IMUNIDADE HUMORAL AOS AGENTES DA BABESIOSE DURANTE O
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RESUMO

Avaliouse, através da reacdo de imunofluorescéncia indireta, a presenca de
imunoglobulinas (classe 1gG) anti-Babesia bovis e anti-Babesia bigemina no soro de
31 bovinos, durante seu segundo ano de vida (13 aos 24 meses), produto da cruza
de matrizes Santa Gertrudis com Polled Hereford, de um rebanho naturalmente
infectado. A propriedade rural localiza-se ao sul do Rio Grande do Sul, tendo como
situacao geografica: latitude 32° 01’ 28", longitude 52° 55’ 01". As coletas mensais
de sangue foram acompanhadas de observacdo da presenca do Boophilus
microplus, bem como de dados climatologicos durante o ano do experimento. A
temperatura e a umidade relativa do ar durante o periodo experimental mantiveram-
se superiores as normais ao longo do ano, favorecendo a constancia do carrapato
no rebanho. A sorologia revelou que 100% dos bovinos apresentaram-se positivos
para B. bigemina ao longo do experimento, enquanto que para B. bovis, esse indice
s6 foi obtido a partir dos 17 meses de idade, apos a infestacdo pela terceira
geracdo de carrapatos (outono). Isso revela que foi mantida a situacdo de
estabilidade enzodtica na propriedade, constatada durante o primeiro ano de vida
destes animais, 0 que é atipico para regido. Os bovinos mantiveram titulos de
anticorpos significativamente inferiores aos observados durante o seu primeiro ano
de vida, tanto para B. bovis (P=0,0002) como para B. bigemina (P<0,0001). A
titulacdo de anticorpos para B. bigemina foi significativamente (P=0,0001) superior a
verificada para B. bovis. Os resultados obtidos revelam a existéncia de situagéo de
estabilidade enzodtica em uma é&rea de instabilidade enzoodtica para a babesiose
bovina, e fornecem subsidios para o entendimento da maior freqiiéncia de casos
clinicos ocasionados por B. bovis na regiao.
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INTRODUGAO

A babesiose bovina, uma das doencas que fazem parte do complexo Tristeza
Parasitédria Bovina (TPB), é causada pelos protozoarios Babesia bovis e Babesia
bigemina, parasitos intraeritrocitarios do hospedeiro que causam destrui¢cdo das células
na corrente circulatéria, levando o animal a uma anemia intensa (MAHONEY, 1977). Na
América do Sul a babesiose é transmitida exclusivamente pelo carrapato Boophilus
microplus, sendo um dos problemas sanitarios de maior impacto econémico para
bovinocultura (MARTINS, 2005). O Rio Grande do Sul, por apresentar invernos com
baixas temperaturas, ndo favorecendo o ciclo de vida livre do vetor (GONZALES, 2003)
é considerado ®mo area de instabilidade enzodtica para esta doenca. Isto significa
surtos freqlientes da doenca e, nestas areas, o correto diagnostico e imediato
tratamento sdo essenciais para evitar ou diminuir ao maximo as perdas produtivas por
esta hemoparasitose. Entretanto, mais importante que controlar os surtos € tomar
medidas que visem a profilaxia e o controle da doenca. Para a tomada de decisdes e
acOes neste sentido, é imprescindivel que se tenha o diagnostico epidemiologico do
problema na regiao e, mais especificamente, na propriedade (SACCO, 2002). O objetivo
do presente trabalho foi delinear a situacdo epidemioldgica da babesiose durante o
segundo ano de vida de bovinos, através da técnica de Imunofluorescéncia Indireta, em
uma propriedade localizada em area marginal para o vetor Boophilus microplus, proxima
ao paralelo 32°S. Esta localizacdo apresenta condi¢gdes climatoldgicas que favorecem a
infestacdo de carrapatos nos bovinos por somente alguns meses do ano, situagcédo que
geralmente determina o estado de instabilidade enzodtica para TPB.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no ano de 2001, na Fazenda Curupira, situada no
municipio de Pedro Oso6rio, RS, tendo como situacdo geografica: latitude 32° 01’ 28",
longitude 52° 55’ 01” e altitude média de 68 metros. O material analisado foi coletado de
bovinos com idade de 13 a 34 meses, filhos de vacas da ragca Santa Gertrudis
inseminadas com sémem de touro Polled Hereford. A andlise sorolégica para deteccao
de anticorpos anti-B. bovis e anti-B. bigemina foi realizada no Centro de Pesquisa de
Pecuéria dos Campos Sulbrasileiros (CPPSUL/EMBRAPA), em Bagé, RS.

N&o houve alteracdo do manejo normal da propriedade durante a realizacdo do
experimento. O trabalho constou de coletas mensais de sangue dos animais para a
obtencédo de soro e determinacdo de hematdcrito, além da obtencdo de informacdes
sobre o0 manejo, presenca e controle de carrapatos nestes animais.

O sangue venoso foi colhido sem anticoagulante, centrifugado a 3000G por 10
minutos e o soro armazenado a -20°C até o processamento. O soro foi submetido a
técnica de imunofluorescéncia indireta para deteccdo de imunoglobulinas (IgG) anti-B.
bovis e B. bigemina, conforme descrita em IICA (1984) com algumas modificacdes. Os
antigenos armazenados a -20°C foram fornecidos pelo Laboratério de Saldde Animal do
CNPGC-Embrapa — Mato Grosso do Sul — MS. O conjugado utilizado foi do laboratério
Sigma-Chemical. Também foram analisados os valores de hematdcrito segundo a
técnica de microhematocrito. A avaliacdo da infestacdo por Boophilus microplus dos
animais do experimento foi realizada mensalmente, quando da coleta de sangue, onde
apenas foi observada a presenca ou auséncia dos ixodideos.

Os dados das normais climatolégicas (periodo de 30 anos) e de médias mensais
do ano de 2001 utilizados foram obtidos do Boletim Climatoldgico da Estacao



Agroclimatoldgica de Capéo do Ledo — RS (EMBRAPA/ETB — Campus da UFPel). As
variaveis analisadas foram: temperaturas médias, minimas e maximas, precipitacdo
pluviométrica e umidade relativa do ar.

Foram realizadas analises de estatistica descritiva das titulagdes com o calculo
de média, moda, mediana, bem como frequéncias (dados nédo transformados). Para a
analise dos niveis de anticorpos anti-B. bovis e anti-B. bigemina foi necesséria a
transformacao das titulacdes através de logaritmo decimal +1. A comparacgdo entre 0s
meses do ano foi realizada através de andlise de variancia e a comparacao entre grupos
de meses foi realizada através da op¢do de contrastes ortogonais dentro na analise de
variancia no programa estatistico SAS (SAS, 1989). Para uma melhor comparacgéo entre
os resultados de sorologia dos terneiros no primeiro ano de idade, foram utilizados os
resultados obtidos por Krolow (2001), que avaliou esta mesma situacéo, nesta mesma
propriedade, porém com animais do nascimento ao desmame.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados da infestagc&o por carrapatos nos animais do experimento e as épocas
de aplicacdo de carrapaticidas estdo na Figura 1. A auséncia de carrapato nos animais
foi detectada apenas nos meses de fevereiro e maio, devido a tratamentos
carrapaticidas, estando presente nos demais meses. A biologia de B. microplus esta
fortemente influenciada pela temperatura e as diferentes etapas da fase de vida livre
sao encurtadas pelas altas temperaturas e prolongadas pelas baixas temperaturas
(GLORIA et al., 1993). Avaliando-se as variaveis dos ultimos trinta anos, observou-se
gue durante o ano de 2001, as temperaturas médias foram superiores as normais,
sendo que nos meses de inverno as meédias de minima, média e méxima estavam acima
das normais climatolégicas, favorecendo o ciclo de vida livre do carrapato (Figura 2). A
umidade relativa do ar manteve-se superior as normais climatolégicas, o que,
juntamente com a temperatura elevada, também favoreceu o desenvolvimento do
carrapato, conforme descrito para o desenvolvimento das fases de vida livre deste
ixodideo em Gonzales (2003).
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Figura 1 Percentual de animais infestados pelo carrapato ao longo do ano.

N&o houve casos clinicos de babesiose durante a realizacdo do experimento, e
também nado ocorreu reducdo dos valores normais do hematdécrito para espécie bovina
(24 — 48%) neste mesmo periodo. Os resultados das provas sorolégicas demonstraram
que, aos dois anos de idade, 100% dos animais apresentaram anticorpos anti-B. bovis
e B. bigemina, sendo que este ultimo ja vinha sendo mantido durante todo o periodo
experimental. Estes resultados enfatizam a situacdo de estabilidade enzodtica ja
constatada nesta propriedade por Krolow (2002), apesar de estar localizada em regiéo
definida como de instalibilidade enzoodtica por Olivé Leite et al. (1989) e Artiles et al.



(1995). E possivel que, além das condi¢bes climaticas ja comentadas, este fato esteja
relacionado com o manejo da propriedade sendo os animais criados extensivamente em
pastagem nativa melhorada. Os bovinos foram banhados trés vezes ao ano e

receberam uma aplicacdo de ivermectina, o que permite infestacdes baixas e constantes
de carrapatos, ao longo dos anos.
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Figura 2 - Normais climatoldgicas de (a) temperaturas médias, minimas, maximas, (b) umidade relativa do
ar e precipitacdo pluviométrica na regido sul do Rio Grande do Sul no periodo de 1971 a 2000,
comparadas com as médias mensais observadas em 2001.

Comparando os resultados destes mesmos animais em seu primeiro ano,
analisado por Krolow (2002) dos sete até os 13 meses de idade, as titulacées oscilaram
entre 1:640 a 1:2560, porém dos 14 meses em diante observou-se uma diminuicdo
significativa das titulagdes tanto para B. bigemina (P<0,0001) como B. bovis (P=0,0002)
(Figuras 3 e 4). A andlise de contrastes demonstrou que as titula¢cdes durante o primeiro
ano de vida dos bovinos foram significativamente superiores quando comparadas ao
segundo ano para B. bovis (P=0,0002) e para B. bigemina (P<0,0001). Pelo mesmo
método observou-se que as titulacbes para B. bigemina mostraram diferencas
significativas entre as esta¢des do ano, sendo que as médias do verao foram superiores
as das demais estacoes (P<0,05) para esta espécie.
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Figura 3 - Varia¢gOes dos titulos de anticorpos anti-B. bigemina e B. bovis dos 7 aos 24 meses de idade,
em bovinos naturalmente infectados (2000/2001).

Estas variacbes podem ser explicadas pela queda gradual dos niveis de
anticorpos obtidos na primo-infeccdo (MELENDEZ & FORLANO, 1997; SOARES et al.,
2000). No entanto, para B. bovis ndo houve esta diferenca, talvez pela persisténcia maior
dos anticorpos contra este protozoario. Ja o0s anticorpos anti-B. bigemina néo
permanecem muito tempo circulantes no organismo hospedeiro, sendo que os bovinos
necessitam novas inoculacdes pelos vetores para manter 0s niveis de anticorpos no
organismo (MAHONEY et al., 1973).

As titulagcbes de anticorpos anti-B. bigemina foram significativamente mais altas
gue as anti-B. bovis ao longo do experimento. Embora tenha ocorrido uma diminuicéo
dos anticorpos para ambos o0s parasitos obtidos na primo-infeccéo, as titulacbes para B.
bigemina permaneceram mais elevadas em relagdo a B. bovis, provavelmente devido a



B. bigemina ter como caracteristica, além da transmissao alimentar, a transmisséao
vertical, ou seja, as teledginas, independente de terem sido infectadas através do repasto
sanguineo, podem manter a infec¢do para proxima geracdo (MAHONEY e ROSS, 1972),
representando um potencial reprodutivo superior (SMITH, 1982). Ja com B. bovis a
infeccdo da populagéo de carrapatos € baseada somente na infeccao alimentar da fémea
ingurgitada (FREIDHOFF e SMITH, 1981). Desta forma, provavelmente a B. bigemina
esteja mais difundida no ambiente do que a B. bovis (OLIVE LEITE et al., 1989; ARTILES
et al., 1995; ALMEIDA et al., 2006).

Ainda que a propriedade rural estudada neste trabalho tenha sido descrita como
em situacdo de estabilidade (KROLOW, 2002), 13% dos animais apresentaram titulos
baixos e inconstantes para B. bovis durante seu primeiro ano de vida e somente
demonstraram presenca estavel de anticorpos durante o seu segundo ano, quando
mantiveram um platd apds a reinfestacdo por carrapatos. Este fato se observou no
outono, onde normalmente ocorre a terceira geracdo do vetor (GONZALES, 2003). Estes
resultados estdo em concordancia com Souza et al. (2002) e podem ser explicados pela
maior oportunidade do contato dos bovinos com o carrapato. Estes mesmos animais, no
seu primeiro ano de vida, foram infestados com B. microplus, conforme descrito em
Krolow (2002) e houve soroconversédo apenas para B. bigemina, concordando que este
protozoario estd mais difundido no ambiente, e considerando maior sua prevaléncia no
sul do Rio Grande doSul (OLIVE LEITE et al., 1989).

Almeida et al. (2006) observaram que os surtos de TPB ocorridos no sul do Rio
Grande do Sul, no periodo de 1978 a 2005, foram na maior parte dos casos nos meses
de verdo e outono, e os animais afetados apresentavam de um a trés anos de idade e
destes, 41% foram causados por B. bovis e 4,9% por B. bigemina, o que reforca os
dados verificados no presente estudo no qual os animais apresentam uma maior
inoculacdo de B. bigemina e consequentemente uma imunizacdo mais eficiente
proporcionando raros casos clinicos por este patdégeno. Em experimento no Uruguai,
Solari et al. (1992) observaram que 90% dos surtos foram causados por B. bovis devido
a estes protozoarios estarem distribuidos de forma esparsa no pais.
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Figura 4 - Variagbes mensais dos titulos de anticorpos (apés transformacao logaritmica) anti-B. bovis (a)
e anti —B. bigemina (b) em bovinos naturalmente infectados, na faixa etaria de 7 aos 24.

CONCLUSAO

A propriedade estudada encontra-se em situacdo de estabilidade enzodtica para
babesiose bovina, mesmo estando localizada em area tipica de instabilidade. As
titulacbes de anticorpos anti-Babesia bovis e anti-Babesia bigemina verificadas no
segundo ano de vida dos bovinos séo inferiores aquelas produzidas apdés a primo-
infeccédo (durante o primeiro ano). Os animais sofrem maior inoculacao de B. bigemina,
uma vez que 100% mantiveram-se soropositivos durante todo o segundo ano de vida.



Mesmo diante da situacdo de estabilidade, alguns animais ndo apresentam niveis

estaveis de anticorpos anti-B. bovis ao longo do seu segundo ano de vida, o que justifica
ser essa espécie a maior causadora de surtos e casos clinicos isolados na regido.
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