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

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

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

TERMOS DE INDEXAGAO: Histoquimica, bovinos, babesiose, Babesia
bovis, Azul de Metileno, Azul de Toluidina, doengas de bovinos,
tristeza parasitaria bovina, parasitoses.

INTRODUCAO

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

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

O diagnostico clinico de babesiose pode ser feito a
partir dos sinais clinicos aliados a observacdo de parasitos
intraeritrocitarios em esfregacos sanguineos (Callow & McGavin
1963, Patarroyo etal. 1982, Sanches et al. 2000, Fighera 2001,
Rodrigues et al. 2005, Almeida et al. 2006, Costa etal. 2011).
Ja a demonstragao do parasito em animais mortos pode ser
feita pelo exame de esfregacos de sangue periférico (quando a
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morte for recente) e tecidos como encéfalo, rins, coragio, bago
e figado (Callow & McGavin 1963). Os esfregacos podem ser
corados com Giemsa (Callow & McGavin 1963, Patarroyo etal.
1982, Kessler et al. 1983, OIE 2010) ou panético rapido
(Rodrigues etal. 2005, Fighera & Graga 2010). Entretanto, tal
técnica sé pode ser realizada em tecidos frescos. Porém, com
frequéncia, os 6rgaos remetidos aos laboratérios de patologia
estao fixados em formol.

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

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

MATERIAL E METODOS

Para este estudo, foram revisados os protocolos de necropsias dos
arquivos do Laboratério de Patologia Veterinaria (LPV) da Universidade
Federal de Santa Maria (UFSM), no periodo de 2010 a 2016, dos quais
foram selecionados 12 casos de babesiose cerebral (grupo A) e 38 casos
sugestivos de TPB (grupo B), totalizando 50 bovinos.

As necropsias foram realizadas pela equipe do LPV-UFSM ou por
veterinarios de campo. Foram coletadas dos protocolos informagdes
como sexo, racga, idade, sinais clinicos, realizagio e tipo de tratamento,
época do ano, lesdes macroscopicas e microscopicas. Os 12 casos
de babesiose cerebral foram selecionados pela alteracdo encefalica
caracteristica da doenga, isto é, a coloragio réseo-cereja da substancia
cinzenta e foram utilizados como controles positivos para esta infecgdo.
Para os demais 38 casos deste estudo, os critérios de inclusido foram
o histérico clinico e/ou lesdes macroscépicas e/ou microscopicas
descritas nos protocolos e sugestivas de babesiose/TPB, porém sem
a coloragdo réseo-cereja encefalica.

Os espécimes haviam sido fixados em formol a 10% e processados
rotineiramente para histopatologia. Os fragmentos de encéfalo, rim,
figado e bago foram selecionados para andlise conforme indicagdo
da literatura (Patarroyo et al. 1982, De Vos & Potgieter 1994).
Numa primeira etapa, os encéfalos incluidos em parafina, provenientes
dos 12 casos de babesiose cerebral, foram cortados em se¢es de 3pum
e corados pela hematoxilina e eosina (HE), para avaliagdo da presenca
de organismos intraeritrocitarios; e pelas técnicas histoquimicas de
Azul Alciano (AA), Azul de Metileno (AM), Azul de Toluidina (AT),
Giemsa, Gram (método de McCallum-Goodpasture), Grocott, Acido
Periddico de Schiff (PAS) e Ziehl-Neelsen (ZN), na busca de protozoarios
intraeritrocitarios. As técnicas de Giemsa, Grocott, PAS e ZN foram
realizadas com base nos seus respectivos kits comerciais (EasyPath®).
Enquanto que as demais técnicas (AA e Gram) foram realizadas
conforme Behmer et al. (1976) e Culling et al. (1985). As coloragdes
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AM e AT foram adaptadas de Behmer et al. (1976) e constituiram-se
de desparafinizacdo, desidratagdo, exposi¢do ao corante por dois
minutos e lavagem em agua corrente por um minuto para AM e agua
destilada para AT, seguido de desidratacdo, clarificacdo e montagem.

Apés todas estas coloragdes especiais serem realizadas nos
casos do grupo A, avaliaram-se as laminas, e apenas as técnicas
que evidenciaram os protozodrios intraeritrocitarios de maneira
satisfatdria, foram selecionadas e aplicadas nos demais 6rgdos
do grupo A e nos 38 casos suspeitos de babesiose/TPB do grupo
B, com a finalidade de detectar casos com infec¢do por Babesia bovis.
A morfologia de B. bovis, observada nos casos do grupo 4, incluiu os
critérios descritos na literatura: estruturas pequenas, redondas ou
piriformes, com dimensdes entre 1,5 e 2,4um (Gardiner et al. 1998).
Foram considerados como diagndsticos diferenciais as infecgdes por
B. bigemina (organismo grande com 2,5 a4,5pm, arredondado, piriforme
arranjado em angulo agudo) e por Anaplasma marginale (um ponto
escuro, bem corado medindo 0,1 a 0,8um). Ao finalizar esta etapa no
grupo B, somente foram avaliados os aspectos clinico-epidemiolégicos
e anatomopatolégicos dos casos positivos para B. bovis.

As secoes histoldgicas foram analisadas pelas técnicas histoquimicas
em duas magnificagdes (400x em todos os casos e 1000x sob imersao, em
casos selecionados). A visualizagdo dos micro-organismos foi classificada
em positiva (+ quando os protozoarios foram facilmente observados),
fraca (+/- quando foram observados protozoarios, porém com pouca
nitidez) ou negativa (- quando nio foram observados protozoarios
intraeritrocitarios). As imagens dos parasitos intraeritrocitarios foram
obtidas através de um microscépio Olympus BX51, com camera digital
DP21, controlada pelo programa Olympus CellSens®.

RESULTADOS

Grupo A

Alteracdes clinico-epidemioldgicas. No grupo A (babesiose
cerebral), os 12 bovinos morreram espontaneamente. Dentre
eles, nove eram fémeas e trés eram machos. A idade variou de
trés semanas a sete anos, sendo que animais entre um e trés
anos foram os mais acometidos. Quanto a raca, trés eram sem
raca definida (SRD) e os nove animais restantes eram de ragas
de origem europeia. Os casos ocorreram principalmente no
verdo (5/12) e outono (4/12). O tratamento especifico para
TPB foi realizado em cinco casos. Dentre os firmacos mais
utilizados estavam o diaceturato de diminazeno, dipropionato
de imidocarb e oxitetraciclina.

Os principais sinais neurolégicos descritos foram tremores
(2/12),incoordenagdo motora (5/12), paralisia dos membros
pélvicos (1/12), agressividade (1/12), desvio lateral do pescogo
e andar em circulo (1/12), dectbito lateral (1/12), pressao
da cabeca contra objetos e movimentos constantes da cabeca
(1/12). Outros sinais clinicos inespecificos encontrados foram
apatia (3/12), anorexia (3/12), febre (3/12), sialorreia (3/12),
diarreia (2/12), debilidade (2/12), taquicardia, taquipneia e
diminuicdo dos movimentos ruminatdrios (1/12), afastamento
dorebanho (1/12), prostragio (1/12), fraqueza (1/12), ictericia
(1/12) e mucosas palidas (interpretado como anemia) (1/12).

Lesdes macroscopicas. Nos 12 casos desse grupo, alesdo
macroscépica encefalica (critério de inclusao) foi a coloracdo
roseo-cereja da substdncia cinzenta (Fig.1 e 2). O rim foi
remetido em sete casos (7/12) e em quatro (4/7) deles estava
vermelho-escuro (Fig.3). O figado foi remetido em nove casos
(9/12) e estava alaranjado, castanho-amarelado ou escuro
e com hepatomegalia (Fig.4 e 5). O baco foi enviado em oito

casos (8/12), nos quais havia congestdo, esplenomegalia e
protrusdo da polpa vermelha sobre a capsula (Fig.6).
Lesdes microscopicas. No encéfalo, havia congestio
dos capilares sanguineos da substadncia cinzenta em todos
os casos (12/12) (Fig.7). A presenca de Babesia bovis foi
relatada em sete casos (7/12) através do esfregaco do tecido
encefalico quando remetido nao fixado. No rim, foi observada
necrose tubular com regeneracdo ou associada a cilindros de
hemoglobina (6/7), material hialino (proteinaceo) nos espagos
urinarios (4/7), congestdo de vasos sanguineos (4/7) e focos
de hemorragia na regido medular (1/7). No figado havia
pigmento amarelo-ouro (bilestase) no interior de canaliculos
e/ouductos biliares (7/9), necrose centrolobular e periportal,
necrose aleatéria de hepatocitos, leucocitostase, infiltrado
inflamatério mononuclear associado a necrose aleatéria
de hepatocitos (2/9), deposicdo de pigmento granular

Fig.1. Encéfalo, substancia cinzenta de coloracdo réseo-cereja. Note
o contraste com a substancia branca da medula espinhal.

Fig.2. Encéfalo, lobo frontal na altura dos nticleos basais. Contraste da
substancia cinzenta de coloragdo réseo-cereja com a substancia
branca.

Pesq. Vet. Bras. 38(4):649-658, abril 2018



Taiara M. Silva et al.

Fig.3. Rim, superficie capsular vermelho-escura caracteristica de
nefrose hemoglobinurica.

Fig.4. Figado, aumentado de tamanho (hepatomegalia) e alaranjado.

Fig.5. Figado, superficie de corte, parénquima difusamente alaranjado
devido a bilestase.
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Fig.6. Baco, superficie de corte, o parénquima protrai sobre a capsula
indicando esplenomegalia.

Fig.7. Encéfalo, congestdo dos capilares do cortex telencefalico.
HE, obj.10x.

marrom-dourado (hemossiderina) no interior das células
de Kupffer (1/9), congestdo do parénquima hepatico (1/9),
hematopoiese extramedular e eritrofagia (1/9). No baco,
foram observadas congestdo acentuada do parénquima
esplénico (5/8), hematopoiese extramedular (2/8), eritrofagia
e macrdfagos contendo hemossiderina (2/9).

Aspectos histoquimicos. No Quadro 1 estdo demonstrados
os resultados das técnicas histoquimicas de HE, AM e AT.
Em todos os casos do grupo A foram observados organismos
intraeritrocitarios no encéfalo através da coloragdo de rotina
de HE, porém com nitidez limitada.

Dentre as coloragdes testadas neste estudo, a que resultou
em melhor evidenciagio dos protozoarios foi 0 AM, pois corou os
eritrocitos em azul-esverdeado mais claro e os organismos em
azul-escuro, permitindo uma boa visualizacdo e nitidez de sua
morfologia. Este corante também faz parte da contracoloracdo
da técnica de ZN, e desta forma os protozoarios também
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Quadro 1. Propriedades histoquimicas da infec¢do por Babesia bovis nos bovinos do grupo A

Caso n® Encéfalo Rim Figado Baco

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

* Ndo remetido, * casos em que foi necessario o uso do 6leo de imersao na objetiva de 100x. A preseng¢a dos micro-organismos foi classificada em positiva
(+ quando os protozoarios foram facilmente observados), fraca (+/- quando foram observados protozoarios, porém com pouca nitidez) ou negativa
(- quando nao foram observados protozodrios intraeritrocitarios); HE = hematoxilina e eosina, AM = azul de metileno, AT = azul de toluidina.

puderam ser visualizados pelo ZN, porém nao mostraram
alcool-acido resisténcia. A segunda técnica que se mostrou
efetiva para a demonstracdo de B. bovis foi o AT, corando os
eritrécitos em amarelo-esverdeado e os protozoarios em
azul-escuro. A coloracdo de Giemsa corou os parasitos em
roxo-escuro, enquanto que as hemdcias adquiriram um tom
rosa-claro, permitindo sua visualizagdo, porém com menor
nitidez que o AM e o AT. O PAS evidenciou os protozoarios
por meio da sua contracolora¢do, hematoxilina de Carazzi,
mas os organismos ndo foram PAS-positivos. As técnicas de
Gram, AA e Grocott foram negativas.

No encéfalo, B. bovis foi observada principalmente em
capilares da substancia cinzenta (Fig.8-10). Porém, foi possivel
observar também em capilares da substdncia branca e em
alguns vasos de maior calibre, onde os eritrécitos parasitados
estavam aderidos a parede do vaso. No rim, os protozoarios
eram facilmente observados em capilares do intersticio renal
e dos glomérulos (Fig.11-13). No figado, a visualizacio destes
micro-organismos era mais clara em vasos dos espagos porta.
Entretanto, quando havia uma alta parasitemia, também era
possivel observa-los em sinusoides e veias centrolobulares.
Observou-se que nos materiais remetidos ja fixados em
formol, a visualizacdo de B. bovis no bago foi prejudicada pela
grande quantidade de pigmento de formol. Entretanto, nestas
ocasides, a observacio de protozoarios em capilares da capsula
esplénica auxiliou o diagnoéstico. Nos casos em que havia
grande quantidade de micro-organismos, estes organismos
intraeritrocitarios eram facilmente visualizados na polpa
vermelha.

Grupo B

Através do tamanho e caracteristicas morfoldgicas dos
micro-organismos (que estdo detalhados no item Aspectos
histoquimicos), foi possivel determinar a etiologia em
29 dos 38 bovinos suspeitos, perfazendo 76,32% (29/38).
Identificou-se B. bovis em 21 casos (21/29), B. bigemina em
quatro casos (4/29) e Anaplasma marginale em quatro bovinos
(4/29). Nos nove casos negativos nao foi possivel identificar
qualquer agente ou causa para os sinais clinicos e suspeita do

k A 0. R =
Fig.8. Encéfalo, congestdo capilar. No detalhe observe o eritrécito
parasitado por Babesia bovis (seta). HE, obj.100x.

Fig.9. Encéfalo, congestdo capilar com numerosos eritrdcitos
(azul-esverdeados) parasitados por Babesia bovis
(azul-escuro). Azul de metileno, obj.100x.
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Fig.10. Encéfalo, congestdo capilar com numerosos eritrécitos
(amarelo-esverdeados) parasitados por Babesia bovis (azul-escuro).
Azul de toluidina, obj.100x.

Fig.11. Rim, numerosos eritrdcitos nos capilares sanguineos do
intersticio (congestdo). HE, obj.100x.

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

patologista. Somente as alterag¢des clinico-epidemioldgicas,
lesdes macroscopicas, lesdes microscdopicas e aspectos
histoquimicos dos casos positivos para B. bovis serao descritos
a seguir.

Alteragdes clinico-epidemioldgicas. Dos 21 bovinos
positivos para B. bovis, 20 morreram espontaneamente e em
um caso esta informacdo estava ausente. As fémeas foram
acometidas em 14 casos, machos em 6 e em um caso nio havia
informacdo do sexo. A idade dos animais variou de 15 dias
a nove anos, porém a maioria dos animais tinha entre um e
quatro anos (16/21). Comrelagdo as ragas, 15 casos eram de
origem europeia, quatro casos ndo tinham raga definida e em
dois ndo havia tal informagdo. Quanto a época de ocorréncia,
sete ocorreram no outono, oito no verao, quatro no inverno e
dois na primavera. Dentre os 21 bovinos positivos, em 11 havia
sido realizado tratamento para TPB, entretanto em apenas
seis foi informado o medicamento utilizado. Os fAarmacos mais
utilizados foram diaceturato de diminazeno, dipropionato de
imidocarb e oxitetraciclina.

Os sinais clinicos mais frequentes foram febre (6/21),
anemia (5/21), decubito (4/21), anorexia (3/21), diarreia
(3/21), apatia (3/21) e ictericia (2/21). Alguns bovinos
apresentaram sinais neurolégicos que consistiam de
agressividade (3/21), andar cambaleante (2/21), dificuldade
de locomocgao (2/21) e tremores musculares (1/21). Outros
achados menos frequentes foram hemoglobinuria (3/21),
prostracdo, sialorreia e diminui¢do dos movimentos ruminais
(2/21), taquicardia (2/21), afastamento do rebanho (2/21),
secrecdo mucopurulenta na conjuntiva e edema palpebral
(1/21), emagrecimento e orelhas caidas (1/21) e dificuldade
respiratéria (1/21). Em um caso o animal foi encontrado
morto sem sinais clinicos prévios.

Lesdes macroscopicas. O encéfalo foi enviado em quatro
casos (4/21), nos quais ndo foram observadas alteracées
macroscépicas. O rim foi enviado em 15 casos, dos quais
10 apresentaram-se vermelho-escuros. O figado somente nao foi
remetido em um caso e nos demais, o drgdo estava alaranjado
(7/20), esverdeado (apds a fixacdo) (4/20) ou amarelado
(1/20). Foi ainda informado que o figado estava aumentado
de tamanho em cinco casos. O bago foi enviado em 15 casos,
nos quais as alteracdes mais observadas foram protrusao
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da polpa vermelha sobre a capsula (8/15), esplenomegalia
(7/15) e parénquima de aspecto carnoso (4/15).

Lesdes microscopicas. No encéfalo havia congestio
leve dos capilares do cdrtex encefalico em dois casos (2/4).
Nos rins observou-se necrose tubular (8/15), cilindros de
hemoglobina (7/15), cilindros hialinos (3/15), congestdo
difusa (2/15) e regeneragdo tubular (1/15). No figado, a
lesdo mais observada foi a bilestase canalicular e ductal
(15/20), necrose centrolobular (7/20) a paracentral (6/20),
degeneracdo gordurosa (7/20), leucocitostase sinusoidal
(6/20), eritropoiese extramedular (5/20) e eritrofagia
(3/20). Lesdes menos frequentes foram congestao do

parénquima (3/20), necrose individual de hepatdcitos
(2/20) e raros agregados de neutroéfilos nos espagos-porta
(1/20). Congestdo esplénica foi a lesdo mais frequentemente
observada (13/15), seguida de macroéfagos com hemossiderina
(3/15), eritrofagocitose (3/15) e eritropoiese extramedular
na polpa vermelha (3/15).

Aspectos histoquimicos. No Quadro 2 estdo detalhados
os achados histoquimicos das técnicas de HE, AM e AT
aplicadas no grupo B. Semelhantemente ao observado no
grupo A, houve melhor evidenciacdo dos protozoarios por
meio das coloracdes de AM e AT comparado a técnica de HE.

Quadro 2. Propriedades histoquimicas da infec¢io por Babesia bovis nos bovinos do grupo B

o Encéfalo Rim Figado Bago
cason® HE AM AT HE AM AT HE AM AT HE AM AT
1 . . . +/-* + + +* + + - + +
2 . . . . . . - +/- + +/-* +% +*
3 +/- + + + +/- +/- +/- +- + +/- +/- +/-*
4 . . . +/- + + + + . . .
S5a . . . +/- +/- +/- +/- - + -
6 . . . +/- + + - + +* - +* +*
7 a . . . - +* +* - +%* - - +* -
8 +/- + + . . . - +* +* - +* +*
9 . . . +/_* +/_* +/_=|< +o¥ +/_* +/_* . . .
10 . . . . . . +/- + + +/- +/- +/-
11 . . 3 +/- + +* +/- +* +* . . .
12 . . . +/.* + + - +/-* + . . .
13 +/- ¥ +* . . . - + . . .
14 +/-* +/-* + +/-* +/-* + - +/-* +* +/-* +/-* +*
15 +/- +/-* + - +* + - +/-* +* . . .
16b . . . +/-* +/-* 4% +/-* +/-* +* . . .
17b - +* +* . . . +/-* +/-* +* +/-* +% +*
18 . . . - - - - - - - - -
19 . . . - - - - - - - - -
20 . . . . . . - - - . . 0
21 +/- + + +/- + + +/- + + - + +*
22 . . . - +* +* . ° . - - -
23 . . . - - - - - - - - -
24 a . . . +/-* +* +* +/- +* - - - -
25 . . . - B, B _ _ _ B B} _
26 . . . - . B . . - . . .
27 . . . . . . - +/-* +/.* . . .
28 . . . - + + - + + - + +
29 - - - - - - - - - B . B
30 . . . - - . - - - . . .
31b . . . - +* +* +/-* +* +* . . .
32 o . . o . . +/- + + . . .
33 - - - - - - - - - - - -
34 . . . . . . +/. + + . . .
35 . . . . . . . . . - +* +/-*
36 . . . . . . - +¥ +* - - -
37b . . . - + + - + + - +/- +/-
38a +/-* + + +/-* + + +/-* + + +/-* + +

« Ndo remetido, * casos em que foi necessério o uso da imersdo. A preseng¢a dos micro-organismos foi classificada em positiva (+ quando os protozoarios
foram facilmente observados), fraca (+/- quando foram observados protozodrios, porém com pouca nitidez) ou negativa (- quando nao foram observados
protozodrios intraeritrocitarios); a = casos de Babesia bigemina, b = casos de Anaplasma spp., HE = hematoxilina e eosina, AM = azul de metileno,
AT = azul de toluidina.
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DISCUSSAO

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

Os sinais clinicos observados nos bovinos do grupo A
(com lesdo encefalica macroscopica patognomonica), foram
considerados como os mais caracteristicos desta doenca na sua
forma neurolégica, conforme descrito naliteratura (Callow &
McGavin 1963, De Vos & Potgieter 1994, Rodrigues etal. 2005).
Como estes sinais neuroldgicos sdo inespecificos, a babesiose
cerebral deve ser diferenciada de outras doengas que acometem
0 SNC de bovinos como raiva, infecgao pelo herpesvirus bovino
tipo 1 ou tipo 5 e seneciose com manifestacdo neurolégica
(Rodrigues etal. 2005, Almeida et al. 2006, Barros et al. 2006,
Farias 2007, Antoniassi et al. 2009). Outros sinais comumente
observados estdo relacionados com o fato de a babesiose
ser um distdrbio hemolitico intravascular e acarretar sinais
clinicos e lesdes macroscopicas caracterizadas por anemia,
hemoglobinuria e ictericia (Fighera 2001, Barros etal. 2006,
Fighera & Graga 2010).

Lesdes macroscépicas relacionadas a anemia hemolitica
como esplenomegalia, hepatomegalia, figado alaranjado, rins
vermelho-escuros e urina vermelho-escura sio alteracoes muito
frequentes nesta doenca (Barros et al. 2006, Antoniassi et al.
2009, Fighera & Graca 2010) e sempre devem remeter a um
quadro de babesiose, como foi observado em ambos os grupos
deste estudo. A coloracgio réseo-cereja da substancia cinzenta
do encéfalo é patognomonica de babesiose cerebral em
bovinos, a qual é causada por B. bovis (De Vos & Potgieter 1994,
Rodrigues etal. 2005, Barros et al. 2006, Antoniassi et al. 2009,
Fighera & Graga 2010). Embora essa alteragao macroscopica
seja caracteristica da infeccdo por este protozoario em
bovinos, uma lesdo idéntica tem sido observada também
em gatos infectados por B. lengau (Bosman et al. 2013) e em
pessoas afetadas por maldria falcipara (Samuelson 1999).
Esta caracteristica foi utilizada neste estudo, como critério
de inclusdo para os casos do grupo A, por conferir maior
confiabilidade as observacdes histoldgicas e histoquimicas
referentes ao agente B. bovis. Esta alteracdo ocorre devido
a estase dos eritrocitos parasitados nos pequenos capilares
encefalicos (Antoniassi et al. 2009, Fighera & Graca 2010),
permitindo identificar os organismos principalmente através
de esfregacos do cortex cerebral, mas também em cortes
histolégicos (Kessler et al. 1983, Rodrigues et al. 2005,
Barros et al. 2006, Fighera & Graga 2010), como observado
neste estudo. Em alguns casos do grupo B, em que o encéfalo
foi remetido, foram observadas babesias através das coloragdes
histoquimicas, apesar da lesdo macroscépica ndo estar presente.
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Isto pode ser explicado pelo fato de alguns materiais terem
sido remetidos ja fixados em formol, ou enviados congelados
(o que mascara a lesdo macroscépica) ou ainda porque a
congestdo dos capilares era leve, sendo insuficiente para
desenvolver a lesdo macroscopica caracteristica.

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

Informagdes referentes ao tratamento para babesiose sao
muito importantes no que se refere ao estabelecimento do
diagnostico, pois os medicamentos especificos destroem os
protozoarios intraeritrocitarios em torno de 24 horas apds
a instituicdo do mesmo, diminuindo substancialmente a
possibilidade de encontrar os agentes durante o diagnostico
citolégico e histopatologico (Barros etal. 2006). Apesar disso,
observou-se que em ambos os grupos deste estudo, mesmo
nos casos em que havia histérico de tratamento prévio,
foi possivel visualizar os parasitos através das coloracgdes
histoquimicas. Para explicar este fato, sugere-se que o tempo
de instituicdo da medicagdo especifica pode ter sido inferior
as 24 horas, que a dose foi inferior a recomendada ou ainda
que o indculo de babesias fosse muito grande para que o
medicamento pudesse destrui-las.

As maiores dificuldades para confirmar o diagnéstico
histopatol6gico de babesiose cerebral por B. bovis, estdo
relacionadas ao envio inadequado de material, como
amostras congeladas, autolisadas, realizagao de tratamento
prévio, mas, principalmente, material ja fixado em formol,
pois isto mascara a colora¢do réseo-cereja do encéfalo e
dificulta a suspeita de babesiose, impedindo a realizagio de
esfregacos de 6rgaos, sobretudo do encéfalo. Adicionalmente,
avisualizacdo do agente através da coloragdo de rotina (HE)
é limitada. Apesar de esta técnica ser empregada de forma
ampla em histopatologia, nem todas as estruturas contidas
nos tecidos podem ser demonstradas nitidamente através
dela (Maxie & Miller 2016).

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

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

Varias rea¢des podem ocorrer entre os corantes e
os elementos-alvo nos tecidos. Dentre eles podem ser
consideradas as ligacdes eletrostaticas, de hidrogénio,
covalentes e hidrofdbicas, for¢as de Van der Wall, agregacdes
de corantes e permeabilidade tecidual. Todavia, o mecanismo
de afinidade entre o corante e seu alvo é conhecido em
relativamente poucas coloragdes histoquimicas. Isso pode ser
considerado como de menor importancia quando a coloragao é
empregada especificamente para melhorar a evidenciagio das
caracteristicas morfol6gicas de um agente, como nesse estudo
(Culling et al. 1985). Dessa forma, as interagdes especificas
entre os corantes de AM e AT e os micro-organismos aqui
estudados ndo puderam ser determinadas.

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

o organismo foi o bago. Esta observagao esta possivelmente
relacionada a sua caracteristica de desenvolver hemolise
extravascular.

0 AM nao é frequentemente utilizado como uma coloragdo
primaria na rotina histoquimica da maioria dos laboratérios.
Esta técnica é utilizada em esfregacos sanguineos para a pesquisa
de Plasmodium spp., causador da malaria (Prophetetal. 1992),
e Anaplasma spp. utilizando luz ultravioleta (Potgieter & Stoltsz
1994). Ela também ja foi descrita para detectar bactérias
em geral e substancia de Nissl (Behmer et al. 1976), e para
deteccdo de fibras e terminagdes nervosas (Culling et al. 1985).

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

CONCLUSOES

O principal objetivo deste estudo foi alcan¢ado ao
encontrarem-se duas coloragdes histoquimicas (de facil
utilizacdo), Azul de Metileno e Azul de Toluidina, que permitiram
aevidenciacgdo nitida dos organismos intraeritrocitarios e se
mostraram mais eficazes que a técnica de HE.

Estas técnicas permitiram observar caracteristicas
morfolégicas auxiliares no diagnostico de babesiose bovina
por Babesia bovis, mas também permitiram o diagnéstico
diferencial de babesiose por Babesia bigemina e anaplasmose
por Anaplasma marginale.

Adicionalmente, analisaram-se varios parametros
clinico-epidemioldgicos e anatomopatolégicos importantes
no diagnéstico de babesiose causada por B. bovis.
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