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ABSTRACT.- Mendonga C.L., Vieira D., Kohayagawa A., Schenk M.A.M., Madruga C.R. & Afonso
J-A.B. 2003. [Clinical and hematological evaluation of Nelore calves experimentally infected
with isolates of Babesia bigemina from the Southeastern, Northeastern and Northern
regions of Brazil.] Avaliacao clinica e hematolégica em bezerros Nelore infectados
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A comparative study was made regarding the clinical and hematological alterations caused
by isolates of Babesia bigemina from southeastern, northeastern and northern Brazil in
experimentally infected Nelore calves. Eighteen calves between 7 and 9 months of age, without
antibodies against Babesia sp and raised free from ticks, were used. Three animals were
previously inoculated with 2.0x10° parasitic erythrocytes (PE) for each stabilate. The other 15
calves were subdivided into three groups, with five animals each, that were subinoculated
with 1.0x10™ PE of the respective isolates. The clinical and hematological alterations were
evaluated by the determination of parasitaemia, haemogram, plasmatic fibrinogen, reticulocyte
count, descriptive analysis of the bone marrow and erythrocytic osmotic fragility, for 30 days,
totalizing seven moments of observation. The follow-up of the immunological response by
the indirect fluorescent antibody test was carried out daily until the 10™" day after inoculation
(DAI) and after that, on the 15%, 20 25% and 30" DAI. A mild clinical manifestation of the
disease was observed. The laboratory findings revealed low levels of parasitaemia; decrease
of the erythrogram values; absence of reticulocytes, initial decrease in the total count of
leukocytes, neutrophils and lymphocytes with a posterior elevation of the number of these
cells; hypercellularity of the erythrocytic series and decrease of the myeloid: erythroid relation
which was more accentuated between the 8" and 12% DAI, and an increase of the erythrocytic
osmotic fragility in the groups inoculated with the Southeast and Northeast isolates. None of
the three isolates of B. bigemina gave rise to the clinical characteristic form of the disease,

- although they induced an humoral immune response.
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RESUMO.- O presente trabalho teve por objetivo estudar
comparativamente as alteragoes clinicas e hematologicas
desencadeadas por isolados de Babesia bigemina das regioes
Sudeste, Nordeste e Norte do Brasil em bezerros Nelore
infectados experimentalmente. Foram utilizados 18 bezer-
ros com idade entre sete e nove meses, isentos de anticorpos
contra Babesia sp. e criados livres de carrapatos. Trés ani-
mais foram previamente inoculados com 2,0x10° eritrécitos
parasitados (EP) para cada isolado. Os outros 15 bezerros
foram subdivididos em trés grupos de cinco animais, que fo-
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ram subinoculados com 1,0x10'° EP dos respectivos isola-
dos. Foram avaliadas as alteracoes clinicas e hematolégicas
por meio da determinagao da parasitemia, do hemograma,
do fibrinogénio plasmatico, da contagem de reticulécitos, da
analise descritiva da medula 6ssea e da fragilidade osmética
eritrocitaria, no decorrer de 30 dias, perfazendo um total de
sete momentos de observa¢dao. O acompanhamento da res-
posta imunolégica pelo teste de imunofluorescéncia indireta
foi realizado diariamente até o 10° dia p6s-inoculagao (DPI) e
posteriormente no 152, 202, 25° e 30° DPI. Clinicamente,
observou-se uma manifestagdo muito branda da doenca. Os
achados laboratoriais revelaram baixos niveis de parasitemia;
decréscimo nos valores do eritrograma; auséncia de
reticuldcitos; diminui¢ao inicial na contagem total dos
leucécitos, neutréfilos e linfocitos com posterior elevacao do
nimero destas células; hipercelularidade da série eritrocitica
e decréscimo da relagao mieldide:eritroide mais acentuada
entre o 8 e 122 DPI e um aumento da fragilidade osmética
eritrocitaria nos grupos inoculados com os isolados sudeste
e nordeste. Nenhum dos trés isolados de B. bigemina desen-
cadeou a forma clinica caracteristica da enfermidade, apesar
de induzirem uma resposta imune humoral.

TERMOS DE INDEXAGAO: Infeccio experimental, Babesia bigemina,
bezerros, isolados, hemograma, medula 0ssea, fragilidade osmoética
eritrocitaria.

INTRODUCAO

Algumas enfermidades constituem fatores limitantes ao cres-
cimento da bovinocultura mundial em areas tropicais e
subtropicais, entre as quais se destacam as hemoparasitoses,
consideradas como um dos principais entraves a pecuaria
bovina. Estas doengas limitam o desenvolvimento da indis-
tria e da producao animal (Brown 1997). No Brasil, a babesiose
bovina é causada pelos protozoarios Babesia bigemina e Babesia
bovis, ambos transmitidos pelo carrapato Boophilus microplus
(Kessler & Schenk 1998).

As manifestacoes clinicas desencadeadas nesta enfermi-
dade sao variaveis, podendo-se observar diferentes graus de
gravidade, que oscilam em fung¢ao da viruléncia e
patogenicidade entre as espécies e isolados de Babesia. Quan-
to a patogenicidade, B. bigemina é capaz de desencadear um
mecanismo pelo qual acarreta danos celulares e tissulares
(Losos 1986).

Diferentes isolados geograficos de organismos do género
Babesia diferem antigénica e geneticamente (De Vos et al.
1987, Dalrymple 1992), tendo inclusive os isolados de B.
bigemina utilizados neste trabalho apresentado polimorfismo
antigénico (Madruga et al. 1994). Estas variacoes podem es-
tar relacionadas a maior ou menor grau de viruléncia, que
pode ser observado nos diferentes isolados de B. bigemina.
Segundo a literatura, os isolados australianos desta espécie
de Babesia nao representam um problema sanitario impor-
tante, ao contrario dos encontrados na Africa do Sul, que sao
altamente virulentos (Purnell 1981, Wright & Goodger 1988).

Em nosso pais sao escassos os estudos experimentais
enfocando os aspectos clinico-laboratoriais relacionados aos

isolados de B. bigemina de diferentes regioes fisiograficas, que
conforme a literatura, podem apresentar variacoes na sua
viruléncia. Tendo em vista a importincia da babesiose nas
regioes tropicais e, pela grande extensao territorial do Bra-
sil, com caracteristicas ambientais inerentes a cada uma de
suas regioes, este trabalho teve por objetivo comparar as al-
teragoes clinicas, hematol6gicas e a resposta imune humoral
desencadeadas por isolados de B. bigemina das regioes Su-
deste, Nordeste e Norte do Brasil.

MATERIAL E METODOS

Animais, obten¢ao dos isolados de Babesia bigemina e inéculo

Foram utilizados 18 bezerros da raca Nelore (Bos indicus) com
idade entre sete e nove meses, criados livres de carrapato e isentos
de anticorpos contra Babesia sp. Trés desses animais foram
esplenectomizados e inoculados por via subcutdnea com 2x10°
eritrocitos parasitados (EP) de isolados de B. bigemina provenientes
das regioes Sudeste, Nordeste e Norte do Brasil, obtidos segundo
metodologia descrita por Kessler et al. (1998) e mantidos criopre-
servados no Banco de Endo, Ecto e Hemopatégenos da Embrapa
Gado de Corte. Estes animais tiveram por finalidade a obtencao de
um ndmero uniforme de organismos viaveis para a inoculagao e foram.
denominados de animais doadores. Os outros 15 bezerros foram
subdivididos em trés grupos de cinco animais, que foram subino-
culados, via subcutanea, com 1,0x10'° EP dos respectivos isolados
de B. bigemina.

Todos os animais foram mantidos em area de isolamento em
prédio telado, a fim de se evitar a ocorréncia de infec¢oes intercor-
rentes, transmitidas por alguns dos vetores dos hemoparasitos
presentes em nosso meio.

Avaliagdo clinica e parasitologica

A avaliacio clinica foi realizada diariamente no inicio da manha,
durante 30 dias, efetuando-se a mensuragao da temperatura retal, a
observacao da coloragao das mucosas, do comportamento e do
apetite dos animais. Paralelamente, confeccionavam-se esfregacos
sangiiineos delgados, mediante a pungao de capilares da margem
da orelha, corados por May-Griinwald Giemsa, a fim de se avaliar a
parasitemia (Kessler & Schenk 1998).

Avaliagdo hematolégica

A avaliagao hematologica foi realizada por meio do hemograma,
da contagem de reticulécitos, da determinacao do fibrinogénio
plasmatico, da fragilidade osmotica eritrocitaria e da analise
descritiva da medula 6ssea. A colheita das amostras sangiiineas e
da medula 6ssea foram realizadas no 4°(momento-M2), 8°(momento-
M3), 12¢(momento-M4), 16°(momento-M5), 232(momento-M6) e 30°
(momento-M7) dias pds-inoculagao (DPI), sendo o momento controle
(momento-M1) estabelecido antes da inocula¢do e resultante da
média dos valores obtidos de trés colheitas realizadas com intervalos
de 48 horas.

0 sangue foi colhido mediante pung¢ao da veia jugular utilizando-
se agulhas 25x8 acopladas a tubos a vacuo, com anticoagulante EDTA
a 10% para realizacao do hemograma, determinagao do fibrinogénio
plasmatico e contagem de reticulécitos e com heparina sédica (143U1/
mL) para determinacao da fragilidade osmética eritrocitaria (FOE).

Para a realizacdo do hemograma, da determina¢ao do
fibrinogénio plasmatico e da contagem de reticuldcitos seguiu-se a
metodologia descrita por Jain (1986).A colheita da medula 4ssea foi
realizada em seguida a colheita do sangue total, apds a contencao
dos animais em dectbito lateral e posterior tranqiiiliza¢ao com 0,1
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.

Fig. 1. Colheita da medula 6ssea no esterno.

mL de cloridrato de xilazina a 2%/100kg de peso vivo. Posteriormente
a anti-sepsia do local, posicionou-se uma agulha especial
(Komiyashiki, Japao) estéril com o mandril sobre o osso esterno e
por meio de movimentos rotatorios exerceu-se pressao até que a
mesma alcangasse a cavidade medular. Posteriormente, o mandril
foi removido e conectou-se uma seringa de polietileno de 20 mL,
umedecida com anticoagulante EDTA a 3%, diluido em solugao
fisiologica estéril, a fim de produzir um vacuo para a aspiragao do
material medular. Aspirou-se o volume maximo de 0,5 mL de medula
por colheita (Fig. 1), sendo logo em seguida realizado os esfregacos
do material colhido, que foram corados por May Griinwald-Giemsa.
A analise descritiva da medula dssea foi realizada em microscopio
optico com objetivas 10x, 12,5x, 25x, 40x e 100x e ocular 10x,
seguindo os critérios descritos por Perkins (1998).

A FOE foi determinada dentro de no maximo uma hora apos a
colheita, de acordo com a metodologia descrita por Jain (1986).
Foram obtidos os valores médios do percentual de hemolise nas
diferentes concentracoes de NaCl nos sete momentos analisados. O
percentual de hemolise contra o percentual da concentragao de NaCl,
de cada grupo separadamente, em cada um dos momentos, foi
plotado em grafico, obtendo-se uma curva sigmoide. A fragilidade
corpuscular média (FCM) foi calculada por meio da analise do probit
com o objetivo de expressar a concentragao de NaCl, na qual ocorreu
50% de hemolise (Jain 1986).

Imunofluorescéncia indireta

O sangue para obtencao do soro foi colhido por venopungao em
tubos a vacuo siliconizados, diariamente até o 10° DPI, com a
finalidade de detectar a soroconversao e posteriormente no 15,
20°, 25° e 30° DPI para determinar o titulo de anticorpos. A prova de
imunofluorescéncia indireta (IFl) foi realizada conforme metodologia
descrita por Madruga et al. (1986b).

Analise estatistica

Os dados foram analisados, comparando-se as regioes
correspondentes aos isolados de B. bigemina, e os sete momentos
experimentais, utilizando a andlise de variancia, visando verificar
interacao entre regioes e momentos; efeito de regiao e efeito de
momento. Foi calculada a estatistica F e seu respectivo nivel de
significancia (p). No caso da estatistica resultar significativa (p<0,05),
foram efetuados os contrastes entre médias pelo método de Tukey.
Para a contagem diferencial dos leucocitos (bastonetes, eosinodfilos
e baséfilos) foi utilizada a prova nao paramétrica de Kruskal-Wallis
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para amostras independentes e a prova nao paramétrica de Friedman
para amostras dependentes. Para a avaliagao da fragilidade osmotica
eritrocitaria foi realizado o teste “t” para amostras dependentes a
fim de comparar os valores da fragilidade corpuscular média no
momento controle com os momentos seguintes a inoculagao de cada
grupo estudado (Curi 1997).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Avaliagao clinica e parasitemia

De maneira geral ocorreu uma manifestacao branda da
enfermidade. Os animais apresentaram apetite, coloracao das
mucosas e comportamento normais, aliados a uma pequena
elevagao da temperatura corporal nos primeiros DPI.

Apesar de utilizar bezerros isentos de anticorpos contra
Babesia sp., presumivelmente sensiveis ao parasito (Hall et al.
1968); uma quantidade de inoculo superior aos empregados
em outros trabalhos (Mangold et al. 1992, Bock et al. 1997)
e, a via subcutanea como local de inoculagao, os animais, do
presente estudo, nao manifestaram clinicamente os sintomas
caracteristicos de babesiose (Purnell 1981, Radostits et al.
2000).

A susceptibilidade dos animais zebuinos a babesiose tem
sido questionada, existindo controvérsia entre autores (Dally
& Hall 1955, Rogers 1971, Rodriguez et al. 1989, Waal 1993,
Bock et al. 1997, 1999). Para alguns, a maior resisténcia a
infeccao poderia estar relacionada a menor susceptibilidade
dos zebuinos ao carrapato vetor (Madruga et al. 1986a, Sartor
et al. 1992, Radostits et al. 2000), em virtude da transmissao
ineficiente de B. bigemina, ja que nestes animais a maioria
dos carrapatos morre na fase de larva (Gomes et al. 1989),
reduzindo a populac¢ao de ninfas, estagio no qual é transmi-
tido este hemoprotozoario (Friedhoff 1988) ou segundo
Aguirre et al. (1990), em decorréncia de uma menor taxa de
inoculagao do agente. Estudos realizados com bovinos da
raga Criola (Bos taurus), Hereford (Bos taurus) e Nelore (Bos
indicus), demonstraram que 28%, 23% e 5% das teleoginas ob-
tidas dessas ragas, respectivamente, estavam parasitadas por
Babesia sp. (Guglielmone 1992), sendo inclusive citado por
alguns autores um maior risco dos animais zebuinos a infec-
¢ao ao serem introduzidos numa area de estabilidade
enzoodtica (Aguirre et al. 1990, Nogueira et al. 1991).

Observou-se em todos os grupos elevagao da temperatu-
ra corpoérea no primeiro e segundo DPI, no entanto, o estado
febril foi caracterizado apenas em alguns animais dos grupos
Sudeste e Nordeste, retornando posteriormente aos valores
pre-estabelecidos (Fig. 2). Para Stober (1993), as temperatu-
ras corporais situadas entre o limite superior ao normal e
40°C sao denominadas de febre branda.

Segundo Mahoney (1977) e Pandey & Mishra (1977), exis-
te uma correlagao positiva entre a elevagao da temperatura
corpoérea e o aumento da parasitemia, desta forma o apareci-
mento de febre branda em alguns dos animais estaria relaci-
onada a baixa parasitemia desencadeada pelos isolados de B.
bigemina. Resultados semelhantes foram relatados por Bock
et al. (1997), que encontraram pequena elevacao da tempe-
ratura corporea apo6s a inoculagao de B. bigemina em animais
Bos indicus.
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Fig. 2. Valores médios de temperatura retal (°C) de bezerros Nelore

inoculados com os isolados Sudeste, Nordeste e Norte de Babesia
bigemina.

0 periodo pré-patente (PPP) foi variavel, sendo o parasito
observado em alguns animais dos grupos Sudeste e Nordes-
te a partir do 2° DPI, corroborando os achados de Lohr et al.
(1977) e Pandey & Mishra (1978). Os maiores percentuais de
parasitemia 0,05% (Sudeste) e 0,08% (Nordeste), foram obser-
vados no 42 e no 72 DPL. O PPP pode ser reduzido em fungao
davia de inoculagao e do niimero de organismos viaveis ino-
culados (Mahoney 1977). Em todos os animais verificou-se
uma baixa parasitemia, provavelmente relacionada a uma
maior resisténcia dos bezerros nelores ao agente, levando-se
em consideracao a quantidade de inéculo empregada.

Hemograma

Nao foi verificada diferenca estatistica significativa
(p>0,05) entre os grupos. Apds a infeccao foi observada di-
minuicao significativa (p<0,05) nos valores médios destas
variaveis no 42 DPI nos animais inoculados com os trés isola-
dos de B. bigemina em estudo. Os grupos Sudeste e Nordeste
se comportaram de forma mais semelhante no decorrer do
experimento, nos quais os valores da contagem de hemadcias,
volume globular (VG) e hemoglobina se elevaram, sem, en-
tretanto, retornarem aos valores basais pré-estabelecidos
(controle). Por outro lado, no grupo inoculado com o isolado
Norte, os valores médios destas variaveis alcancaram indices
superiores aos outros grupos no 12° DPI, para entao decres-
cerem e chegarem ao final do experimento, inferiores aos
grupos inoculados com os outros isolados e aos valores do
momento controle.

Os valores da contagem de hemacias, do VG e da hemo-
globina encontrados no momento controle foram semelhan-
tes aos relatados por Ayres (1994) ao estabelecer valores de
referéncia do eritrograma em bovinos da raca Nelore de 6 a 12
meses de idade no Estado de Sao Paulo. Nao ocorreu decrésci-
mo acentuado nos valores da série vermelha, que levassem os
animais ao quadro anémico, no entanto, foi constatada no 4°
DPI uma diminuigao significativa (p<0,05) nos valores do VG,
na ordem de 22,3%, 20,7% e 12,8% nos grupos Sudeste, Nordes-
te e Norte, respectivamente (Fig. 3). Estes achados corrobo-
ram os encontrados por Lohr et al. (1975), que ao avaliarem a
susceptibilidade de animais da raga Boran (Bos indicus) obser-
varam diminui¢ao de 19% nos valores médios do VG; ao passo
que Mangold et al. (1992), observando os achados clinicos de

Volume globular (%)

Controle 4 8 12 16 23 30

Dias pés-inoculagao

—a— Sudeste —«— Nordeste —5— Norte

Fig. 3. Valores médios de volume globular (%) de bezerros Nelore
inoculados com os isolados Sudeste, Nordeste e Norte de Babesia
bigemina.

B. bigemina em bovinos Holando Argentino (Bos taurus) experi-
mentalmente infectados, verificaram um decréscimo de 45%
no VG. Bock et al. (1997), estudando o efeito de B. bigemina
sobre animais Bos taurus, Bos indicus e seus cruzamentos, ob-
servaram decréscimo nos valores médios do VG que variaram
de 22% a 32%. Os autores atribuiram as leves alteragcoes encon-
tradas ao fato da cepa australiana possuir baixa viruléncia. Acre-
dita-se que a pequena redu¢ao nos valores médios da conta-
gem de hemacias, da hemoglobina e do VG ap6s a infecgao,
esteja relacionada a baixa parasitemia. '

Para Aragon (1976), a anemia ocorre paralelamente ao
aumento da parasitemia, em razao de ser resultante da
hemodlise intravascular, aliada a outros mecanismos como lise
e fagocitose de hemacias. Contudo, Murase et al. (1996) re-
lataram que a intensidade da anemia nem sempre é propor-
cional a parasitemia observada e sugere que os eritrocitos
nao parasitados possam também ser destruidos por um me-
canismo ainda pouco conhecido.

Os valores dos indices hematimétricos nao foram simila-
res no decorrer do experimento, havendo interagao entre os
grupos (p<0,05). No entanto, os valores de VCM e CHCM no
decorrer da infec¢ao, foram semelhantes aos encontrados por
Ayres (1994) e permaneceram dentro dos valores normais para
bovinos da raca Nelore. Na babesiose, a anemia, de maneira
geral, é do tipo macrocitica hipocromica, sendo algumas ve-
zes observada a presenca de ponteados basofilicos, o que
caracteriza nos ruminantes uma resposta regenerativa da
medula 6ssea (Kohayagawa 1993).

Os reticuldcitos nao foram evidenciados nos animais ino-
culados com os diferentes isolados de B. bigemina. Estes acha-
dos corroboram as observagoes de Jain (1986), ao relatar que
nos bovinos estas células estao presentes somente apos in-
tenso decréscimo do VG. Para Wright (1973), o aumento do
VCM e do CHCM coincide com o aparecimento de reticul6-
citos no sangue periférico de animais infectados experimen-
talmente por B. bigemina, os quais tiveram diminui¢cao de mais
de 50% nos valores médios do VG. No entanto, Pandey &
Mishra (1977) relataram que os animais acometidos natural-
mente por B. bigemina apresentaram anemia normocitica
normocroémica, nao sendo observados reticuldcitos no san-
gue periférico de alguns dos animais acometidos por severa
anemia.
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Fig. 4. Valores médios de contagem total de leucécitos (/mL) de be-

zerros Nelore inoculados com os isolados Sudeste, Nordeste e
Norte de Babesia bigemina.
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Fig. 5. Valores médios da contagem absoluta de neutréfilos segmen-
tados (/mL) de bezerros Nelore inoculados com os isolados Su-
deste, Nordeste e Norte de Babesia bigemina.

Nao foi evidenciada alteracao significativa (p>0,05) nos
valores das proteinas plasmaticas nos diferentes momentos
experimentais. Lozano (1975) relatou a diminui¢do nos ni-
veis de proteina ap6s a infeccao por B. bigemina, que estaria
relacionada a diminui¢ao nos valores de albumina, provavel-
mente associada a uma alteragao hepatica.

Ao se analisar os resultados do leucograma, verificou-se
nos trés grupos diminui¢ao significativa (p<0,05) na conta-
gem total de leucdcitos no 4° DPI nos animais inoculados
com os isolados Nordeste e Norte. No decorrer do experi-
mento, houve eleva¢dao nos valores médios destas células,
quando comparadas ao momento controle, que foi significa-
tiva nos grupos Nordeste (232 DPI) e Norte (302 DPI). O grupo
inoculado com o isolado Norte apresentou valores superio-
res (p<0,05) aos demais grupos durante o experimento no
122 e 302 DPI (Fig. 4). Os valores absolutos dos neutrofilos
segmentados decresceram nos trés grupos no 42 DPI, sendo
significativo (p<0,05) nos grupos inoculados com os isola-
dos Sudeste e Norte. Posteriormente verificou-se elevagao
gradativa e uniforme na contagem destas células nos animais
inoculados com o isolado Norte. Nao foi observada diferenca
estatistica significativa (p>0,05) entre os grupos em cada um
dos momentos avaliados (Fig. 5).

Em todos os grupos verificou-se diminuicao nos valores
médios dos linfocitos no 4° DPI, que foi significativa (p<0,05)
nos grupos inoculados com os isolados Nordeste e Norte.
Em seguida, observou-se aumento gradativo na contagem
destas células, alcancando em todos os grupos valores supe-
riores aos do momento controle, que foram significativos
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Fig. 6. Valores médios de contagem absoluta de linfocitos (/mL) de
bezerros Nelore inoculados com os isolados Sudeste, Nordeste
e Norte de Babesia bigemina. :

(p<0.05) nos grupos Nordeste no 232 e 30° DPI e, Norte a
partir do 122 DPI. Ao se comparar os grupos em cada um
dos momentos, verificou-se que o grupo inoculado com o
isolado Norte apresentou valores superiores (p<0,05) ao gru-
po Sudeste a partir do 82 DPI e ao grupo Nordeste no 12° e
302 DPI (Fig. 6).

Com relacao aos valores absolutos de eosinofilos, foi ob-
servado aumento significativo (p<0,05) no decorrer do 23° e
302 DPI nos grupos Sudeste e Nordeste respectivamente, quan-
do comparado ao momento controle. Nao foi observada di-
ferencga significativa (p>0,05) entre os grupos em cada um
dos momentos estudados. Os valores absolutos de
bastonetes, mondcitos e basé6filos nao apresentaram altera-
¢oes significativas (p>0,05) ao longo dos momentos de ob-
servacao, nem entre os grupos, como também dentro dos
grupos inoculados com os diferentes isolados.

Os valores dos leucocitos totais e linfocitos encontrados
no momento controle foram inferiores aos relatados por Costa
(1994), ao estabelecer valores padroes de referéncia do
leucograma de bovinos da raca Nelore criados no Estado de
Sao Paulo, provavelmente por no presente estudo se estar
trabalhando com animais isentos de anticorpos para as prin-

“cipais hemoparasitoses presentes em nosso meio. Para Birgel

et al. (1974), nas areas tropicais e subtropicais os animais
estao constantemente expostos as infestacoes por carrapa-
tos, ocorrendo assim uma premuni¢ao continua nos rebanhos,
determinando uma leucocitose por linfocitose nos animais
premunidos. De maneira geral, observou-se diminuicao nos
valores absolutos dos leucocitos totais, linfocitos e neutrofilos
quatro dias ap6s a inoculacao dos isolados de B. bigemina e
elevacao das respectivas variaveis nos momentos seguintes,
apesar de permanecerem dentro do padrao de normalidade
para a espécie bovina (Kramer 2000). Acredita-se que estas
alteracoes nao tenham sido mais acentuadas em virtude da
baixa parasitemia, nao levando ao estabelecimento do qua-
dro clinico da infec¢ao. Kohayagawa et al. (1990) verificaram
na fase de parasitemia por Babesia sp, em bovinos premunidos,
leucopenia associada a neutropenia, linfopenia e eosinopenia,
nao detectando alteragoes significativas dos basofilos e

- -monocitos.

No grupo inoculado com o isolado Norte, verificou-se nos
momentos finais uma leve leucocitose em decorréncia do
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aumento do nimero absoluto de linfocitos, quando compa-
rado aos outros grupos, talvez pelo fato de este grupo ter
apresentado valores destas variaveis superiores aos demais
em todos os momentos do experimento. O aumento dos-va-
lores absolutos do nimero de linfocitos nos trés grupos em
estudo ocorreu provavelmente como conseqiiéncia do esti-
mulo antigénico desencadeado pelos isolados de B. bigemina.
Resultados semelhantes a estes foram relatados por Wright
(1973) e Kamran & Setty (1995), que observaram nos estagios
finais da babesiose uma leucocitose acompanhada de
linfocitose. Para Lohr et al. (1977), as respostas leucocitarias
na babesiose é dependente da gravidade das infeccoes. Os
valores absolutos de bastonetes, mondcitos, eosinéfilos e
baséfilos nos trés grupos experimentais permaneceram den-
tro dos niveis considerados normais para a espécie (Kramer
2000).

Fibrinogénio plasmatico

Ap6s a inoculagao, foi observada diminui¢ao significativa
(p<0,05) dos valores desta variavel nos grupos inoculados
com isolados de B. bigemina das regioes Sudeste e Norte,
que apresentaram valores minimos no 8° e 23° DPI, respecti-
vamente. No entanto, o grupo inoculado com o isolado Nor-
deste se comportou de forma uniforme, nao sendo constata-
da diferenga significativa (p>0,05). Ao longo dos momentos,
nao foi verificada diferenca significativa (p>0,05) entre os
grupos inoculados com os diferentes isolados de B. bigemina
(Fig. 7). Apesar de ter ocorrido diminui¢ao nos valores do
fibrinogénio, estes permaneceram dentro da normalidade
para bovinos (Kramer 2000), descartando a possibilidade de
um processo inflamatério ou mesmo de uma alteracao hepa-
tica. Niveis reduzidos de fibrinogénio foram relatados por
Goodger & Wright (1977) em bezerros infectados por B.
bigemina em conseqiiéncia de lesao hepatica.

700
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Fibrinogénio plasmatico (mg/dL)
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—a&— Sudeste —»— Nordeste —B8— Norte

Fig. 7. Valores médios de fibrinogénio plasmatico (mg/dL) de bezer-
ros Nelore inoculados com os isolados Sudeste, Nordeste e Nor-
te de Babesia bigemina.

Medula 6ssea

A andlise descritiva do aspirado da medula dssea dos gru-
pos em estudo mostrou-se normocelular para a faixa etaria
dos animais no momento controle, prevalecendo o nimero
de eritroblastos sobre o niimero de granulécitos, sendo nor-
mal a relagao miel6ide:eritréide para a espécie bovina
(Kohayagawa 1993). Ambas as linhagens de c¢lulas apresen-

Fig. 8. Esfregaco da medula 6ssea demonstrando a hipercelularidade
da série eritroide.

taram bom niimero de mitoses e maturacao conservada. A
série megacariocitica mostrou-se normocelular e com
maturacgao preservada.

Com relagao aos linfocitos, foi observada discreta presen-
¢a destas células no momento que antecedeu a inoculagao.
Apos a inoculagao dos isolados de B. bigemina nos trés grupos
em estudo, foi observado no 4° DPI hiperplasia e hiperce-
lularidade absoluta da série eritroide (Fig. 8), tornando-se mais
acentuada entre o 82 e 122 DPI e discreta no 162 DPI, para a
partir do 23° DPI permanecer normocelular até o final do ex-
perimento. Este tipo de resposta evidenciando a proliferacao
da série eritroide é indicativo de eritropoese eficaz da medula
Ossea, compensatoéria para repor as hemacias na circulagao
sangiiinea. Esta hipercelularidade eritréide foi acompanhada
do aumento do niimero de mitoses e policromasia. Cabe res-
saltar que nos bovinos, nao é comum o aparecimento de
reticuldcitos no sangue periférico, a nao ser em casos severos
de anemia (Jain 1986). Entretanto, os resultados demonstra-
ram uma resposta medular como consequéncia da diminui¢ao
do ntimero de hemacias e do VG, acarretando hipoxia e o con-
seqiiente estimulo a eritropoese. Resultados semelhantes fo-
ram relatados nos trabalhos de Lozano (1975), apo6s a fase agu-
da da infec¢ao experimental por B. bigemina, e de Kohayagawa
(1993) ao estudar bezerros naturalmente infectados por Babesia
sp e Anaplasma marginale.

Foi observada a presenca de raras hemacias parasitadas
por B. bigemina nos esfregacos da medula 6ssea dos trés gru-
pos estudados no 4°, 82, 122 e 162 DPI. A série granulocitica
apresentou hipocelularidade relativa até o 162 DPI e se mos-
trou normocelular a partir do 232 DPI com um bom nimero
de mitoses e maturagao conservada. Segundo Seybold et al.
(1980), esta hipocelularidade nao pode ser considerada como
uma hipoplasia miel6ide, pois ocorreu paralelamente ao de-
créscimo do VG e da contagem normal do niimero de
leucdcitos totais. Observaram-se a partir do 232 DPI um dis-
creto infiltrado de linfocitos e plasmocitos isolados. Apoés a
inoculagao nao foram verificadas alteragoes na série megaca-
riocitica.

Pesq. Vet. Bras. 23(2):52-60, abr./jun. 2003
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Fig. 9. Curva acumulativa da fragilidade osmética eritrocitaria de

bezerros Nelore inoculados com o isolado Sudeste de Babesia
bigemina em diferentes momentos experimentais.
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Fig. 10. Curva acumulativa da fragilidade osmética eritrocitaria de
bezerros Nelore inoculados com o isolado Nordeste de Babesia
bigemina em diferentes momentos experimentais.
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Fig. 11. Curva acumulativa da fragilidade osmética eritrocitaria de

bezerros Nelore inoculados com o isolado Norte de Babesia
bigemina em diferentes momentos experimentais.

Fragilidade osmética eritrocitdria

A avaliacao da FOE dos trés grupos inoculados com os
diferentes isolados de B. bigemina, possibilitou-nos a analise
da curva acumulativa (Fig. 9, 10 e 11). A determina¢do da
FCM permitiu verificar a concentracao de NaCl, na qual ocor-
reram 50% de hemolise. Observaram-se no momento contro-
le valores médios da concentragao de salina de 0,53 =+ 0,04,
0,51 = 0,01 e 0,55 * 0,02 nos grupos inoculados com os
isolados Sudeste, Nordeste e Norte, respectivamente. Os re-
sultados encontrados no momento que antecedeu a
inoculagao foram um pouco mais elevados que os encontra-
dos por Ayres et al. (1997), ao estudarem a FOE em bovinos
da raca Nelore. Provavelmente, estas diferencas estejam rela-
cionadas a determinados fatores extrinsecos, como tempera-
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tura e pH e intrinsecos, como a faixa etaria dos animais estu-
dados (Jain 1986).

Ao analisar os resultados correspondentes a concentra-
¢ao de NaCl na qual ocorreram 50% de hemolise, observou-se
que nos momentos seguintes a inoculagao com o isolado
Sudeste, nao houve um aumento da FOE (Fig. 10). No entan-
to, nos grupos Norte e Nordeste, houve aumento da FOE a
partir do 4° e 82 DPJ, respectivamente, que foi mais acentua-
do no 12° DPI em ambos os grupos (Fig. 10 e 11). Desta
forma, acredita-se que as diferencas destes resultados este-
jam relacionadas a caracteristica mais hemolitica dos isola-
dos de B. bigemina das regioes Norte e Nordeste, apesar de
nao se ter observado parasitemia mais intensa e nem decrés-
cimo acentuado no eritrograma que evidenciasse anemia nos
grupos estudados. Provavelmente, o aumento da FOE possa
estar relacionado a liberagao de enzimas proteoliticas na cir-
culacao sangiiinea por esta espécie de Babesia, que segundo
Wright & Goodger (1973), podem contribuir para o aumento
da fragilidade dos eritrdcitos nao parasitados.

Imunofluorescéncia indireta

Ap6s a inoculacao dos bezerros com os diferentes isola-
dos de B. bigemina, detectou-se o aparecimento de anticorpos
nos grupos Sudeste e Norte no 5° DPI e no grupo Nordeste
no 72 DPI. A partir do 102 DPI, observou-se um aumento cres-
cente nos titulos de anticorpos contra B. bigemina nos trés
grupos, que, a partir do 20° dia no grupo norte e 25° no gru-
po Sudeste e Nordeste, mantiveram-se estaveis até o final do
experimento (Fig.12). Ressalta-se que o isolado Nordeste foi
o que induziu titulos mais elevados frente ao agente quando
comparado aos demais. Resultados semelhantes foram rela-
tados por Dwivedi & Gautam (1982) que detectaram por IFI
anticorpos contra B. bigemina em 74,4% dos animais no 5°
DPI. Figueroa et al. (1992) e Reddy et al. (1997), utilizando as
provas de IFI e imunoadsor¢ao enzimatica, respectivamente,
detectaram anticorpos contra B. bigemina no 7° dia, que atin-
giram niveis maximos entre o 212 e 23° DPI.

De acordo com os relatos de Hildebrandt (1981) e Radostits
et al. (2000), os resultados comprovaram que os animais ad-
quiriram a infec¢do, tornando-se portadores da enfermida-
de, que foi caracterizada pelo quadro subclinico, mantido
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Fig.12. Evolugao do titulo de anticorpos de bezerros Nelore inocula-

dos com os isolados Sudeste, Nordeste e Norte de Babesia
bigemina. Detecc¢do por imunofluorescéncia indireta.
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pelo equilibrio imunolégico entre o hemoparasito e os me-
canismos de defesa do hospedeiro. Os isolados de B. bigemina
das regioes Sudeste, Nordeste e Norte nao desencadearam
nos bezerros Nelore as manifestacoes clinicas e laboratoriais
comumente encontradas na babesiose, no entanto, no cam-

po, fatores como condi¢oes ambientais adversas efou a pre-

senca de infeccoes intercorrentes podem predispor os ani-
mais a uma doenga clinica grave.
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