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UM SONHO NUM SONHO

Este beijo em tua fronte deponho!

Vou partir. E bem pode, quem parte,
francamente aqui vir confessar-te

que bastante razéo tinhas, quando
comparaste meus dias a um sonho.

Se a esperanga se vai, esvoacando,

que me importa se é noite ou se é dia...
entre real ou visdo fugidia?

De maneira qualquer fugiria.

O que vejo, 0 que sou e suponho

nao é mais do que um sonho num sonho.

Fico em meio ao clamor, que se alteia
de uma praia, que a vaga tortura.

Minha mao graos de areia segura

com bem forca, que € de ouro essa areia.

S&o tdo poucos! Mas fogem-me pelos
dedos, para a profunda agua escura.
Os meus olhos se inundam de pranto.
Oh! Meu Deus! E ndo posso reté-los,
Se 0s aperto na méo, tanto e tanto?
Ah! Meu Deus! E ndo posso salvar
um ao menos da furia do mar?

O que vejo, 0 que sou e suponho

sera apenas um sonho num sonho?

Edgar Allan Poe
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RESUMO

A Reacdo em Cadeia da Polimerase Quantitativa em Tempo Real (QPCR) foi utilizada
para avaliar o nivel de infeccdo por Babesia bovis e Babesia bigemina em bovinos de
corte. Foram utilizados 149 animais, sendo 74 bezerros e 75 vacas de trés grupos
genéticos diferentes (puros Bos indicus, ¥ Bos indicus + % Bos taurus e puros Bos
taurus). Os resultados obtidos foram analisados com o objetivo de verificar se ocorrem
variacbes entre 0s grupos geneéticos e faixas etarias estudadas quanto ao nivel de
infeccdo por babesias. De cada bovino foram colhidas amostras de sangue da veia
jugular e vasos periféricos, para extracdo de DNA, determinacdo do volume globular
(VG) e confeccao de esfregacos sanguineos. As amostras de DNA extraidas de sangue
venoso, colhidas com anticoagulante EDTA foram submetidas a amplificacdo pela
técnica de gPCR, utilizando sequéncias iniciadoras especificas para B. bovis e
B.bigemina. Pelo exame microscopico de esfregacos sanguineos verificou-se que,
nenhum animal adulto apresentou parasitemia patente por Babesia spp. Nos bezerros
foram diagnosticados 10,8% de infeccdo por B. bigemina (8/74), sendo 26,1%, 3,8% e
4% para 0s grupos geneéticos Angus, cruzados e Nelore, respectivamente. A taxa de
infeccao por B. bovis diagnosticados pela técnica de qPCR nos bovinos estudados foi
de 98,0% (146/149), sendo 100,0%, 98,0% e 96,0% para 0S grupos genéticos Angus,
cruzados e Nelore, respectivamente. As analises estatisticas do nivel de infeccdo
medido pelo nimero de cépias de DNA alvo nas amostras mostraram significancia
(P<0,05) dos trés fatores avaliados: grupo genético, categoria e a interacdo entre eles.
Foi possivel observar ainda que bovinos Bos taurus apresentaram maior suscetibilidade
as infeccdes por Babesia bovis e que a quantidade de DNA alvo desta espécie de
protozoario em bezerros, foi significativamente (P<0,05) superior ao de vacas. Para B.
bigemina, apenas amostras de DNA de bovinos %2 Bos indicus + %2 Bos taurus e puros
Bos taurus foram avaliados pela técnica de qPCR, devido a baixa concentracdo do DNA
alvo. Os resultados observados nesses grupos genéticos mostraram que, a taxa de

infeccdo por este protozoario para os 99 bovinos considerados foi de 100,0%. A



guantidade de DNA alvo de B. Bigemina, detectado pela técnica de amplificacdo do
DNA de sangue de bezerros foi superior (P<0,05) a das vacas. Os animais cruzados
apresentaram um nivel de infeccdo menor quando comparados aos Bos taurus, que
mostraram maior susceptibilidade as infec¢des por B. bigemina. A amplificacdo do DNA
em amostras de sangue de Bos indicus pela técnica de Nested PCR (nPCR)
apresentou alta sensibilidade. A taxa de infecc&o por B. bigemina foi de 92,0% (46/50).
Este método permitiu o diagndstico da infeccdo em todos os bezerros Nelore, sendo
que na categoria adulta, apenas 4 vacas ndo apresentaram parasitemia patente por B.

bigemina.

Palavras-chave: gado de corte, grupos genéticos, hemoparasitas, Rhipicephalus
(Boophilus) microplus



ABSTRACT

The Polymerase Chain Reaction Quantitative Real Time (QPCR) was used to assess the
level of infection with Babesia bovis and Babesia bigemina in beef cattle. We used 149
animals, 74 calves and 75 cows from three different genetic groups (Bos indicus pure, %
Bos indicus + Y2 Bos taurus and Bos taurus pure). The results were analyzed with the
objective of determining if there are variations between genotypes and age groups in the
level of infection with babesias. Each calf was sampled blood from the jugular vein and
peripheral vessels for DNA extraction, packed cell volume (VG) and preparation of blood
smears. DNA samples extracted from venous blood collected with EDTA anticoagulant
were subjected to gPCR amplification technique using sequence specific primers for B.
bovis and B.bigemina. By microscopic examination of blood smears showed that no
adult animals presented patent parasitemia by Babesia spp. Calves were diagnosed in
10.8% of infection by B. bigemina (8/74), and 26.1%, 3.8% and 4% for the Angus
genetic groups, crossbred and Nellore, respectively. The rate of infection by B. bovis
diagnosed by gPCR technique in cattle studied was 98.0% (146/149), and 100.0%,
98.0% and 96.0% for Angus genetic groups, crossbred and Nellore, respectively.
Statistical analysis of the level of infection measured by the number of copies of target
DNA in the samples showed significant (P <0.05) evaluated the three factors: genetic
group, category and the interaction between them. It was also possible to observe that
Bos taurus cattle showed greater susceptibility to infections by Babesia bovis and the
amount of target DNA of this species of protozoa in calves, was significantly (P <0.05)
higher than in cows. To B. bigemina, only DNA samples from cattle %2 Bos indicus + %
Bos taurus and Bos taurus pure technigue were assessed by qPCR, due to low
concentration of target DNA. The results observed in these genetic groups showed that
the rate of infection by this parasite for the 99 animals considered was 100.0%. The
amount of target DNA of B. Bigemina, detected by the technique of DNA amplification of
blood of calves was higher (P <0.05) in cows. The crossbred animals showed a lower

level of infection when compared to Bos taurus, which showed increased susceptibility



to infection by B. bigemina. The amplification of DNA in blood samples from Bos indicus
by the technique of Nested PCR (nPCR) had a high sensitivity. The rate of infection by
B. bigemina was 92.0% (46/50). This method allowed the diagnosis of infection in all
calves Nellore, and in the adult category, only four cows had no patent parasitemia by B.
bigemina.

Keywords: beef cattle, genetic groups, hemoparasites, Rhipicephalus (Boophilus)

microplus



1. INTRODUCAO

Nas regibes dos trépicos, o sucesso na atividade pecuéria é dependente de
varios fatores, dentre eles os que estdo relacionados ao potencial de producdo e a
capacidade de aclimatacdo dos animais ao ambiente, para que possam expressar todo
0 seu potencial genético. Porém, as enfermidades parasitarias constituem um fator
limitante para o desenvolvimento da bovinocultura em paises inseridos nesta faixa do
globo terrestre. O carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus e os agentes da
tristeza parasitaria bovina, além de promoverem uma queda drastica na produtividade,
podem provocar alta mortalidade entre os animais menos resistentes.

Estima-se que 400 milhdes de bovinos manejados em regides subtropicais e
tropicais no mundo estdo sujeitos as infec¢cdes ocasionadas pelas espécies do género
Babesia spp. (WRIGHT et al.,1989).

As babesioses bovinas constituem-se nas principais enfermidades transmitidas
pelo carrapato R. (B.) microplus, que se distribui amplamente nos paises da América
Latina (MONTENEGRO-JAMES et al., 1995). No Brasil, a Babesia bovis e a Babesia
bigemina sdo os agentes etiolégicos da doenca.

Estes hematozoarios invadem e se multiplicam no interior dos eritrécitos
provocando hemolise, e assim 0s animais acometidos apresentam quadros clinicos de
anemia, hemoglobindria, ictericia, prostracéo e hipertermia.

Os bovinos possuem mecanismos de defesa de origem humoral que conferem a
eles resisténcia as babesioses. Além das constantes inoculagbes que estimulam a
producédo de anticorpos, existem outros fatores que podem reduzir ou elevar a
suscetibilidade dos animais a doenca, dentre eles podemos mencionar fatores
nutricionais, estresse (FARIAS, 1995), flutuacbes na populacdo do carrapato vetor,
praticas de manejo (MAHONEY & ROSS, 1972), raca e idade dos animais (ALONSO et
al., 1992).

Com relacdo a subespécie, a maior resisténcia de bovinos Bos indicus e

cruzados com Bos taurus as babesias tem sido verificada. Entretanto, variagdes dentro



das subespécies tém sido observadas, constituindo uma area da pesquisa de grande
interesse em melhoramento genético e parasitologia veterinaria (JONSSON et al.,
2008).

Com o objetivo de intensificar a exploracdo bovina com fins lucrativos, tornando
0os produtores cada vez mais competitivos frente as exigéncias do mercado
consumidor, os pecuaristas tém adquirido animais de alto mérito genético. Entretanto, a
babesiose além de causar uma série de prejuizos a bovinocultura nacional, também
gera restricbes quanto a introducdo de animais Bos taurus, constituindo-se num
obstaculo a intensificagdo da pecuaria no Brasil.

Embora haja diversos estudos sobre a resisténcia de bovinos ao carrapato
(FRISCH et al., 2000), existem poucos estudos sobre a resisténcia as babesioses.
Entretanto, esta doenca desempenha um papel preponderante na manutencdo das
infestacdes pelo artropode. O risco de um programa de reducdo da populacdo de
carrapatos esta diretamente relacionado a restricdo na imunidade dos animais aos
hemoparasitas, com a criacdo de zonas de instabilidade endémica o que poderia ter
graves consequéncias para os rebanhos criados nessas areas. Somente seria seguro
reduzir substancialmente as populacdes do vetor se fosse possivel aumentar a
resisténcia dos animais contra os agentes da “Tristeza Parasitaria Bovina” (TPB).

O principal método empregado para o diagndéstico das babesioses € por meio do
exame microscopico de esfregacos sanguineos, colhidos de vasos periféricos. Os
testes sorolégicos constituem os métodos indiretos de diagndéstico, que detectam
anticorpos sintetizados pelo organismo dos bovinos contra 0s agentes infecciosos.
Estes exames séo utilizados em levantamentos epidemiolégicos demonstrando o grau
de protecdo de um determinado rebanho frente aos protozoarios (FARIAS, 1995).

Recentes inovacdes tecnoldgicas na area da biologia molecular possibilitaram, a
partir da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), o desenvolvimento da Reagcdo em
Cadeia da Polimerase Quantitativo em Tempo Real (QPCR). Este método, além de
diagnosticar as babesioses bovinas, permite obter uma estimativa aproximada do grau
da parasitemia dos animais, mediante a amplificacdo de uma sequéncia de DNA

especifica, sendo considerada de alta sensibilidade, especificidade e reprodutibilidade.



s

O controle é baseado principalmente no combate ao vetor da doenca, o
carrapato R. (B.) microplus. No entanto, o uso de acaricidas como ferramenta exclusiva
de controle tem seu futuro comprometido, devido ao progressivo aumento no nimero de
casos de resisténcia aos principios quimicos usados e a falta de perspectivas para o
desenvolvimento de novas moléculas. Além disso, a presenca de residuos de
medicamentos nos produtos de origem animal é apontada como um grave problema
para a saude publica e para a comercializagcdo dos produtos de origem animal.

Desta forma, o melhor entendimento das relagbes existentes entre parasita-
hospedeiro, especialmente com respeito a estimativa do nivel de infeccdo entre grupos
genéticos das diferentes subespécies, fornecera subsidios para o estabelecimento de
métodos mais efetivos de controle das hemoparasitoses causadoras das babesioses

bovinas.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. As babesioses bovinas

2.1.1. Histoéria

Do ponto de vista epidemiolégico, as infec¢cbes causadas por Babesia spp. sdo
descritas conforme a dinamica populacional do carrapato, Rhipicephalus (Boophilus)
microplus, sendo o bovino o principal hospedeiro vertebrado (BOCK et al., 2004).

Esta espécie é originaria da Asia, foi descrita por Canestrini em 1887, sendo
introduzida no Brasil juntamente com os bovinos trazidos pelos portugueses, ainda no
século XVI (LABRUNA et al., 1997). O carrapato encontra-se amplamente disseminado
em regides mais apropriadas ao seu desenvolvimento, situada entre os paralelos 32° N
e 32° S, estando quase todo o territério brasileiro inserido em sua area de distribuicao
(OLIVEIRA -SEQUEIRA & AMARANTE, 2002).

Em 1888, Victor Babes e sua equipe de pesquisadores iniciaram estudos que
objetivavam descobrir a causa de uma enfermidade caracterizada por um quadro de
anemia hemolitica em bovinos na Roménia. Estes cientistas associaram a doenca a
presenca de microrganismos intra-eritrocitarios em animais infectados, denominando-
os de Haematococcus bovis, pois acreditavam que bactérias fossem os agentes
etiolégicos desta hemoglobindria enzodtica (UILENBERG, 2006).

No final do século XIX, as perdas ocasionadas pela “Febre do Texas” no Sul dos
Estados Unidos incentivaram as investigacées que culminaram na demonstracao, pela
primeira vez, do envolvimento de um artrépode na transmissdo de protozooses. Nessa
época, 0 prejuizo estimado pela doenca foi cerca de US$ 40 milh6es a US$ 100
milhdes anuais (BOWMAN, 2010).

Em 1893, dois pesquisadores americanos, Smith & Kilborne, apos observarem a
ocorréncia da enfermidade e os sintomas similares a doenca descoberta recentemente

na Europa, fizeram associacbes com a presenca de microorganismos no interior de



eritrécitos dos animais infectados. Estes autores descobriram que o agente causador
da enfermidade era um protozoério, por eles denominado de Pyrosoma bigeminum e
comprovaram que este parasita era inoculado por um carrapato, o Boophilus annulatus,
presente na América do Norte. Esta descoberta foi extremamente importante tanto para
a area epidemiolégica como para a pesquisa referente a transmissdo de agentes
patogénicos. Além disso, foi esse conhecimento que possibilitou a erradicacdo da
babesiose bovina nos Estados Unidos, a partir da erradicacdo do transmissor,
Boophilus annulatus (KREIER, 1977).

Em muitos paises, no entanto, a erradicacdo do carrapato néo € viavel e desse
modo, o conhecimento da relacéo parasita-hospedeiro e da epidemiologia da doenca
torna-se primordial para que novas técnicas de controle possam ser desenvolvidas.

Ainda em1893, Starcovici analisando as semelhancas existentes entre o0s
microorganismos pertencentes aos géneros Haematococcus e Pyrosoma prop0s a
inclusdo dos mesmos, em um novo género denominado de Babesia, em homenagem
ao pesquisador romeno Victor Babes (UILENBERG, 2006).

Apés a publicacdo destes trabalhos, a babesiose foi descoberta em varios
paises do mundo (BOCK et al., 2004).

No Brasil, a enfermidade foi diagnosticada pela primeira vez em 1901 por
Francisco Fajardo, mediante ao exame microscopico de esfregacos sanguineos de
bovinos (FONSECA & BRAGA, 1924).

2.1.2. Ciclo biolégico

O género Babesia spp. pertence ao filo Apicomplexa, classe Sporozoasida,
ordem Eucoccidiorida, subordem Piroplasmorina e familia Babesiidae (LEVINE, 1971;
ALLSOPP et al 1994).

De acordo com LEVINE (1988), sdo reconhecidas mais de cem espécies deste
género, sendo que no Brasil ocorrem exclusivamente a B. bovis e B. bigemina.

As babesias sdo hemoparasitas heteroxenos, ou seja, necessitam de dois

hospedeiros para completarem o ciclo evolutivo. O desenvolvimento dos agentes das



babesioses bovinas nos hospedeiros vertebrados ocorre exclusivamente no interior dos
eritrocitos sanguineos. A inoculacdo das formas infectantes, ou esporozoitas,
presentes nas glandulas salivares dos carrapatos ocorre durante o repasto sanguineo,
infectando, desta forma os bovinos. Apdés penetrarem nas hemacias, elas se
transformam em merozoitas devido a reproducao assexuada.

A inoculacdo da B. bovis é realizada somente pelas larvas do Rhipicephalus
(Boophilus) microplus (MAHONEY & MIRRE, 1974), enquanto que a B. bigemina &
inoculada tanto pelas ninfas, como pelos adultos deste artropode (CALLOW & HOYTE,
1961).

Com relagdo a estrutura, as babesias sao piriformes, possuem trés membranas,
ndcleo, nucléolo e, na extremidade anterior, 0 complexo apical com organelas (roptrias
e micronemas). Nessas organelas estdo presentes substancias responsaveis pelo
direcionamento e sintese de enzimas que promovem a penetracdo dos protozoarios
nas células vermelhas dos hospedeiros vertebrados. A introducdo dos hemoparasitas
no interior dos eritrocitos sanguineos ocorre em cinco fases distintas: contato entre as
hemacias e 0s esporozoitas; orientacdo do complexo apical na direcdo das células
parasitada; fusdo entre as membranas do eritrécito e do protozoario; liberacdo do
conteudo das roptrias e; formacdo do vacuolo parasitéforo (KAKOMA & MELHORN,
1994).

Posteriormente, acontece a desintegracdo deste vacuolo promovendo a
liberacdo dos trofozoitos, que sédo as formas aptas a se dividirem. Em seguida, essas
formas evolutivas sofrem divisdo binaria, ou merogonia, dando origem a dois
merozoitas. Estes por sua vez, apés se reproduzirem rompem e saem da célula
parasitada, possibilitando que outros eritrocitos integros também sejam invadidos,
dando continuidade a multiplicacdo dos agentes da doenca (BOCK et al., 2004).

No hospedeiro invertebrado, a infeccdo por Babesia spp. pode ocorrer durante o
periodo final de parasitismo das fémeas, ocorrendo a ingestdo de sangue contendo
merozoitas e pela transmissdo transovariana, acarretando a infeccdo das progénies

dessas teledginas.



Koch e Kleine, em 1906 foram os primeiros cientistas a registrarem a existéncia
da reproducdo sexuada no género Babesia spp. ocorrida no conteudo intestinal das
fémeas de carrapatos. Por meio de observacfes sistematicas, estes pesquisadores
observaram formas estranhas dos protozoarios, que foram denominadas de corpos
estrelados (KAKOMA & MELHORN, 1994). Ao que tudo indica as estruturas
observadas pelos autores correspondia na época, ao que hoje se sabe, aos gametas
das babesias. Posteriormente, surgiram varios estudos que sustentaram a hipotese de
reproducdo sexuada nesses hematozoarios (MACKENSTEDT, 1995; RIEK, 1964).

No intestino das teledginas, ocorre a fusdo destes corpos estrelados, dando
origem aos zigotos, ou oocinetos, que penetram no interior das células da parede
intestinal. Os zigotos se desenvolvem e multiplicam-se por sucessivos ciclos de fissao
multipla, ou esporogonia, acarretando o rompimento das células originando os
esporocinetos, ou vermiculos. Estes, por sua vez, sao liberados na hemocele (FARIAS,
1995).

Ao atingirem o liquido circulatorio os esporocinetos se disseminam em diversos
orgaos, inclusive nos ovarios do artropode, onde sofrem novos ciclos de esporogonia
gue persistem até a morte da teledgina, apds a postura dos ovos (BOCK et al., 2004).

A disseminacdo dos esporocinetos em células ovarianas infecta a progénie do
carrapato, estabelecendo a transmisséo transovariana. Isto significa dizer que, 0os ovos
postos pelo vetor j4 estardo infectados pelos agentes da doenca, ocorrendo
posteriormente multiplicacbes sucessivas nos ovos, embrides e larvas. Em Babesia
bovis, as formas infectantes estardo presentes nas glandulas salivares cerca de dois a
trés dias, ap6s a fixacdo das larvas no bovino. Ja em Babesia bigemina, os
esporozoitas serdo formados nas glandulas salivares de ninfas e adultos, apds nove
dias da fixacdo dos mesmos (RIEK, 1964, 1966; HOYTE, 1961).

Mediante os dados registrados na literatura, a transmissdo transovariana nos
hospedeiros invertebrados, pode ser considerada a via de infeccdo em termos
epidemioldgicos, mais importante das babesioses bovinas em uma determinada
localidade justificando, desta maneira, sua ampla disseminacdo em varios estados

brasileiros.



2.1.3. Sintomatologia clinica

De uma maneira geral, animais infectados pelas babesias, apresentam
temperatura corporal elevada e intensa anemia como sinais clinicos da doenca. Como
consequéncia, eles se tornam anoréxicos, desidratados, ictéricos e possuem a pelagem
aspera.

A Babesia bovis se concentra nos eritrdcitos localizados no interior de capilares
viscerais, ocasionando doencas em virtude da obstru¢cdo do fluxo sanguineo para
orgaos vitais, tais como rins e cérebro (WRIGHT et al., 1979). Desta maneira, a anoxia
nos 6rgaos ocorre com frequéncia. A sintomatologia nervosa € caracteristica de animais
infectados por esta espécie, podendo leva-los a morte em poucos dias. Quadros de
incoordenacdo motora, agressividade, excitacdo, tremores musculares, ranger dos
dentes e eventualmente o coma séao sintomas bastante comuns acarretados por este
hemoparasita (KAKOMA & MELHORN, 1994).

Em contrapartida, a Babesia bigemina acarreta hemdlise progressiva das
hemacias, sendo necessario um maior nimero de dias para causar o 6bito de animais
parasitados. A hemoglobinuria consiste na sintomatologia tipica de bovinos acometidos
por esta espécie, pois a hemoglobina liberada de forma gradativa em decorréncia da
ruptura das células vermelhas é filtrada pelos rins deixando a urina com coloracao
vermelho-escura (FARIAS 1995).

2.1.4. Patogenia

A B. bovis é considerada mais patogénica que B. bigemina e o grau de
patogenicidade pode ainda variar com a cepa e o tamanho do inéculo (LEMOS, 1998).
A gravidade da doenca depende de fatores inerentes aos bovinos como idade, estado
nutricional, raca e subespécie. De acordo com dados da literatura, animais pertencentes
a subespécie Bos indicus sao mais resistentes aos agentes das babesioses, quando

comparados com individuos da subespécie Bos taurus (UILENBERG, 1995). No



entanto, € valido salientar que existem variacdes no nivel de infeccdo dentro de racas

nas diferentes subespécies.

2.1.5. Perdas econdmicas

As babesioses bovinas representam economicamente, a enfermidade mais
importante transmitida por um acaro em varios paises do mundo. Quando se avalia o
impacto econémico que esta enfermidade acarreta, todos os fatores ligados de maneira
direta ou indireta devem ser considerados. Sem duvidas, 0 aspecto mais preocupante
consiste no alto indice de mortalidade de uma populacdo suscetivel. Esta situacao
ocorre quando se introduz animais oriundos de regides livres do artrépode em areas
consideradas endémicas. Assim, medidas preventivas de controle devem ser
instauradas no local para se prevenir eventuais surtos da doenca, pois ndo ocorrera o
equilibrio entre, carrapato vetor, babesias e os hospedeiros vertebrados.

As perdas econdmicas geradas por essas hemoparasitoses sdo decorrentes do
decréscimo na producéo de leite, diminuicdo no ganho de peso e conversao alimentar
dos animais infectados, baixa eficiéncia reprodutiva de touros e matrizes, altas taxas de
morbidade e mortalidade dos individuos menos resistentes, consumo de carrapaticidas,
além do consumo de recursos com assisténcia meédico veterinaria, dispéndio com
medicamentos e tratamentos preventivos. Em suma, 0s prejuizos econdmicos
ocasionados devido a queda no desempenho produtivo dos animais irdo refletir de
maneira consideravel na cadeia produtiva do leite e da carne.

Na Ameérica Latina, o0 carrapato e 0s protozodrios transmitidos sdo o0s
responsaveis por sérios prejuizos ocasionados aos criadores (NARI, 1995).

No Meéxico, a infestagcdo pelo artropode e das babesioses acarretam a
diminuicdo de 48% na producao de leite e anualmente, a morte de 150 mil cabecas
gado (BELTRAN, 1977).

No Uruguai, estima-se que as perdas atingem aproximadamente, a cifra de US$
20 a 40 milhdes por ano (AZAMBUJA et al., 1994).



Na Argentina, 0s prejuizos anuais em areas, onde a enfermidade ocorre de
maneira endémica foi de US$ 6,2 por animal (GUGLIELMONE 1991).

No Brasil, o complexo da Tristeza Parasitaria Bovina (TPB - Babesia bovis,
Babesia bigemina e Anaplasma marginale) acarreta anualmente, um prejuizo
econdmico em torno de US$ 500 milhdes (GRISI et al., 2002). Além disso, as limitacbes
que esta endemia impde a expansdo da criacdo de bovinos de ragas européias em
NnosSso pais causam enormes prejuizos provenientes da maior dificuldade para
intensificacdo desta atividade pecuaria e também proveniente da menor qualidade e
valor dos produtos carneos exportados.

Estudos realizados por McLEOD & KRISTJANSON (1999), possibilitaram
estimar o impacto econdémico do R. (B.) Microplus, das babesioses e anaplasmose, em
paises como, Australia, Africa e Asia. Na bovinocultura da Austrélia, foi calculado um
prejuizo anual de aproximadamente US$16,9 milhdes, sendo este empregado apenas
para controlar essas doencas. Porém, se fosse contabilizado o gasto no combate ao
vetor, as perdas seriam ainda maiores. No Quénia, Zimbabwe, Tanzania, Africa do Sul,
China, India, Indonésia e nas Filipinas, os prejuizos para controlar a Tristeza
Parasitaria Bovina foram de 5,1; 5,4; 6.,8; 21,6; 19,4; 57,2; 3,1 e; 0,6 milhdes de

dolares anuais, respectivamente.

2.1.6. Controle

O controle das babesioses no Brasil tem sido baseado principalmente no uso de
acaricidas contra R. (B.) microplus e por meio de métodos imunoprofilaticos, tais como,
vacinacao e premunigao.

Com relacdo aos carrapatos, o uso de acaricidas representa o0 método mais
adotado pelos criadores no combate ao vetor biolégico da doenca. Porém, a utilizacéo
indiscriminada destes medicamentos, além de contaminarem os produtos de origem
animal e se acumularem no ambiente, eleva a resisténcia dos carrapatos aos principais
componentes da formula, tornando-os ineficazes, bem como os custos de producao
(JONSSON et al., 2007; JONSSON & HOPE., 2007).



Os carrapaticidas como ferramenta exclusiva de controle ao artropode, tém seu
futuro comprometido devido ao progressivo aumento do nimero de casos de resisténcia
aos componentes da formula e a falta de perspectiva na descoberta de novas
moléculas com propriedades quimioterapicas. Além disso, ha de se considerar a
inexisténcia de um plano nacional de controle e/ou erradicacdo do carrapato e a
extensdo de sua distribuicdo no territorio brasileiro, como obstaculos ao controle das
babesioses por meio do combate ao vetor.

Na vacinacdo, ocorrem a imunizagdo de bovinos suscetiveis contra o0s
hemoparasitas, provenientes de areas livres com cepas vivas atenuadas. A premunicao
consiste em inocular sangue de animais portadores sadios, em animais menos
resistentes do rebanho (CONNAWAY e FRANCINES, 1899).

Os meétodos imunoprofildticos apresentam, entre outros inconvenientes,
resultados variaveis, ndo impedindo, com frequéncia, a ocorréncia de perdas
significativas. Os principais problemas que s&o frequentemente registrados pela
utilizagcdo das vacinas disponiveis no mercado, sdo a irregularidade dos niveis de
protecédo conferidos em relacéo ao desafio subsequente e a instabilidade da imunidade.
As originarias de proteinas especificas, se encontram em fase experimental (BROWN et
al., 2006) e, portanto, indisponivel para uso a campo. Em relagdo a premunicéo, o
inconveniente é o elevado indice de mortalidade em bovinos adultos, por serem menos
resistentes, ja que este procedimento deve ser realizado em bezerros, com idade ao
redor dos seis meses (FARIAS, 1995).

2.1.7. Epidemiologia

As observacdes de prevaléncia das Babesia spp. em determinada area séo
fundamentais para se predizer a situacdo epidemiolégica do local, indicando se ha uma
situagdo de controle ou de epidemia. Além disto, o conhecimento da interagéo entre o
carrapato vetor, agentes da doenca e o hospedeiro vertebrado é de extrema
importancia para que sejam adotadas medidas profilaticas adequadas, minimizando as

perdas.



Em termos epidemioldgicos, as regides de ocorréncia de babesioses bovinas sdo
classificadas em areas livres, areas de estabilidade ou de instabilidade endémica,
dependendo, primariamente, da dinamica populacional dos carrapatos vetores
(MAHONEY e ROSS, 1972).

As areas livres sdo caracterizadas pela inexisténcia do R. (B.) microplus, onde as
condicbes ambientais adversas impedem o fechamento do ciclo biologico deste
artropode e sendo assim, a parasitemia ndo ocorre.

A estabilidade endémica é a situacdo em que a transmissao do protozoario €
frequente e a infeccdo primaria dos animais ocorre durante o periodo em que eles séo
muito jovens e estdo protegidos pela imunidade passiva dos anticorpos colostrais e por
fatores ndo especificos (presenca de timo, hemoglobina fetal, etc.). Nessa situacéo de
estabilidade endémica, estima-se que 75% dos bovinos com idade entre seis a nove
meses sdo infectados pelas Babesia spp., no qual a parasitemia ocorre em niveis
baixos (MAHONEY et al., 1973), ou, em decorréncia de casos isolados de queda da
resisténcia individual em animais adultos. Nessas areas, 0s animais jovens recebem
anticorpos maternos via colostro de vacas imunes, sendo que 0s anticorpos colostrais
persistem por aproximadamente trés meses (MONTENEGRO-JAMES et al., 1985). A
imunidade passiva pode persistir por até seis meses de idade para B. bovis e de trés a
guatro para B. bigemina.

As areas de instabilidade sdo caracterizadas pela ocorréncia de surtos, existindo
um grande numero de casos clinicos da doenca, sobretudo de curso agudo e com
elevados indices de mortalidade (UILEMBERG, 1995). Nessas regides, 0s animais
jovens nédo se infectam por um prolongado periodo apés o nascimento e a imunidade
dos adultos ndo sofre reforco através das reinfestagbes pelos carrapatos.
Consequentemente, 0s animais passam por um longo periodo sem o vetor e sem 0s
protozoérios por ele inoculados. Isso significa dizer que, os bovinos ficam sujeitos as
novas infestacbes, apenas na época favoravel ao desenvolvimento do &caro,
promovendo uma oscilagdo nos niveis de anticorpos contra as babesias. Nessa

situacdo, os mesmos acabam se tornando insuficientes para conferir imunidade ao



rebanho frente ao indculo, quando a infestacdo aumenta. Desta maneira, a exposi¢ao a

carrapatos infectados pode dar origem a surtos graves de babesiose (De WALL, 1996).

2.1.8. Resisténcia versus categoria animal

Em relacdo a idade dos animais, consideram-se 0s jovens naturalmente mais
resistentes. Além da imunidade passiva conferida pelos anticorpos colostrais, estes
animais apresentam resquicios de hemoglobina fetal que permanecem no organismo
até os nove meses de idade (FARIAS, 1995).

Apesar da elevada resisténcia, as babesioses sao diagnosticadas com
frequéncia em animais jovens. Nas regibes Sudeste e Centro-Oeste do Brasil, séo
freqlentes os casos clinicos da doenca nesta categoria, do nascimento ao desmame
(KESSLER et al., 1983). Nos Estados do Mato Grosso do Sul e Minas Gerais, regioes
consideradas estaveis em termos epidemiolégicos, PATARROYO et al. (1982)
constatou 0 mesmo tipo de infeccdo. Ainda na regido Sudeste, GONCALVES (2000)
observou uma maior prevaléncia da parasitemia em bezerros de até oito meses de
idade e em animais adultos oriundos de areas livres de carrapatos. Essa situacdo pode
ser explicada devido a queda na imunidade passiva a partir do 28° dia apds o
nascimento, quando os titulos de anticorpos s&o baixos, aumentando a possibilidade
dos bezerros desenvolverem as babesioses de maneira aguda (MADRUGA et al., 1984;
OLIVEIRA et al., 2005).

2.1.9. Diagnostico

Bovinos que se recuperam da infeccao primaria tornam-se portadores sadios e a
deteccdo dos hemoparasitas por meio de exames microscopicos de esfregacos
sanguineos tornam-se dificeis, devido a baixa sensibilidade desta técnica. Apesar de
ser um método de diagndstico relativamente barato, s6 apresenta bons resultados
guando se examina animais clinicamente afetados. Assim, para estudos

epidemiolégicos, em que se necessita identificar animais infectados nos estagios



iniciais e os portadores assintométicos da doenca, o exame direto ndo pode ser
utilizado (COSTA-JUNIOR et al., 2006).

A duracao do estado de portador pode variar em funcéo da espécie do parasita e
da subespécie dos bovinos infectados. Nas infec¢cdes por B. bovis, o estado de
portador pode ser mantido por toda a vida em animais Bos taurus (MAHONEY et al.,
1973), enquanto que em Bos indicus, 0 parasita se mantém por periodos de cerca de
trés anos (JOHNSTON et al., 1978). Para Babesia bigemina o estado de portador varia
entre um ano e 57 meses (CALLOW, 1984; FIGUEROA et al.,1993).

Frente as dificuldades demonstradas para o diagnostico pelo método direto, os
estudos epidemioldgicos, foram, e ainda continuam sendo realizados por meio de
exames sorologicos, devido a elevada sensibilidade e especificidade da técnica. A
situacdo epidemioldégica em uma determinada regido de ocorréncia da parasitemia
pode ser definida, por meio do status imunolégico dos animais (MAHONEY et al.,
1973).

Para a deteccdo dos animais portadores em um determinado rebanho, pode-se
usar os testes de aglutinacdo rapida (MADRUGA et al., 2000); os testes de
imunofluorescéncia indireta - RIFI (MADRUGA et al, 1984) e os testes
imunoenzimaticos - ELISA teste (MADRUGA et al., 1997), sendo os dois ultimos, os
mais empregados para o diagnostico das Babesia spp. (FARIAS, 1995). Apesar destes
exames detectarem anticorpos especificos contra 0s parasitas, apresentam uso
limitado, porque indicam a exposi¢do ao agente, mas nao informam sobre o estagio da
infeccdo (WAGNER et al., 1992).

Técnicas moleculares desenvolvidas recentemente resolveram a maioria dos
problemas relacionados a deteccdo de animais portadores em popula¢des de bovinos,
possibilitando a determinacéo rapida dos riscos de ocorréncia de surtos (FIGUEROA et
al., 1993; OLIVEIRA et al., 2005; OLIVEIRA-SEQUEIRA et al., 2005; OLIVEIRA et al.,
2008). Tais métodos se baseiam na observagdo do DNA de parasitas em amostras de
sangue de animais infectados e, vém demonstrando algumas vantagens sobre o0s

métodos convencionais de diagnéstico. Além de serem mais rapidos, apresentam alta



sensibilidade e especificidade. Desta maneira, sua utilizagdo no controle de doencas
infecciosas tem sido cada vez mais intenso (AZAMBUJA et al., 1994).

Na andlise direta do material genético, € possivel identificar o agente causador
de determinada doenca, por meio da amplificacdo da regido especifica de seu DNA,
utilizando a Reacdo em Cadeia da Polimerase (SAIKI et al., 1985; MULLIS &
FALOONA, 1987).

Esta técnica consiste em uma reacdo 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 copias do fragmento de interesse,
por meio da utilizacdo de uma solucdo tampdo contendo ions de magnésio (Mg),
desoxirribonucleotideos trifosfatos livres (ANTPs), sequéncias iniciadoras (“primers”)
complementares a regido do DNA que flanqueiam a regido que se deseja reproduzir,
sendo a reacdo catalisada por uma enzima termoestavel, a Taqg DNA Polimerase, que
permitiu a automacéao da técnica (SAIKI et al., 1988).

A PCR tem sido utillizada em diversas pesquisas, pois abriu enormes
perspectivas para o diagnostico de varias doencas e a deteccdo de agentes
infecciosos: estudos epidemiologicos em malaria (ROPER et al., 1996), diferenciacao
de Toxoplasma gondii e Neospora caninum (LALLY et al., 1996), casos clinicos de
criptosporidioses (LENG et al., 1996), dentre outras.

No que se refere as babesioses bovinas, em areas endémicas estaveis, onde os
animais sao constantemente submetidos a infestacbes por carrapatos, taxas de
infeccao por Babesia spp. proximas de 100% foram detectadas por meio de exames de
amplificacdo do DNA parasitario em bezerros e vacas, tanto em rebanhos leiteiros
(OLIVEIRA et al., 2005; OLIVEIRA-SEQUEIRA et al., 2005), como de corte, Bos indicus
e com os diferentes graus de sangue Bos taurus (OLIVEIRA et al., 2008).

A PCR como método de diagndstico dos protozoarios deste género, possui uma
sensibilidade 100 vezes maior, quando comparada com o limite de detec¢do do exame
microscopico de esfregagos sanguineos (BOSE et al., 1995; FAHRIMAL et al., 1992).
Em adicdo, este método permite detectar 10 pg do DNA dos hemoparasitas em

amostras de sangue de animais infectados (BOSE et al., 1995). Em contrapartida, a



sensibilidade do teste pode ser elevada mediante a utilizacdo da técnica de Nested
PCR (nPCR) (COSTA-JUNIOR et al., 2006).

A nPCR consiste no emprego de sequéncias externas e internas de nucleotideos
dos “primers”, para que seja possivel a execucdo da PCR e Nested PCR,
respectivamente. Em seguida, numa segunda bateria de amplificacdo, sequéncias
iniciadoras internas as adotadas na PCR primaria sdo utilizadas, elevando o numero de
copias do DNA alvo e a sensibilidade da técnica (FIGUEROA et al., 1996).

Posteriormente, houve inovacao tecnoldgica a partir da PCR surgindo a Reacgéo
em Cadeia da Polimerase Quantitativo em Tempo Real (QPCR). A gPCR tem sido
amplamente utilizada por pesquisadores, principalmente em decorréncia de suas
vantagens. A alta sensibilidade e especificidade desta técnica permitem substituir
métodos de diagnodstico que demonstrem alta especificidade, porém de menor
sensibilidade como o exame microscopico de esfregacos sanguineos (OURA et al.,
2004).

A gPCR consiste em uma metodologia que emprega compostos fluorescentes
gue permitem o acompanhamento da reacao em tempo real (MONIS et al., 2005). Esta
técnica também pode ser utilizada na deteccao de patégenos (FRANCINO, et al., 2006),
expressao de genes e regulacdo (FOLLO et al., 2006) e discriminacéo alélica (BEST.,
2005).

Todavia, a gPCR pode ser concluida muito rapidamente, pois dispensa
manipulacdes poés-amplificagcdo impedindo, desta forma, que haja produtos de
contaminacdo na amostra (HEID et al., 1996).

Esta técnica, além de diagnosticar, possibilita quantificar o DNA oriundo de
Babesia spp. presentes em amostras de sangue colhidas dos bovinos, apresentando-se
como um método extremamente sensivel e confiavel (Ke et al., 2006; OLIVEIRA et al.,
2008).

RAMOS et al. (2011) observaram que a gPCR possibilita diagnosticar um maior
namero de animais positivos, quando comparada com a PCR, em estudos relacionados

a ocorréncia da Babesia bovis em uma area considerada estavel enzo6ticamente.



Além das babesioses, o desenvolvimento da técnica de amplificacdo de
segmentos de DNA utilizando a gPCR, permitiu a detec¢cdo de outros agentes de
doencas, tais como: Anaplasma marginale em bovinos infectados (CARELLI et al.,
2007), reovirus aviario (ARV), que acarreta varias doencas importantes em aves (Ke et
al., 2006) e leishmaniose em caes (FRANCINO., 2006).

2.2. Resisténcia de animais Bos taurus e Bos indicus aos carrapatos e

as babesias

A identificacdo e selecdo de bovinos resistentes as doencas parasitarias podem
ser importantes para o desenvolvimento de métodos mais efetivos de controle das
mesmas, 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 minimizacdo das perdas. Todavia, essa
caracteristica deve ser explorada, constituindo uma ferramenta auxiliar importante no
controle de Rhipicephalus (Boophilus) microplus e, consequentemente dos

hemoparasitas inoculados.

2.2.1. Resisténcia entre subespécies aos carrapatos

Existem diferencas significativas entre bovinos, quando se considera a
subespécie em que pertencem. Dentre elas, podem-se mencionar as diferencas com
relacdo ao desenvolvimento, eficiéncia produtiva e reprodutiva, precocidade de
terminacdo, adaptabilidade ao meio, exigéncias nutricionais e resisténcia a ecto e
endoparasitas.

Animais Bos indicus, de uma maneira geral, apresentam grande rusticidade,
caracterizada pela elevada capacidade de tolerancia ao calor em regides tropicais e
resisténcia aos parasitas, decorrentes de caracteristicas fisiologicas que favorecem a
aclimatacdo desses individuos nos tropicos: pélos curtos e lisos que propiciam a

dissipacao do calor. Por outro lado, bovinos Bos taurus demonstram baixa toleréncia ao



calor em regifes tropicais, quando expostos a intensa radiacdo solar e elevada
suscetibilidade aos parasitas. Provavelmente, o intenso parasitismo em animais desta
subespécie é decorrente de caracteristicas fisiolégicas que os favorecem, tais como:
pele geralmente espessa, recoberta de longos pélos que impedem a eliminacdo do
calor (MARQUES,1969).

Dessa forma, a aclimatacdo dos Bos indicus em areas tropicais, pode ser
atribuida a capacidade de manterem a homeostase organica, mesmo quando
submetidos a situagbes de stress térmico, sendo resultado de glandulas sudoriparas
maiores, menores taxas metabolicas e caracteristicas na pelagem que diminuem
absorcao da radiacéo solar (HANSEN, 2004).

Os diferentes grupos genéticos demonstram certa divergéncia com relacdo a
suscetibilidade ao R. (B.) microplus. Em geral, de acordo com dados registrados na
literatura, animais Bos indicus s@o considerados menos suscetiveis as enfermidades
parasitarias e as infestacdes por ectoparasitos, quando comparados com Bos taurus.
Vérios autores (UTECH et al.,1978; OLIVEIRA et al., 1989; GOMES, 1998; JONSSON
et al.,, 2000; TEODORO et al. 2004) observaram diferencas na resisténcia aos
carrapatos entre bovinos de diferentes subespécies.

Entretanto, o mecanismo de resisténcia dos bovinos aos carrapatos, além de ser
um fendbmeno complexo, ainda é pouco conhecido. RIEK (1962) descreveu dois desses
mecanismos, classificando-os como resisténcia inata e resisténcia adquirida. O
primeiro, ja existe no animal quando ocorre o0 primeiro contato com o artropode. O
segundo comeca a ser observado apos infestacdes sucessivas.

A grande resisténcia conferida ao gado indiano também pode ser explicada, pelo
simples fato destes animais terem convivido milhares de anos com o artropode. Sendo
assim, esta subespécie passou por um longo processo de selecdo, no qual os mais
sensiveis foram eliminados naturalmente do ambiente, tendo persistido somente
agueles geneticamente resistentes (THIESEN, 1979; LEMOS, 1986). Além das
caracteristicas fisioldgicas, a alta suscetibilidade do gado europeu frente ao intenso
parasitismo, provavelmente decorre do contato restrito que estes individuos possuem

com o carrapato, fato este que os tornam altamente vulneraveis.



Estudos realizados no intuito de avaliar a resisténcia dos Bos taurus frente as
infestacdes por R. (B.) microplus (WAMBURA et al., 1998; MATTIOLI et al., 2000)
verificaram que, apesar de desenvolverem certa imunidade, esses animais nao
conseguem controlar as infestagcbes com a mesma eficiéncia que os Bos indicus. Ao
que tudo indica, o nivel da resposta imunoldgica neste Ultimo grupo é mais eficiente
qguando comparados com 0s Bos taurus.

Porém, existem racas dentro desta subespécie que apresentam diferentes niveis
de resisténcia ao carrapato, sendo a raca Jersey considerada a mais resistente dentre
as racas europeias (UTECH et al., 1978).

Essas diferencas também foram observadas por BYFORD et al. (1976), ap6s
avaliarem a resisténcia entre Bos taurus e animais oriundos de seu cruzamento com
Bos indicus. Estes autores observaram que, bovinos cruzados demonstraram uma
resisténcia promissora, considerada de moderada a alta. E por essa razdo que a
procura por animais cruzados tem se intensificado em nosso pais, em virtude da
possibilidade de elevar a eficiéncia produtiva nos rebanhos.

LEMOS et al. (1985), realizaram estudos que objetivava avaliar a resisténcia ao
carrapato, em novilhas de diferentes grupos genéticos, sendo que a composi¢cdo
genética dos animais experimentais variava entre % Holandés + Bos taurus, até
Holandés “puro por cruza”. Os pesquisadores observaram que, quanto maior 0
percentual de genes de ragas européias na composi¢ao genética dos bovinos, maior foi
o grau de infestacdo pelo R. (B.) microplus.

Em experimentos realizados no intuito 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 infestacdo intermediaria. Segundo
MADRUGA et al. (1987), o grau de infestacdo em animais da raca Nelore é considerado
menor do que o limiar econémico de controle, sendo adequado para manter o equilibrio
enzodtico da (TPB).



Com relacdo aos parametros genéticos para a caracteristica de resisténcia ao R.
(B.) microplus, as estimativas de herdabilidade, obtida por varios autores, (TEODORO
et al., 1984; MADALENA et al., 1985; CARDOSO 2000; FRAGA et al., 2003), variou de
0,15 e 0,49, sendo classificada de baixa a moderada.

ANDRADE (1996) observou que a herdabilidade para essa caracteristica possui
variacdo genética aditiva, o que significa dizer que h& possibilidades de selecionar
reprodutores geneticamente superiores para a mesma, uma vez que ocorre trasmissao

de parte dessa superioridade as respectivas progénies.

2.2.2. Resisténcia das subespécies as babesias

Quanto a suscetibilidade dos bovinos as Babesia spp., conforme descrito por
alguns autores, ha evidéncias de que a subespécie também interfere no grau de
infeccdo desses hemoparasitas (BOCK et al, 1999; JONSSON et al., 2000). Desta
maneira, os Bos taurus sdo considerados menos resistentes quando comparados aos
Bos indicus (MADRUGA et al., 1984; UILENBERG, 1995; BOCK et al., 1997).

Segundo JONSSON (2006), a resisténcia elevada em animais de origem indiana
ao artropode e aos hemoparasitas € bastante conhecida, possibilitando que bovinos de
origem européia sejam substituidos tanto pelo gado zebuino, como por individuos
oriundos de seus cruzamentos em regides da Australia, onde é grande a ocorréncia do
vetor da doenca.

BOCK et al. (1997) utilizaram desafios com amostras virulentas de Babesia bovis
e Babesia bigemina para determinar a resisténcia inata as babesioses em bovinos
sorologicamente negativos. Esses autores verificaram que bovinos Bos indicus
apresentaram maior resisténcia quando comparados aos Bos taurus, sendo que o0s
mesticos apresentaram resisténcia intermediaria.

BENAVIDES e SACCO (2007) desafiaram animais puros Bos taurus, usando
uma cepa patogénica de B. bovis e conseguiram determinar a ocorréncia de trés

fenotipos distintos: susceptiveis (45,4%), intermediarios (26,7%) e resistentes (27,9%).



OLIVEIRA et al. (2005) e OLIVEIRA-SEQUEIRA et al. (2005), utilizando a
técnica de PCR e a Nested PCR mostraram que, em bovinos cruzados (Bos taurus x
Bos indicus), as taxas de infec¢do por B. bovis e por B. bigemina n&o diferiram e que
ambas eram também semelhantes em bezerros e vacas. Posteriormente, 0sS mesmos
pesquisadores (OLIVEIRA et al., 2008) desenvolveram trabalho com a finalidade de
verificar se a utilizacdo de animais puros B. indicus poderia alterar a transmissibilidade
da Babesia bigemina, provocando a ocorréncia de instabilidade enzodtica em um
sistema estavel e com isso aumentar o risco de surtos da doenca. Neste estudo, foram
acompanhados quatro grupos genéticos diferentes: Nelore puro e 0s mesticos: Angus X
Nelore, Canchim x Nelore e Simental x Nelore. Os resultados obtidos, utilizando-se
exclusivamente a técnica de Nested PCR, mostraram que as taxas de infeccdo tanto
nos animais Bos indicus como nos mesticos Bos taurus X Bos indicus jovens e adultos,
foram altas e ndo diferiram. No entanto, a metodologia utilizada n&o possibilitou a
verificacao de diferengas na intensidade de infeccdo nos grupos genéticos observados.

Contudo, o melhor conhecimento das interagdes entre as diferentes espécies de
Babesia spp. nos hospedeiros vertebrados sdo importantes para que se possa
identificar as causas da variacao individual na resisténcia a estes hemoparasitas e ao

carrapato vetor podendo vislumbrar de novas estratégias de controle.



3. OBJETIVOS

Este trabalho avaliou a infeccdo por Babesia bovis e Babesia bigemina em
animais de diferentes grupos genéticos (Bos taurus, Bos indicus e cruzados) e faixas
etarias (bezerros e vacas), com o objetivo de promover melhor entendimento das
relacbes existentes entre parasita-hospedeiro, visando fornecer subsidios para o
estabelecimento de métodos mais efetivos de controle desta hemoparasitose.

Os objetivos especificos deste estudo foram:

1. Estimar quantitativamente o nivel de infeccédo por B. bovis e B. bigemina, por
meio da técnica de qPCR, em bovinos criados em areas do Estado de Sdo Paulo,

consideradas endémicas para as babesioses;

2. Estabelecer relacdes entre a frequéncia e a intensidade das infecgbes com a
resisténcia/suscetibilidade dos animais entre 0s grupos genéticos e categorias
observadas.



4. MATERIAL E METODOS

4.1. Animais experimentais

Os animais experimentais integravam rebanhos de trés diferentes fazendas,
localizadas em regides no interior do estado de Sdo Paulo consideradas endémicas
para as babesioses bovinas.

As amostras de sangue utilizadas foram coletadas de 149 bovinos, sendo 74
bezerros (ambos o0s sexos) e 75 vacas de corte de trés grupos genéticos diferentes
(puros Bos taurus, ¥2 Bos taurus + %2 Bos indicus e puros Bos indicus).

Em funcdo da possivel interferéncia dos tratamentos acaricidas adotados
rotineiramente nas propriedades contra o Ripicephallus (Boophilus) microplus, todos os
animais experimentais deixaram de recebé-lo, por um periodo minimo de 30 dias antes
da coleta do material biolégico, visando uma infestacdo natural do agente inoculador
das babesias.

4.1.1. Aberdeen Angus

Os animais da raca Angus faziam parte do rebanho mantido na fazenda 3E
Agropecuéria. O clima da regido é definido como tropical subquente e amido, (tipo Aw,
segundo classificacdo de Kdppen). Durante o periodo do inverno, ocorre a diminuicao
de chuvas sendo a estacdo fria e seca. Entretanto, o verdo é chuvoso possuindo
temperaturas elevadas. A precipitacdo pluvial e as médias anuais de temperatura sédo
respectivamente, de 1259,1 mm e 23,6°C.

Do rebanho da raca Angus variedade preta, foram colhidas amostras de 48
animais, sendo 23 bezerros com idade variando entre 1 a 4 meses e 25 fémeas adultas
com idade variando entre 2 a 5 anos, escolhidos ao acaso.

N&ao houve alteracdo no manejo adotado rotineiramente no local, sendo os

individuos utilizados para coleta mantidos sob esquema de vacinacdo contra: brucelose



(fmeas de 3 - 8 meses), clostridioses, pasteureloses, salmoneloses, febre aftosa
(semestralmente), raiva (anualmente), e controle de doencas da propriedade, ou,
conforme solicitacdo da vigilancia sanitaria.

O controle do R. (B.) microplus no rebanho é feito por meio de vacinas (TIC-VAC,
Eurofarma) contra este vetor, e o0 controle quimico é realizado através de banhos
regulares (mensal), ou quando a avaliacdo visual do grau de infestacdo indicar sua
necessidade, com medicamentos a base de Fipronil (Colosso®) e Amitraz (Triatox®).
Os animais que apresentam sinais clinicos da doenca sdo tratados a base de
Diaceturato de Diminazene (Ganaseg® 7%) e Tetraciclinas (Talcin Max®). O tratamento
contra helmintos gastrintestinais, nos animais adultos € feito com base nos resultados
dos exames de fezes (OPG) e, nos bezerros, mensalmente, até o desmame (6 meses).

Utiliza-se na propriedade o manejo rotacionado de pastagens de Tifton 85
(Cynodon dactylon), sendo 10 dias o periodo de permanéncia dos animais nos
piquetes. ApoOs a saida, é feita a adubagdo com NPK ficando o local em descanso por
aproximadamente 40 dias. A suplementacgéo € feita a base de sal mineral “Ad libittum” e
racdo concentrada somente para vacas prenhes, contendo 18% de proteina bruta (PB).

Animais jovens recebem, até o desmame (6 meses), racdo especifica.

4.1.2. Nelore e bezerros cruzados

Os animais da raca Nelore e bezerros cruzados (Y2 Bos taurus + % Bos indicus)
utilizados no experimento integravam o rebanho mantido no Pdlo Regional de
Desenvolvimento Tecnoldgico do Agronegdcio - APTA Regional da Alta Mogiana. Esta
cidade localiza-se a 21°14'07” de latitude Sul e 48°16'35” de longitude Oeste. O clima é
definido como tropical de verdo chuvoso e inverno seco, (tipo Aw, segundo classificacédo
de Koppen). De outubro a marco, corresponde ao periodo em que ocorre a maior
concentracdo de chuvas que acontecem de maneira mais espacada. No entanto, o
periodo compreendido entre os meses de Abril a Setembro, as chuvas ocorrem com
menor intensidade. A precipitacdo pluvial e as médias anuais de temperatura sao

respectivamente, de 1363 mm e 24°C.



Foram escolhidos ao acaso 25 bezerros com 2 meses de idade e 25 fémeas
adultas com 8 anos de idade, do rebanho Nelore e 26 bezerros com idade entre 1 a 2
meses entre 0s animais cruzados.

O manejo sanitario adotado rotineiramente na propriedade compreende a
vacinagdes contra brucelose (fémeas de 3 - 8 meses), clostridioses, pasteureloses,
salmoneloses, febre aftosa (semestralmente), raiva (anualmente), ou, conforme
solicitacdo da vigilancia sanitéaria.

O controle contra helmintos gastrintestinais, nos animais adultos, é realizado de
forma estratégica aplicando-se quatro vezes por ano produtos a base de Ivermectina,
compreendendo o periodo de transi¢do das estacdes do ano. Nos bezerros, a aplicacdo
do medicamento ocorre logo apdés o desmame (média de 8 meses). Para o controle
estratégico contra o carrapato, vetor das babesias, utiliza-se 0 mesmo medicamento.

Com relacdo ao manejo alimentar, as vacas sdo mantidas em pastagens de
Braquiaria brizantha e Capim Tanzéania (Panicum maximum) o ano todo, recebendo sal
mineral, contendo 8% proteina bruto (PB) a vontade no cocho. Os bezerros durante a

amamentacdo ndo recebem suplementacéo do tipo creep-feeding.

4.1.3. Vacas cruzadas

As vacas cruzadas (Y2 Bos taurus + % Bos indicus) pertenciam ao rebanho do
Centro de Pesquisa de Pecuaria do Sudeste (CPPSE) da Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria, Embrapa. Esta cidade localiza-se a 22° 01' de latitude sul e 47°
53' de longitude oeste.

O clima da regido é definido como subtropical com inverno seco e veréao
chuvoso, (tipo Aw, segundo a classificacdo de Kdppen), em que o periodo de seca
estende-se de Abril a Setembro e o periodo das aguas de Outubro a Marco. A
precipitacdo pluvial e as médias anuais de temperatura sdo respectivamente, de
1512 mme 21,5 °C.



Do rebanho de fémeas adultas cruzadas (¥ Bos taurus + % Bos indicus), foram
colhidas amostras de 25 animais com idade variando entre 9 a 11 anos, escolhidas ao
acaso.

O manejo sanitario inclui exames semestrais para o controle da tuberculose
(tuberculinizagdo com PPD bovino) e sorologia para a brucelose (soroaglutinagdo). A
fazenda segue o calendario anual de vacinagéo, sendo aplicadas vacinas contra febre
aftosa (semestralmente), brucelose (fémeas de 3 - 8 meses), clostridioses,
pasteureloses, raiva (anualmente) e salmoneloses.

Para o controle de carrapatos realiza-se a avaliagdo visual do grau de infestacdo
dos animais. A utilizacdo de medicamentos € feita mediante aos resultados dos
bioensaios, visando o controle estratégico deste artropode. Na fazenda existe a
banheira de asperséo, lugar onde os animais adultos sdo banhados com medicamentos
a base de formamidinas (Amitraz) e nos bezerros, realizam-se as pulverizacoes.

Todos os animais sdo mantidos em pastagens de capim Tanzania (Panicum

maximum), recebendo sal mineral “Ad libittum” o ano todo.

4.2. Coleta do material biolégico e afericdo da temperatura corporal

A colheita das amostras de sangue dos animais experimentais foi realizada nos
meses de Agosto de 2010 a Maio de 2011.

De cada animal foram colhidas amostras de sangue da veia jugular para
extracdo de DNA e determinacgdo do volume globular (VG) e de vasos periféricos para a
confeccdo de esfregacos sangiiineos. O sangue foi extraido com agulhas 25 x 8 BD e
tubos a vacuo de 4mL contendo o anticoagulante, acido etilenodiaminotetracetato
dissoddico (EDTA), utilizando-se um adaptador para a realizagdo da venopuncdo de
cada individuo. Para a confeccdo dos esfregacos, o sangue foi obtido mediante a
perfuracdo da ponta cauda dos bovinos com agulhas 25 x 8 BD, apds a tricotomia no
local. Em seguida, utilizaram-se laminas de vidro limpas, secas e desengorduradas para
a elaboracao dos esfregacos. A extremidade fosca presente nas mesmas possibilitou a

identificacao correta de cada animal.



Além do material biologico, a temperatura corporal de todos os bovinos foi
aferida com auxilio de um termdémetro de coluna de mercurio. Este procedimento foi
realizado no intuito de observar animais que estavam com hipertermia, sendo este, um
dos sinais clinicos caracteristicos das babesioses bovinas.

Todas as amostras foram devidamente identificadas com a numeracao existente
no brinco de cada bovino, acondicionadas no isopor com gelo e transportadas logo em

seguida para os laboratorios da Embrapa, S&o Carlos-SP, onde foram processadas.

4.3. Analises laboratoriais

As andlises laboratoriais foram realizadas no Laboratério de Sanidade e
Biotecnologia Animal do Centro de Pesquisa de Pecuéria do Sudeste (CPPSE), da

Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria, Embrapa localizada em Sao Carlos, SP.

4.4. Avaliacdo dos exames hematoldgicos

O volume globular (VG), que indica a porcentagem de células vermelhas
presentes no sangue, foi determinado pela técnica do microhematocrito (JAIN, 1993).

Para a quantificagdo da parasitemia, ou seja, da presenca de parasitas nas
células sanguineas, os esfregacos preparados com sangue capilar foram fixados com
metanol e corados com solucdo de MayGrunwald-Giemsa. Os hematozoarios foram
pesquisados em toda a lamina, sendo a parasitemia estimada por meio do nimero de
eritrécitos parasitados em 1.000 células. Os resultados foram expressos em
porcentagem (%). As leituras foram feitas utilizando-se microscépio 6ptico com ocular
reticulada e objetiva de imersdo de 100x (MACHADO, 1991).



4.5. Elaboracdo da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), Reacdo em
Cadeia da Polimerase Quantitativa em Tempo Real (QPCR) e Reacéo de
Nested PCR (nPCR)

4.5.1. Extracdo de DNA

O DNA foi extraido das amostras de sangue, mediante a utilizacdo do Kit DNA
Easy (Invitrogen, EUA) de acordo com as informacdes do fabricante, com algumas
modificacbes. Resumidamente: as amostras foram agitadas até a perfeita
homogeneizacdo. Em seguida, foram pipetados 300uL de sangue e adicionados 400uL
de solucdo A, misturando-o0s por inversao por varias vezes colocando-os em microtubos
de 1,5mL. Os tubos foram identificados e incubandos a 65°C, durante 6 minutos.
Posteriormente, foram adicionados 800 uL, de cloroférmio, agitando-se em vortex
vigorosamente, até que apresentassem coloragdo marrom escura. Em seguida,
adicionou-se 200uL de solugcéo B, sendo as amostras novamente homogeneizadas até
gue se tornassem viscosas. Em processamento, foram centrifugadas a velocidade
méaxima (14.000 rpm) em microcentrifuga por 10 minutos a temperatura ambiente
(25°C). A fase aquosa de cada amostra foi transferida para tubos de 1,5mL limpos e
devidamente identificada. Logo apds, o DNA foi precipitado adicionando-se 1mL de
etanol a 100% gelado, misturando-se por inversao até que se formasse um precipitado
visivel. As amostras foram novamente centrifugadas a velocidade maxima durante 5
minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, os sobrenadantes foram decantados
e adicionou-se 1mL de etanol a 80% gelado. Os tubos foram submetidos novamente a
centrifugacdo a velocidade maxima por 2 minutos a temperatura ambiente. Os
sobrenadantes foram decantados e os tubos centrifugados a velocidade maxima
durante 1 minuto a temperatura ambiente. Em seguida, pipetou-se o etanol residual,
inverteram-se os tubos colocando-os para secar no fluxo laminar por 2 horas. Apés a
secagem, os DNAs precipitados foram adicionados de 200uL de solugéo tampéo - TE

(Tampao TRIS - EDTA). Os DNAs foram separados por grupo genético, identificados e



acondicionados em caixas plasticas para microtubos de 1,5mL em freezer a -80°C para

posterior avaliacdo da concentracao e qualidade das amostras extraidas.

4.5.2. Avaliagdo do DNA

A concentracdo e a avaliagdo da qualidade do DNA gendmico extraido foi
determinada adotando-se o aparelho Nano Drop ND - 1000 spectrophotometer.
Posteriormente, todas as amostras foram diluidas de forma a ficarem em uma mesma
concentracdo, 5ng/uL. Em seguida, foram acondicionadas em freezer a -80°C até o

momento da execuc¢ao das técnicas moleculares.

4.5.3. Padronizacdo da PCR

A PCR foi padronizada utilizando-se uma adaptacdo daquela descrita por
BULING et al. (2007), empregando-se o termociclador “Mastercycler Gradient”
(Eppendorf). Na padronizacéo foram utilizadas amostras de DNA positivas para B. bovis
e B. bigemina extraidas de sangue de animais clinicamente afetados. Os “primers”
utilizados para as espécies de Babesia spp. descritos por BULING et al. (2007), foram
as seqguéncias do gene que codificam o citocromo B e que produzem ambos, amplicons

com 88 pares de bases. No Quadro 1 sdo mostradas as sequéncias iniciadoras.



Quadro 1. Sequéncia de nucleotideos dos “primers” utilizados na amplificacéo do
DNA de Babesia bigemina e Babesia bovis e o comprimento dos produtos de

amplificacao.

Produto
PCR e gqPCR | “Primer” Oligonucleotideos (5" — 3") (pb)
TGT TCC AGG AGATGT TGATTC
B. bigemina | (F)2 chisg 1 88

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

TGT TCC TGG AAG CGT TGATTC
B.bovis (F)2 cbosg 1 88
AGC GTG AAA ATA ACG CAT TGC

(R)? cbosg 2
(F) “primer” forward; (R)? “primer” reverse

Nessas reacdes, as temperaturas de anelamento dos “primers” foram 50°C e
54°C para B. bigemina e B. bovis, respectivamente, selecionadas entre doze diferentes
temperaturas testadas em sistema de gradiente. A utilizacdo das melhores
temperaturas possibilitou a observacdo dos amplicons de interesse, na faixa de 88

pares de bases e sem a formacédo de bandas inespecificas.

4.5.4. Padronizacao da qPCR

A PCR quantitativo em tempo real (QPCR) foi padronizada utilizando-se uma
adaptacéo daquela descrita por BULING et al. (2007), empregando-se o equipamento
“ABI 7500 Real Time PCR System”. Na padronizacdo foram adotadas as mesmas
aliquotas de DNA positivas para B. bovis e B. bigemina, os mesmos pares de “primers”
descritos por BULING et al. (2007) e, as mesmas temperaturas de anelamento
empregados na execucao da PCR, mencionados anteriormente.

Para verificar a funcionalidade da reacao foi necessario padronizar uma reacao

de qPCR utilizando um gene enddgeno como controle positivo, descartando a hipétese



de falhas na reacdo. As temperaturas de anelamento foram as mesmas empregadas
para os “primers” das babesias.

A sequéncia de nucleotideos para 0 gene constitutivo foi desenhada com base
na sequéncia do RNA ribossomico 18s de Bos taurus, disponivel publicamente no
banco de dados “GenBank” sob o0 numero de acesso AF176811, podendo ser visto no

site do Centro Nacional de Informacdo Biotecnolégica www.ncbi.nlm.nih.gov. No

Quadro 2 é mostrada essa sequéncia iniciadora.

Quadro 2. Sequéncia dos nucleotideos dos “primers” utilizados na amplificagcéo

do DNA do gene enddgeno e o comprimento do produto de amplificacao.

Produto
gPCR “Primer” Oligonucleotideos (5’ — 3") (pb)
AGA AAC GGC TAC CAC ATC CAA
18s (F)2 S1 58

GGG TCG GGA GTG GGT AATTT

(R)2S2
(F)2 “primer” forward; (R)? “primer” reverse

4.5.5. Padronizacdo da PCR e Nested PCR para B. bigemina em bovinos
Nelore

As PCRs e nPCRs foram padronizadas utilizando-se uma adaptacdo daquela
descrita por GUERRERO et al. (2007), empregando-se o termociclador “Mastercycler
Gradient” (Eppendorf). Na padronizacéo foram utilizadas amostras de DNA positivas
para B. bigemina extraidas de sangue de animais clinicamente afetados do rebanho
Nelore.

Os “primers” utilizados descritos por GUERRERO et al. (2007) para B. bigemina,

empregadas nas PCRs e nPCRs sédo mostradas no quadro 3.



Quadro 3. Sequéncia dos nucleotideos dos “primers” utilizados na amplificagcéo
do DNA de Babesias spp. e Babesia bigemina e o comprimento dos produtos de

amplificacao.

Produto
PCR e nPCR | “Primer” Oligonucleotideos (5’ — 3") (pb)
CAT CAG CTT GAC GGT AGG G
Babesia spp. (F)2 KB 16 600
GTC CTT GGC AAATGC TTTC
(R)2 KB17
GAT GTA CAA CCT CAC CAG AGT
ACC
B. bigemina (F)2 KB 18 262
CAA CAA AAT AGA ACC AAG GTC
CTAC
(R)2 KB19

(F)2 “primer” forward; (R)2 “primer” reverse

Nas PCRs, a temperatura de anelamento dos “primers” foi de 55°C, obtida
mediante a utilizacdo do programa “Gene Runner’. Esta temperatura possibilitou a
observacdo dos amplicons de interesse, na faixa de 600 pares de bases e sem a
ocorréncia de bandas inespecificas. Para as nPCRs, selecionou-se, pelo mesmo

programa, a temperatura de 57°C.

4.5.6. PCR

Esta PCR foi empregada, exclusivamente, para a construgcdo das curvas de
calibracao dos “primers” chisg e cbosg, sendo preparadas em tubos de 200uL, livres de
DNAses e RNAses (Axygen) em volume final de 25uL, contendo 40ng de DNA de
amostras positivas e 17uL de “Tampdo de Reacgdo”, empregando-se 0s seguintes

procedimentos:



< B. bigemina

- 12,5uL Master Mix Red concentrado 2x (Neobio - 150mM Tris-HCI; 40mM
(NH4)2So 4; 40mM MgCI2;

- 0,4uL de “primer” chisg 1 (10uM);

- 0,4uL de “primer” chisg 2 (10uM);

- 3,7uL de agua ultra-pura (Invitrogen, EUA);

- 8,0 yL de DNA (5ng);

< B. bovis

- 12,5uL Master Mix Red concentrado 2x (Neobio - 150mM Tris-HCI; 40mM (NH4)2So
4; 40mM MgCl2;

- 0,4pL de “primer” cbosg 1 (10uM);

- 0,4uL de “primer” cbosg 2 (10uM);

- 3,7uL de &gua ultra-pura (Invitrogen, EUA);

- 8,0uL de DNA (5ng).

Em seguida, os tubos foram alocados em termociclador “Mastercycler Gradient”
(Eppendorf), adotando a sequéncia de ciclos abaixo. Para B.bovis, foram executados os
mesmos procedimentos, porém a temperatura de anelamento dos “primers” foi de 54°C:
1) Desnaturacédo a 95°C/30 segundos;

2) Anelamento a 50°C/30 segundos;
3) Extensdo a 72°C/ 30 segundos.

Apds a desnaturacao inicial, houve a repeticao de 40 ciclos idénticos. A extenséo
final foi realizada a 72°C/10 minutos. Em seguida, os tubos permaneceram a 4°C, por
tempo indeterminado.

Para prevenir contaminacdes, ponteiras com barreiras de 10uL e 200uL (Axygen)
foram utilizadas na elaboracdo das reacfes. Em cada bateria de teste, foi colocado um
tubo de 200uL contendo, 17uL de “Tampdo de Reacdo” e 8uL de agua ultra-pura
(Invitrogen, EUA), sendo utilizados como controle negativo da reacao.

Em seguida foi realizada uma eletroforese com os produtos da PCR, em gel de

agarose a 2,0% contendo brometo de etidio (0,5uL). O tamanho dos amplicons de



interesse foi estimado mediante a inclusdo de um padrédo de pares de base (Ladder de
100pb - Invitrogen, EUA) no gel. Para visualizar as bandas de amplificacéo, utilizou-se
um transiluminador UV. As amostras consideradas positivas foram aquelas que

apresentaram produtos de amplificacdo com 88pb.

45.7. qPCR

As gPCRs foram preparadas em duplicatas, nos microtubos em tiras com tampa
Optica de 200uL (Axygen), livres de DNAses e RNAses, em volume final de 15pL,
contendo 10ng de DNA, realizadas para todos os animais do experimento e 13uL de
“Tampao de Reacédo”. As reacdes foram elaboradas utilizando-se os “primers”, descritos
anteriormente na seguinte composicao:

- 7,5uL Power SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems);
- 0,12pL de “primer forward” (10uM);

- 0,12pL de “primer reverse” (10uM);

- 5,26uL de agua ultra-pura (Invitrogen, EUA);

- 2,0uL de DNA (5ng).

Em seguida, os microtubos foram lacrados com tampas O6pticas, em tiras
(Axygen) e inseridos no equipamento “ABI 7500 Real Time PCR System”. O Quadro 4

mostra o programa empregado no aparelho.

Quadro 4. Sequéncia de ciclos adotado no ABI 7500 Real Time PCR System.

40 Ciclos Temperatura (°C) Tempo Rampa (%)
Holding Stage 95 10 minutos 100
Cycling stage 95 15 segundos 100

50 30 segundos 100
60 32 segundos 100
Melt Curve Stage 95 15 segundos 100
60 1 minuto 100
95 15 segundos 1
60 15 segundos 100




Para B. bigemina e B. bovis, as temperaturas de anelamento utilizadas foram de
50°C e 54°C, respectivamente. No gene enddgeno foram executados os mesmos
procedimentos, porém a temperatura de anelamento utilizada correspondia a mesma do
gene em questao.

Para prevencdo de contaminacdes, ponteiras com barreiras de 10uL e 200uL
(Axygen) foram utilizadas na elaboracdo das rea¢fes. Em cada bateria de teste, foi
colocado um tubo de 200uL, contendo 13uL de “Tampdo de Reacdo” e 2uL de agua
ultra-pura (Invitrogen, EUA), sendo utilizados como controle negativo da reacao.

Logo apos, foi realizada uma eletroforese com os produtos de qPCR, em gel de
agarose a 2,0% contendo brometo de etidio (0,5ug/mL). O tamanho dos amplicons de
interesse foi estimado mediante a inclusdo de um padrao de pares de base (Ladder de
100pb - Invitrogen, EUA) no gel. Para visualizar as bandas de amplificacéo, utilizou-se
um transiluminador UV.

A eletroforese em gel de agarose foi executada apenas na primeira placa de
cada “primer”, objetivando confrontar os resultados obtidos no equipamento de PCR em
tempo real descartando a hip6tese de falso-positivos. No entanto, a reacao foi
considerada satisfatéria, pois ndo houve a formacdo de dimeros de “primers”
evidenciando com nitidez os amplicons na faixa de 88pb, em animais parasitados.

Os resultados foram analisados com base no valor de “Threshold Cycle” (Ct),
definido apds o término de cada reacdo. Este ponto corresponde ao momento da
reacdo, em que a amplificacdo do fragmento de interesse esta na fase exponencial,
possibilitando analisar de forma quantitativa a taxa de infeccdo por Babesia spp, para

0S respectivos genes em teste, em animais dos diferentes grupos genéticos.
4.5.8. Elaboracéo da curva de calibracao
Para a quantificacdo absoluta do nimero de cépias de DNA alvo por amostra de

sangue, foi delineada uma curva-padréo a partir dos produtos de PCR dos amplicons de

interesse (88pbh).



Primeiramente, foram sintetizadas as PCRs na composicdo descrita
anteriormente para B.bovis e B.bigemina, adotando as sequéncias iniciadoras, chisg e
cbosg. Em seguida, os produtos foram purificados, empregando-se o kit Wizard® SV
Gel and PCR Clean Up Systems (Promega). O protocolo adotado foi o seguinte:
inicialmente, adicionou-se o volume correspondente ao produto de PCR (25uL) de
solucdo “Membrane Binding” e misturou-se. Em seguida foram inseridas colunas
platicas nos tubos coletores (uma para cada amostra em teste) e transferiu-se todo o
conteldo para a coluna, no qual foram incubadas por um minuto, a temperatura
ambiente (25°C). Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 10.000g, durante
um minuto. Passado este tempo, ocorreu a remocdo da coluna, o descarte do liquido
existente nos tubos coletores, possibilitando remontar novamente o conjunto. Logo
apos, adicionou-se 700uL de solugdo “Membrane Wash” na coluna e centrifugou-se
novamente a 10.000g por um minuto, esvaziando o tubo coletor depois deste intervalo,
sendo lavado com 500uL de solucdo “Membrane Wash” e centrifugado a 10.000g
durante cinco minutos. Em seguida, a coluna foi cuidadosamente removida, no qual foi
transferinda para um tubo limpo de 1,5mL, aplicando-se 40uL de “Water Free
Nuclease”, diretamente no centro da coluna sem toca-la e incubou-se a temperatura
ambiente (25°C), durante um minuto. Apds este periodo, a coluna foi novamente
centrifugada a 10.000g por um minuto, sendo descartada permitindo o armazenamento
do tubo contendo o DNA eluido a -20°C, para ser quantificado.

Posteriormente, os produtos das PCRs foram quantificados, utilizando-se o
aparelho Nano Drop ND - 1000 spectrophotometer. Logo apds, foram feitas diluic6es
seriadas na proporcéo de 1:10, na qual foram sintetizadas as qPCRs adotando-se o0s
procedimentos ja descritos anteriormente.

Em cada diluicdo, o numero de copias foi mensurado utilizando-se a seguinte
formula: 6x10% x concentragcdo em g/uL/ MW (g/mol), de acordo com Ke et al. (2006).
Por fim, uma analise de regressao linear foi realizada, obtendo-se o coeficiente de
angulacdo da reta e o intercepto. Para estimacdo da quantidade do numero de
cOpias/amostra de sangue, a seguinte formula foi empregada: quantidade (copias/uL) =

10 (Cg-b)/m, onde b é o intercepto e m é o coeficiente de angulagéo da reta.



Dessa forma, foram obtidas as respectivas curvas de calibracdo para os genes
de interesse, possibilitando a estimacdo do nivel de infeccdo entre os animais dos

diferentes grupos genéticos.

4.5.9. PCR e Nested PCR para B. bigemina em bovinos Nelore

Essas reacOes foram preparadas, com o intuito de diagnosticar a parasitemia por
B. bigemina, somente em bovinos da raca Nelore. As PCRs foram preparadas em tubos
de 200pL, livres de DNAses e RNAses (Axygen) em volume final de 25pL, utilizando
DNA puro de amostras positivas (concentracdes diferentes) e 20uL de “Tampao de
Reacdo”. As nPCRs foram elaboradas pelos mesmos procedimentos, porém o volume
de “Tampéo de Reacdo” foi de 23pL e utilizou-se os produtos das PCRs primérias dos
respectivos animais do rebanho para prepara-las, na seguinte composicao:
% PCR
- 12,5uL Master Mix Red Neobio, concentrado 2x (150mM Tris-HCI; 40mM
(NH4)2So 4; 40mM MgCI2;
- 1,0pL de “primer” KB 16 (10uM);
- 1,0uL de “primer” KB 17 (10uM);
- 5,5uL de agua ultra-pura (Invitrogen, EUA);
- 5,0uL de DNA,;

% nPCR

- 12,5uL Master Mix Red concentrado 2x (Neobio -150mM Tris-HCI; 40mM (NH4)2So
4; 40mM MgClz2;

- 1,0pL de “primer” KB 18 (10uM);

- 1,0pL de “primer” KB 19 (10uM);

- 8,5uL de agua ultra-pura (Invitrogen, EUA);

- 2,0uL produto de PCR primaria.



Em seguida, os tubos foram alocados em termociclador “Mastercycler Gradient”
(Eppendorf), adotando a sequéncia de ciclos abaixo. Para nPCR, foram executados 0s
mesmos procedimentos, porém a temperatura de anelamento dos “primers” foi de 57°C:
1) Desnaturacéo a 94°C/1 minuto;

2) Anelamento a 55°C/1 minuto;
3) Extenséo a 72°C/1 minuto;

Apbs a desnaturacgéo inicial, houve a repeticdo de 40 ciclos idénticos. A extensao
final foi realizada a 72°C/7 minutos. Em seguida, os tubos permaneceram a 4°C, por
tempo indeterminado.

Para prevenir contaminacgdes, ponteiras com barreiras de 10uL e 200uL (Axygen)
foram utilizadas na elaboracédo das reacdes. Em cada bateria de teste, foi colocado um
tubo de 200uL contendo, “Tampédo de Reacdo” e agua ultra-pura (Invitrogen, EUA), ao
invés de DNA e produtos de PCRs, sendo utilizados como controle negativo das
reacoes.

Logo apos, foi realizada uma eletroforese para as respectivas reagdes, em gel de
agarose a 2,0% contendo brometo de etidio (3,0uL). O tamanho dos amplicons de
interesse foi estimado mediante a inclusdo de um padréo de pares de base (Ladder de
100pb - Invitrogen, EUA) no gel. Para visualizar as bandas de amplificacéo, utilizou-se
um transiluminador UV. As amostras consideradas positivas foram aquelas que
apresentaram produtos de amplificacdo na faixa de 600pb e 262pb, nas PCRs e

nPCRs, respectivamente.

4.6. Andlise estatistica

As informacdes referentes ao volume globular (VG) e afericdo da temperatura
corporal, assim como os resultados das qPCRs de vacas e bezerros foram analisados
por meio de andlise de variancia, sendo os dados das gPCRs transformados em
logaritmo na base 10, devido a dependéncia observada entre a meédia e a variancia.
Foram considerados os efeitos de grupo genético, categoria animal e interacdo grupo

genético vs categoria animal. O procedimento GLM do programa computacional



Statistical Analysis System v.9.1 (SAS Inst. Inc., Cary, NC) foi utilizado para as anélises.
Dentro de cada categoria e grupo genético a associagdo entre os dados das qPCRs dos
dois hemoparasitas e a temperatura e o volume globular (VG) médio foram verificadas

por meio da correlacdo de Pearson.



5. RESULTADOS

5.1. Informacdes clinicas e hematoldgicas

A temperatura retal dos animais dos trés grupos genéticos estudados variou de
37,3°C a 41,1°C nas vacas e de 39,2°C a 41,6°C nos bezerros.

As fémeas adultas apresentaram volume globular (VG) variando de 27% a 45% e
os individuos jovens de 17% a 56%.

Pelo exame microscépico de esfregacos sanguineos verificou-se que nenhuma
vaca apresentou parasitemia patente por Babesia spp. Entre os bezerros, no rebanho
Angus foi diagnosticado pelo método direto uma taxa de infec¢éo de 26,1% (6 positivos
num total de 23 animais), por B. bigemina (Figura 1). Nos bezerros cruzados, apenas
3,8% deste rebanho (1 positivo num total de 26 animais) apresentou parasitemia
patente por B. bigemina. Nos bezerros Nelore foi detectado 4,0% (1 positivo num total
de 25 animais) de infec¢cdo pela mesma espécie de babesia, observada nos grupos
genéticos anteriores. Dessa forma, na categoria jovem verificou-se por meio do exame
microscopico de esfregacos sanguineos, apenas 10,8% dos bovinos infectados por B.

bigemina, sendo de 0,1% a 0,2% a porcentagem de eritrocitos parasitados.

.\“ ;

Figura 1. Merozoitas de Babesia bigemina (seta) em esfregaco de sangue corado

com Giemsa.



Nas analises estatisticas para a temperatura, os efeitos de grupo genético,
categoria animal e a interacdo entre ambas foram significativos (P<0,01). As médias
dos quadrados minimos apresentadas na Tabela 1 permitem notar que os bezerros
apresentaram temperaturas mais elevadas que as vacas. Com relacdo ao grupo
genético, animais da raca Angus e Nelore apresentaram temperaturas médias
semelhantes entre si, porém superiores as temperatura dos cruzados (P<0,01).
Entretanto, observou-se que entre os bezerros, a raca Nelore apresentou media
superior aos outros dois grupos genéticos, enquanto que entre as vacas, a raca Nelore
ndo diferiu dos Angus, evidenciando o efeito significativo (P<0,05) da interacdo grupo

genético x categoria animal (Tabela 1).

Tabela 1. Médias dos quadrados minimos e erros padrao para as temperaturas, de
acordo com o grupo genético e a categoria animal.

Grupo Genético Bezerro Vaca Média
Angus 40,212 + 0,10 39,572" + 0,09 39,892 + 0,07
Cruzado 39,97%* + 0,09 38,43"B + 0,09 39,20° + 0,07
Nelore 40,71°* + 0,09 39,4728 + 0,09 40,092 + 0,07
Média 40,29” + 0,06 39,162 + 0,05

*Médias seguidas de letras mailisculas iguais nas linhas ou de letras minUsculas iguais nas colunas néo diferem
significativamente (P<0,05).

Para o volume globular (VG) as analises também mostraram efeitos significativos
de grupo genético, categoria animal e interacdo grupo genético vs categoria animal. Os
animais jovens apresentaram valores mais altos de VG (P<0,05), quando comparados
com os adultos. As médias para o VG dos bezerros da ragca Angus diferiu
estatisticamente dos cruzados e Nelores, porém os dois Ultimos nao diferiram entre si
ao nivel de 5% de significancia (Tabela 2).

Na categoria adulta, vacas das racas Angus e Nelore apresentaram médias
significativamente diferentes (P<0,05). Porém, observa-se que o0s animais cruzados
encontram-se em situacao intermediaria, ndo diferindo estatisticamente de ambos os

grupos genéticos, como pode ser observado pelas médias apresentadas na Tabela 2.



Tabela 2. Médias dos quadrados minimos e erros padréo para o volume globular
(VG), de acordo com o grupo genético e a categoria animal.

Grupo Genético Bezerro Vaca Média
Angus 30,182" + 1,09 33,562 + 1,03 31,872+ 0,75
Cruzado 42,50°* + 1,00 37,7628 + 1,03 40,13+ 0,72
Nelore 42,92°* + 1,03 39,00°* + 1,03 40,96° + 0,72
Média 38,53" + 0,60 36,77% £+ 0,59

*Médias seguidas de letras mailsculas iguais nas linhas ou de letras mindsculas iguais nas colunas ndo diferem
significativamente (P<0,05).

5.2. Reacdo em cadeia da polimerase quantitativo em tempo real
(gPCR)

5.2.1. Sensibilidade e especificidade da qPCR

A sensibilidade das sequéncias iniciadoras permitiu o diagnostico de até 1000
copias (0,1 fg) de DNA alvo nas amostras de sangue dos bovinos. A curva padrdo
obtida possibilitou a estimativa da quantidade de Babesia spp. presente nas amostras
de sangue, apresentando uma resposta linear na faixa de 10° - 10® no nimero de
copias de DNA de interesse.

As regressoes lineares do nimero de cépias nos logaritmos das concentracdes
apresentaram coeficientes de angulacdo de -3,21 e -3,15 e coeficientes de
determinacédo de 0,99 e 0,98 indicando boa padronizacdo dos primers para B. bovis e B.
bigemina, respectivamente e Otima qualidade das amostras de DNA utilizadas,

conforme mostrados nas Figuras 2 e 3.
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Figura 2. Curva padrao obtida a partir da regresséo linear para B. bovis.
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Figura 3. Curva padréo obtida a partir da regresséao linear para B. bigemina.

A analise da curva de “melting” em cada bateria de teste permitiu distinguir as

espécies de babesias. B. bovis, apresentou uma temperatura de 74,84°C e B. bigemina

de 71,57°C. As Figuras 4 e 5

especificidade dos “primers”.

mostram as curvas de melting, indicando boa



Figura 4: Curva de melting para Babesia bovis obtida pela qPCR.

Figura 5: Curva de melting para Babesia bigemina obtida pela gPCR.



5.2.2. gPCR das amostras de sangue

Com a utilizacdo da técnica de reacdo em cadeia da polimerase quantitativo em
tempo real (QPCR), foi possivel obter a estimativa do nivel de infeccéo por B. bovis e B.
bigemina, em bovinos de diferentes grupos genéticos e categorias.

No presente trabalho utilizaram-se, como DNA alvo, sequéncias dos genes
ribossomais que codificam o citocromo B, especificas para B. bovis, ou, B. bigemina. O
namero de copias do DNA alvo em cada protozoario é variavel podendo atingir até 1000
copias por protozoario. Desta forma, o qPCR ndo permitiu determinar o nimero de
parasitas infectantes ou o grau de parasitemia dos animais. Permitiu apenas estimar o
nivel de infec¢do de forma relativa, considerando que o nimero de copias do DNA alvo
nos parasitas ndo varia de maneira importante entre animais, grupos genéticos ou
categoria animal. Esta sequéncia de DNA foi preferida em relagdo a uma sequiéncia do
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) utilizadas para as andlises.

Essa técnica permitiu diagnosticar um maior nimero de animais infectados por
Babesia spp.. Observou-se que todos os bovinos em que a parasitemia foi
diagnosticada por meio do exame direto tiveram resultados positivos também nas
gPCRs.

5.2.3. Babesia bovis

Os resultados observados mostraram que a taxa de infeccao por B. bovis para os
bovinos estudados foi de 98,0% (146/149). As taxas de infeccdo apresentadas pelos
animais dos trés grupos genéticos foram de 100,0% (48 positivos), 98,0% (50/51) e
96,0% (48/50) para os grupos genéticos Angus, cruzados e Nelore, respectivamente.

As analises estatisticas do nivel de infeccdo medido pelo nimero de cépias de

DNA alvo nas amostras mostraram significancia (P<0,05) dos trés fatores avaliados:



grupo genético, categoria e a interacdo entre eles. Os trés grupos genéticos
apresentaram diferencas significativas entre si (P<0,05).

As médias dos quadrados minimos do log do numero de copias do DNA alvo,
apresentados na Tabela 3 conforme o grupo genético e a categoria representam a
estimacdo da quantidade relativa do nimero de parasitas existentes no DNA dos
bovinos, uma vez que um numero variavel de copias do DNA alvo estad presente em
cada merozoita de Babesia bovis.

Tabela 3. Médias dos quadrados minimos do logaritmo (base 10) do numero de
copias de DNA alvo de Babesia bovis obtidos pela técnica de qPCR e os

respectivos erros padrao, de acordo com 0S grupos genéticos e categorias.

Grupo Genético Bezerro Vaca Média
Angus 5,8123" + 0,12 5,692+ 0,11 5,752 + 0,081
Cruzado 4,72°4 + 0,11 3,858 + 0,11 4,29° + 0,079
Nelore 4,47°* + 0,11 3,70°8 + 0,11 4,08° + 0,081
Média 5,0”+ 0,067 4,418 + 0,065

*Médias seguidas de letras mailsculas iguais nas linhas ou de letras mintsculas iguais nas colunas nao diferem

significativamente (P<0,05).

A quantidade de DNA alvo de B. Bovis, detectada pela técnica de amplificacdo
do DNA de sangue de bezerros foi significativamente superior ao de vacas,
apresentando diferencas significativas (P<0,05). Em apenas dois bezerros Nelore e
uma vaca cruzada ndo foi possivel diagnosticar e estimar o nivel de infeccdo. A
amplificacdo do DNA empregando sequéncias especificas para B. bovis possibilitou
detectar 97,3% (72/74) de amostras de sangue positivas de bezerros e 98,7% (74/75)
das amostras de vacas positivas, indicando que a taxa de infeccdo em animais jovens,
embora mais baixa, néo difere de maneira importante dos animais adultos.

Os resultados mostraram que, embora os Bos indicus tenham apresentados taxa
de infeccdo apenas ligeiramente menor apresentaram um nivel de infeccéo
consideravelmente menor quando comparados aos Bos taurus, sendo que os cruzados

encontram-se em posi¢ao intermediaria, porém bem mais proximos dos zebuinos do



que dos taurinos, em valores absolutos. Os animais Nelore e cruzados ndo diferem
estatisticamente entre si, ao nivel de 5% de significancia. Os Bos taurus apresentaram
maior suscetibilidade as infeccbes por Babesia bovis, fato este traduzido pelo maior
nivel de infeccdo. Ressalva-se, entretanto, que em fung¢do da maior carga de carrapatos
nos animais Angus, uma parte dessa diferenca pode talvez ser atribuida a maior

quantidade de inoculo.

5.2.4. Babesia bigemina

N&o foi possivel realizar o diagnostico, ou estimar o nivel de infec¢cdo por B.
bigemina nos animais da raca Nelore pelo método da qPCR. Apés a execucdo das
reacfes de gPCR neste grupo genético, foi observada a formacdo de dimeros de
primers, tornando inviavel a estimacdo da quantidade de DNA alvo nas amostras de
sangue. Isto provavelmente é devido a niveis de infeccdo muito baixos por B. bigemina
nesta raga.

Os resultados observados nos outros grupos genéticos (Angus e cruzados)
mostraram que, a taxa de infeccao por B. bigemina para os 99 bovinos considerados foi
de 100%. A técnica de amplificacdo de DNA possibilitou diagnosticar a parasitemia em
todos eles.

Da mesma forma que para a B. Bovis, as médias dos quadrados minimos do log
do numero de copias do DNA alvo apresentada na Tabela 4, conforme o grupo genético
e a categoria, ndo representam exatamente o numero de parasitas presentes no DNA
dos bovinos. Apesar disto, podem representar uma boa estimativa do nivel de infeccéo
de cada animal, supondo que o numero médio de copias do DNA alvo em cada
merozoita seja independente do grupo genético e categoria do hospedeiro. No entanto,
ndo é possivel comparar o nivel de infeccdo por B. bigemina, com aqueles observados
nos ensaios com B. bovis, uma vez que o numero de copias do DNA alvo pode ser

dependente da espécie do parasita.



Tabela 4. Médias dos quadrados minimos do logaritmo (base 10) do numero de
copias de DNA alvo de Babesia bigemina obtidos pela técnica de gPCR e
respectivos erros padréo, de acordo com 0S grupos genéticos e categorias.

Grupo Genético Bezerro Vaca Média
Angus 4,80%" + 0,17 3,582% + 0,15 4,182+ 0,11
Cruzado 3,62°4+0,15 3,323" + 0,15 3,47° +0,11
Média 4,20 +0,11 3,45% + 0,11

*Médias seguidas de letras mailsculas iguais nas linhas ou de letras minUsculas iguais nas colunas nao diferem
significativamente (P<0,05).

Os resultados mostraram que a quantidade de DNA alvo deste protozoario,
detectado pela técnica de amplificagdo do DNA de sangue de bezerros foi superior a de
vacas, apresentando diferencas significativas (P<0,05). Os animais cruzados
apresentaram um nivel de infeccdo menor quando comparados aos Bos taurus, que

mostram maior suscetibilidade as infec¢des por B. bigemina.

5.3. PCR e nPCR em bovinos Nelore

Produto de amplificacdo de DNA extraido de sangue de animais Nelore,
submetidos inicialmente a técnica de PCR, permitiu diagnosticar 78,0% (39/50) do
rebanho infectado por Babesia spp.. Dessa maneira, 96,0% (24/25) das amostras de
sangue de bezerros e 60,0% (15/25) das vacas Nelore apresentaram parasitemia
patente aos hemoparasitas.

Das 50 amostras de DNA extraidas deste grupo genético, 92,0% (46) foram
positivas pela técnica de nPCR, sendo que 84,0% das vacas (21/25) e 100% dos
bezerros foram positivas. A Figura 6 mostra os resultados observados por meio da

eletroforese em gel de agarose.



Figura 6. Eletroforese dos produtos de amplificagdo de DNA de B. bigemina pelas
técnicas de PCR e nPCR: padréo de pares de bases (po¢ol), PCRs (pocos 2 e 3),
controle positivo PCRs (poco 4), nPCRs (po¢os 5 e 6), controle positivo nPCRs (poco 7)

e controle negativo da reacéo (poco 8).



6. DISCUSSAO

Para o presente experimento foram escolhidas propriedades rurais que
exploravam bovinos pertencentes a grupos genéticos diferentes: animais puros Bos
indicus, puros Bos taurus e mesticos destas duas racas. A fazenda 3E Agropecuaria
localizada em S&o José do Rio Preto mantém apenas animais da raca Angus. Na APTA
em Colina, além da criacdo de bovinos Nelore, existem na propriedade, animais de
outras racas. A fazenda Experimental da Embrapa em S&o Carlos explora bovinos de
varias racas, para producédo de carne e leite.

Dentre as fazendas visitadas, apenas a 3E Agropecuaria registrou a ocorréncia
de mortalidade em bezerros, aparentemente provocadas pela infeccdo por
hemoparasitas. A regido de Sdo Carlos ja foi previamente caracterizada como uma
area de estabilidade endémica para as babesioses, com infec¢cdes ocorrendo nas
primeiras semanas de vida dos bezerros (OLIVEIRA et al., 2005; OLIVEIRA-SEQUEIRA
et al. 2005; OLIVEIRA et al., 2008). Embora nao existam informagfes sobre as demais
regides, suspeitava-se que também apresentassem caracteristicas de estabilidade
endémica, devido, principalmente, a ocorréncia de condi¢cdes climaticas favoraveis ao
desenvolvimento do vetor durante quase todos os meses do ano.

O comportamento epidemiolégico das infecgBes por B. bovis e B. bigemina € um
importante parametro para ser usado na previsdo da ocorréncia de surtos destas
doencas. A estabilidade endémica caracteriza a maior parte das regides produtoras de
bovinos no Brasil. Nestas regibes o carrapato transmissor R. (B.) microplus ocorre
durante quase todos os meses do ano, de modo que a taxa de transmissdo de Babesia
spp. € suficiente para infectar a maioria dos bezerros antes que a imunidade passiva
conferida pelo colostro seja perdida (MAHONEY & ROSS, 1972).

De modo geral, os bezerros sédo considerados mais resistentes as infec¢des por
estes protozoarios, e nas regides onde a doenca ocorre na forma de endemia estavel,
casos clinicos sédo observados primordialmente nestes animais. Os bovinos adultos

desenvolvem, pela prolongada exposi¢ao aos carrapatos, solida resisténcia. Em regides



onde as baixas temperaturas impedem o desenvolvimento do carrapato vetor por
alguns meses, surtos de babesioses podem acometer animais jovens e adultos, com
conseqiiéncias mais graves para os ultimos.

Neste experimento a deteccdo de merozoitas de B. bigemina, em exames
microscopicos de esfregacos sanguineos de bezerros e as altas taxas de infeccao por
Babesia spp. detectadas por exames moleculares nas categorias observadas,
confirmaram as suspeitas de que nas regides estudadas as babesioses ocorrem na
forma de endemia estavel. Pode-se verificar que mesmo nos bovinos adultos, em que
se detectaram merozoitas de babesias, ndo haviam sinais clinicos caracteristicos da
doenca, como anemia, apatia, hemoglobindria, ictericia, prostracdo, anorexia,
desidratacao e pelagem aspera.

As babesioses clinicas foram observadas principalmente nos bezerros da raca
Angus. Apesar destes animais serem considerados menos suscetiveis dentre os
animais do rebanho, inumeros casos clinicos foram registrados nesta categoria. A
ocorréncia da forma clinica das babesioses nos bezerros pode ser explicada pela queda
na imunidade passiva, que ocorre a partir do 28° dia apds o nascimento (MADRUGA et
al., 1984; FARIAS, 1995).

Os bovinos jovens s6 apresentam o sistema imune completamente maduro a
partir dos quatro meses de vida. Ocorre entdo, um curto periodo de tempo em que o
sistema imune ndo é capaz de produzir uma resposta protetora e 0s anticorpos
colostrais ja estdo sendo degradados em larga escala. Durante este periodo, as
infeccdes com as cepas patogénicas de babesias, inoculadas pelos carrapatos podem
produzir casos clinicos severos. Os bezerros que se recuperam da infeccdo primaria e
também devido as constantes inoculagdes dos agentes infecciosos em funcdo da
exposicdo aos carrapatos, desenvolvem solida imunidade e se tornam portadores
sadios. Tanto os bezerros como os bovinos adultos infectados tem importante papel na
manutencdo da endemia, visto que os carrapatos que se alimentam neles transmitem a
infecgéo a sua progénie.

O diagnostico das babesioses em animais clinicamente afetados por meio de

7

exame microscopico de esfregacos sanguineos € considerado um método de



diagnostico bastante barato e conclusivo. No entanto, a B. bigemina foi a Unica espécie
diagnosticada por este método no presente estudo. Os dados verificados estdo de
acordo com os resultados obtidos por OLIVEIRA et al. (2005), em pesquisas utilizando
animais oriundos de rebanhos leiteiros % Bos taurus + % Bos indicus, no qual foi
diagnosticado infec¢des por B. bigemina exclusivamente em animais jovens por meio
de exames diretos.

O manejo adotado em todas as propriedades estudadas permitiu que o0s
bezerros tivessem contato com o carrapato, logo ap6s o nascimento. Como ja
comentado anteriormente, nessa fase, 0os animais estdo protegidos pelos anticorpos
colostrais e pelos resquicios de hemoglobinas fetais. Ap0s esta fase os animais
desenvolvem seus préprios anticorpos e, a constante inoculacdo das babesias pelos
carrapatos garante a manutencao de altos titulos de anticorpos ao longo da vida destes
animais.

Com relacéo ao volume globular (VG) é normal que os bezerros apresentem uma
média mais alta ao nascimento, ja que eles nascem com cerca de 40% de hematocrito
e apOs sucessivas infeccdes pelos parasitas que produzem hemodlise, ocorra uma
gueda em seu valor. Os valores de VG se elevam rapidamente nos animais que se
restabelecem das infeccbes, porém ndo atingem mais 0s niveis encontrados nos
bezerros recém-nascidos, tendendo a ter o VG mais baixo. Apesar destas observacoes
nao foi verificada associagao entre estes valores e a presenca de babesias em bovinos
infectados.

A temperatura corporal aferida de todos os animais também variou dentro dos
limites normais para os bovinos adultos, sendo que os bezerros apresentaram
temperaturas mais altas. Podde-se observar que todos os bezerros em que foi
diagnosticada parasitemia por babesias, apresentaram temperatura retal superior a
39,5, que é considerado o limite superior para bovinos. Alguns fatores devem ser
levados em conta na interpretacao destes resultados. Primeiro é que como puderam ser
observados pelos exames diretos dos esfregacos sanguineos, alguns bezerros
apresentaram babesiose clinica, o que provocou um aumento da temperatura corporal.

Em alguns animais com hipertermia, no entanto, ndo foi possivel a deteccdo de



hemoparasitas, devido principalmente a baixa sensibilidade da técnica de exame direto.
Outro fator que pode ter alterado a temperatura corporal dos animais é a temperatura
ambiente nos dias da colheita, ja que eles foram mantidos em currais sem protecao
contra a luz solar direta até 0 momento da afericdo da temperatura.

Alguns autores consideraram que a incorporacdo de animais Bos indicus aos
rebanhos poderia diminuir a taxa de inoculacdo de babesias e assim transformar areas
de estabilidade endémica em &reas com instabilidade (MAHONEY et al., 1981,
GUGLIELMONE, 1995; UILEMBERG, 1995). Os dados obtidos por OLIVEIRA et al.
(2008) mostraram que as taxas de infeccdao por B. bigemina, foram altas e nao
diferiram entre animais de idades e constituicdo genética diferente. Estes
pesquisadores trabalharam, no entanto, com testes de amplificacdo de DNA dos
parasitas de forma que os resultados eram qualitativos.

Neste experimento para a verificacdo da ocorréncia de diferencas entre a
suscetibilidade dos animais foram usadas técnicas quantitativas, que permitissem
eliminar algumas das limitagdes das técnicas de PCR comuns.

A gPCR empregada neste estudo, para detectar o niveis de infec¢do por Babesia
spp. em bovinos de diferentes grupos genéticos, permite o diagndstico rapido da
doenca, geralmente com alta sensibilidade (Ke et al., 2006), além de discriminar as
espécies envolvidas. Apesar disso, B. bigemina s6 pbéde ser diagnosticada e
guantificada por este método nos animais Bos taurus e ¥z Bos taurus + % Bos indicus.
Em funcd@o dos baixos niveis da parasitemia observadas em animais da raca Nelore,
nao foi possivel proceder a quantificacdo de B. bigemina nestes animais. Na verdade foi
verificado que ha uma limitacdo da técnica quantitativa em relacdo a qualitativa. Pelo
fato da primeira apresentar uma alta sensibilidade, € necesséario trabalhar com
pequenas concentracdes conhecidas de DNA na amostra. Como se trabalhou com DNA
total do sangue, a maior parte do DNA presente na amostra € do hospedeiro, originério
principalmente das células brancas do sangue. O genoma dos protozoarios € muito
menor que do hospedeiro e dessa forma, quando a amostra € diluida, a freqiéncia do
DNA alvo fica reduzida e também fica reduzida a possibilidade de amplificacdo. Pode

ser verificado ainda que amostras de animais da raga Nelore que amplificaram em



pequena quantidade, tiveram suas curvas confundidas com dimeros dos “primers” e
assim nao puderam ser quantificadas. Dessa forma, foram necessarias analises do tipo
NPCRs para o diagnéstico da doenca neste grupo genético. Para estes testes pode-se
usar quantidades maiores de DNA ndo diluido, fato que facilita bastante a identificacéo
dos animais positivos.

Os ensaios de PCR foram feitos usando “primers” comuns as duas babesias (B.
bovis e B. bigemina) na primeira reacdo (KB 16 e KB 17) e especificos para B. bigemina
na segunda reacdo de nPCR (KB 18 e KB 19). Estes “primers” amplificam uma regido
do gene 18s, sendo altamente conservado dentro da espécie de protozoario
(GUERRERO et al., 2007), fato que contribuiu para prevenir a ocorréncia de falso -
negativos. Os resultados obtidos nas analises dos animais da raca Nelore confirmaram
a alta sensibilidade deste teste, que possibilitou a identificacdo de 78% de animais
infectados na primeira PCR e 92% na segunda reacdo de nPCR. Os resultados
indicaram ainda que o DNA de B. bigemina foi detectado com maior freqiéncia em
bezerros, achado que se semelham aos observados por OLIVEIRA et al., (2005), que
diagnosticaram uma maior taxa de infeccdo por B. bigemina em bezerros em
comparacéao a vacas de raca mestica leiteira .

Tem sido verificado que as técnicas de amplificacdo do DNA parasitério
realmente possibilitam detectar a presenca das babesias em um numero
significativamente maior de animais, quando comparadas ao exame microscopico de
esfregacos sanguineos. Neste trabalho foi observado que todos os bovinos em que a
parasitemia foi detectada pelo método direto, foram positivos nas reacdes de
amplificacdo de DNA dos parasitas.

O objetivo deste trabalho era quantificar o nivel de infeccdo por B. bovis e B.
bigemina em bovinos dos diferentes grupos genéticos e idades. Entretanto, devido ao
namero variavel de coépias do DNA alvo nas amostras, a técnica permitiu apenas
estimar de forma relativa. O fato do gene do citocromo b, utilizado nessas reacdes ser
multicépias (BULING et al.; 2007; CRIADO-FORNELIO et al., 2007), acarretou
inconvenientes, como a impossibilidade de quantificar de forma exata, o nimero de

merozoitas presentes nas amostras de bovinos infectados. Esta parece ser uma



desvantagem sobre a utililizacdo da amplificacdo de parte do gene msa2c para B. bovis,
sendo este copia Unica no genoma desta espécie (RAMOS et al., 2011). No entanto, se
por um lado a utilizagdo da amplificacdo de um gene multicépias pode complicar a
quantificacdo do DNA alvo, usar um gene de cépia Unica pode inviabilizar a deteccao do
parasita. Isto se deve principalmente ao problema jA comentado anteriormente de o
DNA do hospedeiro ser maioria na amostra.

Todavia, a sintomatologia clinica caracteristica das babesioses, raramente se
manifesta em Bos indicus, como a raca Nelore e animais oriundos de seus cruzamentos
com Bos taurus (BOCK et al., 1997). Nas regides de estabilidade endémica, onde nao
ocorre o compartilhamento das pastagens entre animais das diferentes subespécies, a
resisténcia dos animais de origem indiana se torna ainda mais perceptivel (MADRUGA
et al., 1984).

As técnicas de amplificacdo do DNA parasitario possibilitaram o diagnostico de
um maior numero de animais, quando comparadas ao exame microscopico de
esfregacos sanguineos. Observou-se também, que todos o0s bovinos em que a
parasitemia foi detectada por este método tiveram resultados positivos nas
gPCR/nPCR. De modo semelhante, OLIVEIRA et al. (2005) verificaram maior
sensibilidade nas técnicas moleculares no diagnostico das espécies de babesias nas
categorias animais, consideradas em sua pesquisa.

A taxa de infecg¢ao por B. bovis foi de 98,0%, das quais, 100%, 98,0% e 96,0%
foram as taxas apresentadas por Angus, cruzados e Nelore, respectivamente. Ao se
considerar a categoria animal, bezerros apresentaram uma taxa de infeccao de 97,3%,
e as vacas 98,7%. Os indices foram elevados, e ndo diferiram estatisticamente entre
grupos genéticos e categorias observadas. As analises do nivel de infeccdo medido
pelo numero de copias de DNA alvo nas amostras de bezerros foi significativamente
superior ao de vacas. Os resultados mostraram ainda que os Bos taurus apresentaram
maior suscetibilidade as infec¢des por B. bovis, fato este traduzido pelo maior nivel de
infeccao.

Para B. bigemina, os resultados observados em animais Angus e cruzados

mostraram que, a técnica de amplificacdo de DNA possibilitou diagnosticar a



parasitemia em todos eles. Os resultados mostraram que a quantidade de DNA alvo
deste protozodrio, detectado pela técnica de amplificacdo do DNA de sangue de
bezerros foi superior a de vacas. Mostraram ainda, que animais cruzados apresentaram

um nivel de infeccdo menor quando comparados aos Bos taurus.



7. CONCLUSOES

Os resultados obtidos nesta investigacdo permitem concluir que as regides
estudadas apresentam caracteristicas tipicas de areas de estabilidade endémica para

as babesioses bovinas. Permitem ainda, extrair as seguintes conclusoes:

1) O método padronizado, embora ndo possibilite a quantificagdo exata do nivel de
infeccdo, foi eficaz para detectar diferencas nos niveis da parasitemia em

animais por Babesia spp.;

2) A técnica de amplificacdo de DNA por gPCR/nPCR apresenta alta sensibilidade
e especificidade para o diagndstico das Babesia spp. em amostras de sangue de

bovinos;

3) A técnica de amplificacdo de DNA por qPCR/nPCR permite a deteccdo de
infeccdes por Babesia spp. em animais jovens ja no primeiro més de vida e dos

adultos que se encontram em estado de portador;

4) Os niveis elevados de infeccdo em bovinos da raca Angus demonstram a
suscetibilidade desta subespécie aos agentes das babesioses, sendo que Nelore

e cruzados apresentam alta e moderada resisténcia, respectivamente;

5) As diferencas entre Bos taurus e Bos indicus quanto a resisténcia as babesioses
bovinas, estd mais relacionada com o nivel de infeccdo do que com a taxa de

infeccao;
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