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RESUMO

HENRIQUES, M. O. Aspectos clinicos, laboratoriais e epidemiolégicos da infec¢io natural
por Babesia equi (Laveran, 1901) em eqiiinos da Academia Militar das Agulhas Negras.

Seropédica: UFRRJ, 2006. 33 p. (Dissertagdo, Mestrado em Medicina Veterinaria).

Este estudo foi conduzido com o intuito de avaliar achados clinicos, laboratoriais e
epidemiologicos na infec¢do natural de Babesia equi em 178 eqiliinos mantidos em sistema semi-
intensivo de criagdo, de propriedade da Academia Militar das Agulhas Negras — Exército
Brasileiro, situada no municipio de Resende, Estado do Rio de Janeiro. Babesia equi ¢ uma
espécie de hemoparasita de elevada prevaléncia entre eqiiideos de areas tropicais, sendo de dificil
controle, causando perdas econdmicas importantes, pelos longos periodos de convalescenga,
queda de desempenho nos animais acometidos, gastos com medicamentos e mao de obra, além de
impor restrigdes no transito de eqiliinos, seja para competicdes hipicas ou comércio internacional.
Na Reagao de Imunofluorescéncia Indireta, foi verificada uma prevaléncia de 85,96% (n=153),
podendo ser a area considerada endémica para Babesia equi ¢ em estabilidade enzootica, nao
sendo observadas diferencas significativas entre sexo e idade dos animais. Parametros
laboratoriais como volume globular, hematimetria, plaquetometria, leucometrias global e
especifica, dosagens de creatinina sérica, albumina e proteinas plasmaticas totais foram
conduzidos, podendo-se concluir que no estado de portador assintomatico nao ha variacao

hematolédgica ou de bioquimica sérica que possa ser creditada ao protozodario Babesia equi.

Palavras chave: babesiose, eqiiinos, epidemiologia
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ABSTRACT

HENRIQUES, M. O. Clinical, laboratory and epidemiological aspects of naturally acquired
Babesia equi infection (Laveran, 1901) in equines from the Academia Militar das Agulhas

Negras. Seropédica: UFRRIJ, 2006. 33 p.

This study was conducted with the purpose to evaluate the clinical, laboratory and
epidemiological aspects of naturally acquired Babesia equi infection in 178 horses handled in a
semi-intensive system, property of the Academia Militar das Agulhas Negras — Brazilian Army,
situated in the city of Resende, in the Rio de Janeiro State. Babesia equi is a species of
hemoparasite of elevated prevalence among equids in tropical regions, being hard to control,
causing important economic losses because of the long periods of convalescence, decline of
performance in the affected animals, expenses with medication and workers, besides the
restrictions in transit of equines, either for hippic competitions or international commerce. In the
Indirect Immunofluorescence Reaction, a prevalence of 85,96% (n=153) was verified, therefore
the area can be considered endemic for Babesia equi and in enzootic stability. There was no
significant difference in the age or sex of the seropositive animals. Laboratory parameters like
packed cell volume, red blood cell count, platelet count, global and differential white blood cell
counts, dosages of seric creatinine, albumin and total plasmatic proteins, all of which led to the
conclusion that in the assymptomatic carrier state there is no hematologic or seric biochemical

variations that could be attributed to the protozoal Babesia equi.

Keywords: babesiosis, equines, epidemiology
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1 INTRODUCAO

A babesiose equina ¢ uma doenca causada por dois hemoprotozodrios distintos, Babesia
equi (Laveran, 1901) e Babesia caballi (Nuttal; Strickland, 1912), que acomete membros da
familia Equidae, com tendéncia a ser mais severa em equinos adultos. Infec¢des isoladas ou
mistas ocorrem e a transmissdo natural da doenca ¢ resultante da infestagdo por carrapatos
ixodideos, podendo também ser por insetos hematofagos, iatrogénica ou transplacentaria em
menor grau.

Ambas as espécies de hemoparasitos apresentam ampla distribuigdo geografica, ocorrendo
na maior parte das dreas tropicais e subtropicais do mundo, assim como algumas areas de clima
temperado, seguindo a distribuicdo dos carrapatos potencialmente transmissores (HOLBROOK,
1969; FRIEDHOFF et al., 1990; PFEIFER BARBOSA et al., 1992). Estima-se que apenas 10%
da populacdo mundial de cavalos habitem areas livres de carrapatos e babésias. O historico de
equinos infectados frequentemente inclui um episddio recente de transporte para areas endémicas
ou de situagoes de estresse.

A babesiose equina, também denominada Piroplasmose ou Febre Biliar, pode apresentar
grande variedade de sinais clinicos ndo especificos, o que dificulta o diagnostico, além de ser
potencialmente fatal em grande numero de animais ndo expostos previamente aos agentes
etiologicos (20 a 50%).

A importancia das babesioses equinas tem crescido pela restrigdo por parte de paises
livres destas parasitoses, para transito de equinos, seja para competigdes hipicas ou comércio
internacional, gerando limitagdes aos programas de melhoramento genético e difusdo de novas
racas (WEILAND, 1986) e também pelo risco constante de dispersdao dos agentes etioldgicos, de
areas enzooticas para areas livres (FRIEDHOOF et al., 1990). Os estudos de prevaléncia destes
hemoparasitos sdo importantes para a determinagdo da situa¢do epidemioldgica em uma regido,
indicando uma situagdo de instabilidade ou de estabilidade enzooética e, consequentemente, se ha
ou nao a necessidade de ado¢do de medidas preventivas.

A érea considerada no presente trabalho foi a Academia Militar das Agulhas Negras
(AMAN), do Exército Brasileiro (EB), situada no Municipio de Resende, no Estado do Rio de
Janeiro, onde existem atualmente cerca de 175 equinos e que apresenta casuistica clinica de
babesiose equina estavel.

A particularidade da AMAN, quanto a ocorréncia e gravidade de casos clinicos de
babesiose, principalmente de animais oriundos recentemente da Coudelaria do Exército
Brasileiro, localizada em Sao Borja-RS, tem se mostrado um desafio para os Médicos
Veterinarios desta instituicdo. Os longos periodos de convalescenca, queda de desempenho dos
animais acometidos, gastos com medicamentos € mao de obra justificam a pesquisa em
diagnostico, prevaléncia e epidemiologia das espécies de babésias de equinos na regido, o que
permitird estabelecer melhores programas de controle e prevengao.

O presente trabalho teve, portanto, os objetivos de realizar levantamento sorologico de B.
equi, assim como correlacionar sintomatologia clinica, achados laboratoriais e fatores
predisponentes nas infec¢des em equinos do Exército Brasileiro, na Academia Militar das
Agulhas Negras.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A Babesiose Equina

A babesiose equina ¢ uma doenga de apresentagdo aguda, subaguda ou cronica, causada
por hemoprotozoarios Babesia caballi (Nuttal; Strickland, 1912) e Babesia equi (Laveran, 1901),
que sdo os Unicos parasitos intraeritrocitarios em equinos (DE WAAL, 1992). A doenca causa
significativas perdas econdmicas e ¢ largamente distribuida em areas tropicais e subtropicais,
com menor incidéncia em areas temperadas, o que corresponde ao habitat dos carrapatos que
servem como vetores naturais.

2.2 Etiologia e Classificacdo

Reino: Protista

Sub-Reino: Protozoa (GOLFUSS, 1818)

Filo: Aplicompexa Levine, 1970

Classe: Sporozoea Leuckart, 1879

Sub-classe: Piroplasmea Levine, 1961

Ordem: Piroplasmida Wenyon, 1926

Familia: Babesiidae Poche, 1913; Theileriidae Du Toit, 1918.

Género: Babesia Starcovici, 1893

Espécie: Babesia equi (Laveran, 1901); Theileria equi Mehlhorn e Schein, 1998; Babesia
caballi (Nuttall; Strickland, 1912).

O agente responsavel pela babesiose equina foi identificado pela primeira vez por Laveran
(1901) a partir de cavalos na Africa do Sul, denominando-o Piroplasma equi. Em 1912, Nuttall e
Strickland demonstraram a existéncia de uma outra espécie de parasito em eritrocitos de equinos,
distinta daquele anteriormente descrita, denominando-a Piroplasma caballi. Posteriormente, em
revisdo sobre sistematica € nomenclatura, foi proposta a classificacdo destas espécies dentro do
género Babesia, ficando o antigo género como sinonimia (PEIRCE, 1975).

Inicialmente, as espécies de babésias foram identificadas baseando-se em parametros
morfologicos de suas formas intraeritrocitarias (trofozoitas) visiveis em esfregacos sanguineos de
animais vertebrados infectados. Estes métodos tradicionais de classifica¢do estdo gradativamente
sendo substutuidos por métodos de biologia molecular. Babésias sdo informalmente agrupadas
em pequenas e grandes babésias, sendo esta classificagdo morfologica geralmente consistente
com a caracterizacdo filogenética, baseada na sequéncia de DNA ribossomal (nss-rDNA), a qual
mostra que grandes e pequenas babésias estdo em dois diferentes grupos filogenéticos (HOMER
et al, 2000).

A classificacdo taxonomica de Babesia spp tem lugar no filo Apicomplexa (Sporozoa),
classe Aconoidasida (Piroplasmea) e ordem Piroplasmida. Piroplasmas sdo caracterizados por
formas intraeritrocitarias que podem ser em forma de péra, arredondada ou ameboide. Eles
possuem estagio merogdnico dentro de eritrécitos dos hospedeiros vertebrados e
desenvolvimento sexual e formagdo de esporozoito dentro do hospedeiro invertebrado (no caso
de Babesia spp foram descritos apenas carrapatos). Duas das familias dentro da ordem sdo



Babesiidae e Theileriidae, com distingdo primaria entre elas sendo definida como a auséncia de
ciclo pré-eritrocitario na Babesia sp e a auséncia de transmissdo transovariana em Theileria sp
(HOMER et al., 2000).

Simpson et al. (1963) utilizaram sangue de ponei esplenectomizado infectado com B.
caballi e B. equi para comparar a morfologia dos protozoarios a microscopia optica e eletronica.
A B. caballi possui comprimento de 2 a 5 pum, podendo ser arredondada ou piriforme e
frequentemente vacuolada e bigeminada. A B. equi ¢ menor que 3 pm de comprimento, podendo
também ser alongada, arredondada ou piriforme e em muitos casos com até 8 corpos dentro da
mesma hemacia parasitada.
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Figura 1. Esfregaco sanguineo com trofozoita Figura 2. Esfregaco sanguineo com trofozoita

de B. caballi. de B. equi, em forma de cruz de Malta e anelar.

Diferencas bioldgicas da B. equi, associadas a uma maior resisténcia a babesicidas
convencionais, levaram alguns taxonomistas a considera-la mais proxima ao género Theileria
(SCHEIN et al., 1981; MEHLHORN; SCHEIN, 1984). Seu pequeno tamanho, seu
desenvolvimento em linfocitos antes do ciclo eritrocitario, auséncia de transmissao transovariana
no carrapato ¢ o aparecimento de formas intraeritrocitarias em ‘“cruz de Malta” reforcam a
proximidade com o género Theileria (SCHEIN et al., 1981; MOLTMANN et al., 1983;
FRIEDHOOF, 1988). Existe ainda homologia entre proteinas de superficie quando comparados
os estagios eritrociticos de B. equi e Theileria sp (KNOWLES et al., 1997). Finalmente,
Mehlhorn e Schein, em 1998, propuseram a sua reclassificacdo para Theileria equi.

Guimaraes et al. (2003) descreveram a ultra-estrutura de trofozoitos de B. equi isolados
em Minas Gerais, com membrana externa simples em contato direto com o citoplasma de
eritrocitos parasitados, ndo sendo contido em um vactolo parasitoforo. Mecanismo de
alimentagdo descrito inclui pinocitose, assim como citdstoma e estrutura tubular, similar ao
descrito para algumas espécies de Theileria, formado por invaginacdo da membrana plasmatica
do eritrocito e do trofozoita e permitindo contato direto com o plasma sanguineo do hospedeiro,
provavelmente possibilitando a ingesta de nutrientes durante fase de rapido crescimento.

Allsopp et al. (1994) realizaram analises comparativas através de técnicas de biologia
molecular, que indicaram que B. equi deve ser considerada como um grupo distinto, assim como
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Katzer et al. (1998) que através de estudos filogenéticos, realizados a partir da avaliagdo de
sequéncias de RNA ribossomal, demonstraram que B. equi encontra-se em um grupo filogenético
distante de qualquer espécie de Theileria.

2.3 Transmissao e Ciclo Bioldgico

Os protozodarios requerem sempre um hospedeiro vertebrado e um invertebrado (carrapato
ixodideo) para manter os ciclos de transmissdao. Em condi¢des naturais, estes protozoarios sao
transmitidos por carrapatos dos géneros Dermacentor, Hyalomma e Rhipicephalus
(THOMPSON, 1969) e Boophilus microplus (GUIMARAES et al., 1998ab; FERNANDES et al.,
2006ab).

O ciclo biologico (Figura 3) ¢ composto por trés estdgios de reprodugdo: a formacao e
fusdo dos gametas dentro do intestino do carrapato (gametogonia), a reprodugdo assexuada nas
glandulas salivares (esporogonia) e a reproducao assexuada no hospedeiro vertebrado
(merogonia) (HOMER et al., 2000).

Sao parasitos de forma redonda, piriforme ou amebdide, se multiplicam nos eritrécitos
dos hospedeiros vertebrados por merogonia, para formar dois, quatro ou mais trofozoitas, que ao
serem liberados invadem outros eritrocitos. Os esporozoitas sdo as formas infectantes, sendo
inoculado pela saliva do carrapato transmissor. Nos hospedeiros vertebrados, ocorre infec¢ao
exclusivamente intraeritrocitica, através de penetragdo ativa em hemacias, onde ocorre
diferenciagdo em uma forma arredondada ou ovalada designada de trofozoita que sofrera divisao
binaria simples, dando origem a duas estruturas piriformes, os merozoitas. Haverd lise da
hemadcia parasitada e liberagdo dos parasitos, que se fixardo e penetrardo em outras hemaécias,
repetindo sucessivamente o processo de multiplicacdo (MEHLHORN; SCHEIN, 1984; SCHEIN,
1988).

Algumas formas arredondadas intraeritrocitdrias ndo seguem o processo de divisao
binaria, sendo denominadas gametocitos. Ao serem ingeridos pelo carrapato, estes gametocitos
diferenciam-se em gametas, que apresentam o desenvolvimento de organelas em forma de seta,
em sua porcdo anterior, sendo entdo chamados de corpos raiados. Estes organismos, contendo
esta estrutura em forma de seta, dentro do carrapato hospedeiro, t€ém sido achados em todas as
infecg¢des por Babesia ou Theileria spp. Na luz intestinal, apés completa diferenciagdo, se unem
dois a dois, dando origem ao zigoto. Ainda na luz intestinal ocorre o desenvolvimento de um
cineto, chamado oocineto, forma moével e invasiva, que invade células epiteliais do intestino,
movendo-se depois para a hemolinfa e posteriormente tecidos como musculos, ovarios e tibulos
de Malpighi, onde se multiplicam pelo processo de fissdo multipla, dando origem a inumeros
outros cinetos, agora denominados esporocinetos, por fazerem parte do processo inicial de
multiplicagdo por esporogonia. Estes esporocinetos também sdo moveis, e apds o rompimento da
célula infectada, ficam livres e invadem novas células, dando origem a sucessivas geragoes
(MEHLHORN; SCHEIN, 1984).

Através da infeccdo dos oocitos, os parasitos passam para os tecidos do embrido em
formagdo e, consequentemente, para nova geragao de carrapatos (transmissdo transovariana). As
larvas ja eclodem infectadas e o processo de multiplicagdo, embora com menor intensidade, tem
continuidade nos diferentes 6rgdos deste estadio, como também nos estadios seguintes: ninfas e
adultos. Ocorre esporogonia nas glandulas salivares, apods infecgdo dos &cinos pelos
esporocinetos. No acino infectado, hd a formacdo do esporonte que ¢ polimorfo e induz uma
hipertrofia celular. No esporonte, apos a fixacdo do carrapato no hospedeiro, se dara a
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diferenciagdo de milhares de formas piriformes pequenas, que por volta do quinto dia de
alimentacdo estdo maduros e sdo lancados através da saliva como formas infectantes para
hospedeiros vertebrados (MEHLHORN; SCHEIN, 1984).

Estima-se que milhares de esporozoitas sdo depositados na derme ao redor da picada do
carrapato durante as horas finais de fixagdo e alimentacdo deste. A eficiéncia da transmissao pelo
carrapato ¢ atribuida a sua saliva, que provavelmente facilita a infec¢do, com sua atividade
antiinflamatodria e imunossupressora (HOMER et al., 2000).

O ciclo de Babesia equi apresenta formas de multiplicacdo em linfocitos no hospedeiro
vertebrado, antes de fazer multiplicacdo em hemadcias, diferindo das espécies tipicas do género
(SCHEIN et al., 1981). Apds a maturagdo, que se completa entre o 12° e o 14° dia ap6s infec¢do
natural, o esquizonte se rompe liberando centenas de formas piriformes moveis, os merozoitas,
que penetram nas hemadcias e se diferenciam em trofozoitas, que se multiplicam por merogonia,
dando origem a quatro merozoitas, que formam uma tétrade, conhecida por “cruz de Malta”
(SIMPSON et al., 1967; DE WAAL, 1992). A reproducdo sexuada ocorre nos carrapatos, de
forma semelhante a descrita para Babesia caballi, porém, a infeccdo do carrapato ocorre no
estddio de larva ou de ninfa e a transmissdo se dd no estddio seguinte. A transmissdo
transovariana ndo ocorre para esta espécie (SCHEIN et al., 1981; FRIEDHOFF, 1988). Os
cinetos de B. equi, originados do zigoto pela reprodugdo sexuada, passam da luz intestinal para a
hemolinfa e atingem diretamente as glandulas salivares do carrapato, onde se multiplicam nos
acinos, por esporogonia, que se completa apos a ecdise, por volta do quinto dia de fixa¢do do
novo estadio do carrapato no hospedeiro vertebrado. B. equi ndo apresenta fases de multiplicagdo
em outros tecidos do carrapato (MEHLHORN; SCHEIN, 1984).

Os carrapatos transmissores da babesiose pertencem a subordem Ixodides e a familia
Ixodidae. Estes podem transmitir doencas aos homens e animais domésticos. No Brasil, as
principais espécies que parasitam equinos sdo Anocentor nitens € Amblyomma cajennense
(RIBEIRO et al., 1999), sendo que Pfeifer Barbosa et al. (1992) observaram formas de
multiplicagdo de B. caballi em ovarios ¢ ovos de A. nitens. Linharez (2002) evidenciou a
patogenicidade de B. caballi tanto para o hospedeiro vertebrado quanto para o carrapato vetor
Anocentor nitens, comprovada por marcadas alteragdes nos parametros fisiologicos,
principalmente oviposi¢do e porcentagem de eclosdo. Apesar destes efeitos, niveis baixos de
infeccdo por B. caballi em A. nitens possibilitam a atuagdo desta espécie de carrapato como um
vetor eficiente.

Guimaraes et al. (1998ab) verificaram a transmissdo de B. equi experimentalmente por
Boophilus microplus, assim como sua multiplicagdo em glandulas salivares, sendo a partir de
entdo este carrapato considerado o principal vetor para esta babésia no nosso meio. Battsetseg et
al. (2002) realizaram deteccdo de B. equi e B. caballi em Boophilus microplus naturalmente
infectados, em equinos do Brasil, usando nested-PCR e confirmando achados experimentais
anteriores. A deteccdo de DNA de B. equi em fémeas adultas do carrapato, ovos, larvas e ninfas
confirma haver esporogonia e o desenvolvimento de esporozoitas de B. equi neste vetor e
possivelmente também de B. caballi.
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Ciclo biologico de Babesia spp. Eventos no carrapato iniciam com o parasito ainda visivel
no interior de hemécias ingeridas (A), onde alguns se diferenciam em corpos raiados(B). Os gametas liberados
iniciam a fusdo e depois de formado o zigoto(C), este ira infectar outros tecidos no interior do carrapato. Na glandula
salivar, o parasito infecta o 4cino, formando um esporoblasto indiferenciado e multinucleado (D) e apds o carrapato
iniciar seu repasto alimentar, ha a formagdo de esporozoitas (E), que finalmente sdo liberados do esporoblasto (F),
sendo inoculados no hospedeiro vertebrado (G). Fase pré-eritrocitica de B. equi ndo mostrada no ciclo. Esporozoitas
(ou merozoitas) iniciam processo de infecgdo por invaginacao de eritrécitos (H) e tornam-se trofozoitas, iniciando
divisdo por fissdo binaria, criando formas anelares e de cruz vistas no esfregaco sanguineo (I)



Outras formas de transmissdo mencionadas na literatura sdo a intrauterina, considerada
relativamente comum para B. equi (DONNELLY et al., 1982) e mais rara para B. caballi
(NEITZ, 1956). Transmissao iatrogénica por meio de agulhas hipodérmicas foi constatada para
B. equi (FRIEDHOFF et al, 1990). A transmissao de babesiose equina através de instrumentos
veterindrios ou por dipteros hematofagos ndo tem importancia epidemioldgica na manuten¢ao da
doenca em uma situagdo enzodtica (KNOWLES et al., 1980).

Ueti et al. (2005) avaliaram a importancia epidemioldgica e a viabilidade do Boophilus
microplus adquirir e transmitir B. equi ao se alimentar em equinos cronicamente infectados € com
baixa parasitemia. Estes vetores adquiriram B. equi, que pode ser detectada em glandulas
salivares de até 50% dos carrapatos alimentados, demonstrando, portanto, que equinos com baixa
parasitemia sdo competentes reservatorios na transmissao de B. equi.

2.4 Distribuicdo Geografica

Ambas as espécies de babésias equinas sdo amplamente distribuidas no mundo, sendo B.
equi mais prevalente, enquanto B. caballi ¢ mais difundida (FRIEDHOFF et al., 1990).

Na Europa, sdo consideradas areas livres a Gra-Bretanha, Alemanha, Suiga e Austria
(DONNELLY et al., 1982; FRIEDHOFF et al., 1990). Paises como Portugal, Espanha, Franga,
Italia, regido européia da ex-Unido Soviética, peninsula dos Balcas e Bélgica sdo consideradas
como de ocorréncia para ambas as espécies (FRIEDHOFF et al., 1990).

Na Asia, todo o territorio é considerado de ocorréncia para B. equi e B. caballi, com
excecao da Sibéria e do Japao (TATEZAWA, 1979; FRIEDHOFF, 1988). Na China, Xuan et al.
(2002) testaram 70 soros de equinos provenientes da provincia de Xinjiang, obtendo 40% de
positivos para B. equi e 24,3% para B. caballi. Na India, equinos e muares nativos sio geralmente
portadores assintomaticos e raramente sofrem infec¢do clinica, entretanto, quando ragas de
equinos sdo importadas para o exército ou para criatorios privados, estes animais sofrem
babesiose clinica, com grandes perdas econdmicas por mortalidade ou redu¢do da capacidade de
trabalho (KUMAR et al., 1997).

Na Africa, populagdes de equideos apresentam elevada prevaléncia, inclusive quando
consideradas espécies selvagens, como zebras (DE WAAL et al., 1988; FRIEDHOFF et al.,
1990).

O Canada e os Estados Unidos da América sao considerados livres de B. equi e B. caballi,
com excecao do Estado da Florida (HOLBROOK, 1969). Toda a América Latina é considerada
enzootica, com excecao do extremo sul do continente (FRIEDHOFF et al., 1990). Aguirre et al.
(2004) descreveram dois casos clinicos ocorridos na regido noroeste da Argentina, com
diagnostico através de esfregacos sanguineos corados com Giemsa a 10 % e pela Técnica de
Reagdo em Cadeia de Polimerase (PCR). Foram coletados carrapatos de um dos equinos
acometidos, classificados posteriormente como A. nitens. Tal achado sugere dispersao meridional
do vetor de B. caballi, considerando-se que Borges et al. (2000) ndo observaram a presenga de A.
nitens nos estados brasileiros de Santa Catarina ¢ Rio Grande do Sul, situados ao sul do paralelo
26°S.

No Brasil, o primeiro relato de Nuttalia equi foi em 1910, feita por Carini, na cidade de
Sdo Paulo, ao examinar esfregacos sanguineos de equinos. Em 1914, Parreiras e Figueiredo
observaram em Minas Gerais uma enzootia em equinos, sendo o parasito encontrado classificado
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como Nuttalia equi € o agente transmissor o ixodideo Amblyomma cajennense. Costa e Melo
(1963) realizaram a primeira confirmagdo laboratorial de Babesia caballi no Brasil, em um
equino enfermo proveniente de Paracambi, Estado do Rio de Janeiro.

Linhares (1994) observou prevaléncia de 94,7 % para B. equi e de 90,8% para B. caballi
na regido de Goiania — Goias, utilizando RIFI como método de diagnostico e caracterizando a
area como de estabilidade enzodtica para estas enfermidades. Cunha et al. (1996), utilizando
RIFI, examinou 133 equinos do Jockey Clube de Pelotas e de dois haras da regido sul do Rio
Grande do Sul, obtendo 57,9% sorologicamente positivos para B. equi.

Em estudo realizado no Estado do Rio de Janeiro, Pfeifer Barbosa et al. (1992) relataram
a ocorréncia de 75% de cavalos reagentes para B. caballi testados por reagdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI). Botteon (1996) avaliou a prevaléncia de B. equi em equinos
em diferentes sistemas de criagdo, utilizando RIFI, obtendo prevaléncia de 89,6% para equinos
criados extensivamente, 87,1% para equinos mantidos em semiconfinamento e de 45% para
equinos criados em estabulagdo permanente. Bittencourt et al. (1997) obtiveram prevaléncia de
84,6% para B. equi e de 93,6% para B. caballi em 78 equinos testados sorologicamente pelo teste
de fixagdo de complemento (TFC) na regido de Seropédica e areas vizinhas, no Estado do Rio de
Janeiro.

Kerber et al. (1999) compararam prevaléncia em diferentes regides do Brasil, realizando
levantamento sorologico em 720 equinos de 28 fazendas, obtendo como resultados 42,5% para B.
equi e 33% para B. caballi em regides tropicais e de 18,4% para B. equi e 4,6% para B. caballi
em regides subtropicais, utilizando TFC. Tais resultados ocorreram provavelmente pelo maior
desenvolvimento dos carrapatos vetores em regides tropicais.

Heuchert et al. (1999) realizaram levantamento sorologico das babesioses em equinos de
seis criatorios em municipios do Estado de Sdo Paulo, assim como levantamento da presenca de
ixodideos nos diferentes tipos de manejo realizados. A prevaléncia de B. equi foi de 49,2% para
éguas e 36% para potros e de B. caballi foi de 79,4% para éguas e de 100% para potros, o que
contrastou com estudos sorologicos realizados em outras regides geograficas, principalmente no
Estado do Rio de Janeiro.

Em 2000, Pfeizer Barbosa et al., através de RIFI, determinaram a prevaléncia soroldgica
de babesiose equina no Estado do Pard, onde analisaram 336 amostras para B. caballi e 340
amostras para B. equi, tendo como resultados na Ilha de Maraj6 37,50% positivos para B. caballi
e 30, 83% para B. equi, na microrregido de Bragantina 57,38% positivos para B. caballi e 85,48%
para B. equi e no municipio de Paragominas, 40,43% positivos para B. caballi ¢ 69,79% para B.
equi.

Laranjeira (2003) avaliou, pelo método de RIFI, a prevaléncia de B. equi em 250 equideos
apreendidos em rodovias no Estado do Rio de Janeiro, obtendo uma prevaléncia de 93,2%.

Em equinos do Exército Brasileiro, no quartel do Regimento Escola de Cavalaria, na
cidade do Rio de Janeiro — RJ, Botteon (2003) realizou levantamento soroepidemioldgico para B.
equi, através de RIFI e Ensaio Imunoenzimatico indireto (ELISA), obtendo prevaléncia de
76,04% e 77,08%, respectivamente.

2.5 Quadro Nosoldgico e Avaliacao Laboratorial

Varios determinantes estdo envolvidos na severidade dos sinais clinicos, entre eles
podendo ser citados idade, imunocompeténcia e coinfeccdo com outros patégenos (HOMER et
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al., 2000). A doenga aguda ¢ caracterizada por febre, podendo ser de carater intermitente, anemia,
letargia, ictericia, hepato e esplenomegalia, hemolise intra e extravascular, hemoglobinuria e
hemorragias petequiais em mucosas e, em alguns casos, morte (SCHEIN, 1988; DE WAAL,
1992; KNOWLES, 1996).

B. equi (Theileria equi) produz anemia hemolitica em equinos susceptiveis que podem
prosseguir para um estado cronico de portadores, o que pode resultar em reducdo da capacidade
de transporte de oxigénio, causando diminui¢cdo do desempenho de equinos de esporte (HAILAT
et al., 1997). Todos os equideos sdo susceptiveis, mas animais idosos ou submetidos a situacdes
de estresse, como viagens recentes, sao acometidos de forma mais intensa. O periodo de
incubagdo varia de 12 a 19 dias nas infec¢des por B. equi e de 10 a 30 dias nas infecgdes por B.
caballi (DE WAAL, 1992; DE WAAL et al., 1990).

A maioria das hemdcias parasitadas ¢ removida pelo sistema mononuclear fagocitario,
mas alguns animais severamente acometidos sofrerdo hemdlise intravascular. Ambawat et al.
(1999) estudou alteracdes hematologicas e bioquimicas em eritrocitos de muares,
esplenectomizados e ndo esplenectomizados, experimentalmente infectados, observando que a
bioestrutura do eritrocito foi alterada na babesiose aguda, levando a hemolise e anemia. A
mensuracdo de Malondialdeido (MDA), que ¢ um sensivel indicador de oxidacdo lipidica,
indicou acimulo de ions oxidativos em células vermelhas parasitadas, causando suas lises.

A doenga clinica induzida por B. equi ¢ mais severa e com mais alta taxa de mortalidade
do que aquela causada por B. caballi, onde os principais sinais clinicos presentes sdo anorexia,
queda de desempenho e perda de peso, anemia, taquicardia e esplenomegalia. Casos subagudos
cursam com sinais clinicos mais brandos e nos casos cronicos sdo inespecificos (DE WAAL,
1992). Fatores como clima, transporte, gestagcdo, excesso de trabalho ou doencas concomitantes
terdo o potencial de indu¢do de doenga clinica em animais portadores.

Em infec¢des agudas por B. equi, o quadro hematoldégico evidencia anemia microcitica
hipocrodmica ou normocitica normocromica, neutropenia, linfopenia, eosinopenia e significativa
monocitose, além de elevagdo de bilirrubina plasmatica e fibrinogénio (SCHEIN, 1988; RISTIC,
1985). No equino, anorexia e doenga hepatica devem ser excluidas como causa de
hiperbilirrubinemia, antes do diagndstico de hemodlise. A alteracdo de cor do plasma pode ser
indicativa de hemolise intravascular aguda, passando a avermelhado, comum em animais
portadores de B. equi esplenectomizados, podendo ser detectada por aumento na concentragao de
hemoglobina corpuscular média (BARTON, 2003).

A classificagdo da anemia ¢ mais dificil no equino, em virtude dos eritrocitos serem
liberados no sangue periférico em estado maduro e por serem raramente encontrados
reticulécitos, mesmo em quadro de eritropoese intensa. Indicios de anemia regenerativa, vistos
em outras espécies, tais como reticulocitose, policromasia, macrocitose e metarrubrocitose, sao
incomuns na espécie equina, sendo necessario exame da medula Ossea para caracterizar com
exatiddo a anemia como regenerativa ou arregenerativa (JAIN, 1993; MORRIS, 2000). Pequenos
remanescentes nucleares (corpusculos de Howell-Jolly) podem ser encontrados em pequeno
numero de eritrocitos de equinos normais, ndo sendo indicativos de aumento na eritropoese como
em outras espécies.

Cunha et al. (1998) estudaram valores de hematdcrito, parasitemia e titulo de anticorpos
apresentados por equinos inoculados experimentalmente com B. equi durante diferentes estagios
da infec¢ao. Todos os dez equinos utilizados, com idades entre trés e quatro anos e clinicamente
sadios e sorologicamente negativos para B. equi, desenvolveram parasitemia detectdvel em



esfregacos sanguineos entre o 2° e o 7° dias ap6s inoculagdo (DAI) e a soroconversao ocorreu até
0 6° DAL

Em condi¢des homeostaticas, a produ¢do de células sanguineas pela medula o6ssea
processa-se a uma taxa que se aproxima com precisdo da taxa de destruicdo. A vida aproximada
dos eritrocitos e das plaquetas de equinos ¢ de 155 dias e sete dias, respectivamente. Em virtude
da grande quantidade de musculo liso responsivo a epinefrina na capsula esplénica dos equinos, o
hematocrito desses animais pode aumentar até 40% durante exercicio ou em estados de excitagao
e, de forma correspondente, pode diminuir apds sedacdo. A normalizacdo dos indices
hematimétricos apos periodo de excitacdo acentuada ou exercicio vigoroso pode requerer mais de
uma hora, sendo necessario considerar tal caracteristica ao interpretar valor de um Unico
hematocrito (MORRIS, 2000).

As proteinas plasmaticas totais (PPT) sdo uteis para avaliar grau de desidrata¢do, bem
como indicio da causa fisiopatoldégica da anemia. Hematdcrito aumentado, na presenca de
aumento de PPT sugere hemoconcentracdo. Aumento de PPT pode também estar relacionado a
hipergamaglobilinemia que ocorre em infec¢des cronicas, e redugdo de PPT e do hematocrito
indica perda sanguinea (MORRIS, 2000).

Aguirre et al. (2004) descreveram como achados de necropsia em 02 (dois) equinos
esplenomegalia, congestdo e ictericia generalizadas e gastrite hemorragica. Hailat et al. (1997)
acrescentaram como sinais no exame post-mortem edema subcutineo e bexiga repleta de urina de
cor vermelha escura. Na histopatologia, foi verificada no figado, uma degeneracdo centrolobular
massiva e necrose de coagulacao, com infiltracdo por células polimorfonucleares, leve hiperplasia
de ductos biliares também foi evidenciada. No pulmao, congestdo aguda e edema nos espacgos
alveolares, juntamente com trombose das veias pulmonares e rins com intensa congestao tanto na
regido medular quanto na cortical, com aumento do endotélio vascular e degeneragdo difusa do
epitélio tubular. Proteina e hemoglobina sdo visualizadas no interior de tubulos renais, tanto no
cortex quanto na medular.

2.6 Diagnéstico

O diagnostico de babesiose deve comegar com o histdrico, que deve incluir manifestagcdes
clinicas, exposi¢do a infestacdo por carrapatos, recente transfusdo sanguinea, historia de viagens
para areas endémicas e esplenectomia. Em sequéncia, a andlise deveria incluir exames de
esfregacos sanguineos, para pesquisa de parasitos, assim como avaliagdes sorologicas com teste
de anticorpos por imunofluorescéncia indireta (RIFI), ELISA e possivelmente por PCR. O exame
de esfregaco sanguineo para presenca do parasito dentro do eritrocito ¢ a técnica mais
frequentemente usada para o diagnostico de infec¢des por Babesia sp. Em geral, a analise do
esfregaco depende da experiéncia do observador e do tempo dispendido no exame. Testes
soroldgicos por RIFI sdo tuteis no diagnoéstico de infecgdes por Babesia spp, particularmente em
infec¢des cronicas (HOMER, 2000).

O diagnostico laboratorial de piroplasmose equina até 1967 era baseado na identificagao
do parasito nas hemacias de equideos suspeitos e na inoculagdo de sangue infectado em animais
susceptiveis. Posteriormente, os testes sorologicos como fixacdo de complemento, difusdo em
agar-gel e imunofluorescéncia indireta passaram a ser melhores formas de diagndstico. Holbrook
et al. (1969) relacionaram procedimentos, técnica, reagentes e equipamentos de diversos testes
sorolégicos para piroplasmose equina. O método de imunofluorescéncia indireta para B. caballi
apresenta reagdo especifica e nao ha reagao cruzada com o teste para B. equi.
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Em 1994, Bose e Peymann compararam ELISA com TFC, RIFI e Western Blot,
observando que o teste de maior sensibilidade para o diagnostico de B. caballi ¢ o ELISA

Os testes sorologicos para diagndstico da babesiose equina no Brasil sdo relativamente
recentes, sendo a primeira publicacdo em 1986, quando Tenter e Friedhoff relataram a presenca
de 18 animais soropositivos para B. equi ¢ 16 soropositivos para B. caballi, em 25 cavalos
testados por Imunofluorescéncia Indireta (RIFT).

Baldani et al. (2004) desenvolveram um ensaio de imunoadsor¢do enzimatica (ELISA)
para B. equi, com a finalidade de detectar portadores cronicos de babesiose equina. Ao testar 90
soros de equinos da regido nordeste do Estado de S@o Paulo, obtiveram aproximadamente 75%
(n=67) dos equinos positivos para B. equi, indicando ser esta regido endémica para babesiose
equina.

2.7 Imunidade

Segundo Ristic (1972), a resisténcia a babesiose depende da presenca continua de
protozoario no sangue, devendo haver equilibrio nas respostas imune, celular e humoral, sem o
que a resisténcia do animal pode ser comprometida.

Os equinos apresentam maior resisténcia a babesiose nos primeiros meses de vida.
Equinos infectados por B. caballi permanecem portadores por periodo de até quatro anos, € nas
infecgdes por B. equi permanecerdo portadores provavelmente por toda a vida (FRIEDHOOF et
al., 1990).

O bago tem importante fungdo no mecanismo de defesa organica contra Babesia spp,
sendo que equinos esplenectomizados nao podem controlar a infecgao. Mecanismos de filtragao e
fagocitose, assim como a produ¢do de imunofatores, estdo envolvidos na defesa do organismo
parasitado (RISTIC, 1972).

A resposta humoral parece ser mais efetiva sobre parasitos livres no plasma do que em
hemacias infectadas. O efeito protetor dos anticorpos parece ser restrito ao curto periodo de
tempo, entre 0 momento de acesso do parasito ao plasma e a invasdo de células alvo. Neste
estagio, imunoglobulinas G (IgG) podem prevenir a infec¢do por ligacdo e neutralizacdo dos
esporozoitos (HOMER et al., 2000). Proteinas do estadgio eritrocitico de B. equi foram
identificadas pela pesquisa de anticorpos de equinos infectados, sendo caracterizadas pelo seu
peso molecular. Equi merozoita antigeno 1 (EMA 1) tem sido indicado como importante
marcador da resposta imune contra B. equi (KNOWLES, 1996).

Ap0s se estabelecerem no interior de hemaécias, os trofozoitas iniciam sua multiplicagao,
levando ao surgimento dos sinais clinicos. Nesta fase, células do sistema imune inespecifico
serdo responsaveis por controlar a crescente parasitemia, através da producao de fatores soluveis
como gama interferon (IFN-y) pelas células natural killer (NK) e fator de necrose tumoral alfa
(TNF-0a), 6xido nitrico (NO) e espécies reativas derivadas de oxigénio (ROS) por macréfagos,
sendo desconhecido como estas moléculas atuam no desenvolvimento do parasito no interior da
hemacia. Na auséncia de macrofagos e células NK, uma rapida parasitemia ocorre em um curto
periodo de tempo. A queda da parasitemia ¢ devido a degeneracdo das babésias no interior dos
eritrocitos, que sao retirados de circulacdo pelo baco. Na fase de resolucdo, linfécitos T
produtores de IFN-y sdo o tipo celular envolvido, sendo proposto que esta substancia ¢
diretamente responsavel pela degradacao intraeritrocitaria do parasito (HOMER et al., 2000).
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2.8 Tratamento

A severidade da resposta clinica do hospedeiro vertebrado ¢ varidvel, e em muitos casos,
recuperagao espontanea pode ocorrer apos periodo febril, sem a ocorréncia de hemoglobinuaria ou
anemia marcante. A relacdo de compostos reconhecidos como tendo propriedades babesicidas in
vivo inclui Azul Tripan, Quinurénio, Amicarbalide, Dipropionato de Imidocarb, Diminazene,
Quinina, Atavaquone, Clindamicina e Azitromicina. Suas efetivas utilizagdes dependem de
legislagdao especifica de cada pais e suas disponibilidades comerciais. Tratamento de suporte
pode ser necessario e transfusdes sanguineas podem ser necessarias em animais muito anémicos e
de alto valor (VIAL; GORENFLOT, 2006).

Por muitos anos, trés babesicidas: Sulfato de Quinordnio, Isotianato de Amicarbalide e
Aceturato de Diminazene foram disponiveis para tratamento. Na década de 1970, outro composto
foi disponibilizado, Dipropionato de Imidocarb, que rapidamente tornou-se o produto de escolha.
Tanto B. caballi quanto B. equi respondem ao tratamento com drogas babesicidas, mas B. equi ¢
mais refratdria. O mecanismo pelo qual estes quimioterdpicos inibem o desenvolvimento de
Babesia spp ¢ ainda desconhecido, sendo sugerido que o imidocarb bloqueia a entrada de inositol
no eritrocito parasitado por Babesia spp, causando morte do parasito (VIAL; GORENFLOT,
2006).

Efeitos colaterais caracterizados por inquietagdo, dor abdominal, sudorese, respiragdo
acelerada e laboriosa, salivagdo, rolar no chao, entre outros, ndo sao incomuns apds tratamento
com imidocarb em doses de 02 mg/kg, em duas aplicagdes com intervalo de 24 h para B. caballi
e de 04 mg/kg, em quatro aplicagdes com intervalo de 72 h para B. equi. Tais sinais de toxicidade
sdo consistentes com a atividade inibidora de colinesterase (VIAL; GORENFLOT, 2006). A DL
so em cavalos foi estabelecida como sendo de 16 mg/kg, em duas doses com intervalo de 24 h e
ocorre insuficiéncia hepatica e renal em cavalos tratados com doses elevadas de imidocarb.
Asininos parecem ser mais sensiveis ao imidocarb, quando medicados com doses similares as
utilizadas para tratamento contra B. equi, podendo ocorrer 6bito (ADAMS, 1981).

Devem ser incluidos cuidados de suporte, variaveis conforme a gravidade, incluindo
repouso, liquidos intravenosos e drogas aintinflamatorias ndo esteroidais (MORRIS, 2000).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local de Execucio

O estudo foi realizado na Academia Militar das Agulhas Negras (AMAN), do EB, situada
no Municipio de Resende, no Estado do Rio de Janeiro, com latitude 22° 27’ S, longitude 44° 28’
W e altitude 440m (Figura 4), onde existem 178 equinos € que apresenta casuistica clinica de
babesiose equina estavel.

e - o T MR
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Figura 4. Academia Militar das Agulhas Negras, localizada no Municipio de Resende-RJ.

3.2 Origem dos Animais

O EB utiliza em seus efetivos equinos de ragas que demonstram aptidio para
desempenhar funcdes de instrugdo, guarda e esportes, tais como: Brasileiro de Hipismo (BH),
Puro Sangue Inglés (PSI), entre outras. Mais recentemente foi introduzida a raga Bretdo com a
finalidade de tracao.

Foram utilizados 178 animais, sendo 95 machos e 83 fémeas, mantidos em regime de
criacdo semi-intensivo (Figura 5), com calenddrio de medidas profilaticas contendo
vermifugacdes trimestrais, vacinagdes contra influenza equina, encefalomielite, tétano, raiva e
adenite equina (Tabela 1). A alimentacdo inclui cinco Kg de concentrado (racdo equina de
manuten¢do), oito Kg de verde “in natura”, constituido de coast cross — Cynodon dactylon e
napier — Pennisetum purpureum, 100 g de sal mineralizado para equinos e 50 g de linhaga,
diariamente. Os ixodideos existentes na regido sdo Anocentor nitens € Amblyomma cajennense,



sendo controlados, nos animais, com banhos carrapaticidas periddicos a cada quinze dias, com
cipermetrina.

Tabela 1. Calendario de medidas profilaticas praticadas em equinos da AMAN

Medida Profilatica Data de aplicacdo
Vermifugagao Fevereiro, Maio, Agosto, Novembro
Adenite Equina Fevereiro, Setembro
Anemia Infecciosa Margo, Setembro
Encefalomielite, Tétano e Influenza Abril
Raiva Maio

Figura 5. Equinos mantidos em sistema de criagdo semi-intensivo na AMAN.

Foram selecionados 27 equinos, aleatoriamente, de forma a abranger todas as atividades
desempenhadas pelo plantel da AMAN, sendo oito animais de salto, cinco de tragdo, oito de
instrucao e seis potros com idade até cinco anos, que se encontravam em periodo de doma ou
inicio de trabalho, com intuito de acompanhar clinicamente por meio de esfregagos sanguineos e
analises laboratoriais (Tabela 2).
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3.3 Avaliacao Clinica

A avaliagdo clinica constou de observacdo referente ao estado geral, seguida de afericdo
da temperatura retal em repouso, observacao de mucosas visiveis, frequéncia respiratoria e
cardiaca, registrados em fichas individuais. Tais parametros foram avaliados no periodo de oito a
dez horas da manha, antes de os animais serem submetidos a trabalho ou a temperatura ambiente
elevar-se consideravelmente.

Tabela 2. Equinos da AMAN utilizados na avaliagdo clinica, exames hematoldgicos e
bioquimicos.

Equino Raga Trabalho Sexo Idade
Matricula (anos)
Apiray 2696 Bretao Tragdo M 16
Bacamarte 0548 PSI Salto M 16
Bafafa 0027 Anglo-Arabe Instrucao F 19
Bandeira 2202 Mestica Instrucao F 10
Bigud 1266 Mestica Instrucao M 15
Blanche 2699 Bretao Tragao F 15
Bocaina 0644 BH Instrugdo F 14
Brasa 2231 Mestica Salto F 09
Buscapé 0145 Mestiga Instrugdo M 15
Butuca 2298 Mestica Salto F 09
Carancho 2364 Mestiga Salto M 08
Dote 2609 Mestica Salto M 07
Experiéncia 2858 Mestica Salto F 06
Fato 0371 BH Iniciagao M 05
Feiticeira 0326 Bretao Tragdo F 05
Formatura 0164 BH Iniciagao F 05
Fundamento 0061 BH Iniciacao M 05
Garrao 0367 Mestica Iniciagao M 04
Horténsia 2684 Bretao Tracao F 12
Ideafix 3387 Mestica Salto M 07
Inspiracao 1046 Mestiga Doma F 02
Milonga 0018 Mestica Instrucao F 11
Quintinha 2701 Bretao Tracao F 16
Underground 3232 BH Salto M 10
Urubici 0907 Mestiga Salto F 15
Varsplan 1235 BH Instrugao M 14
Yes 1233 Mestica Instru¢do M 12

3.4 Amostras de Sangue Total e Soro
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De cada animal foram coletados 10 mL de sangue sem anticoagulante e cinco mL de
sangue com o anticoagulante sal dissddico do acido etilenodiaminotetracético (EDTA), através da
puncdo da veia jugular, com tubos de vacuntainer, sendo o material devidamente identificado.

A preparacdo da coleta de soro incluiu refrigeragdo a - 4°C até a retracdo do coagulo,
quando entdo foi centrifugado a 3000 rpm por 5 minutos, retirando-se aliquotas de dois ml,
mantidas em Eppendorfs, devidamente identificadas e armazenadas a temperatura de -20°C até o
momento do teste sorologico.

3.5 Exames Hematologicos

As amostras coletadas para hemograma foram enviadas sob refrigeragdo ao Laboratdrio
de Patologia Clinica da Universidade Federal de Lavras (UFLA). O volume globular foi obtido
apos centrifugacdo em centrifuga de micro-hematdcerito, utilizando-se tubos capilares; a
hematimetria, a plaquetometria e a leucometria global foram realizadas em camara de Neubauer e
a hemoglobinometria avaliada através de espectrofotometria utilizando-se kits comerciais. A
coloragdo dos esfregacos sanguineos para hematoscopia, leucometria especifica e pesquisa de
hemoparasitos foi efetuada através da coloracdo por Corante Rapido Pandptico, sendo estes
esfregacos avaliados em microscopia Optica com aumento de 1000X (Coles, 1986; JAIN, 1993).

3.6 Exames Bioquimicos Séricos

As determinagdes dos valores séricos de creatinina e albumina foram efetuadas por
espectrofotometria com a utilizagdo de kits comerciais, e proteinas plasmaticas totais por
refratdmetro Optico, no Laboratério de Patologia Clinica da Faculdade de Veterindria da
Fundacdo D. André Arcoverde. As globulinas e a relagdo albumina/globulina foram determinadas
através de calculos aritméticos (KANEKO et al., 1997).

3.7 Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)

Os testes soroldgicos foram realizados no Instituto de Veterinaria/UFRRIJ, para pesquisa
de anticorpos anti-Babesia equi, utilizando-se o protocolo de Tenter e Friedhoff (1986) apud
Botteon (1996).

3.7.1 Preparacao do antigeno

Para a produgdo do antigeno foi utilizado um equino com aproximadamente dois anos de
idade, livre de ectoparasitos e negativo sorologicamente para hemoprotozoarios, que foi mantido
na UFRRIJ, no Departamento de Parasitologia Animal, de onde foi encaminhado para o Hospital
Veterinario da AMAN, sendo submetido a esplenectomia, como forma de baixar a resisténcia
imunologica e, consequentemente, permitir a observacao dos parasitas na corrente sanguinea. No
décimo dia apos a esplenectomia foram inoculados aproximadamente 4 mL da cepa Jaboticabal
de B. equi, criopreservada em 10% de dimetil sulfoxido (DMSO).

Diariamente, o animal foi acompanhado clinicamente por meio da afericdo das
frequéncias cardiaca e respiratdria, tempo de preenchimento capilar, coloragdo de mucosas,
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temperatura retal, motilidade intestinal, volume globular e por exame parasitologico por meio de
esfregagos sanguineos para determinag¢do da parasitemia. Quando a parasitemia atingiu 80%,
realizou-se a colheita de sangue com Alsever na propor¢ao de 1:1.

Para a preparagdo do antigeno para RIFI, as hemécias foram lavadas quatro vezes com
solugdo salina estéril a 0,85%, com remogao da papa leucocitaria na primeira lavagem. A papa de
hemadcias resultante foi ajustada para a obten¢do de uma concentracdo satisfatéria de parasitas,
aproximadamente 30 hemacias parasitadas por campo. As laminas para confec¢do dos esfregagos
delgados e uniformes foram lavadas e desengorduradas com &lcool e secadas em temperatura
ambiente. Foram realizados esfregacos e apos secagem em temperatura ambiente as laminas
contendo o antigeno foram embaladas individualmente em papel higiénico e separadas em blocos
contendo cinco laminas, envoltas em papel aluminio e devidamente identificadas, acondicionadas
em recipientes hermeticamente fechados e estocadas a —20°C até o momento do uso.

3.7.2 Descricao da reacao de RIFI

As laminas contendo o extrato antigénico foram descongeladas a temperatura ambiente,
em seguida marcadas com 14-16 pequenos circulos com esmalte de coloragdo vermelha. Em cada
cavidade foram colocados 10 pL de cada soro a ser testado. As laminas foram incubadas em
camara umida a 37°C por 45 minutos e, a seguir, submetidas a trés lavagens por imersao durante
cinco minutos cada, em solucdo salina tamponada (PBS). Apds secagem em temperatura
ambiente, as cavidades das laminas foram recobertas com aproximadamente 10 pL de anti-IgG
de equino conjugado ao isotiocianato de fluoresceina diluido a 1:100 em solu¢ao de PBS,
contendo azul de Evans 1mg%. Apds a adicdo do conjugado as laminas foram incubadas
conforme descrito acima e submetidas a duas lavagens por imersao durante cinco minutos cada
em PBS, e uma terceira lavagem de 30 segundos em agua tridestilada. As ldminas apds secagem
foram montadas com laminula e, utilizando-se glicerina tamponada a uma relacdo 9:1 de
glicerina/tampao carbonato-bicarbonato 0,5M pH 9,6, foram posteriormente observadas em
microscopio equipado para fluorescéncia.

3.8 Analise Estatistica

Os resultados obtidos para avaliagdo da prevaléncia sorologica de B. equi na populacao de
equinos na AMAN foram analisados pelo método estatistico do qui-quadrado, ao nivel de 5% de
probabilidade (PEREIRA, 2006).

Para analise dos dados obtidos na hematologia, bioquimica sanguinea e exame clinico,
foram selecionados aleatoriamente 27 animais, sendo desses, 22% da raga BH, 19% Bretao, 52%
Mestiga e 1% outras racas. Foi utilizado um modelo misto para a experimentagdo, estabelecendo
raca como bloco (controle local) e como fatores o trabalho a que s3o submetidos os equinos, o
sexo e a sorologia para B. equi. As varidveis respostas sdo as relativas a hematologia, bioquimica
e exames clinicos. Os Softwares usados nas analises foram o SAS System e o R 2.3.1.
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4.1 Avaliagao Clinica

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 27 equinos selecionados para coleta de sangue e avaliagdo clinica, seis foram
considerados negativos no exame sorologico para detec¢do de anticorpos anti-B. equi. Nao
houve, entretanto, diferencas no exame clinico.

Tabela 3. Resultados observados na avaliagdo clinica e na sorologia para B. equi, em equinos da

AMAN.
Equino Temperatura  Frequéncia  Frequéncia Mucosas Sorologia
Matricula Retal (°C) Cardiaca Respiratoria B. equi
(/min) (/min) (RIFT)

Apiray 2696 38,1 36 16 N Positivo
Bacamarte 0548 37,8 40 20 N Positivo
Bafafa 0027 37,4 36 18 N Positivo
Bandeira 2202 38,1 42 22 N Positivo
Bigua 1266 37,6 34 16 N Positivo
Blanche 2699 38,0 34 18 N Negativo
Bocaina 0644 37,4 40 20 N Positivo
Brasa 2231 37,9 36 20 N Positivo
Buscapé 0145 38,0 42 18 N Positivo
Butuca 2298 38,1 44 22 N Positivo
Carancho 2364 37,6 40 18 N Positivo
Dote 2609 38,0 36 18 N Positivo
Experiéncia 2858 37,5 42 22 N Positivo
Fato 0371 37,8 38 18 N Positivo
Feiticeira 0326 37,9 40 22 N Negativo
Formatura 0164 37,5 42 20 N Positivo
Fundamento 0061 37,4 36 16 N Positivo
Garrao 0367 38,0 42 18 N Positivo
Horténsia 2684 37,9 48 16 N Negativo
Ideafix 3387 38,1 32 18 N Positivo
Inspiragao 1046 37,6 36 14 N Positivo
Milonga 0018 37,7 38 18 N Positivo
Quintinha 2701 38,1 42 26 N Negativo
Underground 3232 37,9 34 18 N Negativo
Urubici 0907 37,7 40 16 N Positivo
Varsplan 1235 37,1 38 20 N Positivo
Yes 1233 37,6 38 18 N Positivo

*N - Normocoradas



4.2 Hemograma

Os valores médios observados em volume globular (VG), hemoglobinometria,
leucometria global e plaquetometria mantiveram-se dentro da normalidade, porém, proximos aos
limites minimos para a espécie, segundo Jain (1993) (Tabela 4 e Figura 6). Valores de
hematimetria estiveram abaixo do observado na literatura, tanto para animais portadores
assintomaticos quanto para os negativos na sorologia para B. equi, havendo a necessidade de
desenvolver mais pesquisas no sentido de avaliar faixas de normalidade para os equinos da
regido, assim como a influéncia de outros agentes etiologicos como B. caballi, virus da anemia
infecciosa equina e Anaplasma phagocytophila.

Valores de normalidade considerados foram 32 — 53% para VG, de 11,0 — 19,0 para
hemoglobinometria, de 5400 - 14300/uL para leucometria global, de 1,0 — 3,5 (x 10°/pL) para
plaquetometria, de 6,8 — 12,9 (x 10%/UL) para hematimetria (JAIN, 1993).

Nao houve evidéncia de hemolise nos equinos positivos para B. equi no presente estudo, o
que seria caracterizado por anemia, hiperbilirubinemia, com proteinas plasmaticas totais normais
ou aumentadas. Plasma de colora¢dao avermelhada indicando hemolise intravascular aguda ocorre
em animais intensamente parasitados, ndo ocorrendo em nenhum dos animais utilizados no
experimento.

Os resultados sdo semelhantes aos encontrados em outros trabalhos onde foram avaliados
parametros hematolégicos de equinos portadores de B. equi. Cunha et al. (1998) avaliaram
hematocrito de equinos experimentalmente inoculados com B. equi, verificando que ocorre rapida
queda deste parametro na fase aguda da infec¢do, mas sem sofrer alteragdes significativas durante
a fase cronica.

Silva (2002) descreveu achados semelhantes em eritrograma de equinos naturalmente
infectados, no Estado do Rio de Janeiro, com valores de hematdcritos nos grupos positivos e
negativos sem diferenca significativa, estando ambos um pouco abaixo dos valores de referéncia
para a espécie. Tais animais eram oriundos de apreensdo, estando em estado nutricional precério,
o que justificou os valores encontrados.

Schein (1988) descreveu anemia do tipo microcitica hipocrdmica ou normocitica
normocromica em equinos acometidos de babesiose aguda. Camacho et al. (2005) descreveram
decréscimo de 43 % no hematdcrito de equinos portadores assintomaticos de B. equi, obtidos em
duas fazendas na Galicia, noroeste da Espanha, quando comparados com equinos negativos. Estes
achados diferem dos valores encontrados neste estudo, que apresentou valores de hematocrito e
contagem de hemacias dentro das faixas de normalidade e sem diferenca significativa entre
equinos portadores assintomaticos e negativos para B. equi.

Contagens de plaquetas estiveram dentro da faixa de normalidade para a espécie, podendo
ser considerado trombocitopenia valores menores que 100.000/uL (JAIN, 1993).
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Tabela 4. Valores hematologicos obtidos em equinos da AMAN — Exército Brasileiro.

Parametro Volume Hemoglobina ~ Hematimetria ~ Leucometria ~ Plaquetometria
Globular (%) (g/dL) (x 10% global /UL /UL

Média 33,04 11,01 5,51 9.083 327.730
Valor Méaximo 39 13,0 6,5 12.200 634.000
Valor Minimo 26 8,63 4,31 6.900 102.000

40 - 36,5

35

30 - B Positivos

25 - ONegativos

20 -

15 -

10 - 8

VG Hemoglobina Hematimetria Leucometria
Global

Figura 6. Valores hematologicos médios de equinos positivos e negativos na sorologia para detec¢do de anticorpos
anti-B. equi. VG — Volume Globular

Valores observados na leucometria especifica encontraram-se dentro dos valores de
normalidade, ndo diferindo entre animais portadores assintomaticos e negativos para B. equi
(Tabela 5 e Figura 7).

Silva (2002) descreveu achados semelhantes em leucograma de equinos naturalmente
infectados, no Estado do Rio de Janeiro, com valores nos grupos positivos € negativos sem
diferenca significativa. A ocorréncia de monocitose significativa naquele experimento, conforme
relatado também por Rudolph et al. (1975), estaria justificada pela presenga de infeccao
subclinica ou cronica. Tais achados ndo foram repetidos no presente experimento, quando
considerados os valores médios dos equinos da AMAN.

Valores de normalidade considerados foram 2260 - 8580/pL para neutréfilos, de 00 — 100
para bastdes, de 1500 - 7700/pL para linfocitos, de 00 — 1000/pL para mondcitos, de 00 — 1000
para eosindfilos e de 00 — 290 para basofilos (JAIN, 1993).
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Observou-se ainda discreto desvio a esquerda regenerativo, com valores de bastdes
ligeiramente acima dos valores da espécie. Quando comparadas as médias de equinos portadores
assintomaticos e negativos para B. equi, tal desvio foi mais acentuado nestes ultimos, nao sendo
portanto, relacionado a patogenia pelo protozoario.

Tabela 5. Valores observados nas leucometrias global e especifica de equinos da AMAN —
Exército Brasileiro.

Parametro Leucometria  Neutrofilos Bastoes Linfocitos Monocitos  Eosinofilos Basofilos
global /UL (/uL) (/uL) (/uL) (/uL) (/uL) (/uL)
M¢édia 9.083 4.334 123 3.871 280 300 176
Valor Méaximo 12.200 6.171 443 8.174 1.089 1.155 531
Valor Minimo 6.900 2.186 00 2.208 00 00 00

10000 -
9000 -
8000 -
7000 -
6000 -
5000
4000
3000
2000
1000

3880 3830

Leucometria Neutréfilos Bastoes Linfécitos Monécitos Eosinéfilos Basofilos

Global

B Positivos ONegativos

Figura 7. Valores médios observados na leucometria global e especifica (células/ul) de equinos positivos e negativos
na sorologia para detec¢do de anticorpos anti-B. equi.

4.3 Bioquimica Sérica

Valores de referéncia para albumina sdo de 2,6 a 3,7 g/dL e para PPT sdo 5,2 a 7,9 g/dL,
estando os animais da AMAN dentro da normalidade (Tabela 6), independente de serem
portadores assintomaticos ou negativos para B. equi. Com funcdo de transporte e de manutencao
de pressdo oncotica, ocorrera elevacdo da albumina em casos de desidratagdao; sua reducao
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ocorrerd em doencas hepaticas, renais, gastrintestinais, ma nutri¢do ou perda de sangue ou plasma
(KANEKO et al., 1997).

A creatinina esteve com valor médio dentro da normalidade para equinos (Tabela 6),
considerando-se 1,2 a 1,9 mg/dL como valores de referéncia. Achados relacionados a babesiose
aguda incluem eleva¢do da creatinina plasmatica, secundaria ao dano renal causado por
hemoglobintria, induzida pela destruicdo aumentada de eritrocitos parasitados, intra ou
extravascularmente (KANEKO et al., 1997).

Avaliagdo da relacdo albumina/globulina (A/G) permite interpretagdo das discrasias
protéicas, quando utilizada em conjunto com os valores absolutos das fracdes individuais,
fornecendo ao clinico entendimento dos significados das disproteinemias. Em equinos, valores da
relacdo A/G situa-se em torno de 1 (KANEKO et al., 1997).

Tabela 6. Valores de bioquimica sérica obtidos de equinos da AMAN — Exército Brasileiro

Parametro Albumina Creatinina Proteinas Relagao A/G
g/dL. mg/dL Plasmaticas Totais
g/dL
M¢dia 3,46 1,57 6,94 1,13
Valor Maximo 4,2 6.6 11,4 1,94
Valor Minimo 2,9 0.4 5,2 0,36

A analise estatistica realizada utilizando-se as varidveis referentes a hematologia,
bioquimica sanguinea e ao exame clinico dos 27 equinos empregados no experimento ¢
discriminada a seguir:

O resultado da analise de variancia (teste F) é sumarizado na tabela abaixo:

Tabela 7. Analise de Variancia (ANOVA) para o modelo misto.

Variaveis Resposta Trabalho Sexo Sorologia
Volume Globular * NS NS
Hemoglobina * NS NS
Hematimetria * NS NS
Leucometria Global NS NS NS
Plaquetometria NS NS NS
Albumina NS NS NS
Creatinina NS NS NS
PPT NS NS NS
Relacao A/G NS NS NS
Temperatura NS NS NS
Batimentos cardiacos NS NS NS
Frequéncia respiratoria NS NS NS
* Diferenca entre médias significativa a 5%. NS - Diferenca entre médias ndo significativa.
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Da ANOVA observa-se que o unico fator significante foi o Trabalho, sendo esta
significancia relativa as varidveis resultantes do teste hematologico (Volume globular,
Hemoglobina e Hematimetria). Aplicando-se o teste de Tukey para detectar-se quais tipos de
trabalhos diferem significativamente entre si, obteve-se o seguinte resultado:

Tabela 8. Teste de Tukey para comparagao das médias dos tipos de trabalho.

Comparacoes Volume Globular Hemoglobina Hematimetria
Tracgdo - Salto NS NS NS
Tracao - Instrugao NS NS NS
Tracdo - Iniciacao * * *
Salto - Instrucao NS NS NS
Salto — Iniciacao NS NS NS
Instrucao - Iniciagdo NS NS NS

* Diferenca entre médias significativa a 5%.
NS - Diferenca entre médias ndo significativa.

Conforme observado na Tabela 08, a média observada para os eqiiinos de tragdo difere
significativamente da média observada para os eqiiinos em iniciacdo (potros) com relacdo as
varidveis resultantes do exame hematoldgico. O fator sorologia mostrou-se nao significativo para
todas as variaveis observadas quando da realizagdo da ANOVA (Tabela 07), porém, o teste de

Tukey detectou significAncia deste fator com as varidveis resultantes do teste hematoldgico
(Tabela 09).

Tabela 9: Teste de Tukey para o fator sorologia para B. equi de equinos da AMAN.

Variaveis Resposta Sorologia

Volume Globular ¢

Hemoglobina *

Hematimetria *

Leucometria NS
Plaquetometria NS
Albumina NS
Creatinina NS
PPT NS
Relacao A/G NS
Temperatura corporal NS
Batimentos cardiacos NS
Frequéncia respiratoria NS

* Diferenca entre médias significativa a 5%.
NS - Diferenca entre médias ndo significativa.

Essa discordincia entre ANOVA e teste de Tukey foi mencionada por Gomes (2000),

onde ele apresenta um caso em que houve este achado, mas afirma que estas se devem a
aceitacdo de hipoteses diferentes nas dedugdes teoricas, sendo, porém, de pouca importancia
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pratica. Portanto, mesmo havendo estas discordancias o teste de Tukey ¢ valido, devendo ser
levado em consideracao.

Analisando a Tabela 09, teste de Tukey para sorologia, observa-se que este fator foi
significante na comparag¢do de médias relativas as varidveis resultantes do exame hematologico.
Tal resultado vai ao encontro do que se espera em termos de patogenia relacionada ao
protozoario.

4.4 Prevaléncia Sorologica

Das 178 amostras de soros sanguineos de equinos, 157 foram consideradas positivas,
observando-se uma prevaléncia de 85,96%, conforme Tabela 10.

Os resultados obtidos no presente estudo sdo semelhantes aos observados em alguns
trabalhos realizados no Brasil em criacdes extensivas e semi-intensivas de equinos. Linhares
(1994) observou prevaléncia de 94,7% em equinos de Goiania, Goias, sendo a regido considerada
como de estabilidade enzootica. Pfeifer Barbosa et al. (1995) avaliando a soroprevaléncia de B.
equi em equinos criados a campo no Estado do Rio de Janeiro, obtiveram uma prevaléncia de
100%. Botteon (1996) obteve 89,6% de prevaléncia em equinos de sistemas de criacdo extensiva
e 87,1% em equinos criados em sistema semiconfinado. Estudos realizados na Baixada Litoranea
do Rio de Janeiro por Silva (2002), observaram uma prevaléncia de 95,9% assemelhando-se aos
observados por Laranjeira (2003) que ao avaliar a prevaléncia em diversas regides, observou
valores de 91,6% na regido Metropolitana, de 95,7% na regido do Médio Paraiba e de 100% para
as regioes Serrana, Centro-Sul Fluminense, Baixada Litoranea e da Baia da Ilha Grande. Estes
dados demonstram uma situagdo de estabilidade enzooética para os equinos da AMAN semelhante
ao que ocorre com as demais localidades do Estado do Rio de Janeiro.

Tabela 10. Prevaléncia de Babesia equi em equinos da AMAN — Exército Brasileiro.

N° de Animais Prevaléncia (%)
Animais positivos 153 85,96
Animais negativos 25 14,04
Total 178 100,00

Considerando-se o sexo dos animais avaliados, do total de 178 amostras testadas, 95 eram
de machos e 83 de fémeas, sendo que 86 machos e 67 fémeas foram positivos. A prevaléncia de
anticorpos para B. equi entre os soros de equideos para machos foi de 90,52% e de 80,72% para
fémeas (Tabela 11). Linhares (1994) encontrou a prevaléncia de anticorpos para B. equi de
91,48% para machos e de 90,50% para as fémeas, Laranjeira (2003) encontrou uma prevaléncia
de 95,20% para machos e de 91,20% para as fémeas.

Tabela 11. Prevaléncia de Babesia equi em equinos da AMAN — Exército Brasileiro, agrupados
segundo sexo.

Sexo Equinos Equinos Equinos Prevaléncia
Testados Positivos Negativos (%)

Macho 95 86 09 90,52

Fémea 83 67 16 80,72
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Total 178 153 25 85,96

Em relagdo a faixa etaria, dentre as 178 amostras avaliadas; 34 eram de animais com
idade igual ou inferior a 05 anos, sendo que 27 eram positivos, demonstrando uma prevaléncia de
79,41%. Entre a faixa etaria de 5 a 10 anos, do total de 48 animais testados, 42 apresentaram-se
positivos, representando uma prevaléncia de 87,50%. Do total de 63 animais com idade entre 10
a 15 anos, 53 eram positivos, observando-se uma prevaléncia de 84,12%. Dos 33 animais
avaliados com idade igual ou superior a 15 anos, 31 eram positivos, demonstrando uma
prevaléncia de 93,94% (Tabela 12). Analisando estatisticamente os dados da Tabela 7, referentes
as taxas de prevaléncia com relacdo a faixa etaria verifica-se que os resultados das taxas de
prevaléncia sao semelhantes para os diferentes grupos. Estes resultados também caracterizam
uma situacdo de estabilidade enzodtica para as diferentes faixas etérias, resultados que foram
semelhantes aos encontrados por Linhares (1994), onde para os animais menores de dois anos a
prevaléncia foi de 92,20%, para animais de maiores de dois anos e menores que dez foi de
89,20% e para animais maiores de dez anos a prevaléncia foi de 90,60%. Laranjeira (2003)
encontrou prevaléncia de 86,20% para os animais com menos de um ano idade e de 94,10% para
os animais com mais de um ano de idade.

Tabela 12. Prevaléncia de Babesia equi em equinos da AMAN — Exército Brasileiro, agrupados
segundo faixa etaria.

Faixa etaria Equinos Equinos Equinos Prevaléncia
Testados Positivos Negativos (%)

1-5 34 27 07 79,41

5-10 48 42 06 87,50

10-15 63 53 10 84,12

>15 33 31 02 93,94

Total 178 153 25 85,96

Considerando as ragas dos animais, dos 178 animais avaliados, 123 eram mestigos, 16
Bretdes, 26 Brasileiro de Hipismo, 13 de outras ragas. Dos 123 mesti¢os, 114 apresentaram-se
positivos, representando uma prevaléncia de 92,68%. Dos 16 Bretdes, quatro foram positivos
com prevaléncia de 25%. Dos 26 Brasileiro de Hipismo, 22 eram positivos, demonstrando uma
prevaléncia de 84,61%. Entre as outras ragas, os 13 animais eram positivos (100%) (Tabela 13).
Estatisticamente apenas a raga Bretdo apresentou diferenca significativa a 5% e esse resultado
pode ser explicado pelo manejo, uma vez que esses animais sdo mantidos sempre nos mesmos
piquetes sem cobertura vegetal, com auséncia de carrapatos e sem participagdo em viagens e
competicdes externas da AMAN. Provavelmente estes fatores estdo diretamente relacionados
com a baixa prevaléncia de B. equi observada para esta raga.
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Tabela 13. Prevaléncia de Babesia equi em equinos da AMAN — Exército Brasileiro, agrupados
segundo raca.

Racas Equinos Equinos Equinos Prevaléncia
Testados Positivos Negativos (%)
Mestigos 123 114 9 92,68
Bretao 16 4 12 25,00
BH 26 22 4 84,61
Outras 13 13 0 100,00
Total 178 153 25 85,96

BH — Brasileiro de Hipismo
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5 CONCLUSOES

Nas condi¢gdes em que o trabalho foi realizado, pode-se concluir que:

A prevaléncia de 85,96% observada nos animais caracteriza a area estudada como de
estabilidade enzootica para B. equi.

A prevaléncia de B. equi independeu da faixa etaria e do sexo.

Animais da raca Bretdo apresentaram prevaléncia significativamente menor e, portanto,
sob risco de ocorréncia de casuistica clinica.

Animais em estado assintomatico de infeccdo por B. equi ndo apresentaram variagdes no
hemograma que possam ser atribuidas unicamente a parasitose.

O teste de imunofluorescéncia indireta mostrou-se eficaz na detec¢do de anticorpos contra
B. equi em portadores assintomaticos.
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