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RESUMO

CAETANO, Braulia Costa M.S., Universidade Federal de Vicosa, marco de
2001. Citoaderéncia “in vitro” de eritrécitos de bovinos inoculados
com Babesia bovis (Starcovici, 1893) em células endoteliais de aorta
bovina. Orientador: Joaquin Hernan Patarroyo Salcedo. Conselheiros:
Marlene Isabel Vargas Vildria e Jodo Carlos Pereira da Silva.

Eritrocitos de bovinos inoculados com amostras de Babesia bovis
(BbovUFV1 7% passagem e Jaboticabal 7° passagem, patogénicas e
BbovUFV1 26% passagem, atenuada) foram testados quanto a sua capacidade
de aderir em células endoteliais de aorta bovina (BAECs) “in vitro”.
Paralelamente, foram realizados ensaios de imunofluorescéncia indireta com
amostra de sangue periférico dos animais para deteccdo da presenca de
eritrocitos portando antigenos de B. bovis em sua superficie e testes de
hemaglutinacdo passiva para deteccdo de antigenos livres de B. bovis nos
soros dos mesmos. Houve aumento significativo no nimero de eritrécitos nao
parasitados aderidos dos animais inoculados com amostra patogénica
BbovUFV1 7% passagem, que se associou ao aparecimento de antigenos livres
de B. bovis no soro e de eritrocitos ndo parasitados marcados com antigenos
do parasita no sangue periférico. Estes resultados ndo foram observados nos
testes com amostras dos animais inoculados com BbovUFV1 26% passagem
atenuada. Eritrécitos obtidos dos animais inoculados com amostra patogénica
Jaboticabal 7% passagem ndo se mostraram aderentes as BAECs a despeito dos

animais terem apresentado eritrocitos ndo parasitados modificados com



antigenos de B. bovis em sua superficie e niveis transitorios de antigenos livres
no soro. Os dados sugerem que a modificacdo da superficie de eritrocitos nao
parasitados por antigenos de B. bovis presentes no soro dos animais inoculados
pode levar a adesdo eritrocitaria “in vitro”. Porém as modificagdes nao
culminam sempre em desenvolvimento de adesao, visto que os antigenos de B.
bovis que marcam os eritrécitos ndo parasitados podem variar em sua estrutura

e capacidade de ligagcdo em receptores endoteliais.
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ABSTRACT

CAETANO, Braulia Costa M.S., Universidade Federal de Vicosa, March
2001. “In vitro”cytoadherence of erythrocytes from cattle infected
with Babesia bovis to bovine aortic endothelial cells. Adviser: Joaquin
Hernan Patarroyo Salcedo. Committee members: Marlene Isabel Vargas
Vildria and Jodo Carlos Pereira da Silva.

Erythrocytes from cattle infected with Babesia bovis strains BbovUFV1
7" passage and Jaboticabal 7" passage, both pathogenic, and BbovUFV1 26"
passage, attenuated strain, were assayed for binding to bovine aortic
endothelial cells (BAECs) “in vitro”. In parallel, periferal blood samples were
assayed in an indirect immunofluorescense antibody test (IFAT) to detect
erythrocytes bearing B. bovis antigens on its surface and serum samples were
used in haemagglutination tests for detection of free soluble B. bovis antigens.
A significant increase in the number of adherent erythrocytes was obseved for
erythrocytes from animals infected with the pathogenic strain BbovUFV1 7%
passage, which was associated to the appearance of B. bovis antigens released
in the serum, as well as to the appearance of non-parasitised erythrocytes
marked with parasite’s antigens. These results were not observed in tests with
serum and blood samples of animals inoculated with the attenuated strain
BbovUFV1 26" passage. Erythrocytes obtained from animals inocculated with
pathogenic strain Jaboticabal 7" passage did not adhere to BAECs, despite the
presence of non-parasitized erythrocytes modified with B. bovis in blood and

transient levels of free antigens in serum of inocculated animals. The data
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suggests that surface modifications on non-parasitized erythrocytes by B.
bovis antigens in the serum of the inocculated animals could lead to
erythrocytic adhesion “in vitro”. However, these modifications do not always
lead to adhesion, because the B. bovis antigens which mark the non-parasitised

erythrocytes can vary in structure and endothelial receptors binding properties.
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1. INTRODUCAO

A babesiose bovina é uma doenca causada por hemoparasitas do género
Babesia, que se caracteriza por febre, anemia e ictericia. Os animais que se
recuperam da fase aguda podem desenvolver infec¢Bes cronicas inaparentes de
longa duracéo. Esta parasitose afeta bovinos criados em areas de clima tropical e
subtropical, sendo responsavel por perdas econdmicas para a pecuaria de leite e
de corte. Dentre as espécies de Babesia que afetam os bovinos, a mais patogénica
¢ a Babesia bovis, sendo transmitida aos animais por meio de picada de
carrapatos do género Boophilus.

Apds ser inoculada na corrente sanglinea, a B. bovis penetra em
eritrocitos, dentro dos quais se multiplica. Durante seu desenvolvimento, o
parasita libera enzimas proteoliticas que, no plasma, ativam as cascatas de
coagulacéo, cininas e complemento, gerando substancias que ativam a resposta
inflamatoria. A B. bovis também produz alteracdo da composicédo lipidica e
protéica dos eritrocitos. Estas modificacdes reduzem a plasticidade e resisténcia
da membrana, facilitando o processo de ruptura do eritrécito para liberagdo de
formas parasitarias jovens que irdo infectar novos eritrdcitos. Por outro lado, 0s

eritrocitos parasitados que sofreram alteracbes de membrana aderem as celulas
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endoteliais e se agregam a eritrocitos ndo parasitados. Isto traz como
consequéncias a retencdo de eritrécitos na microcirculacdo e a obstrucdo de
capilares e vénulas pos capilares do cérebro, pulmdes, epicardio, mesentério,
rins, entre outros.

A obstrucdo circulatoria dificulta a perfusdo de oxigénio nos tecidos e
potencializam a resposta inflamatoria gerada pelas substancias induzidas pela B.
bovis. Pode-se também observar o acimulo de leucdécitos nos tecidos inflamados,
principalmente nos pulmdes, 0s quais aumentam o grau de injuria.

Na malaria humana, provocada pelo Plasmodium falciparum, também
ocorre adesdo e sequestro de eritrocitos na microcirculacdo, com conseqliéncias
patoldgicas similares as descritas para a babesiose. Na maléria, a citoaderéncia é
resultado da interacdo entre proteinas do P. falciparum expostas na membrana
dos eritrécitos e receptores na superficie das células endoteliais. Os antigenos de
P. falciparum também mediam a agregacdo de eritrocitos ndo parasitados em
torno dos eritrocitos parasitados, formando rosetas. Acredita-se que mecanismos
semelhantes produzam adesdo e agregacdo eritrocitaria nas infeccGes por B.
bovis.

A resposta imune adaptativa do hospedeiro a B. bovis ou ao P. falciparum
consiste no reconhecimento de antigenos destes parasitas na superficie de
merozoitos livres e eritrocitos parasitados e fagocitose dos mesmos pelas células
do sistema monocitico-fagocitario do bago ou fagdcitos periféricos. Ao aderirem
no endotélio, os eritrocitos parasitados evitam o contato com as células do
sistema imune. As rosetas permitem gque 0s merozoitos passem diretamente de
um eritrécito a outro, sem o risco da ocorréncia de fagocitose. Dentro das rosetas,
os eritrécitos prasitados também ficam protegidos de células do sistema imune. A
producédo de anticorpos bloqueadores contra as moléculas de adesdo seria uma
alternativa para o hospedeiro anular estes mecanismos de escape imunoldgico
dos parasitas, porem as proteinas envolvidas na adesdo sofrem variacdo constante
em sua estrutura e antigenicidade. Isto faz com que os anticorpos produzidos

contra uma molécula de adesdo tenham eficacia por um tempo limitado.



O estudo da dindmica do processo de citoaderéncia, bem como a
caracterizacdo das moléculas expressas pelo parasita e seus ligantes, abrem uma
nova perspectiva para o desenvolvimento de formas de controle e prevencdo da
babesiose bovina. Podem-se produzir peptideos baseados na estrutura dos
antigenos responsaveis pela adesdo, que compitam pelos receptores endoteliais,
evitem a adesdo de eritrécitos e impecam o desenvolvimento de lesbes associadas
a adesdo. Alternativamente, hd a possibilidade de identificar epitopos
imunogénicos conservados entre as isoformas de uma proteina de adesdo e, a
partir dai, desenvolver vacinas capazes de induzir anticorpos bloqueadores

eficazes.



2. REVISAO DE LITERATURA

As babesioses constituem um grupo de doencgas infecciosas causadas por
parasitas intraeritrocitarios do género Babesia, que afetam mamiferos domésticos
e selvagens. Elas podem se apresentar na forma aguda - na qual os principais
sinais sdo anemia, ictericia e febre - ou crénica/inaparente. A gravidade do
quadro clinico e os niveis de mortalidade dependem da espécie e amostra do
parasita e do grau de imunidade dos hospedeiros (RISTIC & KREIER, 1981).

BABES (1888), na Roménia, foi o primeiro a caracterizar as babesias, as
quais ele observou em eritrocitos de bovinos com sinais de hemoglobindria
enzodtica e denominou Hematococcus bovis. Em 1893, SMITH e KILBORNE
descreveram microorganismos similares em eritrécitos de bovinos acometidos de
Febre do Texas, uma doenca comum no sudoeste dos Estados Unidos. No mesmo
ano, estes dois pesquisadores determinaram que a transmissdao do agente da
Febre, entdo denominado Pyrosoma bigeminum, era feita pelo carrapato
Boophilus annulatus. STARCOVICI (1893), revisando os trabalhos de Babes
(1888) e de Smith & Kilborne (1893), concluiu que se tratavam de duas especies

de parasitas intimamente relacionadas, cujos nomes foram alterados para Babesia



bovis (Hematococcus bovis) e Babesia bigemina (Pyrosoma bigeminum)
(KUTTLER, 1988).

O primeiro relato completo da presenca de Babesia na Argentina foi feito
por LIGNIERES em 1903. Na época, o pesquisador assinalou a ocorréncia de
duas amostras de Babesia bigemina com morfologia distinta. A menor delas,
dificil de observar em esfregacos sangtineos, porem facilmente encontrada nos
capilares dos rins e meninges, recebeu o nome Pyroplasma argentinum e, mais
tarde, Babesia argentina (KUTTLER, 1988).

A primeira descri¢do de Babesia no Brasil se deve a FAJARDO em 1901,
em sangue de bovinos importados para os estados do Rio de Janeiro. CARINI
(1906), em uma anélise dos parasitas causadores da “tristeza” no estado de Sao
Paulo, relatou uma espécie semelhante a Babesia argentina (SIQUEIRA, 1991).

Por volta de 1930, véarias espécies de Babesia ja haviam sido descritas em
seus respectivos hospedeiros, assim como as doencgas a elas associadas, sua
distribuicdo geogréafica e vetores. As divergéncias entre os estudiosos quanto a
classificacdo e nomenclatura do género se deveram, em parte, as variacfes
morfoldgicas entre os parasitas isolados por diferentes pesquisadores. Varios
nomes foram propostos, na medida em que eram descobertas as “grandes
babesias” (Pyroplasma), “pequenas babesias” (Microbabesia, Babesiella), ou
ainda, aquelas que produziam 4 merozoitos por eritrocito (Nutallia). Na década
de 70, houve a uniformizacdo da classificacdo, gracas ao desenvolvimento de
métodos imunoldgicos e de microscopia eletrdnica e do estudo mais aprofundado
do ciclo de vida do parasita (MAHONEY, 1977).

Atualmente os agentes causadores das babesioses séo classificados dentro
do subreino Protozoa, filo Apicomplexa, classe Aconoidasida, ordem
Piroplasmorida, familia Babesiidae e género Babesia (LEVINE, 1988). As
espécies de babesia que afetam os bovinos sdo B. bovis, B. bigemina, B.
divergens, B. major, B. jakimovi, B. occultans e B. ovata (KUTTLER, 1988). No
Brasil, foram identificadas apenas as duas primeiras, sendo a mais comum a B.
bovis (PATARROYO et al., 1982).



A B. bigemina € uma espécie considerada pouco patogénica, normalmente
associada a anemia ndo complicada. J& a B. bovis é altamente patogénica, capaz
de causar complicacbes inflamatdérias generalizadas e obstrucdo da
microcirculacdo por eritrocitos parasitados em orgdos como cerebro e pulmdes,
levando a disfuncdo dos mesmos (MAHONEY, 1977).

A transmissdo da Babesia bovis aos bovinos se da pela picada de
carrapatos da familia Ixodidae, que ndo sdo apenas carreadores mecanicos, mas
se comportam como vetores bioldgicos, na medida em que 0 protozoario
completa a fase de reproducdo sexuada do seu ciclo dentro do organismo
daqueles artropodes. Em geral, a transmissdo de B. bovis em uma area estd
associada a um unico vetor, mas a associa¢do pode mudar de uma regido para
outra. Assim, na Australia e na América do Sul a B. bovis é transmitida pelo
Boophilus microplus, na Africa pelo Boophilus annulatus e na Europa pelo
Rhipicephalus bursa (FRIEDHOFF, 1988).

A babesiose bovina € uma parasitose que ocorre em paises tropicais e
subtropicais localizados em regides a 32°S e 40°N de latitude. Essa distribuicéo é
definida pela ecologia dos vetores, que encontram plenas condi¢bes de
desenvolvimento naquele tipo de clima. Assim, a babesiose pode ser identificada
em grande parte da Africa, sul da Europa, sul da Asia, América Central e do Sul
e ilhas do Caribe (KUTTLER, 1988).

Tanto bovinos quanto bubalinos podem sofrer infecgbes por B. bovis
(PURNELL, 1981). Dentre os bovinos, as racas provenientes de clima tropical
sdo mais resistentes ao desenvolvimento de babesiose que as racas taurinas. 1sso
foi comprovado nos experimentos de BOCK et al. (1999), que expuseram
animais ndo imunes de raca indica e seus cruzamentos a pastagens infestadas
com Boophilus microplus infectado com amostra patogénica de B. bovis. Eles
observaram que no grupo dos indicos apenas 1% dos animais desenvolveram
sinais clinicos de babesiose. No grupo dos taurinos 19% dos animais testados
desenvolveram sinais graves da doenca. Ao buscar as causas da maior
susceptibilidade destes animais, 0s autores concluiram que ela se deve, em parte,

a menor resisténcia destas racas a infestacdo por carrapatos. Ao desenvolverem



maior carga de ectoparasitas, 0s taurinos tambeém recebem maior inoculacdo de
B. bovis.

A babesiose provoca perdas econdmicas para a bovinocultura. A
mortalidade de animais € a consequiéncia mais evidente da babesiose. Os maiores
indices ocorrem entre animais Bos taurus, principalmente entre os ndo imunes
recém introduzidos em areas endémicas. Este fato tem se constituido num dos
maiores problemas para as estratégias de melhoramento de produtividade dos
rebanhos em paises de clima tropical, que sdo baseadas na introducéo de racas de
clima temperado em substituicdo as ragas nativas, que tém menor capacidade
produtiva (YIN et al., 1996). A estratégia alternativa — producéo de cruzamentos
entre zebuinos e taurinos — ndo tém gerado resultados satisfatorios, pois 0s
hibridos ndo guardam caracteristicas de resisténcia e produtividade que tornem
sua utilizacdo vantajosa perante os animais puros (BOCK et al., 1999).

As perdas de producdo também devem ser consideradas ao se medir o
impacto da babesiose na bovinocultura. Tais perdas incluem diminui¢cdo na
producdo de carne e leite, abortos e infertilidade temporaria nos machos devida a
febre alta. Por fim, ainda devem ser lembrados os gastos com os animais doentes,
incluindo aplicacdo de medicamentos (McCOSKER, 1981).

2.1 Ciclo de vida da Babesia bovis no bovino

A infeccdo dos bovinos tem inicio com a inoculacdo na corrente sanguinea
das formas infectantes da Babesia bovis - 0s esporozoitos - presentes na saliva
dos carrapatos. Os esporozoitos penetram nas hemacias e se diferenciam em
trofozoitos, que se multiplicam assexualmente pelo processo de divisdo binaria
simples ou multipla. A divisdo dos trofozoitos d& origem a dois merozoitos que
saem para infectar outras hemécias. O ciclo se repete, com a diferenciacdo dos
merozoitos em trofozoitos e divisdo, a cada oito horas. Apds alguns ciclos de
replicacdo, parte dos merozoitos pode se desenvolver a gametocitos masculinos
ou femininos que continuardo o ciclo da B. bovis no organismo do carrapato
(MELHORN & SCHEIN, 1984).



Os merozoitos sdo 0s estagios evolutivos da B. bovis normalmente
observados nos esfregacos de sangue periférico de animais infectados. Os
merozoitos podem ser arredondados ou piriformes, com 1 a 2,5um de didmetro e
se apresentam Unicos ou em pares dentro da hemdcia. A analise da ultraestrutura
mostra que 0 merozoito € circundado por uma pelicula formada de duas
membranas e uma camada de microtdbulos. Numa das extremidades da célula
encontra-se o complexo apical formado de diversas organelas especializadas: as
roptrias, micronemas, anel polar e conodide (RUDZINSKA, 1981). Os merozoitos
livres apresentam ainda uma capa formada de fibrilas protéicas perpendiculares a
membrana plasmatica. Essa capa e as organelas do complexo apical séo
importantes no processo de invasdo da célula hospedeira (IGARASHI et al.,
1988).

A penetracdo do merozoito no eritrécito se da inicialmente com a fixacéo
do mesmo sobre a célula. Esta é uma interacdo extremamente especifica e a B.
bovis ndo invade outro tipo celular. Isto implica que existe(m) receptor(es) no
eritrocito que reconhece(m) molécula(s) complementar(es) no parasita,
provavelmente presentes na capa externa do merozoito (BUSHELL et al., 1991).

Logo apos a ligagdo, ha uma reorientagdo do merozoito sobre a superficie
do eritrocito, de maneira que o complexo apical entre em contato com a
membrana plasmatica. O contetdo das roptrias e micronemas € liberado sobre a
membrana eritrocitaria, induzindo a formacao de um vacuolo e internalizacdo do
merozoito. No interior da célula hospedeira, a membrana do vacuolo é destruida

e 0 merozoito fica em contato com o citoplasma (JACK & WARD, 1981).

2.2 Fisiopatologia da babesiose bovina

A fisiopatologia da babesiose é similar, em muitos aspectos, a da malaria
provocada pelo Plasmodium falciparum. Em ambas infeccdes, a proliferagdo dos
patdgenos no organismo é acompanhada de trés eventos responsaveis pelo
desenvolvimento de lesdes: a) destruicdo de hemacias; b) liberacdo de

mediadores quimicos farmacologicamente ativos que produzem alteracdes



circulatérias e c) sequestro de eritrocitos parasitados na microcirculacéo
(WRIGHT, et al. 1988). O grau de lesdo provocada e os sinais clinicos
resultantes dependem da patogenicidade da amostra de Babesia bovis e
Plasmodium falciparum e da susceptibilidade do hospedeiro (WRIGHT &
GOODGER, 1988).

A anemia manifestada na babesiose e na maléria é resultado direto da
ruptura dos eritrocitos pela saida de merozoitos. Na babesiose, 0 aumento da
atividade fagocitaria do sistema monocitico-fagocitario do baco e do figado, para
retirada de células parasitadas da circulacdo, também eleva a taxa de retirada de
eritrocitos normais e contribui para a anemia (MAHONEY, 1977).

A B. bovis produz esterases capazes de converter a pré calicreina
plasmatica em calicreina ativada (WRIGTH & GOODGER, 1973). Esta Gltima
desencadeia a cascata de producdo de bradicinina. A calicreina e a bradicinina
sdo potentes vasodilatadores e causam estase sangliinea e hipotensdao (WRIGHT
& KERR, 1977). Além disso, elas atuam em conjunto na ativacdo da coagulacédo
pela via do fator de Hageman. Ao contrario do que inicialmente se pensava, a
ativacdo da coagulacdo ndo leva a formacdo de trombos, mas a um profundo
distrbio no metabolismo do fibrinogénio, representado pelo acumulo de
intermediarios sollveis da conversdo de fibrinogénio em fibrina. Os mais
importantes sdo monémeros de fibrina ou fibrina complexada com fibrinogénio
(WRIGTH, 1981). No sangue, estes complexos podem aumentar a viscosidade
do plasma e agravar os problemas de circulagdo iniciados pela
calicreina/bradicinina (WRIGHT & GOODGER, 1988).

Outros mediadores tambem citados como causadores de disturbios
circulatérios na babesiose sdo as aminas biogénicas histamina e 5-
hidroxitriptamina (WRIGHT, 1978) e as anafilotoxinas C5a e C3a. As duas
ultimas sdo liberadas na via alternativa do complemento, desencadeada por
proteases da B. bovis (WRIGHT & GOODGER, 1988).

A estase sangliinea causada pelas substancias vasoativas e a anemia
dificultam a perfusdo de oxigénio nos tecidos. Processos degenerativos e

necréticos resultantes de anoxia tecidual ativam resposta inflamatéria, cujos



mediadores contribuem para manifestacdo de febre e desequilibrio eletrolitico.
(LOSOS, 1986).

Na malaria, foi identificado um mediador — o glicofosfatidilinositol (GPI)
— que tem sido apontado como responsavel pela ativacédo da resposta inflamatoria
sistémica (SCHOFIELD et al., 1996). O GPI atua sobre macrofagos e células
endoteliais induzindo a sintese de interleucina 1 (IL-1), interferon gama (IFNy) e
fator de necrose tumoral (TNF). Estas substancias sdo responsaveis pela febre,
desequilibrios metabdlicos e caquexia associados a malaria. Elas também
induzem a liberacdo de d6xido nitrico que leva a vasodilatacdo periférica, estase
sanglinea e lesdo tecidual (CLARK & SCHOFIELD, 2000).

Um evento muito importante na fisiopatologia da babesiose e da malaria é
0 seqllestro de eritrocitos parasitados no interior dos capilares e vénulas pos
capilares, que resulta da adesdo entre a membrana dos eritrocitos parasitados e
das células endoteliais. Isso ocorre porque os parasitas produzem modificacGes
estruturais e antigénicas na superficie eritrocitaria que se constituem em sitios de
ligagdo para receptores expressos em células endoteliais (AIKAWA, 1988;
AIKAWA et al., 1990 e 1992; PONGPONRATN et al., 1991; MACPHERSON
et al., 1985). Na babesiose, a ligacdo de fibrina a superficie das hemécias e a
superficie endotelial pode levar ao estabelcimento de “pontes” de fibrina, que
proporcionariam a adesdo de eritrocitos parasitados e ndo parasitados (WRIGHT,
1972).

Durante seu desenvolvimento a trofozoito, o P. falciparum induz a
reorganizacdo de particulas protéicas dentro da bicamada lipidica da membrana
eritrocitaria e a formacdo de projecdes superficiais conicas denominadas de
botBes eritrocitarios. Estruturas correspondentes foram observadas em hemacias
parasitadas com trofozoitos de B. bovis, tendo porém um formato de projecdes
espiculares. Estas protrusdes constituem os pontos onde a membrana do eritrocito
entra em contato com a superficie da célula endotelial e onde provavelmente
ocorre a interacdo entre as moléculas de adesdo (AIKAWA et al., 1985).
Proteinas do P. falciparum, como a Proteina de Membrana Eritrocitaria 1

(PFEMP1), séo inseridas na superficie dos botdes eritrocitarios e se ligam a
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receptores endoteliais como ICAM-1 (Molécula de Adesdo Intercelular 1),
VCAM-1 (Molécula Vascular de Adesdo Celular 1) e CD36 (HOWARD et al.,
1988; SCHRAVENDIJK et al., 1991). Nas projecdes espiculares dos eritrocitos
parasitados com B. bovis foi identificada a proteina VESA 1 (Antigeno Variavel
de Superficie Eritrocitaria 1) que se acredita ser responsavel pela adesdo, apesar
de ainda ndo serem conhecidos seus ligantes endoteliais (O’CONNOR &
ALLRED, 2000).

AlteracBes na composicao lipidica da membrana do eritrocito também
podem favorecer a adesdo. Hemécias parasitadas com B. bovis e P. falciparum
apresentam um aumento da concentracdo total de lipideos, especialmente
fosfatidilcolina, e exposicdo de fosfatidilserina na superficie externa da
membrana plasmatica (FLORIN-CHRISTENSEN et al., 2000). A peroxidacédo
destes lipideos torna a superficie da hemacia susceptivel a ligacdo de proteinas,
inclusive antigenos livres de B. bovis e P. falciparum, que por sua vez poderiam
se ligar a receptores endoteliais (WRIGHT et al., 1989).

A vasodilatacdo provocada por mediadores liberados na fase aguda da
malédria e da babesiose e as alteracbes de membrana, com reducdo na
deformabilidade dos eritrocitos parasitados, favorecem a adesdo na medida em
que diminuem a velocidade do fluxo sangiineo nos leitos vasculares e aumentam
a interacdo entre a superficie dos eritrocitos parasitados e células endoteliais
(SCHETTERS & EILING, 2000).

A consequéncia patologica da adesao é a obstrucdo da microcirculacao por
eritrocitos parasitados. Segundo WRIGHT et al. (1989) a anoxia tecidual
resultante da obstrucdo vascular leva a necrose e liberacdo local de fatores pro
inflamatérios que induzem a quimiotaxia e diapedese de leucdcitos. Os
neutréfilos infiltrados desgranulam enzimas proteoliticas, intensificando as
lesBes iniciadas pela andxia. Macrofagos também sdo atraidos aos sitios
inflamatorios, e secretam fator de necrose tumoral (TNF), interferon gama
(IFNY) e interleucina 1 (IL-1), que estimulam o endotélio a expressar moléculas
de adesdo envolvidas na infiltracdo leucocitaria, potencializando o processo de

infiltracdo destas células.
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Foi observado que receptores endoteliais que mediam a infiltracéo
leucocitaria, como ICAM-1, também servem de ligantes para PfEMP1, a
principal proteina de adesdo do P. falciparum. Assim, na maléria, a estimulacédo
do endotélio pelos mediadores inflamatorios também favorece a adeséo
(PASLOSKE & HOWARD, 1994).

Na maléria, além da adesdo dos eritrocitos parasitados ao endoteélio,
também observa-se a agregacdo de eritrocitos ndo parasitados em torno de
eritrocitos parasitados. Esta adesdo é mediada pela mesma proteina (PfEMP1)
que provoca a adesdo dos eritrocitos parasitados em células endoteliais
(HANDUNNETTI et al., 1992; ROWE et al., 1997). Na babesiose, acredita-se
que a liberacdo em grande quantidade de mondmeros de fibrina possa levar a
mesma agregacao, visto que a fibrina tem afinidade pela superficie dos eritrécitos
(SCHETTERS & EILING, 2000). A agregacao de eritrocitos forma estruturas
chamadas de rosetas, que pelo seu tamanho, ficam retidas nos pequenos vasos.
Na roseta, a proximidade dos eritrocitos permite que 0S merozoitos passem
diretamente de uma célula a outra, facilitando a proliferacdo destes parasitas
(WAHLGREN et al., 1989).

O sequiestro de eritrocitos na malaria e na babesiose é mais acentuado nas
vénulas e capilares do sistema nervoso central - especialmente do encéfalo. As
lesbes resultantes levam ao desenvolvimento de sintomatologia nervosa,
caracterizando os quadros de babesiose e maléaria cerebral, fatais na maioria dos
casos (AIKAWA et al., 1992). A participacdo de leucécitos no desenvolvimento
das lesdes neurologicas parece ser de menor importancia, visto que estas celulas
sdo raramente observadas em estudos histopatoldgicos de cérebros de pacientes
afetados de babesiose ou malaria cerebral (AIKAWA, 1988; MACPHERSON et
al., 1985).

Outros 6rgdos que apresentam acumulo de eritrécitos na microcirculacao
sdo o coracdo, pulmdes e mucosa intestinal. Nesses 6rgdos, a porcentagem de
vasos obstruidos € menor que no cérebro, porém a infiltracdo leucocitaria é mais
extensa. O pulmdo é o 6rgdo mais amplamente afetado, apresentando edema e
espessamento dos septos alveolares (PONGPONRATN et al., 1991). O edema
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alveolar traz sérias alteragcdes respiratorias, que sdo possivelmente as maiores

causas de morte na babesiose bovina (WRIGHT et al., 1989).

2.3 Moléculas envolvidas no desenvolvimento de adesao

2.3.1 Moléculas expressas na superficie das hemacias parasitadas.

O P. falciparum expressa um grupo de proteinas de alta massa molecular
(200-350 kDa) que sdo inseridas nos botBes da membrana eritrocitaria. Quatro
proteinas ja foram identificadas: as Proteinas Ricas em Histidina 1 e 2 (HRP1 e
HRP2) e as Proteinas de Membrana Eritrocitaria 1 e 2 (PfEMP1 e PfEMP2). As
HRP e PfEMP2 participam da formacéo dos botdes e a PFEMP1 é a responsavel
pelo processo de citoaderéncia (AIKAWA, 1988).

A PfEMP1, na verdade, é uma familia de proteinas transmembrana, cujas
porcdes extracelulares sdo altamente variaveis nas suas sequéncias de
aminodcidos, enquanto que as regides transmembrana e citoplasmatica sdo
conservadas. A sequéncia e estrutura do segmento extracelular ddo a cada
PfEMP1 uma caracteristica antigénica e uma propriedade adesiva (afinidade
pelos varios receptores) diferenciada. Cada individuo expressa apenas uma forma
de PFEMP1, porém individuos diferentes dentro da mesma populacdo podem
expressar formas diferentes (SU et al., 1995).

A PFEMPL1 é responsavel pela diferenca entre os isolados de P. falciparum
quanto a sua capacidade de produzir adesdo e induzir alteragdes patoldgicas do
sistema nervoso central. Os diferentes isolados de P. falciparum possuem um
conjunto préprio de PFEMP1 que sdo diferentes de outros isolados. A ocorréncia
de maléaria cerebral depende da emergéncia de variantes relativamente raras do
parasita que expressem PfEMP1 com alta afinidade pelos receptores presentes no
endotélio venular do cérebro (BIGGS et al., 1992).

Existe pouca informacdo a respeito das proteinas envolvidas no processo
de adesdo causada por B. bovis. ALLRED et al. (1993 e 1994) apontaram a

presenca de proteinas varidveis produzidas por merozoitos de B. bovis e
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expressas na superficie de eritrocitos parasitados, levantando a possibilidade das
mesma estarem envolvidas no processo de adesdo eritrocitaria. Em 1997,
O’COONOR et al. descreveram caracteristicas quimicas de tais proteinas,
denominando-as VESA 1 (Antigenos Variaveis de Superficie Eritrocitaria). Essas
moléculas sdo funcionalmente relacionadas com as proteinas PFEMP1 do P.
falciparum. Estudos de imunoeletromicroscopia mostraram que 0s antigenos
VESA 1 estdo localizados na superficie das protrusdes espiculares de membrana
(O’CONNOR & ALLRED, 2000). Esta localizacdo € consistente com o possivel
envolvimento de VESA 1 na adesédo e sequestro de hemacias, porém nao existe
evidéncia direta desse papel.

Um trabalho de O’CONNOR et al. (1999) mostrou que clones de B. bovis
positivos para VESA 1 sdo capazes de produzir adesdo de eritrocitos em células
endoteliais de capilares de cérebro de bovino “in vitro”. Usando uma varia¢ao
deste mesmo modelo experimental, O’CONNOR & ALLRED (2000)
conseguiram demonstrar que varios soros capazes de bloquear e reverter a adesao
também podem ser usados para precipitar VESA 1 da superficie de eritrdcitos
parasitados. Todos esses achados abrem a possibilidade de VESA 1 ser uma
molécula de adeséo.

VESA 1 constitui um conjunto de proteinas diméricas, cuja estrutura
apresenta regides de variabilidade. As duas cadeias (VESA 1a e VESA 1b) tém
pesos diferentes e estdo ligadas covalentemente entre si, mas ndo se definiu ainda
como elas ficam ancoradas na membrana do eritrocito (O’CONNOR et al.,
1997).

ALLRED et al. (1993) demonstraram que VESA 1 é uma das proteinas
responsaveis pela diferenca de antigenicidade entre isolados geograficos de B.
bovis. Entretanto, ndo esta claro se a variacdo em VESA 1 afetaria também a
capacidade adesiva e a patogenicidade de amostras de B. bovis, como a PFEMP1
em P. falciparum.

A B. bovis produz exoantigenos sollveis que se ligam a membrana de
hemacias. Estes exoantigenos também foram identificados, por meio de

imunofluorescéncia, nas células endoteliais de cortes histolégicos de cérebro de
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animais acometidos de babesiose cerebral. A afinidade pela superficie tanto de
eritrocitos como de células endoteliais indica que 0s exoantigenos podem servir

de “ponte” entre os eritrocitos € o endotélio e provocar adesdo (RISTIC &

KAKOMA, 1988).

2.3.2 Receptores endoteliais para as moléculas dos parasitas expressas no

eritrécito.

Vérias moléculas presentes em células endoteliais foram demonstradas
como capazes de sustentar a adesdo de eritrdcitos parasitados por Plasmodium
falciparum em experimentos “in vitro”. As principais sdo a Trombospondina
(TSP), CD36 e ICAM-1. Algumas linhagens de P. falciparum também séo
capazes de se ligar a E-selectina e a VCAM-1 (XIAO et al., 1996).

A TSP é uma glicoproteina formada por trés cadeias de 150 kDa ligadas
por pontes dissulfeto. Ela é produzida e secretada no plasma por plaquetas,
macrofagos e células endoteliais e pode-se associar a glicoproteinas de superficie
das plaquetas e células endoteliais, ao colageno, a heparina e a fibronectina. A
funcdo da TSP € mediar aglutinacdo e adesdo plagquetaria na ativacdo da
coagulacdo e inflamacdo (LAHAV, 1993). A ligacdo da TSP com a PfEMP1 é
capaz de provocar imobilizacdo de eritrocitos parasitados, porém essa interacéo
tem baixa afinidade e dura pouco tempo (COOKE et al., 1994).

A glicoproteina CD36 é um componente integral da membrana de
monacitos, plaquetas e células endoteliais capaz de se ligar ao colageno. Ela é
um mondmero de 88 kDa, cuja funcdo normal é gerar sinais que determinam a
degranulacdo plaquetaria e explosdo respiratoria em macrofagos em processos
inflamatorios (GREENWALT et al., 1991). A ligacdo de CD36 pode ser
estabelecida com proteinas localizadas ou ndo na superficie dos botBes
eritrocitarios, o que indica que ela pode atuar como ligante para alguma proteina
além da PFEMP1 (NAKAMURA et al., 1992). A CD36 é capaz de provocar a
imobilizacdo de eritrocitos sem a necessidade de participacdo de outros

receptores (COOKE et al., 1994). CD36 também esta presente na superficie de
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eritrocitos normais e pode levar a formacéo de rosetas, ao se ligar a PFEMP1 em
eritrocitos parasitados (HANDUNNETTI et al., 1992).

A Molécula de Adeséo Intercelular 1 ou ICAM-1 é uma glicoproteina de
100 kDa presente na superficie de linfécitos, macréfagos e do endotélio vascular
pertencente a superfamilia das Imunoglobulinas. ICAM-1 se liga a integrina
LFA-1 (Antigeno de funcdo Leucocitaria 1) da superficie de leucdcitos, para
permitir a infiltracdo dos mesmos através do endotélio em sitios de inflamacéo e
de resposta imune (CARLOS & HARLAN, 1994). ICAM-1 se liga a PFEMP1 em
um sitio diferente daquele de interacdo com LFA-1 (WILLIMANN et al., 1995).
A afinidade de ICAM-1 pela PfEMP1 é menor que a da CD36 e TSP. Sob
condicdes de fluxo, nas quais existem forcas contrarias as de fixacdo de
hemécias, tal ligacdo de baixa afinidade promove adesdo com rolamento. ICAM-
1 diminui a velocidade de passagem das hemacias, facilitando a interacdo de
CD36 e TSP com seus ligantes (COOKE et al., 1994).

Durante as infeccdes pelo P. falciparum ocorre ativacdo da resposta
inflamatéria  por  substdncias  liberadas pelo parasita, como o
glicofosfatidilinositol. A ativacdo de macrofagos por estas substancias leva a
sintese de IL-1 e IFNy. Estas duas citocinas agem sobre o endotélio e elevam a
expressao de ICAM-1 e, consequentemente, potencializam a adesdo
(PASLOSKE & HOWARD, 1994).

Outras glicoproteinas também foram identificadas como mediadores de
adesdo, porém suas participacdes aparentemente sdo menos importantes,
provocando a adesdo de apenas algumas linhagens de P. falciparum. S&o elas a
VCAM-1 (Molécula Vascular de Adesdo Celular 1) e E-selectina.
(OCKENHOUSE et al.,, 1992). VCAM-1 é uma molécula que pertence a
superfamilia das Igs e é ligante da integrina VLA-4 (Antigeno Tardio 4). A E-
selectina se liga a carboidratos complexos e glicoproteinas. Ambas tém sua
expressdo ativada na resposta inflamatoria e mediam infiltracdo leucocitaria
(CARLOS & HARLAN, 1994).

Existem evidéncias experimentais de que ICAM-1, VCAM-1 e E-selectina

possam também sustentar a adesdo de eritrocitos parasitados por P. falciparum
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“in vivo”. Estudos de imunohistoquimica demonstraram que a expressao de
ICAM-1, VCAM-1 e E-selectina era mais alta no endotélio cerebral, muscular e
renal de pacientes que morreram de malaria do que em individuos com outros
tipos de patologia e que a expressdo estava fortemente associada com o sequiestro
de hemacias parasitadas naqueles 6rgdos (TURNER et al., 1994).

A literatura é restrita quanto a indicacdo de moléculas endoteliais que
poderiam atuar como mediadores de adesdo de eritrécitos parasitados por
Babesia bovis. Experimentos de adesdo “in vitro” mostraram que hemaécias
infectadas por B. bovis aderem a superficies tratadas com trombospondina,
laminina (PARRODI et al., 1989) e heparina (GOODGER et al., 1987). Os
autores ndo indicam qual a natureza do antigeno eritrocitario que atua como
ligante.

WRIGHT et al. (1989) também apontam a trombospondina, em conjunto
com a fibronectina, como mediador de adesdo. Segundo estes autores, a
trombospondina e fibronectina se ligam a monémeros de fibrina, os quais sdo
formados em grande quantidade durante a fase aguda da babesiose. Estes
mondmeros tém afinidade pela superficie dos eritrdcitos e assim podem mediar a
ligacdo com a fibronectina e trombospondina presentes na membrana da célula
endotelial.

Nao existem relatos de que CD36, trombospondina ou ICAM-1 possam
servir como ligantes de VESA-1. No entanto, ALLRED et al.,, (2000)
identificaram, em uma das cadeias de VESA-1 (VESA 1a), uma sequéncia de

aminoacidos muito similar ao sitio de ligacdo da PFEMP1 em CD36.

2.4 Citoaderéncia como mecanismo de escape imunoldgico de hemoparasitas
A citoaderéncia se constitui numa vantagem adaptativa para Babesia bovis

e para o Plasmodium falciparum, sendo um dos mecanismos que permitem aos

parasitas escapar do reconhecimento pelo sistema imunoldgico do hospedeiro
(ALLRED, 1995 e 1998).
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Uma das vias de controle da infeccdo por B. bovis e P. falciparum seria
pela eliminacdo de eritrocitos parasitados. Normalmente, a destruicdo de células
infectadas € uma atribuicdo dos linfocitos T citotoxicos. A hemécia, porém, €
uma célula destituida de MHC (complexo de histocompatibilidade principal) e
por isso ndo apresenta antigenos a linfécitos T (ALLRED, 1995).

Alternativamente, o hospedeiro poderia eliminar os eritrocitos parasitados
por meio de fagocitose mediada por células do sistema monocitico-fagocitario
(MAHONEY, 1977). Foi proposto também que o0s eritrocitos parasitados
poderiam ser opsonizados por anticorpos contra antigenos de B. bovis e P.
falciparum e fagocitados por macrofagos (BROWN & PALMER, 1999) ou
destruidos por reacGes de citotoxidade mediada por anticorpos (ADCC)
desencadeadas pelos linfocitos matadores naturais (“natural killer cells”) (GOFF
et al., 1984). Contudo, a citoaderéncia previne a circulacdo das hemaécias
infectadas e diminui seu contato com as células fagocitarias do baco ou
leucdcitos periféricos (ALLRED, 1995).

A formacdo de rosetas permite que os eritrécitos parasitados sejam
“encobertos” por células ndo parasitadas, o que também impede o contato com
células imunocompetentes. Nas rosetas, 0s merozoitos podem passar diretamente
de um eritrécito para outro, sem o risco de serem bloqueados ou opsonizados por
anticorpos e fagocitados no plasma (WAHLGREN et al., 1989).

O bloqueio dos sitios de interacdo das moléculas de adesdo na superficie
eritrocitaria por meio de anticorpos especificos poderia inibir a citoaderéncia,
diminuindo o desenvolvimento de lesdes e sinais clinicos da maléria e babesiose
(ALLRED, 1998). Isto é confirmado por estudos que mostram que humanos
imunes, vivendo em areas endémicas de malaria possuem anticorpos capazes de
reconhecer a superficie de eritrocitos parasitados, e que a ocorréncia de tais
anticorpos esta relacionada a protecdo contra a doenca (MARSH et al., 1989).
Além do mais, a protecdo contra a doencga pode ser transferida passivamente de
um individuo imune para um ndo imune através do soro ou imunoglobulina de
um individuo imune (SABCHAREON et al., 1991). A presenca de anticorpos

contra eritrocitos parasitados também esta correlacionada com a protecao contra
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babesiose bovina (MAHONEY et al., 1979). Recentemente, O’CONNOR &
ALLRED (2000) demonstraram que no soro de animais inoculados com amostra
de B. bovis existem anticorpos (IgG) especificos para VESA 1 capazes de
bloquear e até mesmo reverter a adesao de eritrdcitos parasitados “in vitro”.

No entanto, a presenca de tais anticorpos ndo impede que animais
infectados com B. bovis ou humanos parasitados com P. falciparum desenvolvam
infecgcOes cronicas de longa duragdo, o que indica que existem mecanismos que
permitem aos dois hemoparasitas escaparem da resposta mediada por anticorpos.
Dentre eles, a variacao antigénica clonal é o principal (ALLRED, 1998).

A variacdo antigénica clonal é um fendmeno através do qual aparecem,
dentro da populacdo de B. bovis e P. falciparum, individuos que expressam
proteinas antigenicamente diferentes das proteinas expressas na populacéo
original que infectou o hospedeiro. A variacdo envolve a mudanga na expressao
de genes que codificam para as proteinas variantes (SU et al., 1995).

A principal proteina do P. falciparum envolvida na variacdo antigénica é a
molécula de adesdo PFEMP1. A PfEMP1 é codificada pela familia génica var,
composta de 50 a 150 genes reunidos em “clusters” ou espalhados em
praticamente todos os cromossomos do P. falciparum, ocupando cerca de 6% do
genoma total (SU et al., 1995). Quando uma amostra de P. falciparum infecta um
hospedeiro e entra em multiplicacdo, da origem a uma populacdo que apresenta
varios perfis antigénicos e de adesividade diferentes da amostra parental. Isso
acontece porque as células filhas podem expressar genes var e PfEMP1
diferentes das células progenitoras.

Foi demonstrado que a proteina dimérica VESA 1 é a responsavel pela
variacdo antigénica clonal em populacbes de B. bovis (ALLRED et al., 1994).
Recentemente o gene vesla, que codifica para o peptideo VESA 1la, foi
caracterizado. Inimeras copias do mesmo gene estdo presentes em todos 0s
cromossomos da B. bovis, mas apenas uma copia é expressa por vez dentro de
uma populacdo clonada (derivada de um unico individuo). Ha indicios que a
variacdo na expressdo de VESA 1a ocorre devido ao aparecimento, na populagéo,

de individuos que sofreram modificacdes da copia de veslo expressada, talvez
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por meio de conversdo génica. Isso difere muito da regulacédo dos genes var do P.
falciparum, no qual o maior mecanismo ¢ a troca “in situ” dos genes expressos
(ALLRED et al., 2000).

A variacdo antigénica se desenvolve rapidamente. Estima-se que a cada
ciclo de replicagdo do P. falciparum, 2% da populacdo dos individuos expressam
um novo fenotipo (PASLOSKE & HOWARD, 1994).

Com a variagdo antigénica, a resposta de anticorpos contra uma estrutura
de membrana e todos os mecanismos dela dependentes apresentam eficacia
limitada. A cada mudanca nos antigenos de superficie expressos pela populacéo,
uma nova resposta imune deve ser ativada. Dessa maneira, a B. bovis e o P.
falciparum escapam da eliminacdo completa (ALLRED, 1998).

O fato da variacdo antigénica e capacidade de adesdo estarem ligadas as
mesmas moléculas cria um paradoxo. A variacdo antigénica pode aumentar a
diversidade das moléculas de adesdo e permitir a evasdo a resposta imune
humoral. Por outro lado, a mesma variacdo é limitada pelo fato de que alteracdes
na seqliéncia de aminoacidos das proteinas de adesdo ndo podem alterar sua
capacidade de se ligar aos receptores endoteliais (BIGGS et al., 1992). Assim, as
sequéncias de aminoacidos das moléculas de adesdo envolvidas na ligacdo com
0s receptores e manutencdo da estrutura espacial dos sitios de ligacdo devem ser
conservadas (BARUCH et al., 1997).

O principal interesse no estudo da adesdo é criar mecanismos que possam
bloquear a citoaderéncia e impedir as lesdes por ela causadas. Para isso, uma das
estratégias tracadas é a imunizacdo dos individuos contra as moléculas
responsaveis pela citoaderéncia, de maneira a induzir a producdo de anticorpos
bloqueadores. O desenvolvimento de vacinas, no entanto, esbarra no problema da
diversidade antigénica das moléculas de adesdo entre os diferentes isolados dos
parasitas e na variacdo antigénica clonal destas proteinas dentro de um mesmo
isolado. A obtencdo de uma vacina eficiente depende da identificacdo de epitopos
funcionais (envolvidos na adesdo), conservados e que tenham capacidade
imunogénica (PASLOSKE & HOWARD, 1994).
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2.5 Modelos “in vitro” para estudo da citoaderéncia

Para elucidar as interacGes entre eritrocitos infectados e células endoteliais
€ necessario o desenvolvimento de modelos experimentais que permitam
observar a adesao sob condi¢cdes controladas. Os modelos “in vitro” envolvem o
uso de linhagens de células endoteliais isoladas de diversos 6rgdos ou células
transfectadas com genes de receptores de superficie de células endoteliais. Os
eritrocitos provenientes de cultivos “in vitro” dos parasitas sdo colocados sobre
as células para inducdo da adesdo. Modificagcdes na metodologia, como bloqueio
de moléculas de superficie conhecidas antes da adi¢do de células parasitadas,
permitem caracterizar as interacBes no nivel molecular e definir ligantes que
medeiam a adesdo (GAY et al., 1995).

No estudo com Plasmodium falciparum foram identificadas varias
linhagens celulares capazes de sustentar a adesdo “in vitro”, incluindo células
endoteliais de veia umbilical humanas, com alta expresséo de ICAM-1
(UDEINYA et al., 1981); de capilares cerebrais e microvasculatura dérmica
humanos (JOHNSON et al., 1993); células de melanoma amelanético CD32r,
com alta expressdo de CD36 (SCHIMIDT et al., 1982); celulas CHO
transfectadas com genes de ICAM-1 e CD36 (HASLER et al., 1993) e células
endoteliais de microvasculatura cerebral de macacos Saimiri (GAY et al., 1995).
Foi o0 uso destes modelos que permitiu identificar a TSP, ICAM-1 e CD36 como
mediadores de adesdo de eritrécitos parasitados (PASLOSKE & HOWARD,
1994).

Para estudo com B. bovis ndo ha uma quantidade comparavel de modelos.
O’CONNOR et al. (1999) demonstraram que células endoteliais de
microvasculatura cerebral de bovinos sdo capazes de promover a adesdo de
eritrocitos parasitados “in vitro”. No entanto, a aplicacdo desta linhagem ¢
recente e ainda ndo foram definidos os receptores que promovem a interagéo.

KILGER (1999) desenvolveu um modelo de adesdo em que se utiliza
celulas endoteliais de aorta bovina. Neste estudo, pode-se observar maior nimero

de eritrécitos aderentes provenientes de sangue de animais inoculados com
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amostras de Babesia bovis em comparacdo com eritrocitos de animais néo
inoculados. Esse mesmo modelo foi aplicado no presente trabalho para avaliar o
desenvolvimento de adesdo de eritrocitos de bovinos em células endoteliais,
mediante a inoculacdo dos animais com duas amostras de Babesia bovis

patogénicas de origens diferentes e uma amostra vacinal atenuada.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Aplicagdo e avaliacdo de um modelo de adesdo “in vitro” de eritrocitos de
animais parasitados por Babesia bovis em células endoteliais cultivadas a partir

de aorta bovina.

3.2 Objetivos especificos

- Estabelecer cultivos primarios de células endoteliais de aorta bovina.

- Realizar testes de ades&o de eritrocitos coletados de animais inoculados
com amostras atenuada BbovUFV1 26% passagem e amostras patogénicas
BbovUFV1 7% e Jaboticabal, ambas de 7% passagem e de animais
controles em células endoteliais de aorta bovina.

- Acompanhar a dindmica do processo de adesdo, determinando o inicio,

nivel maximo e o declinio nos niveis de citoaderéncia.
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- Determinar se diferentes amostras de Babesia bovis variam em sua
capacidade de inducdo de adesdo “in vitro” e quais fatores influenciam

nesta propriedade.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Foram empregados bovinos Bos taurus da raga Jersey, com 24 meses de
idade, negativos soroldgica e parasitologicamente a hematozoarios e mantidos
em condi¢bes de isolamento a prova de artropodes e outros vetores de
hemoparasitas no Departamento de Medicina Veterinaria da UFV. Os animais
que foram submetidos a esplenectomia passaram 14 dias em recuperacao antes de

serem introduzidos nos experimentos.

4.2 Amostras de Babesia bovis

Trés amostras de Babesia bovis foram utilizadas. Duas delas - BbovUFV1
7% passagem, patogénica, e BbovUFV1 26° passagem, atenuada - foram isoladas
na Zona da Mata, na microrregido de Vigosa — MG, reproduzidas por passagens
em bezerros esplenectomizados, congeladas em sangue total diluido v/iv em PBS
(Na,HPO,4 6,4mM, KH,PO, 10mM, NaCl 73mM) pH 7,6 acrescido de 22% de

DMSO e mantidas em nitrogénio liquido, no Laboratério de Biologia e Controle
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de Hematozoarios do DVT — BIOAGRO/UFV. A terceira amostra - Jaboticabal,
7% passagem, patogénica — foi gentilmente cedida pela professora Rosangela
Zacarias Machado do setor de Patologia do Departamento de Medicina
Veterinaria da Universidade Estadual Paulista. Esta amostra foi isolada no Rio
Grande do Sul, reproduzida por passagens em animais esplenectomizados,

congelada em sangue total com 10% de DMSO e mantida em nitrogénio liquido.

4.3 Cultivos celulares

Para os testes de adesdo, cultivos primarios de células endoteliais de aorta
bovina (denominadas BAECs) foram mantidos no Laboratério de Biologia e
Controle de Hematozoarios. A extracdo das células foi realizada de acordo com
protocolo descrito de BOOYSE et al. (1975) e SCHWARTZ (1978), com as
seguintes modificagdes introduzidas por KILGER (1999): uso de Solugéo de Sais
Balanceados de Hank (HBSS) no lugar de solucédo salina tamponada (PBS) para
lavagem da luz adrtica e das células recém extraidas; uso de tripsina no lugar de
colagenase tipo Il para digestdo da membrana basal do endotélio e liberacdo das
células; tempo maximo de 35 minutos de digestdo com tripsina, em contraste
com 0s 60 minutos necessarios nos procedimentos com colagenase tipo 11.

As aortas foram obtidas de animais abatidos para consumo na regido de
Vigosa — MG. Um segmento do vaso tinha suas extremidades ligadas com
barbante estéril e sua luz preenchida com HBSS (KCI 5,4mM, KH,PO, 0,44mM,
NaCl 137mM, NaHCO; 4,2mM, Na,HPO, 0,34mM, D-Glucose 5,6mM e 1% de
antibidtico/antimicético). O fragmento era tambem mergulhado em HBSS e
mantido em banho de gelo para o transporte até o laboratério. Na capela de fluxo
laminar, o tecido conjuntivo externo do segmento de aorta era dissecado, 0s
pequenos ramos arteriais ligados e a superficie externa descontaminada com um
banho de alcool iodado. Seguia-se lavagem da luz do vaso para retirada de
sangue acumulado, por meio de injecdes repetidas de HBSS aquecido a 37°C.
Apds a lavagem, o segmento de aorta era preenchido com Meio de Eagle
Modificado (DMEM) acrescido de 0,2% de tripsina a 37°C. A partir de 20
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minutos de digestdo e a cada 5 minutos, aliquotas eram retiradas do conteudo da
aorta e substituidas pela mesma quantidade de DMEM 0,2% tripsina. Este
procedimento era repetido até 35 minutos de digestdo. As aliquotas eram
centrifugadas a 300g durante 3 minutos e o “pellet” obtido lavado uma vez em
HBSS, a 300g durante 3 minutos. Em seguida, as células eram ressuspendidas em
DMEM com 10% de soro fetal bovino, 2mM de glutamina, 1mM CaCl,, 1mM
MgCl,, 1% antibiotico/antimicotico, 1% mitdgeno endotelial e semeadas em
placas de cultivo de 24 “wells”. Os cultivos eram incubados em estufa a 37°C,
5%CO..

A manutencdo das culturas consistiu em troca de meio a cada 48 horas e
repicagens, que eram realizadas toda vez que as células endoteliais formavam
uma monocamada confluente. As células aderidas ao fundo da placa eram
lavadas com PBS (Na,HPO, x 7H,O 2,9mM, NaCl 154mM, KH,PO, 1mM)
acrescido de 5% de soro fetal bovino e sem Ca*? e Mg* e tratadas com uma
solucdo PBS acrescido de 0,5% de EDTA e 0,2% de tripsina durante 3 minutos, a
37°C. Apds o descolamento, as células eram lavadas uma vez em PBS/5% soro
fetal bovino, a 300g, durante 3 minutos, ressuspendidas em meio completo e
uma aliquota era retirada para contagem em camara de Neubauer. As células
eram semeadas em placas ou garrafas de cultivo numa concentragcdo de
3,5x10*/ml de meio completo. As células destinadas aos testes de adesdo eram
semeadas, na mesma concentragdo, em placas de Petri com fundo coberto com
laminulas de 22x22mm?. Os cultivos repicados eram incubados em estufa a 37°C
e 5%CO,.

Células Vero, extraidas de tecido renal de macaco verde africano, foram
usadas como controle nos testes de adesdo. Estas células foram gentilmente
cedidas pela Prof. Bernardete Miranda dos Santos do Departamento de Medicina
Veterinaria da Universidade Federal de Vicosa. As células Vero foram cultivadas
em estufa a 37°C e 5%CO,, em meio DMEM acrescido de 10% de soro fetal
bovino e 2mM de glutamina, trocado a cada 48 horas. A repicagem e confeccao
de laminulas recobertas com células Vero era feita da mesma maneira descrita

para as células endoteliais.
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4.4 Delineamento experimental

O trabalho foi dividido em trés experimentos, cada um com uma amostra
de Babesia bovis.

No primeiro experimento, utilizaram-se trés animais esplenectomizados.
Dois deles (denominados BO1 e B02) foram inoculados com amostra patogénica
BbovUFV1 7% passagem em uma dose de 6,6x10° parasitas e um animal
(denominado CO01) foi mantido como controle.

No segundo experimento, o grupo era formado de trés animais com baco
“in situ”. Dois animais, identificados como B03 e B04, foram inoculados com
amostra atenuada BbovUFV1 26% passagem, na dose de 1x10° parasitas e um
animal, identificado como C02, serviu como controle.

No terceiro experimento, empregaram-se dois animais esplenectomizados.
O animal identificado como BO5 foi inoculado com amostra Jaboticabal na dose
de 6x10’ parasitas e o animal identificado como C03 foi mantido como controle.

Em todos os experimentos, os animais foram monitorados para deteccédo
do desenvolvimento de sinais de babesiose aguda. A partir de um dia antes da
inoculacdo e a cada 48 horas, procedia-se a medicdo da temperatura retal e
coletas de sangue para mensuracdo do hematdcrito e confeccdo de esfregacos
destinados aos exames parasitologicos para deteccdo de merozoitos de Babesia
bovis em eritrocitos. As amostras de sangue foram tomadas dos animais em
sistema de coleta a vacuo com EDTA (Vacuumll®, Labnew Indistria e
Comeércio, LTDA).

Nos trés experimentos foram realizados testes de adesdo de eritrécitos em
BAECs e testes de imunofluorescéncia indireta para deteccdo de antigenos de B.
bovis em eritrécitos de esfregagos de sangue periférico, a partir de um dia antes
da inoculacéo e a cada 48 horas.

Em todos os experimentos foram realizados testes de sensibilizacdo de
hemacias e hemaglutinacdo passiva para deteccdo de exoantigenos de B. bovis no
soro dos animais. Estes ensaios foram realizados com amostras de soro coletadas

dos animais a partir de um dia antes da inoculacdo e a cada 48 horas. Para
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obtencdo do soro utilizou-se sistema de coleta a vacuo sem anticoagulante
(Vacuumll®, Labnew Industria e Comércio, LTDA). Os tubos contendo 0s
codgulos eram deixados em temperatura ambiente durante 12 horas para
liberagdo do soro, que era posteriormente estocado a —20°C até o momento do
uso.

Os experimentos com as amostra BbovUFV1 atenuada 26 passagem e
Jaboticabal se estenderam até 22 dias apos a inoculagdo. Os experimentos com as
amostras BboUFV1 patogénica 7 passagem se estenderam até o dia do 6bito dos

animais inoculados.

4.5 Teste de adesao de eritrocitos em células endoteliais

Os testes de adesé@o foram realizados segundo o protocolo de UDEINYA
et al. (1981). Esta técnica foi desenvolvida para observar adesdo de eritrocitos
parasitados por Plasmodium falciparum, e sofreu as seguintes modificacdes
introduzidas por KILGER (1999): uso de eritrécitos coletados a partir de
circulagdo periférica dos bovinos em lugar de eritrécitos mantidos em cultivo “in
vitro”’; modificagcdes na composi¢do do tampao de adesdo, com acréscimo de
HEPES a 25mM, acréscimo de calcio e magnésio a 1mM e substituicdo de soro
total a 20% por soroalbumina bovina a 1%; uso de solugcdo salina tamponada
(PBS) no lugar de Solucdo de Sais Balanceados de Hank (HBSS) para lavagem
das laminulas na etapa final do teste.

Monocamadas confluentes de células endoteliais ou células Vero
cultivadas sobre laminulas de vidro de 22x22mm? eram incubadas durante 60
minutos em tampdo de adesédo (RPMI1640, HEPES 25mM, Soroalbumina
bovina 1%, CaCl, ImM e MgCl, 1mM) a 37°C e 5%CO,. Sangue total dos
animais era centrifugado a 300g durante 5 minutos. O plasma e a camada de
leucdcitos eram descartados e os eritrocitos lavados uma vez em PBS (Na,HPO,
X 7TH,0 2,9mM, NaCl 154mM, KH,PO, 1mM) sem Ca*? e Mg*?, a 300g durante
5 minutos, ressuspendidos em tampdo de adesdo a uma concentracdo de 1% e

colocados sobre a monocamada de células endoteliais ou Vero previamente
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preparada. Seguia-se incubacdo em estufa a 37°C e 5% de CO, durante 90
minutos. As laminulas eram lavadas sob agitacdo por trés vezes, durante 5
minutos cada vez, em PBS acrescido de CaCl, e MgCl, 1mM, coradas com
corante panoptico (Instant Prov®, Newprov, Produtos para Laboratério, LTDA)
de acordo com instrucdo do fabricante e fixadas sobre laminas com resina
(Entellan®, MERCK). Em microscépio 6ptico, num aumento de 1000x, contou-se
0 numero de eritrocitos aderidos em 1000 células endoteliais em cada laminula.
Os testes de adesdo foram realizados da mesma maneira nos experimentos
com as trés amostras de B. bovis. As amostras de sangue dos animais inoculados
e controles coletadas a cada dia eram testadas em duplicata. O resultado dos
testes foi expresso em média de eritrocitos aderidos em 1000 células endoteliais.
As médias dos valores de adesdo para cada dia foram comparadas, pelo teste t,

entre 0os animais inoculados e controles.

4.6 Imunofluorescéncia de eritrécitos fixados para deteccdo de exoantigenos

de Babesia bovis

O sangue total dos animais era centrifugado a 300g por 5 minutos. O
plasma e a camada de células brancas eram descartados e os eritroctios lavados 2
vezes em PBS sem Ca™ e Mg* a 300g por 5 minutos. O “pellet” de eritrocitos
era ressuspendido v/iv em PBS com 1,5% de albumina bovina. Esfregacos
espessos eram confeccionados e estocados a —20°C. No momento dos testes, 0s
esfregacos eram fixados em metanol gelado durante 5 minutos. Apos a secagem
das laminas, procedia-se a delimitacdo de campos sobre os esfregacos com tinta
6leo (Tekpen®, Mark-Tex Corp). Em cada campo, 0s eritrcitos eram incubados
com um soro ou IgG primarios diferentes, a saber: soro negativo de animal livre
de Babesia bovis e mantido em isolamento; 1gG anti BboUFV1 precipitada de
soro hiperimune ou soro especifico para amostra Jaboticabal. Todos 0s soros e
IlgG foram diluidos 1:20 em PBS sem Ca*? e Mg* e incubados sobre os
esfregacos durante 60 minutos a 37°C em camara Umida. Apos essa etapa 0s

esfregacos eram lavados em PBS sem Ca*? e Mg*? sob agitacdo por 3 vezes, 5
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minutos cada vez. O anticorpo secundario consistiu de IgG de coelho anti IgG
bovina conjugada com isotiocianato de fluoresceina, diluida 1:40 em PBS/0,2%
de Tween 20. A incubacdo com anticorpo secundario durava 60 minutos a 37°C
em camara Umida e escura. Seguiam-se 3 lavagens das laminas em PBS sem Ca*?
e Mg*?, sob agitacdo, 5 minutos cada vez. A contracoloracdo era feita com Azul
de Evan durante 3 minutos e a leitura em microscopio de epifluorescéncia, com

aumento de 1000x.

4.7 Sensibilizacdo de hemacias com exoantigenos de Babesia bovis e testes de

hemaglutinacgédo passiva

O sangue total coletado de animais livres de Babesia bovis era
centrifugado a 300g durante 5 minutos. O plasma e a capa de leucécitos eram
descartados e o “pellet” de eritrocitos lavado 3 vezes em PBS sem Ca** e Mg a
300g durante 5 minutos. As células eram ressuspendidas em PBS sem Ca*’ e
Mg*? numa concentragdo de 2%. A suspensdo de eritrdcitos era misturada v/v a
uma solucdo de &cido tanico 1:15000 em PBS sem Ca*? e Mg*™. Seguia-se
incubacéo durante 10 minutos a 56°C e, logo apés, 3 lavagens dos eritrocitos em
PBS sem Ca*? e Mg*?, centrifugando-se a 300g durante 5 minutos cada vez. Para
a sensibilizacdo, as hemacias tratadas com &cido tanico eram ressuspendidas
numa concentragdo de 2% em PBS sem Ca*? e Mg*? e misturadas v/v em soros
de animais inoculados com as amostras BbovUFV1 (atenuada ou patogénica) ou
Jaboticabal. O controle negativo da sensibilizacdo era feito com incubacdo das
hem@cias tratadas com acido tanico em soro de animais ndo inoculados e em PBS
sem Ca*? e Mg*2. O controle positivo da sensibilizacdo era feito com incubagéo
das hemacias tratadas com acido tanico em sobrenadante de cultivo de Babesia
bovis BbovUFV1 patogénica de 7% passgem ou atenuada de 26° passagem. As
hemécias eram incubadas durante toda a noite com o0s soros ou sobrenadante, sob
agitacdo, a temperatura ambiente. Ap0s a incubacéo, os eritrocitos eram lavados
3 vezes em PBS sem Ca*? e Mg*? a 300g, 5 minutos cada vez, e ressuspendidos

numa concentracdo de 0,2% em PBS sem Ca*? e Mg*?. Para induzir reacdes de
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hemaglutinacdo, as hemacias sensibilizadas foram incubadas com IgG anti
BboUFV 1 ou soro especifico para amostra Jaboticabal. Para controle negativo
da hemaglutinacdo, empregou-se soro de animal controle livre de B. bovis,
mantido em isolamento.
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5. RESULTADOS

5.1 Estabelecimento dos cultivos primarios de células endoteliais de aorta

bovina

Para realizacdo dos testes de adesdo de eritrocitos, foram estabelecidos
cultivos priméarios de ceélulas endoteliais de aorta bovina (BAECs). Como
mostrado na Figura 1 (A e B), a metodologia empregada na extracdo de células a
partir de segmentos de aorta proporcionou cultivos formados por células
poligonais pavimentosas, com crescimento em monocamadas. Células entre a 10°

e a 13% passagem foram empregadas nos testes de adesao.

5.2 Experimento com amostra patogénica BbovUFV1 7% passagem

Para verificar se existe diferenca de adesdo de eritrocitos entre animais
infectados por Babesia bovis e animais livres, eritrocitos dos animais BO1 e B02
inoculados com amostra BbovUFV1 patogénica e do animal controle CO1 (todos
esplenectomizados) foram testados quanto a sua capacidade de aderir a BAECs e

a células Vero.
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Figura 1 — Monocamada de células endoteliais de aorta bovina (BAECs). A,
microscépio de contraste de fase, 1000x. B, microscopio Optico,
coloracdo com Instant prov®, 1000x.
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Observou-se aumento na média de eritrocitos dos animais BO1 e B02
aderidos em BAECs e este aumento foi detectado aos 12 dias pos inoculagdo para
0 animal B0l e aos 10 dias p0ds inoculacdo para o animal B02. N&o houve
aumento na média de eritrocitos aderidos em BAECs nos testes com sangue do
animal controle C0O1 (Quadro 1).

As médias de ades&o eritrocitaria obtidas nos ensaios foram comparadas, a
cada dia, entre os animais inoculados B01 e B02 e controle CO1, por meio de
teste t (p<0,05). Comparando-se os resultados dos testes de BO1 e C01, observou-
se que os valores de adesdo nos testes com eritrocitos de BO1 foram
significativamente maiores a partir de 12 dias pds inoculacdo (Quadro 1). A
comparacdo entre as médias obtidas nos testes com eritrocitos doa animais B02 e
C01 demonstrou que os valores de B02 foram significativamente maiores a partir
de 10 dias pés inoculacdo (Quadro 1).

Apenas eritrocitos ndo parasitados foram detectados como aderentes as
BAECs (Figura 2 A e B). Em nenhum dos ensaios, seja com eritrocitos de
animais inoculados ou controle, foram observados eritrdcitos aderidos a células
Vero (Figura 2 C).

O aumento na média de eritrocitos aderidos “in vitro” sucedeu o
desenvolvimento de sinais de babesiose aguda nos animais inoculados, que
apresentaram aumento de temperatura retal (igual ou superior a 39°C), reducéo
de volume globular (igual ou superior a 30%) e presenca de eritrocitos
parasitados com merozoitos de B. bovis circulantes. Os sinais se desenvolveram a
partir de 10 dias p0s inoculagdo no animal BO1 e a partir de 8 dias pos inoculagéo
no animal B02. O animal controle CO1 néo apresentou alteragdes nos parametros
clinicos medidos (Quadro 2).

Para verificar se a diferenca na adesdo observada entre o0s testes com
eritrocitos de animais inoculados e controle estava relacionada a presenca de
antigenos de B. bovis na superficie dos eritrécitos dos animais inoculados,
ensaios de imunofluorescéncia foram realizados com esfregacos de sangue
periférico dos animais. Os resultados mostraram a presenca de eritrocitos néo

parasitados reativos a anticorpos anti-B. bovis em esfregacos de sangue dos
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Quadrol — Resultado dos testes de adesdo de eritrocitos de animais inoculados
com amostra BbovUFV1 7% passagem patogénica e animal controle
em células endoteliais de aorta bovina

Média de eritrocitos aderidos em 1000 BAECs

Dia p0s inoculagao BO1 B02 Co01
0 0 1.5 0
2 0.5 1 1
4 0 0 0
6 0.5 1.5 0
8 45 0 1,5
10 0 149° 1°
12 119.5% 579,5° 1°
14 323.5° 792,5° 2,5
16 606.5° - 2°

" BAECs, células endoteliais de aorta bovina; BO1 e B02, animais inoculados
com amostra BbovUFV1 7% passagem patogénica; C01, animal controle

“ As médias foram calculadas entre duplicatas de um mesmo teste

* &b Indicam médias diferentes entre um animal inoculado e o animal controle
pelo teste t com p<0,05
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Figura 2 — Resultados dos testes de adesdo de eritrocitos de animais inoculados
com amostra BbovUFV1 7¢ passagem BAECs. A, teste com
eritrocitos coletados do animal BO1 (12 dias p6s inoculacgdo); B, teste
com eritrécitos do B02 (12 dias pés inoculacdo); C, testes de adesdo
controle em células Vero. Microscépio dptico, Instant Prov®, 1000x.
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Quadro 2 — Parametros clinicos e laboratoriais medidos nos animais inoculados
com amostra BbovUFV1 7% passagem patogénica e animal controle
para deteccdo do desenvolvimento de babesiose aguda

DIAS POS-INOCULA(;AO
Animal Parametro o 2 4 6 8 10 12 14 16

BO1 PCV% 28 28 25 25 23 20 20 18 12
P% 0 O 0 0 0.001 0.001 0.001 0.005 0.17
T(°C) 38 375 384 38 38 39 39,5 40 41

B2  PCV% 35 33 34 30 27 25 22 20
P% 0O 0 0 0 00025 0005 0007 0.08
T(°C) 38 382 385 39 395 40 42 41

Cco1 PCV% 33 32 28 27 30 30 31 30 32
P% 0 O 0 0 0 0 0 0 0
T(°C) 38 38 385 379 38 37.5 38 38.5 38

" BO1l e BO02, animais inoculados com amostra BbovUFV1 7% passagem
patogénica; C01, animal controle
PCV, volume globular; P, parasitemia; T, temperatura em graus Celsius
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animais B01 e B02. Estes eritrocitos foram detectados a partir de 14 dias pds
inoculacdo para o animal BO1 e 12 dias pos inoculagdo para o animal B02. Nos
dois casos, 0s eritrocitos marcados com antigenos de B. bovis apareceram apés o
desenvolvimento de adesao eritrocitaria “in vitro” (Figura 3 A e B). Nao foram
observadas hemacias reativas nos esfregacos preparados com eritrocitos do
animal controle C01 (Figura 3 C e D).

Para detectar a presenca de antigenos de B. bovis no soro dos animais -
antigenos estes que poderiam se ligar a superficie eritrocitaria e a receptores
endoteliais, provocando adesao - foi desenvolvido um método de hemaglutinacéo
no qual eritrocitos normais de animais livres de B. bovis foram tratados com
acido tanico e incubados com soro de animais inoculados com a BbovUFV1 ou
controle. Se antigenos de B. bovis estivessem presentes no soro, poderiam se
ligar a superficie dos eritrocitos, dada a alteracdo de cargas na membrana
provocada pelo tratamento com &cido tanico. Se os eritrécitos fossem marcados
com os antigenos do parasita, anticorpos anti-B. bovis poderiam se fixar a
superficie celular e, por ligages cruzadas, provocar a aglutinacéo.

Ao testar soros dos animais BO1 e B02 quanto a sua capacidade de
sensibilizar os eritrcitos, observou-se que soros coletados dos dois animais a
partir de 12 dias p6s inoculacdo produziram sensibilizacdo e posterior
aglutinacdo das hemécias (Figura 4 A e B). Assim, a presenca de antigenos no
soro dos animais inoculados também foi detectada ap6s o desenvolvimento da
adesdo eritrocitaria “in vitro”. Soros do animal controle CO1 ndo provocaram
sensibilizac&o de eritrocitos e reacdo de hemaglutinacéo (Figura 4 C).

O animal B02 morreu 14 dias apés a inoculacdo e o animal BO1 16 dias

apos a inoculacdo, levando a interrupcdo dos testes.

5.3 Experimento com amostra atenuada BbovUFV1 26° passagem

Dois animais com bago “in situ” (B03 e B04) foram inoculados com a
amostra BbovUFV1 atenuada e um terceiro animal, também com baco intacto,

(C02) foi mantido como controle. Durante os 22 dias em que foram
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Figura 3 — Imunofluorescéncia para deteccdo de antigenos de Babesia bovis.
Eritrécitos ndo parasitados de animais inoculados com amostra
patogénica BbovUFV1 apresentam fluorescéncia de superficie,
indicativa da presenca de antigenos de B. bovis na membrana
plasmatica (setas). A, eritrocitos de animal BO1 e B, eritrécitos do
animal B02, 14 e 12 dias p6s inoculagédo, respectivamente; C e D,
eritrocitos do animal controle CO1 14 e 12 dias pds inoculagéo,
respectivamente. Microscépio de epifluorescéncia, 1000x.
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Figura 4 — Teste de hemaglutinagéo passiva. Em todas as placas, colunas 1 e 2,

eritrocitos ndo sensibilizados; coluna 3, eritrécitos sensibilizados com
sobrenadante de cultivo de BbovUVF1 7" passagem; coluna 4,
eritrocitos sensibilizados com soro de animal controle; colunas 5-9,
eritrocitos sensibilizados com soros coletados nos dias 0, 4, 8, 12 e 14
po6s inoculacdo, dos animais BO1 (placa A), B02 (placa B) e CO1
(placa C). Em todas as placas, linhas A e B da coluna 1, eritrécitos
ndo sensibilizados, sem soro; linhas A e B das demais colunas, 1gG
anti-BbovUFV1 1:20; linhas C e D, soro de animal controle 1:20;
linhas E e F, eritrocitos sensibilizados, sem soro. Em todas as placas,
coluna 3, linhas A e B: hemaglutinacdo positiva nos testes controle.
Placas A e B, colunas 8 e 9, linhas A e B: hemaglutinacdo positiva
indica presenca de exoantigenos de B. bovis nos soros dos animais
inoculados a partir de 12 dias pés inoculagdo.
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acompanhados, os animais destes experimento ndo desenvolveram alteracfes de
pardmetros clinicos (temperatura, volume globular e parasitemia) associadas ao
quadro de babesiose aguda.

Para confirmar se os animais B03 e B04 inoculados com a amostra
BbovUFV1 atenuada desenvolveram a infeccdo a despeito de ndo apresentarem
sinais de babesiose aguda, foram realizados testes imunoenzimaticos do tipo
ELISA (Enzyme Linked Immunosorbant Assay) com amostras de soro coletados
em diferentes dias ap6s a inoculacdo. Tais testes detectam a presenca de
anticorpos anti-Babesia bovis, que sdo produzidos mediante estimulo de células
Imunocompetentes dos bovinos durante infecgdes ativas.

Os testes ELISA foram desenvolvidos de acordo com protocolo
estabelecido no Laboratério de Biologia e Controle de Hematozoarios
(BIOAGRO — UFV). Os resultados mostram que os animais B03 e B04
apresentaram sorologia positiva, estando efetivamente infectados. O animal
controle C02 apresentou sorologia negativa nos testes imunoenzimaticos (Quadro
3).

Nos testes de adesdo em BAECs realizados com eritrocitos dos animais
inoculados B03 e B04 e controle C02 as médias permaneceram constantes
durante o periodo do experimento (Quadro 4). As médias de eritrocitos aderidos
foram comparadas, por meio de teste t (p<0,05), entre BO3 e C02 e entre B04 e
C02, a cada dia. N&o houve diferenca significativa entre as médias de eritrocitos
aderidos entre os animais infectados e controle (Quadro 4). N&o foi observada
adesé&o de eritrocitos de animais inoculados ou controle nos testes realizados com
células Vero.

Os ensaios de imunofluorescéncia com amostras de sangue periférico dos
animais B03, B04 e C02 ndo demonstraram eritrocitos positivos para antigenos
de B. bovis em quaisquer dias p6s inoculacdo (Figura5 A, B, C e D).

Testes de sensibilizacdo de eritrocitos empregando soros coletados dos
animais no decorrer do experimento ndo detectaram antigenos livres de B. bovis
circulando no soro dos animais inoculados ou do controle em quaisquer dias pos

inoculacéo (Figura 6).
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Quadro 3 - Meédias da absorvancia oOptica (492nm) em teste de ELISA para
deteccdo de anticorpos anti-Babesia bovis em soro de bovinos
inoculados com amostra BbovUFV1 26% passagem atenuada

Dias pos inoculacéo Media da absorvancia
B0O3 B04 CO2
0 0,701(0,042) 0,626(0,028) 0,670(0,043)
12 0,636(0,005) 0,605(0,001) 0,684(0,009)
37 1,567(0,009) 1,675(0,021) 0,674(0,009)

" Os valores entre parénteses correspondem ao desvio padrdo

“As amostras foram avaliadas em triplicata; o ponto de corte que define o soro
como negativo € 0,763(0,003)

" B03 e BO04, animais inoculados com amostra atenuada BbovUFV1 26°
passagem; C02, animal controle
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Quadro 4 — Resultados dos testes de adesao de eritrocitos de animais inoculados
com amostra atenuada BbovUFV1 26° passagem e animal controle
em células endoteliais de aorta bovina

Meédia de eritrocitos aderidos em 1000 BAECs

Dia pos inoculacgéo BO3 B04 C02
0 2 2 3
2 0 0.5 0
4 3 0 0
6 0 1 2
8 0.5 1.5 0
10 0.5 1.5 0.5
12 2 0 2
14 0.5 1 1
16 0 2 1
18 1 1.5 0
20 0.5 0 0.5
22 15 15 1

" BAECs, células endoteliais de aorta bovina; B0O3 e B04, animais inoculados
com amostra BbovUFV1 26° passagem atenuada; C02, animal controle
As médias foram calculadas entre duplicatas de um mesmo teste
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Figura 5 — Imunofluorescéncia indireta para detec¢do de antigenos de Babesia
bovis em eritrocitos. A, eritrocitos do animal B03 e B, eritrdcitos do
animal B04, 8 e 16 dias po0s inoculacdo, respectivamente; C e D,
eritrocitos do animal C02, 8 e 16 dias pos inoculagéo,
respectivamente. Microscépio de epifluorescéncia, 1000x.
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Figura 6 — Teste de hemaglutinacdo passiva. Colunas 1 e 2, eritrocitos nao
sensibilizados; coluna 3, eritrdcitos sensibilizados com
sobrenadante de cultivo de BbovUVF1 26  passagem:; colunas 4 e 5,
eritrocitos sensibilizados com soro do animal C02, 0 e 16 dias pos
inoculacdo, respectivamente; colunas 6-8, eritrocitos sensibilizados
com soro do animal B03, 0, 8, 16 e 20 dias pds inoculacdo,
respectivamente; colunas 10-11, eritrocitos sensibilizados com soro
do animal B04 0, 8, 16 e 20 dias pds inoculacdo, respectivamente.
Linhas A e B da coluna 1, eritrocitos nao sensibilizados, sem soro;
linhas A e B das demais colunas, 1gG anti-BbovUFV1 1:20; linhas
B e C, soro de animal controle 1:20; linhas E e F, eritrécitos
sensibilizados, sem soro. Coluna 3, linhas A e B, hemaglutinacdo
positiva no teste controle.
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5.4 Experimento com amostra patogénica Jaboticabal 7¢ passagem

No terceiro experimento, um animal esplenectomizado (BO05) foi
inoculado com a amostra patogénica Jaboticabal e outro animal
esplenectomizado (C03) foi mantido como controle. O animal B05 apresentou
aumento de temperatura, queda de volume globular e presenca de eritrocitos
parasitados com merozoitos de B. bovis, sinais atribuidos a babesiose aguda,
entre 8 e 14 dias pos inoculacdo (Quadro 5).

Eritrocitos de BO5 e CO3 foram submetidos a testes de adesdo em BAECs
e células Vero no mesmo esquema dos experimentos anteriores. Nos testes com
BAECs, as médias de eritrocitos aderidos do animal inoculado e do controle
permaneceram constantes (Quadro 6).

A comparacdo das médias de adesdo obtidas com eritrocitos dos dois
animais, a cada dia, por meio de teste t (p<0,05), mostrou que ndo ocorreu
diferenca significativa entre o nimero de eritrocitos do animal BO5 e CO3
aderidos as células endoteliais em quaisquer dias pds inoculacdo (Quadro 6).

Nos testes de adesdo em celulas Vero ndo foi detectada adesdo de
eritrocitos de BO5 ou CO03.

Nos testes de imunofluorescéncia, o animal BO5 apresentou eritrécitos ndo
parasitados reativos a anticorpos anti-B. bovis nas amostras de sangue coletadas
entre os dias 8 e 12 po6s inoculacdo (Figura 7). Testes de hemaglutinacdo
mostraram antigenos do parasita presentes no soro do animal inoculado entre 0s
dias 8 e 12 poés inoculagcdo (Figura 8). As reacbes de fluorescéncia e
hemaglutinacdo, no entanto, s6 eram positivas gquando se empregava SOro
especifico para a amostra Jaboticabal para identificar os antigenos de B. bovis na
superficie do eritrocitos do animal inoculado ou dos eritrécitos sensibilizados. O
uso de IgG anti-BbovUFV1 patogénica ndo proporcionou as mesma reacoes de

fluorescéncia e aglutinacao.
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Quadro 5 - Parametros clinicos e laboratoriais medidos no animal inoculado com amostra patogénica Jaboticabal 7% passagem e
animal controle para detec¢do do desenvolvimento de babesiose aguda

DIAS POS INOCULACAO
Animal Parametro

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22

BO5  PCV (%) 28 26 28 29 23 20 23 20 23 24 24 24

P (%) 0 0 0 0 0 0003 002 0003 O 0 0 0

T (°C) 375 38 375 385 39 41 40 395 385 385 38 38

C03  PCV (%) 28 25 28 25 25 27 27 27 28 27 25 26

P (%) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
T (°C) 33 385 38 385 385 38 375 375 38 385 375 385

“ B05, animal inoculado com amostra Jaboticabal 7% passagem patogénica; C03, animal controle
PCV, volume globular; P, parasitemia; T, temperatura



Quadro 6 — Resultado dos testes de adesdo de eritrocitos do animal inoculado
com amostra patogénica Jaboticabal 7° passagem e de animal
controle em células endoteliais de aorta bovina

Meédia de eritrocitos aderidos em 1000 BAECs

Dia pos inoculacgéo BO5 C03
0 1.5 0
2 0 0.5
4 0.5 0
6 1 0.5
8 0.5 2
10 6 1
12 35 6.5
14 9 5
16 1 1.5
18 2.5 1
20 1 0
22 0.5 0

" BAECs, células endoteliais de aorta bovina; B05, animal inoculado com
amostra Jaboticabal 7% passagem patogénica; C03, animal controle
As médias foram calculadas entre duplicatas de um mesmo teste
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Figura 7 — Imunofluorescéncia para deteccdo de antigenos de Babesia bovis em
eritrocitos. Eritrocitos ndo parasitados de animais inoculados com
amostra patogénica Jaboticabal apresentam fluorescéncia de
superficie, indicativa da presenca de antigenos de B. bovis na
membrana plasmatica (setas). A e B, eritrocitos de animal BO5, 8 e 12
dias pos inoculacdo, respectivamente; C e D, eritrocitos do C03, 8 e
12 dias pos inoculagéo, respectivamente.
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Figura 8 — Teste de hemaglutinacdo passiva. Em todas as placas, colunas 1 e 2,

eritrocitos ndo sensibilizados; coluna 3, eritrocitos sensibilizados
com sobrenadante de cultivo de BbovUVF1 7° passagem; coluna 4,
eritrocitos sensibilizados com soro de animal controle; colunas 5-10,
eritrocitos sensibilizados com soros coletados nos dias 0, 4, 8, 12, 16
e 20 pds inoculacdo, dos animais B05 (placa A), C03 (placa B). Em
todas as placas, linhas A e B da coluna 1, eritrécitos ndo
sensibilizados, sem soro; linhas A e B da coluna 2, 1gG anti-
BbovUFV1 1:20; linhas A e B das demais colunas, soro anti amostra
Jaboticabal; linhas B e C, soro de animal controle 1:20; linhas E e F,
eritrocitos sensibilizados, sem soro. Em todas as placas, coluna 3,
linhas A e B, hemaglutinagdo positiva nos testes controle. Placa B,
colunas 8 e 9, linhas A e B, hemaglutinacdo positiva indica presenga
de exoantigenos de B. bovis nos soros do animal B05 entre 8 e 12
dias pds inoculacéo.
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6. DISCUSSAO

As células isoladas de aortas bovinas, para aplicacdo em testes de adesao
eritrocitaria, foram definidas como endoteliais de acordo com as caracteristicas
morfoldgicas descritas por SPANEL-BOROWSKI & FENYVES (1994):
formacédo de uma monocamada epitelial pavimentosa, com células poligonais.

Segundo BOOYSE et al. (1975) e SCHWARTZ (1978), o principal tipo
celular contaminante em cultivos primarios de células endoteliais de aorta séo
células musculares lisas. As células musculares crescem em camadas
sobrepostas, sdo multinucleadas e podem ser facilmente distinguidas das celulas
endoteliais. Este tipo de célula ndo foi detectado nos exames de microscopia
Optica realizados nos cultivos primarios de células endoteliais estabelecidos.

A taxa de multiplicacdo das células musculares lisas em cultivo é mais alta
que a das células endoteliais. Assim, colénias de células musculares
contaminantes poderiam, apds certo tempo, crescer ao ponto de predominar sobre
a populacédo de células endoteliais. Para evitar que eventuais coldnias de células
musculares ndo detectadas pelo exame microscopico proliferassem em excesso,
os cultivos de células endoteliais eram submetidos ao minimo de repiques

possiveis, nunca ultrapassando 13 passagens.
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As células endoteliais podem reduzir a expressao de moléculas de
superficie como ICAM 1, VCAM 1, Trombospondina, CD36, entre outras,
quando mantidas em cultivo. Se estas moléculas forem as responsaveis pela
citoaderéncia, entdo, a modulacdo das mesmas poderia interferir no resultado dos
testes de adesdo. Resultados negativos dos testes de adesdo eritrocitaria poderiam
decorrer da incapacidade das células endoteliais empregadas em sustentar a
adesdo, e ndo da auséncia da indugdo de mecanismos de adesdo pelas amostras de
Babesia bovis testadas. Para evitar este desvio, 0s testes de adesdao nos
experimentos com as trés diferentes amostras de B. bovis foram realizados com
células endoteliais entre a 10% e a 13% passagens.

Os testes de adesdo “in vitro” aplicados neste trabalho demonstraram o
aumento da adesdo, em células endoteliais, de eritrécitos ndo parasitados de
animais inoculados com uma amostra patogénica de Babesia bovis BbovUFV1 7°
passagem.

A adesdo de eritrécitos ndo parasitados observada pode ter resultado da
modificacdo da superficie destas células por antigenos de B. bovis adsorvidos do
plasma que se ligariam a receptores especificos presentes na superficie de células
endoteliais. A medida em que o parasita replicaria no organismo dos animais
inoculados, aumentaria a producdo e liberacdo destes antigenos no plasma, de
maneira que ocorreria a alteracdo de um namero grande suficiente de eritrocitos
para afetar os resultados da adesdo “in vitro”.

De fato, pelo resultado dos testes de hemaglutinacéo, ficou demonstrada a
presenca de antigenos livres de B. bovis em amostras de soro tomadas dos
animais a partir de 12 dias apdés a inoculacdo com BbovUFV1 patogénica,
coincidindo com o desenvolvimento de parasitemia. Paralelamente,
imunofluorescéncias indiretas em esfregacos de sangue periférico dos animais
inoculados detectaram a presenca de eritrocitos ndo parasitados reativos a
anticorpos anti-BbovUFV1. Nota-se que o mesmo anticorpo utilizado para
aglutinar os eritrdcitos sensibilizados com antigenos de BbovUFV1 identificou
0s eritrocitos ndo parasitados em testes de imunofluorescéncia, o que reforga a

idéia de que antigenos livres de B. bovis podem se ligar a superficie eritrocitaria.
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Ao mesmo tempo em que os antigenos livres de BbovUFV1 foram
detectados no soro e eritrécitos ndo parasitados portando antigenos de
BbovUFV1 foram observados no sangue periférico dos animais inoculados,
houve desenvolvimento de adesdo eritrocitaria “in vitro”. Esta correlacao
reafirma a hipdtese de que a adesdo pode ter sido causada pelos antigenos de B.
bovis adsorvidos na superficie eritrocitaria.

No plasma de um animal em fase aguda de babesiose, séo encontradas
proteinas liberadas das hemacias parasitadas e que podem ser separadas em dois
grandes grupos, a saber, 0s exoantigenos e proteinas de lise eritrocitaria. RISTIC
& KAKOMA (1988) definem como exoantigenos, todas as proteinas liberadas
pela B. bovis no plasma ou no sobrenadante de cultivo durante seu
desenvolvimento dentro da célula hospedeira. Sdo diferentes das proteinas de lise
liberadas apenas quando ha ruptura da hemécia pelos merozoitos emergentes.
Segundo GOODGER (1973 e 1976) e GOODGER et al. (1981), os exoantigenos
de B. bovis constituem um grupo heterogéneo de proteinas que sdo dificeis de
fracionar e separar das proteinas plasmaticas. Muitas delas estdo associadas em
complexos com proteinas liberadas na fase aguda da infeccdo como
haptoglobina, hemoglobina e fibrina ou com anticorpos, especialmente IgM. Os
exoantigenos tém alta afinidade pela superficie eritrocitaria, o que ficou
comprovado com experimentos que envolviam inoculacdo dessas proteinas em
animais imunocompetentes livres de B. bovis. Observou-se que, nestes casos, 0s
animais inoculados desenvolviam anemia transitdria, que era mediada, em parte,
pela retirada de eritrocitos sensibilizados pelos exoantigenos por meio de
fagocitose realizada por células do sistema monocitico fagocitario.

Os exoantigenos também foram identificados em sobrenadantes de cultivo
de B. bovis. Eles foram caracterizados nos trabalhos de SMITH et al. (1981),
MONTENEGRO-JAMES et al. (1983 e 1987) e MONTEALEGRE et al. (1987).
Estes estudos mostraram que 0s exoantigenos de cultivo séo 3 proteinas distintas,
cujo peso molecular varia de 37 a 40 kDa e cada uma delas tem uma origem
diferente na célula parasitada. O primeiro esta ligado a membrana do eritrécito, o

segundo € encontrado no citoplasma da célula hospedeira e o terceiro esta
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diretamente associado ao parasita, na capa protéica do merozoito livre. Os
exoantigenos de cultivo tém alta afinidade pela superficie eritrocitaria, como 0s
exoantigenos identificados no plasma.

E possivel que as células endoteliais de aorta bovina expressem algum
receptor que possa reconhecer tais exoantigenos nos eritrocitos sensibilizados e
mediar a adesdo. A ocorréncia de adesdo de eritrocitos ndo parasitados dos
animais inoculados em células endoteliais de aorta bovina ndo acompanhada de
adesdo concomitante em células Vero € indicativo de que exoantigenos de B.
bovis presentes nos eritrocitos estabeleceriam interacBes especificas com
receptores presentes apenas em células endoteliais bovinas. A natureza do(s)
exoantigeno(s) e do(s) receptor(es) que possa(m) ter participado da adesdo das
hemacias ndo parasitadas permanece a ser definida.

Antigenos retidos no “pool” protéico citoplasmatico ou na membrana da
hemacia também sdo liberados no plasma, no evento de ruptura das hemacias
para saida de merozoitos. Entre essas proteinas esta VESA 1, hoje apontada
como o principal mediador de adesdo de eritrécitos parasitados por B. bovis em
células endoteliais.

Em experimentos seqienciais, ALLRED et al. (1993 e 1994) e
O’CONNOR et al. (1997) e O'CONNOR & ALLRED (2000) demonstraram que
essa proteina é sintetizada pelos merozoitos de B. bovis e inserida nas projecoes
espiculares de membrana do eritrécito parasitado. Apesar de ndo esclarecerem os
mecanismos de transporte e insercdo da mesma na bicamada lipidica, 0s
pesquisadores descartaram a possibilidade de VESA 1 ser secretado e adsorvido
inespecificamente na superficie de células. Em primeiro lugar, testes de
imunofluorescéncia com eritrécitos de cultivo de B. bovis, onde foram
empregados anticorpos especificos para VESA 1 demonstraram a presenca da
molécula exclusivamente nas células parasitadas. O tratamento das células com
tampdes de baixo pH, que poderia retirar materiais fracamente ligados a
superficie celular, ndo diminuiu a fluorescéncia das células parasitadas,
demonstrando que VESA 1 estd inserida no bicamada lipidica ou ancorada

fortemente em ligacGes com fosfatidilinositol. Por ultimo, tentativas deliberadas
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de adsorver VESA 1 na superficie de eritrocitos normais com dois métodos
distintos falharam. Assim, a principio VESA 1 ndo parece ser um ligante capaz
de mediar adesdo de eritrocitos ndo parasitados.

Porém ¢é preciso lembrar que a purificacdo e caracterizacdo de VESA 1 se
deu em eritrocitos cultivados “in vitro”. Nao se sabe como esta molécula se
comportaria “in vivo”, se pode sofrer ligagdo a componentes plasmaticos ou a
proteinas de fase aguda, como ocorre com 0s exoantigenos. Interacdes deste tipo
podem alterar as propriedades quimicas da molécula, tornando-a citofilica. Por
outro lado, proteinas como fibrina e fibrinogénio, liberadas na babesiose aguda,
poderiam se ligar a VESA 1 e ancora-la na superficie dos eritrdcitos.

Outro mecanismo possivel para a associacdo de VESA 1 com a superficie
de eritrocitos ndo parasitados € através da sua transferéncia entre membranas de
eritrocitos ligada a ancoras de fosfatidilinositol. Num eritrocito parasitado, VESA
1 seria conjugada com o fosfatidilinositol que, através da insercdo de sua cauda
hidrofébica na bicamada lipidica, fixaria VESA 1 na superficie da membrana.
Com a ruptura da hemécia, o complexo VESA 1/fosfatidilinositol seria liberado
no plasma e poderia ser incorporado na bicamada lipidica da membrana de um
eritrocito ndo parasitado via cauda hidrofébica do fosfatidil.

SCHOFIELD et al. (1996) citam exemplos de infecBes parasitarias em que
ocorrem transferéncia de proteinas associadas ao fosfatidilinositol entre os
parasitas e células do hospedeiro “in vivo”. Por exemplo, a glicoproteina variante
de superficie do Trypanossoma brucei associada ao fosfatidilinositol intacto pode
ser transferida dos parasitas para os eritrocitos e fator acelerador do decaimento
funcional (DAF) humano pode ser transferido dos eritrdcitos para o0s
trypanossomas. Nas infec¢des pelo Plasmodium falciparum também parece haver
liberacdo, a partir de eritrocitos parasitados, de glicofosfatidilinositol que se
associa a membrana de células endoteliais e de macrofagos.

Os estudos voltados para a caracterizacdo da estrutura de VESA 1
realizados por O’CONNOR et al. (1997) nao definiram se esta proteina se liga ao
fosfatidilinositol. Se isto acontece, é possivel entdo que VESA 1 possa ser

transferida entre eritrécitos. Desta maneira, um eritrécito ndo parasitado poderia
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ser “marcado” com VESA 1 e adquirir um fenétipo adesivo. A ocorréncia de um
mecanismo como este merece posterior confirmacao.

Um outro mecanismo que pode ter contribuido para a adesdo seria a
ativacdo do sistema de coagulacdo por esterases liberadas pela B. bovis durante a
fase aguda da doenca. Segundo WRIGHT et al. (1988 e 1989), este fator facilita
0 desenvolvimento de adesdo por desencadear a producdo de mondmeros
solveis de fibrina que tém afinidade pela superficie das hemacias. A fibrina
pode se ligar a trombospondina na superficie de células endoteliais, e portanto,
promover a adesdo eritrocitaria. E possivel que a ativacdo da coagulacio tenha
contribuido para o desenvolvimento da adesdo observada “in vitro”, visto que os
animais inoculados com a BbovUFV1 7 passagem patogénica desenvolveram
babesiose aguda.

Existem poucas evidéncias experimentais que confirmem esta hipotese.
PARRODI et al. (1989) observaram que eritrocitos parasitados e nao parasitados
de animais inoculados com amostra patogénica de B. bovis aderiam em
superficies plasticas tratadas com trombospondina, mas ndo definiram qual a
molécula da superficie eritrocitaria atuava como ligante. Em um estudo de
microscopia eletrénica do seqlestro de eritrocitos em capilares cerebrais de
animais inoculados com amostras patogénicas de B. bovis, WRIGHT (1972)
descreveu a formacéo de filamentos de fibrina que ligavam eritrocitos parasitados
e ndo parasitados entre si e ao endotélio.

Em estudos anteriores realizados com este mesmo modelo de adesdo de
eritrocitos em celulas endoteliais de aorta, KILGER (1999) e PATARROYO et
al. (1999) também observaram adesdo de eritrécitos de animais inoculados com
B. bovis, sendo que uma pequena porcentagem dos eritrocitos aderidos (<10%)
estavam parasitados. Isto contrasta com os trabalhos O’CONNOR et al. (1999)
que, usando células endoteliais de cérebro bovino, observaram que a totalidade
dos eritrocitos aderidos estavam parasitados com trofozoitos de B. bovis.

Algumas diferencas de metodologia entre esses modelos podem explicar a
diferenga nos resultados finais. Em primeiro lugar, grupo de O’Connor usou

eritrocitos de cultivos “in vitro” de B. bovis com alta concentracdo de eritrocitos
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parasitados (2-5%). No modelo presente, os eritrocitos foram obtidos de sangue
periférico de animais inoculados, onde as maiores parasitemias ndo ultrapassaram
0,17%. A reducdo da porcentagem de células parasitadas introduzidas no teste,
diminui a probabilidade de adeséo das mesmas.

Nos cultivos existe um grande namero de eritrocitos parasitados por
trofozoitos e alterados com antigenos de B. bovis inseridos na membrana
plasmatica. Ao contrario do que ocorre na circulacdo, onde células parasitadas
sdo, em sua maioria, eritrécitos recém invadidos por merozoitos e que ainda nédo
sofreram as modificacbes de superficie que poderiam levar a adesdo. Os
eritrocitos parasitados com trofozoitos ficam retidos na microcirculacéo, aderidos
a células endoteliais, ou entdo sdo fagocitados pelo sistema mononuclear de
defesa. Assim, além de menor concentracdo de células parasitadas na circulacéo
dos animais inoculados, a proporcdo de células parasitadas capazes de aderir é
menor. Este fator pode ter dificultado a deteccdo de células parasitadas aderidas
nos testes “in vitro”.

O’CONNOR et al. (1999) empregaram amostras clonadas de B. bovis
mantidas em cultivo “in vitro”, nas quais a populag¢do de parasitas deriva de uma
sO celula parental. Nestas condicdes, os individuos desta populacdo apresentam o
mesmo fendtipo e capacidade de adesdo. As amostras empregadas no presente
estudo sdo derivadas de isolados de campo e, portanto, heterogéneas em sua
constituicdo. Dentro deste isolado, provavelmente ha subpopulacdes de parasitas
expressando um fendtipo adesivo nas hemacias, enquanto que outras
subpopulacdes ndo tém este fenotipo. Esta heterogeneidade aumenta a
probabilidade de se encontrar eritrécitos circulantes que, mesmo estando
parasitados, ndo tém capacidade de aderir.

Observa-se pelas micrografias apresentadas na Figura 3 que os eritrocitos
aderidos as células endoteliais sofriam uma reducdo (ndo quantificada) em
relacdo ao seu volume normal (provavelmente devido as lavagens em tampdes
empregados nos testes), além de formar aglomerados. Isto dificultou a
focalizacdo do conteddo dos eritrocitos e diferenciagdo de parasitas em seu

interior. Dessa forma, a auséncia de eritrocitos parasitados nos testes de adesdo
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realizados no presente experimento pode ser atribuida principalmente a forma
como tais testes foram delineados e executados, criando situagfes que néo
favoreceram a adesdo de eritrocitos parasitados ou dificultaram a sua
visualizacéo entre os eritrocitos ndo parasitados.

Animais inoculados com amostra atenuada BbovUFV1 26% passagem ndo
desenvolveram adesao de eritrocitos em células endoteliais de aorta “in vitro”,
em oposto ao que foi observado no experimento com a amostra patogénica de
mesma origem. Em modelos de adesdo semelhantes ao do presente trabalho,
empregando amostras atenuadas de B. bovis, KILGER (1999) e PATARROYO
et al. (1999) também néo observaram adesao eritrocitaria.

Uma hipotese levantada para tentar explicar estes achados é que a amostra
atenuada ndo seria capaz de sintetizar proteinas de adesdo, ou ainda, produziria
proteinas de adesdo com baixa afinidade por receptores endoteliais. A amostra
atenuada também ndo ativaria a coagulacdo e ndo levaria a liberacéo de produtos,
tais como a fibrina, que facilitariam a adesdo. A alteracdo de todos os
mecanismos de adesdo seria resultante do préprio processo de atenuacdo da
amostra.

Outra possibilidade é que a amostra atenuada poderia ativar estes
mecanismos de adesdo porém, como os animais inoculados possuiam baco “in
situ”, puderam desenvolver uma resposta eficiente de controle da infeccédo, nédo
permitindo que o parasita proliferasse a uma carga suficiente para provocar
alteracdes significativas.

Segundo RISTIC & KAKOMA (1988), o processo de atenuacdo consiste
na selecdo de subpopulagbes ndo patogénicas dentro de uma amostra heterogénea
de B. bovis. A patogenicidade de uma amostra estd associada a muitos fatores,
como a sua capacidade de produzir adesdo eritrocitaria, que &€ um dos
mecanismos fisiopatoldgicos determinantes de muitas das lesGes observadas na
babesiose. Assim, a selecdo de populacdes ndo patogénicas poderia ser resultado
de selecdo de populacdes ndo adesivas. A atenuacdo pode ser induzida na préatica
por passagens sucessivas de uma amostra de B. bovis em animais

esplenectomizados. N&o se conhece o mecanismo exato deste processo de
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atenuacdo, sendo que numero de passagens que leva a mesma é variavel entre as
amostras de B. bovis e é definido empiricamente.

Acredita-se que a atenuacdo é resultante da imposicdo de uma pressédo
seletiva sobre a populacdo de parasitas. Num animal com o baco intacto, esta
pressdo € exercida pelo sistema reticulo-endotelial esplénico, que fagocita e
elimina o agente ou as células parasitadas pelo mesmo (RISTIC & KAKOMA,
1988). As subpopulacdes que desenvolvem um fendtipo adesivo sédo
positivamente selecionadas na medida em que elas podem escapar da resposta
fagocitaria, ao permanecerem retidas na microcirculacdo. Num animal
esplenectomizado, a pressdo de selecdo que o organismo hospedeiro impGe sobre
a populacdo de parasitas € diminuida, de modo que as subpopulacdes com
feno6tipo ndo adesivo podem proliferar. Um ndmero alto de passagens de uma
amostra de B. bovis em animais esplenectomizados pode levar a predominancia
das subpopulacdes ndo adesivas. Tais subpopulagdes ndo sintetizariam antigenos
capazes de induzir a adesdo ou, por outro lado, produziriam formas ndo adesivas
dos mesmos antigenos expressos pela populacdo capaz de causar citoaderéncia.

Os achados de KILGER (1999) corroboram esta teoria. Em seus estudos,
ficou demonstrado que o aumento do numero de passagens de uma amostra de B.
bovis em animais esplenectomizados diminuia sua capacidade de induzir adeséo
de eritrdcitos “in vitro™.

E possivel que, no processo de atenuacio, a diminuicdo da capacidade de
adesdo seja resultado da predominancia das subpopulacdes que expressam as
formas nao adesivas de VESA 1. O’CONNOR & ALLRED (2000)
demonstraram que dentro de uma populacdo de B. bovis havia diferentes
subpopulacdes expressando isoformas distintas do antigeno VESA 1. Por causa
disso, cada subpopulacdo apresentava uma capacidade variada de adesdo em
células endoteliais de cérebro bovino.

Isto seria muito semelhante ao que foi demonstrado por BIGGS et al.
(1992) em infecgdes pelo P. falciparum, em humanos. Segundo estes
pesquisadores, a patogenicidade de uma amostra de P. falciparum depende da

sua capacidade de provocar retencdo de eritrocitos no sistema nervoso central. As
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amostras patogénicas de P. falciparum seriam aquelas em cuja populacéo
predominam individuos com PfEMP1 de alta afinidade pelo endotélio venular
cerebral, enguanto que amostras atenuadas de P. falciparum expressariam
PfEMP1 de baixa afinidade.

A0 mesmo tempo em que os testes de adesdo com amostras de sangue dos
animais inoculados com BbovUFV1 atenuada ndo demonstraram eritrocitos
aderidos, também ndo foram detectados exoantigenos de B. bovis no soro nem a
presenca de eritrocitos ndo parasitados portando antigenos do agente nas
amostras de sangue periférico. Estes resultados indicam, a principio, que a
atenuacdo da amostra induziu a perda da capacidade de sintese de exoantigenos
capazes de causar adeséo.

No entanto, como mostrado na Figura 6, os ensaios de sensibilizacdo de
eritrocitos mostraram que 0s exoantigenos estavam presentes no sobrenadante de
cultivo de BbovUFV1 atenuada, o que atesta a capacidade de sintese de
exoantigenos da amostra. Assim, a auséncia de adesdo de eritrocitos nao
parasitados poderia ser devida ao fato de que os exoantigenos sintetizados néo
teriam afinidade por receptores de BAECs e, mesmo que viessem a sensibilizar
eritrocitos ndo parasitados, ndo ocorreria adesao.

Segundo WRIGHT et al. (1981), a atenuacdo das amostras de B. bovis
também é resultante da diminuicdo da producdo de esterases ativadoras dos
sistemas calicreina/cininas e coagulacdo, por predominio de individuos que néo
sintetizam aquelas enzimas dentro da populacdo. Assim, os efeitos de estase
sangliinea e disturbios de coagulacdo que geram lesbes teciduais ndo sao
observados nas infec¢cdes com amostras atenuadas. Da mesma forma, a producéo
de mondmeros sollveis de fibrina e a sua participacdo no processo de adesdo
também ndo se desenvolve.

O fato dos animais inoculados com a amostra BbovUFV1 atenuada néo
terem desenvolvido sinais de babesiose aguda ¢ um indicativo de que ndo houve
desencadeamento de uma resposta inflamatoria generalizada associada a

mediadores liberados pelo parasita. Assim sendo, acredita-se que a inoculacéo
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ndo culminou com a ativacdo de eventos de coagulacdo que pudessem
desencadear adeséo.

Por outro lado, a adesdo pode néo ter se desenvolvido porgue os animais
inoculados com a amostra atenuada BbovUFV1 tinham o baco intacto, podendo
desenvolver uma resposta imune que controlasse a proliferacdo da babesia e,
conseqiientemente, a liberacdo de antigenos em quantidade. Mesmo que dentro
da amostra atenuada houvessem individuos expressando antigenos capazes de
induzir a adesdo e que estes antigenos viessem a sensibilizar eritrocitos, a
probabilidade da adesdo se desenvolver “in vitro” seria pequena, visto que
quaisquer eritrocitos circulantes que fossem marcados com antigenos do parasita
seriam reconhecidos e eliminados pelo sistema reticulo-endotelial do bago. O
controle da carga parasitaria também impediria a liberagdo de enzimas esterases
capazes de ativar eventos de coagulacdo que facilitam a adesdo. A inoculacdo da
amostra BbovUFV1 26% passagem atenuada em animais esplenectomizados e
realizacdo de novos testes de adesdo podera esclarecer esta questao.

A inoculacdo da amostra Jaboticabal 7% passagem patogénica em animal
esplenectomizado levou ao desenvolvimento de sinais de babesiose aguda,
presenca de hemacias ndo parasitadas marcadas com antigenos de B. bovis em
sua circulacdo e niveis transitorios de antigenos livres de B. bovis entre 8 e 14
dias apds a inoculacdo. A despeito disso, ndo foi observada a adesdo de
eritrocitos em BAECs “in vitro”.

Foi hipotetizado no experimento com a amostra patogénica BbovUFV1
que a presenca de antigenos do parasita no plasma, entre eles VESA 1, pudesse
levar a marcacdo de eritrocitos ndo parasitados e, com isso, produzir adesdo dos
mesmos. Por outro lado, esta adesdo poderia ser potencializada pelo
desencadeamento da cascata de coagulacdo na fase aguda da doenga, com
liberagdo de fibrina capaz de servir de “ponte” entre 0s eritrocitos e o endotélio.
Esperava-se, a principio, que a mesma correlacao atuasse na patologia da doenca
causada pela amostra Jaboticabal, o que ndo aconteceu.

Acredita-se que essa diferenca marcante com a amostra patogénica

BbovUFV1 possa ser atribuida, em parte, a diferencas antigénicas entre estes
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dois isolados de origens geogréaficas diversas (a amostra BbovUFV1 patogénica
foi isolada na regido de Vigosa-MG e amostra Jaboticabal no estado do Rio
Grande do Sul).

A adesdo resulta da interacdo entre antigenos de B. bovis na superficie dos
eritrocitos e receptores endoteliais complementares. Variacbes na composicao de
aminoacidos e estrutura dos antigenos podem alterar a afinidade de ligagdo com
receptores expressos nas células endoteliais. Assim, mesmo que amostras
diferentes de B. bovis sejam capazes de produzir a sensibilizacdo de hemacias
com antigenos, apenas havera adesdo se estes antigenos apresentarem afinidade
pelos receptores endoteliais, 0 que parece ser o caso dos antigenos da BbovUFV1
patogénica e ndo da amostra Jaboticabal.

De fato, ha indicios de que os antigenos detectados nas hemacias nédo
parasitadas dos dois isolados sdo variantes, visto que nos testes de
imunofluorescéncia e hemaglutinagé@o ndo foi observada reacéo cruzada com soro
ou lgG especifico de cada amostra.

A proteina VESA 1 é o antigeno de B. bovis que apresenta a variagdo mais
marcante entre os isolados como demonstrado por ALLRED et al. (1994).
Também ficou demonstrado que dependendo da isoforma de VESA 1
expressada, clones de B. bovis possuiam ou ndo a capacidade de aderir em
células endoteliais de cérebro bovino (O’CONNOR & ALLRED, 2000). De
maneira similar, a molécula de adesdo PfEMP1 do P. falciparum, apresenta
variacdo na sua por¢do extracitoplasmatica, nos dominios responsaveis pela
ligacdo aos receptores endoteliais. Esta variacdo, demonstrada por SU et al.
(1995) afeta a capacidade de inducédo de adeséo pelo P. falciparum.

Se VESA 1 é mediador da adesdo dos eritrocitos ndo parasitados no
modelo aqui apresentado, entdo a variacdo nesta proteina entre as amostra
BbovUFV1 e Jaboticabal pode ser a causa da diferenca nos resultados dos testes
de adesdo.

Os animais inoculados com a amostra Jaboticabal apresentaram um
quadro de babesiose aguda que é condizente com a ativacdo de vias inflamatérias

anteriormente descritas e que poderiam desencadear mecanismos ‘“‘secundarios”
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de adesdo (via fibrina, por exemplo). Assim, era esperado que estes animais
tivessem niveis de adesdo que, mesmo menores, fossem comparaveis aos
observados nos testes com a amostra BbovUFV1 7% passagem patogénica - o que
ndo foi constatado.

Neste caso, € necessario comparar 0 grau de patogenicidade das duas
amostras citadas. A amostra BbovUFV1 7% passagem causou um quadro clinico
mais grave, com alteracdes mais pronunciadas de temperatura, volume globular e
parasitemia que a amostra Jaboticabal, levando os dois animais inoculados (BO1
e B02) a ébito. O animal inoculado com a amostra Jaboticabal (B05) apresentou
uma forma benigna de babesiose, que foi controlada a partir de 14 dias pos
infeccdo. E correto inferir destas informacbes que a amostra Jaboticabal ndo
provocou ativacdo acentuada dos sistemas calicreina/bradicinina e de coagulacéo
e ndo levou a liberacdo de fibrinogénio ou fibrina suficiente para provocar
sensibilizacao e adesdo eritrocitaria detectavel “in vitro™.

O sequestro de eritrécitos ndo parasitados na microcirculacdo sempre foi
descrito como consequéncia da estase sanglinea, da agregacdo dos eritrocitos
ndo parasitados em torno dos eritrécitos parasitados e da ativacdo da coagulacao.
Seria, na verdade, um “empacotamento” dos eritrocitos, impedidos de fluir pelos
vasos. Evidéncias deste trabalho e de outros anteriormente realizados por
KILGER (1999) e PATARROYO et al. (1999) mostram que pode haver
mecanismos especificos de ligacdo dos eritrocitos ndo parasitados com a célula
endotelial, via antigenos adsorvidos pelos eritrocitos. Se esses mecanismos se
reproduzem “in vivo” ¢ uma questao que merece posterior esclarecimento.

A retencdo de eritrocitos ndo parasitados na microcirculacdo facilita a
proliferacdo da B. bovis nos tecidos e escape da resposta imunologica pelo
parasita. Com 0s eritrocitos justapostos, 0S merozoitos podem se transferir
diretamente de uma célula a outra, escapando da fagocitose ou opsonizacdo por
anticorpos. Desenvolvimento de mecanismos que aumentem a retencdo de
hemacias favorecem a sobrevivéncia do parasita. Nesse contexto, é provavel que
a B. bovis utilize a adesdo de eritrocitos ndo parasitados como um mecanismo

para escapar da resposta imune do hospedeiro.
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7. CONCLUSOES

- Infeccdes com a amostra patogénica de Babesia bovis BbovUFV1 72
passagem levam ao desenvolvimento de adesdo “in vitro” de eritrocitos em
células endoteliais de aorta bovina.

- O processo de atenuacdo de uma amostra de B. bovis por passagens
sucessivas em animais esplenectomizados leva a selecdo, dentro de uma
populacdo heterogénea de parasitas, das subpopulacdes de fendtipo nao
adesivo.

- Amostras patogénicas diferentes possuem capacidade variada de produzir

adesdo de eritrocitos nao parasitados em células endoteliais.

7.1 Perspectivas futuras

Algumas modificagdes podem ser introduzidas no modelo com intuito de
aprimorar o estudo do processo de adesdo eritrocitaria. O uso de eritrocitos de
cultivo de sangue periférico permitiria a obtencdo de um maior nimero de
eritrocitos parasitados com formas maduras de Babesia bovis para se introduzir

nos testes de adesdo. Ao mesmo tempo, poderiam-se empregar outras linhagens
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de células endoteliais, tais como células de microcirculacdo cerebral e pulmonar.
Estas modificagdes simulariam com mais precisdo os eventos de adesdo “in
Vivo”.

Para se definir a natureza dos antigenos de B. bovis causadores de adeséo
de eritrécitos pode-se desenvolver adaptacBes nas técnicas de adesdo “in vitro”.
Por exemplo, pode-se incubar os eritrécitos dos animais inoculados ou eritrocitos
de cultivo com anticorpos contra antigenos definidos de B. bovis e verificar se a
presenca dos mesmos interfere no desenvolvimento de adesdo. Para identificar os
ligantes do endotélio, pode-se empregar testes de adesdo com bloqueio de
moléculas de adesdo endoteliais, como ICAM-1, VCAM-1 e Trombospondina.

Identificados os mediadores de adesdo “in vitro” pode-Se testar a atuacédo
dos mesmos “in vivo”, mediante analises histopatologicas dos tecidos que
apresentam retencdo de hemécias durante as infegcbes com B. bovis. O uso de
anticorpos contra antigenos de B. bovis ou moléculas de adesdo endoteliais em
testes de imunohistoquimica permite comparar a expressdo de receptores
endoteliais entre animais inoculados e ndo inoculados com B. bovis e relacionar
a presenca destas proteinas com o desenvolvimento local de adesdo eritrocitaria.

A partir da identificacdo das moléculas de adesdo, pode-se dar inicio a
uma nova etapa do estudo, na qual estas moléculas serdo purificadas e
caracterizadas quimicamente. Entdo, pode-se testar o potencial destas proteinas
como imundgenos capazes de induzir a producdo de anticorpos blogueadores que
impediriam o processo de adesao “in vivo”. Uma vacina com estas caracteristicas
seria uma ferramenta importante para prevencdo do desenvolvimento da

babesiose aguda e da mortalidade por ela causada.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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