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RESUMO

O desenvolvimento de Boophilus microplus, Babesia bi-
gemina € B. bovis foli estudado em condig¢des experimentais, u-
sando bovinos mesticos originados de uma regido livre destes
parasitos.

Observou-se uma sequéncia evolutiva dos hemoparasitos
no carrapato vetor, ©partindo da presenca de eritrdécitos infec-
tados na luz intestinal de teledginas, durante as primeiras 24
horas apdés o desprendimento, até o aparecimento de esporozoi-
tas nas larvas. No periodo de 24 a 48 horas apdés a queda de fé-
meas ingurgitadas, verificou-se além da presengca de alguns eri-
trécitos infectados, a ocorréncia de corpos raiados "Strahlen-
korper" e de formas vermiformes e que por seus aspectos morfo-
légicos poderiam ser chamadas de oocinetos, podendo portanto
estarem relacionados <com a ocorréncia de gametogonia. Por wvol-
ta de 72 horas apdés a queda das teledbginas, foi observado a
presenca de oocinetos no citoplasma das células epiteliais além

de um grande nuUmero de esporozoitas imaturos. No mesmo periodo
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foi observado a presenga de esporozoitas imaturos e maturos de
B. bigemina e B. bovis nas amostras de hemolinfa, e no interior
dos hemécitos. A partir do quarto dia de incubagdo verificou-
se também, a presenca dos esporozoitas em amostras de tubos de
malpighi e ovdrio. Estes ©protozodrios foram observados em amos-
tras de ovos a partir do quarto e quinto dia apdés a queda na-
tural das teledginas, e em larvas com dois dias pds-ecloséo.

Concluiu-se que o periodo ideal ©para o diagndstico
das infecgbes ©por B. bigemina e B. bovis em amostras de hemo-
linfa e ovos corresponde ao oitavo e 13° dia apdés a gqueda natu-
ral do hospedeiro vertebrado.

Comprovou-se a interferéncia da infecgdo ©por B. bige-
mina e B. bovis em relacdo ao péso e postura das teledginas a-
pés desprenderem-se naturalmente do hospedeiro.

Do total de 100 teledginas coletadas de bovinos com
parasitemia de 1,5% para B. bigemina e 0,4% para B. bovis, 96%
apresentaram-se infectadas. Para o segundo grupo de teledginas
ingurgitadas em bovinos com parasitemia de 1,8% para B. bigemi-
na e 0,7% para B. bovis, a taxa de infeccdo observada foi de
88%.

A taxa de mortalidade observada no primeiro e segundo

grupo de teledginas, durante o sétimo e o 12° dia, de incuba-

cdo foi de 94,79 e 75,0%, respectivamente.



SUMMARY

The development of Boophilus microplus, Babesia
bigemina and Babesia bovis was studied in experimental
conditions in <cattle raized in tick free area. The -evolution
of these Dblood parasites was followed in the tick wvector,
starting by the ©presence of infected erythrocytes in the
intestinal lumen of engorged females, 24 hours after the ticks
had dropped from the cattle host up to the detection of
sporozoits in hatched larvae. During the period of 24 to 48
hours after engorged ticks dropped from the host it was
observed the presence of infected erythrocytes as well as the
presence of rayed bodies "Strahlenkorper" and vermiform bodies
which looklike ookinete, result of gametogony. Ookineto were
found in the cytoplasm of epithelial cells 72 hours after
ticks hod neopped, as well as large number of immature
sporozoites. During the some period of time the presence of
immature and mature sporozoites of B. bigemina and B. bovis

were found in hemolymph and in hemocytes. The presence of



xxii.

sporozoites in samples of malpighi tubes and ovaries were
noticed at day 4. Eggs examined in the fourth and fifth day
after engorged ticks had dropped were found to be ©positives
for the presence of both species of Babesia. The ideal

period for the diagnostic of B. bigemina and B. bovis in the

hemolymph and in eggs of ticks was found to be at the gth
and 13th day after females dropped from the host, respectively.

The examination of 100 engorged females of B.
microplus from cattle which had a parasitemia of 1.5% for B.
bigemina and 0.4% for B. bovis were found an infection rate
of 96%. A second sample of females which dropped from cattle
with a ©parasitemia of 1.8% for B. bigemina and 0.7% for B.
bovis, had and infection rate of 88%. The evolution of B.
bigemina and  B. bovis in the invertebrate host affect the
survival of engorged females. The mortality rate of engorged

females observed seven and twelve days after dropping from
the host fot the first and second groups were 94.79% and 75.0%,

respectively.



1. INTRODUCAO

Das quatro espécies do género Babesia Starcovici,

1893 que parasitam bovinos (HOYTE, 1976) apenas Babesia bovis

(Babés, 1888) e Babesia bigemina (Smith & Kilborne, 1893) séo

encontradas naturalmente infectando bovinos das varias re-
gides geogrdficas do Brasil. A distribuicdo destas duas es-
pécies tem intima relacdo com a distribuicdo geografica do
carrapato Boophilus microplus (Canestrini, 1887) considerada
a espécie responsavel pela transmissao destes protozoarios
no pais.

No Brasil, a importéncia econbdmica dos parasitos do
género Babesia comegcou a ser considerada no inicio do século,
quando FAJARDO (1901) descreveu pela ©primeira vez a presenga
destes parasitos em amostras sanguineas obtidas de bezerros e a-
dultos recém importados. Tem sido quase impossivel definir em
termos exatos, a importdncia destes parasitos no desenvolvi-
mento da pecudria nacional, contudo, ¢ conhecida a interfe-

réncia destes protozodrios no crescimento do rebanho bovino.



As Dbabesias quando ndo devidamente controladas inter-
ferem no desenvolvimento dos animais, reduzindo o) crescimen-
to, producdo de ~carne e leite; podendo determinar aborto e in-
fertilidade tempordria de machos e fémeas, e nos casos mails
graves, principalmente em animais recém-importados de regides
indenes quando ndo adequadamente aclimatados e imunizados de-
terminam a morte dos animais. O alto custo para a indugdo do
estado de imunidade dos bovinos importados de &reas indenes,
o tratamento com drogas especificas e o controle adequado dos
vetores, constituem aspectos importantes no controle destas
parasitoses para o avango da pecudria bovina.

0 primeiro trabalho cientifico envolvendo carrapatos
como vetores de protozodrios, segundo a literatura médica, de-
ve-se a SMITH & KILBORNE (1893), quando estes caracterizaram
a participagdo de Boophilus annulatus (Say, 1821) na transmis-
sdo de Babesia bigemina para bovinos no Estado do Texas, EUA.
A transmisséo natural destes parasitos para hospedeiros ver-
tebrados ocorre quando certos estdgios do carrapato vetor @ se
alimentam em bovinos sensiveis e inoculam esporozoitas junta-
mente com a saliva (FRIEDHOFF & SMITH, 1981). Apds a inocula-
céo, 0s esporozoitas entram na circulacéo sanguinea, invadem
0s eritrdécitos e multiplicam-se assexuadamente, destruindo a
célula hospedeira.

O ciclo dos parasitos no hospedeiro invertebrado foi
estudado pela primeira vez no inicio do século, gquando KOCH

(1906) evidenciou formas evolutivas de Babesia bigemina em Va-



espécies de carrapatos identificados como Boophilus aus-

rias
tralis (Fuller, 1899), Rhipicephalus evertsi (Neumann, 1897)
e Hyalomma aegyptium (Linnaeus, 1758) Neumann, 1911. Poste-

riormente varios trabalhos foram realizados na tentativa de

conhecer o comportamento das espécies de babesia nos respec-

tivos carrapatos vetores. RIEK (1964, 1966) estudou o compor-

tamento de B. bigemina e B. bovis no carrapato B. microplus,

caracterizando a invasdo e multiplicacdo destes parasitos em

vdrios tecidos incluindo células epiteliais do intestino, cé-

lulas da hemolinfa, masculos, tubulos de malpighi e ovario.

Também foram evidenciados em células epiteliais do intestino

e glédndula salivar de larvas e ninfas. Paralelamente a este
estudo relativo ao ciclo bioldgico, varios autores também e-
videnciaram o efeito destas espécies de protozodrios no car-
rapato vetor (DAVEY, 1981; GRAY, 1982).

O objetivo deste trabalho foi identificar, comprovar

e avaliar a multiplicacdo de B. bovis e B. bigemina em vAarios

6rgados do carrapato vetor Boophilus microplus. Nesta oportu-
nidade procurou-se ainda avaliar os efeitos patogénicos des-

tes protozodrios para o carrapato vetor.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Biologia de Babesia bovis e B. bigemina no vetor

Os primeiros estudos referentes ao desenvolvimento de
parasitos do género Babesia em especial a B. bigemina foram de
KOCH (1906), CRAWLEY (1915) e ROSEMBUSCH (1927). Estes autores
demonstraram a presenga de formas evolutivas de B. bigemina no
intestino, ovos e hemolinfa de Boophilus annulatus (Say, 1821),
R. evertsi, H. aegyptium e B. microplus . Nestes trabalhos fo-
ram relatados aspectos da morfologia das formas encontradas,
as quails apresentavam-se quase sempre em forma de clava, piri-
forme ou mesmo com aspecto amebdéide. ROSEMBUSCH (1927), refe-
rindo a multiplicagdo destas formas em B. microplus, relatou a
existéncia de multiplicagdo por divisdo mGltipla em células do
tubo digestivo e 6rgdos vasculares das fémeas ingurgitadas. O
autor também relatou aspectos de migracdo destas formas alonga-
das na hemolinfa, com posterior invasdo das <células do apare-

lho genital e ovario. Apds a invasdo das células, foi registra-



da a existéncia de wuma segunda multiplicacdo destas formas du-
rante a embriogénese do ixodideo, com passagem para a fase lar-
var a partir do inicio da ecloséo.

DENNIS (1932), ao revisar a literatura sobre a biolo-
gia, anatomia e embriologia de B. annulatus , descreveu o ciclo
biolégico de B. bigemina em duas fases distintas. A primeira,
constituida de um ciclo assexuado descrito no hospedeiro ver-
tebrado, os bovinos, ocorrendo com multiplicagdo dos parasi-
tos por fissdo bindria simples no interior dos eritrécitos. A
segunda fase descrito como sexuada, ocorrendo no hospedeiro in-
vertebrado. Apés a ingestdo de eritrdécitos infectados, varias
formas do parasito foram encontradas no interior de célula ou
livre no contetdo intestinal. ©Neste trabalho o autor observou
que o inicio do ciclo ocorreu com a fusdo de "isogametas" na
luz intestinal, resultando na formacdo de "oocinetos" com gran-
de motilidade. Os oocinetos atravessavam a parede intestinal
penetrando em varios 6rgdos, incluindo os tubulos de malpighi,
misculos e ovario. Apds penetrarem no ovario os oocinetos tor-
navam-se redondos, dando formagdo a "esporoblastos" com aspec-
tos multinucleados, agora denominado "esporocinetos" 0s quais
migravam através de todos os tecidos dos carrapatos. Alguns "es-
porocinetos" migravam para a glédndula salivar das larvas ou nin-
fas, onde, apdés a total fragmentacdo originavam os pequenos "es-
porozoitas" infectantes para o hospedeiro vertebrado.

Em condicdes experimentais, REGENDANZ (19306) estudou

o comportamento de B. bigemina em telebéginas de B. microplus,



e verificando que apdés varias fissbdes, este Themoparasito apre-
senta um estégio com caracteristicas morfoldgicas vermiformes
e com grande motilidade, essas formas invadiam varios 6rgéaos
internos do carrapato, incluindo ovarios e ovos.

Utilizando ovos, larvas, ninfas e adultos, infecta-
dos natural e experimentalmente com B. bovis, PETROV (1941)
também observou a existéncia de formas evolutivas com aspec-
tos claviformes, piriformes, redondos e mesmo alguns elemen-
tos com forma vermicular no tubo digestivo de fémeas ingurgi-
tadas. Nos ovarios e ovos desta espécie, o autor evidenciou
formas arredondadas com grandes nuUcleos. Na cavidade do corpo
de larvas, de ninfas e de adultos, bem como, nos musculos, 1in-
testino e gldndulas salivares foi demonstrada a existéncia de
elementos arredondados, ovais com nuUcleo em divisdo, e mesmo
de corpos pequenos com morfologia vermicular. Baseado nestas
observacdes, este autor propbés um ciclo de natureza esporogd-
nica para B. bovis afirmando ter evidenciado a fusdo de "iso-

gametas" com posterior formacdo de "oocinetos"; estes migra-

vam através da parede intestinal de Ixodes ricinus (Linnaeus)
Latreille, 1804) atingindo a cavidade geral, ovario e ovos.
Referiu também gque as formas de "oocinetos" migravam pelos

6rgdos internos durante a fase embriondria, atingindo a glén-
dula salivar das larvas e posteriormente, das ninfas e adul-
tos. Uma vez alcangando a gléandula salivar, os parasitos tor-
navam-se arredondados, cresciam e davam origem a "esporoblas-

tos", o0s quais evoluiam para "esporozoitas" infectantes.



MURATOV & KHEISIN (1959), estudando o <ciclo biolégico
de B. bigemina em Boophilus calcaratus (Birula, 1894) (= B.
annulatus), concluiram que apdés a fissdo Dbindria ou processo
esquizogbnico inicial, 0os parasitos penetravam nas células epi-
teliais do tubo digestivo. Esses parasitos em forma de clava
migravam para a cavidade geral do corpo, onde penetravam nhos
diferentes érgéos, prosseguindo com novas divisdes assexuadas.
Quando penetravam em ovos, este estdgio evolutivo novamente se
multiplicava ©por divisdo Dbindria, a semelhanca do ocorrido nas
células epiteliais do tubo digestivo. Durante a incubacdo dos
ovos havia significativo aumento do nUmero de formas vermicula-
res, as quais distribuiam-se ©pelo corpo das larvas em desenvol-
vimento.

Posteriormente, RIEK (1964) ao estudar o ciclo Dbiold-
gico de B. bigemina em B. microplus coletados em bovinos com
infecgdo experimental, observou que todas as formas presentes
em esfregagos de sangue periférico eram encontradas no inte-
rior dos eritrécitos intactos no contelGdo intestinal, durante
as primeiras 24 horas. Em seqliéncia, evidenciou também que vVa-
rias formas eritrociticas ingeridas eram destruidas no intes-
tino do wvetor, e que somente as formas ovais e arredondadas so-
breviviam. A primeira indicagdo da invasdo dos parasitos em cé-
lulas epiteliais do intestino ocorria 24 horas apds a replecao,
quando foi evidenciada a ©presenga de estruturas fusiformes com
uma massa de cromatina na regido central, medindo 10 Um x 2 uUm.

Durante o periodo de 48 a 60 horas estes parasitos multiplica-



vam-se por fissdo multipla dando origem a um grande numero de
corpos em forma de <clava ou vermiculos na luz intestinal. Os
vermiculos medindo 9,0 - 13,0 um x 2,0 - 2,9 um (média de 11,0
um x 2,5 um) migravam através da parede intestinal, indo para
a hemolinfa, onde atingiam a maturidade e invadiam varios 4r-
gdos da cavidade geral. Apdés o quarto dia, alguns vermiculos
invadiam células dos tubulos de malpighi e da hemolinfa, onde
uma segunda multiplicagdo por fissdo multipla, formava novos
vermiculos, iguais aos originados nas células epiteliais do
intestino. Descreveu ainda que vermiculos invadiam o sistema
reprodutor, efetivando transmissdo vertical e atingindo o es-
tdgio larvas, onde novamente multiplicavam-se a nivel de cé-
lulas intestinais. O autor verificou que o final do ciclo e-
volutivo no vetor, ocorria na glédndula salivar do estdgio nin-
fal e as formas infectantes para o hospedeiro vertebrado apa-
reciam 8 a 10 dias apdés a fixacdo das larvas. As formas encon-
tradas nesse ciclo, resultaram também de fissdes multiplas,
porém diferiam em relagcdo ao tamanho e forma, visto que me-
diam 2,2 - 2,7 um x 1,0 - 1,5 um, com forma similar aos cor-
pos piriformes encontrados nos eritrdécitos do hospedeiro ver-
tebrado.

RIEK (1966), ao estudar em condigdes experimentais o
desenvolvimento e a morfologia de Babesia argentina (Lignie-
res, 1903) (= B. bovis) nos hospedeiros vertebrado e inverte-
brado, considerou o ciclo Dbiolégico no vetor B. microplus si-

milar ao descrito para B. bigemina (RIEK, 1964). Nos esfrega-



¢cos de sangue periférico do hospedeiro vertebrado foram obser-

vados parasitos com formas simples e esféricas, ou pareados
com aspecto piriforme. Os corpos pareados mediam 1,5 - 2,3 um
x 1,0 - 1,5 um (média de 1,8 um x 1,2 um) e apresentavam-se

formando um &angulo obtuso . Segundo o autor, estas formas sdo
diferenciadas das de B. bigemina com base na morfologia e re-
lacdo do material nuclear com o citoplasma. No hospedeiro in-
vertebrado, estas formas foram observadas nos eritrdcitos in-
tactos em esfregacos do conteldo intestinal, quando confeccio-
nados logo apdés a queda natural das teledginas. Apds o perio-
do de 24 horas o numero de parasitos degenerados tendiam a re-
duzir, predominando as formas esféricas. Por volta de 38 ho-
ras, ©parasitos em formas de charutos evoluiam por fissdo mul-
tipla. As primeiras formas vermiculares foram encontradas na
hemolinfa a partir do terceiro e quarto dia de incubagdo. Mais
tarde, os vermiculos maduros medindo 14,3 - 16,9 um x 2,8-
3,/5 um (média de 15,8 um x 3,0 um) migravam para o ovario, pe-
netravam nos ovos, onde estabeleciam um <ciclo nas células in-
testinais das larvas em desenvolvimento, produzindo vermicu-
los semelhantes aos observados nas teledginas. Dois a trés
dias apdés a fixacdo das larvas, estas formas migravam para as
gléandulas salivares, onde multiplicavam-se por fissédo malti-
pla, as quais tornavam-se infectantes para o hospedeiro ver-
tebrado. As formas infectantes adquiriam um aspecto pirifor-

me no interior da glédndula salivar, medindo em torno de 1,5

x 1,0 um.
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Em seus estudos sobre a taxa de infecg¢do no carrapa-
to vetor B. microplus mantidos em bovinos infectados com B.
argentina e B. bigemina, MAHONEY & MIRRE (1971) observaram a
presenca de vermiculos nas amostras de hemolinfa coletadas de
teledginas entre o quinto e sétimo dia de incubacdo. Verifica-
ram também, que no total de teledginas coletadas dos bovinos
infectados com B. argentina, 30% apresentavam-se infectadas.
Entretanto, nas teledginas obtidas de bovinos infectados com
B. bigemina, a taxa de infeccdo foi de 36%.

MUANGYATI (1974), ao realizar estudos quantitativos
da infecg¢do transovariana de B. microplus com B. bigemina, ve-
rificou que esta infecgdo pode ser constatada a partir de 13
ou 16 horas apdés o inicio da postura. Porém, concluiu que o
terceiro dia de incubacgcdo era o periodo ideal para a realiza-
cdo dos exames dos esfregagos de ovos. ©Nas amostras coletadas
o autor constatou gque os merozoitas encontrados nos ovos eram
menores do que o0s observados em amostras de hemolinfa origina-
dos da mesma teledgina.

FRIEDHOFF & BUSCHER (1976), apbés revisarem os traba-
lhos que apresentavam propostas sobre o estdgio sexual de Thei-
leria parva (Theiler, 1904), estudaram o) desenvolvimento de
B. bigemina em fémeas de B. microplus. Nos exames das amos-
tras de contetdo intestinal extraido de teledginas recolhidas
apbés o desprendimento natural de bovinos experimentalmente in-

fectados, observaram grande nuUmero de formas do parasito com

aspecto raiado (Strahlenkorper) com acentuada variag¢do na mor-
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fologia e tamanho durante o periodo de sete a 19 horas de incuba-
¢do. Embora estes dados tenham sugerido wuma grande evidéncia
da existéncia de reprodugdo sexuada em B. bigemina, os auto-
res nado conseguiram explicar a importadncia destas formas no
ciclo biolégico deste protozodrio.

MAHONEY & MIRRE (1977), observando a dindmica da
transmissdo transovariana de B. bovis por B. microplus, reve-
laram uma baixa proporgcdo de ovos infectados durante os pri-
meiros cinco dias apdés a queda das teledginas. Entretanto, as
amostras de ovos <coletados no sexto e sétimo dia apresentaram
indice de infeccdo acentuado.

Em estudos experimentais, WATTENDORFF (1977) descre-
veu quatro fases evolutivas do desenvolvimento de B. bigemina
no tubo digestivo de fémeas de B. microplus despreendidas na-
turalmente de bovinos infectados. Nas primeiras horas apds a
queda das teledginas foram observadas varias formas no inte-
rior dos eritrécitos, semelhante as encontradas em sangue pe-
riférico do hospedeiro vertebrado. Apdés 24 horas foram regis-
trados a presenca de formas raiadas. Os "esquizontes" e "cine-
tos" sé foram evidenciados no periodo compreendido entre 72 e
124 horas apds a queda das fémeas ingurgitadas.

MORZARIA & BROCKLESBY (1977), utilizando dados morfo-
métricos como principal critério para o diagnéstico, diferen-
cial entre vermiculos de Babesia major (Sergent, Donatien, Par-
rot, Lestoquard & Plantureaux, 1926) e B. bigemina em esfre-

gagos de hemolinfa obtidos de fémeas de carrapato Haemophy-
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salis punctata com infecg¢do experimental, observaram a presen-
ca de duas formas de vermiculos para cada espécie. O0Os vermicu-
los com vacuolos citoplasméaticos foram considerados como for-
mas maturas e os vermiculos ndao vacuolados como formas imatu-
ras. As medidas dos vermiculos imaturos de B. major variaram
de 16,75 - 16,69 um x 3,86 - 4,15 um (média de 16,22 um x 4,01

um) , que apds atingirem a maturidade passaram a medir entre

15,20 - 15,86 um x 2,92 - 3,13 um (média de 15,53 um x 3,0 um).
As mensuracgdes realizadas em vermiculos maturos de B. bigemina
resultaram em valores menores, que variaram entre 11,46- 12,12
um x 2,45 - 2,65 um (média de 11,79 um x 2,55 um). Ao compara-

rem os valores médios das formas maturas de B. major e B. Dbi-
gemina, os autores concluiram que a diferenga observada no com-
primento dos vermiculos podia ser adotada como mais um crité-

rio para o diagnéstico diferencial entre estas espécies do gé-

nero Babesia parasitos de bovinos.

EL ALLAWY (1977) examinou esfregacgos de hemolinfa e
ovos de B. annulatus infectados <com B. bigemina e relatou a
presenca de merozoita com aspecto claviforme. Cada merozoita

era constituido de um nuUcleo corado de vermelho, localizado na

regido mediana, e citoplasma levemente azulado com um grande
vacliolo. Estes merozoitas ndo sé apresentavam as mesmas carac-
teristicas morfoldgicas, como também possuiam aproximadamente
o mesmo comprimento. Durante a realizagdo dos exames das amos-

tras de ovos com diferentes dias de incubacéo, foi registrado

um aumento progressivo no numero de merozoitas, caracterizando
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assim a influéncia do periodo de incubag¢do na reprodugdo dos
merozoitas e na infectividade dos ovos. Apds estas observa-
¢cbes o autor considerou o sexto dia de incubacdo como um limi-
te ideal para realizar os exames das amostras de ovos.

STEWART (1978) trabalhando com duas <cepas de B. bo-
vis, uma modificada por ©passagens sucessivas em hospedeiro ver-
tebrado e outra ndo modificada, observou grandes variagdes no
ciclo bioldgico destes protozodrios no hospedeiro invertebra-
do B. microplus. Os espécimes originados das duas cepas de B.
bovis encontrados no contetdo intestinal durante as primeiras
16 horas apdés a queda natural das teledginas, apresentavam-se
com grande semelhanca morfoldgica. Apds este periodo, suas es-
truturas se diferenciavam. No periodo compreendido entre 16 e
24 horas pds replecdo, um grande numero de parasitos com for-
mas esféricas sem evidenciar sinais de multiplicagdo foram en-
contrados em esfregacos de contetdo intestinal obtidos de te-
lebéginas infectadas com a cepa ndo modificada. Entre o tercei-
to e o quarto dia de incubacdo observou reducdo das formas es-
féricas encontradas no contetudo intestinal, devido a penetra-
cdo e multiplicagdo nas células epiteliais e subsequente apa-
recimento de formas vermiculares na hemolinfa. Ao contrério,

as formas esféricas da cepa modificada permaneceram em gran-

de numero durante todo o periodo de observacdo. Algumas for-
mas sugerindo um processo de multiplicacgdo foram observadas
entre 16 e 144 horas pdés-replegdo. Somente as teledginas in-

fectadas com cepa nédo modificada, apresentaram formas evoluti-
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vas em varios o6rgdos como tubulos de malpighi, masculos e ova-
rios, com subsequente infecgcdo e multiplicacdo nos ovos e lar-
vas. Os vermiculos observados em hemolinfa mediram 14 - 16 um
de comprimento, no entanto nas larvas foram descritos medindo

entre 13 - 16 um de comprimento.

ACHUTHAN et al. (1980), na tentativa de identificar o

modo de transmissdo de B. bigemina para bovinos, utilizaram
larvas, ninfas e adultos de B. microplus, B. annulatus e Hya-
lomma marginatum (Koch, 1844) . Durante a realizacdao do experi-

mento foram examinadas glédndulas salivares de todos os estéa-
gios evolutivos destes carrapatos. Nos materiais examinados
verificaram a presenca de esporozoitas com formas alongadas e
esféricas em todos os estédgios evolutivos dos carrapatos B.
microplus e B. annulatus.

AKIMBOADE & DIPEOLU (1981) 4investigando a infeccéao
experimental de B. bovis e 0 seu comportamento no carrapato
Boophilus gaigyi (Aeschlimann & Morel, 1965), concluiram que
o aparecimento inicial dos vermiculos na hemolinfa ocorria en-
tre o quarto e sexto dia apdés o ingurgitamento das teledgi-
nas. Posteriormente foi registrado um aumento progressivo no
nimero de vermiculos até o oitavo dia; sendo em seguida, ob-
servado uma redugdo acentuada até o total desaparecimento des-
tas formas a partir do 14° dia apdés a queda natural das teled-
ginas. Os exames de ovos destas telebginas registraram a pre-
senga de vermiculos a partir do quinto dia, com aumento no nu-

mero de parasitos até o 24° dia de incubagdo. A partir deste
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periodo, os vermiculos raramente foram detectados.

DALGLIESH et al. (1981) wverificaram que as passagens
sucessivas das <cepas de B. bigemina no hospedeiro vertebrado in-
terferiam na morfologia e infectividade destes protozodrios no
intestino do hospedeiro invertebrado B. microplus . Os autores
consideraram que as fémeas desta espécie infectadas com cepas
de baixa ©passagem em hospedeiro vertebrado apresentavam nlme-
ro reduzido de corpos raiados durante as primeiras 48 horas
de incubacdo. Ao contrédrio, as fémeas infectadas com cepas de
alta passagem evidenciaram grande nuUmero de corpos raiados no
tubo digestivo, por periodo superior a 72 horas de incubacéo.
Para DALGLIESH et al. (1981) a presengca do grande numero de
formas raiadas estava associada com a redugcdo da infectivida-
de das cepas para o carrapato.

STEWART et al. (1981), descrevendo aspectos do meca-
nismo de transmissdo dos parasitos do género Babesia, consi-
deraram o ciclo Dbioldégico de B. bigemina no hospedeiro verte-
brado e invertebrado similar ao descrito para B. bovis. Os au-
tores observaram que o desenvolvimento do ciclo no hospedeiro
invertebrado tinha inicio com a ingestdo dos eritrdcitos in-
fectados, seguido da ©penetragdo dos ©parasitos nas células epi-
teliais do intestino, com subsequente multiplicagdo e reprodu-
cdo dos vermiculos ou merozoitas. Na hemolinfa, os vermiculos
migravam para o oviduto, penetravam nos ovos em desenvolvimen-
to, multiplicavam-se e ©permaneciam inativos até a eclosdo das

larvas. Quando da fixacao destas larvas no hospedeiro verte-
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brado, os vermiculos alcangavam as células das glandulas sali-
vares produzindo grande numero de pequenos merozoitas, que fo-
ram consideradas as formas infectantes para o hospedeiro ver-
tebrado.

EL-ALLAWY (1983) observou a presencga de merozoitas
de B. bigemina nas amostras de ovos <coletados de teledginas
de B. annulatus experimentalmente infectadas.

MEHLHORN & SCHEIN (1984), estudando o ciclo bioldgi-
co das espécies do género Babesia, descreveram varios aspec-
tos do desenvolvimento destes protozodrios nos respectivos ve-
tores. Inicialmente observaram a fusdao dos gametas na luz in-
testinal, com produgdo de "cinetos" durante as primeiras ho-
ras apdés a queda das teledginas. Constataram também que os ci-
netos migravam através da parede intestinal e, na cavidade ge-
ral, invadindo e reproduzindo-se assexuadamente em células de
vdrios &érgados do carrapato, principalmente nos hemdécitos, fi-
bras musculares, tubulos de malpighi e células do ovario, in-
cluindo oécito. Durante o periodo de incubacdo dos ovos, os
"cinetos" evoluiam nas células epiteliais do intestino das
larvas em desenvolvimento. Apds o inicio da fixacdo das lar-
vas dos carrapatos no hospedeiro vertebrado, as babesias mi-
gravam para as glandulas salivares, ai perdiam sua forma ca-
racteristica de cineto dando origem a uma nova fase, denomina-
da "esporonte", a qual evoluia para esporozoita, considerada
a forma infectante para o hospedeiro vertebrado.

GUGLIELMONE et al. (1985), pesquisaram a presenga de
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vermiculos de B. bovis e B. bigemina em hemolinfa de teledginas
de B. microplus entre o 4° e o 10° dia apds desprenderem-se dos
hospedeiros. Os autores verificaram que a ©probabilidade em de-
tectar a ©presenga de vermiculos em fémeas de B. microplus man-
tidos em bovinos com baixa parasitemia (até 1,5%), foi maior
quando 0os esfregacgos de hemolinfa foram confeccionados no pe-
riodo compreendido entre o 9° e o 10° dia apdés a queda natural
das teledginas. Para as teledginas mantidas em bovinos com uma
parasitemia de 3,5%, o melhor dia para exame foi o 6° dia pds
queda da fémea ingurgitada.

AGBEDE et al. (1985), ao descrever o desenvolvimento
de B. bovis no intestino de fémeas de B. microplus 1infectadas
experimentalmente, também verificaram a presengca de corpos raia-
dos (Strahlenkorper) no interior das células basdéfilas apods o)
terceiro dia de incubacdo. Observaram ainda a presenga de cor-

pos em divisdo que, apdés um periodo de 24 horas, evoluiram pa-

ra "cinetos" no interior das células intestinais.
STEWART et al. (1986), estudando o desenvolvimento e
a morfologia de B. bigemina nas fémeas de B. microplus infecta-

das naturalmente, observaram nas primeiras 24 horas pés reple-
¢do a presenca de ©parasitos com formas ovais, esféricas, ame-—
béides e piriformes, semelhante as descritas em sangue perifé-
rico do hospedeiro vertebrado. Os parasitos piriformes foram
encontrados com formas simples ou pareadas. Neste periodo de
24 horas ©pds replegcdo, um pequeno numero de parasitos com for-

mas esféricas, medindo aproximadamente 7 um de didmetro foram
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foi evidenciado uma grande interferéncia do parasitismo por
Babesia caballi (Nuttal & Strickland, 1910) na longevidade
e potencial reprodutivo de fémeas de Anocentor nitens (Neu-
mann, 1897). Os autores verificaram que as teledginas coleta-
das apdés o desprendimento natural do Thospedeiro vertebrado in-
fectado, apresentaram-se com peso menor e capacidade de postu-
ra inferior, quando comparadas com fémeas ingurgitadas em hos-
pedeiro n&o infectado. Também foi constatada alta taxa de mor-
talidade das teledginas ingurgitadas em equino infectado, en-
tre o periodo de sete a 10 dias de incubagdo. Segundo os au-
tores, alguns aspectos como o da redugdo no peso e o da taxa
de eclosdo dos ovos originados de fémeas infectadas estavam
associados a intensa multiplicacgéo dos parasitos nos ovarios
e por conseguinte nos ovos.

MUANGYATI (1974), avaliando a taxa de infeccéo dos
ovos de B. microplus infectados <com B. bigemina, registrou a-
centuada reducdo na producdo de ovos quando as fémeas apresen-
tavam um elevado numero de merozoitas na hemolinfa. Resultado
semelhante foi encontrado por EL ALLAWY (1977) ao estudar a
taxa de infecgdo de ovos de B. microplus com infecgdo ©por B.
bigemina. Esse autor também observou que os ovos obtidos nos
primeiros trés dias apdés o inicio da postura apresentaram uma
taxa de infecgdo igual a zero.

Em estudos experimentais, DAVEY (1981) observou que
a presenga de B. bovis ndo interferiu significativamente no

peso das fémeas de B. microplus, embora as fémeas ndo infecta-
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das tivessem apresentado um péso superior (409,3 mg) ao das fé-
meas infectadas (395,6 mg). O periodo de pré-postura registra-
do no grupo de teledginas nédo infectadas e infectadas ndo apre-
sentaram grande diferenca (3,7 e 3,8 dias, respectivamente). A
massa de ovos obtida das fémeas ndo infectadas (163,5 mg) foi
significativamente maior do que as coletadas das fémeas infec-
tadas (93,1 mg). O periodo de postura apresentado pelo grupo
das teledginas ndo infectadas foi mais longo (15,7 dias), quan-
do comparado com o grupo das telebdginas infectadas (8,8 dias).
O periodo de incubacdo (26 dias) e a taxa de eclosdao (85%) dos
ovos coletados nos grupos das fémeas ndo infectadas e infecta-
das ndo sofreram interferéncia da infecgdo por B. bovis.
DALGLIESH et al. (1981), ao estudarem a patogenicida-
de das <cepas de B. bovis para B. microplus, observaram que 70%
das teledginas obtidas de bovinos infectados <com <cepa de B.
bovis ndo modificada por passagens sucessivas em hospedeiro
vertebrado apresentaram hemolinfas com <coloragdo vermelho escu-
ro. Tal alteragcdo na cor da hemolinfa foi considerada como re-
sultado da passagem de hemoglobina para hemolinfa, consequente
a intensa destruicdo das células epiteliais do intestino do car-
rapato durante a multiplicacdo dos parasitos. Verificaram tam-
bém que tanto as teledginas infectadas com cepas ndo modifica-
da quanto as infectadas com cepas modificadas por passagens su-
cessivas em bovinos, apresentaram igualdade no nUmero de vermi-
culos encontrados nas amostras de hemolinfa. Entretanto, somen-

te nas teledginas infectadas com cepa nado modificada foi regis-
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trada grande taxa de mortalidade apdés o oitavo dia de incuba-
cao.

GRAY (1982) registrou taxa de mortalidade de 93 a 100%
entre teledginas de B. microplus obtidas de Dbovinos com uma pa-
rasitemia por B. bigemina entre 0,02 e 0,07%. As teledginas
que sobreviveram apresentaram um nuUmero reduzido de ovos em re-
lacdo as fémeas ingurgitadas no mesmo hospedeiro, porém antes
da parasitemia. Apdés o periodo de incubagdo, tornou-se eviden-
te o efeito da infeccdo na viabilidade e taxa de eclosdao dos
ovos.

GUGLIELMONE et al. (1985) observaram mortalidade de
70% das teledginas de B. microplus que ingurgitaram em bovinos
com parasitemia de 1,5% para B. bovis e 3,5% para B. bigemina.

Entretanto, nos animais com grau de parasitemia de 1,5% por B.

bovis e B. bigemina, a taxa de mortalidade foi reduzida.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Local do Experimento

0O presente experimento foi desenvolvido nos labora-
térios da Area de Parasitologia na Estacdo para Pesquisas Pa-
rasitolégicas W.0. Neitz do Departamento de Biologia Animal,
Instituto de Biologia, da Universidade Federal Rural do Rio
de Janeiro, municipio de Itaguai, Estado do Rio de Janeiro,
Brasil. A UFRRJ, estd situada entre os paralelos 22°41' 22°45"
de latitude sul e os meridianos 43°38 , 43°42 , de longitude
oeste de Greenwich a wuma altitude de 33 metros do nivel do
mar, apresentando um clima tipicamente tropical. No periodo
de realizacdo do experimento a temperatura média anual foi
de 29,75°C, precipitacdo média anual de 98,97 mm e umidade

relativa média anual de 70,5%.

3.2. Obtencdo dos Animais

Nestes estudos foram wutilizados quatro animais mes-
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ticos Bos taurus x Bos 1indicus, machos e fémeas entre 6 e 8 me-
ses de idade. Do total de animais utilizados, dois foram obti-
dos da fazenda Vista Alegre, localizada no Planalto do Itatiaia
a 22°44' de latitude sul e 44°60 ' de longitude oeste, a 2.400
metros acima do nivel do mar.

O planalto ¢é 1limitado ao sul ©pelas cadeias rochosas
das Prateleiras, Pedra Assentada e Serra do Canto. Esta regido
é pecorrida em uma extensdo de 10 km pelo Rio das Flores, onde
atravessa toda a 4&rea meridional do planalto. A regido norte
abrange as nascentes dos rios Aiuruoca e Preto e estd localiza
da parcialmente no Estado de Minas Gerais. Nesta regido exis-
tem trés faixas climdticas (BARTH, 1957), <com inicio a 400 me-
tros do Vale do Paraiba alcancando as Prateleiras, 2.787,4 me-
tros de altitude. De acordo com a descrigdo do autor a primei-
ra faixa ¢é considerada wuma zona tropical, tendo inicio as mar-
gens do Rio Paraiba, onde ocorre uma pequena elevagcdo do ter-
reno, formando pequenas colinas. Esta faixa apresenta um clima
tropical, com verdo uUmido e inverno seco. A segunda faixa con-
siderada como subtropical, apresenta uma 4&rea de mata entre 600
e 800 até 2.100 metros de altura. Nesta faixa h& wuma 4&rea de
mata tropical -entre 1.600 a 2.100 metros. A partir do limite
superior hd uma terceira faixa, com caracteristicas tipicamen-
te de campo, podendo ser observado arbustos nas 4reas Umidas.
No inverno a temperatura minima chega a 6°C abaixo de zero, no
verdo pode atingir 1°C nas primeiras horas do dia. O indice plu-

viométrico ao verdo apresenta uma média mensal de 306,404 mm,
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porém no inverno pode ser registrado uma média mensal de 50 mm.

As condigbes <climdticas registradas na terceira faixa,
constituem fatores limitantes a Dbiologia do carrapato Boophilus
microplus, ©O que nos permitiu a utilizagcdo de animais 1livres de
Babesia spp. e outros protozodrios que tem como vetor este car-
rapato.

No mesmo periodo dois animais Jjovens, com cinco a seis
meses de idade foram obtidos no Instituto de Zootecnia da Uni-
versidade Federal Rural do Rio de Janeiro. Estes animais foram
criados em regime de estabulacdo permanente sobre ripado de ma-

deira livres de carrapatos.

3.3. Manutengdo dos Animais em Experimento

Antes da realizagdo do experimento varias medidas fo-

ram adotadas para avaliar as condigdes clinicas e sanitédrias dos

animais. Inicialmente os animais foram banhados com produto car-
rapaticida piretrdéide a base de decametrina® [(S) - alfa-ciano-
3-fenoxibenzil CIS - (IR 3)-2,3-dimetil-3-(2.2-dibromovinil) ci-
clopropanocarboxilato] na concentracdo de 25 ©ppm, para eliminar

uma possivel infestagdo ocorrida durante o transporte. Foram rea-
lizados exames de fezes de <cada animal para o diagndéstico de

helmintos e protozodrios intestinais e posteriormente tratados

1 Butox P' - Quimio Roussel.
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com drogas especificas contra tais parasitos.

Para avaliar o quadro hematoldégico dos animais foram
coletadas amostras de sangue em tubos de vacutainer EDTA e pro-
cessado em "Coulter Counter"? veterinario. A leitura do volume
globular foi efetuado das amostras coletadas em tubos capila-
res heparinizados, processados em centrifuga para microhematé-
crito°.

Todas as medidas adotadas ©para avaliar as condigdes
clinicas e sanitédrias dos animais foram repetidas mensalmente
até o final do experimento, exceto os banhos, que foram reali-
zados de 12 em 12 dias até o inico das infestagbdes experimen-
tais.

A pesquisa de Babesia spp. e outros hematozodrios foi
realizada através da confeccdo de esfregacos sanguineos, sendo
utilizada a primeira gota de sangue, obtida por pungdo de va-
sos de pequeno calibre do pavilhdo auricular. Os esfregacos fo-
ram corados pelo método de Giemsa, <com o seguinte procedimen-
to: os esfregagos sanguineos previamente secos ao ar e poste-
riormente fixado em metanol foram colocados em vasos coplin con-
tendo solugdo diluida de corante Giemsa, e mantidos por um pe-
riodo de 1 a 2 horas. Para o preparo da solugdo foram wutiliza-

dos III gotas da solugdo corante estoque de Giemsa 4 para 1 ml

Coulter Counter-Eletrdénico Mod. DN.VET.
Centrifuga Microhematdécrito -  FANEM.

MERK-DARMSTADT.
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de solugdo fosfatada tamponada pH 7,2. Apdés o periodo de colo-

racdo, os esfregacos foram lavados com &gua corrente e, apébs
a secagem, os esfregacos foram examinados com microscépio5 6-
ticos com objetivas de 10X, 40X, 100X e neste caso com auxilio
de 6leo de imersdo e ocular de 10X, dando maior atencéo aos
bordos laterais e a regido final dos esfregacos, onde teorica-
mente ocorre uma maior concentragcdo de parasitos.

Para complementar o exame realizado através de esfre-
gacos sanguineos, todos os animais foram submetidos ao teste
de imunofluorescéncia indireta e observacdo didria da tempera-
tura retal. Os animais considerados livres de infeccgao por
Babesia spp. ao término de todos os exames foram mantidos em
isolamentos, constituido de baias individuais medindo aproxi-
madamente 5 m2 , tendo o piso de <cimento 1liso, sobre o qual
foi colocado um estrado de madeira para dar protecdo as teled-
ginas, evitando que ao desprenderem-se do hospedeiro fossem
pisoteadas. Todas as baias foram fechadas com tela milimetra-
da a prova de carrapatos e insetos. No ponto de wunido entre a
parede de alvenaria e o quadro de madeira utilizado para sus-
tentacdo da tela, foi colocado uma camada de 2 cm de vaselina
sélida para impedir a passagem de larvas de carrapato.

A alimentacdo bésica utilizada para os animais cons-

tou de racdo Dbalanceada ©para Dbezerros, sal mineral e 4gua a

vontade.

WILD-M20.
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3.4. Obtencdo e manutencdo de larvas de B. microplus livres de

B. bigemina e B. bovis

A  metodologia utilizada ©para criagcdo e manutencdo da
colénia de carrapato B. microplus foi baseada no trabalho de
NEITZ, BOUGHTON & WALTERS (1971) modificada, utilizando-se se-
ringas de pldstico descartédveis.

Inicialmente foram utilizadas 350 fémeas ingurgitadas

(teledginas) de B. microplus coletadas de Dbovinos mesticos man-
tidos no Instituto de Zootecnia da Universidade Federal Rural
do Rio de Janeiro.

No laboratério, as fémeas ingurgitadas foram lavadas
com 4&gua corrente, secadas em papel de filtro, selecionadas de
acordo com o péso médio e capacidade de movimentacdo. Em segui-
da, foram distribuidas em grupos de 10, ©por ©placa de ©petri

(100 x 20 mm) contendo papel de filtro wumidecido com 4&gua. Pos-
teriormente, as placas de petri foram identificadas e incuba-
das em cédmara climatizada 6 a temperatura de 28°C e umidade re-
lativa superior a 80%.

Com dois dias de postura, os ovos de varias teledgi-
nas foram coletados, homogeneizados e ©pesados em balanca anali-

. 7
tica . Durante a pesagem, parte dos ovos foram separados em lo-

® Estufa incubadora para BOD - Mod. 347 - FANEM.

! Balang¢a Sartérius - 1213P.
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tes de 0,2 g, acondicionados em seringas pléasticas descartéa-
veis adaptadas para criacdo de carrapatos. A adaptacgao con-—
sistiu na retirada da extremidade anterior que passou a ser
fechada com tecido de algoddo tipo "popeline". As seringas com
os ovos acondicionados foram identificadas e mantidas em céma-
ra climatizada, a temperatura e umidade relativa igual a uti-
lizada para a manutencdo das teledginas. Para evidenciar uma
possivel transmissdo de Babesia spp. para o©Os ovos, amostras
destes foram coletadas para confecgcdo de macerados em laminas
de vidro para microscopia; os macerados foram corados pelo mé-
todo Giemsa e examinados com microscédpio dético com objetiva
de 100X e ocular de 10X.

Dez dias apdés a eclosdo, as larvas foram utilizadas
para a infestacdo de animais sensiveis, livres de Babesia
SpPp -, onde cada bezerro foi infestado com aproximadamente
40.000 larvas.

A finalidade das infestacdes foi verificar se as lar-
vas obtidas estavam negativas, reforgando assim a primeira pro-
va realizada com as amostras de ovos. De larvas 1livres de in-
fecgdo se obteve, por consequéncia, teledginas ndo infectadas
para manutencdo da coldénia e estudo bioldgico da Babesia spp.
no carrapato vetor. Todos os animais infestados foram contro-
lados didriamente através de exame clinico, esfregago sangui-

neo, avaliacdo da temperatura retal e volume globular.
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3.5. Obtencdo e manutengdo de larvas de B. microplus infecta-

das com B. bigemina e B. bovis

A técnica aplicada na obtencdo de larvas infectadas
foi baseada nos trabalhos de THOMPSON (1976) e MAHONEY & MIR-
RE (1977).

Para obtencdo de larvas infectadas, foi utilizado um
bezerro mestico (n°® 340), com seis meses de idade. O bezerro
foi mantido em isolamento durante todo o experimento. As in-
festagbes foram realizadas, por um periodo de 12 dias consecu-
tivos com 0,2 g de larvas de B. microplus (aproximadamente
4.000 larvas), livres de Babesia spp.

Quinze dias apdés a primeira infestagdo, o bezerro foi
inoculado com 20 ml de sangue bovino infectado com B. bovis e
B. bigemina por via endovenosa, permitindo assim, que a ©para-
sitemia provocada pelo sangue inoculado viesse a coincidir com
o ingurgitamento das fémeas originadas das infestacgdes ini-
ciais.

As teledbginas que desprenderam-se naturalmente, fo-
ram coletadas no piso e levadas para o laboratdério onde rece-
beram o mesmo tratamento adotado para as teledginas ndo infec-
tadas. Posteriormente a selecdo, as fémeas foram mantidas em
placas de petri (100 x 20 mm) fixadas em fita adesiva para
permitir a selegcdo dos ovos originados das teledginas infecta-

das.

Os ovos wutilizados foram obtidos no periodo de seis
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a 12 dias apdés o inicio da postura, a partir de teledginas com-
provadamente infectadas, ©pela observagdo da presenga de esporo-
zoitas (vermiculos) em esfregagcos de hemolinfa. Tais esfrega-
¢os foram tratados com metanol e corados pelo método Giemsa.

Com auxilio de wum pincel fino, os ovos foram <coletados, pesa-

dos, separados em amostras de 1 grama (aproximadamente 20.000
ovos) e acondicionados em seringas de pléastico descartédveis a-
daptadas para a criagdo e manutencdo dos carrapatos. Em segui-

da, identificadas e incubadas em cédmara <climatizada a tempera-
tura de 28°C e umidade relativa superior a 80%.

Para manutencdo das larvas durante o experimento, foi
infestado o Dbezerro mestico n° 358, macho, com seis meses de
idade e ndo esplenectomizado. A metodologia wutilizada para es-
ta infestagdo foi a mesma aplicada anteriormente para o Dbezer-
ro n° 340. As larvas foram mantidas em laboratério por um pe-
riodo de 20 dias pds eclosdo, sob as mesmas condicdes de tempe-
ratura e umidade, para serem utilizadas posteriormente em ou-

tras infestacdes.

3.6. Infecgdo experimental dos carrapatos

O Dbezerro mestico n° 359 macho, ndo esplenectomizado,
foi wutilizado para o experimento. Inicialmente o Dbezerro foi
infestado durante 12 dias consecutivos, com 0,2 g de larvas de
B. microplus (aproximadamente 4.000 larvas) livres de Babesia

spp. Apdés a Ultima infestagdo foi realizado wuma segunda infes-
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tagcdo onde o bezerro recebeu 0,5 g de larvas de B. microplus
(aproximadamente 10.000 larvas) infectadas com Babesia spp.

Com o aparecimento das primeiras formas no sangue pe-
riférico, o bezerro foi inoculado com Dexametazona 8 ©por via
intramuscular na dosagem de 0,5 mg por kilo de peso por um pe-
riodo de 10 dias consecutivos. O wuso desta droga teve como fi-
nalidade aumentar o periodo e o grau de ©parasitemia, permitin-
do assim, um maior tempo de exposicdo dos eritrdécitos infecta-
dos as teledginas.

No laboratério, as teledginas apds desprenderem-se
naturalmente do hospedeiro, foram lavadas com dgua corrente,
secadas em papel de filtro e acondicionadas em tubos de vi-
dro. Os tubos foram fechados com algoddo hidréfilo, identifi-
cados e acondicionados em <cédmara climatizada a temperatura de
28°C e umidade relativa superior a 80%. As teledginas permane-
ceram incubadas por um periodo de 30 dias, tempo necessdrio pa-
ra a conclusdo do experimento.

Durante o periodo de infeccgdo, o0s bezerros foram a-
companhados através da observacdo clinica, temperatura retal
e exame de esfregaco de sangue periférico. O0s esfregacos fo-

ram utilizados para analisar a presenga e o grau de parasite-

mia do bezerro.

Azium - Schering
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3.7. Métodos e avaliacdo da infeccgdo das teledbginas

3.7.1. Exame da hemolinfa

A metodologia aplicada ao diagnéstico das formas evo-
lutivas de B. bigemina e B. bovis foi baseada na técnica des-
crita por BURGDORFER (1970).

Com os objetivos de evidenciar a presenca de merozoi-
tas (vermiculos) de B. bigemina e B. bovis e 0 seu comporta-
mento no carrapato B. microplus , foram examinados através dos
esfregagcos de hemolinfa de 100 teledginas gque ingurgitaram e
desprenderam-se naturalmente do hospedeiro vertebrado (bezer-
ro n° 359) no periodo em que a parasitemia observada era de
0,4% para B. bovis e 1,3% para B. bigemina.

Os esfregacos de hemolinfa foram preparados a partir
da seccdao da regido distal (tarso e/ou tibia) de uma ou mais
patas das teledginas com auxilio de tesoura para cirurgia ocu-
lar, por wum periodo de 17 dias consecutivos. As amostras de
hemolinfa, foram depositadas em lé&minas de vidro para micros-
copia previamente identificada, secadas em temperatura ambien-
te, fixadas em metanol por um periodo de trés minutos e cora-
dos pelo método de Giemsa por 40 minutos. Sendo o tempo de colo-
ragado reduzido para 25 a 30 minutos quando os esfregacgos apre-
sentavam-se com maior espessura.

No preparo da solucdo diluida de Giemsa foram utili-

zadas III gbtas da solucgcdo estoque para 1 ml de solucgéo tam-
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pdo pH 7.2. Apds a coloracgdo, as laminas foram examinadas em
microscépio oético, wutilizando-se objetivas de 10X, 40X, 100X
e ocular de 10X.

Para melhor conservacdo do material, cada ladmina re-
cebeu uma gbta de Dbalsamo do Canadé9 e em seguida uma laminu-

la de wvidro.

3.7.2. C&lculo do grau de infeccdo das teledginas
Para calcular o grau de infecg¢gdo das teledginas foi
utilizado como referéncia bésica o trabalho de FRIEDHOFF

& SMITH (1981).

As amostras de hemolinfa coletadas para o estudo do
comportamento das formas evolutivas de Babesia spp. também fo-
ram utilizadas para o calculo do grau de infeccdo das teleéd-
ginas de B. microplus . O exame do material foi realizado dia-
riamente, wutilizando-se objetivas de 100X e ocular de 10X. Pa-

ra tal, estabeleceu-se o seguinte critério:

Grau 1 - 1 a 5 wvermiculos (esporozoitas) por esfregacgo
Grau 2 - 6 a 50 wvermiculos (esporozoitas) por esfregacgo
Grau 3 - 50 a 100 wvermiculos (esporozoitas) por campo
Grau 4 - + de 100 wvermiculos (esporozoitas) por campo

Merk Darmstadt
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3.7.3. Exame dos 6rgdos internos

As teledginas de B. microplus utilizadas para o estu-
do do comportamento das formas evolutivas de B. bovis e B. bi-
gemina nos o6rgdos internos (intestinos, tubulos de malpighi e
ovarios), foram coletados do mesmo hospedeiro (bezerro 359) no
mesmo periodo em que foram coletadas as teledéginas para o estu-
do dos esporozoitas na hemolinfa. Apds a selegdo, as teledgi-
nas foram incubadas em cémara climatizada a temperatura de 28°C
e umidade relativa superior a 80%.

As amostras dos o6rgdos internos foram <coletadas de 80
teledginas durante um periodo de 96 horas. Nas primeiras 24 ho-
ras as amostras foram coletadas <com intervalos de seis horas,
passando em seguida para intervalos de 24 horas.

Para a extracdo dos 6rgdos internos, foram wutilizados
tesoura de ponta fina, alfinetes e ©pincas entomoldgicas e mi-
croscépio estereoscépicolo. A teledgina viva, foi depositada
com a superficie dorsal voltada para cima sobre uma placa de
petri (100 x 20 mm) contendo no seu interior uma camada de 1,5
cm de parafina sélida. Em seguida, foram imobilizadas com auxi-
lio de dois alfinetes entomoldgicos transfixando a regido en-

tre o escudo e a base do gnathosoma. Com a tesoura foi reali-

zado uma incisdo no sulco marginal contornando totalmente o i-

10 CcARL  ZEISS
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diosoma. Para rebater o tegumento dorsal, foi efetuado um cor-
te no sentido transversal Jjunto a regido mediana do escudo.
Posteriormente a remogdo do tegumento, a cavidade geral foi ba-
nhada com solugdo fisioldgica a temperatura de 5°C, aumentando
consideravelmente a consisténcia dos érgdos a serem coletados.
Para confecgdo dos esfregagos, os o6rgdos foram coletados sepa-
radamente, lavados em solugcdo salina por alguns segundos e de-
positados em 1ldminas de vidro para microscopia, préviamente i-
dentificadas.

Os esfregagos préviamente secos ao ar e posteriormen-

te tratados <com metanol foram <corados pelo método de Giemsa.

3.7.4. Exame de ovos e larvas

As amostras de ovos utilizados para caracterizar as
formas evolutivas de Babesia spp. foram obtidas das teledginas
selecionadas para a realizagdo dos estudos sobre o comportamen-
to dos merozoitas em hemolinfa. Ovos de final de postura origi-
nados de teledginas comprovadamente positivas foram coletados
e mantidos em cédmara climatizada a temperatura de 28°C e umida-
de relativa superior a 80%. A coleta e processamento das amos-—
tras foram realizadas durante todo o periodo de incubacdo dos
ovos, com intervalos de 24 horas.

Posteriormente a eclosao, 10 amostras de larvas nao
alimentadas foram coletadas durante um periodo de 10 dias con-

secutivos. Para cada amostra foram coletadas cinco larvas. Dez
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amostras de larvas alimentadas foram coletadas do bovino n°
362 com intervalos de 24 horas, durante quatro dias consecuti-
vos a partir do primeiro dia de infestacdo. O numero de lar-
vas alimentadas wutilizadas para cada amostra foi igual ao uti-
lizado anteriormente para as amostras de larvas ndo alimenta-
das.

A fixacdo, <coloragdo e exame das amostras de ovos e
larvas nado alimentadas e alimentadas foram realizadas obede-
cendo os critérios adotados para o processamento das amostras

dos oérgdos internos.

3.7.5. Estudos morfométricos das formas evolutivas de B.

bovis e B. bigemina

A identificacdo morfométrica das formas evolutivas
de Babesia spp. foi Dbaseada nos trabalhos de RIEK (1964, 1966)
e MORZARIA & BROCKLESBY (1977) .

Para os estudos morfométricos no hospedeiro vertebra-
do foram confeccionados esfregacgos de sangue periférico. Os
esfregagos foram fixados em metanol e corados pelo método de
Giemsa.

Do hospedeiro invertebrado, foram utilizados esfrega-
¢os de hemolinfa, macerados de intestino, tubulos de malpighi
e ovarios, como também amostras de ovos com diferentes dias
de incubacdo também foram utilizadas. Todo o material origina-
do do hospedeiro invertebrado foi fixado em metanol e corado

pelo método de Giemsa.
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Os aspectos morfométricos das formas de B. bovis e B.
bigemina encontradas no hospedeiro vertebrado e invertebrado
foram estudados com microscépio Wild M.20, wutilizando-se obje-
tivas de 10X, 40X, 100X e ocular de 10X. As medidas foram toma-
das com ocular micrométrica SK 15 Wild.

As fotomicrografias das formas evolutivas foram reali-
zadas em microscépio Dialux 20 EB, acoplado com cémara fotogra-
fica MPS 51, wutilizando-se filme Kodacolor URG Kodak, 35 mm,
100 IsO, 21 DIN. O tempo de exposicdo foi medido com fotdmetro

automdtico Wild MPS 55.

3.8. Cédlculo da parasitemia

O calculo da parasitemia dos bovinos em experimento
foi realizado de acordo com a metodologia descrita pelo Insti-
tuto Interamericano de Cooperacdo para Agricultura (1985).

Os esfregacos sanguineos foram confeccionados a par-
tir da pungdo dos vasos de pequeno calibre na regido do pavi-
lhdo auricular, fixados, tratados com metanol e corado pelo mé-
todo Giemsa. Apdés um exame geral do esfregago, foram seleciona-
dos seis campos que apresentaram os eritrdécitos com uma distri-
buicdo wuniforme. O total de eritrécitos de cada campo foi soma-
do e em seguida calculado a média. Para calcular a percentagem
de eritrécitos infectados com B. bovis foil necessdrio dividir
o valor constante (10.000) pela média de eritrécitos ndo infec-

tados. Para o célculo da percentagem de eritrécitos infectados
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com B. bigemina foi aplicado o mesmo critério, modificando a-
penas para 5.000 o wvalor da constante. Apds examinar todos os
campos, foram somados o numero de eritrdécitos infectados e cal-
culados os percentuais de células infectadas.

Os esfregacos sanguineos foram examinados, wutilizan-

do-se microscépio oético om objetiva de 100X e ocular de 10X.

3.9. Efeitos da infeccdo de Babesia sp. sobre teledginas de

B. microplus

Para a realizagdo desta fase -experimental, foi wutili-
zado o bovino mestico n° 362, fémea, com oito meses de idade.
Inicialmente este Dbovino foi infestado experimentalmente  por
um periodo de 15 dias consecutivos com 0,2 g de larvas de B.
microplus (aproximadamente 4.000 larvas), livres de Babesia
spp.

Doze dias apdés a primeira série de infestagdes, foi
realizado uma segunda infestacdo com 0,5 g de larvas de B. mi-
croplus (aproximadamente 10.000 larvas), infectadas com Babe-
sia spp.

As teledbginas originadas das primeiras infestacdes

(grupo negativo), desprendidas naturalmente do hospedeiro, fo-
ram coletadas pela manhd, entre sete e oito horas.

No laboratério, as teledginas foram lavadas, secadas
em papel de filtro e selecionadas de acordo com a sua capaci-

dade de movimentagdo. Em seguinda, foram pesadas individual-
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mente em balanga analitica e acondicionadas em tubos de vidro

(100 mm de didmetro x 200 mm de altura) fechados com rolha de
algoddo hidréfilo. Os tubos foram identificados e incubados em
cédmara climatizada com temperatura de 28°C e umidade relativa
superior a 80%.

Um segundo grupo de teledginas (grupo positivo) com-—
posto por 190 exemplares foram coletados do mesmo hospedeiro,
no periodo em que a parasitemia observada foi de 0,01 para B.
bovis e 0,1 a 0,3% para B. bigemina. A seguir, as teledginas
foram tratadas de acordo com a metodologia wutilizada para o gru-
po negativo.

Para a selegdo das teledginas ndo infectadas e infec-
tadas com Babesia spp., foram confeccionados esfregagos de The-
molinfa de todas as teledginas, com sete a 10 dias de incuba-
cdo. Para obtencdo da hemolinfa, foi wutilizado a mesma técnica
descrita para o estudo da ©presenca e comportamento de Babesia
spp. em telebdginas de B. microplus. Somente as fémeas no qual
o parasito foi encontrado, foram avaliados no grupo positivo.
Tanto as teledginas do grupo ndo infectado quanto as pertencen-
tes ao grupo infectado, foram avaliadas através de: ©peso ini-
cial das teledginas, periodo de pré-postura, periodo de postu-
ra, peso da massa de ovos, periodo de incubacdo e percentual de
eclosao dos ovos.

A taxa de infecgdo e de mortalidade das teledginas
foi avaliada utilizando-se dois grupos de 100 fémeas de B. mi-

croplus obtidas de dois hospedeiros (n° 359 e n° 362) com di-
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4, RESULTADO E DISCUSSAO

4.1. Hospedeiro vertebrado

4.1.1. Sangue periférico

Nos exames realizados das amostras de sangue periféri-
co coletados dos animais experimentalmente infectados (ntmero
359 e 362) ; apdés o periodo de 20 dias de incubacgdo, o0s parasi-
tos encontrados no interior dos eritrécitos destes animais a-
presentavam-se no inicio da ©parasitemia com aspectos pirifor-
mes, pareados ou simples, arredondados, ameboides e raramente
com formas alongadas e/ou bizarras (Fig. 1 e 2). Com a eleva-
cdo da parasitemia verificou-se um aumento acentuado no numero
de formas ameboides, alongadas e Dbizarras, embora tenha sido
registrado a predomindncia das formas piriformes pareadas. Cé-
lulas infectadas com quatro formas piriformes de B. bigemina fo-
ram observadas, porém com rarissima freqiiéncia. Resultados se-

melhantes foram obtidos por RIEK (1964, 1966), embora neste tra-
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FIGURA 1. Merozoitas de Babesia bigemina em eritrdécitos de
bovino com infeccao experimental. Esfregaco de
sangue periférico corado pelo método de Giemsa.

(0Oc. 10X. Obj. 100X).



43.

FIGURA 2. Merozoitas de Babesia bovis em eritrdécitos de bo-
vino com infecgdo experimental. Esfregago de san-
gue periférico corado pelo método Giemsa. (Oc. 10X,

Obj. 100X).
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balho ndo tenha sido descrito a infeccdo maltipla dos eritréci-
tos, bem como a relagdo do numero de formas, ameboides, alonga-
das e Dbizarras com o grau de parasitemia do hospedeiro verte-
brado.

Nas amostras coletadas do bezerro ntUmero 359 foram en-
contrados algumas formas livres no ©plasma sanguineo, principal
mente quando o nivel de parasitemia apresentou-se elevado: 1,3%
para B. bigemina e 0,4% para B. bovis. Estes dados foram obti-
dos em relacdo as duas espécies do género Babesia utilizadas
no experimento, porém com menos intensidade ©para B. bovis.

As mensuracdes obtidas das formas piriformes pareadas
de B. bigemina variaram de 4,2 - 4,4 um de comprimento e 2,0-
2,6 um de largura, sendo que a média encontrada foi de 4,3 umx
2,2 um; para B. bovis entre 2,1 - 2,5 um de comprimento e 1,0
- 1,5 um de largura com média de 2,5 um x 1,2 um. Estes dados
estdo de acordo com as observagdes de RIEK (1964, 1966) e MEH-

LHORN & SCHEIN (1984).

4.2. Hospedeiro invertebrado

4.2.1. Tubo digestivo

Todas as formas evolutivas de B. bigemina e B. bovis
encontradas nas amostras de sangue periférico do hospedeiro ver-
tebrado foram também observadas nos esfregacos de contetudo in-

testinal das teledbéginas de B. microplus durante as primeiras ho-
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ras apés a queda natural do Thospedeiro (Fig. 3), —concordando
com as observagcdes de RIEK (1964, 1966), DENNIS (1932) e STE-
WART et al. (1986) .

O numero de formas exocitrociticas encontradas neste
material alcangou valores superiores aos registrados em esfre-
gacos de sangue periférico. O aumento destes valores foram a-
tribuidos principalmente a acdo do parasito sobre a célula hos-
pedeira, obedecendo uma sequéncia evolutiva natural, além dos
efeitos fisicos e quimicos produzidos pelo meio.

Nas primeiras 24 horas um grande nuUmero de parasitos
com formas arredondadas, foram observados no interior dos eri-
trécitos. Estes apresentavam um vacuolo central envolvido por

uma delgada camada de citoplasma corado de azul claro e um na-

cleo vermelho escuro localizado na regido periférica. Poste-
riormente a ruptura dos eritrécitos, o} nucleo apresentou-se
distribuido uniformemente em torno do parasito, dividindo-se

imediatamente em dois ou quatro pontos; cada estrutura rece-
beu um envoltdério citoplasmadtico para em seguida modificar-se
para formas arredondadas e claviformes. Com este resultado foi
possivel estabelecer uma sequéncia evolutiva destes parasitos
no contetdo intestinal posteriormente a um periodo de 24 ho-
ras de incubagdo. Estas estruturas foram também observadas por
RIEK (1964, 1966) ©para B. bigemina e B. bovis respectivamente,
e associadas ao desenvolvimento dos ©parasitos. Mesmo com a ob-
tencdo destes resultados, este autor nado considerou como uma

sequéncia evolutiva, semelhante a descrita neste experimento,
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Merozoitas de Babesia bigemina em eritrdécitos

de bovinos em contetdo intestinal de teledgi-
na de Boophilus microplus seis horas pds—-que-
da. Coloracdo pelo método de Giemsa. (Oc. 10x.

Obj. 100X).
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sim como formas isoladas do parasito.

Os parasitos com aspectos <claviformes foram encontra-
dos no conteldo intestinal das teledginas apdés um periodo de
24 a 48 horas de incubacdo. Estas formas medindo entre 11,6-
12,8 um de comprimento e 3,6 - 4,8 um de largura com a média

de 12,9 x 4,12 wum, era constituido de um nGcleo central, arre-

dondado, corado fortemente de vermelho, geralmente localizado
na regido mediana. Algumas vezes foi encontrado levemente des-
locado para a regido posterior. O <citoplasma corado de azul

claro apresentava um grande vacuolo na extremidade anterior,
porém pode ser constituido de pequenos vacuolos distribuido em
toda a sua extensao (Fig. 4) . Posteriormente estas formas so-
friam um processo evolutivo, ©passando a apresentar wuma dilata-
cdo da extremidade anterior. Nestes parasitos com aspecto ar-
redondado observou-se uma massa nuclear densa corada de verme-
lho escuro, localizada na regido mediana, e o <citoplasma com
uma distribuicdo uniforme corado de azul claro. Este processo
evolutivo persistiu até a total modificacdo das formas vermicu-
lares em estruturas arredondadas. A massa de cromatina observa-
da nestas formas arredondadas distribuiu-se para a periferia
do parasito, dividindo-se em varios fragmentos. Cada fragmento
recebeu um envoltério citoplasmético, adquirindo uma forma ar-
redondada e posteriormente vermicular (oocineto). Os oocinetos
apresentavam-se com nucleo central corado de vermelho escuro,
medindo 2,5 um de didmetro, um rico material citoplasmatico co-

rado de azul distribuido uniformemente em toda sua extensdo e
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sSpp. em desenvolvimento no con-

Formas de Babesia

telldo intestinal de teledégina de B. microplus com

24 a 48 horas de incubacdo. Coloracdo pelo método

de Giemsa. (Oc. 10X. Obj. 100X).
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uma massa de cromatina vermelha localizada na extremidade ante

rior (denominada de "cape"), idéntica ao observado no nucleo.
As mensurag¢bes registradas, variavam entre 10,15 - 11,5 um de
comprimento e 9,0 - 9,8 um de largura com média de 10,86 um x

0,39 um (Fig. 5).

Tais formas foram observadas ©primeiramente por  KOCH

(1906) em amostras de intestino de telebginas de B. australis,
R. evertsi e H. aegiptium infectadas com  B. bigemina. CRAW-
LEY (1915) encontrou corpos em forma de charuto em intestinos

de teledbginas de B. annulatus infectados com B. bigemina, e con-
siderou estas formas idénticas as observadas por KOCH (1906) .
ROSEMBUCH (1927), também descreveu o desenvolvimento de B. bi-
gemina em teledéginas de B. microplus e observou dque as formas
claviformes encontradas no intestino do vetor, apresentavam a
capacidade de movimentacdo e infeccdo das células intestinais.
DENNIS (1932) descreveu a presenca destes parasitos em forma
de <clava em contetdo intestinal de teledbginas de B. annulatus
infectadas com B. bigemina, € concluiu que a origem destas for-
mas (oocinetos) estdo diretamente ligada a unido de isogame-
tas. PETROV (1941) descreveu o ciclo de B. bovis em teledginas
e caracterizou a fusdo de isogametas na formagcdo de oocinetos.
Este resultado foi similar ao observado por DENNIS (1932) para
B. bigemina . Posteriormente, MURATOV & KHEISIN (1959) estuda-
ram o desenvolvimento de B. bigemina em B. calcaratus e obser-
varam a presenca de corpos em formas de <clava na luz intesti-

nal do vetor. Segundo os autores estas formas foram originadas
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5.

Oocineto de Babesia spp. em contetdo intesti-

nal de telebégina de B. microplus com trés dias
de incubacdo. Coloracdo pelo método de Giem-

sa. (Oc. 10X. Obj. 100X).
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por DENNIS (1932) para B. bigemina.

Apesar dos aspectos morfoldgicos observados por estes
autores serem idénticos aos encontrados nos resultados deste
experimento, apenas 0s trabalhos realizados por RIEK (1964,
1966) para B. bigemina e B. bovis apresentaram uma maior iden-
tificagdo quando comparados aos aspectos morfoldgicos, e o fe-
némeno evolutivo que originou as formas claviformes (oocine-
tos).

As células raiadas foram observadas em amostras de con-
tettido intestinal coletadas apés o periodo de 24 a 48 horas de
incubagdo. Estas formas apresentavam-se arredondadas com um ci-
toplasma corado de azul -escuro e um pequeno nlcleo central de
vermelho escuro. O numero de flagelos observados variou entre
cinco e oito, embora um maior numero de formas tenham apresen-
tado seis flagelos visiveis ao exame por microscopia o6tica. As
medidas encontradas foram de 2,5 - 3,0 um com a média de 2,63
um de didmetro e o comprimento dos flagelos variaram entre 5,75

6,3 um com média de 5,9 um (Fig. 6). Estas células apresenta-
ram grande semelhangca <com as descritas nos trabalhos de KOCH
(1906), RIEK (1964), FRIEDHOFF & BUSCHER (1976).

Formas raiadas de B. bigemina (Strahlenkorper), seme-
lhantes as observadas neste trabalho, foram descritas ©primeira-
mente por KOCH (1906) em estudos realizados com amostras de con-
tetdo intestinal de teledéginas com 24 horas de incubagdo. Nes-
te trabalho o autor considerou estas formas como estdgio se-

xual do parasito. RIEK (1964) observou a presengca de formas
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contetdo in-

Células rajadas de Babesia spp. em
testinal de teleégina de B. microplus com 24 ho-
ras de incubacdo. Coloracdo pelo método de Giem-

sa. (Oc. 10X. Obj. 100X).
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raiadas de B. bigemina em contetdo intestinal de teledginas de
B. microplus com 24 horas de incubagdo e considerou como para-
sitos em degeneracao. FRIEDHOFF & BUSCHER (1976) verificaram a
presengca de corpos raiados de B. bigemina em teledginas de B.
microplus € consideraram como um estdgio envolvido na reprodu-
cdo sexual do parasito. Posteriormente, WEBER & FRIEDHOFF (1977)
e WATTENDORFF (1980) encontraram formas raiadas de B. bigemina
com diferentes estégios evolutivos no conteudo intestinal de
telebdginas de B. microplus € relacionavam estas estruturas a

um fendmeno de reproducdo sexuada, semelhante ao observado por

FRIEDHOFF & BUSCHER (1976) . Estas formas também foram descri-
tas por DALGLIESH et al. (1981) nas amostras de intestino de
telebdginas de B. microplus infectadas com B. bigemina. Nestas

amostras o nuUmero de corpos raiados observado foi maior duran-
te as primeiras 24 horas de incubacao, principalmente quando
coletadas das teledéginas infectadas com <cepas de B. bigemina
modificadas por passagem sucessiva no hospedeiro vertebrado.

Apbés revisdo da literatura, verificou-se que os resul-
tados observados em vArios trabalhos foram semelhantes, mesmos
naqueles desenvolvidos em condicgdes experimentais diferentes,
e sugeriram as estruturas railadas como formas sexuais, refor-
cando os dados obtidos neste experimento.

Entre o periodo de 48 a 72 horas, os oocinetos encon-
trados na luz intestinal penetraram nas células epiteliais do
intestino, especificamente no citoplasma para realizacdo de uma

nova multiplicagcdo. ©No interior da <célula estes ©parasitos ad-
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quiriram um aspecto fusiforme, com um nucleo central corado for-
temente de vermelho e o citoplasma azul claro, semelhante ao da
célula hospedeira. Em seguida modificavam-se para formas arre-
dondadas, aumentavam de tamanho para posteriormente iniciar a
divisdo nuclear em varios fragmentos. Cada fragmento foi envol-
vido por um material citoplasmdtico, os quais evoluiram para for
mas arredondadas, ovais e finalmente vermiculares (Fig. 7), po-
dendo algumas células apresentarem infecgcdo multipla.

As mensuragdes encontradas para as formas arredonda-

das, ovais e vermiculares variaram de 2,6 - 3,1 um com a média
de 2,92 um de diédmetro, 4,1 - 4,85 um de comprimento e 2,81-
3,15 um de largura com a média 4,43 um x 2,98 um, e 7,15 - 7,35
um de comprimento e 3,25 - 3,55 um de largura com a média de

7,25 um x 3,32 um, respectivamente.

No final deste periodo, os parasitos completavam o ci-
clo evolutivo no intestino, passando a formas vermiculares o0s
quais rompiam a célula da parede intestinal migrando em seguida
para luz intestinal e cavidade geral do —carrapato. Varias for-
mas foram encontradas em amostras de contetdo intestinal apés
72 horas de incubacdo das teledginas. A coloragdo do nucleo, ci-
toplasma e do "cape" observado nestas formas era idéntica ao
descrito para os oocinetos.

Estas observacgdes estdo de acordo com os resultados ob-
tidos por RIEK (1964, 1966) . PETROV (1941), MURATOV & KHEISIN
(1959), STEWART et al. (1981), MEHLHORN & SCHEIN (1984) e STE-

WART et al. (1986), que também registraram a presengca das for-
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Diferentes estdgios evolutivos de esporozoitas de
Babesia spp. em hemolinfa de teledégina de Boophi-
lus microplus com quatro dias de incubacgdo. Colo-

racdo pelo método de Giemsa. (Oc. 10X. Obj. 100X).
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nas fémeas de B. microplus. Estes dados também foram encontra-
dos por MORZARIA & BROCKLESBY (1977) ao caracterizar os aspec-
tos das formas imaturas de B. bigemina em fémeas de B. micro-
plus.

As formas imaturas de B. bovis encontradas nhas mesmas
amostras de hemolinfa eram vermiculares, com um nucleo arredon-
dado de coloragdao vermelho escuro, localizado préximo a regido
mediana, o citoplasma azul <claro, denso e Dbem distribuido ao
longo do parasito, a massa de cromatina corado de vermelho es-
curo estd localizada na extremidade anterior. Verificou-se ain-
da que nesta espécie de Babesia, o0s esporozoitas apresentavam-
se com a extremidade posterior recurvada, semelhante a um "gan-
cho". Estas observagdes estdo de acordo <com as referidas por

RIEK (1966).

Nos esporozoitas maturos de B. bigemina e B. bovis
verificou-se um nicleo arredondado, corado fortemente de
vermelho, localizado na regiao mediana; o citoplasma cora-

do de azul claro constituido de pequenos vacuolos distri-
buidos em toda sua extensao, e uma reduzida massa de cro-
matina corado de vermelho escuro, disposta na extremida-
de anterior do parasito (Fig. 9) . Observou-se ainda que
com O aumento do periodo de incubacédo das teledginas, os
esporozoitas apresentavam uma redug¢do no volume da massa de
cromatina, até o) total desaparecimento e, uma exarceba-

¢do no numero e tamanho dos wvacuUolos citoplasmédticos, cor-

respondendo as mesmas observacgdes realizadas por RIEK (1964,
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FIGURA 9. Esporozoitas de Babesia bigemina (A7) e Babesia bo-
vis (B) em hemolinfa de teledgina de Boophilus mi-
croplus com sete dias de incubagdo. Coloragdo pelo

método de Giemsa. (Oc. 10X. Obj. 100X).



60.

1966), MORZARIA & BROCKLESBY (1977) e EL-ALLAW (1977) .

Formas imaturas e maturas dos merozoitas de B. bigemi-
na e B. bovis foram observadas nas amostras de hemolinfa por um
periodo de 17 dias. Durante este periodo foi registrado um acen-
tuado numero das formas maturas, principalmente a partir de 96
horas de incubagdo (Fig. 10). Nestes dados registrou-se ainda a
predomindncia dos esporozoitas de B. bigemina (Fig. 9 e 10).

Das amostras de hemolinfa examinadas durante o experi-
mento, apenas aquelas coletadas de teledginas com trés e quatro
dias de incubagdo evidenciaram esporozoitas de B. bigemina (Fig.
11) e B. bovis no citoplasma dos hemécitos.

Nos estudos morfométricos dos esporozoitas maturos de
B. bigemina, as malores e as menores medidas obtidas nas mensu-

ragbes dos comprimentos durante o periodo de 10 dias de incuba-

¢cdo apresentaram valores paramétricos de 12,95 - 16,05 um e 9,1
- 11,35 um respectivamente. Os valores médios observados varia-
ram de 11,53 um a 12,67 um (Fig. 12). Nas mensuragdes das lar-

guras, os valores ©paramétricos das maiores medidas variaram de
3,0 - 6,9 um e das menores medidas de 1,65 - 1,90 um, com dados
médios variando de 2,48 um a 2,89 um (Fig. 13).

Nestas mensuracgles, observou-se que o0s valores paramé-

tricos foram diferentes quando comparados aos resultados encon-

trados na literatura. Por exemplo: RIEK (1964) relatou que os
vermiculos maturos de B. bigemina mediram entre 9,0 - 13,0 um de
comprimento e 2,0 - 2,9 um de largura com valor médio de 11,0 um

x 2,5 um; MORAZARIA & BROCKLESBY (1977) estudando os aspectos



FIGURA

10.

Esporozoitas de Babesia bigemina.

Formas maturas

(A) e 1imaturas (B) em hemolinfa de teledgina de

Boophilus microplus com sete dias de incubagéo.

Coloragdo pelo método de Giemsa. (Oc. 10X.
100X) .
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FIGURA 11. Esporozoitas de Babesia bigemina em hemdcito de

teledgina de Boophilus microplus com quatro dias

de incubacdo. Coloracdo pelo método de Giemsa.

(Oc. 10X. Obj. 100X) .
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morfométricos dos esporozoitas maturos de B. bigemina observa-
ram que as medidas encontradas variaram entre 11,46- 12,12 um
de comprimento e 2,45 - 2,65 um de largura com média de 11,79
um x 2,55 um. Observagdes estas que mais se assemelham aos va-
lores médios descritos neste experimento; MEHLHORN & SCHEIN
(1984) reportaram medidas de 11 u x 2,5 um para esporozoitas
maturos de B. bigemina, resultado 1idéntico ao valor médio en-
contrado por RIEK (1964).

Os estudos morfométricos dos esporozoitas de B. bovis
nao foram realizados devido ao reduzido nUmero das formas en-
contradas nestas amostras.

Nas mensuragdes realizadas para caracterizagdo das es-
pécies, os valores paramétricos obtidos por merozoitas de B.
bigemina foram de 9,1 - 16,05 um de comprimento e, 1,9 - 6,9
um de largura com valores médios de 2,65 um x 12,05 um.

Para os esporozoitas de B. Dbovis, os valores encon-
trados variaram de 13,50 - 19,30 wum de comprimento e 2,75-
4,0 um de largura com médias de 17,40 um x 3,46 um (Fig. 14).
Estes valores ndo estdo de acordo com os dados obtidos por

RIEK (1966) e MEHLHORN & SCHEIN (1984).

Os resultados obtidos nas mensuracdes mostraram-nos
que o periodo de incubacdo ndo interferiu significativamente

no tamanho e largura dos esporozoitos de B. bigemina e B. bovis.
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4.2.2.b. Infecgcdo das teledginas

Do total de 100 teledginas examinadas apds desprende-
rem-se naturalmente do bezerro numero 359, 84 fémeas apresenta-
vam-se infectadas por B. bigemina e B. bovis, sendo que 46,4%

no terceiro dia, 39,2% no quarto dia e 14% no quinto dia de in-

cubacdo (Fig. 15). A frequéncia acumulada de 94% das teledginas
infectadas, alcangcada no quinto dia, permaneceu até o 17° dia
de incubacdo. Algumas teledginas <coletadas do mesmo hospedei-
ro com O mesmo grau de parasitemia (1,3% ©para B. bigemina e

0,4% ©para B. bovis) wutilizadas para obtencdo das amostras de
ovos, permaneceram infectadas até o 21° dia de incubacgdo, po-
rém com um numero reduzido de esporozoitas na hemolinfa.

A intensidade da infecgdo das teledginas foi avaliada
estabelecendo-se diferentes graus de infecg¢do (grau 1, 2, 3 e 4)
durante o periodo de 17 dias de incubacdo (Fig. 16). O grau 1

(1 a 5 esporozoitas por esfregaco) foi observado inicialmente no
terceiro dia, permanecendo até o sétimo dia de incubagdo. O pi-
co méximo foi registrado no quarto dia (Fig. 17), onde 85,71%
das teledginas apresentavam-se infectadas. O grau 2 foi calcula-
do através das amostras examinadas entre o quinto e o 13° dia
de incubagdo. Nestas amostras o pico méximo foi obtido no sexto dia,
quando 91,66% das teledginas apresentavam-se com seis a 50 espo-
rozoitas por esfregagco. O inicio do grau 3 ocorreu no sexto dia,

persistindo até o 17° dia. O pico méximo foi observado no 11°

dia, em 98,8% das teledginas, embora as amostras examinadas en-
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FIGURA

17.

Esporozoitas de Babesia spp. com diferentes es-

tdgios evolutivos em hemolinfa de teledgina de

Boophilus microplus com quatro dias de incuba-

cdo. Coloracdo pelo método de Giemsa, (Oc. 10X.
Obj. 100X).

70.
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tre o oitavo e o 13° dia tenham evidenciado +valores considera-
veis de telebginas com este grau de infecgdo. O grau 4 regis-
trado a partir do 12°dia terminando no 17° dia com o pico ma-
ximo envolvendo 79,76% de fémeas infectadas.

Nas teledginas infectadas por B. bovis, apenas 0o dJrau
1 e 2 foram observados durante o periodo de <colheita das amos-
tras. Também foi observado uma frequéncia reduzida no nuUmero
de fémeas com seis a 50 esporozoitas por esfregago de hemolin-
fa grau 4.

Nos resultados obtidos durante esta fase experimen-
tal (17 dias de incubacéo), verificou-se uma grande probabili-
dade em detectar a ©presengca de esporozoitas de B. bigemina e

B. bovis nas amostras coletadas durante o quinto dia de incuba-

¢do, periodo este em que 84 teledginas (100%) estavam positi-
vas. Entretanto, a ©probabilidade em diagnosticar a infecg¢do das

teledginas aumentou acentuadamente ao utilizar ©para exame a-
mostras de hemolinfa coletadas entre o sexto e o 17° dia de in-
cubacdo (Fig. 18). Estas observagdes vem reforgcar a teoria so-
bre o efeito do periodo de incubacdo no grau de infeccdo das
teledginas. Tais resultados divergem das observacgdes obtidas
por MAHONEY & MIRRE (1971), que consideraram o quinto, sexto
e sétimo dia de incubagdo <como um periodo de baixa probabili-
dade ©para o diagnéstico dos esporozoitas de B. bigemina e B.
bovis nas teledginas de B. microplus. Entretanto, sdo seme-
lhantes aos dados registrados por AKINBOADE & DIPEOLU (1981),

que descreveram a presenca de esporozoitas de B. bovis duran-



FIGURA 18.

Esporozoitas

de Babesia bigemina e B.

hemolinfa teledgina Boophilus microplus

com sete dias incubacdo. Coloracdo pelo mé-

todo de Giemsa.

2.
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te o quinto e o 14° dia de incubacgdo das teledginas de B. gai-
gyi, e consideraram o oitavo dia ideal ©para o diagnéstico dos
esporozoitas nas amostras de hemolinfa. Em situacdes idénticas,
GUGLIELMONE et al. (1985) descreveram presenca de esporozoitas
de B. bigemina e B. bovis em telebdginas de B. microplus duran-
te o quarto e o 10° dia de incubacdo, e <consideraram o nono e
o 10° como ideal para diagnosticar a infeccdo das teledginas co-
letadas do hospedeiro vertebrado com uma baixa parasitemia
(1,5% para B. bigemina e B. bovis), e o sexto dia para as fé-
meas coletadas de hospedeiros com parasitemia moderada (3,5% pa-
ra B. bigemina e 1,5% para B. bovis). Estes autores reportando o
trabalho de MAHONEY & MIRRE (1971) consideraram que, a falha no
diagnéstico da infeccdo das teledginas se deve a colheita e e-

xame das amostras de hemolinfa até o sétimo dia de incubacéo.

4.,2.3. Ovario

Nos exames realizados dos macerados de ovarios, ape-
nas as amostras coletadas de teledginas a partir do quarto dia
de incubacdo apresentavam-se infectadas por B. bigemina e B.
bovis, estando de acordo com as observagbdes de RIEK (1964,
1966) .

Os parasitos observados nas amostras com quatro e cin-
co dias de incubacdo eram vermiculares com nucleo redondo ou
ligeiramente oval, corado intensamente de vermelho, geralmente

localizado na regido mediana. O citoplasma corado de azul cla-
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ro distribuia-se wuniformemente em todo o ©parasito, embora em al-

guns esporozoitas tenha sido constatado a presenga, de alguns va-

cuolos que variavam em numero e tamanho. Uma massa de cromati-
na foi observada frequentemente na extremidade anterior (Fig.
19). A presenca das formas vermiculares em amostras de ovario
foram também observadas por KOCH (1906) em teledginas de B. aus-

tralis, R. evertsi e H. aegyptium, por REGENDANZ (1936) e RIEK
(1964, 1966) em B. microplus, por MURATOV & KHEISIN (1959) em
B. calcaratus.

Os esporozoitas encontrados nas amostras de ovario co-
letadas entre o sétimo e nono dia de 1incubacdo apresentavam-se
com formas vermiculares, com a extremidade anterior ligeiramen-
te dilatada; o citoplasma <corado de azul claro continha varios
vactuolos em toda sua extensdo, e um nucleo corado na regido me-
diana. O ponto de <cromatina raramente foi observado, no entan-
to, quando presente, apresentou-se menor que o observado nas
formas de inicio de incubagdo. As variagbes morfoldgicas obser-
vadas nos esporozoitas tornavam-se mais acentuadas com O aumen-—
to do periodo de incubagdo das teledginas.

Nestas amostras verificou-se também, parasitos morfolo-
gicamente semelhantes aos esporozoitas descritos no inicio da
incubacgéao. Estas formas foram encontradas livres no meio, porém
um grande nuUumero foi observado no interior das <células do ova-
rio.

Os raros esporozoitas de B. bovis encontrados durante

este periodo, possuiam formas vermiculares com extremidade ante-



FIGURA 19. Esporozoitas de Babesia spp. em ovario de teled-
gina de Boophilus microplus com sete dias de in-
cubacéo. Coloracdo pelo método de Giemsa. (Oc.

10X. Obj. 100X).
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rior romba, a posterior afilada e fortemente recurvada, seme-
lhante ao observado em amostras de hemolinfa. 0 citoplasma
corado de azul claro continha um grande vactolo localizado an-
teriormente ao nlcleo. Alguns parasitos apresentavam dois gran-

des vacuolos separados por um nucleo central corado de verme-

lho escuro. O ponto de cromatina, quando presente apresenta-
va-se reduzido de tamanho e <corado de vermelho claro. Estas
observacdes estao de acordo com as obtidas por RIEK (1964,
1966) .

Neste periodo também foram registrados a ©presenca de
parasitos de formas ovais e ou arredondadas, com um ou dois
pontos de cromatina corados de vermelho escuro, e o citoplas-
ma denso e bem distribuido corado fortemente de azul.

Nas mensuragdes realizadas dos parasitos encontrados

em todas as amostras, os merozoitas de B. bigemina mediam de

10,55 - 13,0 um de comprimento e 2,90 - 3,60 um de largura, oS
de B. bovis 14,25 - 15,80 um de comprimento e 3,0 - 3,9 um de
largura, e as formas arredondadas, 2,05 - 4,35 um de diédme-
tro.

4.2.4. Tubos de Malpighi

Um pequeno numero de esporozoitas foram encontrados
nas amostras dos tubos de malpighi coletados durante todo o pe-
riodo experimental (periodo entre o primeiro e o 10° dia de incu-

bacgéo) (Fig. 20). Neste ©periodo, 0os primeiros merozoitas fo-
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de teledbginas experimentalmente infectadas, também foram obser-
vadas por CRAWLEY (1915), TOSEMBUSCH (1927), DENNIS (1932), RE-
GENDAZ (1936), MURATOV & KHEISIN (1959), PETROV (1941), RIEK
(1964, 1966), EL-ALLAWY (1977), AKINBOADE & DIPEOLU (1981) e
EL-ALLAWY (1983) .

O aparecimento inicial destas formas ocorreu nas amos-
tras coletadas de teledginas com quatro e cinco dias apds a que-
da natural do hospedeiro. Resultados semelhantes foram encon-
trados por RIEK (1964, 1966), AKIMBOADE & DIPEOLU (1981) e EL-
ALLAWY (1983) .

Durante 0s exames das amostras, verificou-se que 0s
ovos de B. microplus com dois dias de incubacdo Jj& apresenta-
vam merozoitas de Babesia (Fig. 22). Um reduzido numero de pa-
rasitos nos macerados confeccionados entre o quarto e o sétimo
dia foi comprovado, em seguida evidenciou-se aumento progres-
sivo até o 17° pébs-queda das teledbginas (Fig. 23). Estas obser-
vagbes permitiram caracterizar o efeito da incubagdo na infec-
tividade dos ovos, bem como propor a colheita e exame das amos-
tras a partir do sétimo dia de incubacgdo, aumentando assim a
probabilidade do diagnéstico das infecgdes por B. bigemina e
B. bovis.

Nas amostras de ovos utilizados para o estudo do com-
portamento evolutivo dos esporozoitas de B. bigemina e B. bo-
vis em diferentes tempos de incubacgdo, verificou-se que, as
formas nos primeiros dias de incubagdo eram vermiculares com

um nGcleo corado de vermelho escuro, localizado na regido me-
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diana ou ligeiramente deslocado para a extremidade ©posterior.
O citoplasma azul claro continha pequenos vacuolos, e o pon-
to de cromatina corado de vermelho escuro localizando-se na
extremidade anterior do parasito. A  extremidade anterior era
arredondada e a posterior afilada e retilinea. Estas formas
sdo semelhantes aos encontrados em amostras de hemolinfa, tu-
bos de malpighi e ovéarios.

Os esporozoitas observados nas amostras coletadas no
final do periodo de incubacéo apresentavam algumas variacgdes
morfoldgicas quando comparadas com as formas descritas ini-
cialmente. 0 ntcleo central apresentava-se menos compacto e
corado de vermelho claro; o citoplasma corado de azul <claro e-
videnciou grandes vacuolos. O ponto de cromatina situado na
extremidade anterior, raramente foi observado.

As mensurag¢des dos merozoitas encontrados nas amos-—

tras de inicio e final de incubacdo mediram de 12,25 - 13,75
um de comprimento por 3,0 - 3,2 um de largura, e 20,45 - 24,50
um de comprimento por 3,55 - 3,70 um de largura, respectiva-
mente. Entretanto, o periodo de ©postura ndo interferiu na mor-

fometria do parasito.

4.2.6. Larva ndo alimentada

Nas amostras coletadas, verificou-se a presenca de

formas vermiculares, livres no meio e no interior do <citoplas-

ma das células intestinais. Estas formas apresentavam um nl-
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cleo central corado de vermelho escuro e o citoplasma bem dis-
tribuido corado de azul claro; o ponto de cromatina corado de
vermelho escuro localizado na extremidade anterior, embora em
alguns espécimes esta estrutura ndo tenha sido encontrada
(Fig. 24).

Células intestinais contendo infecg¢do multipla foram
também observadas nas amostras de larvas ndo alimentadas. No
citoplasma destas células foram encontradas formas vermicula-
res, arredondadas e ovais. As formas arredondadas e ovais a-
presentavam um grande nucleo central corado de vermelho escu-
ro, e o citoplasma azul claro, distribuido uniformemente. Os
parasitos vermiculares apresentavam as mesmas caracteristicas
morfoldgicas descritas anteriormente. 0 aparecimento destas
formas foi o resultado da multiplicacdo dos parasitos no in-
terior da célula hospedeira (Fig. 25). As formas vermiculares
ao penetrarem no citoplasma, apresentavam a massa de cromati-
na mais difusa e distribuida na periferia do parasito. Pos-
teriormente, a cromatina dividiu-se em varios pontos arredon-
dados envolvido por <citoplasma, as quais adquiriram formas ar-
redondadas e ovais, e por ultimo, formas vermiculares. As foi
mas vermiculares ora descritas, apresentavam-se bem semelhan-
te as encontradas em amostras de hemolinfa, tubos de malpighi

e ovos de inicio de incubacéo. Observacgdes semelhantes foram

realizadas por RIEK (1964, 1966).

As medidas encontradas para as formas vermiculares

intra e extracelulares variavam de 14,15 - 21,75 um de compri-



FIGURA

24.

85.

Desenvolvimento inicial de Babesia spp. em cito-
plasma de <células epiteliais do intestino de lar-
vas de Boophilus microplus com dois dias pébs-e-
closao, evidenciando também forma vermicular (es—
porozoita) extra celular. Coloracgéo pelo método

de Giemsa. (Oc. 10X. Obj. 100X).
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FIGURA 25. Desenvolvimento de Babesia spp. em citoplasma de
células epiteliais do intestino de larvas de Boo-
philus microplus com trés dias pés-eclosdo. Colo-

racdo pelo método de Giemsa. (Oc. 10X. Obj. 100X).
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mento e 3,1 - 3,7 m de largura; para as arredondadas foram de
11,0 - 13,2 m de diémetro e para as ovais 14,35 - 16,30 m de
comprimento e 4,30 - 4,75 m de largura.

4.3. Efeitos da infecgdo por B. bigemina e B. bovis no vetor

B. microplus

Os valores paramétricos encontrados no peso das teled-
ginas de B. microplus infectadas por B. bigemina e B. bovis fo-
ram de 240,0 e 480,0 mg com média de 350,61 mg (Fig. 26). Es-
tes dados foram superiores aos encontrados no grupo das teled-
ginas nédo infectadas cujo o menor e o maior wvalor registrado
foi de 180,0 e 380,0 mg e a média de 278,42 mg (Fig. 27). Es-
tes dados ndo estdo de acordo com os achados de DAVEY (1981)
que ao estudar o efeito da infecgdo por B. bovis sobre o vetor
B. microplus ndo considerou como significativo a diferenga ob-
servada entre o peso das teledginas infectadas (395,6 mg) e néao
infectadas (409,3 mg).

O periodo de pré-postura observado para as teledginas
infectadas e nédo infectadas foi de 3,0 e 3,2 dias, respectiva-
mente. Portanto nao apresentando diferenca significativa. Es-
tes resultados —caracterizaram a ndo interferéncia destes para-
sitos durante esta fase evolutiva. O periodo de ©postura obser-
vado para o grupo infectado foi de 20,1 dias, ndo apresentando
diferenca significativa quando comparado com o valor obtido pa-

ra o grupo nao infectado, o qual apresentou um periodo médio
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de 20,2 dias.

Nas fémeas infectadas, os valores encontrados para o
peso das posturas variaram entre 5,36 e 21,45 mg com média de
14,01 mg (Fig. 28), evidenciando uma diferenca significativa
quando comparados com o0s valores paramétricos de 8,01 e 20 mg
e média de 14,87 mg registrados para as posturas coletadas do
grupo de teledginas ndo infectadas (Fig. 29). Estes dados suge-
riram a interferéncia da infecg¢do por B. bigemina e B. bovis na
producdo de ovos. A redugcdo na massa de ovos das teledginas de
B. microplus infectadas com B. bovis foi observada por DAVEY
(1981). GRAY (1982) também, caracterizou o efeito de B. bigemi-
na na capacidade de postura das teledéginas de B. decoloratus.

O tempo médio de incubagdo para os ovos originados do
grupo de teledbdginas infectadas foi de 26,4 dias e para os de
teledéginas nédo infectadas de 26,7 dias, o que deixa claro a néo
interferéncia de B. bigemina e B. bovis nesta fase do «ciclo
biolégico do carrapato B. microplus . Estas observagdes refor-
¢caram os resultados obtidos por DAVEY (1981). A taxa de eclo-
sdo dos ovos em experimento foi de 90%, tanto para o grupo in-

fectado quanto para o nao infectado.

4.4, Taxa de infeccdo das teledginas

Das 100 teledbéginas de B. microplus coletadas por des-

preendimento natural do Dbezerro nUmero 362 durante o periodo

em que a parasitemia por B. bigemina era de 1,5% e por B. bo-
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vis de 0,4% 96% apresentavam-se infectadas aos exames de hemo-
linfa realizados apdés o quinto dia de incubacgdo. Das teledgi-
nas infectadas, 91 apresentavam-se com a coloragdo anormal, en-
tre o marrom escuro e o preto. Neste grupo observou-se que 23
telebdginas ndo realizaram postura, 30 apenas iniciaram e 38
realizaram parcialmente a postura. Apenas cinco teledginas in-
fectadas apresentavam-se com <coloragdo normal e realizaram to-
talmente a postura. A morte de 94,79% das teledginas infecta-
das foi observada entre o sétimo e o 12° dia de incubacéo.

Das 100 teledéginas de B. microplus coletadas do Dbezer-
ro numero 359 quando a ©parasitemia por B. bigemina e B. bovis
foi de 1,3% e 0,4%, respectivamente, 88% estavam infectadas a-
pés o quinto dia de incubagdo. Da amostra infectada, 34 teled-
ginas nédo realizaram postura, 32 apenas iniciaram a postura e
22 realizaram parcialmente a postura. Deste grupo, 75% das te-
lebginas (66 teledginas), tinham uma coloracdo entre o marrom
escuro e o0 preto, semelhante ao observado nas amostras coleta-
das do bezerro numero 362. A taxa de mortalidade registrada nas
teledginas infectadas foi de 75%. Este wvalor foi observado en-
tre o sétimo e o 10° dia de incubagdo, e corresponde as teled-
ginas que apresentaram uma coloragdo marrom escuro ou preta.

A taxa de infecgdo observada nos grupos de teledgi-
nas, coletadas em hospedeiros com diferentes graus de parasite-
mia, foi semelhante ao encontrado por RIEK (1964, 1966) . Me-
diante estas observacodes, concluiu-se que, a infeccdo das te-

ledginas ndo depende especificamente do grau de ©parasitemia do



94.

hospedeiro vertebrado.

A reducdo do periodo de postura e ©por conseguinte da
massa de ovos registrados nas teledginas infectadas, estavam
associadas a intensa multiplicagdo dos parasitos na hemolinfa,
e principalmente no ovario. Resultado semelhante foi encontrado
por MUANGYATI (1974) .

A taxa de mortalidade observada nos grupos de teled-
ginas ingurgitadas em hospedeiros com diferentes graus de pa-
rasitemia variou de 88 a 94,79%. Estes dados concordam com 08
achados de GRAY (1982), o qual registrou uma taxa de mortalida-
de de 93 a 100% em grupos de teledginas coletadas de bovinos
com parasitemia de 0,02 e 0,07% para B. bigemina. RIEK (1964),
também registrou uma taxa de mortalidade de 90%, -embora, tenha
trabalhado com teledéginas coletadas de bovinos com ©parasitemia

[ Q

superior a 20%. Taxa de mortalidade de 70% foi encontrada por

DAGLIESH et al. (1981) em teledginas infectadas por B. bovis e
GUGLIELMONE et al. (1985) em teledbéginas com infec¢do por B. bi-
gemina e B. bovis.

Durante o periodo de incubagcdo em que foi observado a

maior taxa de mortalidade nas teledbdginas infectadas, estando em

concordancia com os resultados encontrados por RIEK (1964), AN-
THONY (1970), DALGLIESH et al. (1981), GRAY (1982) e GUGLIEL-
MONE (1985). No entanto, RIEK (1966) registrou entre o quinto

e sétimo dia de incubacdo wuma acentuada taxa de mortalidade de
teledginas de B. microplus infectadas com B. bovis.

As amostras de hemolinfa coletadas das teledéginas com
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acentuado grau de infecgdo apresentavam-se com coloragdao verme-
lho escuro. Esta alteracdo foi considerada como resultado da
presenga de hemoglobina na hemolinfa. Este fendmeno parece es-
tar diretamente ligado a multiplicagdo dos parasitos no inte-
rior das células, e como consequéncia a alteracdo da permeabi-
lidade da parede 1intestinal. Estas observagdes estdo de acordo
com os dados de RIEK (1964) e DALGLIESH et al. (1981) .

Nos resultados obtidos, verificou-se grandes evidén-
cias de que a morte das teledginas infectadas sobrevem a multi-
plicacdo do parasito nos hemdcitos, e nas células epiteliais da
parede intestinal, fazendo com que estas células perdessem suas

funcdes vitais.



5. CONCLUSOES

Da andlise dos resultados obtidos e discutidos pode-
se concluir que:

- O ciclo evolutivo de B. bigemina e B. bovis foi ob-
servado em tubo digestivo, hemolinfa, tubos de malpighi, ovéa-
rio e ovos de teledginas e em células da parede intestinal de
larvas ndo alimentadas, precedido de um estdgio vermicular (es-
tdgio mével).

- A presencgca de formas raiadas e oocinetos de Babe-
sia spp. na luz intestinal de teledginas de B. microplus, in-
dicam a existéncia de reproducdo sexuada no hospedeiro inver-
tebrado.

- A infecg¢do por B. bigemina e B. bovis determinam
uma taxa de mortalidade das teledginas de B. microplus entre
o sétimo e o 12° dia de incubacdo ou provoca uma redugdo no
ingurgitamento e peso da massa de ovos.

- 0 periodo 1ideal para o diagnéstico das infecgdes

por B. bigemina e B. bovis em telebéginas de B. microplus cor-
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responde ao oitavo e o 13° dia apés desprenderem-se naturalmen-
te do hospedeiro vertebrado, independente do grau de parasite-
mia do hospedeiro vertebrado.

- 0s dados morfométricos podem ser utilizados como
principais critérios para o diagnéstico diferencial entre os
esporozoitas de B. bigemina e B. bovis durante o desenvolvimen-
to em hemolinfa de teledginas com o mesmo periodo de incuba-
cao.

- Ndo hé& interferéncia direta do grau de ©parasitemia
do hospedeiro vertebrado sobre o ciclo de B. bigemina e B. bo-
visno vetor B. microplus.

- Os animais wutilizados no experimento procedente do
Planalto do Itatiaia, zona fisiogrdfica de Resende, localizada
acima de 2.400 m de altitude foram <comprovadamente negativos

para B. bigemina e B. bovis.
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