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RESUMO

A babesiose canina ¢ uma doenga causada por protozoarios do género Babesia, hemoparasitas
importantes na clinica veterinaria de caes. Babesia vogeli ¢ a espécie predominante no Brasil.
Contudo, Babesia gibsoni, comumente encontrada na Asia e nos Estados Unidos, tem sido
reportada como um agente emergente e possui caracteristicas distintas quanto ao diagndstico,
tratamento, profilaxia e prognostico. No presente estudo, ¢ relatado o primeiro caso de B.
gibsoni no Brasil confirmado por dados clinico-laboratoriais, moleculares e morfolégicos. Um
cdo da raca Dachshund no Distrito Federal apresentou sinais inespecificos, incluindo febre,
desidratacdo e anemia persistente. A infec¢ao para piroplasmideo foi confirmada por PCR para
o gene 18S rRNA e posteriormente o agente foi caracterizado com o uso de quatro marcadores
moleculares (cyth, cox3, hsp70 e 18S rRNA). Analises filogenéticas e de identidade
confirmaram a espécie do isolado como B. gibsoni. Redes de haplotipos foram construidas e
indices de diversidade calculados. Eles apontaram para uma diversidade genética importante
dentro da espécie. O isolado brasileiro se agrupou no hapldtipo dominante para o gene 18S
rRNA. A mesma rede revela uma possivel expansao populacional recente do agente. Os genes
cytb e cox3 demonstraram ser marcadores com alta variabilidade genética, sendo adequados
para analises de diversidade intraespecifica. Os achados observados sugerem a possibilidade de
que infec¢des por B. gibsoni possam estar sendo subdiagnosticadas no Brasil. O protocolo
terap€utico utilizado no presente estudo, baseado em dipropionato de imidocarb e azitromicina,
ndo foi eficaz na eliminagdo do parasita, corroborando a necessidade de abordagens de
tratamento distintas daquelas utilizadas para B. vogeli. Além disso, com base na diversidade
genética e distribuicdo global desse agente, sugere-se que estudos epidemiologicos,
filogenéticos e filogeograficos sejam realizados para compreender a distribuicdo e impacto
desse agente no pais. Este estudo refor¢a a importancia da vigilancia molecular na babesiose
canina e destaca B. gibsoni, um patégeno emergente, como um diagndstico diferencial a ser

considerado na clinica de cdes no Brasil.

Palavras-chave: Canis lupus familiaris, Rede de haplétipos, PCR, Filogenia molecular



ABSTRACT

Canine babesiosis is a disease caused by protozoa of the genus Babesia, an important
hemoparasite in veterinary clinical practice. Babesia vogeli is the predominant species in Brazil.
However, Babesia gibsoni, commonly found in Asia and the United States, has been reported
as an emerging pathogen with distinct characteristics regarding diagnosis, treatment,
prophylaxis, and prognosis. In the present study, we report the first confirmed case of B. gibsoni
in Brazil, based on clinical, laboratory, molecular, and morphological data. A Dachshund dog
from the Federal District presented with nonspecific clinical signs, including fever,
dehydration, and persistent anemia. Babesia infection was confirmed by PCR targeting the 18S
rRNA gene, and the agent was further characterized using four molecular markers (cytb, cox3,
hsp70, and 18S rRNA). Phylogenetic and sequence identity analyses confirmed the species as
B. gibsoni. Haplotype networks were constructed, and diversity indices were calculated,
revealing significant genetic variability within the species. The Brazilian isolate clustered
within the dominant haplotype for the 18S rRNA gene. The same network suggests a possible
recent population expansion of the pathogen. The cyth and cox3 genes exhibited high genetic
variability, demonstrating their suitability as markers for intraspecific diversity analyses. The
findings suggest that B. gibsoni infections may be underdiagnosed in Brazil. The therapeutic
protocol employed in this study, based on imidocarb dipropionate and azithromycin, was
ineffective in eliminating the parasite, reinforcing the need for treatment strategies distinct from
those used for B. vogeli. Furthermore, given the genetic diversity and global distribution of this
pathogen, epidemiological, phylogenetic, and phylogeographic studies are warranted to better
understand its occurrence and impact in the country. This study underscores the importance of
molecular surveillance in canine babesiosis and highlights B. gibsoni, an emerging pathogen,

as a differential diagnosis in the clinical assessment of dogs in Brazil.

Keywords: Canis lupus familiaris, Haplotype network, PCR, Molecular phylogeny
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1.0 INTRODUCAO

A babesiose canina ¢ uma importante doenga infecciosa na clinica médica veterinaria.
Possui distribuigio mundial, além de ampla ocorréncia pelo territorio brasileiro. E uma doenga
que possui como agentes etioldgicos protozoarios do género Babesia que podem ser divididos
quanto a sua morfologia em grandes e pequenas babesias (OLIVEIRA et al., 2023).

Apesar de diversas espécies de piroplasmideos ja terem sido relatadas em caes, sete
espécies de Babesia tém maior importancia clinico-epidemiologica e podem ser divididas em
dois grupos: as grandes babesias Babesia canis, Babesia rossi, Babesia vogeli ¢ Babesia sp.
coco ¢ as pequenas babesias Babesia conradae, Babesia vulpes e Babesia gibsoni. As espécies
se diferem quanto a sensibilidade diagnostica, assim como nos protocolos terapéuticos
utilizados e no prognéstico (KARASOVA et al., 2022).

A transmissdo da Babesia ocorre principalmente pela picada do carrapato, hospedeiro
definitivo, que transfere a forma infectante, o esporozoito, para o animal. Merece destacar-se
que a participacao no ciclo epidemiologico de uma espécie de carrapato estd intimamente
relacionada a espécie de babesia envolvida. No Brasil, em que B. vogeli ¢ o piroplasmideo
comumente encontrado em caes, tem-se como hospedeiro definitivo o carrapato Rhipicephalus
sanguineus (OLIVEIRA et al., 2023).

No animal infectado, o parasito passa pelo processo de merogonia, que leva a formagao
de merozoitos intraeritrocitarios, podendo ocasionar o aparecimento de sinais clinicos que
variam de leves a graves nos caes (JALOVECKA et al., 2019). O tratamento e o progndstico
da babesiose canina sdo variaveis e dependem das condi¢des de saide do animal, do nivel de
parasitemia e da espécie de Babesia envolvida (SOLANO-GALLEGO et al., 2016). Esse
cenario demanda uma correta identificacdo da espécie infectante nos casos diagnosticados,
embora, na pratica da clinica médica veterinaria brasileira, isso ndo seja comumente realizado.

O diagndstico pode ser realizado por meio da identificagdo do parasito em esfregaco
sanguineo, sendo uma técnica de baixa sensibilidade. A sensibilidade ¢ ainda mais reduzida
considerando a ocorréncia de pequenas babesias, que sdo dificeis de serem observadas mesmo
em casos de parasitemia elevada. Embora a especificidade seja alta, a visualizagdo do merozoito
intraeritrocitario ndo permite distinguir a espécie envolvida. Por outro lado, a PCR ¢ a técnica
molecular com maior acuracia, possuindo alta sensibilidade e especificidade. Além disso, pode
permitir a identificagdo da espécie envolvida (KARASOVA et al., 2022).

Nesse cenario, B. gibsoni é uma babesia que merece atengdo. Endémica na Asia, tem

sido considerada nos ultimos anos um agente emergente, especialmente na Europa (GUO et al.,
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2020; SCHNITTGER et al., 2022; TEODOROWSKI et al., 2022). Esta espécie de babesia
geralmente causa um quadro clinico mais severo do que B. vogeli, com prognostico reservado
a desfavoravel em muitos casos. O uso do tratamento convencional para grandes babesias com
dipropionato de imidocarb ¢ considerado ineficaz e ndo ¢ recomendado. Por isso, outros
protocolos foram desenvolvidos tais como o uso de atovaquona e azitromicina. Adicionalmente,
a cura parasitologica dificilmente ¢ atingida, mesmo com o emprego de um protocolo
terapéutico adequado, diferentemente do que € observado para as grandes babesias. Isso faz
com que o animal possa apresentar apos o tratamento alteracdes clinico-patoldgicas e, mesmo
aqueles que ndo apresentam mais sinais clinicos, podem vir a adoecer sob condi¢des de estresse
(SOLANO-GALLEGO et al., 2016).

No Brasil, existem dois relatos publicados sobre a ocorréncia de B. gibsoni com dados
moleculares, ambos na regido sul. Contudo, carecem de caracterizacdo molecular adequada,
com nenhuma sequéncia nucleotidica depositada. Da mesma forma, os autores nao
apresentaram dados morfologicos do agente (JOJIMA et al., 2008; TRAPP et al., 2006). Logo,
faz-se necessario investigar efetivamente a presenga desse parasito em outras regides do Brasil,
assim como caracterizar molecularmente os possiveis isolados brasileiros dada a sua

importancia clinica.

1.1 OBJETIVO GERAL

Pesquisar e descrever a presenga de B. gibsoni no Brasil com caracterizagdo molecular e dados

morfologicos de um isolado do Distrito Federal.

1.2 Objetivos Especificos

o Descrever os achados clinico-patolégicos e o historico clinico do animal infectado por B.
gibsoni;

. Apresentar dados morfoldgicos do isolado encontrado por meio de avaliagao de esfregaco
sanguineo;

o Caracterizar molecularmente o isolado encontrado por meio de analises filogenéticas e de
diversidade genética utilizando genes nucleares (18S rRNA e Asp70) e mitocondriais

(cyth e cox3).
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2.0 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Taxonomia e Filogenia Molecular

A primeira descricdo de agentes do género Babesia ocorreu em 1888, quando o
patologista Victor Babes identificou micro-organismos em sangue periférico de vacas na
Romeénia. Na situacdo, ele nomeou os agentes como Haematococcus bovis, achando tratar-se
de bactérias (PENZHORN, 2020). Somente em 1893, seu aluno Starcovici caracterizou os
isolados como protozoarios e sugeriu o género Babesia em homenagem ao seu professor.
Contudo, ao longo dos anos, outros termos foram utilizados para nomear outros agentes
pertencentes ao mesmo género, € apenas em 1918 o termo “Babesia” comecou a ser
devidamente utilizado (PENZHORN, 2020). Em 1893, Pyrosoma bigeminum foi descrito como
responsavel pela “Febre do Texas” (SMITH & KILBOURNE, 1893). Em 1895, dada a sua
similaridade morfologica, protozodrios descritos em caes na Itdlia foram descritos como
Pyrosoma bigeminum var. canis. Contudo, o género Pyrosoma foi logo substituido por
Piroplasma considerando que o primeiro termo ja estava em uso antes de 1893. Em 1918,
percebeu-se que o género Babesia seria a denominacdo taxonOmica correta, que passou a ser
utilizado desde entdo (PENZHORN, 2020).

O género Babesia pertence ao reino Protozoa, filo Apicomplexa, a ordem Piroplasmida
e a familia Babesiidae. O filo Apicomplexa ¢ formado por protozodrios que possuem uma
estrutura celular particular que da o nome ao grupo, o complexo apical. Formado por diferentes
organelas, essa estrutura promove a entrada dos parasitos nas células hospedeiras.
Taxonomicamente, o filo pode ser dividido em dois subfilos, Sporozoa e Apicomonada.
Sporozoa ¢ o grupo em que se encontram os parasitos de interesse veterindrio, enquanto
Apicomonada incluem espécies de vida livre MUNOZ-GOMEZ et al., 2019).

Dentro dos esporozoarios, existe a classe Hematozoa, que inclui os piroplasmideos e
hemosporideos. Babesia spp. juntamente com Theileria spp. € Cytauxzoon spp. constituem a
ordem Piroplasmida. Historicamente, a divisdo entre a familia Theileriidae e Babesiidae se
baseou na capacidade desses parasitos infectarem somente hemacias (Babesia) ou macrofagos
e/ou linfocitos adicionalmente (Theileria ¢ Cytauxzoon). Contudo, dados moleculares tém
modificado esse entendimento (SCHNITTGER et al., 2022). Diversas arvores filogenéticas da
ordem Piroplasmida ja foram descritas, destacando-se as de Schreeg et al. (2016) utilizando o

gene rRNA 18S mais genoma mitocondrial, Jalovecka et al. (2019) com o uso do gene rRNA
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18S quase completo e Mufioz-Gomez et al. (2019) empregando filogendomica com genes
nucleares e do apicoplasto. Jalovecka et al. (2019) fornecem uma filogenia amplamente
utilizada por incluir uma maior diversidade de espécies e isolados de piroplasmideos. Nela, dez
clados monofiléticos com bons suportes sdo descritos, com Babesia se apresentando como um
grupo polifilético. Logo, esse género ndo possui um ancestral comum recente exclusivo, mas
sim diferentes origens compartilhadas com outros piroplasmideos. Situa¢do que se repete
também para o género Theileria. Portanto, as denominagdes taxondmicas dos géneros dentro
da ordem Piroplasmida (Babesia, Theileria e Cytauxzoon) nao seguem necessariamente as
relacdes evolutivas dentro do grupo (JALOVECKA et al., 2019; SCHNITTGER et al., 2022).

Desses dez clados, quatro sdo constituidos por babesias: o grupo Babesia sensu stricto
(clado X), o grupo Percei (clado IV), o grupo Western (clado III) e o grupo Babesia microti-
like (clado I). Os trés ultimos grupos sdo reconhecidos tipicamente como Babesia sensu lato
(JALOVECKA et al., 2019). Porém, novas sequéncias de piroplasmideos foram descritas nos
ultimos anos, com caracterizagdo de mais quatro grupos, sendo todos do Brasil: grupo Capivara
(Babesia), grupo Marsupialia da América do Sul (Babesia), grupo Tapirus terrestres (Theileria)
e grupo Phyllostomidae (IKEDA et al. 2021; MONGRUEL et al. 2022; OLIVEIRA et al. 2023;
KRAWCZAK et al. 2023; DUARTE et al. 2024) (Figura 1).

/;< . Babesia microti-like group - Clade |
% . Australian Marsupialia group - Clade V
< . Maonotremata group - Clade Il

. Theileria sensu stricto group - Clade IX

O Cytauxzoon group - Clade VII

. Equus group - Clade VI
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16

Os isolados de Babesia podem infectar mamiferos ou aves a depender da espécie do
agente. Nesse cenario, cada um dos principais clados monofiléticos da ordem Piroplasmida
possui um grupo de hospedeiros limitado, pertencendo a mesma ordem, classe ou familia. Um
exemplo ¢ o grupo Percei, que infecta somente aves. Isso sugere um processo de coespeciagao
entre parasito ¢ hospedeiro (SCHNITTGER et al., 2022). Uma exceg¢ao sdo os grupos Western
(clado IIT) e Babesia sensu stricto (clado X), que infectam uma variedade de espécies de
hospedeiros de diferentes familias (JALOVECKA et al., 2019). Outra caracteristica que se
associa a esse contexto ¢ o tamanho do genoma desses agentes. Eles sdo muito menores quando
comparados com outros do filo Apicomplexa, como Toxoplasma spp., que possui genoma
significativamente maior ¢ que infecta uma ampla variedade de espécies. Portanto, esse
fendmeno provavelmente deve-se ao nicho ecologico reduzido dos piroplasmideos, associando-
se desse modo com o nimero limitado de hospedeiros que infectam (LIU, Q. et al., 2023).

Existem oito espécies de maior relevancia clinico-epidemioldgica de piroplasmideos
que acometem caes, que incluem as grandes babesias, com 3-5 um de diametro (B. vogeli, B.
canis, B. rossi e Babesia sp. coco), e pequenas babesias, com 1-3 um (B. vulpes, B. conradae,
B. gibsoni) (Figura 2). Babesia negevi, descrita em Israel, ¢ tida como uma babesia de tamanho
intermediario ndo se encaixando em nenhum dos dois grupos acima. Rangelia vitalli seria a
outra espécie, com ocorréncia restrita na América do Sul. Contudo, mais recentemente foi
sugerido uma revisdo taxondmica do grupo baseado em dados moleculares utilizando o gene
18S rRNA (SCHNITTGER et al., 2022). Nesse cendrio, € proposto que R. vitalli seja incluido
no grupo Babesia sensu stricto. Apesar de R. vitalli apresentar esquizontes, considera-se mais
provavel que tal caracteristica possa ser uma autapomorfia do grupo Babesia sensu stricto, €
que a capacidade de infectar somente hemadcias, sendo uma simplesiomorfia, ndo deveria ser

critério para classificagdo de um grupo taxonomico (SCHNITTGER et al., 2022).
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Figura 2. Presenca de Babesia vogeli, uma grande babesia (A), e de Babesia conradae, uma pequena

babesia, em esfregaco sanguineo (adaptado de DEAR; BIRKENHEUER, 2022).

Por sua vez e com base em dados moleculares, Babesia gibsoni esta inclusa no grupo
Babesia sensu stricto (clado X), assim como B. canis, B. vogeli e B. rossi. Em contrapartida, as
outras pequenas babesias se encontram em clados separados: B. vulpes no grupo Babesia
microti-like (clado I) e B. conradae no grupo Western (clado IIT) (JALOVECKA et al., 2019).

B. gibsoni foi descrita pela primeira vez por Patton (1910) com a observagdo de agentes
menores que B. canis em esfregago sanguineo, tendo inicialmente nomeado o agente como
Piroplasma gibsoni. A descrigdo foi feita a partir de amostras coletadas de caes e chacais na
india. Por muito tempo, até final do século XX e inicio do século XXI, as grandes babesias
visualizadas em esfregaco sanguineo de caes eram consideradas B. canis (1.s) e as pequenas
babesias como B. gibsoni (1.s) (PENZHORN, 2020). Apesar de evidéncias como hospedeiros e
vetores distintos e diferentes regides geograficas de ocorréncia apontarem para uma diversidade
maior de espécies ou subespécies nesses grupos, somente em 1989 foi proposta a existéncia de
trés subespécies dentro de B. canis (1.s): Babesia canis canis, Babesia canis vogeli e Babesia
canis rossi (UILENBERG et al., 1989). Atualmente, aceita-se que cada um desses agentes
corresponda a uma espécie distinta (B. canis, B. vogeli e B. rossi) (DEAR; BIRKENHEUER,
2022). Para B. gibsoni (1.s), apenas em 2000, foram apresentados dados moleculares suportando
a existéncia de trés espécies distintas. Até entdo, os isolados eram classificados apenas como
genotipos distintos de uma unica espécie, podendo ser o gendtipo “Asia”, “Espanha” ou
“California” (KIEMTRUP et al., 2006; ZAHLER; GOTHE, 2000). Porém, foi em 2006 que os
isolados “California” foram descritos como uma nova espécie: B. conradae, em homenagem a

pesquisadora Patricia Ann Conrad, pela sua contribuicdo na area (KJEMTRUP et al., 2006).
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Somente em 2019, B. gibsoni isolado “Espanha”, também denominado anteriormente como
Babesia (Theileria) anne ou Babesia microti-like, foi descrita como uma nova espécie, B.

vulpes(BANETH et al., 2019).

2.2 Ciclo Biologico

B. gibsoni ¢ um parasito heteroxénico, dependendo de um hospedeiro definitivo e um
intermediario para a seu desenvolvimento. O hospedeiro definitivo € o carrapato, uma vez que
a reproducdo sexuada ocorre nesses artropodes. Os hospedeiros intermediarios sdo canideos,
nos quais ocorre o ciclo assexuado (JALOVECKA et al., 2019).

Inicialmente, o carrapato inocula por meio da picada a forma infectante do agente, o
esporozoito, em seu hospedeiro. Para ocorrer a transmissao, € necessario que o artropode esteja
fixado na pele do animal por 48 a72h (KARASOVA et al., 2022). Na circulagdo sanguinea, os
esporozoitos invadem as hemadcias e se diferenciam em trofozoitos. Pelo processo de
merogonia, sdo gerados merozoitos, que se multiplicam por fissdo bindria no interior dessas
células, provocando sua lise e a liberagdo de mais parasitos. Alguns deles se diferenciam em
gametocitos enquanto outros infectam novas hemadcias. Apds o carrapato ingerir esses
gametocitos, diferenciam-se em gametas conhecidos como corpos raiados no epitélio intestinal.
Os corpos raiados se fundem formando um zigoto que penetra as células intestinais, onde por
um processo meidtico, sdo gerados os cinetos primarios. Essas células haploides infectam
diferentes tecidos do carrapato. Um deles, € o tecido ovariano, o que justifica a capacidade de
transmissdo transovariana dessa espécie. Transmissdo transestadial também ocorre. Nas
glandulas salivares, os cinetos secundarios se multiplicam formando um esporoblasto, e
posteriormente passardo pelo processo de esporogonia, dando origem aos esporozoitos, que sao

as formas infectantes (Figura 3) (JALOVECKA et al., 2019).
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Figura 3. Ciclo biologico das babesias pertencentes ao grupo Babesia sensu stricto (adaptado

de JALOVECKA et al., 2019).

Os quatro vetores envolvidos ou com provavel participag@o na transmissao de B. gibsoni
sio os carrapatos Haemaphysalis bispinosa, com ocorréncia na Asia, Haemaphysalis
longicornis, na Asia, na Oceania e nos Estados Unidos, Haemaphysalis hystricis, na Asia, e
Rhipicephalus sanguineus, com ampla distribuicao mundial (DEAR; BIRKENHEUER, 2022).
A participagdo de R. sanguineus na transmissao de B. gibsoni na Europa e nos Estados Unidos
ndo estd comprovada, apesar da ocorréncia desse vetor nessas regides (DEAR;
BIRKENHEUER, 2022; KARASOVA et al., 2022). No Brasil, apenas R. sanguineus tem sua
ocorréncia descrita. Interessantemente, considerando a distribui¢do geografica de B. gibsoni
pelo continente europeu, percebe-se a existéncia de casos em que R. sanguineus comumente
ndo ocorre, enquanto os casos de B. vogeli acompanham a area de distribuicao dessa espécie de
carrapato. Isso aponta para a possibilidade de outra forma de transmissao, que nao a vetorial,

entre esses animais (Figura 4) (SOLANO-GALLEGO et al., 2016).
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Figura 4. Distribuicdo dos casos de babesia por espécie ao longo do continente europeu

(adaptado de SOLANO-GALLEGO et al., 2016)

As formas de transmissdo, diferentemente das grandes babesias, envolvem ndo s6 a
transmissdo por carrapatos, mas também a transmissao direta por meio de feridas ocasionadas
por mordidas. Esse modo de transmissao € observado em especial nas ragas American Pit Bull
Terrier e American Staffordshire Terrier, comumente envolvidas em brigas de caes
(KARASOVA et al., 2022). Na realidade, supde-se que esse modo de transmissdo tenha
relevante importancia epidemiologica em certos paises, em especial na Europa, nos Estados
Unidos e na Australia, onde essas racas sao a maioria ou uma parcela importante dos casos
(BIRKENHEUER et al., 2005; JEFFERIES et al., 2007; KARASOVA et al., 2022). Nos
Estados Unidos, um laboratério veterinario relatou que 75% dos cdes com B. gibsoni eram da
raca American Pit Bull Terrier (BIRKENHEUER et al., 2018). No Japao, também se observa
uma alta prevaléncia em caes associados a esse tipo de atividade (MATSUU et al., 2004). Os
quatro caes relatados por Trapp et al. (2006) no Brasil ndo se enquadravam nessas ragas. Outros
modos de transmissdo direta incluem transmissao transuterina, confirmada experimentalmente

(FUKUMOTO et al., 2005), e por transfusao sanguinea (STEGEMAN et al., 2003).

2.3 Epidemiologia

A distribuicao geografica de B. gibsoni é ampla, com ocorréncia na Asia, na Oceania,

na Europa, na Africa, na América do Norte, na América Central e na América do Sul (LIU, M.
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et al. 2022) (Figura 5). E tipicamente um agente endémico em vérios paises da Asia, assim
como nos Estados Unidos (BIRKENHEUER et al., 2022). Na Europa, tem sido considerado
um possivel agente emergente, com ocorréncia em dez paises, embora o numero de casos seja

baixo em muitos desses paises (KARASOVA et al., 2022). A prevaléncia do agente pode variar

conforme a regido.
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Figura 5. Distribuicao geografica de casos de B. gibsoni pelo mundo (adaptado de LIU, M. et
al., 2022).

Babesia gibsoni ¢ o principal ou um dos principais agentes da babesiose canina na Asia,
com destaque para China, Japdo, Malésia, Sri Lanka, india ¢ Taiwan (KARASOVA et al.,
2022). Na China, B. gibsoni é a babesia de maior ocorréncia em caes. Nesse pais, a ocorréncia
varia de baixos valores, como 4,7%, a altos, como 64,2%, quando utilizada a PCR como
ferramenta diagnostica (GUO et al., 2020). Em Taiwan, foi relatada um soroprevaléncia de
15,7% para B. gibsoni (SU et al., 2023). Na India, ha descri¢do de prevaléncia de 0,2% (ABD
RANI et al., 2011) a 47,3% (JAIN et al., 2017) a depender da regido. No Japao, a prevaléncia
relatada foi cerca de 30,4% (MIYAMA et al., 2005).

Na Europa, o primeiro relato confirmado com dados moleculares de ocorréncia de B.
gibsoni foi em 2003, na Espanha (CRIADO-FORNELIO, 2003). Posteriormente, relatos
pontuais na Alemanha e Italia foram descritos (HARTELT et al., 2007; TROTTA et al., 2009).
Na Itélia, descreveu-se soroprevaléncia de 0,2% para B. gibsoni quando testadas 1.311 amostras

de sangue de cdes. Nenhum deles foi positivo na qPCR (VENEZIANO et al., 2018).
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Atualmente, o maior numero de casos de B. gibsoni sdo provenientes dos paises do Leste
Europeu (TEODOROWSKI et al., 2022). Nessa regido, Croacia € Roménia foram os primeiros
paises a relatarem a ocorréncia desse agente. Na Croacia, foi realizado um estudo com 929
amostras testadas para B. gibsoni. Na ocasido, apenas 0,6% dos animais foram positivos na
PCR, sendo todos assintomaticos (BECK et al., 2009). Ja na Roménia, relatou-se a ocorréncia
de B. gibsoni em 28,6% de 49 amostras de sangue de cdes com sinais clinicos tipicos de
babesiose. Nesse estudo, foi empregado PCR-RFLP para identificagao do agente. Os animais
eram provenientes da regido leste e nordeste do pais (IMRE et al., 2013). Em outra investigagao
na Roménia, apenas 1% dos animais de um total de 96 caes sintomaticos da regido sul foram
positivos para B. gibsoni. Esses dois estudos mostram como dentro de um mesmo pais pode
haver uma variagcdo importante na ocorréncia de B. gibsoni (ANDERSSON et al., 2017). Na
Polonia, 1,4% dos cdes foram positivos quando 216 amostras de sangue periférico foram
testadas por PCR, enquanto na Sérvia foram 5,7% positivos de 158 cdes (TEODOROWSKI et
al., 2022).

Nos Estados Unidos, alguns relatos de pequenas babesias ja eram descritos na década
de 90, porém somente em 2000 esclareceu-se quais isolados eram de fato B. gibsoni e quais
deveriam ser classificados como uma espécie distinta (KJEMTRUP et al., 2006; ZAHLER;
GOTHE, 2000). Nos Estados Unidos, B. gibsoni ¢ a principal babesia em caes (DEAR;
BIRKENHEUER, 2022). Um estudo relatou que 79% das amostras de um laboratorio comercial
dos Estados Unidos positivas para Babesia eram B. gibsoni (BIRKENHEUER et al., 2018). Na
América Central, somente trés paises descreveram a presenca desse agente (PANTI-MAY;
RODRIGUEZ-VIVAS, 2020). Nessa regido, Sdo Cristovio e Neves foi o primeiro pais a relatar
a ocorréncia de B. gibsoni, com 10% de positivos de um total de 372 cdes aparentemente
saudaveis (KELLY etal., 2013). Na Nicardgua, 10% de um total de 39 caes (WEI etal., 2014b),
enquanto na Costa Rica foram 5% de 40 caes (WEI et al., 2014a). Em todos os estudos foi
utilizado qPCR ou qPCR mais sequenciamento para identificagao.

Na América do Sul, existem apenas dois relatos de B. gibsoni, ambos no Brasil. O
primeiro deles foi em 2006, quando quatro de um total de dezesseis cdes no Parana foram
positivos para B. gibsoni. Contudo, somente 424 pb do gene 18S rRNA foram obtidos no
sequenciamento, apresentando 100% de identidade com o isolado B. gibsoni Asia
1(AF175300). Nao estd claro também no trabalho se os quatro isolados foram de fato
sequenciados uma vez que nenhuma sequéncia se encontra depositada no GenBank (TRAPP et
al., 2006). Em 2008, também no Parana, foi relatado que 13,8% de 282 caes foram positivos

para B. gibsoni. Porém, a técnica utilizada para determinacdo da espécie foi PCR-RFLP, e o
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padrao de digestdo enzimatica foi determinado com base em apenas duas sequéncias
depositadas, uma de B. vogeli do Brasil, e outra de B. gibsoni da Espanha. Nesse estudo, nao
foi realizado sequenciamento de nenhum isolado (JOJIMA et al., 2008). Além disso, utilizando
oligonucleotideos genéricos para piroplasmideo, PIRO F e PIRO R, Jojima et al. (2008)
admitiram que as sequéncias eram pertencentes ao género Babesia. Nos dois estudos, foram
visualizadas estruturas sugestivas de piroplasmideo em esfregago sanguineo, porém nenhum
dado morfoldgico foi apresentado. Logo, ndo ha ainda uma descricdo bem caracterizada e
consistente da ocorréncia de B. gibsoni no Brasil. Além disso, existem relatos mais antigos sem
dados moleculares que ja apontavam para ocorréncia de pequenos piroplasmideos no Brasil por
meio da observagdo em esfregaco sanguineo (BRACCINI et al., 1992) e por sorologia para B.

gibsoni (GOTHE &WEGERDT, 1991).
2.4 Patogenia e Sinais Clinicos

A patogenicidade de B. gibsoni ¢ considerada como moderada a severa, sendo mais
patogénica que B. vogeli (SOLANO-GALLEGO et al., 2016). A gravidade da doenca depende
da idade do animal, do estado imunologico, da parasitemia e de infec¢des ou doencas
concomitantes. Os casos mais graves ocorrem principalmente em filhotes e animais até dois
anos. Apoés o quadro agudo, comumente o animal continua cronicamente infectado
(KARASOVA et al., 2022). Dessa forma, os sinais clinicos sdo variaveis e o animal infectado
pode apresentar desde uma infec¢@o subclinica a sinais graves levando ao ¢bito (SOLANO-
GALLEGO et al., 2016).

A anemia ¢ um dos achados laboratoriais mais comumente encontrados nas infecc¢des
por B. gibsoni (GROVES; DENNIS, 1972). Ela se manifesta tipicamente como uma anemia
hemolitica regenerativa por hemolise extra e intravascular, decorrentes de mecanismos
imunomediados e ndo imunes. Esses mecanismos envolvem lise de eritrocitos por agdo direta
do parasito ao sair da célula, por aumento da fragilidade osmotica, por aumento do estresse
oxidativo e por deposicao de anticorpos e fatores do sistema complemento sobre hemadcias
(KARASOVA et al., 2022). Pode-se observar em esfregaco sanguineo sinais de regeneracio
medular tais como anisocitose e policromasia, hemécias nucleadas e corpusculos de Howell-
Jolly (SOLANO-GALLEGO et al., 2016). Adicionalmente, quando ocorre anemia hemolitica
imunomediada, podem ser visualizados outros achados como a presenca de esferocitos,
hemadcias fantasmas e aglutinagdo positiva em solugdo salina (GARDEN et al., 2019). A

trombocitopenia ¢ outro achado tipicamente encontrado em caes infectados, podendo em alguns
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casos ser a unica alteracdo no hemograma. Sugere-se que ela ocorra por destruicao
imunomediada ou consumo. O leucograma por sua vez ¢ variavel, podendo ocorrer leucocitose
ou leucopenia, assim como neutrofilia ou neutropenia (KARASOVA et al., 2022).

Outros achados laboratoriais podem incluir azotemia, proteinuria, elevacdo das enzimas
hepaticas ALT (alanina aminotransferase) e AST (aspartato aminotransferase),
hemoglobinuria, hiperbilirrubinemia, bilirrubintria, hipoalbuminemia e hiperglobulinemia. Em
alguns casos pode haver aumento da lipase pancreatica (BIRKENHEUER et al., 1999;
BIRKENHEUER; LEVY; BREITSCHWERDT, 2004; SOLANO-GALLEGO et al., 2016;
TROTTA et al., 2009). Grande parte dessas alteracdes se deve a resposta inflamatoria sistémica
causada pelo agente, sendo um importante fator na patogenia da doenga (TOTHOVA et al.,
2020). Foi demonstrado que nas infecgdes por B. gibsoni pode ocorrer uma liberacao acentuada
de citocinas inflamatoérias que justificariam a severidade da doenga e o acometimento de 6rgaos
em que o parasito ndo se encontra diretamente (BROWN; SHIEL; IRWIN, 2015; TOTHOVA
et al., 2020).

Os sinais clinicos sdo inespecificos € podem incluir fraqueza, apatia, anorexia, febre,
mucosas palidas, esplenomegalia, linfoadenomegalia, petéquias, equimoses, diarreia, vomito e
ictericia. Em casos mais severos, o animal pode desenvolver coagulopatias, insuficiéncia renal
e até mesmo falha de multiplos 6rgaos (KARASOVA et al., 2022; SOLANO-GALLEGO et al.,
2016; TEODOROWSKI et al., 2022). Outros sinais menos comuns incluem alteracdes
dermatoldgicas e neurologicas (GONDE et al., 2016; TASAKI et al., 2013). Caes com infec¢ao
cronica podem ser assintomaticos ou apresentar quadros intermitentes de febre, além de perda

de peso ¢ letargia (TOTHOVA et al., 2020).

2.5 Diagnéstico

O diagnostico de B. gibsoni pode ser desafiador levando em considera¢do a morfologia
do agente, a baixa parasitemia ¢ a diversidade de piroplasmideos em caes. Trés métodos
principais sao utilizados para o diagnostico: PCR, sorologia e visualiza¢ao do agente em lamina
(SOLANO-GALLEGO et al., 2016).

A visualizacdo de B. gibsoni pode ser realizada por meio da avaliacdo de esfregaco
sanguineo. Uma das vantagens desse método ¢ o custo reduzido e o tempo relativamente rapido
de realizacao do exame. Contudo, apresenta baixa sensibilidade, exigindo niveis consideraveis
de parasitemia, geralmente encontrados na fase aguda da doenga, além de experiéncia por parte

do patologista (KARASOVA et al., 2022). A detecgdo fica ainda mais dificil em casos de
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infec¢do cronica. Mesmo em casos severos, a parasitemia pode ficar abaixo de 1% (DEAR;
BIRKENHEUER, 2022).

O treinamento e a experiéncia do patologista sao importantes considerando a pequena
dimensao do parasito (1-3 um). Junto a isso, se ndo devidamente corado, o citoplasma pode nao
se destacar, podendo ser confundido com outras estruturas, como corpusculos de Howell-Jolly.
Logo, os merozoitos e trofozoitos ndo sao facilmente visualizados, levando a falsos-negativos
(SOLANO-GALLEGO et al., 2016). Porém, nao ¢ possivel pela avaliagdo morfologica
determinar a espécie e até mesmo o género do piroplasmideo visualizado em lamina, sendo
necessario o diagnodstico molecular para elucidacdo (DEAR; BIRKENHEUER, 2022).

O diagnostico molecular € o mais adequado para identificacao do agente, possuindo alta
sensibilidade e especificidade (SOLANO-GALLEGO et al., 2016). Protocolos de PCR em
tempo real espécie-especificos foram desenvolvidos, permitindo a identificacdo de B. gibsoni
em uma unica reacdo (PANICKER et al., 2024). Os marcadores geralmente utilizados nos testes
moleculares incluem o gene 18S rRNA e as regides ITS1 e ITS2. Porém, destaca-se
possibilidade de utilizagdo de marcadores mitocondriais (cyth, coxl, cox3) que, por
apresentarem um maior niimero de copias por célula quando comparada com os marcadores
nucleares, podem aumentar a sensibilidade do teste (QUROLLO et al., 2017). E possivel
também a utilizagdo de oligonucleotideos mais genéricos, ou para o grupo dos piroplasmideos,
ou para o género Babesia, para entdo posteriormente se realizar o sequenciamento e
caracterizagdo molecular dos isolados (PANTI-MAY; RODRIGUEZ-VIVAS, 2020;
QUROLLO etal., 2017). Além disso, ¢ importante levar em consideragdo o periodo pré-patente
que pode durar entre sete e onze dias (KARASOVA et al., 2022). Recomenda-se o uso da PCR
também para o acompanhamento apds 60 e 90 dias do inicio do tratamento para avaliar se houve
remissdo (DEAR; BIRKENHEUER, 2022).

Métodos sorologicos, especificamente ELISA, RIFI e testes imunocromatograficos,
estdo disponiveis, sendo uteis quando ndo ha parasitemia ou quando ela esta abaixo do limite
de detecgdo da PCR, especialmente nos quadros de infecgdo cronica (KARASOVA et al.,
2022). Além disso, falsos-negativos sdo provaveis nos testes sorologicos se realizados na fase
aguda da doenga, quando a soroconversao pode ainda ndo ter ocorrido. Logo, € interessante que
se repita a sorologia apds 4-8 semanas. Contudo, reagdes cruzadas com outras espécies de
Babesia podem ocorrer, o que faz que a especificidade seja moderada para muitos desses testes

(SOLANO-GALLEGO et al., 2016).
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2.6 Tratamento e Profilaxia

O tratamento se diferencia daquele utilizado para as grandes babesias. Ele busca a
melhora clinica do paciente, podendo reduzir a parasitemia a niveis indetectaveis pela PCR,
porém somente alguns animais obtém cura parasitologica. O paciente pode persistir com
alteracdes laboratoriais como anemia e trombocitopenia, mesmo na auséncia de sinais clinicos.
Além disso, o animal pode vir a adoecer novamente sob condicdes de estresse (DEAR;
BIRKENHEUER, 2022). Existem alguns protocolos terapéuticos possiveis. Entre eles o mais
preconizado ¢ o uso de atovaquona (13,5 mg/kg, a cada 8h) com azitromicina (10 mg/kg, a cada
24h) por 10 dias (BIRKENHEUER; LEVY; BREITSCHWERDT, 2004). A atovaquona € um
farmaco antiprotozoario e atua sobre o citocromo b, interferindo no metabolismo mitocondrial
do parasito. Porém, alguns isolados podem possuir a mutacdo M1281 ou M128V, que confere
resisténcia a esse farmaco. Essas mutagdes ndo sindnimas ocorrem no provavel sitio de ligagao
da proteina mitocondrial com o farmaco. Na Asia, a prevaléncia dessas muta¢des pode chegar
a 47%, como observado em Taiwan, enquanto nos Estados Unidos relatou-se 3,5%
(BIRKENHEUER et al., 2018). A azitromicina ¢ um antibidtico pertencente a classe dos
macrolideos, e atua em bactérias ligando-se a subunidade 50S ribossomal e consequentemente
bloqueando o processo de tradugdo de mRNA. Acredita-se que ele interfira de maneira
semelhante na subunidade 50S do apicoplasto desses parasitos (KARASOVA et al., 2022).

Na impossibilidade da utilizagdo do primeiro protocolo ou ineficicia, pode-se realizar,
buscando a melhora clinica, a administracdo em conjunto de clindamicina (25 mg/kg, a cada
12h), metronidazol (15 mg/kg, a cada 12h) e doxiciclina (5 mg/kg, a cada 12h) (DEAR;
BIRKENHEUER, 2022; SUZUKI et al., 2007), ou o uso de doxiciclina (7-10 mg/kg, a cada
12h) com enrofloxacina (2-2.5 mg/kg, a cada 12h) e metronidazol (5-10 mg/kg, a cada 12h)
por 6 semanas (LIN; HUANG, 2010). Contudo, o uso desses antibioticos dificilmente leva a
cura parasitoloégica (DEAR; BIRKENHEUER, 2022). O uso de aceturato de diminazeno ¢
proibido em alguns paises devido aos seus efeitos toxicos. Os efeitos de toxicidade sobre o
organismo podem afetar rins e figado. Porém, a depender da regido, pode ser utilizado no
tratamento para B. gibsoni em doses mais baixas (KARASOVA et al., 2022). Da mesma forma,
o tratamento busca a remissdo dos sinais clinicos. A utilizagdo de dipropionato de imidocarb,
comumente empregado no tratamento de B. vogeli e B. canis, ndo ¢ recomendada para pequenas
babesias, dada a sua baixa eficacia nesses casos (KARASOVA et al., 2022).

Diferentemente das grande babesias, as medidas de profilaxia baseadas somente no

controle de vetores por meio de produtos carrapaticidas podem nao ser eficazes, considerando
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outras formas de transmissdo importantes, especificamente por via transuterina e por feridas
ocasionadas por mordidas (BIRKENHEUER et al.,, 2018). Nao h& vacinas comerciais
disponiveis que confiram prote¢io contra B. gibsoni (KARASOVA et al., 2022)
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RESUMO

A babesiose canina ¢ uma doenca causada por protozodrios do género Babesia, hemoparasitas
importantes na clinica veterinaria de caes. Babesia vogeli ¢ a espécie predominante no Brasil.
Contudo, Babesia gibsoni, comumente encontrada na Asia e nos Estados Unidos, tem sido
reportada como um agente emergente € possui caracteristicas distintas quanto ao diagnostico,
tratamento, profilaxia e prognostico. No presente estudo, ¢ relatado o primeiro caso de B.
gibsoni no Brasil confirmado por dados clinico-laboratoriais, moleculares e morfologicos. Um
cdo da raca Dachshund no Distrito Federal apresentou sinais inespecificos, incluindo febre,
desidratacdo e anemia persistente. A infecgdo para piroplasmideo foi confirmada por PCR para
o gene 18S rRNA e posteriormente o agente foi caracterizado com o uso de quatro marcadores
moleculares (cyth, cox3, hsp70 e 18S rRNA). Analises filogenéticas e de identidade
confirmaram a espécie do isolado como B. gibsoni. Redes de haplotipos foram construidas e
indices de diversidade calculados. Eles apontaram para uma diversidade genética importante
dentro da espécie. O isolado brasileiro se agrupou no haplotipo dominante para o gene 18S
rRNA. A mesma rede revela uma possivel expansdo populacional recente do agente. Os genes
cytb e cox3 demonstraram ser marcadores com alta variabilidade genética, sendo adequados
para andlises de diversidade intraespecifica. Os achados observados sugerem a possibilidade de
que infec¢des por B. gibsoni possam estar sendo subdiagnosticadas no Brasil. O protocolo
terapéutico utilizado no presente estudo, baseado em dipropionato de imidocarb e azitromicina,
ndo foi eficaz na eliminagdo do parasita, corroborando a necessidade de abordagens de
tratamento distintas daquelas utilizadas para B. vogeli. Além disso, com base na diversidade
genética e distribui¢do global desse agente, sugere-se que estudos epidemioldgicos,
filogenéticos e filogeograficos sejam realizados para compreender a distribuicdo e impacto
desse agente no pais. Este estudo reforga a importancia da vigilancia molecular na babesiose
canina e destaca B. gibsoni, um patégeno emergente, como um diagnodstico diferencial a ser

considerado na clinica de cdes no Brasil.

Palavras-chave: Canis lupus familiaris, Rede de haplétipos, PCR, Filogenia molecular
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ABSTRACT

Canine babesiosis is a disease caused by protozoa of the genus Babesia, an important
hemoparasite in veterinary clinical practice. Babesia vogeli is the predominant species in Brazil.
However, Babesia gibsoni, commonly found in Asia and the United States, has been reported
as an emerging pathogen with distinct characteristics regarding diagnosis, treatment,
prophylaxis, and prognosis. In the present study, we report the first confirmed case of B. gibsoni
in Brazil, based on clinical, laboratory, molecular, and morphological data. A Dachshund dog
from the Federal District presented with nonspecific clinical signs, including fever,
dehydration, and persistent anemia. Babesia infection was confirmed by PCR targeting the 18S
rRNA gene, and the agent was further characterized using four molecular markers (cytb, cox3,
hsp70, and 18S rRNA). Phylogenetic and sequence identity analyses confirmed the species as
B. gibsoni. Haplotype networks were constructed, and diversity indices were calculated,
revealing significant genetic variability within the species. The Brazilian isolate clustered
within the dominant haplotype for the 18S rRNA gene. The same network suggests a possible
recent population expansion of the pathogen. The cyth and cox3 genes exhibited high genetic
variability, demonstrating their suitability as markers for intraspecific diversity analyses. The
findings suggest that B. gibsoni infections may be underdiagnosed in Brazil. The therapeutic
protocol employed in this study, based on imidocarb dipropionate and azithromycin, was
ineffective in eliminating the parasite, reinforcing the need for treatment strategies distinct from
those used for B. vogeli. Furthermore, given the genetic diversity and global distribution of this
pathogen, epidemiological, phylogenetic, and phylogeographic studies are warranted to better
understand its occurrence and impact in the country. This study underscores the importance of
molecular surveillance in canine babesiosis and highlights B. gibsoni, an emerging pathogen,

as a differential diagnosis in the clinical assessment of dogs in Brazil.

Keywords: Canis lupus familiaris, Haplotype network, PCR, Molecular phylogeny
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1.0 INTRODUCAO

A babesiose canina ¢ uma enfermidade transmitida principalmente por carrapatos e afeta
caes em diversas partes do mundo, incluindo o Brasil. O agente causador pertence ao género
Babesia, grupo formado por protozoarios hemoparasitas, cada qual com implicagdes clinicas e
epidemioldgicas especificas (SOLANO-GALLEGO et al., 2016). O ciclo do parasito no
organismo do hospedeiro vertebrado envolve a invasdao de hem4cias, e sua replicagdo no interior
dessas células (JALOVECKA et al., 2019). Os sinais clinicos sdo variaveis, dependendo da
espécie do parasito, do nivel de parasitemia, do estado imunolédgico, e da idade do animal
(KARASOVA et al., 2022).

No Brasil, a espécie Babesia vogeli ¢ a mais prevalente, sendo transmitida pelo carrapato
Rhipicephalus sanguineus sensu stricto e Rhipicephalus linnaei (DANTAS-TORRES et al.,
2021). Por outro lado, Babesia gibsoni, endémica na Asia e nos Estados Unidos, tem ganhado
aten¢do como agente emergente em novas regides, especialmente devido a gravidade dos
quadros clinicos ocasionados e a dificuldade de eliminacdo do parasito, mesmo com
tratamentos adequados (DEAR; BIRKENHEUER, 2022; GUO et al., 2020; KARASOVA et
al., 2022). Além disso, o protocolo terapéutico empregado se difere do utilizado para B. vogeli
e a profilaxia baseada somente em produtos carrapaticidas pode nao ser suficiente (DEAR;
BIRKENHEUER, 2022).

O diagndstico ¢ muitas vezes desafiador. Esses parasitos se enquadram no grupo das
pequenas babesias (1-3 pm), sendo dificil sua visualizagdo em esfregaco sanguineo
(KARASOVA et al., 2022). Além disso, ndo é possivel determinar a espécie somente pela
morfologia em lamina. A PCR por sua vez ¢ a ferramenta diagnostica mais adequada por possuir
maior sensibilidade e permitir a correta caracterizagdo do agente (DEAR; BIRKENHEUER,
2022). A sorologia também pode ser 1til, especialmente em infec¢des cronicas, nas quais pode
nao haver parasitemia detectavel por PCR (SOLANO-GALLEGO et al., 2016).

Embora existam dois relatos pontuais de B. gibsoni em caes no Brasil, ambos da regido
sul do pais, os dados disponiveis ndo incluem uma caracterizagdo molecular detalhada bem
como ndo incluem dados morfoldgicos para uma descrigdo mais consistente desse agente no
territério nacional (JOJIMA et al., 2008; TRAPP et al., 2006). Estudos comprovando a
ocorréncia desse agente e sua diversidade genética sdo essenciais para compreender sua
distribuicdo e impacto clinico, contribuindo para estratégias mais eficazes de diagnostico e

controle da doenca.
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Logo, deve-se investigar se infec¢des por B. gibsoni sdo um diagnostico diferencial a
ser considerado na clinica de cdes no Brasil. E um agente com distribuigdo global e que provoca
doenga clinica importante com particularidades diagnosticas e terapéuticas (KARASOVA et
al., 2022). Esse trabalho teve como objetivo, portanto, demonstrar pela primeira vez a
ocorréncia desse agente no Brasil apresentando dados clinico-laboratoriais, morfologicos e

moleculares.

2.0 MATERIAIS E METODOS

2.1 Amostra Biolégica

Um animal de uma regido rural de Brasilia foi atendido em um Hospital Veterinario
particular em margo de 2022. O animal era um cdo da raga Dachshund, fémea, de 16 anos,
castrado. Era domiciliado e vivia em uma chécara na qual a tutora abrigava caes de resgate.
Estava com a vacinagdo (antirrabica e polivalente) e desverminag¢do em dia. A tutora ndo relatou
viagem recente do animal nem a presenga de carrapatos. O paciente apresentava mucosa
palidas, febre (38,5 °C) e desidratacdo, além de sensibilidade abdominal ao toque. Amostras de
sangue foram coletadas em tubos secos ou com gel separador e com EDTA e encaminhadas ao
Laboratério Veterinario Citopet e ao Laboratéorio de Patologia Clinica Veterinaria da

Universidade de Brasilia entre margo ¢ setembro de 2022.

2.2 Analises

2.2.1. Avaliacao Hematoldgica

As anélises hematologicas e bioquimicas foram realizadas no laboratério veterinério
Citopet. A determinagdo dos parametros dos hemogramas foi feita a partir das amostras de
sangue com EDTA com o uso do contador automatico MEK-6550 Nihon Kohden — Celltac. A
leitura do esfregaco sanguineo por microscopia oOtica foi realizada para obten¢ao do diferencial
leucocitario, avaliacdo da morfologia celular, pesquisa de hematozoarios, e estimativa da
concentragdo plaquetaria. As laminas de esfregaco sanguineo foram coradas pelo método de
Rosenfeld. As amostras para realizagdo dos bioquimicos foram coletadas em tubo seco ou com
gel separador e centrifugados a 4.000 rpm por 5 min para obten¢do do soro. Os bioquimicos

ALT (alanina aminotransferase), FA (fosfatase alcalina), creatinina e ureia foram feitos com o



37

uso dos reagentes da Labtest ® nos analisadores Labmax Plenno (Labtest ®) ¢ ChemWell

(Labtest ®).

2.2.2 Ensaios Moleculares

A extragdo de DNA, as cPCRs ¢ as purificagdes para sequenciamento foram realizadas
no Laboratorio de Patologia Clinica Veterinaria da Universidade de Brasilia. Para os ensaios
moleculares foi coletado sangue total em tubos com EDTA. Para a extragdo de DNA, utilizou-
se o kit comercial PureLink™ Genomic DNA Mini Kit (Thermo Fisher Scientific®, Waltham,
EUA) de acordo com a instrug¢ao do fabricante. O DNA eluido foi armazenado a -20°C.

Uma PCR inicial foi feita para verificar a integridade do DNA ¢ a presenga de inibidores
na amostra, utilizando os oligonucleotideos GAPDH-F ¢ GAPDH-R para amplificacdo de
sequéncia parcial do gene gapdh de mamiferos (aproximadamente 400 pb) (BIRKENHEUER;
LEVY; BREITSCHWERDT, 2003). A reacao de PCR foi realizada para um volume final de
25uL utilizando 2,0nL de DNA, solugdo tampao a 1X, 1,5mM de MgClz, 0,2mM de dNTP, 2,0
mM de cada oligonucleotideo, 1U de TagDNA Polymerase (Invitrogen®, Calsbad, CA). Agua
Milli-Q® purificada foi utilizada para completar o volume final da reacdo. A amplificagdo por
PCR empregou desnaturacao inicial a 95°C por 5 min, seguido por 40 ciclos de desnaturacao
(1 min a 95°C), anelamento (1 min a 53°C), e extensao (1 min a 72°C), com um ciclo extensao
final por 5 min a 72°C.

Uma PCR especifica para Babesia e Theileria foi realizada com o intuito de confirmar
a infec¢@o por piroplasmideo. Foi empregado o par de oligonucleotideos BT-F1 e BT-R1
conforme Jefferies et al. (2007), amplificando um fragmento de aproximadamente 800 pb do
gene 18S rRNA. A reacdao de PCR foi realizada em um volume final de 25 pL, contendo 2,0
nL de DNA, tampao de reagdo a 1X, 1,5 mM de MgCl, 0,2 mM de dNTP, 2,0 mM de cada
oligonucleotideo e 1U de Taq DNA Polymerase (Invitrogen®, Carlsbad, CA). Agua ultrapura
Milli-Q® foi utilizada para completar o volume final. O protocolo de amplificagdo consistiu
em uma etapa inicial de desnaturagao a 94°C por 3 min, seguida de 45 ciclos de desnaturagdo
(30 seg a 94°C), anelamento (20 seg a 58°C) e extensdo (30 seg a 72°C), com extensdo final
por 7 minutos a 72°C.

Para a caracterizacdo molecular, foram realizadas quatro PCRs conforme Bhoora et al.
(2009). A primeira reagao foi feita com os oligonucleotideos NBabesialF (modificado) e
18SRev-TB, produzindo um fragmento de aproximadamente 1.600 pb. O oligonucleotideo

NBabesialF foi modificado para incluir a diversidade genética de B. gibsoni. Posteriormente,
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o produto amplificado dessa PCR foi submetido a trés nested PCRs. O oligonucleotideo
NBabesialF foi modificado para englobar a diversidade genética de B. gibsoni para a regido de
anelamento. Sequéncias de B. gibsoni foram obtidas do banco de dados GenBank e alinhadas
com o algoritmo ClustalW. A primeira nested PCR utilizou os oligonucleotideos NBabesialF
(modificado) e BT18S3R, gerando um fragmento com cerca de 800 pb da regido 5’ do gene. A
segunda reacdo utilizou os oligonucleotideos BT18S3F e 18SRev-TB, que amplificou
aproximadamente 800 pb da regido 3’. A terceira reagdo amplificou uma regido interna com
cerca de 800 pb com os oligonucleotideos BT18S2F e BT18S2R (Figura 1). Os produtos das
nested PCRs foram sequenciados com a finalidade de se obter um fragmento quase completo

do gene 18S rRNA, conforme Bhoora et al. (2009).

NBabesia1F (mod)
—t P —
- >

~1600 pb 18SRev-TB
BT18S2F P
- <
~800 pb BT18S2R
NBabesialF (mod)
p— P -
_ <
~800 pb BT18S3R
BT18S3F,
—

sz " 18SRev-TB
Figura 1. Representagdo dos oligonucleotideos utilizados para amplificagdo e sequenciamento do gene

18S rRNA.

A reagdo de PCR com os oligonucleotideos NBabesial F (modificado) e 18SRev-TB foi
realizada, contendo 2,0 uL de DNA, tampao de reagdo a 1X, 1,5 mM de MgClz, 0,2 mM de
dNTP, 2,0 mM de cada oligonucleotideo ¢ 1U de Taq DNA Polymerase (Invitrogen®,
Carlsbad, CA), em um volume final de 25 pL. Agua ultrapura Milli-Q® foi utilizada para
completar o volume final. O protocolo de amplificagdo consistiu em uma etapa inicial de
desnaturacdo a 94°C por 2 min, seguida de 40 ciclos de desnaturagdo (30 seg a 94°C),
anelamento (1 min a 50°C) e extensdo (1 min a 72°C), com extensao final por 7 minutos a 72°C
(BHOORA et al., 2009).

A amplificagdo por PCR com os oligonucleotideos NBabesialF (modificado) e
BT18S3R foi feita em um volume final de 25 pL. A reagdo continha 2,0 uLL de DNA, tampao
de reacdo a 1X, 1,5 mM de MgCl., 0,2 mM de dNTP, 2,0 mM de cada oligonucleotideo e 1U
de Tag DNA Polymerase (Invitrogen®, Carlsbad, CA) com a adi¢do de agua Milli-Q®

ultrapura para atingir o volume final. O protocolo de amplificacdo consistiu em uma etapa
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inicial de desnaturacdo a 94°C por 2 min, seguida de 40 ciclos de desnaturacao (30 seg a 94°C),
anelamento (1 min a 59°C) e extensdo (1 min a 72°C), com extensao final por 5 minutos a 72°C
(BHOORA et al., 2009).

As reagdes de PCR com os oligonucleotideos BT18S3F e 18SRev-TB assim como
BT18S2F e BT18S2R foram realizadas em um volume final de 25 pL, contendo 2,0 pL de
DNA, tampao de reacdo a 1X, 1,5 mM de MgClz, 0,2 mM de dNTP, 2,0 mM de cada
oligonucleotideo e 1U de Taq DNA Polymerase (Invitrogen®, Carlsbad, CA). Agua ultrapura
Milli-Q® foi utilizada para completar o volume final da reagdo. O protocolo de amplificagdo
consistiu em uma etapa inicial de desnaturacdo a 94°C por 2 min, seguida de 40 ciclos de
desnaturacao (30 seg a 94°C), anelamento (1 min a 55°C) e extensdo (1 min 72°C), com
extensao final por 5 minutos a 72°C (BHOORA et al., 2009).

Adicionalmente, foram realizadas PCRs para amplificacdo dos genes da proteina de
choque térmico de 70 kD (Asp70), citocromo ¢ oxidase 3 (cox3) e citococromo b (cyth). A
reacdo para hsp70 utilizou os oligonucleotideos 4sp70 F1 e hsp70 R1 de acordo com Soares et
al. (2011), produzindo um fragmento de aproximadamente 700 pb. Para os genes cox3 e cytb,
as reagOes foram realizadas conforme Schreeg et al. (2016), gerando produtos com cerca de 600
e 1.000 pb, respectivamente.

Para avaliar a presenca de parasitemia concomitante por outro agentes, também foram
realizadas PCRs para Leishmania spp. (DISCH et al., 2003), Ehrlichia spp., Anaplasma spp.
(PAROLA et al., 2000) e Hepatozoon spp. (INOKUMA et al., 2002). As sequéncias dos
oligonucleotideos utilizados estdo apresentadas na Tabela 1. Para todos os produtos de PCR,
foi realizado eletroforese em gel de agarose e corados com brometo de etideo, com visualizagao

em transiluminador UV (UVP LLC, Upland,32 CA).
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Tabela 1. Oligonucleotideos utilizados nas PCRs.

. 7 Sequéncia dos P_—
( Oligonucleotideo ] ( Gene Alvo ] ( oligonucleotideos (5-3) ] [ Grupo Alvo ] [ Referéncia }

F: CCTTCATTGACCTCAACTACAT ;
Gapdh-F / Gapdh-R ( f:ggz b R_EE I\ ACA GTTGGTCCCATCG . ACT GACC ; Mamifero Birkenheur et al. (2003)
18SrRNA F: GGCTCATTACAACAGTTATAG Babesia/ Theileria Jefferies et al. (2007)
BT-F1/BT-R1 (~800 pb) R: CCCAAAGACTTTGATTTCTCTC
- F: AAGCCATGCATGTCTAAGTATAAGCTTTT Babesial Theileri Bh (2009
NBabesia1F (mod) / 185 rRNA ' abesia/ Theileria oora et al. )
e (~1600 pb) R: GAATAATTCACCGGATCACTCG
NBabesialF (mod) / 185 rRNA F: AAGCCATGCATGTCTAAGTATAAGCTTTT . L Bhoora et al. ( 2009)
o pmod) (~800 pb) R: CCTCTGACAGTTAAATACGAATGCCC Babesial Theileria
F: GGGCATTCGTATTTAACTGTCAGAGG ) o
BT18S3F / 185Rev-TB (1~8850r($2£) R: GAATAATTCACCGGATCACTCG Babesia/ Theileria Bhoora et al. ( 2009)
185 rRNA F: GGGTTCGATTCCGGAGAGGG . o
BT18S2F / BT18S2R (~800 pb) R: CCCGTGTTGAGTCAAATTAAGCCG Babesia/ Theileria Bhoora et al. (2009)
F: TTAGTGAAGGAACTTGACAGGT . )
CytbF1/CytbR1 (~1czyt§g pb) R: CGGGTTGAATETGTTCCCTA%EC%EACG Piromaplasmida Schreeg etal. 2016)
F: ACTGTCAGCTAAAACGTATC ! )
Cox3 F1/Cox3R1 (Nggg’:b) R: ACAGGATTAGATACCCTGG Piromaplasmida Schreeg et al. (2016)
F: CATGAAGCACTGGCCHTTCAA i ileri
Hsp70 F1/Hsp70R1 85 ooy R: GCN CKG CTG ATG GTG GTGTTGTA Babesial Theileria Soares etal. (2011)
kDNA F: GGG TAGGGGCGTTCTGCGAA Leishmania Disch et al. (2003)
Wry /ey (~120 pb) R: CCGCCCCTATTT TACACCAACCCC
F: GGTACCYACAGAAGAAGTCC
EHR16SD / EHR16SR gfssofg';ﬁ) R TAGCACTCATCGTTTACAGE Anaplasmataceae Parola et al. (2000)
185 rRNA F: ATACATGAGCAAAATCTCAAC Hepatozoon Inokuma et al. (2002)
HEPF / HEPR (~700 pb) R: CTTATTATTCCATGCTGCAC

Para o sequenciamento, os produtos das reagdes foram purificados utilizando o kit
PureLink™ Quick Gel Extraction & PCR Purification (Invitrogen®, Calsbad, CA) de acordo
com as instrugdes do fabricante. O DNA eluido foi quantificado no espectrofotometro
NanoVue, observando-se também a relagao A260/280 e A260/230.

Os produtos purificados das PCRs foram sequenciados pelo método de Sanger no
sequenciador ABI 3730 XL DNA Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, California (CA)
do Centro de Recursos Bioldgicos e Biologia Genomica (CREBIO) da UNESP, em Jaboticabal.
A avaliacdo da qualidade das sequéncias e a trimagem foi realizada no programa Geneious
v.9.0.5. As sequéncias foram submetidas a ferramenta BLASTn utilizando o banco de dados
core nt.

Foram realizadas duas arvores filogenéticas por maxima-verossimilhanga com uso do
programa RAXML v8.2. Com a finalidade de avaliar a posi¢do desse isolado dentro da ordem
Piroplasmida, a primeira arvore consistiu no uso de sequéncias parciais do gene 18S rRNA com
pelo menos 800 pb, englobando os 14 clados bem estabelecidos de piroplasmideos. A arvore
foi construida com o modelo " Hasegawa, Kishino, and Yano" (HKY) com distribui¢do gama
(G) e sitios invariantes (I) como matriz de substitui¢cdo de acordo com o programa jModelTest

v2.1.10. Foram utilizadas 91 sequéncias obtidas do banco de dados GenBank. O algoritmo
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MUSCLE foi empregado e Cardiosporidium cionae (EU052685) foi colocado como grupo
externo. A segunda arvore consistiu em analisar a posi¢do do presente isolado dentro do grupo
Babesia sensu stricto. Foram utilizadas 26 sequéncias de espécies pertencentes a esse grupo,
incluindo sequéncias de Babesia gibsoni, obtidas do GenBank. O comprimento do alinhamento
foi de aproximadamente 1.700 pares de bases e foi realizado com o algoritmo MUSCLE,
incluindo Cytauxzoon felis como grupo externo. O modelo evolutivo HKY+G+I foi empregado
como matriz de substituicao de acordo com o programa jModelTest v2.1.10.

Para avaliar a diversidade intraespecifica, foram realizadas quatro redes de haplotipos
com o auxilio do programa PopART v.1.7. Todas as sequéncias de cada marcador de B. gibsoni
foram obtidas do banco de dados GenBank e foram incluidas nas analises quando possuiam
tamanho adequado e correspondessem a mesma regiao nucleotidica. O método utilizado foi o
TCS para a construgdo das redes. A primeira foi realizada com base em fragmento parcial do
gene 18S rRNA e utilizou 260 sequéncias de B. gibsoni. O alinhamento possuia
aproximadamente 400 pb. A segunda rede utilizou 74 sequéncias para o marcador cyth. O
alinhamento possuia cerca de 600 pb. Para a terceira rede, utilizaram-se 36 sequéncias do
marcador cox3, com alinhamento de aproximadamente 500 pb, enquanto para a quarta, foram
12 isolados com alinhamento de cerca de 600 pb. As redes foram construidas com base no pais
em qual cada isolado foi obtido.

Foi utilizado o programa DnaSP v. 6 para mensurar a diversidade de nucleotideos (m),
nimero de haplétipos (h), diversidade haplotipica (Dh), nuimero médio de diferencas de

nucleotideos (K) e nimero de sitios segregantes (S) entre os isolados, para cada marcador.

3.0 RESULTADOS

3.1. Avaliacao Clinica e Laboratorial

Foram analisadas laboratorialmente amostras de sangue de um canino da raga
Dachshund, fémea, de 16 anos, ao longo de 211 dias. A apresentacdo clinica consistia em
mucosas palidas, febre (38,5 °C) e desidratacdo, com sensibilidade abdominal ao toque. A
queixa se iniciou em mar¢o de 2022, com melhoras e pioras da condi¢do clinica e dos
parametros hematoldgicos do animal de maneira intermitente, até o seu 6bito em abril de 2023.

Ao longo do tratamento, o animal apresentou anemia persistente com hematocrito
variando de 11% a 27%, namero de hemadcias de 1,3 a 3,43 (x10°) e hemoglobina de 3,4 a 8,6

g/dL. A anemia era principalmente macrocitica hipocrémica, com visualizacdo em esfregago
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sanguineo de discretas a moderadas anisocitose e policromasia, além da presenga de hemacias
nucleadas e corpusculos de Howell-Jolly. Apresentou flutuagdes na concentragao de leucocitos
chegando a ter uma reacao leucemoide no dia 67 com a presenca de neutréfilos toxicos, desvio
a esquerda regenerativo, neutrofilia e monocitose absolutas. As altera¢cdes mais frequentes no
leucograma ao longo do tratamento foram neutrofilia e linfopenia absolutas, e desvio a esquerda
regenerativo. Apresentou leucopenia apenas no dia 211. O animal também possuia
trombocitopenia persistente durante o curso da doenca, embora agregados plaquetarios
estivessem presentes na maioria das ldminas analisadas. A proteina plasmatica total se manteve
dentro do valor de referéncia durante todo o tempo. Na Tabela 2 estdo apresentados os
parametros laboratoriais do hemograma e dos biogimicos do animal ao longo do curso da

doenca.

Tabela 2. Valores hematologicos e de bioquimica sérica mensurados ao longo do curso da doenga no

animal infectado por B. gibsoni.

DIA 1 DIA4 DIA45  DIA47  DIA62  DIA67  DIA73  DIAI121 DIA150 DIA211  Valores de Referéncia
Hemécias (x109/uL | [ 249 3,18 1,3 3,43 1,89 3,08 1,56 1,78 2,91 2,43 ) 5,5-8,5
Hemoglobina (g/dL) 5,5 8,6 3,4 8,2 4,8 7,6 3,9 4,1 6,6 5,8 12-18

Hematocrito (%) 19 27 11 25 16 24 13 14 24 21 35-55

VCM (fL) 76 70 85 74 84 77 86 81 81 85 60 - 77
CHCM (g/dL) 29 32 31 32 30 32 29 28 28 28 31-36
- N 4

Leucdcitos (/ul) 6.100 15.900 15.600 16.800 12.200 17.400 52.500 35.900 17.400 5.100 6.000 - 18.000

Basdfilos (/uL) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0-200

Eosinofilos (/ul) 122 159 156 0 244 0 525 0 348 408 0 - 1.800

Bastonetes (/uL) 305 0 1.404 336 976 522 4.725 359 870 51 0-500
Segmentados (/ul) 5.185 14.787 12.480 15624 10.736 15.312 41.475 33.028 15.138 3.978 3.600 - 13.800

Linféctios (/uL) 488 477 936 336 244 174 525 2.154 522 612 720 - 5.400

L Monécitos (/uL) )L 0 477 624 504 0 1.392 5.250 359 522 51 ) 0 - 1.800
f ) * * & * * * * )
Plaguetas (/ul) 46.000 49.000 101.000 153.000 59.000 105.000 151.000 165.000 132.000 159.000| = 180.000 - 500.000
Proteina plasmatica
total (g/dL) 72 6,0 ) 6,2 6,4 6,4 Vo2 7,0 6,8 7,8 58-82
< ~ J
ALT (U/L) N [ 56 62 43 83 74 224 29 38 ) 10 - 88
Fosfatase alcalina (U/L) 181 === === 44 - - == === == 20 - 150

Ureia (mg/dL) 31 --- e oo --- - 67 - - 15 - 65

Creatinina (mg/dL) 0,6 0,6 0,5 0,4 - 0,6 == 0,6 1,0 0,9 0,5-1,5
J \ J

Legenda: ALT — alanina aminotransferase. Estrela - dias em que foi observado o agente em lamina.

Asterisco - presenga de agregado plaquetario.

Os valores de bioquimicos ndo se mostraram alterados, a excecdo da FA no dia 1 e da
ALT no dia 121. Ictericia foi observada apenas ocasionalmente (Tabela 2). A suspeita do
diagnéstico de infecgdo por piroplasmideo ocorreu em maio de 2022, no dia 73, quando
estruturas semelhantes a merozoitos/trofozoitos foram visualizadas em esfregago sanguineo.

Tais estruturas se pareciam morfologicamente com pequenas babesias (1-3 pm), que
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posteriormente foram identificadas como B. gibsoni (Figura 2). O animal foi testado para
Anaplasma platys, Anaplasma phagocytophilum e Ehrlichia canis por meio de teste ELISA,
utilizando-se o teste rapido 4DX (IDEXX). O animal testou positivo para a presenca de

anticorpos contra E. canis.

Figura 2. Babesia gibsoni (forma de anel) em interior de hemacias visualizadas em esfregaco sanguineo

de cdo doméstico (1.000 x).

3.2. Ensaios Moleculares por PCR

Para descartar parasitemia por outros agentes foi realizada cPCR para Leishmania spp.,
Ehrlichia spp., Anaplasma spp. e Hepatozoon spp. Todas foram negativas nos testes realizados.
Para caracterizagdo molecular, foram feitas quatro reagdes para diferentes regides do
gene 18S rRNA, de modo que se sobrepusessem e juntas formassem um consenso englobando
quase todo o gene. Um fragmento final de 1.517 pb foi obtido. Para cyth, obteve-se o gene
quase completo, com fragmento de 1.051 pb, enquanto para cox3, o gene completo, com 744

pb. Para hsp70, foi obtido um fragmento parcial de 617 pb.

3.3 Analises Filogenéticas e de Identidade
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As sequéncias dos genes 18S rRNA, cytb, cox3 e hsp70 foram utilizadas nas andlises de
identidade por meio da ferramenta BLASTn. Todos os marcadores apresentaram alta identidade
(98,81 -100%) com 100% de cobertura com isolados de B. gibsoni de diferentes paises. O gene
18S rRNA apresentou 100% de identidade com o isolado norte-americano Smith Co Kennel 1
(DQ184507.1) obtido de cao doméstico. Os marcadores cox3 e hsp70 apresentaram 100% de
identidade com um isolado do Japdo e com o isolado TWN1 de Taiwan, respectivamente. A
amostra de Taiwan foi obtida de um cao infectado, enquanto para o isolado do Japao nao foram
fornecidas informagdes acerca do hospedeiro. O marcador cytb apresentou 99,81% de

identidade com a amostra HUVIMdr1 do Japao (Tabela 3).

Tabela 3. Valores de identidade obtidos por BLASTn para os marcadores 18S rRNA, cox3, cytb e hsp70.

Tamanho da Identidade @alsarums Evallue Sequéncias com maior Paises Hospedeiros
Sequéncia identidade

Babesia gibsoni isolate . P
1.517 pb 100% 100% 0,0 EUA G I famil
18S rRNA P o o Smith Co Kennel 1 ( DQ184507.1) anis lupus familiaris

cox3 744 pb 100% 100% 0,0 Babesia gibsoni (AB499087.1)  Japao —-

Babesia gibsoni cepa HUVIMdr1

1.051 ,819 1009 0, a Iti lul
cytb 51 pb 99,81% 00% 0 (AB685183.1) Japéo Cultivo celular
hsp70 617 pb 100% 100% 0,0 Babes(z:g;islﬁggé.cspa TWNT Taiwan Canis lupus familiaris

A primeira arvore construida utilizou um alinhamento de cerca de 1.100pb do gene 18S
rRNA, englobando os 14 clados monofiléticos bem estabelecidos da ordem Piroplasmida. Nela
o isolado do presente estudo se agrupou dentro de Babesia sensu stricto, grupo que inclui B.
gibsoni e as grandes babesias de caes (B. vogeli, B. canis, B. rossi). Todos os 14 clados
apresentaram um bom suporte (Figura 3). Uma segunda arvore (~1.700 pb) utilizando somente
sequéncias do grupo Babesia sensu stricto para o mesmo gene foi gerada, agrupando os isolados
de B. gibsoni e o do presente estudo um clado monofilético bem suportado. As sequéncias
dentro desse clado formaram politomias e eram provenientes da China, Japao e Estados Unidos.

A identidade par a par desses isolados variou entre 97,8% ¢ 99,9% (Figura 4).
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Figura 3. Arvore filogenética por méxima-verossimilhanga da ordem Piroplasmida com base no gene
18S rRNA (n=91 - ~1.100 pb). O isolado do presente estudo esta agrupado dentro de Babesia sensu
stricto. Cardiosporidium cionae (EU052685) foi utilizado como grupo externo. Ramos com bom suporte

(bootstrap >70%) estdao destacados com asterisco.

Babesia odocoilei (AY046577)

Babesia odocoilei (BOU16369)

Babesia divergens (AY046576)
Babesia divergens (AJ439713)
Babesia caballi (AY534883)

N | Babesia bovis (JX495403)
| Babesia bovis (KP710223)

Babesia bigemina (JQ723014)
Babesia bigemina (HQ840959)
Babesia sp. Coco (EU109716)
Babesia sp. Coco (EU109717)

Babesia gibsoni (DQ184507)
Babesia gibsoni (MN928814)
Babesia gibsoni (AB478324)
Babesia gibsoni (AB478329)
Babesia gibsoni (PV054096)

Babesia canis (AY072926)
Babesia canis (KT008057)
Babesia vogeli (HQ148664)

«| Babesia vogeli (AY072925)
Babesia vogeli (DQ439545)
Babesia rossi (DQ111760)

«| Babesia rossi (AB935163)
[ Babesia rossi (AB935164)

Cy felis (CXZRR18S)

Babesia sensu stricto

Figura 4. Arvore filogenética por maxima-verossimilhanca do grupo Babesia sensu stricto com base no
gene 18S rRNA (n=26 - ~1.700 pb). A sequéncia do presente estudo estd em violeta (PV054096).
Cytauxzoon felis foi utilizado como grupo externo. Ramos com bom suporte (bootstrap >70%) estdo

destacados com asterisco.
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3.4. Redes de Haplétipos e Indices de Diversidade

Quatro redes de haplotipos foram construidas considerando as relagdes filogeograficas
dos isolados. Para isso foram incluidas todas as sequéncias de B. gibsoni do banco de dados que
possuissem tamanho adequado e correspondessem a mesma regido nucleotidica. A primeira
rede consistiu em 261 sequéncias parciais do gene 18S rRNA e incluiu 18 paises distribuidos
pela Asia, Oceania, América do Norte, América Central, América do Sul e Europa (Figura 5).
Foram obtidos 41 haplétipos (h), diversidade haplotipica (Dh) de 0,371, diversidade de
nucleotideos de 0,00406 (), nimero médio de diferengas de nucleotideos de 1,41 (K) e numero
de sitios segregantes (S) de 108 (Tabela 4). Utilizou-se um alinhamento de ~400 pb. A rede
apresentou um padrao do tipo estrela, com um haplétipo central (H39) formado por 207
sequéncias provenientes de 15 paises, incluindo a do presente estudo (PV054096). A maior
parte dos haplétipos apresentou 1 ou 2 sequéncias. A maior parte das sequéncias recuperadas
sdo da India (Figura 5). A relagdo entre os haplétipos e as sequéncias que os compdem se

encontra na Tabela 5.



H1
OR527826

H2
o0

KC811801
IMN134500
H3¢

MN134508
H35

H32
EF587268(_)

0P445693 @72

H3/
MN134510 O Apa78318

OK6266410H41

H36
EW430481 ) 1

(@]
KF171473

4

H17

@)
IMN134513 .

EU084678

H7

AY278443
OK524313

27927

OR527925
O H3

PP858672
H18
5] KF171472
KFs11955 H16 a
H20 JX962780
H38
OK626593
OK626594 o1
OK626643
H19
H9
EF014475
H27
© Ewzoa0
H13 H10
O O PP85848
PP858799 PP858482
H15
oo PPB58812
H12(Q PP858745

H29
H2 . H1

5
EU430484

10%

PP858

H6
© PPgs58748

00 @@ 0e00ee0 000

© Taiwan

© EUA
o Vietna

10 famples
1 sample
Brasil
China
Croéacia
India
Itélia
Japao
Malawi
Malasia
Myanmar
Nepal
Sao Cristovao e Névis|
Eslovaquia
Coreia do Sul
Espanha
Sri Lanka

47

Figura 5. Rede de haplotipos (n=261 - ~400 pb) de isolados de B. gibsoni com base no gene 18S rRNA

e na sua distribuicao geografica por pais.

Tabela 4. indices de diversidade genética com base nos genes 18S rRNA, cox3, cytb e hsp70 para

isolados de B. gibsoni.

)

Diversidade Ndmero de Diversidade Numero médio de Numero de sitios Ndmero de

de nucleotideos (m) haplétipos (h) haplotipica (Dh) J ( diferencas de nucleotideos (K) segregantes (S) sequéncias
185 rRNA 0,00406 41 0,371 1,410 108 260
oors0s 5 0549 8057 " 74
hsp70 0,0111 7 0,833 6,848 25 12
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Tabela 5. Relagdo dos haplétipos com base no gene 18S rRNA e no numero de acesso do GenBank das

suas respectivas sequéncias.

[ Haplstipo | N°de Sequéncias | Sequéncias
Hap_1 1 OR527926
Hap_2 1 OR527927
Hap_3 1 OR527925
Hap_4 1 JX962780
Hap_5 1 MN134510
Hap_6 1 PP858748
Hap_7 1 0K524313
Hap_8 1 PQ482420
Hap_9 1 EF014475
Hap_10 1 PP858482
Hap_11 1 PP858777
Hap_12 1 PP858745
Hap_13 1 PP858799
Hap_14 1 PP858628
Hap_15 1 PP858812
Hap_16 1 KF171472
Hap_17 2 MN134513, MN134516
Hap_18 1 PP858672
Hap_19 3 0K626594, OK180506, OK626645
Hap_20 3 KF511955, KC954653, KF511956
Hap_21 1 0K626643
Hap_22 1 EU430484
Hap_23 1 EU430483
Hap_24 1 KF171473
Hap_25 5 0Q708941, 0Q715344, 0Q715345, KF606872, KC811802
Hap_26 1 AY278443
Hap_27 1 EU430490
Hap_28 2 0P445693, KP666156
Hap_29 1 KP666155
Hap_30 1 KC811801
Hap_31 1 KP666158
Hap_32 1 EF587268
Hap_33 3 AB478321, PP716414, PP716420
Hap_34 1 MN134500
Hap_35 1 MN134506
Hap_36 1 EU430481
Hap_37 2 AB478318, AB478327
Hap_38 1 0K626593
Hap_39 207 EU430492, KU500920, OR554230, OR554231, MG708223, 0Q715343, 0Q715346,
0Q708940, 0Q709154, 0Q708944, 0Q709155, 0Q709156, 0Q709157, KU500918,
0Q835167,0Q857323, 0Q835169, 0Q857325, MN928825, MN928830, KP666166,
DQ184507, KP666159, OK091621, PV054096, AF205636, 1Q710685, AF175300, AB478328,
AB118032, AB478319, AB478323, AB478324, AB478325, AB478329, AB478330, AF271081,
AF396748, AF396749, F1769386, F1769387, F1769388, KC811803, KP666157, KP666160,
KP666160, KP666161, KP666162, KP666162, KP666164, KP666168, MN928814, MN928815,
MN928820, MN928823, MN928816, MN928817, MN928818, MN928819, MN928824,
MN928821, MN928822, MN928826, MN928827, MN928828, MN928829, MN928833,
MN928831, MN928832, MT752609, MT752610, MW276038, OK091620, OP445695,
0Q727056, 0Q727057, AB478322, KP666163, KP666165, KF171470, LC012808, MW509822,
MW509823, MW509824, MW509825, MW509826, MN093339, OK597187, OP445694,
LC602469, AF175301, KC461261, KF171474, KF878944, LC830842, LC830843, LC830844,
LC830845, LC830846, LC830847, LC830848, LC830849, LC830850, LC830851, LC830852,
LC830853, LC830854, LC830855, LC830856, MN134499, MN134501, MN 134502,
MN134503, MN134504, MN134505, MN 134508, MN134509, MN134511, MN134515,
0P445691, OP445692, OP445696, OP445697, KF171471, KJ142323, MN134512, MN134514,
MN134517, 0Q396762, KF878947, KF112075, KF606868, KF606868, AB478320, AB478326,
KF928958, MN134507, JX112784, OK175728, OR512917, MH718810, PP858490, EU430493,
EF587269, EU430482, EU430485, EU430485, EU430487, EU430489, EU430489, EU430491,
EU430494, KF112074, KF606867, KF606869, KF606871, KF606873, KF606873, KFE06874,
MN080997, EU084679, EU430486, EU430488, KF606875, KU500916, MZ646030, PQ504910,
KU500919, PP716410, PP716410, PP716411, PP716411, PP716412, PP716412, PP716413,
PP716415, PP716416, PP716417, PP716418, PP716421, PP716422, PP716423, PP716424,
KF606870, MZ293793, MW509821, OP781949, KU500917, FJ209023, 0Q835173, 0Q691967,
0Q835165, 0Q857321, 0Q835175, 0Q835171, 0Q857327, LC012802, LC012802,
KF606876, KU500921, KU500915, EU583386, 0K626642, 0K626644, KP666167, 0Q716578,
0Q716579
Hap_40 1 EU084678

Hap_41 1 0K626641
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A segunda rede consistiu em 74 sequéncias parciais do gene cytb, incluindo 5 paises,
Japdo, China, Brasil, India e Hungria, com alinhamento de ~600 pb (Figura 6). Foram obtidos
32 haplotipos (h), diversidade haplotipica (Dh) de 0,949, diversidade de nucleotideos de
0,01306 (m), nimero médio de diferengas de nucleotideos de 8,057 (K) e niimero de sitios
segregantes (S) de 44 (Tabela 4). O isolado do presente estudo se agrupou no haplétipo H4,
juntamente com a sequéncia japonesa MW816919. Esse foi o unico haplétipo compartilhado
por isolados de diferentes paises dentro da rede. O maior haplétipo identificado foi o H1, com
11 sequéncias, enquanto a maioria apresentou 1 ou 2 sequéncias (Figura 6). A relagdo da

composicao de cada haplotipo se encontra na Tabela 6.

M\b28886
Hé6

=
1 sample
® japao
© Brasil
® China
O India
® Hungria

Figura 6. Rede de haplotipos (n=74 - ~600 pb) de isolados de B. gibsoni com base no gene cytb e na

sua distribuicdo geografica por pais.
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Tabela 6. Relacdo dos haplotipos com base no gene cyrb € no nimero de acesso do GenBank das suas

respectivas sequéncias.

Haplétipo| N° de Sequéncias

Sequéncias |

Hap_1

Hap_2
Hap_3
Hap_4
Hap_5
Hap_6
Hap_7
Hap_8
Hap_9
Hap_10
Hap_11
Hap_12
Hap_13
Hap_14
Hap_15
Hap_16
Hap_17
Hap_18
Hap_19
Hap_20
Hap_21
Hap_22
Hap_23
Hap_24
Hap_25
Hap_26
Hap_27

Hap_28
Hap_29
Hap_30
Hap_31
Hap_32

11

ONRP NRRPLRWOWORDAMNNRPRNRPRRPRPRRPRRLRWORRPRNREL,WNRR

N DRk R

LC589503, LC589507, LC589510, LC589512, LC589504, LC589508,
LC589505, LC589511, LC589506, LC589509, LC589513
AB685190
MN928893
MW816919, Isolado do presente estudo
AB685184, AB685187, JAVEPI010000007
MN928886
MN928887, MN928895
MN928894
MN928897
MN928892, KP666169, MN928891
MN928890
MN928884
MN928896
MN928889
MN928888
MN928882, MN928883
MN928885
MN928880, MN928881
PP889992, PP889999, PP890001, PP890002
MK840556
MK840542, MK840553, MK840558
MK840543
MK840548
MK840549, MK840560
MK840554
MK840544, MK840551
PP889993, PP889998, MK840538, PP889990, PP889991, PP889995,
PP889996, PP889997, PP890000
PP889994
MK840559
MK840539
MK840540, MK840541, MK840545, MK840547
MK840550, MK840555, MK840546, OM933653, MK840552,
MK840557, MK840561

A terceira rede foi construida com 36 sequéncias parciais do gene cox3, incluindo 4

paises, Japdo, China, Brasil e India, com alinhamento de ~500 pb (Figura 7). Foram obtidos 25
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haplotipos (h), diversidade haplotipica (Dh) de 0,975, diversidade de nucleotideos de 0,01556
(), nimero médio de diferencgas de nucleotideos de 8,463 (K) e numero de sitios segregantes
(S) de 46 (Tabela 4). O isolado do presente estudo se agrupou no haplétipo H1. O maior
haplotipo foi 0 H2, com 4 sequéncias. O nimero de sequéncias por haplotipo variou na maior
parte entre 1 e 2. Nenhum haplétipo foi compartilhado por isolados de diferentes paises (Figura

7). O niimero de acesso do GenBank das sequéncias de cada haplétipo se encontra na Tabela 7.

H13 PP181922
e D’
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H3 H18
@ H10(D) O rrsiox
PP181925
@
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OH17 a8
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China
PP181933 () |ndia

Figura 7. Rede de haplétipos (n=36 - ~500 pb) de isolados de B. gibsoni com base no gene cox3 e na

sua distribuicdo geografica por pais.
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Tabela 7. Relagdo dos hapldtipos com base no gene cox3 e no numero de acesso do GenBank das suas

respectivas sequéncias.

Haplétipo | N° de Sequéncias Sequéncias
Hap_1 1 Isolado do presente estudo
Hap_2 4 AB685182, AB685183, AB685184, AB685186
Hap_3 1 AB685189
Hap_4 1 KP666169
Hap_5 1 PP155679
Hap_6 2 PP155680, PP155681
Hap_7 1 PP181922
Hap_8 1 PP181923
Hap_9 1 PP181924
Hap_10 1 PP181925
Hap_11 1 PP181926
Hap_12 1 PP181927
Hap_13 3 PP181928, PP181931, PP181932
Hap_14 2 PP181929, PP181934
Hap_15 3 PP181930, PP181936, PP181942
Hap_16 1 PP181933
Hap_17 1 PP181935
Hap_18 1 PP181937
Hap_19 1 PP181938
Hap_20 2 PP181939, PP181944
Hap_21 1 PP181940
Hap_22 2 PP181941, PP181943
Hap_23 1 PP181945
Hap_24 1 PP181946
Hap_25 1 PP199390

A quarta rede consistiu em 12 sequéncias parciais do gene Asp70 com alinhamento de

~600 pb. Ela incluiu isolados de 4 paises, Japdo, India, Brasil ¢ Taiwan. Foram obtidos 7

haplétipos (h), diversidade haplotipica (Dh) de 0,833, diversidade de nucleotideos de 0,0111

(), nimero médio de diferencas de nucleotideos de 6,848 (K) e numero de sitios segregantes

(S) de 25 (Tabela 4). O isolado do presente estudo se encontra no haploétipo H1, composto

somente por ele. O maior haplétipo foi o H2, com 5 sequéncias, enquanto os outros

apresentaram apenas 1 ou 2 sequéncias (Figura 8). Nenhum haplétipo foi compartilhado por

isolados de diferentes paises, exceto o haplétipo H2. A relagdo da composig@o de cada haplétipo

se encontra na Tabela 8.
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Figura 8. Rede de haplotipos (n=12 - ~600 pb) de isolados de B. gibsoni com base no gene Asp70 ¢ na

sua distribuicdo geografica por pais.

Tabela 8. Relag@o dos haplotipos com base no gene Asp70 e no nimero de acesso do GenBank das suas

respectivas sequéncias.

Haplétipo | N°de Sequéncias Sequéncias
Hap_1 1 Isolado do presente estudo
Hap_2 5 AB248730, EF584826, FJ763839, FJ763841, F1763842
Hap_3 2 MZ436189, MZ501174
Hap_4 1 MZ516441
Hap_5 1 MZ647993
Hap_6 1 MZ647994
Hap_7 1 MZ647995
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4.0 DISCUSSAO

O presente estudo relata pela primeira vez a ocorréncia de B. gibsoni no Brasil utilizando
dados clinico-laboratoriais, morfologicos e moleculares. A babesiose causada por esse agente
¢ de importante interesse na clinica de caes. Atualmente B. vogeli ¢ o principal agente etiologico
da babesiose nesses animais no pais (OLIVEIRA et al., 2023). Contudo, B. gibsoni esta
associada a quadros mais graves, com infecgdes cronicas e pode ser transmitida sem a
participagdo do carrapato como vetor. E mais dificilmente diagnosticada e possui protocolo
terapéutico distinto daquele comumente utilizado para B. vogeli. Além disso, ¢ um agente com
ampla distribuigio mundial ¢ endémico na Asia e nos Estados Unidos (DEAR;
BIRKENHEUER, 2022; KARASOVA et al., 2022). Descrever a ocorréncia deste caso destaca
a necessidade de caracterizar os agentes envolvidos nas infecgdes por babesiose no pais, assim
como a realizacdo de estudos epidemioldgicos futuros.

O animal infectado do presente estudo era um cdo domiciliado da raca Dachshund de
16 anos que vivia em uma chacara no Distrito Federal. No mesmo ambiente a tutora abrigava
caes de resgate. Clinicamente o animal apresentava sinais inespecificos (febre, desidratagao,
mucosas palidas, dor), mas comumente observados em caes com babesiose (TEODOROW SKI
et al., 2022). A anemia foi um achado hematoldgico importante considerando que persistiu
durante todo o tempo de acompanhamento, chegando a valores muito baixos, como 11% de
hematdcrito. A fisiopatogenia dessa anemia ocorre principalmente devido ao processo de
hemolise intra e extravascular. Esses mecanismos incluem a lise de hemécias por agdo direta
do parasito, aumento da permeabilidade de membrana das hemadcias, aumento de radicais livres
e deposi¢do de anticorpos e fatores do sistema complemento sobre eritrocitos (KARASOVA et
al., 2022). Devido a esse processo, a anemia identificada ao longo dos exames era
provavelmente regenerativa na sua maior parte, dado também que o animal apresentou
anisocitose e policromasia moderadas, macrocitose, hipocromasia, ictericia sem aumento
expressivo das enzimas hepaticas, presenca de hemécias nucleadas e corptisculos de Howell-
Jolly. Esses achados sdo relatados tipicamente em caes infectados por B. gibsoni (KARASOVA
et al., 2022; SOLANO-GALLEGO et al., 2016).

O animal também possuia resposta inflamatéria observada nos leucogramas, com
neutrofilia, linfopenia e desvio a esquerda regenerativo. No dia 73, o animal apresentou uma
reacdo inflamatoria intensa, chegando a uma reacdo leucemoide. A liberagdo de citocinas pro-
inflamatorias ¢ um fator de destaque na fisiopatogenia e na gravidade nas infec¢des ocasionadas

por B. gibsoni, sendo responsavel por alteragdes em 6rgaos nos quais o agente nao tem agao
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direta (BROWN; SHIEL; IRWIN, 2015; TOTHOVA et al., 2020). Essa inflamagio pode
também ter contribuido para a anemia, considerando a cronicidade da doenca e a capacidade de
citocinas pro-inflamatdrias inibirem a captacao e distribui¢ao de ferro assim como a acao da
eritropoietina em receptores da medula 6ssea (STOCKHAM; SCOTT, 2011). As proteinas
plasmaticas totais por outro lado se mantiveram dentro dos valores de referéncia ao longo do
tempo. Contudo, ndo foi realizada a mensuracao de albumina e globulina.

Trombocitopenia foi observada em todos os hemogramas. Contudo, agregados
plaquetarios foram identificados em alguns exames, podendo indicar ndo se tratar de uma
trombocitopenia verdadeira, mas sim de uma pseudotrombocitopenia. A trombocitopenia pode
ser explicada pelo consumo ou destruicdo imunomediada das plaquetas, sendo um achado
comum em cées infectados por B. gibsoni (KARASOVA et al., 2022).

Os achados clinicos e laboratoriais persistiram ao longo de quase um ano, possuindo
alternancia entre quadros de melhora e piora da condicdo clinica do animal. Essa caracteristica
esta associada a ndo eliminagdo do agente ao longo do tempo ¢ a baixa resposta & medicagao
utilizada (BIRKENHEUER; LEVY; BREITSCHWERDT, 2004; DEAR; BIRKENHEUER,
2022). B. gibsoni assim como outras pequenas babesias sao responsaveis por infec¢des cronicas
nas quais dificilmente se obtém cura parasitologica, mesmo com melhora clinica do animal
(DEAR; BIRKENHEUER, 2022). Infelizmente ndo foi a realizada a quantificacdo da
parasitemia durante o periodo de acompanhamento. A ultima visualizagao do agente em lamina
de esfregago sanguineo ocorreu apds 4 meses desde o atendimento inicial, no final de junho de
2022, cerca de 2 meses ap6s a primeira visualizagdo em lamina.

Quanto a medicacdo utilizada, foram realizadas duas aplicacdes de dipropionato de
imidocarb com intervalo de 14 dias entre elas, com a primeira no inicio de julho. Foi associado
também o uso de azitromicina durante 30 dias inicialmente, e, depois de 1 més, por mais 40
dias. Embora o protocolo mais preconizado para B. gibsoni consiste no uso de atovaquona mais
azitromicina, este protocolo ndo foi utilizado no presente caso. O uso isolado de dipropionato
de imidocarb ¢ recomendado em casos de babesiose por B. vogeli, mas ndo para B. gibsoni
devido & sua baixa eficacia (KARASOVA et al., 2022). O uso da azitromicina se justifica por
ser um farmaco que se liga a subunidade 50S do apicoplasto desses parasitos, bloqueando o
processo de tradugio de mRNA (KARASOVA et al., 2022). A atovaquona é um firmaco
antiprotozoario que se liga ao citocromo b, utilizado em humanos para tratamento de certas
infec¢des, como por Plasmodium falciparum e Babesia microti (COTTRELL et al., 2014;
TUVSHINTULGA et al., 2022). Na veterinaria, ¢ também recomendado nas infec¢des por

Cytauxzoon felis em gatos domésticos. Existem duas apresentacdes comerciais da atovaquona,
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Malarone e Mepron, ambas de dificil acesso no Brasil. Nenhuma das duas medicacdes estava
disponivel para utilizagdo no animal do presente estudo. Foi realizada, portanto, uma
combinagdo entre dipropinotado de imidocarb e azitromicina.

Poucos marcadores bioquimicos foram mensurados durante o periodo de
acompanhamento do animal. Azotemia renal ¢ um achado relatado em caes infectados por B.
gibsoni, devido provavelmente a deposicdo de imunocomplexos nos glomérulos renais
(SOLANO-GALLEGO et al., 2016; TROTTA et al., 2009). Contudo, a creatinina do animal
permaneceu dentro dos valores de referéncia durante todo o tempo. Infelizmente a ureia so6 foi
medida em dois dias. Vale destacar que azotemia renal apenas se faz presente quando caes
perdem cerca de 75% da capacidade funcional dos néfrons (STOCKHAM; SCOTT, 2011). Nao
foi realizada nenhuma urinalise para avaliagdo mais criteriosa da funcao renal. O aumento da
atividade enzimatica da ALT e da FA também s3o achados que podem ser observados e podem
ocorrer devido ao intenso processo inflamatorio e pela hipdxia em tecido hepatico pela anemia
acentuada. Porém, o valor da ALT se manteve dentro dos valores de referéncia, exceto no dia
121, em que se registrou um aumento discreto. A FA foi mensurada em apenas dois momentos.

Nao ¢ possivel determinar qual foi a forma de transmissdo desse agente para o animal
do presente estudo. Os carrapatos Haemaphysalis bispinosa, Haemaphysalis longicornis,
Haemaphysalis hystricis € Rhipicephalus sanguineus sdo os vetores atualmente conhecidos
para B. gibsoni. Desses, somente R. sanguineus tem ocorréncia no Brasil (DANTAS-TORRES
et al., 2019). O animal vivia em uma chacara na qual havia outros caes de resgate, podendo
facilmente ter sido exposto ao carrapato. A outra possibilidade de transmissdo poderia ter sido
por mordida. Essa forma de transmissao ¢ relatada em especial em raca American Pit Bull
Terrier e American Staffordshire Terrier, envolvidas em brigas de caes (DEAR;
BIRKENHEUER, 2022; JEFFERIES et al., 2007). Embora ndo foram observados carrapatos
no animal, a tutora ndo relatou fazer uso de produto carrapaticida. Também ndo relatou
ocorréncia de lesdo compativel com mordida.

O diagnéstico de B. gibsoni ¢ desafiador principalmente quando comparado com o de
grandes babesias. Esse agente ¢ responsavel por infec¢des cronicas, nas quais pode ndo haver
parasitemia detectavel. E também dificilmente visualizado no esfregago sanguineo devido ao
seu tamanho reduzido (1-3pum), exigindo experiéncia do patologista clinico, principalmente em
regides de baixa ou nenhuma ocorréncia descrita (SOLANO-GALLEGO et al., 2016). Porém,
a visualizacdo de uma pequena estrutura em formato de anel dentro de hemdcias ndo permite
fechar o diagnostico. Morfologicamente B. gibsoni ndo se distingue de outras pequenas babesias

e pode ser facilmente confundida com artefatos de lamina. E necessario para elucidagao
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diagnostica o uso de outras técnicas como cPCR ou qPCR especificas para a espécie ou
sequenciamento de marcadores moleculares (DEAR; BIRKENHEUER, 2022). No presente
estudo, no momento inicial foi dificil a visualizacao das estruturas em lamina. A observagao do
agente em lamina ocorreu somente no dia 73 e 121. Os dados moleculares confirmaram
posteriormente se tratar de B. gibsoni.

Para a caracterizagdo molecular, foi empregado um protocolo adaptado de Bhoora et al.
(2009) com o intuito de amplificar um fragmento extenso do gene 18S rRNA (~1.500 pb). Essa
¢ a primeira sequéncia depositada de um isolado brasileiro de B. gibsoni. Trapp et al. (2006) ja
havia descrito um isolado brasileiro como B. gibsoni, porém foi um fragmento curto com cerca
de 400 pb do gene 18S rRNA. O gene 18S rRNA ¢ um marcador conservado dentro da ordem
Piroplasmida, podendo haver sobreposi¢ao dos valores de identidade com outras espécies
proximas, especialmente quando utilizados fragmentos curtos. Esse fendmeno ¢ bem descrito
no género Cytauxzoon, por exemplo (DUARTE et al., 2024). Logo, o uso de fragmentos curtos
pode gerar erros de classificagdo taxonomica, principalmente quando considerada a identidade
nucleotidica isoladamente. Outro estudo também relatou a ocorréncia de isolados de B. gibsoni
em cdes da regido Sul do pais (JOJIMA et al., 2008). Contudo, nenhum dado morfoldgico foi
apresentado assim como ndo foi por Trapp et al. (2006). Nao foi realizado também
sequenciamento de nenhuma amostra, apenas realizada a técnica de PCR-RFLP com Hinfl para
identificacao das espécies, com ocorréncia elevada de 39 positivos de um total de 282 animais
(JOJIMA et al., 2008). E importante destacar que as limitagdes técnicas nesses dois estudos se
deram ao acesso limitado a outras ferramentas moleculares disponiveis naquele periodo.

Para caracterizagdo molecular, uma primeira arvore filogenética posicionou o isolado
do presente estudo dentro do grupo Babesia sensu stricto, em conformidade com o que ja era
esperado com base na literatura JALOVECKA et al., 2019). E 0 mesmo grupo em que se
encontram as grandes babesias de caes, B. canis, B. rossi, B. vogeli e Babesia sp. coco, além de
outras espécies como, como B. caballi, B. bovis, B. bigemina e B. odocoilei (JALOVECKA et
al.,, 2019). Uma segunda arvore usando esse mesmo marcador confirmou que o isolado
pertencia a espécie B. gibsoni ao se agrupar em um clado monofilético bem suportado. A
posicao filogenética desse isolado estava, portanto, de acordo com as altas identidades obtidas
paras os fragmentos dos genes 18S rRNA, cytb, cox3 e hsp70 obtidos no presente estudo.

Para uma melhor compreensao da posi¢ao desse isolado dentro da diversidade genética
de B. gibsoni, foram realizadas quatro redes de haplotipos, uma para cada marcador. A primeira
rede utilizou o gene 18S rRNA. Foi obtida uma diversidade haplotipica moderada e um baixo

valor na diversidade de nucleotideos. Além disso, disso a rede apresentou um aspecto do tipo
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“estrela”, ou seja, um haplétipo dominante central, com haplotipos menores ao redor. Esses
achados sdo condizentes com a presenga de uma populagdo recente em expansdo ou selecao
purificadora. Esses achados foram os mesmos identificados por Yin et al. (2023) quando
analisado o gene 18S rRNA. Na ocasido foram utilizadas 128 sequéncias. O teste D de Tajima,
um teste de neutralidade, corroborou esse cenario. O presente isolado se agrupou no haplétipo
central (H39), que provavelmente ¢ o haplotipo ancestral da espécie ou mais adaptado. Contudo,
o gene 18S rRNA possui limitagdes especialmente no estudo de diversidade intrasespecifica.
Isso ocorre por ser um marcador conservado e pela existéncia de pardlogos (DUARTE et al.,
2024; HRAZDILOVA et al., 2019)

Os genes mitocondriais cytb e cox3 por outro lado ja sdo apontados como marcadores
mais adequados para diferenciagdo de espécies proximas e avaliagdo de diversidade
intraespecifica para piroplasmideos (DUARTE et al., 2024; HRAZDILOVA et al., 2019). No
presente estudo, foi observado uma diversidade haplotipica elevada para esses dois marcadores,
revelando, portanto, uma maior diversidade genética do que a demonstrada pelo gene 18S
rRNA. Isso ocorre por serem genes com maior taxa de mutagdo, sendo, portanto, menos
conservados do que o gene ribossomal (HRAZDILOVA et al., 2019). Esses marcadores
apresentaram também valores moderados na diversidade de nucleotideos. Contudo, o valor do
teste de Tajima D foi positivo, indicando um processo de selecdo balanceadora ou estruturagao
genética dentro da populagdo. Embora o indice Fst nao tenha sido calculado, percebe-se na rede
de haplotipos uma possivel diferenciagdo genética. AMOVA nio foi realizado considerando o
baixo o niimero de sequéncias e a predominancia de isolados da China e da India nas redes,
com poucos isolados de outros paises. Para cytb, o isolado brasileiro se agrupou no haplotipo
com isolados da Hungria. Para cox3, que so6 possuia isolados asidticos além da do presente
estudo, formou-se um haplétipo exclusivo para o isolado brasileiro. Devido ao nimero limitado
de sequéncias e regides amostradas ndo ¢ possivel afirmar se o presente isolado ¢ mais proximo
geneticamente de isolados asidticos, europeus ou americanos. Mais sequéncias mitocondriais
de outras regides geograficas precisam ser caracterizadas e depositadas para uma melhor
compreensdo da diversidade genética de B. gibsoni. Contudo, Yin et al. (2023) demonstrou a
existéncia de diferenciacdo genética entre populagdes da América com a Europa, e da América
e com a Asia. Isso poderia justificar a presenca de um haplétipo exclusivo para o isolado
brasileiro nas redes com cox3 e hsp70, que possuem somente sequéncias asiaticas e a brasileira.
O gene Asp70 por sua vez se mostrou mais conservado que os mitocondriais, porém menos que
o gene 18S rRNA com base na sua diversidade haplotipica e de nucleotideos. Infelizmente

existem poucas sequéncias depositadas.
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O uso de técnicas moleculares permitiu ndo s6 a deteccdo do agente como também
permitiu sua caracterizagao genética. Os dados obtidos confirmaram a alta diversidade genética
dentro da espécie. Contudo, essa diversidade esta mais bem caracterizada para os isolados da
Asia, regidio em que o agente é endémico. Para os isolados americanos e europeus, as sequéncias
estdo mais limitadas ao gene 18S rRNA, marcador que no presente estudo se mostrou mais
conservado que os genes mitocondriais cyth e cox3 e o gene nuclear isp70. E necessario que
esses isolados sejam caracterizados adequadamente para que se tenha uma melhor compreensao
da dindmica populacional de B. gibsoni no continente americano e europeu, visto que tem sido
considerado como um possivel agente emergente em alguns paises nos ultimos anos.

Uma alta diversidade haplotipica pode estar associada a diferentes fatores desde a um
numero efetivo populacional alto, o que ¢ observado em paises com grande nimero de casos
como na India (DEEPA et al., 2023; JAIN et al., 2017), como também com a estruturagao de
populagdes. A introducio do agente em novas regides pode contribuir também com o aumento

dessa diversidade.

5.0 CONCLUSAO

Com esse estudo foi possivel, pela primeira vez, descrever com robustez a ocorréncia
de B. gibsoni no Brasil, especificamente no Distrito Federal, por meio da associacdo de dados
clinico-laboratoriais, moleculares e morfologicos. O animal no presente estudo apresentou
anemia persistente, com baixa resposta clinica ao tratamento com dipropionato de imidocarb,
além de leucograma com padriao inflamatério importante, chegando a ter uma reagdo
leucemoide. Pequenas estruturas em formato de anel foram visualizadas no interior de
hemécias, sendo compativeis morfologicamente com piroplasmideos. A caracterizacao
molecular nesse caso foi importante ndo s6 para a identificagdo do agente como B. gibsoni,
como também na elucidagdo da posi¢ao desse isolado dentro da diversidade genética da espécie.
Para o gene 18S rRNA, o isolado brasileiro se agrupou no principal haplétipo da espécie (H39).
Para cytb e cox3, demonstrou-se a alta diversidade genética desse grupo e que isolado brasileiro
ndo se agrupou com nenhum haplotipo asiatico. Para cytb, agrupou-se apenas com isolados
europeus da Hungria. Para cox3 e hsp70, formou-se um haplotipo exclusivo. Contudo, devido
a quantidade restrita de sequéncias e regioes analisadas, nao ¢ possivel afirmar se o isolado em

questdo possui maior proximidade genética com isolados asiaticos, europeus ou americanos.
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