero Theileria 15,4% (77/500) foram 

positivas. Essas mesmas amostras foram positivas quando avaliadas para os genes ITS e MPSP, 

específicos de T. orientalis. Foi possível obter 21 sequências com qualidade referentes ao gene 

MPSP (~770pb) para análises filogenéticas. A análise da sequência de nucleotídeos dos 

fragmentos do gene MPSP de T. orientalis amplificados a partir de amostras de DNA de sangue 

positivas para T. orientalis revelaram a presença de três genótipos. Destes, o presente estudo 

descreveu pela primeira vez a presença de um novo genótipo de parasito do complexo T. 

orientalis, nomeadamente tipo N4. Os genótipos consistiram nos tipos N1, N2 e N4. Também 

foram incluídos no presente estudo seis casos de linfomas em bubalinos de duas propriedades 

localizadas no Pará, onde foi realizado um estudo clínico-anatomopatológico e etiológico 

desses linfomas. Pelas características anatomopatológicas os linfomas foram caracterizados 

como multicêntrico acometendo animais com idade entre dez e 11 anos. Não foi detectada a 

presença de material gênico de vírus e hemopatógenos nos linfomas e sangue desses animais, 

no entanto foi verificada a presença de DNA de T. orientalis pelo gene ITS, 18S rRNA e MPSP. 

Pelas inferências filogenéticas do gene MPSP as sequências isoladas dos linfomas apresentaram 

os genótipos N2 e N4. O novo genótipo N4 foi o mais frequente nas populações estudadas e 

parece estar envolvido na etiologia dos linfomas nos animais avaliados. Este é o primeiro relato 

que descreve a diversidade genética de T. orientalis em búfalos de água na América do Sul e 

seu possível envolvimento etiológico com linfomas em búfalos.  

Palavras-chave: Theileriose. gene MPSP. Genótipo. Filogeografia. Diversidade genética. 

Linfoma. 

 

 

 



 

Abstract 

In the present study, we investigated the genetic diversity of Theileria orientalis circulating 

among buffalo populations from nine herds with and without a history of lymphoma in the state 

of Pará, in the Amazon region, Brazil. Blood samples from 500 animals were molecularly 

evaluated, over the years 2011 and 2020, from Murrah, Mediterranean and Jafarabadi breeds, 

of both sexes, aged between 2 and 15 years. Samples from 135 animals were also evaluated 

using the direct parasitological techniques of blood smear, Buffy coat, Woo and Brener 

technique for direct investigation of hemopathogens. Six animals with suspected lymphoma 

were also evaluated through necropsy, histopathological analysis, molecular analysis of tumor 

masses and lymph nodes, cytological analysis of lymph nodes from four animals and 

differential diagnosis for viruses that cause lymphoma of the species Bovine leukemia virus, 

Bovine herpes virus 6 and Bovine immunodeficiency virus and hemopathogens of the 

Anaplasma genera; Ehrlichia; Mycoplasma; Babesia and Trypanosoma. No hemopathogens 

were detected through direct parasitological techniques. Of the 500 blood samples submitted to 

molecular analyzes directed to the 18S rRNA gene of the genus Theileria, 15.4% (77/500) were 

positive. These same samples were positive when evaluated for ITS and MPSP genes, specific 

for T. orientalis. It was possible to obtain 21 quality sequences referring to the MPSP gene 

(~770pb) for phylogenetic analysis. Nucleotide sequence analysis of MPSP of T. orientalis gene 

fragments amplified from T. orientalis positive blood DNA samples revealed the presence of 

three genotypes. Of these, the present study described for the first time the presence of a new 

parasite genotype of the T. orientalis complex, namely type N4. The genotypes consisted of 

types N1, N2 and N4. Also included in the present study were six cases of lymphomas in 

buffaloes from two properties located in Pará, where a clinical, anatomopathological and 

etiological study of these lymphomas was carried out. Due to the anatomopathological 

characteristics, the lymphomas were characterized as multicentric, affecting animals aged 

between ten and 11 years. The presence of genetic material from viruses and hemopathogens 

was not detected in the lymphomas and blood of these animals, however, the presence of T. 

orientalis DNA was verified by the ITS gene, 18S rRNA and MPSP. By the phylogenetic 

inferences of the MPSP gene, the sequences isolated from the lymphomas presented the 

genotypes N2 and N4. The new N4 genotype was the most frequent in the populations studied 

and seems to be involved in the etiology of lymphomas in the evaluated animals. This is the 

first report describing the genetic diversity of T. orientalis in water buffaloes in South America 

and its possible etiological involvement with lymphomas in buffaloes. 

Keywords: Theileriosis. MPSP gene. Genotype. Phylogeography. Genetic diversity. 

Lymphoma. 
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1 INTRODUÇÃO 

 Os búfalos de água (Bubalus bubalis) são encontrados em todos os estados brasileiros, 

constituindo o maior rebanho de búfalos ocidentais (Bernardes, 2007; Silva et al., 2014a). A 

população mundial de búfalos cresceu 3,29% nos últimos dez anos (FAO, 2015).  Atualmente, 

segundo os dados da Pesquisa Pecuária Municipal (PPM), do Instituto Brasileiro de Geografia 

e Estatística (IBGE) são 1.381.395 bubalinos, predominantemente distribuídos na região norte 

do país (911.166 cabeças) principalmente no estado do Pará (513.406), com os maiores efetivos 

bubalinos (IBGE, 2017). Isso se deve às vantagens econômicas que esses animais 

proporcionam, carne e o leite de excelentes propriedades organolépticas (sabor, odor, cor, 

textura), além de serem rústicos, precoces, férteis e longevos, o que tornam uma atividade 

economicamente rentável e saudável (Brasil, 2016). Assim, a bubalinocultura vem ganhando 

destaque no cenário nacional (Silva et al., 2014a). 

 Os bubalinos são conhecidos pela sua rusticidade e quando comparados com outros 

animais domésticos, são geralmente mais resistentes às enfermidades (Silva et al., 2014b; 

Romero-Salas et al., 2016). Embora a razão ainda não tenha sido esclarecida, o efeito de alguns 

patógenos sobre os búfalos é muitas vezes menos deletério do que nos bovinos (Silva et al., 

2014b). No entanto, em alguns países tropicais e subtropicais as doenças parasitárias dos 

búfalos têm desempenhado um papel importante, visto que esses animais têm sido considerados 

reservatórios para outros animais (Terkawi et al., 2011; Silva et al., 2013a; Romero-Salas et al., 

2016). 

 Em diversos países, incluindo o Brasil é comum os bovinos e bubalinos compartilharem 

as mesmas instalações e pastos. Com base nessa observação, tem sido levantada a hipótese de 

que os búfalos constituem um importante reservatório de infecções parasitárias, potencialmente 

aumentando os casos de hemoparasitoses nos bovinos e impedindo as medidas de erradicação 

dos patógenos e dos carrapatos vetores (Gomes et al., 2008;  Oura et al., 2011; Silva et al., 

2013a; Silva et al., 2013b; Silva et al., 2014a; Silva et al., 2014b; Silva et al., 2014c; Sivakumar 

et al., 2014a; Sivakumar et al., 2014b; Noé et al., 2016; Romero-Salas et al., 2016; Silveira et 

al., 2016). 

 Sabe-se que as doenças causadas por patógenos transmitidos por carrapatos causam 

impactos adversos na saúde dos animais e impõem consideráveis limitações ao aumento da 

produtividade dos animais (Galon et al., 2019). A piroplasmose é uma doença causada por 

protozoários transmitidos por carrapatos, pertencentes a dois gêneros intimamente 

relacionados, Theileria e Babesia, afetando vários ruminantes domésticos e selvagens 
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(Uilenberg, 1995; Makala et al., 2003; Sivakumar et al., 2014a). Os membros do gênero 

Theileria são caracterizados pela biologia complexa, entre várias espécies (Mans et al., 2015); 

espécies de importância em bovinos são os grupos T. annulata, T. parva e T. orientalis 

(Sivakumar et al., 2014a). Em geral, os búfalos de água infectados com hemoprotozoários 

raramente apresentam sinais clínicos. Assim, seu potencial como animais portadores e 

reservatórios de patógenos é frequentemente negligenciado. 

 Variações na sequência do gene MPSP (Major piroplasm surface protein) têm sido 

utilizadas para determinar a diversidade genética de T. orientalis (Kakuda et al., 1998; 

Gebrekidan et al., 2017a), com base na análise de sequência do gene MPSP, 11 genótipos foram 

relatados: Chitose (Tipo 1), Ikeda (Tipo 2), Buffeli (Tipo 3–8) e N (1-3) (Sivakumar et al., 

2014a). Vários estudos relataram a presença de genótipos de T. orientalis em búfalos de água 

(Oura et al., 2010; Altangerel  et al., 2011; Aparna et al., 2011; Khukhuu et al., 2011; He et al., 

2012; Ghaemi et al., 2012; Sivakumar et al., 2013; Sivakumar et al., 2014a; Vinodkumar et al., 

2015). Na América, a primeira descrição molecular da T. orientalis ocorreu em búfalos no 

estado do Pará, região Amazônica do Brasil, sugerindo que a infecção por Theileria talvez 

estivesse associada à doença linfoproliferativa (Silveira et al., 2016) caracterizada pelo 

desenvolvimento de linfoma e linfocitose nos animais, cuja etiologia é desconhecida (Oliveira 

et al., 2016b). Posteriormente, no estado do Maranhão, região Nordeste do Brasil, foi relatada 

a presença de T. orientalis na mesma espécie animal (Abate et al., 2018). Até o momento, não 

são estudadas informações sobre a diversidade genética das espécies de Theileria detectadas no 

país e o possível envolvimento dessas espécies na etiopatogenia de casos de linfomas em 

búfalos.   
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2 OBJETIVOS 

2.1 Objetivo geral  

Investigar a ocorrência e a diversidade genética de Theileria orientalis e avaliar a 

possível associação com os casos de linfomas em búfalos de água provenientes do estado do 

Pará. 

2. 2 Objetivos específicos 

- Investigar a presença de DNA de Theileria orientalis dirigidas aos genes 18S rRNA, 

da região completa ITS e do gene MPSP por meio da Reação em Cadeia da Polimerase 

(PCR); 

- Detectar a presença de linfoma nos animais; 

- Pesquisa de hemopatógenos em lâminas de esfregaços sanguíneos, da técnica de 

Brener, técnica de Woo e pela análise de buffy coat; 

- Realizar um estudo clínico-anatomopatológico e etiológico de seis casos de linfomas 

de um rebanho na região Amazônica e verificar associação com a infecção por T. 

orientalis; 

- Traçar inferências filogenéticas das sequências de T. orientalis obtidas com base no 

gene MPSP por meio da construção de filogramas; 

- Investigar a diversidade de genótipos de T. orientalis detectados nos animais sob 

estudo; 

- Realizar análises de distância a fim de visualizar eventos mutacionais que ocorreram 

entre as sequências nucleotídicas de T. orientalis ao longo da evolução. 
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3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

3.1 Bubalinos 

 Os búfalos domésticos são animais de origem asiática (domesticados há 7.000 anos), da 

família Bovidae, gênero Bubalus, espécie Bubalus bubalis (Linneau 1758), também conhecido 

como búfalo de água (do inglês “water buffaloes”). São divididos em dois grupos, Bubalus 

bubalis var. bubalis, conhecidos como búfalos de rio, búfalo aquático (do inglês “river 

buffaloes”) e B. bubalis var. kerebau, o búfalo de pântano (do inglês “swamp buffaloes”). São 

animais extremamente rústicos e apresentam alta capacidade de adaptação, podendo sobreviver 

em diversos ambientes, com grandes variedades de clima, relevo e vegetação. Por isso são 

encontrados praticamente em todos os continentes, particularmente na Ásia (Índia, Paquistão, 

Tailândia, China e Vietnã), África (Egito), Europa (Itália) e América do Sul (Brasil, Argentina, 

Venezuela, Peru e Colômbia) (FAO, 2015; Lourenço Júnior; Garcia, 2008; Bernardes, 2011). 

  No Brasil a bubalinocultura é uma atividade recente, mas este já é o maior detentor do 

rebanho da América do Sul, seguido por Venezuela, Argentina e Colômbia (Andrighetto et al., 

2005). Os primeiros animais a serem introduzidos no Brasil foram da raça Carabao, estes foram 

instalados inicialmente na região Norte, na Ilha de Marajó (estado do Pará) em 1890, oriundos 

da Europa, do Caribe e da Ásia, dando origem ao búfalo negro de Marajó. Em 1920, criadores 

do estado de Minas Gerais importaram vários animais da Índia e da Itália e dessas importações 

descenderam grande parte do efetivo bubalino da região Centro-Sul do país, principalmente 

Minas Gerais e São Paulo. Em 1945, animais da raça Mediterrânea foram importados da Itália 

e posteriormente, em 1961, mais criadores importaram búfalos das raças Murrah e Jafarabadi. 

O cruzamento dessas últimas raças com a raça Mediterrânea começou a ser expandido no país 

(Bernardes, 1997; Lourenço Júnior; Garcia, 2008).  

 Definiram-se assim, de acordo com a Associação Brasileira de Criadores de Búfalos 

(ABCB) três raças de búfalos de rio com padrão definido e registro genealógico: Murrah, 

Mediterrânea e Jafarabadi, além de uma raça de búfalo de pântano, a Carabão (Kierstein et al., 

2004; Bernardes, 2007). Dessas raças, as três primeiramente citadas são chamadas de búfalos 

pretos. A última também é chamada de búfalo rosilho (Kierstein et al., 2004; Bernardes, 2007). 

 Em 1989 criadores de búfalos da Bahia, Rio Grande do Sul e de São Paulo fizeram a 

importação de oito búfalos puros de pedigree da raça Mediterrânea da Itália, a partir daí houve 

difusão dessa raça pelo país. Devido a problemas sanitários a última importação de sêmens da 

Índia e da Itália das raças Mediterrânea e Murrah ocorreram no final do século XX. No Brasil, 
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a raça Murrah é a que tem crescido nos últimos 30 anos e atualmente supera a população de. 

Mediterrânea, sobretudo no que se refere a animais puros (ABCB, 2019). 

 O Brasil é uma demonstração da adaptabilidade do búfalo a condições de manejo e 

ambientes distintos (Zava, 1984). Os búfalos de água são encontrados em todos os estados 

brasileiros, constituindo o maior rebanho de búfalos ocidentais (Bernardes, 2007; Silva et al., 

2014a). Atualmente, segundo os dados da Pesquisa Pecuária Municipal (PPM), do Instituto 

Brasileiro de Geografia e Estatística (IBGE) são 1.381.395 bubalinos, predominantemente 

distribuídos na região Norte do país (911.166 cabeças), maior produtora, com destaque para o 

Estado do Pará (513.406 cabeças) que responde por 37% do rebanho nacional, que estão 

distribuídas, basicamente, na ilha de Marajó e no Baixo e Médio Amazonas. Em seguida 

aparecem o Sudeste e o Nordeste, com 184 e 130 mil cabeças, respectivamente. Na região 

Sudeste ganham destaque os estados de São Paulo (105.114) e Minas Gerais (66.613), com os 

maiores efetivos bubalinos (IBGE, 2017). Assim, a bubalinocultura vem ganhando importância 

no cenário nacional (Silva et al., 2014a), tornando-se uma atividade economicamente rentável 

e saudável (Brasil, 2016). Esses animais também podem ser utilizados em atividades de tração, 

transporte e produção de esterco (Oliveira, 2005; IBGE, 2017). 

 Associado ao elevado crescimento no efetivo bubalino no país, relacionada à produção 

e fornecimento de produtos pecuários visando atender as necessidades nutricionais dos seres 

humanos, está à preocupação com o manejo sanitário desses animais, uma vez que, embora 

apresentem semelhanças genéticas com os bovinos, os bubalinos apresentam algumas 

divergências, incluindo genes relacionados com a imunidade e doenças (Moaeen-Ud-Din; Bilal, 

2015), há uma escassez nos dados sobre os aspectos clínicos, patológicos e epidemiológicos 

dessa espécie no Brasil (Silva et al., 2014a). 

3.2 Theileria em ruminantes 

Os parasitos deste gênero são categorizados de acordo com a sua ação na célula 

hospedeira, em dois grupos: espécies transformadoras e não transformadoras. As espécies de 

Theileria consideradas transformadoras induzem os leucócitos parasitados de tal modo que as 

células infectadas podem proliferar-se indefinidamente em conjunto com os parasitos que 

ocupam seu citoplasma (Sivakumar et al., 2014a). Tradicionalmente nos ruminantes são 

descritas como espécies de Theileria transformadoras: T. parva, T. annulata, T. lestoquardi e 

T. taurotragi (Dobbelaere; Küenzi, 2004; Sugimoto; Fujisaki, 2002), estas são altamente 

patogênicas e causam morte (Sivakumar et al., 2014a).  
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As espécies de Theileria infectam uma grande variedade de ruminantes domésticos e 

selvagens. Sabe-se que T. parva e T. annulata infectam bovinos (Bos taurus / Bos indicus) e 

búfalos (Syncerus caffer / Bubalus bubalis) (Bishop et al., 2004), enquanto T. orientalis também 

infecta iaques (Bos grunniens) bovinos e búfalos (B. bubalis) (Fujisaki et al., 1994; Yin et al., 

2004). Além disso, várias espécies de Theileria (T. lestoquardi, T.separata, T. uilenbergi, T. 

luwenshuni, T. capreoli e T. ovis) foram relatadas infectando pequenos ruminantes (Ahmed et 

al., 2006). Ruminantes selvagens, como veados, antílopes e girafas, são infectados com várias 

espécies de Theileria ainda não classificadas, algumas das quais são altamente patogênicas e 

que frequentemente levam à morte desses animais (Höfle et al., 2004; Nijhof et al., 2005 ; 

Oosthuizen et al., 2009). 

Existem várias espécies de Theileria não transformadoras, incluindo T. orientalis, T. 

mutans, T. velifera e T. cervi, consideradas causadoras de doenças assintomáticas em 

ruminantes (Sivakumar et al., 2014a). Embora os parasitos desta última categoria sejam 

considerados relativamente benignos, surtos de doenças e perdas econômicas relacionadas a 

animais infectados já foram descritos (Zweygarth et al., 2009; Aparna et al., 2011; Chaisi et al., 

2011; McFadden et al., 2011; Eamens et al., 2013a). 

3.2.1 Taxonomia de Theileria não transformadoras em ruminantes 

Historicamente, a taxonomia de T. orientalis (anteriormente denominada grupo 

Theileria orientalis / sergenti / buffeli) é bastante controvérsia, devido à semelhança na 

morfologia das cepas, grande variabilidade de hospedeiros e vetores, ocorrência de infecções 

mistas, diversidade genética de parasitos e dificuldade em extrair isolados puros para estudos, 

especialmente em infecções benignas onde a parasitemia é baixa (Chae et al., 1999). 

Originalmente, esses parasitos foram classificados com base na origem geográfica (Uilenberg 

et al., 1985; Fujisaki et al., 1994). Tentativas adicionais de classificação levaram a sugestões de 

que o grupo deveria ser reclassificado em uma espécie (Uilenberg et al., 1985; Fujisaki et al., 

1994; Kakuda et al., 1998; Gubbels et al., 2000; Sivakumar et al., 2014a). Variações no gene 

da principal proteína de superfície do piroplasma (MPSP) foram usadas para classificar 

membros do grupo T. orientalis, separando-o em 11 genótipos (Sivakumar et al.,2014a). 

Em 1910 foram identificados os primeiros parasitos do grupo T. orientalis em bovinos 

Australianos sendo então classificado como T. mutans (Dodd, 1910) devido à semelhança 

morfológica com as espécies africanas descritas anteriormente (Theiter, 1906). Alguns anos 

depois, Wenyon (1926) fez a primeira descrição em ovelha de um parasito sanguíneo 

semelhante e o nomeou Babesia sergenti. No entanto, ao analisarem os desenhos morfológicos 
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de B. sergenti verificaram que correspondiam a protozoários do gênero Theileria (Fujisaki et 

al., 1994). Nos anos seguintes, na Sibéria Oriental, um novo parasito de bovino foi descrito 

como T. sergenti (Yakimoff; Dekhtereff, 1930). O parasito de ovelha, portanto, tem precedência 

em relação ao nome T. sergenti, tornando esse nome inválido para o parasito de bovino. 

Todavia, o nome T. sergenti havia sido amplamente utilizado na literatura para esse protozoário 

que acometia bovinos (Sivakumar et al.,2014a; Yam et al., 2018). Após a descrição inicial de 

“T. sergenti” em bovinos da Sibéria, um hemoparasito semelhante foi encontrado na mesma 

área e os autores o denominaram T. orientalis (Yakimoff; Soudatschenkoff, 1931). 

Posteriormente, estudos morfológicos e sorológicos (Uilenberg et al., 1977) revelaram 

que o isolado de T. mutans identificado na Austrália (Dodd, 1910) era da mesma espécie que 

“T. sergenti” (Yakimoff; Dekhtereff, 1930) e não a T. mutans africana descrita por Fujisaki et 

al. (1994). Os autores Morel e Uilenberg (1981) sugeriram que o isolado australiano era T. 

orientalis (Yakimoff; Dekhtereff, 1930) ou T. buffeli (Neveu-Lemaire, 1912). Após estudos 

sorológicos e morfológicos conduzidos em banco de amostras da Austrália, Grã-Bretanha, Irã, 

Japão, EUA e um estoque da Coréia de patogenicidade mais alta, os autores concluíram que a 

nomenclatura da Theileria Australiana deveria ser T. orientalis (Uilenberg et al., 1985). Porém, 

outros autores ainda propuseram que o nome T. buffeli fosse designado devido à transmissão 

do parasito ocorrer do búfalo ao bovino e ao fato de que os isolados caracterizados naquele 

momento eram todos infectantes para o búfalo (Callow, 1984; Stewart et al., 1996; Gubbels et 

al., 2000).  Estudos no Japão sugeriram que T. orientalis e T. buffeli fossem separados de T. 

sergenti e classificados como um grupo diferente devido às diferenças sorológicas e de 

transmissibilidade (Fujisaki, 1992; Kawazu et al., 1992; Fujisaki et al., 1994). Logo, concluiu-

se que a designação do nome T. sergenti, com exceção de ovelhas, não deve ser usada para 

nenhum hemoparasito de ruminantes (Morel; Uilenberg, 1981; Stewart et al., 1996; Uilenberg, 

2011). 

Apesar do consenso obtido em relação à T. sergenti, como supracitado, as técnicas 

morfológicas e sorológicas não foram suficientes para distinguir isolados do grupo Theileria 

orientalis/sergenti/buffeli. Nesse contexto, as técnicas moleculares e análises filogenéticas 

começaram a ser utilizadas como ferramenta mais prevalentes na identificação e diferenciação 

de espécies de Theileria desse grupo. Todavia, as análises subsequentes da taxonomia deste 

grupo utilizaram sequências dos genes 18S rRNA e MPSP como ferramenta mais prevalentes 

na identificação e diferenciação de espécies de Theileria desse grupo (Yam et al., 2018).  

Inicialmente às análises moleculares para classificação de Theileria baseava-se na genotipagem 
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da região variável V4 com o gene 18S rRNA (Allsopp et al., 1993), revelando sete genótipos 

(genótipos A a G) (Chae et al., 1998).  

O gene MPSP tornou-se importante nas análises filogenéticas devido à maior variação 

observada produzindo assim maior suporte de ramificação (Ota et al., 2009; Jeong et al., 2010). 

A análise inicial do gene MPSP revelou quatro genótipos principais, sendo eles denominados 

ikeda, chitose, buffeli e tipo thai (Kubota et al., 1996; Sarataphan et al., 1999). O genótipo tipo 

buffeli também foi separado nos subgenótipos B1 e B2 devido à variabilidade observada entre 

esses isolados (Kubota et al., 1996).  

Em 2010, oito genótipos de MPSP (1 a 8) foram classificados (Kim et al., 1998; Ota et 

al., 2009; Jeong et al., 2010). O genótipo tipo 6 da MPSP encontrado em bovinos e iaques foi 

reclassificado e o nome taxonômico Theileria sinensis foi sugerido para refletir divergência 

com os outros membros do grupo Theileria orientalis / sergenti / buffeli (Bai et al., 2002; Liu 

et al., 2010).  Khukhuu et al. (2011) identificaram três novos genótipos de ovinos, búfalos e 

bovinos no Vietnã (N1, N2 e N3, respectivamente), elevando o número atual de genótipos 

MPSP para 11 (Tipos 1–8 e N1–N3). Quando realizada a análise retrospectiva dos genótipos 

previamente identificados com o gene 18S rRNA (Chae et al., 1998) comparando com o atual 

esquema de genotipagem  MPSP evidencia-se que o genótipo A corresponde a chitose, enquanto 

os genótipos B e E correspondem a ikeda. Os genótipos C e D de 18S rRNA correspondem aos 

genótipos buffeli e Tipo 6 MPSP, respectivamente. Análises posteriores revelaram os genótipos 

18S rRNA F e G idênticos a T. cervi de uma espécie encontrada em alces (Yam et al., 2018). 

Os subgenótipos de buffeli B1 e B2 identificados por Kubota et al. (1996) correspondem ao 

genótipo de buffeli e ao tipo 4 MPSP, respectivamente (Sivakumar et al., 2014a; Yam et al., 

2018). 

3.2.2 Ciclo biológico de Theileria 

Os ciclos de vida dos protozoários do gênero Theileria são indiretos e envolvem 

carrapatos como vetores. O hospedeiro definitivo são carrapatos do gênero Rhipicephalus para 

T. parva; Hyalomma para T. annulata e Haemaphysalis para T. orientalis, que ingerem 

piroplasmas do sangue de um hospedeiro com parasitemia.  

No hospedeiro vertebrado ou intermediário ocorrem algumas variações sendo que 

algumas espécies induzem a transformação e proliferação celular do leucócito parasitado, como 

T. annulata e T. parva, enquanto outras espécies como T. orientalis não induzem essa 

transformação. Geralmente, os parasitos apresentam três estágios de multiplicação distintos: (1) 

esquizogonia (reprodução assexuada), que ocorre em hospedeiros vertebrados; (2) gametogonia 
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(reprodução sexuada) no qual ocorre o desenvolvimento e união de gametas dentro das células 

intestinais de carrapatos vetores; e (3) esporogonia (reprodução assexuada), que ocorre nas 

glândulas salivares de carrapatos vetores (Mehlhorn; Schein 1985; Nene et al., 2016). 

O ciclo nos bovídeos (Figura 1) se inicia quando o carrapato infectado inocula 

esporozoítos do parasito durante o repasto sanguíneo no hospedeiro vertebrado competente. 

Esses esporozoítos invadem as células linfoides e dependendo da espécie de Theileria, as 

células hospedeiras suscetíveis podem ser células T (CD4+ e CD8+) (Emery et al., 1988), 

células B (B1 e B2), monócitos e macrófagos (Moreau et al., 1999). O processo de invasão dos 

esporozoítos ocorre rapidamente e, uma vez internalizados, os núcleos deles se dividem para 

formar um esquizonte multinucleado conhecido como macroesquizonte com até 30 núcleos em 

aproximadamente 20h após a inoculação. A membrana do vacúolo parasitóforo se desintegra 

minutos após internalização dos esporozoítos, de modo que o esquizonte torna se circundado 

apenas pela membrana plasmática do parasito (Shaw, 2003) e o sincício multinucleado está 

localizado no centro organizador dos microtúbulos, próximo ao núcleo da célula hospedeira. 

Nas espécies transformadoras, os leucócitos bovinos infectados migram para o linfonodo de 

drenagem, onde proliferam-se clonalmente e se disseminam em vários tecidos do hospedeiro. 

Cada leucócito filho abriga parasitos, pois o esquizonte está fortemente ligado aos fusos 

mitóticos e é dividido na próxima progênie de leucócitos (Von Schubert et al., 2010). Acredita-

se que este seja o estágio mais patogênico do ciclo de vida pois induz a transformação celular.  

Após algum sinal, como o aumento de temperatura para T. annulata e um sinal desconhecido 

para T. parva, o esquizonte sofrerá citocinese e se desenvolverá no estágio de merozoíto 

uninucleado (merogonia/esquizogonia) no interior de eritrócitos (Tarjeri et al., 2021).    

Após alguns ciclos de merogonia/esquizogonia, o parasito induz a apoptose das células 

e os merozoítos são liberados na corrente sanguínea se diferenciando em piroplasmas 

multinucleados que são infectantes para carrapatos. Durante o repasto sanguíneo no hospedeiro 

com parasitemia, os eritrócitos infectados com os piroplasmas são ingeridos e após a ingestão, 

sobrevivem a presença de enzimas digestivas intestinais e microbiota, se desenvolvem em 

micro e macrogametas no lúmen intestinal do carrapato, onde ocorre a singamia e, portanto, a 

recombinação genética, formando um zigoto esférico, o único estágio diplóide. Os zigotos de 

Theileria devem então evadir as células fagocíticas do carrapato e invadir as células epiteliais 

da lâmina basal, onde se diferenciam no estágio de cineto complexo e móvel (oocineto).  

Durante a muda do carrapato, o oocineto migra pela hemolinfa e subsequentemente, e 

ao atingirem as glândulas salivares do carrapato entram seletivamente nas células acinares. A 

proliferação resulta em um sincício de esporoblastos. Após a muda e início da alimentação pelo 
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carrapato, a esporogonia resulta na segmentação dos esporoblastos, formando o estágio de  

esporozoítos que são infectante ao hospedeiro vertebrado competente e se multiplicam nos 

ácinos da glândula salivar antes da inoculação no local de alimentação por ninfas ou carrapatos 

adultos continuando assim o ciclo de vida (Norval et al., 1992; Shaw, 2003; McKeever, 2009; 

Tretina et al., 2015; Jalovecka et al., 2018; Tajeri et al., 2021; Tajeri; Langsley, 2021).  

Figura 1 – Ciclo esquemático de parasitos do gênero Theileria. 

 

Fonte: Adaptado Mans et al. (2015) e Tajeri et al. (2021). 

3.2.3 Patogenia 

Como já mencionado anteriormente no tópico sobre a taxonomia de T. orientalis, 

Theileria pode ser agrupada em espécies esquizontes “transformadoras” e “não-

transformadoras” (Sivakumar et al., 2014a). A transformação de todos os parasitos e a 

proliferação descontrolada de esquizontes resulta nas patologias associadas à doença febre da 

Costa Leste (ocasionada por T. parva), teileriose tropical (por T. annulata) em bovinos e 
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teileriose maligna (por T. lestoquardi) em caprinos e ovinos (Bishop et al., 2004; McKeever, 

2009; Sivakumar et al., 2014a).  

Os leucócitos transformados secretam níveis abundantes de citocinas e são drenados 

para o linfonodo mais próximo, onde induzem a ativação e proliferação de células não 

infectadas levando a um aumento dos linfonodos superficiais. De fato, o leucócito infectado 

pelo esquizonte e as alterações inflamatórias induzidas nos tecidos formam a base patológica 

da teileriose tropical, febre da Costa Leste e da teileriose maligna. Durante cada divisão da 

célula hospedeira, o esquizonte intracelular está fortemente associado ao centro organizador de 

microtubos e por isso é particionado em ambos os leucócitos-filhos. Os leucócitos infectados e 

não infectados que expressam citocinas saem do linfonodo e os leucócitos transformados 

disseminam-se para órgãos distantes. Em algum momento durante a infecção, uma 

subpopulação de esquizontes se desenvolve em merozoítos que invadem os glóbulos vermelhos 

e a anemia contribui para a patologia da teileriose tropical (Tarjeri et al., 2021).  

No entanto, T. taurotragi, Theileria sp. (búfalo) e Theileria sp. (bougasvlei) não causam 

patologia associada ao esquizonte (Young et al., 1977; Bishop et al., 2004; Pienaar et al., 2014). 

Theileria sp. (zibelina) causa hiperplasia linfoide tipicamente associada à transformação de 

Theileria (Nijhof et al., 2005). Isso e a capacidade de cultivar esquizontes (Zweygarth et al., 

2009) indicam que nem todos os parasitos transformantes compartilham uma origem 

monofilética (Sivakumar et al., 2014a), o que sugere que a transformação de esquizontes pode 

ocorrer mais amplamente do que o esperado (Sivakumar et al., 2014b). 

Theileria não transformadoras são consideradas benignas, mas ainda capazes de causar 

doenças como resultado da anemia induzida pelo estágio intraeritrocítico (Sivakumar et al., 

2014a).  Theileria orientalis é uma espécie reconhecida como um parasito benigno de bovinos 

(Watts et al., 2016) e embora sua patogênese ainda não seja completamente compreendida 

(Watts et al., 2016), uma rápida taxa de divisão de macroesquizontes e microesquizontes foi 

observada em bezerros infectados (Uilenberg et al., 1985). Sato et al. (1993) encontraram 

células aumentadas contendo estruturas sugestivas de esquizontes identificadas nos linfonodos, 

baço e fígado de bovinos infectados por T. orientalis, o que destaca o potencial de membros de 

T. orientalis serem categorizados como patógenos transformadores de células (Sugimoto; 

Fujisaki, 2002; Gebrekidan et al., 2020), mas esta hipótese requer mais estudos. 

Os búfalos são considerados hospedeiros primordiais para a transformação das espécies 

de Theileria (Bishop et al., 2004). Acredita-se que a evolução da transformação de Theileria 

pode ter sido fortemente influenciada pela resposta imune em búfalos (McKeever, 2009). A 

virulência de uma espécie de Theileria geralmente depende da espécie hospedeira que infecta. 
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A baixa virulência confere ao parasito maior engajamento imunológico com seu hospedeiro 

sendo responsável pela alta diversidade genética de T. orientalis em búfalos. Já em bovinos 

esses parasitos causam doença clínica com quadros agudos podendo levar à morte, assim, com 

uma menor chance de seleção imunomediada agindo sobre essa espécie animal (McKeever, 

2009; Eamens et al., 2013a).  

Na última década, numerosos surtos de teileriose oriental ocasionados por T. orientalis 

foram registrados em bovinos de corte e leiteiros na região Ásia-Pacífico, principalmente na 

Austrália e Nova Zelândia (Izzo et al., 2010; Aparna et al., 2011; Islam et al., 2011; Kamau et 

al., 2011a; Kamau et al.,2011b; McFadden et al., 2011; Perera et al., 2013, Perera et al., 2014; 

Perera et al., 2015a) e recentemente nos EUA (Oakes et al., 2019).  

Com base na caracterização de genótipos de T. orientalis de bovinos afetados 

clinicamente pela teileriose oriental, apenas dois dos 11 genótipos atualmente conhecidos, 

chitose (tipo 1) e ikeda (tipo 2) são considerados como patogênicos (Eamens et al., 2013a; 

Sivakumar et al., 2014a; Kakati et al., 2015; Lawrence et al., 2018; Gebrekidan et al., 2020). 

Esses dois genótipos foram encontrados associados a centenas de surtos recentes de teileriose 

oriental na Australásia e nos EUA (Izzo et al., 2010; Islam et al., 2011; McFadden et al., 2011; 

Perera et al., 2014; Perera et al., 2015a; Gebrekidan et al., 2017a; Oakes et al., 2019) sendo 

associados a graves alterações hematológicas, perdas de produção, alta morbidade e 

mortalidade nos bovinos afetados (Izzo et al., 2010; Gebrekidan et al., 2017a; Lawrence et al., 

2018; Gebrekidan et al., 2020). A infecção persistente por T. orientalis com diferentes 

genótipos é comum (Eamens et al., 2013c) e o mecanismo imunológico responsável pela 

resistência à doença ainda não está completamente elucidado. A virulência em T. orientalis foi 

relacionada ao genótipo (Eamens et al., 2013c; Sivakumar et al., 2014a; Kakati et al., 2015; 

Lawrence et al., 2018; Gebrekidan et al., 2020). No entanto, um dos meios pelos quais esse 

parasito escapa do sistema imunológico do hospedeiro é através de infecções mistas, ou seja, 

com mais de um genótipo (Jenkins; Bogema, 2016). Um animal com coinfecção dupla ou tripla 

de genótipos raramente apresenta quaisquer sinais clínicos da doença, dificultando o 

diagnóstico de formas subclínicas e leves de teileriose oriental (Gebrekidan et al., 2020).   

A anemia é o achado clínico-patológico primário na teileriose oriental e geralmente 

ocorre devido à hemólise intravascular causada pelos estágios intraeritrocítico (Agina et al., 

2020). Theileria orientalis também é conhecida por induzir anemia hemolítica imunomediada 

(Nazifi et al., 2008) sendo que o mecanismo fisiopatológico da anemia na teileriose oriental é 

complexo (Stockham et al., 2000). 
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 O tempo de vida dos eritrócitos na teileriose oriental causada pelo genótipo sergenti é 

geralmente reduzido, pois o sistema imunológico produz anticorpos direcionados contra os 

parasitos, bem como contra seus próprios eritrócitos (Kunugiyama et al., 1991; Shiono et al., 

2001). A produção de autoanticorpos contra os eritrócitos ocorre devido à alteração da 

membrana dos eritrócitos, uma vez que as moléculas de fosfatidilserina, normalmente 

localizadas nos folhetos internos das membranas celulares, translocam-se para a superfície 

externa dos eritrócitos em bovinos infectados com Theileria. A exposição da fosfatidilserina na 

superfície celular pode induzir uma resposta de anticorpos e funcionar como um marcador da 

depuração fagocítica de eritrócitos por macrófagos (Shiono et al., 2001; Jalali et al., 2018).  

Hagiwara et al. (1995) evidenciaram em um modelo experimental com camundongos 

imunodeficientes que a hemólise dos eritrócitos infectados por T. orientalis (genótipo sergenti) 

ocorre sem o envolvimento de anticorpos ou complemento. Shiono et al. (2001) demonstraram 

que elevações na concentração de metahemoglobina contribuem para a progressão da anemia, 

pois um aumento dessa substância pode alterar o equilíbrio oxidante-antioxidante causando 

danos oxidativo das membranas eritrocitárias e consequente remoção da circulação pelos 

fagócitos (Sugimoto; Fujisaki, 2002). 

Geralmente há um baixo nível de parasitemia em animais previamente expostos 

(Shimizu et al., 1992). Em bovinos infectados, mas não afetados clinicamente, a invasão de 

eritrócitos pode ser muito baixa, na ordem de 0,02-0,03% (Kamio et al., 1990; Shimizu et al., 

1992; Stockham et al., 2000). A infecção eritrocitária geralmente está associada a anemia grave 

(0,5 a 30% parasitemia) e sinais clínicos relacionados (Izzo et al., 2010; McFadden et al., 2011), 

onde os valores de hematócrito podem variar de normais até 8% em casos graves (Irwin, 2013). 

Na literatura, a única descrição de T. orientalis causando doença em búfalos de água 

ocorreu na Índia. Vinodkumar et al. (2015) descrevem um surto de teileriose oriental fatal em 

15 búfalos leiteiros submetidos ao transporte, os quais desenvolveram sinais clínicos dentro de 

dois meses da sua obtenção. Foram observados piroplasmas típicos de T. orientalis nos 

eritrócitos de todos os animais infectados (parasitemia variou de < 1% a > 10%). A anemia 

hemolítica aguda foi o achado hematológico predominante nos animais afetados. 

Comprometimento funcional de órgãos vitais após a leucocitose difusa (infiltração) contribuiu 

para o agravamento dos sinais clínicos nestes animais. Tais mudanças foram relatadas 

anteriormente apenas para teileriose tropical. A taxa de letalidade foi de 87,5%. (7/15). O 

manejo terapêutico com drogas anti-teileriais buparvaquona e oxitetraciclina levou à 

recuperação de sete animais em estágios menos avançados da doença. Após análises 
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moleculares, esses autores identificaram o genótipo N2, considerado não patogênico, presente 

nessas infecções.  

Os resultados das infecções por T. orientalis são altamente dependentes de fatores 

ambientais, de estresse, do nível de imunidade adquirida no bovino afetado e da genética do 

rebanho (Hayashida et al., 2018). Além disso, fatores fisiológicos como prenhez, lactação e 

mudanças bruscas de temperatura e umidade e/ou outros desafios associados ao manejo da 

fazenda, fatores nutricionais (Watts et al., 2016) podem levar a um aparecimento de sinais 

clínicos em bovinos cronicamente infectados (Sugimoto; Fujisaki, 2002). As principais perdas 

econômicas devido à teileriose oriental em bovinos estão relacionadas a abortos, a redução 

significativa na produção de leite (quantidade e qualidade) e a taxas severas de morbidade e 

mortalidade em rebanhos afetados (Perera et al., 2014; Lane et al., 2015). 

3.2.4 Transmissão 

A distribuição de parasitos com ciclos de vida indiretos é restrita pela disponibilidade 

do hospedeiro intermediário e definitivo. Dessa maneira, a distribuição de T. orientalis é 

limitada pela presença de bovídeos susceptíveis e de carrapatos com potencial vetorial. O 

espectro completo de hospedeiros vertebrados e vetores biológicos para T. orientalis ainda não 

está totalmente esclarecido. Até o momento, sabe-se que o carrapato trioxeno Haemaphysalis 

longicornis foi confirmado em ensaios de transmissão como um vetor biológico de T. orientalis 

em estudos iniciais (Uilenberg et al., 1985), na Austrália (Marendy et al., 2020) e mais 

recentemente nos EUA (Dinkel et al., 2021). Esta espécie de carrapato possui uma ampla 

distribuição em países com climas temperados (Raghavan et al., 2019), incluindo Austrália, 

Nova Zelândia, Fiji, Nova Caledônia, China, ex-URSS, Coreia, Japão (Hoogstraal et al., 1968; 

Roberts et al., 1970), EUA e várias outras ilhas do Pacífico, incluindo Havaí (Chomel, 2011).  

A competência vetorial de espécies de carrapatos trioxenos varia entre as regiões e a 

variação pode estar relacionada às adaptações parasito-hospedeiro e ao tipo de genótipo. 

Quando se refere à T. orientalis, Uilenberg et al. (1985) relataram que a maioria das cepas 

globais desse parasito poderiam ser transmitidas transestadialmente por H. longicornis e H. 

punctata, mas não por algumas espécies de Amblyomma ou por Dermacentor reticularis. 

Todavia, foi verificado que um isolado americano de T. orientalis (genótipo buffeli) não foi 

transmitido por carrapatos H. longicornis ou por H. punctata da Coreia (Kuttler; Craig, 1975; 

Uilenberg et al., 1985). Em investigações japonesas, H. longicornis australiano poderia 

transmitir apenas T. sergenti (T. orientalis genótipos ikeda/chitose) e não poderia transmitir T. 
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orientalis (buffeli), enquanto H. longicornis oriundos poderia transmitir ambos (Fujisaki et al., 

1994).  

Os primeiros estudos de vetores na Austrália indicaram que H. bancrofti e H. humerosa 

eram prováveis vetores de T. orientalis (buffeli) no norte da Austrália (Stewart et al., 1987a; 

Stewart et al., 1987b). Enquanto ninfas e adultos de H. longicornis transmitiram prontamente 

T. orientalis (ikeda) (Marendy et al., 2020; Emery et al., 2021a) estes falharam em duas ocasiões 

em transmitir T. orientalis (buffeli) a bezerros em Sydney (Emery, 2020; Emery et al., 2021a). 

Quando se correlaciona a distribuição de H. longicornis com a presença de infecções por T. 

orientalis na Austrália, pode-se observar que esta espécie ocorre nas áreas costeiras de Victoria 

e Nova Gales do Sul e se estende para o norte até Gympie em Queensland, mas está ausente em 

grandes áreas do norte da Austrália, onde T. orientalis- buffeli está presente (Stewart et al., 

1987a), reafirmando a hipótese de que a competência vetorial está atrelada a adaptações 

parasito-hospedeiro.  

Kakati et al. (2015) propuseram como vetor alternativo de T. orientalis em Assam, na 

Índia o carrapato monoxeno Rhipicephalus microplus. Entretanto, estes autores avaliaram 

apenas a presença de DNA deste parasito por PCR nos ovos de carrapatos alimentados em 

animais infectados e não foram testadas as larvas eclodidas. Desta forma não há dados sobre a 

transmissão bem-sucedida por essa espécie de carrapato.  

Theileria orientalis também pode ser transmitida mecanicamente pela inoculação de 

sangue infectado (Uilenberg et al., 1985; Hammer et al., 2016) ou através de outros artrópodes 

hematófagos, como o piolho sugador (Linognathus vituli) (Fujisaki et al., 1993; Heath, 2013) e 

potencialmente por tabanídeos (Tabanus trigeminus) e por mosca-de-estábulo (Stomoxys 

calcitrans) (Fujisaki et al., 1993; Heath, 2013; Hammer et al., 2016). Além disso, um estudo de 

xeno-vigilância no Reino Unido revelou DNA de T. orientalis em 16 dos 105 (15,2%) 

mosquitos avaliados (Fernandez et al., 2016). 

A transmissão transplacentária também ocorre na infecção por T. orientalis (Onoe et al., 

1994; Baek et al., 2003; Swilks et al., 2017a). Os primeiros estudos evidenciaram que a 

transmissão transplacentária ocorre em bezerros com uma taxa de 5% e observaram também 

abortos com aproximadamente seis a sete meses de gestação (Baek et al., 2003). Lawrence et 

al. (2016a) realizaram um estudo na Nova Zelândia onde não verificaram transmissão 

transplacentária. Recentemente, um estudo Australiano avaliando 98 bezerros, baseado em 

análises moleculares confirmaram a transmissão transplacentária de T. orientalis com uma taxa 

de aproximadamente 2% Swilks et al. (2017a) como verificado por Baek et al. (2003). No 

Japão, Mekata et al. (2018) avaliando bezerros, relataram que aproximadamente 10% dos 
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animais nascidos de mães infectadas foram positivos na PCR aos três meses de idade, porém 

esses autores não mencionam quando ocorreu o quadro clínico. 

Estudos têm demonstrado que a infecção bem-sucedida por T. orientalis, detectada por 

meio de esfregaço sanguíneo e PCR, tem sido consistentemente alcançada pela inoculação de 

aproximadamente 108 eritrócitos bovinos infectados contendo vários genótipos (Ishihara, 1962; 

Baek et al., 1992; Onuma et al., 1997; Hammer et al., 2016; Gibson, 2017; Emery et al., 2021a). 

Inóculos intravenosos e subcutâneos infectados com cerca de 108 T. orientalis buffeli ou T. 

orientalis ikeda produziram parasitose detectável por PCR dentro de quatro semanas (Emery, 

2020; Emery et al., 2021a), corroborando com achados anteriores (Stewart et al., 1996; Hammer 

et al., 2016; Gibson, 2017) e atingindo o pico de parasitemia em torno de seis a oito semanas 

antes de se estabilizar em 2.000 a 10.000 cópias do gene uL-1, independentemente do genótipo. 

Hammer et al. (2016) verificaram que as infecções com 1,25×107 parasitos tiveram um período 

pré-patente mais longo.  

Além disso, os resultados desses estudos indicaram que parasitemias por T. orientalis 

induzidas pela inoculação de sangue de genótipos benignos e virulentos únicos ou múltiplos 

não produziram sinais clínicos em bezerros com idade maior que quatro meses ou bovinos 

adultos (Stewart et al., 1996; Hammer et al., 2016; Gibson, 2017). Outra situação semelhante 

foi observada nos bezerros infectados por transmissão intrauterina ou colostral em zonas 

endêmicas onde esses animais permanecem portadores assintomáticos (Minami et al., 1981; 

Onoe et al., 1994; Emery et al., 2021b). Não há na literatura as razões exatas para as diferenças 

na patogênese entre as altas parasitemias ocasionadas por carrapatos ou infecção estabilizada e 

aquelas induzidas por sangue infectado. Uma vez que os níveis de parasitemia gerados pela 

inoculação de sangue parasitado permanecem relativamente e persistentemente baixos quando 

comparáveis aos de animais recuperados e portadores (Emery et al., 2021a).  

3.2. 5 Sinais clínicos 

Em animais que desenvolvem sinais clínicos pela infecção por T. orientalis é descrita 

uma síndrome caracterizada por fraqueza, letargia, depressão, relutância em andar, inapetência, 

anemia hemolítica, redução da produção, abortos, natimortos, icterícia e morte em vacas peri 

parturientes e bezerros jovens (Watts et al., 2016). Taxas de crescimento reduzidas foram 

relatadas no período de convalescença (Kawamoto et al., 1991), bem como diarreia e mortes 

em bovinos jovens de corte (Lawrence et al., 2017). Ao exame físico pode-se observar palidez 

de mucosas, pirexia, aumento das frequências respiratória e cardíaca, corrimento nasal e 

hipertrofia de linfonodos (Izzo et al., 2010; Aparna et al., 2011; Islam et al., 2011; McFadden 
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et al., 2011; Eamens et al., 2013a, Eamens et al., 2013b; Perera et al., 2014; Watts et al., 2016; 

Forshaw et al., 2020).  

No exame post mortem de casos suspeitos de teileriose oriental foi observado icterícia, 

fígado, rins e baço pálidos, arredondados e aumentados, duodenite hemorrágica, úlceras na 

mucosa abomasal, edema pulmonar e enterite (Izzo et al., 2010; Aparna et al., 2011; McFadden 

et al., 2011; Gebrekidan et al., 2015; Gebrekidan et al., 2017a). No entanto, tanto os sinais 

clínicos quanto os achados post mortem são muitas vezes subjetivos e não são específicos da 

teileriose oriental, pois doenças causadas por outros hemopatógenos podem causar sinais 

clínicos ou lesões semelhantes em bovinos (Gharbi et al., 2006; Magona et al., 2008). 

Os casos clínicos de bovinos infectados por T. orientalis tipo ikeda geralmente 

apresentam anemia, e os sinais clínicos incluem letargia, depressão, frequências respiratórias e 

cardíacas elevadas, icterícia, pirexia e, em casos graves, aborto, natimorto e morte (Pulford et 

al., 2016; Vink et al., 2016; Lawrence et al., 2016a). O tipo buffeli não parece estar associado a 

quadros anêmicos (Eamens et al., 2013c). 

Na Coreia, os genótipos MPSP tipo 1, 2, 3 e 7 de T. orientalis foram detectados por PCR 

em bovinos Holandeses com infecção natural, esses animais apresentaram uma anemia 

regenerativa significativamente mais grave em comparação com os animais PCR negativos. A 

anemia foi a alteração mais frequente e mais grave em indivíduos positivos para o genótipo tipo 

1 (Kim et al., 2017) e anemia macrocítica normocrômica também foi registrada em bovinos da 

Malásia infectados com esse genótipo (Haron et al., 2014) além de uma vaca com infecção letal 

por T. orientalis buffeli (Stockham et al., 2000). 

Em Nova Gales do Sul, Queensland e Victorian na Austrália, os genótipos chitose e 

buffeli foram isolados de bovinos clinicamente saudáveis, mas já foi verificado esses mesmos 

genótipos associados ao genótipo ikeda em animais afetados clinicamente (Eamens et al., 

2013a). Na Nova Zelândia entre 2012 e 2014, o risco de casos de anemia associada a infecção 

por T. orientalis tipo ikeda foi maior em bezerros de rebanhos de corte do que em bezerros 

leiteiros (Lawrence et al., 2016b). O parto em rebanhos de corte ocorria mais tarde do que em 

rebanhos leiteiros (McFadden et al., 2015) e bezerros de corte não eram mantidos confinados 

rotineiramente após o nascimento, o que era frequente para bezerros leiteiros. Como resultado, 

o período de parto de animais de corte e outros fatores causadores de estresses fisiológicos, 

como a castração, coincidiram com o pico de atividade das ninfas de H. longicornis, levando a 

altas taxas de infecção por T. orientalis em bezerros de corte em regiões onde a infecção por 

esse parasito é endêmica (Heath, 2016; Swilks et al., 2017b). Estudos anteriores examinaram a 

disseminação e a prevalência da infecção em bezerros de corte e a interação entre as mães, seus 
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bezerros e a propagação da doença (Hammer et al., 2016; Swilks et al., 2017b), no entanto, 

associações entre infecção e taxas de crescimento de bezerros de corte em fazendas comerciais 

não foi avaliado.  

O genótipo tipo 7 de T. orientalis foi diagnosticado como responsável pela mortalidade 

em bovinos adultos mestiços no sul da Índia. Os sinais clínicos observados foram temperatura 

corporal elevada, lacrimejamento, secreção nasal, linfonodos edemaciados e hemoglobinúria. 

As lesões post mortem observadas foram úlceras perfuradas no abomaso, aumento do baço, 

edema pulmonar maciço, exsudatos espumosos na traqueia, hemorragia epicárdica e 

endocárdica e duodenite hemorrágica (Aparna et al., 2011).  

O genótipo ikeda de T. orientalis foi recentemente identificado em bovinos na Virgínia, 

Estados Unidos. Os animais foram clinicamente afetados neste surto apresentando uma anemia 

macrocitica hipocrômica regenerativa, hiperbilirrubinemia e plasma ictérico consistente com 

anemia hemolítica (PCV 14,4%).  Com base na análise dos esfregaços sanguíneos desses 

animais, observou-se uma parasitemia de 16%. Os animais apresentavam ainda icterícia, 

letargia, mal-estar geral e alguns animais evoluíram ao óbito (Oakes et al., 2019). Neste estudo 

alguns dos animais reagentes na PCR permaneceram positivos cinco meses após o diagnóstico, 

sugerindo um estado crônico, embora os animais que inicialmente apresentavam sinais clínicos 

não estivessem mais clinicamente doentes durante os meses de primavera e verão. 

Os búfalos geralmente permanecem assintomáticos quando infectados com espécies de 

Theileria (McKeever, 2009). A primeira descrição de quadros clínicos ocasionados pela 

infecção por T. orientalis (genótipo N2) em búfalos ocorreu no norte da Índia. Quinze búfalos 

foram transportados de um distrito localizado no norte do país, estado de Punjab para o estado 

de Kerala, sul da Índia. Os sinais clínicos começaram a se manifestar na oitava semana após a 

chegada. Os animais apresentaram sinais precoces como letargia, redução no consumo de ração, 

hipogalactia e despigmentação generalizada da pele. Alguns animais progrediram para 

linfadenopatia, conjuntivite hemorrágica, lacrimejamento, anemia, anorexia, decúbito esternal, 

edemas na região do metacarpo de um ou mais membros. Sete animais apresentaram estágios 

graves da doença, como anemia grave, edema, secreção nasal purulenta, pneumonia, ataxia, 

dispneia, decúbito lateral, culminando a morte. Nos achados post mortem foram observados 

petéquias e equimoses nos órgãos vitais, lesões primárias na musculatura subcutânea. Derrames 

torácicos e peritoneais, miopatia, hidropericárdio, enfisema pulmonar, congestão multilobular 

e consolidação dos pulmões em cinco animais. Múltiplos focos nodulares brancos eram 

evidentes predominantemente nos rins. Infiltração linfocítica difusa de órgãos vitais, depleção 

linfóide e edema em linfonodos foram observados em cortes de tecidos dos sete animais. 
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Hepatocitólise moderada e hemossiderose juntamente com linfangiectasia foram evidentes no 

fígado. Em todos os animais avaliados, foram observados amplo envolvimento renal como 

necrose, hialinização e glomerulite (Vinodkumar et al., 2015). 

3.2.6 Diagnóstico  

Na literatura podemos observar o uso de diversos métodos de diagnóstico empregados 

para a detecção, identificação, quantificação e caracterização de espécies de T. orientalis assim 

como o diagnóstico diferencial para infecção por outros hemopatógenos, principalmente em 

áreas endêmicas.  Nesta tese, abordamos os métodos categorizados como convencionais 

(aspectos clínicos, microscopia e sorológicos) e moleculares que são rotineiramente mais 

utilizados.  

3.2.6.1 Métodos convencionais 

3.2.6.1.1 Aspectos clínicos 

Exames clínicos e post mortem auxiliam no diagnóstico da teileriose oriental. Como 

método diagnóstico, a abordagem clínica pode fornecer algumas informações sobre a 

ocorrência da doença nos rebanhos afetados, caracterização dela. Da mesma forma, o exame 

post mortem de casos suspeitos também pode auxiliar no diagnóstico. No entanto, tanto os sinais 

clínicos quanto os achados post mortem são muitas vezes subjetivos e não patognomônicos, 

pois doenças causadas por outras espécies de Theileria bem como por outros hemopatógenos 

como Babesia spp. e Anaplasma marginale são responsáveis por quadros clínicos semelhantes 

em bovinos (Gharbi et al., 2006; Magona et al., 2008; Oakes et al., 2019; Oakes et al., 2022). 

Dessa maneira, essas abordagens servem como uma metodologia de auxílio no diagnóstico da 

teileriose oriental.  

3.2.6.1.2 Exame microscópio 

A teileriose oriental pode ser diagnosticada pela análise microscópica de lâminas de 

esfregaços sanguíneos ou aspirados de linfonodos com agulha fina, corados com Giemsa 

(Shayan; Rahbari, 2005; Biddle et al., 2013; Irwin, 2013). Esse método permite a identificação 

do parasito (piroplasmas) no interior de eritrócitos e macroesquizontes (corpos azuis de Koch) 

em leucócitos (Aktas et al., 2006a; Khattak et al., 2012; Khatoon et al., 2013; Perera et al., 

2013; Rajendran; Ray, 2014; Chauhan et al., 2015).  
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A microscopia também pode ser utilizada para estimar a parasitemia (carga parasitária), 

particularmente em casos agudos em que os animais apresentam quadros clínicos, onde 

podemos observar muitos eritrócitos infectados por T. orientalis (Izzo et al., 2010; Khatoon et 

al., 2013; Rajendran; Ray, 2014). No entanto, esfregaços sanguíneos não são úteis quando a 

parasitemia é baixa ou em portadores assintomáticos, demonstrando uma baixa sensibilidade, 

logo, não é confiável para o monitoramento e triagem em larga escala em populações de bovinos 

(Li et al., 2014). Além disso, não permite a diferenciação morfológica dos genótipos de T. 

orientalis ou outras espécies de Theileria spp. que infectam bovídeos. As principais limitações 

do exame microscópico para identificação de T. orientalis incluem menor especificidade, 

sensibilidade, incapacidade de identificar ao nível genotípico, o tempo necessário para leitura 

das lâminas, bem como um operador com devida experiência na confecção e leitura destas 

lâminas. Além disso, artefatos (por exemplo, precipitados de coloração) e corpúsculos de 

Howell-Jolly podem ser confundidos com piroplasmas intraeritrocitários por microscopistas 

inexperientes (Aktas et al., 2006b; Izzo et al., 2010; Aparna et al., 2011; Nayel et al., 2012; 

Perera et al., 2013; Charaya et al., 2016). 

3.2.6.1.3 Métodos sorológicos  

O teste de imunofluorescência indireta (RIFI), teste de aglutinação em látex e ensaio 

imunoenzimático (ELISA) têm sido empregados para a detecção de anticorpos anti-T. orientalis 

em bovinos (Uilenberg et al., 1985; Shimizu et al., 1988; Papadopoulos et al., 1996; Jeong et 

al., 2005; Wang et al., 2010a).  

Na década de 70 e 80 muitas técnicas sorológicas foram desenvolvidas para a detecção 

de anticorpos contra os piroplasmas (Todorovic, 1975; Papadopoulos et al., 1996). Por muitos 

anos a RIFI era uma das técnicas mais simples, sensível e eficaz para este fim (Johnston et al., 

1973; Todorovic; Long, 1976; Kuttler et al., 1977; Bidwell et al., 1978; Gray et al., 1980; 

Applewhaite et al., 1981; Fusinaga; Minami, 1981; Stewart et al., 1992). 

Porém, a RIFI apresenta vários inconvenientes, nomeadamente, interpretação subjetiva 

dos resultados dependente do operador, baixo rendimento e dificuldade de padronização 

(Katende et al., 1998). No entanto, o maior problema é a significativa reatividade cruzada 

observada entre as diversas espécies de Theileria. Papadopoulos et al. (1996) durante um 

levantamento sorológico por RIFI para pesquisa de hemoparasitos da ordem Piroplasmida em 

bovinos, caprinos e ovinos, na Macedônia, utilizou antígenos de T. orientalis, T. annulata, 

Babesia bigemina, B. bovis, B. divergens e B. major. Foi verificada a existência de reações 

cruzadas de diferentes graus entre as espécies avaliadas.  Dessa maneira, ficou evidente que o 
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uso dessa técnica nem sempre é satisfatório para o diagnóstico de infecções em regiões onde os 

animais estão infectados com diferentes piroplasmas. 

A detecção de anticorpos pela RIFI pode, portanto, ser uma medida ineficaz para atribuir 

infecções causadas pelas espécies de Theileria (Uilenberg, 1981; Uilenberg et al., 1985; Stewart 

et al., 1996), especialmente quando intimamente relacionadas, como os genótipos encontrados 

de T. orientalis, com T. mutans e T. velifera em regiões onde essas espécies são comuns (Mans 

et al., 2015). Mesmo assim, alguns autores consideram essa técnica útil em estudos 

epidemiológicos (Thompson et al., 2008; Mbizeni et al., 2013).  

Um teste de Aglutinação em látex utilizando a proteína p33 como antígeno foi 

desenvolvido para monitorar anticorpos anti – T. sergenti em 1046 amostras de soro de bovinos 

de abatedouro e de fazendas na Coreia do Sul. Ao comparar esse teste com qPCR eles 

encontram uma sensibilidade e especificidade de 86,5% e 92,5%, respectivamente. Este estudo 

indicou que o teste de aglutinação em látex pode ser utilizado como uma ferramenta para o 

monitoramento epidemiológico de infecções por T. sergenti em campo (Jeong et al., 2005). 

Outro método sorológico, o ensaio imunoenzimático (ELISA), com vantagens como 

fácil execução, baixo custo e boa reprodutibilidade, foi desenvolvido para monitorar a teileriose 

causada por T. annulata, facilitando o estudo de sua epidemiologia (Salih et al., 2005). Katende 

et al. (1998) e Bakheit et al. (2004) desenvolveram um teste ELISA para detecção de anticorpos 

anti- T. parva e T. annulata, respectivamente. No entanto, não havia um teste disponível para 

detecção de anticorpos para parasitos do grupo T. orientalis (Ota et al., 2009). 

Em 2010 Wang et al. (2010a) publicaram um estudo sobre o desenvolvimento de um 

teste ELISA para detecção de anticorpos anti- T. sergenti utilizando uma proteína recombinante 

da superfície do piroplasma (rp33) para diagnosticar a infecção em amostras de búfalos da 

província de Hubei na China. Neste estudo, utilizando essa proteína específica de T. sergenti, 

eles observaram uma alta especificidade do teste, não sendo verificada reação cruzada com 

anticorpos anti-Babesia orientalis, Schistosoma japonicum, A. marginale e Toxoplasma gondii 

com uma taxa de positividade maior (27,5%) em relação a PCR (22,5%) e pela microscopia 

(12,9%). Os autores sugerem que essa técnica de sorodiagnóstico parece ser adequada para 

realizar inquéritos sorológicos em pesquisas epidemiológicas para fornecer uma visão 

abrangente da prevalência da doença e monitorar o curso da infecção conforme avaliado pelos 

títulos de anticorpos. 

Um ELISA com antígeno recombinante baseado na proteína MPSP de T. orientalis foi 

desenvolvido para investigar se a soroconversão para MPSP estava associada a anemia, carga 

parasitária e genótipo do parasito em animais agudamente infectados com T. orientalis. O 
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estudo demonstrou que a soroconversão estava significativamente associada à anemia do 

hospedeiro, carga parasitária e ao genótipo do parasito. Animais agudamente infectados 

soroconverteram rapidamente dentro de duas a três semanas após a infecção e a resposta 

humoral ao parasito foi mantida por pelo menos 10 semanas. Essa proteína representa um alvo 

vacinal promissor, uma vez que a variabilidade genética dentro da MPSP resulta em 

patogenicidade diferencial de T. orientalis (Jenkins; Bogema, 2016).  

Todos esses testes sorológicos supracitados são direcionados às proteínas de superfície 

de T. orientalis. De todos os métodos sorológicos disponíveis, o ELISA é uma técnica 

relativamente sensível para estudar a prevalência de infecções por T. orientalis em populações 

de bovinos (não sendo tão eficaz na avaliação individual). Os métodos sorológicos são relatados 

como mais sensíveis em comparação com outros métodos diagnósticos tradicionais (sinais 

clínicos, necropsia e exames microscópicos) usados para T. orientalis. No entanto, essas 

técnicas também têm limitações, como a incapacidade em discriminar entre os diferentes 

genótipos de T. orientalis ou diferenciar entre infecções atuais e passadas e a reatividade 

cruzada com outras Theileria spp. (Mans et al., 2015). Assim, nenhum dos métodos 

convencionais utilizados para detecção de T. orientalis permite a diferenciação de genótipos 

conhecidos, ou fornece informações genéticas sobre o (s) parasito (s) que está (s) presente (s) 

na infecção (s).  

3.2.6.1.4 Métodos moleculares 

Os métodos de diagnóstico baseados nas análises moleculares podem preponderar 

muitas das limitações dos métodos convencionais (Conraths; Schares 2006). Até o momento, 

vários ensaios moleculares foram utilizados para detectar, caracterizar, diferenciar e quantificar 

membros do complexo de T. orientalis, incluindo reação em cadeia da polimerase convencional 

(cPCR), nested-PCR (nPCR), amplificação isotérmica mediada por loop (LAMP), PCR em 

tempo real/quantitativo (qPCR) e ensaios de PCR em tandem multiplex (MT-PCR).  

3.2.6.1.4.1 Reação em Cadeia da Polimerase Convencional (cPCR) 

A cPCR é amplamente utilizada para detectar e caracterizar T. orientalis. Ao 

compararmos esta técnica com os métodos diagnósticos tradicionais utilizados para 

diagnosticar infecções por T. orientalis, a cPCR demonstrou alcançar maior sensibilidade e 

especificidade diagnóstica aos diferentes marcadores genéticos (Perera et al., 2013; Mans et al., 

2015; Gebrekidan et al., 2016; Gebrekidan et al., 2017a; Gebrekidan et al., 2017 b; Gebrekidan 

et al., 2017c; Gebrekidan et al., 2017d). Para este ensaio, marcadores incluindo SSU, MPSP, 
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proteína de membrana de piroplasma de 23 kDa (p23), proteína de membrana de piroplasma de 

32 kDa (p32), proteína de membrana de piroplasma de 33 kDa (p33), proteína de membrana de 

piroplasma de 34 kDa (p34), COX-III,  genes β-tubulina ou ITS, têm sido usados para detectar, 

diferenciar e caracterizar T. orientalis de diferentes países (Tanaka et al., 1993; Kawazu et al., 

1995; Kubota et al., 1996; Sarataphan et al., 1999; Govaerts et al., 2002; Sarataphan et al., 2003; 

Ota et al., 2009; Liu et al., 2010; Islam et al., 2011; Liu et al., 2011; Mans et al., 2015). Destes 

marcadores, o gene MPSP é o mais comumente aplicado ao complexo de T. orientalis (Kim et 

al., 1998; Ota et al., 2009). 

A utilização do gene MPSP nos ensaios de cPCR oferece a vantagem de amplificar 

regiões de DNA de T. orientalis relativamente longas, particularmente para caracterizar novas 

espécies e/ou genótipos pela primeira vez em comparação com ensaios de qPCR estabelecidos, 

que geralmente amplificam apenas fragmentos curtos de DNA (~ 70-200 pares de bases) 

(Kubota et al., 1996; Kim et al., 2004). Este método pode detectar a infecção em bovinos duas 

semanas antes da visualização por microscopia de luz (Ota et al., 2009). Além disso, esses 

métodos foram sendo performados, resultando em testes altamente sensíveis e específicos 

(Perera et al., 2015b). 

Apesar de ser uma técnica com excelente desempenho, a cPCR apresenta algumas 

limitações, tais como incapacidade em diferenciar os genótipos nas situações em que há 

infecções mistas com T. orientalis, bem como, potencialmente, a presença de alguns 

constituintes sanguíneos que inibem a reação, como a lactoferrina, hemoglobina e alguns 

reagentes e produtos químicos que são utilizados na extração de DNA (Perera et al., 2015b). 

Pode-se ainda observar ao compararmos os ensaios de cPCR e a qPCR para a detecção de T. 

orientalis que este último método apresenta uma sensibilidade maior. Além disso, no ensaio de 

cPCR, as etapas pós-PCR, como a preparação de gel para eletroforese e purificação de produtos 

de PCR para sequenciamento, são onerosas, trabalhosas e demoradas (Gebrekidan et al., 2020). 

Com base no tamanho molecular dos produtos de PCR em géis de agarose, é difícil discriminar 

entre os genótipos do complexo T. orientalis.  

Para contornar esse problema, a técnica de varredura de mutação, como polimorfismo 

de conformação de fita simples (SSCP), tem sido usada para discriminar sequências complexas 

e intimamente relacionadas (de um parasito distinto), mesmo que defiram apenas por um único 

nucleotídeo acima de 500 pb (Gasser et al., 2006). SSCP também tem sido usado para identificar 

a variação de sequência dentro e entre genótipos de T. orientalis (Cufos et al., 2012; Perera et 

al., 2013). A sensibilidade da detecção de diferenças de nucleotídeos depende do tamanho dos 

produtos de PCR e das condições de SSCP (Gasser et al., 2006). 
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3.2.6.1.4.2 Nested-PCR 

Membros do complexo T. orientalis foram detectados em amostras de sangue de 

bovinos no Irã, África do Sul, Uganda e EUA usando ensaio de PCR semi-nested ou nested 

(nPCR) empregando os loci SSU ou ITS (Chae et al., 1998; Oura et al., 2011; Ghaemi et al., 

2012; Chaisi et al., 2014). Os primers internos ligam-se a sequências no DNA alvo que estão 

dentro do fragmento de DNA amplificado pelos primers externos. A vantagem desta técnica é 

que, se os primers externos se ligam e amplificam regiões não-alvo da sequência de DNA, é 

raro que os primers internos se liguem nas regiões incorretas do DNA (Odongo et al., 2010). 

Uma limitação da nPCR pode ser a maior probabilidade de contaminação, pois os 

amplicons da primeira reação de PCR são diluídos para a segunda reação de PCR, e a chance 

de contaminar a reação é alta, o que pode levar a resultados falso-positivos (Cox-Singh et al., 

2000). Além disso, nPCR requer mais tempo que cPCR devido às duas rodadas de amplificação 

(Janardhanan et al., 2014). A estimativa de sensibilidade e especificidade diagnóstica do ensaio 

nPCR é difícil de mensurar. No entanto, alguns estudos compararam sensibilidade e 

especificidade diagnóstica do ensaio nPCR com os de ensaios de cPCR, descobriram que a 

sensibilidade diagnóstica da nPCR foi maior que o da cPCR. No entanto, devido à maior 

probabilidade de resultados falso-positivos, a especificidade diagnóstica da nPCR pode ser 

inferior ao da cPCR (Rigotto et al., 2005; Kim et al., 2008; Kim et al., 2011). 

Visando a identificação e diferenciação de genótipos de T. orientalis em bovinos que 

podem estar infectados com T. annulata simultaneamente, Ghaemi et al. (2012) desenvolveram 

uma PCR semi-nested. Um conjunto de primers (Tbs-S/Tbs-A), derivado do gene codificador 

de rRNA 18S foi desenhado e usado neste estudo para amplificar o gênero de Theileria e 

espécies de Babesia na etapa de PCR convencional. Após a purificação dos produtos 

amplificados na primeira reação que foram positivas, todas foram amplificadas por PCR semi-

nested utilizando um conjunto de primers específico para T. orientalis (To-S/Tbs-A) derivado 

do gene codificador de rRNA 18S. Assim, eles avaliaram 160 amostras de sangue coletadas de 

bovinos nativos aparentemente saudáveis na província de Golestan no norte do Irã, durante 

2009 a 2011. Das 160 amostras de sangue, 13 (8,12%) foram positivas para Theileria sp. 

Enquanto isso, realizando a semi- nested com os primers específicos para T. orientalis, nove 

das 13 amostras de sangue (5,62%) foram positivas e realizando PCR semi-nested com primers 

específicos para T. annulata, 12 de 13 amostras de sangue (7,5%) também foram positivas. 

Resultados de PCR semi-nested por primers específicos para T. orientalis em comparação com 

PCR semi-nested por primers específicos para T. annulata mostraram que havia infecções 
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mistas de T. orientalis e T. annulata em oito amostras. A semi-nested nesse estudo demonstrou 

ser um método altamente específico e sensível para a identificação das espécies de T. orientalis 

e T. annulata na triagem de bovinos e nos levantamentos epidemiológicos.  

3.2.6.1.4.3 Amplificação isotérmica mediada por loop (LAMP) 

LAMP é uma técnica simples, sensível, rápida e econômica que amplifica diferentes 

templates, incluindo DNA genômico, sangue tratado termicamente e sangue seco em papel 

filtro sob condições isotérmicas (Notomi et al., 2000; Kuboki et al., 2003; Poon et al., 2006; 

Thekisoe et al., 2010). Essa técnica é um método diagnóstico útil para ser empregado em 

laboratórios com escassez de recursos, uma vez que não requer equipamentos laboratoriais 

caros, como termocicladores, geladeiras e/ou refrigeradores, os reagentes são estáveis à 

temperatura ambiente (25 a 37 °C), o que torna esse método adequado para uso em condições 

de campo (Thekisoe et al., 2009). 

 O uso de LAMP na detecção de piroplasmidas já foi utilizado em diversos estudos para 

detecção de Theileria spp. e Babesia spp. em amostras de bovinos (Iseki et al., 2007; Salih et 

al., 2008; He et al., 2009; Thekisoe et al., 2010; Liu et al., 2012). No entanto, apenas dois 

estudos relataram o uso de LAMP para o diagnóstico de infecção por T. orientalis na China 

(Wang et al., 2010b; Liu et al., 2013). Uma das principais limitações do LAMP para T. 

orientalis foi o desafio de desenhar primers confiáveis para genótipos intimamente 

relacionados, além disso, em alguns países a importação dos reagentes ainda possuem elevados 

custos (Torres et al., 2011). 

Wang et al. (2010b) desenvolveram o LAMP para detecção de T. orientalis (T. sergenti) 

em 313 amostras de campo (154 de búfalos de água e 159 de bovinos) coletadas em oito 

propriedades pertencentes a quatro províncias (Hubei, Henan, Jiangxi e Jilin) na China. Quatro 

primers foram desenhados a partir de seis regiões distintas do gene alvo, proteína de superfície 

do piroplasma de 33 kDa (p33) de T. orientalis (T. sergenti). O ensaio de especificidade 

mostrou-se específico para T. orientalis, o LAMP foi capaz de detectar um nível de parasitemia 

de 0,000002% que foi mais sensível que a cPCR. Cerca de 60,4% (96/159) das amostras de 

bovinos foram positivas pelo LAMP, em comparação com 30,0% (46/154) das amostras de 

búfalos. O ensaio LAMP mostrou-se tão específico e mais sensível que a cPCR. Os autores 

consideraram esta técnica molecular como adequada para realizar uma visão abrangente da 

prevalência da doença em inquéritos epidemiológicos e recomendaram o uso em laboratórios 

com financiamento limitado por se caracterizar como uma ferramenta diagnóstica rápida, 

simples, econômica, e conveniente para a teileriose em búfalos e bovinos.  
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Foi desenvolvido e validado um ensaio LAMP espécie-específico da região ITS para 

detecção e diferenciação rápida de duas espécies benignas de Theileria morfologicamente 

indistinguíveis que infectam bovinos e iaques, T. orientalis (T. sergenti) e T. sinensis. Na 

análise de 594 amostras de sangue de bovinos coletadas de seis províncias diferentes na China 

o LAMP apresentou ideais condições para um ensaio, tais como não exibição de reação cruzada 

com outros parasitos transmitidos por carrapatos intimamente relacionados (T. annulata, B. 

bovis, B. bigemina, B. major, B. ovata, A. marginale) ou entre as duas espécies de Theileria de 

interesse desse estudo. O ensaio demonstrou uma excelente sensibilidade, aproximadamente 10 

vezes maior do que o ensaio de cPCR específico. O ensaio LAMP foi validado usando amostras 

de DNA já padronizadas e avaliado quanto à sua utilização diagnóstica usando amostras de 

sangue coletadas de bovinos e iaques infectados experimentalmente e naturalmente na China. 

Esses achados indicam que este ensaio LAMP específico para espécies de Theileria pode ter 

potenciais aplicações clínicas para a detecção e diferenciação das espécies T. orientalis e T. 

sinensis e em investigações epidemiológicas, devido a sua sensibilidade, especificidade, custo, 

rapidez e fácil execução e, portanto, pode contribuir para o controle efetivo de infecções por 

Theileria em bovinos e iaques, especialmente em países endêmicos (Liu et al., 2013). 

3.2.6.1.4.4 PCR em tempo real/quantitativo (qPCR) 

Das técnicas moleculares utilizadas, a qPCR é um ensaio com excelente confiabilidade 

para aferir a expressão gênica, quantificar a intensidade do parasito e realizar análises de 

polimorfismos de base única (Single Nucleotide Polymorphism -SNP). Em comparação com 

outras ferramentas de diagnóstico molecular comumente usadas, como cPCR, nPCR e ensaios 

LAMP, a qPCR é mais sensível e menos demorada e, uma vez padronizada e validada 

criteriosamente, não requer análises pós-PCR, como eletroforese em gel e sequenciamento de 

DNA (Francino et al., 2006; Abda et al., 2011).  

Diversos estudos avaliaram o ensaio de qPCR para a detecção, identificação e 

quantificação de Theileria spp. infectando bovinos (Sibeko et al., 2008; Papli et al., 2011; Ros-

García et al., 2012; Chaisi et al., 2013). Ensaios TaqMan qPCR foram desenvolvidos para 

genótipos de T. orientalis, visando o gene MPSP para uso diagnóstico na Austrália (Bogema et 

al., 2015) e na Nova Zelândia (Pulford et al., 2015). Esses dois ensaios tiveram desempenho 

semelhante, em termos de especificidade e sensibilidade, mas não foram capazes de detectar 

todos os genótipos atualmente conhecidos de T. orientalis ou permitirem a identificação de 

novos genótipos nesses países.  
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No entanto, uma das vantagens dessa técnica é a capacidade em distinguir entre as 

infecções agudas e crônicas pela quantificação do número de cópias do gene usando (Bogema 

et al., 2015).  Apesar disso, os custos iniciais ligados à criação e padronização da qPCR podem 

ser relativamente altos (Mackay et al., 2002). Devido à alta sensibilidade analítica dos ensaios 

de qPCR, desenho experimental sólido, a inclusão de controles internos adequados e 

normalização de dados são cruciais para alcançar resultados confiáveis (Wong; Medrano, 

2005). 

3.2.6.1.4.5 PCR em tandem multiplex (MT-PCR) 

Vários ensaios de qPCR duplex e/ou multiplex foram desenvolvidos para a detecção 

simultânea de diferentes espécies de patógenos de bovídeos incluindo Theileria spp. (Criado-

Fornelio et al., 2009; Peleg et al., 2010; Bilgiç et al., 2013; Junlong et al., 2015).  

O ensaio envolve amplificação primária usando primers desenhados para cada um dos 

genótipos de T. orientalis dirigidos, e amplificação secundária para quantificação usando 

primers alinhados para regiões internas de marcadores específicos. As amostras testadas neste 

ensaio são registradas como teste positivo ou teste negativo usando uma função automática no 

software Easy-Plex. Da mesma forma, a intensidade da infecção (números de cópias de DNA) 

para cada genótipo em cada amostra é determinada por comparação com os dados de limiar de 

ciclo pre-determinados para um controle interno de pico contendo um número de copias de 

DNA conhecido (10.000) fornecido pelo AusDiagnostics Pty. Ltd., Austrália (Perera et al., 

2015b). Embora este ensaio seja um método sensível e econômico em termos de tempo e custo 

para detectar simultaneamente vários genótipos de T. orientalis, ele requer reagentes e 

equipamentos específicos e, portanto, pode ser relativamente uma técnica cara (Gebrekidan et 

al., 2020).  

Um ensaio MT-PCR foi desenvolvido para a detecção simultânea dos quatro genótipos 

comuns (buffeli, chitose, ikeda e tipo 5) do complexo T. orientalis conhecido por ocorrerem na 

Austrália (Perera et al., 2015b). Este ensaio utilizou vários marcadores, incluindo o gene MPSP 

para os genótipos chitose e tipo 5, o gene p23 para buffeli e ITS-1 para ikeda (Perera et al., 

2015b). No entanto, posteriormente, Gebrekidan et al. (2017d) detectaram a amplificação 

cruzada do gene p23 e ITS-1 de ambos os genótipos buffeli e ikeda. Consequentemente, o ensaio 

MT-PCR foi modificado para detectar os quatro genótipos comuns (buffeli, chitose, ikeda e tipo 

5) de T. orientalis usando apenas MPSP como marcador no ensaio (Gebrekidan et al., 2018).  

3.2.7 Diversidade e distribuição de T. orientalis 
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Theileria orientalis é um parasito cosmopolita (Uilenberg et al., 1985). As infecções 

foram relatadas na Austrália (Kamau et al., 2011a; Eamens et al., 2013a,b,c), Nova Zelândia 

(McFadden et al., 2011), Sudeste Asiático (Inoue et al., 2001; Govaerts et al., 2002; Sarataphan 

et al., 2003; Khukhuu et al., 2011; BAWM et al., 2014; Gebrekidan et al., 2017a), Leste Asiático 

(Kim et al., 1998; Ota et al., 2009; Jeong et al., 2010; Liu et al., 2010; Altangerel et al.,2011), 

Sul da Ásia (Aparna et al., 2011; Sivakumar et al., 2013; Kakati et al., 2015; Vinodkumar et al., 

2015), Oriente Médio (Aktas et al., 2006ab; Ghaemi et al., 2012; Elsify et al., 2015), África 

(Kiltz et al., 1986; Adjou et al., 2015; Gebrekidan et al., 2016), Europa (Minami et al., 1980; 

Fujisaki et al., 1993; Papadopoulos et al., 1996; Savani et al., 1998; García-Sanmartín et al., 

2006; Gomes et al., 2013; Hornok et al., 2014) e Américas (Kakuda et al., 1998; Sivakumar et 

al., 2014a; Silveira et al., 2016; Oakes et al., 2019).  

Vários estudos relataram a presença de genótipos de T. orientalis em búfalos de água 

(Ferreri et al., 2008; McKeever, 2009; Oura et al., 2010; Altangerel et al., 2011; Aparna et al., 

2011; Khukhuu et al., 2011; He et al., 2012; Ghaemi et al., 2012; Sivakumar et al., 2013; 

Sivakumar et al., 2014a; Vinodkumar et al., 2015).  

Nas Américas, a primeira descrição na literatura de parasitos do complexo T. orientalis 

ocorreu em um bovino no Texas, EUA, o qual o isolado foi caracterizado como o genótipo do 

tipo 6 (Kakuda et al., 1998). Posteriormente, bovinos foram diagnosticados com T. orientalis, 

genótipo tipo 3 (buffeli) no Texas, Missouri e Carolina do Norte, EUA (Chae et al., 1999; 

Stockham et al., 2000), sendo que desses casos, apenas um apresentou sinais clínicos 

consistentes com Teileriose. Cossio-Bayugar et al. (2002), descreveram infecção por T. 

orientalis também com o genótipo tipo 3 em uma vaca no estado de Michigan, EUA. 

Recentemente um dos genótipos considerado mais patogênico (ikeda) foi detectado em casos 

de mortalidade em bovinos de corte em uma fazenda na Virgínia e posteriormente esse patógeno 

foi detectado em estados vizinhos, mas nenhuma mortalidade resultante da infecção foi relatada 

(Oakes et al., 2019; Thompson et al., 2020; Oakes et al., 2022).  

Na América do Sul, o primeiro relato de T. orientalis foi em bovinos no sertão baiano, 

no entanto, sem descrição desses casos, apenas depósito de sequências de DNA do gene MPSP 

no GenBank (Sivakumar et al., 2014b). Posteriormente, houve a descrição molecular em búfalos 

de água no estado do Pará, região Amazônica do Brasil, no qual encontraram uma prevalência 

de 3,5% pelo gene 18S rRNA de Theileria spp. verificando similaridade com T. buffeli (Silveira 

et al., 2016). Abate et al. (2018) identificaram um animal positivo também pelo gene 18S rRNA 

de Theileria spp., com similaridade T. buffeli na mesma espécie animal no estado do Maranhão, 

região Nordeste do Brasil, proveniente de uma fazenda localizada no Bioma Amazônico. 
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Apesar desse parasito estar globalmente disperso, na análise dos estudos é observado 

que na maioria dos países a identidade genotípica do complexo T. orientalis e a relevância 

clínica dos distintos genótipos ainda não está esclarecida, incluindo o Brasil. A distribuição 

genotípica de T. orientalis tem sido investigada em diferentes animais hospedeiros. Diferenças 

nos tipos MPSP foram encontradas não apenas entre as espécies hospedeiras, mas também entre 

regiões geograficamente diferentes. 

O tipo-6 foi detectado em bovinos e iaques, mas não em búfalos, enquanto o tipo N1 foi 

detectado em búfalos, mas não em bovinos (Sarataphan et al., 2003; Liu et al., 2010; Sivakumar 

et al., 2014a). O tipo N1 da sequência do gene MPSP é 3 pb mais longo do que outros tipos de 

MPSP, exceto o tipo 6 (Kawazu et al., 1999; Sivakumar et al., 2014a). Com base na 

especificidade do hospedeiro e na variação genética, Kawazu et al. (1999) propuseram que o 

genótipo N1 deveria ser classificado como uma espécie diferente de Theileria.  

Os tipos 2 e 8 são predominantes entre as populações de bovinos (Yokoyama et al., 

2011; Kang et al., 2012; Perera et al., 2013), embora esse genótipo (tipo 2) foi detectado em um 

búfalo criado no Egito (Sivakumar et al., 2014b). No entanto, não foram realizados estudos 

visando a detecção de genótipos de T. orientalis baseados no gene MPSP nas populações de 

búfalos de água de países endêmicos para o genótipo tipo 2 e, portanto, mais estudos são 

essenciais para confirmar a especificidade do hospedeiro dos tipos 2 e 8. Dessa maneira, 

Sivakumar et al. (2014b) sugerem que, em geral, existe uma relação entre a especificidade do 

hospedeiro e os tipos MPSP em T. orientalis.  

Embora vários genótipos de T. orientalis ocorram comumente entre bovinos e búfalos, 

os perfis de infecção cruzada entre esses hospedeiros foram diferentes em alguns países 

endêmicos, possivelmente devido às diferenças nos hospedeiros vetores. Populações de bovinos 

do Sri Lanka foram descritas infectadas com os tipos 1, 3, 5 e 7, já os búfalos, também 

analisados nesse estudo, estavam infectados somente com N1 e N2 (Sivakumar et al., 2013; 

Sivakumar et al., 2014b). Acredita-se que não haja uma barreira específica para a transmissão 

de tipos de MPSP derivados de bovinos para búfalos, os tipos 1, 3, 5 e 7 também foram 

encontrados em búfalos criados em outros países (Mongólia, Vietnã) (Altangerel et al., 2011b; 

Khukhuu et al., 2011), a transmissão desses genótipos foi de alguma forma limitada ao Sri 

Lanka (Sivakumar et al., 2014b). As diferenças nas espécies de carrapatos que se alimentam de 

bovinos e búfalos (Dovaudi et al., 2008) podem explicar as diferenças nos genótipos que 

infectam esses hospedeiros no Sri Lanka. Mais estudos são essenciais para identificar as 

espécies de carrapatos que podem transmitir T. orientalis para bovinos e bubalinos. 
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No Brasil, existe uma diversidade de genótipos de T. orientalis MPSP (tipos 1, 2, 3, 4, 

5, 7, N2 e N3), incluindo genótipos patogênicos isolados de bovinos do estado da Bahia 

(Sivakumar et al., 2014b). 

3.2.8 Tratamento e profilaxia 

A oxitetraciclina e o cloridrato de imidocarb são usados para o tratamento de casos 

clínicos de T. orientalis (Schein; Voigt, 1979; Morgan; Mchardy, 1982). A quimioterapia é 

empregada para prevenir o desenvolvimento e persistência da infecção por T. orientalis.  

As indústrias voltadas para bovinocultura em regiões endêmicas para T. orientalis se 

beneficiariam substancialmente de medidas para reduzir o impacto da infecção inicial, seja por 

meio do controle do vetor ou dos estágios iniciais da patogênese da infecção. Se isso puder ser 

gerenciado no estado de portador os animais sob criação convencional pareceriam estar 

protegidos de manifestações clínicas (Emery, 2020).  

Enquanto acaricidas tradicionais eficazes previnem o desenvolvimento de espécies 

patogênicas no hospedeiro definitivo, o controle no hospedeiro intermediário pode evitar o 

desenvolvimento de esquizontes ou remover estágios sanguíneos que poderiam ser ingeridos 

pelo carrapato durante repasto sanguíneo. Na prevenção ou retardo de o desenvolvimento de T. 

parva no protocolo “infectar e tratar”, oxitetraciclina e “GUTS” (ground-up tick sobrenate – 

sobrenadante de macerados de carrapatos) são administrados simultaneamente (Mutugi et al., 

1989; Kubota et al., 1996). Devido às dificuldades na produção de GUTS derivados de 

carrapatos, esse protocolo não foi experimentado para T. orientalis. 

Evidências anedóticas sugeriram que o toltrazuril pode atenuar o desenvolvimento de 

esquizontes em bezerro (Emery, 2020). Quanto a prevenção do estabelecimento de protozoários 

o toltrazuril é conhecido por ser ativo contra os estágios de esquizontes de Eimeria e Isospora 

spp., que estão relacionados com Theileria (Jonsson et al., 2011). Esta droga permanece em 

níveis terapêuticos em bezerros por aproximadamente oito dias (Dirikolu et al., 2008), o que 

coincidiria com o desenvolvimento inicial do esquizonte. No entanto, Lawrence et al. (2020) 

na Nova Zelândia administraram uma dose de 15 mg/kg desse fármaco em 20 bezerros leiteiros 

durante quatro semanas após o nascimento, verificando que o toltrazuril não preveniu ou 

melhorou significativamente as parasitemias. Da mesma forma, também na Austrália, esse 

fármaco foi administrado na mesma posologia a 15 bezerros, quatro dias após o desafio com a 

infestação de carrapatos H. longicornis adultos (aproximadamente 50 exemplares) não 

alimentados que haviam sido infectados com T. orientalis ikeda quando ninfas. Esse protocolo 

foi estabelecido para que coincidissem com os estágios iniciais de esquizonte incluindo os três 
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dias de alimentação necessários para amadurecer os esporozoítos nos carrapatos antes da 

inoculação (Marendy et al., 2020). Ao comparar os bezerros infectados, mas não tratados, o 

toltrazuril não teve efeito significativo no desenvolvimento de parasitemia (De Burgh; Emery, 

2021).  

Outra maneira profilática de interromper a transmissão de T. orientalis em regiões 

endêmicas é curar o estado de portador nos animais assintomáticos. Experimentalmente no 

campo, isso se desenvolve após a transferência mecânica de sangue infectado após o primeiro 

quadro de parasitemia. Alguns compostos foram utilizados para um ensaio quimioterápico com 

seleções baseadas na premissa de que a doença clínica de T. orientalis coincidiu com o 

aparecimento de piroplasmas em lâminas de esfregaços sanguíneos, febre e parasitemia, e que 

esses estágios de merozoítos se multiplicaram em eritrócitos como observado com 

hemoparasitos dos gêneros Babesia e Plasmodium. Assim, drogas com atividade contra outros 

hemoprotozoários com estágios eritrocitários importantes para o desenvolvimento assexuado 

podem ser eficazes contra T. orientalis. Em Queensland, T. orientalis (buffeli) pode ser curado 

pela administração de primaquina e halofuginona ou primiquina e buparvaquona (Stewart et 

al., 1990).  

Em regiões endêmicas com desafio sazonal contínuo de carrapatos vetores, o estado de 

portador parece prevenir a recorrência da teileriose clínica sem reduzir a produtividade, de 

modo que a cura do estado de portador pode não ser benéfica (Bailey, 2012; Perera et al., 2014; 

Swilks et al., 2017a). Atualmente, restringir os níveis de infestação de carrapatos é a opção mais 

viável para a prevenção da teileriose clínica em bezerros recém-nascidos em regiões endêmicas 

(Emery, 2021).  

Apesar da baixa eficiência, o uso de vacinas de sangue total foi empregado como 

tentativa de evitar a transmissão de T. orientalis (Ishihara, 1962; Minami, et al., 1981; Baek et 

al., 1992; Onuma et al., 1997). Os estudos de dose-resposta em vacinas de sangue não foram 

concluídos devido ao histórico bastante ad hoc desses ensaios (De Vos, 2011), mas vários 

resultados enfatizam que a dose pode influenciar os níveis de proteção gerados. Tanto a 

infecção passiva no útero quanto a transferência de anticorpos não parecem fornecer imunidade 

protetora após o nascimento (Minami, et al., 1981; Onuma et al., 1997), e isso pode estar 

relacionado à infecção de baixa dose e ao período transitório de anticorpos maternos sob desafio 

consistente de carrapatos. No entanto, Emery et al. (2021b) verificaram que o intervalo entre a 

infecção passiva e o desafio do carrapato, a intensidade do desafio do carrapato e a nutrição 

podem afetar o resultado, com bezerros constantemente parasitados por 3 a 4 semanas de idade.  
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Perante toda essa problemática, estudos foram surgindo na tentativa de encontrarem 

antígenos protetores e formulações vacinais baseadas nos estágios sanguíneos do parasito. No 

entanto, esses estágios são considerados responsáveis pelas sequelas clínicas da infecção e a 

partir da genotipagem do gene MPSP, ficou evidente a diversidade genética dentro dos 

genótipos e que existem genótipos mais virulentos (Sugimoto; Fujisaki, 2002; Sivakumar et al., 

2014a; Bogema et al., 2018) o que implica na ineficiência desses protocolos. Além disso, a 

cinética temporal para genótipos de T. orientalis durante infecções em curso tem sido atribuída 

ao “escape” de anticorpos protetores específicos de MPSP (Jenkins et al., 2015; Masatani et al., 

2016).  

Dois estudos investigaram a eficácia do MPSP recombinante em vacinas. Bezerros 

imunizados com MPSP recombinante dos genótipos ikeda e chitose em adjuvante ou 

lipossomas mostraram efeitos vacinais após desafio com um estabilizado contendo ambas as 

variantes (genótipos) (Baek et al., 1992). Este estudo foi o primeiro a indicar que a imunidade 

de proteção cruzada pode ser gerada contra genótipos de T. orientalis, mas os níveis de 

parasitemia não foram relatados. Uma vacina MPSP recombinante para T. orientalis (sergenti) 

utilizou três vacinações em intervalos de três semanas, produzindo uma resposta de anticorpos, 

mas sem proteção contra o desafio (Park et al., 1999). Devido à falta de geração consistente de 

imunidade protetora, essas vacinas recombinantes não foram mais estudadas até o momento. 
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3.3 Linfoma em bovídeos 

Linfoma é uma neoplasia maligna do sistema imune caracterizada pela proliferação 

neoplásica de linfócitos, que provoca a formação de massas tumorais em diversos órgãos. Os 

linfócitos podem ser do tipo B, T e células NK, de forma que qualquer um dos três pode sofrer 

transformação neoplásica resultando em linfoma (Campo et al., 2011; Oliveira et al., 2016a). 

Os linfomas são amplamente estudados na espécie humana. A etiologia pode envolver 

fatores genéticos, hábitos alimentares e de saúde, porém grande parte deles estão associados a 

infecção por alguns vírus (Pasqualucci, 2013; Castillo et al., 2014). Nos animais domésticos, 

linfomas infeciosos são observados com maior frequência na espécie felina e bovina, também 

associados a infecções virais (Beatty, 2014; Panziera et al., 2014).  

Em bovinos o surgimento de linfomas geralmente está associado à infecção pelo Bovine 

leukemia virus (BLV) causador da leucose enzoótica bovina (EBL), onde de 1 a 5% dos animais 

infectados desenvolvem linfoma, de 20 a 30% linfocitose persistente e a maioria permanece 

assintomática por longos períodos (Ghysdael et al., 1984; Bartlett et al., 2013). Os linfomas são 

multicêntricos podendo ser observados em diversos locais e órgãos o que provoca sinais 

clínicos variados. Os sinais clínicos mais observados são linfadenomegalia e emagrecimento 

progressivo. Alterações podem ser observadas nos locais onde as massas tumorais se localizam. 

No canal medular pode-se observar sinais neurológicos pela compressão de nervos, no globo 

ocular exoftalmia e distúrbios digestivos são gerados pelas massas tumorais no abomaso e 

intestinos. Os animais podem evoluir para estados de caquexia e morte (Grimshaw et al., 1979). 

Outra causa infecciosa de linfomas em ruminantes são parasitos protozoários do gênero 

Theileria nos quais os esquizontes têm a capacidade de transformar o leucócito hospedeiro em 

uma célula tumoral em constante proliferação (linfoproliferação) com potencial de 

hiperdisseminação. Por isso essas espécies são conhecidas como transformadoras (Sivakumar 

et al., 2014a). Em ruminantes as espécies sabidamente transformadoras são T. parva e T. 

annulata em bovinos e T. lestoquardi em caprinos e ovinos (Bishop et al., 2004; McKeever, 

2009; Sivakumar et al., 2014). 

Na literatura são poucos os relatos de linfomas em búfalos, sendo descritos um caso na 

Venezuela (Vale-Echeto et al., 2009) e a maior concentração dos casos na Índia (Bhattacharya, 

1967; Singh, 1968; Singh et al., 1973; Gupta et al., 1977;  Singh et al., 1979; Singh et al., 1980; 

Chand et al., 2012; Kumar et al., 2012) e recentemente no Brasil foram descritos alguns casos 

no estado do Pará (Oliveira et al., 2016ab). 
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O primeiro relato de lesões compatíveis com linfoma em búfalos foi realizado na Índia 

em 1960, no entanto, esse achado foi acidental (Bhattacharya, 1967). Inicialmente foram 

observadas patologias do trato respiratório em 646 búfalos abatidos em abatedouro, 11 animais 

apresentando lesões compatíveis com linfoma. Nos anos seguintes 1961, 1962 outros 217 casos 

envolvendo pericárdio e epicárdico foram observados entre 2.306 animais. De 1962 a 1967 

observou-se uma ocorrência de 10% (826 de 6745) entre búfalos abatidos em diferentes 

abatedouros da Índia. As lesões variavam de nódulos miliares, nódulos e papilas de crescimento 

contínuo e aspecto aveludado nas superfícies parietal e visceral de membranas serosas. O 

envolvimento de linfonodos variava de discreta tumefação até diversos graus de aumento de 

volume. No ano seguinte, Singh (1968) descreveu a presença de linfomas em búfalos de 

abatedouros também na Índia. As lesões foram semelhantes às observadas por Bhattacharya 

(1967), de forma que os linfonodos envolvidos estavam de 10 a 20 vezes aumentados e lesões 

de crescimento contínuo e com aspecto aveludado ou de couve-flor cresciam em membranas 

serosas de diversos órgãos e omento.  

Em um estudo clínico-patológico avaliando 50 casos clínicos e 283 casos de linfomas 

em búfalos de abatedouros, na Índia, os autores descrevem diversos graus de envolvimento dos 

linfonodos e em alguns casos foram observados nódulos no tecido subcutâneo em diferentes 

localizações. Microscopicamente, os linfonodos afetados apresentaram proliferação de células 

linfoides, principalmente linfoblastos e/ou linfócitos, substituindo a arquitetura normal do 

órgão, resultando em completa desorganização. Observaram ainda infiltrados neoplásicos no 

coração, rins, fígado, abomaso, intestinos, hipófise, adrenal, nervos periféricos, diafragma, 

rúmen, uretra, úbere, vesícula seminal, testículos, epidídimo, retículo, tireoide, glândula 

bulbouretral, glândula salivar, traqueia, próstata, esôfago, laringe, omaso, língua, vesícula 

biliar, pâncreas, artéria pulmonar e pele. Os autores acreditavam que a neoplasia teria origem 

multicêntrica, sugerida pela proliferação de células mesenquimais indiferenciadas do sistema 

reticulo endotelial (Singh et al., 1979). 

Massas tumorais com grande envolvimento dos pulmões foram relatadas na Índia em 

búfalos. As lesões microscópicas foram caracterizadas por grandes agregados linfo-foliculares 

formados por linfoblastos e linfócitos, substituindo a estrutura alveolar normal dos pulmões 

(Singh et al., 1973). O infiltrado de células neoplásicas apresentava várias figuras de mitose. 

Lesões também foram observadas em linfonodos e outros órgãos. Outros relatos, também na 

Índia, incluem um caso de leucemia linfoide em que a contagem de leucócitos foi de 50050/µL 

de sangue, juntamente com a presença de linfoma em diversos órgãos (Gupta et al., 1977). Esses 

autores também relataram uma forma tímica da doença em uma búfala com oito anos de idade. 
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Em outro estudo observou-se casos envolvendo o sistema endócrino e reprodutivo (Singh et al., 

1980). 

A etiologia dos linfomas em búfalos ainda não foi elucidada, no entanto devido ao 

caráter multicêntrico dos tumores, alguns autores sugerem o envolvimento de agentes virais 

(Singh et al., 1973).  Vale-Echeto et al. (2009) descreveram um caso de linfoma de caráter 

multicêntrico em uma búfala na Venezuela. Esses autores ao longo da discussão mencionam 

como um caso de EBL. Semelhantemente, em 2012, na Índia, Chand et al. (2012) e Kumar et 

al. (2012) relataram um caso de linfoma multicêntrico em uma búfala com cinco anos de idade 

e outra búfala com dez anos de idade apresentando nódulo único de aproximadamente 10 e 20 

cm de diâmetro na região escapular, respectivamente. O primeiro caso além das alterações 

patológicas apresentou alterações hematológicas, no entanto, no segundo relato o animal não 

apresentou nenhuma alteração hematológica e bioquímica. Entretanto, nos três estudos os 

autores mencionam que esses linfomas multicêntricos teriam etiologia viral, ou seja, seriam 

ocasionados pelo BLV e os caracterizaram como quadros de EBL, contudo, não foi comprovado 

à existência do BLV nesses animais.  

No Brasil Oliveira et al. (2016b) durante dez anos observaram a ocorrência de uma 

doença linfoproliferativa em bubalinos na região Amazônica, estado do Pará. Foram avaliados 

quatro animais de um mesmo rebanho, apresentando emagrecimento progressivo, hipertrofia 

dos linfonodos periféricos e nodulações de coloração esbranquiçada no tecido subcutâneo, 

nódulos miliares nas superfícies serosas de órgãos abdominais, caracterizando um linfoma 

multicêntrico de células B. Não foi verificada a presença de material gênico do BLV e do Bovine 

herpesvirus 6 nos linfomas, sendo detectado apenas em amostras de um animal o Bovine 

immunodeficiency virus (BIV), no entanto, o papel oncogênico desse vírus precisa ser estudado, 

e a etiopatogenia dos linfomas nesses animais ainda não está esclarecida.  
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 Aspectos éticos 

 Todos os procedimentos que envolveram a manipulação de animais foram aprovados 

pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Minas Gerais 

sob o protocolo de nº 133/2012 e nº 38/2017. 

4.2 Local de estudo 

 O estudo foi realizado nos municípios de Abaetetuba, Castanhal, Ipixuna do Pará, Nova 

Timboteua, Soure e Vigia (Figura 2), que estão localizados no Estado do Pará, na Amazônia (S 

1°21'4" e O 47°34'20"). O Pará, segundo maior estado do Brasil, possui uma área de 1.247.950 

km2, clima equatorial úmido, que possui altas temperaturas e altos índices pluviométricos e uma 

população estimada de 8.513.497 de habitantes (IBGE, 2017). A principal atividade econômica 

do estado do Pará é a bubalinocultura, este detém o maior número de animais do país, são 

513.406 cabeças correspondendo a 37% do rebanho nacional, que estão distribuídos, 

basicamente, na ilha de Marajó e no Baixo e Médio Amazonas (IBGE, 2017). 

4.3 Amostragem  

O tamanho da amostra foi calculado através de uma amostra simples randomizada. 

Adotou-se uma prevalência esperada de 50%, segundo Stevenson (2008), com precisão 

absoluta de 5% e intervalo de confiança de 95%, conforme demonstrado a seguir: 

n = z² (1 – Py) x Py / d² 

n = tamanho da amostra; 

z = coeficiente de confiança; 

Py = prevalência esperada; 

d = precisão absoluta desejada. 

Portanto, foram colhidas amostras de 500 animais. Os animais eram das raças Murrah, 

Mediterrâneo e Jafarabadi, de ambos os sexos, com idade variando entre 2 a 15 anos.  



59 
 

 

Foram escolhidas por conveniência nove propriedades localizadas no estado do Pará, 

região Norte do país (região Amazônica). Sendo que quatro propriedades se localizam no 

arquipélago de Marajó e cinco no continente (Tabela 1).  

Os animais da propriedade A-PA eram destinados a reprodução na Central de 

biotecnologia da reprodução animal (Cebran), localizada em Castanhal. Esses animais são 

criados conjuntamente com bovinos em sistema semi-intensivo. As propriedades B-PA, C-PA, 

D-PA e F-PA eram de criação do tipo mista, onde o rebanho era explorado para corte e leite. 

Na propriedade E-PA os animais eram destinados a exploração leiteira. Os animnais dessa 

propriedade são criados com bovinos, equídeos. Nas propriedades G-PA, H-PA e I-PA o 

sistema de criação era extensivo, as búfalas tinham contato com outros animais da fauna, além 

de equídeos, suínos e caprinos. A-PA e E-PA eram propriedades com histórico de linfomas no 

rebanho.  

Tabela 1 – Número de propriedades amostradas, e distribuição das amostras sanguíneas 

coletadas ao longo dos anos de 2011 e 2020, no estado do Pará, região Amazônica, Brasil. 

ID identificação; N número; % percentual; a propriedades localizadas no arquipélago de Marajó. 

 

 

 

 

Propriedade Município Nº de animais amostrados 

A-PA Castanhal 104 

B-PA Vigia 13 

C-PA Ipixuna do Pará 82 

D-PAa Soure 72 

E-PA Nova Timboteua 74 

F-PA Abaetetuba 28 

G-PAa Soure 95 

H-PAa Soure 5 

I-PAa Soure 27 

Total 500 



60 
 

 

Figura 2 – Mapa do Brasil mostrando o estado do Pará e os municípios onde foram coletadas 

as amostras.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: ARAUJO (2022). 
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4.4 Coleta de amostras sanguíneas 

As amostras sanguíneas foram colhidas ao longo dos anos de 2011 e 2020 por 

venopunção jugular, utilizando tubos com EDTA (Ácido Etilenodiamino Tetra – Acético 

Sódico 300 mmol/L), por meio do sistema de colheita a vácuo. Os tubos foram armazenados a 

8°C até a realização da técnica de Brener, Técnica de Woo, confecções dos esfregaços 

sanguíneos e Buffy coat e a extração de DNA para posterior realização das análises moleculares. 

4.5 Análises laboratoriais 

4.5.1 Pesquisa de hemopatógenos 

4.5.1.1 Pesquisa de Trypanosoma spp. 

Em 135 (135/500) amostras foi realizada a pesquisa de Trypanosoma spp. utilizando as 

técnicas de Brener (Brener, 1961), microhematócrito descrita por Woo (1970) e análise de buffy 

coat, descritas abaixo:  

- Técnica de Brener (1961): utilizou-se uma alíquota de 5 µL de sangue disperso em 

lâmina de microscopia, sob lamínula de 22 x 22 mm. Deste modo, foram examinados 50 campos 

microscópicos, sob objetiva de 40 (Olympus BX40).  

- Técnica de Woo (1970): os tubos de microhematócrito (Perfecta®, Mooca, São Paulo) 

foram lidos em microscópio óptico (Olympus BX40) em objetiva de 10 e 40 vezes para procura 

dos parasitos, que se concentram entre o plasma e a camada leucocitária. 

- Técnica de Buffy coat (Harvey, 2012): após a leitura do Woo os microcapilares 

(Perfecta®, Mooca, São Paulo) foram seccionados acima da camada leucocitária e o conteúdo 

foi depositado em lâmina para a produção de um esfregaço. Posteriormente foram fixados com 

Metanol (Synth®, São Paulo, SP) e corados com Giemsa (May-Grunwald-Giemsa e Wright 

Giemsa) (Sigma-Aldrich®, St. Louis, Missouri, Estados Unidos). A leitura foi realizada em 

microscópio óptico (Olympus BX40) sob imersão em óleo com aumento de 1000X. 

4.5.1.2 Confecções de esfregaços sanguíneos 

A busca por hemopatógenos em células sanguíneas foi realizada pela leitura de campos 

homogêneos de esfregaços sanguíneos (135/500) (sangue total) corados com Giemsa (May-

Grunwald-Giemsa e Wright Giemsa) (Sigma-Aldrich®, St. Louis, Missouri, Estados Unidos), 

previamente fixados com Metanol (Synth®, São Paulo, SP), utilizando microscópio óptico com 
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aumento de 1000X (Olympus BX40), sob imersão em óleo. Foram avaliados no mínimo 40 

campos (aproximadamente 200 células por campo) (Ribeiro; Reis, 1981). 

4.5.2 Análise molecular 

4.5.2.1 Extração de DNA das amostras de sangue 

 O DNA genômico foi extraído do sangue total utilizando o kit comercial QIAamp DNA 

Mini Kit (Qiagen, Alemanha). As amostras de DNA extraídas foram então identificadas e 

armazenadas a -20°C até a realização das PCRs. Os valores de concentração de DNA, assim 

como os de absorbância (260/280 nm), foram obtidos utilizando espectrofotômetro 

(Nanodrop®, Term Scientific, EUA). 

4.5.2.2 Controle endógeno da PCR 

 Com o objetivo de avaliar a qualidade do material genômico extraído, as amostras de 

DNA foram submetidas à PCR objetivando a amplificação do gene Gliceraldeído-3-fosfato 

desidrogenase (GAPDH) de bovídeos utilizando oligonucleotídeos iniciadores segundo 

Pinheiro de Oliveira et al. (2013), GAPDH F GGTGATGCTGGTGCTGAGTA e GAPDH R 

CCCTGTTGCTGTAGCCAAAT. Foi utilizado 5µL de GoTaq® Green Master Mix, 2X 

(Promega®, Madison, Wisconsin, Estados Unidos), 0,2µM de concentração de cada 

oligonucleotídeo iniciador, 1µL do DNA-amostra e água ultrapura esterilizada (Nuclease-Free 

Water, Promega®, Madison, Wisconsin, Estados Unidos) q.s.p.10µL. Como controle negativo 

foi utilizado apenas o master mix de reagentes da PCR acrescido de 1,0 μL de água. As reações 

foram conduzidas de acordo com a sequência térmica desnaturação inicial de 95ºC durante 4 

minutos, seguida de 35 ciclos de 95º C durante 30 segundos, hibridização de 54°C durante 30 

segundos, extensão de 72º C durante 50 segundos, e uma extensão final de 72º C durante 7 

minutos, amplificando um fragmento de 709 pb. 

Após as amplificações realizou-se a eletroforese horizontal em gel de agarose 1,5% 

(m/v) corado com GelRed™ (Biotium, Fremont, USA), em tampão TAE 0,5X (TRIS 400 mM, 

Ácido Acético 1% e EDTA 20 mM). Uma alíquota de 3 µL de DNA adicionada de 2,0 µL de 

tampão de amostra (0,025% de azul de bromofenol e 50% de glicerol) foi aplicada no gel. O 

DNA foi submetido à eletroforese por 45 minutos a uma voltagem constante de 100 V e corrente 

de 400mA. Os resultados foram visibilizados e analisados através de um transiluminador de luz 

ultravioleta. 
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4.5.2.3 Detecção molecular de T. orientalis por PCR e nested- PCR 

 Todas as amplificações de DNA foram realizadas para um volume final de 10µL, 

contendo uma mistura de 1µL do DNA-amostra (com concentração entre 30 e 60ng), 0,2µM de 

concentração de cada oligonucleotídeo iniciador, 5µL de GoTaq® Green Master Mix, 2X 

(Promega®, Madison, Wisconsin, Estados Unidos) e água ultrapura esterilizada (Nuclease-

Free Water, Promega®, Madison, Wisconsin, Estados Unidos) q.s.p.10µL. As reações de 

nested-PCR (nPCR) foram realizadas seguindo as mesmas especificações citadas 

anteriormente, utilizando 1µL de produto amplificado da primeira reação.  

Para detecção de DNA de parasitos do gênero Theileria as amostras de DNA foram 

submetidas a ensaios de PCR dirigidos aos genes 18S rRNA utilizando os oligonucleotídeos 

iniciadores descritos por Zahler et al. (2000). Reações de nested-PCR para região completa de 

ITS (ITS1-5.8S-ITS2) de T. orientalis foram conduzidas utilizando os oligonucleotídeos 

iniciadores descritos por Chaisi et al. (2014), cujas descrições também constam na Tabela 2. 

Visando a detecção de genótipos de T. orientalis, as amostras de DNA foram submetidas a 

ensaios de PCR baseados no gene MPSP (Major Piroplasm Surface Protein), utilizando os 

oligonucleotídeos iniciadores descritos por Ota et al. (2009), cujas descrições também constam 

na Tabela 2.  

As reações de amplificação para os genes 18S rRNA foram conduzidas de acordo com 

sequência térmica: desnaturação inicial de 94ºC por 5 minutos, 40 ciclos a 94ºC por 30 

segundos, 63ºC por 1 minuto e 72ºC por 2 minutos, seguidos de uma extensão final a 72ºC por 

2 minutos. Para o gene ITS: desnaturação inicial de 94ºC por 5 minutos, 29 ciclos a 94ºC por 

30 segundos, 64ºC por 30 segundos e 68ºC por 2 minutos e 30 segundos, seguidos de uma 

extensão final a 68ºC por 5 minutos. No segundo ciclo a sequência térmica de amplificação 

consiste de desnaturação inicial a 94◦C por 5 minutos, 35 ciclos de 94ºC por 30 segundos, 60ºC 

por 1minuto, 72ºC por 30 segundos, e extensão final de 72ºC por 5 minutos.  

As condições de amplificação para o gene MPSP de T. orientalis consistiram em 

desnaturação inicial de 95ºC por 5 minutos, 35 ciclos a 95ºC por 30 segundos, 60ºC por 30 

segundos e 72ºC por 1 minuto, seguidos de uma extensão final a 72ºC por 5 minutos. 
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Tabela 2 - Sequências de oligonucleotídeos iniciadores, região gênica para ensaios de nested-

PCR e PCR para detecção de Theileria orientalis.   

pb pares de base. 

4.5.2.4 Eletroforese de DNA em gel de agarose 

 Os produtos amplificados por meio dos ensaios de PCR e nPCR foram 

submetidos à eletroforese horizontal em gel de agarose a 1,0% (m/v) corado com GelRed™ 

(Biotium, Fremont, USA), em tampão de corrida TAE 0,5X (TRIS 400 mM, Ácido Acético 1% 

e EDTA 20 mM). A eletroforese foi realizada a 100V/400mA durante 60 minutos. Para a 

determinação do tamanho em pares de pb dos produtos amplificados de interesse utilizou-se 

um marcador de peso molecular de 1kb DNA Ladder (Promega®, Madison, Wisconsin, 

Estados Unidos). Os resultados foram visibilizados e analisados através de um transiluminador 

de luz ultravioleta. 

4.5.2.5 Sequenciamento nucleotídico e análise das sequências de nucleotídeos 

 Para garantir a recuperação de uma quantidade suficiente do fragmento de DNA 

amplificado para o gene MPSP, as amostras positivas foram amplificadas em duplicatas, para 

um volume total de 25 μL de cada amostra, utilizando 50 μL do produto amplificado para a 

purificação. Após a reação de cPCR os produtos amplificados de interesse foram purificados 

através de Polietilenoglicol (PEG) (20% PEG 8.000 em solução de NaCl 2,5M) (Promega, 

EUA) (www.icb.ufmg.br/lbem) e com QIAquick Gel Extraction (Qiagen, Alemanha). 

 Para confirmação da purificação do material genômico, as amostras foram submetidas 

a uma nova eletroforese em gel de agarose como descrito no item 4.5.2.4. A quantificação de 

Sequência dos Oligonucleotídeos iniciadores (5’-3’)  
Tamanho do produto 

amplificado (pb)  
Região gênica  Referência  

1ª reação 
1055F GGTGGTGCATGGCCG 

LSUR300 TWGCGCTTCAATCCC3 
1500  

Região 

completa 

ITS  

(ITS1-5.8S-

ITS2 

 

  

Chaisi et al. 

(2014) 

  

  
  

2ª reação 
ITSF GAG AAGTCGTAACAAGGTTTCCG 

LSUR50 GCTTCACTCGCCGTTACTAGG 
1200  

  
 

      

 CGGGATCCAACCTGGTTGATCCTGC 

CCGAATTCCTTGTTACGACTTCTC 

1514 18S rRNA Zahler et al. 

(2000) 

     

  MPSF 

(GGGAGCTCCTATGAATTACAGAGAATTGTTTAC) 

MPSPR 

(CCGGATCCTTAGCTGAACAGGAATCTTGC) 

776 
MPSP 

Ota et al. 

(2009)  

       

http://www.icb.ufmg.br/lbem
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material genômico total do produto purificado foi realizada como descrita no item 4.5.2.1, por 

meio da leitura da absorbância de cada amostra. Os produtos purificados foram preparados para 

sequenciamento segundo as recomendações da empresa Myleus Biotechnology (Belo 

Horizonte, MG Brasil) (https://www.myleus.com/) e ACTGENE - Analises moleculares Ltda 

(Alvorada, RS Brasil) (https://actgene.com.br/), sendo sequenciadas por eletroforese capilar 

com o sequenciador automático ABI3730, utilizando-se polímero BigDye v3.1 e POP7, 

utilizando os mesmos oligonucleotídeos empregados nos ensaios de PCR parao gene MPSP, 

em duplicatas, sendo uma vez com o iniciador direto, e uma com o reverso permitindo uma 

maior confiabilidade das sequências consenso que serão obtidas. 

Os eletrocromatogramas foram avaliados quanto à qualidade e foram editados nos 

programas MEGA XI (Tamura et al., 2021) e ChromasPro (Technelysium Ltd). Em seguida, as 

sequências foram submetidas à procura de identidade com as sequências depositadas em banco 

de dados. Para isso, utilizou-se o programa Basic Alignment Search Tools (BLAST) do National 

Center for Biotechnology Information (NCBI) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) (National   

Library   of   Medicine, EUA). Após a comparação no BLASTn, as sequências analisadas foram 

caracterizadas em espécie, de acordo com o grau de similaridade com os dados já depositados 

no Genbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank).  

4.5.2.6 Análises filogenéticas 

Os contíguos das sequências foram alinhados por correspondência nucleotídica no 

programa MAFFT versão 7 (Katoh et al., 2019) e as regiões complementares aos iniciadores 

foram excluídas. As sequências geradas, novamente foram alinhadas com aquelas selecionadas 

do GenBank publicadas em estudos prévios (Kim et al., 1998; Zakimi et al., 2006; Ota et al., 

2009), após uma análise filogenética prévia e que permitisse uma comparação com os genótipos 

de T. orientalis disponíveis usando o algoritmo E-INS-i do programa MAFFT (Katoh et al., 

2019). Foram utilizadas as sequências de T. annulata e T. parva como grupos externos. Lacunas 

nas extremidades das sequências, devido a dados não amplificados ou por variação natural do 

comprimento, foram substituídas por ‘n’. A reconstrução filogenética foi estimada usando os 

critérios de Máxima Verossimilhança (MV) e Inferência Bayesiana (IB) com base no modelo 

evolutivo GTR + I + Г (tempo reversível generalizado com variação gamma e proporção de 

sítios invariáveis) selecionado pelo progrma jModelTest 2 (Darriba et al., 2012), utilizando o 

Critério de Informação de Akaike (AIC). A melhor topologia da análise de MV foi gerada pelo 

programa RAxML-HPC BlackBox (7.6.3.) (Stamatakis et al., 2008), permitindo a parada 

automática de réplicas não paramétricas de bootstrap. A análise de IB foi construída usando 

https://www.myleus.com/
https://actgene.com.br/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank
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MrBayes versão 3.2. (Ronquist et al., 2012) em duas buscas independentes de MCMC, 

executando quatro cadeias (uma ‘fria’ e três ‘quentes’) por cinco milhões de gerações (ngen = 

10,000,000), amostradas a cada 1,000 (samplefreq = 1,000) com os primeiros 25% descartados 

como “burn-in” (burninfrac = 0.25). O programa Tracer 1.7 (Rambaut et al., 2014) foi utilizado 

para checar a convergência e a homogeneização de diferentes parâmetros e para confirmar que 

o ESS dos parâmetros foi adequado para fornecer estimativas razoáveis de variância, isto é, 

ESS> 200. 

A matrix de distância entre os grupos foi estimada utilizando o MEGA XI (Tamura et 

al., 2021) com o modelo Maximum Composite Likelihood +G. 

4.5.2.6.1 Diversidade de T. orientalis 

O alinhamento das sequências do gene MPSP amplificadas no presente estudo 

juntamente com as sequências de T. orientalis depositadas no Genbank foram utilizados para 

calcular a diversidade de nucleotídeos (π), nível de polimorfismo (diversidade de haplótipo – 

[dh]), número de haplótipos (h) e a média do número de diferenças nucleotídicas (K) utilizando 

o Software DnaSP v5 (Librado; Rozas, 2009). 

Foi realizada a análise de distância Network, utilizando o Software Splitstree, com os 

parâmetros Neighbour-Net e Uncorrected p-distance, das sequências MPSP detectadas no 

presente estudo em conjunto com aquelas obtidas via GenBank, cujo polimorfismo foi avaliado 

pelo Software DnaSP5 (Librado; Rozas, 2009).  

5 Estudo clínico-anatomopatológico de linfomas 

Quatro búfalos apresentando sinais clínicos indicativos de linfoma, pertencentes a 

propriedade A-PA (Caso 01, 03, 05 e 06) localizada no município de Castanhal, PA e dois 

pertencentes a propriedade E-PA (Caso 02 e 04) localizada no município de Nova Timboteua, 

região nordeste do estado do Pará, PA foram incluídos neste estudo.  

5. 1 Exame clínico  

Os dados epidemiológicos, clínicos e patológicos dos animais estudados foram obtidos 

por meio de visitas a duas propriedades localizadas nos municípios de Castanhal (A-PA) e Nova 

Timboteua (E-PA). Foi realizado exame clínico dos animais segundo Dirksen et al. (1993).  

5.2 Coleta de amostras sanguíneas  
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Nos animais com sinais clínicos da enfermidade coletaram-se amostras de sangue por 

venopunção da jugular, em tubos estéreis a vácuo, com anticoagulante EDTA (Ácido 

Etilenodiamino Tetra-Acético) para obtenção de sangue total. As amostras de sangue total 

foram congeladas a -20ºC e posteriormente submetidas à realização da extração de DNA e as 

análises moleculares.  

5.3 Coleta de amostra de linfonodos 

Na fazenda localizada no município de Castanhal onde foram estudados quatro búfalos 

procedeu-se a punção pela técnica de citologia aspirativa com agulha fina - CAAF dos 

linfonodos pré-escapulares de três bubalinos (3, 5 e 6) com manifestação clínica sugestiva de 

linfoma utilizando-se o citoaspirador de Valeri®, agulhas hipodérmicas (30x7mm), seringas 

descartáveis e individuais para cada colheita. 

O primeiro material colhido de cada linfonodo pela CAAF, contido tanto na agulha 

quanto na seringa, foi transferido para microtubos de 1,5 mL estéreis (livres de DNase / RNase), 

acondicionados sob refrigeração, e posteriormente, armazenados a -20°C até a realização da 

extração de DNA e as análises moleculares.  

O segundo material citológico obtido de cada linfonodo dos três animais, foi 

imediatamente distendido em seis lâminas de microscopia (duplicata), secas, fixadas em 

Metanol (Synth®, São Paulo, SP), submetidas posteriormente às colorações com Giemsa (May-

Grunwald-Giemsa) (Sigma-Aldrich®, St. Louis, Missouri, Estados Unidos).  

5.4 Necropsia e análise histopatológica 

Realizou-se a necropsia dos búfalos 01, 03, 05 e 06 pertencentes a fazenda A-PA e dos 

bubalinos 2 e 4 oriundos da fazenda E-PA. Fragmentos de diversos órgãos foram fixados em 

formalina a 10% tamponada e encaminhados ao Setor de Anatomia Patológica da Universidade 

Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ) para avaliação histopatológica. Os fragmentos foram 

seccionados a 5 μm, corados com Hematoxilina-Eosina (HE) e avaliados em microscopia óptica 

(Olympus BX41TF). 

Adicionalmente, foram coletados durante a necropsia fragmentos de massas tumorais e 

de linfonodos que foram armazenados em microtubos de 1,5mL estéreis (livres de 

DNase/RNase), acondicionados sob refrigeração, e posteriormente, armazenados a -20°C até a 

realização da extração de DNA e as análises moleculares.  

5.5 Estudo etiológico dos linfomas 
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Os fragmentos das massas tumorais, amostras sanguíneas e linfa dos animais 

submetidos ao estudo anatomopatológico foram submetidos às reações de PCR e nested-PCR 

para Theileria orientalis.  

Para verificar a presença de material viral nas amostras supracitadas, três agentes, 

Bovine leukemia virus (BLV) (região do gene env gp51), Bovine herpesvirus 6 (BoHV-6) 

(dirigidas as regiões gênicas que codificam a polimerase e a glicoproteína B gB do BoHV-6) e 

Bovine immunodeficiency virus (BIV) (gene pol), foram pesquisados através da PCR e 

seminested-PCR.  

Adicionalmente, para verificar a presença de infecção por outros hemopatógenos as 

amostras também foram submetidas a reações de PCR e nested-PCR para detecção de DNA de 

Anaplasma marginale (dirigidas ao gene msp4 e msp1a), agentes Anaplasmataceae dirigidas ao 

gene 16S rRNA Anaplasma spp. (granulócitos e plaquetas) / Ehrlichia spp. (monócitos), gene 

16S rRNA de hemoplasmas (Mycoplasma spp., ‘Candidatus Mycoplasma haemobos’ e M. 

weyonii), para tripanosomatídeos dirigidos aos genes da Catepsina L de Trypanosoma vivax e 

VSG de T. evansi, Babesia spp./Theileria spp. baseada no gene 18S rRNA  e aos genes SS rRNA 

de Babesia bovis e B. bigemina.  

5.5.1 Extração de DNA 

Os fragmentos de tecido em parafina do animal 01 foram seccionados a 5 μm e 

submetidos a extração de DNA usando o Kit QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Alemanha) de 

acordo com as recomendações do fabricante para amostras FFEP (formalin-fixed, paraffin-

embedded tissues). Amostras congeladas de fragmentos de tumor, tecidos e as amostras de 

sangue total de todos os animais submetidos ao estudo anatomopatológico foram submetidas a 

extração de DNA total utilizando o kit citado acima, de acordo com as recomendações do 

fabricante para amostras de tecido fresco e amostras sanguíneas, respectivamente. 

Visando obter uma segurança quanto a qualidade da extração de DNA, tanto nas 

extrações de amostras de sangue total, linfa, quanto as amostras de tecidos, a cada 12 amostras 

de DNA extraída, havia duas amostras controle (água ultrapura esterilizada) (Nuclease-Free 

Water, Promega®, Madison, Wisconsin, EUA) que foram extraídas simultaneamente com as 

amostras a serem analisadas.  

 As amostras de DNA extraídas foram armazenadas a -20°C até a realização das PCRs. 

Os valores de concentração de DNA, assim como os de absorbância (260/280 nm), foram 

obtidos utilizando espectrofotômetro (Nanodrop®, Term Scientific, EUA), segundo instruções 

do fabricante. E posteriormente, para avaliar a qualidade e eficiência da extração do DNA, todas 
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as amostras foram submetidas a uma PCR para amplificação do gene constitutivo GAPDH 

(Pinheiro De Oliveira et al., 2013), conforme descrito no item 4.5.2.1. 

Para verificar a qualidade e a comparação do cálculo estimado da quantidade de DNA 

nas amostras submetidas a extração de DNA, realizou-se eletroforese horizontal em gel de 

agarose 1,5% (m/v) corado com GelRed™ (Biotium, Fremont, USA), em tampão TAE 0,5X 

(TRIS 400 mM, Ácido Acético 1% e EDTA 20 mM). Uma alíquota de 3 µL de DNA adicionada 

de 2,0 µL de tampão de amostra (0,025% de azul de bromofenol e 50% de glicerol) foi aplicada 

no gel. Para comparação visual e cálculo estimado da quantidade de DNA, foi utilizado um 

marcador padrão de tamanho molecular de 100 pb (Promega®, Madison, Wisconsin, Estados 

Unidos) e os resultados foram comparados segundo Oliveira et al. (2016a) para amostras que 

foram submetidas as análises de material viral e para às amostras submetidas a análises para 

detecção de T. orientalis para uma concentração de 60ng.  O DNA foi submetido à eletroforese 

por 45 minutos a uma voltagem constante de 100 V e corrente de 400mA. Os resultados foram 

visibilizados e analisados através de um transiluminador de luz ultravioleta. A quantidade ótima 

de DNA utilizada para as análises moleculares dirigidas aos agentes virais foi definida entre 

200 e 300 ng por reação.  

5.5.2 Detecção molecular de T. orientalis por PCR e nested- PCR 

Os fragmentos das massas tumorais, amostras sanguíneas e linfa dos animais 

submetidos ao estudo anatomopatológico foram submetidos às reações de PCR e nested-PCR 

para T. orientalis seguindo a mesma metodologia utilizada para amplificação das amostras de 

sangue descritas no item 4.5.2.3.  

As amostras positivas para o gene MPSP foram submetidas às reações de 

sequenciamento nucleotídico para tal, as amostras foram amplificadas em duplicatas para um 

volume total de 25 μL de cada amostra. Posteriormente, os amplímeros foram purificados com 

DNA Cleanup Exo + SAP (Cellco Biotech, Brasil). Para confirmação da purificação do material 

genômico purificado, as amostras foram submetidas a uma nova eletroforese em gel de agarose 

como descrito no item 4.5.2.4. A quantificação de material genômico total do produto 

purificado foi realizada como descrita no item 4.5.2.1. 

Os produtos purificados foram preparados para sequenciamento segundo as 

recomendações da empresa CT Vacinas (Belo Horizonte, MG Brasil) 

(http://www.ctvacinas.ufmg.br/), utilizando os mesmos oligonucleotídeos empregados nos 

ensaios de PCR parao gene MPSP, em duplicatas, sendo uma vez com o iniciador direto, e uma 

com o reverso permitindo uma maior confiabilidade das sequências consenso que serão obtidas. 

http://www.ctvacinas.ufmg.br/
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Os eletrocromatogramas foram avaliados quanto à qualidade e foram editados nos 

programas MEGA XI (Tamura et al., 2021) e ChromasPro (Technelysium Ltd). Em seguida, as 

sequências foram submetidas à procura de identidade com as sequências depositadas em banco 

de dados. Para isso, utilizou-se o programa Basic Alignment Search Tools (BLAST) do National 

Center for Biotechnology Information (NCBI) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) (National   

Library   of   Medicine, EUA). Após a comparação no BLASTn, as sequências analisadas foram 

caracterizadas em espécie, de acordo com o grau de similaridade com os dados já depositados 

no Genbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank).  

Os contíguos das sequências foram alinhados seguindo a mesma metodologia descrita 

no item 4.5.2.6.  

A reconstrução filogenética foi estimada utilizando diferentes modelos para se averiguar 

o agrupamento das amostras. O modelo de substituição de nucleotídeos Tajima-Nei com 

distribuição em gama foi utilizado para construção das árvores em Neighbor Joining (NJ) e 

Maximum Likelihood (ML) com 1000 réplicas de Bootstrap no programa MEGA XI (Tamura 

et al., 2021).  

Além das sequências de amostras de T. orientalis detectadas nesse trabalho, foram 

utilizadas sequências provenientes de publicações prévias (Kim et al., 1998, Kawazu et al., 

1999; Zakimi et al., 2006; Ota et al., 2009) e as sequências do grupo N4 detectadas neste estudo. 

Sequências de T. parva e T. annulata foram utilizadas como grupos externo. 

5.5.3 Detecção molecular de Bovine leukemia virus (BLV), Bovine herpesvirus 6 

(BoHV-6) e Bovine immunodeficiency virus (BIV) 

Todas as amplificações de DNA visando a detecção de material viral foram realizadas 

para um volume de 25µL, contendo 1U de GoTaq® Flexi DNA Polymerase (Promega, USA), 

1x de 5X Green GoTaq® Flexi Buffer, 1,5mM de MgCl2, 0,2mM de dNTP mix (Invitrogen, 

USA), 10 pmoles de cada oligonucleotídeo iniciador, 300 ng de DNA e água ultrapura livre de 

DNase e RNase (Invitrogen-Life Technologies®, EUA) q.s.p. 25µL. As reações de seminested-

PCR foram realizadas seguindo as mesmas especificações citadas anteriormente, utilizando 2 

µL de produto amplificado da primeira reação.  

Para detecção de DNA proviral para a região do gene env (gp51) do BLV as amostras 

de DNA foram submetidas a ensaios de PCR utilizando os oligonucleotídeos iniciadores BLV-

gp51-F 5’TCACCTTTCTGTGCCAAGTCT3’ e BLV-gp51-R 

5’TGGTGTTAAACGAGGACGTGT3’ descritos por Oliveira et al. (2016a), que amplificam 

um fragmento de 568pb desse gene. Como controle positivo das reações foi utilizado DNA 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank
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obtido a partir de células FLK (Fetal Lamb Kidney) persistentemente infectadas com BLV 

(Oliveira et al., 2016a), e como controle negativo água ultrapura livre de DNase e RNase 

(Invitrogen-Life Technologies®, EUA). Os ciclos para amplificação foram constituídos de 

desnaturação inicial a 95ºC por 3 minutos, seguidos por 35 ciclos de desnaturação a 95ºC por 

30s, anelamento a 51ºC por 30s e extensão a 72ºC por 30s, seguido de extensão final a 72ºC 

por 5 minutos. 

Duas PCRs foram realizadas para amplificar as regiões gênicas que codificam a 

polimerase e a glicoproteína B (gB) do BoHV-6. O gene pol foi testado por meio de seminested 

PCR (BoHV6-pol-PCR), que amplifica um fragmento de 551 pb na reação externa (BoHV6-

F5’ACAGACGGGCAGCAGATAAG3’ e BoHV6-R 5’ATGGTTCGCCCCTGTAGAGT3’) e 

166 pb na reação interna (BoHV6-F e Snested R5’AGTCTACCACGAGCACAGGA3’) 

seguindo a metodologia de Oliveira et al. (2015). Os ciclos para amplificação foram 

constituídos de desnaturação inicial a 95ºC por 3 minutos, seguidos por 35 ciclos de 

desnaturação a 95ºC por 30s, anelamento a 51ºC por 30s e extensão a 72ºC por 30s, seguido de 

extensão final a 72ºC por 5 minutos. 

A PCR convencional (BoHV6-gB-PCR) amplifica um fragmento de 665 pb do gene gB 

do BoHV-6 (BoHV6-gB-F 5’AGGCGACGCTATCTCAGTGT3’ e R 

5’TGATAAGCCCGAAGACCAACA3’). A reação foi conduzida com as seguintes condições 

de amplificação: desnaturação inicial de 94ºC durante 4 minutos, seguido de 40 ciclos de 94º C 

durante 30 segundos, hibridização de 58°C durante 30 segundos, extensão de 72º C durante 30 

segundos, e uma extensão final de 72º C durante 4 minutos. Um clone obtido a partir de um 

bovino do estado do Pará (BOVBR8-2, GenBank: KM438003 e KM438007) foi utilizado como 

controle positivo nas PCRs (Oliveira et al., 2015).  

As amostras de DNA foram submetidas a seminested-PCR para o BIV para amplificar 

parte da região conservada do gene pol que codifica a enzima DNA polimerase do BIV, 

empregando os iniciadores BIV F (5’ CCCTCCAGGAATTAAGGAATG 3’) e BIV R (3’ 

TCACTTTCTCTTCCTGGACCTT 5’) amplificando um fragmento de tamanho 385pb na 

primeira reação. Essas reações foram conduzidas de acordo com sequência térmica: 

desnaturação inicial de 94ºC durante 4 minutos, seguida de 40 ciclos de 94º C durante 40 

segundos, hibridização de 54°C durante 40 segundos, extensão de 72º C durante 40 segundos, 

e uma extensão final de 72º C durante 4 minutos. 

 A PCR seminested foi conduzida empregando o iniciador interno BIV SNested (5’ 

AGCCACCCAGACATCATGTT 3’) e o externo BIV R, amplificando um fragmento da região 

mais interna do gene de tamanho 154pb. A reação foi conduzida com as seguintes condições de 
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amplificação: desnaturação inicial de 94ºC durante 4 minutos, seguido de 40 ciclos de 94º C 

durante 30 segundos, hibridização de 58°C durante 30 segundos, extensão de 72º C durante 30 

segundos, e uma extensão final de 72º C durante 4 minutos. Como controle positivo para a 

seminested-PCR para o BIV foi utilizado DNA plasmidial contendo parte do gene pol 

(Rodrigues et al., 2014) e controle negativo água ultrapura livre de DNase e RNase (Invitrogen-

Life Technologies®, EUA). 

Os produtos amplificados por meio dos ensaios de PCR e seminested- PCR foram 

submetidos à eletroforese horizontal em gel de agarose a 1,5% (m/v) corado com GelRed™ 

(Biotium, Fremont, USA), em tampão de corrida TAE 0,5X (TRIS 400 mM, Ácido Acético 1% 

e EDTA 20 mM). A eletroforese foi realizada a 120V/400mA durante 45 minutos. Para a 

determinação do tamanho em pares de pb dos produtos amplificados de interesse utilizou-se 

um marcador de peso molecular de 100 pb DNA Ladder (Promega®, Madison, Wisconsin, 

Estados Unidos). Os resultados foram visibilizados e analisados através de um transiluminador 

de luz ultravioleta. 

5.5.4 Detecção molecular de hemopatógenos por PCR e nested-PCR 

Todas as amplificações de DNA dos hemopatógenos pesquisados foram realizadas para 

um volume final de 10μL, contendo uma mistura de 1μL do DNA-amostra (com concentração 

entre 25 a 50ng), 0,2μM de concentração de cada oligonucleotídeo iniciador, 5μL de GoTaq® 

Green Master Mix, 2X (Promega®, Madison, Wisconsin, Estados Unidos) e água ultrapura 

esterilizada (Nuclease-Free Water, Promega®, Madison, Wisconsin, Estados Unidos) 

q.s.p.10μL. As reações de nested-PCR (nPCR) foram realizadas seguindo as mesmas 

especificações citadas anteriormente, utilizando 1μL de produto amplificado da primeira 

reação. 

Para pesquisa de  DNA de Anaplasma marginale (dirigidas ao gene msp4 e msp1a), 

agentes Anaplasmataceae dirigidas ao gene 16S rRNA Anaplasma spp. (granulócitos e 

plaquetas) / Ehrlichia spp. (monócitos), gene 16S rRNA  de hemoplasmas (Mycoplasma spp., 

‘Candidatus Mycoplasma haemobos’ e M. wenyonii), para tripanosomatídeos dirigidos aos 

genes da Catepsina L de Trypanosoma vivax e VSG de T. evansi, Babesia spp./Theilerias spp. 

baseada no gene 18S rRNA  e aos genes SS rRNA de Babesia bovis e B. bigemina as reações 

foram realizadas utilizando oligonucleotídeos iniciadores já descritos na literatura e utilizados 

rotineiramente no Laboratório de Protozoologia Veterinária- PROTOVET , cuja região gênica, 

sequências dos oligonucleotídeos e tamanhos dos fragmentos estão demonstrados na tabela 3. 
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As condições de amplificação para cada oligonucleotídeos foi conduzida seguindo as descrições 

de cada referência, respectivamente.  

As amostras de DNA controles positivos para cada reação foram utilizados do banco de 

DNA do laboratório PROTOVET, onde o trabalho foi realizado.  

Os produtos amplificados por meio dos ensaios de PCR e nPCR foram submetidos à 

eletroforese horizontal em gel de agarose a 1,0% e 1,5% (para os fragmentos de T. evansi) (m/v) 

corado com GelRed™ (Biotium, Fremont, USA), em tampão de corrida TAE 0,5X (TRIS 400 

mM, Ácido Acético 1% e EDTA 20 mM). A eletroforese foi realizada a 100V/400mA durante 

60 minutos. Para a determinação do tamanho em pares de bases (pb) dos produtos amplificados 

de interesse utilizou-se um marcador de peso molecular de 1kb DNA Ladder (Promega®, 

Madison, Wisconsin, Estados Unidos). Os resultados foram visibilizados e analisados através 

de um transiluminador de luz ultravioleta. 
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Tabela 3 - Sequências de oligonucleotídeos iniciadores, região gênica para ensaios de PCR e nested-PCR para detecção de hemopatógenos. 

Hemopatógeno  Sequência dos oligonucleotídeos iniciadores (5′- 3′) 
Nome do 

oligonucleotídeo 

Região 

gênica 

Tamanho 

do produto 

amplificado 

(pb) 

Referência 

Anaplasma marginale   

1ª reação 
GGGAGCTCCTATGAATTACAGAGATTGTTTAC 

CCGGATCCTTAGCTGAACAGGAATCTTGC 

MSP45 

MSP43 
msp4 872 

de la 

Fuente et 

al. (2008) 

      

2ª reação CGCCAGCAAACTTTTCCAAA 

ATATGGGGACACAGGCAAAT 

AnapF 

AnapR 
msp4 294 

Silveira et 

al. (2011) 

Anaplasma marginale 

1ª reação 
GCTTTACGCCGCCGCCTGCGCCG 

CATTACAACGCAACCGTTGA 

MSP1aP  

MSP1a3  
msp1a 2000 

de la 

Fuente et 

al. (2001) 

      

2ª reação TGTGGTTGTCCTCTTTCCCGATGTC 

ACCGCCAAACATGAAGTCGACAA 

MSP1aNF  

MSP1aNR  
msp1a 800 

Bastos et 

al. (2009) 

Agentes Anaplasmataceae de granulócitos 

1ª reação 
CACATGCAAGTCGAACGGATTATTC 

TTCCGTTAAGAAGGATCTAATCTCC 

GE3a 

GE10r 
16S rRNA 932 

Massung et 

al. (1998) 
     

2ª reação AACGGATTATTCTTTATAGCTTGCT 

GGCAGTATTAAAAGCAGCTCCAGG 

GE9f 

GE2 
16S rRNA 546 

Agentes Anaplasmataceae de monócitos 

1ª reação ACGGACAATTGCTTATAGCCTT 

ACAACTTTTATGGATTAGCTAAAT 

NS16SCH1F 

NS16SCH1R 
16S rRNA 1195 

Kawahara 

et al. 

(2009) 

     

2ª reação 
GGGCACGTAGGTGGACTAG 

CCTGTTAGGAGGGATACGAC 

NS16SCH2F 

NS16SCH2R 
16S rRNA 443 

 

Mycoplasma spp. 
ATACGGCCCATATTCCTACG 

TGCTCCACCACTTGTTCA 

HBTF5 

HBTR5 
16S rRNA 595 

Criado-

Fornelio et 

al. (2003) 
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F= Foward; R= Reverse; pb – pares de base. 

 

 

'Candidatus Mycoplasma haemobos' 
ATCTAACATGCCCCTCTGTA 

GTAGTATTCGGTGCAAACAA 

F 

R 
16S rRNA 500 

Nishizawa 

et al. 

(2010) 

 

Mycoplasma Wenyonii ACTTTTACGAGGAGGATAGC 

TGATTAACTCTAGGGAGGCG 

F 

R 
16S rRNA 600 

Nishizawa 

et al. 

(2010) 
 

Trypanosoma vivax 
ACAGAATTCCAGGGCCAATGCGGCTCGTGCTG 

GTTAGAATTCCCAGGAGTTCTTGATGATCCAGTA 

DTO 154 

DTO 155 

Domínio 

Catalítico 

Catepsina L-

like 

500 

Cortez et 

al. (2006) 

(2009) 

 

Trypanosoma evansi 
TGCAGACGACCTGACGCTACT 

CTCCTAGAAGCTTCGGTGTCCT 

TevF 

TevR 

VSG 

Trypanosoma 

evansi 

227 

Omanwar 

et al. 

(1999) e 

Ravindran 

et al. 

(2008) 

Babesia/Theileria spp. 

1ª reação 
CGGGATCCAACCTGGTTGATCCTGC 

CCGAATTCCTTGTTACGACTTCTC 

RIB-19 

RIB-20 
18S rRNA 1700 

Zahler et 

al. (2000) 

      

2ª reação 
ACCTCACCAGGTCCAGACAG 

GTACAAAGGGCAGGGACGTA 

BAB-rumF  

BABrumR 
18S rRNA 430 

Silveira et 

al.(2011) 
 

Babesia bovis 
CTGTCGTACCGTTGGTTGAC 

CTGGCCGCGAGCGGCGA 

GAU9 

GAU13 
SS rRNA 883 

Linhares et 

al. (2002) 

 

Babesia bigemina 
TGGCGGCGTTTATTAGTTCG 

GCCAGCGAAAAGACCCAAC 

GAU5 

GAU8 
SS rRNA 458 

Linhares et 

al. (2002) 
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6 RESULTADOS 

6.1 Análises laboratoriais 

6.1.1 Pesquisa de hemoparasitos/hemopatógenos  

Não foram detectados tripomastigotas de T. vivax circulantes nas amostras dos 135 

búfalos avaliados, tanto no teste de Brener, Woo e buffy coat.   

Na leitura das lâminas de esfregaços sanguíneos, não foram detectados corpúsculos 

sugestivos de agentes Anaplasmataceae, Mycoplasma spp., bem como a presença de estruturas 

de parasitos do gênero Babesia, Theileria e Trypanosoma. 

6.2 Análises moleculares 

6.2.1 Controle endógeno da PCR 

Para avaliar a eficácia da extração de DNA, o material genético extraído das amostras 

de sangue dos búfalos foi submetido a uma PCR convencional para detecção do gene GAPDH. 

O produto da amplificação deste gene resultou em uma única banda em gel de agarose, 

correspondente a um fragmento de 709 pb, como o esperado. Através da análise dos resultados 

obtidos, a detecção do gene GAPDH foi possível em todas as 500 amostras testadas. Como o 

GAPDH é um gene constitutivo e estável, expresso em altos níveis em quase todos os tecidos e 

células, este resultado com alta porcentagem de amplificação sugere que a extração de DNA 

obteve sucesso, aumentando assim a confiabilidade dos testes e diminuindo a possibilidade de 

resultados falsos negativos por ausência ou degradação de DNA. 

O ensaio foi realizado após a avaliação espectrofotométrica da concentração média e 

das relações de absorbância (260/280 e 260/230nm) das amostras de DNA extraídas, as quais 

assumiram valores de 221,14 ng/μL, 1,8 e 1,33, respectivamente. 

6.2.2 Detecção molecular de T. orientalis por PCR e nested-PCR 

Das 500 amostras sanguíneas submetidas às análises moleculares dirigidas ao gene 18S 

rRNA do gênero Theileira 15,4% (77/500) foram positivas. Essas mesmas amostras foram 

positivas quando avaliadas para genes específicos de T. orientalis (ITS e MPSP), obtendo-se 

15,4% (77/500), respectivamente.  

Foi verificado uma frequência maior de animais positivos para T. orientalis na 

propriedade E-PA localizada no município de Nova Timboteua. Dos 74 animais avaliados 33 
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(44,59%) foram positivos (gene 18S rRNA, ITS e MPSP), seguido da propriedade A-PA, 

localizada em Castanhal com 35,58% (37/104). Três propriedades localizadas em Soure (Ilha 

de Marajó), D-PA, G-PA e I-PA tiveram animais positivos, correspondendo a 1,39% (1/72), 

1,05% (1/95) e 18,52% (5/27), respectivamente (Tabela 4). 

Ao avaliarmos o histórico de linfoma nas propriedades, detectamos que em três (0,6%) 

A-PA, E-PA e G-PA, localizadas nos municípios de Castanhal, Nova Timboteua e Soure, 

respectivamente, ocorreram casos de linfomas. No momento da coleta das amostras sanguíneas 

dois (0,4%) animais da propriedade A-PA apresentavam diagnóstico para presença de linfomas. 

As amostras sanguíneas destes animais quando submetidas às análises moleculares para 

detecção de T. orientalis, estas foram positivas (1,92%; 2/104).  
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Tabela 4 - Frequência de animais positivos nos testes parasitológicos (esfregaços sanguíneos e Buffy coat) e moleculares (nested-PCR e PCR) 

segundo a localização das propriedades, histórico de linfoma ao longo dos anos de 2011 e 2020, no estado do Pará. 

ID identificação; N número; PCR Reação em Cadeia da Polimerase; % percentual; a propriedades localizadas no arquipélago de Marajó; - não foi realizado.  

 

 

ID 

Propriedade 
Localização 

N de animais 

avaliados 

 

Histórico de 

linfoma 

N de animais positivos (%) 

Presença de 

linfoma 
Buffy coat 

Esfregaços 

sanguíneos 

Nested PCR/PCR  

Theileria spp. Theileria orientalis 

18S rRNA ITS MPSP 

A-PA Castanhal 104 sim 2 (1,92%) 0 0 37 (35,58%) 37 (35,58%) 37 (35,58%) 

B-PA Vigia 13 não 0 - 0 0 0 0 

C-PA Ipixuna do Pará 82 não 0 - 0 0 0 0 

D-PAa Soure 72 não 0 - 0 1 (1,39%) 1 (1,39%) 1 (1,39%) 

E-PA Nova Timboteua 74 sim 0 0 0 33 (44,59%) 33 (44,59%) 33 (44,59%) 

F-PA Abaetetuba 28 não 0 - 0 0 0 0 

G-PAa Soure 95 sim 0 - 0 1 (1,05%) 1 (1,05%) 1 (1,05%) 

H-PAa Soure 5 não 0 0 0 0 0 0 

I-PAa Soure 27 não 0 0 0 5 (18,52%) 5 (18,52%) 5 (18,52%) 

Total 500  2 (0,4%) 0 0 77 (15,4%) 77 (15,4%) 77 (15,4%) 
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6.2.3 Análise das sequências de T. orientalis para o gene MPSP 

Devido à fraca intensidade da banda formada, só foi possível submeter às análises de 

sequenciamento nucleotídico, 35/77 amostras, destas, foi possível obter 21 sequências com 

qualidade referentes ao gene MPSP (~770pb). 

A análise das 21 sequências obtidas quando submetidas ao BLASTn revelou porcentagens 

de identidade variando entre 99 a 100% com sequências de T. orientalis isoladas de búfalos 

(Índia, Siri Lanka e Vietnam) previamente depositadas no GenBank, com valores de cobertura 

das sequências variando de 99% a 100% e E-value de 0.  

6.2.4 Análises filogenéticas 

As sequências do gene MPSP de isolados de T. orientalis derivados de búfalos de água 

(21) foram filogeneticamente analisados para identificar os genótipos de T. orientalis 

circulantes nos animais das nove propriedades avaliadas, pertencentes ao estado do Pará, região 

Amazônica. Três genótipos (N1, N2 e N4) foram identificados nas populações analisadas, sendo 

N1 e N2 já descritos na literatura e N4 um novo genótipo detectado no presente estudo (Tabela 

5).  

Tabela 5 – Genótipos de Theileria orientalis baseados no gene MPSP em búfalos de água do 

estado do Pará.  

ID identificação; N número; % percentual; a propriedades localizadas no arquipélago de Marajó. 
 

 

Entre os três genótipos detectados na população bubalina, o tipo N4 foi encontrado em 

quatro das cinco propriedades onde foi verificada infecção por T. orientalis no presente estudo. 

O tipo N1 foi encontrado em três propriedades localizadas em Castanhal (A-PA), Nova 

Timboteua (E-PA) e Soure (I-PA), enquanto N2 foi detectado apenas em Castanhal (A-PA). 

Verificou-se na população de bubalinos da propriedade A-PA a presença dos três genótipos 

detectados neste estudo (N1, N2 e N4) e na propriedade E-PA a presença de dois genótipos (N1 

e N4) (Tabela 5).  

ID 

propriedade 

Localização N de amostras 

coletadas  

N de amostras 

positivas (%) 

Genótipo 

A-PA Castanhal 104 37 (35,58) N1(1), N2(2), N4(10) 

B-PA Vigia 13 0 0 

C-PA Ipixuna do Pará 82 0 0 

D-PAa Soure 72 1 (1,39) N4 (1) 

E-PA Nova Timboteua 74 33 (44,59) N1(1), N4(5) 

F-PA Abaetetuba 28 0 0 

G-PAa Soure 95 1 (1,05) N4(1) 

H-PAa Soure 5 0 0 

I-PAa Soure 27 5 (18,52) N1(1) 
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As reconstruções filogenéticas geradas pelo método IB e MV mostraram uma clara 

separação, constituindo um novo grupo monofilético formado por 16 sequências, bem 

suportados com altos valores de probabilidade posterior e de boostrap, que o denominamos de 

MPSP tipo N4 amplamente distribuído entre as populações avaliadas, agrupadas próximas às 

espécies do grupo N2 (Tabela 6 e Figura 3). As reconstruções filogenéticas usando os critérios 

da MV e IB produziram topologias semelhantes (Figura 3). 

Os tipos genéticos de T. orientalis foram divididos em grupos bem definidos na árvore 

filogenética com a distância genética média entre eles de 0,213 (excluindo outgroup). Os 

cálculos de distância entre eles demonstraram a definição distinta com um valor mínimo de 

distância de 0,0805 entre os tipos 4 e 8. O tipo N4 encontrado neste estudo teve a menor 

distância genética, 0,2339, com o tipo N2 (Tabela 6). 

As sequências do tipo N1 encontradas nesse estudo agruparam-se com sequências desse 

genótipo provenientes de búfalos de água do Sri Lanka. Houve a formação de um ramo 

contendo as duas sequências do genótipo N2 do presente estudo e búfalos de água do Sri Lanka, 

Índia.  
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Tabela 6- Estimativas de divergência evolutiva entre as sequências representativas do gene MPSP categorizadas em cada genótipo. 

Grupos Tipo 1 Tipo 2 Tipo 4 Tipo 3 Tipo 5 Tipo 6 Tipo 7 Tipo 8 N 1 N 2 N 3 N4 

Tipo 1 -            

Tipo 2 0,1617 -           

Tipo 4 0,1025 0,1664 -          

Tipo 3 0,1948 0,2533 0,1232 -         

Tipo 5 0,2091 0,2966 0,1623 0,1779 -        

Tipo 6 0,3729 0,3901 0,3918 0,4266 0,4047 -       

Tipo 7 0,1716 0,1765 0,1968 0,2595 0,2834 0,4035 -      

Tipo 8 0,1119 0,1727 0,0805 0,1736 0,1720 0,3769 0,2125 -     

N 1 0,2941 0,3288 0,3210 0,3659 0,4026 0,4752 0,3288 0,3421 -    

N2 0,1700 0,2081 0,1595 0,2741 0,3000 0,4102 0,2521 0,1989 0,3205 -   

N3 0,1174 0,1697 0,1151 0,2192 0,2379 0,4141 0,2335 0,1116 0,3227 0,1868 -  

N4 0,2369 0,2533 0,2492 0,2735 0,3266 0,4453 0,3041 0,2735 0,4185 0,2339 0,2873 - 

Outgroup 0,9877 0,9783 1,0566 1,1310 1,0597 0,9897 1,1523 1,0434 1,1406 1,0842 1,0869 1,0197 

As análises foram conduzidas utilizando o modelo Maximum Composite Likelihood +G. 
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6.2.4.1 Diversidade de T. orientalis 

Entre as 43 sequências do gene MPSP analisadas (distribuídas em 11 locais diferentes), 

foram identificados 48 haplótipos mostrando um = 0,32414, DH = 0,928 e K = 36,75. Todos 

os haplótipos identificados foram exclusivos de cada grupo (Figura 4-5). Ao analisar entre os 

grupos, observamos que o grupo N4 apresentou cinco haplótipos, sendo que o haplótipo 1 foi o 

mais frequente, presente em dez amostras. Pela análise de distância com os parâmetros 

Neighbor-Net e Uncorrected p-distance observa-se que o grupo N4 é mais próximo do grupo 

N2. O resultado da diversidade genética do gene MPSP pode ser visibilizado na Tabela 7.  

Tabela 7 - Polimorfismo e diversidade genética de Theileria orientalis detectada em búfalos 

de água do estado do Pará.   

Gene 
Tamanho do fragmento 

(pb) 
N V 

GC 

(%) 
H 

DH 

(MEAN ±DP) 
   

(MEAN ±DP) 
K 

MPSP ~776 43 375 41,7 48 0,928 ± 0,032 
0,42447 

±0,32414 
36,75 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

N número de seqüências analisadas; SV número de sítios variáveis; GC conteúdo G + C; H número de 

haplótipos; DH diversidade de haplótipos; DP desvio padrão;  diversidade de nucleotídeos (por local = PI); K 

número médio de diferença de nucleotídeos. 
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Figura 4 - Análise de distância pelo software SplitsTree4 com 

os parâmetros “Neighbor-Net” e “Uncorrected p-distance” 

para o gene MPSP de sequências de Theileria orientalis obtidas 

a partir de búfalos amostrados no presente estudo, em 

comparação com sequências previamente detectadas em búfalos 

de água, bovinos (sequências depositadas no GenBank). 
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Figura 5 - Network dos haplótipos baseados no gene MPSP de Theileria orientalis de sequências detectadas em búfalos no Brasil e no mundo.  
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7. Estudo clínico-anatomopatológico de linfomas 

Dos seis bubalinos estudados dois eram machos (Búfalos 01 e 03) e quatro eram fêmeas 

(Búfalas 02, 04, 05 e 06). Quatro pertenciam a raça Mediterrânea (Búfalos 01, 03, 05 e 06) e 

dois a raça Murrah (Búfalos 02 e 04), todos com idade acima de 10 anos. As búfalas 02 e 04 

pertenciam a uma fazenda de exploração leiteira, localizada no município de Nova Timboteua 

e os bubalinos 01, 03, 05 e 06 a uma fazenda localizada no município de Castanhal, PA, 

destinada a biotécnicas reprodutivas. 

O sinal clínico que mais chamou a atenção foi o emagrecimento progressivo (Figura 

6A) em todos os animais que evoluiu para prostração na búfala 02. Porém, outros sinais clínicos 

foram observados como apatia, relutância a se movimentar, aumento dos linfonodos pré-

escapular e pré-cural e abdômen distendido. O búfalo 01 durante a palpação retal evidenciou-

se uma massa tumoral na entrada da cavidade pélvica do lado direito o que dificultava o animal 

defecar e urinar. No búfalo 03 os sinais clínicos apresentados estavam relacionados ao sistema 

nervoso central (medula). O animal apresentava dificuldade de se levantar quando estimulado. 

Em locomoção apresentava incoordenação caracterizada por arrastar das pinças, cruzamento 

dos membros posteriores com contato entre eles o que causava lesão da pele nas regiões 

posteriores. Evidenciou-se também diminuição da sensibilidade periférica a partir da nona 

vertebra torácica.   

Os tumores tinham distribuição multicêntrica. Os sítios afetados incluíam serosa do 

rumen, retículo, intestino, fígado, vesícula biliar, peritônio, omento, diafragma, coração, 

pulmão, pleura parietal e visceral; baço, rim, útero (Quadro 1).  No animal 02 e 03 foi 

evidenciada uma massa tumoral na medula espinhal.  

Nos achados macroscópicos os linfonodos mais acometidos foram íleo-femural, pré-

escapular, mediastínico, mesentérico. Dentre as principais alterações observadas na 

macroscopia foram excesso de liquido na cavidade torácica (Figura 6B) presente em cinco 

animais (5/6;83,33%), presença de tumores no saco pericárdico (5/6;83,33%) pulmão 

(5/6;83,33%) (Figura 6C), rim (3/6;50%), omento (3/6;50%) e linfonodos (3/6;50%). 

Os linfonodos afetados apresentavam-se aumentados de volume e com arquitetura 

substituída, com áreas de hemorragia e presença de tumor (Figura 6D).  

 No animal 04 observou-se um comprometimento acentuado do sistema digestivo como 

evidenciado na Figura 7 e cardiorrespiratório.  

No quadro 1 encontra-se os dados referentes a raça, sexo, idade, datas das necropsias, 

localização das lesões observadas durante as necropsias. 
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Figura 6 – Linfoma em búfala da raça Mediterrânea, pertencente a propriedade A-PA, 

localizada em Castanhal, PA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Búfala 05 (A) animal com estado nutricional ruim. (B) Aumento de líquido na cavidade 

torácica. (C) Massas tumorais multifocais no pulmão. (D) Superfície de corte de linfonodo, 

com áreas de hemorrágicas e massa tumoral.  
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Figura 7 – Linfoma em búfala da raça Murrah, pertencente a propriedade E-PA, localizada em 

Nova Timboteua, PA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Búfala 04 (A) Massa tumoral na serosa do fígado, vesícula biliar e omento. (B) Massas 

tumorais na serosa do intestino delgado. (C) Aumento dos linfonodos mesentéricos e massas 

tumorais na serosa do intestino delgado. (D) Superfície de corte de linfonodo da figura 

anterior com parênquima destruído por massa tumoral.  
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Quadro 1- Resumo dos achados patológicos de seis casos de linfoma em búfalos de água de duas propriedades localizadas no estado do Pará, 

região Amazônica, Brasil.  

Caso clínico  01  02  03  04  05  06  

Sexo  Macho  Fêmea  Macho  Fêmea  Fêmea  Fêmea  

Raça  Mediterrânea  Murrah  Mediterrânea  Murrah  Mediterrânea  Mediterrânea  

Idade aproximada  11 anos  10 anos  11 anos  10 anos  10 anos  10 anos  

Município  Castanhal  Nova Timboteua  Castanhal  Nova Timboteua  Castanhal  Castanhal  

Procedência - Fazenda  A  E  A  E  A  A  

Data da necropsia  02/08/2013  08\03\2020  01\06\2020  17\07\2020  27\11\2020  9\07\2021  

Estado nutricional  Ruim  Ruim  Bom  Regular  Ruim  Ruim  

Localização de massa tumoral de coloração esbranquiçada e de consistência firme  

Sistema digestivo  

Serosa do rúmen  ++      +++      

Serosa do retículo        +++      

Serosa do omaso              

Mucosa do abomaso              

Serosa do intestino        +++  +    

Fígado        ++  +    

Vesícula biliar        ++      

Peritônio        +++      

Omento      +  +++  +    

Aumento de líquido na cavidade abdominal        +++    +++  
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Diafragma            ++  

  01  02  03  04  05  06  

Sistema linfático  

Linfonodo parotídeo              

Linfonodo sub-mandibular              

Linfonodo pré-escapular      +        

Linfonodo pré-cural              

Linfonodo íleofemural  ++            

Linfonodo mediastínico        +++      

Linfonodos mesentéricos        ++      

Sistema Cardio-respiratório  

Coração  +++            

Saco pericárdico  ++  +++   +  ++  ++    

Pulmão    ++  ++  ++  +    

Pleura parietal      ++    ++  ++  

Pleura visceral    +  +      +  

Baço        ++      

Diafragma            ++  

Aumento de líquido na cavidade torácica    +++  +++  +++  ++  ++  

Sistema reprodutor  

Útero        ++  ++    

(+) pouco acometido, (++) moderadamente acometido e (+++) muito acometido.  
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Dos seis casos avaliados, foi realizada análise histopatológica de fragmentos de tecidos 

de quatro animais (Caso 01, 02, 03 e 06). No Quadro 2 estão as descrições dos achados 

histopatológicos dos búfalos estudados.   

Em casos de linfonodos, frequentemente a arquitetura do órgão ficava obliterada e não 

se observava distinção entre a cortical e a medular, substituída pelas massas neoplásicas, 

caracterizada pela proliferação de células redondas, discretamente pleomórficas. Foi 

evidenciado invasão vascular por células neoplásicas nas massas tumorais (Figura 8). 

Nas análises histopatológicas do rim dos três animais avaliados, evidenciou-se 

proliferação neoplásica maligna de células redondas formando um manto denso, e ainda 

infiltrado histiocítico multifocal intersticial (Figura 9A). 

No animal 03 foi evidenciado na medula espinhal proliferação neoplásica maligna de 

células redondas formando um manto denso, circundando as fibras nervosas e adjacentes à 

meninge, com taxa mitótica moderada.  

Proliferação neoplásica de células redondas, com distribuição multifocal pelo 

parênquima com infiltrado linfohistiocítico multifocal associado a hepatócitos com 

vacuolização clara bem delimitada foram evidenciadas no fígado (Figura 9B).  

Evidenciou-se no pulmão e pleura proliferação neoplásica de células redondas com 

distribuição difusa por todo o órgão e focos eventuais de infiltrado linfocítico discreto. Havia 

ainda leve deposição de material fibrilar eosinofílico multifocal (fibrina) (Figura 10).  

Foi verificado uma polisserosite linfocítica difusa acentuada na serosa, pulmão e 

coração no animal 06. 
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Figura 8 - Secção histológica de linfonodo. 

 

 

 

 

Figura 9 – Seção histológica de rim e fígado. 

 

 

 

 

 

 

(A) Linfonodo apresentando linfócitos neoplásicos, com perda da arquitetura do órgão. HE, 

obj.25x. (B) Massa tumoral apresentando área de invasão vascular por células neoplásicas. 

HE, obj.25x. 

(A) Rim: densa proliferação neoplásica de linfócitos no parênquima renal. Os linfócitos 

possuem núcleos redondos a ovais, hipercromáticos, nucléolos por vezes evidentes e 

citoplasma bem delimitado, escasso e basofílico. HE, obj. 40. (B) Fígado: proliferação de 

linfócitos neoplásicos multifocais, com distribuição predominantemente perivascular, 

formando discretas estruturas nodulares. HE, obj. 25. 
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Figura 10 – Seção histológica pulmão. 

 

 

Pela avaliação citológica das biópsias dos linfonodos pré-escapulares dos três animais 

avaliados (03, 05 e 06) não foi detecdo nenhuma estrutura compatível com parasitos do gênero 

Theileria.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(A) Pleura: densa proliferação de linfócitos neoplásicos na pleura, dispostos em mantos 

sólidos delimitados por delicado estroma de tecido conjuntivo. HE, obj. 10. (B) Pulmão: 

múltiplos pequenos focos de proliferação neoplásica de linfócitos, com distribuição 

aleatória. HE, obj. 10. 
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Quadro 2- Descrição dos achados histopatológicos dos quatros búfalos de água de duas propriedades localizadas no estado do Pará, região 

Amazônica, Brasil.  

Caso clínico Dados histopatológicos  

01  

Descrição microscópica: a análise histopatológica dos nódulos e linfonodos revelou a presença de massa tumoral, caracterizada 

pela proliferação de células redondas, discretamente pleomórficas, com citoplasma escasso, núcleos grandes, ovoides, 

arredondados, basofílicos, por vezes com cromatina frouxa e nucléolos proeminentes, compatíveis com linfócitos. Havia a 

presença de delicado tecido fibrovascular entremeando o processo neoplásico. Observaram-se áreas eosinofílicas com células 

em cariólise e cariorrexe, caracterizando necrose de coagulação. A arquitetura normal dos linfonodos estava completa ou 

parcialmente substituída pelas massas neoplásicas. Também foi observada invasão vascular por células neoplásicas nas massas 

tumorais. 

 

02 

Descrição microscópica: Observa-se proliferação neoplásica maligna de células redondas, distribuídas ao redor do nervo e, por 

vezes, infiltrando-o. As células apresentam moderado pleomorfismo, com formato redondo a oval, núcleo grande redondo a oval 

com cromatina densa e basofílica, citoplasma escasso e eosinofílico e nucleolo por vezes evidentes. A taxa mitótica é moderada, 

com figuras típicas. Há ainda leve quantidade de material fibrilar eosinofílico (fibrina) e material amorfo homogêneo eosinofílico 

multifocal leve (edema). No fígado observou-se células tumorais no interior dos vasos, com distribuição multifocal (êmbolos 

neoplásicos), infiltrado linfohistiocítico multifocal associado a hepatócitos com vacuolização clara bem delimitada 

citoplasmática leve (degeneração vacuolar). No pulmão evidenciou-se proliferação neoplásica de células redondas semelhantes 

à anterior, com distribuição aleatória. Havia ainda leve deposição de material fibrilar eosinofílico multifocal (fibrina).  O rim 

apresentava leve infiltrado histiocítico multifocal no córtex, moderada quantidade de material fibrilar eosinofílico no endotélio 
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vascular multifocal. No linfonodo observou-se células redondas tumorais, entremeadas por leve quantidade de neutrófilos e 

células gigantes. O baço apresentava leve quantidade de pigmento marrom no interior de macrófagos (hemossiderose). 

03 

Descrição microscópica: Na medula espinhal observou-se proliferação neoplásica maligna de células redondas formando um 

manto denso, circundando as fibras nervosas e adjacentes à meninge. As células apresentam moderado pleomorfismo, com 

formato redondo a oval, núcleo grande redondo a oval com cromatina densa e basofílica, citoplasma escasso e eosinofílico e 

nucléolo por vezes evidentes. A taxa mitótica é moderada, com figuras típicas. Havia ainda leve quantidade de material fibrilar 

eosinofílico (fibrina) e material amorfo homogêneo eosinofílico multifocal leve (edema). No rim evidenciou-se proliferação 

neoplásica maligna de células redondas semelhantes às observadas na medula espinhal, e ainda leve infiltrado histiocítico 

multifocal intersticial. No baço observou-se moderada diminuição dos sinusoides preenchidos por hemácias (depleção polpa 

vermelha). 

 

06 

Descrição microscópica: Na serosa observou-se proliferação acentuada de células mesoteliais formando projeções papiliformes, 

entremeadas por acentuada quantidade de infiltrado mononuclear, predominantemente linfocítico, por vezes formando eventuais 

estruturas foliculares distribuídas multifocalmente no tecido, em associação a pequena quantidade de material fibrilar eosinofílico 

(fibrina). No pulmão evidenciou-se na pleura proliferação semelhante à descrita na serosa, com distribuição difusa por todo o 

órgão. Há ainda eventuais focos com infiltrado linfocítico discreto. No epicárdio, observa-se pequena quantidade de folículos 

multifocais, formados por discreto infiltrado linfocítico. No fígado observou-se proliferação neoplásica de células redondas, 

formando discretas estruturas nodulares com distribuição multifocal pelo parênquima. As células apresentam moderado 

pleomorfismo, com formato redondo a oval, citoplasma escasso, núcleo redondo a oval com cromatina frouxa, nucléolo 

inconspícuo. Foram observadas 2 figuras de mitose em 10 campos de maior aumento (Obj. 40). No rim foram evidenciados 
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discretos focos de proliferação de células neoplásicas redondas, semelhantes às descritas no fígado, com distribuição 

predominantemente perivascular. Pele - seção histológica contendo epiderme e derme. Na epiderme, observa-se proliferação de 

queratinócitos, formando projeções irregulares, com moderado aumento do número de grânulos de queratohialina nas células da 

camada granulosa (hipergranulose). Intestinos, baço e pré-estômagos sem alterações microscópicas significativas. 
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7.1 Estudo etiológico dos linfomas 

Todas as amostras de DNA de sangue, linfa e dos tecidos quando submetidas a 

amplificações para avaliar a eficácia da extração de DNA pela detecção do gene GAPDH, o 

produto da amplificação deste gene resultou em uma única banda em gel de agarose, 

correspondente a um fragmento de 709 pb, como descritos por Pinheiro de Oliveira et al., 

(2013). 

Quando submetidos as reações de amplificações para detecção de DNA de parasitos do 

gênero Theileria, dirigidos ao gene 18S rRNA, ITS e MPSP de T. orientalis, fragmento de tumor 

congelado e de tecidos parafinados dos órgãos fígado, rins, baço, linfonodo, testículos e 

fragmento tumoral do animal 01, os fragmentos das massas tumorais (animal 06), amostras 

sanguíneas dos seis animais, linfa dos linfonodos pré-escapulares de três bubalinos (3, 5 e 6) e 

fragmentos de linfonodos frescos de todos os animais foram positivas (100%) (Tabela 8).  

Quando as amostras positivas foram submetidas a novas amplificações de DNA 

dirigidas ao gene MPSP visando sequenciamento nucleotídico, seguidos de purificação dos 

produtos amplificados, estes mostraram bandas de fraca intensidade, impossibilitando o 

sequenciamento desses fragmentos. Assim, com base na intensidade de bandas obtidas na 

eletroforese em gel de agarose, apenas 57,14% (12/21) amplicons obtidos de sangue (4/6), 

linfonodo (4/5), linfoma (2/2) linfa (1/3) e baço (1/1) foram submetidos ao sequenciamento 

pelo método de Sanger.  

A análise das 12 sequências do gene MPSP (~749 pb) quando submetidas ao BLASTn 

mostrou identidade variando de 84 a 100% com outras sequências de T. orientalis detectadas 

em búfalos de água na Índia e no Vietnam (KM043772, AB560831, LC125445) e E-value de 

0. A cobertura das sequências analisadas variou de 97% a 100%.   

As sequências do gene MPSP de isolados de T. orientalis derivados de búfalos de água 

(12) foram filogeneticamente analisados para identificar os genótipos de T. orientalis 

circulantes nos animais. Foram identificados os genótipos N2 e N4 nessas amostras. A 

identificação de cada amostra e seu respectivo genótipo estão na tabela 9 e figura 11.  

As reconstruções filogenéticas geradas pelo método MV e NJ mostraram o agrupamento 

das sequencias do genótipo N4 identificadas nas amostras de tecidos com as sequências do 

mesmo genótipo oriundas das amostras sanguíneas identificadas anteriormente neste estudo. 

Os ramos foram bem suportados com altos valores de probabilidade posterior e de boostrap. 

As demais sequencias obtidas agruparam-se às espécies do grupo N2 (Figura 11). As 
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reconstruções filogenéticas usando os critérios da MV e NJ produziram topologias semelhantes, 

assim iremos apresentar somente a NJ (Figura 11). 

Não foi detectado DNA dos vírus BLV, BoHV-6 e BIV, bem como dos hemopatógenos, 

Anaplasma spp., Ehrlichia spp., hemoplasmas (Mycoplasma spp., ‘Candidatus Mycoplasma 

haemobos’ e M. weyonii), tripanosomatídeos (Trypanosoma vivax, T. evansi), Babesia spp., nas 

amostras dos fragmentos de massa tumoral, sangue, linfa dos animais avaliados. 

Tabela 8 - Detecção de Theileria orientalis em fragmentos de tecidos, linfa e sangue de 

bubalinos submetidos a necropsia, provenientes de duas propriedades localizadas no estado do 

Pará, região Amazônica, Brasil.  

 

ID animal  Amostra  

Nested PCR/cPCR  

Theileria spp.  Theileria orientalis  

18S rRNA  ITS  MPSP  

01  

fragmento de tumor 

(congelado)  

+  +  +  

fragmento de tumor (parafina)  +  +  +  

fígado  +  +  +  

rins  +  +  +  

baço  +  +  +  

testículos  +  +  +  

linfonodos  +  +  +  

sangue  +  +  +  

          

02  sangue  +  +  +  

          

03  

linfa  +  +  +  

linfonodo  +  +  +  

sangue  +  +  +  

          

04  
linfonodo  +  +  +  

sangue  +  +  +  

          

05  

linfa  +  +  +  

linfonodo  +  +  +  

sangue  +  +  +  

          

06  

fragmento de tumor  +  +  +  

Linfa  +  +  +  

linfonodo  +  +  +  

sangue  +  +  +  

          

ID identificação; PCR Reação em Cadeia da Polimerase; + positivo.  
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Tabela 9 - Genótipos de Theileria orientalis baseados no gene MPSP em fragmentos de tecidos, 

linfa e sangue de bubalinos submetidos a necropsia, provenientes de duas propriedades 

localizadas no estado do Pará, região Amazônica, Brasil.  

 

ID animal  Amostra  
Theileria orientalis  

MPSP  Genótipo  

01  

fragmento de tumor (congelado)  +   
fragmento de tumor (parafina)  +  N4 

fígado  +   
rins  +   
baço  +  N4 

testículos  +   
linfonodos  +   

sangue  +  N4 
       

02  sangue  +  N4 
       

03  

linfa  +   
linfonodo  +  N4 

sangue  +   
       

04  
linfonodo  +  N4 

sangue  +  N4 
       

05  

linfa  +   
linfonodo  +  N2 

sangue  +   
       

06  

fragmento de tumor  +  N2 
Linfa  +  N2 

linfonodo  +  N2 
sangue  +  N2 

        

ID identificação; PCR Reação em Cadeia da Polimerase; + positivo.  
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8 DISCUSSÃO  

Este estudo mostrou, pela primeira vez, a caracterização molecular de espécies de            

T. orientalis com base no gene MPSP em búfalos do Brasil. O gene MPSP tem sido reconhecido 

como um marcador molecular epidemiológico para a compreensão da diversidade genética de 

T. orientalis (Kawazu et al., 1992; Kakuda et al., 1998; Sarataphan et al., 1999; KO et al., 2008; 

Ota et al., 2009). Os múltiplos alinhamentos de genes MPSP derivados de diferentes isolados 

indicam a presença de vários grupos com diferentes caracteres antigênicos e, portanto, os 

pesquisadores os descreveram como genótipos diferentes (Kim et al., 2004; Jeong et al., 2010; 

Yokoyama et al., 2011). Anteriormente, a identificação de genótipos de T. orientalis baseava-

se nas localizações geográficas dos isolados. No entanto, estudos posteriores comprovaram a 

falta de relação entre os genótipos e as oriegens dos isolados (Jeong et al., 2010). Portanto, seria 

mais adequado adotar o método de classificação numérica proposto por Kim et al. (1998), 

assim, no presente estudo nós adotamos a classificação numérica para nomeação dos genótipos.  

Inicialmente, havia seis genótipos (Tipos 1-6) de T. orientalis (Kim et al., 1998) e, 

posteriormente, em 2010, dois novos genótipos foram identificados (Tipos 7 e 8) (Jeong et al., 

2010). Posteriormente, três novos genótipos foram identificados na Tailândia e Vietnam (Tipos 

N1, N2 e N3), com base na filogenia com sequências de genes MPSP relatadas anteriormente 

(Khukhuu et al., 2011). O presente estudo revelou a presença de três genótipos (N1, N2 e N4) 

na população de bubalinos do estado do Pará, incluindo o novo genótipo aqui identificado 

nomeado tipo N4.  

Na população avaliada, nós observamos que o tipo N4 foi o genótipo mais dominante, 

presente em quatro das cincos propriedades estudadas. Duas das propriedades que identificaram 

esse genótipo apresentavam histórico de linfomas no rebanho. O genótipo N1 demonstram uma 

especificidade por ovinos, são poucos os estudos descrevendo esse genótipo em búfalos 

(Khukhuu et al., 2011), aqui esse genótipo esteve presente em três propriedades. A presença de 

mais de um genótipo nos rebanhos analisados pode estar relacionada ao manejo desses animais, 

visto o compartilhamento de instalações, pastos com a fauna nativa (espécies silvestres) com 

outras espécies de produção, como equídeos, caprinos, ovinos, bovídeos.   

Pelas análises dos haplótipos da população de T. orientalis analisada neste estudo, 

verificamos que não há compartilhamento de haplótipos entre as populações de parasitos, 

entretanto, há uma diversidade haplotípica dentro dos grupos, como verificado no novo 

genótipo aqui identificado. As sequências de genes MPSP compartilham identidades baixas 

entre os genótipos (Khukhuu et al., 2011), todavia as identidades de sequências dentro de cada 
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clado são altas (Kim et al., 1998; Altarangel et al., 2011a). Consequentemente, a recombinação 

entre os diferentes tipos de genótipos MPSP parace improvável. Acredita-se que o acúmulo 

contínuo de mutações pontuais nos genótipos MPSP poderia eventualmente levar a formação 

de um novo alelo (Altangerel et al., 2011a). 

Os genótipos chitose e ikeda são considerados mais patogênicos e normalmente estão 

associados aos casos de teileriose oriental (Eamens et al., 2013a; Sivakumar et al., 2014a; 

Kakati et al., 2015; Lawrence et al., 2018; Gebrekidan et al., 2020), no entanto, no presente 

estudo nós verificamos a presença do genótipo N2 e N4 presente em fragmentos de tecidos 

tumorais, o que levanta a hipótese de que esses genótipos possam ser mais virulentos na 

população avaliada.  

Os meios para discriminar formas benignas e virulentas, bem como espécies 

responsáveis por surtos de doenças, estão se tornando cada vez mais importantes, tanto para 

fins diagnósticos quanto epidemiológicos. Na última década houve um aumento na descoberta 

de novas espécies de Theileria e a percepção de que os animais domésticos podem abrigar uma 

extensa variedade de infecções mistas (Criado-Fornelio et al., 2004; Mans et al., 2011ab; 

Sivakumar et al. al., 2014a). Isso é agravado por infecções mistas de Theileria em hospedeiros 

mamíferos e carrapatos vetores, onde a vida selvagem e os bovídeos compartilham o mesmo 

habitat e espécies comuns de carrapatos (Lawrence et al., 1983; Kariuki et al., 2012).  Nesse 

estudo não avaliamos a presença de infecções mistas pelo uso de marcadores moleculares, no 

entanto, podemos observar a presença de mais de um genótipo presente nas propriedades 

avaliadas, o que confirma a diversidade de T. orientalis. 

 Não verificamos estruturas compatíveis com parasitos dos gêneros Babesia e/ou 

Theileria nas análises dos esfregaços sanguíneos dos animais. Em bovinos infectados, mas não 

afetados clinicamente, a invasão de eritrócitos pode ser muito baixa (0,02 a 0,03%). A infecção 

eritrocítica geralmente está associada a casos graves de anemia (0,5 a 30% parasitemia) com 

sinais clínicos relacionados (Kamio et al., 1990; Shimizu et al., 1992; Stockham et al., 2000; 

Izzo et al., 2010; McFadden et al., 2011) e os valores de hematócrito podem variar de normais 

a 8% (Irwin, 2013). 

Casos de linfomas em búfalos são escassos. Até a década de 1980 esses casos estavam 

restritos a Índia (Bhattacharya, 1967; Singh, 1968; Singh et al., 1973; Gupta et al., 1977; Singh 

et al., 1979; Singh et al., 1980). Caracterizados pelo desenvolvimento de linfoma multicêntrico, 

com localização nodal ou extra nodal (Oliveira et al., 2016b). 
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Nesse estudo incluímos seis casos de linfomas de animais pertencentes a duas 

propriedades (A-PA e E-PA), no entanto, o rebanho de ambas possuem a mesma origem, a 

propriedade A localizada no município de Castanhal-PA. Na fazenda A Oliveira et al. (2016b) 

avaliaram por mais de dez anos casos de doença linfoproliferativa caracterizada pela linfocitose 

nos animais, cuja etiologia é desconhecida, caracterizando o primeiro registro de linfomas 

multicêntricos em búfalos no Brasil. Nossos achados corroboram com os de Grimshaw et al. 

(1979) e Oliveira et al. (2016b) caracterizando como uma doença crônica, observada em 

animais mais velhos.  

Dentre os principais achados clínicos observados nos animais deste estudo são 

emagrecimento progressivo, também reportados por Vale-Echeto et al. (2009) e Monger et al. 

(2016) em búfalas. Foi observado nesse estudo o comprometimento de diversos órgãos e 

sistemas o que comprovam o caráter multicêntrico da enfermidade, fato também observado no 

estudo anterior realizado nesse rebanho e por outros autores na Índia e Venezuela (Singh et al., 

1979; Vale-Echeto et al., 2009; Chand et al., 2012; Kumar et al., 2012; Oliveira et al., 2016b). 

Na necropsia, verificou-se múltiplas lesões nodulares com linfoadenomegalia 

generalizada, em que os linfonodos apresentaram aspecto homogêneo, sem definição cortico-

medular, de coloração esbranquiçada também verificado por Oliveira et al. (2016b) e Monger 

et al. (2016). Em bovinos os órgãos mais afetados são os linfonodos e segundo Panziera et al. 

(2014) os mais acometidos são mesentéricos, mediastínicos, pré-escapulares, ilíacos internos, 

inguinais superficiais e traqueobrônquicos. No presente estudo, a linfoadenomegalia tumoral 

foi verificada na maioria dos casos citados, exceto traqueobrônquicos, ele foi verificado por 

Monger et al. (2016) em uma búfala.  

Outros órgãos envolvidos na forma multicêntrica em bovinos incluem coração, 

abomaso, rim, intestinos, tecidos retrobulbares do olho, útero, tecidos epidurais da medula 

espinhal e, raramente, o cérebro (Fighera; Barros, 2004). Neste estudo, observamos o 

comprometimento desses órgãos, exceto tecidos oculares e cerebrais. Das alterações cardíacas, 

foi verificado aumento de líquido na cavidade torácica, linfomas aderidos ao epicárdio, aumento 

de líquido seroso no pericárdio e no revestimento parietal, semelhante ao observado por Monger 

et al. (2016).  

As lesões histológicas são semelhantes às observadas por outros autores (Bhattacharya, 

1967; Singh, 1968; Singh et al., 1973; Gupta et al., 1977; Singh et al., 1979; Singh et al., 1980; 

Vale-Echeto et al., 2009; Chand et al., 2012; Kumar et al., 2012; Oliveira et al., 2016b). Nesse 

estudo nós observamos no animal 01, uma grande quantidade de linfócitos e poucas células em 
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mitose, no entanto, nos animais 02, 03 e 06 foram observadas várias figuras de mitose na 

histopatologia dos nódulos tumorais, semelhantemente como verificado por Singh et al. (1979) 

na Índia, ao avaliarem 283 casos de linfomas em búfalos de abatedouros. Nos achados de 

histopatologia, os linfonodos afetados apresentaram proliferação de células linfoides, 

principalmente linfoblastos e/ou linfócitos, substituindo a arquitetura normal do órgão, 

resultando em completa desorganização. Singh et al. (1973) verificaram massas tumorais em 

pulmões de búfalos, também na Índia, com infiltrado de células neoplásicas apresentando várias 

figuras de mitose. Microscopicamente, as lesões foram caracterizadas por inúmeros agregados 

linfo-foliculares formados por linfoblastos e linfócitos, substituindo a estrutura alveolar normal 

dos pulmões.  Vale-Echeto et al. (2009), na Venezuela descreveram linfossarcoma em uma 

búfala, com células linfóides pleomórficas apresentando citoplasma escasso, núcleos 

hipercromáticos e elevado índice mitótico, além da presença de células gigantes multinucleadas 

e necrose. Entretanto, Monger et al. (2016) descreveram um linfoma linfocítico difuso de 

células pequenas clivadas, os quais observaram a presença de infiltração neoplásica difusa, com 

linfócitos morfologicamente anisocitóticos e baixo índice mitótico.  

Foi verificado uma polisserosite linfocítica difusa acentuada na serosa, pulmão e 

coração do animal 06. A polisserosite linfocítica é relatada em bubalinos na forma de 

espessamento focal ou disseminado nas serosas, e microscopicamente contendo projeções 

papiliformes compostas por infiltrado predominantemente linfocítico, eventualmente formando 

estruturas foliculares, em associação com células mesoteliais hiperplásicas ou metaplásicas 

(Teixeira et al., 2018).   

Theileria orientalis foi anteriormente considerada como um parasito benigno (Shastri et 

al., 1985; Shastri et al., 1988), mas Levine (1985) observou que algumas cepas deste parasito 

podem resultar em doenças com sintomas semelhantes à Febre da Costa Leste. Há relatos 

recentes revelando a ocorrência de doenças fatais em bovinos em países como Austrália e Nova 

Zelândia (Izzo et al., 2010; Aparna et al., 2011; McFadden et al., 2011).  

Os achados de necropsia como úlceras no abomaso, aumento do baço, edema pulmonar, 

hemorragia no coração e intestino correlacionaram-se com as doenças de hemoprotozoários 

devido a Theileria ou Babesia (Sastry, 1983). No entanto, Izzo et al. (2010) descreveram no 

exame post mortem fígado de coloração ocre que estava grosseiramente aumentado, com bordas 

arredondadas e o restante da carcaça tinha aparência ictérica. A histopatologia do fígado 

mostrou extensa necrose coagulativa periacinar subaguda dos hepatócitos, aumento do número 

de hemácias nucleadas, canalículos e pequenos ductos biliares preenchidos com pigmento biliar 



105 
 
 
 

 

e evidência de hepatócitos vacuolados sem evidência de megalocitose em infecções por T. 

orientalis em bovinos em Nova Gales do Sul, Austrália.   

Durante 2005-2006, mais de 15 casos de morte de bovinos adultos com idade superior 

a três anos foram observados no Sul da Índia ocasionados por T. orientalis. As lesões post 

mortem incluíram, aumento do baço, edema pulmonar, exsudatos espumosos na traquéia, 

hemorragia equimótica endocárdica e endocárdica difusa e duodenite hemorrágica grave. A 

mucosa do abomaso apresentava úlceras patognomônicas “perfuradas”. Microscopicamente, o 

fígado apresentava dilatação sinusoidal periportal, área focal de necrose, alterações gordurosas 

moderadas e proliferação de linfócitos sobre a tríade portal e corpos apoptóticos nos 

hepatócitos. Hemossiderose, proliferação de células linfáticas e depleção de linfócitos em 

algumas áreas da polpa branca foram marcadas no baço. Presença de material róseo entre os 

espaços interalveolares, proliferação de células septais e espessamento dos septos 

interalveolares foram observados no pulmão. O coração revelou extravasamentos de eritrócitos 

no endocárdio, perda de estrias cruzadas no miocárdio e infiltração de células mononucleares. 

Perda moderada a grave do epitélio da mucosa com descamação e necrose do tecido da mucosa 

e submucosa foram observadas no abomaso. O intestino delgado apresentou necrose do 

revestimento epitelial das vilosidades, infiltração de células mononucleares, capilares 

ingurgitados e extravasamento de eritrócitos (Aparna et al., 2011).  

McFadden et al. (2011) na Nova Zelândia avaliaram duas vacas com seis e oito anos de 

idade, ambas com anemia grave e pela análise das lâminas de esfregaços sanguíneos com 

infecção por parasitos do gênero Theileria. Esses animais vieram a óbito de forma aguda. As 

alterações histológicas mais notáveis nas amostras destes animais incluíram hemossiderose 

hepática, nodal e esplênica e hematopoiese extramedular afetando o fígado e o baço. No 

intestino, a lâmina própria continha muitos eosinófilos e era mais densamente povoada por 

linfoides e plasmócitos do que o esperado. As alterações foram consistentes com anemia 

hemolítica e hematopoiese extramedular. As lesões intestinais eram indicativas de uma 

gastroenterite parasitária leve.   

Na literatura a única descrição de T. orientalis causando doença em búfalos de água 

ocorreu na Índia. Sinodukumar et al. (2016) descrevem um surto de teileriose oriental fatal em 

quinze búfalos leiteiros submetidos ao transporte, os quais desenvolveram teileriose oriental 

dentro de dois meses da sua obtenção. Exames post-mortem seguidos de uma avaliação 

detalhada das alterações histopatológicas foram realizados em sete animais que progrediram ao 

óbito. Nos achados macroscópicos e microscópicos, foram observadas petéquias e equimoses 
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dos órgãos vitais e da musculatura subcutânea consideradas as lesões primárias. Derrames 

torácicos e peritoneais, miopatia cardíaca, hidropericárdio, enfisema pulmonar, congestão 

multilobular e consolidação pulmonar foram observadas em cinco animais. Múltiplos focos 

nodulares brancos eram evidentes predominantemente nos rins, como evidenciado no presente 

estudo. Infiltração linfocítica difusa de órgãos vitais, depleção linfóide e edema em linfonodos 

foram observados em cortes de tecidos de todos os sete animais. Hepatocitólise moderada e 

hemossiderose juntamente com linfangiectasia foram evidentes no fígado. Acometimento 

extenso dos rins também se manifestou como necrose tubular, hialinização e glomerulite em 

todos esses casos.   

Nesse estudo, embora acreditemos que possa ter uma possível associação de                        

T. orientalis com os linfomas, o que sabemos é que há inúmeras lacunas no que se refere ao 

diagnóstico. Importante destacar que os animais avaliados já apresentavam idade avançada, o 

que pode ter contribuído para o aparecimento dos linfomas. Como visto nos parágrafos 

antecedentes, há escassez na literatura de descrições de achados macroscópicos de lesões 

associadas a infecção por T. orientalis, principalmente em búfalos de água, e o que podemos 

observar é que tais achados não são patognomônicos. 

A infecção por espécies benignas de Theileria não transformadoras é geralmente 

caracterizada pela falta de desenvolvimento de esquizontes em leucócitos e pela ausência de 

linfoproliferação fatal. Na literatura ocorrência de T. buffeli, T. orientalis ou T. sergenti pode 

ser facilmente ignorada pelo fato de causarem infecções predominantemente subclínicas em 

áreas endêmicas. Esta tem se tornando cada vez mais evidente, visto que esse parasito tem uma 

distribuição mundial. Não foi detectado neste estudo pela avaliação citológica da biópsia dos 

linfonodos nenhuma estrutura compatível com parasitos do gênero Theileria nos três animais 

avaliados. Estágios de esquizontes, macroesquizontes e microesquizontes foram detectados em 

bovinos na Autrália, Korea, contudo esses achados foram verificados em animais infectados 

experimentalmente (Uilenberg et al., 1985; Stewart al., 1988). 

Sato et al. (1993) observaram muitas células grandes contendo grânulos no citoplasma 

observadas nos linfonodos nos locais de drenagem, como os linfonodos parotídeos e 

retrofaríngeos, fígados e baços de bovinos infectados experimentalmente com T. sergenti, no 

Japão. Confirmou-se que os grânulos eram formas exoeritrocíticas de T. sergenti, pois 

apresentavam uma reação imunohistoquímica específica contra o anticorpo anti-T. sergenti. 

Além disso, os achados ultraestruturais dos corpos granulares sugeriram que eles eram o estágio 

esquizonte de T. sergenti e presentes no citoplasma e que as células grandes eram derivadas das 
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células hospedeiras. Além disso, verificaram que um único esquizonte de T. sergenti se 

desenvolve em duas formas: durante a fase de divisão nuclear parece ser um macroesquizonte 

e durante a formação do merozoíto, um microesquizonte com aparência de roseta (Schein et al., 

1978; Shimizu et al., 1988). De acordo com essa definição, os esquizontes de T. sergenti 

observados no estudo microscópico foram considerados macroesquizontes por serem 

multinucleares e não produzirem merozoítos.  

Os esquizontes de T. parva e T. annulata são formados em linfócitos ou monócitos e 

maturam apenas em células linfóides (Uilenberg, 1981). Os esquizontes de T. mutans também 

são formados nas células linfóides (Young et al., 1978). O estágio esquizonte de T. sergenti foi 

observado em uma célula unitária assim como nas outras três espécies, embora os esquizontes 

detectados em esfregaços de biópsia de linfonodo (Minami et al., 1990) fossem 

morfologicamente semelhantes aos de T. orientalis e T. buffeli (Uilenberg et al., 1985; Stewart 

al., 1988). As células hospedeiras de T. sergenti são aparentemente estimuladas a serem 

aumentadas, enquanto as de T. parva ou T. annulata são estimuladas a serem divididas em 

células filhas (Hulliger et al., 1964). 

Embora ainda não tenham sido obtidas evidências suficientes do processo para o estágio 

esquizonte de T. orientalis, pode-se especular que os parasitos invadem as células do hospedeiro 

por inoculação via carrapatos infectados e as células são estimuladas a se tornarem gigantes. 

Os esquizontes são formados no citoplasma das células aumentadas resultantes e aí 

amadurecem. Finalmente, as células gigantes contendo esquizontes são rompidas e os parasitos 

são liberados (Sato et al., 1993). Acreditamos que o fato de não termos encontrado esquizontes 

ou outros estágios celulares possa estar relacionado a fase em que ocorrem mudanças nos 

estágios celulares que permitem a multiplicação e transformação desses parasitos. 

Embora a patogênese de T. orientalis ainda não esteja completamente elucidada esses 

achados destacam o potencial dessa espécie como espécie transformadora de células, mas a 

elucidação dessa hipótese requer mais estudos e pode estar associada com a idade avançada dos 

animais. Devido às características anatomopatológicas e histopatológicas dos linfomas nos 

bubalinos serem compatíveis com lesões observadas em bovinos com diagnóstico de leucose 

enzoótica, alguns autores têm diagnosticado a doença como BLV (Vale-Echeto et al., 2009; 

Chand et al., 2012), porém o envolvimento do BLV não está comprovado.  No presente estudo 

não detectamos material gênico do BLV, BoHV-6 e BIV nos fragmentos de linfoma e tecidos 

dos animais avaliados. Não foi possível realizar o diagnóstico sorológico nas amostras desses 

animais, no entanto, Oliveira et al. (2015) em estudo prévio avaliando animais do rebanho A-
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PA, mesmo desse estudo, não verificaram a presença de animais sororreagentes no IDGA e 

ELISA e PCR para BLV, reforçando a hipótese de que esse vírus não está envolvido na etiologia 

dos casos de linfomas da propriedade avaliada.  

Em 2000, no Paquistão, foi realizado um estudo para detectar a coinfecção do BIV e 

BLV em búfalos e bovinos, por meio das técnicas de Western blot anti-p26 e IDGA anti-

glicoproteína do envelope, respectivamente (Meas et al., 2000a). Nesse estudo foram avaliadas 

370 amostras de soro de búfalos e 76 de bovinos. Para o BIV a frequência de positivos 

observada foi de 10,3% em búfalos e 15,8% em bovinos. As amostras positivas foram 

confirmadas por meio de nested- PCR para a região V2 do gene env do BIV. Já para o BLV 

nenhuma amostra bovina foi positiva e apenas três (0,8%) amostras bubalinas foram positivas, 

porém este resultado não foi confirmado por testes moleculares ou outro método sorológico. 

Ainda no ano de 2000, foi realizado um estudo em búfalos e bovinos no Camboja, semelhante 

ao realizado por Meas et al. (2000a). Em bovinos o BLV foi observado em 5,3% dos animais 

testados, porém nenhum búfalo foi sororreagente (n=42). Para o BIV foi observada ocorrência 

de 26,3% e 16,7% em bovinos e búfalos, respectivamente (Meas et al., 2000b). De forma 

semelhante, 134 amostras de búfalos foram negativas para o BLV por meio da técnica de IDGA 

em Taiwan (Wang, 1991). 

Na região Amazônica brasileira, Romero et al. (1981) avaliaram 213 bubalinos, os quais 

foram negativos para presença de anticorpos contra o BLV. Resultados semelhantes foram 

obtidos em 685 amostras de soro bubalino do Brasil, pela técnica de IDGA contra a 

glicoproteína gp51 (Rajão et al., 2010). Entretanto, mais recentemente, em um estudo que 

avaliou a presença de anticorpos anti-BLV por IDGA, em 232 amostras de soro de bubalinos 

de corte criados no Maranhão, Brasil, observou-se 4,31% de animais reagentes (Chaves et al., 

2012).  

O primeiro estudo a utilizar técnicas moleculares como diagnóstico para detecção do 

BLV em amostras de búfalos foi realizado nas Filipinas, por Mingala et al. (2009).  Esses 

autores compararam a resposta imune entre búfalos do tipo rio e do tipo pântano por meio de 

uma nested- PCR para a região LTR do BLV, avaliando 272 amostras de DNA obtido de buffy 

coat, das quais 27,6% foram positivas, entretanto, nenhuma amostra foi submetida a análises 

de sequenciamento nucleotídico para confirmar o resultado da PCR.  

Foi descrito na Venezuela, um caso de linfoma em uma búfala (Vale-Echeto et al., 

2009). Os autores não realizaram nenhum teste diagnóstico sorológico ou molecular para 

apontar o BLV como o agente causador, mas com base em estudos anatomopatológicos 
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discutem como sendo um caso de leucose enzoótica bovina. Adicionalmente, avaliaram 300 

soros de animais do mesmo rebanho pelas técnicas de ELISA e IDGA, encontrando 2% de 

soropositividade. 

No Brasil, Monger et al. (2016) avaliaram um bubalino, fêmea, com seis anos de idade 

procedente de uma unidade de bubalinocultura localizada na região metropolitana de Belém 

que veio a óbito. Clinicamente a vaca bubalina apresentou histórico de apatia, anorexia e 

decúbito prolongado. Foi realizada necropsia do animal e fragmentos de tecidos alterados foram 

coletados para processamento histopatológico e nested-PCR para pesquisa do BLV. 

Adicionalmente, foi realizada avaliação sorológica a partir da IDGA de 35 bubalinos do 

rebanho em questão. 

Os poucos dados relevantes disponíveis na literatura indicam que a espécie bubalina é 

menos suscetível a leucose enzoótica bovina. De acordo com Molnar et al. (2000), várias 

questões precisam ser elucidadas a respeito de BLV, se as cepas de vírus que circulam nos 

búfalos são totalmente idênticas às de bovinos; se a infecção se manifesta por alterações clínicas 

e patológicas na espécie, visto que são escassos os estudos visando detecção de material gênico 

em amostras de bubalinos.  

No presente estudo nós detectamos pela primeira vez a presença de DNA de T. orientalis 

em amostras de linfomas, fragmentos de linfonodos, baço, fígado, rins, linfa e sangue dos 

animais avaliados o que nos levanta a hipótese de que a etiopatogenia dos linfomas nas 

propriedades avaliadas possa ser ocasionada por esse parasito, visto que na literatura, como 

mencionado anteriormente, só há um trabalho que detectou a presença de material viral (BLV) 

em amostras de sangue de búfalos.  

Nós detectamos a presença dos genótipos N2 e N4 (detectado pela primeira vez nesse 

estudo) presentes nas amostras dos fragmentos avaliados. A posição filogenética das amostras 

do nosso estudo se alinhou com o genótipo N2 observado em um estudo de prevalência de           

T. orientalis em búfalos no Vietnam (Sivakumar et al., 2014b) e com a sequência desse mesmo 

genótipo isolada do único caso de Theileriose fatal relatada em búfalos, na Índia. Esse genótipo 

até o momento só foi isolado em búfalos (Vinodkumar et al., 2015). Gubbels et al. (2000) 

concluíram que todos os isolados conhecidos de T. buffeli originam-se de um grupo disperso de 

parasitos derivados de búfalos que se adaptaram aos bovinos, assim, nos perguntamos, seria 

esse genótipo mais patogênico para os bubalinos? Aqui nós levantamos a hipótese de que esse 

genótipo possa ser mais patogênico na espécie bubalina, logo, mais estudos devem ser 

conduzidos tentando verificar a virulência desse genótipo. Pelas reconstruções filogenéticas 
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observamos que o novo genótipo N4, também verificado nas amostras de fragmentos de 

linfomas detectados nesse estudo, apresentam uma posição mais próxima do grupo N2. Pelas 

análises de distância observamos claramente essa posição filogenética, o que reforça a nossa 

hipótese.  

Embora a infecção por algumas espécies de Theileria seja assintomática ou persiste 

como infecção crônica, T. parva e T. annulata podem ser altamente patogênicas para bovinos 

e T. lestoquardi pode causar doença significativa em ovinos. Essas três espécies estão entre as 

espécies transformadoras de Theileria devido à sua capacidade de transformar e induzir a 

proliferação indefinida de leucócitos do hospedeiro infectado (Brown et al., 1973). As 

síndromes da doença resultantes podem ser descritas como distúrbios linfoproliferativos, que 

muitas vezes culminam em desorganização e destruição do sistema linfóide do hospedeiro. 

Embora informações detalhadas tenham sido geradas para uma série de vias de transdução de 

sinal da célula hospedeira que são alteradas durante a transformação de leucócitos, moléculas 

do parasito responsáveis pela iniciação ou regulação da célula hospedeira de transformação 

ainda não foi identificado ou totalmente validado (Shiels, 2006; Dobbelaere; Baumgartner, 

2009).  

Theileria orientalis é um membro do grupo não transformador de espécies de Theileria 

que proliferam no hospedeiro como forma intraeritrocitária e podem gerar anemia e icterícia, 

mas raramente causam doença fatal (Onuma; Sugimoto, 1998). Embora a patogênese de T. 

orientalis ainda não seja completamente compreendida (Watts et al., 2016), alguns autores já 

verificaram a presença de esquizontes em linfonodos e outros tecidos em animais infectados 

experimentalmente, sugerindo que essa espécie de Theileria podem ser transformadores de 

células (Uilenberg et al., 1985; Sato et al., 1993; Sugimoto; Fujisaki, 2002; Gebrekidan et al., 

2020). 

O sequenciamento do genoma de T. orientalis em comparação com as espécies 

transformantes T. annulata e T. parva destacou características evolutivas específicas da 

linhagem. Foram identificadas várias expansões da família de genes específicos da linhagem 

transformadoras em T. orientalis, incluindo o SVSP, Tash/TpHN, Tpr/Tar, e famílias TP9/TA9, 

que podem ter coincidido com o desenvolvimento da capacidade de transformar leucócitos do 

hospedeiro. Esta primeira sequência genômica de uma espécie não-transformadora de Theileria 

ocupou uma posição filogenética próximo ao das espécies transformadoras e, portanto, oferece 

uma oportunidade ideal para analisar características únicas de Theileria do ponto de vista 

evolutivo (Hayashida et al., 2012). 
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A origem e o momento de introdução de T. orientalis no Brasil não são claros. O 

provável mecanismo de introdução pode ter sido através da importação de búfalos e/ou bovinos 

no estado do Pará. Esses animais chegaram ao país no final do século XIX da Europa, Caribe e 

Ásia, e foram inicialmente estabelecidos na região norte, na Ilha de Marajó (estado do Pará). A 

última importação da Índia ocorreu em 1962 e da Itália em 1989 (Bernardes, 1997; Lourenço 

Júnior; Garcia, 2008). Portanto, é possível que este ou similar comércio de búfalos e/ou bovinos 

vivos possam ter introduzido esse hemoprotozoário no Brasil. Outra hipótese seria se alguma 

espécie de carrapatos Haemaphysalis spp. acidentalmente trazidos com animais importados de 

áreas onde esses espécimes de carrapatos estão presentes ou em outras espécies de hospedeiros.  

No Brasil, o gênero Haemaphysalis é representado por apenas três espécies: H. 

cinnabarina (Koch, 1844), que é uma espécie conhecida apenas por espécimes tipo, 

originalmente descrita no estado do Pará como hospedeiro desconhecido; H. leporipalustris 

(Packard, 1869), comumente encontrado em coelhos selvagens e H. juxtakochi (Coley, 1946) 

que parasita preferencialmente mamíferos da família Cervidae (Aragão, 1936; Kohls, 1960; 

Freire, 1972; Barros; Baggio, 1992; Serra-Freire et al., 1996; Arzua et al., 2005; Labruna et al., 

2005; Onofrio et al., 2006; Martins et al., 2007; Barros-Battesti et al., 2008). No entanto, essa 

espécie de carrapato nunca foi associada a búfalos no país (Abate et al., 2018). 

 Sabe-se que os carrapatos parasitam uma grande variedade de hospedeiros vertebrados 

em todo o mundo, como anfíbios, répteis, mamíferos, aves, incluindo humanos. Embora haja 

uma variedade de estudos sobre o parasitismo por carrapatos em animais e humanos nas 

diferentes ecorregiões do país, são escassos e fragmentados os estudos no Bioma Amazônico, 

subestimando assim a fauna acaralógica dessa região (Barros-Battesti et al., 2008; Abate et al., 

2018). Outra possibilidade para introdução e manutenção das espécies de Theileria orientalis 

na região seria a adaptação desses parasitos às espécies de carrapatos existentes no país, uma 

vez que a detecção de um novo grupo no Brasil sugere que houve uma adaptação do protozoário 

na região estudada. Dessa maneira, embora existam poucos relatos sobre o parasitismo de 

carrapatos em búfalos no Brasil, os espécimes R. microplus, A. cajennense (sensu stricto), A. 

maculatum e D. nitens foram relatadas parasitando búfalos (Rocha et al., 1969; Corrêa et al., 

2012; Silva et al., 2015; Batista et al., 2018) e talvez estas sejam os vetores e/ou reservatórios 

prováveis desse parasito no estado do Pará.  
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9 CONCLUSÃO  

• Existe uma diversidade de genótipos de T. orientalis na população de búfalos avaliada. 

• Um novo genótipo (N4) de T. orientalis está presente nas populações de búfalos. 

• Os animais avaliados no estudo clínico-anatomopatológico apresentavam emagrecimento 

progressivo.  

• Os tumores caracterizados como multicêntricos, e os sítios afetados incluíam serosa do 

rúmen, retículo, intestino, fígado, vesícula biliar, peritônio, omento, diafragma, coração, 

pulmão, pleura parietal e visceral; baço, rim, útero.  

• Verificou-se múltiplas lesões nodulares com linfoadenomegalia generalizada, e os 

linfonodos apresentaram aspecto homogêneo, sem definição cortico-medular, de coloração 

esbranquiçada. 

• Não foi observada a presença de coinfecções por outros hemopatógenos avaliados nos 

animais com quadro de linfoma. 

• Nas análises moleculares dos fragmentos de tecidos tumorais e demais tecidos avaliados, 

não houve a presença de material gênico de Bovine leukemia virus (BLV), Bovine 

herpesvirus 6 (BoHV-6) e Bovine immunodeficiency virus (BIV). 

• Primeira detecção molecular de T. orientalis em amostras de linfomas, com a presença de 

dois genótipos, incluindo o novo genótipo descrito nesse estudo. 

• Fatores climáticos, ambientais e inerentes às características do hospedeiro possam estar 

relacionada à presença dessa espécie no Brasil, onde não há à presença do vetor, dessa 

maneira esses parasitos teriam sofrido adaptações a novos vetores, bem como aos 

hospedeiros, apresentando uma alta variabilidade genética. 

• Estudos adicionais visando isolamento e caracterização da virulência desse novo genótipo 

encontrado no Brasil deve ser realizada, bem como a identificação dos possíveis vetores 

capazes de transmitir esse parasito na região avaliada. 
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