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ESTUDO DO NIiVEL DE INFECCAO POR Babesia bovis E Babesia
bigemina EM BOVINOS DA RACA CANCHIM NATURALMENTE
INFESTADOS COM O CARRAPATO Rhipicephalus (Boophilus) microplus

RESUMO - Entre as principais causas de perdas produtivas em bovinos
criados nos tropicos esta a infestacao pelo carrapato Rhipicephalus (Boophilus)
microplus e, consequentemente, dos hemoparasitas transmitidos por ele. A
resisténcia dos zebuinos e de animais cruzados com racas taurinas a
infestacdo por esse acaro € amplamente conhecida. Entretanto, no que se
refere a suscetibilidade as babesioses bovinas, existem evidéncias de que o
grupo genético também pode interferir na resisténcia, seguindo o0 mesmo
padrao observado para o carrapato vetor, com os taurinos apresentando maior
sensibilidade. Assim, este estudo teve por objetivo avaliar a parasitemia por
Babesia bovis e Babesia bigemina em 50 novilhas da raga Canchim (%
Charolés + % Zebu) naturalmente infestadas pelo R. (B.) microplus nas quatro
estacbes do ano durante 24 meses, além de caracterizar o perfil de citocinas
que podem estar associados ao fendtipo de resisténcia e suscetibilidade aos
hemoparasitas do género Babesia spp. Foram realizadas contagens de fémeas
adultas de carrapatos com tamanho igual ou superior a 4,5 mm de diametro,
presentes no lado esquerdo de cada bovino. As amostras de DNA extraidas
foram submetidas a amplificacdo por meio da Reacdo em Cadeia da
Polimerase Quantitativa em Tempo Real (QPCR), utilizando iniciadores que
flanqueiam fragmentos dos genes mitocondriais do citocromo b (mt-cyt B),
especificos para B. bovis e B. bigemina. O RNA extraido do sangue, foi usado
para sintetizar o DNA complementar (cDNA) para analise de expressdao dos
genes do IFN-y, TNF-qa, IL-10 e IL-12B por meio da quantificacao relativa (RT-
gPCR). Foram observadas diferengas significativas (P<0,05) entre os meses
das avaliacbes para a contagem de carrapatos. Entretanto, ndo houve efeito
significativo (P>0,05) nas colheitas realizadas entre novembro de 2013 a
janeiro de 2014 e entre os meses janeiro e fevereiro de 2015. A frequéncia da
parasitemia no rebanho foi de 98%. Dentre as amostras de DNA que puderam
ser quantificadas pela gPCR, 98% e 95,4% foram positivas para B. bovis e B.
bigemina, respectivamente. Com relacdo ao numero de cépias (NC) dos
fragmentos dos genes mt-cyt B especificos para B. bovis e B. bigemina foram
observados efeitos significativos (P<0,05) para ambas as espécies € interacao
das mesmas com as colheitas realizadas nas diferentes estacées do ano. A
andlise do nivel de expressdo de mRNA do IFN-y, TNF-a e IL-12B revelou que
houve um efeito siginificativo (P<0,05) da interacdo entre animais dos extremos
de resisténcia/suscetibilidade e estacdes do ano, exceto para IL-10. Conclui-se
que, a qPCR apresenta alta sensibilidade e especificidade para o diagnostico
das babesioses bovinas em amostras de sangue e que a oscilacdo na carga
parasitaria nas diferentes estacdes do ano pode estar associada com o perfil
de expressao de citocinas apresentada pelos animais do rebanho Canchim
durante o periodo experimental.

PALAVRAS-CHAVE: Babesia bigemina, Babesia bovis, citocinas, gPCR, RT-
gPCR
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STUDY BY INFECTION LEVEL Babesia bovis AND Babesia bigemina IN
CATTLE BREED CANCHIM NATURALLY INFESTED WITH TICK
Rhipicephalus (Boophilus) microplus

ABSTRACT - Among the main causes of production losses in cattle is in the
tropics infestation by Rhipicephalus (Boophilus) microplus, and consequently
the hemoparasites transmitted by it. The resistance of zebu and crossbred with
European breeds to infestation by this mite is widely known. However, as
regards susceptibility to bovine babesiosis, there is evidence that genetic group
can also interfere in resistance following the same pattern observed in the tick
vector, with the taurine presenting greater sensitivity. This study aimed to
evaluate parasitaemia by Babesia bovis and Babesia bigemina in 50 heifers
Canchim (% Charolais + % Zebu) naturally infested by R. (B.) microplus in four
seasons for 24 months, and characterize the profile of cytokines that may be
associated with phenotype resistance and susceptibility by gender
hemoparasites Babesia spp. Adult female ticks counts with size equal to or
greater than 4.5 mm in diameter, present in the left side of each calf were
performed. The extracted DNA samples were subjected to amplification by
Reaction Polymerase Chain Quantitative Real Time (qPCR), using primers
flanking fragments of mitochondrial gene cytochrome B (mt-cyt B) specific for B.
bovis and B. bigemina. The RNA extracted from the blood was used to
synthesize complementary DNA (cDNA) for expression analysis of genes IFN-y,
TNF-a, IL-10 and IL-12B by relative quantification (RT-gPCR). Significant
differences were observed (P <0.05) between the months of reviews for the tick
count. However, there was no significant effect (P>0.05) in samples taken
between november 2013 and january 2014 and between the months january
and february 2015. The frequency of parasitaemia in the herd was 98%. Among
the samples of DNA that could be quantified by qPCR, 98% and 95.4% were
positive for B. bovis and B. bigemina, respectively. Regarding the number of
copies (NC) of fragments of genes mt-cyt B, specific to B. bovis and B.
bigemina significant effects were observed (P<0.05) for both species and
interaction between those harvests in different seasons. Analysis of the mRNA
expression level of IFN-y, TNF-a and IL-12B showed that there was a significant
effect (P<0.05) interaction between the animal extreme resistance/susceptibility
and seasons, except for IL-10. It is concluded that the gPCR has high sensitivity
and specificity for the diagnosis of bovine babesiosis in blood samples and that
the fluctuation in the parasitic load in the different seasons of the year may be
associated with the profile of cytokine expression presented by herd animals
Canchim during the experimental period.

KEYWORDS: Babesia bigemina, Babesia bovis, cytokines, gPCR, RT-qPCR
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1. INTRODUCAO

A eficiéncia produtiva da atividade pecuéaria é dependente de varios
fatores, dentre os quais a capacidade de adaptacao as condicées adversas do
ambiente e a constituicdo genética da populacao sao de extrema importancia.

A utilizagao de animais de elevado mérito genético consiste em uma das
estratégias utilizada pelos criadores para elevar a produtividade, a rentabilidade
e a sustentabilidade da industria pecuéria, a qual tem aumentado nos ultimos
anos no Brasil.

Entre os fatores ambientais, as infestagbes pelo carrapato R. (B.)
microplus e as infecgdes por hemoparasitas do género Babesia spp. se
destacam como aqueles que mais afetam a producao animal nos tropicos. R.
(B.) microplus encontra-se amplamente disseminado, estando quase todo o
territdério brasileiro inserido em sua area de distribuicdo. Este carrapato é o
Unico vetor biolégico conhecido da B. bovis e B. bigemina no pais, as quais
provocam reducdes drasticas na produtividade dos rebanhos mesmo que nao
se considere os gastos com acaricidas. Estima-se, que as perdas econdmicas
devido ao R. (B.) microplus, relativa a reducédo da producao de leite e da carne
bovina no Brasil ultrapassem a ordem de US$ 3 milhdes (GRISI et al., 2014).

Nos bovinos, as babesias se multiplicam exclusivamente no interior dos
eritrécitos sanguineos de bovinos infectados, sendo estes, 0s principais
hospedeiros vertebrados. Os animais apresentam sinais clinicos de hemolise
intravascular com anemia, ictericia, hemoglobinuria, hipertermia, prostracao e
perda de peso gradativa. Entretanto, a gravidade da parasitemia esta
intimamente relacionada a viruléncia dos isolados geograficos de B. bovis e B.
bigemina, estado imune dos animais, nivel de desafio pelos carrapatos,
estresse (TAYLOR et al. 2010), grupo genético e categoria animal (ALONSO et
al., 1992).

As babesioses bovinas sédo controladas nos rebanhos por meio do
combate ao vetor da doenca, ou seja, R. (B.) microplus. Sabe-se que 0 uso
indiscriminado de carrapaticidas pelos criadores como ferramenta exclusiva de
controle, tem impulsionado a resisténcia de populagdes de carrapatos aos
principais pesticidas quimicos utilizados, reduzindo sua eficacia. Este fato
acarreta um enorme impacto sobre a industria pecuaria devido a presenca de
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residuos na carne e no leite, o que inviabiliza a comercializacdo dos produtos
de origem animal, incluindo a contaminacdo do ambiente. Além disso, vacinas
eficazes contra os carrapatos e babesias ndo estdo ainda disponiveis no
mercado. No entanto, tem sido sugerido que as respostas imunoldgicas dos
bovinos a diversas infec¢des parasitarias sdo determinadas pelo padréao de
resposta das células Th1 e Th2, as quais sdo responsaveis pela sintese de
citocinas especificas que podem influenciar na resisténcia e suscetibilidade dos
animais aos parasitas.

Tradicionalmente, o diagnéstico da parasitemia é realizado por meio do
exame microscopico de esfregacos sanguineos colhidos de vasos periféricos,
sendo considerada uma técnica de baixo custo, porém de baixa sensibilidade.
Os métodos indiretos de diagndstico consistem nos testes soroldgicos, tais
como o de aglutinagdo rapida, o de imunofluorescéncia indireta (RIFI) e, o
ensaio imunoenzimatico (ELISA - Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay), 0s
quais permitem a detecgdo de anticorpos contra os hemoparasitas. Com o
desenvolvimento da Reagdo em Cadeia da Polimerase Quantitativa em Tempo
Real (QPCR), baseada na quantificacdo do DNA do parasita em amostras de
sangue de bovinos infectados permitiu, além de diagnosticar, estimar o nivel de
parasitemia por B. bovis e B. bigemina, sendo de alta sensibilidade,
especificidade e reprodutibilidade (KE et al.,, 2006). Acrescenta-se as
vantagens, a possibilidade de avaliar o perfil de expressdao de genes
relacionados ao sistema imunolégico, por meio da quantificacdo da expressao
de mRNA (RT-gPCR).

Mediante as perdas econdémicas e a limitagdo no controle do R. (B.)
microplus e dos hemoparasitas do género Babesia spp., a aplicacdo de novas
abordagens se faz necesséria. Para tanto, a caracterizacdo dos mecanismos
imunoldgicos relacionados a resisténcia e a suscetibilidade dos bovinos as
enfermidades parasitarias, bem como a identificacdo e selecdo de animais
naturalmente resistentes sdo essenciais para o avanc¢o na producdo de carne.
Como existem evidéncias da ocorréncia de animais e grupos genéticos
resistentes as babesias e aos carrapatos, 0 melhoramento genético poderia ser

utilizado como uma ferramenta alternativa para o controle desses parasitas.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. A Raca Canchim

2.1.1 Historico

Na regido dos tropicos, animais provenientes da subespécie Bos taurus
indicus tem servido como alicerce na formacao de novas racgas, devido a sua
grande rusticidade e capacidade de aclimatagdo no ambiente em que sao
manejados.

Segundo Alencar (1988), o cruzamento entre ragcas consiste em uma das
ferramentas do melhoramento genético mais utilizadas, a qual possibilita elevar
a produtividade dos rebanhos devido aos efeitos da heterose e selecdo de
vantagens individuais de cada grupo genético para a producdo de gado
comercial, além da formacao de novas racas.

Assim, varias racas foram desenvolvidas, como por exemplo, a Santa
Gertrudis no Texas (EUA) proveniente do cruzamento entre rebanhos de
origem zebuina (Brahma) e européia (Shortorn), cuja contribuicdo foi bastante
significativa para a pecuaria de corte dos Estados Unidos. Na Jamaica, a
formacao do Jamaica Hope, originado pelo cruzamento do gado zebuino com
animais da raca Jersey, trouxe grandes beneficios a pecuéria leiteira da
América Central, devido a sua adaptabilidade aos trépicos (MOTTA, 1981).

Apesar da rusticidade e simplicidade de manejo, o gado zebuino é
inferior aos animais da subespécie Bos taurus taurus quanto ao
desenvolvimento, precocidade sexual e de terminacéo, rendimento de carcaca
e qualidade de carne. Por outro lado, os taurinos embora altamente produtivos
em regides de clima temperado, nao expressam todo o seu potencial genético
quando manejados em paises de clima tropical, uma vez que a baixa qualidade
nutricional das forragens, a alta suscetibilidade as enfermidades parasitarias,
atreladas as dificuldades em se adaptar ao ambiente, limitam a sua
produtividade.

Além disso, o complexo carrapato-tristeza parasitaria no Brasil é
considerado um fator limitante para o aumento da produtividade dos rebanhos
de corte que poderia ser obtido por meio da criacdo do gado taurino. Como a
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resisténcia dos bovinos zebuinos aos carrapatos é amplamente conhecida
(OLIVEIRA et al., 1989; JONSSON et al., 2000), a grande maioria dos
pecuaristas optam por criar esses animais, ainda que sejam considerados
potencialmente menos produtivos que os de origem européia.

Quanto a suscetibilidade as babesioses bovinas, ha evidéncias de que o
grupo genético também interfira na parasitemia por Babesia spp., de acordo
com o mesmo padrdo observado para a infestacdo pelo R. (B.) microplus
(MADRUGA et al.,, 1984; UILENBERG, 1995; BOCK et al., 1997, 1999;
JONSSON et al., 2000).

Esta enfermidade parasitaria € responsavel por sérios prejuizos a
industria pecuaria mundial (BOCK et al., 2004). As perdas sao decorrentes do
menor ganho de peso e conversao alimentar dos animais infectados, redugéao
na producgao de leite, baixa eficiéncia reprodutiva de touros e matrizes, além de
ser responsavel pela elevada taxa de mortalidade em rebanhos suscetiveis
(ANTONIASSI et al., 2009).

Neste contexto, o Brasil buscou alternativas para melhorar
geneticamente a populacao bovina, visando abastecer de forma sustentavel a
crescente demanda do mercado por alimentos de origem animal. Com a
finalidade de se obter animais que incorporassem a rusticidade do gado
zebuino, somado as caracteristicas produtivas e reprodutivas dos bovinos de
origem européia, a raca sintética Canchim (34 Charolés + 3% Zebu) foi
desenvolvida e introduzida no rebanho nacional (VIANNA et al., 1978).

Contudo, os cruzamentos entre Bos taurus taurus x Bos taurus indicus
tém possibilitado elevar a eficiéncia produtiva da atividade pecuaria, por meio
da complementaridade entre ragas.

2.1.2. Formacao da raca
A raca européia utilizada para a formacao do Canchim foi a Charolés. De
acordo com Vianna et al. (1978), o gado Charolés (Bos taurus taurus) foi
escolhido pelo seu elevado rendimento, além de ser a Unica dentre as racas
taurinas especializadas para corte, a que mais se aclimatou ao ambiente
tropical do Brasil Central, desde a importacdo do rebanho em 1922 pelo
Ministério da Agricultura. Nesta época os animais foram confinados em Urutai-

GO, onde permaneceram até 1936, quando foram transferidos para a extinta
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Unidade de Pesquisa de Ambito Estadual de Sao Carlos (UEPAE), atual
Embrapa Pecuaria Sudeste, de onde sairam os primeiros reprodutores da raca
utilizados nos programas de cruzamentos.

A raca Charolés foi desenvolvida no século XVIII, sendo originaria das
provincias Francesas de Charolais e Brionais, Departamento de Sabdne-et-
Loire, no Distrito de Charolles. Apresenta boa conversdo alimentar, 6timo
ganho de peso e rendimento de carcaga, produzindo carne de excelente
qualidade, devido a elevada proporcao de gordura de marmoreio, embora seus
depositos superficiais de gordura sejam escassos. A raca apresenta também
elevada capacidade de adaptagcdo em qualquer ambiente na qual é criada e
versatilidade em termos de alimentacdo, manejo de campo e cruzamentos com
bovinos de outros grupos genéticos. As avaliacdes genéticas e melhoramento
da raca realizados ao longo dos anos permitiram que o Charolés atual
fornecesse genética de altissima qualidade para caracteristicas de interesse
econbmico bastante procurado pelos pecuaristas, o que justifica a utilizacao
desta raga nos programas de cruzamentos.

As racas zebuinas utilizadas na formacdo do Canchim foram a
Indubrasil, Guzera e Nelore. No entanto, a Indubrasil foi a mais usada, devido a
facilidade de aquisicao (VIANNA, 1949-1950). Atualmente, a raga Nelore é a
que mais contribui para a formacao do gado Canchim.

Em 1940, iniciaram-se os trabalhos de cruzamentos pelo Médico
Veterinario e Zootecnista Dr. Antbnio Teixeira Vianna, que resultaram na
reconhecida raca Canchim, na fazenda experimental em Sao Carlos-SP. Os
diferentes graus de mesticagem entre bovinos Charolés e Zebu foram
avaliados durante muitos anos de pesquisa, objetivando definir o melhor
esquema de acasalamento para a formacao da raca: de um lado, mesticos ¥
Charolés + % Zebu (esquema 1) e, de outro, animais % Charolés + % Zebu

(esquema Il), como pode ser visto na Tabela 1.
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Tabela 1. Esquema de cruzamentos alternados avaliados para a formacgao da
raca Canchim.

ESQUEMAI ESQUEMAIII
TOURO VACA TOURO VACA
Charolés Zebu Charolés Zebu
Zebu Y2Charolés+'2Zebu Charolés 2Charolés+2Zebu
Charolés YaCharolés+%Zebu Zebu %Charolés+'sZebu
%Charolés+%Zebu | ¥%sCharolés+%Zebu | %Charolés+%sZebu | %Charolés+>%Zebu
%Charolés+3%Zebu %Charolés+%Zebu
(Canchim)

De acordo com Vianna et al. (1978), o esquema de cruzamento ideal
seria aquele que resultasse em bovinos altamente produtivos, precoces, com
6tima conformagdo para corte, elevada rusticidade e que apresentasse
uniformidade de pelagem. Devido ao melhor desempenho, o esquema | de
acasalamento (alternado) foi escolhido pela maior uniformidade e produtividade
dos bimesticos, sendo que o0s primeiros exemplares da raca nasceram em
1953. O nome Canchim foi dado em homenagem a espécie de uma arvore
comum na regido de Sao Carlos-SP, onde as pesquisas para a formacgédo da
raca se desenvolveram (ALENCAR et al., 1981).

A pesquisa contou inicialmente com 53 touros da raga Charolésa, 8
Indubrasil, 4 Guzerd e 127 vacas Indubrasil, 9 Guzera e 9 Nelore para a
formacao do rebanho bimestico (3 Charolés + % Zebu) (ALENCAR et al.,
1981). Hoje, a raca Nelore, maioria absoluta do rebanho de corte brasileiro,
domina totalmente como raca zebuina na formacao do Canchim. No que se
refere a raca taurina, varios criadores tem optado pelo Charolés americano,
que, embora de porte menor do que o europeu, € mais rustico e fértil, além de
ser mais adaptado ao regime exclusivo de pasto.

Em Novembro de 1971 foi criada a Associacao Brasileira de Criadores
de Bovinos da Raca Canchim (ABCBCAN), hoje Associacdo Brasileira de
Criadores de Canchim (ABCCAN), com sede no Parque Fernando Costa em
Sao Paulo-SP.

Apbs obtencdo dos dados zootécnicos da raca Canchim, varios

criadores iniciaram a formacdo dos seus proprios rebanhos. Atualmente,
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existem plantéis com constituicdo genética distinta, o que possibilita uma maior
variabilidade genética da raga. Adicionalmente, os criadores dedicados a esta
raca estao distribuidos de Norte a Sul do Brasil, mostrando que, além de ser
uma grande produtora de carne, o Canchim possui o diferencial de ser
adaptado as diversas condi¢cdes de manejo e de ambiente.

A ABCCAN admite, no entanto, trés métodos de cruzamentos para
obtencdo do gado Canchim, sendo estes aprovados pelo Ministério da
Agricultura: | Alternado, Il Absorvente e Il Cruzado e Absorvente. De acordo
com Alencar (1988), os trés sistemas produzem bovinos com proporcao
genética semelhantes, contudo, a pressdo de selecdo exercida nos
cruzamentos é o mais importante, na qual a utilizacado de animais de elevado

mérito genético deve ser empregada para obtencao do Canchim.

2.1.3. Utilizacao da raca Canchim em cruzamentos industriais

A pecuaria de corte brasileira € um dos principais destaques no
agronegécio mundial. O Brasil detém o titulo de segundo maior produtor de
carne bovina, na qual os Estados Unidos € o lider no ranking (LIVESTOCK,
2013).

O pais possui 0 segundo maior rebanho bovino do mundo, possuindo o
maior plantel comercial, com aproximadamente 211,28 milhdes de cabecas de
gado, seguido da China, Estados Unidos e Unido Européia, perdendo apenas
para a india (LIVESTOCK, 2013).

Tendo em vista a importancia econémica e social da atividade pecuaria
no cenario nacional e internacional, o cruzamento industrial constitui-se em
uma ferramenta indispensavel aos criadores, que visam, principalmente, a
lucratividade e agilidade no retorno financeiro. Esta ferramenta, realizada entre
animais de grupos genéticos diferentes, tem a finalidade de elevar a
produtividade dos rebanhos, devido aos efeitos da heterose.

Como o rebanho de corte brasileiro € composto em sua maioria por
matrizes Nelores ou Aneloradas, a utilizagédo do touro e/ou sémen Canchim no
cruzamento industrial € uma boa opc¢édo para os pecuaristas de corte. Além
disso, os avancos nos ultimos anos dos programas de Inseminacao Atrtificial
(IA), principalmente da Inseminagdo Artificial em Tempo Fixo (IATF),
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impulsionaram a utilizagdo desta ferramenta no rebanho bovino brasileiro
(ABCCAN, 2015).

Neste contexto, o Canchim tem sido largamente utilizado no cruzamento
industrial, pois foi desenvolvido exclusivamente para produg¢do de carne, em
condi¢cbes naturais dos trépicos. Assim, esta ragca conseguiu reunir em sua
constituicdo biologica algumas qualidades de rusticidade e versatilidade do
Zebu, com as caracteristicas de precocidade em termos de ganho de peso,
fertilidade, maturidade sexual, acabamento de carcaca e qualidade de carne do
gado europeu.

Pode-se salientar que existem na literatura diversos trabalhos de
pesquisa que permitem avaliar o desempenho de bovinos cruzados 2 Canchim
+ Y2 Nelore, com relacao as caracteristicas produtivas e reprodutivas. Estudos
realizados por Barbosa e Silveira (1979), Alencar et al. (1992), Alencar et al.
(1995a), Alencar et al. (1997) mostram a superioridade dos animais cruzados
Canchim x Nelore em relacao aos animais puros Nelores para caracteristicas
de peso.

Alencar (1995b) estudou a habilidade materna de fémeas cruzadas
Canchim x Nelore e verificou que elas produzem quantidade suficiente de leite,
desmamando bezerros bem desenvolvidos, além de apresentarem boa
eficiéncia reprodutiva, podendo ser utilizadas como matrizes em sistemas de
cruzamentos.

Em experimentos realizados por Luchiari Filho et al. (1989), Esteves et
al. (1993), Cruz et al. (1996), com a finalidade de avaliar as caracteristicas de
carcaga, 0s pesquisadores observaram que animais cruzados 2 Canchim + 2
Nelore apresentaram carcacas de excelente qualidade.

Quanto a resisténcia do Canchim e de seus cruzamentos aos parasitas e
enfermidades parasitarias, pouco é conhecido. Contudo, admite-se que o
Canchim esteja adaptado a qualquer regido do Brasil, por apresentar indices
produtivos satisfatérios. De acordo com dados da literatura (OLIVEIRA e
ALENCAR., 1989; OLIVEIRA et al., 1987), a raca Canchim apresenta média
resisténcia a infestacdo pelo carrapato R. (B.) microplus. Com relagdo a
babesiose bovina, Oliveira et al. (2008), utilizando a técnica qualitativa de
Nested PCR (nPCR), ndo encontraram diferengas significativas entre as taxas
de infeccdo por B. bigemina observadas em animais mesticos Canchim x
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Nelore, Angus x Nelore, e Simental x Nelore, sugerindo, portanto, sua utilizacao

em algum tipo de sistema de acasalamentos.

2.2. As Babesioses Bovinas

2.2.1. Historia

As babesioses bovinas constituem-se em um dos mais graves
problemas sanitarios da pecuaria brasileira, sendo enfermidades transmitidas
pelo carrapato R. (B.) microplus. B. bovis e B. bigemina ocorrem em regides
geograficas situadas entre os paralelos 40° N e 32° S, favoraveis ao
desenvolvimento do carrapato vetor (McCOSKER, 1981), tendo o bovino como
o principal hospedeiro vertebrado (BOCK et al., 2004).

As babesias sdo protozoarios que parasitam obrigatoriamente as células
vermelhas do sangue dos animais. Pertencem ao filo Apicomplexa, classe
Piroplasma, ordem Piroplasmida, familia Babesiidae e ao género Babesia spp.
(LEVINE, 1971).

A ocorréncia de hemoparasitas do género Babesia spp. no sangue de
bovinos e ovinos foi descrita, primariamente, por Babes em 1888 e 1892 e sua
equipe de pesquisadores na Roménia. Foram Smith e Kilborne (1893) que
observaram que estes protozodrios eram também os responsaveis pela “Febre
do Texas” no Sul dos Estados Unidos. As perdas ocasionadas por esta doenca
levaram ao desenvolvimento de pesquisas que culminaram com a descoberta
do envolvimento do carrapato presente na América do Norte, o Boophilus
annulatus na transmissao destes protozoarios. Esta descoberta possibilitou a
erradicacao da babesiose bovina nos Estados Unidos, a partir da erradicacéo
do vetor da doenga, o Boophilus annulatus (KREIER, 1977).

Posteriormente, Starcovici (1893), analisando as semelhancgas entre os
micro-organismos descritos por Babes em 1888 (Haematococcus bovis) e por
Smith e Kilborne em 1893 (Pyrosoma bigeminum) propds a inclusdo de ambos,
em um novo género denominado de Babesia, em homenagem ao pesquisador
romeno Victor Babes (UILENBERG, 2006).

Contudo, as babesias foram descobertas em varios paises do mundo,
apos a publicagcdo destes trabalhos de pesquisas (BOCK et al., 2004). O
pioneiro na descricdo da ocorréncia das babesioses bovinas no Brasil foi
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Francisco Fajardo, que em 1901 encontrou os hemoparasitas em esfregacos
sanguineos de animais importados, com auxilio de microscépio de luz
(FONSECA e BRAGA, 1924). A erradicacao do carrapato no pais, no entanto,
nao é uma alternativa viavel e desse modo, o conhecimento da relacao parasita
hospedeiro e o conhecimento da epidemiologia da doenca torna-se primordial
para que novas técnicas de controle possam ser desenvolvidas. Acrescenta-se
a isso, o fato de que a imunidade dos animais contra os agentes da Tristeza
Parasitaria Bovina (TPB) é mantida, mediante a presenca do carrapato vetor no
rebanho (SAUERESSIG, 2006).

2.2.2. Ciclo bioldgico

As babesias sdo hemoparasitas heteroxenos, portanto precisam de dois
hospedeiros, um invertebrado (carrapato) e outro vertebrado (bovino), para
completar o seu ciclo evolutivo, servindo este ultimo, como reservatorio da
doenca devido a manutencédo da parasitemia. Os diversos instares do R. (B.)
microplus infectado por Babesia spp. sdo responsaveis pela inoculacao dos
esporozoitas (formas infectantes presentes nas glandulas salivares dos
carrapatos) durante o repasto sanguineo (UILENBERG, 2006; RADOSTITS et
al., 2008). Assim, a inoculacao de B. bovis é realizada somente pelas larvas do
R. (B.) microplus (MAHONEY; MIRRE, 1974), enquanto que a B. bigemina é
inoculada tanto pelas ninfas, como pelos adultos deste artropode (CALLOW;
HOYTE, 1961).

No interior das hemacias do bovino, as formas infectantes permanecem
em contato direto com o conteddo citoplasmatico, alimentam-se e
desenvolvem-se rapidamente, sendo denominados trofozoitas. Posteriormente,
estas formas evolutivas se multiplicam assexuadamente por divisdo binaria,
originando 0os merozoitas, que rompem os eritrécitos, possibilitando que outras
células integras do hospedeiro vertebrado sejam parasitadas, dando
continuidade ao ciclo bioldgico (QUINTAO-SILVA et al., 2003).

De acordo com Kakoma e Melhorn (1994), a penetracdo das babesias
no interior das hemacias é um processo ativo, que envolve cinco fases
distintas: contato entre os eritrécitos sanguineos e os esporozoitas; orientacao
do complexo apical na direcdo das células parasitadas; fusdo entre as
membranas do eritrocito e do protozoario; liberacdo do conteudo das roptrias
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(organela responsavel pela invasdo do eritrocito); e formagdo do vacuolo
parasitoforo. A desintegracdo do vacuolo promove a liberacdo dos trofozoitos,
qgue apos se alimentarem, sofrem divisdo binéaria, produzindo dois merozoitas,
que invadem outros eritrocitos dando continuidade a multiplicacao dos agentes
da doenca. O desenvolvimento do ciclo assexuado persiste no bovino até que
ocorra a sua morte ou a eliminagcdo dos hemoparasitas pelo sistema imune
(HODGSON, 1992).

No hospedeiro invertebrado, a infeccao por Babesia spp. pode ocorrer
por duas vias diferentes: a alimentar devido a ingestdo de sangue infectado
com merozoitas de babesias pelas fémeas maduras do carrapato e a vertical
por meio da transmissao transovariana acarretando na infeccdo da progénie
destas teledginas (HODGSON, 1992).

A infeccdo das fémeas maduras ocorre nas ultimas horas da fase de
vida parasitaria sobre o bovino (MELHORN; SCHEIN, 1984). No intestino do R.
(B.) microplus, ocorre o ciclo sexuado das babesias, do qual os merozoitas
intraeritrocitarios sofrem alteracbes morfolégicas adquirindo forma de estrela.
Posteriormente, estes corpusculos deixam as hemacias parasitadas, dando
origem aos agregados multinucleados. Estes, por sua vez, se desfazem,
promovendo a liberacdo de corpos estrelados isolados que sdo os gametas.
Por meio de projecdes citoplasmaticas, os gametas se fundem, originando os
zigotos ou oocinetos de menor tamanho, que penetram nas células digestivas
do carrapato e se multiplicam para invadir células vitelogénicas. Nestas células,
os zigotos se multiplicam por sucessivos ciclos de fissdao multipla, ou
esporogonia, promovendo o0 rompimento das células e originando os
esporocinetos, ou vermiculos de maior tamanho, que sao liberados na
hemolinfa (MELHORN; SCHEIN, 1984).

Na hemolinfa, os esporocinetos se disseminam em diversos 6rgaos,
inclusive nos ovarios da teledgina, onde sofrem novos ciclos de esporogonia.
Segundo Hodgson (1992), os sucessivos ciclos de esporogonia persistem até a
morte da teledgina, apds a postura dos ovos.

A disseminacao de esporocinetos nas células ovarianas infecta os ovos,
embrides e varios 6rgaos dos estagios de desenvolvimento da progénie da
teledgina, devido aos sucessivos ciclos de fissdo multipla, estabelecendo desta

maneira, a transmissdo transovariana das babesias. De acordo com Riek
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(1964), esta via de transmissdo no hospedeiro invertebrado é essencial para
manutencao da endemia nos rebanhos bovinos.

As formas infectantes (esporozoitas) de B. bovis estarao presentes nas
glandulas salivares cerca de dois a trés dias, apds a fixagcdo das larvas do
carrapato no bovino, enquanto que a B. bigemina sera inoculada apds nove
dias da fixacdo das ninfas e estagios adultos deste acaro, finalizando assim o
ciclo de esporogonia (RIEK, 1964, 1966; RADOSTITS et al., 2008).

2.2.3. Sinais clinicos e patogenia

Bovinos infectados por Babesia spp. podem apresentar hipertermia,
anemia severa e hemoglobindria como sinais clinicos da doenga. Como
consequéncia, se tornam anoréxicos, desidratados, ictéricos e possuem a
pelagem aspera.

Geralmente, a B. bovis é considerada a mais patogénica dentre as
espécies que infectam bovinos (TAYLOR et al.,, 2010), sendo que a
patogenicidade pode ainda variar de acordo com a amostra e tamanho do
in6culo (FARIAS, 1995). Além disso, este hemoparasita possui predilecao por
capilares viscerais, ocasionando a obstrucdo do fluxo sanguineo para 6rgaos
vitais, tais como rins e cérebro (WRIGHT et al., 1989). Desta maneira, a andxia
nos 6rgaos ocorre com frequéncia. A sintomatologia nervosa é caracteristica de
animais infectados por B. bovis, podendo leva-los a morte em poucos dias.
Quadros de incoordenacdo motora, agressividade, excitacdo, convulsbes e
depressao sao, na maioria dos casos, fatais (TAYLOR et al., 2010).

Bovinos infectados por B. bigemina apresentam febre alta com
temperatura retal ao redor de 41,5°C, inquietagao, atonia ruminal, dispnéia e
taquicardia (TAYLOR et al., 2010). Além disso, a parasitemia acarreta hemolise
progressiva das heméacias, sendo necessario um maior numero de dias para
causar o 6bito de animais infectados. A hemoglobinuria é tipica da infecgao por
B. bigemina, pois a hemoglobina liberada de forma gradativa em decorréncia
da ruptura das células vermelhas é filtrada pelos rins deixando a urina com
coloragdo vermelho-escura (FARIAS, 1995). A mortalidade de animais
acometidos por esta espécie é bastante variavel, sendo que na auséncia de
fatores estressantes, a taxa de sobrevivéncia pode ser elevada (TAYLOR et al.,
2010).
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2.2.4. Epidemiologia

O conhecimento da interacdo entre o vetor, os agentes etiolégicos das
enfermidades parasitarias e o hospedeiro vertebrado é de extrema importancia
para que sejam adotadas medidas profilaticas adequadas em uma determinada
regido, reduzindo desta maneira, as perdas. Para tanto, € necessario a
avaliagdo da prevaléncia da infecgdo ou do nivel imunitario dos rebanhos para
se predizer a situacao epidemioldgica do local.

A ocorréncia das babesioses bovinas em um determinado local é
dependente, primariamente, da dindmica populacional do carrapato vetor ao
longo do ano, que necessita de condi¢cdes climaticas favoraveis para o seu
desenvolvimento. Desta forma, classificam-se as é&reas como livres, de
estabilidade e de instabilidade endémica (MAHONEY; ROSS, 1972).

As areas livres sao caracterizadas pela inexisténcia do carrapato, onde
as condi¢cdes ambientais adversas impedem o desenvolvimento das fases de
vida livre deste artrépode, como é o caso do extremo Sul do Brasil e da
Argentina ou devido a sua erradicagdo, como ocorreu na América do Norte
(FARIAS, 1995). Com isso, os bovinos criados nessas areas nao sao
infectados apresentando elevada suscetibilidade aos hemoparasitas que ele
transmite.

A estabilidade endémica é a situacao em que a transmissao da doenca
ocorre com frequéncia, pois o carrapato vetor estd presente em todos o0s
meses do ano. Entretanto, a exposicao precoce as babesias durante o periodo
em que 0s animais sdo muito jovens, permite o desenvolvimento da imunidade
aos agentes infecciosos (CORRIER et al., 1978). Nesta fase, os bovinos estao
protegidos pela imunidade passiva, que € transmitida via colostro de vacas
imunes e por fatores nao especificos, como a presenca de timo e hemoglobina
fetal. Nestas areas, estima-se que 75% dos bezerros com idade entre seis a
nove meses estejam infectados por Babesia spp., sendo que a parasitemia
ocorre em niveis baixos (MAHONEY et al.,, 1973), com sinais clinicos
moderados. No entanto, os casos isolados em bovinos adultos podem estar
associados a queda da resisténcia individual ou a entrada na propriedade de
animais oriundos de outras regides, portadores de amostras exédticas de
babesias (FARIAS, 1995) ou provenientes de areas de instabilidade enzodtica.
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Segundo Montenegro-James et al. (1995), os anticorpos colostrais
persistem por aproximadamente trés meses no organismo dos bezerros, sendo
que estes animais apresentam resquicios de hemoglobina fetal até os nove
meses, a qual prejudica o desenvolvimento dos hemoparasitas (FARIAS,
1995). Nestas circunstancias, ndo existe a necessidade de se utilizar métodos
especificos de controle, uma vez que a imunidade passiva é naturalmente
reforcada a campo, por meio das sucessivas inoculagées das babesias pelo R.
(B.) microplus (TAYLOR et al., 2010).

No entanto, bovinos que sobrevivem a infeccédo inicial desenvolvem
sélida imunidade convertendo-se em portadores sadios da doenca, atuando
como fonte de infeccdo para os carrapatos vetores e contribuindo para a
manutencao da endemia (TAYLOR et al., 2010).

As éareas de instabilidade endémica sdo caracterizadas pela elevada
incidéncia de casos clinicos da doenga, sobretudo de curso agudo e com
elevados indices de mortalidade (UILEMBERG, 1995). Isto ocorre porque os
bezerros ndao se infectam por um prolongado periodo apés o nascimento, e a
imunidade ativa dos adultos nao sofre reforgos, reduzindo os niveis de desafio
frente ao in6culo. Assim, os rebanhos ficam sujeitos as novas infestacdes
apenas na época favoravel ao desenvolvimento do carrapato, promovendo uma
oscilacdo nos titulos de anticorpos anti-babesias, muitas vezes insuficientes
para estimular respostas imunes protetoras nos animais.

De acordo com Kessler et al. (1983), o Brasil € uma area de estabilidade
enzodtica para as babesioses bovinas, permitindo que os animais estejam
naturalmente imunizados contra B. bovis e B. bigemina. Entretanto, uma area
de estabilidade enzootica pode se tornar instavel em termos epidemiolégicos,
por adocdo de praticas de manejo inadequadas pelos criadores que visam o
controle excessivo do carrapato vetor (D’ANDREA et al., 2006), sendo
responsavel pela reducdo na taxa de inoculagdo de Babesia spp. e,
consequentemente, pela queda na imunidade dos animais.

Contudo, a situacao epidemiolégica é ainda mais grave quando animais
provenientes de regides livres do R. (B.) microplus sao introduzidos em areas
de endemia estavel, ocasionando surtos da doenca, limitando, desta maneira, o
desenvolvimento da atividade pecuaria em varias partes do mundo (TAYLOR et
al., 2010).
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2.2.5. Diagndstico laboratorial das babesioses bovinas

Bovinos que se recuperam da infeccdo priméaria tornam-se portadores
cronicos e a deteccao dos hemoparasitas por meio do exame microscépico de
esfregacos sanguineos torna-se dificil, devido a baixa sensibilidade desta
técnica. Embora o exame microscopico seja considerado o método padrao para
o diagndstico das babesioses bovinas, s6 apresenta bons resultados quando
se examina bovinos clinicamente afetados. Para estudos epidemiolégicos, que
requerem a identificacdo de animais sintomaticos e assintomaticos ou em
estagios iniciais da doenca, o exame direto ndo pode ser utilizado (COSTA-
JUNIOR et al., 2006).

Sabe-se que bovinos de origem taurina podem ser portadores de B.
bovis por toda a vida (MAHONEY et al., 1973), entretanto os zebuinos se
mantém infectados por um periodo médio de trés anos (JOHNSTON et al.,
1978). Para B. bigemina esta situagdo pode variar entre 5-22 meses (RIEK,
1968) até 48 meses (MAHONEY et al., 1973), alternativamente, os animais
podem eliminar o hemoparasita no periodo de um ano (JOHNSTON et al.,
1978).

Mediante as dificuldades para o diagnéstico dos parasitas pelo método
direto, estudos epidemiologicos sao rotineiramente realizados por meio de
investigacdo soroldgica. Entre os métodos indiretos de diagndstico, o ELISA
(Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) é o mais utilizado, no qual permite a
deteccdo de anticorpos especificos anti-babesia, provido de sensibilidade,
reprodutibilidade e especificidade (MACHADO et al., 1997). Assim, a situacao
epidemiolégica em uma determinada regidao pode ser definida por meio do
“status imunolégico” dos animais (MAHONEY et al., 1973), possibilitando a
indicagdo de medidas eficazes de controle, e evitando desta forma, surtos das
babesioses bovinas. Apesar de detectarem os animais portadores em um
determinado rebanho, as técnicas soroldgicas apresentam limitagdo, porque a
indicacao da exposicao prévia aos agentes nao permite caracterizar a evolucao
das enfermidades parasitarias (WAGNER et al., 1992).

O desenvolvimento de técnicas moleculares, como por exemplo, a
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) resolveu parte dos problemas
relacionados a deteccao de animais portadores nos rebanhos, possibilitando a
determinacao rapida dos riscos de ocorréncia de surtos, colaborando em
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estudos epidemioldgicos (FIGUEROA et al., 1993; OLIVEIRA et al.,, 2005;
OLIVEIRA-SEQUEIRA et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2008; BRITO et al., 2013),
além de apresentar alta sensibilidade e especificidade.Tais métodos se
baseiam na deteccdo do DNA de parasitas em amostras de sangue e, vém
demonstrando algumas vantagens sobre os métodos convencionais de
diagnéstico, sendo cada vez mais utilizados no auxilio do controle de doencas
infecciosas (AZAMBUJA et al., 1994).

A PCR consiste em uma reagdo enzimatica que permite amplificar “in
Vitro”, regides especificas do genoma de qualquer organismo de interesse.
Possui a vantagem de sintetizar, em poucas horas, bilhdes de cépias do
fragmento de interesse, por meio da utilizacdo de uma solugcdo tampao
contendo ions de magnésio (Mg), desoxirribonucleotideos trifosfatos livres
(dNTPs), sequéncias iniciadoras complementares a regido do DNA que
flanqueiam a regido que se deseja reproduzir, sendo a reagédo catalisada por
uma enzima termoestavel, a Taqg DNA Polimerase, que permitiu a automacéao
da técnica (SAIKI et al., 1988).

Tem sido verificado que as técnicas de amplificacdo do DNA dos
parasitas possibilitam detectar a presenca de babesias em um numero
significativamente maior de animais, quando comparadas ao exame
microscoépico de esfregacos sanguineos. A PCR como método de diagndstico
possui uma sensibilidade 100 vezes maior, quando comparada com o limite de
deteccdo da técnica padrdao (BOSE et al., 1995; FAHRIMAL et al., 1992). Em
adicao, este método permite detectar 10 pg do DNA dos hemoparasitas em
amostras de sangue de animais parasitados (BOSE et al., 1995). Além disso, a
sensibilidade do teste pode ser elevada mediante a utilizacdo da técnica de
Nested PCR (nPCR) (COSTA - JUNIOR et al., 2006).

Oliveira et al. (2005) e Oliveira-Sequeira et al. (2005), utilizando a
técnica de PCR e a Nested PCR (nPCR) mostraram que, em bovinos cruzados
(Bos taurus taurus x Bos taurus indicus), as taxas de infeccao por B. bovis e
por B. bigemina nao diferiram e que ambas eram também semelhantes em
bezerros e vacas.

Brito et al. (2013) utilizaram as técnicas de PCR convencional e Nested-
PCR (nPCR) para avaliar a prevaléncia da infecgdo causada por B. bovis em

animais jovens com idades entre 4 a 12 meses, manejados em diferentes
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microrregides nos estados de Rondbénia e no Acre. Mediante a analise dos
resultados de amplificacdo do DNA do parasita, o grupo de pesquisa observou
que 95% (272/286) e 96,1% (195/203) das amostras oriundas de Rondénia e
no Acre, respectivamente, foram positivas para este hemoparasita. A alta
prevaléncia da doenca permitiu classificar essas microrregiées como sendo de
estabilidade endémica.

No entanto, a PCR convencional e suas variacbes permitem apenas
avaliar de maneira qualitativa a infeccdo dos animais. Em contraste, a Reacéo
em Cadeia da Polimerase Quantitativa em Tempo Real (gqPCR) foi
desenvolvida a partir da PCR convencional e tem sido amplamente utilizada,
principalmente, em decorréncia de suas vantagens. A alta sensibilidade,
especificidade e reprodutibilidade desta técnica molecular permitiu substituir
métodos de diagndstico que demonstram alta especificidade, porém de menor
sensibilidade como o0 exame microscépico de esfregacos sanguineos (OURA et
al., 2004).

Oliveira et al. (2014) evidenciaram que a qPCR possibilitou diagnosticar
um maior niumero de animais positivos para B. bovis (98%) e B. bigemina
(100%), quando comparada com o exame direto de esfregacos sanguineos
(5,3%). Nesse estudo foram observados apenas seis animais que
apresentaram merozoitas de B. bigemina pelo exame direto confirmando
achados de estudos anteriores que demonstraram a baixa sensibilidade deste
método de diagnéstico.

A gPCR consiste em uma metodologia que utiliza um sistema fechado,
onde durante a amplificacdo da reacédo ocorre a deteccdo de fluorescéncia,
tornando desnecessarios procedimentos pds-amplificacdo, e evitando dessa
forma, risco de contaminacéo cruzada (HEID et al., 1996; FARRUGIA et al.,
2011).

Com o desenvolvimento desta técnica molecular foi possivel, além de
diagnosticar, quantificar o DNA oriundo de Babesia spp. presente em amostras
de sangue de bovinos parasitados, apresentando-se como um método
extremamente sensivel, confiavel e de elevada reprodutibilidade (KE et al.,
2006). Assim, a gPCR pode ser utilizada na quantificacdo de hemoparasitas
(BILHASSI et al., 2014), em estudos de expressao génica (FOLLO et al., 2006)
e na discriminacgao alélica (BEST, 2005), dentre outros.
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Ramos et al. (2011) observaram que a quantificacdo absoluta por meio
da gqPCR possibilitou diagnosticar um maior numero de animais positivos,
quando comparada com a PCR convencional, mas nao diferiram
estatisticamente do ELISA em estudos relacionados a ocorréncia da B. bovis
em &rea considerada estavel enzooticamente (Juiz de Fora-MG).

Resultados semelhantes foram observados por Shebish et al. (2012) que
avaliaram a prevaléncia dos agentes da Tristeza Parasitaria Bovina (TPB) em
animais de diferentes grupos genéticos na provincia de Puntarenas, Costa
Rica, por meio do ELISA e da qPCR. Este grupo de pesquisa, além de
detectar a presenca dos parasitas na regiao estudada, observou que a técnica
sorolégica possibilitou o diagnéstico de um maior nimero de animais positivos
para Anaplasma marginale e Babesia spp. quando comparada com a técnica
molecular.

Estes achados, no entanto, diferem daqueles observados por Giglioti
(2013), em que a técnica de gPCR possibilitou o diagnostico da infecgcéao por B.
bovis em todos os bovinos avaliados (100%), enquanto que nos ensaios do
ELISA-teste, apenas 74,39% deles foram considerados positivos.

Bilhassi et al. (2014), utilizando a gPCR como método de diagnostico,
evidenciaram diferencas significativas na prevaléncia da doenga em animais
jovens e adultos de grupos genéticos diferentes criados em regides
consideradas endémicas para as babesioses bovinas do estado de Sao Paulo.
Neste estudo, 98% dos bovinos avaliados (147/150) foram diagnosticados
como positivos para B. bovis por meio da gPCR. Estes resultados corroboram
com aqueles observados por Giglioti et al. (2016) que utilizaram a mesma
técnica molecular para quantificar o DNA de B. bovis e B. bigemina em
animais de origem taurina, os quais observaram alta prevaléncia da doenca
neste grupo genético.

Li et al. (2015), com a finalidade de detectar varias espécies de Babesia
spp. em uma unica reacao, utilizaram a PCR em tempo real baseada no uso de
sondas de hibridizagdo, denominada de FRET-gPCR (energia de ressonancia
transferida por fluorescéncia) em amostras de sangue de ruminantes e
asininos. Apos analise dos resultados, os pesquisadores observaram que 70%
dos animais avaliados (525/752) das cinco ilhas do Caribe foram positivos para
este género.
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2.2.6. Imunidade dos bovinos as babesioses

O sistema imunolédgico tem como principal funcdo a manutencédo da
homeostase do organismo, pois & capaz de controlar a invasao de agentes
agressores e controlar as alteracées do proprio, como o desenvolvimento do
cancer e doencas autoimunes. Para responder de maneira eficiente, os
mamiferos desenvolveram ao longo de sua evolugdo um complexo mecanismo
de defesa. Assim, a resposta imune dos bovinos as infecgbes por
hemoparasitas do género Babesia spp. € dependente das caracteristicas
individuais, na qual varios genes influenciam a resposta imune e seus alelos
podem determinar maior ou menor resisténcia a parasitemia. Os mecanismos
protetores estdo intimamente relacionados a categoria animal, ao grupo
genético, ao tipo de resposta imune de envolvida pelo hospedeiro, a viruléncia
das espécies (isolados geograficos das babesias), além da carga parasitaria
inoculada pelo carrapato (BENAVIDES et al., 2006).

Em relagdo a imunidade, o sistema imunolégico dos bovinos parece ser
o principal responsavel por regular a caracteristica de resisténcia, frente as
infeccdes por Babesia spp. e aos carrapatos (MATTIOLI et al., 2000). A
imunidade dos bovinos tanto para B. bovis como B. bigemina envolvem
mecanismos inatos e adaptativos, como perfil de células imunes contra
babesias, anticorpos especificos e subtipos de células CD4" T "helper" (Th).

No entanto, independente do agente infeccioso os animais podem
controlar a infecgdo devido a imunidade inata constitutiva desses bovinos,
como 0 que ocorre em muitos casos de babesioses. Assim, a resposta
imunoldégica contra Babesia spp. € primariamente mediada por células
constituintes do sistema imune inato, como as fagociticas, exterminadoras
naturais (NK) e macréfagos. Enquanto a resposta imune adaptativa é mediada
por células de reconhecimento especifico, como T CD4* e T CD8", que
promovem resposta celular efetora, sintese de citocinas e favorecem células de
meméria e ativam células B. A ativacdo das células B diferencia os
plasmécitos, responsaveis pela producdo de resposta humoral por meio da
secrecao de anticorpos (BROWN, 2001).

A resposta adaptativa para fins didaticos € subdividida em imunidade
celular e humoral (TIZARD, 1998). A imunidade celular é uma das primeiras
linhas de defesa da imunidade inata, sendo mediada, principalmente, por
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macrofagos, células NK e linfocitos T. Essas células sdo responsaveis pela
sintese de citocinas, como Interferon-gama (IFN-y), Fator de Necrose Tumoral-
alfa (TNF-a) e outras Interleucinas que podem estimular ou dificultar a resposta
imune protetora as babesias, por interferirem diretamente no ciclo biolégico dos
hemoparasitas (BENAVIDES et al., 2006). A imunidade humoral € a principal
resposta especifica do sistema imune. Esse tipo de resposta conta com a
participacdo de células altamente especializadas como linfécitos T CD4",
células dendriticas e os linfécitos B ativados, conhecidos por plasmdcitos,
sendo as unicas células capazes de produzir moléculas de anticorpos. Dessa
forma, essas duas respostas do sistema imune contribuem de maneira indireta
e direta para o controle da parasitemia nos bovinos.

A babesiose é uma doenca hematoldgica que promove diferentes
respostas nos organismos parasitados. A parasitemia sendo eritrocitaria
favorece que o bago, um importante érgao linféide secundario, seja o principal
local de ativacao para a resposta imune contra as babesias. Assim, a resposta
imune dos bovinos a doenca é dependente, principalmente, da imunidade
celular oriunda do baco, pelo fato de ser um 6rgao rico em células imunes que
promovem a ativagcdo especifica contra os agentes infecciosos. Estudos
mostram que animais esplenectomizados desenvolvem maior parasitemia,
quando comparados com bovinos primo-infectados. O controle da parasitemia
pelo baco possivelmente ocorre pela grande concentragdo de células
apresentadoras de antigenos (APCs) presentes neste 6rgdo que participam
efetivamente da ativacao da resposta imune humoral, assim como aumentar a
atividade microbiana dos macréfagos residentes. E, a ativacdo desses
macréfagos esplénicos pode controlar a infeccdo mediante a destruicao de
hemacias parasitadas (BROWN; PALMER, 1999; BROWN, 2001). De acordo
com Allred e Al-Khedery (2004), o controle da parasitemia causada por B. bovis
€ mediada pela destruicao de eritrécitos parasitados por meio da ativacao de
macréfagos esplénicos. Além da ativacao dos macréfagos efetores no controle
da carga parasitaria, os anticorpos circulantes promovem a direcionada contra
merozoitos extracelulares e antigenos varidveis existentes na superficie de
eritrécitos infectados denominados de VESA 1 (Variant Erythrocyte Surface
Antigen-1). Estas observacbes indicam que o baco desempenha papel
importante na resposta imune celular contra as babesias (BOCK et al., 2004).
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Os principais perfis de resposta que mediam a imunidade contra as
babesias podem ser caracterizados em respostas imunes Th1 e Th2. No
entanto, o que determina esses tipos de resposta sdo as citocinas que esses
linfécitos T CD4" secretam. As citocinas que caracterizam o perfil de resposta
imune Th1 sédo IL-12, IFN-y e IL-2. As citocinas que caracterizam perfil de
resposta imune Th2 sdo IL-4, IL-5 e IL-13. Porém, outras citocinas como TNF-
a, considerado importante citocina pré-inflamatéria e a IL-10, importante
citocina regulatéria também contribui para a resposta imune em modelos de
infeccdo (ABBAS et al., 2015)

Deve-se salientar que todos os mecanismos de defesa do organismo
sdo estimulados, funcionando de forma complementar e integrada,
maximizando a capacidade do sistema imunolégico do animal em combater os
microorganismos patogénicos (ABBAS et al., 2015). Assim, quando os
esporozoitas invadem as hemacias, ocorre a ativagdo de macréfagos que
fagocitam as células parasitadas e os merozoitas livres na circulacao
sanguinea do bovino. Como os eritrécitos sanguineos sao células desprovidas
de moléculas do complexo principal de histocompatibilidade (MHC), os
macréfagos desempenham o papel de células apresentadoras de antigenos
(APCs) de babesias para ativagcdo das células T CD4". Assim, as células T
CD4" que respondem aos antigenos, é o elo entre a resposta imune inata e
adaptativa (BROWN; PALMER, 1999; BROWN, 2001), promovendo a formagao
de uma resposta efetora especifica.

Dependendo do estimulo durante o processo de apresentacdo de
antigenos, as células T CD4" efetoras se diferenciam originando células do tipo
Th1, Th2 ou Th17 responsaveis pela sintese de conjuntos distintos de
citocinas, que provocam diversas reagbes no organismo, estando envolvidas
em diferentes processos imunologicos. Como ja mencionado, as células com
perfil Th1 produzem principalmente o Interferon-gama (IFN-y) e IL-12,
contribuindo para a ativacao de macréfagos, além estimular indiretamente a
producédo de imunoglobulinas G (IgG), que pode proteger o hospedeiro contra
micro-organismos intraeritrocitarios. No entanto, as células exterminadoras
naturais (NK) e T CD8" também sao responsaveis pela sintese de IFN-y, sendo
dependentes das reacdes imunolégicas, inatas ou adaptativas. Na imunidade
inata, as células NK sintetizam o IFN-y em resposta a IL-12 e pela ativacao de
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ligantes na superficie de células parasitadas. No contexto da imunidade
adaptativa, as células T sdo as responsaveis pela sintese do IFN-y
desencadeada pela presenca do antigeno, sendo potencializada pela IL-12 e
IL-18 (ABBAS et al., 2015). Desta forma, as citocinas consistem nas principais
moléculas envolvidas na comunicacao entre as células T, macréfagos e outras
células do sistema imunol6gico, responsaveis pela modulagdo da resposta
imune frente as infec¢gdes (BELARDELI, 1995).

Bittar et al. (2004) identificaram diferentes perfis fenotipicos de linfocitos
T periféricos no sangue de bovinos de origem européia, que os permitiram
concluir que as baixas concentragdes de linfécitos T CD4" e CD8", podem estar
associadas a suscetibilidade destes animais as infeccoes por Babesia spp.
Além de estimularem a producédo de anticorpos especificos, as células T CD4"
sdo importantes também na ativacdo de macréfagos que produzem Oxido
nitrico (NO) e outras moléculas tdxicas para os hemoparasitas (NORIMINE et
al., 2002; SHODA et al., 2000).

Os macrofagos ativados também sado capazes de sintetizar outras
citocinas, como por exemplo, o Fator de Necrose Tumoral-alfa (TNF-a) e a
Interleucina-10 (IL-10). O TNF-a em associagdo com o IFN-y, sdo responsaveis
pela sintese de 6xido nitrico (NO) pelos macréfagos expostos a merozoitas de
B. bovis, sendo que a interleucina-10 (IL-10) desempenha um papel importante
na modulacdo da resposta imune contra B. bovis, porque inibe a sintese de
IFN-y, TNF-a e a producdo de NO pela enzima éxido nitrico sintetase induzida
(INOS) (SHODA et al., 2000; GOFF et al., 2002) presente no citoplasma dos
macréfagos e de outras células nucleadas como hepatécitos, que sintetizam
NO quando estimulados pelo IFN-y (FLORA FILHO; ZILBERSTEIN, 2000). O
NO por sua vez inibe a replicagdo dos hemoparasitas, tendo como
consequéncia, a degeneracdo de B. bovis de maneira dose-dependente
(SHODA et al., 2000). Assim, a sintese de NO pelos macréfagos em bovinos,
pode ter efeito babesicida nas hemacias parasitadas, induzindo a morte, devido
ao aumento da producao da iNOS (STICH et al., 1998). Desta forma, o 6xido
nitrico apresenta um papel fundamental como mediador citotéxico de células
imunes ativadas, capaz de eliminar os parasitas.

Para alguns pesquisadores (WANDURSKA-NOWAK, 2004), a sintese de

citocinas pro-inflamatérias estimula o aumento da sintese de NO, que mediam
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a resposta imune do hospedeiro, por meio da eliminacdo do parasita ou por
inibirem o seu crescimento. Enquanto outros preconizam que a super producao
de 6xido nitrico(NO), IFN-ye TNF-a podem estar relacionados ao agravamento
da infeccao, impossibilitando a recuperacdao dos bovinos frente a parasitemia
(STICH et al., 1998).

A modulacdo da resposta imune contra os agentes patogénicos €
dependente também da agéo de outras citocinas, como por exemplo a IL-12.
Esta interleucina é sintetizada por macréfagos, células dendriticas e células B,
na qual estimula a atividade de células com perfil Th1, por meio da sintese de
IL-2 e do IFN-y, potencializando a proliferacédo e a citotoxicidade das células T
e NK (TIZARD, 2008). Assim, a IL-12 atua como fator de diferenciacao sobre
as células T CD4" para um padrao de resposta imunoldgica do tipo Th1.

Nas infeccdes por babesias, estudos realizados por Tuo, Estes e Brown
(1999) ja demonstraram a importancia do IFN-y, sintetizados por linfécitos T
ativados. No entanto, durante a fase aguda da doenca, a resposta imune inata
apresentada pelos animais parasitados é imprescindivel e requer a producgao
de IL-12 e IL-18, sendo responsaveis pela sintese de IFN-y (SHODA et al.,
2000). Entretanto, varios grupos de pesquisas (BOCK et al., 2004; Al-
KHEDERY, ALLRED, 2006; CHAUVIN et al., 2009) admitem que nas infeccoes
causadas por B. bovis a excessiva producdo de citocinas e de outras
substancias relacionadas a resposta imune podem contribuir para o
agravamento da doenca, inclusive com a ocorréncia de lesbes no sistema

nervoso central dos hospedeiros.

2.2.7. Citocinas

As citocinas sdo hormdnios protéicos produzidos em respostas a
agentes patogénicos e antigenos. Entretanto, a caracteristica de resisténcia e
suscetibilidade as infeccoes parasitarias é dependente do padrao de resposta,
envolvendo subconjuntos de células T CD4" (Th1 e Th2), as quais produzem
citocinas capazes de estimularem o sistema imune dos hospedeiros aos
diferentes parasitas. Estas citocinas desempenham varias fungdes no
comportamento das células, possibilitando a divisdo da célula-alvo, a
diferenciacao e a sintese de novos produtos protéicos ou de novos receptores

de membrana. Desta forma, verdadeiras cascatas imunoldgicas ocorrem apés
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essa ativacdo. Simultaneamente, estas citocinas podem agir de maneira
antagonica, inibindo estes efeitos. Acrescenta-se a isso, o fato de que as
citocinas possuem algumas propriedades, permitindo que atuem nas células-
alvo de maneira sinérgica, pleiotropica e redundante (TIZARD, 1998; ABBAS et
al., 2015). Abaixo estdo descritas as citocinas utilizadas no presente estudo.

- Interferon-y (IFN-y)

O IFN-y exerce funcbdes criticas tanto na imunidade inata como na
adaptativa, mediada por células contra agentes infecciosos intracelulares. Além
disso, atua nas células B, T e exterminadoras naturais (NK), sendo a principal
citocina ativadora de macrofagos (TIZARD, 1998; ABBAS et al., 2015). Além
das células Th1, esta citocina também é sintetizada pelas células NK e por
linfécitos T CD8". Como uma das fungdes é de agir sobre as células B, o IFN-y
possibilita a mudancga para certas subclasses de IgG auxiliando nas respostas
especificas mediadas por anticorpos por meio da eliminagdo dos agentes
infecciosos, juntamente com a acao dos macréfagos ativados por esta citocina
(ESTES; BROWN, 2002). Todavia, o IFN-y produzido por células Th1 inibe a
sintese de IL-4 pelas células Th2, o qual atua de maneira antagb6nica

controlando a ativagao da resposta imune Th2.

- Fator de Necrose Tumoral-a (TNF-a)

O TNF-a é uma das mais importantes citocinas pro-inflamatérias e pode
atuar tanto na resposta imune celular como na humoral (BROWN et al., 2006).
Atua na proliferagao e diferenciagdo celular, além de promover a morte das
células tumorais por inducédo da apoptose. Desempenha fungdes relacionadas
a modulacado da producdo e ativagdo funcional de diversos tipos celulares,
sendo produzida, principalmente, por macrofagos ativados. No entanto, pode
ser sintetizada por células B, fibroblastos, células Th1 e algumas células Th2,
além de agir em quase todas as células nucleadas (TIZARD, 1998; ABBAS et
al., 2015).
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- Interleucina-10 (IL-10)

A IL-10 é uma citocina regulatéria secretada por células ThO, algumas
células B, macréfagos e, principalmente, por células Th2, que regulam a
resposta imune (GOFF; JOHNSON; CLUFF, 1998; GOFF et al., 2002). Células
B, Th1, exterminadoras naturais (NK) e macréfagos sao seus alvos principais.
No entanto, a IL-10 sintetizada pelas células Th2 inibe a ativagdo das células
Th1 e das células NK. Além disso, suprime a secrecao de outras citocinas,
como o IFN-y, IL-2, IL-12, TNF-B e de 6xido nitrico (NO) pelos macréfagos, e
também inibe a expressao de moléculas co-estimuladoras e do complexo de
histocompatibilidade principal (MHC) de Classe Il (TIZARD, 1998; ABBAS et
al., 2015).

- Interleucina-12

IL-12 € a principal citocina mediadora da resposta imune inata (Th1) a
micro-organismos intracelulares e desempenha papel fundamental na
imunidade mediada por células, a resposta imune adquirida (BROWN et al.,
2006). E uma citocina heterodimérica sintetizada por células dendriticas e
células B, principalmente, por macréfagos ativados. A IL-12 exerce efeitos
imunoregulatérios sobre as células T e exterminadoras naturais (NK) e induz a
diferenciacao de células ThO para tornar-se Th1(BROWN et al., 1996). Todavia,
promove a atividade da célula Th1, por meio da indugdo da secrecao de IL-2 e
de IFN-y, além de potencializar as funcdes citotéxicas das células T CD8" e
NK. Como efeito secundario, reduz a producao de IgE, devido a supressao que
exerce sobre a sintese de IL4 (TIZARD, 1998; ABBAS et al., 2015 ),
favorecendo a regulacao da resposta Th2.

2.2.8. Influéncia da subespécie bovina na resisténcia ao R. (B.)
microplus
As diferencas nas direcoes e pressdes de selecdo durante o processo
evolutivo dos zebuinos e dos taurinos sdo as responsaveis pelas divergéncias
nas caracteristicas morfologicas, fisioldgicas, e zootécnicas destes animais
(BARBOSA, 1995). Entre as divergéncias, pode-se mencionar o tipo racial,
adaptabilidade ao ambiente, caracteristicas produtivas e reprodutivas.
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Os zebuinos se destacam pela rusticidade, caracterizada pela
resisténcia aos parasitas e elevada capacidade de termorregulacao, decorrente
da maior dissipagao do calor (HANSEN, 2004). Os animais de origem taurina,
por sua vez, apresentam baixa tolerancia ao calor, quando expostos a intensa
radiacdo solar e elevada suscetibilidade aos parasitas. Provavelmente, o
intenso parasitismo em animais desta subespécie é decorrente de algumas
caracteristicas, tais como pele espessa e recoberta de longos pélos, que
impedem a eliminacdo do calor. Desta forma, a aclimatacdo do Bos taurus
indicus nos tropicos, pode ser atribuida a capacidade de manterem a
homeostase organica, mesmo quando submetidos a situagbes de estresse
térmico. Isso é resultado da presenca de glandulas sudoriparas maiores,
menores taxas metabdlicas e caracteristicas na pelagem que diminuem a
absorcao da radiacao solar (HANSEN, 2004).

Com relacao a caracteristica de resisténcia, as subespécies demonstram
certa divergéncia com relacdo a suscetibilidade ao R. (B.) microplus. A
resisténcia entre grupos genéticos foi observada, inicialmente, por Johnston et
al. (1918), sendo que os primeiros trabalhos foram desenvolvidos por Villares
(1941), evidenciando, entre racas nacionais, européias e indianas, valores
diferentes de resisténcia a infestacao pelo carrapato. Trabalhos experimentais
mostram que, em geral, os zebuinos sdo considerados mais resistentes as
infestagdes por carrapatos, quando comparados com animais de origem taurina
(VILLARES, 1941; UTECH et al., 1978; OLIVEIRA et al., 1989; SILVA et al.,
2007, 2010), enquanto que os animais cruzados ocupam posicao intermediaria
(DOUBE; WHARTON, 1980). A resisténcia deste ultimo grupo genético pode
ser explicada, devido a alta proporcdo no genoma de Bos taurus indicus
(OLIVEIRA et al., 1989).

O mecanismo de resisténcia dos bovinos ao R. (B.) microplus, além de
ser um fendbmeno complexo, ainda é pouco compreendido. Riek (1962)
descreveu a ocorréncia dos mecanismos de resisténcia dos bovinos ao
carrapato, classificando-os como inato e adptativo. O primeiro, ja existe no
animal quando ocorre 0 contato com o artropode e o segundo é observado
apos infestacdes sucessivas. Varios pesquisadores ja descreveram este
segundo mecanismo de defesa dos animais (ROBERTS, 1968; WAGLAND,

1975), cujos resultados demonstram que a resisténcia ao carrapato € maior
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apos infestacdes sucessivas, quando comparados com o nivel da primeira
infestacao.

A grande resisténcia conferida ao gado indiano também pode ser
explicada pelo simples fato destes animais terem convivido milhares de anos
com o R. (B.) microplus. Sendo assim, esta subespécie passou por um longo
processo de selecdo, no qual os mais sensiveis foram eliminados naturalmente
do ambiente, tendo persistido somente aqueles geneticamente resistentes
(LEMOS, 1986). Além das caracteristicas fisioldgicas, a alta suscetibilidade dos
taurinos frente ao intenso parasitismo, provavelmente decorre do contato
restrito que estes animais possuiram com o carrapato, fato este que os
tornaram altamente vulneraveis.

De acordo dados da literatura (MORAES; COSTA; WOELZ, 1986;
VERISSIMO, 1991), a maior eficiéncia no comportamento de autolimpeza via
lambedura dos zebuinos contribui para o equilibrio parasita-hospedeiro nestes
animais. Este fato pode explicar a elevada suscetibilidade dos taurinos aos
carrapatos, sendo evidenciado pela incapacidade deste grupo genético em
controlar a infestacéo.

Estudos realizados no intuito de avaliar a resisténcia dos Bos taurus
taurus frente as infestagdes por R. (B.) microplus (WAMBURA et al., 1998;
MATTIOLI et al., 2000) verificaram que, apesar de desenvolverem certa
imunidade, estes bovinos ndo conseguem controlar as infestacbes com a
mesma eficiéncia que os zebuinos.

Byford, Colditz e Sibbick (1976), apds avaliarem a resisténcia entre
taurinos e animais oriundos do cruzamento com Bos taurus indicus observaram
que, bovinos cruzados demonstraram uma resisténcia promissora, considerada
de moderada a alta. E por essa razdo que o interesse entre os criadores por
animais cruzados no Brasil tem crescido, em virtude da possibilidade de elevar
a eficiéncia produtiva dos rebanhos. Além disso, os mesticos sao adaptados
aos diversos sistemas de producao utilizados no pais, sendo uma alternativa a
utilizacdo de animais de origem indiana.

LEMOS et al. (1985) realizaram um estudo que objetivava avaliar a
resisténcia ao carrapato em novilhas de diferentes grupos genéticos, sendo
que a composicao genética dos animais experimentais variava entre 4

Holandés + Zebu, até Holandés “puro por cruza”. Os resultados mostraram que



44

a suscetibilidade dos animais a infestagcao por R. (B.). microplus aumentava,
conforme o percentual genético de Bos taurus taurus nos cruzamentos também
aumentava, demonstrando a suscetibilidade dos animais de origem européia.

Segundo Madruga et al. (1987), o grau de infestagcdo em animais da raca
Nelore é considerado menor do que o limiar econdmico de controle, sendo
adequado para manter o equilibrio enzoédtico da Tristeza Parasitaria Bovina
(TPB). Os pesquisadores observaram que, quanto maior o percentual genético
de racas européias na composicao genética dos bovinos, maior foi o grau de
infestacéo pelo R. (B.) microplus.

Oliveira e Alencar (1987) desenvolveram um estudo que tinha por
finalidade avaliar o grau de resisténcia de animais das ragcas Canchim e Nelore
a infestagao artificial por R. (B.) microplus. Os pesquisadores observaram que
0s zebuinos sdao mais resistentes a infestacdo quando comparados com o
Canchim, atribuindo este efeito as diferentes reacées imunolbgicas existentes
entre 0s grupos genéticos avaliados.

Verissimo et al. (2002), apds avaliarem a caracteristica de resisténcia
em vacas das racas Holandesa e Gir e, daquelas provenientes de seus
cruzamentos a infestacao por carrapatos, observaram que o primeiro grupo
genético apresentou maior suscetibilidade, enquanto que o segundo maior
resisténcia.

Em experimentos realizados com o objetivo de avaliar a intensidade de
parasitismo pelo carrapato em fémeas bovinas de diferentes grupos genéticos,
Silva et al. (2007) observaram que animais cruzados Angus X Nelore e
Simental x Nelore apresentaram uma maior taxa de infestacdo quando
comparados com animais puros Nelore, enquanto que bovinos Canchim x
Nelore apresentaram uma infestagdo intermediaria. Resultados semelhantes
foram observados por Wambura et al. (1998) e Singh e Ghosh (2003), os quais
relataram os mesmos padroes de resisténcia.

Contudo, a identificacdo e selecdo de bovinos resistentes as
enfermidades parasitédrias pode ser importante para o desenvolvimento de
métodos mais efetivos de controle, e também para o desenvolvimento de
estratégias de melhoramento visando aumentar a resisténcia genética nos
rebanhos, elevando a produtividade na bovinocultura de corte por meio da

minimizag&o das perdas.



45

3. OBJETIVOS

3.1. Geral

Os objetivos deste estudo foram avaliar, durante as estacdes do ano
(primavera, verao, outono e inverno), a parasitemia por B. bovis e B.bigemina e
a prevaléncia das babesioses bovinas em novilhas da raca de corte Canchim
naturalmente infestadas com o carrapato R. (B.) microplus por meio da qPCR,
além de caracterizar o perfil de citocinas que pode estar associado ao fendtipo

de resisténcia/suscetibilidade as parasitozes sob estudo.

3.2. Especificos
1) Estimar, por meio da quantificacdo absoluta (QPCR), a parasitemia por B.
bovis e B. bigemina em amostras de sangue de novilhas da raca Canchim;

2) Avaliar o grau de infestagdo pelo carrapato R. (B.) microplus mediante
contagens realizadas nas diferentes estacées do ano;

3) Avaliar os niveis de mRNA dos genes codificadores do IFN- y, TNF-a, IL-10
e IL-12B envolvidos na resposta imune a Babesia spp. em sangue de bovinos
submetidos a infestacdo natural pelo R. (B.) microplus, por meio da

quantificacao relativa (RT-qPCR) ;

4) Estimar as correlagcdes entre a quantificacdo absoluta de babesias com os
graus de infestacdo pelo carrapato e a correlagdo entre espécies de
hemoparasitas ao longo do periodo experimental.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Caracteristicas da Regiao de Sao Carlos-SP e Coleta dos Dados
Meteoroldgicos

A cidade de Sao Carlos esta localizada a 22°0' 55” de latitude sul e 47°
53' 28” de longitude oeste. O clima da regiao € definido como subtropical com
inverno seco e verao chuvoso (tipo Aw, segundo a classificacdo de Kbppen),
em que o periodo de seca estende-se de abril a setembro e o periodo das
aguas estende-se de outubro a marco. Os dados meteorolégicos foram
coletados na estacdo climatoldgica do Centro de Pesquisa de Pecuaria do
Sudeste (CPPSE) da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria-Embrapa,
Sao Carlos-SP, com objetivo de caracterizar o clima da regido durante o

periodo experimental.

4.2. Manejo Sanitario e Alimentar dos Animais Experimentais

As 50 novilhas da raca Canchim (3& Charolés + % Zebu) integravam o
rebanho experimental do Centro de Pesquisa de Pecuaria do Sudeste (CPPSE)
da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria-Embrapa, localizada em Sao
Carlos, interior do estado de Sao Paulo, regido considerada endémica para as
babesioses bovinas. O experimento foi iniciado apés o desmame dos animais,
aos oito meses de idade, sendo o rebanho monitorado até os 32 meses
(Protocolo de Comissdo de Etica do Centro de Pesquisa de Pecuéria do
Sudeste (CPPSE), Embrapa n® 03/2014).

No manejo sanitdrio estavam inclusos exames semestrais, para o
diagnéstico da tuberculose utilizando a tuberculina PPD bovina (derivado
protéico purificado) e sorologia para a brucelose (soroaglutinacao rapida). A
fazenda seguia um calendario anual de vacinacdo, na qual foram aplicadas
vacinas contra febre aftosa (semestralmente), brucelose (fémeas de 3-8
meses), clostridioses, pasteureloses, salmoneloses e raiva (anualmente).

O controle do carrapato era feito por meio de banhos regulares de
pulverizacdo com medicamentos a base de cipermetrina, clorpirifés e citronelal
(Colosso®). Visando obter a infestacdo natural por R. (B.) microplus,
concomitante a possivel interferéncia do carrapaticida na andlise dos dados, os
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bovinos eram banhados apés as colheitas mensais quando a avaliacao visual
do grau de infestacdo (acima de 50 teledginas/animal) indicava sua
necessidade, com a finalidade de impedir a expoliacdo exagerada. Os bovinos
que apresentaram o0s sinais clinicos da doenca foram tratados com
medicamentos a base de Diaceturato de Diminazene (Ganaseg® 7%) e
retirados no experimento durante o periodo de tratamento.

Com relacdo ao manejo alimentar, os bovinos foram mantidos em
pastagens de capim Tanzénia (Panicum maximum), recebendo agua e sal

mineral “ad libitum”.

4.3. Pesagem dos Animais, Contagem de Carrapatos e Colheita das
Amostras de Sangue para Extracao do DNA

Durante o periodo de agosto de 2013 a julho de 2015 foram realizadas
as contagens de carrapatos e as colheitas das amostras de sangue dos
animais experimentais para extracao de DNA, sendo duas em cada estagéo do
ano (primavera, verao, outono e inverno), totalizando dezesseis observagoes,

em um periodo de 24 meses, conforme descrito no Quadro 1 abaixo.

Quadro 1. Data das colheitas realizadas na Fazenda Canchim, Sao Carlos-SP,
conforme a estacao do ano.

Data da Colheita Estacao do Ano Colheita
Outubro e Novembro/13 . 3%e 4°
Primavera
Outubro e Novembro/14 152 e 162
Janeiro e Fevereiro/14 3 6%e7°
. ] Verao
Janeiro e Fevereiro/15 182 e 199
Abril e Maio/14 9%2e 109
Outono
Abril e Maio/15 212 ¢ 22°
Julho e Agosto/14 122 e 13°
Inverno
Junho e Julho/15 232 g 249

Os bovinos foram pesados em balanga eletrénica instalada no brete da
fazenda. As colheitas de sangue e as contagens de carrapatos foram
executadas com os animais imobilizados individualmente em tronco de

contengdo. As amostras foram colhidas da veia jugular com auxilio de sistema
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a vacuo contendo o anticoagulante EDTA, identificadas, acondicionadas em
caixas de isopor com gelo e transportadas para o Laboratério de Sanidade
Animal (LSA) do Centro de Pesquisa de Pecuaria do Sudeste (CPPSE) da
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria-Embrapa, Sao Carlos-SP, onde
foram processadas.

Todas as fémeas de carrapatos com tamanho superior ou igual a 4,5
mm (UTECH et al., 1978; HERMANS et al., 1994) presentes no lado esquerdo
de cada animal foram contadas. Os dados foram tabulados em planilhas para

posterior andlise.

4.4. Laboratérios

A extragdo de DNA e do RNA das amostras de sangue dos bovinos, a
sintese de cDNA e as reagdes de qPCR foram realizadas no Laboratério de
Sanidade Animal (LSA) do Centro de Pesquisa de Pecuaria do Sudeste
(CPPSE), da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria-Embrapa, Sao
Carlos-SP.

4.5. Extracao de DNA

O DNA das 50 amostras de sangue de cada colheita foi extraido com o
uso do Kit Easy DNA (Invitrogen, EUA) conforme protocolo proposto pelo
fabricante com modificagdes, como descrito a seguir: inicialmente, os tubos
foram invertidos até a perfeita homogeneizacado do sangue. Em seguida, foram
pipetados 300 pL de sangue e adicionados 400 pL de solugédo A, misturando-os
por inversao por varias vezes colocando-os em microtubos de 2,0 mL. Os tubos
foram identificados e incubandos a 65°C, durante 6 minutos. Posteriormente,
foram adicionados 800 pL de cloroférmio, agitando-se em vortex
vigorosamente, até que apresentassem coloracdo marrom escura. Em seguida,
adicionaram-se 200 pL de solugdo B, sendo as amostras novamente
homogeneizadas até que elas se tornassem viscosas. Elas foram centrifugadas
a velocidade méaxima de 20.817 xg em microcentrifuga por 10 minutos a
temperatura ambiente (25°C). A fase aquosa de cada amostra foi transferida
para tubos de 2,0 mL limpos e devidamente identificadas. Logo apés, o DNA foi
precipitado adicionando-se 1 mL de etanol 100% gelado, misturando-se por

inversdo até que se formasse um precipitado. As amostras foram
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acondicionadas em freezer a -20°C, por um periodo de 24 horas e, no dia
seguinte, foram novamente centrifugadas a mesma velocidade por 5 minutos a
temperatura ambiente. Posteriormente, os sobrenadantes foram descartados e
adicionou-se 1 mL de etanol 80% gelado. Os tubos foram submetidos
novamente a centrifugacdo a 20.817 xg por 2 minutos e a temperatura
ambiente. Os sobrenadantes foram descartados e os tubos centrifugados a
mesma velocidade durante 1 minuto a temperatura ambiente. Em seguida, o
etanol residual foi pipetado, e os tubos foram colocados para secar para
evaporar todo o etanol residual por um periodo de 2 horas em temperatura
ambiente na bancada do laboratério. Apds a secagem, aos DNAs precipitados
foram adicionados 200 pL de solucdo tampao TRIS-EDTA. As amostras de
DNA dos bovinos foram acondicionadas em caixas plasticas para microtubos
de 2,0 mL em freezer a -20°C, separados de acordo com a data da colheita e

estacao do ano.

4.6. Avaliacao da Qualidade e Concentracao das Amostras de DNA
Extraidas

Para andlise da qualidade, a razdo entre as absorbancias na faixa de
A260/A280 nm, assim como a concentragdo em ng/puL das amostras de DNA
foram avaliadas no espectrofotémetro NanoDrop ND-1000 (ThermoScientific,
Wilmington, DE, USA), sendo consideradas puras aquelas que apresentassem
razbes de absorbancia entre 1,8 e 2,0. Em seguida, o DNA foi conservado em

freezer a -20°C para posterior amplificacao pela técnica de qPCR.

4.7. Quantificacao do DNA de B. bovis e B. bigemina por meio da
Reacao em Cadeia da Polimerase Quantitativa em Tempo Real (qQPCR)

A metodologia utilizada para a quantificacdo do DNA de B. bovis e B.
bigemina nas amostras de sangue dos animais experimentais pela gPCR foi
uma adaptacdo daquela descrita por Buling et al. (2007), utilizando-se o
equipamento CFX96 Touch™ Real-Time PCR Detection Systems (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, USA) e o reagente SsoFast™ EvaGreen® Supermix
(Bio-Rad, Laboratories, Hercules, CA, USA).

Os iniciadores utilizados foram aqueles que flanqueiam um fragmento
do gene mitocondrial do citocromo b (mt-cyt B) e que produzem para ambas as



50

espécies, amplicons com 88 pares de bases. O Quadro 2 descreve 0s
oligonucleotideos, descritos por Buling et al. (2007).

Quadro 2. Sequéncia de oligonucleotideos iniciadores utilizados na qPCR para
a quantificacao do DNA de B. bigemina e B. bovis e o tamanho dos produtos de
amplificagéo.

Produto
Babesia spp | Iniciadores Sequéncia(5’ > 3’) (pb)
TGT TCC AGG AGATGT TGATTC
B. bigemina | (F) cbisg 1 88

AGC ATG GAA ATA ACG AAG TGC
(R) cbisg 2

TGT TCC TGG AAG CGT TGATTC
B. bovis (F) cbosg 1 88
AGC GTG AAA ATA ACG CAT TGC

(R) cbosg 2
(F) Forward; (R) Reverse

4.8. Otimizacao da qPCR para B. bovis e B. bigemina

Para a padronizacdo da qPCR foram utilizadas amostras de sangue
contendo isolados de B. bovis e B. bigemina, obtidos a partir da multiplicacéo
desses parasitas em bezerros esplenectomizados. Foram usados os isolados
produzidos pelo Laboratério de Imunoparasitologia do Departamento de
Patologia Veterinaria da FCAV-Unesp, Jaboticabal-SP, gentilmente cedidos
pela Profé. Dré. Roséngela Zacarias Machado.

Os ciclos adotados na gPCR para B. bovis e B. bigemina estao
resumidos no Quadro 3, os quais foram adaptados do protocolo sugerido pela
Bio-Rad Laboratories.

Quadro 3. Perfil térmico adotado na gPCR para B. bovis € B. bigemina.

Etapa do Ciclo Ciclo Temperatura Tempo
Ativacao Enzimatica 1 95°C 2 minutos
Desnaturacao 95°C 5 segundos
Anelamento/Extensao * 57°C 30 segundos
Curva de Dissociacdo | 1 65-95°C (()inscorg)mento de 5 segundos/passo
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As principais modificagdes foram com relacdo ao tempo na etapa de
anelamento/extensdo. Assim, o tempo foi alterado de cinco para trinta
segundos, pois 0s cinco segundos sugeridos pelo fabricante, ndo foram
suficientes para que a amplificacao ocorresse até a fase de platé. Além disso, o
volume final de cada reacéao foi reduzido para 12 uL, enquanto o kit sugeria
uma reacdo com um volume final de 20 pL.

As reacgdes foram preparadas em tubos brancos de perfil baixo em tiras,
de 200 pL (Low-Profile, 0,2 mL, 8-Tube Strips without Caps, Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, USA) e tampas oticas (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA, USA), livres de DNAses e RNAses.

A reacdo em volume final de 12 uL continha 10 yL de “Tampéao de
Reacédo” e 2,0 yL de DNA gendmico extraidos a partir de 300 uL de sangue,
sendo utilizados os seguintes volumes de reagentes: 5,0 uL de
Ssofast™EvaGreen®Supermix (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA),
0,25 uM de cada oligonucleotideo a 10 uM (cbosgl e cbosg2; cbisgl e
cbisg?2), 4,4 uL de agua deionizada livre de nucleases e 2,0 uL de solugao de
DNA.

4.9. Clonagem dos Produtos Purificados de qPCR para a
Construcao da Curva de Calibracao para B. bovis e B. bigemina

Os produtos de amplificacdo do DNA de B. bovis e B. bigemina de
amostras de isolados, obtidos pela qPCR foram purificados por meio do
PureLink™ PCR Purification Kit (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Para a
construcédo da curva de calibragdo, as amostras dos amplicons purificados de
babesias foram clonadas no laboratério de Genética Animal da Embrapa
Suinos e Aves, em Concoérdia-SC. O kit de clonagem utilizado foi o0 pGEM®-T
Easy Vector Systems (Promega, Madison, WI, USA) e o protocolo utilizado
seguiu as instrugcbes do fabricante. Os clones recombinantes foram
transformados em células de E. coli DH5a e as colbnias brancas foram
selecionadas e incubadas a 37+1°C por 12 horas, sob agitacdo. Apods a
clonagem, as amostras foram purificadas e sequenciadas no equipamento
Amplied Biosystems/HITACHI ABI Prisma® 3130XL Avant Genetic Analyzer
(Applied Biosystems, Foster, CA, USA) usando o kit BigDye® terminator v.3.1
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(Applied Biosystems, Foster, CA, USA). As sequéncias obtidas na clonagem
(amplicons de 88pb) foram comparadas com aquelas presentes no banco de
dados de sequéncia-GeneBank (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi). Ap6s a
verificacdo de sua identidade, aliquotas da solucdo dos produtos clonados
foram quantificadas por espectrofotometria utilizando o aparelho NanoDrop ND-
1000 (ThermoScientific, Wilmington, DE, USA).

4.10. Construcao da Curva de Calibracao para qPCR de B. bovis e
B. bigemina

Foram utilizados 2 uL das solug¢des dos produtos clonados dos isolados
de ambas as espécies de babesias contendo DNA plasmidial + fragmentos dos
genes mt-cyt B, especificos para B. bovis e B. bigemina, para a quantificagéo
em NanoDrop ND-1000 (ThermoScientific, Wilmington, DE, USA) e construcao
das respectivas curvas de calibracdo. Apds a quantificacdo de B. bovis (197,3
ng/uL) e B. bigemina (203,9 ng/uL), as solu¢des foram diluidas a 1 ng/uL.

Para a definicdo do intervalo de trabalho foi testada a faixa de diluicdo
de 107° a 10, sendo verificado que o intervalo de 10'° a 10 foi ideal para a
quantificagdo das amostras. As diluicdes 102 e 10" foram excluidas da curva,
pois se observou que nas quantificagbes essas diluicdes nado eram
necessarias. Para tanto, em cada ensaio de gPCR foi construida uma curva de
calibracao, possibilitando a estimativa do niumero de copias/uL dos fragmentos
dos genes mt-cyt B, especificos para B. bovis e B. bigemina pela gPCR.

A padronizacao da curva de calibracdo para cada espécie de babesia
possibilitou a obtencao dos valores de Eficiéncia da reacdo (E), e a
determinacao dos intervalos de quantificagao (limite maximo e minimo para a
quantificacdo dentro dos valores estimados pela curva de calibragdo) nas

amostras de sangue dos bovinos experimentais.

4.11. Determinacao do Numero de Cépias (NC) dos Fragmentos dos
Genes mt-cyt B, Especificos para B. bovis e B. bigemina
O NC dos fragmentos dos genes mt-cyt B de ambas as espécies de

babesias foi calculado de acordo com a férmula descrita por Ke et al. (2006):
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cOpias g )
mol

6,022 x 1023 < =
mol

) x Concentracgao (

NUmero de copias /pL = 5
Massa Molecular (E)

Onde:

- 6,022 x 10?® é 0 niimero de Avogadro;

- Massa Molecular: € o peso molecular médio da molécula do nucleotideo
de fita dupla (330 x 2) multiplicado pelo tamanho do fragmento clonado (vetor e
inserto, 3088 pb);

Para calcular o numero de cbépias do produto clonado (nimero de
copias/uL), a concentracdo determinada em espectrofotdbmetro em ng/uL foi
convertida para g/pL (x 10°), e em seguida multiplicada por 10° que foi a
concentracdo inicial utilizada na primeira diluicdo da curva de calibracdo do
produto clonado e, no final, multiplicado por 2,0 pL, pois corresponde ao
volume de DNA da amostra aplicada.

O valor encontrado do numero de cépias foi utilizado pelo software do
equipamento CFX96 da Bio-Rad (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA)
para calcular a quantidade inicial de DNA de B. bovis e B. bigemina em cada

amostra de sangue dos bovinos experimentais.

4.12. Calculo de Eficiéncia (E) da qPCR para a Quantificacao de
B. bovis e B. bigemina

A eficiéncia da reacao (E) foi descrita por Pfaffl (2001) e Vandesompele et
al. (2002), e demonstra o quanto que seu alvo esta sendo produzido em cada
ciclo de reacdo. Desta forma, a quantidade de DNA alvo sera duplicada, se o
valor de E for igual a 100%. Assim, o valor padrao da E utilizado nos célculos é
de 100%.

Durante os ensaios, a E dos oligonucleotideos iniciadores foram avaliadas
e registradas. Para esta analise, uma curva de calibracao foi gerada utilizando-
se diluicbes seriadas de uma amostra representativa (neste caso, foram os
amplicons clonados de B. bovis e B. bigemina), e em seguida, gravou-se a (E)
para a analise subsequente da quantificacdo do DNA. O software do
equipamento CFX96 Touch™ Real-Time PCR Detection Systems (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, USA) calcula automaticamente a E, na qual foi
obtida da seguinte forma:
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E =10 " (-1/Slope)
Em que:
Slope = inclinacao da linha derivada da curva de calibracao
% Eficiéncia = (E- 1) * 100

Os resultados foram analisados com base nos valores do ciclo de
quantificag@o (C,) definidos apds o término de cada reagéo. A linha threshold
foi ajustada para um mesmo valor para todos os ensaios de qPCR, pois esta
linha é que determinara o ponto exato do C,de cada amostra e dos valores da
curva de calibracdo. Para cada reacao foi obtida uma curva de calibracao,
possibilitando a estimativa da parasitemia por babesias nos animais. As
amostras foram quantificadas em duplicatas e para avaliar a ocorréncia de
contaminacdo em cada ensaio, foram utilizados trés controles negativos
(reagd@o contendo 4gua deionizada livre de nucleases ao invés da amostra de
DNA). Amostras em que as repeticbes apresentaram diferencas de Cqgs

maiores que 0,5 foram novamente analisadas.
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5. ANALISE DE EXPRESSAO GENICA

5.1. Escolha de Animais Resistentes e Suscetiveis

Para proceder a selecdo dos 10 animais dos extremos de resisténcia/
suscetibilidade, dentre os animais do rebanho, os dados obtidos nas oito
primeiras colheitas de contagem de carrapatos e quantificacdo do nimero de
cépias dos fragmentos dos genes mt-cyt B, especificos para de B. bovis e B.
bigemina por meio da gPCR foram analisados pela metodologia de modelos
mistos, conforme descrito no item 6. Os valores preditos dos efeitos de animal
foram utilizados para discriminar aqueles cinco mais resistentes e os cinco

mais suscetiveis.

5.2. Colheita de Amostras de Sangue para Extracao de RNA

Foram realizadas quatro colheitas de sangue dos animais dos extremos
de resisténcia/suscetibilidade, sendo uma em cada estagcdo do ano (verao,
outono, inverno e primavera), no periodo de marco a setembro de 2015 (fim do
verdo, e inicio da primavera). Todo material utilizado na colheita foi borrifado
com alcool etilico 70% e solucao de perdxido de hidrogénio 3%, preparada com
agua tratada com DEPC (Dietilpirocarbonato-inibidor de RNase, Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA) e posteriormente autoclavados.

As amostras de sangue foram colhidas da veia jugular com auxilio de
sistema a vacuo contendo o anticoagulante EDTA. Em seguida pipetou-se 500
ML de sangue, os quais foram transferidos para o kit RNAprotect Animal Blood
Tubes (QIAGEN, Hilden, Germany), proprios para a preservacdao do RNA. Apés
a colheita, as amostras foram transportadas para o Laboratério de Sanidade
Animal, permanecendo na bancada em temperatura ambiente (25°C) por duas
horas para promover a completa lise celular. Apés este tempo, as amostras
foram acondicionadas em freezer a -20°C, separadas de acordo com a data da
colheita e estagdo do ano para a extracao de RNA.

5.3. Extracao de RNA
Antes de cada extracdo, a bancada do laboratério e as pipetas foram
borrifadas com a solugdo RNaseZap (Applied Biosystems, Foster, CA, USA). O
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procedimento de extragdo de RNA foi realizado utilizando-se luvas nitrilicas
descartaveis, ponteiras com barreiras e tubos de 1,5 mL livres de
DNase/RNase, sendo todo o material autoclavado.

O RNA total das amostras de sangue dos bovinos selecionados
fenotipicamente como resistentes e suscetiveis foi extraido com o uso do
RNeasy Protect Animal Blood Kit (QIAGEN, Hilden, Germany), conforme
protocolo proposto pelo fabricante com modificagdes, como descrito a seguir.
Inicialmente, os tubos contendo o sangue+preservante foram centrifugados por
3 minutos a 5.000 xg. O sobrenadante foi retirado cuidadosamente por
pipetagem e descartado, sendo adicionado 1,0 mL de agua livre de RNase ao
“pellet” e agitado em vértex até estar completamente dissolvido. Em seguida, a
solucao foi centrifugada por 3 minutos a 5.000xg. O sobrenadante foi retirado
cuidadosamente por pipetagem e descartado. Adicionaram-se entao 240 uL de
tampao RSB (tampao de ressuspensdo) ao “pellet” e agitou-se em vortex até
estar visivelmente dissolvido. Apés isso, a solugao foi pipetada para um tubo
limpo, livre de DNase e RNase de 1,5 mL e adicionados 200 yL de tampéo
RBT (tampéo de ligacdo) e 20 yL de proteinase K. A solugédo foi novamente
agitada em vortex por 5 segundos e incubada por 10 minutos a 55°C na
velocidade de 17.949 xg, em Thermomixer (Eppendorf, Hamburg, Germany).
Posteriormente, todo o conteido do tubo foi pipetado para uma coluna lilas
(QlAshredder), e inserida em tubo coletor de 2 mL, sendo centrifugada por 3
minutos a velocidade de 20.000 xg. O sobrenadante foi transferido
cuidadosamente para um novo tubo limpo de 1,5 mL. Foram adicionados 240
ML de etanol absoluto (100%) e agitado em vértex por 5 segundos. Em seguida,
a solugcado foi pipetada para uma coluna rosa (RNeasy MinElute Spin),
colocando-a em tubo coletor de 2 mL, foi centrifugada por 1 minuto a 8.000 xg
e descartada a solucédo que passou pela coluna. Foram adicionados 350 pL de
tampao RW1 (tampdo de lavagem) a coluna que foi centrifugada por 15
segundos a 8.000 xg, descartando-se o conteudo que passou pela coluna. Foi
necessario o preparo de uma solugcéo de trabalho a parte em tubos de 1,5 mL,
contendo 10 uL de DNase | e 70 uL de tampédo RDD (tampéao de digestao de
DNA) e misturados suavemente por inversao. Apds isso, a solucao foi
adicionada a coluna, incubando-se por 15 minutos a temperatura ambiente na
bancada do laboratério. Passado esse tempo foram adicionados a coluna 350
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ML de tampao RW1 e centrifugou-se por 15 segundos a 8.000 xg, descartando-
se o fluxo de passagem. Adicionaram-se 500 uL de tampao RPE (tampao de
concentrado de lavagem) a coluna, centrifugando-se por 15 segundos a 8.000
xg, descartando-se novamente o conteludo que passou pela coluna.
Posteriormente, foram adicionados 500 pL de etanol 80% e foi centrifugado por
2 minutos a 8.000 xg. Em seguida, a coluna foi transferida para um novo tubo
coletor de 2 mL livre de DNase e RNase, sendo centrifugada por 5 minutos a
velocidade de 18.400 xg com a tampa aberta, pois o etanol residual poderia
interferir na integridade do RNA. Apds esse tempo, coluna foi novamente
transferida para um novo tubo de 1,5 mL livre de DNase e RNase, na qual o
fluxo de passagem foi descartado. Foram adicionados 30 pyL de tampao REB
(tampao de eluicdo) a coluna, incubado por 10 minutos a temperatura ambiente
na bancada. Apds esse tempo, a solucdo de eluicdo foi centrifugada por 1
minuto a 8.000 xg. Assim, as amostras de RNA foram incubadas por 5 minutos
a 65°C em Thermomixer (Eppendorf, Hamburg, Germany), sendo aliquotadas e
imediatamente acondicionadas em freezer a -80°C, separadas de acordo com
a data da colheita e estacao do ano.

5.4. Avaliacao da Concentracao, Qualidade e Integridade das
Amostras de RNA Total

A concentracao e a qualidade do RNA total das amostras foi avaliada no
espectrofotometro NanoDrop ND-1000 (ThermoScientific, Wilmington, DE,
USA), sendo consideradas puras aquelas que apresentassem razbdes de
absobancia (A260/A280 nm) entre 1,8 e 2,0. Para avaliar a integridade, o RNA
total das amostras foi submetido a eletroforese em gel de agarose 1% corado
com brometo de etideo e visualizadas no equipamento Gel Doc™ XR+System
(Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA). Em seguida, as amostras foram
acondicionadas em freezer a -80°C para a sintese de cDNA, separadas de
acordo com a data da colheita e estacdo do ano.

5.5. Sintese de cDNA

Antes de iniciar a sintese de cDNA, a bancada do laboratério e as
pipetas foram borrifadas com a solucdo RNaseZap (Applied Biosystems,
Foster, CA, USA). O procedimento foi realizado utilizando-se luvas nitrilicas
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descartaveis, ponteiras com barreiras e tubos de 200 uL préprios para PCR
livres de DNase/RNase, sendo todo o material autoclavado.

As reacoes de transcriptase reversa (RT) para a sintese de cDNA das
amostras de RNA total foram realizadas com o uso do RT? First Strand Kit
(QIAGEN, Hilden, Germany), conforme protocolo proposto pelo fabricante,
como descrito a seguir. Inicialmente, todos os reagentes foram centrifugados a
velocidade maxima por 15 segundos. Em seguida, foi preparado um mix de
eliminacdo de DNA genbémico em tubos de 200 pL, especifico para cada
amostra. Em cada mix, adicionou-se um volume de RNA correspondente a uma
massa de 400 ng, 2 yL de Tampédo GE e quantidade varidvel de agua
deionizada livre de nucleases, obtendo-se uma reacdo com volume final de 10
uL. O mix foi incubado por 5 minutos a 42°C no Thermal Cycler T100™ (Bio-
Rad Laboratories, Hercules, CA, USA), e imediatamente colocado no gelo por 1
minuto. Posteriormente, foi preparado o mix de transcriptase reversa (RT): 4 uL
de 5x tampao BC3, 1 pyL de P2, 2 uL de RE3 transcriptase reversa e 3 uL de
agua deionizada livre de nucleases, obtendo-se um volume final de 10 pL.
Apés isso, adicionou-se 10 yL do mix de transcriptase reversa (RT) em cada
tubo contendo 10 yL do mix de eliminacdo de DNA gendmico, misturando-se
por pipetagem. As amostras foram incubadas por 60 minutos a 37°C, em
seguida, por mais 5 minutos a 95°C no Thermal Cycler T100™ (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, USA). Posteriormente, adicionaram-se 91 uL de
agua deionizada livre de nucleases, misturando-se varias vezes a solucao por
pipetagem. As amostras de cDNA foram aliquotadas em tubos de 200 pL livres
de DNAses e RNAses e acondicionadas em freezer a -80°C para a
quantificacao relativa pela RT-qPCR, separadas de acordo com a data da
colheita e estacéo do ano.

5.6. Genes Alvos Para Analise de Expressao Génica

Foi avaliada a expressdo génica do interferon gama (IFN-y), Fator de
Necrose Tumoral Alfa (TNF-a), Interleucina 10 (IL-10) e Interleucina 12B (IL-
12B), nos 10 animais dos extremos de resisténcia/suscetibilidade as
babesioses bovinas e aos carrapatos. As sequéncias dos oligonucleotideos
iniciadores utilizados para os respectivos genes foram descritas previamente

por Puech et al. (2015). No Quadro 4 estdo descritos as sequéncias destes
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oligonucleotideos, o tamanho dos produtos de amplificacao, e a regidao génica
amplificada.

Quadro 4. Sequéncias de oligonucleotideos iniciadores utilizados na RT-gPCR
para andlise dos genes alvos, tamanho dos produtos de amplificacao e, as
respectivas localizagdes nos genes.

Gene Produto | Posicao

Alvo Iniciadores Sequéncia (5’ > 3’) (pb) no Exon

IFN-y (F) CAGAGCCAAATTGTCTCCTTC 167 E3
(R) ATCCACCGGAATTTGAATCAG E3-E4

TNF-a (F) CCAGAGGGAAGAGCAGTCC 11 E1-E2
(R) GGCTACAACGTGGGCTACC E3-E4

10 (F) CTTTAAGGGTTACCTGGGTTGC 939 E2-E3
(R) CTCACTCATGGCTTTGTAGACAC ES

IL-12B (F) CAGCAGAGGCTCCTCTGAC 037 E3-E4
(R GTCTGGTTTGATGATGTCCCTG E4-E5
e

5.7. Otimizacao da RT-qPCR para os Genes Alvos e de Referéncia
para Analise de Expressao Génica

Amostras de cDNA dos animais experimentais, sintetizados a partir de
uma massa de 400 ng de RNA total foram utilizados na padronizagédo da RT-
gPCR para os genes alvos e de referéncia. Inicialmente foi realizada uma
reacdo de gradiente de temperatura no Thermal Cycler T100™ (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, USA), sendo testadas seis diferentes temperaturas
obtidas ao acaso pelo aparelho, compreendidas entre 53,6 °C e 62,1°C, de
acordo com a temperatura de anelamento de cada par dos oligonucleotideos
iniciadores. Apesar da pouca variacao entre as temperaturas, observou-se que
a temperatura de 60°C foi aquela que possibilitou uma menor variacdo entre as
duplicatas para cada gene em questao.

Todas as reacdes foram realizadas no equipamento CFX96 Touch™
Real-Time PCR Detection Systems (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA),
na qual as RT-gPCR foram preparadas em duplicatas, em tubos brancos de
perfil baixo em tiras (Low-Profile 0,2ml 8-Tube Strips without Caps, Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, USA) de 200 uL, livres de DNases e RNases, em
volume final de 13 pL, contendo 8 pL de “Tampédo de Reacgado” e 5,0 uL de
cDNA dos animais dos extremos de resisténcia/suscetibilidade, empregando-se
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os seguintes volumes de reagentes: 6,0 uL de Ssofast'™MEvaGreen®Supermix
(Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) 0,30 uM de cada oligonucleotideo a
10 uL (IFN-y F e IFN-y R; TNF-a F e TNF-a R; IL-10 F e IL-10 R; IL-12B F e IL-
12B R; GAPDH F e GAPDH R; B-Actina F e B-Actina R; YWHAZ F e YWHAZ
R), 1,2 uL de agua deionizada livre de nucleases e 5,0 yL de cDNA. Os tubos
em tiras contendo as reacdes foram fechados com tampas épticas (Optical
Flat-Cap Strips, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA). A leitura de cada

ensaio foi realizada de acordo com o descrito no Quadro 5.

Quadro 5. Perfil térmico adotado na RT-qPCR para andlise de expressao
génica.

Etapa do Ciclo Ciclo Temperatura Tempo
Ativacao Enzimatica 1 95°C 2 minutos
Desnaturacao 95°C 5 segundos
Anelamento/Extenséo ® 60°C 30 segundos
Curva de Dissociagdo | 1 65-95°C (()inscorg)mento de 5 segundos/passo

5.8. Escolha dos Genes de Referéncia

Foram testados trés genes de referéncia, com a finalidade de se obter o
de maior estabilidade dentre os selecionados, possibilitando a quantificacao
relativa dos genes alvos. Os genes de referéncia utilizados foram o GAPDH
(gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase) e B-Actina (ACTB), cujos iniciadores
foram descritos por Robinson et al. (2007) e o YWHAZ (tirosina 3-
monoxigenase/ativacdo da proteina triptofano 5-monoxigenase, polipeptideo
zeta) por Puech et al. (2015). No Quadro 6 estdo descritas as sequéncias dos
oligonucleotideos, o tamanho dos produtos de amplificacao e, a regidao génica
amplificada.
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Quadro 6. Sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores utilizados na RT-qgPCR
para andlise dos genes referéncia, tamanho dos produtos de amplificacao e, as
respectivas localizagcées nos genes.

Posicao
Gene de . . , , Produto
Referéncia | INiciadores Sequéncia (5’ > 3’) (pb) Eno
Xon
GAPDH (F) GGCGTGAACCACGAGAAGTATAA 119 E6
(R) CCCTCCACGATGCCAAAGT E7
B-Actina (F) AGCAAGCAGGAGTACGATGAGT 044 E6
(R) ATCCAACCGACTGCTGTCA E6
E3-E4
YWHAZ (F) GAAAGGGATTGTGGACCAG 183
(R GGCTTCATCAAATGCTGTCT E4-E5

(F) Forward; (R) Reverse

Para a determinacao dos genes de referéncia foram utilizadas amostras
de cDNA de quatro animais, dentre aqueles classificados fenotipicamente como
resistentes/suscetiveis.

A escolha foi baseada na ferramenta RefFinder

(http://fulxie.Ofees.us/?type=reference), a qual foi desenvolvida para a

avaliacao e triagem dos genes de referéncia a partir de conjuntos de dados
experimentais. Esta ferramenta integra os principais softwares computacionais
disponiveis atualmente (geNorm, Normfinder, BestKeeper, e o método
comparativo A-Ct) para comparar e classificar os genes de referéncia testados.
Com base nos rankings de cada programa, a ferramenta atribuiu um peso
adequado a um gene individual e calculou a média geométrica de seus pesos
para o ranking final global.

5.9. Avaliacao da Eficiéncia (E) dos Genes de Referéncia e Genes
Alvos

A eficiéncia (E) de amplificacdo dos oligonucleotideos iniciadores foi
estimada mediante a analise no software LingRegPCR (RUIJTER et al., 2009),
a qual utiliza a regressao linear para avaliar a eficiéncia (E) da gPCR. Os
resultados foram analisados com base nos dados de fluorescéncia e valores do
ciclo de quantificagdo (C,) definidos apos o término de cada reacéo para cada
gene, exportados do software do equipamento CFX96 Touch™ Real-Time PCR
Detection Systems (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA).
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As amostras foram quantificadas em triplicatas, sendo necessarias 10
amostras de cDNA dos animais dos extremos de resisténcia/suscetibilidade
para cada gene (GAPDH, B-Actina, YWHAZ, IFN-y, TNF-a, IL-10 e IL-12B).
Para avaliar a existéncia de contaminagcdo em cada reagao, foram utilizados
trés controles negativos para cada gene (sem amostra de cDNA). As condicdes
de termociclagem empregadas no equipamento de qPCR e quantidades dos
reagentes utilizados na preparacdo do “tampéao de reacao”, foram as mesmas
descritas anteriormente para a otimizagdo das temperaturas de anelamento.
Para esta analise, foi avaliada uma unica concentracdo de cDNA, obtida a
partir de uma massa de 400 ng de RNA total.
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6. ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

Foram utilizadas transformacdes matematicas visando aproximar a
distribuicdo dos dados de contagem de carrapatos e estimativa dos niveis de
parasitemia por B. bovis e B. bigemina nos bovinos, de distribuicées normais.
Apés as transformacoes, os dados foram analisados utilizando a metodologia
de modelos mistos. O modelo de analise incluiu, além dos efeitos fixos de
colheitas, o efeito aleatério de animal, sendo utilizada uma matriz de
(co)variancia de simetria composta para modelar o efeito de animal. Uma
andlise preliminar, com os dados das oito primeiras coletas, sob o0 mesmo
modelo, foi realizada para proceder a selegcdo dos animais extremos para
resisténcia/sensibilidade. Os valores preditos dos efeitos de animal foram
utilizados para discriminar aqueles mais resistentes/suscetiveis. Dentre os
animais do rebanho, foram selecionados cinco animais de cada extremo com
base em um indice que considerou em proporcoes iguais os valores preditos
para a quantificacado do numero de copias (NC) de B. bovis e B. bigemina e a
contagem de carrapatos. Coeficientes de correlagdo de Pearson foram
estimados entre as contagens de carrapatos e niumero de cépias de cada
espécie de hemoparasita. Todas as analises estatisticas foram realizadas
utilizando-se o pacote estatistico SAS (2001).

6.1. Quantificacao Relativa da Analise de Expressao Génica pela RT-
gPCR

Os dados obtidos pela técnica de transcri¢cdo reversa, seguido da reagao
em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real (RT-gPCR) foram
analisados por um modelo linear misto, conforme proposto por Steibel et al.
(2009), a fim de avaliar as os niveis de expressao do IFN-y, TNF-qa, IL-10 e IL-
12B e do gene de referéncia YWHAZ nas diferentes estacées do ano
comparando os animais dos extremos de resisténcia/suscetibilidade, por meio
da seguinte férmula:
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Yijkim = ESGjiq + Air + €ijiim

Onde:

- I, refere-se ao animal;

- J, a estacdo em que a amostra foi coletada;

- K, a classificagcdo do animal quanto a resisténcia, conforme descrito
anteriormente e;

- I, 0 gene de interesse.

O valor y;jxm € a média de duas replicagdes bioldgicas do Cq obtido
para o animal / animal na estagdo j, correspondendo ao grupo

resistentente/suscetivel para o gene (referencia ou alvo) L O fator ESGj,

modela a interacdo entre os efeitos de estacdo de colheita e grupo extremo
(resistente ou suscetivel) com cada gene (alvo ou referéncia). O efeito aleatério
de animal dentro de grupo extremo foi incluido para considerar a variabilidade
para cada animal. Foi considerada a possibilidade de heterogeneidade de
variancias entre o gene referéncia e cada um dos genes alvo. O modelo foi
ajustado utilizando-se o procedimento "Mixed" do SAS (SAS Institute, Cary,
NC). A expressao diferencial foi avaliada por contrastes estimados para a
interagdo entre grupos, estacdo e genes.
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7. RESULTADOS

7.1. Analise do DNA

7.1.1. Avaliacao da concentracao e pureza das amostras de DNA
Foi possivel observar por meio dos resultados obtidos em
espectrofotdbmetro, a concentracdo e pureza das amostras de DNA extraida
apds a colheita de sangue dos bovinos, nas diferentes estacées do ano, ao
longo do periodo experimental. A Tabela 2 mostra as médias da concentracao
e do desvio-padrao de amostras de sangue, expressas em ng/uL e a média das
razées das absorbancias na faixa de A260/A280 nm. Algumas amostras por
colheita apresentaram média de absorbancia (A260/A280nm) fora do intervalo
considerado ideal de 1,8 e 2,0 sendo responsaveis pelos valores fora do
padrdao observado para a média na maioria das colheitas. Apesar da baixa
qualidade de parte dessas amostras, este fato nao interferiu na amplificacdo do
DNA dos hemoparasitas.

Tabela 2. Avaliagdo da concentracao e pureza das amostras de sangue
avaliadas em Nano-Drop ND-1000, de acordo com as colheitas realizadas.

Média e Desvio-Padrao da Média
Colheitas Concentragao do DNA ng/ulL A260/A280 nm
3 50,59 + 28,88 1,58
4 51,05 £ 33,15 1,68
6 61,75 +47,70 1,72
7 81,25 + 27,59 1,72
9 84,02 + 35,00 1,84
10 71,40 + 43,89 1,66
12 57,78 + 24,78 1,79
13 66,40 + 14,83 1,78
15 61,57 £+ 17,66 1,70
16 65,96 + 19,61 1,64
18 77,80 £ 18,27 1,62
19 76,15 + 16,91 1,72
21 79,06 + 20,34 1,72
22 78,54 + 15,08 1,76
23 78,63 + 17,67 1,94
24 73,77 £ 25,16 1,95

Geral 69,73+25,41 1,71
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7.1.2. Especificidade e eficiéncia (E) da qPCR para B. bovis e B.
bigemina

Foram realizados 32 ensaios de gPCR para cada espécie de babesia,
incluindo uma curva de calibracdo por reacdo, amostras de DNA dos animais
experimentais, quatro amostras de controle negativo (sem DNA) e duas
amostras de isolados dos hemoparasitas que funcionaram como controle
positivo.

De modo geral, a quantificacdo pela qPCR possibilitou estimar a
prevaléncia e o grau de parasitemia por Babesia spp. nos bovinos da racga
Canchim utilizados no presente estudo. Os resultados obtidos demonstraram
que os hemoparasitas foram diagnosticados em 98% dos animais do rebanho,
exceto em 2% das amostras de DNA que corresponderam as colheitas 23 e 24
realizadas em junho e julho de 2015 (inverno), representando um total de 1,1%
(13/1179) para B. bovis e 2,8% (33/1184) para B. bigemina de animais
negativos. Na Tabela 3 estdo apresentados a porcentagem de animais
considerados negativos pela gPCR separados por espécie de hemoparasitas,
de acordo com a colheita. No entanto, 88,2% e 83,9% das amostras de DNA
que puderam ser quantificadas para B. bovis e B. bigemina, de acordo com o
intervalo de quantificacdo estabelecido nas curvas de calibracdo e pela
temperatura média na curva de dissociacao especifica para cada espécie de
babesia, 98% e 95,4% das mesmas foram positivas para B. bovis e B.

bigemina, respectivamente.

Tabela 3. Porcentagem de animais considerados negativos pela técnica de
gPCR separados de acordo com a colheita, espécie e numero total de
amostras avaliadas por colheita.

% Total de Animais Negativos, Numero de Animais
Negativos/Colheita e Numero Total de Animais/Colheita

Colheita B. bovis B. bigemina
23 20,83% (10/48) 31,25 %(15/48)
24 6,25% (3/48) 37,5% (18/48)

Geral 1.1% (13/1179) 2,8%(33/1184)
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A analise da curva de dissociacdo em cada ensaio permitiu distinguir as
espécies de babesias avaliadas. B. bovis apresentou uma temperatura média
na curva de dissociacao de 77,5°C e B. bigemina de 76,0°C. As Figuras 1 e 2
mostram as curvas de amplificacdo e de dissociacdo, indicando boa

especificidade dos oligonucleotideos iniciadores.

Amplificacao Curvade dissociagédo

| @ Curva de calibragéo g .|

@ DNA B. bovis

10 4 @ ControlepositivoB. bovis

77.5°C

Controle negativo

UFR - Unidade de Fluarescéncia relativa

0 0 2 20 0 8 0 5 2 % % %

Ciclo quantitativo-Cq TemperaturaC®

Figura 1. Curva de amplificacao (A) e de dissociacao (B) para B. bovis obtida
pela gPCR.

Amplificacio Curvade dissociagio

12+ B Curva de calibragdo

B DNAB. bigemina

| @ Controle pesitive
B. bigemina

UFR - Unidade de Fluorescénciarelativa
=]

0 10 20 30 40 65 70 75 &0 85 30 5

Ciclo quantitativo -Cq Temperatura C°

Figura 2. Curva de amplificacédo (A) e de dissociacao (B) para B. bigemina
obtida pela qPCR.
Na Tabela 4 estdo apresentados os valores da eficiéncia da reacao (E),
o slope (coeficiente de angulacéo) e o coeficiente de determinagéo () de cada
ensaio de qPCR realizado para a quantificagdo do DNA alvo. Os resultados
observados ficaram préximos aos valores tedricos considerados ideais para a
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eficiéncia de reagédo que é de 100%, coeficiente de angulacao da reta de -3,324
para B. bovis, -3,319 para B. bigemina e r*> 0,99 para ambas as espécies.
Nestas condicbes, para cada 3,324 e 3,319 ciclos de amplificacéo,
respectivamente, transcorridos na fase exponencial da reacéo, a concentracao
dos amplicons da gPCR aumenta 10 vezes. Estes valores indicam boa
padronizacado dos oligonucleotideos iniciadores para B. bovis e B. bigemina e

6tima qualidade das amostras de DNA utilizadas.



Tabela 4. Valores da eficiéncia da reacao (E), slope e coeficiente de
determinacao (r2) para cada placa analisada no experimento por gPCR.

Babesia bovis

2

Babesia bigemina

2

Colheita | Placa E Slope r Placa E Slope r

3 1 99,40 3,336 0,996 1 99,70 3,329 0,998
2 96,10 3,419 0,997 | 2 101,70 3,283 0,997

4 3 99,40 3,335 0,997| 3 97,20 3,392 0,998
4 98,10 3,367 0,992| 4 100,30 3,314 0,995

6 5 98,20 3,367 0,998 5 102,00 3,274 0,995
6 100,50 3,310 0,996 | 6 101,50 3,287 0,998

7 7 98,60 3,356 0,995| 7 99,70 3,329 0,996
8 101,80 3,279 0,997 | 8 100,00 3,322 0,997

9 9 106,30 3,181 0,995| 9 102,70 3,259 0,995
10 97,70 3,378 0,996 | 10 101,70 3,283 0,990

10 11 99,40 3,337 0,996 | 11 98,80 3,351 0,998
12 98,70 3,353 0,999 | 12 97,00 3,397 0,999

12 13 103,30 3,244 0,996 | 13 103,20 3,247 0,998
14 99,30 3,339 0,993 | 14 98,30 3,363 0,998

13 15 100,50 3,311 0,999 | 15 102,00 3,276 0,998
16 105,00 3,208 0,997 | 16 98,10 3,369 0,994

15 17 101,30 3,291 0,997 | 17 97,00 3,397 0,998
18 101,00 3,299 0,997 | 18 97,30 3,388 0,998

16 19 96,40 3,413 0,998 | 19 99,90 3,323 0,998
20 100,80 3,303 0,998 20 101,60 3,283 0,998

18 21 99,40 3,337 0,999 | 21 99,40 3,337 0,998
22 99,60 3,332 0,999 22 101,20 3,293 0,999

19 23 96,00 3,422 0,994 | 23 99,10 3,345 0,997
24 94,90 3,450 0,999 | 24 95,90 3,424 0,999

21 25 100,40 3,313 0,995| 25 102,20 3,270 0,999
26 99,10 3,345 0,998 26 100,00 3,322 0,995

22 27 99,90 3,324 0,999 | 27 99,80 3,326 0,996
28 102,00 3,275 0,996| 28 101,10 3,295 0,996

23 29 100,50 3,311 0,995| 29 99,80 3,326 0,996
30 99,90 3,323 0,997| 30 104,50 3,219 0,994

24 31 102,00 3,275 0,997| 31 100,80 3,304 0,994
32 103,50 3,241 0,997| 32 102,70 3,258 0,994

Média 32 99,97 3,324 0,997| 32 100,19 3,318 0,997

69
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7.1.3. Sensibilidade de quantificacao de B. bovis e B. bigemina
pela qPCR

A construcdo da curva de calibracao especifica para B. bovis e B.
bigemina em cada ensaio de qPCR, possibilitou a quantificacdo absoluta do
namero de copias/uL dos fragmentos dos genes mt-cyt B, especificos para
cada espécie de babesia.

A curva de calibracao de ambas as espécies apresentaram uma faixa de
quantificacdo entre 107° e 10°. A sensibilidade dos oligonucleotideos
iniciadores permitiu a quantificacdo de aproximadamente 12 cépias/pL (0,02 fg)
de DNA alvo nas amostras de sangue dos bovinos (ultimo ponto da curva de
calibracao) para B. bovis e B. bigemina. As amostras de sangue dos animais
experimentais que nao apresentaram amplificacdo nesta faixa de quantificacéo
(confirmadas na curva de dissociacdo) ou aquelas que apresentaram
amplificagcdo, mas os valores da temperatura média da curva de dissociacao
nao se adequaram aos valores para a determinacao de B. bovis e B. bigemina,

foram consideradas negativas e ndo puderam ser quantificadas.

7.1.4. Quantificacdo absoluta de B. bovis e B. bigemina e
contagem de R. (B.) microplus nos animais experimentais

Com a utilizacdo da qPCR absoluta foi possivel obter a estimativa da
parasitemia por B. bovis e B. bigemina em bovinos da raga Canchim durante o
periodo experimental.

Neste estudo utilizou como DNA alvo, fragmentos dos genes mt-cyt B,
especificos para cada espécie de babesia. Entretanto, 0 niUmero de cépias do
DNA alvo em cada protozoario é variavel podendo atingir até 1000 copias.
Assim, a utilizacdo desses oligonucleotideos iniciadores nos ensaios de qPCR
gerou inconvenientes, pois permitiu apenas estimar relativamente a quantidade
de DNA dos hemoparasitas. Esta sequéncia de DNA mitocondrial foi preferida
em relagdo a uma sequéncia de DNA nuclear, porque a repeticdo permitiu
aumentar a quantidade de DNA alvo nas amostras de DNA dos bovinos
(composta majoritariamente pelo DNA do hospedeiro vertebrado) elevando,
dessa maneira, a sensibilidade do teste.

Com relacdo ao numero de cépias (NC) dos fragmentos dos genes mt-
cyt B, foram observados efeitos significativos (P<0,05) das espécies de babesia
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e interagdo de ambas com as colheitas realizadas nas diferentes estagdes do
ano, durante o periodo experimental. As médias do NC e o desvio-padrao de B.
bovis e B. bigemina foram de 1,66+0,02 e 1,78%0,03, respectivamente.

Na Figura 3, verifica-se que as médias do NC dos fragmentos dos genes
mt-cyt B de B. bigemina e B. bovis variaram entre as diferentes estagdes. Nota-
se também que, as maiores quantificacées ocorreram no inicio do experimento,
na primavera de 2013, a qual decresceu nas estacdes subsequentes, até o
outono de 2014, voltando a aumentar no inverno do mesmo ano. A partir da
proxima estacao (primavera 2014), ocorreram variacdes nas quantificacoes, na
qual a parasitemia voltou a diminuir a partir do outono de 2015, se estendendo
até o inicio do inverno de 2015, quando voltou a aumentar, embora a
quantificacdo tenha se mantido em niveis baixos. Observa-se também que,
muitas vezes, quando a contagem do numero de carrapatos aumentou ou
diminui, 0 mesmo comportamento foi verificado para as médias do NC dos

fragmentos dos genes mt-cyt B de ambas as espécies de babesias.
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Figura 3. Distribuicdo das médias do numero de cépias (NC) dos fragmentos
dos genes mt-cyt B, especificos para B. bovis e B. bigemina e
contagem de R. (B.) microplus durante os meses (estacado/ano)
das avaliagdes.
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No que se refere as contagens de carrapatos, foram observadas
diferencas significativas (P<0,05) entre os meses das avaliacGes. Para esta
analise, no entanto, nao houve diferenga significativa (P>0,05) nas colheitas
realizadas entre novembro de 2013 a janeiro de 2014 e entre 0s meses janeiro
e fevereiro de 2015 (Figura 3).

Pela analise descrita na Tabela 5, observa-se que a contagem de R. (B.)
microplus foi inicialmente alta na primavera de 2013, diminuindo no verdo de
2014, e elevando-se no outono e no inicio do inverno, respectivamente, sendo
que neste ultimo apresentou a maior contagem dentre as estacdes do ano
avaliadas. Na primavera do mesmo ano, houve um aumento consideravel nas
contagens de carrapatos, apresentando uma diminuicdo gradativa até a
metade do verdo de 2015. Posteriormente, no inicio do outono de 2015, as
contagens voltaram a se elevar, entrando em declinio na estacdo subsequente
e estendendo-se até o término do experimento.

Para as médias do NC dos fragmentos dos genes mt-cyt B de B.
bigemina ao longo das colheitas, ndo ocorreram diferencas significativas
(P>0,05) entre as colheitas 3 e 4 (primavera de 2013), 9 e 10 (outono de 2014),
16 e 18 (primavera de 2014 e verdo de 2015) e 18 e 19 (verdo de 2015). Para
B. bovis, somente entre as colheitas 3 e 4 (primavera de 2013) e 7 € 9 (verao e
outono de 2014) ndo foram verificadas diferengas significativas (P>0.05). Para
as contagens de R. (B.) microplus somente entre as colheitas 4 e 6 (primavera
de 2013 e verao de 2014), 18 e 19 (verdao de 2015) nao ocorreram diferencas

entre as colheitas.
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Tabela 5. Médias dos quadrados minimos do logaritmo (base 10) do numero
de cépias (NC) dos fragmentos dos genes mt-cyt B de B. bigemina e B. bovis e
da contagem de R. (B.) microplus de acordo com a estacdo do ano,
considerando os respectivos desvio-padrao.

Numero de Coépias (log10) Contagem

deR. (B.)

Ano Estacdao Colheita B. bigemina B. bovis  microplus
(log10)

2013 Primavera 3 2,75%0,10 2,53+0,08  0,80£0,05
4 2,81+0,10 2,48+0,08  0,04+0,05

Verso 6 2,35+0,10 2,16+0,08  0,14+0,05

7 1,96+0,10 1,96+0,08  1,0440,05

Outono 9 1,69+0,10 1,85£0,08  0,80+0,05

2014 10 1,60+0,10 1,58+0,08  0,01%0,05
Inverno 12 2,08+0,10 2,06+0,08  1,5040,05

13 1,76+0,10 1,09+0,08  0,00£0,05

Primavera 15 2,30+0,10 1,90+0,08  1,3810,05

16 2,0040,10 1,24+0,08  0,44+0,05

Verso 18 1,80+0,10 1,59+0,08  0,2210,05

19 1,83+0,10 1,29+0,08  0,2610,05

21 1,33+0,10 1,84+0,08  1,16%0,05

2015 Outono 22 1,0240,10 1,35£0,08  0,97%0,05
Inverno 23 0,48+0,10 0,60+0,08  0,57+0,05

24 0,7240,10 1,06+0,08  0,2810,05

7.1.5. Estimativa do coeficiente de correlacdo entre o numero de
copias (NC) dos fragmentos dos genes mt-cyt B, especificos de B. bovis e
B. bigemina e entre as contagens de R. (B.) microplus com o numero de
copias (NC) dos fragmentos dos genes mt-cyt B de ambas as espécies
A estimativa do coeficiente de correlacdo do NC dos fragmentos dos
genes mt-cyt B, especificos para B. bovis e B. bigemina entre si foi baixo
(Tabela 6), mostrando que ha uma pequena tendéncia de variagdo no mesmo
sentido entre 0 NC de ambas as espécies. Para as estimativas de correlacoes
entre o NC dos fragmentos dos genes mt-cyt B de ambas as espécies e a
contagem de carrapatos foram ainda menores (Tabela 6), especialmente para
B. bigemina, na qual a correlagao foi préxima a zero. Estes resultados indicam
que o0s mecanismos que determinam a resisténcia aos diferentes parasitas

podem ser considerados eventos independentes.
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Tabela 6. Correlagao estimada entre o NC dos fragmentos dos genes mt-cyt B,
especificos para B. bovis e B. bigemina e entre a contagem de R. (B.)
microplus com o NC dos fragmentos dos genes mt-cyt B de ambas as
espécies, durante as estacdes do ano.

Espécie Medida de Associacao
B. bovis R. (B.) microplus
B. bigemina 0,17 0,04
B. bovis - 0,12

7.2. Influéncia das Condicoes Climaticas na Infestacao por R.
(B.) microplus
Para avaliar os fatores climaticos que podem influenciar na fase de vida
livre do carrapato R. (B.) microplus e, consequentemente, no grau de
infestacdo dos animais, informacées de médias mensais de precipitacao
pluviométrica (mm), temperatura (°C) e umidade relativa (UR%) foram colhidas
na estacao meteorolégica do Centro de Pesquisa de Pecuaria do Sudeste
(CPPSE), da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria-Embrapa, Sao
Carlos-SP, durante o periodo compreendido de agosto de 2013 a julho de
2015.
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A Figura 4 apresenta as médias mensais de precipitacdo pluviométrica
(mm) e de temperatura (°C). Ap6s um periodo seco com pouca severidade no
inverno de 2013, as chuvas retornaram na regidao no inicio de setembro.
Observa-se, que desde o inicio de dezembro deste ano os volumes de chuva
foram abaixo da normalidade, sendo o ano de 2014 extremamente seco
comparado com as médias normais da regido de Sao Carlos-SP. O periodo de
menor indice de precipitagdo pluviométrica foi entre os meses de junho
(outono) e agosto de 2014 (inverno), coincidindo com as menores
temperaturas. Todavia, em fevereiro de 2015 (verdo) foi registrado o maior

indice.
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Figura 4. Médias mensais de temperatura (°C) e precipitacédo pluviométrica
(mm) em Sao Carlos-SP.
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A Figura 5 apresenta a distribuicio das médias de precipitacdo
pluviométrica (mm) e da contagem de R. (B.) microplus durante o periodo das
avaliagdes (estacdo/ano). Neste estudo, as maiores contagens de carrapatos
foram observadas nas colheitas de julho e outubro de 2014, nas quais as
médias mensais de temperatura variaram de 17,6°C a 23,3°C e as de
precipitacao pluviométrica de 30,4 mm a 38,0 mm, enquanto que as menores
contagens ocorreram em colheitas de maio e agosto de 2014, nas quais as
médias mensais de temperatura variaram de 18,9°C e 19,8°C e as de
precipitacao pluviométrica de 41,8 mm e 0,6 mm. Entretanto, em fevereiro de
2015 (verado) foi registrado o maior indice pluviométrico (303,0 mm), sendo
verificada baixa contagem de carrapatos (0,26+0,05).
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Figura 5. Distribuicdo da contagem de R. (B.) microplus e precipitacao
pluviométrica (mm) durante os meses (estacdo/ano) das avaliacoes.
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A Figura 6 mostra a distribuicdo das médias da umidade relativa (UR%)
e da contagem de R. (B.) microplus durante o periodo das avaliacoes
(estacado/ano). Na colheita realizada em fevereiro de 2015 (verdo) a umidade
relativa do ar foi de 85,4%, sendo a maior média mensal durante todo o periodo
experimental, coincidindo também com o maior indice de precipitacao
pluviométrica (303,0 mm). Em contrapartida, o menor indice registrado foi em
agosto de 2014 (58,5%) no inverno, coincidindo também com o menor indice

de precipitacao pluviométrica (0,6 mm) e contagem de carrapatos (0,00+0,05).
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Figura 6. Distribuicao das contagens de R. (B.) microplus e umidade (%)
durante os meses (estagdo/ano) das avaliagdes.

7.3. Analise de Expressao Génica

7.3.1. Avaliacdao das amostras de RNA total
Todas as amostras purificadas foram consideradas puras e integras,
pois apresentaram razdes de absorbancia entre 1,8 e 2,0 e perfil eletroforético
compativel com integridade do RNA total, respectivamente. A Tabela 7 mostra
a média da concentracdo e o0 desvio-padrao das amostras de RNA total dos
animais dos extremos de resisténcia/suscetibilidade, obtidas em NanoDrop ND-
1000 (ThermoScientific, Wilmington, DE, USA) expressas em ng/uL, e a média
das razdes das absorbancias na faixa de A260/A280 nm.
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Tabela 7. Avaliagdo em Nano-Drop ND-1000 das amostras purificadas de RNA
total dos animais dos extremos de resisténcia e suscetibilidade, realizadas nas
diferentes estacdes do ano.

Média e Desvio-Padrao

Fstagéo da Concentraciodo pa60/ag50

Primavera 69,16+19,97 2,19
Verao 76,08+14,63 2,11
Outono 85,83+24,64 2,15
Inverno 102,07+51,6 2,11

As Figuras 7 e 8 mostram os resultados obtidos por meio da eletroforese

visualizadas no transiluminador, na qual evidencia a integridade das amostras

de RNA total purificadas.

Figura 7. Eletroforese em gel de agarose a 1% de amostras de RNA total,
referente as colheitas realizadas no verao e outono de 2015,
visualizadas em transiluminador.
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inverno primavera

Figura 8. Eletroforese em gel de agarose a 1% de amostras de RNA total,
referente as colheitas realizadas no inverno e primavera de 2015
visualizadas, em transiluminador.

7.3.2. Determinacao do gene de referéncia para validacao da
expressao dos genes alvos
O gene YWAHZ apresentou o melhor (menor) valor da média geométrica

dentre os trés genes de referéncias avaliados. Na Tabela 8 esta apresentada a

ordem de ranqueamento determinada pela ferramenta RefFinder, seguido

pelas analises dos programas utilizados para estes genes. Somente no ranking
do programa Genorm, os genes YWHAZ e GAPDH se apresentaram como as

melhores op¢des com relagdo ao gene da B-Actina.

Tabela 8. Classificacdo dos genes de referéncia de acordo com a ordem de
ranking determinada pela ferramenta RefFinder.

Ordem de Ranking (Melhor Média)

Programa 1 2 3

Delta CT YWHAZ GAPDH B-Actina
BestKeeper YWHAZ GAPDH B-Actina
Normfinder YWHAZ GAPDH B-Actina
Genorm GAPDH/YWHAZ - B-Actina

Ranking abrangente de classificacao YWHAZ GAPDH B-Actina
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A Figura 9 demonstra a estabilidade dos genes de referéncia testados,
de acordo com a ordem de ranking determinada pela ferramenta RefFinder.

Estabilidade abrangente do gene

ey

- e AT H,

#= Genesmais estaveis Genes menos estaveis=

Figura 9. Estabilidade dos genes de referéncia avaliados no estudo de
expressao génica, seguido dos valores das médias geométricas para
YWAHZ, GAPDH e B-Actina.
7.3.3. Analise de expressao génica pela RT-qPCR
O valores de eficiéncia da reagao (E) obtidos pelo software LinRegPCR,
calculados para cada gene de referéncia e alvo estdo apresentados no Quadro
7 abaixo.

Quadro 7. Valores de eficiéncia da reacao (E) da RT-gPCR para os genes de
referéncia e genes alvos avaliados no estudo de expressao génica.

Amostra B-Actina  GAPDH YWAHZ IFN-y TNF-a  IL-10 IL-12

1 98,09 97,97 97,78 98,06 98,02 98,04 98,07
2 97,96 97,96 98,03 97,98 98,14 98,05 97,66
3 97,99 98,00 97,97 97,96 98,06 98,06 97,97
4 98,08 97,98 97,93 98,05 98,18 98,06 98,08
5 98,02 98,04 97,95 97,94 98,17 97,97 98,04
6 97,95 97,77 97,97 97,96 98,24 98,03 98,07
7 97,98 97,85 97,99 98,11 98,04 97,97 97,98
8 97,97 97,95 98,13 98,15 98,15 98,056 98,00
9 97,99 97,95 98,11 98,03 98,056 97,93 98,05
10 97,96 98,10 98,09 97,99 98,17 98,02 97,94

Média 98,007 97,970 97,997 98,018 98,122 98,013 97,985
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As analises estatisticas dos dados de quantificacao relativa dos genes
IFN-y, TNF-a e IL-12B revelaram que houve um efeito siginificativo (P<0,05) da
interacdo entre os animais dos extremos de resisténcia/suscetibilidade e
estacbes do ano avaliadas. Para a IL-10 o perfil de expressao permaneceu
constante durante todo periodo experimental considerado para este estudo.
Entretanto, quando avaliada uma determinada estagdo do ano isoladamente
(primavera, verao, outono e inverno), para cada gene alvo em questao (IFN-y,
TNF-a e IL-12B), ndo foram observadas diferencas siginificativas (P>0,05)
entre os grupos de animais resistentes ou suscetiveis.

De maneira geral, os maiores niveis de expressao dos genes da IL-10,
IFN-y e TNF-a foram observados na primavera € no outono e, somente no
outono para a IL-12B. Nota-se também que, no grupo de animais suscetiveis, a
expressdo das citocinas variou bastante entre as estacées do ano, quando
comparado ao grupo resistente, embora todos os animais dos extremos de
resisténcia/suscetibilidade tenham apresentado uma tendéncia de perfil similar
de expressao.

O perfil de expressado dos genes da IL-10, IL-12B, IFN-y e TNF-a em
amostras de sangue de bovinos naturalmente infectados com B. bovis e B.
bigemina, nas diferentes estacdes do ano, estdo apresentados na Figura 10.
Na primavera € no outono de 2015, especialmente, no grupo extremo
resistente, houve uma tendéncia a niveis mais elevados de expressao da IL-10
quando comparado as demais estagdes (Figura 10a). Embora néo tenha sido
observado efeito significativo (P>0,05) da interacdo entre animais dos extremos
de resisténcia/suscetibilidade e estacdo do ano para esta citocina.

O outono de 2015 foi a estacdo de maior expressao da IL-12B,
principalmente, no grupo de animais classificados como suscetiveis (Fig 10b).
Para o IFN-y, o verdo de 2015 foi a estacdo de menor expressao desta
citocina, especialmente, no grupo extremo resistente. Porém, nas demais
estacdes do ano, houve uma tendéncia de perfil similar e mais elevado de
expressao do IFN-y, dentre os animais dos extremos avaliados (Fig 10c). As
maiores expressdes de TNF-a foram observadas na primavera e no outono,
principalmente, no grupo de animais classificados como resistentes. No
entanto, o0 menor nivel de expressao foi observado no verao, no grupo extremo

suscetivel (Fig 10d).
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Figura 10. Perfil de citocinas avaliadas no estudo de expressao génica:
IL-10 (a), IL-12B (b), IFN-y (c) e TNF- a (d), de acordo com a
estacdo do ano, e grupos de animais classificados como

resistentes e suscetiveis as babesioses bovinas.
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8. DISCUSSAO

As infestagbes por R. (B.) microplus e as hemoparasitoses transmitidas
por esse acaro sao fatores limitantes ao melhor desempenho da pecuaria nos
tropicos. Animais taurinos, mais produtivos, sdao muito sensiveis a estes
parasitas. A criacdo de racas mais adaptadas tem sido a saida para a melhor
produtividade dos rebanhos brasileiros, com uso moderado de medicamentos.
Uma alternativa ao uso de ragas zebuinas puras com alta resisténcia aos
carrapatos foi a formacado de racas adaptadas. Com este intuito foi criada a
raca Canchim (3%sCharolés + %Zebu), a qual alia a produtividade dos taurinos a
resisténcia dos animais de origem indiana.

A raca Canchim apresenta suscetibilidade média as infestacbes por
carrapatos quando comparada com animais zebuinos, de acordo com estudos
conduzidos previamente (OLIVEIRA et al., 1987; OLIVEIRA e ALENCAR.,
1989). Devido a alta proporcdo de genes de Bos taurus taurus, este grupo
genético poderia ser considerado suscetivel as babesioses bovinas.

As novilhas usadas nesse experimento fazem parte do rebanho
experimental do Centro de Pesquisa de Pecudaria do Sudeste (CPPSE) da
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéaria, Embrapa, localizada em Séao
Carlos-SP. A regiao de Sao Carlos-SP apresenta condicdes climaticas
favoraveis para o desenvolvimento do carrapato durante todos os meses do
ano. Varios estudos permitiram concluir que esta area apresenta caracteristicas
de estabilidade enzodbtica para as babesioses bovinas (OLIVEIRA et al., 2005;
OLIVEIRA-SEQUEIRA et al. 2005; OLIVEIRA et al., 2008; SILVA et al., 2010;
OLIVEIRA et al., 2013; GIGLIOTI, 2013; BILHASSI et al., 2014), sendo que a
infeccdo pelos hemoparasitas ocorre nas primeiras semanas de vida dos
bezerros, coincidindo com a fase em que estédo protegidos pela imunidade inata
(como maior producao de 6xido nitrico no figado, presenca de timo e resquicios
de hemoglobina fetal) e pela imunidade passiva conferida pelo colostro
(FARIAS, 1995). Assim, a taxa de transmissdo dos hemoparasitas nos
sistemas endémicos estaveis é suficiente para infectar a maioria dos animais
jovens (MAHONEY; ROSS, 1972).
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Animais que se recuperam da infecgdo primaria, tornam-se portadores
cronicos e desenvolvem, pela prolongada exposicdo ao vetor e pelas
constantes inoculagdes dos agentes infecciosos, sélida imunidade (FARIAS,
1995). Sabe-se que tanto os animais jovens como os adultos infectados
desempenham papel importante na manutencéo da endemia, visto que atuam
como fonte de infeccao para os carrapatos (HODGSON, 1992; TAYLOR et al.,
2010). De acordo com Melhorn e Schein (1984), a transmissao transovariana
de varias espécies de babesias nos carrapatos é a principal explicacao para a
sua ampla distribuicao geogréfica.

Neste estudo foram acompanhadas 50 novilhas da raga Canchim por um
peridodo de 24 meses, entre os 8-32 meses de idade. Os animais
apresentaram infestacdo pelo carrapato durante todo o periodo experimental,
exceto na colheita realizada em agosto de 2014, sendo constantemente
inoculados com os agentes das babesioses bovinas (confirmado pela gPCR).
Apesar disso, 0s animais ndo mostraram sinais clinicos da doencga, em virtude
do equilibrio entre indculo recebido e o nivel de anticorpos anti-babesias
produzido (MAHONEY et al., 1972; FARIAS, 1995), exceto um animal do
rebanho que precisou ser tratado com babesicida.

Este caso isolado pode estar associado a queda de resisténcia individual
do animal (FARIAS, 1995). No entanto, os bovinos avaliados tiveram contato
com o carrapato desde o nascimento, ja que sdo criados de maneira extensiva.
Como ja mencionado, nesta fase, os bezerros estdo protegidos pelos
anticorpos colostrais e por fatores ndao especificos (presenca de timo e
resquicios de hemoglobina fetal). Apds esta fase os animais desenvolvem seus
préprios anticorpos e, a constante inoculagéo de B. bovis e B. bigemina pelo R.
(B). microplus, é o responsavel pela manutengao dos altos titulos de anticorpos
anti-babesias ao longo da vida dos bovinos, que dificilmente adoecem.

Verificar a ocorréncia de diferencas nas contagens de carrapatos nos
bovinos Canchim durante as estagdes do ano era um dos objetivos deste
experimento. Os animais tinham contato constante com larvas infestantes de
carrapatos, por serem criados em pastagens onde o carrapato é encontrado
durante todos os meses do ano. E, mesmo nas colheitas em que o numero de
fémeas padrao de carrapatos presentes no lado esquerdo do corpo dos

animais foi baixo, foi observado um numero elevado de ninfas, fato este que
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pode explicar as contagens altas nas colheitas subsequentes. Durante o
periodo experimental compreendido de agosto de 2013 a julho de 2015, o
rebanho foi banhado cinco vezes com solucdes acaricidas, de acordo com a
avaliacdo visual do grau de infestagdo que indicou a sua necessidade.

A analise das contagens do R. (B.) microplus mostrou que na colheita
12, realizada em julho de 2014 no inverno, foi aquela que apresentou a maior
média (1,50+0,05), seguida da colheita 15 (1,38+0,05), realizada em outubro do
mesmo ano, na primavera. As menores médias foram observadas na colheita
13, realizada em agosto de 2014 no inverno (0,00£0,05), e na colheita 10,
realizada em maio de 2014 no outono (0,01+0,05).

De maneira geral, no ultimo ano de monitoramento do rebanho (julho de
2014 a julho de 2015), a analise dos dados de contagem do R. (B.) microplus
indicou picos de infestacdo no inverno (julho) e na primavera (outubro) de
2014, com queda acentuada no verdao de 2015 (janeiro e fevereiro), o qual
voltou a se elevar no inicio do outono (abril) do mesmo ano. Estes achados
discordam daqueles observados por Farias et al. (1995), que observaram uma
gueda acentuada da infestagdo durante o inverno, com pico no final do veréao e
no outono em estudos que tinham por finalidade estimar a infestacdo dos
animais durante as estacées do ano na regidao de Aracatuba-SP. Entretanto,
Oliveira et al. (1989), ao avaliarem a caracteristica de resisténcia em animais
da ragca Canchim e Nelore infestados naturalmente por R. (B.) microplus em
diferentes estagdes do ano na mesma regido do presente experimento
observaram pico de infestacdo no outono e no inverno, corroborando com os
dados obtidos no ultimo ano das avaliagdes, referentes ao inverno de 2014
(julho) e outono de 2015 (abril).

Verissimo et al. (1997) em estudos que tinham por objetivo avaliar os
fatores genéticos e ambientais que influenciavam na caracteristica de
resisténcia as infestacdes pelo R. (B.) microplus em animais mesticos leiteiros
(s Bos taurus taurus x % Bos taurus indicus) criados em Colina-SP,
observaram maiores infestacbes na época do outono. Estes achados
corroboram com aqueles encontrados por Giglioti et al. (2016), que avaliaram
a taxa de infestagdo por carrapataos em animais da ragca Angus criados em
area endémica do estado de Sao Paulo e observaram pico de infestagdo na

mesma época do ano.
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Fraga et al. (2003) estudaram os fatores envolvidos com a
caracteristicas de resisténcia ao parasitismo e verificaram que o pico de
infestagdo ocorreu no verao, com queda pronunciada na primavera, em fémeas
bovinas da raca Caracu criadas em pastagens na Paranaiba-MS, e em
Sertdozinho-SP.

Nossos achados, no entanto, discordam em parte dos resultados
reportados por Silva et al. (2010) em estudo conduzido em Sao Carlos-SP, que
tinha por finalidade avaliar a infestacdo natural por ectoparasitas em fémeas
Nelore, Canchim x Nelore, Angus x Nelore e Simental x Nelore nas diferentes
estacdes do ano, realizado no periodo de julho de 2003 a dezembro de 2004.
Os autores verificaram maiores médias de contagens de carrapatos no inverno
de 2003 e no outono de 2004, enquanto que as menores infestacdes foram
observadas na primavera de 2003 e no verao de 2004. O grupo de pesquisa
relatou que as diferencas nas infestacdes entre os grupos genéticos avaliados
pode estar associada aos efeitos de ano e época das contagens. Entretanto, os
animais Nelore apresentaram infestagdes significativamente menores que os
Canchim x Nelore, que, por sua vez, foram menos infestados que os Angus x
Nelore e Simental x Nelore.

Oliveira et al. (2013) avaliaram a resisténcia de animais Nelore e
mesticos " three cross" (2 Angus + V4 Canchim + "4 Nelore) criados em Sao
Carlos, SP, as infestagcbes por carrapatos. Esses autores usaram dados
colhidos no periodo de agosto de 2009 a julho de 2011 e verificaram maiores
picos de infestagdo na primavera e no verao, coincidindo com 0s meses mais
umidos do periodo experimental. Apesar da diferenca observada entre os
grupos genéticos avaliados, os pesquisadores concluiram que o clima foi o
fator que mais influenciou no parasitismo dos animais a cada colheita. Estes
achados corroboram com os resultados observados na primavera de 2013 e
2014 do presente estudo, pois na colheita 3 (0,80+0,05) e na colheita 15
(1,38+0,05), ambas realizadas em outubro, as médias das contagens de
carrapatos foram elevadas.

Assim, os dados da literatura evidenciam que existe certa divergéncia
com relacdo a estagdo do ano em que ocorre o pico de infestacdo pelos
carrapatos nos bovinos, estando associados, principalmente, as condicdes
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climaticas do ano e local das avaliag6es, o qual tera influéncia direta na taxa de
infestacdo apresentada pelos animais.

O ciclo biologico do R. (B.) microplus divide-se em duas fases distintas,
a fase de vida livre, que ocorre no ambiente e, a fase de vida parasitaria, que
ocorre nos bovinos, sendo que as condicdes ambientais exercem forte
influéncia sobre a primeira fase dos carrapatos (FARIAS et al., 1995;
VERISSIMO, 1991), principalmente, a temperatura e a umidade relativa do ar
(GONZALES, 1975).

Mediante a andlise dos dados meteoroldgicos, observou-se que a
temperatura e a umidade relativa foram os fatores climaticos que mais
influenciaram a fase de vida livre dos carrapatos e, consequentemente, na
diferenca de infestacdo apresentada pelos animais, durante o periodo
experimental. A média de temperatura mensal atingiu valores superiores a
18°C, ndo sendo verificados valores inferiores a este. De acordo com Hitchcock
(1955), temperaturas abaixo de 15°C afetam a fase de vida livre, pois impedem
a oviposi¢do e a embriogéne do R. (B.) microplus.

A umidade relativa do ar manteve-se superior a 73% ao longo do
periodo experimental exceto nos més de agosto de 2014 (inverno), no qual a
UR% foi de 58,5%. Talvez este fato possa explicar os motivos pelos quais a
média de contagem de carrapatos para esta colheita foi de 0,00+0,05.
Entretanto, indices baixos de umidade relativa do ar podem interferir na
embriogénese e na sobrevivéncia das larvas nas pastagens, reduzindo a
infestagdo nos bovinos (HITCHCOCK,1955).

Desta forma, as condicdes climaticas observadas ao longo do periodo
experimental na regiao de Sdo Carlos-SP e suas influéncias na fase de vida
livre do R. (B.) microplus explicam, em partes, as divergéncias descritas na
literatura quanto ao pico de infestagao.

Para avaliar a parasitemia e a frequéncia da infeccao por Babesia spp.
no rebanho Canchim naturalmente infestado pelo R. (B.) microplus, nas
diferentes estacdées do ano, foi usada a quantificacdo absoluta por meio da
gPCR. Esta técnica molecular permitiu o diagnéstico rapido da doenca com alta
sensibilidade, além de distinguir as espécies de babesias avaliadas por meio
da andlise da média de temperatura obtida na curva de dissociacao,
demonstrando elevada especificidade. Somam-se a esses fatores, a
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capacidade do teste em quantificar o nimero de cépias do fragmento do gene
alvo em amostras de DNA dos bovinos infectados (GIGLIOTI, 2013; BILHASSI
et al., 2014).

Assim, os resultados obtidos pela qPCR sao extremamente confiaveis,
uma vez que para cada ensaio foram incluidos controles negativos, nos quais
nao foram observados amplificacdo de produtos inespecificos e amostras de
isolados de ambas as espécies de babesias que funcionaram como controles
positivos da reagéo.

Os oligonucleotideos iniciadores empregados para quantificar o DNA de
Babesia spp. foram descritos por Buling et al. (2007) e sdo sequéncias do
fragmento do gene mt-cyt B, especifica para B. bovis e B. bigemina, o qual é
classificado como gene “multicépias”. Talvez a utilizacdo dessas sequéncias no
presente estudo possa explicar a elevada sensibilidade evidenciada nos
ensaios de qPCR, embora resultados semelhantes tenham sido observados
por Ramos et al. (2011), que utilizaram sequéncias do fragmento do gene
msaZ2c para amplificar o DNA de B. bovis pela gPCR, sendo este denominado
de “cdpia Unica” no genoma desta espécie, fato este que pode inviabilizar a
deteccdo do DNA do parasita reduzindo a sensibilidade do teste. No entanto,
se por um lado a utilizacdo de um gene “cépia Unica” pode gerar
inconvenientes, a utilizacdo de genes “multicépias” pode impedir a
quantificacdo exata do numero de cépias dos fragmentos dos genes mt-cyt B
nas amostras de sangue dos bovinos infectados.

Por meio da mesma técnica molecular, Bilhassi et al. (2014) utilizaram
um protocolo para amplificacdo do fragmento do gene mt-cyt B, especifica para
B. bovis descrito por Buling et al. (2007), que possibilitou a deteccdo de até
1000 cépias (0,1 fg) do gene alvo, em amostras de sangue de animais de
diferentes grupos genéticos. Segundo os autores, a sensibilidade do teste
permitiu estimar a quantidade de copias do referido gene e observar que
bovinos da ragca Nelore e cruzados ('2Nelore + 2Angus) apresentaram niveis
de parasitemia mais baixos, quando comparados com bovinos da raga Angus.

No presente estudo, a sensibilidade encontrada foi de aproximadamente
12 cépias do gene mt-cyt B/uL (0,02 fg) para ambas as espécies de babesias
nas amostras de DNA dos animais experimentais. Entretanto, a eficiéncia do
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teste foi elevada, o que permitiu a quantificacdo do gene alvo em quase todas
as amostras avaliadas.

Com relacao a especificidade, a analise da média de temperatura na
curva de dissociacdo em cada ensaio de gPCR permitiu diferenciar as
sequéncias dos genes mt-cyt B, especifica para cada espécie de babesia.
Assim, B. bovis apresentou uma temperatura média de 77,5 e B. bigemina de
76,0.

As babesioses foram diagnosticadas em 98% dos animais, frequéncia
que ja era esperada, tendo em vista os resultados de trabalhos conduzidos
nesta regido do estado de Sao Paulo (OLIVEIRA et al.,, 2005; OLIVEIRA-
SEQUEIRA et al. 2005; OLIVEIRA et al., 2008;; OLIVEIRA et al.,, 2013;
GIGLIOTI, 2013; BILHASSI et al., 2014). Esses achados permitem confirmar
observacdes anteriores de que a regido de Sao Carlos-SP apresenta
caracteristica de estabilidade endémica para as babesioses bovinas, de acordo
com os critérios previamente estabelecidos por Mahoney e Ross (1972).

Utilizando a mesma técnica molecular, Bilhassi et al. (2014)
quantificaram B. bovis em animais de diferentes grupos genéticos, criados em
em regides enzooticamente estaveis do estado de S&o Paulo e observaram
que a prevaléncia da doenca foi elevada, sendo de 96%, 98% e 100% em
rebanhos Nelore, 2Nelore + 2Angus e Angus. Estes resultados corroboram
com os dados reportados por Giglioti et al. (2016), os quais observaram
parasitemia por B. bovis e B. bigemina em 100% e 98% nos animais taurinos
avaliados pela gPCR.

Foi verificada uma flutuacdo na quantidade do numero de coépias (NC)
dos fragmentos dos genes mt-cyt B, especificos de B. bovis e B. bigemina nas
amostras de DNA dos bovinos analisadas ao longo das estagdes do ano,
sendo que as maiores medias foram observadas no inicio do experimento, na
primavera de 2013, quando os animais tinham idade ao redor dos 8 meses.
Entretanto, com o passar dos meses foi observado uma tendéncia bem definida
de reducao dos valores dos NC de babesias, o que talvez seja resultado da
consolidacao da resposta imune, em virtude do aumento da idade dos animais.

As amostras encontradas como negativas correspondem as colheitas 23
e 24 realizadas no inverno (junho e julho de 2015), sendo de 1,1% (13/1179) e
2,8% (33/1184) para B. bovis e B. bigemina. Observa-se que as amostras que
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foram negativas para B. bovis foram positivas para B. bigemina para as
respectivas colheitas, evidenciando a inexisténcia de imunidade cruzada entre
as espécies. Isto significa dizer que a parasitemia causada por B. bovis nao
protege o animal contra a infec¢cdo por B. bigemina e vice-versa (SMITH et
al.,1980), fato este que os tornam eventos independentes. Estes resultados
possibilitam supor ainda que animais deste grupo genético sdo capazes de
desenvolver uma resposta imune mais eficiente contra a parasitemia causada
por B. bovis.

Em torno de 88,2% (44/50) e 83,9 (42/50) das amostras de DNA dos
bovinos puderam ser quantificadas para B. bovis e B. bigemina por colheita.
Segundo os critérios estabelecidos para a curva de calibracado e os valores da
temperatura da curva de dissociacdo, 98% (49/50) e 95,4% (47/50) das
mesmas foram positivas para B. bovis e B. bigemina, respectivamente.

As médias do numero de copias (NC) e o desvio-padrao para B. bovis e
B. bigemina foram de 1,66+0,02 e 1,78+0,03, respectivamente. Nota-se o
elevado grau de parasitemia causado por B. bigemina nos animais avaliados.

Com relacdao a frequéncia da infeccdo por ambas as espécies de
babesias detectados pela qPCR, pode-se verificar que os nossos dados sao
semelhantes aos obtidos por OLIVEIRA et al. (2008) na mesma regiao do
presente experimento. Estes autores verificaram altas taxas de parasitemia por
B. bigemina entre animais de idades (bezerros de 8-12 meses e vacas com trés
anos) e constituicdo genética diferentes (Nelore, Angus x nelore, Canchim x
Nelore, e Simental x Nelore). Estes pesquisadores trabalharam, no entanto,
com testes de amplificacdo de DNA dos parasitas de forma que os resultados
eram qualitativos.

Nossos achados diferem daqueles encontrados por Giglioti et al. (2016),
gue quantificaram amostras de DNA dos hemoparasitas a partir de bovinos da
raca Angus com idades variando entre 12 e 24 meses em regido endémica
para as babesioses bovinas do estado de Sao Paulo. Os autores observaram
que a média do NC de B. bovis (1,49%0,07) foi maior quando comparado com a
média do NC de B. bigemina (0,82+0,06) em colheitas realizadas nas
diferentes estacdes do ano. Os resultados deste grupo de pesquisa corroboram

com aqueles encontrados por Oliveira et al. (2014), os quais observaram uma
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maior média do NC de B. bovis em animais de grupos genéticos e idades
diferentes.

As estimativas do coeficiente de correlacdao entre os NC de fragmentos
dos genes mt-cyt B de B. bovis e B. bigemina e a contagem de carrapatos nos
animais foram baixas tendendo a zero, principalmente, para B. bigemina (0,04).
De maneira semelhante, Giglioti et al. (2016) encontraram valores de
associagao préximos aos do presente experimento, ao estudarem contagens
de carrapatos realizadas nas diferentes estagcdes do ano (outono e inverno)
com os NC de Babesia spp. em animais Angus. Embora as areas de ocorréncia
das babesioses bovinas sejam dependentes da dindmica populacional do
carrapato vetor (MAHONEY; ROSS, 1972), os resultados obtidos sugerem que
a taxa de infestacdo pelo R. (B.) microplus talvez ndo seja o Unico fator
responsavel pelo maior ou menor grau de parasitemia apresentada pelos
animais do rebanho, uma vez que a associagao entre a quantidade dos NC de
DNA de B. bovis e B. bigemina e as contagens de carrapatos realizadas
durante o periodo experimental foram baixas. As outras hipéteses que podem
explicar os resultados obtidos estdo associados aos mecanismos que
determinam a resisténcia e a imunidade aos diferentes parasitas, tornando-os
eventos independentes.

Foi verificada uma baixa correlagdo (0,17) entre o NC de B. bovis € B.
bigemina. Os resultados sugerem que existe uma pequena tendéncia de
variacdo no mesmo sentido dos NC de ambas as babesias, sendo que os
fatores que determinam o aumento ou a reducdo da parasitemia por uma
espécie provocam variacdo no mesmo sentido da parasitemia pela outra
espécie. Estes achados, no entanto, diferem daqueles observados por Giglioti
et al. (2016) que verificaram um valor de associacdo moderado (0,30) entre os
NC de ambas as babesias para medidas avaliadas em uma mesma colheita e
valores proximos a zero (0,07) quando foi considerado medidas de colheitas
diferentes.

Nota-se também que, mesmo os bovinos estando infestados com o
carrapato e sendo constantemente inoculados com os hemoparasitas 0s
animais ndo mostraram sinais clinicos da doenga, provavelmente em virtude
do equilibrio entre in6culo recebido e o nivel de anticorpos anti-babesias
produzido (MAHONEY et al., 1972; FARIAS, 1995).
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Para anélise de expressao génica, na qual se objetiva a quantificacao
relativa da expressdo de genes que estejam relacionados a uma determinada
caracteristica de interesse, a normalizacao dos dados por meio da utilizagao de
genes de referéncia (GAPDH, YHAZ, 3-actina), representa um dos fatores mais
importantes a serem considerados. Segundo Hendriks-Balk, Michel e Alewijnse
(2007), os genes de referéncia, além de participarem da maquinaria basal das
células, sendo constante a expressao dos mesmos no organismo dos animais,
permitem avaliar a qualidade do RNA extraido, as diferengas na sintese de
cDNA dependentes das alteracées na quantidade de RNA, controlar a variacao
na quantidade inicial de material e a variagdo intrinseca do equipamento
utilizado nos testes.

Os trés genes de referéncia testados foram descritos em experimentos
anteriores (ROBINSON et al., 2007; SHERIDAN et al., 2012; PUECH et al.,
2015), sendo utilizados para normalizar as diferencas entre a quantificacao
relativa dos genes de referéncia e genes alvos, em amostras de RNA extraidas
a partir de sangue total de bovinos. Entre os genes mais utilizados como
referéncia destacam-se o GAPDH, B-actina, e o YWHAZ. Entretanto, a
literatura mostra grandes variacées para estes genes. Dedha et al. (2004)
rejeitaram o uso do GAPDH como gene de referéncia, pois foi aquele que mais
variou em culturas de células de sangue total. Em contrapartida, Robinson et
al. (2007) demonstraram que os genes da B-actina e GAPDH foram os genes
mais adequados para normalizar os dados de expressao em sangue total de
bovinos, podendo ser utilizados tanto individualmente ou em associagao.
Peletto et al. (2011) relataram que o YWHAZ foi o gene de referéncia mais
estavel em amostras de sangue de ovinos, corroborando com os dados
observados no presente estudo. Todavia, Puech et al. (2015) observaram que
o gene de referéncia mais estavel em células mononucleares de sangue
periférico de bovinos (PBMC) foi a B-actina, seguido do YWHAZ e GAPDH.

Desta forma, o gene de referéncia utilizado foi o YWHAZ, uma vez que
apresentou expressdo constante entre as amostras de RNA, obtidos de
amostras de sangue dos animais dos extremos de resisténcia/suscetibilidade,
permitindo a normalizacdo dos dados de expressao por meio da RT-qPCR.
Alem disso, o YWHAZ foi considerado o mais estavel, dentre os métodos de
avaliacao utilizados para a escolha do gene de referéncia.
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De maneira geral, as diferengcas apresentadas no perfil de expressao
dos genes da IL-12B, IFN-y e TNF-a nos animais dos extremos de
resisténcia/suscetibilidade foram dependentes, exclusivamente, das estacdes
do ano, ndo sendo verificadas diferencas entre os grupos avaliados em uma
mesma estacdo. No entanto, por estarem expostos a infestacdes naturais por
R. (B.) microplus, Haematobia irritans, larvas de Dermatobia hominis e
helmintos gastrintestinais em associacdo ao estresse gerado pelo intenso
parasitismo, estes fatores podem, teoricamente, interferir no “status imune” dos
animais do rebanho. Tal possibilidade pode explicar a tendéncia de perfil de
expressao similar das citocinas entre os grupos de animais resistentes e
suscetiveis as babesioses.

Os maiores niveis de expressao do IFN-y, TNF-a e IL-12B ocorreram no
outono de 2015, no qual foi observado um aumento na contagem de carrapatos
e (Figura 3), principalmente, aumento da parasitemia por B. bovis com relacéo
a estacao anterior, o verao do mesmo ano. Isto nos sugere uma relacao entre a
carga parasitaria e a modulacdo positiva da resposta inflamatoria nesses
animais.

Os resultados observados no presente estudo sugerem algumas
hipéteses: (1) Essas citocinas podem nao estar relacionadas aos mecanismos
de resisténcia e suscetibilidade as babesioses; (2) Como 0s bovinos nao foram
mantidos em condigdes controladas, a expressdao dessas citocinas pode ter
sido influenciada por outros agentes etioldégicos ndo investigados durante o
experimento ou outras condicoes adversas que nao foram monitoradas; (3)
Que a alta variacdo individual na expressao dos genes relacionados as
citocinas avaliadas apresentada pelos animais dos extremos, impossibilitou
encontrar diferengas significativas entre os grupos. Entretanto, o N amostral
pode ter favorecido as diferencas observadas.

Nesse estudo, nds trabalhamos com animais que apos a primo infecgéao,
permaneceram persistentemente infectados com babesias (Figura 3; Tabela 5)
e, desta forma, dificilmente apresentam o0s sinais clinicos, devido
principalmente aos mecanismos da imunidade adaptativa (BROW et al., 2006).

Em areas enzooticamente estaveis, a parasitemia & persistente nos
animais, os quais servem de reservatorio de B. bovis e B. bigemina. Desta

maneira permitindo a manutencdo do equilibrio entre carrapato vetor,
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hospedeiro (bovino) e agentes etiolégicos das babesioses, uma vez que a
presenca constante hemoparasitas serve de estimulo para o desenvolvimento
da resposta imune protetora tanto celular, como humoral (MOHONEY; MIRRE,
1979; FARIAS, 1995). Como B. bovis e B. bigemina sao parasitas
intraeritrocitarios, a resposta imune é dependente de células apresentadoras de
antigenos especializadas (APCs), principalmente macréfagos e células
dendritcas. No caso das babesioses, sdo os macréfagos que apresentam os
antigenos desses protozoarios as células T CD4", desencadeando a resposta
imune (BROWN; PALMER, 1999; BROWN, 2001). Assim, o controle dos casos
clinicos da doenca e a manutencao da imunidade a parasitemia subsequente
sdo determinados pela interagdo das respostas imunes inatas e adaptativas,
incluindo, células T CD4" e a producao de anticorpos anti-babesias (BROWN et
al., 2006; BROWN, 2001).

Dentre os fatores imunolégicos que contribuem para determinar o
fenétipo de resisténcia e suscetibilidade apresentado pelos bovinos as
babesioses, destacam-se os padrdes de resposta envolvendo os subconjuntos
de células T CD4" (Th1 e Th2). Assim, para avaliar a imunidade celular dos
bovinos contra B. bovis e B. bigemina, o IFN-y, TNF-a e IL-12B citocinas
produzidas por células com perfil Th1 e a IL-10 por células regulatérias,
sintetizada também por células com perfil Th2, foram avaliadas no presente
estudo por meio da expressao génica.

De acordo com os dados resportados na literatura (BROWN, 2001;
BROWN; PALMER, 1999; GOFF et al., 2001), a resposta imune protetora a
parasitemia primaria esta associada com o padréao de resposta de células com
perfil Th1 e macrofagos. Posteriormente ao pico da parasitemia, observa-se
uma resposta de células com perfil Th2. Todavia, a exacerbada producdo de
citocinas inflamatérias (IFN-y e TNF-a) e de 6xido nitrico (NO) na fase aguda
da enfermidade pode acarretar algumas lesdes especificas nos 6rgaos vitais do
hospedeiro, que podem inclusive levar o animal ao ébito (BROWN, 2001).
Assim, sugere-se que a resposta Th1 é mais efetora na tentativa de eliminar o
parasita. De maneira oposta, se 0 animal apresentar uma resposta Th2 ao
invés de Th1 na primeira fase da doenga, ndo havera o desenvolvimento de
uma resposta imune efetiva contra as babesias, sendo estas respostas
associadas as perdas de animais do rebanho (BENAVIDES et al., 2006).
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Nota-se que, dependendo da fase e do nivel de parasitemia apresentado
pelos bovinos, pode ocorrer a reducdo ou aumento da expressdao de certas
citocinas, interferindo no padrao de resposta de células com perfil Th1 e Th2,
uma vez que, ap0s a ativacdo destes subtipos, as células influenciam-se
mutuamente e de maneira antagdnica (ABBAS, et al., 2015).

Deve-se salientar que o0s animais avaliados neste estudo ja
apresentavam a imunidade inata e adaptativa, devido ao contato prévio com R.
(B.) microplus e, consequentemente, aos hemoparasitas transmitidos por ele.

A quantificacado relativa apresentou niveis elevados de expressdo de
MRNA de IFN-y em todas as estagdes do ano, exceto no verdo. Igarashi et al.
(1999) avaliaram a imunidade de camundongos desafidos por B. microti e
observaram que a sintese IFN-y e de células T CD4" foram essenciais para
conferir resisténcia contra a parasitemia. O IFN-y desempenha papel
fundamental na modulagdo da resposta imune, uma vez que, em associacao
com o TNF-a, estimulam a sintese de Oxido nitrico (NO), por meio de
macrofagos ativados expostos a merozoitas de babesias, tendo efeito
babesicida (GOFF et al., 1998; BROWN et al., 2006). No presente estudo,
também foi observado niveis semelhantes de IFN-y e TNF-a na primavera e no
outono dentre os animais do grupo resistente. No entanto, esses resultados
precisam ser melhor investigados para uma relagdo mais refinada entre a
parasitemia e os niveis de citocinas nesses animais.

Outras citocinas sintetizadas pelos macréfagos ativados, de importancia
no desencadeamento de respostas imunes contra as babesioses bovinas,
incluem o TNF-a a IL-12 e IL-18. Todavia, na parasitemia por B. bovis, o alto
nivel de expressao destas citocinas permite aumentar a resposta imune dos
bovinos (SHODA et al., 1999). A quantificacao relativa mostrou altos niveis de
expressdao de mRNA de TNF-a nos animais do grupo resistente (Figura 10 d).
Em experimentos que tinham por finalidade avaliar a inibigdo da replicagéo in
Vitro da B. bovis mediante a estimulacdo de macréfagos ativados, Shoda et al.
(2000) observaram liberacéo de citocinas proinflamatéria como a IL-18 e TNF-a
e citocina Th1 IL-12 na fase clinica da parasitemia por B. bovis, 0 qual permitiu
concluir a importancia destas citocinas na ativacdo da imunidade inata e no
desenvolvimento da imunidade adaptativa. De modo semelhante, foram
observados no presente estudo niveis elevados de expressao de mRNA de IL-
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12B (Figura 10 b), IFN-y (Figura 10 c) e TNF-a (Figura 10 d) no outono dentre
0s animais selecionados, principalmente, no grupo extremo resistente. Exceto
para a IL-12B (Figura 10 b), no qual a quantificacdo desta citocina foi maior no
grupo extremo suscetivel. Como ja mencionado, nesta estacdo do ano, foram
observados aumento na contagem de carrapatos e do niumero de cépias (NC)
de um fragmento do gene mt-cyt B (Figura 3), principalmente, para B. bovis,
sugerindo uma relacao direta da expressao destas citocinas com a parasitemia.

A IL-12 ativa células exterminadoras naturais (NK) para produzir niveis
elevados de IFN-y (BROWN et al.,, 1996), além de induzir a sintese desta
citocina pelas células T. Esta citocina potencializa as fungdes citoliticas das
células NK e das TCD8" ativadas. Acrescenta-se a isso, o fato da IL-12 atuar
como fator de diferenciacdo sobre as células T CD4", para um padrdo de
resposta do tipo Th1. Segundo Bittar (2002), esta citocina atua como um
mediador da resposta inata e da citotoxidade como uma resposta efetora
contra o parasita. Uma vez que essa ligacdo entre o desenvolvimento de
respostas imunes especificas e a ativacdo dos macréfagos pode proporcionar o
controle da parasitemia. Estas observacbes talvez possam explicar o maior
nivel de expressao de IL-12B e IFN-y (Figura 10) no outono, dentre os animais
classificados como suscetiveis e resistentes, respectivamente.

Brown et al. (1996) em estudos que tinha por finalidade caracterizar o
padrao de resposta de células T a parasitemia por babesias observaram que a
IL-12 sintetizada, principalmente, por macréfagos e por células dendriticas
induziu a sintese de IFN-y em clones de células Th (ThO, Th1 e Th2) de
bovinos. Apesar disto, os pesquisadores ndo observaram aumento significativo
na taxa de proliferacdo celular durante esses ensaios.

Garcia et al. (2004) avaliaram a resposta imune em vacas prenhes e nao
prenhes artificialmente infectadas por B. bigemina em periodos de tempo
diferentes. Os pesquisadores observaram que a indugcdo de expressao de
MRNA de IFN-y, IL-12, TNF-a, iINOS ocorreu em ambos os periodos, sendo
que a IL-10 foi detectada apenas no primeiro dia pés-infeccédo e que a condicao
fisiolégica das fémeas nao tinha efeito sobre a susceptibilidade a parasitemia,
nem sobre a resposta imune. A prenhes é uma forma independente do animal

se apresentar imunologicamente frente as infeccdes, sendo caracterizado
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muitas vezes uma resposta imunossupressora, por isso talvez esses resultados
tenham sido observados por esse grupo.

Para a IL-10 (Figura 10 a) n&o foram observadas diferencas
significativas (P> 0,05) nos niveis de expressao do mRNA desta citocina dentre
0s animais dos extremos avaliados nas diferentes esta¢cdes do ano, sendo que
ambos os grupos apresentaram perfis de expressdao semelhantes ao longo do
periodo das avaliacdes. Com relacdo a IL-10, estudos realizados por Goff et al.
(2002) mostraram que esta citocina inibe a expressao do IFN-y e do TNF-a e a
sintese de NO por meio da enzima éxido nitrico sintetase induzida (iNOS), o
qual modula a resposta imune contra as babesioses bovinas. Estes resultados
corroboram com os dados observados por Shoda et al. (2000) em
experimentos semelhantes. Chitko-McKown et al. (1995) observaram que a IL-
10 humana recombinante suprimiu a sintese de IFN-y e a proliferacdo de
linfécitos T de bovinos, sendo este efeito dependente dos macréfagos. Talvez
estes estudos possam explicar, em partes, a diminuicdo nos niveis de
expressao observados no verao para o IFN-y (Figura 10 ¢) e TNF-a (Figura 10
d) nos grupos extremos resistentes e suscetiveis, respectivamente, sendo
observado esse mesmo efeito imunoregulador nesse modelo.

Contudo, os dados reportados da literatura demonstram a importancia
da imunidade adaptativa contra Babesia spp. € sugerem que as citocinas
produzidas por células com perfil Th1 sdo induzidas com a finalidade de
proteger os bovinos na fase aguda da doenca, e consequentemente, na
parasitemia subsequente. Assim, o resultado da analise de expressao génica
permite concluir que a oscilacdo na carga parasitaria nas diferentes estacdes
no ano de 2015 pode estar relacionada com o perfil de expressdo dos genes do
IFN-y, TNF-a e IL-12B apresentados nos animais avaliados neste estudo.
Entretanto, a andlise dos niveis dessas citocinas nos dois grupos experimentais
nao permitiu identificar fatores que contribuissem para maior resisténcia ou
suscetibilidade as babesias. Talvez outros genes relacionados as respostas
imunes, como iNOS, citocinas produzidas por células com perfil Th2, como por
exemplo, IL-4 e IL-13 ou da resposta imune inata, como os receptores TLRs
(Toll-Like Receptors), NLR (Nod-Like Receptors) e, RLR (RIG-1, Like

Receptors) possam ser futuramente investigados na tentativa de se buscar
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genes de imuno resposta que poderiam ser expressos diferencialmente em

animais resistentes e suscetiveis as babesioses bovinas.
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CONCLUSOES

1) A gPCR padronizada neste experimento, embora ndo tenha possibilitado a
quantificacdo exata do numero de cépias do DNA de B. bovis e B. bigemina
permitiu estimar o nivel de parasitemia em novilhas da raga Canchim e
observar que ocorrem flutuacdes nos niveis destes hemoparasitas nas

diferentes estacdes do ano, sendo dependente do ano das avaliagcdes;

2) A técnica de amplificacdo de DNA dos hemoparasitas por gPCR apresenta
alta sensibilidade e especificidade para o diagnéstico da B. bovis e B. bigemina
em amostras de sangue de bovinos portadores das babesioses;

3) Com base nos resultados da quantificacdo absoluta do nimero de copias
(NC) dos fragmentos dos genes mt-cyt B, especificos para B. bovis e B.
bigemina pela qPCR e da infestacdo pelo carrapato ao longo do periodo
experimental, pode-se confirmar que na regido estudada, a babesiose bovina

ocorre na forma de endemia estavel;

4) A baixa estimativa do coeficiente de correlagédo entre o nimero de copias
(NC) dos fragmentos dos genes mt-cyt B, especificos para B. bovis e B.
bigemina com as contagens de carrapatos realizadas ao longo do periodo
experimental sugerem que a variagdo no grau de parasitemia ocorre de forma

independente das infestacdes pelo R. (B.) microplus;

5) A oscilacdo do numero de copias (NC) dos fragmentos dos genes mt-cyt B,
especificos de B. bovis e B. bigemina nas diferentes estagdes do ano de 2015,
pode estar relacionada com o perfil de expressao dos genes do IFN-y, TNF-a e
IL-12B apresentado pelos animais dos extremos de
resisténcias/suscetibilidade;

6) Pode-se concluir ainda, que ha uma tendéncia de resposta Th1 evidenciada
pelos niveis de IFN-y, TNF-a, e IL-12B quantificados por meio da RT-gPCR nos
grupos de bovinos avaliados.
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