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Resumo

O presente trabalho descreve 16 casos de infec96es agudas fatais pelo

protozo6rio Theileia annulata em vitelos (idade < 4 meses), que ocorreram no

sul de Portugal. Os animais apresentaram intensa infestagSo por carragas do

g6nero Hyalommma e exibiram nodulos multifocais, dispersos na pele e

linfoadenomeg6lia generalizada, semelhante a um linfoma maligno

multic6ntrico. Nos esfregagos de sangue e de linfonodo foram observadas

formas de Theileria annulata. Na necr6psia foram identificados n6dulos

hemorr5gicos, ou de halo hemorr6gico, na pele, tecido subcutdneo, mtsculos

esquel6ticos, m[sculo cardiaco, faringe, traqueia e serosa intestinal.

Histologicamente estes n6dulos eram constituidos por c6lulas redondas,

grandes, semelhantes a c6lulas linfobl6sticas neopl6sicas. Para identificagSo

imunohistoqulmica (lHC) das c6lulas que constituiam as les6es utilizaram-se

em fragmentos de pele, tecido muscular esquel6tico e linfonodos, dois

anticorpos monoclonais (anti-CD79ocy e anti-protefna mielomonocitica L1) e

um policlonal (anti-CD3), respectivamente, para linf6citos B, macrofagos e

linfocitos T. As c6lulas identificadas eram maioritariamente linf6citos T e

macr6fagos e mais raramente linf6citos B. Os esquizontes de Theileria

annulata foram identificados por IHC atrav6s do uso de dois anticorpos

monoclonais (1C7 e 1C12) e um anticorpo policlonal (R2185), anti-Theileria

annulata. Foi realizado estudo ultraestrutural (microscopia electr6nica de

transmissSo) das lesOes nodulares, confirmando-se a presenga de formas

compatlveis com Theileria annulata no citoplasma de macr6fagos. A an6lise do

5cido desoxirribonucleico mitocondrial (ADNmt; fragmentos da regiSo de

controlo hiperuari6vel D-loop) permitiu o estudo preliminar da clonalidade das

c6lulas presentes nas les6es. As alterag6es observadas nos diferentes 6rg5os

e tecidos parecem resultar da proliferagSo e disseminagdo de macr6fagos

infectados, produtores de citoquinas, que estimulam a multiplicagdo

descontrolada de linfocitos T.

Palavras chave: Theileria annulata, teileriose tropical, protozo5rio, proliferagSo

de c6lulas linfoides



Morphological characterization of neoplasticiike lesions in calves infected with
Theileria annulata

Abstract

The present work describes 16 cases of acute lethal infection by

protozoan Theileria annulata in calves (< 4 months of age), occurring in the

south of Portugal. Infestation with ticks (genus Hyalomma) was intense. The

calves developed multifocal to coalescent nodular skin lesions and lymph node

enlargement, similar to multicentric malignant lymphoma. Theileria annulata

was seen in blood and lymph node smears. At necropsy, hemorrhagic nodules

or nodules with a hemorrhagic halo were seen, particularly in the skin,

subcutaneous tissue, skeletal and cardiac muscle, pharynx, trachea and

intestinal serosa. Histologically the nodules were formed by large, round,

lymphoblast neoplastic-like cells. lmmunohistochemistry (lHC) was used for

labelling in sections of skin and skeletal muscle nodules and lymph node with

two monoclonal primary antibodies (anti-CD79ocy and anti-myelomonocytic L1

protein) and one polyclonal primary antibody (anti-CD3), for B cells,

macrophages and T cells, respectively. The cells present in the nodules were

mostly T lymphocytes and macrophages. Very few B lymphocytes were also

identified. Theileria annulata schizonts were also identified by lHC, through the

use of two monoclonal antibodies (1C7 and 1C12) and one polyclonal antibody

(R2185) antt-Theileria annulata. An ultrastructural (transmission electron

microscopy) characterization of the lesions was performed and confirmed the

presence of Theileria annulata-like organisms in the cytoplasm of

macrophages. A mitochondrial desoxirribonucleic acid (DNAmt) analysis (D-

loop fragments hypervariable control region) was used to perform a preliminary

assessment of the clonality of the cells identified in the lesions. Changes in

different organs and tissues were finally considered as being the result of

proliferation and dissemination of cytokine producing and schizont infected

macrophages, which stimulate the uncontrolled and severe proliferation of T

lymphocytes.

Key words: Theileria annulata, tropical theileriosis, protozoa, lymphoid cell

proliferation
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Pref6cio

Em Portugal, presume-se que a infecgSo por Theileria annulata 6

end6mica, apesar da quase total inexistdncia de trabalhos publicados sobre

esta doenga. No entanto, v6rios laborat6rios de diagn6stico veterin6rio,

apresentam registos de infec96es, principalmente de casos cr6nicos, por

vezes, assintom6ticos, verificados em animais adultos.

O unico trabalho de que temos conhecimento sobre a doenga foi

desenvolvido pelo Professor Doutor Jos6 Luls Silva LeitSo em 1945, intitulado

"Theileriose bovina em Portugal" e publicado no Repositorio de Trabalhos do

Laborat6rio Central de Patologia Veterin6ria, volume l!. J6 neste trabalho se

chamou a atengdo paru a importdncia da teileriose no nosso pais e para a

elevada quantidade de animais afectados:

" rVl-ds este profifema, por{lue na reafifafe se trata fe prohfema importante pdra d nossd

pecudria, apresenta aspectos que muito convim assinatar."

"Estd esporozoose, convim para isso cframar a atengdo, tem cer'tds caracterbticas, que

d torndm traigoeira no ataque aos organismos e 6 [e fifuif com6dte."

"A mo[6stia estenfia-se d centenas fe animais, que se apresentaaam tristes, fepimi[os,

com anore4ia, pA[o arrepinfo, granfe emagrecimento, astenin, finrreia profusa

constdnte, antece[en[o, por vezes, outro quaQuer sintoma, . . ."

Na regiSo do sul do Alentejo, num periodo de tempo que se estendeu

desde o final de 1999 at6 Novembro de 2007, assistiu-se ao aparecimento de

casos de doenga aguda e fatal em vitelos muito jovens (idade igual ou inferior a

4 meses de vida). O aparecimento stibito, o quadro clinico e o quadro lesional

exuberante, semelhante a linfoma maligno multic6ntrico, despertou-nos a

atengSo para esta situagdo, tendo sido desencadeados os procedimentos

indispens6veis ao diagnostico e controle da afecgSo. E desses procedimentos

e das suas conclus6es que se d6 conta no texto desta tese.

tx
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Introdug5o geral

Como dissemos no Pref6cio, durante o perlodo que decorreu do final de

1999 ate Novembro de 2007, assistiu-se ao aparecimento de casos de doenga

aguda e fatal em vitelos muito jovens, na regiSo do sul do Alentejo. Estes

vitelos desenvolveram um quadro de les6es nodulares multifocais, dispersas na

pele e aumento generalizado do volume dos linfonodos, semelhante a linfoma

maligno multic6ntrico. Vdrios m6dicos veterin5rios que desenvolvem actividade

cllnica nesta regiSo do pais, confirmaram a ocorrBncia esporSdica de casos

semelhantes no passado, sem que nunca tivesse sido obtido o diagn6stico.

A procura de explicagSo para o processo em causa facilitou o acesso

aos animais doentes, permitindo o estudo aprofundado da doenga.

Ao longo do texto da presente tese, descreve-se como foi possfvel

concluir que a doenga em causa correspondia a forma particularmente grave

de teileriose tropical.

A teileriose tropical, tamb6m designada febre da Costa Mediterrdnica, 6

uma doenga provocada pelo protozo6rio Theileria annulata. Afecta bovinos

dom6sticos e ruminantes silvestres como o b0falo aqu6tico asi6tico, Bubalus

bubalis (Barnett, 1977; Urquhart et al., 1996; Navarrete et al., 1999; Minjauw &

Mcleod,2003).

Taxonomia

A esp6cie Theileria annulata pertence ao G6nero Theileria, Familia

Theileriidae, Ordem Piroplasmida, Classe Esporozoa, Filo Apicomplexa e sub-

Reino Protozoa (Levine et a|.,1980).

Ciclo biol6gico

O ciclo biol6gico, heteroxeno, comporta dois hospedeiros: o vertebrado

e o vector, este 0ltimo, ixodideos do g6nero Hyalomma (Caeiro, 1973; Barnett,

1977; Brown, 1990; Bussieras & Chermette, 1992; Navarrete et al., 1999).

No hospedeiro bovino, a infecgSo inicia-se pela picada da carraga

infectada que inocula esporozoitos presentes nas suas gl6ndulas salivares.

Estes esporozoltos invadem preferencialmente macrofagos, embora os
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linf6citos B possam tamb6m ser infectados (Glass et al., 1989; Bussi6ras &

Chermette,1992; Campbell et al., 1994; Forsyth et al., 1997; Ahmed et al.,

1999; Moreau et al., 1999). No citoplasma da c6lula alvo, os esporozoltos

evoluem paru trofozoitos que se multiplicam, formando estruturas

multinucleadas delimitadas por membrana, os esquizontes ou corpos azuis de

Koch. Estes evoluem para merozoltos que, por rotura da c6lula hospedeira,

invadem os gl6bulos vermelhos aproximadamente 8 a 10 dias p6s-infec9So,

constituindo a forma infectante para os ixod[deos vectores (Bussi6ras &

Chermette , 1992; Navarrete et al., 1999).

Na carraga, o protozo6rio desenvolve-se no intestino da mesma, onde

se formam os macro e micro-gdmetas, que, apos fus6o, originam os zigotos.

Estes evoluem para cinetos, que migram para aS gldndulas salivares. O

desenvolvimento desta forma parasit6ria e bloqueada at6 maturagSo da

carraga para novo estadio, onde evoluem para esporoblastos. Estes originam

esporozoltos que ser6o transmitidos pelo novo estadio da carra3a ao

hospedeiro bovino (transmissSo transtadial; Bussi6ras & Chermette, 1992;

Navarrete et al., 1999).

Epidemiologia

A teileriose tropical distribui-se por vdrios pafses tropicais e subtropicais,

desde o sul da Europa, Africa (principalmente regiSo norte), Proximo e M6dio

Oriente e paises sul asi6ticos, como a india e China (Caeiro, 1973; Purnell,

1978; Bussi6ras & Chermette, 1992; Urquhart et a1.,1996; Habela et a1.,1999;

Minjauw & Mcleod, 2003). Em muitos destes pafses, esta doenga assume

car6cter end6mico, sendo respons6vel por elevada morbilidade e perdas de

produtividade nos animais de ragas indigenas, mas assumindo mortalidade

elevada em animais de ragas importadas ou que resultam de cruzamento com

estas (Brown, 1990; Preston et al., 1992a; Urquhart et al., 1996; Bakheit &

Latif , 2002; Minjauw & Mcleod, 2003; Glass et al., 2005; Gharbi et a1.,2006;

Glass & Jensen, 2007 Ahmed et a\.,2008; Jensen et a|.,2008).

Em Portugal, apesar do conhecimento generalizado da exist6ncia da

teileriose tropical, apenas foi possfvel identificar uma 0nica referOncia a casos

de infecgso por Theileria annulata (Leitdo, 1945). No entanto, o registo

2
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laboratorial, baseado principalmente no diagnostico de casos cronicos e por

vezes, assintom6ticos, 6 do conhecimento geral, presumindo-se que a doenga

6 end6mica na regido Sul do pa[s, embora a regiSo Centro tamb6m seja

afectada (Leitdo, 1945; Criado-Fornelio ef al., 2003). Esta distribuigSo est6,

seguramente, relacionada com a presenga do vector nestas regi6es e o

sistema de exploragSo e desenvolvimento animal predominante (Caeiro, 1999;

Navarrete et al., 1999; Brigido et a1.,2004).

Sinais Clinicos

Os sinais clinicos da teileriose tropical quando esta se manifesta na

forma aguda, ou mesmo, hiperaguda, iniciam-se aproximadamente uma

semana ap6s a infecgdo, caracterizando-se por febre elevada, linfoadenopatia

generalizada, nodulos cut6neos disseminados por toda a superflcie corporal,

pet6quias nas mucosas, apatia, anorexia, anemia e, por vezes, diarreia e

ictericia (Gill ef al., 1977; Urquhart et a|.,1996; Forsyth et a|.,1999; Navarrete

et al., 1999). Os animais que apresentam sinais clinicos mais moderados,

recuperam da infecgSo, mas mant6m-se portadores cr6nicos (Gill ef al., 1977;

Urquhart et al., 1996; llhan ef a/., 1998; Forsyth et a|.,1999; Navarrete et al.,

l eee).

Patogenia

As formas parasit6rias que se desenvolvem no hospedeiro bovino ndo

estSo incluldas num vactolo, ao contr6rio do que acontece com a maioria dos

parasitas pertencentes ao filo Apicomplexa, apresentando-se livres no

citoplasma da c6lula hospedeira (Morrissette & Sibley, 2002; Shaw, 2003;

Dobbelaere & KUenzi, 2004). Os esquizontes s6o o estadio com maior

responsabilidade pelas alterag6es fenotipicas das c6lulas alvo, induzidas pela

interacASo com diversas vias metabolicas, por sua vez, responsSveis pelas

alterag6es que contribuem para justificar a patogenia desta doenga (Sager et

al., 1997; Ahmed et al., 1999; Dobbelaere & Heussler, 1999; Glass, 2001;

Shiles et al., 2004; Oura ef al., 2006; Shiels et a|.,2006). O modo como esta

interacgdo e mediada ainda n6o est6 totalmente esclarecido, embora a

presenga de v6rias mol6culas proteicas do parasita no n0cleo e citoplasma da
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c6lula hospedeira sugiram a hip6tese de indugSo da expressSo de

determinados genes pela c6lula hospedeira, que determinardo as alterag6es

fenotlpicas e de comportamento das c6lulas parasitadas (Ahmed et al., 1999;

Swan et al., 1999; Swan et al., 2001; Swan et a1.,2003; Shiels et a1.,2004;

Oura ef aI.,2006; Shiels et a1.,2006; Ahmed et a\.,2008).

Os macr6fagos infectados por esquizontes apresentam aumento da

slntese e da actividade de metaloproteinases (Baylis et al., 1992; Baylis et al.,

1995), as quais actuam como factores de virul6ncia, justificando algumas das

les6es verificadas nesta doenga, nomeadamente a capacidade metastStica

das c6lulas infectadas, a presenga de Olceras em alguns orgdos (por exemplo,

abomaso) e a caquexia, por digestSo da matriz extracelular (Baylis et a|.,1992;

Baylis et a\.,1995; Birkedal-Hansen, 1995; Adamson & Hall, 1997; Somerville

et al., 1998; Ahmed et al., 1999; Adamson et a\.,2000).

ln vitro, foi demonstrado que as c6lulas infectadas por Theileria spp.

apresentam aumento da actividade de determinadas quinases : serina/treonina

protelna quinase receptor do tipo Il ("Enzyme Commission number" - EC

2.7.11.30) e "mitogen-activated" proteina quinase (EC 2.7.11.24). A primeira 6

uma enzima respons6vel pela fosforilagSo de v6rios substratos que estSo

envolvidos na proliferagSo e diferenciagSo celular (Ahmed et al., 1999;

Biermann et a\.,2003) e a segunda, apresenta papel importante na resposta

celular a factores de proliferagSo, a citoquinas, a situagOes de stress celular e

na regulag6o da reorganizagdo do citoesqueleto na transigSo interfase-

metafase do ciclo celular (Davis, 1993; Chaussepied ef a/., 1998; Lizundia ef

a|.,2006).

As c6lulas infectadas tamb6m expressam v6rios factores de transcrigdo,

por exemplo, factor nuclear rB (NF-rB) e proteina activadora 1(AP-1). O

primeiro implicado na regulagSo de v6rios genes (envolvidos, por exemplo, na

resposta inflamat6ria e imunitiiria) e o segundo na regulagSo do ciclo celular

(Baylis et al., 1995; Chaussepied ef a/., 1998; Dobbelaere & Kttenzi,2004;

Lizundia et a|.,2006).

A patogenia da teileriose tropical est6 tamb6m intimamente ligada d

resposta imunit6ria desenvolvida no hospedeiro bovino, j6 que um dos factos

de maior relevdncia nesta patologia 6 a proliferagSo descontrolada de c6lulas

infectadas e c6lulas linf6ides do tipo T (Brown et al., 1995; Campbell et al.,

4
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1995; Campbell et al., 1997; Ahmed & Mehlhorn, 1999; Preston et al., 1999;

Glass, 2001).

A hipertrofia dos linfonodos e o desenvolvimento de nodulos em v5rios

6rg6os e tecidos estar6 associado d proliferagSo das c6lulas infectadas e de

c6lulas linf6ides resultantes da resposta imunit6ria (Gill et al., 1977; Preston ef

al., 1992b; Forsyth et al., 1999; Navarrete et al., 1999).

O controlo da infecgSo 6 realizado tanto d custa da imunidade humoral

como celular sendo, paradoxalmente, esta 0ltima a que mais contribui para a

patogenia do processo (Preston et al., 1983; Ahmed & Mehlhorn, 1999;

Preston et a\.,1999; Glass, 2OO1; Ahmed et a|.,2008):

A imunidade humoral desenvolve-se d custa da produgSo de anticorpos

contra todas os estadios de desenvolvimento do parasita, mas revelam-se

pouco eficazes para impedir o desenvolvimento da doenga, sendo detect6veis

numa fase tardia da infecgSo, quando outros mecanismos de imunidade celular

j6 se iniciaram (Hooshmand-Rad & Hashemi-Fesharki, 1971; Ahmed et al.,

1988; Kachani & Spooner, 1992; Ahmed & Mehlhorn, 1999; Ahmed et al.,

2008).

A imunidade celular 6 feita, inicialmente, d custa de mecanismos inatos

como a intervengSo de c6lulas fagocit6rias, neste caso, macr6fagos e c6lulas

"Natural Killer" (Ahmed et al., 2008; Ahmed et al., 1999). Por um lado, os

macrofagos infectados, ao produzirem in0meras citoquinas pr6-inflamatorias

(interleuquina-1q e 18, interleuquina-6, interleuquina-10, interleuquina-12,

factor de necrose tumoral-q e interferSo-o), estimulam a proliferagio de

macr6fagos infectados e nio infectados (Preston et al., 1992b; Ahmed et al.,

1999; Forsyth et a1.,1999; Preston et a1.,1999; Ahmed et a1.,2008). Por outro,

ocorre a apresentagSo de antig6nios pelos macr6fagos infectados a linfocitos T

citot6xicos (CD8+) e T helper (CDa+) via MHC classe I e ll, respectivamente

(Glass & Spooner, 1990; Ahmed et al., 1999; Campbell & Spooner, 1999;

Preston et al., 1999; Ahmed et a1.,2008). Diversos estudos, in vitro e in vivo,

demonstraram que ambos os tipos celulares proliferam, em resposta a

presenga de c6lulas infectadas: os linf6citos T helper proliferam e produzem

citoquinas, interferSo-V (!FN-y) e interleuquina 2 (lL-2), esta 0ltima respons5vel

pela proliferagSo dos linfocitos T citotoxicos que destroem as c6lulas

infectadas. Ambas as citoquinas tamb6m estimulam a proliferagSo dos
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macr6fagos infectados (Preston et al., 1992b; Brown et a1.,1995; Campbell ef

a/., 1995; Campbell et al., 1997; Campbell et al., 1998; Ahmed et al., 1999;

Campbell & Spooner, 1999; Preston et a\.,1999; Nichani et a|.,2003; Ahmed ef

a\.,2008).

As c6lulas "Natural Killer" actuam numa fase mais precoce da infecaSo,

estimuladas pelo interferSo-o (lNF-o). Estas c6lulas tamb6m produzem INF-y,

que, activando os macrofagos, aumentam a produgSo de oxido nitrico,

impedindo a multiplicagSo do protozo6rio e conduzindo a c6lula parasitada d

apoptose (Visser et al., 1995; Richardson et al., 1998; Preston et al., 1999;

Ahmed et aI.,2008).

A citoquina factor de necrose tumoral-o (TNF-o) apresenta um papel

muito importante na reacgso inflamatoria, nomeadamente no aparecimento da

febre, anemia e caquexia, sintomas que tamb6m estSo presentes na teileriose

tropical (Bielefeldt Ohmann et a1.,1989; Ahmed & Mehlhorn, 1999; Glass et al.,

2003).

A imunidade celular 6 a respons6vel pelo facto de os animais que

recuperam de infec96es primdrias serem imunes a novas infec96es com

estirpes hom6logas e algumas heterologas de Theileria annulafa (lnnes et al.,

1989; Ahmed & Mehlhorn, 1999; Preston et a1.,1999; Glass, 2OO1; Machugh ef

a|.,2008).

Deste modo, percebe-se que a patogenia da teileriose tropical est6

intimamente ligada d resposta imunit6ria desenvolvida, nomeadamente ao

balango entre a imunidade inata (macr6fagos e c6lulas "Natural Killer") e a

imunidade adaptada (linfocitos T CD8+ e CD4+), sendo os esquizontes

respons6veis pela alteragSo do estabelecimento da resposta imune, que

conduz ao desenvolvimento da teileriose tropical (Campbell et al., 1997;

Campbell et a\.,1998; Campbell & Spooner, 1999; Preston et a|.,1999; Glass,

2001; Graham et a1.,2001). O esquema que se segue pretende ilustrar a

resposta imunit6ria desenvolvida na teileriose tropical (Adaptado de Ahmed &

Mehlhorn, 1999 e Ahmed et a|.,2008):
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lmunidade humoral (mediada por anticorpos)

r €SpoIoZoitos ---+ neutralizam a capacidade infectante dos esporozoitos
I

I

Anticorpos anti I esquizontes -+ nao sao eficientes

I

II merozoitos ---+ inibem a invasSo dos eritr6citos

lmunidade celular

Especlfica

Linf6citos T CD8+ lisam as c6lulas infectadas

Linfocitos T CD4+ + produzem citoquinas (lL-2, INF-y)

I\y

- activam os macr6fagos

- promovem a proliferag6o de linf6citos T CD8+

- estimulam a produgSo de anticorpos

lnespecffica

Macrofagos activados n6o infectados --- inibem a proliferagSo
das c6lulas infectadas

Celulas "Natural Killer" ) promovem a lise
celular



INTRODUQRO CrRnl

A breve descrigdo que elabor6mos, a proposito de aspectos importantes

na patogenia da teileriose tropical, visa enquadrar o tema que nos propusemos

desenvolver nos cinco cap[tulos que se seguem. Estes capitulos

correspondem a trabalhos experimentais desenvolvidos na Faculdade de

Medicina Veterin6ria da Universidade T6cnica de Lisboa, na Universidade de

Evora e no lnstituto de Patologia e Imunologia Molecular da Universidade do

Porto (IPATIMUP), com o apoio financeiro de bolsa de doutoramento

concedida pela FundagSo para

(sFRH/BD 131 987 12006).

a Ci6ncia e Tecnologia

No primeiro capitulo, apresenta-se a populagdo em estudo, vitelos com

menos de 4 meses de idade, oriundos da regiSo sul de Portugal, com suspeita

de teileriose tropical e descreve-se o quadro cl[nico e lesional (les6es

macrosc6picas e microsc6picas) identificado nestes animais.

No segundo capftulo apresentam-se os resultados obtidos relativos d

caracterizagSo fenotipica das c6lulas presentes nas les6es microsc6picas

identificadas no capftulo l, com recurso a anticorpos especlficos.

No primeiro e segundo capitulos sentimos necessidade de voltar a

abordar v6rios aspectos da patogenia da teileriose tropical, tal como o fizemos

nesta lntrodugSo, o que se revelou importante para discussdo dos resultados

obtidos.

Os trabalhos descritos no terceiro capitulo pretenderam caracterizar

esquizontes de Theileria annulafa, atrav6s da utilizagio de dois anticorpos

monoclonais e um policlonal, nas les6es descritas nos capltulos anteriores.

No quarto capitulo apresenta-se o estudo ultraestrutural das c6lulas

descritas no capitulo !, que permitiu confirmar a origem das c6lulas

identificadas e localizar no citoplasma de macr6fagos formas suspeitas de

Theileria spp..

O quinto capitulo apresenta um pequeno estudo dos polimorfismos de

dois fragmentos da regiSo D-Loop do 5cido desoxirribonucleico mitocondrial

(ADNmt) bovino, com o objectivo de inferir acerca da clonalidade das c6lulas

identificadas nas les6es de teileriose tropical.

Com o desenvolvimento destes trabalhos pretendeu-se alcangar os

seguintes objectivos:

8
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- Caracterizagdo macroscopica e microscopica das les6es identificadas em

vitelos com suspeita de infecgdo por Theileria annulata.

- Caracterizagdo fenotlpica e ultraestrutural das c6lulas envolvidas nas lesdes

dos animais doentes.

- ConfirmagSo do diagnostico etiol6gico de infecgso por Theileria annulata.

- ContribuigSo para o conhecimento sobre a resposta inflamat6ria e imunit6ria

de vitelos afectados por Theileia annulata.
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CAPITULO I

Capitulo !: Garactertzagdo macrosc5pica e microsc6pica das

les6es identificadas em vitelos infectados por Theileria

annulata

lntrodugio

Em Portugal, s6o inexistentes as descrig6es sobre les6es

macrosc6picas e respectivo estudo histologico em cad6veres cuja morte

resultou de infecgdo por Theileria annulata. A nivel internacional s6o tamb6m

escassas as refer6ncias ds alterag6es morfologicas, macrosc6picas e

microscopicas, identificadas nas les6es em infecA6es por Theileria annulata

(Caeiro, 1973; Gill ef al., 1977; Forsyth et a1.,1999). Caeiro (1973) e Gill ef a/.

(1977) descreveram principalmente a sintomatologia e les6es macrosc6picas,

identificando quadros semelhantes, que se caracterizaram por febre, anorexia,

anemia, icterlcia, dispneia e les6es de hipertrofia generalizada dos linfonodos,

hepatomegSlia, esplenomeg6lia, Ulceras no abomaso, hemorragias nas

mucosas, serosas, tecido subcutdneo, endoc6rdio e epic6rdio. Este 0ltimo

autor descreveu ainda a infiltragio de alguns orgSos por linfocitos e

macrofagos. Forsyth et al. (1999) analisaram a distribuigSo das c6lulas

infectadas, fag6citos mononucleados, com esquizontes em diferentes 6rg5os e

tecidos, provenientes de animais infectados experimentalmente com Theileria

annulata e conclu[ram serem estas c6lulas as respons5veis pelo quadro clinico

e lesional observado.

Neste capltulo pretendemos descrever as les6es macrosc6picas

identificadas em cad6veres de vitelos infectados por Theileria annulata e

caracterizar as les6es histol6gicas correspondentes, com base na morfologia

das c6lulas observadas. Estes vitelos desenvolveram a forma aguda da

doenga acabando por morrer, ou ser eutanasiados por aus6ncia de

recuperagSo cllnica, entre uma a duas semanas ap6s o inicio dos sintomas.

Materiais e M6todos

O presente estudo incidiu sobre 16 vitelos com idade igual ou inferior a

4 meses, oriundos do sul de Portugal continental. Na tabela 1 numeram-se
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CAPITULO I

estes animais de 1 a 16, indicando-se a data da morte, a idade, o g6nero, a

raga e o concelho de origem (Figura 1).

Tabela 1: Data da morte, concelho de origem, idade, g6nero e raga dos vitelos
estudados.

(* animais oriundos da mesma exploragSo no concelho de Vendas Novas; ** animais oriundos

da mesma exploragSo no concelho de Evora)

DATA DA MORTE CONCELHO IDADE GENERO RA9A

(1) Dezembro/1999 Elvas 3 meses F X Limousine

(2) Abril/2000 Vendas Novas 1 mis eTz M X Limousine

(3) Outubro/2000 Montemor-o-Novo 2 meses F X Limousine

(4) Abril/2001 Vendas Novas* 4 meses M X Limousine

(5) Junho/2001 Vendas Novas '1 m6s M Limousine

(6) Julho/2001 Evora 2 meses F Charol6s

(7) Margol20o2 Viana do Alentejo 3 meses F X Charoh3s

(8) Abritl2002 Vendas Novas* l mdseY, F X Charol6s

(9) Junho/2003 Montemor-o-Novo 21 dias M Limousine

(10) Setembrol2003 Evora 2 meses M X Charolds

(11) Setembrol2003 Montemor-o-Novo 2 meses M Charol6s

(12) Setembrol2003 Montemor-o-Novo 3 meses M Limousine

(13) Setembrol2005 Evora** 3 semanas F Alentejana

(14) Outubro/2005 Evora** 3 semanas F Alentejana

(15) Outubrol2007 Evora** 2 meses M Alentejana

(16) Novembrol2007 Evora** 1 m6s F Alentejana
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CAPiTULO I

Figura 1: Mapa da regiSo do Alentejo onde se assinalam os concelhos de origem dos animais

deste estudo (Adaptado de DirecgSo Regional de Agricultura e Pescas do Alentejo, 2008).

Todos os vitelos nasceram nas explorag6es de origem e, ate d data da

morte destes animais, nenhuma destas explorag6es registava casos de

Leucose Bovina. A distdncia entre estas exploragOes varia entre 20 a 100 km.

O facto de n6o ter sido possfvel observar todos os animais doentes com

vida, determinou a selec96o das amostras para realizagdo das diferentes

an6lises. Assim, apenas em sete casos (animais nos 4, 7,8,9, 10, 13 e 15)

foram obtidos esfregagos de sangue perif6rico e em seis esfregagos de

linfonodo (animais nos 7,8,9, 10, 13 e 16), posteriormente corados pelo

Giemsa (Anexo !). Os linfonodos utilizados para colheita foram aqueles que se

apresentavam hipertrofiados.

Todos os cad6veres foram necropsiados e colhidos fragmentos de

orgSos e tecidos que apresentaram les6es, os quais foram fixados em

formaldeido tamponado (VWR, 1 .00496) a 10% e processados pelo m6todo de
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rotina para exame histopatol6gico. Cortes de 3 pm de espessura foram

corados pela hematoxilina-eosina (H-E; Anexo l) e pelo Giemsa (Anexo l).

Dos animais nos 8 e 9 foi obtido sangue perif6rico (heparinizado 20UI/ml)

para extracgdo de c6lulas mononucleadas (PBMC). A cultura e identificagSo

dos parasitas foi coordenada pelo Professor Doutor Alexandre LeitSo e

realizada no laboratorio do lnstituto de lnvestigagSo Cientifica Tropical

(Faculdade de Medicina VeterinAria da Universidade T6cnica de Lisboa). A

metodologia utilizada consta do Anexo l! (Sharma et al., 1998; Rozen &

Skaletsky, 2000; Zhang et a\.,2000).

Resultados

Hist5ria Clinica

Todos os animais apresentaram sinais clinicos semelhantes, de acordo

com o observado por nos, ou relatado pelos m6dicos veterin6rios assistentes

das exploragOes de origem destes vitelos.

Os animais revelaram hipertermia, anorexia, emaciagSo, por vezes

acentuada, anemia, exoftalmia unilateral ou bilateral, pet6quias nas mucosas

oral, nasal e conjuntiva, bem como no pavilhSo auricular. A palpagSo foi

detectada a presenga generalizada de nodulos cut6neos e subcutAneos, com

didmetro entre 0,5 e 3,0 cm, assim como hipertrofia dos linfonodos superficiais,

com especial relevdncia para os submandibulares, os retrofaringeos e, por

vezes, os pr6-escapulares.

Todos os animais apresentaram forte infestagdo por carragas do g6nero

Hyalomma.

Exames citol6gicos

Nos esfregagos de sangue identificaram-se formas compativeis com

merozoitos de Theileria annulata nos globulos vermelhos. Estas formas

apresentaram maioritariamente morfologia em anel (Figura 2A e 28) e mais

raramente baciliforme. Muito raramente, identificaram-se formas compativeis

com esquizontes no citoplasma de leucocitos circulantes.
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CAPITULO I

Os esfregagos de linfonodo permitiram identificar formas multinucleadas

compativeis com esquizontes de lherTeria annulafa no citoplasma de c6lulas

mononucleadas (Figura 3A e 3B).

Os esquizontes caracterizavam-se pela presenga de mUltiplos pequenos

pontos de morfologia arredondada no citoplasma de c6lulas mononucleadas,

que coraram de purpura pelo Giemsa (Anexo l).
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Figura 2: A e B - Esfregagos de sangue onde se observam, nos gl6bulos vermelhos, v6rias formas
anelares (setas)compativeis com merozoitos de Theileria annulata (Giemsa).

Figura 3: A e B - Esfregagos de linfonodo onde se observam, nas c6lulas mononucleadas, formas
compativeis com esquizontes de Theileria annulata (setas;Giemsa).
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Exame anatomopatol5gico

Les6es macrosc6picas

Nos animais no 9 e 11 foi observada coloragSo ict6rica das mucosas

conjuntiva e bucal. Nos restantes coloragSo p6lida acentuada.

Em todos os cad5veres identificou-se in0meros n6dulos disseminados

pela pele e tecido subcutdneo, de coloragSo branco/amarelada, por vezes

hemorr6gicos ou de halo hemorr6gico, superflcie de corte compacta e

homog6nea e com 0,2 a 3 cm de didmetro (Figura 4 e 5). N6dulos

semelhantes foram observados nos m0sculos esquel6ticos, particularmente

nos cervicais, sub-gl6ssicos (Figura 6) e lingua, na gordura abdominal, no

omento (Figura 7) e nas serosas, com especial relevdncia na intestinal.

Todos os cad6veres apresentavam hipertrofia generalizada dos

linfonodos. Ao corte, tanto os internos como os superficiais exibiam edema e

hemorragia ou, em alternativa, superficie homog6nea, necr6tica, de aspecto

atoucinhado (Figura 8).

Alguns dos cad6veres apresentaram les6es nodulares semelhantes ds

anteriormente descritas na parede da faringe e traqueia, no mfsculo cardlaco,

na hip6fise, no timo e no tecido adiposo retro-ocular. Registaram-se, por

vezes, outras les6es como hidrohemot6rax, congestSo e edema pulmonar,

friabilidade do par6nquima espl6nico e hepatomeg6lia.
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Figura 4: Pele da regiSo inguinal de vitelo onde
s5o visiveis n6dulos hemorrdgicos.

Figura 6: N6dulos de coloragSo
branco/amarelada nos m0sculos subgl6ssicos
(setas brancas) e n6dulos de coloragSo
branco/amarelada e halo hemorr6gico na
mucosa da laringe (setas pretas).

Figura 5: Tecido conjuntivo subcutdneo da
regiSo abdominal de vitelo. Pode observar-se
m0ltiplas equimoses.

Figura 7: N6dulos hemorr6gicos no omento
(setas).

Figura 8: Linfonodos de vitelo com superficie de corte de cor
hom6genea e atoucinhada (setas brancas) e necr6tica e hemorr5gica
(setas pretas).
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Les6es microsc6picas

Os nodulos identificados na necropsia nos v5rios tecidos e orgSos

correspondiam a infiltragSo exuberante por c6lulas redondas, semelhantes a

c6lulas linf6ides de morfologia blSstica.

No tecido muscular esquel6tico e mioc6rdio a infiltragSo era compacta

dissociando as fibras musculares e com necrose e calcificagdo ocasional

destas fibras (Figura 9A, 98, 9C e 9D).

Nos linfonodos e bago a infiltragSo pelas c6lulas linfoides de morfologia

bl6stica, por vezes, discreta, era acompanhada por hipoplasia do tecido

linfoide. No entanto, em alguns linfonodos, as lesOes observadas eram, pelo

contr6rio, de hiperplasia linf6cit5ria difusa e de infiltragSo pelas c6lulas

bldsticas referidas, com esbatimento dos limites cortico-medulares, invasSo

dos seios subcapsulares, seios peritrabeculares e seios medulares (Figura 10A

e 10B).

No timo as les6es caraclerizavam-se por hiperplasia linfocit6ria difusa

dos lobos, tornando pouco evidente a distingSo da zona cortical e medular e

sendo tamb6m observada a infiltragSo celular pelas c6lulas linf6ides de

morfologia bl6stica.

Na pele a infiltragSo celular por c6lulas linfoides e pelas c6lulas linfoides

de morfologia bl6stica, localizava-se na derme m6dia e profunda (Figura 11A e

1 1B), identificando-se raros casos em que se localizavam muito pr6ximo da

membrana basal (Figura 1 1C e 1 1D).

O flgado, o rim, a hip6fise, a tir6ide (Figura 12) e o tecido adiposo

apresentaram infiltragSo intersticial pelas c6lulas linf6ides de morfologia

bl6stica descritas e os 6rg5os tubulares (laringe, faringe, traqueia, es6fago e

intestino) infiltragSo da parede (Figura 13 e 14).

A populagio celular constituindo os nodulos observados na necropsia

nos v6rios orgSos e tecidos era composta por linf6citos maduros e por c6lulas

redondas, que apresentavam moderado pleomorfismo, morfologia semelhante

a c6lulas linf6ides neopl6sicas do tipo bl6stico, com limites pouco claros,

escasso citoplasma de coloragSo ligeiramente bas6fila, relagSo

n[cleo/citoplasma (N/C) elevada, n0cleos, por vezes, com chanfraduras

(Figura 9C), com a cromatina formando grdnulos junto d membrana nuclear e
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imagens de cariorrexis. A anisocariose era moderada e o indice mit6tico

moderado a elevado com 2 a 3 mitoses por campo observado com objectiva

de 40x. Por vezes, no citoplasma destas c6lulas, observou-se formas

multinucleadas compativeis com esquizontes de Theileria annulata, que

coraram de p0rpura pela coloragSo de Giemsa (Figura 9D; Anexo l).

Figura 9: A - lnfiltragSo do tecido muscular esquel6tico por celulas redondas de morfologia
linf6ide tipo bl6stica que afastam as fibras musculares (H-E); B - AmpliagSo de A, onde se
observa a morfologia linf6ide e bl5stica das c6lulas observadas (H-E); C - As mesmas c6lulas
observadas em A e B. Estas caracterizam-se pela presenga de escasso citoplasma de coloragSo
bas6fila, relag6o N/C elevada e n0cleos com chanfraduras (setas; H-f)' D - Formas
multinucleadas compativeis com esquizontes de Theileria annulata, identificadas no citoplasma
de algumas das c6lulas identificadas em A, B e C (setas; Giemsa).

Figura 10: A - Hiperplasia linfocit5ria difusa, esbatimento dos limites cortico-medulares e infiltragdo
celular do seio subcapsular e peritrabeculares de linfonodo (H-E); B - Pormenor de A, onde 6 possive^l
observar a hiperplasia linfocit6ria difusa e a infiltragSo celular do seio subcapsular (H-E). _ ijh}|O
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,);
ffio+

a



CAPITULO I

Figura 11: A - lnfiltragSo da derme superficial, m6dia e profunda por c6lulas linf6ides do tipo

bllstico (H-E); B - Miior ampliagSo de A onde 6 posslvel observar a aus6ncia de infiltragSo

celular da epiderme e a infiltragao da derme superficial e m6dia (H-E); C - lnfiltrag6o da derme

superficial, m6dia e profunda por c6lulas linf6ides do tipo bl6stico e ulceragdo da epiderme (H-E);

D - Pormenor de C onde se observa a infiltragdo celular da derme superficial e m6dia (H-E)'

Figura 12: lnfiltragdo intersticial
da tir6ide por c6lulas linf6ides
de morfologia bldstica (H-E).

Figura 13: lnfiltragSo da serosa
da traqueia por c6lulas linf6ides
de morfologia bl6stica (H-E).

Figura 14: lnfiltragSo Por
c6lulas linf6ides de morfologia
bl5stica da submucosa e

camada muscular da Parede
intestinal (H-E).
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Estabelecimento de linhas celulares infectadas com esquizontes e

identificagio do parasita

A partir do sangue perif6rico dos animais nos 8 e 9 foram estabelecidas

com sucesso cr-rlturas de c6lulas mononucleadas. As linhas celulares obtidas

foram utilizadas; para identificar o parasita respons6vel pela infecgSo e

alteragSo destas; c6lulas. A colheita do sangue perif6rico aos animais referidos

foi realizada conr 14 meses de intervalo (Tabela 1) e as explorag6es de origem

destes animais erram diferentes, distando cerca de 20 km entre elas (Tabela 1).

A amplificergSo por reacgSo em cadeia da polimerase (PCR) da regiSo

hipervari6vel 4 da subunidade menor do gene 185 iicido ribonucleico

riboss6mico (AFlltlr), permitiu obter fragmentos de 500 pares de bases (um do

animal no 8 e dois do animal no 9), que foram directamente sequenciados em

ambos os sentidos (Anexo ll).

As sequ€rncias dos tr6s fragmentos amplificados foram id6nticas e

depositadas no "GenBank" (acesso no GQ465761). Estas sequ6ncias

apresentam 1009/, de homologia com a sequdncia da estirpe Ankara (National

Center for Biotechnology lnformation-NcBl-, acesso no NW_001091929, 2009)

e 99 a 100o/o de s;emelhanga com as sequEncias de outras estirpes de Theileria

annulata depositladas no "GenBank". A comparagSo da sequ6ncia obtida, com

sequOncias deri,radas de outras esp6cies do g6nero Theileria que infectam os

bovinos, revelou 97% de semelhanga com Theileria parua e 96% com Theileria

taurotragi.

A sequOnc:ia determinada apresenta ainda 99% de semelhanga com a

sequ6ncia correrspondente de Theileria lestoquardi, parasita que infecta os

ovinos.

Discuss6o

As les6es; descritas no presente trabalho levantaram, inicialmente, a

possibilidade de se tratar de casos da variante juvenil da Leucose Espor6dica

Bovina. No entarnto, a localizagSo e as caracteristicas das les6es n5o estavam

totalmente de ar:ordo com os quadros cl6ssicos desta doenga (Valli, 2007).
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A Leucose Espor6dica Bovina n5o est6 associada a infec96es pelo virus

da Leucose Bovina (BLV) e manifesta-se sob vdrios quadros lesionais que

englobam (Valli, 2007):

- A forma espor6dica, que se manifesta a partir dos seis meses de idade, cujas

caracterfsticas lesionais mais evidentes s6o a hipertrofia sim6trica generalizada

dos linfonodos internos e superficiais e a invasSo dos rins.

- A forma cut6nea presente em animais com 2-3 anos de idade. As les6es mais

evidentes sdo as cutdneas, com aparecimento de placas ulceradas,

principalmente na cabega, tronco e perfneo.

- A forma juvenil ou t[mica que afecta animais com menos de seis meses de

idade, caracterizando-se pela presenga de nodulos de tamanho vari6vel,

coloragSo branca e superflcie hom6genea, localizados preferencialmente nos

rins, timo, figado e bago e por hipertrofia exuberante da maioria dos linfonodos

internos e superficiais, que apresentam, ao corte, coloragSo branca e superficie

compacta e hom6genea. O envolvimento do timo 6 muito frequente podendo,

em alguns casos, apresentar hipertrofia muito exuberante.

Todas as formas descritas se afastam das observadas nos animais

deste estudo, pois raramente os rins, flgado, timo e bago estavam alterados e

as les6es nodulares localizavam-se maioritariamente noutros orgSos.

Todos os animais apresentavam forte infestagSo por carragas do g6nero

Hyalomma e identificaram-se formas compatlveis com Theileria annulata em

esfregagos de sangue e linfonodos, o que permitiu formular a hipotese de

relagSo entre a infecgso por este protozo6rio e o quadro lesional observado.

De facto, as carragas do g6nero Hyalomma s5o as respons6veis pela

transmissSo da Theileria annulata ao hospedeiro bovino (Caeiro, 1973;

Barnett, 1977; Brown, 1990; d'Oliveira et a\.,1995; Navarrete et a|.,1999; Das

et al., 2005; Ahmed et al., 2008), apesar de experimentalmente, ter sido

possivel a transmissSo de Theileia annulata por Dermacentor marginatus

(Habela et al., 1999; Navarrete et al., 1999). Em Portugal, as carragas do

g6nero Hyalomma estSo presentes, principalmente, nas regi6es do Ribatejo e

do Alentejo, tendo sido identificadas as esp6cies Hyalomma lusitanicum e

28



CAPITULO I

Hyalomma marginatum marginatum por Caeiro (1999). Estas esp6cies estSo

entre as que s6o reconhecidas como respons6veis pela transmissSo da

teileriose tropical (Caeiro, 1973; Habela et a\.,1999).

No gado brovino a esp6cie Theileria annulata 6 a 0nica dentro do g6nero

Theileria considerada patog6nica identificada em Portugal (Leitdo, 1945;

Caeiro, 1973). A infecgdo por Theileria parua ndo est5 descrita no nosso pais.

Apenas existem dados ndo publicados de suspeita de infec96es por outra

esp6cie de The>ileria, nomeadamente Theileria mutans (Caeiro, 1973) e

infecA6es ndo sintom5ticas por esp6cies do grupo Theileria buffeliem bovinos

de raga Mirandesa na regiSo norte do pais (Brigido ef al., 2004). As esp6cies

pertencentes a este grupo, apesar de identificadas em regi6es de clima

temperado, n6o estSo associadas a doenga, pelo que n6o foram consideradas

no nosso estudo. No entanto, sabe-se que podem ser concomitantes com

infecA6es por Theileria annulata (d'Oliveira et a1.,1995; Brigido et a|.,2004).

A infecgdr) por Theiteria mutans 6 mais frequente em Africa, n5o 6

considerada pakrg6nica, n6o lhe estando atribufdo quadro lesiona] semelhante

ao que aqui descrevemos (Caeiro, 1973; Barnett, 1977; lrvin, 1985; d'Oliveira

et al., 1995; Urquhart et al., 1996; Navarrete et al., 1999).

Nos esfrergaQos de sangue observaram-se merozoftos nos globulos

vermelhos, principalmente em forma de anel. Mais raramente foram

observadas formras com outra morfologia. As formas em anel estSo descritas

como as mais caracterfsticas e predominantes nas infec96es por Theileria

annulata (Leit5o, 1945; Caeiro, 1973; Barnett, 1977; Bussi6rras & Chermette,

1992; Navarrete et a|.,1999).

Nos esfregagos de linfonodo foram observados esquizontes nos

leucocitos. Os esquizontes sio estruturas multinucleadas dispersas no

citoplasma da cdllula hospedeira como m0ltiplas pequenas formas poli6dricas,

bastante frequentes nas infec96es por Theileria annulata (Caeiro, 1973; Gil! ef

al., 1977; Bussi6rras & Chermette, 1992; Forsyth et al., 1999). Formas

compatlveis com esquizontes foram tamb6m identificadas em cortes

histologicos de v6rios 6rg5os e tecidos, o que est6 de acordo com as

descrig6es feitas por outros autores, assim como a maioria das lesOes
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macrosc6picas observadas (Gill et al., 1977; Preston et al., 1992a: Forsyth ef

a/., 1999; Navarrete eta|.,1999).

A etiologia da infecgSo foi confirmada pela sequenciagSo da regido

hipervari6vel 4 da subunidade menor do gene 18S ARNr do parasita. As

sequ6ncias obtidas apresentaram 100% de semelhanga com a estirpe Ankara

de Theileria annulata e 99 a 100% de semelhanga com as sequGncias de

outras estirpes depositadas nas bases de dados internacionais ("GenBank"),

inclusivamente isolados oriundos de paises pr6ximos de Portugal,

nomeadamente Espanha e Franga, mas tamb6m, de outros mais distantes

geograficamente, como Turquia, Tunisia, india e China.

A semelhanga com a sequ6ncia correspondente de Theileria lestoquardi

poder6 conduzir a problemas de diagn6stico quando se analisam isolados

provenientes do vector (carragas do g6nero Hyalomma) ou de ovinos

infectados com ambas as esp6cies (Spitalska ef al., 2004). No entanto, a

esp6cie bovina ndo 6 susceptlvel d infecgSo por Theileria lestoquardi, razdo

pela qual n6o foi considerado como etiologia para os casos que aqui

descrevemos (Leemans ef a/., 1999).

A complexidade do ciclo biol6gico da Theileria annulata tem impedido o

total esclarecimento da patogenia da infecASo por este protozo6rio, bem como

a sua relagdo com as les6es verificadas nos tecidos e orgdos dos animais

atingidos. Na bibliografia consultada sdo poucos os trabalhos que descrevem o

quadro lesional desta doenga, nomeadamente as alterag6es macrosc6picas e

as caracteristicas das c6lulas observadas, infectadas ou ndo, relacionando

estes dados com a patogenia da teileriose tropical.

At6 ao inicio deste s6culo assumiu-se que a infecgSo por Theileria

annulata e a resposta inflamat6ria desenvolvida pelo hospedeiro era em tudo

semelhante d infecgso por Theileria parua (Dobbelaere et a|.,1988; Palmer ef

al., 1997; Preston et al., 1999). No entanto, as diferengas tornaram-se mais

evidentes a partir do momento em que se identificaram as c6lulas alvo de cada

um dos protozo6rios em causa (Baldwin et al., 1988; Spooner et al., 1989;

Campbell et al., 1994; Sager et a1.,1998; Mckeever et a1.,1999; Preston et al.,

1999; Preston & Jongejan, 1999).

A patogenia da teileriose tropical tem na invasSo dos leuc6citos

(predominantemente macr6fagos, embora linf5citos B possam tamb6m ser
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infectados) e na sua proliferagSo descontrolada, um dos aspectos mais

importantes para a compreens6o da resposta imunit6ria a infecgSo por

Theileria annulata (Glass et al., 1989; Campbell et al., 1994; Forsyth et al.,

1997; Sager et al., 1997; Sager et al., 1998; Ahmed & Mehlhorn, 1999;

Dobbelaere & Hr-'ussler, 1999; Forsyth et a\.,1999; Preston et a1.,1999; Glass,

2O01; Graham <>t al., 2001; Ahmed, et al., 2008). De facto, as explicag6es

desenvolvidas para a resposta imune suscitada por cada fase de evolugSo

deste protozo6rio no hospedeiro bovino (Preston et al., 1999; Preston &

Jongejan, 1999; Glass et a1.,2003; Ahmed et a1.,2008) justificam as les6es

observadas. Sabe-se tamb6m que a dose e virulOncia do parasita influenciam

esta resposta e, como consequ6ncia, tamb6m as les6es (Preston et a1.,1992a;

Glass et a\.,20013).

Numa primoinfecgSo a destruigdo do parasita no citoplasma da c6lula

hospedeira passia pela lise enzim6tica do mesmo, d custa dos mecanismos

internos da c6lula, mas passa igualmente pela lise das c6lulas infectadas por

c6lulas "Natural Killer" e linf6citos T (Preston et al., 1983; Richardson et al.,

1998; Campbell & Spooner, 1999; Preston et al., 1999; Preston & Jongejan,

1999; Glass,2001). AactivagSo desta fltima resposta 6 iniciada, porum lado,

pela produgdo rje citoquinas pelos macrofagos infectados que se revelam

potencialmente eficientes na apresentagSo inespecffica de antig6nios a c6lulas

linf6ides do tipo T (Shiels et al., 1989; Brown et al., 1995; Campbell et al.,

1995; Preston efi al., 1999; Preston & Jongejan, 1999). Por outro lado, a

presenga do parasita no citoplasma da c6lula hospedeira parece ser a

respons6vel pela activagSo dos mecanismos que conduzem d produgSo de

citoquinas pelas c6lulas parasitadas (lL-1u, lL-18, lL-6, !L-10, lL-12, IFN-o,

TNF-cr e metaloproteinase 9 - MMP9), constituindo um mecanismo aut6crino

de proliferagSo destas mesmas c6lulas (Preston et al., 1992b; Preston et al.,

1993; Brown et,a1.,1995; Adamson & Hall, 1997; Campbell & Spooner, 1999;

Dobbelaere & l-leussler, 1999; Preston et al., 1999; Ahmed et a1.,2008).

Tamb6m a produgSo de elementos deste grupo de substdncias pelos linf6citos

T activados, norneadamente INF-y e lL-Z constitui um factor de estimulagdo

acrescido para estes mesmos linfocitos e para macr6fagos quer estejam

infectados ou niio (Preston et al., 1983; Preston et al., 1992b; Collins et al.,
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1996; Campbell et a\.,1997; Campbell et al., 1998; Ahmed & Mehlhorn, 1999;

Preston et a\.,1999; Preston & Jongejan, 1999; Ahmed et a|.,2008).

A multiplicagdo e a alteragdo fenotipica e funcional das c6lulas

infectadas parece estar relacionada com a presenga de Theilena spp. no seu

citoplasma, nomeadamente pela intervengSo de proteinas parasit6rias nos

mecanismos de controlo do ciclo celular e da apoptose (Shiels et al., 1989;

Campbell et al., 1994; Baylis et al., 1995; Sager et al., 1997; Swan et al., 1999;

Heussler et al., 2001; Swan et al., 2001; Biermann et a1.,2003; Swan et al.,

2003; Dobbelaere & KUenzi, 2004; Shiels et al., 2004; Shiels et al., 2006;

Schneider et al., 2007; Ahmed et al., 2008). Nos tiltimos anos t6m sido

desenvolvidos v6rios estudos sobre a actividade enzim6tica acrescida das

quinases (Palmer et a\.,1997; Galley et aI.,1997; Shayan & Ahmed, 1997; Fich

et al., 1998; Dobbelaere & KUenzi, 2004; Lizundia et a1.,2006; Shiels et al.,

2006) e das metaloproteinases de matriz, por exemplo da metaloproteinase 9,

nestas c6lulas, como factores que tamb6m contribuem para a patogenia da

teileriose tropical (Baylis et al., 1992: Baylis et al., 1995; Adamson & Hall,

1997; Somerville et al., 1998; Ahmed et al., 1999; Adamson et a1.,2000;

Graham et a\.,2001; Shiels et a|.,2006).

Para Forsyth et al. (1999), as alterag6es nos diferentes orgdos e tecidos

resultam apenas da proliferagSo de macr6fagos infectados, sendo a restante

sintomatologia da responsabilidade das citoquinas proinflamatorias produzidas

por estas c6lulas, principalmente TNF-o (Graham et a\.,2001). Esta citoquina

est6 implicada principalmente no aparecimento de anemia e febre (Ahmed &

Melrhon, 1999). No entanto, os resultados obtidos no trabalho que

desenvolvemos (ver capitulo !l), permitem-nos concluir que o quadro lesional e

sintomatologico identificado, ndo ser5 apenas da responsabilidade destas

c6lulas mas, tamb6m, da infiltragSo dos diferentes orgSos e tecidos por

macr6fagos ndo infectados e linfocitos T.

Por um lado, as caracteristicas morfol6gicas das c6lulas identificadas

nas lesdes microscopicas descritas neste capltulo, apontam no sentido da sua

semelhanga com c6lulas linfoides do tipo bl6sticas (morfologia redonda,

mononucleadas e de escasso citoplasma), o que ndo deixa de estar de acordo

com o observado por v5rios autores (Gill ef al., 1977; Campbell et al., 1995;

Sager et al., 1997; Sager et al., 1998; Forsyth et al., 1999; Navarrete et al.,

32



CAP1TULO I

1999; Shiels et ei.,2004). Por outro, a obseruagSo de formas compativeis com

esquizontes no ,oitoplasma de c6lulas alvo, com as colorag6es de rotina que

utiliz6mos (hematoxilina-eosina e Giemsa) 6 insuficiente para distinguir as

diferentes esp6cies do g6nero Theileria. Assim, s6 a caracterizagSo

imunohistoquimirca destas c6lulas e a revelag6o da presenga de Theileria

annulata no cito;clasma das mesmas permitir5 identificar as c6lulas presentes

nas les6es € o agente respons6vel pela infecgSo. Estes aspectos serSo

abordados em cilpitulos posteriores.

A sintomatologia observada estd de acordo com a evolugSo das les6es:

numa fase inicial, a hipertrofia dos linfonodos e o desenvolvimento de n6dulos

em v6rios orgdos e tecidos estard associado d proliferagdo das c6lulas

infectadas e de c6lulas linf6ides resultantes da resposta imune; numa fase

mais tardia, de parasit6mia elevada, instala-se anemia hemolftica, por vezes,

severa, por desl,ruig6o dos eritr6citos infectados (Gill ef al., 1977; Preston ef

al., 1992a; Forsyth et al., 1999; Navarrete et al., 1999).

Como dissemos no inlcio deste capltulo, as ragas importadas ou

animais que resr.rltem de cruzamentos com estas s6o as mais susceptlveis d

teileriose tropical (Brown, 1990; Preston et al., 1992a; Urquhart et al., 1996;

Glass et al., 20C15; Glass & Jensen, 2007: Ahmed et al., 2OO8; Jensen et al.,

2008). A susceptibilidade rdcica, a esta doenga, dos animais deste estudo, nio
est6 totalmente ,de acordo com esta indicagdo, pois 25% dos animais sdo de

raga Alentejana. No entanto, existem muito poucos estudos de susceptibilidade

das diferentes rargas embora, aquelas que t6m origem na esp6cie Bos taurus

ou de cruzamenl:os com esta, s5o mais vulner5veis d doenga, do que as ragas

com origem em /3os indicus (Preston et al., 1992a; Bakheit & Latif, 2002; Glass

et al., 2005; Glass & Jensen, 2007; Jensen et al., 2008). Na Europa sdo

reconhecidas cerca de 480 ragas, todas com origem em 8os taurus (Food and

Agriculture Orgarnization, 2000; Beja-Pereira et al., 2006), embora estudos

recentes apontem paru cruzamentos com Bos indicus em algumas ragas do

sul da Europa (Beja-Pereira et a\.,2006).
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ConclusSo

Em Portugal, nos riltimos anos, algumas infecA6es de vitelos por

Theileria annulata t6m manifestado car6cter particularmente patog6nico,

conduzindo invariavelmente d morte dos animais.

Desde 1999 que temos vindo a coligir dados relativos ao quadro

lesional, macrosc6pico e microsc6pico, identificado em vitelos infectados por

Theileria annulata, com aspectos sobreponlveis com processos neopl6sicos. A

descri96o das les6es macrosc6picas e microsc6picas observadas e a

confirmagSo da disseminagdo e invasSo da maioria dos orgSos e tecidos por

c6lulas redondas, semelhantes a c6lulas linf6ides do tipo bldstico e, por vezes,

infectadas com formas compatlveis de Theileria annulata, contribui paru

caraclerizar o quadro lesional desta patologia em Portugal.
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Capitulo ll: AvaliagSo imunohistoquimica das les6es

identificadas em vitelos infectados por Theileria annulata

lntrodu96o

Para melhor conhecimento sobre o processo inflamatorio desenvolvido

nos quadros lesionais de teileriose tropical e febre da Costa Oriental (cujo

agente etiologico e Theileria parua) contribuiu, decisivamente, a identificagSo

das c6lulas alvo de cada um dos protozo6rios em questSo (Baldwin et al.,

1988; Glass et al., 1989; Campbell et al., 1994; Forsyth et al., 1997; Sager ef

a/., 1998; Spooner et al., 1989; Mckeever et al., 1999; Preston et al., 1999;

Preston & Jongejan, 1999). No entanto, s6o escassos os estudos que

identificaram as c6lulas envolvidas em infec96es espontdneas nestas les6es

(Campbell et al., 1995; Campbell et a|.,1997b; Sager et al., 1997; Forsyth ef

a/., 1999; Ahmed et a1.,2008).

Grande parte das c6lulas por n6s observadas tdm caracteristicas

semelhantes a c6lulas linfoides neopl6sicas, de tipo bldstico (descritas no

Capitulo l). Os estudos desenvolvidos por v6rios autores comprovam que as

c6lulas alvo das infec96es por Theileria annulata sofrem alterag6es fenotipicas

(Sager et al., 1997; Sager et al., 1998; Biermann et a1.,2003; Shiels et al.,

2004). Assim, a caracterizagSo fenotlpica destas c6lulas e vital para o
conhecimento da patogenia da teileriose tropical.

Materiais e M6todos

O estudo imunohistoqulmico incidiu sobre fragmentos de linfonodo

(escolhido aleatoriamente entre os v6rios que apresentaram alterag6es), tecido

muscular esquel6tico e pele de cada um dos 16 animais (Tabela 1). Em alguns

casos (Tabela 3) ndo foi posslvel realizar este estudo nas les6es da pele por

ndo dispormos de fragmentos da mesma (cad6veres que n6o foram

necropsiados por nos e que, apenas, tivemos acesso aos fragmentos de

orgSos e tecidos colhidos durante a necr6psia).

Efectuaram-se cortes seriados de 3 pm de espessura que foram

montados em 16minas adesivadas (Thermo Scientific@, Superfrost Plus),
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posteriormente desparafinados e rehidratados e, aos quais, foi aplicado o

m6todo indirecto da marcagSo pela estreptavidina-biotina-peroxidase. A

revelagdo foi efectuada com "HRP Polymer Conjugate" (kit de detecado

SuperPicturerMPolymer, Zymed Laboratories). Utilizou-se a solugSo de 3.3'-

diaminobenzidina (DAB) como cromog6neo e hematoxilina de Mayer (Anexo

lV) para contraste.

Os tr6s anticorpos prim6rios utilizados foram seleccionados de acordo

com crit6rios de especificidade para as c6lulas a identificar e para a esp6cie

bovina. No entanto, todos os anticorpos prim6rios utilizados s5o dirigidos

contra antig6nios humanos, mas apresentando reactividade cruzada paru a

esp6cie bovina (Mason et al., 1991; Jones et al., 1993; Kelley et al., 1997;

Gutierrez et al., 1999).

Para a marcagSo de macrofagos foi utilizado o anticorpo anti-

macrofagos (MAC387, ABD Serotec) que reconhece a proteina

mielomonocitica L1 presente no citoplasma de macr6fagos/mon6citos,

histi6citos, granul6citos e c6lulas epiteliais escamosas (Brandtzaeg et al.,

1988). As c6lulas positivas a este anticorpo apresentam marcagSo do

citoplasma.

Para a marcagSo dos linfocitos T foi utilizado o anticorpo anti-CD3

(Dako) que reconhece uma sequ6ncia peptidica do complexo proteico CD3,

presente no citoplasma de todas as c6lulas T (Mason et a|.,1989). A marcagdo

considera-se positiva quando localizada no citoplasma e/ou membrana celular.

A marcag6o dos linf6ctos B foi efectuada com o anticorpo anti-CD79ocy

(Dako) que reconhece a porgSo citoplasm6tica da proteina transmembran6ria

associada d lgM, CD79s ou mb-1, presente nos linf6citos B, plasm6citos e

c6lulas musculares lisas (Mason et al., 1991). As c6lulas positivas a este

anticorpo apresentam marcagSo do citoplasma.

A metodologia foi semelhante paru os tr6s anticorpos primdrios

utilizados, diferindo na solugSo tampSo para recuperagSo antig6nica e na

diluigSo e tempo de incubagdo para cada um deles, conforme indicagSo do

fabricante. Todos estes dados encontram-se referidos na Tabela 2. A diluigSo

dos soros prim6rios foi realizada com solugSo tampSo de Tris ["Tris Buffered

Saline" - TBS (Anexo lv)l e as incubag6es efectuadas em c6mara h0mida.
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Os controlos positivos utilizados constam da Tabela 2. Estes controlos

foram obtidos a partir de 6rg5os sem les6es, provenientes de vitelos com

aproximadamente a mesma idade dos animais deste estudo.

Os controlos negativos foram obtidos substituindo o anticorpo prim6rio

por TBS.

O procedimento seguido consta do Anexo lll, com as variag6es referidas

na Tabela 2.

Tabela 2: Detalhes da t6cnica de imunohistoquimica utilizada

A quantificagSo da imunorreactividade para cada um dos anticorpos

prim6rios utilizados foi efectuada por avaliagSo semiquantitativa. Quantificou-

se, em percentagem, a infiltragSo de c6lulas positivas (macrofagos, linfocitos T

e linfocitos B) em cada um dos fragmentos de tecido seleccionados. A

quantificagdo foi efectuada pela observagSo de todo o corte histol6gico, no

caso dos linfonodos, e pela observagSo da totalidade da lesSo no caso dos

cortes de pele e tecido muscular esquel6tico. As observag6es foram realizadas

com a objectiva de ampliagSo de 40 vezes, considerando-se os seguintes

pardmetros de infiltragSo por c6lulas positivas, para cada um dos anticorpos

prim6rios utilizados :310% (+); 10-25o/o (++); 25-50% (+++;; >50% (++++).

A intensidade da marcagSo foi registada como fraca, moderada e

intensa.

Anticorpo
prim6rio/clone

C6lula alvo Fabricante/
refe16ncia

Solugio de
recuperagio
antig6nica

DiluigSo
do

anticorpo
Dnmano

Tempo de
incubagio

Controlo
positivo

Anti-CD79ocy
humano/HM57(Mc,

rato)

Linf6citos B Dako/M7051 EDTA pH 9.0 1:50 t hora, d
temperatura

ambiente

Linfonodo

Anti-CD3 humano
(Pc, coelho)

Linf6citos T Dako/A0452 EDTA pH 9.0 1:100 t hora, ir
temperature

ambiente

Linfonodo

Anti-macr6fagos
humanos/MAC387

(Mc, rato)

Macr6fagos/
Mon6citos

ABDSerotec/
MCA874G

TampSo
citrato pH 6.0

1:100 Durante a
noite, dr

temperatura
ambiente

Bago

Mc-monoclonal ; Pc-policlonal
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Resultados

Para cada um dos anticorpos primdrios utilizados, os controlos positivos

apresentaram a imunorreactividade esperada.

Os resultados globais podem ser avaliados pela consulta da Tabela 3.

Macrofaqos/MAC387

Os linfonodos dos animais no 11 e 12 apresentaram invasSo <10% (+)

por c6lulas positivas a MAC387 (Tabela 3; Figura 15A). Em tr6s casos

(animais nos 5, 12 e 14), as les6es no tecido muscular tamb6m apresentaram

invasSo 310o/o (+) por c6lulas macrof6gicas. Apenas o animal no 4 apresentou

elevada (++++) percentagem de infiltragdo por c6lulas MAC387 positivas no

linfonodo (Tabela 3; Figura 15B). Na pele dos animais no 5, 6 e 12 a invasSo

por c6lulas positivas a MAC387 foi <10% (+1 e elevada (++++) no animal no 8

(Tabela 3), que tamb6m revelou a mesma percentagem de c6lulas positivas no

tecido muscular esquel6tico (Tabela 3).

Nos restantes animais, tanto nos linfonodos como nas les6es cut6neas

e musculares, a presenga de macr6fagos positivos para a proteina em questSo

variou entre 10-25% 1++) e 25-50% (+++; Tabela 3; Figura 16A).

A intensidade da marcagSo do citoplasma das c6lulas macrof6gicas

presentes nos linfonodos e nas les6es da pele e tecido muscular esquel6tico

foi moderada a intensa (Figura 168).

Linf6citos T/CD3

Os linfocitos CD3 positivos foram as c6lulas predominantes na

generalidade dos linfonodos, com infiltragSo elevada (++++) dos mesmos

(Tabela 3; Figura 17A) e localizando-se de forma marcada nos cord6es

medulares. Apenas em dois casos (animais nos 9 e 12) a presenga destas

c6lulas 6 <10% (+; Tabela 3).

Nas les6es musculares e cutdneas do animal no 12 verificou-se

infiltragSo 310o/o por linf6citos CD3 positivos (Tabela 3). Nas les6es cutdneas

do animal no 6 a presenga destas c6lulas tamb6m foi <10% (+; Tabela 3).
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Com excepgSo dos casos mencionados anteriormente, das les6es

musculares dos animais nos 2,5 e 10 e das les6es cut6neas do animal no 5,

nos restantes casos a presenga destas c6lulas variou entre 25-50% 1+++) e

>50% (++++; Tabela 3; Figura 178).

Em todos os fragmentos estudados, a intensidade de marcagSo das

c6lulas CD3 positivas foi intensa (Figura 17C).

Linfocitos B/CD79qcy

Nos linfonodos colhidos de catoze animais (nos 1 , 2, 3,4, 5, 6, 7, 8, 9,

10, 11, 12, 13 e 14) a presenga de linf6citos B variou entre <10% (+) e 10-25%

(++; Tabela 3). Apenas em dois casos (animais nos 15 e 16) esta presenga foi

de 25-50% (Tabela 3; Figura 18A). Estes dois casos apresentaram,

respectivamente, infiltragSo de 10-25% 1++) e 25-50% (+++) nas les6es do

tecido muscular (Tabela 3) e 1 0-25% 1++) nas les6es cut6neas (Tabela 3).

Nas les6es cut6neas e musculares, todos os restantes animais

apresentaram infiltragdo 310% (+; por linfocitos CDT9ocy (Tabela 3).

Todas as c6lulas cuja imunorreactividade foi positiva para CDT9ocy

apresentaram intensidade de marcagSo fraca a moderada (Figura 18B).
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i -tl-i !
ft

Figura 15: A - lnfiltragio escassa por c6lulas MAC387 positivas do c6rtex de linfonodo. B -
lnfiltrag6o elevada por c6lulas MAC387 positivas da zona medular de linfonodo (A e B: rato anti-
macr6fagos humanos, estreptavidina-biotina-peroxidase, contraste com hematoxilina de Mayer).

Figura 16: A - lnfiltragdo do tecido muscular esquel6tico por c6lulas MAC387 positivas. B - C6lulas
MAC387 positivas, com marcagdo intensa do citoplasma, presentes entre as fibras musculares
esquel6ticas (A e B: rato anti-macr6fagos, estreptavidina-biotina-peroxidase, contraste com
hematoxilina de Mayer).
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" .r*a.Fr

Figura 17: A - lnfiltragdo difusa de linfonodo por c6lulas CD3 positivas. B - lnfiltragSo do tecido
muscular esquel6tico por c6lulas CD3 positivas. C - C6lulas CD3 positivas com marcagSo intensa do
citoplasma (A, B e C: coelho anti-CD3, estreptavidina-biotina-peroxidase, contraste com hematoxilina
de Mayer).

Figura 18: A - Presenga de c6lulas CDTgocy positivas no c6rtex de linfonodo. B - C6lulas CDT9ocy
positivas com intensidade de marcagSo fraca a moderada do citoplasma (A e B: rato anti-CD79ocy,
estreptavidina-biotina-peroxidase, contraste com hematoxilina de Mayer).
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Discussdo

A patogenia da teileriose tropical tem na invasSo dos leucocitos

(macr6fagos) e na sua proliferagSo descontrolada, um dos aspectos mais

importantes para a compreensSo da resposta inflamat6ria/imunit6ria d infecgSo

por Theileria annulata (Glass et a1.,1989; Glass & Spooner, 1990; Campbell ef

al., 1994; Forsyth et al., 1997; Sager et al., 1998; Ahmed & Mehlhorn, 1999;

Dobbelaere & Heussler, 1999; Forsyth et a1.,1999; Preston et a1.,1999; Glass,

2AO1; Graham et al.,2OO1; Ahmed, et a1.,2008). V6rios estudos in vitro relatam

a proliferagSo das c6lulas infectadas, sendo estas da linha mieloide, de acordo

com a expressSo de v6rios marcadores caracteristicos desta linhagem celular

(Spooner et al., 1989; Glass & Spooner, 1990; Howard et a|.,1993; Brown ef

al., 1995; Campbell ef al., 1995; Forsyth ef al., 1997; Sager et al., 1998;

Forsyth et al., 1999; Preston et al., 1999).

Tal como dissemos no Capitulo l, as explicag6es desenvolvidas paru a

resposta imunit6ria suscitada por cada fase de evolugio deste protozoSrio no

hospedeiro bovino justificam as les6es observadas (Preston et al., 1999;

Preston & Jongejan, 1999; Glass et a1.,2003; Ahmed et a\.,2008).

Nos animais do nosso estudo, estas les6es caracterizaram-se por

proliferagSo predominante de macr6fagos, identificados com anticorpo

monoclonal MAC387, e de linfocitos T, CD3 positivos.

Se por um lado, a capacidade invasora multisist6mica adquirida pelos

macrofagos apos infec96o por Theileria annulata (Baylis et al., 1995; Campbell

et al., 1995; Adamson et al., 2000; Biermann et al., 2003), justifica a sua

presenga, por outro, a capacidade destas c6lulas estimularem a proliferagSo

de mais c6lulas macrof5gicas como parte integrante da resposta inflamatoria

ao protozo6rio, vem justificar a marcada presenga destas c6lulas nas les6es

dos animais infectados (Glass & Spooner 1990; Campbell et al., 1995;

Adamson et aI.,2000; Biermann et a\.,2003). A capacidade invasora acrescida

dos macrofagos infectados parece estar relacionada com a expressSo e

aumento da actividade de metaloproteinases e mol6culas de adesSo, como

CD2, CD11b e CD9. As primeiras actuam por digestSo de componentes da

matriz extracelular e as segundas facilitam a migragio dos macrofagos atrav6s

dos tecidos (Baylis et al., 1995; Birkedal-Hansen, 1995; Adamson & Hall, 1997;
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Forsyth et al., 1997: Ahmed & Mehlhorn, 1999; Adamson et a1.,2000). De

acordo com Campbell ef a/. (1998) tamb6m o INF-y estimula a proliferagdo

destas c6lulas.

Apesar de no Capitulo I termos abordado a resposta

inflamat6ria/imunit6ria, mediada pelas c6lulas T em infec96es prim6rias por

Theileria annulata, n5o podemos deixar novamente de enfatizar a mesma

questSo de forma a justificarmos os resultados por n6s obtidos e que

apresentamos no presente Capitulo:

De um modo geral, os linf6citos T (CD4*, linf6citos T helper e CD8*,

linf6citos T citotoxicos) t6m um papel fundamental na resposta

inflamatoria/imunit6ria desencadeada contra protozo5rios que infectam c6lulas

da linha miel6ide (Preston et al.,'1983; Campbell et al., 1995; Campbell &

Spooner, 1999; Preston et a1.,1999; Preston & Jongejan, 1999; Glass, 2001).

Nas infec96es por Theileria annulata, a proliferagSo dos linf6citos T 6

estimulada pela presenga de citoquinas (lL-1o, lL-18, lL-6, lL-10, lL-12, IFN-o,

TNF-u e MMP9) produzidas pelos macr6fagos infectados. Esta proliferagSo 6

tamb6m ajudada pela apresentagSo eficaz de antig6nios pelas c6lulas

infectadas ds c6lulas T (Glass & Spooner, 1990; Brown et a1.,1995; Campbell

et al., 1995; Campbell et al., 1997a; Campbell & Spooner, 1999; Dobbelaere &

Heussler, 1999; Preston & Jongejan, 1999; Glass et a|.,2003). Esta interacgSo

possibilita a activagSo das c6lulas T, particularmente os linfocitos T helper, que

sintetizam !NF-y e lL-2, constituindo um factor de estimulagSo acrescido para

linfocitos T citotoxicos e para macrofagos infectados e ndo infectados (Preston

et al., 1983; Preston et al., 1992; Preston et al., 1993; Brown et al., 1995;

Campbell et a\.,1995; Collins et a\.,1996; Adamson & Hall, 1997; Campbell ef

al., 1997b; Campbell et al., 1998; Ahmed & Mehlhorn, 1999; Campbell &

Spooner, 1999; Dobbelaere & Heussler, 1999; Preston et al., 1999; Glass ef

a|.,2003; Ahmed et a1.,2008).

V5rios autores (Campbell et a|.,1995; Campbell et al., 1997a; Campbell

& Spooner, 1999) identificaram, nos linfonodos que drenam a zona da pele

sujeita a picada de carragas infectadas com Theileria annulata, c6lulas que

expressaram v6rios marcadores para macrofagos mas, maioritariamente,

c6lulas que expressaram marcadores compativeis com linf6citos T. Estes

autores verificaram ainda que a presenga de linf6citos T era particularmente
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evidente na zona medular desses linfonodos. A identificagSo de macrofagos

em v6rios orgSos e tecidos, para al6m dos linfonodos, foi tamb6m descrita por

Forsyth et al. (1997) e Forsyth et al. (1999). Os resultados por n6s obtidos,

relativamente ao fen6tipo das c6lulas identificadas e d sua localizagdo, estSo

de acordo com os observados por estes autores.

De um modo geral, est5 descrito que a activagSo e apresentagSo de

antig6nios a linf6citos T ocorre, preferencialmente, na zona paracortical dos

linfonodos (Bogen et a\.,1991). No entanto, foi observado que a proliferagdo

de macrofagos na zona medular dos linfonodos que drenaram a zona da

picada de carragas infectadas com Theileria annulata 6 geralmente exuberante

(Campbell et al., 1995; Nichani et a\.,2003). Campbell et al. (1995) sugerem

que, nos linfonodos, a apresentagSo de antig6nios de Theileria annulata pelos

macrofagos infectados aos linf6citos T, ocorre na zona medular, induzindo a

proliferagSo policlonal destas c6lulas, que posteriormente abandonam os

linfonodos (Nichani et al., 2003). A alteragSo do local de apresentagdo

antig6nica e activagSo das c6lulas T poder6 ser a respons5vel pela expansSo

destas c6lulas a todo o linfonodo e a outros orgSos e tecidos. Estes autores

descrevem ainda a perda da morfologia normal dos centros germinativos dos

linfonodos (ausdncia de distingSo da "zona clara" e da "zona escura"), como

consequ6ncia da proliferagSo das c6lulas T, o que est6 de acordo com as

les6es por nos observadas nos linfonodos e que foram descritas no Capitulo l.

Em nossa opini6o, a alteragSo do local de apresentagSo antig6nica pode estar

relacionado com a infiltragSo marcada de c6lulas T nos cord6es medulares,

possibilitando o contacto com macrofagos infectados. Esta interacgSo, tal

como foi referida, ao estimular a multiplicagSo das c6lulas T, aumenta a

quantidade destas c6lulas no linfonodo, particularmente na zona medular,

permitindo a saida rapida das mesmas por via linfdrtica (vasos linf6ticos

eferentes). Ali6s, tamb6m a saida dos macr6fagos infectados por esta via de

circulagSo, poder6 justificar a sua r6pida proliferagSo pelos diferentes orgSos e

tecidos.

A presenga de linf6citos B nos linfonodos por nos estudados foi na

generalidade escassa, ou seja, frequentemente a quantidade destas c6lulas

era seguramente inferior d verificada nos linfonodos sem alterag6es (Junqueira

& Carneiro,2004; Young et a1.,2007). Por outro lado, a localizagSo destas
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c6lulas nem sempre obedecia d localizagdo descrita para os linf6citos B,

nomeadamente nos centros germinativos e cord6es medulares (Junqueira &

Carneiro, 2004; Young et a|.,2007). Nos linfonodos analisados localizavam-se,

preferencialmente, nos centros germinativos. Estes resultados estSo de acordo

com o observado por Campbell et al. (1995) relativamente aos linfonodos que

drenaram o local de picada das carragas infectadas. Ali6s, a presenga destas

c6lulas foi, segundo os mesmos autores, tanto mais escassa, quanto maior o

tempo decorrido apos a infecgSo. Mais raramente, a quantidade e distribuigSo

dos linfocitos B nos linfonodos por n6s estudados, ndo apresentava alterag6es

significativas, quando comparadas com linfonodos usados como controlo

positivo, reproduzindo a distribuigSo celular descrita em linfonodos sem

alteraq6es (Junqueira & Carneiro,2004; Young et a|.,2007).

Campbell et al. (1997a) sugerem que a presenga de elevados niveis de

INF-y, produzido pelos linf6citos T, poderS bloquear a diferenciagSo de

linf6citos B na "zona escura" dos centros germinativos. A activagdo dos

linfocitos B e a sua deslocagSo da "zona escura" para a "zona clara" dos

centros germinativos, est6 dependente da expressSo de imunoglobulinas.

Ap6s activagSo das c6lulas B, antes da produgSo de imunoglobulinas, estas

tornam-se bastante sensiveis d acgSo do INF-y. Esta citoquina pode, entdo,

bloquear a produgdo de imunoglobulinas por estas c6lulas, n6o permitindo a

sua diferenciagdo e proliferagdo (Abed et a|.,1994).

A an5lise dos resultados obtidos, permite verificar, em alguns casos,

ausEncia de imunorreactividade das c6lulas para os marcadores utilizados.

Estes resultados podem estar associados com o estado de conservagSo do

cad5ver na altura da colheita dos fragmentos de orgSos e tecidos, com a

fixagSo prolongada deste material e as condig6es em que decorreu essa

fixagSo, contribuindo para a perda de antig6nios. Os resultados obtidos para o

animal no 12 podem ser um exemplo desta situagSo, pois demonstram a

aus6ncia de marcagSo pelos tr6s anticorpos prim6rios em todos os tecidos

analisados. A aus6ncia de marcagSo das c6lulas infectadas por Theileria

annulata, pode ainda ser devida a alterag6es fenotipicas, em consequ6ncia da

modificagSo da expressSo de alguns genes induzidas pelo protozoSrio

(Spooner et a\.,1989; Howard et a|.,1993; Campbell et a|.,1994; Sager et al.,
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1997; Sager et al., 1998; Dobbelaere & Heussler, 1999; Adamson et a|.,2000;

Shiels et aI.,2004; Shiels et a1.,2006).

Conclus6o

As les6es microscopicas identificadas nos linfonodos, na pele e no

tecido muscular esquel6tico de vitelos infectados com Theileria annulata,

caracterizaram-se pela infiltragSo nodular de c6lulas mononucleadas,

nomeadamente macr6fagos e linf6citos T e em quantidade mais escassa de

linf6citos B.
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Capitulo ll!: ldentificagio imunohistoquimica de esquizontes de

Theileria annulata

lntrodugSo

O diagnostico em vida de teileriose tropical 6 realizado por rotina com

recurso a esfregagos de sangue perif6rico e de linfonodos, baseando-se em

crit6rios morfologicos caracteristicos das formas parasitdrias em questSo. O

mesmo diagnostico pode ser realizado posf-mortem, atrav6s de esfregagos por

aposigdo de fragmentos de tecidos ou 6rg5os. As caracteristicas morfologicas

sdo, no entanto, insuficientes para distinguir as diferentes esp6cies do g6nero

Theileria, sendo necess5rio recorrer conjuntamente a crit6rios cl[nicos,

epidemiol6gicos e moleculares para um diagn6stico mais especlfico (Leit5o,

1945: Tait & Hall, 1990; Campbell ef a/., 1995; d'Oliveira et a\.,1995; Urquhart

et al., 1996; Chae et al., 1999; Forsyth et al., 1999; Habela et al., 1999;

Navarrete etal., 1999; Manuja eta1.,2001; Glass eta1.,2003; Brigido etal.,
2004).

O uso de testes serologicos para detecgso de anticorpos circulantes tem

sido menos utilizado devido d reactividade cruzada entre diferentes esp6cies

do g6nero Theileria e d detecgdo de falsos negativos em animais portadores

cr6nicos assintom5ticos (Hooshmand-Rad & Hashemi-Fesharki, 1971;

Burridge et al., 1974; d'Oliveira et a\.,1995; Habela et a\.,1999; Gubbels et al.,

2000a; Manuja et a|.,2001; Renneker et a|.,2008).

As t6cnicas de biologia molecular, como a reacgso em cadeia da

polimerase (PCR), que utilizam sangue ou mesmo aspirado de pungdo de

linfonodo, permitem a identificagSo de fragmento(s) de 6cido

desoxirribonucleico (ADN) especlfico(s) de Theileria annulata (d'Oliveira et al.,

1995; Chae et a|.,1999; Habela et a\.,1999; Kirvar et a\.,2000; Criado-Fornelio

et a|.,2003; Salih ef a\.,2005).

A identificagSo de esquizontes, com base na sua morfologia, em cortes

histol6gicos (bi6psias de linfonodos ou fragmentos de org6os colhidos em

exame post-mortem) corados pela hematoxilina-eosina e Giemsa torna-se
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ainda mais dificil. A obtengdo de diagn6stico mais especifico pode ser

alcangada por imunohistoquimica, com a ulilizagSo de anticorpos anti-Iheileria

annulata, em cortes de tecidos supostamente afectados (Tait & Hall, 1990;

Campbell et al., 1995; Forsyth et al., 1999; Renneker et al., 2008).

Materiais e M6todos

A detecgso de esquizontes de Theileria annulata incidiu sobre

fragmentos de linfonodo e les6es nodulares do tecido muscular esquel6tico ou

pele dos 16 animais (Tabela 1). Pelo facto dos anticorpos prim6rios utilizados,

dois monoclonais (1C7 e 1C12) e um policlonal produzido em coelho (R2185)

terem sido gentilmente cedidos pelo Professor Doutor Brian Shiels

(Departamento de Parasitologia Veterin6ria, Faculdade de Medicina

Veterin6ria, Universidade de Glasgow), n6o dispusemos de quantidade

suficiente de anticorpo para realizar este estudo em todos os mesmos

fragmentos utilizados no trabalho experimental apresentado no Capitulo ll.

Deste modo, optou-se, em cada caso, pela escolha de um fragmento de

linfonodo, um de tecido muscular esquel6tico e, por vezes, um fragmento de

pele, principalmente quando as les6es neste tecido se caracterizavam por

exuberante infiltragSo celular e presenga de formas suspeitas de esquizontes

(visualizadas com coloragSo pela hematoxilina-eosina) em algumas das

c6lulas que constituem estas les6es.

Todos os fragmentos seleccionados foram sujeitos a cortes seriados de

3 pm de espessura, montados em ldminas adesivadas (Thermo Scientific@,

Superfrost Plus), posteriormente desparafinados e rehidratados, aos quais, de

seguida, foi aplicado o m6todo indirecto da marcagSo pela estreptavidina-

biotina-peroxidase. A revelagdo foi efectuada com 'HRP Polymer Conjugate"

(kit de detecgso SuperPicturerMPolymer, Zymed Laboratories). Utilizou-se a

solugdo de 3.3'- diaminobenzidina (DAB) como cromog6neo e hematoxilina de

Mayer (Anexo lV) para contraste. O procedimento seguido encontra-se

descrito no Anexo V.

Ambos os anticorpos monoclonais (1C7 e 1C12) reconhecem epltopos

na superficie da membrana dos esquizontes de Theileria annulata e o

policlonal (R2185) e dirigido contra proteinas do tipo protelnas de choque
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t6rmico (Shiels et al., 1986a; Shiels et al., 1986b; Renneker et a1.,2008). Os

primeiros foram utilizados puros (a partir do sobrenadante da cultura), sem

necessidade de diluigdo e o fltimo foi diluido a 1:800 (conforme indicagSo do

Professor Doutor Brian Shiels) em solug6o tampSo de Tris (Anexo IV). As

incubag6es foram efectuadas em c6mara h0mida d temperatura ambiente

durante t hora.

Os resultados da utilizagSo do anticorpo policlonal R2185 ainda n6o

foram concluidos pelo grupo de trabalho coordenado pelo Professor Doutor

Brian Shiels, pelo que ndo dispunhamos de informagSo sobre a metodologia

empregue com sucesso na sua utilizagdo. Por esta razdo, realizaram-se

previamente alguns testes para averiguar a necessidade de recuperagdo

antig6nica. Para os anticorpos monoclonais foi necessSrio recorrer a

recuperagSo antig6nica. J6 para o anticorpo policlonal os resultados foram

mais satisfatorios sem recuperagSo.

Os controlos positivos s6 foram obtidos depois de realizados com

sucesso os primeiros ensaios com cada um dos anticorpos. A

imunorreactividade positiva 6 visualizada como pigmentag6o castanha no

citoplasma das c6lulas alvo.

Resultados

A marcagSo obtida com anticorpos anli-Theileria annulafa para a(s)

estirpe(s) portuguesa(s) e aqui apresentada pela primeira vez.

Os resultados que apresentamos (Tabela 4) foram considerados apos

observagSo de toda a extensSo do corte seleccionado no caso dos linfonodos,

e toda a extensSo das les6es observadas no tecido muscular esquel6tico e

pele. Realizou-se avaliagSo semiquantitativa para quantificagSo da

imunorreactividade para cada um dos anticorpos anti-Theileria annulata.

Considerou-se, para cada anticorpo, como negativos (-) os casos em que n6o

foram observadas c6lulas infectadas.
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Para os casos positivos considerou-se a seguinte classificagSo:

310% de c6lulas infectadas : +

10% a25o/o de c6lulas infectadas : ++

25 a 5oo/o de c6lulas infssfsd25 ; +++

>50% de c6lulas infectadas : ++++
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CAPITULO I!I

A an6lise da Tabela 4 permite verificar que quase todos os casos

apresentaram resultados semelhantes para todos os anticorpos testados, com

mais de 50% de c6lulas infectadas (Figura 19A, 20A e 21A), ou em alguns

casos 25o/o a 50%. Apenas um caso, no 12, apresentou resultados negativos

para a marcagSo com os anticorpos 1C7 e 1C12 e poucas c6lulas (<10%) com

marcagSo positiva para o anticorpo R2185.

Os resultados obtidos para a marcagao com o anticorpo R2185 n5o

foram publicados na bibliografia internacional, at6 d data de realizagdo deste

trabalho.

Na Tabela 5 apresentamos os resultados obtidos para a marcagSo

imunohistoqulmica de macr6fagos, linfocitos T, linf6citos B e esquizontes de

Theileria annulata, em fragmentos de linfonodo, mrisculo esquel6tico e pele

(sempre que possfvel), para cada um dos vitelos alvo deste estudo.

De acordo com o exposto no Capitulo Il e voltando a analisar os

resultados pela Tabela 5, as c6lulas identificadas nas les6es descritas em

infec96es por Theileria annulata correspondem maioritariamente a macr6fagos

e linf6citos T. Ap6s marcagSo imunohistoquimica destas les6es com os

anticorpos anti-Theileria annulata avaliou-se a percentagem de c6lulas

infectadas e verificou-se que, com excepgdo do caso no 12, todos

apresentaram c6lulas infectadas nos linfonodos e nas les6es do tecido

muscular esquel6tico e pele (nos casos em que foi posslvel realizar esta

avaliagSo neste tecido).

A intensidade da marcagSo foi, em todos os casos, moderada com o

anticorpo 1C12 (Figura 208) e bastante intensa com os anticorpos 1C7 (Figura

198) e R2185 (Figura 218).
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CAPiTULO III

Figura'19: A - lnfiltraqSo exuberante do tecido muscular esquel6tico por c6lulas infectadas, positivas
para o anticorpo monoclonal 1C7. B - Celulas infectadas, positivas para o anticorpo 1C7, cuja
intensidade de marcagSo 6 muito forte, presentes entre as fibras musculares esquel6ticas (A e B:
estreptavidina-biotina-peroxidase, contraste com hematoxilina de Mayer).

Figura 20: A - lnfiltragSo do linfonodo por c6lulas infectadas, positivas para o anticorpo monoclonal
1C12. B - C6lulas infectadas positivas para o anticorpo 1C12, onde se observa marcagdo de
intensidade moderada (A e B: estreptavidina-biotina-peroxidase, contraste com hematoxilina de
Mayer).
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Figura 21: A - lnfiltrag6o do tecido muscular esquel6tico por c6lulas infectadas, positivas para o
anticorpo policlonal R2185. B - No tecido conjuntivo intersticial do tecido muscular esquel6tico
observam-se c6lulas infectadas, positivas para o anticorpo R2185, com elevada intensidade de
marcagSo (A e B: estreptavidina-biotina-peroxidase, contraste com hematoxilina de Mayer).

Discuss6o

O diagnostico de teileriose tropical, com base na utilizagdo de cortes

histol6gicos a partir de biopsias de linfonodo realizadas em animais vivos com

suspeita de infecgSo por Theileria annulata, n5o 6 comum na actividade clinica

di6ria. 56o utilizados preferencialmente esfregagos de sangue ou de

linfonodos, pela maior facilidade de execugSo, com as limitag6es j5 abordadas

na !ntrodugSo deste capltulo.

A identificagSo das formas parasitSrias, com recurso a

imunohistoquimica e utilizagSo de anticorpos especificos anli-Theileia e

possivel, tanto em esfregagos como em cortes histologicos de fragmentos

fixados em formol (Campbell et al., 1995; Ahmed et al., 1999; Forsyth et al.,

1999; Shayan et al., 1999). A aplicagSo da t6cnica de imunohistoquimica no

diagnostico di6rio tamb6m ndo 6 de todo relevante, devido d morosidade da

mesma e aos custos associados. No entanto, pode ser importante para

confirmagSo post-mortem do diagn6stico e para caracterizagSo fenotipica de

diferentes estirpes de Theileria annulata, pois foi demonstrado que a Theileia

annulata apresenta variedade antig6nica entre estirpes oriundas de diferentes

regi6es, inclusivamente no mesmo pals e, por vezes, na mesma explorag6o
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(shiels et al., 1986a; Shiels et al., 1986b; lrvin, 1987; Ben Miled et al., 1994;

campbell et a1.,1995; Sutherland et a1.,1996; Forsyth et al., 1999; Shayan ef

a/., 1999; Taylor et a\.,2003; Schneider et a\.,2004; Manuja et a\.,2006)'

A utilizagSo com sucesso dos dois anticorpos monoclonais est6 descrita

por v6rios autores (Shiels et al., 1986a; Shiels et al., 1986b; Campbell et al.,

1g95; Forsyth et al., 1999; Shayan et al., 1999; Schneider et al., 20o4; Manuja

et a1.,2006), mas geralmente aplicados em culturas de c6lulas infectadas com

esquizonte s de Theileria annulata.

Os resultados por n6s descritos estSo de acordo com os obtidos por

v6rios autores. Assim, Campbell et al. (1995) identificaram, com o anticorpo

monoclonal 1C7, esquizontes nos linfonodos a partir do 50 dia p6s-infeca6o e

de uma forma crescente at6 ao 10o dia p6s-infeca6o. Forsyth et al. (1999)

identificaram, com o mesmo anticorpo, esquizontes em linfonodos e diversos

orgSos, a partir do 7o dia pos-infecaSo.

Manuja et at. (2006) utilizaram v6rios anticorpos monoclonais, incluindo

o 1C7, para identificar a variedade fenotipica de quatro estirpes de Theileria

annulata, oriundas de diferentes estados indianos. No estudo desenvolvido por

estes autores, estas quatro estirpes apresentaram imunorreactividade diferente

para os anticorpos utilizados. Para o anticorpo 1C7 a marcagdo foi bastante

diferente entre duas das estirpes analisadas, mostrando a diferenga de

expressSo antig6nica entre ambas. Os resultados obtidos no trabalho que

desenvolvemos nio foram semelhantes. Os animais utilizados no presente

estudo s6o todos oriundos de regi6es muito proximas, onde n6o 6 previsivel

que se encontre mais do que uma estirpe de Theileria annulata'

Shiels et al. (1986b) tamb6m evidenciaram a diversidade antig6nica de

doze estirpes de Theileria annulata atrav6s do estudo da imunorreactividade

para anticorpos dirigidos contra este protozoflrio. O anticorpo 1C7 foi aquele

que apresentou maior diversidade de reacaSo entre as estirpes estudadas.

Pelo contrdrio, o anticorpo 1C12 reconheceu epltopos em todas elas.

Comparativamente com os resultados por n6s obtidos, os primeiros n6o est6o

de acordo com a marcagSo observada nos nossos casos, nos quais ndo era

previsivel encontrar diversidade fenotfpica. JA a marcagdo com o anticorpo

1C12 est6 de acordo com o que tamb6m observ6mos. Segundo o mesmo
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autor, tamb6m 6 posslvel identificar alguma variabilidade fenotipica na mesma

estirpe.

No trabalho desenvolvido por este autor, n6o foi estudado qualquer

material de animais infectados oriundo de Portugal e foram utilizadas culturas

de c6lulas infectadas e ndo fragmentos de 6rg5os e tecidos obtidos de

infec96es naturais (fixados em formol e processados segundo metodologia de

rotina para obtengSo de cortes histologicos), como no estudo que aqui

apresentamos, ndo tornando possivel a sobreposigSo de resultados.

A comparagSo dos resultados por n6s obtidos com a marcagio com o

anticorpo policlonal R2185, com os resultados obtidos por outros autores,

ainda ndo pode ser concretizada, devido d inexist6ncia de publicag6es com

estes dados.

Os resultados da marcagSo negativa para 1C7 e 1C12 obtidos para o

caso no 12 n6o nos surpreenderam, pois trata-se do mesmo caso que

apresentou fraca imunorreactividade para os anticorpos MAC 387, CD3 e

CDTgocy (Capitulo ll), provavelmente devido ds alterag6es degenerativas e

necr6ticas identificadas nestas c6lulas. A marcagSo positiva apenas com o

anticorpo R2185 pode estar associada d natureza policlonal deste anticorpo,

que poder5 apresentar maior probabilidade de detecgSo de epitopos, mesmo

em c6lulas com alteragOes degenerativas e necr6ticas. Ali6s, este anticorpo

ndo necessitou de recuperagSo antig6nica para melhorar a efic6cia da

marcagSo.

A possibilidade do anticorpo R2185 detectar epitopos de outros

parasitas pr6ximos do g6nero Theileia, nos linfonodos e les6es do animal no

12, parece-nos pouco prov5vel. Por um lado, a origem deste animal e o quadro

clinico e lesional foram semelhantes aos identificados nos restantes animais

deste estudo. Por outro, a 0nica doenga que apresenta quadro clinico e

lesional aproximado 6 a infecaeo por Theileria parua, que nunca foi identificada

em Portugal. As restantes esp6cies do g6nero Theileria s6o consideradas n6o

patog6nicas e ndo apresentam quadro clinico e lesional semelhante (Capitulo

!).
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Conclus6o

A confirmagdo da presenga da Theileria annulata nas c6lulas alvo dos

casos em estudo veio, por um lado, reforgar o diagn6stico de teileriose tropical

no sul de Portugal e, por outro, indicar a aus6ncia de polimorfismo fenotipico

de Theileria annulata presente nesta regiSo. Serdo ainda necess5rios novos

estudos para averiguar o polimorfismo gen6tico desta esp6cie para mais

correcta caracterizagSo do agente presente no sul do nosso Pais, onde a

teileriose tropical tem mais importdncia (Capitulo l).

Para este estudo, atrevemo-nos a sugerir uma metodologia:

1 - identificagdo das explorag6es com animais infectados atrav6s da realizag6,o

de esfregagos de sangue e/ou linfonodos a todos os animais suspeitos de

teileriose tropical e tamb6m, aleatoriamente, a n(mero significativo de animais

assintom6ticos de cada exploragdo.

2 - estabelecimento de culturas celulares, a partir de sangue ou aspirados de

linfonodos de animais infectados.

3 - identificagSo e caracterizagdo fenotipica do(s) isolado(s) presente(s) nas

culturas celulares, com recurso a painel de anticorpos monoclonais (em

colaboragSo com o Professor Doutor Brian Shiels).

4 - caracterizagdo genotlpica do(s) isolado(s) identificado(s), com recurso a

ensaios de restrigSo enzim6tica de genes espec[ficos da Theileria annulata (por

exemplo, Tams1, o gene que codifica para um antig6nio de superficie dos

merozoltos, ou o gene codificante para uma proteina da membrana dos

esporozoitos e esquizontes, TaSP). Este procedimento tem como objectivo a

amplificagSo de fragmentos de ADN (PCR) dos genes referidos, e comparagSo

das sequdncias de nucleotideos obtidas, para cada um dos isolados (Gubbels

et a\.,2000b; Schnittger et a|.,2002; Manuja et a1.,2006).
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Cap[tulo lV: Caracterizagilo ultraestrutural (Microscopia

Electronica de Transmissio) das les6es identificadas em

vitelos infectados por Theileria annulata

lntrodugSo

A principal importdncia da microscopia electr6nica de transmissSo 6 a

capacidade de revelar a ultraestrutura da c6lula para al6m da sua morfologia

histol6gica. Esta capacidade 6 atingida pelo poderoso aumento de resolugdo

do microsc6pio electr6nico face ao microscopio optico (Woods & Stirling,

2002).

A utilizagSo da microscopia electronica para o diagnostico de infeca6es

de etiologia microbiana e parasit6ria (principalmente protozo5rios) caiu em

desuso devido ao avango das t6cnicas de biologia molecular, que se revelaram

mais rSpidas e mais econ6micas.

No entanto, ainda hoje, o estudo mais aprofundado da morfologia de

alguns agentes etiol6gicos dever6 passar pela caracterizagdo ultraestrutural

dos mesmos. Esta caraclerizagdo permite tamb6m localizar de forma precisa,

a nlvel celular ou intersticial, estes agentes e avaliar a sua interacgSo com

organitos celulares ou componentes tecidulares, com relevdncia na patogenia

da doenga em causa (Jarrett et al., 1967; Jura & Brown, 1983; Jura et al.,

1983; Ahmed et a1.,1999; Shaw, 2003).

O primeiro estudo ultraestrutural sobre a infeccgSo in vitro por Theileia

annulata foi realizado por Jura em 1981 (citado por Jura ef a/., 1983), que

descreveu a forma de entrada deste protozo6rio na c6lula hospedeira e

identificou os trofozoitos como as formas intermedi5rias entre os esporozoltos

e os esquizontes.

Vdrios estudos demonstraram que ap6s a entrada do esporozoito na

c6lula hospedeira, d custa da invaginagSo da membrana celular desta c6lula, o

vacfolo em que o esporozoito fica envolvido desaparece aproximadamente em

24 horas, permitindo a presenga livre do trofozoito e posteriormente do

esquizonte no citoplasma da c6lula alvo. O contacto directo com o citoplasma

destas c6lulas pode proporcionar a ligagSo a diversos organelos e/ou
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activaqSo de vias de metabolismo celular que influenciam a expressdo

genotipica e fenotipica das c6lulas infectadas (Jura & Brown, 1983; Morrissette

& Sibley, 2002; Shaw, 2003).

O objectivo do estudo que descrevemos neste Capitulo 6 a

caracterizagSo ultraestrutural das c6lulas envolvidas nas les6es verificadas nos

animais infectados e, quando possivel, a identificagSo de formas parasit6rias

compativeis com Theileria annulata no citoplasma das c6lulas hospedeiras.

Materiais e M6todos

De um dos casos em estudo, vitelo no 8, procedeu-se d colheita durante

a necropsia de amostras de m0sculo, pele e linfonodo para microscopia

electr6nica de transmiss6o.

A selecgso deste vitelo para realizagdo deste estudo baseou-se no facto

de a necr6psia ter sido realizada imediatamente ap6s a eutan5sia.

O processamento das amostras foi baseado na descrigSo de Woods &

Stirling (2002) e descreve-se no Anexo V!.

A observagSo das amostras foi efectuada no Microsc6pio Electronico de

Transmissdo JEOL, JEM-100SX, cuja aceleragSo do feixe de electr6es 6 de 80

quilovolts (KVolts). O registo fotogr6fico foi efectuado em pelicula Kodak@

"electron microscope" em filme 4489 (6,5cm x 9cm). Este trabalho foi

desenvolvido na Unidade de Anatomia Patologica do Hospital Curry Cabral,

sob orientagSo do Professor Doutor Ant6nio Pedro Matos.

Resultados

Nos cortes analisados foi possivel identificar v6rios tipos celulares. No

entanto, as c6lulas predominantes em todos eles foram os macr6fagos e os

linfocitos.

Os macr6fagos apresentaram como caracterlstica principal a presenga

de inumeros vacOolos no citoplasma.

Os linfocitos apresentaram na sua maioria, caracterfsticas que

permitiram classific6-las como c6lulas bl5sticas: n0cleos de morfologia

heterog6nea, com aglomeragOes de heterocromatina d periferia e restante

nucleoplasma preenchido com eucromatina, elevada relagdo N/C, mitoc6ndrias
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com cristas e, por vezes, cisternas isoladas de reticulo endoplasm6tico rugoso.

Algumas c6lulas linf6ides mostraram tamb6m alterag6es degenerativas e

necroticas do citoplasma, principalmente as observadas em cortes de

linfonodo.

Alguns macr6fagos, com mais frequ6ncia os presentes nos cortes de

musculo esquel6tico e pele, exibiam no citoplasma estruturas compativeis com

formas parasit6rias, frequentemente muito proximas do nUcleo da c6lula

hospedeira. Estas formas parasit6rias apresentaram caracteristicas que

permitiram identific5-las como trofozoltos e esquizontes de Theileria annulata.

As caracteristicas observadas em cada uma destas estruturas parasit6rias sdo

enumeradas em seguida.

Trofozoitos (Figura 22A e 228):

- presenQa livre no citoplasma, n6o incluidos num vac0olo e pr6ximo do ntcleo

da c6lula hospedeira

- um 0nico n0cleo exc6ntrico de cromatina ndo condensada

- mitocOndrias sem cristas desenvolvidas

- aus6ncia de roptrias

Esquizontes (Figura 23A e 23B):

- presenga livre no citoplasma, n5o incluidos num vac0olo e proximo do n0cleo

da c6lula hospedeira

- mais do que um ntcleo

- mitoc6ndrias sem cristas desenvolvidas
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Figura 22: A - Forma compativel com trofozoito (T) de Theileria annulata no citoplasma de um macr6fago,
n6o incluida num vac[olo e pr6ximo do n0cleo desta c6lula (N), que apresenta chanfradura. No trofozoito (T)
pode observar-se uma mitoc6ndria sem cristas (M); B - Forma compativel com trofozoito (T) de T. annulata,
livre, no citoplasma de um macr6fago, cujo n0cleo (N) apresenta uma chanfradura. No trofozoito pode ver-se
mitoc6ndrias sem cristas (M)e n(cleo exc6ntrico (n).

Figura 23: A e B - Formas compativeis com esquizontes (E) de Theileria annulata pr6ximo do n(cleo (N)
de macr6fago. Os esquizontes sio estruturas multinucleadas (n) e apresentam mitoc6ndrias sem cristas
(M)
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Discuss6o

Este estudo permitiu identificar trofozo[tos e esquizontes de Theileria

annulata no citoplasma de macrofagos presentes nos linfonodos, tecido

muscular esquel6tico e pele, num vitelo que morreu vitima de teileriose

tropical.

Em Portugal nunca foram desenvolvidos trabalhos de caracterizagSo

ultraestrutural deste protozo6rio. Tamb6m a bibliografia internacional 6

bastante eScaSSa, com trabalhos desenvolvidos apenaS em infeca6es

provocadas in vitro em culturas celulares (Musisi et al., 1981; Jura & Brown,

1983; Jura ef a/., 1983). J6 os trabalhos desenvolvidos a partir de infec96es

com Theileria parua sdo mais numerosos (Jarrett & Brocklesby, 1966; Jarrett ef

a\.,1967; DeMartini & Moulton, 1973; Kimeto, 1978; Jura & Brown, 1983).

Jura & Brown (1983) e Jura et al. (1983) realizaram estudos tn vitro a

partir de infec96es de linfocitos por Theileia annulata e Theileria parua,

demonstrando o tipo de interacgso inicial entre esporozoito e a c6lula

hospedeira e posterior desenvolvimento para trofozofto e esquizonte no

citoplasma desta c6lula. As caracteristicas que descrevemos, nas formas

parasit6rias que identific6mos e que permitiram classific5-las como trofozoitos

e esquizontes, estSo de acordo com as relatadas por estes autores.

A presenga livre no citoplasma, ndo incluida num vac0olo, destas

formas parasit6rias reforga a possibilidade de interacASo que as mesmas

poderSo ter com diversas vias de metabolismo da c6lula hospedeira (Jura &

Brown, 1983; Ahmed et a1.,1999; Dobbelaere & Heussler, 1999; Morrissette &

Sibley, 2002; Biermann et al., 2003). A aus6ncia de vac0olo permite ainda

escapar d lise lisossomal, pois a libertagSo de enzimas por estes organitos

celulares ndo ocorre aleatoriamente no citoplasma (Garcia-del Portillo & Finlay,

1995; Shaw, 2003; Dobbelaere & KUenzi,2OO4).

As caracterlsticas identificadas para os macr6fagos e c6lulas linf6ides

observadas estSo de acordo com a morfologia ultraestrutural ja descrita para

as mesmas (Jura & Brown, 1983; Junqueira & Carneiro,2004; Young et al.,

2007).
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Conclus6o

Os nossos resultados permitiram confirmar a presenga de c6lulas

linf6ides de caracteristicas bl6sticas e macr6fagos nas les6es desenvolvidas

em casos de teileriose tropical. Alguns dos macr6fagos identificados

apresentavam no seu citoplasma formas compativeis com um protozo6rio,

cujas caracterfsticas permitem suspeitar de Theileria spp..
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Gapitulo V: Avaliagio da clonalidade da populagSo celular das

les6es identificadas em vitelos infectados por Theileria

annulata por an5lise do ADN mitocondrial

lntrodugdo

O "Displacement loop" (D-loop), 6 uma estrutura de 6cido

desoxirribonucleico (ADN) onde duas cadeias em dupla h6lice sio separadas

numa determinada zona por uma terceira cadeia de ADN. Esta terceira cadeia

e complementar de uma das outras duas afastando a excedente, cuja

morfologia, formando uma alga, lembra a letra "D" (Figura 24). Esta estrutura

ocorre em situag6es de reparagSo do ADN gen6mico, protegendo-o de

alterag6es que podem conduzir a mutag6es nos tel6meros e no ADN

mitocondrial (ADNmt), nomeadamente numa regiSo n6o codificante,

denominada regiSo de controlo do ADNmt (Kasamatsu ef al., 1971; King &

Low, 1987a). Esta regiSo 6 respons6vel pela regulagSo da replicagdo e da

transcrigSo de todo o ADNmt, sendo tamb6m uma regiSo hipervari6vel, onde

frequentemente se verifica polimorfismos e ocorrem mutag6es som6ticas

(Kasamatsu et al., 1971; Anderson et al., 1981; Hauswirth et al., 1984; King &

Low, 1987a; King & Low, 1987b; Butler & Levin, 1998; Fliss et al., 2000;

M6ximo et al.,2OO2; Beja-Pereira et a|.,2006; Santos et a1.,2008).

O ADNmt bovino encontra-se totalmente sequenciado, contando com

16,338 nucleotidos e formando uma mol6cula circularfechada, em dupla h6lice

(Anderson et al., 1982; National Center for Biotechnology lnformation, 2009). A

regiSo D{oop (posig6es 1-363 e 15,792-16,338) tem sido utilizada para

estudos filogen6ticos e filogeogr6ficos, devido a elevada frequOncia de

polimorfismos que apresenta (Bruford et a\.,2003; Beja-Pereira et a|.,2006).
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Figura 24: Representagdo esquem6tica de ADNmt com uma estrutura D-loop
(Adaptado de Kasamatsu et a1.,1971).

Devido ao elevado n0mero de mitoc6ndrias por c6lula e a existencia de

v6rias mol6culas de ADNmt por mitoc6ndria, a ocorr€ncia de heteroplasmia

(presenga no mesmo individuo de mais de um genotipo de ADNmt) e um

importante factor a considerar ao analisar o ADNmt. Este fen6meno pode

ocorrer por mutagSo de uma ou v6rias mol6culas de ADNmt, de uma ou mais

mitoc6ndrias, originando uma mistura de mol6culas mutantes e normais. A

expansSo clonal de c6lulas neopl6sicas facilita o desenvolvimento de

homoplasmia e pode ser utilizado como m6todo de avaliagdo da clonalidade

das c6lulas tumorais, atrav6s da pesquisa destas mutagdes, permitindo a

distingSo, por exemplo, entre tumores primitivos, met6stases e les6es

mriltiplas, dispersas e independentes (Duddy et al., 1998; Fliss ef al., 2000;

Nomoto et a1.,2002).

A extracgso de ADN de tecidos fixados em formaldeido e incluidos em

parafina torna-se, de uma maneira geral, problem6tica para amplificagdo de

fragmentos de ADNmt de boa qualidade, aptos para serem sequenciados

correctamente (Goelz et a\.,1985; Tokuda et a1.,1990; Miething et a|.,2006). A

an6lise de ADNmt, a partir de tecidos mal preservados e/ou fixados por tempo

excessivo ou em m5s condig6es, apresenta vantagens relativamente ao ADN

gen6mico, devido ao elevado no de mitoc6ndrias e de mol6culas de ADNmt em

cada c6lula, o que potencia a possibilidade de obtengSo de fragmentos de

ADN de boa qualidade (Alonso et a1.,2006; Miething et a1.,2006).

Neste estudo pretendeu-se extrair ADNmt das les6es e de tecido normal

dos fragmentos colhidos durante as necr6psias dos vitelos (Tabela 1), para

avaliagSo dos polimorfismos e heteroplasmia das regiOes repetitivas de dois

fragmentos do D-loop mitocondrial, com o objectivo de inferir acerca da

clonalidade da populag6o celular identificada.
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Materiais e M6todos

ExtracgSo de 6cido desoxirribonucleico (ADN) mitocondrial

Para a extracgso de ADN mitocondrial (ADNmt) de cada um dos casos

em estudo , realizaram-se 4 cortes de parafina de 10 pm de espessura, das

lesoes e de tecidos normais do mesmo animal. Estes cortes foram submetidos

a microdissecgdo manual com l6mina de bisturi e auxllio de lupa. O material

obtido foi recolhido para tubos de 1,5 ml e sujeito a desparafinagSo e extracaSo

de ADN atrav6s de um "kit" comercial especifico para fragmentos de tecidos

embebidos em parafina (lnvisorb@ Spin Tissue Mini Kit, !nvitek). O

processamento das amostras realizou-se segundo as instrugdes do fabricante,

com algumas modificag6es:

A digestdo ocorreu por incubagSo em tampSo de lise (200 pl) e

proteinase K (20 pl) a 56oC com agitagSo suave constante, durante toda a

noite. Regra geral esta digestSo foi suficiente, demonstrada pela ausdncia de

turvagSo e fragmentos de tecido ndo digerido na solug5o obtida. No entanto,

nos casos em que tal ndo se verificou, continuou-se a digestSo com adigSo de

20 pl de proteinase K e incubagSo por mais 8 horas a 56oC. A eluigSo do ADN

ocorreu por incubagSo com o tamp6o de eluigSo durante 5 minutos,

recolhendo-se 33 prl de volume total de ADN eluido de cada amostra. Todas as

homogeneizag6es foram feitas de forma suave, por pipetagem, para evitar a

destruigSo do ADN. O ADN extraldo foi armazenado a 4oC duranle 24 horas

para posterior utilizagdo.

A medigSo da quantidade de ADNmt extraido foi realizada no

espectrofotometro (Nanodrop) e processada por programa informdtico. Esta

avaliagdo permite n5o s6 indicar a quantidade de ADN extraido (r1g/p!), mas

tamb6m avaliar a contaminagSo do produto extraldo por outras mol6culas,

como drcido ribonucleico (ARN) e proteinas.

AmplificacSo e purificacSo dos fraomentos de D-Loop mitocondrial

Para amplificagSo dos fragmentos de D-loop mitocondrial recorreu-se d

t6cnica da ReacASo em Cadeia da Polimerase (Polymerase Chain Reaction -

PCR). Utilizaram-se dois "primers" (sequ6ncias que permitem a iniciagSo da
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replicagao do fragmento ADN pretendido. lnvitrogenrM), que permitiram a

amplificagSo de dois fragmentos de D-loop com menos de 200 pares de bases

(pb):

Fraqmento 1 (178 ob):

DLOOPB1 F ("fonruard"): 5'- TCT TGA GCA CCA GCA TAA TGA TA - 3'

DLOOPBI R ("reverse"): 5'- GCT AAA TTG AGT ATT GAA AGC GT - 3'

Fragmento 2 (173 pb):

DLOOPB2F ("fonrvard"): 5'- CAC TTT TAA CAG ACT TTT CCC TA - 3'

DLOOPB2R ("reverse"): 5'- TTA TGG AGT TGG GAG ACT CAT CT - 3'

1

61

121

181

24',|

301

actaatg g ctaatcagcccatgctcacacataactgtgctgtcata catttg gtattttt

ttattttg g g g gatgcttggactcagctatg gccgtcaaaggccctgacccggagcatct

attgta g ctg gactta a ctgcatcttgagcaccagcata atgata agcatgrgacattaca

gtffiatgdsaffi gg acaE a attatattatatatccedtcataaaaatttgccct

3 6 1 cccgtgntgitagcttaa cccaaa g@ag gca ctga a aatgcctag at ga grtctccca ac

42 1 ffi@acacata g gtttg gtccca g ccttcctgtta a ctctta ataa a ctta ca catg

Figura 25: Localizagdo dos "primers", dos fragmentos do D-loop de Bos taurus

amplificados (sombreados) e das sequ6ncias repetitivas de bases Citosina

(sublinhadas).
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A construgSo dos "primers" baseou-se na selecgdo de zonas do D-

loop que apresentavam repetig6es sucessivas de bases (sublinhadas na figura

25), com o objectivo de aumentar a possibilidade de detecgSo de

polimorfismos. Esta selecgso permitiu amplificar dois fragmentos (fragmento 1

e 2), sombreados na imagem, cada um deles com inicio e fim nos respectivos

primers, "forward" e "reverse".

NEo se verificaram homologias entre estes primers e o ADN de Theileia

annulata.

Para um volume total de 25 pl da solugSo final de PCR, as condigOes e

protocolo da reacgdo encontram-se descritos no Anexo Vll.

Para avaliagSo da efici6ncia da reacgSo, os produtos de PCR obtidos (5

pl) foram submetidos a electroforese em gel de agarose a 2o/o com Gel Star

(Cambrex) e observados num transiluminador. Os casos em que a

amplificagSo do ADN da zona de interesse foi bem sucedida foram

seleccionados para purificagSo e sequenciagSo dos fragmentos do D-loop

(Figura 26).

A purificagSo dos produtos de PCR, com vista a eliminar o excesso de

primers e nucle6tidos, foi realizada pelo m6todo enzim6tico, usando-se 10 p!

de produto de PCR e 1 pl de cada enzima, exonuclease (Fermentas) e

fosfatase alcalina (Fermentas). A reacgSo ocorreu num termociclador durante

dois perlodos de 20 minutos a 37oC e 80oC.

Figura 26: Electroforese em gel de agarose a 2o/o

(fragmento 1): C+ = controlo positivo (sangue de
bovino); C- = controlo negativo; n = tecido normal; I =
lesdo; M = marcador de pesos moleculares; 3, 4, 5,
6,7 e 19 = produtos de PCR (178pb).
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SeouenciacSo dos produtos de PCR

Os produtos de PCR purificados foram sequenciados, em ambas as

direc96es, com recurso ao "kit" de sequenciagdo BigDye@ Terminator v3.1

(Perkin-Elmer Applied Biosystems lnc., Foster City, CA, USA), de acordo com

as condig6es (volume final da reacgdo 10 Ul) e protocolo descrito no Anexo Vll.

A purificagSo (precipitagSo) dos produtos de sequenciagSo obtidos (10

pl) foi feita em colunas Sephadex G-50 (Amersham Biosciences) e eluidos em

15 pl de formamida desionizada.

A sequenciagdo do ADNmt obtido foi executada no sequenciador ABI

Prism 3100 Genetic Analyzer (Perkin-Elmer Applied Biosystems lnc., Foster

City, CA, USA) por electroforese capilar. As sequ6ncias obtidas foram

analisadas no programa informStico Sequencing Analysis 5.2.O (Applied

Biosystems, USA. Figuras 27 e 28).

Compararam-se as sequ6ncias obtidas com a sequ6ncia de referEncia

("GenBank", acesso no NC_006853, 2009), centrando-se esta leitura na

andlise das 3 regiOes repetitivas de bases citosina (C) verificadas nos dois

fragmentos amplificados: sequ6ncia de 6C, posigSo 216-221 e sequ6ncia de

5C, posigSo 235-239, do fragmento 1; sequOncia de 12C, posigSo 352-363, do

fragmento 2. Considerou-se a exist6ncia de polimorfismo quando ambas as

sequ6ncias, do tecido normal e da les5o, no mesmo animal, apresentassem a

mesma variagSo.

Figura 27: SequenciagSo do ADNmt do
fragmento 1 de tecido normal do caso no 5
(as sequ6ncias repetitivas de bases C deste
fragmento estSo sublinhadas).
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Figura 28: Sequenciagdo do ADNmt do fragmento 1, de tecido lesado do caso no 5
(as sequ6ncias repetitivas de bases C deste fragmento estSo sublinhadas).

Resultados

Os resultados obtidos constam das tabelas 6 e 7. Dos 16 casos

analisados, apenas foi posslvel obter amplificagdes de ADN para

sequenciagSo em 10 casos. Dos casos nos 10 e 14 ndo foi possivel obter

tecido normal para extracgSo de ADN. N6o foi possivel obter a leitura da

sequenciagSo do fragmento 2 no tecido lesado dos casos no 4 e no 10. Do

caso no 11 apenas foi possivel obter a sequenciagSo do fragmento 1, tanto do

tecido normal como do lesado.

A an6lise da tabela 6 permite verificar o enriquecimento das sequ6ncias

repetitivas de C do fragmento 1 (Figura 27 e 28). Os casos no 4 e no 7, posigSo

235-239, e os casos no 8 e 14 n6o apresentaram alterag6es d sequ6ncia de

referdncia.

Em todos os casos em que se identificou o enriquecimento das

sequGncias repetitivas de C, do fragmento 1, n6o se verificou perda de

heteroplasmia, com excepgdo do caso no 7 em que a insergSo de uma base C

apresenta padrSo homopl6smico.

A andlise da tabela 2 permite verificar polimorfismos inst6veis da

sequdncia repetitiva de 12 bases C do fragmento 2, sem perda de

heteroplasmia, mas com variag6es entre o tecido normal e as les6es
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correspondentes no mesmo animal. No entanto, estas alteragOes n6o foram

consideradas significativas por aparecerem tamb6m, aleatoriamente, em

sequ6ncias de tecidos normais.

Tabela 6: Variag6es do ADNmt da regido D-loop, fragmento
1, de tecido normal e tecido lesado

ANIMAL TECIDO REGIAO PosrgAo vARTAgAO

3

Normal

Les6o

D-loop

D-loop

216-221
235-239
216-221
235-239

6Ct7C
5C/6C
6Cl7C
5C/6C

4
Normal

LesSo

D-loop

D-loop

216-221

216-221

6Cl7C

6Cl7C

5
Normal

LesSo

D-loop

D-loop

216-221
23s-239
216-221
235-239

6Ct7C
5C/6C
6Cl7C
5C/6C

6
Normal

LesSo

D-loop

D-loop

216-221
235-239
216-221
235-239

6Ct7C
5C/6C
6Cl7C
5C/6C

7

Normal

LesSo

D-loop

D-loop

216-221

216-221

7C

7C

I
Normal

LesSo

D-loop

D-loop

216-221
235-239
216-221
235-239

6Cl7C
5C/6C
6Ct7C
5C/6C

10
Les6o D-loop

216-221
235-239

6Cl7C
5C/6C

11

Normal

LesSo

D-loop

D-loop
235-239

235-239

5C/6C

5C/6C
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Tabela 7: Variag6es do ADNmt da regiSo D-loop, fragmento
2, de tecido normal e tecido lesado

ANIMAL TECIDO REGIAO POSTQAO vARrAgAo

3

Normal

LesSo

D-loop

D-loop

352-363

352-363

11Cl12C

11Ct12C

4 Normal D-loop 352-363 11Ct12Cl13C

5
Normal

LesSo

D-loop

D-loop

352-363

352-363

1lcl11cl12c

1lcl11cl12c

b
Normal

LesSo

D-loop

D-loop

352-363

352-363

1}cl11c

1lcl11c

7
Normal

LesSo

D-loop

D-loop

352-363

352-363

11Cl12C

11Ct12Ct13C

8
Normal

LesSo

D-loop

D-loop

352-363

352-363

11Cl12Cl13C

11Cl12Cl13C

9
Normal

LesSo

D-loop

Dioop

352-363

352-363

10cl11c

11Ct12Ct13C

14 LesSo D-loop 352-363 11Ct12Cl13C

DiscussSo

A extracgdo de fragmentos de ADN para a utilizagSo em t6cnicas de

biologia molecular, como o PCR, realizada a partir de tecidos fixados em

formaldeldo e incluidos em parafina pode constituir um problema, devido ds

elevadas taxas de degradagSo do mesmo (Goelz et al., 1985; Tokuda et al.,

1990; Miething et a1.,2006). A amplificagSo eficiente de fragmentos de ADN,



CAPiTULO V

previsivelmente degradados, passa pela selecgdo de fragmentos relativamente

pequenos, preferencialmente que n6o excedam os 200 pb e de algumas

alteragOes ds t6cnicas de extracgSo de ADN utilizadas por rotina nos

laboratorios (Tokuda et al., 1990; Duddy et al., 1998; Alonso et a1.,2006;

Bertagnolli et al., 2008).

Um dos desafios do presente trabalho iniciou-se pela extracgdo de

ADNmt a partir de fragmentos de tecidos fixados em formaldeido neutro

tamponado a 10o/o e incluidos em parafina, desconhecendo-se, em alguns

casos, o estado de preservagdo destes tecidos na altura da colheita e o tempo

e condigdes de fixagdo a que foram submetidos.

As condig6es a que algumas das amostras foram provavelmente

sujeitas, contribuiram para a degradagio das mol6culas de ADN e para os

resultados obtidos neste trabalho, o que est6 de acordo com as dificuldades

encontradas por outros autores (Goelz et al., 1985; Tokuda et al., 1990;

Bertagnolli et al., 2009).

Apenas as sequ6ncias obtidas para o fragmento 2 dos animais no 7 e no

9 apresentaram diferenga entre o tecido normal e a les6o. Todos os restantes

casos apresentaram o mesmo gen6tipo tanto nos tecidos normais como nas

les6es. Os polimorfismos observados, maioritariamente o enriquecimento de

uma base C ds sequdncias repetitivas de C do fragmento 1, ndo apresentaram

perda de heteroplasmia e selecgSo clonal para uma determinada populagSo

celular de gen6tipo diferente. O fragmento 2 apresentou sequ6ncias mais

instSveis, com mais variag6es no n0mero de bases C, no entanto, n6o se

verificou perda de heteroplasmia e tamb6m ndo se verificou selecgSo clonal

para determinado gen6tipo.

A heterogeneidade das sequ6ncias da extremidade 5' da regiSo D-loop

do ADNmt de bovinos foi descrita por Hauswith et al. (1984), constatando o

enriquecimento de bases C nesta regiSo. Os dados apresentados por estes e

outros autores (King & Low, 1987b) sugerem uma heterogeneidade da

sequ6ncia da regiSo D-loop, quer intranimal, quer intracelular, o que est6 de

acordo com os resultados por n6s constatados.

A identificag6o de mutag6es som6ticas ndo foi considerada. Apesar de

importantes para estudos de clonalidade, muitas mutag6es ocorridas no D-loop

mitocondrial sdo silenciosas e estando presentes numa regi6o n6o codificante
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podem apresentar significado desconhecido (Rand & Kann, 1998; Fliss ef a/.,

2000; Nomoto et a1.,2002).

ConclusSo

Face d apresentagSo dos resultados aqui expostos, podemos concluir

pela origem policlonal da populagSo celular identificada nas les6es descritas

nos animais do nosso estudo, o que tamb6m est5 de acordo com os resultados

obtidos e apresentados nos capitulos anteriores. No entanto, mais estudos de

clonalidade celular serdo necessSrios para uma conclusSo mais precisa sobre

a origem destas c6lulas, possivelmente, estudando regiOes menos polim6rficas

teremos resultados mais conclusivos acerca da clonalidade destas les6es.
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CoNCLUSAo ceRRI

Gonclusio geral

No presente trabalho descreveram-se e caracterizaram-se

macroscopicamente e microscopicamente as les6es identificadas em 16 vitelos,

infectados com Theileria annulafa, que desenvolveram um quadro lesional agudo,

semelhante a linfoma maligno multic6trico, cuja caracteristica predominante foi o

desenvolvimento de nodulos multifocais na pele e tecido muscular esquel6tico e

linfoadenomeg6lia generalizada. Nodulos com caracter[sticas semelhantes foram

tamb6m observados noutros orgdos e tecidos. Microscopicamente estes n6dulos

s5o o resultado da infiltragSo multisist6mica por uma populagSo celular inflamat6ria

mista, cujas c6lulas foram identificadas por imunohistoqu[mica, como sendo

maioritariamente linf6citos T e macr6fagos e apenas escassos linf6citos B.

As caracteristicas fenotlpicas desta populagSo afastou a possibilidade da

origem monoclonal das mesmas e, por esse facto, da presenga de processo

neopl6sico. A aus6ncia de monoclonalidade foi tamb6m abordada pelo estudo da

sequenciagSo de dois fragmentos de ADN da regiSo hipervariSvel D-loop

mitocondrial das les6es e de tecidos normais dos vitelos vitimas da doenga.

A identificagSo do agente etiol6gico, Theileria annulata, presente em algumas

c6lulas que constitufam os n6dulos referidos anteriormente, foi confirmada pelo uso

de anticorpos monoclonais (1C7 e 1C12), o que permitiu a primeira caracterizagSo

fenotipica da(s) estirpe(s) existentes em Portugal, que carece, com toda a certeza,

de maior nUmero de amostras e estudos em culturas de c6lulas obtidas dos animais

infectados.

O conhecimento do polimorfismo fenotipico e gen6tico de estirpes de

Theileria annulata, com conhecimento dos antig6nios de superflcie das mesma e

relagSo da expressSo destes antig6nios com o seu poder imunog6nico estar6 na

base da confecgso de vacinas, muito importantes em 5reas end6micas para

teileriose tropical.

Com o desenvolvimento destes trabalhos e an6lise dos resultados obtidos,

conseguimos atingir os objectivos inicialmente propostos e contribuir para o

conhecimento das infec96es agudas por Theileria annulata no sul Portugal:
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- Caracterizagdo macrosc6pica e microsc6pica das les6es identificadas em vitelos

infectados com Theileia annulata.

- Caracterizagdo fenotfpica e ultraestrutural das c6lulas envolvidas nas les6es de

vitelos infectados com Theileria annulata.

- ContribuigSo para o conhecimento sobre a resposta inflamat6ria e imunit5ria de

vitelos que morrem em consequEncia da infecgSo natural por Theileria annulata.

- Abordagem da caraclerizagSo fenotipica da(s) estirpe(s) de Theileria annulata

identificada(s) no sul de Portugal.
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ANEXOS

Anexo I - Golorag6es de rotina utilizadas no Laboratorio de

Anatomia Patol6gica do Hospital VeterinSrio da Universidade de

livora

Giemsa para esfregagos

1. As lAminas deverSo secar d temperatura ambiente

2. Metanol (6lcool metilico) - 5 a 10 minutos

3. SolugSo de Giemsa (Merck, 1.0924) - 20 a 30 minutos

4. Lavar em 6gua corrente - 1 minuto

5. Secar d temperatura ambiente

6. Montar as ldminas (opcional) em meio sint6tico de montagem Entellan New
(Merck, 1.07961)

Soluc6o de Giemsa

Agua destilada - 10 ml

Giemsa - 24 gotas

Giemsa para cortes histol6gicos

1. Desparafinar e hidratar :

a)Xilol -5minutos

b) Alcool absoluto - 2 minutos

c) Alcool 95" - 2 minutos

d)Alcool 70'-2minutos

e) Agua destilada - 2 minutos

2. Corar com Giemsa (Merck, 1.09204) - t hora
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3. Diferenciar durante alguns segundos

4. Alcool a 95" - deve ser controlado ao microscopio

5. Alcool absoluto - 5 minutos

6.Xilol -2minutos

7. Montar as l6minas em meio sint6tico de montagem Entellan New
(Merck, 1.07961)

Soluc6es

Giemsa:

. Giemsa - 20 ml

. Agua destilada - 80 ml

Diferenciador:

. Agua destilada - 100 ml

. Acido ac6tico glacial (Merck, 1.00063) - 3 a 4 gotas

Hematoxilina-Eosina

l.Xilol -5minutos

2. Alcool absoluto - 2 minutos

3. Alcool 95o - 2 minutos

4. Alcool 70' - 2 minutos

5. Agua destilada - 2 minutos

6. Hematoxilina de Harris (Merck, 1.09253) - 10 minutos

7. Agua corrente - 5 minutos

8. Diferenciador - 1 a 2 segundos

9. Agua corrente - 5 minutos
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10. Alcool 70" - 1 minuto

11. Eosina Floxina - 1 minuto

12. Alcool 95 - 2 minutos

13. Alcool 95" - 2 minutos

14. Alcool 100'- 3 minutos

15. Alcool 100'- 3 minutos

16.Xilol -2minutos

17. Montar as ldminas em meio sint6tico de montagem Entellan New
(Merck, 1.07961)

Soluc6es

Diferenciador (6lcool-6cido) :

Alcool 70" - 99 ml

Acido cloridrico (Merck, 1.00317) - 1 ml

Eosina - Floxina:

Eosina Y a 5 % - 100 ml

o Eosina Y (Merck, 1.15935)- 5 g
. Agua destilada - 100 ml

Floxina a 1 o/o - 10 ml:

o Floxina (Merck, 1 .15926) -1 g
. Agua destilada - 100 ml

Alcool 95" - 780 ml

Acido ac6tico glacial (Merck, 1.00063) - 4 ml
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Anexo ll - Gulturas celulares e identificagio dos parasitas

1 - As c6lulas mononucleadas (PBMC) obtidas por centrifugagSo do sangue
perif6rico (Ficoll-Paque PLUS, Amersham Biosciences) foram posteriormente
lavadas 3 vezes com a solugSo salina de Hanks.

2 O "pellet" obtido foi ressuspendido em meio de cultura (RPMI 1640
suplementado com 20o/o de soro fetal bovino, 2 mM de L-glutamina, 100 UI/mL de
penicilina, 100 Ug/mL de estreptomicina).

3 - As suspens6es de PBMC foram semeadas (5x106 c6lulas/ml) em frascos de
cultura para tecidos e incubadas a 37 C, em 5% CO z e > 80o/o de humidade.

4 - Ap6s 48 horas, as c6lulas em suspensSo foram cuidadosamente removidas e
adicionado meio de cultura (repetiu-se este procedimento at6 obtengSo de um tapete
uniforme de c6lulas cobrindo a base do frasco de cultura).

5 - As passagens das culturas realizaram-se 2 a 3 vezes por semana. O 6cido
desoxirribonucleico (ADN) das c6lulas infectadas foi obtido pelo uso de kit comercial
("High Pure Viral Nucleic Acid Kit", Roche), de acordo com as instrug6es do
fabricante.

6 - Procedeu-se d amplificagSo por reacgSo em cadeia da polimerase (PCR) da
regiSo hipervari6vel 4 da subunidade menor do gene 18S 6cido ribonucleico
riboss6mico (ARNr). Utilizou-se um par de "primers" (desenhados a partir do
programa inform6tico Primer3 e BLAST) complementares das sequBncias que
flanqueiam esta regiSo (conservada entre as esp6cies de Babesia e Theileria).

Gondig6es da reacAio de PCR (volume final 50 pL):

TampSo da Taq ADN polimerase - 10X

Cloreto de Magn6sio (MgCl2) - 1 mM

Desoxirribonucleotideos fosfatados (dNTPs) - 0,2 mM

Primers - 0,5 pM cada: "forward" (5' CAATCCTGACACAGGGAGGT 3') e "reverse"
(s', TGATCGTCTTCGATCCCCTA 3',)

Taq ADN polimerase (lnvitrogen) - 2.5 unidades
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Protocolo da reacAio:

Temperatura DuraeSo Ciclos
Desnaturacdo inicial g40c 3 minutos 1

Desnaturac5o g40c 30 seoundos
30HibridacSo 600c 30 sequndos

Alonoamento 720C 1 minuto
Alonqamento final 720C 7 minutos 1

7 - Os produtos obtidos foram visualizados por electroforese em gel de agarose com
brometo de et[dio. A sequenciagSo dos fragmentos amplificados foi determinada
(STAB Vida) e analisada com recurso ao programa inform6tico BLAST (NCBI, 2009).
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Anexo lll - Metodologia utilizada para imunohistoquimica com os

anticorpos primirios anti-CD79ocy, anti-CD3 e anti-protelna

mielomonocitica Ll

1 - DesparafinagSo e hidratagSo

a) Xilol - 15 minutos

b) Alcool absoluto - 1 minuto

c) Alcool 95' - 1 minuto

d) Alcool 70' - l minuto

e) Agua destilada - 1 minuto

2 - lnibigSo da peroxidase end6gena em solug6o aquosa de per6xido de hidrog6nio
(per6xido de hidrog6nio a 30%; Merck, 1.07210.0250) a 3o/o, em agitagSo continua,
durante 30 minutos d temperatura ambiente.

3 - TrOs lavagens com TBS, 2 minutos cada.

4 - RecuperagSo antig6nica, pelo calor, em micro-ondas (Samsung TDS@, M1717N):
as l6minas foram colocadas num cesto de vidro e mergulhadas numa solugSo
tampSo (Anexo lV), que as cobriu na totalidade. Seguidamente, foram irradiadas a
800 watts, at6 a solugSo tampSo comegar a borbulhar (aproximadamente 10 a 12
minutos apos o inicio da irradiag6o). Neste momento reduziu-se a pot6ncia inicial
para 700 a 750 watts e continuou-se a irradiagSo por mais 10 minutos. Ap6s este
processo as ldminas foram deixadas arrefecer durante 20 minutos d temperatura
ambiente.

5 - Tr6s lavagens com TBS, 2 minutos cada.

6 - lncubagSo com o soro prim6rio (Tabela 2).

7 - TrOs lavagens com TBS, 2 minutos cada.

8 - lncubaga_q. com o reagente "HRP Polymer Conjugate" do kit de detecaSo
SuperPicTure'' Polymer (Zymed Laboratories, 87-9663), durante 10 minutos d
temperatura ambiente, preparado de acordo com as instrug6es do fabricante.

9 - TrGs lavagens com TBS, 2 minutos cada.
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10 - lncubagSo com solugSo de DAB fornecida no kit de detecgso SuperPicturerM
Polymer (Zymed Laboratories, 87-9663), durante 10 minutos a temperatura
ambiente, preparada de acordo com as instrug6es do fabricante.

11 - Lavagem em 6gua corrente durante 10 minutos.

12 - ColoragSo com hematoxilina de Mayer (Anexo IV), durante 1 minuto.

13 - Lavagem em Sgua corrente durante 5 minutos.

14 - DesidratagSo e diafanizagdo

a)Alcool 70" -2 minutos

b) Alcool 95 - 2 minutos

c) Alcool absoluto - 2 minutos

d)Xilol -2minutos

15 - Montagem das ldminas em meio sint6tico de montagem Entellan New (Merck,
1 .07e61).
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Anexo lV - Solug6es e coloragio de contraste utilizadas para

imunohistoquimica no Laborat6rio de Anatomia Patol6gica do

Hospital Veterin6rio da Universidade de Evora

Solugdo tampdo de Tris (TBS)

Solugio-mie de TRIS:

Tris - (TRIZMA BASE - Sigma, 201501) - 60,57 g

Agua destilada - 500 ml

Acido Cloridrico (HCL) l Molar (Merck, 1.09060) - 380 ml

Acertar o pH a 7.6 com HCI concentrado (Acido Cloridrico fumante 377o, Merck,
1 .00317).

Agua destilada - at6 atingir 1000 ml de solugSo

PBS (pH 7.2 a7.41:

Cloreto de sodio (Merck, 1.06404) - 35,2 g

Cloreto de pot5ssio (Merck, 1.04936) - 0,8 g

Hidrogenofosfato de s6dio (Merck, 1.06586) - 8 g

Di-hidrogenofosfato de pot6ssio (Merck, 1.04873) - 1,6 g

Agua destilada - 4000 ml

Solugio tampio final de TBS (extemporinea):

Solugdo-mde de TRIS - 100 ml

PBS [Soro fisiol6gico tamponado - "Phosphate Buffered Saline" (PBS)] - 900 ml
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Solug6es tampio para recuperagSo antig6nica

Tampdo citrato (SolugSo concentrada 10 vezes de tampSo citrato)

Solug6o A:

Acido Citrico (Merck, 1.00244) - 94,5 g

Agua destilada - 450 ml

Solugio B (extempordnea):

Citrato de sodio (Merck, 1.06448) - 121 g

Agua destilada - 410 ml

Solugio concentrada:

SolugSoA-90m1

SolugSoB-410m|

Tampio citrato (pH 6):

SolugSo concentrada - 50 ml

Agua destilada - 4950 ml

Se necess6rio ajustar o pH a 6.0 com uma solugSo de NaOH l Molar (M) ou
solugSo HCI 1M (Merck, 1.09060).

EDTA (Acido etilenodiaminotetrac6tico)

EDTA (Sigma, ACS Reagent E, 9884) - 1,85 g

Agua destilada - 5000 ml

Acertaro pH a 9 com NaOH a 1M.

Solugdo aquosa de NaOH l Molar : NaOH (Merck 1 .06498) - 40gll



Hematoxilina de Mayer

Hematoxilina de Mayer (Merck, 1.09249) - 4 ml

Aguadestilada-6ml
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Anexo V - Metodologia utilizada para imunohistoqu[mica com os

anticorpos anti-Iheileria annulata (1C7, 1C12 e R2185)

1 - DesparafinagSo e hidratagSo

a) Xilol - 15 minutos

b) Alcool absoluto - 1 minuto

c)Alcool 95'-lminuto

d) Alcool 70' - l minuto

e) Agua destilada - 1 minuto

2 - lnibigSo da peroxidase endogena em solugdo aquosa de peroxido de hidrog6nio
(per6xido de hidrog6nio a 30%; Merck, 1.07210.0250) a 3o/o, em agitagSo contfnua,
durante 30 minutos d temperatura ambiente.

3 - TrOs lavagens com TBS, 2 minutos cada.

4 - RecuperagSo antig6nica (apenas para 1C7 e 1C12), pelo calor, em micro-ondas

(Samsung TDS@, M1717N): as l6minas foram colocadas num cesto de vidro e

mergulhadas numa solugSo de tampSo citrato (Anexo lV), que as cobriu na
totalidade. Seguidamente, foram irradiadas a 800 watts, at6 a solugSo tampSo
comegar a borbulhar (aproximadamente 10 a 12 minutos apos o inicio da irradiag6o).
Neste momento reduziu-se a pot6ncia inicial para 700 a 750 watts e continuou-se a
irradiag6o por mais 10 minutos. Ap6s este processo as ldminas foram arrefecidas
durante 20 minutos d temperatura ambiente.

5 - TrOs lavagens com TBS, 2 minutos cada.

6 - lncubagSo com o soro prim6rio.

7 - TrOs lavagens com TBS, 2 minutos cada.

8 - lncubaqSo com o reagente "HRP Polymer Conjugate" do kit de detecaSo
SuperPicTurerM Polymer (Zymed Laboratories, 87-9663), durante 10 minutos d

temperatura ambiente, preparado de acordo com as instrug6es do fabricante.

9 - TrOs lavagens com TBS, 2 minutos cada.
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10 - lncubagSo com solugSo de DAB fornecida no kit de detecgso SuperPicturerM
Polymer (Zymed Laboratories, 87-9663), durante 10 minutos a temperatura
ambiente, preparada de acordo com as instrug6es do fabricante.

11 - Lavagem em 6gua corrente durante 10 minutos.

12 - ColoragSo com hematoxilina de Mayer (Anexo lV), durante 1 minuto.

13 - Lavagem em 6gua corrente durante 5 minutos.

14 - Desidratagdo e diafanizagdo

a)Alcool 70..-2minutos

b) Alcool 95 - 2 minutos

c) Alcool absoluto - 2 minutos

d)Xilol -2minutos

15 - Montagem das l6minas em meio sint6tico de montagem Entellan New (Merck,
1.07961).
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Anexo Vl - Metodologia utilizada para microscopia electronica de

transmissio

1 - FixagSo dos fragmentos colhidos em solugSo fixadora de paraformaldeido a 2o/o -
glutaraldeido a 2,5o/o, previamente arrefecida a 4oC. De seguida, os fragmentos

foram finamente cortados em fragmentos com cerca de 1 mm'e renovada a solugSo

fixadora ap6s t hora. Os fragmentos foram a[ mantidos por mais 2 horas, a 4oC.

2 - Tr6s lavagens com solugSo tampSo de cacodilato de s6dio 0,1M (pH 7,4), 10

minutos cada. O material permaneceu durante a noite, a 4oC, na solugSo tampSo de

lavagem. Na manhd seguinte, substituiu-se o tampdo e lavou-se por mais 10

minutos.

3 - A p6s-fixag6o decorreu durante 2 horas, a 4oC, em solugio de trabalho de

tetr6xido de 6smio.

4 - Tr6s lavagens em solugSo tampSo de acetato de sodio 0,2 M (pH 5), 10 minutos

cada.

5 - ColoragSo em solugdo aquosa a 2o/o de acetato de uranilo (EMS, 22400), durante

t hora a 40 C, seguida de novo ciclo de lavagem em solug6o tampSo de acetato de
sodio.

6 - Desidratagdo dos fragmentos por imersSo em concentrag6es crescentes de
etanol: etanol 70% (10 minutos), etanol 95o/o (2 x 10 minutos) e etanol absoluto (3 x
10 minutos).

7 - lmersSo dos fragmentos em epoxipropano (Merck, 1.12492), 2 vezes, 15 minutos

cada.

8 - ColocagSo dos fragmentos numa mistura em partes iguais de epoxipropano e de

resina epon-araldite de Mollenhauer (EMS, 13940), 2 vezes, 15 minutos cada.

g - lnclusSo por imersSo em resina de epon-araldite, substitu[da apos 30 minutos por

resina nova. Os fragmentos foram colocados 30 minutos no excicador sob v6cuo em

frasco destapado e aqui mantidos durante a noite.

10 - Polimerizagdo da resina em moldes de silicone. Os fragmentos permaneceram

nesta resina durante 3 dias em estufa a 60 oC.

11 - Corte dos blocos em ultramicr6metro de facas de vidro, feitas no momento da

utilizagdo, para obtengSo de cortes semi-finos de 1pm de espessura. Estes cortes
foram colhidos para lAminas de uso corrente. A secagem e ader6ncia dos mesmos d

ldmina foifeita em placa aquecida.
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12 - ColoragSo dos cortes com solugSo de azul de toluidina (Merck, 1.15930) em
carbonato de sodio decahidratado (Merck, 1.06391) 1:10, em placa aquecida,40 a
50oC, durante aproximadamente 30 segundos. ObservagSo dos cortes ao
microscopio optico para selecgSo da regiSo do bloco a submeter d obtengio de
cortes ultra-finos.

13 - Realizagdo de cortes ultra-finos (80 a 90 nm de espessura) da 6rea
seleccionada, previamente exposta por desbaste do bloco. Os cortes obtidos foram
recolhidos para grelhas de cobre de 400 mesh.

14 - Contraste dos cortes ultra-finos com solugSo aquosa de acetato de uranilo a2o/o
durante 30 minutos, protegidos da luz.

15 - Lavagem com 5gua destilada.

16 - ColoragSo com solugSo de citrato de chumbo (solugSo de Reynolds) durante 5
minutos e secagem d temperatura ambiente.

Solug5o fixadora tamponada de paraformaldeido a 2Yo - glutaraldeido a
2,5o/o:

Paraformaldeido purlssimo (Merck, 8.18715) - 2 g

Solugio aquosa comercial de glutaraldeido a25o/o (EMS, 16200)- 10 ml

Solugdo tampSo de cacodilato de sodio (0,2M), pH 7 .4 - 50 ml

Agua bidestilada - perfazer at6 100 ml

Se necess6rio usar NaOH 1M para clarificar a solugSo e ajustar o pH a7 .4.

Solugio tampSo de cacodilato de s6dio 0,2M, pH7.4:

Cacodilato de sodio trihidratado (Merck, 8.20670) - 42,8 g

Agua bidestilada - 1000 ml

Ajustar pH com HCL 1M (Merck, 1 .09060)
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Solugio de trabalho de tetr6xido de osmio (extemporinea)

Solugio mie de ter6xido de 6smio:

Tetroxido de 6smio (Merck, 1.24505) - 1 g

Agua bidestilada - 50 ml

A solugSo de trabalho final foi obtida por solugSo 1:1 com solugSo tampdo de
cacodilato de s6dio 0,2M.

SolugSo tampio de acetato de s6dio 0,2M a pH 5,0:

Acetato de sodio (EMS, 21120) - 11,4mlfl

Agua destilada

Ajustar o pH com NaOH 1M

Solugio de Reynolds (50 ml):

Nitrato de chumbo (Merck, 1.07398) - 1,33 g

Citrato triss6dico (Merck, 1.06448) ' 1,76 g

Agua destilada fervida (durante aproximadamente 20 minutos) - 30 ml

Agitar vigorosamente de 5 em 5 minutos durante 30 minutos

NaOH 1M - 8 ml. Agitar at6 a solugdo ficar limpida.

Adicionar a dgua destilada fervida al6 perlazer 50 ml.
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Anexo Vll - Protocolos das reac96es de PGR para amplificagio dos

fragmentos de ADNmt e para sequenciagio dos produtos obtidos

Condig6es da reacgSo de amplificagio dos fragmentos de D-loop mitocondrial:

TampSo da Taq ADN polimerase (Promega) - 5 Ul

Cloreto de Magn6sio (MgCl2. Promega) - 1,5 pl

Desoxirribonucleotideos fosfatados (dNTPs. Bioron) - 1 pl

Primers - 0,5 pl (1,0 mM) cada

Taq ADN polimerase (Promega)- 0,5 pl

A quantidade de ADN adicionada, de cada amostra, foi aquela que permitiu

obter 100 qg desta mol6cula no volume final da reacgSo. O volume total da reacgso

foi obtido por adigSo de 6gua desionizada esterilizada. Usou-se 5gua desionizada

esterilizada para controlo negativo da reacgSo e ADNmt extraido de sangue

perif6rico de bovino para controlo positivo.

Protocolo da reacgSo de amplificagio dos fragmentos de D-loop mitocondrial:

Temperatura Duragio Ciclos

Desnaturagdo inicial 940C 4 minutos 1

Desnatura96o g40c 30 segundos

40HibridagSo 60oC Frag.1 ; 56oC Frag.2 30 segundos

Alongamento 720C 1 minuto

Alongamento final 720C 10 minutos 1
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Condig6es da reacgio para sequenciagio dos fragmentos de D-loop

mitocondrial:

BigDye - 0,6 pl

TampSo de sequenciagSo - 3,4 pl

ProdutoPCR-3pl

Primers - 0,3 ;tl

HzO - 2,7 1tl

Protocolo da reacAio para sequenciagdo dos fragmentos de D-loop

mitocondrial:

Temperatura Durag6o Ciclos

DesnaturagSo inicial 940C 30 segundos 1

DesnaturagSo 940C 1 0 segundos

35HibridagSo 580C 10 segundos

Alongamento 600c 2 minutos

Alongamento final 600c 10 minutos 1
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Anexo Vlll - Publicag6es

O presente trabalho foi submetido a duas publicag6es em actas de Encontros

Cientificos e aceite para publicagSo no Journal of Veterinary Science a 7 de

Dezembro de 2009 (submissdo no JVS 09-066).

Actas em Encontros Cientificos:

- Sandra Branco, JoSo Orvalho, Alexandre LeitSo, lsadora Pereira, Manuel

Malta, lsabel Mariano, T6nia Carvalho, Rui Baptista & ConceigSo Peleteiro

(2004). "Lymphoma like lesions in calves infected by Theileria annulata".

Proceedings of 12th Annual Meeting of the Portuguese Society of Animal

Pathology jointly with 16th Annual Meeting of the Spanish Society of

Veterinary Pathology, 2-4 June 2004. FamalicSo. Portugal (comunicagSo

oral).

- "Linfoma maligno multic6ntrico em vitelos infectados

Branco S, Orvalho J, Leitdo A, Pereira l, Malta M,

Baptista R, Peleteiro, C.

3o Congresso da SPCV, 13-15 Outubro 2005. EZN

Portugal (comunicagSo em painel).

por Theileria annulata".

Mariano l, Carvalho T,

- Vale de Santar6m.
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Abstract

The authors describe 15 cases of acute lethal infection of calves (s 4 months of age)

by the protozoan parasite Theileria annulata in the south of Portugal. Calves

developed multifocal to coalescent nodular skin lesions, similar to multicentric

malignant lymphoma. lnfestation with ticks (genus Hyalomma) was intense. Theileria

was seen in blood and lymph node smears, and Theileria annulata infection was

confirmed by isolation of schizont-transformed cells and sequencing of hypervariable

region 4 of the 18S rRNA gene. At necropsy, hemorrhagic nodules or nodules with a

hemorrhagic halo were seen, particularly in the skin, subcutaneous tissue, skeletal

and cardiac muscle, pharynx, trachea and intestinal serosa. Histologically nodules

were formed by large, round, lymphoblastoid neoplastic-like cells.

lmmunohistochemistry (lHC) identified these cells as mostly CD3 positive T

lymphocytes and MAC387 positive macrophages. A marker for B lymphocytes

(CD79ocy) labelled very few cells. Iheileia annulafa infected cells in these nodules

were also identified by lHC, through the use of two monoclonal antibodies (1C7 and

1C12) diagnostic for the parasite. lt was concluded that the pathological changes

observed in the different organs and tissues were caused by proliferation of schizont-

infected macrophages, which subsequently stimulate a severe uncontrolled

proliferation of uninfected T lymphocytes.

Key words: Theileria annulata, tropical theileriosis, cattle, lymphoid cell proliferation
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lntroduction

Various cases of multifocal to coalescent nodular skin lesions and lymph node

enlargement, similar to multicentric malignant lymphoma, were registered in very

young calves in the south of Portugal. All cases were identified within a short time

period, starting from the end of 1999 and progressing through to November 2OO7

Veterinarians working in the area commented that diseased calves displaying similar

pathology had been observed in the past, although less frequently, and that no

diagnosis had ever been achieved.

As outlined below, the results of our investigation strongly support the

conclusion that death of the affected calves was the result of acute tropica!

theileriosis, a disease caused by Theileria annulata, a protozoan parasite that has a

biphasic life cycle. The first phase of the life cycle occurs in the arthropod vector,

ticks of the genus Hyalomma, while the second phase occurs in the definitive

mammalian host, domesticated and wild ruminants (23). Tropical theileriosis is highly

prevalent in Africa, southern Europe, the Near East and Far East and Central Asia,

and has considerable economic impact on livestock production due to the high

morbidity and mortality of the disease (5, 6).

lnfection of cattle occurs through inoculation of sporozoites during feeding by

the infected tick. Sporozoites mostly infect macrophages (8,9, 15, 24,32,39), but

can also infect B lymphocytes (14, 24, 32, 39). The parasite continues its

development in the cytoplasm of host cells, differentiating via the trophozoite into the

multinucleated macroschizont (schizogony), which has the ability to stimulate cell

division of the infected leukocyte. The parasite divides in synchrony with the daughter

leukocytes resulting in a clonal expansion of cells. The initial phase of expansion
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occurs in the lymph node draining the site of tick attachment, but later as the disease

progresses, infected leukocytes spread to a range of different organs and tissues,

where they stimulate division of uninfected cells while continuing to multiply as

parasite infected cells (15, 16, 24, 28, 33).

Following expansion of infected leukocytes, host cell division slows down and

merozoites are formed. Merozoites are then released as the leukocyte is destroyed,

infect the red blood cells and transform into piroplasms (gametocytes), which are the

infective form for the tick. The sexual phase of the life cycle of the Theileria annulata

proceeds in the digestive system of the infected tick and gives rise to the production

of sporozoites in the salivary glands of the tick (23).

Theileria spp. infection can cause acute, subacute or chronic disease

pathology (16). ln endemic areas, affected indigenous breeds present mainly a

subacute condition and are resistant to re-infection upon recovery. lmported breeds

or crossbred (imported/native) animals, however, are more susceptible and can

suffer high mortality rates (5, 27). Theileria spp. infection in Portugal has not been

subject to recent study, the only reference published on Theileria annulata in

Portugal dating to 1945 (20). Tropical theileriosis is generally considered by

Portuguese parasitologists to be an endemic tick borne infection of cattle with

mild/moderate pathology, primarily due to regular identification of the parasite in

blood smears collected from asymptomatic animals. ln contrast we provide

conclusive evidence that the causative agent of episodes of a fatal disease recently

identified in Portugal was T. annulata and discuss how parasite infection could

generate the pathological changes that characterised these cases.
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Materials and Methods

Cases studied, tissue sampling and processing

From December 1999 to November 2007 , 15 calves (numbered 1 to 15)

younger than four months old, showing signs of an acute disease syndrome leading

to death or euthanasia, were identified from the southern region of Portugal (Table

1). All animals were born on the farms where they lived and all of these farms were

registered as free of Bovine Leukosis Virus. Distance between farms ranged from 20

to 100 km. Some cases came to the authors' knowledge only after death or

euthanasia, which limited sampling for further analysis.

Peripheral blood smears were obtained in seven cases (animals 4,7,8,9, 10,

12 and 14), and lymph node fine needle aspirates were obtained in six cases

(animals 7,8, g, 10, 12 and 15). All smears were stained using Giemsa and

parasitaemia assessed by examining 10 random fields (X1000 magnification). Blood

samples for hemogram were collected from animals 4 and 12. The hemogram of calf

4 was performed at the Veterinary Laboratory of Clinical Analysis (LABVET) of

Coprapec in Montemor-o-Novo and blood analysis of animal 12 was performed at the

Laboratory of Clinical Analysis of the Veterinary Hospital of the University of Evora.

All calves were necropsied and samples of organs and tissues collected for

histopathology. The samples were fixed in 10% neutral-buffered formalin and

processed for examination by standard light microscopy techniques. Paraffin sections

were cut at 3pm and stained with hematoxylin-eosin (H&E) and Giemsa. During

necropsy of the euthanized animal 4, a bone marrow aspiration was performed to

provide information on hematopoietic cells. Giemsa stained smears were examined
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at the Laboratory of Clinical Analysis of the Faculty of Veterinary Medicine of the

Technical University of Lisbon.

lmmunohistochemistry

The indirect immunoperoxidase method (streptavidin-biotin-peroxidase) was

used for immunolabelling sections of skin and skeletal muscle nodules and lymph

nodes using two monoclonal primary antibodies, anti-CD79ocy (clone HM57, Dako)

and anti-human macrophage (clone MAC387, Serotec) and one polyclonal primary

antibody anti-CD3-(Dako), for detection of B lymphocytes, macrophages and T

lymphocytes, respectively. For immunolabelling Theileria annulata infected cells we

used two monoclonal antibodies (mAbs), 1C7 and 1C12, previously shown to be

specific for the macroschizont stage of the parasite (17, 36,37). Tissue sections

were rehydrated and treated with 3% hydrogen peroxide in water for 20 min to

eliminate endogenous peroxidase activity. Antigen retrieval was performed by

microwave irradiation (Samsung TDS conventional microwave) in citrate buffer 10

mM pH 6.0 (MAC387,1C7 and 1C12) or in 1mM EDTA pH 9.0 (anti-CD79ocy and

anti-CD3). The slides were irradiated at maximum power (800W) until the solution

was boiling, the power then lowered to 80% of the maximum for a further 10 min

followed by rinsing with TBS. Slides were incubated with primary antibodies anti-

CD79ocy, anti-CD3, 1C7 and 1C12 for t hour at room temperature or overnight at

room temperature for MAC387. Dilutions were 1:100 for MAC387 and anti-CD3, 1:50

for anti-CD79ocy and neat culture supernatant for mAbs 1C7 and 1C12.

The SuperPicture Polymer (Zymed Laboratories) detection system was used

according to the manufacturer's instructions and labelling was visualized with 3.3'-

diaminobenzidine (The SuperPicture Polymer - Zymed Laboratories) for 8-10 min.
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Finally, the slides were counter-stained with Mayer's haematoxylin and mounted

according to standard techniques. Negative controls were performed by replacing the

primary antibody with TBS. Positive controls consisted of bovine tissues known to be

reactive for each marker, lymph node for B and T cells, and spleen for macrophages.

The level of cellular staining was evaluated in a semiquantitative manner by

examination of the entire histological sections.

Cultivation and identification of parasites

Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were obtained from heparinized

(201U/mL) blood (animals nos 8 and 9) by centrifugation over Ficoll-Paque PLUS

(Amersham Biosciences). The PBMC were then washed three times with Hanks'

balanced saline solution and the final pellet resuspended in culture medium (RPMI

1640 supplemented with 20% foetal bovine serum,2mM L-glutamine, 100 UI/mL

penicillin, 100 pg/ml streptomycin). PBMC suspensions (5x106 cells/ml) were

seeded in plastic tissue culture flasks and incubated at 37 C, in 5% CO z and > 80%

humidity. After 48 h, non-adherent cells were gently removed and fresh culture

medium added. This procedure was repeated until the loosely adherent cells nearly

covered the flask. Subsequently, cell cultures were passaged two to three times a

week as described (34). Total DNA extracts from schizont-infected cells were

prepared using a commercial kit "High Pure Viral Nucleic Acid Kit" (Roche), following

the manufacturer's instructions. For PCR amplification of hypervariable region 4 of

the small subunit 18S ribosomal RNA gene, a pair of primers complementary to

sequences flanking this region that are conserved across Babesia and Theileria

species were designed using the software programs primer3 (31)and BLAST (41).

PCR reactions were performed in a 50 pL mixture containing 10X PCR Bufferand
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2.5 units Taq Platinum DNA polymerase (lnvitrogen), 1 mM MgCl2, 0.2 mM each

dNTP, 0.5 pM each forward (5' CAATCCTGACACAGGGAGGT 3') and reverse (5'

TGATCGTCTTCGATCCCCTA 3') primer. The reaction mixture was incubated in a

thermal cycler at 94oC for 3 min and cycled: 30 times 94oC, 30 s; 60oC, 30 s; 72oC,1

min, with a final 7 min extension at72oC. The product was detected by agarose gel

electrophoresis using ethidium bromide, and the nucleotide sequence of the

amplified fragment determined (STAB Vida). The BLAST program available from

NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) was used for analysis of sequence identity (41).

Results

Clinical Signs

All animals suffering from disease reported in the study died or were

euthanized, because there was no possibility of recovery, one week to fifteen days

after the onset of clinical symptoms. All animals displayed emaciation, anaemia,

unilateral or bilateral exophthalmia, petechiae in conjunctiva, oral and nasal mucosa

and, sometimes, also in the pinnae. Subcutaneous nodules that were widespread

and had a 0.5 to 3.0 cm diameter were also detected, as well as enlarged superficial

lymph nodes particularly the submandibular, the retropharyngeal and sometimes the

prescapular. All animals had a high level of infestation by ticks of the genus

Hyalomma.

Parasitology

Theileria annulata piroplasms (mainly ring forms) were identified in

erythrocytes of blood smears (Fig. 1A); the level of parasitaemia for each animal is
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listed in Table 2. All lymph nodes smears showed evidence of macroschizonts in

mononuclear cells (Fig. 1 B).

Blood and bone marrow analysis

The results of the hemograms of animals 4 and 12 revealed anaemia (red

blood cells 2.52x106/UL and 2.75x106/UL; Hemoglobin 3.6 g/dl and 3.3 g/dL,

respectively). Bone marrow analysis of animal 4 showed marked efihroid hypoplasia

(rubriblast and prorubricytes 0% and rubricytes and metarubricytes 0.7o/o) and the

presence of a high number of lymphoid-like cells together with several criteria

indicating malignancy: anisocytosis, anisokaryosis and multiple nucleoli. Some of

these cells presented lherleria-like organisms within their cytoplasm.

Establishment of continuously growing schizont-infected cell Iines and

identification of the transforming parasite

Schizont-infected lymphoblastoid cell lines were successfully initiated from

cases 8 and 9, registered in farms 20 km apart with an interval of 14 months (Table

1), and were used to identify the parasite species responsible for transformation of

the bovine cells. PCR amplification of the hypervariable region 4 of the small subunit

18S ribosomal RNA gene resulted in a single band of the predicted size, 500 bp, as

observed by agarose gel electrophoresis. Amplified fragments generated from three

independent PCR reactions, one from culture 8 and two from culture 9, were directly

sequenced in both directions and the sequence of the central 400 bp region, read in

both directions for all 3 amplicons, was deposited in GenBank under the accession

number GQ465761. Searching for homology in nucleotide databases generated

100% identity with the corresponding 18s rRNA sequence of Theileria annulata,
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Ankara strain (accession NW_001091929) and 99-100% identity with sequences

representing other T annulata isolates deposited in GenBank. Comparison with

sequences derived from other species of Theileira that infect bovines, gave the

highest level of identity with T parua (97%) followed T taurotragi (96%).

Macroscopic Lesions

On necropsy, external examination identified similar changes to those

described for live diseased animals observed in the field. Calves 9 and 11 had

jaundice. Many white nodules (sometimes haemorrhagic or with a haemorrhagic

halo) of O.2-3 cm in diameterwith a compact and uniform cut surface were identified

in the skin and subcutaneous tissue of all carcasses (Fig. 2A). Similar nodules were

observed in skeletal muscles (particularly in the tongue, intermandibular muscles and

cervical muscles), abdominal fat, omentum and intestinal serosa. Some calves

exhibited these nodules in the pharynx (Fig. 2B), trachea, myocardium, pituitary

gland, thymus and retrobulbar tissue. Widespread enlarged lymph nodes were

identified in all cases. These presented an oedematous, haemorrhagic or

alternatively a homogeneous, firm and pale yellow cut surface. Other macroscopic

changes included hydrohemothorax, congestion and oedema of the lungs, a friable

spleen and an enlarged liver.

Histopathological Lesions

The nodules described in the various tissues were found to be formed by

round cells, similar to lymphoid neoplastic cells with moderate pleomorphism (Fig.

3A). ln the lymph nodes and spleen, moderate infiltration by these cells was

accompanied by hypoplasia of the lymphoid tissue. Some lymph nodes also showed
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heavy diffuse lymphocytic infiltration with no clear cortico-medullary demarcation. ln

the skin, the infiltration rarely reached the superficial dermis and did not infiltrate the

epidermis, being mostly limited to middle and deep dermis.

The neoplastic-like cells had an unclear cell membrane, a scarce slightly

basophilic cytoplasm, a high nucleus/cytoplasm ratio, occasionally indented nuclei,

chromatin forming granules near the nuclear membrane and signs of cariorrexis (Fig.

3B). The cells also displayed moderate anisocaryosis and had a high mitotic index,

with 2 to 3 mitoses per field (X400 magnification). Occasionally, macroschizonts of

Theileria annulata detected by Giemsa stain were identified in the cytoplasm of these

cells.

lmmunohistochemistry

ln almost all the nodules described above the cell population was formed by

CD3 positive T lymphocytes and macrophages labelled by MAC387 (Table 3; Fig. 3C

and 3D). Cells labelled by these antibodies displayed strong cytoplasmic staining.

Some CD3 positive cells also presented cell membrane staining. Few B lymphocytes

positive for CDT9qcy were observed, and were interspersed amongst T lymphocytes

and macrophages. Most lymphocytes identified in lymph nodes were CD3 positive T

cells (Table 3). The expected labelling profile was obtained in all positive controls and

specificity was confirmed by negative staining when the antibodies were replaced by

TBS.

When using mAbs 1C7 and 1C12, Theileria annulata macroschizonts were

detected in25-50o/o of the neoplastic-like cells identified in histological lesions and

sometimes in more than 50% of these cells (Table 3; Fig. 4A and 4B).
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Discussion

The authors describe 15 cases of acute lethal infection by the protozoan

parasite, Theileria annulata in calves less than four months old, reared in the south of

Portugal. The diseased calves developed multifocal to coalescent nodular skin

lesions, similar to multicentric malignant lymphoma.

lnfection with Bovine Leukosis Virus was disregarded from the beginning

because the farms were and remain officially free of the virus. Furthermore, the age

of the animals and the clinical presentation were not compatible with this disease

syndrome (40). Based on this conclusion we postulated that the animals could have

suffered from Bovine Sporadic Leukosis (BSL), a disease of unknown aetiology.

However, the frequency of the first cases identified in a limited geographic area,

together with the clinical and pathological observations did not completely match a

diagnosis of BSL (40). BSL affects animals under six months old, and is

characterised by presence of white nodules with different sizes, located mainly in the

kidney, thymus, liver and spleen, and by exuberant hypertrophy of most of the

internal and surface lymph nodes (40). ln addition, lesions in the animals examined in

the present study were different from those reported in BSL, as the kidneys, liver or

spleen, were rarely affected and the nodular lesions were mainly located in other

organs. These findings led us to consider other possible causes, of which infection by

Theileria parasites appeared most likely, since all the lesions identified were similar

to those described by other authors for Tropical theileriosis and East Cost Fever (12,

13, 14, 15, 16, 25). Furthermore, all the diseased animals were heavily infestated

with Hyalomma ticks, the known vector of Theileria annulata (23). Further work was

carried out to confirm whether these animals were infected with T. annulata and to
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verify the relationship between infection by this protozoan and the lesions

characterised in the diseased animals.

ln addition to signs similar to malignant lymphoma, tropical theileriosis is

known to cause significant anaemia (16). The results of the hemograms and

assessment of parasitaemia confirmed the presence of anaemia observed in the

field and are in agreement with reports on tropical theileriosis by other authors (14,

15). Moreover, the bone marrow test of animal 4 confirmed the presence of lymphoid

cells with similar characteristics to those described for the different nodular lesions,

and also indicated the presence of intracellular Theileria-like organisms. This was

confirmed by using two monoclonal antibodies diagnostic for the macroschizont of L

annulata (17,31, 36, 37) that clearly detected the parasite in the lesions of the skin,

skeletal muscle and lymph node (See Figs. 8 and 9). Nodular lesions, as identified

by immunohistochemistry, were mainly formed by T lymphocytes and macrophages,

25 to 50% of which were infected with Theileria annulata. The labelling obtained with

the monoclonal antibodies to Theileria annulata is in agreement with what has

already been referred to in other reports (9, 15, 22,36,37). The presence of high

numbers of T cells in the lymph nodes also showed that such cells were proliferating

significantly, but not infiltrating classical target organs such as spleen and liver as

observed in cases of lymphoma (9, 40).

Further confirmation of the aetiology of the disease was obtained by derivation

of the sequence of the hypervariable region 4 of the parasite small subunit 18S

ribosomal RNA gene, derived from cell lines established from two calves that were

located on independent farms and sampled 14 months apart. Both sequences

showed 100o/o identity with the sequence determined for the Ankara strain of L
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annulata.lndeed, the sequence is 99-100% identical to all the 18s rRNAsequences

of T. annulata deposited in the databases, including those of isolates from countries

that border Portugal (Spain and France) and those from more distant endemic

geographical regions (Turkey, Tunisia, lndia and China). A significant alignment to

the sequence derived for Theileria lestoquardi of sheep (99% identity) was also

obtained, while sequences derived for all other species gave 97oh or less identity.

Thus, based on the 185 rRNA gene identity, discrimination between T. lestoquardi

and T. annulata may be problematic, particularly when analysing samples from

Hyalomma tick vectors or sheep coinfected with both species (38). lt should be

noted, however, that L lestoquardi is unable to infect cattle (21) and, therefore,

cannot be the aetiology of the pathological findings described in this study.

Based on the above results we conclude that the cases of acute disease

identified in Portugal were caused by infection of the calves by Theileria annulata that

generated a high level of morbidity and mortality. Since such cases have never been

previously reported in Portugal, it is possible that more virulent strains of the parasite

have established in the country, or epidemiological circumstances have altered to

allow increased tick/parasite challenge or host susceptibility. Given the potential

threat of this disease to livestock production in Portugal, a more detailed

epidemiological survey is warranted.

The complexity of the Theileria annulata biological cycle has hindered complete

understanding of the pathogenesis of tropical theileriosis, including how lesions found

in a range of tissues and organs of affected animals are generated. Forsyth and

others (15) postulated that the pathological changes observed in different organs and

tissues are the result of proliferation of infected macrophages, while other clinical
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symptoms result from pro-inflammatory cytokines produced by these cells, mainly

TNF-u (26). The results of our study, however, do not indicate that tissue lesions are

caused solely by proliferation of the infected cell, as proposed previously (7, 9, 11,

25). Thus, phenotypic characteristisation of cells for all the microscopic lesions

observed indicated that they contained mature uninfected T lymphoid cells and

macrophages. The presence of these cell types in the lesions could be induced by

generation of the immune response against Theileria annulata infection (7 , 9, 11 , 18),

and the tissue lesions associated with acute tropical theileriosis may result from

damage caused by the host immune response to different phases of infection (28,

29). For example, macroschizont-infected host macrophages produce proinflamatory

cytokines (lL-1cr, lL-1P, !L-6, lL-10, TNF-o and INF-o) that may enhance initial

establishment of the infection and cause disease (7, 10, 11, 15, 19,26), while

metastisis of infected cells throughout tissues of the body is thought to involve the

expression of metalloproteinases (1, 2). lnfected macrophages also have the ability

to stimulate an aberrant non-specific proliferation of naive T-cells leading to the

production of high levels of INF-y and lL-2, that can stimulate infected and non-

infected macrophages to proliferate, but block an efficient specific immune response

(3, 11 , 15, 18). Clearly such a disruption of the immune response is likely to result in

disease pathology and it is known that acute theileriosis is associated with major

dysfunction of the bovine immune system. A more complete understanding of how L

annulata manipulates the immune response will require detailed knowledge of the

molecular mechanisms Theileria parasites utilise to activate and control the gene

expression profile of the infected leukocyte (18, 35).
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Table 1: Date of death, place of origin, age, gender (f-female m-male) and breed of

the calves studied

DATE

(1) December/1999 3 months X Limousine

(21 April/2000 Vendas Novas 1.6 months X Limousine

(3) October/2000 Montemor-o-Novo 2 months X Limousine

(4) April/2001 Vendas Novas* 4 months X Limousine

(5) June/2001 Vendas Novas 1 month Limousine

(6) Julyl2ool Evora 2 months

(7) Marchl2002 Viana do Alentejo 3 months X Charolais

(8) Aprill2oo2 Vendas Novas* 1.6 months X Charolais

(9) June/2003 Montemor-o-Novo 3 weeks

(10) September/2003 2 months X Charolais

('ll) September2003 Montemor-o-Novo 2 months

(12) Septemberl2oO5 3 weeks

(13) October/2005 Evorat 3 weeks

(14) October/2007 2 months

(15) Novemberl2007 Evorat 1 month Alentejana

" Same herd ; t Same herd
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Table 2: Parasitaemia of animals 4,7, 8, 9,

10,12 and 14

PIROPLASMS IN

BLOOD SMEARS (%)

10-25%

5-1lYo

5-10o/o

1O-25o/.

1O-25Yo

10

12

14
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Table 3: lmmunohistochemistry results for sections of lymph node (LN), skeletal muscle (SM) and skin (SK) nodules with

primary antibodies anti- macrophages (MAC387), anti-CD3, anti-CD79ocy and anti-Ihe/eia annulata,'lC7 and 1C12. nd -
not determined

Calves (Table 1)

Primary Organs
antibodies

7A9 1514't0

MACs87 LN +++ +++ ++ ++++ ++ +++ ++ +++ +++ ++ + ++ ++ ++ ++

SM +++ +++ +++ +++ + +++ +++ ++++ +++ +++ ++ +++ + +++ ++

SK +++ nd ++ +++ + + nd ++++ nd nd ++ +++ nd +++ ++

CD3 LN ++++ ++ ++++ +++ ++++ ++++ ++++ ++++ + ++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++

sM +++ ++ ++++ +++ ++ +++ +++ ++++ +++ ++ ++++ ++++ +++ +++ +++

SK +++ nd +++ +++ ++ + nd ++++ nd nd +++ +++ nd +++ +++

SM+++++++++++
SK+nd++++nd+ndnd+

+++++++
+nd++++

1C7 LN +++ +++ ++ +++ ++ ++++ +++ +++ +++ ++ ++ ++ +++ +++ +++

sM +++ +++ ++ ++++ + +++ ++++ ++++ ++ +++ +++ +++ +++ ++++ ++

SK +++ nd nd +++ nd nd nd nd nd nd nd +++ nd +++ ++

1Cl2 [tt +++ +++ +++ ++ +++ +++ ++ +++ ++ +++ ++ ++++ ++++ +++ ++

sM +++ +++ +++ +++ +++ +++ ++ ++++ ++ ++++ +++ ++++ ++++ +++ ++

SK +++ nd nd ++ nd nd nd nd nd nd nd +++ nd +++ ++
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Figure 1: (A) Blood smear showing three ring forms of Theileria annulata

piroplasms in red blood cells. (B) Lymph node smear showing a schizont in a

mononuclear cell. Giemsa, 1000X.

Figure 2: (A) Widespread hemorrhagic nodules in subcutaneous tissue and

abdominal muscles of calf (animal 7). (B) Pale and hemorrhagic nodules

inserted in the tongue and the laryngeal and pharyngeal mucosa of calf (animal

4).

Figure 3: Lymphoid neoplastic-like cells (A) in a nodule infiltrating the skeletal

muscle (H&E, lOOX), (B) with indistinct cell-membrane, high

nuclear/cytoplasmic ratio and occasionally indented nuclei (H&E, 400X). (C)

Cells positive to CD3 (rabbit anti-CD3, streptavidin-biotin-peroxidase, Mayer's

hematoxylin counterstain, 100X; /nsef 400X). (D) Cells positive to MAC387

(mouse anti-human macrophages, streptavidin-biotin-peroxidase, Mayer's

hematoxylin counterstain, 100X; /nsef 400X).

Figure 4: Staining of Theileria annulata infected cells with monoclona!

antibodies 1C7 (A) and 1C12 (B). Streptavidin-biotin-peroxidase, Mayer's

hematoxylin counterstain, 400X.
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