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Resumo

No presente estudo, foi investigada a diversidade genética de Theileria orientalis que circulam
entre populacdes de bufalos de nove rebanhos com e sem historico de linfomas do estado do
Pard, na regido Amazonica, Brasil. Foram avaliadas molecularmente amostras sanguineas de
500 animais, ao longo dos anos de 2011 e 2020, das racas Murrah, Mediterraneo e Jafarabadi,
de ambos os sexos, com idade variando entre 2 e 15 anos. Amostras de 135 animais também
foram avaliadas atraves das técnicas parasitoldgicas diretas de esfregaco sanguineo, Buffy coat,
técnica de Woo e Brener para pesquisa direta de hemopatogenos. Seis animais com suspeita de
linfoma também foram avaliados através de necropsia, andlises histopatoldgicas, analise
molecular das massas tumorais e linfonodos, anélise citologica de linfonodo de quatro animais
e diagnostico diferencial para virus causadores de linfoma das espécies Bovine leukemia virus,
Bovine herpesvirus 6 e de Bovine immunodeficiency virus e hemopatdgenos dos géneros
Anaplasma; Ehrlichia; Mycoplasma; Babesia e Trypanosoma. Nenhum hemopatégenos foi
detectado através das técnicas parasitologicas diretas. Das 500 amostras sanguineas submetidas
as analises moleculares dirigidas ao gene 18S rRNA do género Theileria 15,4% (77/500) foram
positivas. Essas mesmas amostras foram positivas quando avaliadas para os genes ITS e MPSP,
especificos de T. orientalis. Foi possivel obter 21 sequéncias com qualidade referentes ao gene
MPSP (~770pb) para andlises filogenéticas. A andlise da sequéncia de nucleotideos dos
fragmentos do gene MPSP de T. orientalis amplificados a partir de amostras de DNA de sangue
positivas para T. orientalis revelaram a presenca de trés gendtipos. Destes, 0 presente estudo
descreveu pela primeira vez a presenca de um novo gendtipo de parasito do complexo T.
orientalis, nomeadamente tipo N4. Os gendtipos consistiram nos tipos N1, N2 e N4. Também
foram incluidos no presente estudo seis casos de linfomas em bubalinos de duas propriedades
localizadas no Pard, onde foi realizado um estudo clinico-anatomopatoldgico e etioldgico
desses linfomas. Pelas caracteristicas anatomopatoldgicas os linfomas foram caracterizados
como multicéntrico acometendo animais com idade entre dez e 11 anos. N&o foi detectada a
presenca de material génico de virus e hemopat6genos nos linfomas e sangue desses animais,
no entanto foi verificada a presenga de DNA de T. orientalis pelo gene ITS, 18S rRNA e MPSP.
Pelas inferéncias filogenéticas do gene MPSP as sequéncias isoladas dos linfomas apresentaram
0s gendtipos N2 e N4. O novo genotipo N4 foi o mais frequente nas populacdes 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 bufalos de agua na América do Sul e
seu possivel envolvimento etiologico com linfomas em bufalos.

Palavras-chave: Theileriose. gene MPSP. Gendtipo. 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 Para, 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 Para, 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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Amazonica, Brasil.
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1 INTRODUCAO

Os bufalos de agua (Bubalus bubalis) sdo encontrados em todos os estados brasileiros,
constituindo o maior rebanho de bufalos ocidentais (Bernardes, 2007; Silva et al., 2014a). A
populacdo mundial de bufalos cresceu 3,29% nos altimos dez anos (FAO, 2015). Atualmente,
segundo os dados da Pesquisa Pecuaria Municipal (PPM), do Instituto Brasileiro de Geografia
e Estatistica (IBGE) sdo 1.381.395 bubalinos, predominantemente distribuidos na regido norte
do pais (911.166 cabecas) principalmente no estado do Paré (513.406), com os maiores efetivos
bubalinos (IBGE, 2017). Isso se deve as vantagens econdmicas que esses animais
proporcionam, carne e o leite de excelentes propriedades organolépticas (sabor, odor, cor,
textura), além de serem ruasticos, precoces, férteis e longevos, o que tornam uma atividade
economicamente rentavel e saudavel (Brasil, 2016). Assim, a bubalinocultura vem ganhando
destaque no cenério nacional (Silva et al., 2014a).

Os bubalinos sdo conhecidos pela sua rusticidade e quando comparados com outros
animais domésticos, sdo geralmente mais resistentes as enfermidades (Silva et al., 2014b;
Romero-Salas et al., 2016). Embora a razdo ainda ndo tenha sido esclarecida, o efeito de alguns
patdgenos sobre os bufalos é muitas vezes menos deletério do que nos bovinos (Silva et al.,
2014b). No entanto, em alguns paises tropicais e subtropicais as doencas parasitarias dos
bufalos tém desempenhado um papel importante, visto que esses animais tém sido considerados
reservatorios para outros animais (Terkawi et al., 2011; Silva et al., 2013a; Romero-Salas et al.,
2016).

Em diversos paises, incluindo o Brasil ¢ comum os bovinos e bubalinos compartilharem
as mesmas instalacdes e pastos. Com base nessa observacdo, tem sido levantada a hipétese de
que os bufalos constituem um importante reservatorio de infecgdes parasitarias, potencialmente
aumentando os casos de hemoparasitoses nos bovinos e impedindo as medidas de erradicacado
dos patégenos e dos carrapatos vetores (Gomes et al., 2008; Oura et al., 2011; Silva et al.,
20133; Silvaetal., 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 doencas causadas por patdgenos transmitidos por carrapatos causam
impactos adversos na saude dos animais e imp&em consideraveis limitacdes ao aumento da
produtividade dos animais (Galon et al., 2019). A piroplasmose é uma doenga causada por
protozoarios transmitidos por carrapatos, pertencentes a dois géneros intimamente

relacionados, Theileria e Babesia, afetando varios ruminantes domésticos e selvagens
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(Uilenberg, 1995; Makala et al., 2003; Sivakumar et al., 2014a). Os membros do género
Theileria s&o caracterizados pela biologia complexa, entre varias espécies (Mans et al., 2015);
espécies de importancia em bovinos sdo os grupos T. annulata, T. parva e T. orientalis
(Sivakumar et al., 2014a). Em geral, os bufalos de agua infectados com hemoprotozoarios
raramente apresentam sinais clinicos. Assim, seu potencial como animais portadores e
reservatorios de patdgenos é frequentemente negligenciado.

Variagdes na sequéncia do gene MPSP (Major piroplasm surface protein) tém sido
utilizadas para determinar a diversidade genética de T. orientalis (Kakuda et al., 1998;
Gebrekidan et al., 2017a), com base na analise de sequéncia do gene MPSP, 11 gendtipos foram
relatados: Chitose (Tipo 1), lkeda (Tipo 2), Buffeli (Tipo 3-8) e N (1-3) (Sivakumar et al.,
2014a). Varios estudos relataram a presenca de genotipos de T. orientalis em bufalos de agua
(Ouraet 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 descricdo molecular da T. orientalis ocorreu em bufalos no
estado do Para, regido Amazénica do Brasil, sugerindo que a infeccdo por Theileria talvez
estivesse associada a doenca linfoproliferativa (Silveira et al.,, 2016) caracterizada pelo
desenvolvimento de linfoma e linfocitose nos animais, cuja etiologia é desconhecida (Oliveira
et al., 2016Db). Posteriormente, no estado do Maranh&o, regido Nordeste do Brasil, foi relatada
a presenca de T. orientalis na mesma espécie animal (Abate et al., 2018). Até 0 momento, ndo
sdo estudadas informacdes sobre a diversidade genética das espécies de Theileria detectadas no
pais e o0 possivel envolvimento dessas espécies na etiopatogenia de casos de linfomas em

bufalos.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Investigar a ocorréncia e a diversidade genética de Theileria orientalis e avaliar a
possivel associacdo com os casos de linfomas em bufalos de dgua provenientes do estado do

Para.
2. 2 Objetivos especificos

- Investigar a presenca de DNA de Theileria orientalis dirigidas aos genes 18S rRNA,
da regido completa ITS e do gene MPSP por meio da Reagdo em Cadeia da Polimerase
(PCR);

- Detectar a presenga de linfoma nos animais;

- Pesquisa de hemopatogenos em laminas de esfregacos sanguineos, da técnica de

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

- Realizar um estudo clinico-anatomopatolégico e etioldgico de seis casos de linfomas
de um rebanho na regido Amazénica e verificar associacdo com a infeccdo por T.

orientalis;

- Tracar inferéncias filogenéticas das sequéncias de T. orientalis obtidas com base no

gene MPSP por meio da construcdo de filogramas;

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

estudo;

- Realizar anéalises de distancia a fim de visualizar eventos mutacionais que ocorreram

entre as sequéncias nucleotidicas de T. orientalis ao longo da evolugéo.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Bubalinos

Os bufalos domésticos sdo animais de origem asiatica (domesticados ha 7.000 anos), da
familia Bovidae, género Bubalus, espécie Bubalus bubalis (Linneau 1758), também conhecido
como bufalo de agua (do inglés “water buffaloes”). Sdo divididos em dois grupos, Bubalus
bubalis var. bubalis, conhecidos como bufalos de rio, bufalo aquatico (do inglés “river
buffaloes”) e B. bubalis var. kerebau, o bufalo de pantano (do inglés “swamp buffaloes”). Sao
animais extremamente rasticos e apresentam alta capacidade de adaptacao, podendo sobreviver
em diversos ambientes, com grandes variedades de clima, relevo e vegetacdo. Por isso sdo
encontrados praticamente em todos os continentes, particularmente na Asia (India, Paquisto,
Tailandia, China e Vietnd), Africa (Egito), Europa (Italia) e América do Sul (Brasil, Argentina,
Venezuela, Peru e Colémbia) (FAO, 2015; Lourengo Junior; Garcia, 2008; Bernardes, 2011).

No Brasil a bubalinocultura é uma atividade recente, mas este ja é o maior detentor do
rebanho da América do Sul, seguido por Venezuela, Argentina e Colémbia (Andrighetto et al.,
2005). Os primeiros animais a serem introduzidos no Brasil foram da raca Carabao, estes foram
instalados inicialmente na regido Norte, na Ilha de Marajé (estado do Para) em 1890, oriundos
da Europa, do Caribe e da Asia, dando origem ao bufalo negro de Marajé. Em 1920, criadores
do estado de Minas Gerais importaram varios animais da india e da Italia e dessas importagoes
descenderam grande parte do efetivo bubalino da regido Centro-Sul do pais, principalmente
Minas Gerais e Sdo Paulo. Em 1945, animais da raca Mediterranea foram importados da Italia
e posteriormente, em 1961, mais criadores importaram bufalos das racas Murrah e Jafarabadi.
O cruzamento dessas Ultimas racas com a raca Mediterranea comecou a ser expandido no pais
(Bernardes, 1997; Lourenco Janior; Garcia, 2008).

Definiram-se assim, de acordo com a Associacdo Brasileira de Criadores de Bufalos
(ABCB) trés racas de bufalos de rio com padrdo definido e registro geneal6gico: Murrah,
Mediterranea e Jafarabadi, além de uma raca de bufalo de pantano, a Carabdo (Kierstein et al.,
2004; Bernardes, 2007). Dessas ragas, as trés primeiramente citadas sdo chamadas de bufalos
pretos. A Gltima também é chamada de bufalo rosilho (Kierstein et al., 2004; Bernardes, 2007).

Em 1989 criadores de bdfalos da Bahia, Rio Grande do Sul e de Séo Paulo fizeram a
importacéo de oito bufalos puros de pedigree da raca Mediterranea da Italia, a partir dai houve
difuséo dessa raca pelo pais. Devido a problemas sanitarios a ultima importacédo de sémens da

india e da Italia das racas Mediterranea e Murrah ocorreram no final do século XX. No Brasil,
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a raca Murrah é a que tem crescido nos ultimos 30 anos e atualmente supera a populacao de.
Mediterranea, sobretudo no que se refere a animais puros (ABCB, 2019).

O Brasil é uma demonstracdo da adaptabilidade do bufalo a condi¢cBes de manejo e
ambientes distintos (Zava, 1984). Os bufalos de agua sdo encontrados em todos os estados
brasileiros, constituindo o maior rebanho de bafalos ocidentais (Bernardes, 2007; Silva et al.,
2014a). Atualmente, segundo os dados da Pesquisa Pecuaria Municipal (PPM), do Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) sdo 1.381.395 bubalinos, predominantemente
distribuidos na regido Norte do pais (911.166 cabecas), maior produtora, com destaque para o
Estado do Pard (513.406 cabecas) que responde por 37% do rebanho nacional, que estdo
distribuidas, basicamente, na ilha de Maraj6 e no Baixo e Médio Amazonas. Em seguida
aparecem o Sudeste e o Nordeste, com 184 e 130 mil cabecas, respectivamente. Na regido
Sudeste ganham destaque os estados de Sdo Paulo (105.114) e Minas Gerais (66.613), com 0s
maiores efetivos bubalinos (IBGE, 2017). Assim, a bubalinocultura vem ganhando importancia
no cenario nacional (Silva et al., 2014a), tornando-se uma atividade economicamente rentavel
e saudavel (Brasil, 2016). Esses animais também podem ser utilizados em atividades de tragéo,
transporte e producéo de esterco (Oliveira, 2005; IBGE, 2017).

Associado ao elevado crescimento no efetivo bubalino no pais, relacionada a producéo
e fornecimento de produtos pecuérios visando atender as necessidades nutricionais dos seres
humanos, esta a preocupacdo com 0 manejo sanitario desses animais, uma vez que, embora
apresentem semelhancas genéticas com os bovinos, os bubalinos apresentam algumas
divergéncias, incluindo genes relacionados com a imunidade e doencas (Moaeen-Ud-Din; Bilal,
2015), ha uma escassez nos dados sobre os aspectos clinicos, patoldgicos e epidemioldgicos
dessa espécie no Brasil (Silva et al., 2014a).

3.2 Theileria em ruminantes

Os parasitos deste género sdo categorizados de acordo com a sua acdo na célula
hospedeira, em dois grupos: espécies transformadoras e ndo transformadoras. As espécies de
Theileria consideradas transformadoras induzem os leucdécitos parasitados de tal modo que as
células infectadas podem proliferar-se indefinidamente em conjunto com 0s parasitos que
ocupam seu citoplasma (Sivakumar et al., 2014a). Tradicionalmente nos ruminantes séo
descritas como espécies de Theileria transformadoras: T. parva, T. annulata, T. lestoquardi e
T. taurotragi (Dobbelaere; Kienzi, 2004; Sugimoto; Fujisaki, 2002), estas sdo altamente

patogénicas 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
bufalos (Syncerus caffer / Bubalus bubalis) (Bishop et al., 2004), enquanto T. orientalis também
infecta iaques (Bos grunniens) bovinos e bafalos (B. bubalis) (Fujisaki et al., 1994; Yin et al.,
2004). Além disso, varias 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, antilopes e girafas, sdo infectados com varias
espeécies de Theileria ainda ndo classificadas, algumas das quais sdo altamente patogénicas e
que frequentemente levam a morte desses animais (Hofle et al., 2004; Nijhof et al., 2005 ;
Oosthuizen et al., 2009).

Existem varias espécies de Theileria ndo transformadoras, incluindo T. orientalis, T.
mutans, T. velifera e T. cervi, consideradas causadoras de doencas assintomaticas em
ruminantes (Sivakumar et al., 2014a). Embora os parasitos desta Ultima categoria sejam
considerados relativamente benignos, surtos de doencas e perdas econdmicas relacionadas a
animais infectados ja 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 ndo transformadoras em ruminantes

Historicamente, a taxonomia de T. orientalis (anteriormente denominada grupo
Theileria orientalis / sergenti / buffeli) é bastante controvérsia, devido a semelhanga na
morfologia das cepas, grande variabilidade de hospedeiros e vetores, ocorréncia de infecgdes
mistas, diversidade genética de parasitos e dificuldade em extrair isolados puros para estudos,
especialmente em infeccBes benignas onde a parasitemia é baixa (Chae et al., 1999).
Originalmente, esses parasitos foram classificados com base na origem geogréfica (Uilenberg
et al., 1985; Fujisaki et al., 1994). Tentativas adicionais de classificacdo levaram a sugestoes 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). VariagOes no gene
da principal proteina de superficie do piroplasma (MPSP) foram usadas para classificar
membros do grupo T. orientalis, separando-0 em 11 genotipos (Sivakumar et al.,2014a).

Em 1910 foram identificados os primeiros parasitos do grupo T. orientalis em bovinos
Australianos sendo entdo classificado como T. mutans (Dodd, 1910) devido & semelhanca
morfologica com as espécies africanas descritas anteriormente (Theiter, 1906). Alguns anos
depois, Wenyon (1926) fez a primeira descricdo em ovelha de um parasito sanguineo

semelhante e 0 nomeou Babesia sergenti. No entanto, ao analisarem os desenhos morfolédgicos
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de B. sergenti verificaram que correspondiam a protozoarios do género 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 precedéncia
em relacdo ao nome T. sergenti, tornando esse nome invalido para o parasito de bovino.
Todavia, 0 nome T. sergenti havia sido amplamente utilizado na literatura para esse protozoario
que acometia bovinos (Sivakumar et al.,2014a; Yam et al., 2018). Apoés a descricao inicial de
“T. sergenti” em bovinos da Sibéria, um hemoparasito semelhante foi encontrado na mesma
area e os autores o denominaram T. orientalis (Yakimoff; Soudatschenkoff, 1931).

Posteriormente, estudos morfoldgicos e soroldgicos (Uilenberg et al., 1977) revelaram
que o isolado de T. mutans identificado na Australia (Dodd, 1910) era da mesma espécie que
“T. sergenti” (Yakimoff; Dekhtereff, 1930) e ndo 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). Ap6s estudos
sorolégicos e morfologicos conduzidos em banco de amostras da Austrélia, Gra-Bretanha, Ir4,
Japdo, EUA e um estoque da Coréia de patogenicidade mais alta, os autores concluiram 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 a transmissao
do parasito ocorrer do bufalo ao bovino e ao fato de que os isolados caracterizados naquele
momento eram todos infectantes para o bufalo (Callow, 1984; Stewart et al., 1996; Gubbels et
al., 2000). Estudos no Japdo sugeriram que T. orientalis e T. buffeli fossem separados de T.
sergenti e classificados como um grupo diferente devido as diferencas sorologicas e de
transmissibilidade (Fujisaki, 1992; Kawazu et al., 1992; Fujisaki et al., 1994). Logo, concluiu-
se que a designacdo do nome T. sergenti, com excecdo de ovelhas, ndo deve ser usada para
nenhum hemoparasito de ruminantes (Morel; Uilenberg, 1981; Stewart et al., 1996; Uilenberg,
2011).

Apesar do consenso obtido em relagdo a T. sergenti, como supracitado, as técnicas
morfologicas e soroldgicas nao foram suficientes para distinguir isolados do grupo Theileria
orientalis/sergenti/buffeli. Nesse contexto, as técnicas moleculares e analises filogenéticas
comecaram a ser utilizadas como ferramenta mais prevalentes na identificacdo e diferenciagédo
de especies de Theileria desse grupo. Todavia, as analises subsequentes da taxonomia deste
grupo utilizaram sequéncias dos genes 18S rRNA e MPSP como ferramenta mais prevalentes
na identificacdo e diferenciacdo de espécies de Theileria desse grupo (Yam et al., 2018).

Inicialmente as anélises moleculares para classificacdo de Theileria baseava-se na genotipagem
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da regido varidvel V4 com o gene 18S rRNA (Allsopp et al., 1993), revelando sete gendtipos
(gendtipos A a G) (Chae et al., 1998).

O gene MPSP tornou-se importante nas analises filogenéticas devido a maior variacao
observada produzindo assim maior suporte de ramificacdo (Ota et al., 2009; Jeong et al., 2010).
A andlise inicial do gene MPSP revelou quatro gendtipos principais, sendo eles denominados
ikeda, chitose, buffeli e tipo thai (Kubota et al., 1996; Sarataphan et al., 1999). O gen6tipo tipo
buffeli também foi separado nos subgendtipos B1 e B2 devido a variabilidade observada entre
esses isolados (Kubota et al., 1996).

Em 2010, oito gendtipos de MPSP (1 a 8) foram classificados (Kim et al., 1998; Ota et
al., 2009; Jeong et al., 2010). O gendtipo tipo 6 da MPSP encontrado em bovinos e iaques foi
reclassificado e o nome taxondmico Theileria sinensis foi sugerido para refletir divergéncia
com os outros membros do grupo Theileria orientalis / sergenti / buffeli (Bai et al., 2002; Liu
et al., 2010). Khukhuu et al. (2011) identificaram trés novos genotipos de ovinos, bufalos e
bovinos no Vietnd (N1, N2 e N3, respectivamente), elevando o nimero atual de genotipos
MPSP para 11 (Tipos 1-8 e N1-N3). Quando realizada a anélise retrospectiva dos genoétipos
previamente identificados com o gene 18S rRNA (Chae et al., 1998) comparando com o atual
esquema de genotipagem MPSP evidencia-se que o gendtipo A corresponde a chitose, enquanto
0s gendtipos B e E correspondem a ikeda. Os gendtipos C e D de 18S rRNA correspondem aos
gendtipos buffeli e Tipo 6 MPSP, respectivamente. Analises posteriores revelaram os genétipos
18S rRNA F e G idénticos a T. cervi de uma espécie encontrada em alces (Yam et al., 2018).
Os subgendtipos de buffeli B1 e B2 identificados por Kubota et al. (1996) correspondem ao
genotipo de buffeli e ao tipo 4 MPSP, respectivamente (Sivakumar et al., 2014a; Yam et al.,
2018).

3.2.2 Ciclo biolégico de Theileria

Os ciclos de vida dos protozoarios do género Theileria sdo indiretos e envolvem
carrapatos como vetores. O hospedeiro definitivo sdo carrapatos do género 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 intermediario ocorrem algumas varia¢fes sendo que
algumas espécies induzem a transformacé&o e proliferacéo celular do leucdcito parasitado, como
T. annulata e T. parva, enquanto outras espécies como T. orientalis ndo induzem essa
transformacéo. Geralmente, os parasitos apresentam trés estagios de multiplicagéo distintos: (1)

esquizogonia (reproducéo assexuada), que ocorre em hospedeiros vertebrados; (2) gametogonia



31

(reproducdo sexuada) no qual ocorre o desenvolvimento e unido de gametas dentro das células
intestinais de carrapatos vetores; e (3) esporogonia (reproducdo assexuada), que ocorre nas
glandulas salivares de carrapatos vetores (Mehlhorn; Schein 1985; Nene et al., 2016).

O ciclo nos bovideos (Figura 1) se inicia quando o carrapato infectado inocula
esporozoitos do parasito durante o repasto sanguineo no hospedeiro vertebrado competente.
Esses esporozoitos invadem as células linfoides e dependendo da espécie de Theileria, as
células hospedeiras suscetiveis podem ser células T (CD4+ e CD8+) (Emery et al., 1988),
células B (B1 e B2), mondcitos e macrofagos (Moreau et al., 1999). O processo de invasdo dos
esporozoitos ocorre rapidamente e, uma vez internalizados, os nucleos deles se dividem para
formar um esquizonte multinucleado conhecido como macroesquizonte com até 30 ndcleos em
aproximadamente 20h apds a inoculacdo. A membrana do vacuolo parasitoforo se desintegra
minutos apos internalizacdo dos esporozoitos, de modo gque o esquizonte torna se circundado
apenas pela membrana plasmética do parasito (Shaw, 2003) e o sincicio multinucleado esta
localizado no centro organizador dos microtubulos, proximo ao ndcleo da célula hospedeira.
Nas espeécies transformadoras, 0s leucocitos bovinos infectados migram para o linfonodo de
drenagem, onde proliferam-se clonalmente e se disseminam em varios tecidos do hospedeiro.
Cada leucdcito filho abriga parasitos, pois 0 esquizonte esta fortemente ligado aos fusos
mitéticos e é dividido na préxima progénie de leucdcitos (Von Schubert et al., 2010). Acredita-
se que este seja 0 estagio mais patogénico do ciclo de vida pois induz a transformacéo celular.
Apbs algum sinal, como o aumento de temperatura para T. annulata e um sinal desconhecido
para T. parva, 0 esquizonte sofrerd citocinese e se desenvolverd no estagio de merozoito
uninucleado (merogonia/esquizogonia) no interior de eritrocitos (Tarjeri et al., 2021).

Apos alguns ciclos de merogonia/esquizogonia, 0 parasito induz a apoptose das células
e 0S merozoitos sdo liberados na corrente sanguinea se diferenciando em piroplasmas
multinucleados que sdo infectantes para carrapatos. Durante o repasto sanguineo no hospedeiro
com parasitemia, os eritrocitos infectados com os piroplasmas séo ingeridos e apds a ingestéo,
sobrevivem a presenca de enzimas digestivas intestinais e microbiota, se desenvolvem em
micro e macrogametas no Iimen intestinal do carrapato, onde ocorre a singamia e, portanto, a
recombinacdo genética, formando um zigoto esférico, o Unico estagio diploide. Os zigotos de
Theileria devem entdo evadir as células fagociticas do carrapato e invadir as células epiteliais
da lamina basal, onde se diferenciam no estagio de cineto complexo e mdvel (oocineto).

Durante a muda do carrapato, o oocineto migra pela hemolinfa e subsequentemente, e
ao atingirem as glandulas salivares do carrapato entram seletivamente nas células acinares. A

proliferacéo resulta em um sincicio de esporoblastos. Ap6s a muda e inicio da alimentacédo pelo
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carrapato, a esporogonia resulta na segmentacdo dos esporoblastos, formando o estagio de
esporozoitos que sdo infectante ao hospedeiro vertebrado competente e se multiplicam nos
acinos da glandula salivar antes da inoculacéo no local de alimentacdo 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 esquematico de parasitos do género Theileria.
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3.2.3 Patogenia

Como ja mencionado anteriormente no topico sobre a taxonomia de T. orientalis,
Theileria pode ser agrupada em espécies esquizontes “‘transformadoras” e “nao-
transformadoras™ (Sivakumar et al., 2014a). A transformagdo de todos os parasitos e a
proliferacdo descontrolada de esquizontes resulta nas patologias associadas & doenca febre da

Costa Leste (ocasionada por T. parva), teileriose tropical (por T. annulata) em bovinos e



33

teileriose maligna (por T. lestoquardi) em caprinos e ovinos (Bishop et al., 2004; McKeever,
2009; Sivakumar et al., 2014a).

Os leucocitos transformados secretam niveis abundantes de citocinas e séo drenados
para o linfonodo mais proximo, onde induzem a ativacdo e proliferacdo de células nédo
infectadas levando a um aumento dos linfonodos superficiais. De fato, o leucdcito infectado
pelo esquizonte e as alteracdes inflamatorias induzidas nos tecidos formam a base patoldgica
da teileriose tropical, febre da Costa Leste e da teileriose maligna. Durante cada divisdo da
célula hospedeira, o esquizonte intracelular esta fortemente associado ao centro organizador de
microtubos e por isso é particionado em ambos os leucdcitos-filhos. Os leucocitos infectados e
ndo infectados que expressam citocinas saem do linfonodo e os leucocitos transformados
disseminam-se para Orgdos distantes. Em algum momento durante a infeccdo, uma
subpopulacédo de esquizontes se desenvolve em merozoitos que invadem os globulos vermelhos
e a anemia contribui para a patologia da teileriose tropical (Tarjeri et al., 2021).

No entanto, T. taurotragi, Theileria sp. (bufalo) e Theileria sp. (bougasvlei) ndo 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 a transformacédo 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), 0 que sugere que a transformacao de esquizontes pode
ocorrer mais amplamente do que o esperado (Sivakumar et al., 2014b).

Theileria ndo transformadoras sdo consideradas benignas, mas ainda capazes de causar
doencas como resultado da anemia induzida pelo estagio intraeritrocitico (Sivakumar et al.,
2014a). Theileria orientalis € uma espécie reconhecida como um parasito benigno de bovinos
(Watts et al., 2016) e embora sua patogénese ainda ndo seja completamente compreendida
(Watts et al., 2016), uma rapida taxa de divisdo 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,
baco e figado de bovinos infectados por T. orientalis, 0 que destaca o potencial de membros de
T. orientalis serem categorizados como patogenos transformadores de células (Sugimoto;
Fujisaki, 2002; Gebrekidan et al., 2020), mas esta hipotese requer mais estudos.

Os bufalos séo considerados hospedeiros primordiais para a transformacao das espécies
de Theileria (Bishop et al., 2004). Acredita-se que a evolugdo da transformacdo de Theileria
pode ter sido fortemente influenciada pela resposta imune em bufalos (McKeever, 2009). A

viruléncia de uma espécie de Theileria geralmente depende da espécie hospedeira que infecta.
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A baixa viruléncia confere ao parasito maior engajamento imunolégico com seu hospedeiro
sendo responsavel pela alta diversidade genética de T. orientalis em bufalos. J& em bovinos
esses parasitos causam doenca clinica com quadros agudos podendo levar a morte, assim, com
uma menor chance de selecdo imunomediada agindo sobre essa espécie animal (McKeever,
2009; Eamens et al., 2013a).

Na ultima década, numerosos surtos de teileriose oriental ocasionados por T. orientalis
foram registrados em bovinos de corte e leiteiros na regido Asia-Pacifico, principalmente na
Australia e Nova Zelandia (I1zzo 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 caracterizacdo de gendtipos de T. orientalis de bovinos afetados
clinicamente pela teileriose oriental, apenas dois dos 11 gendtipos atualmente conhecidos,
chitose (tipo 1) e ikeda (tipo 2) séo considerados como patogénicos (Eamens et al., 2013a;
Sivakumar et al., 2014a; Kakati et al., 2015; Lawrence et al., 2018; Gebrekidan et al., 2020).
Esses dois gendtipos foram encontrados associados a centenas de surtos recentes de teileriose
oriental na Australasia e nos EUA (lzzo 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 alteracBes hematoldgicas, perdas de producdo, alta morbidade e
mortalidade nos bovinos afetados (lzzo et al., 2010; Gebrekidan et al., 2017a; Lawrence et al.,
2018; Gebrekidan et al., 2020). A infeccdo persistente por T. orientalis com diferentes
gendtipos € comum (Eamens et al., 2013c) e o mecanismo imunolédgico responsavel pela
resisténcia a doenca ainda ndo esta completamente elucidado. A viruléncia em T. orientalis foi
relacionada ao genotipo (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 imunolédgico do hospedeiro é através de infeccdes mistas, ou seja,
com mais de um genoétipo (Jenkins; Bogema, 2016). Um animal com coinfeccdo dupla ou tripla
de genotipos raramente apresenta quaisquer sinais clinicos da doenga, dificultando o
diagnostico de formas subclinicas e leves de teileriose oriental (Gebrekidan et al., 2020).

A anemia é o achado clinico-patolégico primario na teileriose oriental e geralmente
ocorre devido a hemolise intravascular causada pelos estagios intraeritrocitico (Agina et al.,
2020). Theileria orientalis também é conhecida por induzir anemia hemolitica imunomediada
(Nazifi et al., 2008) sendo que o mecanismo fisiopatoldgico da anemia na teileriose oriental é

complexo (Stockham et al., 2000).
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O tempo de vida dos eritrocitos na teileriose oriental causada pelo genétipo sergenti é
geralmente reduzido, pois o sistema imunoldgico produz anticorpos direcionados contra 0s
parasitos, bem como contra seus préprios eritrocitos (Kunugiyama et al., 1991; Shiono et al.,
2001). A producdo de autoanticorpos contra os eritrocitos ocorre devido a alteracdo da
membrana dos eritrocitos, uma vez que as moléculas de fosfatidilserina, normalmente
localizadas nos folhetos internos das membranas celulares, translocam-se para a superficie
externa dos eritrocitos em bovinos infectados com Theileria. A exposicao da fosfatidilserina na
superficie celular pode induzir uma resposta de anticorpos e funcionar como um marcador da
depuracdo fagocitica de eritrécitos por macréfagos (Shiono et al., 2001; Jalali et al., 2018).
Hagiwara et al. (1995) evidenciaram em um modelo experimental com camundongos
imunodeficientes que a hemolise dos eritrocitos infectados por T. orientalis (genétipo sergenti)
ocorre sem o envolvimento de anticorpos ou complemento. Shiono et al. (2001) demonstraram
que elevacGes na concentracdo de metahemoglobina contribuem para a progresséo da anemia,
pois um aumento dessa substancia pode alterar o equilibrio oxidante-antioxidante causando
danos oxidativo das membranas eritrocitarias e consequente remoc¢do da circulacdo pelos
fagocitos (Sugimoto; Fujisaki, 2002).

Geralmente hd um baixo nivel de parasitemia em animais previamente expostos
(Shimizu et al., 1992). Em bovinos infectados, mas ndo afetados clinicamente, a invaséo de
eritrécitos pode ser muito baixa, na ordem de 0,02-0,03% (Kamio et al., 1990; Shimizu et al.,
1992; Stockham et al., 2000). A infecc¢do eritrocitaria geralmente estd associada a anemia grave
(0,5 a 30% parasitemia) e sinais clinicos relacionados (lzzo et al., 2010; McFadden et al., 2011),
onde os valores de hematocrito podem variar de normais até 8% em casos graves (Irwin, 2013).

Na literatura, a Unica descricdo de T. orientalis causando doenca em bdfalos de dgua
ocorreu na India. Vinodkumar et al. (2015) descrevem um surto de teileriose oriental fatal em
15 bufalos leiteiros submetidos ao transporte, os quais desenvolveram sinais clinicos dentro de
dois meses da sua obtencdo. Foram observados piroplasmas tipicos de T. orientalis nos
eritrocitos de todos os animais infectados (parasitemia variou de < 1% a > 10%). A anemia
hemolitica aguda foi o achado hematoldgico predominante nos animais afetados.
Comprometimento funcional de 6rgdos vitais apos a leucocitose difusa (infiltragdo) contribuiu
para 0 agravamento dos sinais clinicos nestes animais. Tais mudancas foram relatadas
anteriormente apenas para teileriose tropical. A taxa de letalidade foi de 87,5%. (7/15). O
manejo terapéutico com drogas anti-teileriais buparvaquona e oxitetraciclina levou a

recuperacdo de sete animais em estagios menos avancados da doenca. ApoOs analises
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moleculares, esses autores identificaram o gendtipo N2, considerado ndo patogénico, presente
nessas infecgoes.

Os resultados das infeccGes por T. orientalis sdo altamente dependentes de fatores
ambientais, de estresse, do nivel de imunidade adquirida no bovino afetado e da genética do
rebanho (Hayashida et al., 2018). Além disso, fatores fisiol6gicos como prenhez, lactacdo e
mudangas 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
clinicos em bovinos cronicamente infectados (Sugimoto; Fujisaki, 2002). As principais perdas
econdmicas devido a teileriose oriental em bovinos estdo relacionadas a abortos, a reducao
significativa na producédo 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 Transmissao

A distribuicdo de parasitos com ciclos de vida indiretos € restrita pela disponibilidade
do hospedeiro intermediario e definitivo. Dessa maneira, a distribuicdo de T. orientalis €
limitada pela presenca de bovideos susceptiveis e de carrapatos com potencial vetorial. O
espectro completo de hospedeiros vertebrados e vetores biologicos para T. orientalis ainda ndo
esta totalmente esclarecido. Até o0 momento, sabe-se que o carrapato trioxeno Haemaphysalis
longicornis foi confirmado em ensaios de transmissdo como um vetor biolégico de T. orientalis
em estudos iniciais (Uilenberg et al., 1985), na Australia (Marendy et al., 2020) e mais
recentemente nos EUA (Dinkel et al., 2021). Esta espécie de carrapato possui uma ampla
distribuicdo em paises com climas temperados (Raghavan et al., 2019), incluindo Austrélia,
Nova Zelandia, Fiji, Nova Caledbnia, China, ex-URSS, Coreia, Japdo (Hoogstraal et al., 1968;
Roberts et al., 1970), EUA e vérias outras ilhas do Pacifico, incluindo Havai (Chomel, 2011).

A competéncia vetorial de espécies de carrapatos trioxenos varia entre as regides e a
variacdo pode estar relacionada as adaptacbes parasito-hospedeiro e ao tipo de gendtipo.
Quando se refere a 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 ndo por algumas espécies de Amblyomma ou por Dermacentor reticularis.
Todavia, foi verificado que um isolado americano de T. orientalis (gen6tipo buffeli) ndo foi
transmitido por carrapatos H. longicornis ou por H. punctata da Coreia (Kuttler; Craig, 1975;
Uilenberg et al., 1985). Em investigacGes japonesas, H. longicornis australiano poderia
transmitir apenas T. sergenti (T. orientalis gendtipos ikeda/chitose) e ndo 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 Australia indicaram que H. bancrofti e H. humerosa
eram provaveis vetores de T. orientalis (buffeli) no norte da Australia (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 ocasides
em transmitir T. orientalis (buffeli) a bezerros em Sydney (Emery, 2020; Emery et al., 2021a).
Quando se correlaciona a distribuicdo de H. longicornis com a presenca de infeccdes por T.
orientalis na Australia, pode-se observar que esta espécie ocorre nas areas costeiras de Victoria
e Nova Gales do Sul e se estende para o norte até Gympie em Queensland, mas esta ausente em
grandes areas do norte da Australia, onde T. orientalis- buffeli esta presente (Stewart et al.,
1987a), reafirmando a hipOtese de que a competéncia vetorial estd atrelada a adaptacdes
parasito-hospedeiro.

Kakati et al. (2015) propuseram como vetor alternativo de T. orientalis em Assam, na
india o carrapato monoxeno Rhipicephalus microplus. Entretanto, estes autores avaliaram
apenas a presenca de DNA deste parasito por PCR nos ovos de carrapatos alimentados em
animais infectados e ndo foram testadas as larvas eclodidas. Desta forma ndo ha dados sobre a
transmissao bem-sucedida por essa espécie de carrapato.

Theileria orientalis também pode ser transmitida mecanicamente pela inoculagdo de
sangue infectado (Uilenberg et al., 1985; Hammer et al., 2016) ou através de outros artropodes
hemato6fagos, como o piolho sugador (Linognathus vituli) (Fujisaki et al., 1993; Heath, 2013) e
potencialmente por tabanideos (Tabanus trigeminus) e por mosca-de-estabulo (Stomoxys
calcitrans) (Fujisaki et al., 1993; Heath, 2013; Hammer et al., 2016). Além disso, um estudo de
xeno-vigilancia no Reino Unido revelou DNA de T. orientalis em 16 dos 105 (15,2%)
mosquitos avaliados (Fernandez et al., 2016).

A transmissdo transplacentaria também ocorre na infeccéo por T. orientalis (Onoe et al.,
1994; Baek et al., 2003; Swilks et al., 2017a). Os primeiros estudos evidenciaram que a
transmissdo transplacentaria ocorre em bezerros com uma taxa de 5% e observaram também
abortos com aproximadamente seis a sete meses de gestacdo (Baek et al., 2003). Lawrence et
al. (2016a) realizaram um estudo na Nova Zelandia onde n&o verificaram transmisséo
transplacentaria. Recentemente, um estudo Australiano avaliando 98 bezerros, baseado em
analises moleculares confirmaram a transmissao transplacentaria de T. orientalis com uma taxa
de aproximadamente 2% Swilks et al. (2017a) como verificado por Baek et al. (2003). No

Japdo, Mekata et al. (2018) avaliando bezerros, relataram que aproximadamente 10% dos
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animais nascidos de mées infectadas foram positivos na PCR aos trés meses de idade, porém
esses autores ndo mencionam quando ocorreu o quadro clinico.

Estudos tém demonstrado que a infeccdo bem-sucedida por T. orientalis, detectada por
meio de esfregaco sanguineo e PCR, tem sido consistentemente alcancada pela inoculacao de
aproximadamente 108 eritrocitos bovinos infectados contendo varios gendtipos (Ishihara, 1962;
Baek et al., 1992; Onuma et al., 1997; Hammer et al., 2016; Gibson, 2017; Emery et al., 2021a).
Indculos intravenosos e subcutineos infectados com cerca de 108 T. orientalis buffeli ou T.
orientalis ikeda produziram parasitose detectavel 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 copias do gene uL-1, independentemente do genotipo.
Hammer et al. (2016) verificaram que as infecgdes com 1,25x107 parasitos tiveram um periodo
pré-patente mais longo.

Além disso, os resultados desses estudos indicaram que parasitemias por T. orientalis
induzidas pela inoculacdo de sangue de gendtipos benignos e virulentos Unicos ou maltiplos
ndo produziram sinais clinicos em bezerros com idade maior que quatro meses ou bovinos
adultos (Stewart et al., 1996; Hammer et al., 2016; Gibson, 2017). Outra situagdo semelhante
foi observada nos bezerros infectados por transmissao intrauterina ou colostral em zonas
endémicas onde esses animais permanecem portadores assintomaticos (Minami et al., 1981;
Onoe et al., 1994; Emery et al., 2021b). N&o ha na literatura as razfes exatas para as diferencas
na patogénese entre as altas parasitemias ocasionadas por carrapatos ou infeccao estabilizada e
aquelas induzidas por sangue infectado. Uma vez que os niveis de parasitemia gerados pela
inoculagéo de sangue parasitado permanecem relativamente e persistentemente baixos quando

comparaveis aos de animais recuperados e portadores (Emery et al., 2021a).
3.2. 5 Sinais clinicos

Em animais que desenvolvem sinais clinicos pela infecgdo por T. orientalis é descrita
uma sindrome caracterizada por fraqueza, letargia, depressao, relutancia em andar, inapeténcia,
anemia hemolitica, reducéo da producdo, abortos, natimortos, ictericia e morte em vacas peri
parturientes e bezerros jovens (Watts et al., 2016). Taxas de crescimento reduzidas foram
relatadas no periodo de convalescenca (Kawamoto et al., 1991), bem como diarreia e mortes
em bovinos jovens de corte (Lawrence et al., 2017). Ao exame fisico pode-se observar palidez
de mucosas, pirexia, aumento das frequéncias respiratoria e cardiaca, corrimento nasal e
hipertrofia de linfonodos (lzzo et al., 2010; Aparna et al., 2011; Islam et al., 2011; McFadden
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etal., 2011; Eamens et al., 2013a, Eamens et al., 2013Db; Perera et al., 2014; Watts et al., 2016;
Forshaw et al., 2020).

No exame post mortem de casos suspeitos de teileriose oriental foi observado ictericia,
figado, rins e baco palidos, arredondados e aumentados, duodenite hemorragica, Ulceras na
mucosa abomasal, edema pulmonar e enterite (1zzo et al., 2010; Aparna et al., 2011; McFadden
et al., 2011; Gebrekidan et al., 2015; Gebrekidan et al., 2017a). No entanto, tanto os sinais
clinicos quanto os achados post mortem sdo muitas vezes subjetivos e ndo séo especificos da
teileriose oriental, pois doencas causadas por outros hemopatdégenos podem causar sinais
clinicos ou lesbes semelhantes em bovinos (Gharbi et al., 2006; Magona et al., 2008).

Os casos clinicos de bovinos infectados por T. orientalis tipo ikeda geralmente
apresentam anemia, e os sinais clinicos incluem letargia, depressdo, frequéncias respiratorias e
cardiacas elevadas, ictericia, pirexia e, em casos graves, aborto, natimorto e morte (Pulford et
al., 2016; Vink et al., 2016; Lawrence et al., 2016a). O tipo buffeli ndo parece estar associado a
quadros anémicos (Eamens et al., 2013c).

Na Coreia, 0s genotipos MPSP tipo 1, 2, 3e 7 de T. orientalis foram detectados por PCR
em bovinos Holandeses com infeccdo natural, esses animais apresentaram uma anemia
regenerativa significativamente mais grave em comparagdo com os animais PCR negativos. A
anemia foi a alteracdo mais frequente e mais grave em individuos positivos para o genétipo tipo
1 (Kim et al., 2017) e anemia macrocitica normocrémica também foi registrada em bovinos da
Malasia infectados com esse gendtipo (Haron et al., 2014) aléem de uma vaca com infeccgéo letal
por T. orientalis buffeli (Stockham et al., 2000).

Em Nova Gales do Sul, Queensland e Victorian na Australia, os genétipos chitose e
buffeli foram isolados de bovinos clinicamente saudaveis, mas ja foi verificado esses mesmos
gendtipos associados ao genotipo ikeda em animais afetados clinicamente (Eamens et al.,
2013a). Na Nova Zelandia entre 2012 e 2014, o risco de casos de anemia associada a infec¢do
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 ndo eram mantidos confinados
rotineiramente apos 0 nascimento, o que era frequente para bezerros leiteiros. Como resultado,
0 periodo de parto de animais de corte e outros fatores causadores de estresses fisiologicos,
como a castracao, coincidiram com o pico de atividade das ninfas de H. longicornis, levando a
altas taxas de infecgéo por T. orientalis em bezerros de corte em regides onde a infecgcdo por
esse parasito é endémica (Heath, 2016; Swilks et al., 2017b). Estudos anteriores examinaram a

disseminacéo e a prevaléncia da infeccdo em bezerros de corte e a interagdo entre as maes, seus
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bezerros e a propagacéo da doenca (Hammer et al., 2016; Swilks et al., 2017b), no entanto,
associag0es entre infeccdo e taxas de crescimento de bezerros de corte em fazendas comerciais
ndo foi avaliado.

O genotipo tipo 7 de T. orientalis foi diagnosticado como responsavel pela mortalidade
em bovinos adultos mesticos no sul da India. Os sinais clinicos observados foram temperatura
corporal elevada, lacrimejamento, secrecdo nasal, linfonodos edemaciados e hemoglobindria.
As lesbes post mortem observadas foram Ulceras perfuradas no abomaso, aumento do baco,
edema pulmonar macico, exsudatos espumosos na traqueia, hemorragia epicardica e
endocérdica e duodenite hemorrégica (Aparna et al., 2011).

O gendtipo ikeda de T. orientalis foi recentemente identificado em bovinos na Virginia,
Estados Unidos. Os animais foram clinicamente afetados neste surto apresentando uma anemia
macrocitica hipocrémica regenerativa, hiperbilirrubinemia e plasma ictérico consistente com
anemia hemolitica (PCV 14,4%). Com base na analise dos esfregagcos sanguineos desses
animais, observou-se uma parasitemia de 16%. Os animais apresentavam ainda ictericia,
letargia, mal-estar geral e alguns animais evoluiram ao 6bito (Oakes et al., 2019). Neste estudo
alguns dos animais reagentes na PCR permaneceram positivos cinco meses ap6s o diagnostico,
sugerindo um estado crénico, embora os animais que inicialmente apresentavam sinais clinicos
ndo estivessem mais clinicamente doentes durante os meses de primavera e veréo.

Os bufalos geralmente permanecem assintomaticos quando infectados com espécies de
Theileria (McKeever, 2009). A primeira descricdo de quadros clinicos ocasionados pela
infeccdo por T. orientalis (gen6tipo N2) em bufalos ocorreu no norte da india. Quinze bufalos
foram transportados de um distrito localizado no norte do pais, estado de Punjab para o estado
de Kerala, sul da india. Os sinais clinicos comecaram a se manifestar na oitava semana apds a
chegada. Os animais apresentaram sinais precoces como letargia, redu¢éo no consumo de racéo,
hipogalactia e despigmentacdo generalizada da pele. Alguns animais progrediram para
linfadenopatia, conjuntivite hemorragica, lacrimejamento, anemia, anorexia, decubito esternal,
edemas na regido do metacarpo de um ou mais membros. Sete animais apresentaram estagios
graves da doenca, como anemia grave, edema, secrecdo nasal purulenta, pneumonia, ataxia,
dispneia, decubito lateral, culminando a morte. Nos achados post mortem foram observados
petéquias e equimoses nos Orgaos vitais, lesdes primarias na musculatura subcutanea. Derrames
torécicos e peritoneais, miopatia, hidropericardio, enfisema pulmonar, congestdo multilobular
e consolidagcdo dos pulmdes em cinco animais. Multiplos focos nodulares brancos eram
evidentes predominantemente nos rins. Infiltragdo linfocitica difusa de 6rgaos vitais, deplecéo

linfoide e edema em linfonodos foram observados em cortes de tecidos dos sete animais.
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Hepatocitolise moderada e hemossiderose juntamente com linfangiectasia foram evidentes no
figado. Em todos os animais avaliados, foram observados amplo envolvimento renal como

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

3.2.6 Diagndstico

Na literatura podemos observar o uso de diversos metodos de diagnéstico empregados
para a deteccdo, identificacdo, quantificacdo e caracterizacdo de espécies de T. orientalis assim
como o diagnostico diferencial para infec¢do por outros hemopatdgenos, principalmente em
areas endémicas. Nesta tese, abordamos 0s métodos categorizados como convencionais
(aspectos clinicos, microscopia e sorologicos) e moleculares que sdo rotineiramente mais

utilizados.
3.2.6.1 Métodos convencionais
3.2.6.1.1 Aspectos clinicos

Exames clinicos e post mortem auxiliam no diagnostico da teileriose oriental. Como
método diagnostico, a abordagem clinica pode fornecer algumas informacgdes sobre a
ocorréncia da doenca nos rebanhos afetados, caracterizagdo dela. Da mesma forma, o exame
post mortem de casos suspeitos também pode auxiliar no diagndstico. No entanto, tanto os sinais
clinicos quanto os achados post mortem sdo muitas vezes subjetivos e ndo patognomonicos,
pois doencas causadas por outras espécies de Theileria bem como por outros hemopatégenos
como Babesia spp. e Anaplasma marginale sdo responsaveis por quadros clinicos 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 auxilio no diagndstico da

teileriose oriental.

3.2.6.1.2 Exame microscopio

A teileriose oriental pode ser diagnosticada pela analise microscopica de laminas de
esfregacos sanguineos ou aspirados de linfonodos com agulha fina, corados com Giemsa
(Shayan; Rahbari, 2005; Biddle et al., 2013; Irwin, 2013). Esse método permite a identificacdo
do parasito (piroplasmas) no interior de eritrécitos e macroesquizontes (corpos azuis de Koch)
em leucocitos (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 parasitaria),
particularmente em casos agudos em que 0s animais apresentam quadros clinicos, onde
podemos observar muitos eritrocitos infectados por T. orientalis (1zzo et al., 2010; Khatoon et
al., 2013; Rajendran; Ray, 2014). No entanto, esfregacos sanguineos ndo sao Uteis quando a
parasitemia é baixa ou em portadores assintomaticos, demonstrando uma baixa sensibilidade,
logo, ndo € confiavel para o monitoramento e triagem em larga escala em populacgdes de bovinos
(Li et al., 2014). Além disso, ndo permite a diferenciacdo morfologica dos genotipos de T.
orientalis ou outras espécies de Theileria spp. que infectam bovideos. As principais limitacdes
do exame microscopico para identificacdo de T. orientalis incluem menor especificidade,
sensibilidade, incapacidade de identificar ao nivel genotipico, o tempo necessario para leitura
das laminas, bem como um operador com devida experiéncia na confeccdo e leitura destas
laminas. Além disso, artefatos (por exemplo, precipitados de coloracdo) e corpusculos de
Howell-Jolly podem ser confundidos com piroplasmas intraeritrocitarios por microscopistas
inexperientes (Aktas et al., 2006b; 1zzo 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 soroldgicos

O teste de imunofluorescéncia indireta (RIFI), teste de aglutinacdo em latex e ensaio
imunoenzimatico (ELISA) tém sido empregados para a detec¢do 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 soroldgicas foram desenvolvidas para a deteccao
de anticorpos contra os piroplasmas (Todorovic, 1975; Papadopoulos et al., 1996). Por muitos
anos a RIFI era uma das técnicas mais simples, sensivel 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 varios inconvenientes, nomeadamente, interpretagdo subjetiva
dos resultados dependente do operador, baixo rendimento e dificuldade de padronizacdo
(Katende et al., 1998). No entanto, 0 maior problema é a significativa reatividade cruzada
observada entre as diversas espécies de Theileria. Papadopoulos et al. (1996) durante um
levantamento sorologico por RIFI para pesquisa de hemoparasitos da ordem Piroplasmida em
bovinos, caprinos e ovinos, na Maced6nia, utilizou antigenos de T. orientalis, T. annulata,
Babesia bigemina, B. bovis, B. divergens e B. major. Foi verificada a existéncia de reagdes

cruzadas de diferentes graus entre as espécies avaliadas. Dessa maneira, ficou evidente que 0
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uso dessa técnica nem sempre € satisfatorio para o diagndstico de infec¢des em regides onde 0s
animais estdo infectados com diferentes piroplasmas.

A deteccdo de anticorpos pela RIFI pode, portanto, ser uma medida ineficaz para atribuir
infeccdes causadas pelas espécies de Theileria (Uilenberg, 1981; Uilenberg et al., 1985; Stewart
et al., 1996), especialmente quando intimamente relacionadas, como os genotipos encontrados
de T. orientalis, com T. mutans e T. velifera em regides onde essas espécies sdéo comuns (Mans
et al., 2015). Mesmo assim, alguns autores consideram essa técnica atil em estudos
epidemioldgicos (Thompson et al., 2008; Mbizeni et al., 2013).

Um teste de Aglutinacdo em latex utilizando a proteina p33 como antigeno 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 gPCR eles
encontram uma sensibilidade e especificidade de 86,5% e 92,5%, respectivamente. Este estudo
indicou que o teste de aglutinacdo em latex pode ser utilizado como uma ferramenta para o
monitoramento epidemioldgico de infecgdes por T. sergenti em campo (Jeong et al., 2005).

Outro método soroldgico, o ensaio imunoenzimatico (ELISA), com vantagens como
facil execucdo, 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 deteccao de anticorpos
anti- T. parva e T. annulata, respectivamente. No entanto, ndo havia um teste disponivel para
deteccdo 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 deteccdo de anticorpos anti- T. sergenti utilizando uma proteina recombinante
da superficie do piroplasma (rp33) para diagnosticar a infeccdo em amostras de bufalos da
provincia de Hubei na China. Neste estudo, utilizando essa proteina especifica de T. sergenti,
eles observaram uma alta especificidade do teste, ndo sendo verificada reacdo cruzada com
anticorpos anti-Babesia orientalis, Schistosoma japonicum, A. marginale e Toxoplasma gondii
com uma taxa de positividade maior (27,5%) em relacdo a PCR (22,5%) e pela microscopia
(12,9%). Os autores sugerem que essa técnica de sorodiagnostico parece ser adequada para
realizar inquéritos sorolégicos em pesquisas epidemioldgicas para fornecer uma visao
abrangente da prevaléncia da doenca e monitorar o curso da infeccdo conforme avaliado pelos
titulos de anticorpos.

Um ELISA com antigeno recombinante baseado na proteina MPSP de T. orientalis foi
desenvolvido para investigar se a soroconversao para MPSP estava associada a anemia, carga

parasitaria e gendtipo do parasito em animais agudamente infectados com T. orientalis. O
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estudo demonstrou que a soroconversdo estava significativamente associada & anemia do
hospedeiro, carga parasitiria e ao genotipo do parasito. Animais agudamente infectados
soroconverteram rapidamente dentro de duas a trés semanas apos a infeccdo e a resposta
humoral ao parasito foi mantida por pelo menos 10 semanas. Essa proteina 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 soroldgicos supracitados séo direcionados as proteinas de superficie
de T. orientalis. De todos os métodos soroldgicos disponiveis, o ELISA é uma técnica
relativamente sensivel para estudar a prevaléncia de infec¢des por T. orientalis em populacfes
de bovinos (ndo sendo téo eficaz na avaliacdo individual). Os métodos sorolégicos séo relatados
como mais sensiveis em comparacdo com outros métodos diagndsticos tradicionais (sinais
clinicos, necropsia e exames microscopicos) usados para T. orientalis. No entanto, essas
técnicas também tém limitagcGes, como a incapacidade em discriminar entre os diferentes
genotipos de T. orientalis ou diferenciar entre infec¢des atuais e passadas e a reatividade
cruzada com outras Theileria spp. (Mans et al., 2015). Assim, nenhum dos métodos
convencionais utilizados para deteccdo de T. orientalis permite a diferenciacdo de gendtipos
conhecidos, ou fornece informagfes genéticas sobre o (s) parasito (S) que esta (s) presente (s)
na infeccgéo (s).

3.2.6.1.4 Métodos moleculares

Os métodos de diagnostico baseados nas analises moleculares podem preponderar
muitas das limitacdes dos métodos convencionais (Conraths; Schares 2006). Até 0 momento,
varios ensaios moleculares foram utilizados para detectar, caracterizar, diferenciar e quantificar
membros do complexo de T. orientalis, incluindo reacdo em cadeia da polimerase convencional
(cPCR), nested-PCR (nPCR), amplificacdo 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 Reacdo em Cadeia da Polimerase Convencional (cPCR)

A cPCR é amplamente utilizada para detectar e caracterizar T. orientalis. Ao
compararmos esta técnica com o0s metodos diagnosticos tradicionais utilizados para
diagnosticar infec¢fes por T. orientalis, a cPCR demonstrou alcangar maior sensibilidade e
especificidade diagnostica 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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proteina de membrana de piroplasma de 23 kDa (p23), proteina de membrana de piroplasma de
32 kDa (p32), proteina de membrana de piroplasma de 33 kDa (p33), proteina de membrana de
piroplasma de 34 kDa (p34), COX-IIl, genes g-tubulina ou ITS, tém sido usados para detectar,
diferenciar e caracterizar T. orientalis de diferentes paises (Tanaka et al., 1993; Kawazu et al.,
1995; Kubota et al., 1996; Sarataphan et al., 1999; Govaerts et al., 2002; Sarataphan et al., 2003,
Otaetal., 2009; Liu et al., 2010; Islam et al., 2011; Liu et al., 2011; Mans et al., 2015). Destes
marcadores, 0 gene MPSP € o mais comumente aplicado ao complexo de T. orientalis (Kim et
al., 1998; Ota et al., 2009).

A utilizacdo do gene MPSP nos ensaios de cPCR oferece a vantagem de amplificar
regides de DNA de T. orientalis relativamente longas, particularmente para caracterizar novas
espécies e/ou gendtipos pela primeira vez em comparagdo com ensaios de gPCR 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 infeccdo em bovinos duas
semanas antes da visualizagdo por microscopia de luz (Ota et al., 2009). Além disso, esses
métodos foram sendo performados, resultando em testes altamente sensiveis e especificos
(Perera et al., 2015b).

Apesar de ser uma técnica com excelente desempenho, a cPCR apresenta algumas
limitacdes, tais como incapacidade em diferenciar os gendtipos nas situagdes em que ha
infeccbes mistas com T. orientalis, bem como, potencialmente, a presenca de alguns
constituintes sanguineos que inibem a reacdo, como a lactoferrina, hemoglobina e alguns
reagentes e produtos quimicos que sao utilizados na extracdo de DNA (Perera et al., 2015b).
Pode-se ainda observar ao compararmos 0s ensaios de cPCR e a qPCR para a deteccdo de T.
orientalis que este Gltimo método apresenta uma sensibilidade maior. Além disso, no ensaio de
cPCR, as etapas p6s-PCR, como a preparacdo de gel para eletroforese e purificacdo de produtos
de PCR para sequenciamento, sdo onerosas, trabalhosas e demoradas (Gebrekidan et al., 2020).
Com base no tamanho molecular dos produtos de PCR em géis de agarose, € dificil discriminar
entre os gendtipos do complexo T. orientalis.

Para contornar esse problema, a técnica de varredura de mutacdo, como polimorfismo
de conformacéo de fita simples (SSCP), tem sido usada para discriminar sequéncias complexas
e intimamente relacionadas (de um parasito distinto), mesmo que defiram apenas por um Unico
nucleotideo acima de 500 pb (Gasser et al., 2006). SSCP também tem sido usado para identificar
a variacao de sequéncia dentro e entre gendtipos de T. orientalis (Cufos et al., 2012; Perera et
al., 2013). A sensibilidade da deteccdo de diferencas de nucleotideos depende do tamanho dos
produtos de PCR e das condic¢des 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 Ird, Africa 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 sequéncias no DNA alvo que estdo
dentro do fragmento de DNA amplificado pelos primers externos. A vantagem desta técnica é
que, se os primers externos se ligam e amplificam regides ndo-alvo da sequéncia de DNA, é
raro que os primers internos se liguem nas regides incorretas do DNA (Odongo et al., 2010).

Uma limitacdo da nPCR pode ser a maior probabilidade de contaminacdo, pois 0s
amplicons da primeira reacdo de PCR sdo diluidos para a segunda reacdo de PCR, e a chance
de contaminar a reacgdo é alta, o que pode levar a resultados falso-positivos (Cox-Singh et al.,
2000). Além disso, nPCR requer mais tempo que cPCR devido as duas rodadas de amplificacéo
(Janardhanan et al., 2014). A estimativa de sensibilidade e especificidade diagndstica do ensaio
nPCR ¢ dificil de mensurar. No entanto, alguns estudos compararam sensibilidade e
especificidade diagndstica do ensaio nPCR com o0s de ensaios de cPCR, descobriram que a
sensibilidade diagnostica da nPCR foi maior que o da cPCR. No entanto, devido a maior
probabilidade de resultados falso-positivos, a especificidade diagnéstica da nPCR pode ser
inferior ao da cPCR (Rigotto et al., 2005; Kim et al., 2008; Kim et al., 2011).

Visando a identificacdo e diferenciacdo de genotipos 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 (Ths-S/Ths-A), derivado do gene codificador
de rRNA 18S foi desenhado e usado neste estudo para amplificar o género de Theileria e
espécies de Babesia na etapa de PCR convencional. Ap6s a purificagdo dos produtos
amplificados na primeira reacdo que foram positivas, todas foram amplificadas por PCR semi-
nested utilizando um conjunto de primers especifico 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 saudaveis na provincia de Golestan no norte do Ird, 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 especificos para T. orientalis, nove
das 13 amostras de sangue (5,62%) foram positivas e realizando PCR semi-nested com primers
especificos para T. annulata, 12 de 13 amostras de sangue (7,5%) também foram positivas.
Resultados de PCR semi-nested por primers especificos para T. orientalis em comparag¢do com

PCR semi-nested por primers especificos para T. annulata mostraram que havia infec¢des
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mistas de T. orientalis e T. annulata em oito amostras. A semi-nested nesse estudo demonstrou
ser um método altamente especifico e sensivel para a identificacdo das espécies de T. orientalis

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

3.2.6.1.4.3 Amplificagdo isotérmica mediada por loop (LAMP)

LAMP ¢ uma técnica simples, sensivel, rapida e econdmica que amplifica diferentes
templates, incluindo DNA gendmico, sangue tratado termicamente e sangue seco em papel
filtro sob condicGes isotérmicas (Notomi et al., 2000; Kuboki et al., 2003; Poon et al., 2006;
Thekisoe et al., 2010). Essa técnica € um método diagndstico Util para ser empregado em
laboratérios com escassez de recursos, uma vez que nao requer equipamentos laboratoriais
caros, como termocicladores, geladeiras e/ou refrigeradores, 0s reagentes sdo estaveis a
temperatura ambiente (25 a 37 °C), o0 que torna esse método adequado para uso em condicBes
de campo (Thekisoe et al., 2009).

O uso de LAMP na deteccdo de piroplasmidas ja foi utilizado em diversos estudos para
deteccdo 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 diagndstico de infec¢do por T. orientalis na China
(Wang et al., 2010b; Liu et al., 2013). Uma das principais limitacbes do LAMP para T.
orientalis foi o desafio de desenhar primers confiaveis para genotipos intimamente
relacionados, além disso, em alguns paises a importacao dos reagentes ainda possuem elevados
custos (Torres et al., 2011).

Wang et al. (2010b) desenvolveram o LAMP para detec¢do de T. orientalis (T. sergenti)
em 313 amostras de campo (154 de bufalos de dgua e 159 de bovinos) coletadas em oito
propriedades pertencentes a quatro provincias (Hubei, Henan, Jiangxi e Jilin) na China. Quatro
primers foram desenhados a partir de seis regifes distintas do gene alvo, proteina de superficie
do piroplasma de 33 kDa (p33) de T. orientalis (T. sergenti). O ensaio de especificidade
mostrou-se especifico para T. orientalis, o LAMP foi capaz de detectar um nivel de parasitemia
de 0,000002% que foi mais sensivel que a cPCR. Cerca de 60,4% (96/159) das amostras de
bovinos foram positivas pelo LAMP, em comparacdo com 30,0% (46/154) das amostras de
bafalos. O ensaio LAMP mostrou-se tdo especifico e mais sensivel que a cPCR. Os autores
consideraram esta técnica molecular como adequada para realizar uma visdo abrangente da
prevaléncia da doenca em inquéritos epidemiologicos e recomendaram o uso em laboratorios
com financiamento limitado por se caracterizar como uma ferramenta diagndstica rapida,

simples, econémica, e conveniente para a teileriose em bufalos e bovinos.
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Foi desenvolvido e validado um ensaio LAMP espécie-especifico da regido ITS para
deteccdo e diferenciagdo rapida de duas espécies benignas de Theileria morfologicamente
indistinguiveis que infectam bovinos e iaques, T. orientalis (T. sergenti) e T. sinensis. Na
analise de 594 amostras de sangue de bovinos coletadas de seis provincias diferentes na China
0 LAMP apresentou ideais condig¢des para um ensaio, tais como ndo exibicdo de reacdo 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 especifico. O ensaio LAMP foi validado usando amostras
de DNA ja padronizadas e avaliado quanto a sua utilizacdo diagndstica usando amostras de
sangue coletadas de bovinos e iaques infectados experimentalmente e naturalmente na China.
Esses achados indicam que este ensaio LAMP especifico para espécies de Theileria pode ter
potenciais aplicacdes clinicas para a deteccdo e diferenciagdo das espécies T. orientalis e T.
sinensis e em investigacdes epidemioldgicas, devido a sua sensibilidade, especificidade, custo,
rapidez e facil execucéo e, portanto, pode contribuir para o controle efetivo de infeccdes por

Theileria em bovinos e iaques, especialmente em paises endémicos (Liu et al., 2013).

3.2.6.1.4.4 PCR em tempo real/quantitativo (QPCR)

Das técnicas moleculares utilizadas, a qPCR € um ensaio com excelente confiabilidade
para aferir a expressdo génica, quantificar a intensidade do parasito e realizar analises de
polimorfismos de base Unica (Single Nucleotide Polymorphism -SNP). Em compara¢do com
outras ferramentas de diagnostico molecular comumente usadas, como cPCR, nPCR e ensaios
LAMP, a gPCR é mais sensivel e menos demorada e, uma vez padronizada e validada
criteriosamente, ndo requer analises p6s-PCR, como eletroforese em gel e sequenciamento de
DNA (Francino et al., 2006; Abda et al., 2011).

Diversos estudos avaliaram o ensaio de gPCR para a deteccdo, identificacdo e
quantificacdo de Theileria spp. infectando bovinos (Sibeko et al., 2008; Papli et al., 2011; Ros-
Garcia et al., 2012; Chaisi et al., 2013). Ensaios TagMan gPCR foram desenvolvidos para
gendtipos de T. orientalis, visando o gene MPSP para uso diagnéstico na Australia (Bogema et
al., 2015) e na Nova Zelandia (Pulford et al., 2015). Esses dois ensaios tiveram desempenho
semelhante, em termos de especificidade e sensibilidade, mas ndo foram capazes de detectar
todos os genotipos atualmente conhecidos de T. orientalis ou permitirem a identificagdo de

Novos genotipos nesses paises.
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No entanto, uma das vantagens dessa técnica € a capacidade em distinguir entre as
infeccOes agudas e cronicas pela quantificacdo do nimero de cdpias do gene usando (Bogema
etal., 2015). Apesar disso, 0s custos iniciais ligados a criacdo e padronizacdo da g°PCR podem
ser relativamente altos (Mackay et al., 2002). Devido a alta sensibilidade analitica dos ensaios
de gPCR, desenho experimental sélido, a inclusdo de controles internos adequados e
normalizagdo de dados sdo cruciais para alcangar resultados confiaveis (Wong; Medrano,
2005).

3.2.6.1.4.5 PCR em tandem multiplex (MT-PCR)

Vaérios ensaios de qPCR duplex e/ou multiplex foram desenvolvidos para a deteccao
simultanea de diferentes espécies de patdgenos de bovideos incluindo Theileria spp. (Criado-
Fornelio et al., 2009; Peleg et al., 2010; Bilgi¢ et al., 2013; Junlong et al., 2015).

O ensaio envolve amplificacdo primaria usando primers desenhados para cada um dos
gendtipos de T. orientalis dirigidos, e amplificacdo secundaria para quantificacdo usando
primers alinhados para regides internas de marcadores especificos. As amostras testadas neste
ensaio sdo registradas como teste positivo ou teste negativo usando uma funcéo automatica no
software Easy-Plex. Da mesma forma, a intensidade da infec¢do (nimeros de copias de DNA)
para cada genotipo em cada amostra é determinada por comparagdo com os dados de limiar de
ciclo pre-determinados para um controle interno de pico contendo um numero de copias de
DNA conhecido (10.000) fornecido pelo AusDiagnostics Pty. Ltd., Austréalia (Perera et al.,
2015b). Embora este ensaio seja um método sensivel e econdmico em termos de tempo e custo
para detectar simultaneamente varios gendétipos de T. orientalis, ele requer reagentes e
equipamentos especificos e, portanto, pode ser relativamente uma técnica cara (Gebrekidan et
al., 2020).

Um ensaio MT-PCR foi desenvolvido para a deteccéo simultanea dos quatro gendtipos
comuns (buffeli, chitose, ikeda e tipo 5) do complexo T. orientalis conhecido por ocorrerem na
Australia (Perera et al., 2015b). Este ensaio utilizou varios marcadores, incluindo o gene MPSP
para 0s genotipos chitose e tipo 5, 0 gene p23 para buffeli e ITS-1 para ikeda (Perera et al.,
2015b). No entanto, posteriormente, Gebrekidan et al. (2017d) detectaram a amplificacdo
cruzada do gene p23 e ITS-1 de ambos os genétipos buffeli e ikeda. Consequentemente, o ensaio
MT-PCR foi modificado para detectar os quatro gen6tipos 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 distribuicéo de T. orientalis
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Theileria orientalis € um parasito cosmopolita (Uilenberg et al., 1985). As infec¢des
foram relatadas na Australia (Kamau et al., 2011a; Eamens et al., 2013a,b,c), Nova Zelandia
(McFadden et al., 2011), Sudeste Asiatico (Inoue et al., 2001; Govaerts et al., 2002; Sarataphan
etal., 2003; Khukhuu etal., 2011; BAWM et al., 2014; Gebrekidan et al., 2017a), Leste Asiatico
(Kim et al., 1998; Ota et al., 2009; Jeong et al., 2010; Liu et al., 2010; Altangerel et al.,2011),
Sul da Asia (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), Africa
(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; Garcia-Sanmartin 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).

Vaérios estudos relataram a presenca de genotipos de T. orientalis em bufalos de agua
(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 Ameéricas, a primeira descri¢do na literatura de parasitos do complexo T. orientalis
ocorreu em um bovino no Texas, EUA, o qual o isolado foi caracterizado como o genétipo do
tipo 6 (Kakuda et al., 1998). Posteriormente, bovinos foram diagnosticados com T. orientalis,
genotipo 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 clinicos
consistentes com Teileriose. Cossio-Bayugar et al. (2002), descreveram infeccdo por T.
orientalis também com o genétipo tipo 3 em uma vaca no estado de Michigan, EUA.
Recentemente um dos gendtipos considerado mais patogénico (ikeda) foi detectado em casos
de mortalidade em bovinos de corte em uma fazenda na Virginia e posteriormente esse patdgeno
foi detectado em estados vizinhos, mas nenhuma mortalidade resultante da infeccéo 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 sertéo baiano,
no entanto, sem descricao desses casos, apenas depdsito de sequéncias de DNA do gene MPSP
no GenBank (Sivakumar et al., 2014b). Posteriormente, houve a descrigdo molecular em bufalos
de &gua no estado do Par4, regido Amazoénica do Brasil, no qual encontraram uma prevaléncia
de 3,5% pelo gene 18S rRNA de Theileria spp. verificando similaridade com T. buffeli (Silveira
etal., 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 Maranhéo,

regido Nordeste do Brasil, proveniente de uma fazenda localizada no Bioma Amazénico.
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Apesar desse parasito estar globalmente disperso, na analise dos estudos é observado
que na maioria dos paises a identidade genotipica do complexo T. orientalis e a relevancia
clinica dos distintos gendtipos ainda ndo esté esclarecida, incluindo o Brasil. A distribuicédo
genotipica de T. orientalis tem sido investigada em diferentes animais hospedeiros. Diferencas
nos tipos MPSP foram encontradas ndo apenas entre as espécies hospedeiras, mas também entre
regides geograficamente diferentes.

O tipo-6 foi detectado em bovinos e iaques, mas nao em bufalos, enquanto o tipo N1 foi
detectado em bufalos, mas ndo em bovinos (Sarataphan et al., 2003; Liu et al., 2010; Sivakumar
et al., 2014a). O tipo N1 da sequéncia 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 variacdo genética, Kawazu et al. (1999) propuseram que o
gendtipo N1 deveria ser classificado como uma espécie diferente de Theileria.

Os tipos 2 e 8 sdo predominantes entre as populacbes de bovinos (Yokoyama et al.,
2011; Kang et al., 2012; Perera et al., 2013), embora esse gendtipo (tipo 2) foi detectado em um
bufalo criado no Egito (Sivakumar et al., 2014b). No entanto, ndo foram realizados estudos
visando a deteccdo de genotipos de T. orientalis baseados no gene MPSP nas populagdes de
bufalos de agua de paises endémicos para o gendtipo tipo 2 e, portanto, mais estudos séo
essenciais para confirmar a especificidade do hospedeiro dos tipos 2 e 8. Dessa maneira,
Sivakumar et al. (2014b) sugerem que, em geral, existe uma relacdo entre a especificidade do
hospedeiro e os tipos MPSP em T. orientalis.

Embora varios genotipos de T. orientalis ocorram comumente entre bovinos e bufalos,
os perfis de infeccdo cruzada entre esses hospedeiros foram diferentes em alguns paises
endémicos, possivelmente devido as diferencas nos hospedeiros vetores. PopulacGes de bovinos
do Sri Lanka foram descritas infectadas com os tipos 1, 3, 5 e 7, ja os bufalos, também
analisados nesse estudo, estavam infectados somente com N1 e N2 (Sivakumar et al., 2013;
Sivakumar et al., 2014b). Acredita-se que ndo haja uma barreira especifica para a transmissdo
de tipos de MPSP derivados de bovinos para budfalos, os tipos 1, 3, 5 e 7 também foram
encontrados em bufalos criados em outros paises (Mongdlia, Vietnd) (Altangerel et al., 2011b;
Khukhuu et al., 2011), a transmissdo desses genotipos foi de alguma forma limitada ao Sri
Lanka (Sivakumar et al., 2014b). As diferencas nas espécies de carrapatos que se alimentam de
bovinos e bdfalos (Dovaudi et al., 2008) podem explicar as diferencas nos gendétipos que
infectam esses hospedeiros no Sri Lanka. Mais estudos sdo 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 gendtipos de T. orientalis MPSP (tipos 1, 2, 3, 4,
5, 7, N2 e N3), incluindo gendtipos patogénicos isolados de bovinos do estado da Bahia
(Sivakumar et al., 2014b).

3.2.8 Tratamento e profilaxia

A oxitetraciclina e o cloridrato de imidocarb sdo usados para o tratamento de casos
clinicos de T. orientalis (Schein; Voigt, 1979; Morgan; Mchardy, 1982). A quimioterapia é
empregada para prevenir o desenvolvimento e persisténcia da infeccdo por T. orientalis.

As industrias voltadas para bovinocultura em regiGes endémicas para T. orientalis se
beneficiariam substancialmente de medidas para reduzir o impacto da infeccéo inicial, seja por
meio do controle do vetor ou dos estagios iniciais da patogénese da infec¢do. Se isso puder ser
gerenciado no estado de portador os animais sob criagdo convencional pareceriam estar
protegidos de manifestacdes clinicas (Emery, 2020).

Enquanto acaricidas tradicionais eficazes previnem o desenvolvimento de espécies
patogénicas no hospedeiro definitivo, o controle no hospedeiro intermediario pode evitar o
desenvolvimento de esquizontes ou remover estagios sanguineos que poderiam ser ingeridos
pelo carrapato durante repasto sanguineo. Na prevencéo 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) sdo administrados simultaneamente (Mutugi et al.,
1989; Kubota et al., 1996). Devido as dificuldades na producdo de GUTS derivados de
carrapatos, esse protocolo nédo foi experimentado para T. orientalis.

Evidéncias aneddticas sugeriram que o toltrazuril pode atenuar o desenvolvimento de
esquizontes em bezerro (Emery, 2020). Quanto a prevenc¢do do estabelecimento de protozoarios
o toltrazuril é conhecido por ser ativo contra os estagios de esquizontes de Eimeria e Isospora
spp., que estdo relacionados com Theileria (Jonsson et al., 2011). Esta droga permanece em
niveis terapéuticos 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 Zelandia administraram uma dose de 15 mg/kg desse farmaco em 20 bezerros leiteiros
durante gquatro semanas ap0s 0 nascimento, verificando que o toltrazuril ndo preveniu ou
melhorou significativamente as parasitemias. Da mesma forma, também na Australia, esse
farmaco foi administrado na mesma posologia a 15 bezerros, quatro dias ap6s o desafio com a
infestacdo de carrapatos H. longicornis adultos (aproximadamente 50 exemplares) néo
alimentados que haviam sido infectados com T. orientalis ikeda quando ninfas. Esse protocolo

foi estabelecido para que coincidissem com os estagios iniciais de esquizonte incluindo os trés
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dias de alimentacdo necessarios para amadurecer 0S esporozoitos nos carrapatos antes da
inoculacdo (Marendy et al., 2020). Ao comparar 0s bezerros infectados, mas néo tratados, o
toltrazuril ndo teve efeito significativo no desenvolvimento de parasitemia (De Burgh; Emery,
2021).

Outra maneira profilatica de interromper a transmissdo de T. orientalis em regides
endémicas é curar o estado de portador nos animais assintomaticos. Experimentalmente no
campo, isso se desenvolve apos a transferéncia mecéanica de sangue infectado apos o primeiro
quadro de parasitemia. Alguns compostos foram utilizados para um ensaio quimioterapico com
selecbes baseadas na premissa de que a doenca clinica de T. orientalis coincidiu com o
aparecimento de piroplasmas em laminas de esfregacos sanguineos, febre e parasitemia, e que
esses estagios de merozoitos se multiplicaram em eritrocitos como observado com
hemoparasitos dos géneros Babesia e Plasmodium. Assim, drogas com atividade contra outros
hemoprotozoarios com estagios eritrocitarios importantes para o desenvolvimento assexuado
podem ser eficazes contra T. orientalis. Em Queensland, T. orientalis (buffeli) pode ser curado
pela administracdo de primaquina e halofuginona ou primiquina e buparvaquona (Stewart et
al., 1990).

Em regides endémicas com desafio sazonal continuo de carrapatos vetores, o estado de
portador parece prevenir a recorréncia da teileriose clinica sem reduzir a produtividade, de
modo que a cura do estado de portador pode ndo ser benéfica (Bailey, 2012; Perera et al., 2014;
Swilks et al., 2017a). Atualmente, restringir os niveis de infestacdo de carrapatos é a op¢do mais
viavel para a prevencdo da teileriose clinica em bezerros recém-nascidos em regifes endémicas
(Emery, 2021).

Apesar da baixa eficiéncia, o uso de vacinas de sangue total foi empregado como
tentativa de evitar a transmissdo 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 ndo foram
concluidos devido ao histérico bastante ad hoc desses ensaios (De Vos, 2011), mas varios
resultados enfatizam que a dose pode influenciar os niveis de protecdo gerados. Tanto a
infeccdo passiva no Gtero quanto a transferéncia de anticorpos ndo parecem fornecer imunidade
protetora apés o nascimento (Minami, et al., 1981; Onuma et al., 1997), e isso pode estar
relacionado a infecgéo de baixa dose e ao periodo transitorio de anticorpos maternos sob desafio
consistente de carrapatos. No entanto, Emery et al. (2021b) verificaram que o intervalo entre a
infeccdo passiva e o desafio do carrapato, a intensidade do desafio do carrapato e a nutrigéo

podem afetar o resultado, com bezerros constantemente parasitados por 3 a 4 semanas de idade.
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Perante toda essa problematica, estudos foram surgindo na tentativa de encontrarem
antigenos protetores e formulagdes vacinais baseadas nos estagios sanguineos do parasito. No
entanto, esses estagios sdo considerados responsaveis pelas sequelas clinicas da infeccédo e a
partir da genotipagem do gene MPSP, ficou evidente a diversidade genética dentro dos
genotipos e que existem gen6tipos mais virulentos (Sugimoto; Fujisaki, 2002; Sivakumar et al.,
2014a; Bogema et al., 2018) o que implica na ineficiéncia desses protocolos. Além disso, a
cinética temporal para genoétipos de T. orientalis durante infeccdes em curso tem sido atribuida
ao “escape” de anticorpos protetores especificos de MPSP (Jenkins et al., 2015; Masatani et al.,
2016).

Dois estudos investigaram a eficAcia do MPSP recombinante em vacinas. Bezerros
imunizados com MPSP recombinante dos gendtipos ikeda e chitose em adjuvante ou
lipossomas mostraram efeitos vacinais apds desafio com um estabilizado contendo ambas as
variantes (gendtipos) (Baek et al., 1992). Este estudo foi o primeiro a indicar que a imunidade
de protecdo cruzada pode ser gerada contra genétipos de T. orientalis, mas os niveis de
parasitemia ndo foram relatados. Uma vacina MPSP recombinante para T. orientalis (sergenti)
utilizou trés vacinagdes em intervalos de trés semanas, produzindo uma resposta de anticorpos,
mas sem protecdo contra o desafio (Park et al., 1999). Devido a falta de geracéo consistente de

imunidade protetora, essas vacinas recombinantes ndo foram mais estudadas até o0 momento.



55

3.3 Linfoma em bovideos

Linfoma é uma neoplasia maligna do sistema imune caracterizada pela proliferacao
neoplésica de linfocitos, que provoca a formacgdo de massas tumorais em diversos 6rgdos. Os
linfocitos podem ser do tipo B, T e células NK, de forma que qualquer um dos trés pode sofrer
transformacéo neoplasica resultando em linfoma (Campo et al., 2011; Oliveira et al., 2016a).

Os linfomas sdo amplamente estudados na espécie humana. A etiologia pode envolver
fatores genéticos, habitos alimentares e de satde, porém grande parte deles estdo associados a
infecgdo por alguns virus (Pasqualucci, 2013; Castillo et al., 2014). Nos animais domésticos,
linfomas infeciosos sdo observados com maior frequéncia na espécie felina e bovina, também
associados a infeccOes virais (Beatty, 2014; Panziera et al., 2014).

Em bovinos o surgimento de linfomas geralmente esté& associado a infeccéo pelo Bovine
leukemia virus (BLV) causador da leucose enzodtica bovina (EBL), onde de 1 a 5% dos animais
infectados desenvolvem linfoma, de 20 a 30% linfocitose persistente e a maioria permanece
assintomatica por longos periodos (Ghysdael et al., 1984; Bartlett et al., 2013). Os linfomas sédo
multicéntricos podendo ser observados em diversos locais e 6rgdos 0 que provoca sinais
clinicos variados. Os sinais clinicos mais observados sdo linfadenomegalia e emagrecimento
progressivo. AlteracGes podem ser observadas nos locais onde as massas tumorais se localizam.
No canal medular pode-se observar sinais neurolégicos pela compressdo de nervos, no globo
ocular exoftalmia e disturbios digestivos sdo 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 sao parasitos protozoarios do género
Theileria nos quais 0s esquizontes tém a capacidade de transformar o leucécito hospedeiro em
uma célula tumoral em constante proliferacdo (linfoproliferacdo) com potencial de
hiperdisseminacao. Por isso essas espécies sdo conhecidas como transformadoras (Sivakumar
et al., 2014a). Em ruminantes as espécies sabidamente transformadoras sdo 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 sdo poucos os relatos de linfomas em bufalos, sendo descritos um caso na
Venezuela (Vale-Echeto et al., 2009) e a maior concentracio dos casos na india (Bhattacharya,
1967; Singh, 1968; Singh et al., 1973; Gupta et al., 1977; Singhetal., 1979; Singh et al., 1980;
Chand et al., 2012; Kumar et al., 2012) e recentemente no Brasil foram descritos alguns casos
no estado do Para (Oliveira et al., 2016ab).
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O primeiro relato de lesdes compativeis com linfoma em bufalos foi realizado na India
em 1960, no entanto, esse achado foi acidental (Bhattacharya, 1967). Inicialmente foram
observadas patologias do trato respiratorio em 646 bufalos abatidos em abatedouro, 11 animais
apresentando lesdes compativeis com linfoma. Nos anos seguintes 1961, 1962 outros 217 casos
envolvendo pericérdio e epicardico foram observados entre 2.306 animais. De 1962 a 1967
observou-se uma ocorréncia de 10% (826 de 6745) entre bufalos abatidos em diferentes
abatedouros da India. As les6es variavam de nodulos miliares, nédulos e papilas de crescimento
continuo e aspecto aveludado nas superficies parietal e visceral de membranas serosas. O
envolvimento de linfonodos variava de discreta tumefacdo até diversos graus de aumento de
volume. No ano seguinte, Singh (1968) descreveu a presenca de linfomas em bdfalos de
abatedouros também na India. As lesdes foram semelhantes as observadas por Bhattacharya
(1967), de forma que os linfonodos envolvidos estavam de 10 a 20 vezes aumentados e lesdes
de crescimento continuo e com aspecto aveludado ou de couve-flor cresciam em membranas
serosas de diversos 6rgdos e omento.

Em um estudo clinico-patoldgico avaliando 50 casos clinicos e 283 casos de linfomas
em bufalos de abatedouros, na India, os autores descrevem diversos graus de envolvimento dos
linfonodos e em alguns casos foram observados nddulos no tecido subcutadneo em diferentes
localizag6es. Microscopicamente, os linfonodos afetados apresentaram proliferacdo de células
linfoides, principalmente linfoblastos e/ou linfocitos, substituindo a arquitetura normal do
orgdo, resultando em completa desorganizacdo. Observaram ainda infiltrados neoplasicos no
coracdo, rins, figado, abomaso, intestinos, hipéfise, adrenal, nervos periféricos, diafragma,
ramen, uretra, Ubere, vesicula seminal, testiculos, epididimo, reticulo, tireoide, glandula
bulbouretral, glandula salivar, traqueia, prostata, esdfago, laringe, omaso, lingua, vesicula
biliar, pancreas, artéria pulmonar e pele. Os autores acreditavam que a neoplasia teria origem
multicéntrica, sugerida pela proliferacdo de células mesenquimais indiferenciadas do sistema
reticulo endotelial (Singh et al., 1979).

Massas tumorais com grande envolvimento dos pulmdes foram relatadas na india em
bufalos. As lesbes microscopicas foram caracterizadas por grandes agregados linfo-foliculares
formados por linfoblastos e linfocitos, substituindo a estrutura alveolar normal dos pulmdes
(Singh et al., 1973). O infiltrado de células neoplasicas apresentava varias figuras de mitose.
Lesdes também foram observadas em linfonodos e outros o6rgaos. Outros relatos, também na
india, incluem um caso de leucemia linfoide em que a contagem de leucdcitos foi de 50050/pL
de sangue, juntamente com a presenca de linfoma em diversos 6rgdos (Gupta et al., 1977). Esses

autores também relataram uma forma timica da doenca em uma bdfala com oito anos de idade.
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Em outro estudo observou-se casos envolvendo o sistema enddcrino e reprodutivo (Singh et al.,
1980).

A etiologia dos linfomas em bdfalos ainda ndo foi elucidada, no entanto devido ao
carater multicéntrico 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 carater
multicéntrico em uma bufala na Venezuela. Esses autores ao longo da discussdo mencionam
como um caso de EBL. Semelhantemente, em 2012, na india, Chand et al. (2012) e Kumar et
al. (2012) relataram um caso de linfoma multicéntrico em uma budfala com cinco anos de idade
e outra bufala com dez anos de idade apresentando nddulo Unico de aproximadamente 10 e 20
cm de didmetro na regido escapular, respectivamente. O primeiro caso além das alteracGes
patoldgicas apresentou alteraces hematoldgicas, no entanto, no segundo relato o animal néo
apresentou nenhuma alteracdo hematoldgica e bioquimica. Entretanto, nos trés estudos os
autores mencionam que esses linfomas multicéntricos teriam etiologia viral, ou seja, seriam
ocasionados pelo BLV e os caracterizaram como quadros de EBL, contudo, ndo foi comprovado
a existéncia do BLV nesses animais.

No Brasil Oliveira et al. (2016b) durante dez anos observaram a ocorréncia de uma
doenca linfoproliferativa em bubalinos na regido Amazonica, estado do Para. Foram avaliados
quatro animais de um mesmo rebanho, apresentando emagrecimento progressivo, hipertrofia
dos linfonodos periféricos e nodulagdes de coloracdo esbranquicada no tecido subcuténeo,
nodulos miliares nas superficies serosas de 6rgaos abdominais, caracterizando um linfoma
multicéntrico de células B. N&o foi verificada a presenca de material génico 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 oncogénico desse virus precisa ser estudado,

e a etiopatogenia dos linfomas nesses animais ainda ndo esta esclarecida.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Aspectos éticos

Todos os procedimentos que envolveram a manipulacdo de animais foram aprovados
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Minas Gerais
sob o protocolo de n® 133/2012 e n° 38/2017.

4.2 Local de estudo

O estudo foi realizado nos municipios de Abaetetuba, Castanhal, Ipixuna do Par4, Nova
Timboteua, Soure e Vigia (Figura 2), que estdo localizados no Estado do Para, na Amazénia (S
1°21'4" e O 47°34'20™). O Par4, segundo maior estado do Brasil, possui uma area de 1.247.950
km?, clima equatorial Gtmido, que possui altas temperaturas e altos indices pluviométricos e uma
populacdo estimada de 8.513.497 de habitantes (IBGE, 2017). A principal atividade econdmica
do estado do Para € a bubalinocultura, este detém o maior nimero de animais do pais, sdo
513.406 cabecas correspondendo a 37% do rebanho nacional, que estdo distribuidos,

basicamente, na ilha de Marajo 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 prevaléncia esperada de 50%, segundo Stevenson (2008), com precisdo
absoluta de 5% e intervalo de confianga de 95%, conforme demonstrado a seguir:

n=2z2(1-Py)xPy/d?
n = tamanho da amostra;
z = coeficiente de confianga;
Py = prevaléncia esperada;
d = preciséo absoluta desejada.

Portanto, foram colhidas amostras de 500 animais. Os animais eram das ragas Murrah,

Mediterraneo e Jafarabadi, de ambos 0s sexos, com idade variando entre 2 a 15 anos.
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Foram escolhidas por conveniéncia nove propriedades localizadas no estado do Pard,
regido Norte do pais (regido Amazdnica). Sendo que quatro propriedades se localizam no
arquipélago de Marajo e cinco no continente (Tabela 1).

Os animais da propriedade A-PA eram destinados a reproducdo na Central de
biotecnologia da reproducdo animal (Cebran), localizada em Castanhal. Esses animais sao
criados conjuntamente com bovinos em sistema semi-intensivo. As propriedades B-PA, C-PA,
D-PA e F-PA eram de criacdo do tipo mista, onde o rebanho era explorado para corte e leite.
Na propriedade E-PA os animais eram destinados a exploracdo leiteira. Os animnais dessa
propriedade sdo criados com bovinos, equideos. Nas propriedades G-PA, H-PA e I-PA o
sistema de criacdo era extensivo, as bufalas tinham contato com outros animais da fauna, além
de equideos, suinos e caprinos. A-PA e E-PA eram propriedades com historico de linfomas no

rebanho.

Tabela 1 — NUmero de propriedades amostradas, e distribuicdo das amostras sanguineas

coletadas ao longo dos anos de 2011 e 2020, no estado do Paré, regido Amazénica, Brasil.

Propriedade Municipio N° de animais amostrados
A-PA Castanhal 104
B-PA Vigia 13
C-PA Ipixuna do Para 82
D-PA? Soure 72
E-PA Nova Timboteua 74
F-PA Abaetetuba 28
G-PA? Soure 95
H-PA? Soure 5
I-PA? Soure 27

Total 500

ID identificagdo; N nimero; % percentual; a propriedades localizadas no arquipélago de Marajo.
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Figura 2 — Mapa do Brasil mostrando o estado do Para e os municipios onde foram coletadas

as amostras.
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4.4 Coleta de amostras sanguineas

As amostras sanguineas foram colhidas ao longo dos anos de 2011 e 2020 por
venopuncéo jugular, utilizando tubos com EDTA (Acido Etilenodiamino Tetra — Acético
Sédico 300 mmol/L), por meio do sistema de colheita a vacuo. Os tubos foram armazenados a
8°C até a realizacdo da técnica de Brener, Técnica de Woo, confec¢bes dos esfregacos

sanguineos e Buffy coat e a extracdo de DNA para posterior realizacdo das analises moleculares.
4.5 Andlises laboratoriais

4.5.1 Pesquisa de hemopatdgenos

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), microhematocrito descrita por Woo (1970) e andlise de buffy
coat, descritas abaixo:

- Técnica de Brener (1961): utilizou-se uma aliquota de 5 pL de sangue disperso em
lamina de microscopia, sob laminula de 22 x 22 mm. Deste modo, foram examinados 50 campos

microscopicos, sob objetiva de 40 (Olympus BX40).

- Técnica de Woo (1970): os tubos de microhematocrito (Perfecta®, Mooca, Sdo Paulo)
foram lidos em microscépio 6ptico (Olympus BX40) em objetiva de 10 e 40 vezes para procura

dos parasitos, que se concentram entre o plasma e a camada leucocitéria.

- Técnica de Buffy coat (Harvey, 2012): apds a leitura do Woo os microcapilares
(Perfecta®, Mooca, Sdo Paulo) foram seccionados acima da camada leucocitéria e o contetdo
foi depositado em lamina para a producdo de um esfregaco. Posteriormente foram fixados com
Metanol (Synth®, Sdo Paulo, SP) e corados com Giemsa (May-Grunwald-Giemsa e Wright
Giemsa) (Sigma-Aldrich®, St. Louis, Missouri, Estados Unidos). A leitura foi realizada em

microscopio optico (Olympus BX40) sob imersédo em 6leo com aumento de 1000X.

4.5.1.2 Confecgdes de esfregacos sanguineos

A busca por hemopatdgenos em células sanguineas foi realizada pela leitura de campos
homogéneos de esfregacos sanguineos (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®, Sdo Paulo, SP), utilizando microscépio éptico com
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aumento de 1000X (Olympus BX40), sob imersdo em 6leo. Foram avaliados no minimo 40
campos (aproximadamente 200 células por campo) (Ribeiro; Reis, 1981).

4.5.2 Anélise molecular
4.5.2.1 Extracdo de DNA das amostras de sangue

O DNA gendmico foi extraido do sangue total utilizando o kit comercial QlAamp DNA
Mini Kit (Qiagen, Alemanha). As amostras de DNA extraidas foram entdo identificadas e
armazenadas a -20°C até a realizacdo das PCRs. Os valores de concentracdo de DNA, assim
como o0s de absorbancia (260/280 nm), foram obtidos utilizando espectrofotbmetro
(Nanodrop®, Term Scientific, EUA).

4.5.2.2 Controle enddgeno da PCR

Com o objetivo de avaliar a qualidade do material gendmico extraido, as amostras de
DNA foram submetidas a PCR objetivando a amplificacdo do gene Gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase (GAPDH) de bovideos utilizando oligonucleotideos iniciadores segundo
Pinheiro de Oliveira et al. (2013), GAPDH F GGTGATGCTGGTGCTGAGTA e GAPDH R
CCCTGTTGCTGTAGCCAAAT. Foi utilizado 5uL de GoTaq® Green Master Mix, 2X
(Promega®, Madison, Wisconsin, Estados Unidos), 0,2uM de concentracdo de cada
oligonucleotideo iniciador, 1uL do DNA-amostra e agua ultrapura esterilizada (Nuclease-Free
Water, Promega®, Madison, Wisconsin, Estados Unidos) g.s.p.10uL. Como controle negativo
foi utilizado apenas o master mix de reagentes da PCR acrescido de 1,0 uL de dgua. As reagdes
foram conduzidas de acordo com a sequéncia térmica desnaturacgdo inicial de 95°C durante 4
minutos, seguida de 35 ciclos de 95° C durante 30 segundos, hibridizacdo de 54°C durante 30
segundos, extensdo de 72° C durante 50 segundos, e uma extensdo final de 72° C durante 7
minutos, amplificando um fragmento de 709 pb.

Apos as amplificagdes realizou-se a eletroforese horizontal em gel de agarose 1,5%
(m/v) corado com GelRed™ (Biotium, Fremont, USA), em tampéo TAE 0,5X (TRIS 400 mM,
Acido Acético 1% e EDTA 20 mM). Uma aliquota de 3 pL de DNA adicionada de 2,0 pL de
tampéo de amostra (0,025% de azul de bromofenol e 50% de glicerol) foi aplicada no gel. O
DNA foi submetido a 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 Deteccdo molecular de T. orientalis por PCR e nested- PCR

Todas as amplificacdes de DNA foram realizadas para um volume final de 10pL,
contendo uma mistura de 1uL do DNA-amostra (com concentracdo entre 30 e 60ng), 0,2uM de
concentragio de cada oligonucleotideo iniciador, 5puL de GoTaq® Green Master Mix, 2X
(Promega®, Madison, Wisconsin, Estados Unidos) e agua ultrapura esterilizada (Nuclease-
Free Water, Promega®, Madison, Wisconsin, Estados Unidos) q.s.p.10uL. As reacdes de
nested-PCR (nPCR) foram realizadas seguindo as mesmas especificacbes citadas
anteriormente, utilizando 1uL de produto amplificado da primeira reacao.

Para deteccdo de DNA de parasitos do género Theileria as amostras de DNA foram
submetidas a ensaios de PCR dirigidos aos genes 18S rRNA utilizando os oligonucleotideos
iniciadores descritos por Zahler et al. (2000). Reacgdes de nested-PCR para regido completa de
ITS (ITS1-5.85-1TS2) de T. orientalis foram conduzidas utilizando os oligonucleotideos
iniciadores descritos por Chaisi et al. (2014), cujas descricdes também constam na Tabela 2.
Visando a deteccdo de genotipos de T. orientalis, as amostras de DNA foram submetidas a
ensaios de PCR baseados no gene MPSP (Major Piroplasm Surface Protein), utilizando os
oligonucleotideos iniciadores descritos por Ota et al. (2009), cujas descri¢cbes também constam
na Tabela 2.

As reacOes de amplificacdo para os genes 18S rRNA foram conduzidas de acordo com
sequéncia térmica: desnaturacdo inicial de 94°C por 5 minutos, 40 ciclos a 94°C por 30
segundos, 63°C por 1 minuto e 72°C por 2 minutos, seguidos de uma extenséo final a 72°C por
2 minutos. Para o gene ITS: desnaturacdo inicial de 94°C por 5 minutos, 29 ciclos a 94°C por
30 segundos, 64°C por 30 segundos e 68°C por 2 minutos e 30 segundos, seguidos de uma
extensdo final a 68°C por 5 minutos. No segundo ciclo a sequéncia térmica de amplificacdo
consiste de desnaturacao inicial a 94°C por 5 minutos, 35 ciclos de 94°C por 30 segundos, 60°C
por 1minuto, 72°C por 30 segundos, e extenséo final de 72°C por 5 minutos.

As condicOes de amplificacdo para o gene MPSP de T. orientalis consistiram em
desnaturacdo inicial de 95°C por 5 minutos, 35 ciclos a 95°C por 30 segundos, 60°C por 30
segundos e 72°C por 1 minuto, seguidos de uma extenséo final a 72°C por 5 minutos.
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Tabela 2 - Sequéncias de oligonucleotideos iniciadores, regido génica para ensaios de nested-
PCR e PCR para detecgéo de Theileria orientalis.

Tamanho do produto

Sequéncia dos Oligonucleotideos iniciadores (5°-3°) amplificado (pb)

Regido génica Referéncia

12 reagéo 1055F GGTGGTGCATGGCCG 1500 Regido
LSUR300 TWGCGCTTCAATCCC3 completa
ITS Chaisi et al.
(ITS1-5.8S- (2014)
2 x ITSF GAG AAGTCGTAACAAGGTTTCCG ITS2
reacdo 1200

LSUR50 GCTTCACTCGCCGTTACTAGG

CGGGATCCAACCTGGTTGATCCTGC 1514 18SrRNA  Zahler etal.
CCGAATTCCTTGTTACGACTTCTC (2000)
MPSF
(GGGAGCTCCTATGAATTACAGAGAATTGTTTAC) 176 Otaetal.
MPSPR MPSP (2009)

(CCGGATCCTTAGCTGAACAGGAATCTTGC)

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 a eletroforese horizontal em gel de agarose a 1,0% (m/v) corado com GelRed™
(Biotium, Fremont, USA), em tamp#o de corrida TAE 0,5X (TRIS 400 mM, Acido Acético 1%
e EDTA 20 mM). A eletroforese foi realizada a 100V/400mA durante 60 minutos. Para a
determinacdo 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 nucleotidico e analise das sequéncias de nucleotideos

Para garantir a recuperacdo 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 pL de cada amostra, utilizando 50 pLL do produto amplificado para a
purificacdo. Apos a reacdo de cPCR os produtos amplificados de interesse foram purificados
através de Polietilenoglicol (PEG) (20% PEG 8.000 em solucdo de NaCl 2,5M) (Promega,
EUA) (www.ich.ufmg.br/Ibem) e com QIAquick Gel Extraction (Qiagen, Alemanha).

Para confirmac&o da purificacdo do material gendmico, as amostras foram submetidas

a uma nova eletroforese em gel de agarose como descrito no item 4.5.2.4. A quantificacdo de
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material gendmico total do produto purificado foi realizada como descrita no item 4.5.2.1, por
meio da leitura da absorbancia de cada amostra. Os produtos purificados foram preparados para
sequenciamento segundo as recomendacGes 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 automatico ABI3730, utilizando-se polimero BigDye v3.1 e POP7,
utilizando os mesmos oligonucleotideos empregados nos ensaios de PCR parao gene MPSP,
em duplicatas, sendo uma vez com o iniciador direto, e uma com 0 reverso permitindo uma
maior confiabilidade das sequéncias consenso que serdo obtidas.

Os eletrocromatogramas foram avaliados quanto a qualidade e foram editados nos
programas MEGA Xl (Tamura et al., 2021) e ChromasPro (Technelysium Ltd). Em seguida, as
sequéncias foram submetidas a procura de identidade com as sequéncias 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). Apds a comparacdo no BLASTN, as sequéncias analisadas foram
caracterizadas em espécie, de acordo com o grau de similaridade com os dados ja depositados

no Genbank (http://www.nchi.nlm.nih.gov/genbank).

4.5.2.6 Andlises filogenéticas

Os contiguos das sequéncias foram alinhados por correspondéncia nucleotidica no
programa MAFFT versdo 7 (Katoh et al., 2019) e as regides complementares aos iniciadores
foram excluidas. As sequéncias 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), ap6s uma analise filogenética prévia e que permitisse uma compara¢do com o0s genotipos
de T. orientalis disponiveis usando o algoritmo E-INS-i do programa MAFFT (Katoh et al.,
2019). Foram utilizadas as sequéncias de T. annulata e T. parva como grupos externos. Lacunas
nas extremidades das sequéncias, devido a dados ndo amplificados ou por variacdo natural do
comprimento, foram substituidas por ‘n’. A reconstrucao filogenética foi estimada usando os
critérios de Maxima Verossimilhanga (MV) e Inferéncia Bayesiana (IB) com base no modelo
evolutivo GTR + I + I" (tempo reversivel generalizado com variagdo gamma e propor¢ao de
sitios invariaveis) selecionado pelo progrma jModelTest 2 (Darriba et al., 2012), utilizando o
Critério de Informacédo de Akaike (AIC). A melhor topologia da anélise de MV foi gerada pelo
programa RAXML-HPC BlackBox (7.6.3.) (Stamatakis et al., 2008), permitindo a parada

automatica de réplicas ndo paramétricas de bootstrap. A anélise de IB foi construida usando
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MrBayes versdo 3.2. (Ronquist et al., 2012) em duas buscas independentes de MCMC,
executando quatro cadeias (uma ‘fria’ e trés ‘quentes’) por cinco milhdes de geragdes (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 convergéncia e a homogeneizacédo de diferentes parametros e para confirmar que
0 ESS dos parametros foi adequado para fornecer estimativas razodveis de variancia, isto e,
ESS> 200.

A matrix de distancia entre os grupos foi estimada utilizando o MEGA XI (Tamura et

al., 2021) com o modelo Maximum Composite Likelihood +G.

45.2.6.1 Diversidade de T. orientalis

O alinhamento das sequéncias do gene MPSP amplificadas no presente estudo
juntamente com as sequéncias de T. orientalis depositadas no Genbank foram utilizados para
calcular a diversidade de nucleotideos (x), nivel de polimorfismo (diversidade de haplotipo —
[dh]), nimero de haplétipos (h) e a média do nimero de diferencas nucleotidicas (K) utilizando
o Software DnaSP v5 (Librado; Rozas, 2009).

Foi realizada a analise de distancia Network, utilizando o Software Splitstree, com os
parametros Neighbour-Net e Uncorrected p-distance, das sequéncias MPSP detectadas no
presente estudo em conjunto com aquelas obtidas via GenBank, cujo polimorfismo foi avaliado
pelo Software DnaSP5 (Librado; Rozas, 2009).

5 Estudo clinico-anatomopatoldgico de linfomas

Quatro bdfalos apresentando sinais clinicos indicativos de linfoma, pertencentes a
propriedade A-PA (Caso 01, 03, 05 e 06) localizada no municipio de Castanhal, PA e dois
pertencentes a propriedade E-PA (Caso 02 e 04) localizada no municipio de Nova Timboteua,

regido nordeste do estado do Para, PA foram incluidos neste estudo.
5. 1 Exame clinico

Os dados epidemioldgicos, clinicos e patologicos dos animais estudados foram obtidos
por meio de visitas a duas propriedades localizadas nos municipios de Castanhal (A-PA) e Nova

Timboteua (E-PA). Foi realizado exame clinico dos animais segundo Dirksen et al. (1993).

5.2 Coleta de amostras sanguineas
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Nos animais com sinais clinicos da enfermidade coletaram-se amostras de sangue por
venopuncdo da jugular, em tubos estéreis a vacuo, com anticoagulante EDTA (Acido
Etilenodiamino Tetra-Aceético) para obtencdo de sangue total. As amostras de sangue total
foram congeladas a -20°C e posteriormente submetidas a realizacdo da extracdo de DNA e as

analises moleculares.

5.3 Coleta de amostra de linfonodos

Na fazenda localizada no municipio de Castanhal onde foram estudados quatro bdfalos
procedeu-se a puncdo pela técnica de citologia aspirativa com agulha fina - CAAF dos
linfonodos pré-escapulares de trés bubalinos (3, 5 e 6) com manifestacdo clinica sugestiva de
linfoma utilizando-se o citoaspirador de Valeri®, agulhas hipodérmicas (30x7mm), seringas
descartéveis e individuais para cada colheita.

O primeiro material colhido de cada linfonodo pela CAAF, contido tanto na agulha
guanto na seringa, foi transferido para microtubos de 1,5 mL estéreis (livres de DNase / RNase),
acondicionados sob refrigeracao, e posteriormente, armazenados a -20°C até a realizacdo da
extracdo de DNA e as analises moleculares.

O segundo material citolégico obtido de cada linfonodo dos trés animais, foi
imediatamente distendido em seis laminas de microscopia (duplicata), secas, fixadas em
Metanol (Synth®, Sdo Paulo, SP), submetidas posteriormente as coloracbes com Giemsa (May-

Grunwald-Giemsa) (Sigma-Aldrich®, St. Louis, Missouri, Estados Unidos).

5.4 Necropsia e anélise histopatoldgica

Realizou-se a necropsia dos bufalos 01, 03, 05 e 06 pertencentes a fazenda A-PA e dos
bubalinos 2 e 4 oriundos da fazenda E-PA. Fragmentos de diversos 6rgdos foram fixados em
formalina a 10% tamponada e encaminhados ao Setor de Anatomia Patoldgica da Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ) para avaliacdo histopatoldgica. Os fragmentos foram
seccionados a 5 um, corados com Hematoxilina-Eosina (HE) e avaliados em microscopia ptica
(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 refrigeracao, e posteriormente, armazenados a -20°C até a
realizacdo da extracdo de DNA e as analises moleculares.

5.5 Estudo etioldgico dos linfomas
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Os fragmentos das massas tumorais, amostras sanguineas e linfa dos animais
submetidos ao estudo anatomopatoldgico foram submetidos as reacGes de PCR e nested-PCR
para Theileria orientalis.

Para verificar a presenca de material viral nas amostras supracitadas, trés agentes,
Bovine leukemia virus (BLV) (regido do gene env gp51), Bovine herpesvirus 6 (BoHV-6)
(dirigidas as regibes génicas que codificam a polimerase e a glicoproteina B gB do BoHV-6) e
Bovine immunodeficiency virus (BIV) (gene pol), foram pesquisados através da PCR e
seminested-PCR.

Adicionalmente, para verificar a presenca de infeccdo por outros hemopatégenos as
amostras também foram submetidas a reacdes de PCR e nested-PCR para deteccdo de DNA de
Anaplasma marginale (dirigidas ao gene msp4 e mspla), agentes Anaplasmataceae dirigidas ao
gene 16S rRNA Anaplasma spp. (granulécitos e plaquetas) / Ehrlichia spp. (mondcitos), gene
16S rRNA de hemoplasmas (Mycoplasma spp., ‘Candidatus Mycoplasma haemobos’ ¢ M.
weyonii), para tripanosomatideos 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 Extracdo de DNA

Os fragmentos de tecido em parafina do animal 01 foram seccionados a 5 pm e
submetidos a extracdo de DNA usando o Kit QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Alemanha) de
acordo com as recomendacdes 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 anatomopatolégico foram submetidas a
extragdo de DNA total utilizando o kit citado acima, de acordo com as recomendagfes do
fabricante para amostras de tecido fresco e amostras sanguineas, respectivamente.

Visando obter uma seguranca quanto a qualidade da extracdo de DNA, tanto nas
extracOes de amostras de sangue total, linfa, quanto as amostras de tecidos, a cada 12 amostras
de DNA extraida, havia duas amostras controle (agua ultrapura esterilizada) (Nuclease-Free
Water, Promega®, Madison, Wisconsin, EUA) que foram extraidas simultaneamente com as
amostras a serem analisadas.

As amostras de DNA extraidas foram armazenadas a -20°C ate a realizacdo das PCRs.
Os valores de concentragdo de DNA, assim como os de absorbancia (260/280 nm), foram
obtidos utilizando espectrofotémetro (Nanodrop®, Term Scientific, EUA), segundo instrucdes

do fabricante. E posteriormente, para avaliar a qualidade e eficiéncia da extracdo do DNA, todas
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as amostras foram submetidas a uma PCR para amplificagcdo do gene constitutivo GAPDH
(Pinheiro De Oliveira et al., 2013), conforme descrito no item 4.5.2.1.

Para verificar a qualidade e a comparacao do calculo estimado da quantidade de DNA
nas amostras submetidas a extracdo de DNA, realizou-se eletroforese horizontal em gel de
agarose 1,5% (m/v) corado com GelRed™ (Biotium, Fremont, USA), em tampédo TAE 0,5X
(TRIS 400 mM, Acido Acético 1% e EDTA 20 mM). Uma aliquota de 3 uL de DNA adicionada
de 2,0 pL de tampéo de amostra (0,025% de azul de bromofenol e 50% de glicerol) foi aplicada
no gel. Para comparacédo visual e calculo estimado da quantidade de DNA, foi utilizado um
marcador padréo 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 analises de material viral e para as amostras submetidas a analises para
deteccdo de T. orientalis para uma concentracdo de 60ng. O DNA foi submetido a 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 étima
de DNA utilizada para as analises moleculares dirigidas aos agentes virais foi definida entre

200 e 300 ng por reacéo.

5.5.2 Detecgcdo molecular de T. orientalis por PCR e nested- PCR

Os fragmentos das massas tumorais, amostras sanguineas e linfa dos animais
submetidos ao estudo anatomopatoldgico foram submetidos as reacGes de PCR e nested-PCR
para T. orientalis seguindo a mesma metodologia utilizada para amplificacdo das amostras de
sangue descritas no item 4.5.2.3.

As amostras positivas para o gene MPSP foram submetidas as reacdes de
sequenciamento nucleotidico para tal, as amostras foram amplificadas em duplicatas para um
volume total de 25 pL. de cada amostra. Posteriormente, os amplimeros foram purificados com
DNA Cleanup Exo + SAP (Cellco Biotech, Brasil). Para confirmacéo da purificacdo do material
gendmico purificado, as amostras foram submetidas a uma nova eletroforese em gel de agarose
como descrito no item 4.5.2.4. A quantificacdo de material gendmico total do produto
purificado foi realizada como descrita no item 4.5.2.1.

Os produtos purificados foram preparados para sequenciamento segundo as
recomendagdes da empresa CT Vacinas (Belo Horizonte, MG  Brasil)

(http://www.ctvacinas.ufmg.br/), utilizando os mesmos oligonucleotideos 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 sequéncias consenso que serdo obtidas.


http://www.ctvacinas.ufmg.br/
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Os eletrocromatogramas foram avaliados quanto a qualidade e foram editados nos
programas MEGA X1 (Tamura et al., 2021) e ChromasPro (Technelysium Ltd). Em seguida, as
sequéncias foram submetidas a procura de identidade com as sequéncias 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). Apo6s a comparagdo no BLASTN, as sequéncias analisadas foram
caracterizadas em espécie, de acordo com o grau de similaridade com os dados ja depositados

no Genbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank).

Os contiguos das sequéncias foram alinhados seguindo a mesma metodologia descrita
no item 4.5.2.6.

A reconstrucao filogenética foi estimada utilizando diferentes modelos para se averiguar
0 agrupamento das amostras. O modelo de substituicdo de nucleotideos Tajima-Nei com
distribuicdo em gama foi utilizado para construcdo das arvores em Neighbor Joining (NJ) e
Maximum Likelihood (ML) com 1000 réplicas de Bootstrap no programa MEGA XI (Tamura
etal., 2021).

Além das sequéncias de amostras de T. orientalis detectadas nesse trabalho, foram
utilizadas sequéncias provenientes de publicacdes prévias (Kim et al., 1998, Kawazu et al.,
1999; Zakimi et al., 2006; Ota et al., 2009) e as sequéncias do grupo N4 detectadas neste estudo.

Sequéncias de T. parva e T. annulata foram utilizadas como grupos externo.

5.5.3 Deteccdo molecular de Bovine leukemia virus (BLV), Bovine herpesvirus 6

(BoHV-6) e Bovine immunodeficiency virus (BI1V)

Todas as amplificacdes de DNA visando a deteccdo de material viral foram realizadas
para um volume de 25pL, contendo 1U de GoTaqg® 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 oligonucleotideo iniciador, 300 ng de DNA e agua ultrapura livre de
DNase e RNase (Invitrogen-Life Technologies®, EUA) q.s.p. 25uL. As reac¢des de seminested-
PCR foram realizadas seguindo as mesmas especificacOes citadas anteriormente, utilizando 2
ML de produto amplificado da primeira reacao.

Para deteccdo de DNA proviral para a regido do gene env (gp51) do BLV as amostras
de DNA foram submetidas a ensaios de PCR utilizando os oligonucleotideos iniciadores BLV-
gp51-F 5S’TCACCTTTCTGTGCCAAGTCT?’ e BLV-gp51-R
5’TGGTGTTAAACGAGGACGTGT3’ descritos por Oliveira et al. (2016a), que amplificam

um fragmento de 568pb desse gene. Como controle positivo das reagdes 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 &gua ultrapura livre de DNase e RNase
(Invitrogen-Life Technologies®, EUA). Os ciclos para amplificacdo foram constituidos de
desnaturacdo inicial a 95°C por 3 minutos, seguidos por 35 ciclos de desnaturacdo a 95°C por
30s, anelamento a 51°C por 30s e extensdo a 72°C por 30s, seguido de extenséo final a 72°C
por 5 minutos.

Duas PCRs foram realizadas para amplificar as regifes génicas que codificam a
polimerase e a glicoproteina 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 reacdo externa (BoHV6-
F5’ACAGACGGGCAGCAGATAAG3’ e BoHV6-R 5’ ATGGTTCGCCCCTGTAGAGT3’) e
166 pb na reacdo interna (BoHV6-F ¢ Snested R5’AGTCTACCACGAGCACAGGA3’)
seguindo a metodologia de Oliveira et al. (2015). Os ciclos para amplificacdo foram
constituidos de desnaturacdo inicial a 95°C por 3 minutos, seguidos por 35 ciclos de
desnaturacdo a 95°C por 30s, anelamento a 51°C por 30s e extensédo a 72°C por 30s, seguido de
extensdo final a 72°C 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’"TGATAAGCCCGAAGACCAACA3Z’). A reacdo foi conduzida com as seguintes condi¢oes
de amplificacdo: desnaturacéo inicial de 94°C durante 4 minutos, seguido de 40 ciclos de 94° C
durante 30 segundos, hibridizacdo de 58°C durante 30 segundos, extensdo de 72° C durante 30
segundos, e uma extensdo final de 72° C durante 4 minutos. Um clone obtido a partir de um
bovino do estado do Para (BOVBRS8-2, 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 regido 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 reacdo. Essas reagbes foram conduzidas de acordo com sequéncia térmica:
desnaturacdo inicial de 94°C durante 4 minutos, seguida de 40 ciclos de 94° C durante 40
segundos, hibridizacao de 54°C durante 40 segundos, extensdo de 72° C durante 40 segundos,
e uma extensdo final de 72° 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 regiao
mais interna do gene de tamanho 154pb. A reacéo foi conduzida com as seguintes condic¢des de
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amplificagéo: desnaturacédo inicial de 94°C durante 4 minutos, seguido de 40 ciclos de 94° C
durante 30 segundos, hibridizag&o de 58°C durante 30 segundos, extenséo de 72° C durante 30
segundos, e uma extensao final de 72° 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 agua ultrapura livre de DNase e RNase (Invitrogen-
Life Technologies®, EUA).

Os produtos amplificados por meio dos ensaios de PCR e seminested- PCR foram
submetidos a eletroforese horizontal em gel de agarose a 1,5% (m/v) corado com GelRed™
(Biotium, Fremont, USA), em tamp#o de corrida TAE 0,5X (TRIS 400 mM, Acido Acético 1%
e EDTA 20 mM). A eletroforese foi realizada a 120V/400mA durante 45 minutos. Para a
determinacdo 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 Deteccdo molecular de hemopatdgenos por PCR e nested-PCR

Todas as amplificacdes de DNA dos hemopatégenos pesquisados foram realizadas para
um volume final de 10uL, contendo uma mistura de 1ul. do DNA-amostra (com concentragdo
entre 25 a 50ng), 0,2uM de concentracdo de cada oligonucleotideo iniciador, SpL. de GoTaq®
Green Master Mix, 2X (Promega®, Madison, Wisconsin, Estados Unidos) e agua ultrapura
esterilizada (Nuclease-Free Water, Promega®, Madison, Wisconsin, Estados Unidos)
q.s.p-10uL. As reagdes de nested-PCR (nPCR) foram realizadas seguindo as mesmas
especificagdes citadas anteriormente, utilizando 1puL de produto amplificado da primeira
reacao.

Para pesquisa de  DNA de Anaplasma marginale (dirigidas ao gene msp4 e mspla),
agentes Anaplasmataceae dirigidas ao gene 16S rRNA Anaplasma spp. (granulécitos e
plaquetas) / Ehrlichia spp. (mondcitos), gene 16S rRNA de hemoplasmas (Mycoplasma spp.,
‘Candidatus Mycoplasma haemobos’ ¢ M. wenyonii), para tripanosomatideos 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 reac6es
foram realizadas utilizando oligonucleotideos iniciadores ja descritos na literatura e utilizados
rotineiramente no Laboratorio de Protozoologia Veterinaria- PROTOVET , cuja regido génica,

sequéncias dos oligonucleotideos e tamanhos dos fragmentos estdo demonstrados na tabela 3.
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As condicBes de amplificacdo para cada oligonucleotideos foi conduzida seguindo as descri¢des
de cada referéncia, respectivamente.

As amostras de DNA controles positivos para cada reacdo foram utilizados do banco de
DNA do laboratério PROTOVET, onde o trabalho foi realizado.

Os produtos amplificados por meio dos ensaios de PCR e nPCR foram submetidos a
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 tampao de corrida TAE 0,5X (TRIS 400
mM, Acido Acético 1% e EDTA 20 mM). A eletroforese foi realizada a 100V/400mA durante
60 minutos. Para a determinacdo 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 atraves

de um transiluminador de luz ultravioleta.



Tabela 3 - Sequéncias de oligonucleotideos iniciadores, regido génica para ensaios de PCR e nested-PCR para deteccdo de hemopat6genos.
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Tamanho
Hemopatdgeno Sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores (5'- 3") . Nome do, R§g!ao do P'T°.d”t° Referéncia
oligonucleotideo génica amplificado
(pb)
Anaplasma marginale
12 reaciio GGGAGCTCCTATGAATTACAGAGATTGTTTAC MSP45 msp4 872 Fuiitlg et
¢ CCGGATCCTTAGCTGAACAGGAATCTTGC MSP43 P a1, (2008)
2% reacdo CGCCAGCAAACTTTTCCAAA AnapF mspd 294 Silveira et
ATATGGGGACACAGGCAAAT AnapR P al. (2011)
Anaplasma marginale
12 reacio GCTTTACGCCGCCGCCTGCGCCG MSP1aP mspla 2000 Fuiitlg ot
¢ CATTACAACGCAACCGTTGA MSP1a3 P a1, (2001)
22 reagéo TGTGGTTGTCCTCTTTCCCGATGTC MSP1aNF msola 800 Bastos et
ACCGCCAAACATGAAGTCGACAA MSP1aNR P al. (2009)
Agentes Anaplasmataceae de granulécitos
x CACATGCAAGTCGAACGGATTATTC GE3a
1 reagdo TTCCGTTAAGAAGGATCTAATCTCC GE10r 165 rRNA 932
Massung et
x al. (1998)
2% reacdo AACGGATTATTCTTTATAGCTTGCT GEOof 165 rRNA 546
GGCAGTATTAAAAGCAGCTCCAGG GE2
Agentes Anaplasmataceae de mondcitos
12 reacdo ACGGACAATTGCTTATAGCCTT NS16SCH1F 165 rRNA 1195
ACAACTTTTATGGATTAGCTAAAT NS16SCH1R Kawahara
etal.
< GGGCACGTAGGTGGACTAG NS16SCH2F (2009)
a
21 reagao CCTGTTAGGAGGGATACGAC NS16SCH2R 105 TRNA 443
ATACGGCCCATATTCCTACG HBTF5 Criado-
M I . i
ycoplasma spp TGCTCCAGCACTTGTTCA HBTRS 16S rRNA 595 Fornelio et

al. (2003)



'Candidatus Mycoplasma haemobos’

Mycoplasma Wenyonii

Trypanosoma vivax

Trypanosoma evansi

Babesia/Theileria spp.

1% reacdo

2% reacdo

Babesia bovis

Babesia bigemina

ATCTAACATGCCCCTCTGTA
GTAGTATTCGGTGCAAACAA

ACTTTTACGAGGAGGATAGC
TGATTAACTCTAGGGAGGCG

ACAGAATTCCAGGGCCAATGCGGCTCGTGCTG
GTTAGAATTCCCAGGAGTTCTTGATGATCCAGTA

TGCAGACGACCTGACGCTACT
CTCCTAGAAGCTTCGGTGTCCT

CGGGATCCAACCTGGTTGATCCTGC
CCGAATTCCTTGTTACGACTTCTC

ACCTCACCAGGTCCAGACAG
GTACAAAGGGCAGGGACGTA

CTGTCGTACCGTTGGTTGAC
CTGGCCGCGAGCGGCGA

TGGCGGCGTTTATTAGTTCG
GCCAGCGAAAAGACCCAAC

DTO 154
DTO 155

TevF
TevR

RIB-19
RIB-20

BAB-rumF
BABrumR

GAU9
GAU13

GAUS
GAUS8

16S rRNA

16S rRNA

Dominio
Catalitico
Catepsina L-
like

VSG

Trypanosoma
evansi

18S rRNA

18S rRNA

SS rRNA

SS rRNA

500

600

500

227

1700

430

883

458
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Nishizawa
etal.
(2010)

Nishizawa
et al.
(2010)

Cortez et
al. (2006)
(2009)

Omanwar
etal.
(1999) e
Ravindran
etal.
(2008)

Zahler et
al. (2000)

Silveira et
al.(2011)

Linhares et
al. (2002)

Linhares et
al. (2002)

F= Foward; R= Reverse; pb — pares de base.
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6 RESULTADOS

6.1 Analises laboratoriais
6.1.1 Pesquisa de hemoparasitos/hemopatogenos

Né&o foram detectados tripomastigotas de T. vivax circulantes nas amostras dos 135
bufalos avaliados, tanto no teste de Brener, Woo e buffy coat.

Na leitura das laminas de esfregacos sanguineos, ndo foram detectados corpdsculos
sugestivos de agentes Anaplasmataceae, Mycoplasma spp., bem como a presenca de estruturas

de parasitos do género Babesia, Theileria e Trypanosoma.

6.2 Analises moleculares
6.2.1 Controle enddégeno da PCR

Para avaliar a eficacia da extracdo de DNA, o material genético extraido das amostras
de sangue dos bufalos foi submetido a uma PCR convencional para deteccdo do gene GAPDH.
O produto da amplificacdo deste gene resultou em uma Unica banda em gel de agarose,
correspondente a um fragmento de 709 pb, como o esperado. Atraves da anélise dos resultados
obtidos, a deteccdo do gene GAPDH foi possivel em todas as 500 amostras testadas. Como o
GAPDH é um gene constitutivo e estavel, expresso em altos niveis em quase todos os tecidos e
células, este resultado com alta porcentagem de amplificacdo sugere que a extracdo de DNA
obteve sucesso, aumentando assim a confiabilidade dos testes e diminuindo a possibilidade de
resultados falsos negativos por auséncia ou degradacdo de DNA.

O ensaio foi realizado apds a avaliacdo espectrofotométrica da concentracdo média e
das relacdes de absorbancia (260/280 e 260/230nm) das amostras de DNA extraidas, as quais

assumiram valores de 221,14 ng/uL, 1,8 e 1,33, respectivamente.

6.2.2 Detecgdo molecular de T. orientalis por PCR e nested-PCR

Das 500 amostras sanguineas submetidas as analises moleculares dirigidas ao gene 18S
rRNA do género Theileira 15,4% (77/500) foram positivas. Essas mesmas amostras foram
positivas quando avaliadas para genes especificos de T. orientalis (ITS e MPSP), obtendo-se
15,4% (77/500), respectivamente.

Foi verificado uma frequéncia maior de animais positivos para T. orientalis na

propriedade E-PA localizada no municipio 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). Trés propriedades localizadas em Soure (llha
de Marajo), 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 histérico de linfoma nas propriedades, detectamos que em trés (0,6%)
A-PA, E-PA e G-PA, localizadas nos municipios de Castanhal, Nova Timboteua e Soure,
respectivamente, ocorreram casos de linfomas. No momento da coleta das amostras sanguineas
dois (0,4%) animais da propriedade A-PA apresentavam diagnostico para presenca de linfomas.
As amostras sanguineas destes animais quando submetidas as analises moleculares para

deteccéo de T. orientalis, estas foram positivas (1,92%; 2/104).
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Tabela 4 - Frequéncia de animais positivos nos testes parasitologicos (esfregacos sanguineos e Buffy coat) e moleculares (nested-PCR e PCR)

segundo a localizagdo das propriedades, histérico de linfoma ao longo dos anos de 2011 e 2020, no estado do Para.

ID

N de animais

N de animais positivos (%)

Nested PCR/PCR

Propriedade Localizagdo avaliados Hilsitnc:%ircnoade Pﬁ?ﬁ?ﬂfﬁade Buffy coat f::gigzggz 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 nao 0 - 0 0 0 0
C-PA Ipixuna do Para 82 ndo 0 - 0 0 0 0
D-PA? Soure 72 ndo 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 néo 0 - 0 0 0 0
G-PA? Soure 95 sim 0 - 0 1 (1,05%) 1 (1,05%) 1 (1,05%)
H-PA2 Soure 5 nédo 0 0 0 0 0 0
I-PA? Soure 27 nao 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%)

ID identificacdo; N nimero; PCR Reacdo em Cadeia da Polimerase; % percentual; a propriedades localizadas no arquipélago de Marajé; - ndo foi realizado.
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6.2.3 Andlise das sequéncias de T. orientalis para o gene MPSP

Devido a fraca intensidade da banda formada, s6 foi possivel submeter as anélises de
sequenciamento nucleotidico, 35/77 amostras, destas, foi possivel obter 21 sequéncias com
qualidade referentes ao gene MPSP (~770pb).

A anélise das 21 sequéncias obtidas quando submetidas ao BLASTn revelou porcentagens
de identidade variando entre 99 a 100% com sequéncias de T. orientalis isoladas de bufalos
(India, Siri Lanka e Vietnam) previamente depositadas no GenBank, com valores de cobertura

das sequéncias variando de 99% a 100% e E-value de 0.

6.2.4 Analises filogenéticas

As sequéncias do gene MPSP de isolados de T. orientalis derivados de bufalos de agua
(21) foram filogeneticamente analisados para identificar os genotipos de T. orientalis
circulantes nos animais das nove propriedades avaliadas, pertencentes ao estado do Parg, regido
Amazonica. Trés genottipos (N1, N2 e N4) foram identificados nas populacGes analisadas, sendo
N1 e N2 ja descritos na literatura e N4 um novo geno6tipo detectado no presente estudo (Tabela
5).

Tabela 5 — Genotipos de Theileria orientalis baseados no gene MPSP em bufalos de dgua do

estado do Para.

ID Localizacao N de amostras N de amostras Gendtipo
propriedade coletadas positivas (%0)
A-PA Castanhal 104 37 (35,58) N1(1), N2(2), N4(10)
B-PA Vigia 13 0 0
C-PA Ipixuna do Para 82 0 0
D-PA? 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-PA? Soure 95 1(1,05) N4(1)
H-PA? Soure 5 0 0
I-PA? Soure 27 5 (18,52) N1(1)

ID identificacdo; N niumero; % percentual; a propriedades localizadas no arquipélago de Marajo6.

Entre os trés genotipos detectados na populacdo bubalina, o tipo N4 foi encontrado em
quatro das cinco propriedades onde foi verificada infecgdo por T. orientalis no presente estudo.
O tipo N1 foi encontrado em trés 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 populagdo de bubalinos da propriedade A-PA a presenca dos trés gendtipos
detectados neste estudo (N1, N2 e N4) e na propriedade E-PA a presenca de dois genotipos (N1
e N4) (Tabela 5).
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As reconstrucdes filogenéticas geradas pelo método IB e MV mostraram uma clara
separagdo, constituindo um novo grupo monofilético formado por 16 sequéncias, bem
suportados com altos valores de probabilidade posterior e de boostrap, que o denominamos de
MPSP tipo N4 amplamente distribuido entre as populacGes avaliadas, agrupadas proximas as
especies do grupo N2 (Tabela 6 e Figura 3). As reconstrucdes 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 arvore
filogenética com a distancia genética média entre eles de 0,213 (excluindo outgroup). Os
calculos de distancia entre eles demonstraram a defini¢do distinta com um valor minimo de
distancia de 0,0805 entre os tipos 4 e 8. O tipo N4 encontrado neste estudo teve a menor
distancia genética, 0,2339, com o tipo N2 (Tabela 6).

As sequéncias do tipo N1 encontradas nesse estudo agruparam-se com sequéncias desse
gendtipo provenientes de bufalos de agua do Sri Lanka. Houve a formacdo de um ramo
contendo as duas sequéncias do gendtipo N2 do presente estudo e bufalos de dgua do Sri Lanka,

india.



Tabela 6- Estimativas de divergéncia evolutiva entre as sequéncias representativas do gene MPSP categorizadas em cada genotipo.
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Grupos Tipo 1 Tipo 2 Tipo 4 Tipo 3 Tipo 5 Tipo 6 Tipo 7 Tipo 8 N1 N2 N3 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 -
N1 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 09877 0,9783 1,0566 1,1310 1,0597 0,9897 1,1523 1,0434 1,1406 11,0842 1,0869 1,0197

As analises foram conduzidas utilizando o modelo Maximum Composite Likelihood +G.



Figura 3 - Filograma com base no
critério da Maxima Verossimilhanca
(MV) do gene MPSP de espécies de
Theileria orientalis. Suporte nodal
‘bootstrap "/probabilidade posterior
estdo indicados acima dos nos. As
sequéncias amplificadas no presente
estudo estdo destacadas em vermelho e
negrito. A barra de escala indica o
nimero de substituicdes nucleotidicas
por local.
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6.2.4.1 Diversidade de T. orientalis

Entre as 43 sequéncias do gene MPSP analisadas (distribuidas em 11 locais diferentes),
foram identificados 48 haplotipos mostrando um nt= 0,32414, DH = 0,928 e K = 36,75. Todos
os haplétipos identificados foram exclusivos de cada grupo (Figura 4-5). Ao analisar entre 0s
grupos, observamos que o grupo N4 apresentou cinco haplotipos, sendo que o haplotipo 1 foi o
mais frequente, presente em dez amostras. Pela analise de distancia com os pardmetros
Neighbor-Net e Uncorrected p-distance observa-se que o grupo N4 é mais proximo 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 bufalos

de 4gua do estado do Para.

Tamanho do fragmento GC DH T

Gene (pb) NV o) M (MEANDP)  (MeanNiDP) K
0,42447
MPSP 776 43 375 417 48 0,928+0,032 s 3875

N numero de seqliéncias analisadas; SV numero de sitios varidveis; GC conteido G + C; H nimero de
haplétipos; DH diversidade de hapldtipos; DP desvio padrdo;  diversidade de nucleotideos (por local = PI); K
namero médio de diferenca de nucleotideos.
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Figura 4 - Anélise de distancia pelo software SplitsTree4 com
os parametros “Neighbor-Net” e “Uncorrected p-distance”
para o gene MPSP de sequéncias de Theileria orientalis obtidas
a partir de bufalos amostrados no presente estudo, em
comparagdo com sequéncias previamente detectadas em bufalos

de 4gua, bovinos (sequéncias depositadas no GenBank).
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7. Estudo clinico-anatomopatolégico de linfomas

Dos seis bubalinos estudados dois eram machos (Bufalos 01 e 03) e quatro eram fémeas
(Bufalas 02, 04, 05 e 06). Quatro pertenciam a raca Mediterranea (Bufalos 01, 03, 05 e 06) e
dois a raca Murrah (Bufalos 02 e 04), todos com idade acima de 10 anos. As bufalas 02 e 04
pertenciam a uma fazenda de exploracao leiteira, localizada no municipio de Nova Timboteua
e os bubalinos 01, 03, 05 e 06 a uma fazenda localizada no municipio de Castanhal, PA,
destinada a biotécnicas reprodutivas.

O sinal clinico que mais chamou a atencdo foi o emagrecimento progressivo (Figura
6A) em todos os animais que evoluiu para prostracao na bufala 02. Porém, outros sinais clinicos
foram observados como apatia, relutdncia a se movimentar, aumento dos linfonodos pré-
escapular e pré-cural e abdémen distendido. O bufalo 01 durante a palpacéo retal evidenciou-
se uma massa tumoral na entrada da cavidade pélvica do lado direito o que dificultava o animal
defecar e urinar. No bufalo 03 os sinais clinicos apresentados estavam relacionados ao sistema
nervoso central (medula). O animal apresentava dificuldade de se levantar quando estimulado.
Em locomocgéo apresentava incoordenacdo caracterizada por arrastar das pingas, cruzamento
dos membros posteriores com contato entre eles o que causava lesdo da pele nas regides
posteriores. Evidenciou-se também diminuicdo da sensibilidade periférica a partir da nona
vertebra toracica.

Os tumores tinham distribuicdo multicéntrica. Os sitios afetados incluiam serosa do
rumen, reticulo, intestino, figado, vesicula biliar, peritbnio, omento, diafragma, coracao,
pulmdo, pleura parietal e visceral; bago, rim, Utero (Quadro 1). No animal 02 e 03 foi
evidenciada uma massa tumoral na medula espinhal.

Nos achados macroscépicos os linfonodos mais acometidos foram ileo-femural, pré-
escapular, mediastinico, mesentérico. Dentre as principais alteracdes observadas na
macroscopia foram excesso de liquido na cavidade toracica (Figura 6B) presente em cinco
animais (5/6;83,33%), presenca de tumores no saco pericardico (5/6;83,33%) pulméo
(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
substituida, com areas de hemorragia e presenca de tumor (Figura 6D).

No animal 04 observou-se um comprometimento acentuado do sistema digestivo como
evidenciado na Figura 7 e cardiorrespiratorio.

No quadro 1 encontra-se os dados referentes a raga, sexo, idade, datas das necropsias,

localizagéo das lesbes observadas durante as necropsias.
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Figura 6 — Linfoma em budfala da raca Mediterrdnea, pertencente a propriedade A-PA,

localizada em Castanhal, PA.

Bufala 05 (A) animal com estado nutricional ruim. (B) Aumento de liquido na cavidade

toréacica. (C) Massas tumorais multifocais no pulmao. (D) Superficie de corte de linfonodo,

com areas de hemorragicas e massa tumoral.
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Figura 7 — Linfoma em bufala da raca Murrah, pertencente a propriedade E-PA, localizada em

Nova Timboteua, PA.

Bdfala 04 (A) Massa tumoral na serosa do figado, vesicula 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) Superficie de corte de linfonodo da figura

anterior com parénquima destruido por massa tumoral.
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Quadro 1- Resumo dos achados patolégicos de seis casos de linfoma em buafalos de agua de duas propriedades localizadas no estado do Para,

regido Amazonica, Brasil.

Caso clinico 01 02 03 04 05 06
Sexo Macho Fémea Macho Fémea Fémea Fémea
Raca Mediterranea Murrah Mediterranea Murrah Mediterranea  Mediterranea
Idade aproximada 11 anos 10 anos 11 anos 10 anos 10 anos 10 anos
Municipio Castanhal Nova Timboteua Castanhal Nova Timboteua  Castanhal Castanhal
Procedéncia - 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
Localizagio de massa tumoral de coloragéo esbranquigada e de consisténcia firme

Sistema digestivo

Serosa do rimen ++ +++

Serosa do reticulo +++

Serosa do omaso

Mucosa do abomaso

Serosa do intestino +++ +

Figado ++ +

Vesicula biliar ++

Peritdnio T+

Omento + T+ +

Aumento de liquido na cavidade abdominal +++ +++



Diafragma
01 02
Sistema linfatico
Linfonodo parotideo
Linfonodo sub-mandibular
Linfonodo pré-escapular
Linfonodo pré-cural
Linfonodo ileofemural ++
Linfonodo mediastinico
Linfonodos mesentéricos
Sistema Cardio-respiratorio
Coracdo +++
Saco pericardico ++ +++
Pulméo ++
Pleura parietal
Pleura visceral +
Baco
Diafragma
Aumento de liquido na cavidade toracica +++
Sistema reprodutor

Utero

03

++

++

+++

++

04

+++

++

++

++

+++

++

05

++

++

++

++

++

06

++

++

++
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(+) pouco acometido, (++) moderadamente acometido e (+++) muito acometido.
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Dos seis casos avaliados, foi realizada analise histopatologica de fragmentos de tecidos
de quatro animais (Caso 01, 02, 03 e 06). No Quadro 2 estdo as descricbes dos achados
histopatoldgicos dos bufalos estudados.

Em casos de linfonodos, frequentemente a arquitetura do 6rgdo ficava obliterada e ndo
se observava distin¢do entre a cortical e a medular, substituida pelas massas neoplasicas,
caracterizada pela proliferacdo de células redondas, discretamente pleomdrficas. Foi
evidenciado invasdo vascular por células neoplésicas nas massas tumorais (Figura 8).

Nas analises histopatoldgicas do rim dos trés animais avaliados, evidenciou-se
proliferacdo neoplasica maligna de células redondas formando um manto denso, e ainda
infiltrado histiocitico multifocal intersticial (Figura 9A).

No animal 03 foi evidenciado na medula espinhal proliferacdo neoplasica maligna de
células redondas formando um manto denso, circundando as fibras nervosas e adjacentes a
meninge, com taxa mit6tica moderada.

Proliferacdo neoplésica de células redondas, com distribuicdo multifocal pelo
parénquima com infiltrado linfohistiocitico multifocal associado a hepatdcitos com
vacuolizacdo clara bem delimitada foram evidenciadas no figado (Figura 9B).

Evidenciou-se no pulm&o e pleura proliferacdo neoplasica de células redondas com
distribuicdo difusa por todo o 6rgdo e focos eventuais de infiltrado linfocitico discreto. Havia
ainda leve deposicdo de material fibrilar eosinofilico multifocal (fibrina) (Figura 10).

Foi verificado uma polisserosite linfocitica difusa acentuada na serosa, pulméo e

coracdo no animal 06.
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Figura 8 - Seccdo histoldgica de linfonodo.

AV v

-
o Y

(A) Linfonodo apresentando linfécitos neoplésicos, com perda da arquitetura do 6rgao. HE,
obj.25x. (B) Massa tumoral apresentando area de invasao vascular por células neoplasicas.
HE, obj.25x.

Figura 9 — Secdo histologica de rim e figado.

(A) Rim: densa proliferacdo neoplasica de linfécitos no parénquima renal. Os linfécitos

possuem nucleos redondos a ovais, hipercromaticos, nucléolos por vezes evidentes e
citoplasma bem delimitado, escasso e basofilico. HE, obj. 40. (B) Figado: proliferacdo de
linfécitos neoplasicos multifocais, com distribuicdo predominantemente perivascular,

formando discretas estruturas nodulares. HE, obj. 25.
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Figura 10 — Secdo histolégica pulmao.

(A) Pleura: densa proliferacdo de linfocitos neoplasicos na pleura, dispostos em mantos

solidos delimitados por delicado estroma de tecido conjuntivo. HE, obj. 10. (B) Pulméo:
multiplos pequenos focos de proliferacdo neoplasica de linfécitos, com distribuicdo
aleatdria. HE, obj. 10.

Pela avaliacdo citoldgica das biopsias dos linfonodos pré-escapulares dos trés animais
avaliados (03, 05 e 06) néo foi detecdo nenhuma estrutura compativel com parasitos do género

Theileria.
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Quadro 2- Descricdo dos achados histopatologicos dos quatros bufalos de dgua de duas propriedades localizadas no estado do Pard, regido

Amazonica, Brasil.

Caso clinico Dados histopatoldgicos

Descri¢ao microscopica: a analise histopatologica dos nddulos e linfonodos revelou a presenca de massa tumoral, caracterizada
pela proliferagdo de celulas redondas, discretamente pleomdrficas, com citoplasma escasso, nucleos grandes, ovoides,
arredondados, basofilicos, por vezes com cromatina frouxa e nucléolos proeminentes, compativeis com linfocitos. Havia a
01 presenca de delicado tecido fibrovascular entremeando o processo neoplasico. Observaram-se areas eosinofilicas com células
em carillise e cariorrexe, caracterizando necrose de coagulagdo. A arquitetura normal dos linfonodos estava completa ou
parcialmente substituida pelas massas neoplasicas. Também foi observada invasdo vascular por células neoplésicas nas massas

tumorais.

Descricdo microscopica: Observa-se proliferacdo neoplasica maligna de células redondas, distribuidas ao redor do nervo e, por
vezes, infiltrando-o. As células apresentam moderado pleomorfismo, com formato redondo a oval, ncleo grande redondo a oval
com cromatina densa e basofilica, citoplasma escasso e eosinofilico e nucleolo por vezes evidentes. A taxa mitdtica é moderada,
com figuras tipicas. Ha ainda leve quantidade de material fibrilar eosinofilico (fibrina) e material amorfo homogéneo eosinofilico
02 multifocal leve (edema). No figado observou-se células tumorais no interior dos vasos, com distribuicdo multifocal (Embolos
neoplasicos), infiltrado linfohistiocitico multifocal associado a hepatdcitos com vacuolizacdo clara bem delimitada
citoplasmatica leve (degeneracdo vacuolar). No pulméao evidenciou-se proliferacdo neoplésica de células redondas semelhantes
a anterior, com distribuicdo aleatoria. Havia ainda leve deposicdo de material fibrilar eosinofilico multifocal (fibrina). O rim

apresentava leve infiltrado histiocitico multifocal no cortex, moderada quantidade de material fibrilar eosinofilico no endotélio



03

06

vascular multifocal. No linfonodo observou-se células redondas tumorais, entremeadas por leve quantidade de neutrdfilos e

celulas gigantes. O baco apresentava leve quantidade de pigmento marrom no interior de macré6fagos (hemossiderose).

Descricdo microscopica: Na medula espinhal observou-se proliferagdo neoplasica maligna de células redondas formando um
manto denso, circundando as fibras nervosas e adjacentes a meninge. As células apresentam moderado pleomorfismo, com
formato redondo a oval, nucleo grande redondo a oval com cromatina densa e basofilica, citoplasma escasso e eosinofilico e
nucléolo por vezes evidentes. A taxa mitética € moderada, com figuras tipicas. Havia ainda leve quantidade de material fibrilar
eosinofilico (fibrina) e material amorfo homogéneo eosinofilico multifocal leve (edema). No rim evidenciou-se proliferagcdo
neoplasica maligna de células redondas semelhantes as observadas na medula espinhal, e ainda leve infiltrado histiocitico
multifocal intersticial. No baco observou-se moderada diminui¢do dos sinusoides preenchidos por hemacias (deplecdo polpa

vermelha).

Descricao microscépica: Na serosa observou-se proliferagdo acentuada de células mesoteliais formando projecdes papiliformes,
entremeadas por acentuada quantidade de infiltrado mononuclear, predominantemente linfocitico, por vezes formando eventuais
estruturas foliculares distribuidas multifocalmente no tecido, em associagdo a pequena quantidade de material fibrilar eosinofilico
(fibrina). No pulmao evidenciou-se na pleura proliferacdo semelhante a descrita na serosa, com distribuicéo difusa por todo o
6rgdo. Ha ainda eventuais focos com infiltrado linfocitico discreto. No epicérdio, observa-se pequena quantidade de foliculos
multifocais, formados por discreto infiltrado linfocitico. No figado observou-se proliferacdo neoplasica de células redondas,
formando discretas estruturas nodulares com distribuicdo multifocal pelo parénquima. As células apresentam moderado
pleomorfismo, com formato redondo a oval, citoplasma escasso, nucleo redondo a oval com cromatina frouxa, nucléolo

inconspicuo. 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 proliferacdo de células neoplésicas redondas, semelhantes as descritas no figado, com distribuicéo
predominantemente perivascular. Pele - se¢do histologica contendo epiderme e derme. Na epiderme, observa-se proliferacao de
queratinocitos, formando projecdes irregulares, com moderado aumento do nimero de granulos de queratohialina nas células da

camada granulosa (hipergranulose). Intestinos, baco e pré-estbmagos sem alteracdes microscépicas significativas.
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7.1 Estudo etioldgico dos linfomas

Todas as amostras de DNA de sangue, linfa e dos tecidos quando submetidas a
amplificacOes para avaliar a eficicia da extragdo de DNA pela deteccdo do gene GAPDH, o
produto da amplificacdo deste gene resultou em uma UGnica banda em gel de agarose,
correspondente a um fragmento de 709 pb, como descritos por Pinheiro de Oliveira et al.,
(2013).

Quando submetidos as reacoes de amplificacbes para deteccdo de DNA de parasitos do
género Theileria, dirigidos ao gene 18S rRNA, ITS e MPSP de T. orientalis, fragmento de tumor
congelado e de tecidos parafinados dos 6rgédos figado, rins, baco, linfonodo, testiculos e
fragmento tumoral do animal 01, os fragmentos das massas tumorais (animal 06), amostras
sanguineas dos seis animais, linfa dos linfonodos pré-escapulares de trés 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 amplificacbes de DNA
dirigidas ao gene MPSP visando sequenciamento nucleotidico, seguidos de purificacdo 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 bago (1/1) foram submetidos ao sequenciamento
pelo método de Sanger.

A andlise das 12 sequéncias do gene MPSP (~749 pb) quando submetidas ao BLASTn
mostrou identidade variando de 84 a 100% com outras sequéncias de T. orientalis detectadas
em bufalos de 4gua na india e no Vietnam (KM043772, AB560831, LC125445) e E-value de
0. A cobertura das sequéncias analisadas variou de 97% a 100%.

As sequéncias do gene MPSP de isolados de T. orientalis derivados de bufalos de 4gua
(12) foram filogeneticamente analisados para identificar os gendtipos de T. orientalis
circulantes nos animais. Foram identificados os gendtipos N2 e N4 nessas amostras. A

identificacdo de cada amostra e seu respectivo gendtipo estdo na tabela 9 e figura 11.

As reconstrucdes filogenéticas geradas pelo método MV e NJ mostraram o agrupamento
das sequencias do gendtipo N4 identificadas nas amostras de tecidos com as sequéncias do
mesmo gendtipo oriundas das amostras sanguineas identificadas anteriormente neste estudo.
Os ramos foram bem suportados com altos valores de probabilidade posterior e de boostrap.

As demais sequencias obtidas agruparam-se as espécies do grupo N2 (Figura 11). As
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reconstrucdes filogenéticas usando os critérios da MV e NJ produziram topologias semelhantes,
assim iremos apresentar somente a NJ (Figura 11).

N&o foi detectado DNA dos virus BLV, BoHV-6 e BIV, bem como dos hemopatdgenos,
Anaplasma spp., Ehrlichia spp., hemoplasmas (Mycoplasma spp., ‘Candidatus Mycoplasma
haemobos’ e M. weyonii), tripanosomatideos (Trypanosoma vivax, T. evansi), Babesia spp., nas

amostras dos fragmentos de massa tumoral, sangue, linfa dos animais avaliados.

Tabela 8 - Deteccdo de Theileria orientalis em fragmentos de tecidos, linfa e sangue de
bubalinos submetidos a necropsia, provenientes de duas propriedades localizadas no estado do
Pard, regido Amazonica, Brasil.

Nested PCR/cPCR

ID animal Amostra Theileria spp. Theileria orientalis
18S rRNA ITS MPSP
fragmento de tumor + + +
(congelado)
fragmento de tumor (parafina) + + +
figado + + +
01 rins + + +
baco + + +
testiculos + + +
linfonodos + + +
sangue + + +
02 sangue + + +
linfa + + +
03 linfonodo + + +
sangue + + +
04 linfonodo + + +
sangue + + +
linfa + + +
05 linfonodo + + +
sangue + + +
fragmento de tumor + + +
linfonodo + + +
sangue + + +

ID identificacdo; PCR Reacdo em Cadeia da Polimerase; + positivo.
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Tabela 9 - Gendtipos 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 Par4, regido Amazonica, Brasil.

Theileria orientalis

ID animal Amostra
MPSP Genotipo
fragmento de tumor (congelado) +
fragmento de tumor (parafina) + N4
figado +
rins +
01 baco + N4
testiculos +
linfonodos +
sangue + N4
02 sangue + N4
linfa +
03 linfonodo + N4
sangue +
04 linfonodo + N4
sangue + N4
linfa +
05 linfonodo + N2
sangue +
fragmento de tumor + N2
06 Linfa + N2
linfonodo + N2
sangue + N2

ID identificacdo; PCR Reagdo em Cadeia da Polimerase; + positivo.
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8 DISCUSSAO

Este estudo mostrou, pela primeira vez, a caracterizacdo molecular de espécies de
T. orientalis com base no gene MPSP em bufalos do Brasil. O gene MPSP tem sido reconhecido
como um marcador molecular epidemiol6gico para a compreensao 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 multiplos alinhamentos de genes MPSP derivados de diferentes isolados
indicam a presenca de varios grupos com diferentes caracteres antigénicos e, portanto, 0s
pesquisadores os descreveram como genotipos diferentes (Kim et al., 2004; Jeong et al., 2010;
Yokoyama et al., 2011). Anteriormente, a identificacdo de gendtipos de T. orientalis baseava-
se nas localizagdes geograficas dos isolados. No entanto, estudos posteriores comprovaram a
falta de relacdo entre os genotipos e as oriegens dos isolados (Jeong et al., 2010). Portanto, seria
mais adequado adotar o método de classificagdo numérica proposto por Kim et al. (1998),
assim, no presente estudo nds adotamos a classificagdo numérica para nomeagéo dos genotipos.

Inicialmente, havia seis genétipos (Tipos 1-6) de T. orientalis (Kim et al., 1998) e,
posteriormente, em 2010, dois novos gendtipos foram identificados (Tipos 7 e 8) (Jeong et al.,
2010). Posteriormente, trés novos gendtipos foram identificados na Tailandia e Vietnam (Tipos
N1, N2 e N3), com base na filogenia com sequéncias de genes MPSP relatadas anteriormente
(Khukhuu et al., 2011). O presente estudo revelou a presenca de trés genétipos (N1, N2 e N4)
na populacdo de bubalinos do estado do Pard, incluindo o novo gendétipo aqui identificado
nomeado tipo N4.

Na populacdo avaliada, nds observamos que o tipo N4 foi o gendtipo mais dominante,
presente em quatro das cincos propriedades estudadas. Duas das propriedades que identificaram
esse genotipo apresentavam historico de linfomas no rebanho. O gen6tipo N1 demonstram uma
especificidade por ovinos, sdo poucos os estudos descrevendo esse gendtipo em bufalos
(Khukhuu et al., 2011), aqui esse genotipo esteve presente em trés propriedades. A presenca de
mais de um gendtipo nos rebanhos analisados pode estar relacionada ao manejo desses animais,
visto o compartilhamento de instalacfes, pastos com a fauna nativa (espécies silvestres) com
outras espécies de producao, como equideos, caprinos, ovinos, bovideos.

Pelas analises dos haplotipos da populagdo de T. orientalis analisada neste estudo,
verificamos que ndo ha compartilhamento de haplotipos entre as populagbes de parasitos,
entretanto, ha uma diversidade haplotipica dentro dos grupos, como verificado no novo
gendtipo aqui identificado. As sequéncias de genes MPSP compartilham identidades baixas

entre os gendtipos (Khukhuu et al., 2011), todavia as identidades de sequéncias dentro de cada
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clado séo altas (Kim et al., 1998; Altarangel et al., 2011a). Consequentemente, a recombinacgéo
entre os diferentes tipos de genotipos MPSP parace improvavel. Acredita-se que o acimulo
continuo de mutagdes pontuais nos gendtipos MPSP poderia eventualmente levar a formacao
de um novo alelo (Altangerel et al., 2011a).

Os genotipos chitose e ikeda sdo considerados mais patogénicos e normalmente estdo
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 nos verificamos a presenca do gendtipo N2 e N4 presente em fragmentos de tecidos
tumorais, o que levanta a hipdtese de que esses genotipos possam ser mais virulentos na
populacéo avaliada.

Os meios para discriminar formas benignas e virulentas, bem como espécies
responsaveis por surtos de doengas, estdo se tornando cada vez mais importantes, tanto para
fins diagndsticos quanto epidemioldgicos. Na ultima década houve um aumento na descoberta
de novas espécies de Theileria e a percepcao de que 0s animais domeésticos podem abrigar uma
extensa variedade de infecgdes mistas (Criado-Fornelio et al., 2004; Mans et al., 2011ab;
Sivakumar et al. al., 2014a). Isso é agravado por infec¢cBes mistas de Theileria em hospedeiros
mamiferos e carrapatos vetores, onde a vida selvagem e os bovideos compartilham o mesmo
habitat e espécies comuns de carrapatos (Lawrence et al., 1983; Kariuki et al., 2012). Nesse
estudo ndo avaliamos a presenca de infecgdes mistas pelo uso de marcadores moleculares, no
entanto, podemos observar a presenca de mais de um gendtipo presente nas propriedades
avaliadas, o que confirma a diversidade de T. orientalis.

N&o verificamos estruturas compativeis com parasitos dos géneros Babesia e/ou
Theileria nas analises dos esfregacos sanguineos dos animais. Em bovinos infectados, mas ndo
afetados clinicamente, a invasao de eritrécitos pode ser muito baixa (0,02 a 0,03%). A infeccdo
eritrocitica geralmente esta associada a casos graves de anemia (0,5 a 30% parasitemia) com
sinais clinicos relacionados (Kamio et al., 1990; Shimizu et al., 1992; Stockham et al., 2000;
1zzo et al., 2010; McFadden et al., 2011) e os valores de hematocrito podem variar de normais
a 8% (Irwin, 2013).

Casos de linfomas em bufalos sdo escassos. Até a década de 1980 esses casos estavam
restritos a india (Bhattacharya, 1967; Singh, 1968; Singh et al., 1973; Gupta et al., 1977; Singh
etal., 1979; Singh et al., 1980). Caracterizados pelo desenvolvimento de linfoma multicéntrico,
com localizagdo nodal ou extra nodal (Oliveira et al., 2016b).
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Nesse estudo incluimos 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 municipio de Castanhal-PA. Na fazenda A Oliveira et al. (2016b)
avaliaram por mais de dez anos casos de doenca linfoproliferativa caracterizada pela linfocitose
nos animais, cuja etiologia € desconhecida, caracterizando o primeiro registro de linfomas
multicéntricos em bufalos no Brasil. Nossos achados corroboram com os de Grimshaw et al.
(1979) e Oliveira et al. (2016b) caracterizando como uma doenga cronica, observada em
animais mais velhos.

Dentre os principais achados clinicos observados nos animais deste estudo séo
emagrecimento progressivo, também reportados por Vale-Echeto et al. (2009) e Monger et al.
(2016) em bufalas. Foi observado nesse estudo o comprometimento de diversos 6rgdos e
sistemas o0 que comprovam o carater multicéntrico da enfermidade, fato também observado no
estudo anterior realizado nesse rebanho e por outros autores na india 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 mdaltiplas lesdes nodulares com linfoadenomegalia
generalizada, em que os linfonodos apresentaram aspecto homogéneo, sem definicdo cortico-
medular, de coloracdo esbranquicada também verificado por Oliveira et al. (2016b) e Monger
et al. (2016). Em bovinos os 6rgdos mais afetados sdo os linfonodos e segundo Panziera et al.
(2014) os mais acometidos sdo mesentéricos, mediastinicos, pré-escapulares, iliacos internos,
inguinais superficiais e traqueobronquicos. No presente estudo, a linfoadenomegalia tumoral
foi verificada na maioria dos casos citados, exceto traqueobrdnquicos, ele foi verificado por
Monger et al. (2016) em uma bufala.

Outros 6rgdos envolvidos na forma multicéntrica em bovinos incluem coragéo,
abomaso, rim, intestinos, tecidos retrobulbares do olho, Utero, tecidos epidurais da medula
espinhal e, raramente, o cérebro (Fighera; Barros, 2004). Neste estudo, observamos o
comprometimento desses 0rgédos, exceto tecidos oculares e cerebrais. Das altera¢fes cardiacas,
foi verificado aumento de liquido na cavidade toracica, linfomas aderidos ao epicardio, aumento
de liquido seroso no pericardio e no revestimento parietal, semelhante ao observado por Monger
et al. (2016).

As lesdes histoldgicas sdo semelhantes as 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 nds observamos no animal 01, uma grande quantidade de linfocitos e poucas células em
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mitose, no entanto, nos animais 02, 03 e 06 foram observadas vérias figuras de mitose na
histopatologia dos nddulos tumorais, semelhantemente como verificado por Singh et al. (1979)
na India, ao avaliarem 283 casos de linfomas em bufalos de abatedouros. Nos achados de
histopatologia, os linfonodos afetados apresentaram proliferacdo de ceélulas linfoides,
principalmente linfoblastos e/ou linfocitos, substituindo a arquitetura normal do 0rgao,
resultando em completa desorganizacdo. Singh et al. (1973) verificaram massas tumorais em
pulmdes de bufalos, também na india, com infiltrado de células neoplasicas apresentando varias
figuras de mitose. Microscopicamente, as lesdes foram caracterizadas por inimeros agregados
linfo-foliculares formados por linfoblastos e linfocitos, substituindo a estrutura alveolar normal
dos pulmd@es. Vale-Echeto et al. (2009), na Venezuela descreveram linfossarcoma em uma
bafala, com células linféides pleomorficas apresentando citoplasma escasso, ndcleos
hipercromaticos e elevado indice mitético, além da presenca de células gigantes multinucleadas
e necrose. Entretanto, Monger et al. (2016) descreveram um linfoma linfocitico difuso de
células pequenas clivadas, os quais observaram a presenca de infiltracdo neoplasica difusa, com
linfocitos morfologicamente anisocitoticos e baixo indice mitdtico.

Foi verificado uma polisserosite linfocitica difusa acentuada na serosa, pulmdo e
coracdo do animal 06. A polisserosite linfocitica € relatada em bubalinos na forma de
espessamento focal ou disseminado nas serosas, e microscopicamente contendo projecées
papiliformes compostas por infiltrado predominantemente linfocitico, eventualmente formando
estruturas foliculares, em associacdo com células mesoteliais hiperplasicas ou metaplésicas
(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 doencas com sintomas semelhantes a Febre da Costa Leste. Ha relatos
recentes revelando a ocorréncia de doencas fatais em bovinos em paises como Australia e Nova
Zelandia (lzzo et al., 2010; Aparna et al., 2011; McFadden et al., 2011).

Os achados de necropsia como ulceras no abomaso, aumento do bago, edema pulmonar,
hemorragia no coragdo e intestino correlacionaram-se com as doengas de hemoprotozoarios
devido a Theileria ou Babesia (Sastry, 1983). No entanto, 1zzo et al. (2010) descreveram no
exame post mortem figado de coloragdo ocre que estava grosseiramente aumentado, com bordas
arredondadas e o restante da carcaca tinha aparéncia ictérica. A histopatologia do figado
mostrou extensa necrose coagulativa periacinar subaguda dos hepatocitos, aumento do nimero

de hemécias nucleadas, canaliculos e pequenos ductos biliares preenchidos com pigmento biliar
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e evidéncia de hepatocitos vacuolados sem evidéncia de megalocitose em infeccbes por T.
orientalis em bovinos em Nova Gales do Sul, Australia.

Durante 2005-2006, mais de 15 casos de morte de bovinos adultos com idade superior
a trés anos foram observados no Sul da India ocasionados por T. orientalis. As lesdes post
mortem incluiram, aumento do bago, edema pulmonar, exsudatos espumosos na traquéia,
hemorragia equimotica endocérdica e endocardica difusa e duodenite hemorragica grave. A
mucosa do abomaso apresentava ulceras patognomonicas “perfuradas”. Microscopicamente, o
figado apresentava dilatacdo sinusoidal periportal, area focal de necrose, alteragdes gordurosas
moderadas e proliferacdo de linfécitos sobre a triade portal e corpos apoptéticos nos
hepatocitos. Hemossiderose, proliferacdo de células linfaticas e deplecdo de linfécitos em
algumas &reas da polpa branca foram marcadas no baco. Presenca de material réseo entre 0s
espacos interalveolares, proliferacdo de células septais e espessamento dos septos
interalveolares foram observados no pulméo. O coracéo revelou extravasamentos de eritrocitos
no endocardio, perda de estrias cruzadas no miocardio e infiltracdo de células mononucleares.
Perda moderada a grave do epitélio da mucosa com descamacao e necrose do tecido da mucosa
e submucosa foram observadas no abomaso. O intestino delgado apresentou necrose do
revestimento epitelial das vilosidades, infiltracdo de células mononucleares, capilares
ingurgitados e extravasamento de eritrocitos (Aparna et al., 2011).

McFadden et al. (2011) na Nova Zelandia avaliaram duas vacas com seis e oito anos de
idade, ambas com anemia grave e pela andlise das laminas de esfregacos sanguineos com
infeccdo por parasitos do género Theileria. Esses animais vieram a 6bito de forma aguda. As
alteracdes histologicas mais notaveis nas amostras destes animais incluiram hemossiderose
hepética, nodal e esplénica e hematopoiese extramedular afetando o figado e o baco. No
intestino, a lamina propria continha muitos eosindfilos e era mais densamente povoada por
linfoides e plasmadcitos do que o esperado. As alteragbes foram consistentes com anemia
hemolitica e hematopoiese extramedular. As lesdes intestinais eram indicativas de uma
gastroenterite parasitaria leve.

Na literatura a Unica descrigdo de T. orientalis causando doenga em bufalos de agua
ocorreu na india. Sinodukumar et al. (2016) descrevem um surto de teileriose oriental fatal em
quinze bufalos leiteiros submetidos ao transporte, 0s quais desenvolveram teileriose oriental
dentro de dois meses da sua obtencdo. Exames post-mortem seguidos de uma avaliagédo
detalhada das alteragdes histopatologicas foram realizados em sete animais que progrediram ao

Obito. Nos achados macroscopicos e microscopicos, foram observadas petéquias e equimoses
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dos 6rgdos vitais e da musculatura subcutanea consideradas as lesGes primarias. Derrames
torécicos e peritoneais, miopatia cardiaca, hidropericéardio, enfisema pulmonar, congestdo
multilobular e consolidagdo pulmonar foram observadas em cinco animais. Mdltiplos focos
nodulares brancos eram evidentes predominantemente nos rins, como evidenciado no presente
estudo. Infiltracdo linfocitica difusa de 6rgdos vitais, deplecéo linféide e edema em linfonodos
foram observados em cortes de tecidos de todos os sete animais. Hepatocitdlise moderada e
hemossiderose juntamente com linfangiectasia foram evidentes no figado. Acometimento
extenso dos rins também se manifestou como necrose tubular, hialinizacdo e glomerulite em
todos esses casos.

Nesse estudo, embora acreditemos que possa ter uma possivel associacdo de
T. orientalis com os linfomas, o0 que sabemos é que ha inumeras lacunas no que se refere ao
diagndstico. Importante destacar que os animais avaliados ja apresentavam idade avancada, o
que pode ter contribuido para o aparecimento dos linfomas. Como visto nos paragrafos
antecedentes, ha escassez na literatura de descricdes de achados macroscopicos de lesdes
associadas a infeccdo por T. orientalis, principalmente em bdfalos de agua, e 0 que podemos
observar € que tais achados ndo sdo patognoménicos.

A infeccdo por espécies benignas de Theileria ndo transformadoras € geralmente
caracterizada pela falta de desenvolvimento de esquizontes em leucocitos e pela auséncia de
linfoproliferagéo fatal. Na literatura ocorréncia de T. buffeli, T. orientalis ou T. sergenti pode
ser facilmente ignorada pelo fato de causarem infeccbes predominantemente subclinicas em
areas endémicas. Esta tem se tornando cada vez mais evidente, visto que esse parasito tem uma
distribuicdo mundial. Nao foi detectado neste estudo pela avaliacdo citoldgica da bidpsia dos
linfonodos nenhuma estrutura compativel com parasitos do género Theileria nos trés animais
avaliados. Estagios de esquizontes, macroesquizontes e microesquizontes foram detectados em
bovinos na Autralia, Korea, contudo esses achados foram verificados em animais infectados
experimentalmente (Uilenberg et al., 1985; Stewart al., 1988).

Sato et al. (1993) observaram muitas celulas grandes contendo grénulos no citoplasma
observadas nos linfonodos nos locais de drenagem, como os linfonodos parotideos e
retrofaringeos, figados e bagos de bovinos infectados experimentalmente com T. sergenti, no
Japdo. Confirmou-se que os granulos eram formas exoeritrociticas de T. sergenti, pois
apresentavam uma reacdo imunohistoquimica especifica contra o anticorpo anti-T. sergenti.
Além disso, os achados ultraestruturais dos corpos granulares sugeriram que eles eram o estagio

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 Unico esquizonte de T. sergenti se
desenvolve em duas formas: durante a fase de divisdo nuclear parece ser um macroesquizonte
e durante a formacdo do merozoito, um microesquizonte com aparéncia de roseta (Schein et al.,
1978; Shimizu et al., 1988). De acordo com essa definicdo, 0s esquizontes de T. sergenti
observados no estudo microscépico foram considerados macroesquizontes por serem
multinucleares e ndo produzirem merozoitos.

Os esquizontes de T. parva e T. annulata sdo formados em linfocitos ou mondcitos e
maturam apenas em células linfoides (Uilenberg, 1981). Os esquizontes de T. mutans também
sdo formados nas células linfoides (Young et al., 1978). O estagio esquizonte de T. sergenti foi
observado em uma célula unitaria assim como nas outras trés espécies, embora 0s esquizontes
detectados em esfregacos de bidpsia 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 sdo aparentemente estimuladas a serem
aumentadas, enquanto as de T. parva ou T. annulata sdo estimuladas a serem divididas em
celulas filhas (Hulliger et al., 1964).

Embora ainda ndo tenham sido obtidas evidéncias suficientes do processo para o estagio
esquizonte de T. orientalis, pode-se especular que os parasitos invadem as células do hospedeiro
por inoculacdo via carrapatos infectados e as células sdo estimuladas a se tornarem gigantes.
Os esquizontes sdo formados no citoplasma das células aumentadas resultantes e ai
amadurecem. Finalmente, as células gigantes contendo esquizontes sdo rompidas e 0s parasitos
sdo liberados (Sato et al., 1993). Acreditamos que o fato de ndo termos encontrado esquizontes
ou outros estagios celulares possa estar relacionado a fase em que ocorrem mudancas nos
estagios celulares que permitem a multiplicacdo e transformacao desses parasitos.

Embora a patogénese de T. orientalis ainda ndo esteja completamente elucidada esses
achados destacam o potencial dessa espécie como espécie transformadora de células, mas a
elucidacdo dessa hipotese requer mais estudos e pode estar associada com a idade avangada dos
animais. Devido as caracteristicas anatomopatologicas e histopatologicas dos linfomas nos
bubalinos serem compativeis com lesdes observadas em bovinos com diagnéstico de leucose
enzootica, alguns autores tém diagnosticado a doenca como BLV (Vale-Echeto et al., 2009;
Chand et al., 2012), porém o envolvimento do BLV néo esta comprovado. No presente estudo
ndo detectamos material génico do BLV, BoHV-6 e BIV nos fragmentos de linfoma e tecidos
dos animais avaliados. N&o foi possivel realizar o diagndstico sorolégico 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, ndo verificaram a presenca de animais sororreagentes no IDGA e
ELISA e PCR para BLV, reforgando a hipotese de que esse virus ndo esta envolvido na etiologia
dos casos de linfomas da propriedade avaliada.

Em 2000, no Paquistdo, foi realizado um estudo para detectar a coinfec¢do do BIV e
BLV em bufalos e bovinos, por meio das técnicas de Western blot anti-p26 e IDGA anti-
glicoproteina do envelope, respectivamente (Meas et al., 2000a). Nesse estudo foram avaliadas
370 amostras de soro de bufalos e 76 de bovinos. Para o BIV a frequéncia de positivos
observada foi de 10,3% em bufalos e 15,8% em bovinos. As amostras positivas foram
confirmadas por meio de nested- PCR para a regido V2 do gene env do BIV. Ja para 0 BLV
nenhuma amostra bovina foi positiva e apenas trés (0,8%) amostras bubalinas foram positivas,
porém este resultado ndo foi confirmado por testes moleculares ou outro método soroldgico.
Ainda no ano de 2000, foi realizado um estudo em bufalos 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 bufalo foi sororreagente (n=42). Para o BIV foi observada ocorréncia
de 26,3% e 16,7% em bovinos e bufalos, respectivamente (Meas et al., 2000b). De forma
semelhante, 134 amostras de bufalos foram negativas para o BLV por meio da técnica de IDGA
em Taiwan (Wang, 1991).

Na regido Amazonica brasileira, Romero et al. (1981) avaliaram 213 bubalinos, os quais
foram negativos para presenca de anticorpos contra 0 BLV. Resultados semelhantes foram
obtidos em 685 amostras de soro bubalino do Brasil, pela técnica de IDGA contra a
glicoproteina gp51 (Rajdo et al., 2010). Entretanto, mais recentemente, em um estudo que
avaliou a presenca de anticorpos anti-BLV por IDGA, em 232 amostras de soro de bubalinos
de corte criados no Maranhé&o, Brasil, observou-se 4,31% de animais reagentes (Chaves et al.,
2012).

O primeiro estudo a utilizar técnicas moleculares como diagnostico para deteccdo do
BLV em amostras de buafalos foi realizado nas Filipinas, por Mingala et al. (2009). Esses
autores compararam a resposta imune entre bufalos do tipo rio e do tipo pantano por meio de
uma nested- PCR para a regido LTR do BLV, avaliando 272 amostras de DNA obtido de buffy
coat, das quais 27,6% foram positivas, entretanto, nenhuma amostra foi submetida a analises
de sequenciamento nucleotidico para confirmar o resultado da PCR.

Foi descrito na Venezuela, um caso de linfoma em uma bdfala (Vale-Echeto et al.,
2009). Os autores nao realizaram nenhum teste diagnostico soroldgico ou molecular para

apontar o BLV como o0 agente causador, mas com base em estudos anatomopatoldgicos
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discutem como sendo um caso de leucose enzootica 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, fémea, com seis anos de idade
procedente de uma unidade de bubalinocultura localizada na regido metropolitana de Belém
que veio a obito. Clinicamente a vaca bubalina apresentou histérico de apatia, anorexia e
decubito prolongado. Foi realizada necropsia do animal e fragmentos de tecidos alterados foram
coletados para processamento histopatologico e nested-PCR para pesquisa do BLV.
Adicionalmente, foi realizada avaliacdo soroldgica a partir da IDGA de 35 bubalinos do
rebanho em questéo.

Os poucos dados relevantes disponiveis na literatura indicam que a espécie bubalina é
menos suscetivel a leucose enzodtica bovina. De acordo com Molnar et al. (2000), vérias
questdes precisam ser elucidadas a respeito de BLV, se as cepas de virus que circulam nos
bufalos sdo totalmente idénticas as de bovinos; se a infeccdo se manifesta por alteracdes clinicas
e patoldgicas na espécie, visto que sdo escassos 0s estudos visando deteccdo de material génico
em amostras de bubalinos.

No presente estudo nos detectamos pela primeira vez a presenca de DNA de T. orientalis
em amostras de linfomas, fragmentos de linfonodos, baco, figado, rins, linfa e sangue dos
animais avaliados 0 que nos levanta a hip6tese de que a etiopatogenia dos linfomas nas
propriedades avaliadas possa ser ocasionada por esse parasito, visto que na literatura, como
mencionado anteriormente, s6 ha um trabalho que detectou a presenca de material viral (BLV)
em amostras de sangue de bufalos.

NoOs detectamos a presencga dos gendtipos N2 e N4 (detectado pela primeira vez nesse
estudo) presentes nas amostras dos fragmentos avaliados. A posicao filogenética das amostras
do nosso estudo se alinhou com o gendtipo N2 observado em um estudo de prevaléncia de
T. orientalis em bufalos no Vietnam (Sivakumar et al., 2014b) e com a sequéncia desse mesmo
gendtipo isolada do Gnico caso de Theileriose fatal relatada em bufalos, na india. Esse genotipo
até o momento so foi isolado em bufalos (Vinodkumar et al., 2015). Gubbels et al. (2000)
concluiram que todos os isolados conhecidos de T. buffeli originam-se de um grupo disperso de
parasitos derivados de bufalos que se adaptaram aos bovinos, assim, nos perguntamos, seria
esse gendtipo mais patogénico para os bubalinos? Aqui nds levantamos a hipotese de que esse
gendtipo possa ser mais patogénico na especie bubalina, logo, mais estudos devem ser

conduzidos tentando verificar a viruléncia desse genotipo. Pelas reconstrucgdes filogenéticas
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observamos que 0 novo genotipo N4, também verificado nas amostras de fragmentos de
linfomas detectados nesse estudo, apresentam uma posi¢do mais proxima do grupo N2. Pelas
andlises de distancia observamos claramente essa posi¢do filogenética, o que reforca a nossa
hipdtese.

Embora a infeccdo por algumas espécies de Theileria seja assintomatica ou persiste
como infeccdo cronica, T. parva e T. annulata podem ser altamente patogénicas para bovinos
e T. lestoquardi pode causar doenca significativa em ovinos. Essas trés espécies estdo entre as
espécies transformadoras de Theileria devido a sua capacidade de transformar e induzir a
proliferacdo indefinida de leucocitos do hospedeiro infectado (Brown et al., 1973). As
sindromes da doenca resultantes podem ser descritas como disturbios linfoproliferativos, que
muitas vezes culminam em desorganizacdo e destruicdo do sistema linféide do hospedeiro.
Embora informacdes detalhadas tenham sido geradas para uma série de vias de transducgéo de
sinal da célula hospedeira que sdo alteradas durante a transformacéo de leucocitos, moléculas
do parasito responsaveis pela iniciacdo ou regulacdo da célula hospedeira de transformacéo
ainda nédo foi identificado ou totalmente validado (Shiels, 2006; Dobbelaere; Baumgartner,
2009).

Theileria orientalis ¢ um membro do grupo nao transformador de espécies de Theileria
que proliferam no hospedeiro como forma intraeritrocitaria e podem gerar anemia e ictericia,
mas raramente causam doenca fatal (Onuma; Sugimoto, 1998). Embora a patogénese de T.
orientalis ainda ndo seja completamente compreendida (Watts et al., 2016), alguns autores ja
verificaram a presenca 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 comparacdo com as espécies
transformantes T. annulata e T. parva destacou caracteristicas evolutivas especificas da
linhagem. Foram identificadas varias expansdes da familia de genes especificos da linhagem
transformadoras em T. orientalis, incluindo o SVSP, Tash/TpHN, Tpr/Tar, e familias TP9/TA9,
gue podem ter coincidido com o desenvolvimento da capacidade de transformar leucocitos do
hospedeiro. Esta primeira sequéncia gendmica de uma espécie ndo-transformadora de Theileria
ocupou uma posicéo filogenética proximo ao das espécies transformadoras e, portanto, oferece
uma oportunidade ideal para analisar caracteristicas Unicas de Theileria do ponto de vista

evolutivo (Hayashida et al., 2012).
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A origem e 0 momento de introducdo de T. orientalis no Brasil ndo sdo claros. O
provavel mecanismo de introducdo pode ter sido através da importagdo de bufalos e/ou bovinos
no estado do Paré. Esses animais chegaram ao pais no final do século X1X da Europa, Caribe e
Asia, e foram inicialmente estabelecidos na regido norte, na llha de Marajo (estado do Para). A
Gltima importacéo da India ocorreu em 1962 e da Italia em 1989 (Bernardes, 1997; Lourenco
Junior; Garcia, 2008). Portanto, é possivel que este ou similar comércio de bufalos e/ou bovinos
vivos possam ter introduzido esse hemoprotozoario no Brasil. Outra hipétese seria se alguma
espécie de carrapatos Haemaphysalis spp. acidentalmente trazidos com animais importados de
areas onde esses espécimes de carrapatos estdo presentes ou em outras espécies de hospedeiros.

No Brasil, o género Haemaphysalis € representado por apenas trés espécies: H.
cinnabarina (Koch, 1844), que é uma espécie conhecida apenas por espécimes tipo,
originalmente descrita no estado do Par4 como hospedeiro desconhecido; H. leporipalustris
(Packard, 1869), comumente encontrado em coelhos selvagens e H. juxtakochi (Coley, 1946)
que parasita preferencialmente mamiferos da familia Cervidae (Aragdo, 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 bufalos no pais (Abate et al., 2018).

Sabe-se que 0s carrapatos parasitam uma grande variedade de hospedeiros vertebrados
em todo o mundo, como anfibios, répteis, mamiferos, aves, incluindo humanos. Embora haja
uma variedade de estudos sobre o parasitismo por carrapatos em animais e humanos nas
diferentes ecorregides do pais, sdo escassos e fragmentados os estudos no Bioma Amazonico,
subestimando assim a fauna acaraldgica dessa regido (Barros-Battesti et al., 2008; Abate et al.,
2018). Outra possibilidade para introducdo e manutencdo das espécies de Theileria orientalis
na regido seria a adaptacdo desses parasitos as espécies de carrapatos existentes no pais, uma
vez que a detec¢do de um novo grupo no Brasil sugere que houve uma adaptacao do protozoario
na regido estudada. Dessa maneira, embora existam poucos relatos sobre o parasitismo de
carrapatos em bufalos no Brasil, os espécimes R. microplus, A. cajennense (sensu stricto), A.
maculatum e D. nitens foram relatadas parasitando bdfalos (Rocha et al., 1969; Corréa et al.,
2012; Silva et al., 2015; Batista et al., 2018) e talvez estas sejam 0s vetores e/ou reservatorios

provaveis desse parasito no estado do Para.
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9 CONCLUSAO

Existe uma diversidade de genotipos de T. orientalis na populagéo de bdfalos avaliada.
Um novo genotipo (N4) de T. orientalis estd presente nas populacdes de bufalos.

Os animais avaliados no estudo clinico-anatomopatologico apresentavam emagrecimento
progressivo.

Os tumores caracterizados como multicéntricos, e os sitios afetados incluiam serosa do
ramen, reticulo, intestino, figado, vesicula biliar, peritdbnio, omento, diafragma, coracéo,
pulméo, pleura parietal e visceral; baco, rim, Utero.

Verificou-se multiplas lesdes nodulares com linfoadenomegalia generalizada, e o0s
linfonodos apresentaram aspecto homogéneo, sem definicdo cortico-medular, de coloragéo
esbranquicada.

N&o foi observada a presenca de coinfeccdes por outros hemopatdgenos avaliados nos
animais com quadro de linfoma.

Nas analises moleculares dos fragmentos de tecidos tumorais e demais tecidos avaliados,
ndo houve a presenca de material génico de Bovine leukemia virus (BLV), Bovine
herpesvirus 6 (BoHV-6) e Bovine immunodeficiency virus (BIV).

Primeira deteccdo molecular de T. orientalis em amostras de linfomas, com a presenca de
dois gendtipos, incluindo o0 novo genotipo descrito nesse estudo.

Fatores climéticos, ambientais e inerentes as caracteristicas do hospedeiro possam estar
relacionada a presenca dessa espécie no Brasil, onde ndo ha a presenca do vetor, dessa
maneira esses parasitos teriam sofrido adaptacdes a novos vetores, bem como aos
hospedeiros, apresentando uma alta variabilidade genética.

Estudos adicionais visando isolamento e caracterizacdo da viruléncia desse novo genotipo
encontrado no Brasil deve ser realizada, bem como a identificacdo dos possiveis vetores

capazes de transmitir esse parasito na regido avaliada.
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