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INTRODUCAO

Babesia bovis

O rebanho bovino brasileiro € um dos maiores do mundo, estimado em 198 milhdes de
cabegas segundo dados do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento 2004. Dentre
as infecgdes mais freqiientes que acometem os bovinos em dreas tropicais e subtropicais,
destaca-se a babesiose bovina, transmitida por ixodideos (Santos et al. 1998), tendo como
agentes etiologicos os hemoprotozoarios Babesia bigemina e B. bovis. Esse ultimo
hemoprotozoario apresenta uma patogenicidade maior, principalmente por causa da cito-
aderéncia de eritrocitos parasitados nas células endoteliais dos capilares do cérebro (Aikawa
etal. 1992).

Babesia bovis ¢é transmitida no Brasil por larvas do carrapato Boophilus microplus aos
bovinos, tendo um periodo de incubagao varidvel, entre sete e 14 dias, que depende da taxa de
inoculagdo e da sensibilidade do hospedeiro (Callow 1984). Essa doenga foi relatada no Brasil

pela primeira vez por Fajardo (1901).

Historico, Taxonomia e Morfologia

Babes (1888) investigou a doenga que causava surto de hemoglobinuria no gado da
Roménia e foi o primeiro a descrever piroplasma no sangue de bovinos. Inicialmente,
acreditava-se que era uma bactéria e foi denominada de Haematococcus bovis, posteriormente
foi caracterizada como um hemoprotozoario. Nos Estados Unidos, Smith & Kilborne (1893)
demonstraram que o organismo que causava a “Febre do Texas” era Pyrosoma bigeminum
(=Babesia bigemina) e qu a doenga era transmitida de um artropode (Boophilus annulatus)
para um hospedeiro mamifero. Em 1903, na Argentina, foram descritas duas formas de
babesiose, a forma A ¢ a forma C, que mais tarde foram denominadas de B. bigemina ¢ B.
argentina (=B. bovis) (Ligniéres, 1903).

Boophilus annulatus & o vetor presente na América do Norte, Europa e Asia, B. geigyi
na Africa e B. microplus na Africa, Australia e América do Sul, incluindo o Brasil. Esse
hemoprotozoario esta presente entre os paralelos 32° de latitude Norte e Sul, e altitudes
inferiores a 1200 metros acima do nivel do mar, sendo que sua distribui¢cdo estd relacionada
com as condi¢des favoraveis para o ciclo biologico do carrapato vetor (Friedhoff 1988).

Babesia bovis pode apresentar-se em forma arredondada ou anilhada, alargada ou
piriforme, ocupando uma posicao periférica na célula. A forma arredondada mede cerca de

1,0 a 2,5 um e a piriforme mede 1,5 a 2,4 um (Kessler & Schenk 1998). Atualmente a
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classsificacao filogenética desse hemoprotozoario ¢ a seguinte: filo Apicomplexa, classe
Sporozoasida, ordem Eucoccidiorida, subordem Piroplasmorina, familia Babesiidae e género

Babesia (Levine 1971, Allsopp et al. 1994).

Ciclo evolutivo

De acordo com Furlong e Evans (1991), no Brasil, B. microplus encontra condigdes
climaticas favoraveis ao seu desenvolvimento, desde a regido Sul em dire¢do ao Centro-oeste,
regido Norte e na maioria da regido Nordeste. Nessas regides pode potencialmente completar
duas e meia, trés ou mesmo cinco geragdes por ano, em locais com temperaturas médias
anuais acima de 17° C com precipitacdoes pluviométricas apropriadas. Em regides com
periodos de secas severas, ha limitagdo da sobrevivéncia do carrapato, podendo ocorrer uma
completa paralisacdo na incubagdo, postura, e até mesmo o fracasso desses estagios (Barros et
al. 2005).

O ciclo da transmissdo de babesia ¢ um processo complexo, formado por trés
elementos: o vetor, o parasita e o hospedeiro, e se inicia quando os parasitas no sangue
infectado do hospedeiro sdo ingeridos pelo ixodideo, algumas horas antes de completar o
engurgitamento. Dessa forma inicia-se a infeccdo alimentiria no limen do intestino do
carrapato (Friedhoft 1988).

No intestino, os parasitas transformam-se em gametas, que se fundem dando origem
aos zigotos. Esses penetram nas células epiteliais, iniciando uma divisdo por esquizogonia,
dando origem a esporocinetos ou merozoitos, que invadem a hemolinfa (Mahoney & Mirre
1979). A partir dai, iniciam-se ciclos de fissdo multipla nos diversos orgdos da fémea
ingurgitada, particularmente nas fibras musculares e inclusive nas células do ovario, o que
resulta na infec¢do dos oocitos. Quando as larvas comecam a se alimentar do sangue do
bovino, a multiplicagdo continua nas células epiteliais das glandulas salivares, dando origem
aos esporozoitos que sdo inoculados, através da saliva do carrapato. O desenvolvimento mais
significativo ocorre quando os cinetos invadem as células da glandula salivar e sofrem uma
reproducdo assexuada produzindo esporozoitos infectantes. Isso ocorre nas primeiras 24
horas, apos a fixagdo do carrapato infectado no hospedeiro mamifero (Dalgliesh et al. 1978).

Dai por diante, o parasita se multiplica por fissdo binaria dentro dos eritrécitos do
hospedeiro dando origem a dois merozoitos. Esses, rompem a célula hospedeira e cada um iréd
penetrar em outro eritrocito, dando origem a dois novos merozoitos (Friedhoff 1988). Essa
multiplicagdo continua até que o hospedeiro morra ou que o hospedeiro controle a infec¢ao

(Hodgson 1992).



Impacto econdémico

Hemoprotozodrios transmitidos por carrapatos sdo agentes etioldgicos importantes de
doencas que causam elevados indices de morbidez e mortalidade no gado. Os parasitas
apicomplexos pertencentes ao género Babesia (Kjemtrup & Conrad 2000), constituem um dos
principais fatores limitantes a bovinocultura em areas tropicais e subtropicais do mundo,
causando abortos, perdas na producdo de carne e leite, altas taxas de morbidade e mortalidade,
além de custos com medidas profilaticas (Aratjo et al. 1998).

Nao existem estudos econdmicos sistematicos na América Latina e consequentemente
no Brasil, no que se refere a babesiose bovina. Entretanto, os dados existentes, embora
discordantes, evidenciam elevado impacto econdmico. Na Argentina as perdas foram cerca de
USS$ 6,2 milhdes anuais devido a babesiose (Guglieclmone 1995), enquanto que no Uruguai,
foram estimadas perdas que atingiriam US$ 20 a 40 milhdes por ano (Azambuja et al. 1994).
No Brasil, os prejuizos causados pelo complexo Tristeza Parasitiria Bovina (Babesia
bigemina, Babesia bovis e Anaplasma marginale) foram estimados em US$ 500 milhdes de

dolares anuais (Grisi et al. 2002).

Epidemiologia

A estabilidade endémica de uma regido ¢ definida como o estado onde a relagdo entre
hospedeiro, agente, vetor e ambiente ¢ tal que raramente ou nunca ocorre doenga clinica
(Perry 1996), por isso a epidemiologia de B. bovis numa populacao de bovinos ¢ determinada,
pela idade, raga e ambiente em que vivem esses animais e principalmente a populacdo de
carrapatos do género Boophilus na regido (Spath 1986). O conhecimento da situacdo
epidemioldgica de Babesia spp em uma regido ¢ importante, pois esta revela a probabilidade
da ocorréncia ou nao de surtos (Mahoney 1975).

A maior parte do territorio brasileiro possui estabilidade endémica, entretanto, existem
algumas regides com instabilidade endémica ou areas livres de Babesia spp. Animais que
nascem em areas livres de vetores sdo altamente sensiveis a babesiose. Em éreas de
instabilidade endémica, animais nascidos em €pocas climaticas desfavoraveis ao vetor passam
o periodo inicial de suas vidas sem sofrerem infec¢des, entretanto, tornam-se altamente
suscetiveis as infec¢des por Babesia em idades mais avangadas, quando as condigdes
climaticas favorecerem o desenvolvimento do vetor e os animais ndo estdo mais protegidos

pela imunidade passiva conferida pelo colostro (Kessler et al. 1983).



A ocorréncia de repetidas infecgdes durante os primeiros meses de vida dos animais
permitirda o desenvolvimento da imunidade ativa, favorecendo a protecao contra a doenga; e,
infecgdes subseqiientes funcionardo como estimulos antigénicos, protegendo os animais
contra surtos de babesiose. Assim, esses tornam-se portadores, funcionando como carreadores
persistentes e servindo de fonte de infec¢des para animais jovens ou recém-introduzidos no
rebanho (Malacco 1998).

Com base nestes conceitos, ¢ conhecido que as maiores perdas econdmicas referentes
a babesiose bovina ocorrem em areas de instabilidade enzodtica ou por ocasido da
transferéncia de animais de areas livres para outras cuja situacdo epidemiologica seja de
estabilidade. Estudos epidemioldgicos realizados no Brasil tém caracterizado determinadas
regides como areas de estabilidade enzooética, com prevaléncias sorologicas acima de 80%
para B. bovis (Linhares et al. 1992, Barci et al. 1995, Araujo et al. 1998, Madruga et al. 2000,
Soares et al. 2000), assim como regides de instabilidade enzootica (Alves 1987, Vidotto et al.

1997, Lima et al. 1999, Barros et al. 2005).

Patogenia, Sinais Clinicos e Imunidade

A infec¢do por B. bovis pode ter um curso benigno com recuperagdo espontanea ou
produzir uma infec¢do aguda grave que resulta em morte do animal (Larlos 1989), mas,
mesmo nessa situagdo a parasitemia em geral ndo ¢ elevada porque os eritrocitos infectados se
aderem ao endotélio vascular de 6rgdos centrais. Em um animal com doenga fatal, pode-se
desenvolver aproximadamente 15.000 organismos/mm’ de sangue e em casos agudos nio
fatais ¢ possivel demonstrar a presenca de 5.000 organismos/mm’ representando uma
parasitemia de 0,2% (Mahoney et al. 1973).

Em animais com uma forma moderada de babesiose, podem ocorrer episddios de
parasitemia durante um periodo de uma a trés semanas, com elevagdo de temperatura retal
(39.0°C - 40.0°C) associada a anorexia e depressdao. A hemoglobintiria ¢ geralmente ausente,
mas uma leve ictericia pode ser observada. Apesar da taxa de liberagdo de hemoglobina
normalmente ndo ser tdo alta, a destruicdo de eritrocitos do sangue do hospedeiro durante o
percurso da doenga pode ultrapassar a 50%. Em casos de infecgdes severas, a temperatura
retal sobe e alcanca um maximo de 41°C - 41,5°C entre dois e trés dias, com aumentos de
parasitemia. J4 em animais com infeccdo fatal, a temperatura retal cai para niveis subnormais
e estabiliza algumas horas antes da morte (Allred 1998).

As babesioses se caracterizam, principalmente, pela destrui¢do eritrocitica, decorrente

dos aspectos biologicos dos agentes em realizarem parte de seu ciclo no interior destas



células, sendo o grau de anemia proporcional ao nimero de hemacias parasitadas (Potgier &
Els 1977). O inicio da queda do volume globular (VG) no gado com infec¢do por B. bovis €
resultante, em grande parte, da hemodilui¢do associada ao estase circulatorio (Wright & Kerr
1974). Mas, o quadro clinico se agrava quando eritrocitos infectados se aderem ao endotélio
vascular de 6rgdos centrais, principalmente do cérebro, causando a babesiose cerebral que
geralmente ¢ fatal (Nevils et al. 2000).

Durante a reprodugdo assexuada do parasita, ocorre a liberagdo de pequenas moléculas
que agem como toxinas e bloqueiam receptores de cortisol (um dos responsaveis pela
homeostase). Com a diminui¢ao da agdo do cortisol, ocorre a ativacdo de prostaglandinas e
complemento, consequentemente ha ativagdo da cascata da coagulacdao, estimulando
substancias vasoativas como a calicreina e bradicinina que podem levar o animal a um choque
hipovolémico (Ahmed 2002). E provavel que esses eventos sejam responsaveis pelas
alteracdes circulatérias que ocorrem no cérebro, causando hipdxia e sinais clinicos
neurologicos, onde se observa prostragdo, febre, anemia branda, ictericia, sialorréia,
convulsdes, complicacdes circulatorias, respiratdrias, neuroldgicas e freqiientemente morte do
animal (Allsopp 1994). A participacdo da imunidade inata e adquirida ¢ muito importante
para a recuperagao do animal que sofreu infec¢do por Babesia spp. (Goff et al. 2001). Os
macrofagos possuem papel relevante na remog¢do de eritrocitos parasitados da circulagao
sanguinea e participam da imunidade adquirida porque atuam como apresentadores de
antigeno as células T. Outra provavel atuagcdo dos macréfagos na imunidade inata ¢ a secrecao
de substancias que inibem o crescimento de B. bovis (Montealegre et al. 1985). Portanto, o
resultado da infeccdo em um animal imunogenicamente sensivel dependera do equilibrio entre
o hospedeiro e o parasita.

Foi demonstrado que monocitos esplénicos estimulados ex vivo com B. bovis,
associados ao IFN-y, expressaram NO (Goff et al. 2002). Além disso, linfocitos T a3 e yd,
bem como as células NK e alguns tipos de células dendriticas estdo envolvidas no proceso de
producdo de IFN-y (Goff et al. 2003). A populagdo predominante de células que serdo
ativadas posteriormente sdo as seguintes: CD2+ e CD8+ que sdo o fendtipo de células NK de
bovinos (Storset et al. 2004, Goff et al. 2006), e células NK produzem IFN-y na presenga de
IL-12 e IL-18 quando B. bovis se expde através de fagocitos mononucleares (Goff et al.
2006).

Um outro aspecto importante da babesiose ¢ que os animais que se recuperam da
enfermidade desenvolvem imunidade contra as manifestagdes clinicas da doenca, sem

eliminar a B. bovis, mantendo os bovinos portadores cronicos com flutuagdes decorrentes das
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recidivas (Mahoney et al. 1973). Essa cronicidade ¢ mantida devido ao seqiiestro dos
eritrocitos infectados com hemoprotozoarios maduros na microcirculagdo, € a conseqiiente
citoadesdo nas vénulas pds-capilares (Allred 1998).

Especificamente, existem alguns mecanismos pelos quais o sistema imune pode
eliminar eritrocitos infectados, entre eles podemos citar a Citotoxidade Celular Dependente de
Anticorpo (ADCC) (Goff et al. 1984) e opsonizacao seguida de fagocitose (Jacobson et al.
1993). Outro mecanismo que ocorre no inicio da infec¢do quando a parasitemia ainda ¢ baixa,
¢ a sindrome do choque decorrente das reagdes antigeno-anticorpo ou pelos produtos
formados pelo dano nos tecidos (Kessler & Schenk 1998).

Na necropsia, os principais achados que caracterizam uma infec¢do por B.bovis sdo:
mucosas e serosas acentuadamente palidas, hepatomegalia e esplenomegalia, vesicula biliar
distendida e linfonodos aumentados e escuros. O cérebro pode apresentar acentuada
congestdo da rede capilar e, também, da substincia cinzenta, tornando-se caracteristicamente

avermelhada (Nevils et al. 2000).

Controle e profilaxia

O controle do carrapato B. microplus foi uma das primeiras formas de controle de
sucesso para eventuais erradicacdes da Babesia spp nos Estados Unidos (Pegram et al. 2000).
Essa forma de controle tem sido realizada desde a década de 50 através do uso de acaricidas
(Pruett 1999) que se encontram disponiveis no mercado como as formamidinas, os piretroides
e as avermectinas (Hiuserman et al. 1992). Mas, existem estudos que t€ém demonstrado a
crescente resisténcia apresentada por carrapatos a compostos quimicos presentes nos
carrapaticidas (Crampton et al. 1999).

Aliado ao controle do carrapato, o rapido desenvolvimento da biotecnologia tem
alavancado o desenvolvimento de vacinas vivas atenuadas que surgiram nas décadas de 80 e
90, como uma boa alternativa ao método classico de premunigao (Bock et al. 2004).

Bock & de Vos (2001) avaliaram eficacia, grau e duracdo da imunidade providas por
vacinas vivas contra infec¢des de B. bovis na Australia (Combavac 3 em 1) e descobriram que
elas promovem mais de 95% de protegdo para os animais. Ja a vacina brasileira contra a TPB
surgiu de uma tecnologia desenvolvida pela Embrapa Gado de Corte e produzida pelo
laboratorio Hemopar no RS, estando disponivel no mercado com o nome comercial de
EMBRAVAC®-HEMOPAR. Esta ¢ apresentada em trés tubos criogénicos, sendo que cada
tubo contém, separadamente, as cepas atenuadas de B. bovis, B.bigemina e A.centrale e um

frasco contendo o diluente. A vacina ¢ conservada congelada em nitrogénio liquido até o
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momento do uso (Kessler et al. 1991) e segundo Sacco et al. (2001) a imunizagao de bovinos

com amostras atenuadas desses parasitas, demonstrou ser indcua, imunogénica e eficiente.

Para a utilizacdo da vacina, devem ser levadas em consideracdo as diversidades
fisiograficas do Pais ou da regido, sendo que bovinos criados em 4reas livres sempre que
forem importados para areas endémicas deverdo ser vacinados. Em dreas de instabilidade
endémica, quando os nascimentos coincidirem com o periodo livre de carrapatos, ¢
recomendavel que se vacinem todos os bezerros, antes que o carrapato reaparega. E nas areas
de estabilidade endémica, somente ¢ recomendavel a vacinagcdo ao importar animais de areas
livres ou de instabilidade endémica ou quando for implantado um programa de controle
intensivo do carrapato na propria fazenda. Neste Gltimo caso, somente os bezerros nascidos no

periodo de controle deverao ser vacinados (Kessler et al. 1987, Bock et al. 2004).

Diagndstico indireto

Os estudos de prevaléncia de hemoparasitos como B. bovis, sdo importantes para a
determinagdo da situacdo epidemioldgica em uma regido, indicando uma situacdo de
instabilidade ou de estabilidade endémica e, conseqiientemente, se ha ou ndo a necessidade de
adog¢do de medidas preventivas (Madruga et al. 2000).

Os testes sorologicos sdo ferramentas importantes na realizacdo destes estudos
epidemioldgicos, uma vez que os anticorpos gerados na resposta imune a Babesia spp podem
ser detectados no soro de bovinos por longos periodos (Bdse et al. 1990, Boonchit et al.
2002).

Na determinacdo da prevaléncia da B. bovis bem como de outros pardmetros
epidemioldgicos, tal como taxa de inoculacdo, as provas soroldgicas sao fundamentais. Houve
desenvolvimento de vérias técnicas soroldgicas com a finalidade de aprimorar a sensibilidade
e especificidade (Johnston et al. 1973, Todorovic & Kuttler 1974, Barry et al. 1982,
Waltisbuhl et al. 1987, Chieves et al. 1989, Kung’u & Goodger 1990). Mais recentemente,
foram produzidos antigenos altamente purificados por técnicas de biologia molecular com a
produgdo de subunidades antigénicas de especificidade definida (Goff et al. 1989, Bose et al.
1990), que foram utilizados em testes de imunoadsor¢do enzimatica (ELISA). Apesar destes
progressos tecnologicos da sorologia, a sensibilidade conseguida por estes testes nao foi
efetivamente superior ao da imunofluorescéncia indireta (Barry et al. 1982, Goff et al. 1989)

para que possam alterar a interpretagdo de um levantamento soroldgico. Inclusive, a alta
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sensibilidade da imunofluorescéncia indireta possibilitou um elevado grau de concordancia
com a sonda de DNA (Goff et al. 1988).

Mas a imunofluorescéncia indireta (IFT) e os testes de imunoadsor¢ao enzimatica
(ELISA) sao provavelmente, as técnicas mais utilizadas, devido a elevada sensibilidade na
detecgdo de anticorpos contra Babesia spp (Aratjo et al. 1998). O ELISA apresenta a
vantagem da automacdo na leitura, permitindo a andlise de um maior numero de soros
(Madruga et al. 2000), mas todos esses testes podem ser usados para estudos epidemioldgicos
da B. bovis (Blandino et al. 1994, Molloy et al. 1998) e até mesmo caracterizar o Brasil na sua

diversidade fisiografica, como ja tem sido feito (Aragjo et al. 1997, Lima et al. 1999).

Diagnostico direto

A Dbabesiose pode ser diagnosticada presuntivamente pelos sintomas aparentes
(Kessler et al. 1998). Entretanto, exames laboratoriais sao fundamentais para a determinacgao
do agente etioldgico da enfermidade.

O exame parasitologico, por meio de esfregaco sanguineo delgado e coloragdo de
Giemsa May-Grunwald, consiste numa ferramenta importante para a confirmacdo do
diagnostico clinico (Callow et al. 1993). Entretanto, possui limitacdes na detec¢do de
portadores, devido a baixa sensibilidade durante a fase cronica da doenga. Isso ocorre porque
nessa fase, ha um reduzido numero de eritrécitos infectados e estes preferencialmente se
localizam em vasos sanguineos de o6rgaos centrais (de Vos et al. 2000).

O advento da Biologia Molecular, ou seja, de técnicas que possibilitam a amplificacao
do DNA in vitro, proporcionou o diagnostico direto de diversos agentes etiologicos de
enfermidades de importancia sanitdria e econdOmica para humanos e animais (Williams et al.
1990, Conrad et al. 1992, Azambuja et al. 1994, Birkenheuer et al. 2003, Lew & Jorgensen
2005).

Os primeiros métodos biologicos moleculares desenvolvidos foram as sondas de DNA
marcadas com P*? ou biotina, que reconhecem e hibridizam com seqiiéncias alvos espécie-
especifica ou género-especifica (McLaughlin et al. 1986, Singh 1997). Para incrementar a
sensibilidade das reagdes baseadas em DNA, Miillis et al. (1986) desenvolveram a reagdo da
polimerase em cadeia (PCR) que ¢ um processo enzimatico in vitro para a sintese de
seqiiéncias de DNA. A PCR permite amplificar milhares de vezes uma regido especifica do
DNA. Por esse motivo, revolucionou o diagndstico molecular de agentes patogénicos, devido
a sua sensibilidade e especificidade, inclusive para diversos protozodrios, tais como

Plasmodium spp (Fabre et al. 2004), Toxoplasma spp (Spalding et al. 2002), Trypanosoma
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(Snounou et al. 1993, Camargo et al. 2004) e os do género Babesia spp (Figueroa et al. 1992,
Kawabuchi et al. 2005, Lew & Jorgensen 2005). As principais vantagens da PCR estao na
detec¢do precoce das infecgdes e determinacdo de portadores (Figueroa et al. 1993).
Comparativamente ao exame parasitologico como o de distencdo de sangue corado com
Giemsa May-Grunwald, a PCR apresenta uma sensibilidade significativamente maior (Calder
et al. 1996, Gayo et al. 2003) e segundo Bose et al. (1995) ¢ mais especifica que os testes
sorologicos existentes.

Mesmo assim, formas alternativas de PCR como PCR Mutiplex, PCR-nested ou semi-
nested tém sido desenvolvidas e aplicadas ao diagnostico com a finalidade de prover a essa
técnica uma sensibilidade e aplicabilidade maior. A PCR Multiplex ¢ capaz de identificar
diferentes espécies ou géneros de organismos presentes em uma Unica amostra, utilizando
dois ou mais pares de oligonucleotideos iniciadores em uma unica reacdo (Figueroa et al.
1993). Ja a nested PCR ¢ uma alternativa de execucdo da PCR que visa proporcionar uma
maior sensibilidade. Nessa forma de PCR, o produto amplificado (amplicon) ¢ submetido a
um segundo processo de amplificacdo utilizando oligonucleotideos iniciadores homoélogos as
seqiiéncias internas do segmento ja amplificado. Geralmente na primeira PCR ¢ utilizado um
oligonucleotideo iniciador género-especifico e na segunda PCR um oligonucleotideo iniciador
espécie-especifico do parasita em estudo (Rampersad et al. 2003, Queiroz et al. 2004). No
caso da semi-nested PCR, utiliza-se apenas um novo oligonucleotideo iniciador e o outro seria
um dos utilizados na primeira reagdo (Birkenheuer et al. 2003). Esses dois tultimos
procedimentos incrementam a sensibilidade e especificidade da PCR.

Notomi et al. (2000) desenvolveram uma técnica de alta especificidade que amplifica
DNA com eficiéncia e rapidez sob condi¢des de isotermia (aproximadamente 60 a 65°C).
Esse método denominado amplificacdo circular isotérmica (Loop mediated isothermal
amplification - LAMP) utiliza-se DNA polimerase e quatro conjuntos de primers especificos
que reconhecem um total de seis seqiiéncias distintas no DNA molde. Uma das primeiras
LAMP foi empregada no diagnostico do virus da hepatite B (Notomi et al. 2000), e
recentemente tem sido aplicado para deteccdo direta do complexo Mycobacterium
tuberculosis, M. avium, M. intracellulare em amostras de septo (Iwamoto et al. 2003) e P.
falciparum (Poon et al. 2006). Finalmente, a inovacdo na tecnologia da PCR foi o
desenvolvimento de equipamentos e técnicas que permitem o monitoramento da PCR em
tempo real e elimina a necessidade da detec¢do dos produtos amplificados por eletroforese

(Belak & Thoren 2001).
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Mecanismos de evasdo da resposta imune

Um dos mecanismos de evasdo imune ocorre através da capacidade que os parasitas
tém de alterar sistematicamente as moléculas da superficie celular, que sdo alvo da resposta

imune humoral do hospedeiro (Gupta 2005).

Nos estudos para identificar os antigenos variaveis responsaveis pela citoadesdo da
superficie de eritrocitos infectados por B. bovis, foram utilizados marcadores radioativos ['*°I]
e [’H] em eritrocitos parasitados para identificar proteinas e glicoproteinas. Esses estudos
identificaram proteinas de peso molecular de aproximadamente 60, 115, e 118 kilodaltons
(kDa) (Howard et al. 1980). Posteriormente, alteragdes antigénicas, em eritrocitos infectados
por B. bovis, foram comprovadas usando métodos de captura de antigenos especificos (Allred
& Ahrens 1993). Subseqiientemente, analises de antigenicidade de eritrocitos e anticorpos
presentes durante a infeccdo com clones de B. bovis de isolados do México e dos Estados
Unidos, demonstraram alteragdes progressivas no fenotipo de antigenos e respostas de
anticorpos correspondentes, caracterizando dessa forma, variagdo antigénica (Allred et al.

1993).

Eritrocitos que sofrem citoaderéncia e seqliestro em capilares e venulas pds-capilares
estdo parasitados com B. bovis em estagios maduros, trofozoitos e merontes (Callow &
McGavin 1963, Wright 1972). Esta citoaderéncia ¢ andloga a observada em humanos com
eritrocitos infectados por P. falciparum (Luse & Miller 1971). Durante a evolucdo da
interacdo parasito e hospedeiro, cada um desses agentes patogénicos adquiriu habilidades para
expressar nos eritrocitos infectados modificagdes estruturais na membrana de eritrocitos, que
facilitam a exibi¢do de ligantes que permitem a adesdo do eritrécito parasitado ao endotélio
dos vasos sanguineos (Chen et al. 1998). Embora, ainda nao tenham sido identificada a
totalidade de antigenos desses hemoparasitas na superficie de eritrocitos, VESA1 e PfEMPI,

sdo os principais componentes para B. bovis e P. falciparum, respectivamente (Beeson &

Brown 2002, Allred & Al-Khedery 2004).

Essas caracteristicas demonstram uma importante correlacdo entre B. bovis e P.
falciparum no que se refere a evasdo da resposta imune, devido a presenga de proteinas na
superficie de eritrocitos infectados que migram para a microcirculagao (Baruch et al. 1995). A
citoaderéncia para ambas as espécies sdo organizadas em tipos de estruturas adesivas,
otimizando sua interagao com receptores endoteliais (O’Connor & Allred 2000). Assim, por

evolucdo, ambos os parasitas por mecanismos distintos chegaram a solugdes estruturais
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semelhantes e comparaveis para estabelecer a longa infec¢do no portador. Portanto, apesar das
semelhangas, ha diferengas nos mecanismos genéticos € bioquimicos usados por B. bovis e P.
falciparum, na geracdo de ligantes para a citoadesdo, bem como na forma de inducdo da

resposta do sistema imune do hospedeiro (Allred 1998).

A familia multigénica ves, na qual pertence o gene ves/a, esta presente em pelo menos
trés dos quatro cromossomos da B. bovis (Allred et al. 2000), sendo que o genoma completo
da B. bovis ¢ de aproximadamente 9.4 Mb (Jones et al. 1997). No caso do P. falciparum, os
genes var sao os responsaveis pela codificacdo das proteinas PFEMP-1, expostas na superficie
dos glébulos vermelhos parasitados e responsaveis pelo seqiiestro de formas evolutivas dos
parasitas por adesdo e retengao dos mesmos nos capilares pos-venosos. Quando o seqliestro
ocorre intensamente no cérebro, pulmao, rim e/ou placenta, desenvolvem-se patologias graves
(Craig & Scherf 2001, Nogueira et al. 2001). Esses genes constituem uma familia poligénica
de 40 a 50 elementos, distribuidos nos quatorze cromossomos do parasita. Em contrapartida, o
gene vesla contém dois introns e se caracteriza por apresentar pequenas seqii€ncias altamente
conservadas ao longo do genoma com regides de elevado polimorfismo (O’Connor & Allred
2000). A proteina VESA1 codificada por esse gene, provoca alteragdes na superficie dos
eritrocitos, formando uma protuberancia que se adere ao endotélio capilar (O Connor et al.
1999). Devido ao polimorfismo genético, a proteina VESA1, apresenta variagdes antigénicas

e estruturais que afetam a citoadesao (O’Connor & Allred 2000).

A estrutura do gene vesl-o estd demostrada esquematicamente, onde a organizacao
cromossomal de um unico gene vesl-a de B. bovis contém exons que codificam, enquanto
que o dois introns, ambos perto do 5 final do open reading frame sao mostrados como caixas
vazias. O start codon ATG e stop codon TAG estao identificados, como também a regido que

codifica o dominio rico em cisteina-lisina (CKRD) (Allred & Al-Khedery 2006).

AT TAG
ATG CKRD e 5
LD —/ A
I'I 2 3
|
: vesia ORF '

Gene da subunidade ribossomal do RNA
Alguns estudos para definir o genoma mitocondrial de apicomplexos revelaram a
existéncia de duas moléculas extracromossomais (Feagin 1994). Algumas espécies revelaram

que codificam uma pequena subunidade ribossomal de RNA (SSrRNA) (Gardner et al. 1994),


http://www.cdc.gov/ncidod/eid/vol6no5/barbour.htm#56
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que tem caracteristicas semelhante tanto para seqiiéncias mitocondriais como para plasmidiais
(Gardner et al. 1991).

O gene do RNA da sub-unidade ribissomal presente na maior parte dos eucariontes ¢
arranjado em copias multiplas de genes quase idénticos (Long & Dawid 1980), e por essa
razdo ¢ importante para o diagnostico molecular. Estruturalmente, diferencas nos ribossomos
de Plasmodium sao devido a mutagdes que ocorrem principalmente em regides variaveis que
constituem 3,5% a 7% em toda a sequéncia do gene SSrRNA (Gunderson et al. 1987,
McCutchan et al. 1988).

O genoma “organelar” de B. bovis precisa ser caracterizado em alguns detalhes.
Adicionalmente foi utilizada uma PCR para ampliar um fragmento de 552bp do gene de B.
bovis que demonstrou significativa homologia com o gene “organellar” SSTRNA de varias
espécies (Gozar & Bagnara, 1993). Este gene SSTRNA mostrou a identidade ainda mais alta
com o gene “organellar” SSTRNA de 35bp de DNA circular de P. falciparum. Genes rRNA
sdo altamente conservados para varios filos, e sdo apropriados para a amplificacdo por PCR
de fragmentos do gene porque ¢ relativamente facil desenhar oligonucleotideos especificos
(Gozar & Bagnara, 1993).

Linhares et al. (2002) utilizou trés pares de primers altamente especificos, desenhados
a partir de seqliéncias do gene da pequena unidade ribossomal de RNA (SSrRNA), para
identificar B. bovis, e obteve 100% de sensibilidade para todos eles. Além disso, esse gene
tem sido altamente explorado através da biotecnologia para deteccdo de diversos parasitas
(Calder et al. 1996, Gozar & Bagnara 1993, 1995). Portanto a utilizagdo de primers
desenhados a partir desse gene seria provavelmente um método sensivel de diagnostico e

estudo epidemiologico.

Antigeno variavel da superficie dos eritrdcitos de Babesia bovis (VESA-1) e Proteina da
membrana de eritrécito de Plasmodium falciparum (PfEMP-1)

B. bovis ¢ um hemoparasita que se assemelha em certos aspectos com o P. falciparum,
apesar de serem filogeneticamente distantes (Allred 1995). As semelhancas sdo com relagdo a
rapida variagdo antigénica e citoaderéncia que contribuem significativamente com a evasao
imune e patologia destas enfermidades (Allred 1998). Esses fatores sao responsaveis por
infecgdes persistentes e patologia dessas doencas, embora as estratégias genéticas e
bioquimicas sejam distintas segundo Moll et al. (1990). Os eritrocitos infectados sofrem
modificagcdes bioquimicas e estruturais. Por exemplo, alteragdes na composi¢do dos

fosfolipideos e/ou assimetria da membrana de eritrocitos com translocacao de fosfatidil-serina
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(PS), do interior para o exterior da superficie de membrana (Maguire et al. 1991). Isso
induziria uma mudan¢a conformacional que causaria o ndo reconhecimento pelo sistema
imunolégico (O’Connor et al. 1997). Os lipidios predominantes em eritrocitos infectados por
B. bovis sao a fosfatidilcolina e acidos fosfatidicos; ja o P. falciparum sintetiza um lipidio de
membrana denominado glicosil-fosfatidilinositol. Esses fosfolipideos, além de serem
responsaveis pela aderéncia do parasita a membrana plasmadtica, também estimulam os
macroéfagos a produzirem o Fator de Necrose Tumoral-alfa (TNF-a). Essa citocina aumenta a
expressdo de receptores das células endoteliais do hospedeiro, tornando a citoadesdo mais
eficiente (Florin-Christensen et al. 2000).

Como os parasitas encontram-se no interior dos eritrocitos, a superficie dos mesmos
torna-se a interface entre o parasita e o sistema imunologico do hospedeiro, dificultando o
acesso, principalmente devido ao seqiiestro destas células no endotélio dos capilares (Allred et
al. 1994).

As infecgdes causadas por B. bovis ¢ P. falciparum clinicamente s3o muito similares.
Ambas apresentam disfuncdes circulatorias generalizadas com ativacdo do sistema de
coagulacdo, liberacdo de peptideos vasoativos, consumo de fatores de complemento,
hipotensdo, febre alta, vasodilatacdo e hemolise terminal (Wright et al. 1988, Chen et al.
1998). As parasitemias s3o relativamente baixas, quando comparada com os outros
hemoparasitos, sendo que a lesdo mais caracteristica € o seqiiestro de eritrocitos no interior de
capilares, especialmente no cérebro (Mahoney et al. 1973, Biggs et al. 1991).

Ambos parasitas sdo seqiiestrados nos capilares de alguns tecidos do hospedeiro, uma
atividade que contribui significativamente com a patogenia tanto da malaria como da
babesiose (Callow & McGavin 1963, Aikawa 1988), particularmente em complicagdes
cerebrais que sdo caracteristicas principais dessas duas doengas na fase aguda (Wright 1972,
Maepherson et al. 1985). O fendmeno de citoadesdo com seqiiestro de eritrocitos possibilita
condi¢des favoraveis para esses parasitas evitarem a sua eliminacdo pelo sistema imune
esplénico (Kyes et al. 2001). Porém, ndo ha vantagem absoluta do parasita sobre o sistema
imune do hospedeiro, pois a probabilidade de perpetuagdo dos parasitas depende da
sobrevivéncia do hospedeiro para que haja transmissao pelo vetor artropode. Portanto houve
durante o processo evolutivo estabelecimento de um equilibrio com seu hospedeiro mamifero.
Nesse equilibrio obtido, o hospedeiro tem participagdo, porque adquiriu capacidade de
impedir a aderéncia de eritrocitos parasitados ao endotélio, através da formagdo de anticorpos
direcionados aos componentes do parasita necessarios para a citoadesdo, expondo o parasita a

acdo imunoprotetora dos elementos do sistema imune localizados no bago (Allred 1995).
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A citoaderéncia dos globulos vermelhos infectados com formas maduras do parasita
malarial (trofozoitas e esquizontes) faz-se por interacdo de DBL - "Duffy binding like" da
proteina PFEMP-1 com receptores endoteliais, que sdo as adesinas e integrinas, responsaveis
por captacao de glébulos brancos nos processos de diapedese da corrente sangiiinea para os
tecidos. Os receptores identificados sao ICAM-1 (inter cellular adhesion molecule-1), VCAM
(vascular cell adhesion molecule), CD36, CD31 entre outros (Giha et al. 2000). Portanto, os
parasitas se adaptaram e tornaram-se capazes de reconhecer receptores para realizar a
citoaderéncia, que representa, para eles, um meio de evitar a passagem pelo baco, onde
alteracdes da membrana celular dos eritrécitos provocariam sua captura e destrui¢do por
células fagocitarias (Biggs et al. 1991). Pesquisas de varios grupos permitiram identificar a
regido da molécula PfEMP-1 responsavel pela especifidade de adesdo pelos diferentes
receptores. Assim, a citoaderéncia responsavel pela seqiiestracdo no cérebro foi identificada
como dependendo dos receptores ICAM-1 e DBL-b (Smith et al. 2000). A forma grave da
maléria em gestantes ¢ resultante da citoaderéncia de certas PFEMP-1, contendo DBL-g que
reconhece como receptor radicais CSA (condroitin sulfato A) de certas glicoproteinas
abundantes na placenta (Buffet et al. 1999). Portanto, a viruléncia de certas infec¢des de
malaria falcipara se explicaria, atualmente, pela associa¢do de fatores do hospedeiro humano
e do parasita: a expressao induzida de receptores regulados por certas citocinas de um lado e a
expressao de certos genes var do parasita de outro (Craig & Scherf, 2001).

Tanto na babesiose, como na malaria, o hospedeiro possui uma imunidade inata e
monta uma resposta imune adquirida. Como os agentes etiologicos dessas enfermidades nao
sdo totalmente acessiveis ao sistema imune do hospedeiro, esses persistem por longos
periodos como portadores, havendo producdo de altos titulos de anticorpos (Allred & Al-
Khedery 2004). Portanto, essa habilidade em estabelecer infec¢des assintomaticas e cronicas,
¢ resultado de equilibrio entre as defesas imunes anti-parasitdrias do hospedeiro ¢ os

mecanismos de evasao imunes do parasita (O’Connor & Allred 2000).

O parasita da malaria humana cresce e replica dentro de eritrocitos em parte do seu
ciclo de vida. Esse estagio eritrocitico ¢ responsavel por toda a patologia associada com essa
doenga. O estagio invasivo do parasita (merozoito) tem um conjunto de organelas apicais
especializadas, que liberam substancias no momento da invasdo (Blackman & Bannister
2001). Acredita-se na ocorréncia de interacdes protéicas do parasita com eritrocitos, que
mediam uma série de eventos que conduzem a introducdo do parasita para o interior do
vactolo parasitéforo (Taylor et al. 2002). Em protozodrios como P. falciparum, a

citoaderéncia ocorre de trés formas: citoaderéncia ao endotélio de capilares sanguineos;



19

autoaglutinagdo, onde os eritrocitos unem-se uns aos outros e; formagdo de “rosetas”, em que
os eritrocitos nao infectados formam uma coroa em torno dos infectados. Esses fenomenos
dependem da proteina PFEMP-1 e dos genes var que a codificam. Ja4 em infecg¢des causadas
por B. bovis, foram evidenciadas apenas as duas primeiras formas de citoaderéncia (Allred

1995).

Na fase assexuada, o parasita malarial induz modificagdes nas células vermelhas do
hospedeiro, facilitando assim, a sua sobrevivéncia e o seu crescimento intraeritrocitico
(Aikawa 1988). Estas modificagdes incluem a apresentagdo de proteinas imunogénicas da
superficie de eritrocitos parasitados, como por exemplo, PfEMP-1, que ¢ uma proteina
bifuncional responsavel pela citoaderéncia, bem como pela variacao antigénica (Baruch et al.
1995, 1996, 1997, Gardner et al. 1996, Smith et al. 1998). Essa proteina induz uma resposta
humoral (Bull & Marsh 2002) e ¢ codificada pela familia multigene var, que facilita a ligag@o
de eritrocitos infectados a uma variedade de receptores no endotélio do hospedeiro. Esse
fenomeno conduz a obstrug¢ao de vasos sanguineos, contribuindo com a patologia e severidade

da doenca (Taylor et al. 2002).

No caso da B. bovis, o antigeno VESA-1 (antigeno variante de superficie de
eritrocitos) ¢ responsavel pela cito-aderéncia de eritrocitos infectados e apresenta
polimorfismo entre isolados com rapida variag@o antigénica. Essa proteina ¢ heterodimérica e
inclui duas subunidades individualmente variantes (O’Connor et al. 1997), sendo que a
resposta imune bovina parece atingir apenas epitopos conformacionais. Assim, a variabilidade

potencial da proteina VESAT torna-se extremamente elevada (Allred & Al-Khedery 2004).
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Avaliacéo e otimizacao de Reacdes da Polimerase em Cadeia para
diagndstico molecular e estudo epidemiologico de Babesia bovis

Evaluation and optimization of Reactions of Polimerase in Chain for
molecular diagnosis and epidemic study of Babesia bovis

Babesia bovis é um hemoprotozoario que causa doenga caracterizada por febre,
fraqueza, ataxia, hemoglobinuria e anemia, provocando assim, grandes perdas economicas
na bovinocultura. Com a finalidade de um diagnostico preciso e eficaz, a reagdo da
polimerase em cadeia com os primers GAU3-5-CTGGTTGATCCTGCCAGTAG-3" e
GAUI0-5-GCACGGACGGAGACCGA-3" (PCR-S) (Linhares et al. 2002) e semi-nested
SNPCR que utilizou o primer forward GAUY9-5-CTGTCGTACCGTTGGTTGAC-3" e o
reverse GAUI0 baseados no gene SSrRNA, foram avaliadas juntamente com a PCR-Ves3 que
utilizou  primers  Ves3F-5-TGCCTCTGGGTTACGGGATGAAGT-3 e  Ves3R-5-
CAGGGGAGCCGTATGTCGTATTG-3’ da seqiiéncia do gene vesla de Babesia bovis. Na
determinagdo da prevaléncia de animais de duas regioes de estabilidade enzootica (CO e S) a
PCR-Gau3/10, SNPCR-Gau9/10 e PCR-Ves3 apresentaram 78% , 91% e 50,6% de positivos
respectivamente, além de estatisticamente apresentarem diferencas significativas entre elas, e
no modelo experimental, a SNPCR-Gau9/10 confirmou elevada sensibilidade (59%). Todos
os animais avaliados aos sete dias de idade foram positivos na SNPCR-Gau9/10, sugerindo
que ha uma elevada taxa de infec¢do nos primeiros dias de vida e que possivelmente também
ocorra transmissdo vertical da B. bovis no sistema de criacdo do rebanho estudado.
Portanto, os resultados demostram que a SNPCR-Gau9/10 é apropriada para estudos

epidemiologicos.

Palavras-chave: Babesia bovis — PCR — ves1-alpha — SSrRNA — diagnoéstico

Babesia bovis is a hemoprotozoario that causes disease characterized by fever,
weakness, ataxia, hemoglobinuria and anemia, provoking like this, great economical losses in
the bovinocultura. With the purpose of a necessary and effective diagnosis, the reaction of the
polimerase in chain with the primers GAU3-5-CTGGTTGATCCTGCCAGTAG-3" and
GAUI10-5-GCACGGACGGAGACCGA-3" (PCR-S) (Linhares et al. 2002) and semi-nested
SNPCR that used the primer forward GAU9-5"-CTGTCGTACCGTTGGTTGAC-3" and the
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reverse GAUI0 based on the gene SSYRNA, they were appraised together with PCR-Ves3 that
used  primers Ves3F-5"-TGCCTCTGGGTTACGGGATGAAGT-3" and  Ves3R-5'-
CAGGGGAGCCGTATGTCGTATTG-3' of the sequence of the gene vesl of Babesia bovis. In
the determination of the prevalence of animals of two areas of stability enzootica (CO and S)
PCR-Gau3/10, SNPCR-Gau9/10 and PCR-Ves3 presented 78%, 91% and 50,6% of positive
respectively, besides estatisticamente they present significant differences among them, and in
the experimental model, SNPCR-Gau9/10 confirmed high sensibility (59%). All the appraised
animals to the seven days of age were positive in SNPCR-Gau9/10, suggesting that there is a
high infection tax in the first days of life and that possibly also happens vertical transmission
of the B. bovis in the system of creation of the studied flock. Therefore, the results demostram
that SNPCR-Gau9/10 is adapted for epidemic studies.

Key-Words: Babesia bovis — PCR — vesI-alpha — SSrRNA — diagnosis

Babesia bovis ¢ um pequeno babesideo dos bovinos que ¢ transmitido por larvas do
carrapato Boophilus microplus e que juntamente com Babesia bigemina e a riquétsia
Anaplasma marginale causam a Tristeza Parasitaria Bovina. A infeccdo por B. bovis no
bovino susceptivel, induz doenca clinica severa caracterizada por febre, anemia, disturbios
circulatorios, disturbios neurologicos e, frequentemente, morte (Wright et al. 1979).

O Brasil apresenta grande diversidade climatica e topografica, o que resulta em
variadas situacdes epidemioldgicas da Babesia spp. Embora a maioria do territério brasileiro
seja caracterizada por area de estabilidade endémica, existem regides com instabilidade
enzootica, devido a periodos prolongados de auséncia ou reduzida precipitagdo pluviométrica,
como no poligono da seca, no Nordeste do pais (Barros et al. 2005) ou no extremo sul do
Brasil decorrente das baixas temperaturas e localizacdo geografica (Leite et al. 1989). A
introdu¢ao de animais livres de Babesia em areas endémicas, bem como a redugdo ¢ o
controle da populagdo de carrapatos, seja por condi¢des climaticas, tratamento com produtos
quimicos ou por vacinagdes, propiciam o aparecimento da doenga (Madruga et al. 1983,
Rodriguez et al. 1995). Essa enfermidade apresenta uma morbidade que ocasiona perdas na
producdo de carne e leite, além de altas mortalidades (McCosker 1981). Por essas razdes, em
paises de clima tropical e subtropical, como o Brasil, a babesiose constitui fator limitante para

o desenvolvimento da pecudria (Aratjo et al. 1998).
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A anamnese ¢ a avaliagdo clinica da sintomatologia sdo esséncias para o diagndstico
presuntivo, contudo, os testes laboratoriais sdo importantes para a confirmacdo do agente
etiologico da infeccdo (Mahoney & Mirre 1979). O diagndstico parasitologico por meio de
distensdo sanguinea apresenta alta sensibilidade e especificidade na fase aguda da infecgao,
entretanto, tem baixa sensibilidade no periodo pré-patente e na fase cronica, devido a baixa
parasitemia. Em estudos epidemioldgicos diversas provas sorologicas para deteccao de
anticorpos tém sido bastante utilizadas, principalmente o ensaio de imunoadsor¢do enzimatica
(ELISA) que ¢ a prova que confere melhores resultados por ser mais sensivel e especifica
(Araujo et al. 1998, Madruga et al. 2000).

Nos ultimos anos, foram desenvolvidas provas moleculares utilizando sondas de DNA,
que aumentaram a sensibilidade do diagndstico da B. bovis (Cowman et al. 1984, Dalrymple
1990, Jasmer et al. 1990). Entretanto, o advento da Reacdo da Polimerase em Cadeia (PCR),
possibilitou um incremento consideravel na sensibilidade, porque tornou possivel detectar
parasitemias da ordem de 10°a 10”, que ¢ uma sensibilidade 100 vezes maior que o exame
parasitologico do esfregaco de sangue corado com Giemsa May-Grunwald. Além disso, a
PCR tem sido eficiente para detectar polimorfismo genético entre populagdes e subpopulagdes
de organismos apicomplexos, inclusive os do género Babesia, em diferentes regides
fisiograficas. Através dessa técnica, utilizando os primers Bv80 e BvVAI, foi possivel
caracterizar diversidade genética entre diferentes isolados de B. bovis na Australia (Dalrymple
et al. 1992, Lew et al. 1997). B. bovis e Plasmodium spp também foram caracterizados
distintos em diferentes isolados geograficos (Perrin et al. 1985, Palmer et al. 1991, Suarez et
al. 1991). No Brasil, um estudo de epidemiologia molecular foi realizado com isolados de B.
bigemina das cinco regides fisiograficas do pais, onde os isolados do Nordeste e Centro-Oeste
demonstraram maior diversidade genética, enquanto que os isolados do Sudeste e Sul foram
os mais proximos (Madruga et al. 2002). Enfim, os marcadores moleculares tém sido bastante
utilizados no estudo da analise da variabilidade genética entre e dentro de populacdes (Blott et
al. 1999), demonstrando polimorfismo entre isolados de B. bovis (Cowman et al. 1984,

Dalrymple 1990, Jasmer et al. 1990).
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Por esses motivos, métodos de diagnostico precisos, sensiveis e especificos, tanto
para a fase aguda, como cronica da doenga, sdo essenciais para a determinacdo do
diagnodstico etiologico e epidemioldgico e estabelecimento de medidas racionais para o

controle dessa doenca.

A escolha dos genes para selegdo dos primers empregados nesse trabalho, esta
fundamentada no fato de que a PCR com primers baseados nas seqiiéncias do gene SSrRNA
da sub-unidade ribossomal demonstrou uma alta sensibilidade e especificidade ao analisarem
sangue de bovinos com parasitemia de B. bovis em animais de varias regides do Brasil
(Linhares et al. 2002), assim como ja tem sido demonstrado para varios hemoprotozarios
(Kimura et al. 1997, Rubio et al. 1999, Sehgal et al. 2001). Além disso, o desenvolvimento
de PCR semi-nested utilizando primers desse gene poderia aumentar ainda mais a
sensibilidade da mesma (Ano et al. 2001, Rampersad et al. 2003). O gene ves-/a foi
escolhido pelo fato que o mesmo estd presente em pelo menos trés dos quatro cromossomos
do genoma de B. bovis (Jones et al. 1997). A identificacdo de polimorfismo genético entre
isolados brasileiros pode ser relevante, pois esse gene codifica uma proteina denominada
VESA-1 (antigeno variante de superficie de eritrocitos) (Allred et al. 1993) que foi associada
a citoadesdo dos eritrocitos infectados pela B. bovis ao endotélio de orgdos centrais,
principalmente do cérebro, causando a babesiose cerebral (O’Connor et al. 1997, Callow &
McGavin 1963). Portanto, essa proteina constitui-se num candidato potencial para a
producdo de uma vacina, € por essa razao, a determinagao do polimorfismo entre populacdes

e subpopulagdes ¢ relevante.

O objetivo desse trabalho foi de desenvolver uma PCR com elevada sensibilidade
quando aplicada a estudos epidemiologicos, utilizando a PCR semi-nested pelo fato desta

apresentar sensibilidade maior que a PCR padrao (Ano et al. 2001, Rampersad et al. 2003).

MATERIAIS E METODOS
Sele¢do de oligonucleotideos iniciadores - Um par de oligonucleotideos iniciadores espécie-
especifico foi construido a partir do gene ves/-a de B. bovis (Genbank, acesso n® AF 173158),
isolado do México, linhagem MO7. Para isso, foi utilizado o software Lasergene DNA star e
o programa Primer Select 3.1. Esses oligonucleotideos iniciadores foram os seguintes: Ves3F
- 5 TGCCTCTGGGTTACGGGATGAAGT-3’ e Ves3R - 5’-
CCAGGGGAGCCGTATGTCG TA TTG-3".
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Foram utilizados também, oligonucleotideos iniciadores das seqiiéncias do gene
SSrRNA de B. bovis (GenBank U06105) descritos por Linhares et al. (2002), para avaliagdo da
eficiéncia dos mesmos para o diagndstico etioldgico e epidemioldgico. Os oligonucleotideos
iniciadores de escolha foram: GAU3 - 5’-CTGGTTGATCCTGCCAGTAG-3’ como forward
e GAUI10 - 5’-CGCACGGACGGA GACCGA-3’ reverse. Uma PCR semi-nested que utilizou
os oligonucleotideos iniciadores GAU9 - 5°- CTGTCGTACCGTTGGTTGAC-3’como

forward e, GAU10 como reverse foi também avaliada.

Extragiio de DNA - A extragio de DNA gendmico foi realizada com o Kit Easy DNA®
(Invitrogen), conforme o protocolo do fabricante. Além disso, todas as amostras foram
submetidas a eletroforese para verificacdo da presenca ou ndo de DNA e verificagdo de sua

qualidade para a realizagdo de um PCR.

Reacgdo da Polimerase em Cadeia (PCR) - A PCR com os primers GAU3 e GAU10 (PCR-
GAU3/10), foi executada basicamente de acordo com a descri¢cao de Linhares et al. (2002).
Resumidamente, a reagdo foi em um volume de 25 pL, onde utilizou-se Tampdo 10x
contendo 50 mM de KCI, 1,5 mM MgCL, e 10 mM Tris-HCl (Amersham Pharmacia
Biotech®); 200 uM de dNTP (Life Technologies®); 20 uM de cada primer (Alpha DNA);
1.25 U de Taq DNA polimerase (Amersham Pharmacia Biotech®) e 1ul de DNA gendmico.
As demais PCRs foram otimizadas apds teste de varias concentragcdes dos reagentes. A reagao
semi-nested (SNPCR-Gau 9/10) foi realizada também num volume total de 25 pL, utilizando
Tampio 5x Colorless GoTaq'™ (Promega®), 200 uM de dNTPs (Deoxinucleotideo
trifosfato-Promega ®) e cada primer (Alpha DNA) a 20 uM, 1.5U de Taq DNA polimerase
(Cenbiot™ ™) ¢ 1 L de DNA. A PCR-ves3 utilizou as mesmas concentragdes de reagentes
e volume de DNA da PCR-Gau3/10, exceto os primers (XX IDT-Integrated DNA
Technologies) que foram 40 ng cada. A programacdo do termociclador para a SNPCR-Gau
9/10 foi executada da seguinte forma: um ciclo de 1 minuto a 94°C, 40 ciclos de 94°C por 30
segundos, 57°C por 30 segundos e 72°C por 1 minuto, € um ciclo de extensdo final de 72°C
por 5 minutos. A PCR-Ves3 foi submetida a um ciclo de 94°C por 2 minutos, €
posteriormente 30 ciclos de 94°C, 1 minuto, 59°C por 1 minuto e 30 segundos, e 72°C por 2

minutos. Adicionalmente foi realizada uma extensao a 72°C por 5 minutos.

Os produtos das PCRs foram submetidos a uma corrida eletroforética em gel de agarose

1% submerso em tampdo acetato EDTA (TAE), juntamente com o marcador de massa
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molecular 1Kb DNA Ladder (Promega®). Na corrida eletroforética foi utilizado um aparato
horizontal (Amersham Pharmacia Biotech). Posteriormente, o gel foi corado em solugdo de
brometo de etideo (0,5 pg/mL), sendo que a vizualizacdo do resultado foi feita em
transiluminador (Spectroline Model TL-312A). A fotodocumentacdo dos resultados obtidos
foi realizada no programa Alpha-DigiDoc (Alpha Innotec, US).

Avaliagdo da sensibilidade das reagoes da polimerase em cadeia (PCRs)

Detecgdo de B. bovis em infec¢do experimental - Um bezerro anelorado com trés
meses de idade criado na 4rea de isolamento da Embrapa Gado de Corte foi
esplenectomizado, imunossuprimido diariamente com dexametazona em concentracdes
crescentes (2mg, 4mg, 8mg, 16mg, 32mg) e posteriormente nas mesmas concentragdes de
forma decrescente. Esse animal foi inoculado com 2x10® organismos de B. bovis isolado
Centro-Oeste por via subcutanea. A seguir, foram realizadas colheitas de sangue diariamente
para extragdo de DNA e confeccdo de esfregacos sanguineos a partir de sangue obtido da
orelha que foram corados com Giemsa May-Griinwald. O periodo de colheita foi desde a
inoculacdo até 14 dias apds o desaparecimento da parasitemia de acordo com os resultados do
esfregaco sanguineo, totalizando vinte e trés dias de acompanhamento clinico-laboratorial do

animal.

Avaliagdo das PCRs em estudos epidemiologicos

Estabilidade enzootica - Setenta e sete bovinos de regides com presenga do carrapato
Boophilus microplus foram submetidos a provas moleculares. Quarenta amostras de sangue
foram de bezerros desmamados da raca Nelore (cerca de oito meses de idade) da Embrapa
Gado de Corte Campo Grande - Mato Grosso do Sul, que tinham um manejo de criagao
extensiva. Trinta e sete amostras foram de animais da regido sul do Brasil (Capao do Ledo —
Rio Grande do Sul), sendo vinte e duas vacas mesticas (Bos indicus x Bos taurus) e quinze
bezerros de sete dias de idade nascidos destas vacas inseminadas com s€émen de bovino da
raca Braford.

Area livre - Trinta e quatro amostras de sangue de bovinos do Uruguai (Municipio de
Rivera), sendo dezessete vacas e dezessete bezerros também foram avaliadas nas PCRs. Nessa
regido os animais foram submetidos a banhos por aspersdo com Amitraz a cada 21 dias e
havia também o uso de endectocidas. O pastoreio era rotativo e infestagdes por B. microplus

ndo foram observadas, assim como nao houve relato de Tristeza Parasitaria Bovina.



37

Avaliagdo da PCR-Ves3 para estudo de epidemiologia molecular - Os DNAs de isolados de
B. bovis das cinco regides fisiograficas do Brasil (Sul, Sudeste, Centro-Oeste, Norte ¢
Nordeste) com parasitemias de 0,2%; 0,1%; 3,4%; 0,5% e 0,5% respectivamente, foram
analisados através da PCR-Ves3 com a finalidade de averiguar polimorfismo entre isolados de
B. bovis, utilizando um gel de poliacrilamida 10% corado com sais de prata utilizando o kit

DNA Silver Staining kit — Plus One™ (Amersham Biosciences).

Analise estatistica — Os dados obtidos através das PCRs realizadas, foram analisadas por um
teste exato para dados categoricos (Cox & Snel 1989). Em funcdo da correlagdo entre os
resultados do sangue coletado em uma mesma data, optou-se por testar a equivaléncia entre os
testes com base apenas nos dados que apresentaram discrepancias em uma mesma data.
Foram feitas comparacdes dos testes dois a dois, sendo assumida uma distribuicdo Binomial
com parametro N igual ao niimero de dias com resultados discrepantes e p igual a 0,5 para o
nimero de ocorréncias em favor do teste mais positivo. O valor de p foi calculado

multiplicando o resultado obtido por dois, em funcao do teste ser bilateral.

RESULTADOS
A PCR-Gau 3/10 produziu amplicon de 1212 pares de bases, enquanto que a SNPCR-
Gau 9/10 e PCR-Ves3 produziram amplicons de 541 pb e 700 pb, respectivamente (Fig. 1).

1212pb 541pb

Fig. 1: Amplicons de Reacdes da Polimerase em Cadeia (PCR) para o diagnéstico de Babesia bovis. A: PCR
com iniciadores baseados no gene SSTRNA (PCR-Gau3/10); B: PCR semi-nested com iniciadores baseados no
gene SSTRNA (SNPCR-Gau9/10); C: PCR baseados no gene ves-/ ¢ ( PCR-Ves3).

As sensibilidades das trés reagdes da polimerase em cadeia e do exame parasitoldgico

com relagdo ao bezerro experimentalmente infectado podem ser observadas na Tabela 1.
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TABELA 1
Resultados das reagdes da polimerase em cadeia, PCR-Gau3/10, SNPCR-Gau9/10 ¢ PCR-Ves3 e do exame
parasitolégico de esfregago sanguineo do bovino inoculado experimentalmente com 2x10® organismos de
Babesia bovis,

Infeccéo Reacdo da Polimerase em Cadeia
Experimental Exame parasitolégico

Identificagéo numérica 1 2 3 4
das reacfes

. L N PCR-Gau 3/10 SNPCR-Gau 9/10 PCR-Ves3 Parasitemia (%)
Dias Po6s-inoculacéo

0 - - - -

- < 0,001
- < 0,001
- < 0,001
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Total de positivos 7

Estatisticamente, o resultado da infec¢do experimental foi o seguinte: A reacao 1 foi
significativamente superior a 3 (p = 0,0156) e ndo diferiu de 4 (p = 0,125). A reagdo 2 foi
significativamente superior a 3 e a4 (p = 0,0020 e 0,0156 respectivamente) e nao diferiu da 1
(p =0,25). A reacao 4 nao diferiu da 3 (p = 0,25)

No estudo de prevaléncia de B. bovis a SNPCR-Gau9/10 detectou um numero de
bovinos portadores significativamente maior (p < 0,0001) nas areas de estabilidade enzodtica
das regides Centro-Oeste e Sul (Fig. 2 e 3) e estatisticamente as trés reagdes tiveram

diferencas significativas entre si.
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@ PCR-Gau 3/10
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positivas

Reagdes da Polimerase em Cadeia

Figura 2. Percentagem de amostras positivas nas reacdes da polimerase em cadeia, PCR-Gau3/10, SNPCR-
Gau9/10 e PCR-Ves3 em animais da regido enzodtica do Centro-Oeste, Campo Grande, estado de Mato Grosso
do Sul, Brasil.
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Reacao da Polimerase em cadeia

Figura 3. Percentagem de amostras positivas nas rea¢des da polimerase em cadeia, PCR-Gau3/10, SNPCR-
Gau9/10 e PCR-Ves3 em animais da regido enzodtica do extremo Sul (Capdo do Ledo, Rio Grande do Sul,
Brasil).

No estudo de prevaléncia da regido Centro-Oeste, dentre os quarenta animais, que
constituiram a amostragem, 39 foram constatados positivos na SNPCR-Gau9/10, enquanto
que na PCR-Gau3/10, 32 animais foram positivos. A PCR-Ves3 também detectou 32 animais
positivos. Na regido Sul, das 22 vacas submetidas ao estudo de prevaléncia, 13 foram
positivas na PCR-Gau 3/10, 16 na SNPCR-Gau 9/10 e sete na PCR-Ves3. Todos os 15
bezerros foram positivos tanto na PCR-Gau 3/10 quanto na SNPCR-Gau 9/10. Na PCR-Ves3
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ndo foi detectada nenhuma reagdo positiva. A percentagem total de reacdes positivas dessa
regido enzodtica nas trés PCRs pode ser verificada na Fig. 2 e 3.

A maior sensibilidade da SNPCR-Gau 9/10 pode ser verificada na figura 4.

Fig. 4: Reagdes da Polimerase em Cadeia para diagnostico de Babesia bovis com primers do gene SSrRNA PCR-
Gau 3/10 (A) e SNPCR-Gau 9/10 (B) em amostras de DNA de sangue bovinos das regides enzooticas do Brasil.
Colunas 1 — 10 amostras testadas, coluna 11 controle positivo, coluna 12 controle negativo.

Na area livre de carrapato os trinta e quatro animais apresentaram reagdes negativas
nas trés PCRs.
A PCR-Ves3 com DNA de cinco isolados brasileiros de B. bovis apresentou todos

amplicons com 700 pb (Fig. 5).

Fig. 5: Gel de poliacrilamida: Rea¢des da Polimerase em Cadeia baseadas nos primers desenhados a partir do
gene vesl-o (PCR-Ves3) de cinco isolados brasileiros. Coluna 1: isolado regido Norte, coluna 2: isolado regido
Nordeste, coluna 3: isolado regido Sudeste, coluna 4: isolado regido Centro-Oeste, coluna 5: isolado regido Sul,
coluna 6: controle positivo, coluna 7: controle negativo..

DISCUSSAO
PCR com primers desenhados na seqiiéncia do gene SSrRNA tem sido utilizada no
diagnoéstico de parasitos de diversos géneros como Trypanossoma (Noyes et al. 1999)
Plasmodium (Di Santi et al. 2004), Cryptosporidium (Chalmers & Grinberg 2005) e Theileria
(Gubbels et al. 1999). Isso porque esse gene possibilita desenvolver testes com elevada
sensibilidade como foi verificado nesse trabalho com PCR-Gau3/10 e SNPCR-Gau9/10.
Anteriormente, para o diagndstico de B. bovis foram desenvolvidas PCRs com primers

desenhados no gene SSTRNA que apresentaram bom desempenho como diagnostico (Gozar &
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Bagnara 1993), inclusive detectando parasitemias de 107 a 10°% (Calder et al. 1996) que sio
consideravelmente mais baixas que aquelas detectadas pelo exame parasitologico. A
prevaléncia significativamente superior da SNPCR-Gau9/10 (91,0%) com relagdo a PCR
standard PCR-Gau 3/10, indica a maior sensibilidade da primeira PCR. Esse resultado ¢
esperado, pois as PCRs nested e¢ semi-nested apresentam sensibilidade e especificidade
superiores quando comparadas com a PCR standard (Birkenheuer et al. 2003, Rampersad et
al. 2003, Queiroz et al. 2004).

A prevaléncia encontrada pela SNPCR-Gau9/10 nas duas regides de estabilidade
enzootica apresenta melhor concordancia com a situacdo epidemiologica em que o carrapato
Boophilus microplus esta presente € nao ha controle intensivo do mesmo. As prevaléncias
nessas regides normalmente estdo acima de 90,0 % como foram identificadas por estudos
soro-epidemiologicos em varios estados brasileiros onde B. bovis ocorre endemicamente. Na
regido Sudeste, estado do Rio de Janeiro ocorreram 91,0% de bovinos sororeagentes no teste
de imunofluorescéncia indireta (Soares et al. 2000), no Centro-Oeste, microregido de Goidnia
98,9% foram positivos no teste de imunoadsor¢do enzimatica com antigeno bruto (Santos et
al. 2001) e 95,5% na regido nordeste, estado da Bahia, municipio de Euclides da Cunha
(Barros et al. 2005). Com base nesses resultados podemos concluir que a SNPCR-Gau9/10 ¢
apropriada para estudos de prevaléncia no Brasil.

A maior sensibilidade da PCR semi-nested (SNPCR-Gau9/10) com relagdo as demais
PCRs avaliadas também foi confirmada no modelo de infeccdo experimental. Como ja havia
sido verificado anteriormente, as PCRs com primers baseados na seqiiéncia do gene SSrRNA
(Figueroa et al. 1992, Calder et al. 1996, Noyes et al. 1999) apresentaram sensibilidade
significativamente superior ao esfregaco de sangue corado com May-Griinwald-Giemsa.
Apesar do nivel de parasitemia ter sido bastante baixo nesse experimento (< 0,001%), esses
dados comprovam o trabalho realizado por Gayo et al. (2003). No trabalho realizado por esses
autores, foi possivel detectar organismos de Babesia a partir do quinto dia pos-infecgao,
enquanto que no esfregaco sanguineo foi apenas ap6s o 11° dia. Foi demonstrado também que
organismos de B. bovis podem ser detectados apos trés meses da inoculagdo quando
submetidos a PCR mas nao por microscopia onde os resultados positivos foram detectados
apenas at¢ o 14° dia pos-infeccao. Além disso, a vantagem da sensibilidade da PCR semi-
nested pode ser constatada pelo trabalho de Rampersad et al. (2003) que em estudo
comparativo entre esfregago de sangue, PCR standard e PCR nested detectou dez animais
positivos para Babesia equi no exame parasitologico, 16 na primeira PCR e 36 na segunda

PCR num total de 105 cavalos.
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Considerando que mesmo na fase aguda de B. bovis a parasitemia tende a apresentar-
se baixa, a sensibilidde do exame de esfregago sanguineo pode ser diminuida (Mahoney et al.
1973) e o mesmo pode ocorre em algumas imuniza¢des com a vacina viva atenuada.
Entretanto, as PCRs sdo apropriadas ndo somente para o diagnostico como também para
determinar a infectividade destes imunodgenos vivos atenuados. A PCR-Ves3 apresentou
resultado inferior com relagdo as outras PCRs, nao produzindo nenhuma reagdo positiva no
animal infectado experimentalmente e tendo inclusive desempenho igual ao exame
parasitolégico. Esse desempenho foi surprendente, porque esse gene esta presente em pelo
menos trés dos quatro cromossomos que compde o genoma desse parasita (Jones et al. 1997),
0 que seria um fator para aumentar a sensibilidade. Adicionalmente, a PCR-Ves3 apresentou
reacdo positiva com DNA dos isolados das cinco regides fisiograficas do Brasil. Portanto, a
aplicagdo da PCR-Ves3 se reduziria unicamente ao estudo de polimorfismo do gene ves!/«,
entre isolados de B. bovis, o que estaria relacionado ao diagnostico de epidemiologia
molecular. Mesmo assim, a PCR-Ves3 ndo apresentou polimorfismo de tamanho,
demonstrando amplicons de 700 pb nos isolados de B. bovis das cinco regides fisiograficas do
Brasil. Entretanto, uma andlise de sequenciamento dos amplicons dos diferentes isolados
poderd definir a utilidade dos mesmos em estudos de epidemiologia molecular. Essa
constatacdo indica que nem todas as PCRs tem sensibilidade maior que o exame
parasitolégico como foi verificado nesse trabalho e por diversos autores (Azambuja et al.
1994, Gubbels et al. 1999, Ruef et al. 2000).

Considerando que poderia haver um polimorfismo do gene ves/-« durante a infecgao
no hospedeiro que permitiria alteracdes antigénicas da proteina VESA-1 resultando em
mecanismo de evasdo imunoldgica de B. bovis incluindo citoaderencia ao endotélio dos vasos
da microcirculagdo sanguinea (O'Conner & Allred 2000) a semelhanga que ocorre na
infeccdo por P. falciparum em humanos (Biggs et al. 1991), alteragdes genéticas ao acaso,
mutagdes, rearranjos no gene (Florin-Christensen et al. 2002), poderiam ser os responsaveis
pela baixa sensibilidade do teste.

Bezerros nascidos em areas endémicas podem ser infestados com larvas de B.
microplus no primeiro dia de vida, portanto tem a probabilidade de se infectarem com B.
bovis que ¢ transmitida por esse estagio do carrapato (Rieck 1966). Essa ocorréncia ¢ maior
em bovinos de origem européia segundo Guglielmone et al. (1989), a percentagem de fémeas
ingurgitadas de Boophilus microplus infectados com Babesia spp. varia de 0 a 5% em Bos
indicus e em Bos taurus a presenca dessas fémeas varia de 18 a 40%. Além disso, num estudo

realizado por Rodrigues et al. (2005), de 20 animais que apresentaram babesiose cerebral
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confirmado por exames de esfregacos do cortex corados por pandtico rapido, 65% eram de
racas européia e 25% de animais mesti¢os, indicando assim a maior probabilidade de
ocorréncia da babesiose na raga européia. Entretanto, ndo ha evidéncia de babesiose, porque
os bezerros adquirem, através do colostro imunidade passiva (Hall 1960). Portanto, aos sete
dias os bezerros poderiam ser portadores de B. bovis, apesar da imunidade mediada pelos
anticorpos colostrais.

O fato de ter sido detectada 100% das reagdes positivas em animais de uma semana de
vida ha a possibilidade que tenha ocorrido em uma parcela destes animais, a transmissao
congénita. Apesar dessa forma de transmissdo da B. bovis ser considerada incomum, Trueman
& McLennan (1987), relataram um aborto causado por B. bovis no oitavo més de gestacao.
Segundo esses pesquisadores isso ocorreu devido a fatores nutricionais, apés um periodo
prolongado de seca que levou a uma diminuig@o nos niveis de anticorpos, o que possibilitou a
multiplicagdo do parasita durante a gestagdo. Casos esporadicos de transmissao congénita tém
sido relatados no Brasil. Barbosa et al. (1994) descrevem que um bezerro da raca holandesa
foi a 6bito minutos ap6s o nascimento. Bracarense et al. (2001) relataram um caso de morte
de um bezerro com trés dias de idade decorrente de infeccdo por B. bovis. Segundo estes
autores, durante a gestacdo, o estresse e o aumento dos niveis de esterdides podem provocar
imunossupressao, favorecendo a ativagdao de infec¢des latentes e na presenca de qualquer
lesdo das membranas placentdrias poderia ocorrer a transmissdo congénita de Babesia. Essa
transmissdo vertical foi também observada por Osaki et al. (2002) em dois bezerros de 14
avaliados na regido de Umuarama, no Parand, utilizando PCR.

A elevada especificidade das PCRs foi demonstrada com os animais criados em areas
livres de carrapato o que favorece o uso dessas técnicas moleculares no diagndstico,
particularmente, a PCR semi-nested que apresentou vantagens sobre as demais. As provas
moleculares apresentam vantagens sobre as sorologicas. Embora estas ultimas sejam de
grande valia para estudos epidemioldgicos sdo apropriadas para o conhecimento da
distribuicdo geografica e permitem estabelecer critérios de areas endémicas, epidémicas e
livres (Bose et al. 1995), mas tém limitacdes devido a probabilidade de reagdes-cruzadas. Ja
as provas moleculares, determinam de fato os animais portadores de B. bovis ao contrario das
provas sorologicas que sdo métodos de diagndstico indireto baseados na detec¢do de
anticorpos que no caso desse hemoprotozodrio permanece com imunoglobulinas anti-babesia

mesmo quando o animal ndo mais esta infectado.
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Portanto, SNPCR-Gau9/10 ¢ um teste util para o diagnostico etiologico e
epidemiologico da B. bovis o que favorece o tratamento e o estabelecimento de mediadas

preventivas.
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