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A babesiose é uma doenca hemolitica transmitida por carrapatos e causada por
protozodarios intraeritrocitarios do género Babesia. Esta é uma doenca de incidéncia
elevada na Regido Sul do Brasil e responsavel por perdas econdmicas
consideraveis. O diagnéstico clinico-patolégico pode ser feito através da
demonstracdo do parasita pelo exame de esfregacos sanguineos ou de tecidos
frescos. Entretanto, com frequéncia, somente oOrgaos fixados em formol sé&o
remetidos para laboratérios de patologia, o que impossibilita a realizacdo do
esfregaco. O principal objetivo deste estudo foi encontrar técnicas histoquimicas
alternativas e capazes de aprimorar a evidenciacdo de B. bovis intraeritrocitaria.
Para este estudo, foram analisadas, retrospectivamente, amostras de tecidos de 50
casos de necropsias de bovinos, as quais haviam sido fixadas em formol e
processadas rotineiramente para histopatologia. Os casos foram divididos em um
grupo controle, constituido por 12 casos de babesiose cerebral com substancia
cinzenta encefélica réseo-cereja caracteristica (grupo A), e 38 casos sugestivos de
tristeza parasitaria bovina (grupo B), conforme os protocolos de necropsias. Foram
testadas as técnicas histoquimicas de Azul Alciano, Azul de Metileno, Azul de
Toluidina, Giemsa, Gram (método de McCallum-Goodpasture), Grocott, Acido
Periodico de Schiff e Ziehl-Neelsen. Dentre estas, observou-se que as técnicas de
Azul de Metileno e Azul de Toluidina permitiram observar caracteristicas
morfologicas e tintoriais de maneira mais nitida, auxiliando na identificagdo de B.
bovis. Adicionalmente, foram estabelecidos varios parametros clinico-
epidemioldgicos e anatomopatolégicos da babesiose por B. bovis.

Palavras-chave: diagnostico histoquimico. Azul de Metileno. Azul de Toluidina.
Doencas de bovinos. Tristeza parasitaria bovina. Babesiose. Babesia bovis.



ABSTRACT

HISTOCHEMICAL CHARACTERIZATION IN THE DIAGNOSIS OF BOVINE
BABESIOSIS BY Babesia bovis

AUTHOR: Taiara Miller da Silva
ADVISOR: Glaucia Denise Kommers

Babesiosis is a hemolytic tick-borne disease caused by intraerythrocytic protozoal
parasites of the genus Babesia. This is a disease of high incidence in the South
region of Brazil and responsible for considerable economic losses. Clinical-
pathological diagnosis can be made by demonstrating the parasite by examining
blood smears or fresh tissues. However, frequently, only formalin-fixed organs are
sent to pathology laboratories, which makes it impossible to perform the smears. The
main objective of this study was to find alternative histochemical techniques capable
to improve the identification of intraerythrocytic B. bovis in histological sections. For
this study, tissue samples from 50 bovine necropsy cases were retrospectively
analyzed, which had been fixed in formalin and routinely processed for
histopathology. The cases were divided into a control group, consisting of 12 cases
of cerebral babesiosis with characteristic pink-cherry gray matter (group A), and 38
cases suggestive of cattle tick fever (group B), according to necropsy protocols.
Histochemical techniques of Alcian Blue, Methylene Blue, Toluidine Blue, Giemsa,
Gram (McCallum-Goodpasture method), Grocott, Periodic Acid of Schiff and Ziehl-
Neelsen were tested. Among these, it was observed that the techniques of
Methylene Blue and Toluidine Blue allowed to observe morphological and dye
characteristics in a clearer way, aiding in the identification of B. bovis. In addition,
several clinical-epidemiological and anatomopathological parameters of babesiosis
caused by B. bovis were established.

INDEX TERMS: histochemical diagnosis. Methylene blue. Toluidine blue. Disease of
cattle. Cattle tick fever. Babesiosis. Babesia bovis.
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1  INTRODUCAO

A bovinocultura brasileira & destaque no cenario mundial, visto que o Brasil
dettm o posto de maior rebanho comercial do mundo, correspondendo a
aproximadamente 200 milhdes de cabecas (SILVA et al., 2014). Esta espécie é
muito acometida pela babesiose por Babesia bovis, tratando-se de uma doenca de
extrema importancia no Brasil, com alta incidéncia no Rio Grande do Sul (RS) (LEAL
et al., 2005; ALMEIDA et al., 2006; LUCENA et al., 2010). Como o estado tem
grande influéncia econémica no quadro da pecuéaria brasileira (SILVA et al., 2014), a
ocorréncia da doenca reflete em grande impacto econémico (ALMEIDA et al., 2006).
Em um levantamento de doencas de bovinos realizado no Laboratério de Patologia
Veterinaria (LPV) da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), durante um
periodo de 45 anos, observou-se que a tristeza parasitaria bovina (TPB) foi a mais
importante dentre as doencas parasitarias (LUCENA et al., 2010). Por ser uma
enfermidade que gera diminuicdo na producdo de carne e/ou leite, aborto e menor
fertiidade nos animais afetados, além de altos custos com tratamentos e manejos
diferenciados (COSTA et al., 2011), a TPB traduz-se em altos indices de morbidade
e mortalidade, levando a prejuizos econémicos exorbitantes, com perdas anuais
estimadas em mais de R$ 3 milhdes (ALMEIDA et al., 2006). Devido a isso, hd um
grande numero de pesquisas relacionadas a epidemiologia, aspectos
anatomopatoldgicos, diagndstico, prevencao e tratamento da TPB.

A alta incidéncia de TPB na regido Sul deve-se as suas caracteristicas
epidemioldgicas, visto que esta regido estd caracterizada como uma area epidémica
ou de instabilidade enzodtica (KESSLER et al.,, 1983). Apesar de sua alta
ocorréncia, muitos casos ndo sdo confirmados e permanecem nos registros dos
laboratérios como casos sugestivos de TPB. Isso ocorre principalmente porque
grande parte dos veterinarios ndo envia aos laboratorios amostras de sangue,
considerada a técnica padréo-ouro, ou remetem o0s espécimes de orgaos ja fixados
em formol, impedindo a realizacdo de esfregacos ou imprints de Orgdos. A
associacdo destes dois fatores impede que tais laboratorios confirmem o
diagnostico, pois somente com a analise histopatologica muitas vezes ndo se
consegue identificar os micro-organismos intraeritrocitarios. E assim, apenas sugere-

se, baseado nos aspectos epidemiolégicos, clinicos e anatomopatoldgicos, que se
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trata de um caso de anemia hemolitica, porém, sem ser possivel determinar sua
causa (ALMEIDA et al., 2006).

Com base nisso, o objetivo principal deste estudo foi testar e aplicar de
maneira alternativa as técnicas histoquimicas, comumente presentes em
laboratérios de patologia veterinaria, em casos sugestivos de TPB, a fim de facilitar e
permitir um diagnostico mais fidedigno de babesiose por B. bovis nesses
laboratorios. Isso auxiliara patologistas a confirmar casos sugestivos desta doenca,
além de permitir determinar mais acuradamente a ocorréncia desta doenca na area
de abrangéncia do LPV-UFSM.

A metodologia, os resultados, discusséo e concluséo que fazem parte dessa
Dissertacao serdo apresentadas na forma de um artigo cientifico (disponivel no
Capitulo 3) a ser submetido para publicacdo na revista Pesquisa Veterinaria

Brasileira.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Esta revisdo sera dividida em duas partes. A primeira abordara os aspectos
epidemioldgicos, sinais clinicos, macroscopia, histopatologia, diagnoéstico, prevencao
e tratamento da babesiose bovina por Babesia bovis. Algumas caracteristicas
relevantes a respeito dos demais agentes do complexo tristeza parasitaria bovina
serdo também mencionadas. A segunda parte discorrera sobre técnicas
histoquimicas auxiliares no diagnéstico de micro-organismos importantes em

medicina veterinaria, com énfase em protozodarios.

2.1 BABESIOSE

2.1.1 Defini¢éo

A babesiose bovina, pertencente ao complexo de doencas denominado
tristeza parasitaria bovina (TPB) (BARROS et al., 2006), € causada por um parasita
intraeritrocitario transmitido por carrapatos e pertencente ao filo Apicomplexa e a
subordem Piroplasmidae (BONOLDI, 2009). Juntamente com Theileria spp. e
Cytauxzoon spp. sdo denominados de piroplasmas (YABSLEY; SHOCK, 2013). Por
isso, a babesiose também é conhecida como piroplasmose e recebe outros nomes
comuns como febre do Texas, febre do carrapato e agua vermelha (BARROS;
FIGHERA, 2008).

Segundo a revisao de Uilenberg (2006), a babesiose trata-se de uma doenca
hemolitica causada por protozoarios que foi identificada pela primeira vez na
Roménia por Babes (1888 apud UILENBERG, 2006) e em 1893, foi comprovada sua
transmissao por carrapatos (SMITH; KILBOURNE, 1893 apud UILENBERG, 2006).
Mundialmente, existem descricbes de aproximadamente 100 espécies de Babesia
(SCHNITTGER et al., 2012). Entretanto, no Brasil, as Unicas espécies que provocam
a doenca séo B. bovis e B. bigemina (KESSLER et al., 1983). Juntamente com a
infeccéo pela rickettsia Anaplasma marginale, formam o complexo TPB (BARROS et
al., 2006). A espécie de carrapato responsavel pela transmissdo destes agentes no
pais é Boophilus microplus (KESSLER et al., 1983), recentemente renomeado como
Rhipicephalus (Boophilus) microplus (MURRELL; BARKER, 2003), o qual
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pertencente a familia Ixodidae (DE VOS; POTGIETER, 1994; YABSLEY; SHOCK,
2013).

Babesias sdo capazes de infectar uma grande variedade de hospedeiros
vertebrados, inclusive humanos, mas geralmente sédo espécie especificos (DE VOS;
POTGIETER, 1994). Contudo, ha relatos de B. divergens acometendo humanos
saudaveis e, de forma ndo natural, primatas ndo-humanos, gerbilos e humanos
esplenectomizados (YOUNG; MORZARIA, 1986). Na Regidao Norte do Brasil, a
bubalinocultura, é muito importante para a pecuaria e surtos de babesiose tem sido
descritos (SILVA et al.,, 2014). Segundo Barros e Fighera (2008), € possivel que
outras espécies de ungulados também sejam infectadas, mas provavelmente ndo
sejam importantes como reservatorios.

Todos os agentes do complexo TPB sao intraeritrocitarios e causam anemia
hemolitica intravascular (B. bovis e B. bigemina) (DE VOS; POTGIETER, 1994) ou
extravascular (A. marginale) (POTGIETER; STOLTSZ, 1994). Deste modo, 0s sinais
clinicos, leses macroscépicas e microscopicas sao decorrentes do tipo de hemolise
gue cada micro-organismo induz. Em geral, a TPB desenvolve anemia, febre,
ictericia e hemoglobinuria. Entretanto, na anaplasmose ndo h& observacdo desta
dltima manifestacdo, pois esta rickettsia desencadeia hemolise extravascular
(POTGIETER; STOLTSZ, 1994; BARROS et al., 2006). A babesiose por B. bovis,
além de apresentar estes sinais clinicos classicos da TPB, também pode exibir
sintomatologia nervosa, caracterizando uma doenca denominada babesiose cerebral
(DE VOS; POTGIETER, 1994). Esta, por sua vez, se assemelha muito a malaria
humana por Plasmodium falciparum e, em alguns casos, por P. vivax, ja que estes
protozoarios (B. bovis e Plasmodium spp.) sdo muito semelhantes entre si. Elas
desenvolvem uma doenca semelhante por induzir aderéncia dos eritrocitos a parede
dos vasos sanguineos encefalicos (HENRIQUES, 1972; YOUNG; MORZARIA, 1986;
VILORIA; SALCEDO, 2004).

2.1.2 Epidemiologia

Os bovinos e os carrapatos sdo 0s principais reservatérios dos agentes da
TPB (BARROS; FIGHERA, 2008), desta forma, a sua ocorréncia esta diretamente
relacionada a presenca do vetor bioloégico (DE VOS; POTGIETER, 1994).

Rhipicephalus (Boophilus) microplus é o Unico carrapato responsavel pela
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transmissao de B. bovis e B. bigemina no Brasil (KESSLER et al., 1983). Entretanto,
A. marginale também pode ser transmitido por moscas, tabanideos e por via
iatrogénica, através de materiais cirargicos e seringas contaminadas (POTGIETER,;
STOLTSZ, 1994). Mundialmente, a babesiose ocorre nas Américas do Norte e do
Sul, partes do sul da Europa, Africa, Asia, Austrélia, ilhas do Caribe e do Pacifico sul
(DE VOS; POTGIETER, 1994; BARROS; FIGHERA, 2008).

Quanto aos estagios do carrapato capazes de transmitir os agentes da TPB, &
vélido ressaltar que nem todos disseminam as duas espécies de Babesia (DE VOS;
POTGIETER, 1994). Os carrapatos adultos tém, como principal papel, se infectar
durante o repasto e transmitir, via transovariana, para a sua prole e, usualmente, séo
as larvas e ninfas que disseminam estes micro-organismos (DE VOS; POTGIETER,
1994). Por serem protozoarios heteroxenos, as babesias realizam a reproducao
sexuada no hospedeiro intermediario (carrapato) onde se desenvolvem o0s
esporozoitos (BONOLDI, 2009). Tais estruturas sdo transmitidas aos hospedeiros
vertebrados (definitivos), no caso os bovinos, através da saliva durante o repasto
sanguineo, pelas formas larvais que disseminam B. bovis, ninfais e adultas, tanto
machos quanto fémeas, que transmitem B. bigemina (KESSLER et al., 1983; DE
VOS; POTGIETER, 1994; BARROS et al., 2006). O periodo de incubacéo para
ambos os protozoarios € de aproximadamente uma a duas semanas (KESSLER et
al., 1983).

A ocorréncia da TPB tem grande importancia em regides tropicais e
subtropicais, e estad diretamente relacionada a presenca e distribuicdo do vetor
Rhipicephalus (Boophilus) microplus (DE VOS; POTGIETER, 1994; BARROS et al.,
2006; FARIAS, 2007). Sabe-se que esse artropode esta presente entre os paralelos
32°N e 32°S (BARROS et al., 2006) e em altitudes abaixo de 1200 m (KESSLER,;
SCHENCK, 1998). Sendo assim, as taxas de morbidade e mortalidade da doencga
estdo diretamente relacionadas a flutuacdo populacional do vetor (ALMEIDA et al.,
2006; FARIAS, 2007, BARROS; FIGHERA, 2008), pois é a sua presenca que
permite o contato dos bovinos com os agentes etiolégicos e, portanto, a producéo de
uma imunidade solida, prevenindo a doenca (COSTA et al., 2011). A despeito destes
fatores (condi¢cdes climaticas e comportamento do vetor), o globo terrestre foi
dividido epidemiologicamente em trés zonas, sendo elas: areas livres, areas de

instabilidade enzodtica ou epidémicas e areas de estabilidade enzodtica ou
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endémicas (KESSLER et al., 1983; DE VOS; POTGIETER, 1994; BARROS et al.,
2006).

O Brasil contém as trés areas epidemiologicas e, por estar localizado no
hemisfério sul, a Unica regido que representa uma area livre (ao sul do paralelo
32°S) € o extremo sul do Rio Grande do Sul, correspondendo aos municipios de
Santa Vitoria do Palmar, Jaguardo, Arroio Grande e Chui (KESSLER; SCHENK,
1998). Nestas areas, ndo ha infestacdo dos bovinos pelos carrapatos e todos os
animais séo suscetiveis (KESSLER et al., 1983, ALMEIDA et al., 2006). A doenca
ocorre quando h4d a combinacdo da entrada acidental de animais infestados por
carrapatos somado as condi¢Bes climaticas favoraveis para a origem de uma
segunda geracdo de carrapatos, a qual sera a responsavel por infectar os animais
(ALMEIDA et al., 2006). Nestas areas, a doenca acomete animais de qualquer faixa
etaria e quando os animais destas areas sdo transportados para locais onde ha
carrapatos e babesias circulantes na populacdo bovina e carrapatos, a doenca
também ocorre, pois o fato dos animais ndo terem contato constante com o0s
agentes da TPB os impede de desenvolver uma imunidade sélida e capaz de
combater a doenca (FARIAS, 2007).

Ao norte do paralelo 32°S, correspondendo a maior extensdo do RS
(KESSLER et al., 1983; FARIAS, 2007; ALMEIDA et al., 2006), os estados de Santa
Catarina e Parand e o sertdo dos estados da Bahia, Pernambuco e Ceara
(KESSLER; SCHENK, 1998; FARIAS, 2007; COSTA et al.,, 2011) sdo dominados
pela area de instabilidade enzooética ou epidémica. Nestas areas, ha flutuacdo da
populacdo de carrapatos, conferindo longos periodos de auséncia do vetor devido a
estacOes de temperaturas baixas, com consequente queda nos niveis de anticorpos
(BARROS; FIGHERA, 2008). Por conseguinte, quando estes animais entram
novamente em contato com o vetor, ou seja, quando h& condi¢cdes climaticas
favoraveis para a proliferacdo do carrapato ou quando os animais sao transportados
para locais onde ha o carrapato (areas endémicas), a doenga acaba ocorrendo.
Nestes locais, 0 rebanho torna-se altamente suscetivel, sendo frequentes os surtos
com elevadas taxas de morbidade e mortalidade, gerando grandes prejuizos
econdmicos (ALMEIDA et al., 2006). Estes prejuizos também s&o decorrentes do
uso constante de carrapaticidas e medicamentos para o tratamento de animais
doentes. Os surtos ocorrem apos periodos sem infestacao por carrapatos, devido as

condicbes climaticas desfavoraveis (BARROS; FIGHERA, 2008) ou por meios
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artificiais, como aplicacdo intensiva de carrapaticidas, ou ainda pelo manejo de
rotacdo de pastagens (FARIAS, 2007). Nestas &reas, 0s casos acontecem
principalmente no verdo (RODRIGUES et al., 2005) e outono (ALMEIDA et al., 2006)
e, portanto, a ocorréncia dos casos isolados ou dos surtos varia conforme a
distribuicdo geogréfica do vetor (FARIAS, 2007).

Nestas zonas, 0s animais mais comumente acometidos tém
aproximadamente um ano de idade. Isso transcorre porgue, ao nhascerem,
geralmente na primavera, 0os animais sdo imunizados logo nos primeiros dias de vida
através do colostro e sao protegidos por imunidade passiva até aproximadamente 7-
11 meses. O periodo do inverno os impede de construir uma imunidade especifica,
tornando-os suscetiveis para o proximo periodo de infestacdo de carrapatos. Dessa
forma, a enfermidade acomete principalmente adultos primo-infectados, com idade
superior a 10 meses (FARIAS, 2007; COSTA et al., 2011), com média de 1-3 anos
de idade (ALMEIDA et al., 2006). Nestas areas, surtos também podem ocorrer
guando ha condicdes climaticas favoraveis a proliferacdo dos carrapatos durante os
periodos frios (ALMEIDA et al., 2006; FARIAS, 2007; COSTA et al., 2011).

As éareas de estabilidade enzodtica ou endémicas correspondem as demais
partes do territério brasileiro e ocupam a sua maior extensdo (KESSLER et al.,
1983). Nestes locais, a populacdo de carrapatos permanece estavel devido as
condicBes climaticas sempre favoraveis, caracterizando a denominacédo desta zona
de ocorréncia da doenca. Nestes locais, 0s animais permanecem em contato com 0s
agentes da TPB o0 ano todo, propiciando a producédo constante de anticorpos
consideraveis e o desenvolvimento de uma sélida imunidade contra os agentes
etiologicos da TPB (KESSLER et al., 1983; BARROS; FIGHERA, 2008). Quando a
doenca ocorre, acomete principalmente animais jovens, pois assim que 0S animais
perdem a imunidade passiva, passam a ser desafiados e tem que iniciar o
desenvolvimento da imunidade natural. Caso algum fator intrinseco ao animal
prejudique essa produgcdo, a doenca pode ocorrer. O desenvolvimento da
enfermidade nos animais adultos sucede a interrupgdo da imunidade por praticas de
manejo que permitam a exposicdo dos bovinos a superinfestacdes por
Rhipicephalus (Boophilus) microplus, e consequentemente por grande in6culo de
protozoarios, ou que ocasionem longos periodos sem infestagdo, mimetizando uma
area epidémica. Nessas regifes, geralmente ocorrem casos isolados da doenca
(KESSLER et al., 1983; FARIAS, 2007; BARROS; FIGHERA, 2008).
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Além da idade, a ocorréncia da TPB também esta ligada a sensibilidade do
hospedeiro, & raca do animal e a fatores individuais. O RS, além de estar em uma
regido de alta ocorréncia da doenca, a maioria das criagcdes de bovinos é composta
por racas europeias, as quais sdo mais sensiveis ao carrapato (ALMEIDA et al.,
2006; FARIAS, 2007; BARROS; FIGHERA, 2008). Além disso, a ocorréncia e a
intensidade da doenca também dependem da espécie, viruléncia do agente e
quantidade do inoculo (DE VOS; POTGIETER, 1994). Quanto maior for o inéculo e,
consequentemente, a concentracado de parasitas, mais grave sera o quadro clinico
(FARIAS, 2007). E importante enfatizar que a espécie de Babesia mais patogénica &
Babesia bovis (DE VOS; POTGIETER, 1994), a qual esta relacionada a maioria dos
surtos de TPB nos principais laboratorios de patologia do estado (LEAL et al., 2005;
ALMEIDA et al., 2006). Acredita-se que a viruléncia de B. bovis esteja relacionada a
sua maior capacidade de acumular eritrécitos parasitados nos capilares cerebrais da
substancia cinzenta, causando um quadro clinico neurolégico e usualmente
irreversivel, conhecido como babesiose cerebral (DE VOS; POTGIETER, 1994,
ANTONIASSI et al., 2009).

2.1.3 Sinais clinicos

A maioria dos sinais clinicos da TPB esta intimamente relacionada ao tipo de
destruicdo eritrocitaria. Desta maneira, na babesiose, as manifestacdes clinicas
decorrentes da hemodlise intravascular sdo: anemia, ictericia e hemoglobinuria
(BARROS et al., 2006). Este tipo de hemolise é caracterizado pela presenca do
protozoario no interior dos eritrocitos, sofrendo divisdo binaria e rompendo o
eritrécito na corrente sanguinea e em seguida invadindo novos eritrocitos
(BONOLDI, 2009; BARROS et al.,, 2006). Por sua vez, na anaplasmose, 0s
distarbios estdo relacionados a hemdlise extravascular, ou seja, 0s eritrocitos sao
destruidos fora dos vasos sanguineos, e isso ocorre principalmente no bacgo. Nesta
forma ndo ha hemoglobindria, porém os demais sinais (anemia e ictericia) estédo
presentes (FIGHERA; GRACA, 2010).

Outros sinais comumente observados na TPB sao febre frequentemente
maior que 41 °C, palidez de mucosas, apatia, orelhas caidas, debilidade, anorexia,
fraqueza, emagrecimento, pelos arrepiados, taquicardia, taquipneia, reducdo dos

movimentos ruminais, reducdo ou suspensdao da lactacdo e aborto (DE VOS;
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POTGIETER, 1994; KESSLER; SCHENK, 1998; ALMEIDA et al., 2006;
RODRIGUES et al., 2005; FARIAS, 2007; COSTA et al., 2011). A doenga pode ser
aguda, subaguda ou crénica (FIGHERA; GRACA, 2010) e, dependendo do tempo de
evolucdo, alguns destes sinais ndo irdo se manifestar, como a ictericia que
dificilmente ocorre em casos agudos (BARROS; FIGHERA, 2008). O curso clinico
pode variar de 1-4 dias, porém, animais mais resistentes, como 0s bovinos jovens,
podem sobreviver por periodos mais prolongados (FARIAS, 2007).

A ocorréncia de sinais neuroldgicos na babesiose € uma caracteristica Unica
de infeccdo por B. bovis, doenca denominada de babesiose cerebral (BARROS et
al., 2006) e esta forma nem sempre esta presente (FIGHERA, 2001). Os sinais
clinicos sdo decorrentes principalmente da caracteristica deste agente em provocar
a aderéncia dos eritrocitos entre si e a parede dos capilares sanguineos (estase e
congestdo) (KESSLER et al., 1983; DE VOS; POTGIETER, 1994; RODRIGUES et
al., 2005; ANTONIASSI et al., 2009), fato este que depende muito da quantidade de
in6culo e viruléncia do agente (DE VOS; POTGIETER, 1994). O quadro clinico
apresentado na babesiose cerebral € muito semelhante a forma cerebral da malaria
por Plasmodium falciparum, em humanos (BARROS et al., 2006), e consistem
principalmente de alteracbes neuroldégicas que se relacionam a problemas
locomotores como andar cambaleante, incoordenacdo seguida de paralisia,
principalmente dos membros pélvicos, tremores musculares, quedas com
movimentos de pedalagem, opistétono, cegueira, pressao da cabeca contra objetos,
andar em circulos, convulsées, agressividade e coma (CALLOW; MCGAVIN, 1963;
DE VOS; POTGIETER, 1994; RODRIGUES et al., 2005; ALMEIDA et al., 2006;
FARIAS, 2007; ANTONIASSI et al.,, 2009). O curso clinico é, geralmente, mais
rapido do que na babesiose por B. bigemina e dura de poucos minutos a 24-36
horas e os casos sao invariavelmente fatais (BARROS et al., 2006).

Os achados hematologicos de bovinos com babesiose séo tipicamente de
anemia hemolitica, e incluem anemia macrocitica hipocrdbmica com regeneragao
excessiva e altos numeros de reticuldcitos. JA nos casos agudos por B. bovis,
observa-se anemia normocitica hormocrémica. Com a destruicdo dos eritrécitos no
interior dos vasos sanguineos ha a liberacdo de hemoglobina, a qual tinge o plasma
com um tom acastanhado, e é vista clinicamente como hemoglobinemia (FIGHERA,
2001; FIGHERA; GRACA, 2010). Além disso, h&a diminuicdo do hematdécrito (anemia)
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que pode variar de leve a acentuada, dependendo do nivel de parasitismo e
imunidade do animal (BARROS; FIGHERA, 2008).

2.1.4 Macroscopia

A lesdo classica de babesiose por B. bovis observada no encéfalo é
caracterizada pela coloracdo réseo-cereja do cortex telencefalico, cerebelar e os
ndcleos da base. Tal lesdo é patognomoénica de babesiose cerebral e ocorre devido
a estase e congestao dos eritrocitos parasitados no lumen dos pequenos capilares
encefélicos (DE VOS; POTGIETER, 1994; RODRIGUES et al., 2005; BARROS et
al., 2006; ANTONIASSI et al., 2009; FIGHERA; GRACA, 2010), permitindo uma facil
identificacdo do protozoario através de esfregacos do cértex cerebral (RODRIGUES
et al., 2005), como sera visto no item 2.1.5.

Da mesma forma, como os sinais clinicos, as lesées macroscopicas da TPB
estdo relacionadas ao tipo de hemolise. Na anemia hemolitica intravascular por B.
bovis e B. bigemina, a hemoglobina contida nos eritrocitos é extravasada e acaba
tingindo o plasma de vermelho (hemoglobinemia) (FIGHERA; GRACA, 2010). Ao ser
filtrada pelos rins, a hemoglobina contida no plasma tinge este 6rgdo, tornando-o
vermelho-escuro e modificando a cor da urina eliminada, caracterizando a
hemoglobinudria. A intensidade da hemoglobindria pode variar de uma urina
vermelho-escura ou enegrecida, semelhante a cor do café (BARROS et al. 2006).

A ictericia € decorrente do processo hemolitico, tanto intravascular quanto
extravascular (BARROS et al., 2006; FARIAS, 2007; FIGHERA; GRACA, 2010), e
ocorre gquando ha altos niveis de bilirrubina na corrente sanguinea, depositando-se
nos tecidos como as mucosas visiveis e tecido subcutaneo e, em alguns casos na
pele, deixando-os amarelos. Isto decorre da transformacdo da fracdo heme da
hemoglobina em bilirrubina (CULLEN; BROWN, 2013).

O figado, frequentemente apresenta-se alaranjado ou vermelho-alaranjado e
aumentado de tamanho (hepatomegalia) (BARROS; FIGHERA, 2008). A alteracéo
da coloragéo é devido a bilestase e é confirmada microscopicamente. A vesicula
biliar também pode estar aumentada de tamanho com bile espessa (BARROS et al.,
2006). Quando um figado alaranjado ou amarelado é fixado em formol, ocorre
mudanca da sua cor, tornando-se verde. Isso ocorre pela oxidacdo por aldeido
(LILLIE; PIZZOLATO, 1970).
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Na anaplasmose, na qual a hemolise € extravascular, o baco (além do figado,
pulméo e linfonodos) é o principal 6rgdo responsavel pela fagocitose e destruicdo
dos eritrocitos parasitados, tornando-se aumentado de tamanho (esplenomegalia),
(POTGIETER; STOLTSZ, 1994). Na babesiose ha certo grau de hemodlise
extravascular que pode variar entre os individuos e desta maneira, desenvolver
esplenomegalia (FIGHERA, 2001).

Outras lesdes comumente vistas sdo hemorragias na forma de petéquias no
epicardio e endocardio (RODRIGUES et al., 2005), e embebicdo hemoglobinica nas
serosas das visceras gastrointestinais, adquirindo uma colora¢do rosa-escura
(RODRIGUES et al., 2005; ALMEIDA et al., 2006; BARROS et al., 2006; FARIAS,
2007). A observacdo de sangue com aspecto aquoso é comumente vista e isso é
decorrente da anemia (BARROS; FIGHERA, 2008).

2.1.5 Histopatologia

As lesBes microscopicas observadas geralmente s6 sugerem a infeccdo por
Babesia sp., visto que para confirmar o diagnéstico € preciso observar os agentes no
interior dos eritrécitos. Da mesma forma que o0s sinais clinicos e lesdes
macroscopicas, os achados sdo decorrentes da hemolise. A anemia hemolitica
causa diminuicdo da oxigenacdo de tecidos como figado e rim. No primeiro,
observa-se principalmente degeneracdo e necrose centrolobular a paracentral. A
localizacdo da necrose € decorrente da forma como o I6bulo hepético é
vascularizado. Fisiologicamente, o sangue oxigenado é transportado da artéria
hepética, localizada no espaco-porta, em direcdo ao centro do l6bulo, logo esta
Gltima area recebe sangue menos oxigenado e, consequentemente, é mais
suscetivel a hipoxia (CULLEN; BROWN, 2013). Esta caracteristica também ¢é vista
na infeccéo por A. marginale (FIGHERA; GRACA, 2010).

Outra consequéncia da hemdlise é a metabolizacdo da hemoglobina em
bilirrubina. Quando ha uma superproducgéo de bilirrubina consequente da hemdlise,
particularmente hemolise intravascular grave, superando capacidade do figado de
remover a bilirrubina do plasma e secretar a bilirrubina conjugada na bile, tal
substancia acaba se acumulando nos tecidos (ictericia) e é observada no figado
como trombos de bilirrubina no interior de canaliculos e ductos biliares,
caracterizando a bilestase (CULLEN; BROWN, 2013).
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No rim, a principal lesdo é a necrose do epitélio tubular renal aguda e
acredita-se que existam dois mecanismos para isso: 0 primeiro € devido ao efeito
isquémico em decorréncia da anemia grave, semelhante ao que é observado no
figado, e o segundo é pela toxicidade da hemoglobina as células epiteliais dos
tubulos (BARROS; FIGHERA, 2008), e a sua presengca é confirmada pela
observacéo de cilindros eosinofilicos e granulosos no Iimen dos tubulos renais.
Quando associada a esta substancia, a lesdo renal também é denominada de
nefrose hemoglobindrica (CULLEN; BROWN, 2013).

Outra caracteristica muito comum em casos de TPB é a presenca de células
inflamatdrias no interior de vasos sanguineos teciduais (leucocitostase), entretanto,
nao ha uma explicacdo para a ocorréncia desta lesdo. Porém, por tratar-se de uma
doenca infecciosa, pode-se sugerir que este fato induza uma maior circulacdo de
células inflamatdrias. Outros 6rgdos como baco, figado, linfonodos e medula 6ssea
podem apresentar eritrofagocitose, a qual é decorrente da drenagem de macréfagos
contendo eritrécitos no citoplasma. Tais macrofagos sdo 0s responsaveis por retirar
os eritrécitos danificados da circulacdo (BARROS; FIGHERA, 2008).

No encéfalo, exclusivamente na babesiose por B. bovis, observa-se
congestdo dos capilares encefélicos, principalmente na substancia cinzenta, mas
também na substancia branca (RODRIGUES et al., 2005). E esta congestio que
provoca o avermelhamento do cértex encefalico, cerebelar e dos nucleos da base.
Tal congestéo é decorrente da citoaderéncia induzida por B. bovis, fazendo com que
os eritrécitos se fixem a parede dos vasos e entre si. Ocasionalmente, no interior dos
eritrécitos as estruturas protozoarias podem ser visualizadas (RODRIGUES et al.,
2005; BARROS et al., 2006), porém, isso ndo € visto em todos os casos e depende
da espessura do corte histologico, coloracdo adequada e da experiéncia do
observador/patologista. Tais estruturas também podem ser vistas em outros 0rgaos,
como rim, figado e coragdo. Porém, da mesma forma, sua visualizagédo pode ser
dificultada pelos fatores citados anteriormente. Esta congestdo também pode ser
observada em diversos 6rgaos, porém no encéfalo, a estase dos eritrécitos nos
capilares, principalmente da substancia cinzenta, leva a diminuicdo da oxigenacao
do tecido nervoso induzindo os sinais clinicos (RODRIGUES et al.,, 2005;
ANTONIASSI et al., 2009).

Como mencionado no inicio desta reviséo, diversos aspectos da babesiose

cerebral sdo semelhantes a forma nervosa da malaria em humanos, entretanto
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diferentemente desta, na babesiose ndo se observam lesdes microscopicas além de
congestdo. Entretanto, em um trabalho de 1963, cita-se a ocorréncia de dilatacéo
dos espacos perivasculares e perineurais, edema intersticial € um caso com
hemorragia perivascular (CALLOW; MCGAVIN, 1963), demonstrando que tais

achados podem ser observados na babesiose por B. bovis.

2.1.6 Diagnostico

O diagnéstico clinico de TPB é determinado com base na epidemiologia e
sinais clinicos indicativos. A obtencdo de informacdes como raca, idade e local de
origem dos animais € muito importante, visto que a partir disso € possivel determinar
se 0s animais sdo suscetiveis ou ndo a doenca. Os sinais clinicos sugestivos e a
realizacdo da necropsia e observacao de lesdes macroscopicas indicativas podem
direcionar ainda mais o clinico ou patologista frente a um caso de TPB (KESSLER,;
SCHENK, 1998).

Como o objetivo dos clinicos é tentar estabelecer o diagndstico ante-mortem
de TPB, tanto para tratar o animal afetado, quanto para prevenir a ocorréncia da
doenca nos demais animais do rebanho (KESSLER; SCHENK, 1998), é importante
que sejam realizados exames laboratoriais. A técnica padrdo-ouro é o esfregaco
sanguineo. Nos laboratérios de patologia ou patologia clinica, estes esfregacos
podem ser corados com diversos corantes, porém, os mais utilizados sao o panético
rapido e o giemsa citolégico. Segundo a literatura, os melhores locais de coleta
sanguinea, para diagnosticar babesiose por B. bovis e por B. bigemina séao,
respectivamente, ponta da orelha ou cauda e veia jugular, isto porque a primeira
prefere vasos de menor calibre (capilares) e B. bigemina esta mais presente na
grande circulacdo (RODRIGUES et al., 2005; FARIAS, 2007). As amostras de
sangue devem ser coletadas com anticoagulante (EDTA ou heparina) para avaliacéo
do hemograma e confeccdo dos esfregacos. Entretanto, nem sempre os clinicos tém
a possibilidade de executar tal técnica e acabam primeiro tratando o animal de forma
mais ampla, ou seja, para ambos os agentes da TPB. Isso, muitas vezes prejudica o
diagnoéstico definitivo, pois determinados agentes babesicidas, principalmente o
imidocarb, eliminam os protozoarios do organismo dentro de 12 a 24 horas
(BARROS et al., 2006).



22

A confirmacdo do diagnéstico de TPB se da pela associacdo dos sinais
clinicos, lesdes e observacado dos micro-organismos intraeritrocitarios (RODRIGUES
et al.,, 2005; BARROS; FIGHERA, 2008), visto que tdo somente a observacdo dos
micro-organismos sem 0s sinais tipicos de anemia hemolitica indica apenas que o0s
animais séo portadores, ou seja, que tem contato com 0s agentes da TPB.
Entretanto, ndo significa que os mesmos estejam doentes (BARROS et al., 2006).

Durante o atendimento clinico, a babesiose deve ser diferenciada de doencas
gue cursam com anemia, ictericia e hemoglobinuria (ex.: leptospirose, clostridiose
[hemoglobintria bacilar], deficiéncia de fésforo [hemoglobindria pds-parto],
intoxicacao por cobre, intoxicacdo por Brachiaria radicans, intoxicacao por Pteridium
spp. [que causa hematuiria] e intoxicagcdo por Senna occidentalis [fedegoso; que
causa mioglobinuria]) (KESSLER et al., 2002; FARIAS, 2007). A anaplasmose é um
importante  diagnostico  diferencial, porém esta doenca ndo desenvolve
hemoglobinuria (BARROS et al., 2006). A babesiose cerebral deve ser diferenciada
de outras doencas que afetam o SNC, tais como a raiva, a infeccdo por herpesvirus
bovino (tipos 1 ou 5) e a febre catarral maligna, dentre outras (KESSLER; SCHENK,
1998; KESSLER et al.,, 2002; RODRIGUES et al., 2005; ALMEIDA et al., 2006;
BARROS et al., 2006; FARIAS, 2007; ANTONIASSI et al., 2009).

Quando o animal ndo responde ao tratamento e acaba morrendo, ou tenha de
ser eutanasiado pela sua debilidade, os recursos que restam ao clinico sao realizar
a necropsia a campo e remeter o material fresco, congelado ou fixado em formol, ou
ainda encaminhar o animal a um laboratério de patologia. Nestes casos, 0
diagnostico pés-mortal é determinado através da realizacdo de esfregacos dos
orgaos frescos remetidos ou durante a necropsia. Os principais 6rgdos para esta
técnica sdo baco, coracdo, figado e rim. Isto porque sdo Orgdos que contém
numerosos capilares e, portanto, ha maior chance de se observar eritrécitos
parasitados (CALLOW; MCGAVIN, 1963). Entretanto, nos casos em que ha sinais
neurolégicos e o encéfalo apresente macroscopicamente a coloracdo réseo-cereja,
caracteristica de infecgcdo por B. bovis, deve ser realizado esfregagco do cortex
encefalico (DE VOS; POTGIETER, 1994). Porém, esta técnica s6 é capaz de ser
realizada em tecidos frescos.

Caso os espécimes sejam remetidos de maneira que prejudique a avaliacdo
macroscopica, como por exemplo, nos casos de babesiose por B. bovis, em que o

encéfalo € encaminhado congelado ou fixado em formol, a coloracdo réseo-cereja
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caracteristica € mascarada e dificimente suspeita-se da lesdo. Apesar disso,
quando o material é congelado ainda pode-se realizar um esfregaco do cortex
encefalico e se consegue visualizar os protozoarios nos capilares encefalicos. No
entanto, quando o material € remetido a um laboratorio de patologia ja fixado em
formol, tais técnicas ndo podem ser realizadas e a coloragdo de rotina, hematoxilina
e eosina, nem sempre permite uma boa visualizacdo dos agentes da TPB a
microscopia de luz. Para este problema, buscou-se na literatura, técnicas capazes
de evidenciar estes micro-organismos em cortes histolégicos, como sera
apresentado no item 2.2 (Técnicas Histoquimicas) desta reviséo.

Como somente babesiose e anaplasmose tem a caracteristica de apresentar
micro-organismos intraeritrocitarios, devem ser diferenciadas entre si. E mais facil
diferencid-las em esfregacos sanguineos ou imprints de 6rgdos e a espécie dos
agentes € determinada pelo método que relaciona o tamanho e o formato dos
hemoparasitas com o tamanho dos eritrécitos, 0os quais tem aproximadamente 7 um
de didametro (YABSLEY; SHOCK, 2013). O tamanho permite classificar as babesias
em grandes babesias, como B. bigemina, micro-organismo, arredondado, piriforme,
com angulo agudo e dimensbes entre 2,5 e 4,5 um; pequenas babesias,
representadas por B. bovis, , redondo ou piriforme com tamanho entre 1 e 2,5 um; e
Anaplasma marginale, caracterizado por ser um ponto escuro e bem corado com
variacdo de tamanho entre 0,1 a 0,8 um (GARDINER et al., 1998; FIGHERA, 2001,
YABSLEY; SHOCK, 2013). Este ultimo ainda deve ser diferenciado dos corpusculos
de Howell-Jolly e de precipitacédo de corantes (FIGHERA, 2001).

Outras formas de diagnosticar TPB sdo através de diagnostico sorolégico
(imunofluorescéncia indireta, ELISA e soroaglutinacdo), com capacidade de
determinar a situacdo imunologica do rebanho e, a partir disso, se estuda a melhor
forma de prevencédo da doenga (KESSLER; SCHENK, 1998; FARIAS, 2007) e PCR
do sangue e tecidos (YABSLEY; SHOCK, 2013).

2.1.7 Prevencao e tratamento

O controle e a prevencao da babesiose sao realizados por meio de estratégias
de controle do carrapato, vacinagédo, premunicado, quimioprofilaxia e tratamento da
doenca (BARROS; FIGHERA, 2008). Porém, a melhor forma de prevencao é manter

0S animais sempre com niveis baixos de infestacao pelo carrapato, permitindo assim
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gue sejam inoculadas baixas quantidades dos agentes da TPB para que oS
individuos sustentem imunidade contra estes patdgenos. Entretanto, isto é possivel
somente em éareas de estabilidade enzootica, onde o0s animais estdo
constantemente em contato com o vetor biolégico. Para animais de areas endémicas
ou importados de areas livres, a prevencdo deve ser baseada na premuni¢do ou
vacinagao. Entretanto, ainda pode ocorrer a entrada de animais infestados com
carrapatos em areas livres e o mesmo proliferar até uma segunda geracao, quando
condicbes climaticas permitirem, e esta sera responsavel pela transmissdo das
babesias. Nestes casos, deve-se realizar o controle do carrapato e a vacinacao de
todo o rebanho, pois todos o0s animais sdo suscetiveis (KESSLER; SCHENK, 1998).

2.2 TECNICAS HISTOQUIMICAS

No dia-a-dia dos laboratérios de patologia humana e veterinaria, utiliza-se
rotineiramente a técnica de hematoxilina e eosina para demonstrar as estruturas
basicas dos tecidos e para determinar a grande maioria dos diagndsticos na rotina
destes estabelecimentos. A sua ampla utilizacdo deve-se as caracteristicas de
afinidade dos seus corantes aos principais componentes celulares. Sendo assim,
substancias acidofilicas do citoplasma, coram-se pela eosina, enquanto que as
estruturas basofilicas do nucleo coram-se pela hematoxilina (CULLING et al., 1985;
PROPHET et al.,, 1992; MAXIE; MILLER, 2016). Apesar de esta técnica ser
empregada de forma ampla em histopatologia, nem todas as estruturas contidas nos
tecidos podem ser demonstradas nitidamente através dela (MAXIE; MILLER, 2016).

Em vista disso, ao longo dos anos, foram sendo desenvolvidos métodos
capazes de evidenciar tais estruturas, os quais foram denominados técnicas
histoquimicas ou coloracdes especiais (CULLING et al., 1985). Muitas destas
técnicas sdo utilizadas para demonstrar micro-organismos e estdo disponiveis
comercialmente como Kits ou como reagentes que necessitam de preparagdo no
préprio laboratorio.

Informacdes sobre a utilizacdo de coloragbes especiais para deteccdo de
protozoarios especificos em secbes de tecidos sdo escassas. De forma geral, as
técnicas histoquimicas mencionadas como utilizadas para protozoarios em livros-
texto incluem Giemsa, hematoxilina-férrica, PAS, PAS-hematoxilina, Gram, Ziehl-
Neelsen e Grocott (GARDINER et al., 1998).
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A técnica de Giemsa, além de ser amplamente utilizada como uma triagem na
deteccdo de bactérias (PROPHET et al., 1992), também é capaz de identificar
protozodarios como Leishmania spp. e Plasmodium spp. (PROPHET et al., 1992;
MCADAM; SHARPE, 2005), Babesia spp. (CALLOW; MGGAVIN, 1963; NEVILS et
al., 2000) e Cowdria spp. (PROZESKY, 1987), além de rickettsias e corpusculos de
Negri (CULLING et al., 1985). Giemsa também é uma técnica alternativa ao Azul de
Toluidina (AT) para demonstrar metacromaticamente os granulos dos mastocitos
(CULLING et al., 1985; PROPHET et al., 1992; MAXIE; MILLER, 2016).

O AT, por sua vez, também pode ser utilizado para detectar fungos (CULLING
et al., 1985), Anaplasma spp. em esfregacos sanguineos sob luz ultravioleta
(POTGIETER; STOLTSZ, 1994), para avaliar a qualidade da matriz cartilaginosa em
secdes descalcificadas e para demonstrar matriz osteoide mineralizada em secodes
nao descalcificadas, mucina (MAXIE; MILLER, 2016), amiloide sob luz polarizada,
sedimento de liquido cefalorraquidiano e células cromafins (CULLING et al., 1985) e
substancia de Nissl (BEHMER et al., 1976; CULLING et al., 1985).

A técnica do Azul Alciano (AA) é utilizada para realcar alguns fungos como
Cryptococcus (GALIZA et al.,, 2014) e Sporothrix spp. (BAZZl et al., 2016),
demonstrar substancias mucinosas (CULLING et al., 1985; PROPHET et al., 1992;
MAXIE; MILLER, 2016), cartilagem (MAXIE; MILLER, 2016) e amiloide (CULLING et
al., 1985).

A técnica do Acido Periddico de Schiff (PAS) é amplamente utilizada para
corar substancias mucopolissacaridicas e membrana basal (CULLING et al., 1985),
fungos (GARDINER et al., 1998; GALIZA et al., 2014; MAXIE; MILLER, 2016),
algumas bactérias (PROPHET et al., 1992) e alguns protozoarios (CULLING et al.,
1985; GARDINER et al., 1998), tais como amebas (MCADAM; SHARPE, 2005;
MAXIE; MILLER, 2016).

A impregnacdo pela prata de Grocott é utlizada principalmente para
evidenciacdo de fungos e oomicetos (MAXIE; MILLER, 2016). Algumas estruturas
PAS-positivas, membranas basais e mucinas também podem ser evidenciadas por
esse método (CULLING et al., 1985).

A coloracdo de Gram é utilizada para determinar se as bactérias sdo Gram-
positivas ou Gram-negativas. A levedura Candida albicans tem a propriedade de ser

Gram-positiva (PROPHET et al., 1992). A técnica de Gram pode ser executada em
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tecidos através de varios métodos, tais como McCallum-Goodpasture (BEHMER et
al., 1976), Brown-Hopps e Brown e Brenn (PROPHET et al., 1992).

A técnica de Ziehl-Neelsen € utilizada principalmente na deteccdo de
bactérias alcool-acido resistentes, tais como Mycobacterium spp. e Nocardia spp.
(PROPHET et al.,, 1992; MCADAM; SHARPE, 2005). Esta técnica tem como
contracoloracdo o Azul de Metileno, que também pode ser utilizado como coloracao
primaria e é utilizado para bactérias em geral e substancia de Nissl (BEHMER et al.,
1976), para cortes semifinos de microscopia eletronica (ARMIEN et al., 2007), para
deteccao de fibras e terminacdes nervosas (CULLING et al., 1985) e em esfregacos
sanguineos para a pesquisa de hemoprotozoarios como Plasmodium spp., causador
da malaria (PROPHET et al.,, 1992) e Anaplasma spp. utilizando luz ultravioleta
(POTGIETER; STOLTSZ, 1994).
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3 ARTIGO -

Caracterizacao histoquimica no diagnostico da babesiose bovina por Babesia
bovis!

Taiara Miiller da SilvaZ, Walter V. C. Areco?, Tatiane Cargnin Faccin?, Stella M. Pereira de Melo3, Rafael A.
Fighera* & Glaucia D. Kommers**

ABSTRACT. - Silva T. M., Areco W. V. C, Faccin T. C,, Melo S. M. P,, Fighera R. A. & Kommers G. D. 2016.
[Histochemical characterization in the diagnosis of bovine babesiosis by Babesia bovis.]
Caracterizacdo histoquimica no diagndstico da babesiose bovina por Babesia bovis. Pesquisa Veterindria
Brasileira 00(0):00-00. Laboratério de Patologia Veterinaria, Departamento de Patologia, Universidade
Federal de Santa Maria, Camobi, Santa Maria, RS, 97105-900, Brazil. E-mail: glaukommers@yahoo.com

Babesiosis is a hemolytic tick-borne disease caused by intraerythrocytic protozoal parasites of the
genus Babesia. This is a disease of high incidence in the South region of Brazil and responsible for
considerable economic losses. Clinical-pathological diagnosis can be made by demonstrating the parasite
by examining blood smears or fresh tissues. However, frequently, only formalin-fixed organs are sent to
pathology laboratories, which makes it impossible to perform the smears. The main objective of this study
was to find alternative histochemical techniques capable to improve the identification of intraerythrocytic
B. bovis in histological sections. For this study, tissue samples from 50 bovine necropsy cases were
retrospectively analyzed, which had been fixed in formalin and routinely processed for histopathology.
The cases were divided into a control group, consisting of 12 cases of cerebral babesiosis with
characteristic pink-cherry gray matter (group A), and 38 cases suggestive of cattle tick fever (group B),
according to necropsy protocols. Histochemical techniques of Alcian Blue, Methylene Blue, Toluidine Blue,
Giemsa, Gram (McCallum-Goodpasture method), Grocott, Periodic Acid of Schiff and Ziehl-Neelsen were
tested. Among these, it was observed that the techniques of Methylene Blue and Toluidine Blue allowed to
observe morphological and dye characteristics in a clearer way, aiding in the identification of B. bovis. In
addition, several clinical-epidemiological and anatomopathological parameters of babesiosis caused by B.
bovis were established.

INDEX TERMS: histochemical diagnosis, Methylene Blue, Toluidine Blue, disease of cattle, cattle tick fever,
babesiosis, Babesia bovis.

RESUMO. - A babesiose é uma doen¢a hemolitica transmitida por carrapatos e causada por protozoarios
intraeritrocitarios do género Babesia. Esta é uma doenca de incidéncia elevada na Regido Sul do Brasil e
responsavel por perdas econdmicas consideraveis. O diagnoéstico clinico-patolégico pode ser feito através
da demonstracido do parasito pelo exame de esfregacos sanguineos ou de tecidos frescos. Entretanto, com
frequéncia, somente 6rgios fixados em formol sdo remetidos para laboratérios de patologia, o que
impossibilita a realizacdo do esfregaco. O principal objetivo deste estudo foi encontrar técnicas
histoquimicas alternativas e capazes de aprimorar a evidencia¢do de B. bovis intraeritrocitaria. Para este
estudo, foram analisadas retrospectivamente amostras de tecidos de 50 casos de necropsias de bovinos,
as quais haviam sido fixadas em formol e processadas rotineiramente para histopatologia. Os casos foram
divididos em um grupo controle, constituido por 12 casos de babesiose cerebral com substancia cinzenta
encefdlica réseo-cereja caracteristica (grupo A), e 38 casos sugestivos de tristeza parasitaria bovina
(grupo B), conforme os protocolos de necropsias. Foram testadas as técnicas histoquimicas de Azul
Alciano, Azul de Metileno, Azul de Toluidina, Giemsa, Gram (método de McCallum-Goodpasture), Grocott,
Acido Periédico de Schiff e Ziehl-Neelsen. Dentre estas, observou-se que as técnicas de Azul de Metileno e
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Azul de Toluidina permitiram observar caracteristicas morfoldgicas e tintoriais de maneira mais nitida,
auxiliando na identificacdo de B. bovis. Adicionalmente, foram estabelecidos varios parametros clinico-
epidemioldgicos e anatomopatolégicos da babesiose por B. bovis.

TERMOS DE INDEXACAO: diagnostico histoquimico, Azul de Metileno, Azul de Toluidina, doengas de
bovinos, tristeza parasitaria bovina, babesiose, Babesia bovis.

INTRODUCAO

Babesiose é uma doenga hemolitica transmitida por carrapatos (Rhipicephalus [Boophilus] microplus) e
causada por protozodrios intraeritrocitarios do género Babesia (De Vos & Potgieter 1994, Barros et al.
2006, Farias 2007, Fighera & Graga 2010). Este parasita causa a doenga babesiose, que pertence ao
complexo denominado tristeza parasitaria bovina (TPB), no qual ainda esta envolvido o agente etiol6gico
Anaplasma spp.. A TPB tem grande importancia econémica no Brasil devido as perdas com mortes,
prevencgado e tratamento dos animais (Patarroyo et al. 1982, Kessler et al. 1983, De Vos & Potgieter 1994,
Almeida et al. 2006, Uilenberg 2006). No Brasil, ha somente duas espécies responsaveis pela babesiose em
bovinos, sendo elas B. bovis e B. bigemina. A primeira, uma babesia pequena, é a mais patogénica e
responsavel pelo desenvolvimento de sinais nervosos nos bovinos, denominada babesiose cerebral.
Ambas as babesias desenvolvem uma doenga hemolitica caracterizada principalmente por anemia, febre,
ictericia e hemoglobinuria, entretanto, a babesiose por B. bigemina causa uma doen¢a mais branda
(Kessler et al. 1983, De Vos & Potgieter 1994, Barros et al. 2006, Fighera & Graga 2010).

Como os sinais clinicos de babesiose sio muito semelhantes entre as duas espécies, quando ndo
ha sinais neurolégicos, é muito comum que ambas sejam confundidas clinicamente (De Vos & Potgieter
1994) e até mesmo com outras doengas (Costa et al. 2011), incluindo anaplasmose, na qual ndo se observa
hemoglobinuria (Barros et al. 2006). Nas infec¢des por B. bovis, podem ocorrer sinais neuroldgicos o que
pode constituir-se em um fator determinante para concluir o diagndstico clinico (OIE 2010). Os sinais
neurolégicos sdo inespecificos e, portanto, devem ser diferenciados de outras doengas que acometem o
sistema nervoso central (SNC) de bovinos (Barros et al. 2006). Os sinais neuroldgicos, na babesiose
cerebral, sdo resultado do sequestro de eritrécitos nos capilares do cérebro, conferindo a cor
caracteristica réseo-cereja, pois B. bovis induz a aderéncia dos eritrécitos uns aos outros e a parede
vascular de capilares sanguineos (Callow & McGavin 1963, Rodrigues et al. 2005, Antoniassi et al. 2009,
Fighera & Graga 2010).

0 diagnostico clinico de babesiose pode ser feito a partir dos sinais clinicos aliados aos achados
laboratoriais (observagdo de parasitas intraeritrocitarios em esfregacos sanguineos) (Callow & McGavin
1963, Patarroyo et al. 1982, Sanches et al. 2000, Fighera 2001, Rodrigues et al. 2005, Almeida et al. 2006,
Costa et al. 2011). J4 a demonstracdo do parasita em animais mortos pode ser feita pelo exame de
esfregacos de sangue periférico (quando a morte for recente) e tecidos como encéfalo, rins, coracao, bago
e figado (Callow & McGavin 1963). Os esfregacos podem ser corados com Giemsa (Callow & McGavin
1963, Patarroyo et al. 1982, Kessler et al. 1983, OIE 2010) ou panético rapido (Rodrigues et al. 2005,
Fighera & Graga 2010). Entretanto, tal técnica s6 pode ser realizada em tecidos frescos. Porém, com
frequéncia, os 6rgiaos remetidos aos laboratérios de patologia estdo fixados em formol.

Através do exame histopatolégico hd uma alta frequéncia de diagnésticos sugestivos de
babesiose/TPB devido a dificuldade de se observar os organismos intraeritrocitarios por meio da
coloracdo de rotina (hematoxilina e eosina) e também pela escassez de informagdes sobre coloracdes
especiais que os evidenciem. Além disso, a utilizagdo da técnica de imuno-histoquimica, que possibilitaria
a identificagdo de antigenos espécie-especificos, ndo estd disponivel pela auséncia de anticorpos
comerciais, e a utilizacdo da reagdo em cadeia de polimerase (PCR) poderia ser limitada, considerando-se
que a positividade para um determinado agente do complexo TPB nao significa que os animais estejam
doentes, pois poderiam ser apenas portadores destes micro-organismos (Barros et al. 2006, Néo et al.
2016).

Sendo assim, o principal objetivo deste estudo foi encontrar técnicas histoquimicas alternativas e
capazes de aprimorar a evidenciacdo de B. bovis intraeritrocitiria em tecidos fixados e processados
rotineiramente para histopatologia. Adicionalmente foram revisados os aspectos clinico-epidemiolégicos
e anatomopatoldgicos dos casos positivos para este agente.

MATERIAL E METODOS
Para este estudo, foram revisados os protocolos de necropsias dos arquivos do Laboratério de Patologia
Veterinaria (LPV) da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), dos quais foram selecionados 12 casos
de babesiose cerebral (grupo A) e 38 casos sugestivos de TPB (grupo B), totalizando 50 bovinos.
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As necropsias foram realizadas pela equipe do LPV-UFSM ou por veterinarios de campo. Foram
coletadas dos protocolos informagdes tais como sexo, raga, idade, sinais clinicos, realizacdo e tipo de
tratamento, época do ano, lesdes macroscépicas e microscopicas. Os 12 casos de babesiose cerebral foram
selecionados pela alteragcdo encefalica caracteristica da doencga, isto é, a coloragdo réseo-cereja da
substincia cinzenta e foram utilizados como controles positivos para esta infec¢do. Para os demais 38
casos deste estudo, os critérios de inclusdo foram o histdrico clinico e/ou lesdes macroscépicas e/ou
microscopicas descritas nos protocolos e sugestivas de babesiose/TPB, porém sem a coloracdo réseo-
cereja encefélica.

Os espécimes haviam sido fixados em formol a 10% e processados rotineiramente para
histopatologia. Os fragmentos de encéfalo, rim, figado e bago foram selecionados para analise conforme
indicacdo da literatura (Patarroyo et al. 1982, De Vos & Potgieter 1994). Numa primeira etapa, os
encéfalos incluidos em parafina, provenientes dos 12 casos de babesiose cerebral, foram cortados em
secdes de 3um e corados pela hematoxilina e eosina (HE; para avaliacdo da presenca de organismos
intraeritrocitarios) e pelas técnicas histoquimicas de Azul Alciano (AA), Azul de Metileno (AM), Azul de
Toluidina (AT), Giemsa, Gram (método de McCallum-Goodpasture), Grocott, Acido Periédico de Schiff
(PAS) e Ziehl-Neelsen (ZN), na busca de protozoarios intraeritrocitarios. As técnicas de Giemsa, Grocott,

PAS e ZN foram realizadas com base nos seus respectivos kits comerciais (EasyPath®). Enquanto que as
demais técnicas (AA e Gram) foram realizadas conforme Behmer et al. (1976) e Culling et al. (1985). As
coloracdes AM e AT foram adaptadas de Behmer et al. (1976) e constituiram-se de desparafinizacao,
desidratagdo, exposicdo ao corante por dois minutos e lavagem em agua corrente por um minuto para AM
e dgua destilada para AT, seguido de desidratacao, clarificagdo e montagem.

Apds todas estas coloragdes especiais serem realizadas nos casos do grupo A, avaliaram-se as
laminas, e apenas as técnicas que evidenciaram os protozoarios intraeritrocitarios de maneira satisfatdria,
foram selecionadas e aplicadas nos demais 6rgdos do grupo A e nos 38 casos suspeitos de babesiose/TPB
do grupo B, com a finalidade de detectar casos com infeccao por B. bovis. A morfologia de B. bovis,
observada nos casos do grupo A, incluiu os critérios descritos na literatura: estruturas pequenas,
redondas ou piriformes, com dimensoes entre 1,5 e 2,4 pym (Gardiner et al. 1998). Foram considerados
como diagnésticos diferenciais as infeccées por B. bigemina (organismo grande com 2,5 a 4,5 um,
arredondado, piriforme arranjado em angulo agudo) e por A. marginale (um ponto escuro, bem corado
medindo 0,1 a 0,8 pum). Ao finalizar esta etapa no grupo B, somente foram avaliados os aspectos clinico-
epidemioldgicos e anatomopatoldgicos dos casos positivos para B. bovis.

As sec¢des histologicas foram analisadas pelas técnicas histoquimicas em duas magnificacdes
(400x [todos os casos] e 1000x [sob imersdo; casos selecionados]). A visualizagdo dos micro-organismos
foi classificada em positiva (+; quando os protozoarios foram facilmente observados), fraca (+/-; quando
foram observados protozodarios, porém com pouca nitidez) ou negativa (-; quando nao foram observados
protozoadrios intraeritrocitarios). As imagens dos parasitas intraeritrocitarios foram obtidas através de um

microscépio Olympus BX51, com camera digital DP21, controlada pelo programa Olympus CellSens®.

RESULTADOS
Grupo A
Alteragoes clinico-epidemioldgicas
No grupo A (babesiose cerebral), os 12 bovinos morreram espontaneamente. Dentre eles, nove eram
fémeas e trés eram machos. A idade variou de trés semanas a sete anos, sendo que os mais acometidos
tinham entre um e trés anos. Quanto a raga, trés eram sem raga definida (SRD) e os 75% restantes eram de
racas de origem europeia. Os casos ocorreram principalmente no verdo e outono. O tratamento especifico
para TPB foi realizado em cinco casos. Dentre os fairmacos mais utilizados estavam o diaceturato de
diminazeno, dipropionato de imidocarb e oxitetraciclina.

Os sinais clinicos neurolégicos mais comumente descritos foram tremores, incoordenacao, andar
cambaleante, agressividade, paralisia dos membros pélvicos, desvio lateral do pescogo e andar em circulo,
decubito lateral, pressdo da cabeca contra objetos e movimentos constantes da cabeca. Outros sinais
clinicos observados foram apatia, anorexia, febre, sialorreia, diarreia escura com estrias de sangue,
debilidade, taquicardia, taquipneia e diminui¢do dos movimentos ruminatérios, afastamento do rebanho e
prostragao, fraqueza e anemia.

Lesdes macroscopicas

Nos 12 casos desse grupo, a lesdo macroscopica encefalica (critério de inclusao) foi a coloracdo réseo-
cereja da substancia cinzenta (Fig.1 e 2). O rim foi remetido em sete casos e em quatro deles estava
vermelho-escuro (Fig.3). O figado foi remetido em nove casos e estava alaranjado, castanho-amarelado ou
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escuro e com hepatomegalia (Fig.4 e 5). O bago foi enviado em oito casos, nos quais havia congestao,
esplenomegalia e protrusio da polpa vermelha sobre a capsula (Fig.6).

Lesdes microscopicas

No encéfalo, havia congestdo dos capilares sanguineos da substancia cinzenta em todos os casos (Fig.7). A
presenca de B. bovis foi relatada em alguns deles através do esfregaco do tecido encefdlico quando
remetido ndo fixado. No rim, foi observado material hialino (proteindceo) nos espagos urinarios, necrose
tubular com regeneragdo ou associada a cilindros de hemoglobina (Fig.8), congestdo de vasos sanguineos
e focos de hemorragia na regido medular. No figado havia pigmento amarelo-ouro (bilestase) no interior
de canaliculos e/ou ductos biliares (Fig.9), necrose centrolobular (Fig.10) e periportal, necrose aleatodria
de hepatdcitos, leucocitostase, deposicio de pigmento granular marrom-dourado (hemossiderina) no
interior das células de Kupffer, infiltrado inflamatério mononuclear associado a necrose aleatéria de
hepatdcitos, congestdo do parénquima hepatico, hematopoiese extramedular e eritrofagia. No bago, foram
observadas congestdo acentuada do parénquima esplénico, hematopoiese extramedular, eritrofagia e
macréfagos contendo hemossiderina.

Aspectos histoquimicos

No Quadro 1 estido demonstrados os resultados das técnicas histoquimicas de HE, AM e AT. Em todos os
casos do grupo A foram observados organismos intraeritrocitarios no encéfalo através da coloragido de
rotina de HE, porém com nitidez limitada. No rim, os micro-organismos foram observados em seis casos,
no figado em seis casos e no bago em cinco casos.

Dentre as coloragdes testadas neste estudo, a que resultou em melhor evidenciacdo dos
protozoarios foi o AM, pois corou os eritrdcitos em azul-esverdeado mais claro e os organismos em azul-
escuro, permitindo uma boa visualizacdo e nitidez de sua morfologia. Este corante também faz parte da
contracoloragdo da técnica de ZN, e desta forma os protozoarios também puderam ser visualizados pelo
ZN, porém ndo mostraram alcool-acido resisténcia. A segunda técnica que se mostrou efetiva para a
demonstra¢do de B. bovis foi o AT, corando os eritrécitos em amarelo-esverdeado e os protozoarios em
azul-escuro. A coloracdo de Giemsa corou os parasitas em roxo-escuro, enquanto que as hemdcias
adquiriram um tom rosa-claro, permitindo sua visualiza¢ao, porém com menor nitidez que o AM e 0 AT. O
PAS evidenciou os protozoarios por meio da sua contracolora¢do, hematoxilina de Carazzi, mas os
organismos nao foram PAS-positivos. As técnicas de Gram, AA e Grocott foram negativas.

No encéfalo, B. bovis foi observada principalmente em capilares da substancia cinzenta (Fig.11-
13). Porém, em algumas secdes foi possivel observar também em capilares da substancia branca e em
alguns vasos de maior calibre, onde os eritrécitos parasitados estavam aderidos a parede do vaso. No rim,
os protozodarios eram facilmente observados em capilares do intersticio renal e dos glomérulos (Fig.14-
16). No figado, a visualizacdo destes micro-organismos era mais clara em vasos dos espagos porta,
entretanto, quando havia uma alta parasitemia, também era possivel observa-los em sinusoides e veias
centrolobulares. Observou-se que nos materiais remetidos ja fixados em formol, a visualizacao de B. bovis
no baco foi prejudicada pela grande quantidade de pigmento de formol, entretanto, nestas ocasides, a
observacdo de protozoarios em capilares da capsula esplénica auxiliou o diagnostico. Nos casos em que
havia grande quantidade de micro-organismos, os organismos intraeritrocitarios eram facilmente
visualizados na polpa vermelha.

Grupo B

Aspectos histoquimicos

Através do tamanho e caracteristicas morfolégicas dos micro-organismos, foi possivel determinar a
etiologia em 29 dos 38 bovinos suspeitos, perfazendo 76,32% (29/38). Identificou-se B. bovis em 21 casos
(21/29), B. bigemina em quatro casos (4/29) e A. marginale em quatro bovinos (4/29). No Quadro 2 estao
detalhados os achados histoquimicos das técnicas de HE, AM e AT aplicadas no grupo B. Semelhantemente
ao observado no grupo A, na grande maioria dos casos houve melhor evidenciagdo dos protozoarios por
meio das coloragdes de AM e AT comparado a técnica de HE.

Os aspectos clinico-epidemiolégicos e anatomopatolégicos dos oito casos positivos para os
demais agentes da TPB e dos nove casos negativos foram desconsiderados neste estudo, sendo que nestes
ndo foi possivel identificar qualquer agente ou causa para os sinais clinicos e suspeita do patologista. Os
principais achados nos casos positivos de babesiose a B. bovis estdo resumidos a seguir.

Alteracoes clinico-epidemioldgicas e anatomopatolégicas
Dos 21 bovinos positivos para B. bovis, 20 morreram espontaneamente e em um caso esta informacgio
estava ausente. As fémeas foram acometidas em 14 casos, machos em 6 e em um caso n3o havia
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informacdo do sexo. A idade dos animais variou de 15 dias a nove anos, porém a maioria dos animais tinha
entre um e quatro anos. Com relagio as ragas, 24 casos eram de origem europeia, sete casos ndo tinham
raca definida e em sete ndo havia tal informagdo. Quanto a época de ocorréncia, 14 ocorreram no outono,
13 no verdo, nove no inverno e dois na primavera. Dentre os 21 bovinos positivos, em 11 havia sido
realizado tratamento para TPB, entretanto em apenas seis foi informado o medicamento utilizado. Os
farmacos mais utilizados foram diaceturato de diminazeno, dipropionato de imidocarb e oxitetraciclina.

Os sinais clinicos mais frequentes foram decubito, febre, ictericia, anorexia, anemia, diarreia e
apatia. Alguns bovinos apresentaram sinais neurolégicos que consistiam de agressividade, andar
cambaleante, dificuldade de locomocgio e tremores musculares. Outros achados menos frequentes foram
secrecdo mucopurulenta na conjuntiva e edema palpebral, prostragdo, sialorreia e diminuicao dos
movimentos ruminais, hemoglobintria, taquicardia, emagrecimento e orelhas caidas, afastamento do
rebanho e dificuldade respiratéria.

0 encéfalo foi enviado em quatro casos, nos quais ndo foram observadas alteragdes
macroscopicas. O rim foi enviado em 15 casos, dos quais 10 apresentaram-se vermelho-escuros. O figado
somente nao foi remetido em um caso e nos demais, o 6rgio estava alaranjado, amarelado ou esverdeado
(ap6s a fixacdo). Foi ainda informado que o figado estava aumentado de tamanho em cinco casos. O bago
foi enviado em 15 casos, nos quais as alteracdes mais observadas foram esplenomegalia, protrusdo da
polpa vermelha sobre a capsula e parénquima de aspecto carnoso.

No encéfalo havia congestdo leve dos capilares do cortex encefdlico em dois casos. Nos rins
observou-se necrose tubular, cilindros de hemoglobina, cilindros hialinos, regeneragdo tubular e
congestao difusa. No figado, a lesdo mais observada foi a bilestase canalicular e ductal, necrose
centrolobular a paracentral, degeneracdo gordurosa, eritropoiese extramedular, eritrofagia e
leucocitostase sinusoidal. LesGes menos frequentes foram congestdo do parénquima, necrose individual
de hepatocitos e raros agregados de neutréfilos nos espacos-porta. Congestdo esplénica foi a lesdo mais
frequentemente observada, seguida de macr6fagos com hemossiderina, eritrofagocitose e eritropoiese
extramedular na polpa vermelha.

DISCUSSAO

Parte deste estudo diz respeito a caracterizacio dos aspectos clinico-epidemiolégicos e
anatomopatolégicos da babesiose bovina por B. bovis. Observou-se que, apesar de nao haver
predisposicdo por sexo (Barros et al. 2006), houve predominio de fémeas em ambos os grupos. Os animais
com idade entre um e trés anos foram os mais acometidos no grupo A, e entre um e quatro anos no grupo
B, semelhantemente ao que é descrito na literatura (Rodrigues et al. 2005, Almeida et al. 2006). Este fato
se deve a primo-infec¢do dos animais com mais de 10 meses, visto que os bezerros sdo protegidos por
imunidade ndo especifica até aproximadamente 7-11 meses de idade (Farias 2007, Costa et al. 2011).
Conforme a literatura, as ragas de origem europeia sdo mais sensiveis a infestacdo pelo carrapato
(Almeida et al. 2006, Farias 2007), e como observado neste estudo, mais suscetiveis a infec¢do por Babesia
spp. (De Vos & Potgieter 1994, Barros et al. 2006).

Os sinais clinicos observados nos bovinos do grupo A (com lesdo encefilica macroscdpica
patognomonica), foram considerados como os mais caracteristicos desta doenca na sua forma
neurologica, conforme descrito na literatura (Callow & McGavin 1963, De Vos & Potgieter 1994, Rodrigues
et al. 2005). Como estes sinais neuroldgicos sdo inespecificos, a babesiose cerebral deve ser diferenciada
de outras doencas que acometem o SNC de bovinos (Rodrigues et al. 2005, Almeida et al. 2006, Barros et
al. 2006, Farias 2007, Antoniassi et al. 2009). Outros sinais comumente observados estdo relacionados
com o fato de a babesiose ser um distirbio hemolitico intravascular e acarretar sinais clinicos e lesdes
macroscopicas caracterizadas por anemia, hemoglobinuria e ictericia (Fighera 2001, Barros et al. 2006,
Fighera & Graga 2010).

Lesdes macroscopicas relacionadas a anemia hemolitica como esplenomegalia, hepatomegalia,
figado alaranjado, rins vermelho-escuros e urina vermelho-escura sdo alteracdes muito frequentes nesta
doenga (Barros et al. 2006, Antoniassi et al. 2009, Fighera & Graga 2010) e sempre devem remeter a um
quadro de babesiose, como foi observado em ambos os grupos deste estudo. A coloracdo réseo-cereja da
substancia cinzenta do encéfalo é patognomdnica de babesiose cerebral, a qual é causada por B. bovis (De
Vos & Potgieter 1994, Rodrigues et al. 2005, Barros et al. 2006, Antoniassi et al. 2009, Fighera & Graca
2010). Esta caracteristica foi utilizada neste estudo, como critério de inclusido para os casos do grupo A,
por conferir maior confiabilidade as observagdes histologicas e histoquimicas referentes ao agente B.
bovis. Esta alteracao ocorre devido a estase dos eritrdcitos parasitados nos pequenos capilares encefalicos
(Antoniassi et al. 2009, Fighera & Graca 2010), permitindo identificar os organismos principalmente
através de esfregacos do cortex cerebral, mas também em cortes histolégicos (Kessler et al. 1983,
Rodrigues et al. 2005, Barros et al. 2006, Fighera & Graga 2010), como observado neste estudo. Porém, em
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alguns casos do grupo B, em que o encéfalo foi remetido, foram observadas babesias através das
coloragdes histoquimicas, apesar da lesdo macroscopica ndo estar presente. Isto pode ser explicado pelo
fato de alguns materiais terem sido remetidos ja fixados em formol, ou enviados congelados (o que
mascara a lesdo macroscopica) ou ainda porque a congestdo dos capilares era leve, sendo insuficiente
para desenvolver a lesdo macroscopica caracteristica.

A localizagao do protozoario nos capilares dos 6rgaos internos é uma caracteristica biologica da
espécie B. bovis (Callow & McGavin 1963, Young & Morzaria 1986) e os achados histoquimicos deste
estudo, corroboram com esta informacdo, pois o agente era observado principalmente no encéfalo, rim e
figado, em ordem decrescente de frequéncia. Esta espécie de protozoario induz o acimulo de eritrdcitos
parasitados nesses pequenos vasos, causando estase e obstru¢do dos mesmos através da ativagido dos
sistemas das cininas, da coagulacdo e do complemento. Acredita-se que as altera¢des degenerativas de
andxia fagam parte da patogénese no desenvolvimento dos sinais neurolégicos da babesiose cerebral
(Kessler et al. 1983, Fighera 2001, Rodrigues et al. 2005, Uilenberg 2006). Lesdes microscopicas
relacionadas a distarbios hemoliticos (bilestase, acimulos de hemossiderina, necrose e regeneragdo de
tubulos, formacgao de cilindros de hemoglobina e necrose hepatica centrolobular), como vistas nos bovinos
deste estudo, sempre devem levantar a suspeita de babesiose (Rodrigues et al. 2005, Barros et al. 2006,
Farias 2007, Fighera & Graga 2010).

Informacdes referentes ao tratamento para babesiose sdo muito importantes no que se refere ao
estabelecimento do diagnéstico, pois os medicamentos especificos destroem os protozoarios
intraeritrocitarios em torno de 24 horas apo6s a instituicio do mesmo, diminuindo substancialmente a
possibilidade de encontrar os agentes durante o diagnéstico citolégico e histopatoldgico (Barros et al.
2006). Apesar disso, observou-se que em ambos os grupos deste estudo, mesmo nos casos em que havia
histérico de tratamento prévio, foi possivel visualizar os parasitas através das colora¢des histoquimicas.
Para explicar este fato, sugere-se que o tempo de instituicio da medicacio especifica pode ter sido inferior
as 24 horas, que a dose foi inferior a recomendada ou ainda que o indculo de babesias fosse muito grande
para que o medicamento pudesse destrui-las.

As maiores dificuldades para confirmar o diagnéstico histopatologico de babesiose, estdo
relacionadas ao envio inadequado de material, como amostras congeladas, autolisadas, realizagdo de
tratamento prévio, mas, principalmente, material ja fixado em formol, pois isto mascara a coloracao réseo-
cereja do encéfalo e dificulta a suspeita de babesiose, impedindo a realizacdo de esfregacos de 6rgaos,
sobretudo do encéfalo. Adicionalmente, a visualizacdo do agente através da coloracdo de rotina (HE) é
limitada. Apesar de esta técnica ser empregada de forma ampla em histopatologia, nem todas as
estruturas contidas nos tecidos podem ser demonstradas nitidamente através dela (Maxie & Miller 2016).

Na literatura, algumas coloragdes ja foram utilizadas para demonstrar protozoarios em esfregacos
sanguineos, tais como Giemsa (Gardiner et al. 1998), panético rapido (Rodrigues et al. 2005), azul de
metileno para maldria (Brasil, 2005) e para rickettsias como Anaplasma spp. (Potgieter & Stoltsz 1994).
Entretanto, informagdes sobre a utilizacdo de coloracdes especiais para deteccdo de protozoarios em
secdes de tecidos sdo escassas, particularmente no que se refere a B. bovis. Para este agente e para
Cowdria ruminantium ja foi descrita a utilizacdo do Giemsa em cortes histolégicos (Callow & McGavin
1963, Prozesky 1987, Nevils et al. 2000). Entretanto, algumas outras técnicas histoquimicas sdo
mencionadas genericamente para detec¢do de protozodrios incluindo hematoxilina-férrica, PAS, Gram,
Ziehl-Neelsen e Grocott (Gardiner et al. 1998).

Baseado nisso, foram testadas coloragdes especiais comumente presentes em laboratérios de
patologia, numa tentativa de encontrar técnicas capazes de melhor evidenciar B. bovis. As coloragdes de
AM, AT e Giemsa revelaram a presenca dos agentes intraeritrocitarios. Entretanto, dentre estas técnicas,
elegeram-se as coloragdes de AM e AT para serem empregadas no grupo B, por serem as técnicas mais
praticas (menor tempo de execu¢do), por demonstrarem maior nitidez para evidenciagdo da morfologia
de B. bovis, quando comparado com o HE e com o Giemsa, e porque esta ultima coloragio ja havia sido
descrita anteriormente (Callow & McGavin 1963, Nevils et al. 2000). A coloracdo de ZN ndo apresentou a
sua caracteristica de alcool-acido resisténcia para B. bovis, porém o organismo foi visualizado por ter sido
corado pelo AM, que é o corante da contracoloracao desta técnica (Behmer et al. 1976, Prophet et al.
1992). De forma semelhante, quando a técnica do PAS foi empregada, B. bovis foi evidenciada somente
pela contracoloracdo com hematoxilina de Carazzi. As técnicas AA, Grocott e Gram ndo detectaram B.
bovis.

Varias reagdes podem ocorrer entre os corantes e os elementos-alvo nos tecidos. Dentre eles
podem ser consideradas as liga¢des eletrostaticas, de hidrogénio, covalentes e hidrofébicas, for¢as de Van
der Wall, agregacdes de corantes e permeabilidade tecidual. Todavia, 0 mecanismo de afinidade entre o
corante e seu alvo é conhecido em relativamente poucas coloragdes histoquimicas. Isso pode ser
considerado como de menor importancia quando a coloragio é empregada especificamente para melhorar
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a evidenciacdo das caracteristicas morfoldgicas de um agente, como nesse estudo (Culling et al. 1985).
Dessa forma, as interacdes especificas entre os corantes de AM e AT e os micro-organismos aqui
estudados ndo puderam ser determinadas.

Tais técnicas facilitaram a visualizacdo e determinacdo da espécie dos agentes da TPB, dando
énfase para B. bovis, pois evidenciaram os organismos por meio de seu contraste com o eritrdcito. A
técnica do AM apresentou maior nitidez na deteccdo e identificacdo da morfologia de B. bovis em relacdo
ao AT, corando os eritrécitos de azul-claro esverdeado, enquanto que os agentes coraram-se de azul-
escuro e tinham seus limites bem definidos. Ambas as técnicas permitiram comparar o tamanho do agente
com o tamanho do eritrécito o que facilitou a determinacéo de sua espécie. Observou-se que B. bovis foi o
agente com maior nimero de organismos nas lesdes, e diferenciou-se de B. bigemina por esta ser bem
maior e ocupar aproximadamente a metade do tamanho de um eritrdcito. Enquanto que A. marginale era
dificilmente observado, sendo possivel somente com o uso da imersao (1000x). Quanto a localizacdo dos
organismos observou-se que B. bovis, pela sua caracteristica bioldgica ja descrita (Callow & McGavin 1963,
Young & Morzaria 1986), localizou-se principalmente em capilares do encéfalo, como visto no grupo A,
seguido do rim, figado e baco. Ja B. bigemina é um agente que foi observado em menor nimero, porém em
vasos de diferentes calibres. Quanto a A. marginale, este era de dificil visualizagdo sem o auxilio de
imersdo e o 6rgido onde melhor se observou este agente foi o baco. Esta observacdo esta possivelmente
relacionada a sua caracteristica de desenvolver hemoélise extravascular.

0 AM nido é frequentemente utilizado como uma coloragdo primaria na rotina histoquimica da
maioria dos laboratdrios. Esta técnica é utilizada em esfregacos sanguineos para a pesquisa de
Plasmodium spp., causador da maldria (Prophet et al. 1992), e Anaplasma spp. utilizando luz ultravioleta
(Potgieter & Stoltsz 1994). Ela também ja foi descrita para detectar bactérias em geral e substincia de
Nissl (Behmer et al. 1976), e para deteccao de fibras e terminag¢des nervosas (Culling et al. 1985).

O corante AT é utilizado rotineiramente para corar metacromaticamente (de um vermelho-
arroxeado) os granulos dos mastdcitos (Prophet et al. 1992, Behmer et al. 1976). Entretanto, para os
agentes aqui estudados, o uso do corante AT revelou um efeito ortocromatico (onde os elementos-alvo
coram-se em azul) (Culling et al. 1985). Além disso, o AT também é descrito como utilizado para detectar
fungos (Culling et al. 1985), para avaliar a qualidade da matriz cartilaginosa em se¢des descalcificadas e
para demonstrar matriz osteoide mineralizada em se¢des nao descalcificadas, mucina (Maxie & Miller
2016), amiloide sob luz polarizada, sedimento de liquido cefalorraquidiano, células cromafins (Behmer et
al. 1976) e substancia de Nissl (Culling et al. 1985, Behmer et al. 1976). O AT ja foi utilizado em esfregacos
sanguineos sob luz ultravioleta para detectar Anaplasma spp. (Potgieter & Stoltsz 1994).

CONCLUSAO

O principal objetivo deste estudo foi alcangado ao encontrarem-se duas colorac¢des histoquimicas (de facil
utilizacdo), Azul de Metileno e Azul de Toluidina, que permitiram a evidenciacdo nitida dos organismos
intraeritrocitarios e se mostraram mais eficazes que a técnica de HE. Estas técnicas permitiram observar
caracteristicas morfoldgicas auxiliares no diagnéstico principalmente de babesiose bovina por B. bovis,
mas também permitiram o diagnéstico diferencial de babesiose por B. bigemina e anaplasmose por A.
marginale.  Adicionalmente, analisaram-se  varios parametros clinico-epidemiol6gicos e
anatomopatoldgicos importantes no diagnéstico de babesiose causada por B. bovis.
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Fig.1. Encéfalo, substancia cinzenta réseo-cereja. Note o contraste com a substancia branca da medula
espinhal.

Fig.2. Encéfalo, lobo frontal na altura dos ntcleos basais. Contraste da substancia cinzenta réseo-cereja
com a substancia branca.
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Fig.3. Rim, superficie capsular vermelho-escura caracteristica de nefrose hemoglobinurica.

Fig.4. Figado, aumentado de tamanho (hepatomegalia) e alaranjado.
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Fig.5. Figado, superficie de corte, parénquima difusamente alaranjado devido a bilestase.

Fig.6. Bago, superficie de corte, o parénquima protrai sobre a capsula indicando esplenomegalia.
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hemoglobintrica) e congestdo vascular. HE, obj. 40x.
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Fig.11. Encéfalo, congestdo capilar. No detalhe observe o eritrécito parasitado por B. bovis (seta). HE, obj.
100x.

Fig.12. Encéfalo, congesﬁo capilar com numerosos eritrécitos (azul-esverdeados) parasitados por B. bovis
(azul-escuro), Azul de metileno, obj. 100x.
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Fig.13. Encéfalo, congestdo capilar com numerosos eritrdcitos (amarelo-esverdeados) parasitados por B.
bovis (azul-escuro), Azul de toluidina, obj. 100x.

Fig.14. Rim, numerosos eritrécitos nos capilares sanguineos do intersticio (congestio). HE, obj. 100x.
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Fig.15. Rim, congestdo capilar com numerosos eritrécitos (azul-esverdeados) parasitados por B. bovis
(azul-escuro), Azul de metileno, obj. 100x.

Fig.16. Rim, congestdo capilar com numerosos eritrécitos (amarelo-esverdeados) parasitados por B. bovis
(azul-escuro), Azul de toluidina, obj. 100x.
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Quadro 1. Propriedades histoquimicas da infeccdo por Babesia bovis nos bovinos do grupo A.

Caso n? Encéfalo Rim Figado Bago

HE AM AT HE AM AT HE AM AT HE AM AT
1 +/- + + +/- + + - + + +/-* + +
2 - + + +/- +/-* + +/- +/-* + . . .
3 +/- + + +/-* + + +/-* + + . . .
4 +/- + + . . . - + + - + +
5 +/- + + . . . . . . . . .
6 +/- + + . . . . . . . . .
7 +/- + + . . . + + +/- +/- + +
8 +/- + + . . o . . o . . o
9 +/- + + - - - - - - - - +
10 +/- + + +/- + + +/- + + +%* + +
11 +/- + + +/- + + +/- + + +/- +* +*
12 +/- + + +/- + + +/- + + - +/-* +/-*

«: ndo remetido. *: casos em que foi necessario o uso do 6leo de imersio na objetiva de 100x. A presenca
dos micro-organismos foi classificada em positiva (+; quando os protozoarios foram facilmente
observados), fraca (+/-; quando foram observados protozodarios, porém com pouca nitidez) ou negativa (-;
quando ndo foram observados protozoarios intraeritrocitarios).
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Quadro 2. Propriedades histoquimicas da infeccdo por Babesia bovis nos bovinos do grupo B.

Caso n® Encéfalo Rim Figado Baco
HE AM AT HE AM AT HE AM AT HE AM AT
1 . o o +/-* + + +* + + - + +
2 . . . . . . - +/- + +/-* +% +*
3 +/- + + + +/- +/- +/- +- + +/- +/- 4/
4 . . . +/- + + + + + . . .
5a . . . +/- + +/- +/- + +/- - + -
6 o . . +/- + + - + +* - +* +*
7a . . . - +* +* - +* - - +% -
+/- + + . . . - +* +* - +* +*
. . . +/-* 4 4 )* +-¥* +/-* +/-* . . .
10 . . . o o . +/- + + +/- +/- +/-
11 . . . +/- + +* +/- +* +* . . .
12 . . . +/-* + + - +/-* + . . .
13 +/- +* +* . . . - + + . . o
14 +/-* 4 /-* + +/-* 4 /-* + - +/-* +* +/-* +/-* +*
15 +/- +/-* + - +* + - +/-* +* . . .
16b . . . +/-* +/-* +¥ +/-* +/-* +%* . . .
17b _ +* +* . ° . +/-* +/-* 4% +/-* +* 4%
18 o . . - - - - - - - - -
19 . . . - - B . ; . . . .
20 o . . . . . - - - . . o
21 +/- + + +/- + + +/- + + - + +*
22 . . . - +* +* . . . - - -
23 . . . - - - - - - - - -
24a . . . +/-* +* +* +/- +* - - - -
25 . . . . . . . N - . . .
26 . . . - - - - - - . . .
27 o . . . . . - +/-* +/-* . o o
28 . . . - + + - + + - + +
29 - - - - - - - - - . . .
30 . . . - - - - - - . . .
31b o . . R 4+ ¥ +/)-x +* +* R . .
32 . . . . . . +/- + + . . .
33 - - - - - - - - - - - -
34 . . . . . . +/- + + . . .
35 . . . . . . . . . - +* +/-*
36 . . . . . . - +* +* - - -
37b o . . - + + - + + - +/- +/-
38a +/-* + + +/-* + + +/-* + + +/-* + +

e: ndo remetido; *: casos em que foi necessario o uso da imersao. A presenca dos micro-organismos foi
classificada em positiva (+; quando os protozodarios foram facilmente observados), fraca (+/-; quando
foram observados protozodrios, porém com pouca nitidez) ou negativa (-; quando ndo foram observados
protozoarios intraeritrocitarios); a: correspondem aos casos de Babesia bigemina; b: correspondem aos
casos de Anaplasma spp..
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4 CONCLUSAO

O principal objetivo deste estudo foi alcancado ao encontrar-se duas
coloracdes histoquimicas (de facil utilizacdo), Azul de Metileno e Azul de Toluidina,
que permitiram a evidenciacdo nitida dos organismos intraeritrocitarios e se
mostraram mais eficazes que a técnica de HE. Estas técnicas permitiram observar
caracteristicas morfoldgicas e tintoriais auxiliares no diagndéstico principalmente de
babesiose bovina por B. bovis, mas também permitiram o diagnéstico diferencial de
babesiose por B. bigemina e anaplasmose por A. marginale. Adicionalmente,
evidenciaram-se varios parametros clinico-epidemioldgicos e anatomopatoldgicos

importantes no diagnéstico de babesiose causada por B. bovis.
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